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WSTEP

Waznym zadaniem biologii molekularnej jest wyjasnienie istoty zycia w
oparciu o0 znajomo$¢ budowy przestrzennej czasteczek enzyméw i1 kwaséw  nu-
kleinowych. Problem ten,réwnie wazny jak trudny, rozwigzywany jest obecnie
metodsuni chemicznymi i fizycznymi. Ma aktualnym etapie badan konieczne
jest opracowanie metody umozliwiajgcej jednoznaczne ustalenie  struktury.
Najwieksze nadzieje wigze sie z metodami spektroskopowymi pozwalajacymi
bada¢ strukture makroczasteczek w roztworze.

Poprzednie dwa tomy poswiecone byty gtdéwnie zagadnieniom syntezy, wias-
nosciom chemicznym 1 biologicznym kwaséw nvikleinowych. Niniejszy tom obej-
muje referaty wygtoszone na ogdlnopolskiej konferencji naukowej na temat:
"Metody spektroskopowe w badaniach struktiury kwaséw nukleinowych,ich kom-
ponentéw i analogow", ktéra odbyta sie w grudniu 1973 roku w Boszkowle
koto Leszna. Celem referatdw przygotowanych i wygtoszonych gtéwnie  przez
stuchaczy Studium Doktoranckiego Instytutu Chemii UAM byto zapoznanie mio-
dego zespotu z najnowszymi osiggnieciami literaturowymi z tej dziedziny.
Konferencja zorganizowana zostata przez Zaktad Stereochemii Produktéw Natu-
ralnych Instytutu Chemii Organicznej PAN, Zesp6t Syntezy i Potochemii Kwa-
s6w Nukleinowych Instytutu Chemii UAM i1 Koto Mitodych Pracownikéw Nauki
SZSP przy Instytucie Chemii UAM,
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Wiodzimierz Krzyzosiak, Piotr Barczynski

ANALIZA KONFORMACYJNA NUKLEOTYDOW

STRESZCZENIE

W rozdziale tym zawarte s!ag ogolne problemy analizy konformacyjnej nu-
kleotydow, konwencje nomenklaturowe oraz wyniki badan krystalograficznych
ze szczegllnym uwzglednieniem konformacji pierscienia rybofuranozy. Przed-
stawione tutaj rezultaty stanowig dogodny materiat poréwnawczy do rozwazan
konformacji nukleotydéw w roztworze i w niektérych przypadkach przyczy-
nity sie do uscislenia regut stuzacych do interpretacji danych spektrosko-

powych.
WSTEP

Jednym z intensywnie badanych i nie wyjasnionych do dzisiaj problemow
jest zagadnienie tréjwymiarowej struktury kwaséow nukleinowych, a  szcze-
golnie kwaséw transferowych,ktére odgrywajg kluczowag role w procesie prze-
kazywania informacji genetycznej.

Obecnie juz wiadomo, ze konformacje niektérych strukturalnych regionoéw
kwaséw nukleinowych sg bardzo podobne w polimerach i ich monomeryoznych
jednostkach. W zwigzku z tym uwaza sie, ze sity okreslajgce przestrzenng
strukture polinukleotydéw manifestujg sie juz czesSciowo na poziomie mono-
merow, Celowe jest wiec prowadzenie réwnolegtych badan stereochemli nukleo-
zydow, nukleotydéw i wielkoczasteczkowych kwaséw nukleinowych. Dla
przykiadu analiza krystalograficzna monomerycznych jednostek daje  precy-
zyjne dtugosci wigzan i precyzyjne katy wigzan, ktdre sg waznymi informa-
cjami w rozwazaniach stereochemli polimeru. Najbardziej jednak cenne dla
biochemika sg metody pozwalajgce okresli¢ konformacje w roztworze wodnym,
czyli w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Nalezy od razu zaznaczyc,
ze takiej metody, poréwnywalnej precyzja z metoda rentgenografiozng jesz-
cze nie ma i przy interpretacji danych spektroskopowych korzysta sie z



mniej lub bardziej przyblizonych regut empirycznych oraz teoretycznie uza-
sadnionych korelacji np. réovmanie Karplusa,

W analizie konformacyjnej nukleotydéw zarysowujg sie  wyraznie trzy
drogi:

1. Badeuila krystalograficzne

2, Badania spektroskopowe w roztworze

3. Obliczenia teoretyczne
Chemicy teoretycy potrafia obecnie obliczeuS najbardziej uprzywilejowane
konformacje. W swych rozwazeuiiach energetycznych korzystaja z doktadnych
opisdbw geometrii czgsteczek podanych przez krystalograféw. Optymistycznie
nastraja fakt, ze wyniki obliczen teoretycznych pozostajg w dobrej zgodzie
z rezultatami badan spektroskopowych w roztworze.

STRUKTURA NUKLEOZYDOW ! NUKLEOTYDOW W KRYSZTALE.
PROBLEMY NOMENKLATUROWE

Jak wiadomo,obrét wokét wigzan pojedynczych C-C, C-0, C-B i1 0-P w zwigz-
kach organicznych nie jest catkowicie swobodny i z niezliczonej liczby
teoretycznie mozliwych konformacji realizowane sa tylko niektére charakte-
ryzujace sie nizszymi wartosciami energii potencjalnej. Trwatos¢ tej ozy
innej konformacji czasteczki zalezy od sit odpychania (typu Van der Waal-
sa) miedzy sasiednimi, niezwigzanymi kowalencyjnie atomami 1 od sit przy-
ciggania pomiedzy réznymi grupami funkcyjnymi na skutek oddziatywan dipo-
lowych lub wigzania wodorowego

Doktadnie zdefiniowane konformacje zwigzkéw chemicznych uzyskuje sie
na podstawie znajomosci katow skrecenia wynikajgcych z obrotu wokot wigzan
pojedynczych, Do petnego opisu konformacji jednostki nukleotydowej wymaga-
na jest znajomo$¢ wartosci i znaku dwunastu katow [2] (rys. 1).

Pokazane na rysunku ! dwanascie katéw przybiera wartos¢ dodatnig w przy-
padku prawoskretnego obrotu, kiedy patrzac wzdtuz jakiego$ wigzania,wigza-
nie dalsze obraca sie zgodnie z ruchem wskazéwek zegara w stosunku do wia-
zania blizszego,Katy skrecenia przyjmuja warto$¢ zerowg w przypadku  kon-
formacji naprzeciwlegtej (kryjacej) (rys, 2).

Przedmiotem dalszych rozwazan bedg trzy najwazniejsze problemy w anali-
zie konformacyjnej nukleozydow: wzajemne rozmieszczenie pierscienia cukro-
wego i zasady, konformacje egzocyklioznej grupy hydroksymetylenowej i kon-

formacje pierscienia pentofuranozowego.



0) =P -P-0(5)

® - 0(5)-P-C (5)

Y -C(5")-P-C«l

Y' =CU'1-P-C(3'l

<4y -CI3'I-P-0(3")

w' -0(31-P-P

Tj -83 iO(I'l-P-Cd")
T, -84 =CM‘'I-P-C(2)
Tj =80 =C(2")-P-c(3-
Tj -8, =C(3|-P-C(4)

T4 -82 =c«')-P-o(ri

C(1'1-Pn1(9)

Ryc. 1. Oznakowanie katéw skrecenia w jednostce nukleotydowaj

1, KONFORMACIE PIERSCIENIA RYBOFURANOZY, KONCEPCJA PSEUDOROTACII

W cyklopentanie najbardziej trwate sa te konformacje, w ktérych jeden
atom wegla jest poza plaszczyzng pozostatych czterech, albo dwa sasiednie
atomy wegla znajduja sie po przeciwnych stronach ptaszczyzny utworzonej



Rys. 2. Definicja obrotu 1 znaku kata skrecenia

przez pozostate trzy atomy. Te dwa sposoby pofatdowania pierscienia  ozna-
czono symbolami Cg i Cg 3] (rys. 3).

Cs Cl

Rys. 3. Konformacje cyklopentanu Cs Ckoperta) i Cg (po6tkrzesto)

Nalezy pamietaé, ze w zwigzku z zabiurzeniem symetrii kazdej z dwéch  kon-
formacji cyklopentanu odpowiada dziesie¢ réznych konformacji pentofurano-
zy. Mozna sie wiec spodziewa¢ dwudziestu jakosciowo réznych, teoretycznie
mozliwych symetrycznych konformacji pierscienia rybozy. Konformacje rybo-
furanozy odpowiadajace konformacji Ce cyklopentanu przyjeto oznacza¢ sym-
bolem E (envelope), a odpowiednikiem symbolu Cg jest w pentofuranozie symbol
T (twist) [4] (rys. 4.).

Indeks przy symbolu E lub T wskazuje, ktory lub ktére atomy znajduja
sie poza plaszczyzng pierscienia. Umieszczenie np. indeksu 2 u dotu symbo-
lu E oznacza, ze atom wegla C (2') jest wychylony z ptaszczyzny  pozosta-
tych czterech atoméw w kierunku przeciwnym (egzo) niz grupa hydroksymety -
lenowa na atomie wegla C (4").

Trzeba zaznaczy¢, ze niektdre z dwudziestu mozliwych konformacji bedg bar-
dziej uprzywilejowane a inne mniej. Wystepujacy w rybofuranozie atom tlenu
posiada wolng pare elektronowag a skadingd wiadomo, ze para elektronéw nie
wykazuje dinsych eterycznych oddziatywan i dlatego nie moze by¢é  mowy 0
istotnych oddziatywaniach typu kryjagcego tej wiasnie pary elektronowej z
podstawnikami przy sasiednich atomach wegla C (4") i C (1"). W zwigzku z



tym,Jezeli w czasteczce ma nastgpi¢ deformacja,to obejmie ona prawdopodob-
nie inne regiony niz ptaszczyzna C (4") - 0 (1) - C (19).
©)

C(2-)-t»0 (E) C(r)-endo (*E)

C(3>eado-C(2'}-cyo (»T) CM-egw ( jT)
Rys. 4. Zasady oznaczania konforwacjl pierscienia pentofuranozy

Przedstawiony powyzej zapis konformacji rybofuranozy oparty jedynie na
wiasnosciach symetrii pierscienia okazat sie niewystarczajacy, gdyz nie
pozwalat na zastosowanie koncepcji ciggtych zmian konformacji w ramach
jednej krzywej energii potencjalnej. Nowy ulepszony zapis przedstawili Al-
tona 1 Sundaralingam [5, 6]. Ich koncepcja pozwala na jednoznaczne  okre-
Slenie konformacji pierscienia furanozy przy pomocy dwoch parametrow; ka-
ta fazowego pseudorotaoji (P) i amplitudy pofatdowania Samo zjawisko
pseudorotacji jest znane dla cyklopentanu juz od dawna, a potwierdza je
teoria [?, 8, 9] i doswiadczenie [j, 10]. Polega ono na cigglym przesuwa-
niu sie kata maksymalnego pofatdowania wokét pierscienia bez przeszkody w
postaci wyraznej bariery entalpii swobodnej. W niepodstawionym oyklopenta-
nie kolejne konformacje posiadaja w przyblizeniu réwna energie, ale réznig
sie katami skrecenia 1 katami wigzan. Sytuacja ulega zmianie w  przypadku
czterohydrofuranu lub pentofuranozy, gdzie niektére konformacje beda zdecy-
dowanie bardziej uprzywilejowane energetycznie od innych.

W koncepcji Altony i Sxaidaralingama kat fazowy pseudorotaoji (P) jest
parametrem konformaoyjnym definiujacym wszystkie katy skrecenia i katy
wlgzaniowe. Amplituda pofatdowania jest parametrem geometrycznym  o-
kreslajgcym maksymalny dla deinego pierscienia kat skrecenia.
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MTIME tetete'te t’ Bt EXTTIE
Sys. 5« Istota pseudorotaoji pierscienia pentofuranozy. Symbole u dolu podajg kolej-
no$¢ pojawiania sie poszczegélnych konformacji na pseudorotaoyjnym kole

Sens pseudorotaoji pierscienia fura?ozonego przedstawia rys, 5. Jako Icon-
formacje o zerowej wartosci kata fazowego pseudorotaoji (P=0) przyjeto ta-
ka sytuacje przestrzenna, w ktorej atom 0 (3') jest wychylony z  ptasz-
czyzny w kierunku zgodnym z kleriuiklem wigzemla C (4") - C (5'), a atom
C (2" jest wychylony w tym samym stopniu w kierunku przeciwnym. Jest to
symetryczna konformacja C (3") endo - C (2") egzo (27), charakteryzujgca
sie maksymalng dodatnig wartoscia kataTg « Mozna teraz rozpatrzy¢ przesu-
wanie sie kagta maksymalnego pofatdowania w kierunku zgodnym z ruchem wska-
z6wek zegara. Atom wegla C (2') powraca do ptaszczyzny pierscienia i przy
kacie L = 36° realizuje sie konformacja C (3') endo (“E). Dalej mozna so-
bie wyobrazi¢ sytuacje, ze atom wegla C (3') pozostaje poza ptaszczyz-
na pierscienia,a atom C (4") wychyla sie w kierunku przeciwnym i przy ka-
cie A = 72° tworzy sie konformacja C (3') endo - C (4") egzo (“T) itd. W
podobny spos6éb w odstepachn = 36° jest mozliwe tworzenie sie siedemnastu
pozostatych konformacji. Dopiero po dwukrotnym przejsciu kota konformacyj-
nego (A= 720°) powraca sie do wyjsciowej konformacji (gT). Dla bardziej
przejrzystego przedstawienia wszystkich konformacji na jednym kole zastg-
piono parametr A katem fazowym pseudorotaoji (P) (przy czym P = A /2) i
kolejna konformacja pojawia sie nie co 36° a co 18° (rys. 6).

Ciagte zmiany konformacji czasteczki, podobnie jak inny ruch periodyczny,
moga by¢ opisane przez funkcje cosinusowa wigzaca wartosci pierscienio-
wych katéw skrecenia z katem fazowym pseudorotaoji (P) i amplitudg pofat-

dowania (9 ).
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E-—o0," endo

Rys. 6. Koto konforwaoyjne. Symbole (+) i (-) okreslaja znak  katéw  skrecenia
(Toe Ti « T , T3 1M ) w kazdej z dwudziestu wyidealizowanych konformacji

ON=0" 008 (P + ) Q)

gdzie j = 0-4 6= 144

dla j = 0 réwnanie (1) redukuje sie do postaci

90 =0 i cos P 2
Z réwnania (2) wynika, ze kat skrecenia 6  ("T") przyjmuje  wartosci
on, O, -0 O, 0 ju w miare jak warto$¢ parametru P zmierza 6d 0° do 360°

Kolejne katy skrecenia 61 ,02 , 0j 1 84 osiggaja maksymalng dodatnig war-
to$¢ odpowiednio przy A = 144°, 288°, 432°, 576°, ktore to katy sa wielo-

krotnosciami o = 144 .
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Rys. 7. Zalezno$¢ katéw skrecenia to -t~ od P
Z rovmanla (1) mozna wyprowadzi¢ wzér na parametr P;

tg P = (92 + 04 )-( 6l + 63 )
2 0Q (sin 36” + sin 12') ©)

W ten spos6b dysponujac wartosciami wszystkich pieciu katow skrecenia moz-
na wyliczy¢ kat fazowy pseudorotaoji i inniesoi¢ dany zwigzek w odpowied-
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nim punkcie drogi pseudorotaoyjnej. Poéinocna potowa pseudorotacyjnego kota
oznaczona og6lnym symbolem N zawiera wszystkie konformacje charakteryzuja-
ce sie dodatnig wartoscig kata skrecenia 00="2 (P =0 - 90°). Na po-

tudniowej potowie kota znajdujg sie konformacje z ujemnymi katami Tg
(P = 180° i 90°).

Rys. 8. Konformacje (©) i () zajmujace $rodki zakreséw B i S

Na podstawie badan krystalograficznych szescédziesieciu nukleozydéw i1 nu-
kleotydéw stwierdzono, ze p - cukry zajmuja dwa waskie zakresy pseudorota-
cyjnej drogi, (rys. 6 ). Zdecydowana wiekszo$¢ pierscieni rybozy i dezo-
ksyrybozy charakteryzuje sie katami fazowymi pseudorotaoji w  zakresie
0-36° lub 144-180°.

Reszty cukrowe typu N w prawie wszystkich jb - glikozydach plrymidynowjch
posiadaja warto$¢ P w zakresie 2-25°. W konformacjach typu S jb - glikozydy
pirymidynowe wykazuja wieksza rozpietos¢ P lezacg w zakresie 139-175 . W
pochodnych purynowych z pewnym przyblizeniem sytuacja przedstawia sie po-
dobnie.

Amplituda pofatdowania 0 (T?) w wiekszosci badanych zwigzkéw miesci sie
w zakresie 30-45° przyjmujac warto$¢ Srednig 39°. Na warto$¢ T ~ majg wplyw
takie czynniki,jak efekt upakowania w krysztale lub wigzanie wodorowe,kt6-
re powodujg sptaszczanie pierscienia (T” mate) lub zwiekszaja pofatdowa-
nie (duieTm).

Zauwazono nieznr.czne réznice w wartosciach T ~ dla pochodnych puryny i pi-
rymidyny:

U
=
1

typ N Pu ™
typ S Pu t,,, Sr

39,7
39,5°
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typ N Py _ 38,4

typ S Py sr = 38,0°
Srednia amplituda pofatldowania jest zawsze wieksza w konformacjach typu N.
Réwniez pochodne purynowe charakteryzuja sie wiekszym pofatdowaniem piers-
cienia niz pochodne pirymidynowe. Na podstawie szesc¢dziesieciu przebada-
nych |b- nukleozydéw 1 |i- nukleotydoéw mozna +~tali¢ szereg przedstawia-
jacy czestotliwos$¢ wystepowEinia poszczegolnych konformacji w stanie  kry-

stalicznym:
C(@2") endo>C (3) endo>C (3) egzo>C (1 ") egzo =0 (1 ") egzo

Przez symbole C (2') endo i C (3') endo rozumie sie w tym przypadku nie
tylko kénfonnaoje kopertowe "E i1 ~E,ale rowniez konformacje potkrzesta sa-
siadujgce z nimi na pseudorotaoyjnym kole. W krysztatach  oc - nukleozydéw
stwierdzono wystepowanie konformacji aT, gE, 14T i 4E, przy czym dwie pierw-
sze konformacje wystepuja tylko w pochodnych rybozy a dwie pozostate w po-
chodnych dezoksyrybozy.

2. KONFORMACJE EOZOCYKLICZNEJ ORUPY HYDROKSYMETYLENOWEJ
Podczas obrotu wokoét wigzania C (4') - C (5') kat skrecenia przyjmuje
trzy uprzywilejowane wartosci odpowiadajgce konformacjom gauche-gauohe,

gauche-trans i trans-gauche (rys. 9)

Rys, 9. Grupa 5' hydroksylowa w konformacjach gg, gt, tg

W tych trzech naprzemianlegtyoh konformacjach wystepuja najmniejsze  od-
dziatywania niewigzaniowe grupy 5' hydroksylowej z pozostatymi atomami cu-
krowymi. Potozenie grupy 5' hydroksylowej okreSlane jest w stosunku do
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pierscieniowego atomu tlenu 0 (1") 1 pierscieniowego atomu wegla C (3Y).
Stad niezbedne sg dwa symbole do opisu jednej konformacji, Mp.

0(5)-C(5)-C(4)-C(3)

gauche - gauche
gauche - trans
trans - gauohe

0(5)-C(5)-C(4)-0(1 M)

W krysztatach nukleozydéw stwierdzono znaczne uprzywilejowanie dla rota-
meru gauche-gauohe,a ilosciowy udziat poszczegélnych struktur rotamerowych
przedstawia sie podobnie w o 1 p> glikozydach.

gauche-gauche 5> gauche-trams > trans-gauche

Uprzywilejowanie konformacji gg w p> niikleozydach prébowano ttumaczy¢ od-
dziatywaniem atomu O(5') z grupa C(8)-H w nukelozydaoh purynowych luh z
grupa C(6)-H w nulcleozydach pirymidynowych. To ttumaczenie nie wytrzymuje
krytyki, gdyz w nukleozydach - oc,gdzie ze wzgledow strukturalnych oddzia-
tywanie takie nie moze zachodzi¢, przewaza réwniez rotamer gg. Obecnie uwa-
za sie, ze oddziatywania typu dipol-dipol miedzy atomami O(1") i O(5') sa
bardziej korzystne w konformacji gg niz w pozostatych konformacjach [41.

3. KONFORMACIJE SYN-ANTI NUKLEOZYDOW

Dla okreslania konformacji wynikajacych z obrotu wokét wigzania gliko-

zydowego C-N proponowano Kilka definicji. Istniaty réznice w wyborze odpo-
wiedniej czteroatomowej plaszczyzny majacej tworzy¢ zerowa warto$é
Nie byto tez zgodnosci co do zakreséw syn 1 antl.
W definicji Sundaralingama [2] pierscieniowy atom tlenu O(1') uzyty jest
jako punkt odniesienia. Kat skreceniaX?jj przyjmuje warto$¢ zerowg  wtedy,
gdy wigzanie N(1)-C(6) w pochodnych pirymidyny lub wigzanie N(9)-C(8) w po-
chodnych puryny znajduje sie w konformacji naprzeciwlegtej w stosunku  do
wigzania C(1') - O(1"). Przedziat katow X[4 » O'i 90° odpowiada konformacji
antl,a zakres = 180° - 90° opisuje konformacje syn.

Wedtug koncepcji Seangera 1 Schelta punktem odniesienia jest piers-
cieniowy atom wegla 0(2'). Kat skreceniaXopisany jest atomami 0(2")-
-0(1)-N(1)-C(6) w pochodnych pirymidynowych lub atomami O(2")-C(1")-N(9)-
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CiM

Rys. 10. Zasady wyboru zerowego katak™\jwedtug definicji Sundaralingana (a) i Sean-
gera i Schelta (b)

-C{8) w pochodnych purynowych. Katy X pjj w zakresie od 0 do + 180° odpo-
wiadajg konformacji syn, a od 0 do - 180° konformacji euiti.

YXr

2NO*

antl

«0*

Rys. 11. Nowa definicja kata Xj,jj i zakreséw syn i anti

B. Pullman, W. Saenger, V. Sasisekharan, M. Sundarallngam i H. Wilson [I2]

podali niedawno nowa definicje zerowego kata skrecenia X ,,,, i zakresow
syn-anti. Przy wyborze zerowej wartosci X punktem odniesienia jest atom

0(1%). Kat X pjj wynosi 0, gdy atomy 0(1)-C(1)-N(1)py(9)p"j-C(2py(4)p~jle-

za w jednej ptaszczyznie,przy czym O(1") jest utozone cis do C(2)(4). Gra-

nicag zakresOw syn i anti jest zerowa warto$¢ kata skrecenia utworzonego
przez ptaszczyzne (5(2)j,y(4)pNji-N(1)py(9)py-C(1)- 0O(2"). Katy skrecenia

w zakresie od 290° poprzez zero do 110° przedstawiajg konfonnaoje syn , a-
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katy od 110° do 290° odpowiadajg konformacji antl. Ogromna wiekszos¢ kry-

stalicznych nukleozydéw i nukleotydéw znajduje sie w konformacji anti. Kat

1CM

przybiera wartoéci w zakresie od -90° do +90° (definicja Sundaralln-

gauna), Wyjatkiem jest np. 4—tiourydyna znajdujgca sie w konformacji syn.

11

c2]
[3]

E4]
[5]
C 6j
[7]

[e]
[e]
[10]

[
[12]
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DYSKUSJA

W dyskusji gtos zabrali mgr A. Jaworski 1 mgr M. Remin, ktérzy zwrocili
uwage na niektore braki koncepcji pseudorotaoji, wprowadzonej przez Altone
i Sundarallngama do analizy konformacyjnej nukleozydéw. Podkreslono ryzy-
kownoso stosowania demych uzyskanych w oparciu o krystalografie do identy-
fikacji etruktury w roztworze metodg PMH.
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Henryk Koroniak, Barbara Nowak

ZALEZNOSC WICYNALNYCH STALYCH SPRZEZENIA o’
OD KATOW DWUSCIENNYCH $ W RYBOFURANOZIE.
ROWNANIE KARPLUSA | JEGO MODYFIKACJE

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono koncepcje opisania statej sprzezenia wicynal-
nyoh protonéw Jjm' jako funkcji kata dwusciennego $ hH** Przedstawiono przy-
ktadowo metode uscislania empirycznych statych réwnania Karplusa dla rybo-
nukleozydéw i ich analogow. Przedyskutowano zakres stosowalnosci i wiel-
kosci btedéw wynikajgce ze stosowania zaleznosci Karplusa.

Ustalanie przestrzennego rozmieszczenia atoméw w duzych czasteczkach
polimeréw biologicznych ma ogromne znaczenie przy ustalaniu ich  funkcji.
Aby jednak w sposéb jednoznaczny okresli¢ strukture badanego zwigzku  ko-
nieczna jest do tego metoda umozliwiajgca wnikniecie w te strukture.W przy-
padku wydzielonych w postaci krystalicznej czasteczek polimeréw np. tENA
ozy tez ich ft-agmentéw otrzymanych syntetycznie (nukleozydy, nukleotydy
eto.) problem jest mozliwy do rozwigzania przy pomocy metod rentgenogra-
ficznyoh. Dotyczy to ogromnej wiekszosci przypadkoéw. Problem ustalenia jed-
noznacznej struktury komplikuje sie jednak zasadniczo, gdy mamy do czynie-
nia nie z substancja krystaliczng,ale z jej roztworem. Badania materiatow
biologicznych w roztworach maja kapitalne znaczenie ze wzgledu na fakt, ze
sg to wrarunki najbardziej zblizone do tych, w jakich wystepuja w  zywych
organizmach. Szczeg6lnie cenng w tym zakresie okazata sie metoda NMH,zwila-
szcza ze czynione sg proby Scisle teoretycznego ujecia i interpretacji
wynikéw badan uzyskanych tg droga.

NMR jest szczegdlnie pomocny przy ustaleniu struktury pierscienia  cu-
krowego i jego konformacji. Z danych uzyskanych z widm HMH mozna wyciagnaé
whnioski dotyczace struktury pierscienia cukrowego. Jednym z najciekawszych
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probleméw zwigzanych bezposrednio z ustaleniem konformacji jest interpre-
tacja danych i wycigganie wnioskébw na podstawie statych sprzezenia proto-
néw przytgczonych do sasiednich atoméw wegla (wioynalnych).

Problem ten zostat w spos6b teoretyczny rozwigzany przez Karplusa [N Roz-
wazania swe Karplus przedstawit, bazujgc na teorii wigzan walencyjnych,
dla prostych czgsteczek organicznych: etanu i etylenu bedagcymi w  pewnym
sensie zwigzkami modelowymi w tych rozwazaniach.

Najprosciej sprzezenie wioynalnych protonéw mozna opisa¢ nastepujgco:

(€h)

gdzie AE jest energig oddziatywania miedzy protonami o spinach non
a Jjjij.- jest stalg sprzezenia. Aby z powyzszego réwnania uzyskac wartosc
Jjjg, nalezy wyznaczy¢ (lub opisa¢ fimkcjami zawierajacymi mierzalne para-
metry) pozostate czynniki wystepujgce we wzorze (1). Do wyznaczenia AE
konieczne byly zatozenia poczynione przez Karplusa, a mianowicie: przyje-
cie zalozen teorii wigzan waleoyjnyoh, przyjecie idealnej hybrydyzacji sp”
(dla etanu) lub sp (dla etylenu) oraz diugosci wigzan C-C réwnych 1,543
i C=C réwnych 1,353

Po szeregu przeksztatceniach matematycznych i przedstawieniu  wartosci
statej sprzezenia w formie funkcji cyklicznej podat Karplus nastepujaca za-

leznosé¢:
Jhh' “ 2 * HH-" ® @)

9,5 dla 0< b <90
8,5 dla 90 <180
- 0,28

gdzie: A

w
1

We wzorze (2) 8§ ritl jest katem dwusoiennym zawartym miedzy plaszczyz-
nami wyznaczonymi przez HCC i CCH', Rozwazania teoretyczne wyprowadzone
przez Karplusa byty w dobrej zgodnosci jakosciowej z danymi eksperymental-
nymi uzyskanymi dla etanu i etylenu [1], (tab. 1).

Brak ilosciowej zgodnosci sam Karplus upatrywat w przejeciu dos¢ rady-
kalnych ograniczen w zatozeniach. Nie dyskutuje on wptywu zaburzenia przy-
jetej hybrydyzacji, ani tez nie rozwaza mozliwosci drgan catej czasteczki.
Tego typu zmiany obserwuje sie przez przytaczenie podstawnika zmieniajace-
go w zasadniczy sposob gestos¢ elektronowa czgsteczki. Problemy te zostaty

jednak przedyskutowane przez Karplusa w pozniejszej pracy [2]. Podaje on
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Tabela 1

Wartosci statych sprzezenia Jjjg/ wilcynalnyoh protonéw
dla etanu i etylenu

A HH' It (—:th?oret. ™ [')'ii]eksp.
— Etan
60° 1,7 2-4
180° 9,2 5-8
Etylen '
0° - cis 6,1 6-11
180° - trans 11.9 13 - 18
takze inng forme uznania ujmujgcego zaleznos$¢ statlej sprzezenia Jjjjj. 0$

kata dwu$siennego ” ujj,*

JUH,=Acoszf +B 008 $ +C 3)

gdzie przy przyjeciu zatozen, ze C-C = 1,543 X, hybrydyzacja ep® 1 $red-
nio AE =9 eV [patrz wzor (1) ] otrzymuje sie wartosci dla A=45 B=-0,5,
C=4,22 Hz.

Réwnanie to wykazuje rowniez tylko jakosciowa zgodno$¢ z eksperymentalnymi
wynikami. .

Tak jak rozwazania Karplusa dotyczyty zwigzkéw prostych, jednoczesnie
pojawiaja sie dane o statych sprzezenia wlcynalnyoh protonéw w  czgstecz-
kach bardziej ztozonych.

Lemieux 1 wspotpracownicy po przebadaniu duzej liczby acetylowanych aldo-
piranoz wykazali, ze state sprzezenia miedzy wicynalnymi aksjalnymi proto-
nami sg dwa do trzech razy wieksze niz state sprzezenia dla kazdej innej
pary protonéw [3j. Dane te zostaty pdzniej uscislone [4-10] (tabela 2).
Waznym elementem w dalszym rozwoju badan nad sprzezeniem wioynalnych pro-
tonéw byto przyjecie koncepcji pofatdowania pierscienia furanozowe-
go [11, 12]. Mozliwos¢ istnienia catkowicie ptaskiej struktury rybofurano-
zy wykluczono juz na podstawie badan modeli czgsteczkowych z powodu:

1. nieuprzywilejowanej konformacji kryjacej w wypadku ptaskiej struktury

pierscienia,
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2, oddziatywan 0(2") - 0(3"), gdyz z badan modeli czgsteczkowych wynika-
to, ze odlegtos¢ 0(2') - 0(3") wynosi 2,6 Sipodczas gdy promien van der
Waalsa dla tlenu wynosi 1,4 .8.

Tahela

State sprzezenia wioynalnych protonéw JM, dla pochodnych cukrow
(forma krzesetkowa)

Zakres war- Warto$é oS¢ prze-
Sprzezenie tosci Jgg, Srednia , badanych
[Hz] [H2] zwigzkow
Jaa 8,6-11,5 9,63 50
Jee 0,6- 3,5 1,54 44
Jea 1,5- 5,8 3,66 74

Stwierdzi¢ nalezy, ze znajcmo$d statych sprzezenia wioynalnych  proto-
now w pierscieniu rybofxarsuiozy (gdyz do rybofuranozy ogranicze dalsze roz-
wazania) pozwala w sposdb mniej lub bardziej dokiadny okresli¢  konforma-
cje pierscienia. Klasyczne podejscie do ustalenia struktury polega na tym,
ze z badan modeli wyznacza sie wartosci katéw dwusclennych $ jin dla po-
szczegoOlnych par protonéw, a nastepnie z réwnania Karplusa liczy sie state
sprzezenia ''teoretyczne" i poréwnuje z eksperymentalnymi. Stwierdzi¢ trze-
ba, ze metodyka ta nie jest zbyt wyrafinowana w badaniu nieznanej struktu-
ry. Dalsze rozwazania wymagajag pewnego uzupetnienia. Istniejace w roztwo-
rze czasteczki nie sg czasteczkami sztywnymi, lecz moga mienlac SwWoja
konformacje. Nalezy zatozyé, ze w roztworze istnieje réwnowaga dynamiczna
miedzy dwoma trwatymi konformaojeunl. Odwota¢ nalezy sie tutaj do badan
rentgenograflcznych, ktére pozwolity ustali¢, ze w krysztatach  wszystkie
dotychczas znane pochodne n\ikleozydow i nukleotydéw z serii rybozy wyste-
puja tylko w dwéch konformacjach: C(3') endo (typ N) i Cc(2") endo
(typ S) [12] . Dane rentgenografiozne podajg takze, ze konformacja taka nie
musi by¢ idealna ze wzgledu na oddziatywania Innego typu. Generalnie mozna
przyjac¢, ze tylko te dwie konformacje sa energetycznie uprzywilejowane, a
lime oddziatywania (np. grup hydroksylowych) wykluczajg mozliwo$¢ istnie-
nia innych trwatych konformeréw. Aby jednak dojs¢ do iloSciowych wnioskow
konieczne jest dokladniejsze zapoznanie sie z metodykag badan. Doktadng
strukture wiekszosci, czasteczek mozna okresli¢ przy pomocy metod rentge-
nograficznyoh. Pozwalaja one poda¢ wspotrzedne poszczegélnych  atoméw w
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komorce krystalograficznej. Ustalajgc konformacje zwigzku w krysztale na-
lezy mozliwie jak najdoktadniej okresli¢ potozenie wszystkich atomow, w
tym takze wodoru, ktéry jest najmniej widoczny w badaniach rentgenogra—
ficznyoh. Na podstawie analizy gestosci elektronowej w czgsteczce mozna
przyjac¢ sSrednig wartos¢ wspotrzednych dla atoméw wodoru, jednak biad tej
metody jest stosunkowo duzy i szacowany na okoto j; 10° odchylenia dwuscien-
nego kata ? jjjj, (metoda A). Inne podejscie opiera sie na tym, ze po wyzna-
czeniu wszystkich atoméw (oprécz wodoru) przyjmuje sie, ze wigzanie C-H
lezy na dwusiecznej kata miedzy dwoma pozostatymi wigzaniami przy tym sa-
mym weglu np. CC, CN, CO. Biad tej metody jest mniejszy i ocenia sie go na
+ 1° odchylenia dwusclennego kata f (metoda B), Dokiadniej wida¢ to w
projekcji Newmana (rys. 112). Dla poréwnania tabela 3 podaje wartosci
katow <f jjjj,znalezione kazdag z tych metod [I3, 15].

Tabela 3

Katy dwusdenne ~ gg. dla D-rybonukleozydéw i nukleotydéw
otrzymane réznymi metodami

P’p kon- Metoda "2 '3'&®@$| ~3.4ideg]

ormeru
N B 89 43 - 158
N A 92 41 - 162
N Modeli mech. 105 45 - 165
S B 158 - 39 - 9
S A 155 - 39 - 100
S Modeli mech. 165 - 45 - 105

Rys. 1. Katy dwuscienna w projekcji Newmana wzdtuz wigzan C(I') - C(2"), C(2") - C(3)
i C(3) - C(A) dla konfomeru N
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Rys. 2. Katy dwus$cienne w ?I’Ojeij ana wzdtuz wigzan C(l) - C(2) C(2) C(31
E Ls dla konformeru S

Réwnanie Karplusa podaje korelacje miedzy Jgg/ i ~ jjjj' tylko w  sposéb
jakosciowy. Aby formule te uscisli¢ i nada¢ jej bardziej iloSciowy cha-
rakter konieczna jest weryfikacja statych wystepujgcych w ré\rmaniu (A,B,C)
dla réznych klas zwigzkéw. State te réznig sie miedzy sobg w sposéb  dosc
znaczny, 00 potwierdzity inne badania [l4] .

W 1973 roku Altona 1 Sundarallngam zaproponowali ciekawa modyfikacje
rébwnania Karplusa [i ™

Rozwazajac podane wczesniej réwnanie

A cos™ $Bjjjj.-Bcosf=",+C
HH' HH 4
zaproponowali, aby przyjac¢,ze wartos¢ statej C rowna sie O, co oznacza fi-
zycznie, ze przy kacie dwusoiennym $ nn = 90° stata sprzezenia n = 0.
Jest to o tyle stuszne, ze dotychczasowa warto$¢ podana przez Karplusa dla
C = -0,28 nie miata sensu fizycznego, a stanowita jedynie teoretyczng war-
tos¢ dla statej sprzezenia. Z innych rozwazan teoretycznych (na podstawie
teorii MO) [16] wyliczono minimalng warto$¢ Jgg» réwng C = + 0,2. Zatoze-
nie poczynione przez Altone i Sundarallngama ma charakter nadania wartosci
C w rOT/naniu (4) realnego sensu fizycznego. Do wyznaczenia pozostatych se-

miempirycznyoh wspotczynnikéw A i B nalezy podaé¢ dwa liniowo niezalezne
rOwnania opisujace zaleznos¢ miedzy A i B. Pocigga to za sobg znalezienie
dwoch par vjartosoi Jgg/ przy okreslonej wartosci kata $ napotyka

na spore trudnosci, gdy zatozymy istnienie réwnowagi konfomacyjnej N/S.
VI przypadku pierscienia rybozy mozlivie jest znalezienie dosé tatwo
dwéch takich réwnan, co przedstawit Altona i Sundarallngam C15]. Analizujac
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dane z tabeli 3 nalezy stwierdzi¢, ze kat dwusoienny $ 2'3'cis ™ prak-
tycznie taka samg wartos¢ dla konformeréw NiS - odpowiednio 43 1 39 .Moz-
na wiec przyjaé, ze zmierzona stata sprzezenia "2"}' powinna wykazywac nie-
znaczng zalezno$¢ od udziatu konformeréw w badanym roztworze (N/S), Z da-
nych eksperymentalnych dla duzej liczby nukleozydéw i nukleotydow serii
rybozy mamy Srednig wartos¢ statej sprzezenia J==» = 5,1 Hz (dane te wa-
haja sie w zakresie 4,8 do 5,5 Hz) (tabela 4) [I7-23j. Mozna powiedzie¢,
ze Srednia warto$¢ statej sprzezenia ="} “ bedzie reprezentowac
mieszanine konformeréw w stosunku 1.:1.

Tabela 4

State sprzezenia wicynalnyoh protonéw Jjjjj. $la niektérych
D-rybo-nukleozydéw i nukleotydéw fHz]

J, .=2-
. J,.2" J2.3] ~3'4 Temp. °C
Zwiagzek 3.4 p
Posforan 5' - adenozyny
(5' - AMP) /17 5,3 4,8 3,8 9,1 27
Posforan 5' - adenozyny
(5' - AMP) /18 5,0 5,0 4,5 9,5 27
Drydyna /19 4,4 5,3 5,5 9,9 28
Urydyna /20 4,8 5,2 54 10,2 23
Urydyna /20 5,1 5,2 51 10,2 80
ft- pseudourydyna
((ba™V) /21 5,0 5,0 5,2 10,2 30
ft- pseudourydyna
(fb9>U) /21 5,2 5,0 52 104 70
Posforan 3' - urydyny
(3" - HMP) /120 4,8 5,2 5,5 10,3 23
Posforan 3' - urydyny
(3' - ™p) /20 5,0 5,3 5,5 10,5 88
4 - tiourydyna
(4 - SD) /122 3,9 5,4 5,6 9,5 25
Drotydyna (0) /23 3,6 6,3 7,0 10,6 50
Posforan 5' - (3 - pseudo-
urydyny /20 5,3 53 55 10,8 23
Posforan 5' - [3 - pseudo-
urydyny /20 5,5 5,5 56 111 75
Ilie jest t® Sciste, ale gdyby nawet przy tej wartosci statej sprzezenia

stosunek N/S bardzo réznit sie od jednosci, nie bedzie to mialo widocznego



26

wplywu na zmiang przyjetych wartosci. Tak wiec mozna po podstawieniu do

rébwnania Kaurplusa otrzymac¢ wyrazenia

51 = 0,57 A - 0,75 B dla fjjg. = 40° (5)

State sprzezenia AIRACY’ Y tylko od geometrii  pierscienia
rybozy, lecz w duzym stopniu od udziatu poszczegdélnych konformacji znajdu”
jacych sie w réwnowadze.

Mozemy wiec napisa¢ po przyjeciu w dalszym ciggu wartosci katéw dwu-

Sclennych 7~ jjjj. z tabeli 3, ze:
" t2me A g9 158 )

S'4' © 7\ ’/\158'/\/\/\ ce /\/\.’I\gG (7)

Xjj - jest utamkiem okreslajgcym zawartos¢ konformacji M w stanie réwnowagi.

Po przeksztatceniach rachunkowych mozna poda¢, ze
Ji .o * Jglyh = X Jgg + J,5Q + Jgg - Xjj Jgg™ (®)

Z powodu niewielkich wartosci bezwzglednych Jgg i Jgg (leza blisko minimum

krzywej Karplusa rownym w zatozonym wypadku 0) otrzymamy:
Iz s'4r " A 158, (9)

Oznacza to, ze praktycznie suma J™N/2' + *73'4' 3®®" stata. Przyjmujac $red-
nig wartos¢ dla tej sumy (tabela 4) mozemy napisac¢, ze:

*A3MA ~ 10,1 Hz
10,1 = 0,68 A + 0,93 B ao

Z réwnan (5) i (10) mozna znalez¢ state A = 10,5 Hz, B = 1, 2 Hz.Przy-
ktadowe dane zaleznosci Jﬁ';’l' od $ nil dla ukfadu pigoiocztonowego za-
mieszczone w literaturze podaje tabela 5.

Nalezy stwierdzi¢, ze rownanie Karplusa ciggle jeszcze ma charakter wybit-

nie jakosciowej formuty ujmujacej zalezno$¢ miedzy JrTI"r;' a Wynika to

z faktu pominiecia w rozwazaniach teoretycznych szeregu oddziatywan powo-
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dujacych perturbacje w zatozonej ldealnej budowie czagsteczki. Préby znale-
zienia dobrej zgodnosci ilosciowej czynione sa gtownie w kierunku weryfi-
kowania semiempirycznych statych dla poszczegélnych klas zwigzkéw.

Tabela 5

Krzywe Karplusa dla pierscienia pieciooztonowego

(wartosci Jgg. w Hz)

Literat A30°  +"60° *190° A120°  #M150° *1180°
15 9,3 6.8 2,0 0 3,2 8,9 11,7
19 9,0 6,7 2,0 -0,3 2,7 8,7 11,7
14 9,0 6,7 2,0 -0,3 2,3 7.5 10,1
24 9,4 7,1 2,5 0,4 3,0 8,0 10,4

Ostatnio pojawiajg sie'coraz czesciej prace podejmujgce proby opisania réw-
naniem zaleznosci statych sprzezenia wicynalnych protonéw,gdzie sprzezeni*
nastepuje  takze przez atomy rézne od wegla np. tlenu lub azotu [25]e Ta-

kie wzory mozna przytoczyc:

dla uktadu K3HH' : = 12 cos + 0,2 (11)

dla uktadu HCOH' : 10 cos*" $ - 1,0 12)

W przypadku réwnania (12) dla idrtadu HCOH' znaleziono takze inng formute
dobrze ujmujaca zalezno$¢ statych sprzezenia od kagta dwusciennego $

dla steroli:
= 10,4 oos" $ - 1,5 cos «l , + 0,2 (13)
Zaznaczy¢ nalezy, ze podobne formuty jak dla protonéw wicynalnych mozna

takze w spos6b poétempiryczny napisa¢ dla sprzezen dalekiego zasiegu - po-
przez 4 lub wiecej wigzan [26],
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DYSKUSJA

W dyskusji zabrali gtos m.in. mgr M.Remin i mgr A.Pohorille. Poruszo-
no nastepujgce problemy:
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1. W jakim stopniu réwnanie Karplusa jest stuszne dla kazdej pary wioy-
nalnych protonéw w czasteczce,tzn. czy zalezno$¢ statej od kata dwu-
Sciennego 2 =—ma zawsze te sama posta¢ dla dowolnych wicynalnych proto-
now*

2. Wielko$¢ btedu statej sprzezenia J .zalezy nie tylko od btedu kata
dwusciennego f gg,,ale takze od wartosci™gg,. Wynika to z charakteru
funkcji opisujgcej zaleznoscé od & '%g ]

3. Jednakowa posta¢ matemat”~zna funkii we wszystkich znanych  wypad-
kach dowodzi, ze uscislanie réwnemia Karplusa dla poszczegélnych protonéw
(klas czasteczek) powinno is¢ w kierunku uscislenia statych A, B i C wy-
stepujagcych w rérmaniu.
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Piotr Barczynski, Wiodzimierz Krzytosiak

BADANIE ROWNOWAG KONFORMACYJNYCH PIERSCIENIA
RYBOFURANOZY W NUKLEOZYDACH | NUKLEOTYDACH

STRESZCZENIE

W artylcule przedstawiono motllwod6cl zastosowania metody p.m.r. do okre-
Slania konformacji pierscienia ryboftiranozy w nukleozdydach i nutcleoty-
dach. Przeanalizowano sposoby Jakosciowego 1 lloSciowego oznaczania poto-
ie_nia stanu réwnowagi w roztworze miedzy najbardziej trwatymi konformacja-
mi.

Czasteczka mononukleozydu Jest zbudowana z pierscienia furanozowego« do
ktérego przytaczone sg tancuchy boczne (zasada, dwie grupy OH i Jedna gru-
pa CHgOH). Kazdy z tancuchéw bocznych pierscienia furanozowego (ktory
moze wystepowaé¢ w konformacji M lub S) Jest zdolny, przynajmniej teore-
tycznie, orientowa¢ sie albo na dwa (zasada)jalbo na trzy ( grupy OH 1
CHgOH) Jakosciowo rézne sposoby przypuszczalnie o réznych wartosciach en-
talpii swobodnej. Konformacja nukleozdydu Jest sumg konformacji poszcze-
golnych miejsc rotamerowych i konformacji pierscienia cukrowego, ktére na
siebie wzajemnie oddzlatymijg. W sensie formalnym istniejg 324 r6zne kon-
formery, Jesli rozwazy¢ wszystkie mozliwe kombinacje potozern  rotamerowych
w rybonukleozydach. Duza liczba tych konformeréw bedzie wystepowaé w Sla-
dowych ilosciach z powodu ich nieprzychylnej zawartosci entalpl swobodnej
w poréwnaniu z formami dozwolonymi. Przy czym trudno rozstrzygnac,ktore
konformehy sklasyfikowac Jako "doswolone" czy "'zabronione'. Jasno spre-
cyzowanej odpowiedzi nie potrafi da¢ tutaj rowniez eksperyment. Stwierdzo-
ne w strukturach krystalicznych pewne uprzywilejowane kombinacje cech kon-
formacyjnych przyjeto uwaza¢ Jako dozwolone w roztworze.

Tabela | prezentuje konformery typu syn i /lub anti oraz gauohe-gauche 1/
lub gauche-trans i /lub trans/ gauche, ktdére wystepuja w strukturach kry-
stalicznych mononukleozydéw purynowych i pirymidynowych oraz podaje liczbe
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dozwolonych kcmblnacjl miedzy tymi potozeniami rotamerowymi a konformacja

pierscienia furanozowego typu S 1 H.
Tabela !

Liczba dozwolonych konformeréw mononukleozydéw
wg danych uzyskanych dla stanu statego [l 1]

—Zasada , .-0(5)-0(5)-—" Liczba
Mononukleozyd dozwolonych
Y ABTI SXN 99 gt tg komblnacil

Purynowy typu N + - + + - 2
Purynowy typu S + + + + 4
Catkowita liczba
dozwolonych 6
konformeréw
Pirymidynowy typu N + )~ + - - !
Pirymidynowy typu S + - + + + 3
Catkowita liczba
dozwolonych 4

konformeréw

Zaobserwowano tylko jeden przypadek

Znak plus oznacza,ze dany konformer spotykano w co najmniej dwoch struktu-
rach krystalicznych badanych zwigzkéw, a znak minus,ze nie znaleziono zad-
nego przypadku jego wystepowania. W nukleozydach purynowych typu S w sta-
nie krystalicznym zasada wykazuje orientacje badz anti badz syn (mniej
wiecej w poréwnywalnych ilosciach przypadkéw); ponadto orientacja zaréwno
anti jak 1 syn pozwala na istnienie rotameréw gauche-gauche (gg) 1 gauche-
trans (gt) wokot wigzania C(4")-C(5"). Stad typ S nukleozydéw  purynowych
moze istnie¢ w co najmniej czterech réznych konformacjach i w wielu wiecej
jezeli wezmiemy pod uwage szereg mozliwych rotameréw woko6t wigzaui  C(2Y)-
-0(2Y), C(3)- 0(3Y), C(BH-0(5). Z drugiej strony, typ B nukleozydéw
purynowych preferuje orientacje emti w stanie statym, ale wystepujg kon-
formery zeu-6wno gg jak i gt. Wynika z tego, ze mozna sie spodziewac ist-
nienia w roztworze przynajmniej szesciu réznych konformeréw mononukleozydu
purynowego.

Podobnie liczba dozwolonych kombinacji w nukleozydach pirymidynowych nie
uwzgledniajgc mozliwych rotameréw grup OH wynosi cztery.

Te ograniczenia w konformacji istniejgce juz na poziomie nukleozydu wy-
nikajg ze wzajemnych zaleznos$ci zachodzacych miedzy wystepowaniem réznych
rotameréw w czasteczce nukleozydu i konformacjg pierscienia furanozowegoll].
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Podstawienie grupy fosforanowej w pozycji 5' znacznie zmniejsza konfortna-
cyjna elastycznos¢ czgsteczki nukleotydu w poréwnaniu z nukleozydem. Zaob-
serwowano, ze 5'- nukleotydy wystepujg (z nielicznymi wyjgtkami np, 5
SMP, gdzie uprzywilejowana jest kombinacja syn-gg) w stanie statym tylko w
konformacji einti wokét wigzania glikozydowego i gauche-gauche wokoét egzo-
cyklicznego wigzania C(4")-C(5") niezaleznie czy konformacja pierscienia
furanozowego jest typu C(2")-endo czy C(3')-endo (chociaz z obliczen ener-
getycznych wynika, ze prawdopodobienstwo wystepowania konformacji syn jest
wieksze dla pierscienia furanozowego w formie C(2")-endo niz C(3")-endo
Ponadto uprzywilejowana konformacja wokét v)igzania C(5")-0(5") w wolnych
nukleotydach,jak i oligo- i polinukleotydachjodpowiada w ograniczonym
zakresie katom konformacji (gg)

Rozwazania te sugeruja, ze jednostka nukleotydowa moze by¢ uwazana jako
konformaoyjnie ''sztywna'". N, Yathindra i M. Sundaralingam [ 2] zaktadajg
dwie podstawowe konformacje nukleotydowe (mianowicie jednostke nukleotydo-
wg C(3")-endo i jednostke nukleotydowg C(2")-endo) okres$lone przez dwa za-
sadnicze sposoby pofatdowania pierscienia cukrowego. Przejscie od jednego
konformeru pierscienia furanozowego do drugiego (tzn, od jednej jednostki
nukleotydowej do drugiej) wywotuje duze zmiany strukturalne w naturalnie
wystepujacych kwasach nukleinowych (np. B-DMA, C(2")-endo i EMA, C(39)-
-endo) i ma wazny wpltyw na ich funkcje biologiczne.

Bariery entalpii swobodnej przeciwstawiajgce sie peitnej swobodnej rota-
cji wokét kazdego tancucha bocznego w czasteczce nukleozydu  (nukle”otydu)
sg na tyle mate w roztworze, ze pozwalajg na wzajemne przejscia miedzy
konformeraml. Przejscia te zachodza szybko w skali czasowej NUR tak, ze
obserwowane widmo jest czasowo usrednionym obrazem zachodzacej réwnowagi.
Do przyblizonego opisu tej rownowagi wymagema jest znajomosc:

1. réwnowagi rotamerowej egzocyklicznej grupy hydroksymetylenowej

2. réwnoweigi konformacyjnej wokét egzocyklicznego wigzania C(4')-C(5")

3. réwnowagi konformacyjnej pierscienia furanozowego.

W artykule przedstawiono zastosowanie metody p.m.r. do okreslania kon-
formacji pierscienia rybofuranozy w nukleozydach i nukleotydach w roztwo-
rze i jej mozliwosci wykorzystania do opisu nie tylko jakosciowego, ale
ilosciowego, zachodzacej w roztworze réwnowagi konformacyjnej pierscienia
rybofuranozy. Zasada zastosowania spektroskopii p.m.r. do okres$lania ste-
reochemii pierscienia cukrowego polega na powigzaniu przy pomocy réwnania
Karplusa odczytanych z widma wartosci statych sprzezenia miedzy wicynalny-
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mi protonami z odpowiednimi katami dwusciennymi miedzy vtigzaniami C-H przy
sasiednich atomach wegla w pierscieniu, ktérych v/artos¢ zalezy od sposobu
i rozmiaru pofatldowania pierscienia cukrowego.

Pierwsze,majgce znaczenie badania konformacji pierscienia fxiranozowego
metodg protonowego rezonansu magnetycznego, ktére jednak ze wzgledu na o-
graniczone mozliwosci aparaturowe nie moglty wiasciwie opisa¢  observ.owa-
nych zaleznosci, przedstawiono w pracach Jardetzky[ 3, 4j .

Analiza modeli czgsteczkowych (modeli Dreidinga) pierscienia finranozo-
wego pozwolita na zaproponowanie 20 teoretycznie mozliwych symetrycznych
form pofatdowania pierscienia powstatych przez wychylenie jednego lub dwoéch
atoméw z plaszczyzny okreslonej przez pozostate atomy w pierscieniu [5].
kazano [3» 4j, ze obecno$¢ podstawnikow w pierscieniu furanozowym w nukleo-
zydach 1 nukleotydach stabilizuje zwiaszcza te konformacje, ktére powsta-
ja przez wybicie wegla C(2') i /lub C(3”) w konwencji endo-egzo z plasz-
czyzny opisanej przez pozostate atomy pierscienia.

W tabeli 2 przedstawiono wartosci statych sprzezenia dla 4 podstawowych
struktur pierscienia oraz dla formy ptaskiej (Hruska i in. [7a]). Poniewaz
zadna z proponowanych form pofatdowania pierscienia nie odzwierciedlata
rzeczywistej geometrii pierscienia rybofuranozy, w badanych nukleozydach
i nukleotydach (tabela 2), zaproponowano istnienie réwnowagi dynamicznej
w roztworze miedzy réznymi stanami konformacyjnymi pierscienia. Obserwowa-
ne state sprzezenia sg zatem wielkosciami usrednionymi w czasie i ich war-
tos¢ zalezy od uprzywilejowania jednego konformeru nad drugim w mieszani-
nie réwnowagowej, tj. od potozenia tej roéwnowagi.

Dotychczas prezentowany opis konformacji pierscienia rybofuranozy jest
jedynie mocno przyblizony. Znaczne ograniczenia wynikajg z  zastosowania
modeli czasteczkowych do wyznaczania 3- 1 4-atomowych ptaszczyzn opisujg-
cych w sposéb statyczny 5-cztonowy pierscien.

Altona 1 Sundaralingam (12] zastosowali koncepcje pseudoroliacji do opi-
su konformacji pierscienia furanozowego w nukleozydach i mncleotydach. Au-
torzy wyznaczyli parametry pseudorotacji (kat fazowy pseudorotacji, P i
amplituda pofatdowania,!”) dla pierscieni furanozowych w duzej liczbie ba-I
danych nukleozydéw i nukleotydéw, opierajac sie na uzyskanych z badan rent-1
genostrukturalnych wartosciach katéw skrecenia T/, le]» 2’ "3 M4
dzy odpowiednimi wigzaniami w pierscieniu. Okazatlo sie, ze wszystkie bada-
ne nukleozydy i nukleotydy wystepuja w dwoch waskich zakresach  pseudoro-
tacji na kole pseudorotacyjnym skoncentrowanych woko6t konformacji odpo.j
wiednio C(3')-endo 4 C(2")-endo.
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T abela 2

Przewidywane state sprzezenia dla réznych konformacji pierscienia
furanozowego w zestawieniu z warto$ciami statych sprzezenia
odczytanych z widm badanych nukleozydéw i nukleotydow

Konformacje PrzewidywEme state sprzezenia Odnosniki

pierscienia furanozowego n'2! np'3 n4'5 rlg\sviratu-
C(2 ")-endo 9,5 4,3 0,4
0(3 ')-egzo 6,7 50 0,0
Porma ptaska 2,3 9,0 2,3 [74]
C(3 ")-endo 0,4 4,3 9,5
C(2 ")-egzo 0,0 50 6,7
zwigzek obserwowane state sprzezenia
Urydyna 4.4 5,3 5,5 [6]
[3- pseudoiurydyna 5,0 5,0 5,2 [7a,7,c]
X- pseudourydyna 3,3 4,2 7,9 [70]
4 - tiourydyna 3,9 5,4 5,6 [8I
3'- fosforan urydyny 4,8 5,2 55 [7d]
5'- fosforan - pseudourydyny 53 5,3 5,5 [7dJ
rybozyd kwasu - cyanurynowego 3,9 6,4 6,6 [e]
5'- nukleotyd- p, -nikotyno-amidov.y 5,7 5,0 2,1 [10]
(forma zredukowana) 6,8 54 1,9 [10]

Hruska [13] zatozyt, ze ré\mowaga konformacyjna w pierscieniu cukrowym  w
mncleozydach 1 nukleotydach w roztworze zachodzi miedzy dwoma  stanami
pierscienia odpowiadaja.cymi tym dwém strefom trwatych konformacji C(3') -
-endo i C(2')-endo. Przejscia miedzy tymi dwoma trwatymi strefami konfor-
macyjnymi (ktére Hruska, "ood i Dalton [H] oznaczyli symbolamil.i T )
wyv;otujg zmiane znakéw katéw okrecenia! .|,! 2 it™,co wskazuje’na przyjecie
posredniej konformacji kryjacej. Natomiast zmiany w pofatldowaniu pierscie-
nia furanozov/ego odbywajace sie wewnatrz kazdej strefy zachodzace poprzez
rbwnoczesng rotacje wokot dwoch wigzan C-0 w pierscieniu nie wymagajag zmiany
[znakéw dla katéw skrecenial®, 15]. Oba konformery t~ ~  _
oddzielone sa przez dwie strefy barier, ktdre autorzy zaznaczyli symbo-
Ilicznie jako °B i (rys. 1).
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By». 1. Straf; konforaacyjne na drodze pseudorotacyjnej pierscienia cukrowego w nu-
kleozydaoh wg Hruakl i In.

Saran, Perahia i Pullman [1j zaproponowali niesymetryczne, w przeciwien-
stbrie do symetrycznego wedtug Hruski i in., przedstawienie wystepujacej w
roztworze réwnowagi miedzy dwoma konformerami pierscienia furanozowego,
ktore lepiej opisuje rzeczywistg sytuacje zachodzacg w nukleozydach i nu-
kleotydach (rye. 2)j

Bys, 2. Strefy konfornacyjne na drodze pseudorotacyjnej pierscienia w nukleozydach
wg Saran'a, Perahia i Pullmana 1

Autorzy wykorzystujgc w swoich obliczeniach koncepcje Altony i Sundaralin-
gama [12] odnos$nie modelu pseudorotacji wykazali, ze dwa prawie réwnooenne
(réznica okoto | kcal/mol) minima energetyczne wystepujace przy kacie fa-
zowym P = 18° i 162° (co odpowiada konformacjom pierscienia  furanozowego
C(3Y)-endo i C(2")-endo) sg oddzielone barierami energetycznymi, ktoére w
nukleozydach przyjmujg rézne wartosci. Rys. 3 przedstawia przyktadowg ma-
pe energetyczng wykazujacg zalezno$¢ stanu pseudorotacji pierscienia  cu-
krowego od wartosci kata skrecenia X wokét wigzania glikozydowego dla
rybozydéw - purynowych.
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Rys. 3« Konformacyjna napa energetyczna (P X ) dla rybozydéw jb - purynowych
« dane eksperynentalne z badan rentgenostrukturalnycb

Przejscie miedzy konformerem typu C(3")-endo (T" wzgl, N) i C(2") - endo
(T wzgl. S) w roztworze powinno zachodzi¢ drogg wyznaczong przez posred-
nig konformacje C(4")-egzo - C(1')-egzo, gdyz bariera energetyczna jest
tutaj stosunkowo niska (okoto 5 kcal/mol)j przejscie wzdluz drogi  wyzna-
czonej przez konformacje C(3')-egzo - C(2')-egzo jest praktycznie zabro-
nione, gdyz zwigzane byloby z pokonaniem wysokiej bariery energetycznej. Za-
znaczone na mapie energetycznej (P, X%jj) punkty reprezentujg dane ekspery-
mentalne uzyskane z badan rentgenostrukturalnycb krysztatéw jb - niikleozydow
i [b - nukleotydéw purynowych. Wszystkie one sg skupione wokét ozy w sg-
siedztwie obliczonego catkowitego i najnizszego energetycznie lokalnego
minimum.

Altona i Sundaralingam [II] podali sposéb wyznaczenia procentowego  u-
dziatu konformeréw typu M i1 S w mieszaninie réwnowagowej M = S, stosujac
zwykty zalezno$¢ liniowa miedzy wartosScig statej sprzezenia wyznaczong z
widma a przewidywanymi statymi sprzezenia dla kazdego znajdujgcego sie w
réwnowadze konformeru N i S. Zalezno$¢ te podaje réwnanie (1):

Jops, = X Jg + Xy J )

gdzie suma utamkéw molowych XA + X = 1

Autorzy zebrali wszystkie wartosci katow skrecenia miedzy wigzaniami w
pierscieniu furanozowym uzyskane z badan rentgenostrukturalnych Kkrysta-
licznych (b - nukleozydéw i (b - nukleotydéw i wyznaczyli ich Srednie war-
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toscl. Te etatystycznie usrednione wartosci katow skrecenia przypisano
"ldealnym" konformacjom pierscienia furanozowego typu U i S zajmujacym
srodki naturalnie wystepujgcych przedziatéw pseudorotacyjnych i posiadaja-
cym Srednig amplitude pofatdowania ™~ = 38°.

Nastepnie wykorzystano rownanie Karplusa o nowych parametrach (réwn. 2) do
Jjiij = 10,5 °ee

obliczenia przewidywanych statych sprzezenia dla tych "idealnych" konfor-
macji typu N i S (tabela 3).
Tabela 3

Przewidywane state sprzezenia dla "idealnych" konformacji typu N i S

- Al '2' *
Konformer P.stop, ffi .g. an2'3' 34’
* N3'4
Typu N 10 0,0 (cis) 4,7 (cis) 10,1 (tans) 10,1
Typu S 165 10,1 (trans) 5,4 (cis) 0,2 (cis) 10,3
Wartosci statych sprzezenia N *NZ'4* TMAeniajg sie wyraznie przy

AN

przejsciu od konformacji typu N do S, natomiast state sprzezenia Jg'3'
suma JN/g' + ~"3'4" pozostajg prawie niezmienione. Wstawiajac do réwna-
nia (1) odczytane z widma wartosci statych sprzezenia J™.g» lub
oraz odpowiadajgce im state sprzezenia przewidywane dla idealnych konfor-
macji typu S 1 H mozna obliczy¢ przyblizong procentowg zawarto$¢ obu kon-
formeréw w mieszaninie réwnowagowej. Dla celéw praktycznych procentowy u-
dziat konformeru S oblicza sie jako 10 x JM/g» lub 10 x (10,1 -
Oczywiscie przewidyv/ane state sprzezenia dla konformacji odchylonych od
"idealnych" bedg nieco inne. Aby sprawdzi¢ wplyw pseudorotacji na state
sprzezenia wybrano dla kazdego konformeru typu N i S wartosci kata fazowe-
go P, reprezentujace dolng granice, centrinn 1 gérng greinice naturalnie wy-
stepujacych obszaréw pseudorotacyjnych zajmowanych przez reszty rybozy w
stanie krystalicznym. Przy ustalonej $redniej wartosci T = 38° obliczono,
stosujgc réwnanie (3), wartosci endocyklicznych katéow skreceniaT , T~ TA
dla kazdej konformacji typu S i N reprezentujgcej jeden z wybranych  pun-

Tj = Tmcos [P + ( - 2) 144] 3)
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ktow P na kole pseudorotacyjnym oraz przy pomocy réwnania Karplusa (2) od-
powiadajace im state sprzezenia. Tabela 4 podaje przewidywane state girze-
zenia dla réznych skitadéw réwnowagi konformacyjnej typu N-= Stdla s$rodkéw
(przypadek A) i dla wszystkich mozliwych kombinacji koncéw przedziatow Pjj
i P,. Dane te wykazujg, ze na skutek mozliwych zmian w wartosciach P zna-

e_
jomos¢ statej sprzezenia /g’ zebra6 skiad réwnowagowy w zakresie

btedu i 5% (zakladajac brak btedu wartosci odczytanej z widma).
Tabela 4

Przewidywane state sprzezenia (Hz) dla réznych sktadéw
konformacyjnej mieszaniny réwnowagowej 11

% N 100 80 60 40 20 O S Przy-
3tOp. % s 0 20 40 60 80 100 >top. padek
10 Jl.g. 00 20 40 61 81 101 162 A
3 47 48 50 51 53 54
s'4 101 81 61 42 22 02
Jarzr  s'g4 101 101 10,1 10,3 10,3 10,3

3 xnr2 01 21 42 62 83 104 145 B
2'3 46 49 52 56 59 62
s'4 99 81 64 47 28 11
2' s 99 102 106 109 11,1 115

25 J,'2' 03 21 40 58 7,7 95 175 c
23 52 52 52 52 52 51
s'4° 10,5 8,4 6,3 4,2 2,1 0,0
Jrz2' + s'4 10,8 10,5 10,3 10,0 9,8 095

3 Jl.g. 00 19 38 57 76 95 175 D
23 46 47 48 49 50 51
s'4 99 79 59 40 20 0,0
~2Y S'4 99 98 97 97 96 95

25 Jl.g. 03 23 43 64 84 204 145 E
~2'3" 52 54 56 58 60 62
s'a 105 86 6,7 49 30 11
~2Y s'g 10,8 10,9 11,0 11,3 11,4 115

Pewne uscislenia odnosnie do stanu pseudorotacji konformeru bedacego w
przewadze mozna uzyskaé¢ poprzez dokitadng analize pozostatych dwoch statych
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sprzezenia. Up. jesli réwnowaga jest przesunieta w kierunku konfonneru ty-
pu N tzn. J|f4HZ to odpowiednio ditée wartosci statej sprzezenia o5
i sumy /g» + prowadzg do wniosku, ze typ H pierscienia rybozy pre-
feruje prawdopodobnie wyzszy koniec przedziatu Pjj.

Jednoczesnie pewna komplikacje steinowié bedzie wptyw amplitudy pofatdo-
wania T © jako drugiego parametru pseudorotacji na rézne state sprzezenia,
ktory moze przeciwstawiac¢ sie efektowi pseudorotacji. Zgodnie z réwnaniem
(3) zmiana w wartosci T © powoduje proporcjonalne zmiany wszystkich katow

skrecenia ™ j w pierscieniu. Ogodlnie, bardziej "pofatdowane" pierscienie
rybozy (duze T”) beda posiadaty bardzo male wartosci statych  sprzeze-
nia Jg/™ 1 sumy J™»g» + "sptaszczenie pierscienia”™ (mate C be-
dzie powodowato wzrost tych wartosci.

Tabela 5 podaje wartosci statej sprzezenia obliczone skitady réwno-
wagowe oraz réznice swobodnej entalpii A dla kilku ji>- nukleozy-

déw 1 nukleotydéw purynowych i pirymidynowych.
Tabela 5

Przyktady wartosci statych sprzezenia JNg/ dla nukleozydow
i jb - nukleotydéw purynowych i pirymidynowych, obliczone skiady
rébwnowagowe oraz roznice swobodnej energii A w D20 [l1]
Zwigzek oN1'2'* ~ N “=1,
Puryny
Adenozyna 6,1 40 - 0,25
5' - fosforan adenozyny 56 51 5,3 48 - 0,07
3' - fosforan adenozyny 58 5,6 43 - 0,17
Inozyna 5,6 45 - 0,12
Srednia warto$¢ dla 11
zwigzkéw 5,6 45 - 0,12
Pirymidyny
5 - jodocytydyna 2,8 72 + 0,56
I fosforan cytydyny 3,2 68 + 0,45
oytydyna 3,4 4,0 60 + 0,25
Urydyna 44 45 4.8 52 + 0,05
5'- fosforan urydyny 46 4,8 53 + 0,07
3'- fosforan urydyny 4,3 43 4,8 52 + 0,05
(b - pseudourydyna 50 5,0 50 0,0
Srednia wartos¢ dla 12
zZwigzkow 4,3 57 + 0,16

dane z réznych zrédet literaturowych
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Eybozydy purynowe wykazujg nieznaczne lub wyrazne uprzywilejowanie kon-

formeru typu S ( = - 0,12 kcal/mol), podczas gdy w serii pirymidyno-
wej trwalszy jest konformer typu N ( AG™ = + 0,16 kcal/““ol).
Poniewaz badania zaleznosci temperaturowej statych sprzezenia [6-9] dla
szeregu nukleozydoéw i nukleotydéw wykazujg nieznaczne tylko zmiany w ich
wartosciach zaklada sie, ze rdéznice energetyczne miedzy konformerami typu
N i S musza by¢ niewielkie, (Ogo6lnie zmiana temperatury nie bedzie miata
wplywu na statg réwnowagi,kiedy réznica entalpii A H° ma wartosé zero).
Pomiary statych sprzezenia dla mononukleozydéw i mononukleotydéw w roztwo-
rze w szerokim zakresie temperatiu: pozwolg na dokltadne poznanie i rozdzie-
lenie ich czynnikéw entropii i entalpii [I6] . Da to by¢ moze podstawy do
wytlumaczenia réznic w zachowaniu sie pochodnych urydyny i cytydyny w roz-
tworze (tabela 5). Urydyna i jej 3' - 1 5' - fosforany majg statg rownowa-
gi zblizong do jednosci; trzy zwigzki pochodne cytydyny maja réwnowage
przesunieta wyraznie w kierunku konformeru typu N (&G°* = 0,25 do 0,56
kcal/mol). Strukturalne réznice miedzy rozwazanymi zwigzkami sg zlokalizo-
wane w pozycjach 4 i 5 zasady,a wiec odlegtych od pierscienia rybozy.
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DYSKUSJA

W dyskusji zabrali gtos mgr M. Eemin i mgr W. Krzyzosiak. Zastanawiano
sie nad mozliwoscig zaobserwowania w niskich temperaturach sygnatéw pocho-
dzacych od poszczegolnych konformacji wystepujacych w réwnowadze.  Stwier-
dzono, ze jezeli taka réwnowaga rzeczywiscie istnieje/to bariery energe-
tyczne oddzielajace r6zne konformacje furanozydéw sg zbyt niskie,co unie-
mozliwia rozréznienie konformeréw.



Barbara Nowak, Henryk Koroniak

OKRESLANIE POPULACJI STRUKTUR
ROTAMEROWYCH EGZOCYKLICZNEJ GRUPY CH,OH

STRESZCZENIE

W rozdziale przedstawiono przeglad metod umozliwiajgcych okreslenie
udziatu struktur roteunerowych egzocyklicznej grupy hydroksymetylenowej.
Przedyskutowano wplyw modyfikacji zasady oraz pofatdowania pierscienia cu-
krowego na konformacje tej grupy.

Interesujacym elementem struktury nukleozydéw i nukleotydéw jest poto-
zenie egzocyklicznej grupy CHgOH, Dyskusje nad jej konformacja utatwiajg
wzory projekcyjne Newmana. Przedstawiaja one trzy klasyczne, 60°, naprze-
mianlegte izomery konformaoyjne, odpowiadajgce minimom energetycznym,
wystepujacym podczas rotacji dookota wigzania C(4")-C(5").

Rys. 1.

Badania rentgenostrukturalne wykazaty, ze rotamer gauohe-gauche, w ktérym
wigzanie C(5")-0(5") lezy powyzej pierscienia, w krystalicznych nukleozy-
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dach i nukleotydach, wystepuje znacznie czesciej niz rotamery gauche-trans.
czy trans-gauche [I]. Takze obliczenia energetyczne i badania modeli
przestrzennych wskazujg, ze ten rotamer powinien by¢ najbardziej uprzywi-
lejowanym sposrod wyzej wymienionych.

Do okreslenia konformacji egzocyklicznej grupy CHgOH w roztworze naj-

bardziej przydatna jest metoda protonowego rezonansu magnetycznego. Wyko-
rzystanie bowiem réwnania Karplusa do analizy statych sprzezenia wioynal—
nych atoméw wodoru, uzyskanych z widm PMH,pozwala okresli¢ wzgledng popu-
lacje struktur rotamerowych wystepujacych podczas obrotu dookota wigzania
c@nH-coGyH.
Zaktadajac szybkie wzajemne przejscia miedzy trzema naprzemianlegtymi kon-
formerami oraz poréwnujgc wicynalne state sprzezenia i mie-
dzy protonami 4' -5"i 4' - 5" Blackburn i wspotpracownicy [2] okreslili
wzgledng populacje kazdego rotameru stosujgc zaleznosci:

4'-5'B = VVIB  /MIANMIB + AMHIMITIB

M-5'C " AMMNIC

IS TIMTT I
gdzie Pj, Pjj i Pjjj sa utamkami molowymi kazdego z izomeréw rotacyjnych,
sg statymi sprzezenia miedzy protonami 4' i 5'B, przy

133 X115 XXXJ3
zatozeniu, ze czasteczka wystepuje catkowicie jako klasyczny, 60 , naprze-

mianlegty rotamer I, 1l i Ill. Podobnie zostaty zdefiniowane state sprze-
zenia dla protonéw 4' - 5'C.

Lemieux opierajgc sie na danych uzyskanych ze skrecalnosci optycznej
sugerowatl, ze klasyczne rotamery nie odpowiadaja minimom energetycznym.
W rozwazaniach bowiem nalezy uwzgledni¢ odpychanie miedzy atomem tlenu gru-
py hydroksymetylenowej 0 5'i atomem tlenu pierscienia cukrowego 0 (1').

Poniewaz nie mozna precyzyjnie okresli¢ kata,przy ktérym wystepuje mi-

nimum energetyczne, obliczenia udziatu struktur rotamerowych przeprowadza
sie dla lelaSycznych, 60° rotameréw, jak réwniez dla tych, w ktérych uwzgled-
niono odpychanie miedzy atomami tlenu, wprowadzajgc 15° poprawki.
Wartosci statych sprzezenia wystepujgce w réwnaniach podanych przez Black-
burna [2] obliczono stosujac zaproponowang przez Karplusa zalezno$s¢  mie-
dzy stalg sprzezenia wioynalnyoh atoméw wodoru a katem dwusciennym $ po-
miedzy ptaszczyznami, w ktérych one lezg [5]:
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N =
‘?T-IH Jocos R +o0

c=- 0,28 Hz
Statej przypisuje sie wartosci w szerokim zakresie - od 8 do 16 Hz [4].
Abraham ['5] proponowat natomiast, aby statej przypisa¢ wartoscii

3" = 9,27 Hz dla 0° Cp < 90°
Jo = 10,36 Hz dla 90° < ¢p < 180°

Z kolei Lemieux sugerowat, aby dla statej J™ przyja¢ warto$¢ 12 Hz wow-
czas, gdy kat dwvtécienny = 180°.

W widmie MR nukleozydéw obserwujemy sygnaly pochodzace ze  sprzezenia
atcanébw wodoru 4' z 5B i 4' z 5'C. Jednak na skutek szybkiej rotacji wokét
wigzania C4'-C5' protony 5B i 5'C sa nierozrdznialne i w konsekwencji te-
go nie wiadomo, ktdérg z wartosci i przypisa¢ sprzezeniu pro-
tonu 4' z 5'B,a ktérg 4' z 5'C. Wobec tego obliczenia populacji struktur

rotamerowych przeprowadza sie przypisujgc state na dwa sposoby;

A. B.
~A'S'B 4' - 5B *N5'B - 4" - 5C
*NL'5'C 5'C 4'5'C

Blackburn, Grey i Smith [2] okreS$lajac wzgledng populacje grupy CHgOH w
urydynie przeprowadzili obliczenia dla rotameréw klasycznych i dla tych,
w ktérych przyjeto 16° poprawki w kacie dwuscieni;ym. Przyjeli Jednoczesnie
dwie gorne granice dla statej J~10.36 i 12 Hz/, a eksperymentalne state
sprzezenia przypisywali na dwa sposoby, uzyskujac 8 serii wynikow.

Z danych przedstawionych w tabeli 1 wynika, ze niezaleznie od sposobu
przypisania statych sprzezenia, wyboru statej J*, ozy tez uwzglednienia
oddziatywan miedzy atomami tlenu,w przewadze wystepuje rotamer gauohe-
gauche. Jego przewaga jest niezalezna od oznaczenia atoméw H5B i H5'C,
natomiast oznaczenie to wptywa bardzo wyraznie na udziat izomeréw gauche-
trans i trans-gauche. A zatem ocena indywidualnych udziatéw izomeréw rota-
cyjnych gauche-trans czy trans-gauche wymaga absolutnego oznaczenia proto-
now 5B 1 5'C. Remin i1 Shugar [6] wykonali to oznaczenie wprowadzajac w
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T abela 1

Wzgledne populacje izomeréw rotacyjnych urydyny wokét v/igzania C(4')-C(5")

Klasyczne naprzemian- °
legte rotamery Rotamery z 15° poprawka

J_dla 0° ™~ < ~90°
0 . 927 927 927 927 927 927 927 927
Jn dla 90°SI(J>i:I80° 10.36 10.36 12.00 12.00 10.36 10.36 12.00 12.00

‘~4'5'B 3.00 440 3.00 440 3.00 440 3.00 4.40

aS'C 4.40 3.00 4.40 3.00 4.40 3.00 4.40 3.00
0.58 0.58 0.65 0.65 0.46 0.46 0.58 0.58
0.30 012 0.25 0.10 024 0.08 0.16 0.02
0.12 030 0.10 025 029 045 025 0.39

pozycje 3' grupe fosforanowsg i pordév/nujac wartosci przesunie¢ chemicznych
w nukleozj-dach i nukleotydach. Zaobserwowano, ze obecnos$¢ grupy fosforano-
wej w czasteczce nuitleotydu no znaczny wplyw na przesuniecia protonéw
5B i 5'C.

Tabela

Przesuniecia chemiczne protonéw 5B i 5C

Zv;iazek 5'B 5C
u 3.907 3.803
3'-UMP 3.898 3.852
[b- ~ 3.840 3.726
3.850 3.785

Poréwnanie danych dla urydyny i 3' monofosforanu urydyny oraz p, -pseudo-
urydyny i 3'nonofosforanu |b)- pseudourydyny dowodzi, ze proton H5C  jest
bardziej przestaniany w nukleozydach niz w nukleotydach, natomiast protony
H5'B w obu parach zwigzkéw maja bardziej zblizone przesuniecia chemiczne.
Stwierdzono, ze we wszystkich tych zwiazkach dominuje rotamer gauche -
gauche, a wiec proton H5'C w przeciwienstwie do H5'B dtuzszy okres czasu
znajduje sie w sasiedo,tv;ie grupy fosforanowej i ze wzgledu na jej odsta-
niajacy efekt lezy przy nizszym polu. Autorzy wywniosko.vali, ze tylko
przypisanie statych wg sposobu A jest zgodne z selektywnym wptyviem  grupy
fosforanowej na przesuniecie ¢hemiczne protonu H5'C.
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Schweitzer i Witkowski oraz Lapper i Smith uwazajg, ze sposéb oznacze-
nia protonu H5'B i H5'C przedstawiony przez Remina i Shugara budzi  pewne
watpliwosci [7, 8] . Nie zostato bowiem ono przedstawione dla zwigzkow,
w ktoérych dominuja rotamery gauche-trans lub trans-gauche.

Znacznie prostsza drogg prov/adzaog do obliczenia populacji struktur rota-
merowych grupy hydryksymetylenov;ej jest analiza sumy statych sprzezenia
'"'5'B "M'5'C 10], ktéra odczytujemy z widma. W tym przypadku nie ma
koniecznosci rozréznienia protonéw H5'B i1 H5'C. Zastosowanie w  oblicze-

niach sumy sprzezen J4 + J4/;//(—; opiera sie na fakcie, ze wystepujace

1T
podczas rotacji wokét eézlg)cyklicznego wigzania C4' - C5' sprzezenie trans
H-H wicynalnyoh protonéw jest wieksze (8-10 Hz) niz sprzezenie gauohe-H-H
protonéw (2-4 Hz). Duma ta pozwala nu obliczenie wzglednego udziatu rota-
meru gauche-gauche i tgcznego udziatu rotameréw gauche-trans i trans-
gauche, Jakikolwiek wzrost populacji konformeru gauche-gauche powinien wiec
prov/adzi¢ do zmniejszenia zmierzonej eksperymentalnie sumy

podczas gdy wzrost udziatu rotameru gauche-trans czy trans-gauche, oczy-
wiscie kosztem gauche-gauche,powinien wptywaé¢ na wzrost wartosci tej sumy.
Wzgledny udziat rotameru gauche-gauche - P00 oblicza sie wykorzystujac

zaleznos$¢ [i2]

- (12 —z)8
" ( )

gdzie E=

W analogiczny sposéb mozna $ledzi¢ udziaty rotameréw (gauche-gauche) '
(gauche - trans)'i (trans-gauche) "v/ynikajace z obrotu wokét wigzania C 5'-

- 05" w serii 5' nukleotydéw.

Rys. 2, Trzy lzosery rotacyjne nukleotydéw wokét wigzania C(5')-0(5 )
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W rotamerze (gauche-gauche)'atom fosforu jest w potozeniu gauche w stosun-
ku <lo obu atcméw wodoru grupy metylenowej, wiec suma ma
stosunkowo niewielkg wartos¢ (okoto 6 Hz) w poréwnaniu z sumg statych
sprzezenia dla rotameru (gauche-trans)'czy (trans-gauche)' (okoto 24 Hz),w
ktorych atom fosforu jest w potozeniu trans w stosunku do jednego z 5' ato-
méw wodoru [11, 12, 13] ¢ Udziat rotameru (gauohe-gauche)' - P&,&, okresla
nastepujgce réwnanie:

=724 -E')/18
g9

gdzie E’=

WPLYW MODYFIKACJI ZASADY NA KONFORMACJE EGZOCYKLICZNEJ GRUPY CH,OH

Hruska i wspo6tpracownicy [12, 13] przeprowadzili metodg PMR  poréwnawcze
badania urydyny, 5' monofosforanu urydyny oraz 6-aza urydyny i 5' monofos-
foranu 6-aza urydyny,ktére miaty da¢ odpowiedz,jaki wplyw na konformacje
egzocyklicznej grupy hydroksymetylenowej ma zastgpienie atomu  wegla w
pozycji 6-uracylu atomem azotu. Udzial struktur rotamerowych obliczono na

podstawie sumy + "N4'5'c*
Tabela 3
Suma U aza U 5" - IMP 5'-aza UaP
ALER * AL
45'B * 74'5°C 7.4 8.8 5.5 40.7
aD B D _ B
p 5'B P - 5C _ _ 8.3 11.7

Poréwnanie wartosci tych sum dla urydyny i 6-aza urydyny wskazuje, ze obec-
nos¢ atomu azotu w pozycji 6-uraoylu ma wyraznie destabilizujgcy wplyw na
konformacje gauohe-gauche (obnizenie udziatu). Zamiana atomu wegla w zasa-
dzie uraoylowej 5' monofosforanu urydyny ma jeszcze wiekszy wplyw na znmiej-
szenie udziatu konformeru gauohe-gauche w 5' monofosforanie aza-urydyny.
Procentowy udziat formy gauche-gauche przedstawia sie natepujaco:

U - 5 IMP - 80S

6aza - U - 40" 5'aza IMP -
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Zmiejszenie udziatu rotameru gauohe-gauche w 5' aza UMP mozna wyjasnic
elektrostatycznym oddziatywaniem miedzy atomem azotu w pozycji 6 i ujemnym
tadunkiem grupy fosforanowej. Potwierdzity to obliczenia teoretyczne [i4]
gestosci tadunku, ktére wykazaly, ze pozycja 6-urydyny jest centrum dodat-
nim, natomiast w 6-aza-urydynie ujemnym, 00 w potgczeniu z ujemnym tadun-
kiem grupy fosforanov/ej powoduje destabilizacje rotameru gauche-gauche. W
przypadku konformeréw gauche-trans ozy trans-gauche oddziatywanie takie
nie wystepuje i1 te wilasnie rotamery sa uprzywilejowane dla 6-aza UMP. Row-
niez oddziatywaniem elektrostatycznym mozna interpretowaé¢ wzrost populacji
gauche-gauche w 5' monofosforanie urydyny w stosunku do urydyny. W nukle-
otydzie bowiem wystepuje przycigganie miedzy centrum dodatnim zasady -
weglem C6 a grupa fosforanowag,powodujac wzrost udziatu rotameru gauohe-
gauche. Ponadto mniejszy udziat struktury rotamerowej gauche-gauche w 6-
aza-urydynie niz w urydynie wskazuje na istniejgce odpychanie miedzy ato-
mem azotu v, pozycji 6 a grupg 3' hydroksymetylenowa. Stwierdzenie przewagi
rzadko spotykanej konformacji trans wokét wigzania C4' - C 3' dla 3" mono-
fosforanu 6-aza-urydyny potwierdzito wczesniejsze obserwacje poczynione
przez Saengera i Sucka [14] dla krystalicznego nukleotydu.

Hruska i wspoétpracownicy [I5] przedstawili zalezno$¢ miedzy udziatem rota-
meru gauche-gauche i (gauohe-gauche)' w formie wykresu, odktadajac na osi

rzednych P , , i Z'(Up_".g + IJp_™N"), a na osi odcietych P i i:(MN"N.g+

Se

«

e

SS

n
t00

X

b e U i
«« U to 0T

Rys. 3. Wykres zalezno$ci miedzy udziatem rotameru (gauche-gauche)' - P
(gauche-gauche) - Ppg 949
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Analiza tej zaleznosci wykazuje w przypadku 5' nukleotydow jednoczesny
wzrost Pgg i Pg,g,, 00 Swiadczy o tym, ze ;vraz ze wzrostem udziatu konfor-

meru gauche-gauche wokét wiazania C4' - C5' zwieksza sie rowniez udziat
rotameru (gauche-gauche)' wokd&t wigzania C5' - 05'. A wiec kiedy czgstecz-
ka przyjmuje orientacje gauche-gauche rotamery (gauche-trans)' i (trans-

gauche)' wystepujg w niewielkim stopniu (np. 5'monofosforan urydyny). Po
przejsciu czasteczki w rotamer trans-gauche czy gauche-trans konformacja
(gauche-gauche)' nie jest konieczna, ale np. w przypadku 5' monofosforanu
6—aza-uyrydyny ten wiasnie rotamer ma duzy udziat. V/nioski wyciggniete z
analizy wykresu zostaty potwierdzone przez badanie modeli  przestrzennych
czasteczek. Okazuje sie, ze gdy ktorykolwiek z 5'nukleotydow przyjmuje
konformacje gauohe-gauche to wowczas obrot wokot wigzania C5' - 05' prowa-
dzi do powstania form (trans-gauche)' lub (gauche-trans)', w ktérych  wy-
stepujg niekorzystne oddziatywania miedzy atomami tlenu grupy fosforano-
wej a czagsteczka furanozy 1 zasada. Gdy z kolei 5' nukleotyd przyjmuje
konformacje gauche-trans lub trans-gauche dominuje forma (gauohe-gauche)’
00 ttumaczy sie niekorzystnym oddziatywaniem miedzy atomem fosforu a ato-
mami H4', 01' i H3' i OH3"

Analiza zaleznosci P g od PSS potwierdzita takze spostrzeiepia Sarma i
Mynotta [I6j dotyczgce udziatu roteuneru gauche-gauche w jb - 5' nukleoty-
dzie nikotynoamidowym. - jpNMH (VI1) i jego zredukowanej formie Jb MMNH
(VTII). Stwierdzili oni, ze rotamer gauche-gauche w NMN (VII) wystepuje
w przewadze (935") w stosunku do jbUMIIH, gdzie jest go tylko 5Qi (przy
pH 8).

Vil Vil

Whiosek ten opierat sie na fakcie, ze formalny dodatni tadunek na atomie
azotu w jb- HMD stabilizuje na skutek przyciggania grupy CH"OPO" % ete-
rycznie uprzywilejowana konformacje gauche-gauche, VI zwigzku puilNH konfor-
mer gauche-gauche ma mniejszy udziat, gdyz brak dodatniego tadunku na azo-
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cie, ktory by te forme stabilizowat. Wystepuje natomiast elektrostatyczne
odpychanie miedzy para elektronowg dwuhydropirydynowego fragmentu czasteczki
i ujemnym tadunkiem na fosforanie. Gdy czasteczka 5'Jbnukleotydu znajduje
sie w najbardziej stereochemicznie uprzywilejowanej konformacji gauche-
gauche - (gauohe-gauche)'wtedy atomy H4', C4', O5', 05' i P5' leza w jed-

nej ptaszczyznie tworzac ukiad litery "W". Istnieje wowczas mozliwos¢

sprzezenia przez cztery wigzania miedzy atomem wodoru H4' a atomem fosforu
P5'. Z badan Halla i wspdétpracownikéw p7a i b] wynika, ze wairto$éd tego
sprzezenia w "W" zorientowanym fragmencie HSCOP ma warto$¢ ok. 2,7 Hz, na-

tomiast gdy zorientowanie "W" wigzan znika,warto$¢ statej zbliza
sie do ok,0,0Hz. Tak wiec stata ta moze stuzy¢ do oceny udziatu orientacji

gauohe-gauche - (gauohe-gauche)' p7] w czasteczce,

ZALEZNOSC MIEDZY POFALDOWANIEM PIERSCIENIA CUKROWEGO A ORIENTACJA
EGZOCYKLICZNEJ GRUPY CHKJH

Hruska i wspo6tpracownicy badali wystepowanie zaleznosci miedzy pofatdowa-

niem pierscienia a konformacjg grupy hydroksymetylenowej. Wyniki badan
opracowano w postaci wykresow przedstawiajgcych zaleznos$¢ sumy statych
sprzezenia N3'-.4' N N2

Rys. 4. Zalezno$¢ miedzy obserwowang sumg statych sprzezanla ®
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Stwierdzono, ze wiekszemu udziafowl rotameru gauche-gauche odpowiada wzrost
konformacji C(3") endo.natcaniast konformacja C(2') endo wystepuje w prze-
wadze wtedy, gdy zwieksza sie udziat rotameréw gauche-trans ozy trans-gau-
che.

Punkty znajdujace sie na krzywej odpowiadaja czasteczkom, ktére majg wspol-
ne cechy budowy. Mianowicie wszystkie sg Ji- anomerami grupy CH i CO, wy-
stepujg w pozycji orto zasady, a wiekszo$¢ z nich yirystepuje w konformacji
anti. Punkty lezace poza krzywa np. 0-orotydyna, Ji-HCA - rybozyd kwasu
cyanourynowego ozy 6-aza-D odpowiadajg zwigzkom, ktore majg objetosciowa
grupe keto blisko pierscienia cukrowego lub w ktérych atom wegla zasady
zostat zastgpiony atomem azotu (6-aza-oytydyna, 6-aza-urydyna). Z wykresow
wynika jasno, ze w zwigzkach, ktore leza poza krzywa konformacja pierscie-
nia C2' endo ma bardzo maty udziat.

Wszystkie te wnioski sg zgodne z informacjami uzyskanymi z badan rentgeno-
strukturalnyoh przez Wilsona i Rahmana [19] .
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DYSKUSJA

Glos w dyskusji zabrat mgr M. Remin, ktéry ustosunkowat sie do zarzutu
stawianego przez Witkowskiego 1 Schweitzera [7] oraz Lappera i Smitha [8] .
Problem dotyczyt metody identyfikacji protonéw 5' i 5 opisanej przez
Remina i Shugara [6] . Stwierdzit, ze w wyniku dalszych badan uzyskano do-
vlody potwierdzajace wyniki wczesniej publikowane.
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Jézef Bujarski

OKRESLANIE KONFORMACJI ROTAMEROWEJ SYN-ANTI
NUKLEOZYDOW | NUKLEOTYDOW METODA PMR

STRESZCZENIE

Referat stanowi mozliwie wyczerpujacy przeglad literaturowy metod pro-
tonowego rezonansu magnetycznego, stosowanych przy okreslaniu wzajemnego
utozenia cukru i zasady w nukleozydach i nukleotydach. Oméwiono réwniez
bardzo ogdélnie metody teoretyczne (gtdwnie kwantowo-meohaniozne), ktore
pozwalajg na poznanie energetyki obrotu cukru i zasady wzgledem siebie.

Waznym elementem, jaki nalezy uwzgledni¢ przy opisie konformacji nukleo-
tydév(, monomerovtych jednostek kwasow nukleinowych, jest wzajemne potoze-
nie cukru i zasady wokot wiagzania glikozydowego. Wigzanie to jest poje-
dyncze i dlatego istnieje mozliwos¢ rotacji obu komponentéw wzgledem sie-
bie. Potozenie zasady w stosunku do reszty cukrowej, jak wisuiomo, okre-
Sla [25] tzw. kat skrecenia X . Istnieje kilka aktualnie stosowanych
konwencji opisu tego kata. Zgodnie z [25] w niniejszym referacie bedziemy
postugiwali sie definicja przedstawiong w pracy Saengera [1] .

1.CHARAKTER ROTACJI ZASADY WOKOt WIAZANIA GLIKOZYDOWEGO -
DEFINICJA KONFORORMACIJI SYN-ANTI

Swobodny obrot wokét wigzania glikozydowego jest ograniczony. Rozwaza-
nie modeli przestrzennych [3, 8] oraz obliczenia teoretyczne [4-7] prowa-
dzone réznymi metodami pokazaty, ze w czasteczce istniejga okreslone od-
dziatywania utrudniajgce ten obrot.

Donohue i Trueblood [7],badajac zmiany odlegtosci miedzy poszczegdéiny-
mi atomami przy obrocie wokdét wigzania glikozydowego w oparciu 0 rozwaza-
nia na modelach przestrzennych - sugerowali dwa najkorzystniejsze prze-
dziaty wartosci kata skrecenia X jaki moga przybiera¢ nuJcleozydy.W jed-
nym przedziale wegiel 0(2) pirymidyny lub 0(4) puryny znajduja sie nad
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pierscieniem rybozy (przedziat syn)™a w drugim - te atomy wegla znajduja
aie poza pierscieniem (przedziat anti). Szczegdlnie silne oddziatywania
etepuja w nukleozydach pirymidynowych, gdzie karbonylowy atom tlenu przy
C(2) oraz atom wodoru przy C(6) oddziatywajg z podstawnikami przy C(2"),
C(3) i z 0(1") pierscienia furanozy.

Okreslenie czasteczkowej konformacji szeregu nukleozydéw 1  nukleoty-
dow w etanie krystalicznym metodami rentgenowskimi pozwolito dokiadnie ob-
liczy¢ diugosci wigzali i katy skrecenia miedzy wigzaniami. Na tej podsta-
wie Haschemeyer i Rich [4] mogli obliczy¢ odlegtosci pomiedzy niezwigza-
nymi atomami cukru i zasady jako funkcje kata skrecenia X i pofatdowa-
nia pierscienia rybozy. Zakladajac znaczne oddziatywania (odpychanie),gdy
odlegto$¢ miedzy dwoma atomami jest mniejsza niz suma ich promieni van der
Waalsa - mozna byto okresli¢ bariery rotacji 1 uprzywilejowane zakresy ka-
tow skrecenia poszczegoélnych nukleozydow.

Whioski ogoélne sa tutaj nastepujgce:

1. w wyniku silnych oddziatywan atoméw 0(2) i1 H(6) z protonami H(2",
H(3") oraz z tlenem 0O(1") w nukleozydach pirymidynowych obserwujemy uprzy-
wilejowanie konformacji anti (“qjj = + 75 do + 155°) niezaleznie od pofat-
dowania pierscienia rybozy,

2. oddziatywania miedzy H(3) i H(8) puryny a H(2") i H(3') rybozy sa o

wiele stabsze i w zwigzku z tym bariery rotacji sa mniejsze niz w  nukle-
ozydach pirymidynowych - mniejsze jest zatem uprzywilejowanie konformacji
anti.
Doktadniejsze rozwazania teoretyczne problemu zahamowania swobodnej rota-
cji wokot wiazania glikozydowego uwzgledniaja zaleznos¢ catkowitej energii
potencjalnej czasteczki niikleozydu od kata skrecenia Obliczenia ta-
kie przeprowadzono w oparciu o dane krystalograficzne roznymi metodami
kwantowo-mechanicznymi (zwykle metody orbitali molekularnych [ 5, 6] w réz-
nych odmianach), przy uwzglednieniu szeregu czynnikéw wptywajacych na ener-
gie potencjalng*jak: oddziatywania van der Waalsa, oddziatywania elektro-
statyczne (coulombowskie) oraz potencjat skrecenia [[8] .

Wyniki tych obliczen potwierdzajg koncepcje zahamowanej rotacji zasady
oraz zwigzane z tym istnienie dwoch najbardziej energetycznie  uprzywile-
jowanych konformacji (syn i anti). Mozna byto obliczy¢ wysoko$é bariery
energetycznej oddzielajacej obie konformacje.W zaleznosci od stosowanej me-
tody bariera ta dla nukleozydéw pirymidynowych wynosi od 7 do 3  koal/mol
na korzy$¢ konformacji anti (4, 9-11). Przedziaty katéw torsyjnych  defi-
niujace obie konférmacje przedstawiono w referacie 25 zgodnie z  praca
Saengera [lj . Zgodnie z tym konformacja syn jest dla katow X od 290°
poprzez 0*do 110°* a konformacja anti - od 110° do 290°.
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Z obliczen Yathindra i Sundaralingama [8] przeprowadzonych na 5-AMP wy-
nika, ze istnieje Scisty zwigzek pomiedzy pofatdowaniem pierScienia rybo-
zy, konformacja rotamerowa egzocyklicznej grupy (SOCHgPO" a utozeniem
zasady w stosunku do cukru.

Jezeli uzalezni¢ energie potencjalng czasteczki od kata X qjj oraz kata Y
(ktéry obrazuje obroét grupy egzocyklicznej wokét wigzania C(4") - C(5), to
okazuje sie, ze najbardziej faworyzowana jest konformacja trans - gauche -
gauche. Podobne wyniki dla (5)TMP, (57CMP i (5)UMP st”genija stosunkowo
duzg sztywnos$¢ konformacyjng (5')-nukleotyddéw w poréwnaniu z odpov;iednim
nukleozydem, gdzie w znacznie wigkszym stopniu dopuszcza sie mozliwosc
istnienia innych konformaciji.

2.BADANIE UPRZYWILEJOWANIA KONFORMACII SYN-ANTI W ROZTWORZE

Konformacja, jaka przybiera dany nukleozyd w ciele statym,jest wynikiem
minimalizacji energii wewnatrzczasteczkowej 1 energii oddziatywan miedzy-
ozasteczkowych. Energia wewnatrzczasteczkowa jest w przyblizeniu réwna w
ciele statym,jak w roztworze. Natomiast oddziatywania miedzyczasteczkowe sg
oczywiscie w obu stanach inne. Wplywajg one w spos6b istotny na konforma-
cje czagsteczki [12] . Ogolnie w roztworze czagsteczka jest konformacyjne
bardziej "swobodna". Istnieje wiec mozliwos¢ rotacji zasady wzgledem  cu-
kru. Czasteczka nincleozydu w roztworze znajduje sie w réwnowadze rotame—
rowej syn - anti, ktéra dla pirymidyn przesunieta jest prawie catkowicie,
a dla puryn tylko w znacznym stopniu - w strone anti.

Do jakosciowego okreslenia potozenia réwnowagi konformacyjnej syn-anti
w roztworze stosowano szereg metod instrumentalnych,jak: spektroskopia NME,
IB, OED, CD czy pomiary momentow dipolowych [13-14"

W niniejszym referacie zajmiemy sie zastosowaniem spektroskopii proto-
nowego rezonansu magnetycznego (PME) do okres$lenia preferencji syn - anti
w roztworach nukleozydéw i nukleotyddw.

2.1. PMR W BADANIACH KONFORMACJI SYN-ANTI NUKLEOZYDOW

Dprzywilejov/anie konformacji syn lub anti w nukleozydach pirymidyno-
wych okreslano metodg PMR,wykorzystujac szereg obserwacji  porownawczych.
Spos6b utozenia zasady wzgledem cukru wplywa na przesuniecia chemiczne
poszczegoblnych protonéw nukleozydu. Znajgc konformacje i odpowiadajgce jej
przesuniecia chemiczne jednego nukleozydu pirymidynowego, mozemy 2z pewnym
przyblizeniem wnosi¢ o konformacji innych nukleozydéw (w podobnych v;arun-
kach rozpuszczalnika i temperatury - rozpuszczalnik poprzez solwatacje o-
kreslonyoh ugrupowan w czasteczce specyficznie wplywa na potozenie cukru
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v;zgledem zasady [15] ,a temperatura przesuwa réwnowage syn-anti). Preste-
gard i Chan [15] zbadali wplyw obecnosci pierscienia rybozy na protony H(5)
i H(6) w urydjTiie vi stosunku do uracylu (rys. 1).

Rys. 1. Wply* odstaniajacy plarscienla rybofuranozy na proton H(6) w urydynie (4)
w stosunku do uracylu (2)

Przesuniecie chemiczne H(6) w uracylu byto o 0,34 ppm mniejsze niz w ury-
dynie. Ten wyrazny efekt odstaniajacy pierscienia rybozy wskazuje, ze pro-
ton H(6) musi znajdowa¢ sie w sferze oddziatywania pierscienia rybozy, czy-
Ii nad pierscieniem (im proton H(6) jest bardziej oddalony od pierscienia,
tym wpltyw anizotropii magnetycznej oraz wplyw elektryczny tlenu eterowego
w pierscieniu na H(6) jest mniejszy). Pakt ten sugeruje dla urydyny  kon-
formacje anti. Potwierdzajg to rov/niez badania zaleznosci przesuniecia
chemicznego H(6) od temperatury [23] . Ze wzrostem temperatury wzrasta
prawdopodobienstwo przejscia zasady z potozenia anti w potozenie syn; w
zwigzku z tym sygnat H(6) przysuwa sie w kierunku wyzszych pdl jako wynik
likwidacji odstaniajgcego dziatania grupy (5)'CH20H.

VI latach 1971-1973 do okreslania konformacji syn-anti zaczeto wykorzy-
stywa¢ wptyw anizotropii magnetycznej grupy karbonylowej (2)C=0 pierscie-
nia pirymidynowego na przesuniecia chemiczne protonéw rybozy. Przesuniecia
chemiczne tych protonéw w urydynie czy w cytydynie, ktére to nukleozydy,
jak wiemy, wykazujg w roztworze konformacje anti - traktuje sie jako war-
tosci wzorcowe. Jezeli jakikolwiek inny nukleozyd pirymidynowy bedzie w
konformacji syn, to grupa (2)C=0 znajdzie sie nad pierscieniem cukru.Wptyw
anizotropii magnetycznej tej grupy spowoduje zmiany w przesunieciach che-
micznych protonéw r5'bozy, uzaleznione od ksztattu anizotropowego stozka od-
staniania grupy karbonylowej. Précz tego na te przesuniecia chemiczne mo-
ga wplywaé¢ inne efekty np. elektrostatyczne [17] ¢
Witkowski i wspoétpracov/nicy [16-17j przebadali w ten sposéb kilkanascie
nukleozydoéw pirjTnidynowych (rys. 2)(tabl. 1).
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Rys. 2. Nukleozydy badane przez Witkowskiego i wspotpracownikéw [i?]

Tabela

Przesuniecia chemiczne (ppm) dla réznych nukleozydéw pirymidynowych™

Nukleozyd
Cytydyna
5-45e-Cyd(Ix)
6-Me-Cyd(X)
6-Ox0-Cyd(XI)
TJrydyna (1)
5-Me- U(II)
6-Me- D(I1V)
6-0x(™ U(V)
6-Aza- U(VI)
5-Br- Ul
4-Tio-U(vn)
Szotdomycyna (VTII)

Hybozyd hinazolino-2,4-
-dionu (XII)

H-6
8,25
8,18

8,34
8,15

8,80
8,23

H-5
6,46

6,31

6,33

6,19

8,05

7,01
7,14

H-1"
6,33
6,40
6,15
6,61
6,36
6,36
6,10
6,57
6,56
6,30
6,33
5,23
6,55

H-2'
4,65
4,71
5,30
5,16
4,81
4,69
5,27
5,10
5,03
4,69
4,74
4,60
4,93

H-3'
4,65
4,71
4,86
4,80
4,69
4,69
4,85
4,85
4,82
4,69
4,74
4,60
4,54

Mierzone wzgledem TMS w kapilarze - 1Cf5 roztwér w VA0

H-4'
4,65
4,71
4,48
4,42
4,62
4,69
4,46
4,48
4,56
4,69
4,74
4,60
4,22

H-5', 5"
4,32
4,30
4,31

4,27 4,13

4,42 4,22
4,34
4,30
4,20
4,31
4,44
4,36
4,24
4,10
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Poréwnanie przesunie¢ chemicznych protonéw rybozy w U, 5MeU, filleU oraz w
odpowiednich cytydynach pokazuje, ze w 6-metylopochodnych protony H(2') i
H(3") sa przesuniete w kierunku pol nizszych,a H(1’) i H(4") oraz H(') i
H(5"™) - w kierunku wyzszych pol o kilka dziesigtych czesci ppm.Badania mo-
deli przestrzennych 6MeU wykazaty bliskie oddziatywania miedzy grupa 6-me-
tylo- a S-CHgOH, 00 skutecznie przesuwa réwnowage rotamerowg w Kierunku syn.
Ten sam typ zmiany przesunie¢ chemicznych protonéw rybozy obserwowano  we
wszystkich nukleozydach pirymidynowych,w ktérych z tych czy innych wzgledow
grupa (2) C=0 znajduje sie nad pierscieniem cukru. Np. w 6-0kso-U,6-okso-C
oraz fi - rybozydzie kwasu oyjanurowego - jedna z grup karbonylowych((2)CO
lub (6) 0=0) musi znajdowa¢ sie nad pierscieniem.

Z danych o przesunieciach chemicznych protonéw rybozy, nie znajac  precy-
zyjnie charakteru anizotropii grupy karbonylowej [17, 24], mozemy jedynie
sugerowaé, ze w przypadkach,gdzie nie obserwujemy znacznych zmian w prze-
sunieciach chemicznych w stosunku do nukleozydéw poréwnawczych — mamy  do
czynienia z konformacjag anti. Whnioski te maja charakter wybitnie jakoscio-
wy i przyblizony.

Cushley i wspoétpracownicy [18] oraz Hruska [19] obserwowali w réznych
nukleozydach pirymidynowych sprzezenia splnowo - spinowe dalekiego zasie-
gu miedzy H(1") i H(5") lub miedzy H(1") i P(5) (odpowiednie state tego
sprzezenia oznaczamy przez jjid) ~ sprzeze-
nia typu meta-benzylowego obserwowane np. miedzy i w 2,6 - dwuchlo-
ro-I-metylodwuchloro-benzenie (rys. 3).w niskich temperaturach.

Rys. 3. Sprzezenie miedzy Hjj i - sprzegajaca droge wiazan taczacych oba protony
pogrubiono

Rozwazania teoretyczne [I8-19] pokazuja, ze sprzezenie metai-benzylowe jest
maksymalne wtedy, gdy oba sprzezone atomy tgcza wigzania utozone koplanar-
nie w "zygzak", a zmniejsza sie w miare odchylania wigzan od koplanar-
nosci.

Ogodlnie rzecz biorac state tego sprzezenia sg rzedu 0,5 Hz. W nukleozy-
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dach pirymidynowych protony H(5) 1 H(1") polaczone sa droga "zygzak", gdy
zasada ustawiona jest w stosunku do cukru w potozeniu anti.
W tablicy 2 znajdujg sie wartosci 1" dla kilku nukleozydéw piry-
midynowych.

Tablica 2

Obserwowane H(1") " nukleozydaoh pirymidynowych w D20(pD= 8)"*
Przesu- Stata sprzezenla (Hz)
Zwigzek niecie ch(;méppm) V
H-6 ) .
Drydyna(pD=11,2) 7,660 5,796 0,41 0,2
2-dezoksy-Drydyna(pD=12,2) 7,666 5,801 0,45 0,2
6-aza - Drydyna(pD=10,0) - 7,403 0,61 -
6-aza - Cytydyna( =10,4) - 7,719 0,52 -
Orotydyna( =12,0) - 5,751 0,1 -

* Srodowisko alkaliczne zapewnia lepsze rozdzielenie sygnatéw H(3)
H(") [19) w wyniku zmiany ich przesunie¢ chemicznych

~H(S)-H(L )

ksy n, 6-aza U i 6-aza C»a dla orotydyny - konforma je syn. Hruska [19]
obserwowat rowniez czterowiagzeinlowe sprzezenia H(1") ~
urydynie i ji - pseudourydynie. Po przeprowadzeniu rozwazan teoretycznych
sugeruje konformacje anti w obu anomerach. Warunki geometryczne  sprzeze-
nia miedzy P(5)-H(1") sa podobne do tych dla sprzezenia H(5)-H(1"). Ha tej
podstawie Cushley [18] doszedt do analogicznych wnioskéw dla 5-fluoro -
pirymidyno-nificleozydow.
Przy okreslaniu konformacji syn - anti wazng role odgrywajg pomiary  sta-
~ych sprzezenia Lemieui [20] skorelowat wielkoé¢ statej sprzezenia
MC(2) HAY) ~» pirymidynowych maczonych w pozycji 2 weglem

z wartoscig glikozydowego kata C(2)-N(1)-C(1)-H(1") (rys. 4). Pozwo-
lito to potwierdzi¢ uprzywilejowanie konformacji anti dla urydyny w roz-
tworze wodnym. Stale sprzezenia tego typu mozna znajdowac¢ w widmach MB
(stosujgc zwiazki znaczone) lub w widmach CUR.
Dotychczas brak w literaturze systematycznych badan metodami MB uprzywi-
lejowania konformacji syn - anti w nukleozydach purynowych.
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Rys. 4. Kat torsyjny C(2)-N(D)-C()-H{I) (A) w nukleozydach pirymidynowych (*I).
Pozycje znaczonag weglem w pirymidynie zaznaczono gwiazdka(.B)

2.2. PMR W BADANIU KONFORMACIJI NUKLEOTYDOW W ROZTWORZE
Okreslenie konformacji wokoét wigzania glikozydowego nukleotydéw jest
stosunkowo proste, jesli mamy do czynienia z Smononukleotydem. Jezeli
wystepuje on w konformacji einti, to proton H(6) (nukleotydy pirymidynowe)
lub H(8) (nukleotydy purynov/e) znajduje sie w bezposrednim sgsiedztwie
ujemnie natadowanej grupy fosforanowej (rys. 5.)

cP-p-<f

Rys. 5. Wplyw grupy 5 -fosforanowej na proton H(6) w 5 -UMP(a) oraz na H(8)
5-AMP (B)

Wptyw pola elektrostatycznego grupy fosforanowej na te protony manifestuje
sie w zmianie ich przesunie¢ chemicznych w zaleznosci od wielkosci tadunku
na fosforainie.
Schweizer i wspoétpracownicy [20] badali wplyw grupy fosforanowej na proto-
ny H8) i H () wb5' 3 oraz w 2'-fosforanach nukleozydéw purynowych i
pirymidynowych. Wplyw ten mozna wykazaé w Oparciu 0 nastepujgce  obserwa-
cje:

1. zmieniajgc pD (pH+0,4) roztworu nukleotydu mozna uzyska¢ rézny sto-

pien jonizacji grupy fosforanowej: forma niezjonizowana - monoanion - dwu-
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anion. Zmiana pD w zakresie od 3,9 do 7,4 powoduje wzrost formy dwiminiono-
wej z 10" do 90S(. Wigze sie z tym zmiana stopnia przestaniania H(8) Ilub
H(6). Przy pD = 7,4 dla 3'-nukleotydéw protony te sg o okoto 0,1 ppm od-
stoniete w stosunku do pD = 5,9. ldentyczna zmiana stopnia jonizacji w 3'-
fosforanach i1 w 2'-fosforanach nie wplywa odstaniajgce na interesujgce nas
protony. Brak wplywu odstaniajgcego wynika ze struktury czasteczki: grupy
3'-lub 2'-fosforanowa sa tak oddalone od protonéw H(8) ozy H(6), ze nie
wplywajg odstaniajgco|

2. poréwnujac przesuniecia chemiczne protonéw zasadowych w nukleotydach
z odpowiednimi nukleozydami przy tym samym pD stwierdzono odstanianie H(8)
czy H(6) o okoto 0,12 ppm w przypadku 3'-fosforanow; 37”-fosforany nie wy-
kazujg zadnego wptywu grupy fosforanowej aa protony zasady. W 2'- fosfora-
nach obserwowano przestanianie protonéw H(2) w purynie (0,03 do 0,08 ppm)
lub H(6) w pirymidynie (0,05 do 0,06 ppm);

3. istnieja rozne posrednie dowody na istnienie wlazeinia wodorowego w
nukleozydach i nukleotydach pirymidynowych pomiedzy grupa karbonylowag
(2)0=0 a(2")OH (rys. 6), ktoére w duzym stopniu mogtoby stabilizowa¢  kon-
formacje anti (to wigzanie moze istnie¢ tylko dla formy anti). nsunlecle
tego wigzania np. w 22'-dezoksynukleotydach spowoduje zmniejszenie udziatu
rotameru anti w roztworze, a co za tym idzie - zmniejszenie wptywu  odsta-
niajgcego grupy 5'-fosforanowej na proton H(6) przy mianie pD od 5,9 do
7,4.Rzeczywisoie w serii 2 '-dezoksy ten efekt odstaniajacy jest o 60 do T0%

mniejszy niz w serii rybo;

Rys. 6. Wigzanie wodorowe 0(2),..H-0(2") w urydynie

4. protony H(2') i H(3") w 2'-dezoksypurynonukleotydach sg przesuniete
ku nizszym polom o okoto 0,3 ppm w stosunku do 2'-dezoksypirymidynonidcleo-
tydéw. Jest to prawdopodobnie wynikiem odstaniajacego efektu anizotropowe-
go pieciocztonowego pierscienia puryny, gdy ten znajdzie sie w plaszczyz-
nie obu protondr; (rys. 7). lia to miejsce tylko w konformacji anti. Obli-
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fiys. 7. Wplyw odstaniajacy pieciocztonowego pierscienia adeniny na protony H(2")
i HB3)

czenla gestosci elektronowej piecio- i szesciocztonowego pierscienia w
adeninie i guaninle wykazujg, ze jedynie pierscien pieciocztonowy ma  po-
dobny rozktad gestosci elektronéw w obu nukleozydach,a wiec i podobny prad
pierscieniowy. Poniewaz przesimlecia chemiczne protonéw H(2') 1 H(3") w
5'-dezoksy GMP i1 5'-dezoksy AMP sa podobne - wnosimy z tego, ze pozostaja
one pod wplywem pierscienia pieciocztonowego,a wiec posiadajg konformacje
anti.

Badania przeprowadzone przez Smitha i wspo6tpracovmikéw [23] nad zalez-
noscig przesuniecia chemicznego protonéw H(6) w 5'-nukleotydach pirymidy-
nowych od temperatury wskazujg, ze ze wzrostem temperatury zeuilka  wplyw
odstaniajgcy grupy 57-fosforanowej na H(6) (zmiana przesuniecia chemiczne-
go H(6) o okoto 0,3 ppm w kierunku wyzszych p6l przy przejsciu od tempera-
tury 15° do 53° C). Potwierdza to silnie uprzywilejowanie konformacji anti.

3. WNIOSKI

1. Z obliczen teoretycznych w oparciu o dane rentgenograficzne, jak i
z rozwazah na modelach wynika, ze rotacja zasady wzgledem cukru jest za-
hamowana. Istniejg dwa przedziaty kata skrecenia X energetycznie  ko-
rzystne. Przedziat anti charakteryzuje sie zwykle nizszg energia.

2. Nie mozna rozwaza¢ konformacji syn-anti bez uwzglednienia wptywu
pofatdowania pierscienia czy struktury rotamerowej wokoét wigzania C(4')-

_C(5)—czynniki te sa wzajemnie powigzane.
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3. Wiekszos$¢ nukleozydéw i nukleotydow wykazuje w stanie krystalicznym
konformacje anti.

4. W roztworze mozemy méwi¢ jedynie o réwnowadze syn-anti przesunietej
na korzys¢ jednej z form.

5. Nukleozydy pirymidynowe preferujg w roztworze konformacje anti bar-
dziej niz nukleozydy purynowe (1).

6. Spektroskopia ME dostaircza jedynie jakosciowych danych o preferen-
cji jednej z form w roztworze.

7. Podstawienie grupy fosforanowej w pozycje 5' wpltywa usztywniajgce na
konformacje czasteczki. Konformacja anti uprzywilejowana jest wtedy  sil-
niej niz w nukleozydach.
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DYSKUSJA

W dyskusji gtos zabrali m.in. mgr E. Prass, mgr M. Remin. Zwr6cono uwa-

ge, ze w niektorych przypadkach trudno jest na podstawie przesitlaé Che-
micznych okres$la¢ konformacje syn-anti. Np. twierdzenie Chana [I5Ji ze w

urydynie pierscienn zasady znajduje sie nad pierscieniem cukrowym  jest o

tyle bezpodstawne, ze nie uwzglednit on wplywu anizotropii magnetycznej
wigzania glikozydowego N-C na przesuniecie chemiczne protonu H-6,
Doktadne badania wielkosci statej sprzezenia 5jg_e" w nukleot.vdach

mogtyby rzuci¢ nowe $Swiatlo na zagadnienie sztywnosci tych ukladéw w  po-
réownaniu z nukleozydami. Wzrost wartosci tej statej sugerowatby wzrost u-
sztywnienia konformacji.

Za pomocyg spektroskopii IR mozna by bada¢ wystepowanie wigzania wodorowego
w nukleozydach typu 0(2)-H ....0(2").



Teresa Duda

ZASTOSOWANIE NMR DO OKRESLANIA
ANOMERYCZNEJ KONFIGURACIJI

STRESZCZENIE

W artykule cmoéwlono metody NMR stosowane do okreslania anomerycznej kon-
figuracji nukleozydéw, a mianowiciei
1) poroéwnanie statych sprzezenia protonu H'z
2) porownanie przesunie¢ chemicznych sygnatu protonu
3) poréwnanie przesunie¢ chemicznych sygnatéw grup acetylowych w  acety-

lowanych nukleozydachj

4) poréwnanie statych sprzezenia dalekiego zasiegu protonu atomem
fluoru w pozycji 5 zasady,

5) efekt Overhausera wzmocnienia sygnatéw protonéw zasady,

6) magnetyczny rezonans wegla ‘~C.

Do okreslania anomerycznej konfiguracji szeroko stosowano izorotacyjna
regute Hudsona, ktéra koreluje skrecalno$¢ optyczng i anomeryczng konfigu-
racje. Méwi ona, ze dla D-glikozydéw bardziej prawoskretny (lub mniej le-
woskretny) anomer jest odmiana oc . Skrecalno$¢ mierzono przy diugosci fa-
i odpowiadajgcej z6tej linii D sodu. Jednakowoz wiele przyktadow  dezc-
ksymdcleozydéw zaprzecza tej regule. Lemieux i Hoffer [I] stwierdzajg, ze
skrecalnos¢ witasciwa pewnych oc _ dezoksynukleozydoéw pirymidynowych  przy-
biera wartosci bardziej ujemne niz w odpowiednich anomerach (b .
Stvfierdzono natomiast, ze z powodzeniem, do okresleuiia anomerycznej konfi-
guracji stosowa¢ mozna metody M.IR. Wykorzystuje sie w tym celu:

1) state sprzezenia protonu H(1") z protonem H(2",

2) przesuniecia chemiczne protonu H(1'),

3) przesuniecia chemiczne sygnatéw grup acetylowych w acetylowanych nu-
kleozydach,

4) state sprzezenia dalekiego zasiegu p " pozycji 5 zasady,
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5) r'nagnetyczny rezonans 13C:j
6) efekt Overhausera wzmocnienia sygnatéw protonéw zasady.
Tabela

Przyktady skrecalnosoi niektérych nukleozydéw

Mukleozyd [«]d Rozpuszczat.

1-(2' - dezoksy - a- D - rybofurano- -21 woda

zylo) - 5 - metylouraoyl + 205 KH- ?g\;umrgﬁ%lo-
4-(2' - dezoksy -jj- D - rybofurano- + 37 woda

zylo) - 5 - metylouracyl + 48,6 IH - cfi(\)/\r/gqn;ﬁ%lo-
4-(2' - dezoksy -(X- D - rybofurano- - 72,5 Dirydyna

zylo) - 3,5 - dwu-O-P-toluilouracyl _ o2 M- ?gzlrjnrgﬁ%lo_
4-(2' - dezoksy - (b- D - rybofurano- - 47 nirydyna

zylo) - 3,5 - dwu-O-P-toluilouracyl - 4 N (fjévrirgﬁ%lo_

Kazda z wymienionych metod zostanie w referacie omoéwiona. Zaobserwowano,ze
stata sprzezenia miedzy sgsiednimi atomami wodoru jest nie tylko zalezna od
kata dwusclennego utworzonego przez ptaszczyzny, w ktérych sie one znajdu-
ja, ale tedcze od innych efektéw, m.in. od rodzaju podstawnikéw innych niz
atomy wodoréw na wicynalnych atomach wegla. Jardetzky [I] podaje widma PMH
wykonane na aparacie o czestotliwosci 60 MHz dla réznych dezoksynxikleozy-
dow. W kazdym przypadku sinomeryczny proton H(1") daje sygnat w postaci try-
pletu o szerokosci 13,0 i | Hz i statej sprzezenia 6,5 - 0,5 Hz. Wynika
z tego, ze , D2 o mro i ze réznica przesunie¢ chemicznych  miedzy
protonami Hg, i H”®,, jest mata (rzedu 1-3 Hz), a stata sprzezenia

jest wieksza niz 2! 2"* nN2'- 2 rzedu
13-tu Hz,jak stwierdzono réwniez dla uktadéw steroidowych, dlatego w kaz-
dym przypadku sygnat H(1") jest w formie trypletu.

Warto$¢ statej sprzezenia trypletu 6,5 - 0.5 Hz jest zgodna z  przewi-
dziang w réwnaniu Karplusa, a wynoszaca 6,0 Hz. Ponadto, zgodno$¢ tych war-
tosci wskazuje na odpowiednig orientacje protonu na O(1") w stosunku do
protonu na 0(2') w 2' - dezoksy - p- D - rybozowym pierscieniu i otoczenie
elektronowe protonu anomerycznego. Inni badacze otrzymali wartos¢ tej sta-
tej sprzezenia Hz. W innym przypadku anomeryozny proton dawat sygnat w
postaci kwartetu, a state sprzezenia protonu H(1") z H(2") i H(2") byty
odpowiednio 7.2 - 0.2 Hz i 3.8 - 0.2 Hz. Por6éwnanie wiec widm PMH anome-
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row 2' - dezoksyrybofuranozylowych pozwala na wyciagniecie wniosku, ze p>
anomery sg charakteryzowane jako tryplety dla protonu H(1 "), ze stalg sprze-
zenia 6.0 - 0.3 Hz i szerokoscig sygnatu 13.7 - 0.5 Hz ; natomiast oc -ano-
mery jako kwartety ze statymi sprzezenia 3.1 - 0.4 Hz i 7.2 - 0.3 Hz i
szerokoscig sygnatu 10.4 - 0.4 Hz.

Widma PMR anomeréw nukleozydéw purynowych

By8. 1. Widno w D.O vzorsae DOS 60 MHz

Rys. 3. Widmo w DMSO« wzorzec DSS 60 MHz
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Tabele
Poréwnanie statych sprzezenia oc i p - anomeréw
Pochodna 3ygn o ancans?;er © ano?;(;r* Rozp
. ~ . . A .
2'-dezoksy piku JHA piku

-D-rybofuranozylowa (ops)  (cps) (cps) (cps)

t-amino-9-(2 '-dezoksy- oc-
-D-rybofuranozylo) puryna 0 3.3;7.5 10.8 DMSO

6-chloro-9-(2 '-dezoksy-p
-D-rybofuranozylo) puryna T 6.7 13,5 DMSO

6-chloro-9-(2 '-dezoksy-oc
-D-rybofuranozylo) puryna Q 3.3;7.0 103 D20

9-(2 '-dezoksy-oc -D-rybofiira-
nozylo) puryna 0Q 3.5;7.1 10.6 D20

9-(2 '-dezoksy- Jb-D-rybofura-
nozylo) puryna T 6.7 13.5 DMSO

6-amino-2chloro-9(2'-dezoksy
oc-D-rybofuranozylo) puryna Q 2.8}7.2 10.0 dgDMSO

6-metylo-9-(2'-dezoksy-oc -
-D-rybofuranozylo) puryna Q 3.0J7.0 10.0 DO

Wszystkie zwigzki podane w tej tabeli majag konfigruacje ustalong na  pod-
stawie danych PME. Dodatkowo zostaty one sprawdzone przez  Ulbrichta i
stwierdzono, ze cC - anomery wykazujg dodatni efekt Cottona, p - na-
tomiast ujemny. Z dostepnych danych wynika, te w ten spos6b mozna ustali¢
réwniez anomeryczng konfiguracje 2'-dezoksynukleozydéw posiadajgcych inne
heterocykliczne zasady, ktére nie zmieniajg zasadniczo konformacji piers-
cienia furanozowego. Metoda ta wprowadza nowg statg fizyczng dla anome-
ryoznej identyfikacji tych pochodnych 1 determinujgca kryterium czystosci
anomerycznej. Lemieux [4] oznaczyt anomeryczng konfiguracjg tymidyny i jej
oc - anomeru za pomocg teoretycznego rozwazania modelowego sprzezenia pro-
tonéw w czesci cukrowej czgsteczkKi.

W naturalnie wystepujacej tymidynie stwierdzono niewielkie  przesunie-
cie chemiczne miedzy dwoma atomami wodorow H(2") i H(2"). Z tej racji sy-
gnat protonu H(1") wystepuje w postaci trypletu (stata sprzezenia
7.0 i 0.2 Hz), ktéry odbija $rednie sprzezenie protonu H(1") z H(2") i
H(2") (wielko$¢ statej sprzezenia — ) ¥ Mnpatomiast *"H{1")-
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Rys. 4. Eksperymentalne i teoretyczne widmo PMR tymidyny 20JS roztwér w D 0, 25*CTMS,
60 Hc/sec A

fTIII
«5 2Hc
PS
| G By — . —
H
Rys. 5. Eksperymentalne i teoretyczne widmo PMR « - anomeru tymidyny 20jt roztwor
w DgO, 25 C, IMS, 60Hc/sec
Natomiast widmo anomeru tymidyny syntezowanego przez Hoffera dostarcza

Swiadectwa jego konfiguracji i konsekwentnie dowodu konfiguracji tymidyny

wystepujacej w naturalnych nukleotydach. Nalezy jednak przyja¢ dwa zatoze-

nia:

1) ze badane zwiazki sg konformacyjnie czyste w warunkach pomiaru,tj. w roz-
tworze D20, w tern. 25°C,

2) ze kazda zmiana w konformacji czasteczki wywotuje zmiane w statych
sprzezenia.
Lemieux majac widmo anomeru tymidyny wyliczyt z niego state sprzezenia

protonu H(1") z H(2") i H(2"). Wynosity one odpowiednio 7.2 - 0.2 Hz i
3.8 - 0.2 Hz. Sygnat H(1') pojawiat sie jako kwartet. Nastepnie, dla po-
szczegolnych mozliwych teoretycznie katév; miedzy ptaszczyznami, w ktdrych
znajduja sie protony H(1"),H(2") i H(2") obliczat state sprzezenia i po-
rownyv/at je z danymi eksperymentalnymi. Metodg eliminacji ustalit, ze ano-
mer tymidyny musi mle¢ konfiguracje oc . Jest to prawdziwe nie tylko na
podstawie faktu, ze interpretacja widma jest mozliwa na podstawie tej kon-
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figuraojl, ale réwniez dlatego, ze konfiguracja ta umieszcza zwigzek
w dogodnej konformacji.

Konfiguracje 'H'-urydyny w roztworze wodnym Hruska £5, 6] oznaczyt przez
analize potozenia sygnatu protonu H(1").

«S;6
A OH OH
1 47 46 43 42 41 40 M JB 17 36 ISPP™ p-Y
A ; a-v
7.60 7.50 105 49S 440 400 1SO PP«

Bys. 6. Widma PME (x- 1 jb-Y « DgO, pD = 6.7, 0.12H, JO C, DSS, 100 MHz

Parametry spektralne a i (b-"!' - urydyny poréwnywano z odpowiednimi war-
tosciami dla urydyny. Dublet przy niskim polu 7.660 ppm dla anomeru Jb i
7.561 ppm dla anomeru oc przypisano  protonowi H(6) pierscienia pirymidy-
nowego. Mate rozszczepienie 0.8Hz dla anomeru8 jest spowodowEine spinowo-
spinowym sprzezeniem dalekiego zasiegu z protonem H(1'). Dla anomeru
obserwuje sie rozszczepienie 1.2 Hz. Sygnat anomerycznego protonu H(1') w
anomerze  wystepuje w postaci kwartetu przy 4.674 ppm. Napromieniowanie
pasma okoto 7.660 ppm 4.279 i 4.141 ppm pozwalato przypisa¢ je odpowiednio
protonom H(6),H(1"), H(2") i H(3'). Wyznaczona stata sprzezenia Wy-
nosita 5 Hz dla anomeruj3 i 3.2 Hz dla anomeruoC. Stwierdzono jednak, ze
anomeryczna konfiguracje z duza pewnoscig mozna oznaczy¢ jedynie wowczas,
gdy stata sprzezenia wicynalnych protonéw H(1')-H(2") jest mniejsza od 1Hz.
Przy wiekszych wartosciach statej sprzezenia des'b trudno okreslic
ozy zmiany statej sprzezenia sg wynikiem aniany konfiguracji, ozy tez kon-
formacji czgsteczki. Jest to powazne ograniczenie w wykorzystywaniu sta-
tych sprzezenia J.|, g"3° okres$lania konfiguracji na weglu anomeryoznym
niikleozydéw. W zwigzku z tym okazato sie niemozliwe przypisanie ta metoda
konfiguracji emomerom*V- urydyny. Jest natomiast mozliwe dokonanie tego
oznaczenia przez poréwnanie przesuniecia chemicznego protonu H(1"). Sygnat
H( ") /- anomerze jest przesuniety o 0.232 ppm w kierunku wyzszego pola
w stosunku do sygnatu H(1") w «C-anomerze.
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Analiza duzej liczby furanozydéw sugeruje, ze réznica przesunieé che-
micznych protonu H(1 ") (0.22-0.30 ppm) w oc i fi - anomerach jest wynikiem
wigkszego przystaniania protonu H(1') przez grupe 2' - OH w anomerze

Tabela

Poréwnanie przesunie¢ chemicznych i statych

sprzezenia protonéw oc - i j#-Y urydyny

Przesuniecia chemiczne protonéw State sprzezenia (w hercach)

oc-Y i (b-Y w 30°C a-Yi 1nY w30°C
roton _ b -y | Stata
P -y ( sprzezenia e -Y (b-Y
H6 7.561 7.660 Jel* 1.3 0.8
4.991 4.674 o 3.3 5.0
4.358 4.279 Jg .3/ 4.2 5.0
4.328 4.141 34 7.9 5.2
3.998 4.009 4'5'B 2.4 3.2
A5 B 3.881 3.840 ALEC 5.7 4.6
«5' 3.708 3.726 ¥5'85°C -12.7 -12.7

Cushley 1 Watanabe [7,8] zaproponowali stosowanie do oznaczenia anomerycz-
nej konfiguracji poréwnanie przesunie¢ chemicznych sygnatow acetylowych w
acetylowanych nukleozydach uracylu i tyminy (zwiazki cytozyny moga by¢
badane po deaminacji do odpowiednich pochodnych uracylu).

t-1

ARABINO  R=0AC
R=H

RYBO R=H
R>0AC

Rys. 7. Schemat przestaniania podstawnikéw na CN przez podwodjne wigzanie 5,6
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Uprzywilejowang konformacjg tych zwigzkéw jest ta, w ktorej podwodjne wig-
zanie 5,6 - aglikonu jest nad pierscieniem cukrowym. Grupa cis - aoetoksy
jest w stozku dodatniego przestaniania przez podwoéjne wigzanie 5,6.

Tabela 4

Przesuniecia chemiczne sygnatéw grup acetylenowych

Poréwnanie dwéch par C(1")- C(2") - cis nukleozydéw i dwuwodoronukleozydow
(arabino I i Il i likso 11l i 1V) wskazuje, ze C(2") aoetoksy rezonans jest
przesuniety o 0.05 i 0.10 ppm w kierunku nizszych p6l odpov;iednio po hy-
drogenacji. W parach rybo- i ksylo- nukleozydéw (ksylo V, VI i VII, VII),
gdtie podstawniki C(1") - 0(2') sa trans, obserwowane jest przesuniecie do
wyzszych poél sygnatéw grupy 0(2') -aoetoksy po uwodornieniu wigzania  po-
dwdjnego 5,6. Badeinia te mozna uogolni¢ i zastosowaé¢ do okreslania konfi-
guracji nukleozydéw. W opinii autorow metoda ta moze by¢ stosowana do
okreslania anomerycznej konfiguracji nukleozydoéw pirymidynowych, poniewaz
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do badan viymagany jest tylko jeden anomer, ktOry przez acetylowanie i uwo-
dornienie przeprowadzany jest v/ konieczng pochodna.

Réwniez wprowadzenie atoméw fluoru w pozycje 0(5) w nukleozydach piry-
midynowych okazato sie przydatne do okreslania ich konfiguracji.

i HoCl hoo
@ Us. J
HO
HOCH.-0 0
o OO/
O HOCk ;
Ho © M - NH,
F
HOCHMO. A
I\ -
h o " OSsSA
OH © ’

Rys. 6. Przykiady 5-fluoropochodnych nukleozydéw pirymidynowych

W przedstawionych na rysunku nukleozydach 5-fluoropirymidynowych obserwo-
wano sprzezenie dalekiego zasiegu miedzy atomem P na C-5 1 anomeryoznym

protonem H(1").
Tabela 5

State sprzezenia w 5-fluoronukleozydaoh

Zwigzek Cukier Zasada JHA -P(H”) Sygnat
1 2 3 4 5
1 (b - dezoksyrybo 5 - fluorocytozyna 1.6 T-D
2 (X - dezoksyrybo 5 - fluorocytozyna 1.3 D-Q

3 Jb - dezoksyrybo 5 - fluorouraoyl 1.7 T-D
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cigg dalszy tabeli 5.

1 2 3 4 5
4 <x- dezoksyrybo 5 - fluorouraoyl 1.4 D-Q
5 ji- arabino 5 - fluorocytozyna 1.8 D-D
6 oc- arabino 5 - fluorocytozyna 1.3 Q
7 |i- arabino 5 - fluorouraoyl 1.7 D-D
8 cc- arabino 5 - fluorouraoyl 1.0 D-D
Tabela
Multipletowos¢ sygnatu , w niefluorowanych nukleozydach
Zwigzek Cukier Zasada Sygnat
9 jb - dezoksyrybo tymina T
10 Jb - dezoksyrybo oytozyna T
11 jb- dezoksyrybo uracyl T
12 |b- arabino cytozyna D
13 |b- arabino uracyl D

W tabeli 5 przedstawione sg fluoropochodne, natomiast w tabeli 6 ich nie-
podstawione analogi. Analiza tabeli 6 wykazuje, ze w kazdym przypadku roz-
szczepienie sj'gnatu protonu H(1 ") znika w przypadku niefluorowanych zwigz-
kéw. Rozszczepienie sygnatu protonu anomerycznego przedstawia rysunek.

uo iis &20
g o SO
1- 'YHO
HO H
Rys. 9. Poréwnanie sygnatéw anomerycznego “rotcnu w nukleozydach i ich 5-fluo-

ro-an€flogach (DgO.DSS)
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Sprzezenie zachodzi poprzez 5 wigzan (zaznaczonych na rysunku grubszag
linig). Sygnat H(1") nn rysunku A jest trypletem spowodoweinym sprzezeniem
z dwoma protonami na C(2'). Z drugiej strony, anomeryczny sygnat dla jego
5-fluoroanalogéw (rys. B) jest trypletem dubletéw spowodowanym sprzezenian
dalekiego zasiegu z atomem fluoru na C(5). Podobnie zwigzek C wykazuje ayg-
nat przy 6 6,20 ppm w postaci dubletu, powodowany sprzezeniem z H(2"), a
jego 5-fluoropochodna D - dublet dubletow wynikajacy réwniez ze  sprzeze-
nia z atomem fluoru. Sprzezenia dalekiego zasiegu dla tych przypadkéw byty
19 NME.

Aby przy tym sprawdzaniu wykluczy¢ ev<enti»lng mozliwo$¢ sprzezenia ato-

réowniez potwierdzone przez spektroskopie

moéw fluoru z protonem H(3') widma wykonano w DgO. Zastosowanie DgO jako
rozpuszczalnika wyeliminowato mozliwo$¢ rozszczepienia, ktére bytoby spo-
wodowane sprzezeniem protonu H(1") z protonem H(30» Rozszczepienie sygnatu
anomerycznego protonu H(1") przez proton H(6) jest niemozliwe, poniewaz:

1) sygnat protonu H(6) jest nlerozszczepiony przez proton H(1"),

2) widmo 5-fluoro - 6-deuterourydyny wykazuje roszozepienie w sygnale
H(@).
Zauwazono réwniez, ze dla par oc 1 (b mikleozydow 5-fluoropirymidynowyoh
wielkos¢ statych sprzezenia dalekiego zasiegu jest zalezna od ang)meryoz-
nej konfiguracji zwigzkéw. Dla czterech (b- amomeréw wielkos$¢ ~"H@AH-P

jest od 1,6 do 1,8 Hz, natomiast dla oc -amomeréw od 1,0 do 1,4 Hz.
Ogolnie mozna przyjac¢, ze w roztworze D,,\,O nukleozydy 5-fluoropiiymidy-
nowe serii o posiadaja state sprzezenia dalekiego zasiegu > p <MAHz
podczas gdy zwiagzki serii jb posiadajg te state wieksze od 1,5 Hz. Tak
wiec, okreslenie wielkosci sprzezenia dalekiego zasiegu moze byé  dogodng
metodg do okreslania amomerycznej konfiguracji nukleozydéw  5-fluoropiry-
midynowyoh o nieznanej stridcturze. Przedmiotem wielu badan 1 teoretycz-
nych rozwazan byt sposéb,w jaki sprzezenie to jest realizowame. Opierajgc
sie na badaniach mechanizméw sprzezenia dalekiego zasiegu prowadzonych na
uktadach steroidowych oraz fluorowamych zwigzkach aromatycznych z tancucha-
mi bocznymi, dla ktérych jest przyjety meohamizm sprzezenia przez prze-
strzen, Cushley rozpatrywat mozliwos¢ zaakceptowamia go do tej serii zwig-
zku. Z badan na modelach wynika, ze dLla 5-fluoronukleozydow bardziej
uprzywilejowana jest konformacja, w ktorej wigzanie podwdjne 5,6 lezy nad
pierscieniem cukru, co powoduje, ze atomy fluoru i proton H(1") sg utozone
w konfiguracji "ZIG-ZAG" lub "W", a ktora jest najkorzystniejsza dla  wy-
stgpienia sprzezenia dalekiego zasiegu. Odlegtosci miedzyatomowe  protonu
H(1 ") i atomu fluoru dla konfiguracji, w ktérych podwéjne wigzanie 5,6 le-
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zato nad lub pod pierscieniem cukru wynosity odpowiednio 5,28 A i 4,61 A.
Obie te wartosci sg wieksze niz suma promieni van der Waalsa protonu i
fluoru (~2,55A),

Gdyby przyja¢ mechanizm sprzezenia przez przestrzen, nie powinno sie obser-
wowa¢ réznic przy zmianie® anomerycznej konfiguracji od a do ,aw rze-
czywistosci aniany te sa obserwowane.

Rozpatrujac dodatkowo wplyw objetosciowych podstawnikéw w pozycji 2' na
konformacje zwigzku Cushley stwierdzit, ze mechanian sprzezenia przez prze-
strzen jest niemozliwy do przyjecia,

W 5-fluoronukleozydaeh obserwujemy wiec sprzezenia dalekiego zasiegu zre-

alizowane przez wiazania.
Spektroskopie MCHMR stosowano rowniez do ustalania anomerycznej konfi-

guracji [10] . Roznica przesunie¢ 6oc -A@ dla sygnatu 13C-l' wynosi

3,55 - 3,75 ppm, natomiast dla 13C-4 réznica ta jest od 0 - 0,75 ppm. Ha
przesuniecie chemiczne "MC-2' wplywa gtéwnie efekt indukcyjny  podstawni-

kéw, a nie anomeryczng konfiguracja.
Poniewaz spektroskopia "C bedzie przedmiotem osobnych rozwazan, w tym
miejscu chciatam tylko zasygnalizowaé¢ mozliwos¢ jej wykorzystania do tego
typu badan strukturalnych.

W najnowszych pracach [IlI] stosowano efekt Overhausera do oznaczania

Rys. 10. Przykiady nukleozydéw pirymidynowych i purynowych badanych za pomoca efektu
Overhausera
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Tabela 7

Poréwnanie wzmocnien sygnatéw protonéw

% wzmocnienia Hg w pirymidynie

Zwigzek Rozpuszcz. H ' naswietlany H4' naswietlany
I (jb) DO 5 -
I (oc) D20 0 13
11 (jb) DgO 6.7 0
IV («) D20 -3 9
V (jb) D20 5 1
1.B 2
VI (a) D20 2 16

% wzmocnienia Hc’ Hg w purynach

H ' naswietlany I—Z‘/ naswietlany
«8 «2
VIl (jb) dg mso 0 10 0 0
VIl (oc) dg njso 0 0 10 6
I1X (|b) dg mso 14-17 7-9 0-4 3-5
% Wzrr]locnienia R W purynie
Hg' naswietlany |_!1/ naswietlany
X (|b) d, DMSO 10 2

B

Analiza tabeli wykazuje, ze naswietlanie protonu H(4') jego czestoscig re-
zonansowag w oc - nukleozydach (11, 1V, VI, VIII) powoduje wzmocnienie syg-
natu protonu H(6) w pirymidynach oraz H(2) i/lub w purynach,podczas gdy
nasv(ietlenie protonu H(5') jego czestoscig rezonansowg nie powoduje wzmoc-
nienia sygnatéw tych protonéw zasady.

\Ye wszystkich przypadkach dwa protony H (5') byty magnetycznie  réwno-
wazne i na widmie pojawity sie w postaci dubletu. Dla zwigzkéw serii jb (I,
11, VvV, VII, IX, X) obserwowano wzmocnienie sygnatow tych protonow pod-
czas naswietlania protonu H(5') jego czestoscig rezonansowg, naswietlenie
protonu H(4") jego czestoscig rezonansowg nie dawato efektu w postaci
wzmocnienia sygnatdow. Wyijatkiem byta tutaj inozyna (1X), w ktorej naswiet-



80

lanie protonu H(4") jego czestoscig rezonansowg powodowato jednak niewiel-
kie wzmocnienie sygnatéw protonéw H(2) i H(8).

Jest to niewatpliwie wynikiem czesciowego naswietlania protonu H(2")lub
H(3") spowodowemego sasiedztwem sygnatéw tych protonéw w widmie w stosun-
ku do sygnatu protonu H(4").

Kiedy sita rozprzegajgca byla mniejsza niz 5 dB, naswietlanie prot, H(4")
jego czestoscig rezonansowg dawato wzmochienia dla sygnatow protonéw
H(2) 1 H(8), natomiast naswietlamie H (5") jego czestoscia rezonansowg po-
wodowato wanocnienie 5" i 7" odpowiednio dla sygnatéw protonéw H(2)i H(8).

Niemniej duza intensywno$¢ osiggana dla sygnatéw protonéw H(2) i H(8)
(14-175; i 7-9JS) po naswietlaniu H(5") jego czestoscig rezonansowa jasno
dowodzi jb- konfiguracji inozyny.

Jak wynika z dokonanego przegladu metod stosowanych do oznaczenia ano—
merycznej konfiguracji, kazda jest w pewien sposéb ograniczona, poniewaz
wymaga badZz obu anomeréw, ktorych konfiguracje ustala sie poprzez  pordw-
nanie danych spektralnych, badz otrzymywania dodatkowo ich acetylowa-
nyoh i uwodornionych pochodnych. Najbardziej dogodng wydaje sie by¢ meto-
da stosujgca efekt Overhausera. W tym przypadku do badan wystarczy jeden
anomer, ktéry nie musi by¢ przeprowadzany' w odpowiednie pochodne.  Warun-
kiem powodzenia tej metody jest jednak stosowanie v;ysokorozdzielczych

spektrofotometrow.
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ZASTOSOWANIE JADROWEGO EFEKTU OVERHAUSERA
| REAGENTOW PRZESUNIECIA W BADANIACH STRUKTURALNYCH
NUKLEOTYDOW | NUKLEOZYDOW

STRESZCZENIE

Za pomocg efektu Overhausera badano szereg nukleotydéw i ioh  fosfora-

néw []2', 3' - izopropylidenoinozyne (i-1), 2', 3' -izopropylidenourydyne
(i-D) (2), urydyne, cytydyne, tymidyne (7), 2', 3', 5 - monofosforany gu-
anozyny (6)]. We wszystkich przypadkach stwierdzono przewage konformacji

syn wiazania glikozydowego. Dla GMP, i-1 oraz i-U obliczono ilosciowe u-
dziaty konformeréw syn i anti.

Za pomoca reagentéw przesuniecia (chlorki Eu, Ho, Gd) badano konforma-
cje 5'-fosforanu adenozyny (AMP) i 5'-fosforanu 2'-dezoksytymidyny (d-IMP).
Uzyskano bardzo dokitadne dane, pozwalajgce na ilosciowe okreslenie konfor-
macji tych nukleotydéw w roztworach wodnych. W obydwu metodach korzystano
z komputerowej analizy otrzymanych widm.

WSTEP

Niewatpliwa wiodaca rola spektroskopii NMR w badaniach konformacyjnych
ograniczona jest wzgledami aparaturowymi. Spektrometry bardzo wysokiej roz-
dzielczosci, pracujace na czestotliwosciach 220 czy 300 MHz sg  aparatami
niezwykle kosztownymi, skomplikowanymi, trudnymi w obstudze i nie nalezg
do standardowego wyposazenia laboratoriéw badawczych.

Jednak i zwykle, pracujace na 60 czy 100 MHz,apauraty dajg sie wykorzy-
sta¢ do bardzo wnikliwych i subtelnych badan strukturalnych przy zastoso-
waniu dodatkowych technik, a zwilaszcza przy komputerowej analizie otrzyma-
nych v;idm. Przedstawione zostang dwie z tych technik, stosunkowo proste 1
nie nastreczajace wiekszych trudnosci w zastosowaniu.Sag to; jadrowy efekt
Overhausera (NOE - Nuclear Overhauser Effect) oraz reagenty przesuniecia
(Shift reagents).



NOE
I. TEORIA |

Efekt Overhausera wynika z zaburzenia procesow relaksacji, ktore prowa-
dzg do réwnowagi termicznej miedzy réznymi stanami spinowymi jadra. Relak-
sacja spinébw zachodzi poprzez oddziatywania z lokalnymi fluktuacjami pola
magnetycznego probki. Fluktuacje te mogg by¢ wywotane przez oddziatywanie
jader miedzy soba, z ciatami paramagnetycznymi rozpuszczonymi w  probce,
oddziatywania kwadrupolowe, dipolowe z rozpuszczalnikiem itp. W szczeg6l-
nosci relaksacja moze zachodzi¢ przez oddziatywanie dipol-dipol 2z innym
jadrem. Udziat danego jadra w relaksacji drugiego zalezy od odlegtosci mie-
dzy jadrami (r) 1 to bardzo silnie, bo maleje z r®.

Rozwazamy przypadek dwoch jader A i X, w ktorych relaksacja zachodzi
gtéwnie droga oddziatywania dipolowego miedzy nimi.

Poniewaz kazdy proton moze znajdowac¢ sie w jednym z dv;6ch stanéw spino-
wych, przy dwoch protonach daje to 4 mozliwe stany spinowe pary jader AiX:
1IC =), 2(+ -), 3(- +), 4(+ +). Relaksacja powoduje przejscia takie, jak
1— 2, 2 — 4 itp., ale dzieki oddziatywaniom dipolowym miedzy jadrami
wazne jest takze przejscie | — 4. Jezeli sygnal protonu X zostanie nasy-
cony przez przytozenie pola o czestotliwosci radiowej, réwnej czestotli-
wosci rezonansowej X, to taka sama iloS¢ jader X bedzie vi stanie + co w -.
Stad populacje stanéw 1 i 3 oraz 2 i 4 beda réwne. Dzieki przejsciu 1| —4,
dazacemu do utrzymania réwnowagi termicznej, populacja stanu | (a zatem i
stanu 3) bedzie wieksza niz populacja stanéw 2 i1 4. Poniewaz wielko$¢ syg-
natu rezonansowego protonu A zalezy od réznicy populacji stanéw 1 i 2 oraz
3 i 4 efektem bedzie wzrost intensywnos$oi sygnatu protonu A, Wzrost ten
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bedzie tym wiekszy, im silniejsze bedzie przejscie | — 4, a przejscie to
bedzie tym wieksze im silniejsza bedzie wzajenma relaksacja dipolowa jader
A 1 X, Poniewaz relaksacja zalezy od odlegtosci miedzy jadrami, badajae
wzmocnienie sygnatu mozna wnioskowaé o tych odlegtosciach. Z dalszych roz-
wazan teoretycznych wynika, ze wzmocnienie sygnatu A moze wynosi¢ do 507
Jezeli w relaksacji jadra X biorg udziat jeszcze inne jadra lub zgota in-
ne mechanizmy relaksacji, wzmocnienie bedzie odpowiednio mniejsze.

Z tego mechanizmu wynikajg ograniczenia metody [i]

1. Spiny powinny ulegac¢ relaksacji tylko przez wewnatrzozasteczkowe od-
dziatywania dipolowe. By to osiggng¢ nalezy stosowac roztwory rozcienczone
(mate oddziatywania miedzyczgsteczkowe), wolne od substancji paramagne-
tycznych (rozpuszczony tlen) 1 w rozpuszczalnikach o niskim momencie mag-
netycznym (CCI®, CSg, rozpuszczalniki deuterowane). )

2. Sygnat napromieniowany powinien by¢ wystarczajaco daleko od obserwo-
wanego, by pole nasycajgce nie zakitdcato obserwo?ranyoh anlan intensywnosci.

3. Udziaty spinéw innych jader w relaksacji powinny byé mate,

4. Wszystkie jadra sprzezone z obserwowanym spinem powinny dawaé¢ sygna-
ty w odlegtosci od niego znacznie wiekszej niz stata sprzezenia.

Il. ZASTOSOWANIE METODY DO BADAN NUKLEOZYDOW | NUKLEOTYDOW

Z powodu przytoczonych ograniczen MOE najbardziej nadaje sie do bada-
nia kata skrecenia wigzania glikozydowego T [2], Kat ten definiujemy ja-
ko kat miedzy wigzaniem C8-X8 w purynach (lub ptaszczyzng wigzania podwdj-
nego w pirymidynach) a ptaszczyznag wigzan glikozydowego i CI' - XI* mie-
rzony zgodnie z ruchem wskazéwek zegara. Kat powigzany jest z Inaczej de-
finiowanymi kagtami < [3] iX [4] zaleznoscia:

Y= Ct>cn-120° r= - X. - 120°

Bardzo dobrze nadaje sie do badan metodg NOE sygmi protonu H-8 w purynach.
Znajduje si? on daleko od innych sygnatow, nie jest sprzezony, odlegtosc

protonu H-8 od innych protonéw mocno zalezy od wartosci X : np. i
zmienia sie od 1,8 A dla X = 0° (koiatformacja syn) do 3,4 A dla T = 180°
(konformacja anti) [5]. W pirymidynach podobnymi zaletami odznacza sie

proton H-6. Badeuiia metodg NOE moga dawa¢ wyniki nie tylko jakosciowe,ale i
ilosciowe. Jezeli otrzymane widma podda¢ analizie komputerowej jako re-
zvLItat dostaje sie uprzywilejowane katy skrecenia oraz procent czasteczek
znajdujgcych sie w odpowiadajacej tym katom konformacji.
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Mozliwe sa dwie drogi postepowania:

1. Wylicza sje wzmocnienia, jakie wystgpig przy réznych konformacjach,a
nastepnie poréwnuje sie je z otrzymanymi eksperymentalnie. Poniewaz wzmoc-
nienie moze by¢ wypadkowym wanoonieriem pochodzacym od paru réznych  kon-
formacji, nalezy tez dopusci¢ takg sytuacje. Konformacje, ktére daja
efekt wyliczony najblizszy doswiadczalnego,przyjmuje sie za wystepujace w
rzeczywistosci. Badano w ten sposob 2', 3' izopropylidenoinozyne (i-l1)oraz
2', 3 izopropylidenourydyne (i-U) [2].

Wyniki uzyskane wskazuja, ze okoto 80" i-1 jest w konformacji syn w okoli-
cy t = 355° a 201 w konformacji anti w okolicy X = 166°; i-U znajduje sie

w jednej konformacji (syn, w okolicy T= 15 ).
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2, Zaktada sie diizg swobode rotacji wokét wigzania glikozydowego. Po-
niewaz wowczas kolejno protony HIJ H2', H3', H5 i H5"" bedg w najmniej-
szej odlegtosci od H8, obserwowane wzmocnienie sygnatu bedzie sumg udzia-
tow poszczegoblnych protonéw we wzmacnianiu.Udziat protonu bedzie tym wiek-
szy im diuzszy czas (p) spedza proton H8 w poblizu tego protonu i im mniej-
sza jest minimalna odlegto$¢ miedzy protonami . Po einalizie  danych
z widm 5' fosforanu guanozyny otrzymano nastepujgce wyniki [6];

Odlegtosci H8 od HI', H2' i H3' Guo-5'- P

HI ' H2' . H3J

1. N~ wzmocnienia 10,5 18 9,5
2. Odlegtos¢ efektywna 0,25 0,22 0,25
3. Skiadniki odlegtosci efektywnej a. p 0,5 0,3 0,2
b. r_., nm 0,22 0,18 0,19

min

4. wynikajgca z modeli czast., nm 0,23 0,18 0,19
5. Warto$¢ T , wzieta z modeli czast., deg 0 +120 + 170

Schematyczna konformacja, widok z gory
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I tutaj wida¢, ze preferowanym rotamerem jest rotamer syn.
Populacja rotameréw okazata sie zalezna od pD, cho¢ nie w tym samym

stopniu dla réznych fosforanéw.

Utamek czasu spedzany w konformacji syn (p(syn))

pD p(syn) p(syn)/p(anti)
Guo - 2'- P 8,7 0,63 1,7
1.2 0,80 4,0
Guo - 3'- P 8,9 0,72 2,6
1,4 0,78 3,5
Guo - 5'- P 8,4 0,59 1,1
1.3 0,49 1,0

Précz tych doktadnych bada¢ ilosciowych czesto dokonuje sie jakosciowych

oznaczen, polegajacych jedynie na rozstrzygnieciu, ktéra z konformacji
syn czy anti jest uprzywilejowana, Z badan tych wynika preferencja konfor-
macji syn zaréwno nukleozydéw czy nukleotydéw purynowych [5], jak i piry-

midynowych ["73»

REAGENTY PRZESUNIECIA

I. TEORIA
Jezeli jon lantanowca zostanie zwigzany z czgsteczka organiczng, powo-
duje zmiany w jej widmie HMR. Zmiany te polegaja badz na przesunieciu
sygnatéw (stad ''reagenty przesuniecia'), badZz na ich poszerzeniu. Zmiany

zalezne sa od pozycji jaka proton, odpowiadajgcy danemu sygnatowi, zajmuje
wzgledem jonu lantanowca, wiec ze zmian widma wnosi¢ mozna 0 geometrii
czasteczki.

Jony lantanowcéw pod wzgledem ich wilasnosci magnetycznych podzieli¢ mozna
na trzy klasy:

1. Jony typu Eu(lll) 1 Wd(lIll), posiadajace krotkie czasy relaksacji
elektronowej. Ich oddziatywanie z protonem powoduje zmiany w przesunieciu
chemicznym tego protonu, ale nie poszerza (lub prawie nie poszerza) linii
rezonansowej.

2. Jony typu Eu(ll) i Gd(lll) o diugich czasach relaksacji elektrono-
wej, powodujgce poszerzenie sygnatOw.

3. Jony typu Ho(lll) o $rednich czasach relaksacji, powodujgce  posze-
rzenie linii i zmiany przesunie¢ chemicznych.

W odrdéznieniu od metali przejsciowych, jak Mn(ll) i Cu(ll), Ilantanowce
posiadajg niesparov/ane elektrony na dobrze ostonietej powiloce wewnetrznej
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4f, wiec nie zachodzi oddziatywanie tych elektronéw niesparowanyoh z ele-
ktronami wigzan czagsteczki ligandu. Elektrony niesparowane oddziatujg
swym momentem magnetycznym jedynie poprzez przestrzen, nie poprzez wigza-
nia chemiczne. Upraszcza to interpretacje wynikéw, mamy bowiem do czynie-
nia jedynie z oddziatywaniem pseudokontaktowym [[sj, wyrazonym réwnaniem:

= Nn< \

gdzie: r™ - wektor taczacy i-ty proton ligandu z jonem lantanowca, X -kat
miedzy rT a giébwng osig symetrii jonu, D-funkcja temperatury 1 magnetycz-
nych wiasnos$éi kompleksu, stata w warunkach pomiaru,Azmiana przesu-
niecia chemicznego, Vo - standardowe przesuniecie chemiczne.

Wida¢ stad, ze pomiary zmian przesunie¢ chemicznych daja informacje
liniowe i katowe.

W przypadku jonéw drugiej klasy otrzymane poszerzenie linii jest od-
wrotnie proporcjonalne do szdéstej potegi odlegtosci protonu i jonu lanta-
nowca. Dostajemy wiec informacje liniowa.

Jony grupy trzeciej uzyweine moga by¢ réwnoczesnie na obydwa sposoby.

2. Zastosowanie do badania nukleozydéw i nukleotydéw

Zasadniczg przeszkoda w stosowaniu reagentdw przesuniecia do badan nu-
kleozydéw i1 nukleotydow jest niemoznos¢ stosowania rozpuszczalnikdw niepo-
larnyoh.W rozpuszczalnikach polarnych (VAO, dwumetylosulfotlenek) jon lan-
tanowoa asocjuje gtéwnie z rozpuszczalnikiem,a w znikomym tylko stopniu z
badanym zwiazkiem i1 efekt przesuniecia jest zbyt maty, aby by¢ uzytecznym.
Stad tez przy uzyciu klasycznych odczynnikéw przesimieoia [ 9], jakimi sa
kompleksy lantanowcow z jb - dwuketonami, mozna byto bada¢ jedynie nukleo-
tydy o zablokowanych (np. zacetylowanych) grupach hydroksylOTjych i ewentu-
alnych aminowych [I(3 « Na szczescie jony lantanowcéw posiadaja wiasciwosé
wigzania sie z grupami o charakterze kwasowym (a wiec np. z grupg fosfo-
ranowg), nawet w roztworach wodnych. Nic zatem nie stoi na przeszkodzie,by
bada¢ przy uzyciu reagentdw przesimiecia mono- ozy nawet oligonukleotydy.
W dodatku mozna tu stosowaé proste sole lantanowcow, a nie ich kompleksy
chelatowe. Podejscie do rozwigzania problemu przedstawie na podstawie ba-
dan konformacji dwoch mononukleotydéw: 5' fosforanu adenozyny (AMP) i 5
fosforanu 2'dezoksytymidyny (d-TMP).
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Z wzoréw obu zwiazkéw wida¢, ze kazdy z nich posiada mozliwos¢ rotacji
wokoét czterech wigzan, co daje ogromng ilos¢ konformeréw. Dodatek jonéw
europu do ABP w stosuinm molowym 10:1 powoduje przesuniecie sygnatu bez

widocznego ich poszerzenia.

Obliczano stosunek przesuniecia sygnatu kazdego protonu do przesuniecia
sygnatu przyjetego za standard (H5'). Stosimki te byty state dla zmienia-
jacego sie stezenia Eu(lll), Ho(lll), Nd(IIl). Wynika stad, ze mozna  zet-
niedba¢ mozliwos¢ kontaktowego mechanizmu przesuniecia. Otrzymano zbior
stostmkéw przesunieé¢, wyrazonych wzorem:

>
A\?0 ~ 3cos™Xo-1 \
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Odpowiednio przy badaniu poszerzenia linii rezonansowych (uzycie
Gd(l11)) otrATnano zbidr stosunkéw poszerzenn (tabela 1). Ze zbiorami tymi
postepowano dalej nastepujgco:

Zatozono spos6b kompleksowania jonu lantanowca z anionem fosforanu. Z o-
trzymanych stosunkéw przesunie¢ obliczano katy i odlegtosci protonéw od
jonu i sprawdzano, ozy zgadzajg sie one ze stosunkami poszerzen. Jezeli
nie, zaktadano nastepng konformacje itd. Oczywiscie przerasta to mozliwos-
ci recznego wykonania tych operacji przez pomiary na modelach. Nie jest to
tatwe nawet drogg analizy komputerowej. Mozna jednak ograniczy¢ ilos¢ kon-
formacji zadanych komputerowi do przebadania przez odrzucenie tych, ktore
w sposob oczywisty sg nie do przyjecia, W tym celu do programu wigczono
zakaz zblizania do siebie attméw na odlegto$¢ mniejsza niz ich promienie
Tan der Waalsa. By unikna¢ przypadkowego odrzucenia konformacji jednak re-
alnych, przyjeto promienie van der Waalsa mniejsze od zazwyczaj uznawa-
nych (tabela 2). Takie ograniczenie wymagato przebadania konformacji wy-
nikajacych jedynie z obrotu wokét wigzania 04' - 05' (zmiana kata n
nie wszystkich, za$ pozwolito odrzuci¢ bardzo wiele konformacji bez ko-
niecznosci ich badania (patrz tabela 3). Pozostate konformacje przeba-
dano pod katem zgodnosci z otrzymanymi stosunkami przesuniec. Pozostata
bardzo niewielka liczba konformacji (tabela 3), ktére sprawdzono pod
wzgledem zgodnosci ze stosunkami poszerzen. Po kazdym takim cyklu komputer
"odsuwal" nieco jon lantanowca od czasteczki i cykl sie powtarzat. Grani-
ce zatozono bardzo szerokie, uzyskujgc pewno$¢, ze nie opusci sie  zadnej
z konformacji wchodzacych w gre. Stosowanie wyzej opisanych "filtrow" pro-
gramu, w odpowiedniej kolejnosci, umozliwito znaczne skrécenie czasu  obli-
czen. Poszczegoblne katy skrecenia (i» F2"1j" =B-zmieniaty sie skokami
do 4°, wyprébowano tez dwie mozliwosci mechanizmu kompleksowania lantanowr
ca przez anion grupy fosforanowej.

Zadowalajagce rezultaty dawat jedynie mechanizm kompleksowania jonu przez
dwa atomy tlenu, a nie, jak mozna by sie spodziewa¢, przez trzy atomy.
Wszystkie konformacje, zgodne z kolejnymi filtrami programu,tworzyty ukiad
blizniaczo niemal podobnych struktur, co dodatkowo potwierdza wiarygodnos$¢

otrzymanego wyniku.
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T abela 1

Stosimki przesunie¢ i1 poszerzen

AMP
HE/H5' H2/HS' HI VH5"
Przesuniecia  stosunek 0,29 0,00 0,08
tolerancja 0,32-0,27 -0,02-+0,02 0,10-0,07
Poszerzenie stosunek 1,0 - -
tolerancja io,5 - _
d-TMP
H6/H5'  H5/H5 HI '/H5'  H2'/H5'
Przesuniecia  stosunek 0,39 0,00 0,07 0,20
tolerancja 0,41-0,38 foO, 15—0,15 3,09-0,06 0,31-0,10
Poszerzenie stosunek 1,0 - - -
tolerancja ii,o - - -

Tabela
Minimalne odlegtosci atoméw w S

AMP d-TMP
1los¢ obserwowanych protonéw 5 7
1los¢ wigzah ze swobodng rotacja (N) 4 4
Skok kata stopniach (A) 4 4
1los¢ konformacji (360/A)® 64x10"
llo$é konformacji po "‘filtrze™ 4" 3 32x10" 14x10n
Ilos¢ konformacji zgodnych ze stosunkami przesuniec¢ 195 38
I1los¢ konformacji zgodnych ze stosunkami poszerzen 12 4

Czas obliczen , 2h 1h



Dwa mozliwe mechanizmy kompleksowania lantanowca przez fosforan

Konformacje AMP w rzucie przestrzennym

Konformacje d-TMP w rzucie przestrzennym
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W ten sam sposéb badano réwniez fosforany dwunukleotydéw, uzyskujac podob-

nie doktadne wyniki [12j .
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DYSKUSJA

W dyskusji wysunieto szereg zastrzezen do obu metod* zwracajgc uwage nha
konieczno$¢ ostroznego i krytycznego przyjmowania otrzymanych wynikow.
W odniesieniu do NOE podniesiono nastepujgce zarzuty:

1. 0 ile teoretyczna strona efektu Overhausera jest dobrze opracowana i
kalkulacje wzmocnienn sygnatéw odznaczajg sie doktadnoscig rzedu Kilku pro-
cent, to dotychczasowe wyniki obarczone sg stosunkowo duzym bledem. Na
btad ten wptywa wiele czynnikéw, a wiec uzyskanie naprawde powtarzalnych
wynikéw jest trudne. Problem ten podnoszg wszyscy autorzy cytowanych prac.

2. Metoda ta, nawet po uwzglednieniu duzego bledu, stwierdza niewatpli-
wie wiekszy procent formy syn zaréwno w nukleozydaoh, jak i1 w nukleotydaoh,
niz wszystkie inne metody. Wyttumaczenie tego faktu jest trudne, brak tez
jego dyskusji w pracach oryginalnych.

Metoda reagentéw przesunie¢ spotkata sie z bardziej powaznymi zarzutami:

1. Nie wiadomo czy asocjacja silnie kompleksujgcego jonu lantanowca z
grupg fosforanowa nie wplywa na konformacje nukleozydu. Zaangazowanie ujem-
nego tadunku grupy 5'- fosforanowej w asocjacje moze mocno zmieni¢ oddzia-
tywanie tej grupy z zasada, co w sposéb oczywisty wplywa na aniane konfor-
maciji.
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2. Do obliczen przyjeto sztywna konformacje pierscienia rybozy (3*-endo)
i zasady, a rozpatrywano tylko mozliwo$¢ rotacji wokoét wigzan egzooyklicz-
nych. Skadingd wiadomo, ze konformacja cukru moze wptywaé na  konformacje
catej czgsteczki.

3. Watpliwosci budzi sam program komputera. "Startowano" z konformacji
stwierdzonej w stanie krystalicznym. Otrzymano wynik bardzo bliski konfor-
macji wiasnie stanu krystalicznego. Bardzo mozliwe, ze komputer znalazt
jedynie lokalne minimum w poblizu konformacji stanu krystalicznego, w ca-
tym zbiorze mozliwych struktur. Nalezatoby raczej zaczg¢ obliczenia od wy-
bitnie niekorzystnej konformacji, by wymusi¢ rozwazanie przez komputer
wszystkich struktur.
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Jézef Bujarski

WPLYW SUBTELNEJ MODYFIKACJI ZASADY
NA KONFORMACJE NUKLEOZYDU

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono wyniki badan witasnych dotyczace konformacji
tiourydyn w roztworze. Stwierdzono ogolnie, ze wszystkie badane tutaj tio-
urydyny nie wykazujg znacznych réznic konformacyjnych w poréwnaniu z nie-
podstawiong urydyng. Bardzo mate, aczkolwiek zauwazalne réznice  zaobser-
wowano w przypadku, gdy atom siarki znajdowat sie w potozeniu 2 (2-tio
oraz 2,4 dwutiourydyna).

Celem referatu jest przedyskutowanie wptywu strukturalnej zmiany zasady

na konformacje nukleozydéw w roztworze. Problem ten omoéwimy na przykia-

dzie tiourydyn?
ydy 06)

Urydyna i tiourydyny

Podstawienie atomu tlenu karbonylowego urydyny w potozeniu 2 lub 4 > albo
jednoczesnie 214 przez atomy siarki jest swego rodzaju "subtelng™ mody-
fikacjg reszty uracylowej. Taka modyfikacja moze wptywaé na konformacje
czasteczki w roztworze. Wplyw zamiany tlenu na siarke moze by¢ spowodowa-

ny zasadniczo dwoma czynnikami:



96

1) czynnik geometryczny - promien atomowy 0=0,66 X, S=1,04X

2) czynnik elektronowy - elektronjemnos$¢ 0 = 3,51 S = 2,5

Omawiajagc konformacje nukleozydéw nalezy, jak wiadomo, uwzgledni¢  gtéwne
trzy momenty:

1. sposéb pofatdowania pierscienia rybofuranozowego,

2. wzajemne utozenie cukru i1 zasady wokét wigzania glikozydowego - czy-
li tzw. konformacja syn - anti,

3. konformacja egzocyklicznej grupy 5'CH20H.

Do okreslenia tych czynnikéw zastosowano metode PME. Badania tego typu
prowadzi sie zwykle w roztworze wodnym. Jednak, ze wzgledu na niewystar-
czajgcag rozpuszczalnosé wszystkich badanych zwigzkéw w wodzie lub w meta-
nolu - zastosowano inne rozpuszczalniki: mSO-dg i pirydyne-d® (w przypad-
ku 2,4 - dwutiourydyny réwniez CD"OD). Pirydyna nie jest dogodnym rozpusz-
czalnikiem, zwilaszcza do badan temperaturowych, ze wzgledu na jej aroma-
tycznos¢. Prad pierscieniowy pirydyny Indukowany przez zewnetrzne pole
magnetyczne wplywa réznie na przesuniecia chemiczne protonéw substancji ba-
danej w zaleznosci od temperatury. Wplyw ten mozna jednak oddzieli¢ od
przesunie¢ chemicznych wynikajagcych ze zmiany konformacji. Z drugiej stro-

ny pirydyna umozliwia prowadzenie badan w niskich temperaturach

I. OPIS STOSOWANEJ METODY EKSPERYMENTALNEJ

Widma wykonano na aparacie Jeol - 100 MHz; rozpuszczalniki (pirydyna-d»,
DMSO-d6 i CD§OD) uzywano bez dodatkowych oczyszczan (odczynniki amput-

kowane). Temperature skalowano na podstawie przesunie¢ chemicznych meta-

nolu.

Il. OKRESLENIE KONFORMACJI PIERSCIENIA RYBOZY

Czagsteczke nukleozydu w roztworze cechuje stosunkowo duza swoboda kon-
formacyjna. Altona i Sundaralingam ||[I1 opisuja konformacje reszty cukrowej

w J3 - nukleozydaoh za pomocg réwnowagi miedzy dwoma typami konformerév”,

typ N i typ S

Koncepcja pseudorotacji przewiduje Kilka mozliwych pofatldowan pierscienia
w obrebie obu typéw konformerdw. Reprezentatywnym przykladem konformaciji

typu M jest konformacja C3" - endo,a typu S - endo. Potozenie  réwno-
wagi NS mozna okresli¢ z doktadnoscia do 5* [[O podstawie wielkosci
statej sprzezenia miedzy protonem HI ' 1 E2' .2 Tabela | przedstawia

state sprzezenia oraz odpowiadajgce jej potozenie réwnowagi N S
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Tabela 1

Rozpuszcz. Urydyna 4-tioiu:ydyna  2-tiourydyna 2,4-tiourydyna
T/*C -30 f24 +90 120 -30 +24 +90 +120 -30 +24 +90 +120-30 +24 +90 +120

JI »2'
DMSO 45 5,0 4,0 45 3,5 3,5 2,5 2,5
AN 55 50 60 55 65 65 75 75
piry. 2 1035 40 1,0 3,0 3,5 0,0 15 2,5 )0 15 2,0
lyna oy 9 65 60 9 70 65 100 85 75 100 85 80

Nasuwajg sie tutaj nastepujgce wnioski:

1, podstawienie atomu siarki w pozycje 2 powoduje przesuniecie réwnowa-
gi pofaldowania w kierunku formy N (C3' - endo): ilos¢ konformeréw C 3*-
endo wzrasta w temperaturze pokojowej w przyblizeniu o 207(;

2, rownowaga N S zalezy od rozpuszczalnika - pirydyna preferuje kon-
formacje typu N bardziej niz DMSO. Moze tu odgrywa¢ role wieksza zdolnosc
DMSO do solwatacji (m = 3,9 D) grup hydroksylowych pierscienia rybozy niz
pirydyny (jx= 2,3 D);

3. znaczna przewaga konformacji typu N wystepuje nawet w temperaturach
+90° (pirydyna) i +120° (IKSO) szczeg6lnie w tiourydynach posiadajacych
atom siarki w potozeniu 2;

4. réwnowaga przesuwa sie prawie catkowicie w kierunku 03'-endo (IOO"J
j\iz przy -30°. Rowniez w metanolu w tej temperaturze dla 2,4 dwutioury-
dyny obserwowano to samo zjawisko. Zmiany A temperaturg silnie po-
twierdzajg koncepcje dynamicznej réwnowagi konformacyjnej pierscienia ry-
bofuranozy - im nizsza temperatura, tym wieksza przewaga formy energetycz-

nie korzystniejszej.
111. KONFORMACJA WOKOL EGZOCYKLICZNEGO WIAZANIA C4 - C5’

Jak wiadomo, obrét grupy (5') - CH20H nie jest w peini swobodny. Mozli-
we sg trzy najkorzystniejsze energetycznie "rotamery': gauche-gauche (gg),
gauche - trans (gt) i trans-gauche (tg). Ze statych sprzezenia miedzy
protonem H4' i obydwoma protonami H5' i H5"(J?/ iJ~ 5 (stano-
wigcych uktad typu ABX) mozna wyliczy¢ wzgledne obsadzenie tych  izomeréw
rotacyjnych w roztworze. Poniewaz trudno byto tutaj przypisa¢ odpowiednie
pasma protonom H 5"i H5"" - skorzystano z metody Wooda i wspotpracowni—
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kéw [3]].ktéra pozwala wyliczy¢ procentowy udziat rotameru gg (i sume tg +gt)

z doktadnoscig do 5 w oparciu o wzor

- (J’4

99 5 TlED1 8

W tabeli 2 przedstawiono wartosci ‘]21,5 i J4’5 odczytane z widma)
oraz wyliczone udziaty rotameru gg(%). Niestety zbyt niska rozdzielczos$¢
aparatu PMH nie pozwolita na odczytanie odpowiednich statych sprzezenia
w niskich temperaturach. Niemniej jednak, analiza tabeli 2 prowadzi do na-
stepujacych wnioskéw:

1. podstawienie siarki w pozycje 2 lub 4 znacznie zwieksza udziat rota-
meru gg (o 15 do 20)() w stosunku do urydyny{

2. wzrost temperatury obniza udziat rotameru gg{ w pirydynie konforma-
cja gg jest bardziej uprzywilejowana niz w DMSO;

3. zgodnie ze stwierdzeniem Bruski i Daltona f4j istnieje zwigzek mie-

dzy pofatdowaniem pierscienia rybozy i réwnowagg konformaoyjnag egzooy-
klicznej grupy 5-CH20H - taki, ze wzrost udziatu formy N pocigga za soba
wzrost udziatu rotameru gg. Jezeli uzalezni¢ procent gg od procentu N -
wyraznie wida¢ proporcjonalng zalezno$¢ obu wielkosci. Nachylenie krzywej
3t gg = f(jS N) jest miarg wzajemnego powigzania obu wielkosci. Trud-
no tutaj wyciagga¢ jakies ilosciowe wnioski ze wzgledu na zbyt matg ilosc¢
odpowiednich statych sprzezenia w réznych temperaturach. Ogodlnie jednak

mozna powiedzie¢, ze podstawienie atomu siarki w miejsce tlenu zmienia wy-
zej omawiang zaleznos¢. Np. w przypadku 2-tiourydyny musi by¢ wieksza
przewaga konformeru N', azeby uzyska¢ okres$long zawarto$¢ rotameru gg niz
w urydynie.

T abela 2

Urydyna 4-tiouradyna 2-tiourydyna  2,4-dwutio\nrydyn£
DMSO  pirydyna DMSO  pirydyna DMSO pirydyna mso pirydyna
°c 120 24 90 120 24 90 120 24 90" 120 24 90

"4'5' 30 30 30 35 25 25 25 25 25 - 25 25
J4'5" 40 30 30 25 25 30 30 20 30 - 15 25
Agg 6 75 75 75 88 8. 8 94 8 - 100 88

H N 50 65 60 55 70 65 65 85 75 75 85 80
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IV. OKRESLENIE WZAJEMNEGO ULOZENIA CUKRU | ZASADY
(KONFORMACJA SYN-ANTI)

Zasada w stosunku do cukru moze sie utozy¢ na dwa sposoby: syn i anti.
W roztworze istnieje réwnowaga miedzy obu konformerami - zwykle przesunie-
ta wyraznie w kierunku jednej z form. Aby okresli¢, ktéra z konformacji
przewaza w przypadku badanych tutaj nukleozyddéw, wykorzystano nastepujace
dane PME:

1. wiadomo, ze w roztworze wodnym i w DMSO urydyna wystepuje w konfor-
macji anti (grupa 2C0 znajduje sie poza pierscieniem cukrowym). Badanie
przesunie¢ chemicznych protonéw rybozy w nukleozydaoh, w ktérych grupa
karbonylowa 20 = 0 znajduje sie nad pierscieniem cukru (np. w orotydynie)
wykazato, ze protony H2' i H3' sg przesuniete w kierunku nizszych pol 0
okoto 0,5 ppm,a HI' i H4' - w kierunku pdl wyzszych o okoto 0,2 ppm f5].
Podobnie dziata grupa 20 = S ["8].

W tabeli 3 przedstawiono przesuniecia chemiczne poszczegélnych proto-
néw czterech badanych zwigzkéw w DMSO i pirydynie w temperaturze 24°C.

Tabela 3

Urydyna 4-tiourydyna 2-tiourydyna 2,4-dwutiourydyna
H  Pirydyna DMSO Pirydyna DMSO Pirydyna IMSO Pirydyna  DMSO
6 8,55 7,98 8,57 7,94 8,91 8,20 8,85 8,16
5 5,72 5,63 6,52 6,31 6,05 5,99 6,79 6,60
1 6,67 5,79 6,61 5,74 7,37 6,55 7,16 6,39
2 4,79 3,98 481 395 488 4,11 4,87 4,08
3 4,79 3,98 4,81 3,95 4,88 4,11 4,87 4,08
4 4,57 3,88 4,64 3,90 4,68 3,67 4,73 3,78
5' 4,26 3,60 433 3,70 4,38 3,67 4,41 3,69
5" 4,09 3,60 4,16 3,70 4,21 3,67 4,24 3,69

Poréwnujac przesuniecia chemiczne protonéw H2', H3' i H4' nie stwierdzamy
w zadnym z rozpatrywanych przypadkéw typowego odstaniania o wielkosci 0,5
ppm,co sugeruje silnie konformacje anti. Obserwuje sie natomiast charak-
terystyczne odstanianie protonu HI' o okoto 0,5 ppm w 2-tio i w  2,4-dwu-
tiourydynie, wynikajgce z zamiany tlenu na siarke [6j. Podobny wplyw odsta-
niajacy wykazuje grupa 40 = S na proton H5 (w 4-tio- i w 2,4-dwutiourydy-
nie).

2. Smith i Blackburn CtJ obserwujac wplyw temperatury na anlane przesu-
niecia chemicznego protonu H6 w inrydynie sugerowali odstaniajagce dziata-
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nie grupy 5'OH na ten proton. Dziatanie takie jest mozliwe jedynie wtedy,
gdy proton H6 i grupa 5'0H znajdujg sie blisko siebie, czyli gdy nukleozyd
wystepuje w konfonnacji anti. Wzrost temperatury powoduje zmniejszenie
udziatu formy anti - przejawia sie to w likwidacji efektu odstaniajgcego.

Na rysunku przedstawiono zalezno$¢ przesuniecia chemicznego  protonu
H6 od temperatury dla czterech nukleozydow rozpuszczonych w pirydynie.

Obserwuje sie dla wszystkich zwigzkéw przesuwanie protonu H6 w kierunku
wyzszych po6l,gdy temperatura wzrasta. Podobne efekty uzyskano w DMSO. Po-
twierdza to konformacje einti wszystkich trzech badanych tiourydyn w obu
rozpuszczalnikach.

Siedzenie zmian przesuniecia chemicznego protonu Hg, w rozpuszczalnikach ta-
kich jak metanol, umozliwi zgodnie z sugestig Lavalle [gj okreslenie barie-
ry entalpii swobodnej i entropii w nukleozydaoh. Tego typu badania prze-
prowadzono tutaj dla 2,4-dwutiourydyny w zakresie temperatur od -80 do
+ 50°C. Jednak zbyt mata liczba obserwacji temperaturowych nie pozwala na

ekstrapolacje, a w zwiagzku z tym na wyciagniecie ilosciowych wnioskéw.

V. OCENA BLEDOW STOSOWANEJ METODY

Przesuniecia chemiczne mierzono z doktadnoscig do 0,02 ppm. W zwigzku
z tym wnioski dotyczgce konformacji syn/anti sa poprawne. Natomiast pomiar
statych sprzezenia J.)/g ** N *ENQ'BT ~N  doktadnosciag
0,5 Hz. Wprowadza to przedziat niepewnosci w wartosciach N i % gg.
Zwazywszy dodatkowo biad 5" wynikajacy z przyjetych zatozen stosowanych tu-
taj metod - podane w tabelach 112 wartosci obarczone sg btedem  docho-
dzacym do 10”. Dlatego tez wnioski, jakie z tych badan mozna wyciagnac,
beda raczej natury jakosciowej. Zastosowanie techniki komputerowej symu-
lacji widm B/IR prawdopodobnie wydatnie poprawi doktadno$¢ wynikow.



101
VI. PODSUMOWANIE

1. Subtelna modyfikacja reszty uracylowej, jaka stanowi podstawienie
siarki w miejsce tlenu, nie wpltywa na zmiane uprzywilejowanej dla urydyny
konformacji anti,

2. Wplyw siarki na pofatldowanie pierscienia rybofuranozowego i na réw-
nowage roteunerowg egzocyklicznej grupy S-CHgOH zaznacza sie wyraznie je-
dynie wtedy, gdy atom siarki znajduje sie w pozycji 2 (zwiekszenie udziatu
formy N i rotameru gg o okoto 207). Wplyw ten zaznacza sie o wiele silniej
w pirydynie niz w MISO.

3. Ogolna konformacja 4-tiourydyny jest bardzo zblizona do konformacji

urydyny.

LITERATURA

[1] Altona C., Sundaralingam M.; JAm.Chem.Soc. 95, 2333, (1973).

[z] Blackburn B.J., Grey AA., Smith 1.C.P.j Can.J.Chem. 48, 2867, (1970).

[3] Wood D.J., Hruska P.E.j Can.J.Chem. 51,2571, (1973).

[4] Hruska P.E., Dalton J.Gj J.Am.Chem.Soc. 93, 4334, (1971).

[5] Witkowski J.T., Schweizer M.P., Robins R.K.; JJAm.Chem.Soc. 95, 3770,
(1973).

[6~ Cleve C., Vorbriiggen H.j Chem.Ber. 106, 3062, (1973).

[7] Smith, I.C.P., Blacbum B.J*; Can.J.Chem. 47, 513, (1969).

[8] Walter W., Rue K.P.*, Liebigs Ann.Chem 743, 167, (1971).

[9] Lavalle D.K., Coulter Ch.L.; JAm.Chem.Soc. 95, 576, (1973).

DYSKUSJA

Gtos zabrat mgr M. Remin.
Podkreslit on stosunkowo matg doktadnos¢ odczytu statych sprzezenia  bez-
posrednio z widma IMR. Rzutuje to w znaczny sposob na bitad obliczenia % I
i % gauche-gauche tak, ze wyniki przedstawione w referacie majag charakter
jakosciowy. Sugerowat on mozliwo$¢ zastosowania metod symulacyjnych w celu
udoktadnienia wynikéw.






Danuta Rasata, Ewa Biata

ZASTOSOWANIE MAGNETYCZNEGO REZONANSU
JADROWEGO DO BADANIA KONFORMACJII 2\ 3 i
3, 5'- CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

STRESZCZENIE

Analiza danych PMR dla 3', 5'-cyklicznych nukleotydéw wskazuje,ze piers-
cien cukrowy i fosforanowy sa usztywnione w jednej konformacji, w przeci-
wienstwie do 2'3'-cyklicznych nukleotydéw, w ktdérych stwierdzono réwnowage
konformaoyjng. Obecno$¢ pierscienia fosforanowego w pewnym sensie usztyw-
nia konformacje pierscienia rybozy. Udziat poszczegdlnych konformeréw w
réwnowadze konformacyjnej 2', 3'-cyklicznych nukleotydéw jest rozny dla
nukleotyddy; purynowych i pirymidynowych. W serii 2', 3'-cyklicznych nukleo-
tydéw pirymidynowych przedyskutowano konformacje zasady wzgledem  piers-
cienia rybozy oraz konformacje egzocyklicznych grup CH"OH.

Informacje uzyskane z przesunie¢ chemicznych i statych sprzezen otrzy-
manych na drodze kjiji sa mniej pewne od uzyskanych na drodze PMHW serii
3', 5'-cyklicznych nukleotydéw otrzymane dane konformaoyjne na drodze NMf!
pokrywaja sie z danymi uzyskanymi z badan rentgenografioznych, natomiast w
serii 2', 3'-cyklicznych nukleotydéw nie obserwuje sie takiej zgodnosci.

WSTEP

Wiele uwagi poswiecono badaniom konformacyjnym technikg NMH w serii

2', 3'-1 3', 5'-cyklicznych nukleotydéw. Wczesniejsze badania w oparciu o
niepeing analize widm PME przy 60 i 100 MHz Lli 2, 3] okreslaty konformacje
rybozy dla 3', 5'-cyklicznych nukleotydéw jako O(3')-endo-C(4') -egzo, nie
drfwaly jednoznacznych informacji dotyczacych konformacji pierscienia fos-
foranowego. Sugerowano, ze pierscien fosforanowy wystepuje w skreconej kon-
formacji t6dkowej. Dzieki zastosowaniu PMR 220 MHz, "decouplingu™ i kom-
puterowej analizy widm mozna uzyska¢ pewniejsze deuie konformacyjne [4-7] ,
ktére pozostaja w zgodzie z danjmi analizy rentgenostrukturalnej dla 3',5'—
cyklicznych nukleotydéw [8, 9, 10].

Pakt, ze pewne dwuacylov.e pochodne cyklicznego 3', 5'-AMP sg bardzo wazne,
z biologicznego punktu widzenia, spowodowat konieczno$¢ dokitadnych badan w
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tej dziedzinie. Przede wszystkim nalezato zweryfikowaé¢ proponowang konfor-
macje, przez catkowitg analize spektralng, co z kolei doprowadzito do przed-
stawienia bardzo szczeg6towego modelu konformaoyjnego.
Badania w serii cyklicznych mdcleotydow dotycza nastepujgacych problemow:

a) konfonnacji pierscienia fosforanowego,

b) konfonnacji pierscienia rybozy,

c) wpltywu obecnosci pierscienia fosforanowego na konformacje pierscie-
nia rybozy,

d) konformacji egzocyklicznych grup CHgOH

e) konformacji zasady wzgledem pierscienia cukrowego, ktére sg rozwia-
zywane na drodze oddzielnych badan dla 2', 3'-i 3', 5'-cyklicznych nukle-
otydéw ze wzgledu na réznice w ich budowie,

1. BADANIA KONFORMACYJINE W SERII 3'5' CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

Budowa 3', 5'AMP zostata wyjasniona w fazie statej na drodze badan rent-
genoetrukturalnych [10] w prostych krysztatach. Wykazano, ze w komorce
elementarnej znajduja sie dwie czasteczki, z ktérych jedna posiada zasade
w konformacji anti, a druga w syn wzgledem pierscienia cukrowego. Obie cza-
Bteczki majg pierscien fosforanowy w konformacji krzesetkowej, roéwniez
konformacja pierscienia cifcrowego jest identyczna w obu czasteczkach. We-
giel 04' znajduje sie w odlegtosci okoto 0,6 X od 4-atomowej ptaszczyzny
pierscienia,co w tym przypadku odpowiada konformacji pierscienia C(3")-endo
C(4")-egzo, w takiej konformacji grupa fosforanowa jest trans wzgledem
02' i gauche wzgledem 04'.

W 3', 5—IMP tez sa dwie czgsteczki w komdrce elementarnej; w obu zasa-
da jest w konformacji anti wzgledem cukru, konformacja rybozy po wielu
dyskusjach zostata okreslona jako 04'-endo.

Modele czasteczkowe 3', 5'-cyklicznych nukleotydéw wskazujg, ze piers-
cien rybozy jest mato podatny na zmiany konformacyjne. Dowdd, ze w tej
grupie cukier jest usztywniony, uzyskano metodg PMR i 0 NMR, Bardzo
szczegotowe badania zostaty przeprowadzone dla cyklicznego 3', 5'-AMP i je-
go dwubutyrylowej pochodnej oraz 3',5““TMP [4,5]. Wykazano, ze  wicynalne

state sprzezenia miedzy protonami i state sprzezenia H(1)
sowaé¢ do potwierdzenia konformacji w tej klasie zwigzkéw. Przyjmujac i
J, odpowiednio 10,1 i 2,2 Hz dla JIT"AI [11, 12 i 21 oraz 2 Hz dla ‘]P-H

D3» 14] , mozna znalez¢ state, ktore potwierdzajg konformacje otrzymane z
modelu czasteczkowego i1 sg w przyblizeniu zgodne z demymi doswiadczalnymi.
Rozbieznosci sg rzedu | Hz, co jest prawdopodobnie zwigzane z tym, ze kat®
i ditugosci wigzan w tych czgsteczkach réznig sie od odczytanych 2z modelu
czasteczkowego dla wegla sp”, a obecno$¢ podstawnika moze réwniez zmieniac

poszczeglblne state sprzezenia.
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Blizej zajeto sie omoéwieniem widm 3V5'-AMP, jego dwubutyrylowej po-
chodnej oraz 3', 5-TMP.

W przypadku pochodnych 3', 5' AMP [4] widma otrzymane na aparatach przy
100 i 220 MHz sg zbyt skomplikowane, aby dokona¢ analizy bez pewnych osza-
cowan dla statych sprzezen Jjj ™ i Jp g.

W przypadku 3', 5-TMP [4] analiza jest mniej ztozona, poniewaz sygnat
protonu w pozycji H2' jest przesuniety w kieriuiku sygnatu protonéw  grupy
CH”. Widmo PMR dla 3', 5-TMP przedstawiono na rysunku 1.

51 H
HDO

cr-k-0'

Ja/

-tr- ppm

Rys. 1. Widmo 100 MHz PMR 3', 5-TMP (0,2 M « D20, pD = 7,2. t = 50“c) wzgledem DSS,
a) obserwowane; b) obliczone

W widmie tym sygnat protonu 2'-CH2 jest przy ok. 2,5 ppm, protony grupy
5-CHj sg przy 1,9 ppm, HI' jest przy 6,3 ppm, proton H6 zasady przy 7,4 ppm,
natomiast sygnaty miedzy 3,8 i 4,8 ppm pochodzg od protonéw H3', H4', H5' i
H5". Okres$lenie przesunie¢ chemicznych poszczeg6lnych protonéw stato sie
mozliwe dzieki poréwnaniu otrzymanych widm z widmami dezoksyurydyny, de-
zoksyadenozyny i tymidyny oraz dzieki rozprzezeniu spinbw "H-"H i ~MP-"H.

5
Okreslenia statych sprzezenia J uzyskano na drodze badania  modelu

P-H
czasteczkowego oraz znajomosci feiktu, ze trans i gauche Jp g sa odpowied-
nio réwne 19-24 i 3Hz, W opeirciu o analize ukfadéw spinowych H2' H2""* H3'
HI' i H5', H5""H4' H3' oraz dodatnig wartos¢ statej sprzezenia dalekiego za-
SIRQU i | s
uktadu, ktére pokrywatoby sie z widmem doswiadczalnym. Zastosowanie ana-

nie mozna otrzyma¢ wyliczonego widma dla o$miospinowego

lizy komputerowej Laocnpll/a [15] nla 8-spinowego uktadu pozwala taki
uktad rozwigzaé. Doktadnos¢ dla wszystkich parametrow jest rzedu - 0,05 Hz.
Chemiczne przesuniecia dla protonu i1 state sprzezenia podano w tablicy |I.
Na rysunku 2 pokazano widmo 3', 5-AMP.
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Rys. 2. Widmo 220 MHz PMR 3', 5-AMP (0,2 M w DgO, pD = 7,2, t = 23 C) wzgledem DSS,
a) obserwowane; b) obliczone

Analiza | rzedu 100 i 220 MHz widm PMH tych zwigzkéw wykonanych w tem-
peraturze 30°C nie byta mozliwa ze wzgledu na malg czytelnosé statych
sprzezenia spov<odowang poszerzeniem sygnatdw. Na podstawie faktu, ze state
sprzezenia , jest mata,okreslono przesuniecie chemiczne  protonu
H2' (pr?ewidyv;ana stata sprzezenia jest rzedu 0,4 Hz). Nalezy podkreslié,
ze dla 3', 5'-AMP sygnat protonu H2' jest w rejonie wyzszych poél™niz pro-
tonu H3', przeciwnie do nisko potozonego sygnatu 3' - niecyklicznych nu-
kleotydach. Zastosowanie wyzej cytowanej analizy komputerowej do widm 100
i 220 MHz dato widmo podobne do obserwowanych. Koncowe najlepsze parametry
podano w tablicy 1. Otrzymane wartosci nie sg tak doktadne jak w przypad-
ku 3', 5'~™p, bowiem precyzja oznaczenn jest rzedu + 0,1 Hz ze wzgledu na
duza ztozonos$¢ widm oraz znaczng szerokos¢ linii nawet w 50°C, a takze z

powodu matych wartosci statych sprzezenia P z HI', H2' i H4'.

"Decoupling” P powoduje obnizenie szerokosci sygnatéw dla HI' i H2' do
tego stopnia, ze mozna zauv/azy¢ matg statlg sprzezenia P-H. Jak twierdza
autorzy opisana analiza jest dla 3', 5'‘AMP analiza kompletna.

1.1. Konformacja pierscienia
fosforanowvwego

W tablicy | podano state sprzezenia P-H dla AI5"_p» N '""H3'-P'
V/urtosoi JHd’—P sg zgodne z oczekiwanymi dla sprzezen transwicynalnych,pod-

czas gdy wartosci J i J,,,,_i— sg zgodne z wartosciami dla  sprzezen

0T
gauche - wicynalnych. Badania czasteczkowego modelu 3'-5' cyklicznych nu-
kleotydéw wskazuja na to, ze takie wartosci statych sprzezenn mozna otrzy-

ma¢ dla pierscienia fosforanowego istniejgoe; ;o0 w konformacji krzeselkowej



Tablica

Chemiczne przesuniecia a) i stale sprzezenia b) dla

3", 5' - cyklicznych nukleotydow

Dwubutyrylo

3, 5 - 3', 5'- AMP 3. 5 - AMP
1 6,301 6,090 6,393
2' 2,497 4,712 5,780
2" 2,589
3' 4,697 4,752 5,281
4' 3,907 4,373 4,380
5' 4,446 4,600 4,626
5" 4,291 4,392 4,469
2 8,141 8,499
6 7,436
8 8,206 8,700
1,903
H-H
12" 2.4 0,8 0,6
12t 8,9
1'3' - 0,3 c c
22 -13,3
2'3' 8,0 5,2 5,5
2"3' 10,8
3'4' 9,2 8,9 9,7
4'5' 4,7 4,8 4,6
4'5" 10,6 10,7 10,3
5'6" - 95 - 97 - 9,8
6CH, 1,2
~H-P
1'P 0,5 c c
2'P 0,5 c c
2"P 0,5 c c
3'P 1,7 2,0 2,4
4'P <0,1 c c
5'P 20,4 21,4 20,8
5"pP 2,2 1,7 1,0
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Objasnienia: a) chemiczne przesuniecia podano w ppm wzgledem DSS
b) state sprzezenia w Hz
c) niemierzalne.

lub t6dkowej skreconej. Pierscien fosforanowy moze sie znajdowac¢ w jednej
konformacji lub ijilega¢ szybko przemianie miedzy dwoma konformerami., o
winny wnosi¢ state p i "n5" P’ P powinna
ulega¢ zmianom. Gdyby pierscien fosforanowy wystepowat w konformacji tod-
t6dko-
mogtyby sie
obserwowane

czym

kowej skreconej,musiatby wystgpi¢ rowniez w normalnej konformacji

wej, a co za tym idzie katy P-0-C(5') - H5' i P-0-C(5") - H5'"
zmienia¢ odpowiednio do 120° do 180° i od 120° do 60°. Stad
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czaeono rtérednione wartosci dla :]ﬁb_'—P,i Jﬂrc):»/_E1 winny by¢ mniejsze lub
wieksze niz wartosci zwigzane z . i . Pakt, ze obserwowana stata
sprzezenia jest zgodna z 3J.t i 3J pozweg@la whnioskowa¢, ze pierscien  fos-
foranowy znajduje sie w komformacji krzesetkowej 1 nie wykazuje tendencji
do istnienia w konformacji t6dkowej. White i Verkade [4] otrzymali zalez-
no$¢ wicynalnych statych sprzezen POCH od kata dwus$oiennego dla  cyklicz-
nych fosforeinébw i zwiazkéw podobnych. Podstawiajagc do réwnania Karplusa
Srednie wartosci dla i dla omawianych poprzednio 3', 5'-cyklicznych
nukleotydéw odpowiednio 20,9 Hz i 1,8 Hz i zaniedbujac trzecig statla, otrzy-

mano zaleznos$é:
1 cob”y - 4 cost)"
'H-P 6,3 b'"-J ,6 ",

ktdéra winna by¢ stosowana ostroznie i1 tylko do badan pdétilosciowych  oraz
do uktadéw acyklicznych posiadajgcych wicynalne state sprzezenia

1.2. Konformacja pierscienia
cukrowego

Badania czasteczkowego modelu 3', 5'-cyklicznych nukleotydéw wskazuja,
ze pierscien furanozy jest usztywniony na skutek obecnosci pierscienia
fosforanowego. W przypadku gdy pierscien fosforanowy jest w konformacji
krzesetkowej liczba mozliwych konformacji pierscienia cukrowego jest ogra-
niczona. Dane podano w tablicy 11, cytowane katy dwuscienne zostaty zmie-
rzone dla modelu czasteczkowego. State sprzezenia 3Jng odpowiadajgce do-

ktadnej konformacji obliczono z réwnania:

J cos ()

gdzie: Jo 9,27 Hz (0°<g><90°)
J 10,36 Hz (90°<4><I80°y
p
B = 0,28 Hz

A
Poréwnujac state sprzezenia NJg g w tablicy | i obliczone w tablicy |1

nalezy stwierdzi¢, ze pierscien furanozowy 3'5-AMP i jego dwubutyrylowej
pochodnej wystepuje w konformacji opisanej najlepiej jako 03' - endo - 04'-
egzo, podczas gdy 3'., 5' MP jako 04'-egzo. Nalezy podkresli¢, ze w tym
ostatnim przyi>adku obserwowane Jjjp* H3' N "~AH2"-H3' wieksze, niz oczeki-
wane dla tych konformacji, co jednak nie jest sprzeczne z przyjetym  mode-
lem. Zastosowanie bowiem powyzszego réwnania dla dezoksyrybozy jest mozli-

we przy niewielkiej modyfikacji statych i B.
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Zaleznos$¢ miedzy konfonnacja pierscienia rybozy a konformacjg pierscie-
nia fosforanowego winna by¢ tez potwierdzona przez state sprzezenia JH,4./—
-H5'" ~ 'AH4'-H5™ stata H5"* zgodna ze statg oczekiwa-
ng dla sprzezen trans i jednoczes$nie, ze stata 35'(4,6 - 4,8 Hz) jest
wieksza niz oczekiwana z réwnania cytowanego dla konformacji gauche (2,0 Hzj
nie jest sprzeczny z wyzej wsptanniang zaleznoscig konformacyjng. Otrzyma-
ne z pomiaréw BJR wnioski sg zgodne z danymi krystalograficznymi dla fazy
statej. Trudno jest okresla¢ metodg PMR konformacje syn - anti w 3', 5"~
cyklicznych nukleotydach. Metodg PMR badano réwniez inne 3', 5' cykliczne
nukleotydy takie jak: 3', 5-CMP, 3'5-UMP, 3'5-GMP, ale w tych  przypad-
kach, ze wzgledu na niewystarczajgca czytelnos¢ widm,.analiza konformaoyjna

okazata sie niemozliwa.

Tablica I
Katy dwuscienne dla réznych mozliwych konformacji rybozy
oraz oczekiwane state sprzezenia Jg g dla 3( 5' cyklicznych nukleotydow

Konformacja 0] 4, Jr—h  Cthz]
0 - endo
12 150 7.5
v 30 6.7
2' 3 0 9,0
23 120 2,3
3 4 170 9,8
C(3"-end
12 100 0,0
102 20 7,9
2' 3 40 5,2
23 160 8,9
3' 4 170 9,8
C(4")-egzo
12 120 2,3
12 0 9,0
2 3 , 30 6,7
23" 150 7,5
3 4 170 9,8
C(3)-endo - C(4")-egzo
12 110 0,9
1+ 2 10 8,7
2' 3 35 5,9
23 155 8,2
3 4 170 9,8
C(4")-egzo - 0-endo
2 135 4,9
12t 15 8,4
2" 3 15 8,4
2”3 135 4,9
3 4 170 9,8
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1. 3. Dane 13. NMR

Parametry uzyskane z danych L& \giM sg zgodne z otrzymanymi z pomia—
row PMR. Pakt, ze w 3', 5'-cyklicznych nukleotydach pierscien rybozy za-

chowuje swojg konformacje stanowi doskonaty model do okreslenia i badania
zaleznosci N13q 31p od kata dwusoiennego miedzy ptaszczyznami P - 0-C i

0-C-"MC [3]. Jest interesujgce, ze 2N dla C3' i 05" sg rozne i tak
~J wynosi odpowiednio 4,2 - 0,5 Hz i 7,”z 0,2 Hz i jest prawie state w
badanej grupie niikleotydéw: 3', 5-UMP, 3'5'-CMP, 3', 5-AMP, 3'5'-GMP,
3', 5-GMP i ich pewnych pochodnych [3]. Te rézne wartosci wskazuja na
rézne otoczenie atoméw wegla C3' i O5', we wszystkich bowiem niecyklicz-
nych 3" lub 5' nukleotydach wartosci J sa prawie réwne i wynosza okoto
5,0 1 0,6 Hz [3], Informacje otrzymane z danych "CNMR i statych sprze-

zen J, sg mniej pewne i dlatego do potwierdzenia wnioskéw wyprowadzo-
nych na Tej drodze konieczna jest korelacja z danymi PMH. Jest to zwigza-
ne z faktem, ze w technice ! 0 NMR cytowane state sprzezenia zmieniajg sie

w mniejszym przedziale wartosci (0-10 Hz) niz p* ~ 22 Hz), a
poza tym jest tu odpowiednio mniejsza podatno$¢ zaleznosci wicynalnych
statych sprzezen J, od kata dwusoiennego. Zaletg techniki NMR jest

mozliwos¢ uzyskania sygnatow w szerszym zakresie przesunie¢  chemicznych.

Tablica 11

Dane NMR dla 3', 5'-cyklicznych nukleotydéw (25,2-ilHz
NMR, sole sodowe w D?"O, 3'5" - IMP - s6l barowa wzgledem IMS

Wegiel D C A G T
Przesuniecia chemiczne

1' 95,67 96,18 92,69 93,20 86,53
2" 73,03 73,37 73,47 73,27 35,71
3’ 72,90 72,91 72,91 73,93 76,01
4" 78,16 78,28 78,48 78,30 77.48
5' 68,32 68,50 68,54 68,60 68,40
2 152,22 158,18 153,82 154,84 152,51
4 167,21 167,18 149,05 152,23 167,33
5 103,42 97,38 119,52 117,65 112,96
6 143,36 143,08 156,20 159,86 138,91
8 140,78 139,19

Jadro State sprzezenia [Hz]

Cl'P <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

C2'P 8,0 7,8 7,8 7,8 8,3

C3'P 4,5 4,3 4,3 3,8 4,8

C4'P 4,5 4,5 4,5 4,8 4,5

C5'P 7,0 7,0 7,0 7,3 7,0



Te zalete wida¢ szczeg6lnie w przypadku 3', 5““DMP, 3'5'-CMP i 3', 5-GMP,
gdzie uzyskuje sie mato doktadne informacje technikg PMH. Z danych MJB
na podstawie korelacji z przesunieciami chemicznymi 3'- 5' cyklicznych nu-
kleotyddw, mozna wnioskowa¢ o konformacji zwigzkéw dajacych stabo czytelne
widma PMR, ktérych widma PMR sg czytelne, a 1%( NMR dostepne (tablica I11).

Ze wszystkich otrzynanych danych wynikajg podobne konformacje dla 3'5'-AMP
i jego pochodnej, co sugeruje, ze ich réznic w aktywnosci biologicznej nie
nalezy dopatrywa¢ sie w réznicach konformacyjnych.

2. BADANIA KONFORMACYJNE 23" - CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

Do niedawna dysponowano tylko danymi rentgenostrukturalnymi dla 2', 3'
cyklicznych nukleotydéw [s] . Dane te charakteryzowaty krysztaty nukleo-
tydéw, a wiec tym samym nie odzwierciedlaty sytuacji w roztworach wodnych.
Ustalenia konformacji dla tychze nukleotydéw [6, 72 dokonano przy  pomocy
PMH, NMR, przeprowadzajgc analize spektralng metodami standardowymi i
przy zastosowaniu programu komputerowego Laoonplt [5].

2', 3' - cykliczne nukleotydy byty badane w postaci sclt sodowych, ba-
rowych i pirymidynowych.

Uzyskane wartosci statych sprzezenia przesunie¢ chemicznych dla 2', 3' -
cyklicznych nukleotydéw metoda HIR, NMR zostaty zebrane w tablicach
IV i V.

Tablica v
Dane PME dla 2', 3' - cyklicznych nukleotydéw

Zwiagzek

Proton U(Ba) C(Na) A(Na) G(Na) o(Py)
a) przesuniecia chemiczne w ppm wzgledem DSS
1 5.898 5.851 6.132 6.106 6.171
2' 5.139 5.136 5.303 5.404 5.419
3’ 4917 4.947 5.084 5.164 5.169
4' 4.297 4.312 4.445 4.451 4.496
5' 3.895 3.921 3.909 3.940 3.944
5 3.815 3.846 3.855 3.884 3.900
2 7.973
5 5,857 6.014
6 7.699 7.671
8 8.147 7.937 8.207
Jadro b) state sprzezenia w Hz
12" 3.0 2.7 4.4 3.7 3.4
2'3' 6.9 6.7 6.8 6.8 6.8
3'4' 5.5 54 3.9 4.4 4.2
4's 3.6 3.6 25 3.6 2.5
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2

Widma PMR

ah

5
ey
6

P

P

wWN O

'P+3 'P)

Dane

sunkach 3 i 4.

D(Ba)

5.7
-12.4
7.5
6.5
12.1
18.6

C zastec
! C(Na)

a) przesuniecie chemiczne

93.74
81.74
78.26
86.25
62.12
152.42
167.41
103.46
144.79

oNvONo
NUTN U o

94.97
82.11
78.54
86.37
62.32
158.23-
167.77
97.30
144.91

cigg dalszy tablicy IV

zka
A(Na)

w ppm wzgledem

90.60
81.56
78.78
86.43
62.40
153.70
149.24
119.83
156.40
141.69

b) state sprzezenia w Hz

6.3

oNON
NNOO

3.8
1.8
1.0
4.3
0.2

5 6
4.8 5.8
-12.6 -12.8
8.9 9.1
9.5 9.3
18.4 18.4

Tablica

1ZC MMH dla 2'3" - cyklicznych nukleotydéw

G(Na)

T™MS

90.24
81.60
78.73
86.47
62.32

154.85

152.15

117.49

159.70

139.35

4.8
2.3
1.0

35
0.2

1Bc NMR dla 2',. 3' - CMP przedstawiono odpowiednio na

ry-

Dane uzyskane z widm PMR i 15C NMR wykorzystywane sg w ustaleniu zalez-

nosci
a)
b)
c)

konformacyjnych:

egzocyklicznej grupy - CHgOH,

konformacji zasady wzgledem pierscienia rybozy,

konformacji pierscienia rybozy i cyklicznego fosforanu.
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Rys. 3. Widmo 100 MHz PMR 2', 3-CMP (Kt*N) (0.05M w D_0, pD = 7.25 t=32°)

wzglf-
dem OSS a) obser\foviand, b) obliczone

Rys. 4. Widmo 25.2 MHz "*C HMR 2', 3-CMP (Na) (0.15 M w D,0 + 0.08 DSS) pD = 7.2,
t = 37° wzgledem TNS

2.1. Konformacja

egzoovklioznej

grupy -
- CHg OH

W 2', 3' - cyklicznych nukleotydach, podobnie jak w nukleozydaoh i

nu-
kleotydaoh [11, 12, 17 - 19] , egzoeykliczna grupa - CHgOH na skutek

ro-

113
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tacjl wokot wigzania C(4') - C(5') moze daé trzy roézne rotamery, w Ktérych
0(5") jest odpowiednio gauohe luh trans w stosunku do O(1") i gauche lub
trans do C(3")» jak przedstawiono na rys. 5.

h4 H#,
| | m
9.9 s-t t-g

Kys. 5. Schematy izomeréw rotacyjnych wokét wigzania C(4") - C(5')

Zmiany statych sprzezenia ‘Jilfn mozna stosowa¢ do badania katow dwu-
sciennych miedzy H(4") a H(5") 1 H(4™)a H("). Zalezno$¢ miedzy katem dwu-
Sciennym protonéw przy wicynalnych atomach wegla a statg sprzezenia okres-

la réwnanie Karplusa:

‘]Hulf’ = ‘Jo cos"4> - 0.28 Hz
Stosowane zazwyczaj wartosci dla sg w granicach 8-16 Hz. Prébowano
zmodyfikowaé wartosci dla 2', 3' - cyklicznych nukleotydéw stosujgc w
przypadku JOo— 7.16 Hz i JWUC_)O - 10.1 Hz. Rozwiazanie réwnan podanych przez
Blacburne'a [II]
n4'-5' ° *60° 1 ~60° = ""180°
4 5" = "N60° = “SO® + ~60°
P +P +P =1

- oznacza udziat molowy rotameru gauche-gauche,

*iji - Oznacza udziat molowy rotameru gauche-trans,
*iii — Oznacza udziat molowy rotameru trans-gauche,
przy podstawieniu wartosci = 9.27 Hz dla 0°< <90° i = 10.36 Hz

dla 90°< 4 <180°, jak i wartosci zmodyfikowanych, uzyskano wyniki, ktoére
pozwolity okresli¢ uprzywilejowanie danego rotameru dla 2', 3' - cyklicz-

nych nukleotydow.
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Tablica Vi
Obliczone wspo6tudziaty trzech klasycznych rotameréw

egzocyklicznej grupy - CHgOH, Dane w nawiasach uzyskano
przy zastosowaniu zmodyfikowanej wartosci J

Nukleotyd

2", 3" - Ump 0.35 (0.26) 0.46 (0.49) 0.19 (0.25)
2', 3" - C™mpP 0.35 (0.25) 0.46 (0.47) 0.19 (0.28)
2', 3" - AMP 0.60 0.34 0.06

2'3" - GMP(Ha) 0.47 0.34 0.19

Pj - gauche-gauche, P™ - gauche-trans, Pjjj - trans-gauche

Z tablicy widaé¢, ze grupa egzooykliczna - CHgCH w przypadku 2', 3'-
cyklioznyoh nukleotyddéw pirymidynowych wykazuje uprzywilejowanie dla rota-
meréw trans-gauche luh gauche-trans. Jednoznaczne okreslenie jest mozliwe
tylko w przypadku przyporzadkowania sygnatéw H(5") i1 H(5") odpowiednim
protonom. 2'3" - cykliczne nukleotydy purynowe preferuja natomiast rotamer
gauche-gauche, w ktorym kwestia rozréznienia protonow H(5)i H(5") jest
zbedna.

2.2. Konformacja zasady wzgledem piers-
cienia rybozy

Jak sugerowali Donohue i Truenblood [20] w mikleozydach i nukleotydaoh
istniejg dwie uprzywilejowane konformacje zasady wokét wigzania glikozy-
dowego, konformacja syn i anti. Przeprowadzone badania wykazaty uprzywile-
jowanie konformacji anti dla nukleozydéw i nukleotydéw, zarbwno w  ciele
statym jak 1 w roztworze. Sohirmer [2I] stosujac jadrowy efekt Overhausera
wykazat, ze 2', 3' - izopropylidenourydyna w dwimietylosulfotlenku istnieje
zasadniczo w konformacji syn.

Zaktada sie, ze badania NMR w szerokim zakresie temperatury moga wykazac
zmiane przesuniecia chemicznego dla H(6), protonu, ktéry najpeiniej od-
zwierciedla zmiany konformacji syn - anti. Wykonano badania dla 2', 3'-CMP_
i 3-CMP w szerokim zakresie temperatury, uzywajagc metanolu i glikolu ety-
lenowego jako najodpowiedniejszych rozpuszczalnikéw.

Jak wnioskowano uprzednio [s], 2', 3-CMP w stanie krystalicznym istnie-
je w konformacji syn. Dla 2'-, i 3'-nukleotydéw pirymidynowych istnieje
eteryczna bariera rotacji, ale fakt,ze réwnocze$nie z rotacjg ma miejsce
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zmiana konformacji pierscienia cukru, powoduje, ze bariera rotacji jest

obnizona.

JITa. 6. Rbznice przesuniecie chemicznego protonu H(6) h zaleznosci od temperatury dla
3 -CHP i 2', 3-CMP : o0 3-CMP u CD,OD$ A 2', 3-CMP u CD,0OD; a 2', 3-CMP « gliko-
lu etylenowym Wartos$¢ przesunleua"chemlcznego w CD-OD i gllkolu etylenowym - mie-
rzona wzgledem THS. £ i £ - oszacowane”wartosci przesuniecia chemicznego

dla konformaru nisko- 1 wysoko energetycznego 3'-CHP w CO OD.

Rysunek 6 przedstawia wartosci przesuniecia chemicznego dla protonu
H(6) 2', 3'-CMP(Et4H) 1 3-CMP (Et.J\I) w réznych temperaturach. Dane dla
3'_ CMP(Et*"N) moga by¢ przyjete przy zatozeniu Istnienia réwnowagi  miedzy

dwoma konformeraml. Przy obnizaniu temperatury zwigksza sie llos¢ nizej
energetycznego konformeru (antl), co potwierdza przesuniecie chemiczne,
ff temperaturze wyzszej bariera rotacji maleje, co prowadzi do Istnienia

dwoéch konformeréw w stanie réwnowagi. Stad warto$¢ przesuniecia  chemicz-
nego w temp. wyzszej bedzie srednig weurtosclg dla dwoch konformeréw. Eks-
trapolacja krzywej wartosci przesuniecia chemicznego obserwowanego w  za-
kresie temperatur od - 50 do 150*" pozwala otrzyma¢ wartosci dla wyaoko-
1 niskoenergetycznyoh konformeréw. Udzial konformeréw w danej temperatu-

rze moze by¢ obliczony z réwnania:

5 A + NSNS

$ obser. =
gdzie: N - przesuniecie chemiczne protonu H(6) konformeru antl,
PA - udziat konformeru antl,
56 - przesuniecie chemiczne protonu H(6) konformeru syn,
Pg - udziat konformeru syn.

Poniewaz jest to proces réwnowagowy, moze by¢ rozpatrywany przy uzyciu
ré\vnan: ‘

0S = -RTINK = -RTIn

In (Pj*Pg) = - + AS/E
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Nachylenie krzywej In(Pj*Pg) wzgledem 1/1 daje AH, a wie]jfo$é odcieta
na osi rzednych - AS, Wartosci 6 Ai 6 S otrzymane z  ekstrapolowanych
krzywych pozwalajg uzyskaé¢ wsirtosci AH i A S. Warto$¢ przesuniecia che-
micznego protonu H(6) dla wyzej energetycznego konformeru 3-CMP ( 6 jj*q)
jest bliska wartosci przesimiecia chemicznego protonu H(6) 2', 3*-CMP. Po-
dobienstwo to sugeruje te same konformacje dla 2', 3*CMP 1 3*-CMP. Eks-
trapolacja wartosci przesuniecia chemicznego dla 3'-CMP w wyzszych tempe-
raturach daje warto$¢ Srednig lezgacg miedzy < i6 Zmiana wartosci
przesuniecia chemicznego protonu H(6) dla 2', 3-CMP z temperaturg jest
znacznie mniejsza niz dla 3'-CMP. Mata zmiana przesuniecia chemicznego z
temperaturg odpowiada albo sztywnej konformacji wokét wigzania glikozydo-
wego, albo bardzo szybkiej przemianie konformeru syn-antl. Szybka przemia-
na jednego konformeru w drugi, ktdéra nie powoduje wyraznej zmiany w prze-
sunieciu chemicznym, nawet w szerokim zakresie temperatur (-60 do 150°) wy-
magataby niskiej bariery energii i prawie rownej energii dla obu konfor-
merow. Poniewaz w tym wypadku udziat obu konformeréw bytby prawie  rowny,
wartos¢ przesuniecia chemicznego bylaby Srednia. Jezeli przyjac¢, ze piers-
cien pirymidynowy jest usztywniony, to przesuniecie chemiczne bedzie ta-
kie, jak w stanie krystalicznym - czyli konformacja syn. Zgodno$¢ wvartosci
przesuniecia chemicznego krystalicznego 2', 3'-CKP i jjeq potwierdza kon-
fonnacje syn dla 2', 3'-CItP w roztworze. Podobienstwo (tablica IV) wartos-
ci przesuniecia chemicznego protonu H(6) dla 2', 3-CMP 12, 3*tMP wyka-
zuje, ze 2', 3'-®5I' jest takze w konformacji syn.

Przypuszcza sie tez, ze sygnaly innych protonéw ulegng réwniez zmianie
w zaleznosci od udziatu konformeréw syn i anti [22, 23], lecz w stopniu
mniejszym niz sygnat protonu H(6). Witkowski [22] przewiduje,ze ze wzrostem
udziatu konformeru syn nastepuje zmiana przesuniecia chemicznego protonéw
H@") 1 H(1"). Szczegbétowe pordwnanie protonéw rybozy 2'3'-CMP i 3-CMP
jest trudne z powodu nieznanych efektéw wywotanych r6zna orientacja grupy
fosforanowej.

2.3. Konformacja pierscienia rybozy i cy-
klicznego Ffosforanu

Konformacje pierscienia furanozy i cyklicznego fosforanu mozna okre-

Sli¢ z zaleznosci miedzy nastepujagcymi katami dvajsolennymi:

a) | = CMl = HA, CI>(Ch, CY)} 2
¥ (Cil,
b) P-O", - Cg. - 0 (Og,, Cg){ V-Qy - C* - Hg, 0(0", C")

¢) P-Og, - Cg. - C*, T(Og., Cg.); P-0~. - CA. - C~., ~(0*., CM)
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N

Rys, 7* Katy dwuicienne w pierscieniu cyklicznego fosforanu; | uokét wigzania O,',
Cyt Katy 0(.Oy, Cy), V (O,..C-.-), 0c(0,,C,.); Il wokét wigzania O_., C,,., Kkaty
yt Katy 0(.0y. ©¥) 6(0J, C";. ircon.cn), oc(,,., C,0

1statymi sprzezenia ~e,?*

Poréwnujac z tablicy VI state sprzezenia Jjj jj dla pierscienia furanozy
2', 3" - cyklicznych nukleotydow, nalezy przyjaé¢, ze sztywna konformacja
(zaréwno pofatdowana jak i ptaska)[2, 12, 18] jest niemozliwa. Sugeruje sie,
ze pierscien furanozy jest elastyczny, podobnie jak w wiekszosci nukleozy-
déow [11, 12, 17-19] i nukleotydéw [18] oraz znajduje sie w rownowadze kon-
formacyjnej. W przypadku 2', 3' - cyklicznych nukleotydéw przechodzenie
jednej konformacji w drugg jest w pewnym stopniu utrudnione obecnoscig cy-
klicznego fosforanu. Poréwnanie statych sprzezenia Jjj ~ dla pierscienia
fm~anozy (tablica VI) ze statymi obliczonymi dla sztywnych konformacji
ptaskiej lub pofatdowanych, wykazuje wystepowanie réwnowagi konformacyjnej
dla 2', 3" - CMP 1 2', 3' - UMP, przesunietej w kierunku konformacji C(3") _
- endo - C(2") - egzo. Dla 2', 3" - cyklicznych nukleotydéw purynowych nie
mozna wykaza¢ w tym samym stopniu podobienstwa do jednej ze sztywnych kon-
formacji. Wszystkie 2', 3' - cykliczne nukleotydy wykazuja statg sprzeze-

nia J,.,. .,/ w przyblizeniu réwng6,8 Hz.Ten fakt potwierdza skrecenie piers-

cienig ffurimozowego wokoét wigzainia Cf2"), C(3') na skutek obecnosci cy-
klicznego fosforanu, ktory wywotuje w przyblizeniu te samg wartos¢ skrece-
nia dla wszystkich cyklicznych nidcleotydéw. Modele czgsteczkowe wykazuja,
ze maksimum odchylenia od konformacji kryjacej [0(2"), 0(3") = O] w kacie
dwusciennym <) 0(2"), 0(3') moze by¢ - 20°. Dalszych informacji udzielaja

state sprzezenia ‘]nyA 1 %W"
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W wyprowadzonych przez White'a i Verkade'a [24] zaleznos$ci miedzy n

i katami dwusciennymi6

, 0 16.3 cos"S - 4,6 cos"6
nAi: f
#
i odpowiednio Jﬁ P i katami dwusciennymi K"

N_ =3 cosNT = 8 cos™
C,P 0
obliczono wartoscikatéw dwusoiennych(tablica VIIA), ktdre poréwnano z
obliczonymi zmodeli czasteczkowychdlakonformacjiusztywnionych (tabli-

ca VII B)
Tablica VIl

Katy dwuscienne

A. Obliczone na podstawie statych sprzezenia:
*AH P “C,P
Nuklootyd — 0(02'C2") 6(03'C3') iT(02'C2") *)f(03'C3") 0c(02'C2")0c(03 'C3")

2', 3-UMP 122 136 157 124 279 260
2', 3-CMP 121 137 153 122 274 259
2', 3-AMP 133 124 134 137 267 261
2'-3-GMP 128 130 141 142 269 262
Konformacje B. Obliczone dla sztywnej konformacji pierscienia
pierscienia rybozy i cyklicznego fosforanu
rybozy 9(02'C2') 0(03'C3") IT(02'C2") K(03'C3%)0c(02'C2)0c(03'C3">

2'-endo 135 105 105 135 240 240
2'-egzo 105 135 135 105 240 240
3'-endo 105 135 135 105 240 240
3'-egzo 135 105 105 135 240 240
Ptaska 120 120 120 120 240 240

Poniewaz state sprzezenia atomu fosforu z protonami H(2") 1 H(3") (ta-
blica IV) nie sag identyczne (jak powinno by¢ w przypadku konformacji ptas-
kiej pierscienia furanozowego) stad pierscien furanozy musi istnie¢ w for-
mie pofatdowanej. Obliczone z réwmn wartosci katéw dwusciennych sa usred-
nione i wynikaja z szybkiej przemiany jednego konformeru w drugi.

Z tablicy VII wynika, ze dane dla purynowych i pirymidynowych cyklicz-
nych nukleotydéw sa rézne i zalezg od typu zasady. State sprzezenia
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i katy dwuscienne wykazujg, ze istniejgce w stanie szybkiej réwnowagi kon-
formacyjnej pierscienie rybofuranozy w nukleotydaoh pirymidynowych uprzy-
wilejowujg fome (C(3")-endo - C (2')-egzo, podczas gdy 22', 3*--AMP ( wpraw-
dzie w stopniu mniejszym) - forme C(2")-endo - C(3")-egzo. Dla 2', 3-GMP
nie stwierdzono uprzywilejowania zadnej z form.

Y 1A—
przyblizone, pokrywajg sie z wnioskami wysunietymi odnosnie statych sprze-

Chociaz powyzsze rozwazauiia dotyczace statych sprzezenia J,, : il sg
ny

zen Jjj jj. Okazuje sie jednak, ze obliczone z réwnan katy dwuscienne sg
wieksze niz sugerowano na podstawie analizy modeli czgsteczkowych form
C(3Y-endo, C(2Y)-endo i konformacji ptaskiej pierscienia rybozy. Poréwnu-
jac wartosci kata a (= @+ 2T ), odnoszgcego sie do wigzan 0(2"), 0(2") i
0(3*), 0(3") mozna wysnu¢ pewne ciekawe wnioski.Kat oc H(3 *)-0(3)-C(3") -
- 0(4"), odnoszacy sie do wigzania 0(3"), 0(3") posiada wartos¢ stata dla
wszystkich cyklicznych nvikleotydéw, podczas gdy kat 0C (H(2')-0(2")-C(2") -
— O(1") odnoszacy sie do wigzania 0(2"), 0(2') - dla nukleozydow pirymidy-
nowych jest wigkszy niz dla purynowych. Ten fakt sugeruje, ze  zaburzenie
w otoczeniu 0(3') jest state dla wszystkich 2', 3' - cyklicznych nukleoty-
déw. Wieksze zaburzenie w otoczeniu 0(2') dla 2', 3' - cyklicznych nukleo-
tydéw pirymidynowych odzwierciedlone wieksza wartoscig kata Cc , tlumaczy
sie oddziatywaniem aotomu H(2") z atomem tlenu 0(2) grupy karbonylowej za-
sady, bedacym nad pierscieniem rybozy w przypadku konformacji syn woko6t wig-
zania glikozydowego. Tego typu oddziatywanie jest niemozliwe w 2',3" - cy-
klicznych nukleotydach purynowych. Wystepowanie pierscienia furanozowego
w réwnowadze konformaoyjnej potwierdzajg wyniki badan 2', 3*- cyklicznych
nukleotydéw w zakresie temperatury od 30 do 75°C. Wartosci statych sprze-
zen Jjj p dla nukleotydéw purynowych i pirymidynowych w tym zakresie  tem-
peratury obrazuja zmiany konformacyjne w kierunku jednej czasowo usrednio-
nej konfoimacji ptaskiej pierscienia rybozy, odpowiadajacej réwnowaznym
ilosciom czterech podstawowych pofatdowanych konformacji pierscienia ry-

bozy.

3. WNIOSKI

Badania NMR wykazaty, ze w serii 3', 5' - cyklicznych nukleotydéw
pierscien cukrowy i fosforanowy sa usztywnione. Pierscien fosforanowy wy-
stepuje w konformacji krzesetkowejj natomiast ilos¢ mozliwych  konformacji
rybozy jest juz .z <géry ograniczona obecnoscig pierscienia fosforanowego.
W grupie 2', 3'- cyklicznych mikleotydow pierscien fosforanowy i cukrowy
wystepujg w rownowadze konformacyjnej miedzy czterema pofatdowanymi for-

mami.
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W nukleotydaoh pirymidynowych istnieje tendencja do uprzywilejowania
konformeru C(3')-endo - C(2')-egzo, natomiast w serii nukleotydéw puryno-
wych -C(2")-endo - C(3')-egzo. Réwnowaga konformaoyjna jest w pewnym
stopniu ograniczona obecnoscig pierscienia fosforanowego. Brak amiany prze-
suniecia chemicznego protonu H(6) w widmach PMR, wykonanych w szesokim za-
kresie temperatury, potwierdza konformacje syn zasady pirymidynowej.
Egzocykliczna grupa CHgOH w serii nukleotydéw pirymidynowych uprzywilejo-
wuje trans-gauche lub gauche-trans, podczas gdy w purynowych gauche-
gauche.

W serii 3', 5'-cyklicznych nukleotydéw dane konformacyjne otrzymane z
widm NMR sa zgodne z danymi krystalograficznymi. W serii 2', 3*— cyklicz-
nych hukleozydéw zgodno$¢ taka nie wystepuje.
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DYSKUSJA

W dyskusji gtos zabrali: mgr M. Remin, mgr, A. Jaworski, mgr J.Bujarski,
mgr A. Pohorille.

Odnosnie 3', 5'-cyklicznych nukleotydéw mgr M. Remin zwrdécit uwage na
mozliwo$¢ przewidzenia konformacji tych ukiadéw, co pozwala empiryzowacé re-
lacje Karplusa. Z badan wiasnych nad konformacjg dezoksynukleozydéw mgr M.
Remin wyciagnat wniosek, ze nie mozna stosowaé¢ jednakowych relacji Karplu-
ss do poszczegoélnych wigzan 1'2', 2'3', 3'4'. Tym niemniej prace w serii
3'5'-cyklicznych nukleotydéw rozwigzujg szereg trudnosci wynikajgcych z
dopasowania parametrow z relacji Karplusa, Jesli chodzi o 2'3' - cykliczne
nukleozydy podkreslit, ze wnioski wyptywajgce z pracy Ceultera dotyczace
konformacji pierscienia cukrowego nie sg zbiezne z wnioskami uzyskanymi
przez Smitha. Coulter przyjmuje, ze konformacja pierscienia cukrowego jest
raczej ptaska 1 na tej podstawie wycigga wnioski odnosnie parametréw w
rébwnaniu Karplusa. Obecnie trudno jednak jednoznacznie odpowiedzie¢ na po-
wyzsze pytania.



Wiestaw Gessner

~ ZASTOSOWANIE METODY PMR i
DO BADAN KONFORMACYJINYCH OLIGONUKLEOTYDOW.

ASOCJACIJA WARSTWOWA ZASAD AZOTOWYCH

STRESZCZENIE

Znajomo$¢ struktury i oddziatywan w czasteczkach oligo - i polinukleo-
tydow jest niezbedna dla pelnego zrozumienia czynnikéw wptywajacych na
stabilnos$¢ konformacji kwaséw nukleinowych w roztworach. Poniewaz  wyniki
badan na poziomie polinukleotydéw sg trudne do interpretacji, prowadzi sie
badania modelowe na poziomie dwimukleotydéw, a uzyskane wyniki ekstrapolu-
je sie na wyzsze oligo- i polinukleotydy. Stosunkowo najwiecej informacji
na temat struktury i oddzialywan w czgsteczkach dwiinukleotydéw mozna uzy-
kac¢ z danych PMR,

W referacie przedstawiono tok badan i1 dyskusje wynikow dla dwunukleoty-
déw purynowo-purynowyoh i purynowo-pirymidynowych,jak réwniez wyniki badan
dla dwmukleotydow serii dezoksy. Szczegdlny nacisk potozono na badania od-
dzialyr;an typu asocjacji warstwowej (Stacking; w czasteczkach dwunukleoty-
déw. Przedstawiono réwniez najnowsza koncepcje trojstanov;ego modelu réwno-
WEigi dynamicznej dla czasteczek dwuniricleotydow w roztworze.

1. WSTEP

0 ile badania komponentéw kwaséw nukleinowych sg stosunkowo proste na
poziomie mononukleozydéw ozy tez mononukleotydéw, o tyle w wypadku  badan
wiekszych fragmentéw tancucha DNA lub RNA sprawa jest bardziej skompliko-
wana. Zwigzane jest to 1z rozlicznymi oddziatywaniami  wewnatrz i
miedzyczasteozkowymi)jakie majg miejsce w roztworach oligorybo - i oligo-
dezoksyrybonukleotydéw. Oddziatywania te bardzo czesto sa ze sobg wzajem-
nie powiazane, co powoduje dodatkowe trudnosci zwigzane z odseparowaniem
od siebie poszczegolnych oddziatywan, w celu okres$lenia ich sity i znacze-
nia w tworzeniu danej konformacji oligonukleotydéw. Chociaz iloSciowe po-
dejscie do problemu jest trudne, mozna jednak z calg pewnoscig powiedziec,
ze na konformacje oligonukleotydow wplywaja w zasadniczym stopniu oddzia-
tywania typu asocjacji warstwowej (Stacking), co zostanie szczeg6towo omé-

wione w dalszej czesci referatu.
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W badaniach konfonnacyjnych oligonukleotydéw duze zastosowanie majg me-
tody optyczne - UV, ORD, CD - szczegOlnie przydatne do okreslenia wielko-
Sci asocjacji warstwowej [14j. Jednak najwiecej informacji mozemy  uzyskaé
ze spektroskopii PMR CI"/~*

2. METODYKA BADAN OLIGONUKLEOTYDOW METODA PMR

Badania oligonukleotydéw metodg PMR byty prowadzone przewaznie na  po-
ziomie 3*, 5'-dwunukleozydomonofosforanéw (ApA, CpA, ApD, CpC, dApdA,
dAprA itp.). Wyniki takich badan modelowych byty z jednej strony stosunko-
wo proste w interpretacji, a z drugiej strony mozna je ekstrapolowac¢ dla
wyzszych analogéw oligonukleotydéw. Z badan PMR-U mozemy wyciggna¢  wiele
cennych informacji na temat konformacji dwroiukleotydéw, a mianowicie: na
temat konformacji pierscieni cukrowych w poszczegélnych skiadnikach  dwu-
nukleotydu, na temat konformacji zasady wzgledem pierscienia cukru, sity
i rozlegtosci asocjacji warstwowej zasad w dwumikleotydzie, wielkosci
agregacji w roztworze dwunukleotydu oraz na temat powigzania konformacji
pierscienia cukru i konformacji zasady z asocjacjga warstwowa. Taka duza
ilos¢ informacji mozna byto otrzymaé¢ metodg BSE dzieki odpowiedniej meto-
dyce badan. Widma wykonywano przewaznie w roztworze DgO na aparatach  NMR
100 i 220 MHz. Badano zaleznosci przesuniecia chemicznego  poszczeg6lnych
protonéw zasad oraz protonu , rybozy, jak réwniez zaleznosci statych
sprzezenia protonéw cukrowych od temperatury pomiaru, stezenia i pD roz-
tworu. Przeprowadzono révmiez podstawienie izotopowe w czasteczce zasady,
celem przyporzadkowania danego sygnatu odpowiedniemu protonowi oraz bada-
no wplyw jonéw Mn +2 na poszerzenie sygnatdw poszczegolnych protonéw. W
celu lepszego wyjasnienia sity i rozlegtosci asocjacji warstwowej zasad,
badano wplyw dodanej puryny na przesuniecie sygnatdw protonéw zasady przy

roznym stezeniu roztworu dwunukleotydéw.

3. WYNIKI BADAN

Jak juz wspomniano na wstepie referatu, oddziatywania typu asocjacji
warstwowej wydaja sie odgrywa¢ decydujaca role w tworzeniu danej konfor-
macji dwimukleotydu [I-5]. W dyslcusji wynikéw chciatbym zwréci¢ uwage na
zaleznos¢ wielkosci tych oddziatywan od rodzaju zasad obecnych w czastecz-
ce dwunukleotydu, jak réwniez od tego, czy meuny do czynienia z rybo- ozy z
dezoksyrybonukleotydami. Pewng role odgrywa takze sekwencja zasad w czgs-
teczce dwunukleotydu np. CpA i ApC réznig sie nieco sitg wewnetrznych od-
dziatywari, jednak réznice te nie sa zbyt duze [2].



125

3.1. KONFORMAOA RYBONUKLEOTYDOW PURYNOWO-PURYNOWYCH

Ba poczatku rozwazmy przypadek gdy oddziatywanie zasada-zasada Jest sto-
sunkowo duze. Mamy do czynienia z tym przypadkiem wtedy, gdy obydwie zasa-
dy sa purynami. Przykiadem takiego dwunukleozydomonofoeforanu Jest ApA [i].

Rys. 1. idenylo (3*-5%*) adenozyna

W widmie ApA, w rejonie, w ktorym wystepuja sygnaty pochodzace'od ade-
niny obserwujemy cztery sygnaty - dwa sygnaty dla i dwa dla Hg adeniny
(wzajemne przesuniecie sygnatu dla analogicznych protonéw wystepuje ze
wzgledu na asymetryczne podstawienie czgsteczki rybozy grupg fosforanowag).
Sygnaty od protonéw Hg odrézniono od sygnatéw dla protonéw Hg za  pomoca
wymiany wodoréw z pozycji Hg na deuter przy pomocy DgO w podwyzszonej tem-
peraturze. Na podstawie badan temperaturowych i obserwacji poszerzenia po-
szczego6lnych sygnatéw pod wptywem jonow MnJr2 stwierdzono, ze sygnaly pro-
tonéow nukleozydu zestryfikowanego w pozycji 3' potozone sa przy wyzszym
polu (mniejsze wartosci przesuniecia chemicznego) w poréwnaniu z protona-
mi 5'- fosforanu nukleozydu.

Przyporzadkowanie protonéw H_ odpowiednich sygnatéw na podstawie ekspe-
rymentu z zastosowaniem jonow Mn+2 bazowato na oddziatywaniach typu dipol-
dipol, zaleznych od odlegtosci (~1/r6). Jon Mn+2 ulega asocjacji z grupa

fosforanowa. W zwiazku z tym bedzie poszerzat sygnat protonu H., nukleozy-

0
du 5' w wigkszym stopniu niz nukleozydu 3' (pod warunkiem, ze zasada
znajduje sie w potozeniu anti w stosunku do pierscienia rybozy). Rezultaty

doswiadczen z Mn f2 podano na wykresie:
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Eys. 2. Zalezno$¢ szerokosci linii wldnowych od stez. Mn*

Zaleznosci sa prostoliniowe Selektywne poszerzenie sygnatu protonu Eg,

potozonego przy nizszym polu wskazuje, ze jest to Hg (5') i dodatkowo, ze
zasada jest w potozeniu anti. Przebadano przesuniecie chemiczne  protonow
zasad dla ApA, ApU, UpA, 2-AMP, 3-AMP, 5-AMP, cyklicznego 3', 5'-fos-
foranu adenozyny oraz dla samej adenozyny.
Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze w przeciwienstwie do protonéw Hg, przesunie-
cie chemiczne dla protonéw Hg jest mato czute na zmiany w pozycji 5'(fos-
forylacja, zmiana pD), Interesujgce sg wartosci przesuniec chemicznych
dla cyklicznego fosforanu - sg potozone przy wyzszym polu,niz dla ktore-
gokolwiek z mononukleotydéw. Wi”e sie to ze aniang konformacji pierscie-
nia cukru z 2'-endo na 3'-endo (w cyklicznym fosforanie).

Sygnaty protonéw Hg w ApA wystepujg przy wyzszym polu niz spektralne
pozycje protonéw w ApD, DpA 1 monomUcleotydach, Te przesuniecia mozna po-
wigza¢ z magnetyczng anizotropia pradu pierscieniowego drugiej zasady ade-
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ninowej. To wskazuje na silng asocjacje warstwowg w czasteczce ApA w tem-

peraturze pokojowej.

Tabela 1

Przesuniecia chemiczne protonéw adeninowyoh w a/A, ApU., UpA
i w odpowiednich mononukleozydach i nukleotydach w 31°

Przesuniecia chemiczne ppm

Czasteczka Stez., M pS roztw. He(5) Hg(3) Hg(5) Hg(3)
ApA (sOl sodowa) 0.01 7-8 8.69 8.65 8.57 8.43
0.0003 7-8 8.70 8.67 8.60 8.47
skr.rozc. 7-8 8.71 8.68 8.61 8.48
ApU (s6l sodowa) 0.01 7.7 oo 8.77 oo 8.63
0.003 7-8 8.80 8.66
0.001 7-8 Xy 8.80 «oo 8.67
DpA (s6l sodowa) 0.01 7-8 8.84 (XX 8.66 eee
0.003 7-8 8.85 XK 8.67 eeg
3'-AMP 0.01 5.8 X 8.79 oo 8.68
0.01 11.0 eee 8.70 oo 8.68
5'-AMP 0.009 6.2 8.92 eee 8.68 cee
0.01 10.0 9.06 oo 8.70
2 '-AMP 0.01 5.0 8.79 8.68
3', 5'-fosforan 0.01 o ¥ 8.67 8.67
cykl. adenozyny
Adenozyna 0.003 oo 8.76 8.68

Na rysunku przedstawiono 4 mozliwe konformacje czasteczki ApA (na pod-
stawie modelu)

Konformacje; 1 (3'-anti, 5'-anti), Il (3'-anti, 5'-syn), III (3'-syn,
5'-anti) i IV (3-eyn i 5'-syn) moga by¢ otrzymane przez obrét czasteczki
zasady wokot wigzania glikozydowego. Konieczne jest takze pewne skrecenie
szkieletu cukrowo-fosforanowego w celu otrzymania konformacji Il 1 111 z
konformacji I. Rzeczyv;iste konformacje moga sie nieco rézhi¢ od tych mode-
lowych. Niemozliwe jest dokltadne okreslenie kata dwusciennego miedzy zasa-
dami, poniewaz amplituda wibracji pierscieni zasad jest duza, a minimum
energetyczne oddziatywan typu asocjacji warstwowej rozmyte. Z rysunku wy-
nika, ze Hg (3") znajduje sie pod wptywem duzego efektu anizotropii magne-
tycznej pierscienia zasady 5'-fosforanu nukleozydu tylko wtedy, gdy 3'-za-

sada jest w potozeniu anti.



128

Kys. 3. Cztery Bozliwe konfornaoje dla zasocjowanej warstwowo czgsteczki ApA

Podeulie dla przestaniania Hg(5") - 5' zasada musi by¢ w potozeniu syn,
dla przestaniania I—b_(S‘) - 3' zasada musi by¢ w potozeniu syn i dla H0(5')—
5' zasada musi by¢ w potozeniu anti.

Ma wykresie 4 podano miany przesuniecia chemicznego protonéw Hg i Hg
pod wplywem miany temperatury.

Otrzymane wyniki wskazujg na to, ze tylko proton Hg dajacy sygnat przy
wyzszym polu i proton HO(5') zmieniajg potozenie sygnatu ze zmiang tempe-
ratury. Z tego wynika, ze obydwie zasady adeninowe sg zorientowane w kon-
formacji anti oraz,ze proton Hg dajacy zmiane przesuniecia chemicznego pod
wplywem temperatury musi by¢ protonem Hg(3").

W roztworach wodnych Ax>A powinna wystepowa¢ asocjacja czasteczek  dwu-
nukleotydu w wieksze agregaty. W celu okreslenia charakteru i rozlegtosci
tej agregacji przebadano zalezno$¢ przestiniecia chemicznego protonu zasad
ApA od stezenia roztworu.

Obserwuje sie przesuniecie sygnatéw wszystkich protonéy/ w strone  niz-
szego pola wraz ze wzrostem stezenia. Te miany moga by¢ przyporzadkowane
zmianom asocjacji warstwowej w czasteczkach ApA - przy wiekszych steze-
niach mamy do czynienia z agregacja molekularng.Na rysunku 6 przedstawiono
szereg modeli asocjacji czasteczkowej.

Jezeli dwunukleotyd jest silnie powiazany wewnatrzczasteczkowo (konfor-
macja faldowa), to mozliwa jest tylko asocjacja zewnetrzna z druga cza-
steczka dwunukleotydu. Ten przypadek zachodzi szczegdlnie dla dwunukleoty—
déw purynowo—purynowych . Matomiast w wypadku stabych oddziatywan wewnatrz-
czasteczkowych w czagsteczce dwunukleotydow, mozliwe jest takze wprowadze-
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nie zasady jednej czasteczki dwunukleotydu miedzy dwie zasady drugiej
czagsteczki dwunukleotydu znajdujacej sie w konformacji fatdowej.Ten przy-
padek zachodzi czesto dla dwunukleotydéw purynowo-pirymidynowych i pirymi-
dynowo-pirymidynowych.
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Rys. 5. Zaleznos$¢ przesuni?ciaochemicznego nrotonéu adeninowych ApA od stez.
Dg '

,60 MHz, 40°C, TMS zewn.)
'C
" C
ZPC elc.
A C
-A
+( ')
-A
2A

Rys. 6. Przyktady mozliwych agregacji czasteczek dwunukleotydéw

roztw.

etc.
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Wieksza lub mniejsza tendencja danego dwunukleotydu do tworzenia agre-
gatéw wigczeniowych daje pewne informacje na temat sity asocjacji warstwo-
wej, Dla obliczenia wzglednego udziatu tego typu asocjatow w ogolnej ilos-
ci agregatow czasteczkowych badeuio wptyw stezenia ApA na szeroko$¢ sygna-

6w protonéw adeniny.

(*)0.tOM u Ibl 0.MH

Icl AOtH NI10.0(H (I MITM
4525 -443.S
SOcps

Rys. 7. Widna ApA (60 MHz) w réznych stez.roztw. TMS zewnetrz., 40 C ApA w  postaci
soli amonowej

W przeciwienstwie jednak do DpA i innych dwunukleotydéw purynowo-pirymi-
dynowyoh nie stwierdzono wyraznego poszerzenia sygnatdéw, oo wskazuje, ze
w wypadku dwuniikleotydéw purynowo-purynowyoh agregacja czasteczek  zacho-
dzi gtdbwnie na drodze asocjacji zewnetrznej. Stwierdzono juz w tym refera-
cie, ze dwie zasady adeninowe w ApA sg zwigzane ze sobg oddziatywaniami
typu asocjacji warstwowej. Nalezato zatem przestudiowa¢ to  oddziatywanie

w zmiennych warunkach,00 mogto pozwoli¢ na okreslenie rozmiaru tego od-
dziatywania. Czesto badaniami, z ktdrych mozna wyciggnaé najwiecej infor-
maojiysa badania zaleznosci przesunie¢ chemicznych od pH roztworu oraz

zaleznosci temperaturowe. Badania takie przeprowadzono rowniez w wypadku
ApA. Jezeli pD roztworu obniza sie, nastepuje protonaoja zasad w dwunukleo-
tydzie. Ze wzgledu na oddziatywania elektrostatyczne spodziewaé¢ sie nale»
zy zaniku asocjacji warstwowej w tych warunkach.

Najwyzsze pKa dla protonacji ApA powinno odpowiada¢ protonaciji piers-
cienia adeniny. Dla pierscienia 3'-SMP pKa wynosi 3.56 do 3.70, dla 5'-AUP
3.74-3.98. Tak wiec, w wypadku ApA nalezy oczekiwa¢ protonacji co najmniej

\
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jednego pierscienia adeninowego przy pKa w granicach 3-4. Przy pH st4 naj-
wiecej czasteczek ApA wystepuje w formie monoprotonowanej (ApAH”, H”ApA),a

przy pH £43 obydwie zasady sg sprotonowane. Protonaoja grup fosforanowych
nie zachodzi w tym rejonie pH (pKa w 1). Kazdy pierscien adeninowy jest

tylko monoprotonowany przy pH 1.5-4.0, ale miejsce protonacji nie jest
okreslone (by¢ moze, ze szereg monoprotonowanych adenin jest obecny we
wzajemnej réwnowadze). Najbardziej podatne na protonacje miejsca to N~
N3 i N5_.

Efekt pH dla czterech sygnatow protondw pierscienia adeninowego przed-

stawiono na rystmku:

Rys. 8. Zalezno$¢ przesuniecia ehenlcznego protonéu adeniny w czast. ApA od pD roztw.
Roztwér 0.035 M,60 MHz
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Zgodnie z oczekiwaniem, wszystkie sygnaly sg przesuniete w dot pola razem
z obnizeniem pD. Z ksztattéw krzywych wynika, ze pKa monoprotonowanej cza-
steczki ApA jest w granicach 3.7. Krzywe nie reprezentujg procesu pojedyn-
czej protonacji, poniewaz obecnych jest szereg bedacych we wzajemnej row-
nowadze czasteczek mono- i dwuprotonowanych, bedacych w stanie  asocjacji
warstwowej 1 nie posiadajacych tego typu wewnetrznych oddziatywan.

Przesuniecia ze wzgledu na protonacje mozemy ogdlnie uja¢ jako;

1. zmiany w gestosci TT - elektronowej pod wplywem protonaciji,
2. zmiana anizotropii magnetycznej wolnej pary elektronowej na azocie,kto6-
ry jest protonowany.

Interesujacy jest fakt, ze sygnaty dla dwéch protonéw Hg tgczg sie w
jeden sygnat przy niskim pD. Poniewaz te protony sg oddalone od grupy fos-
foranowej, magnetyczna réwnooenno$¢ przy niskim pD jest dowodem na to, ze
magnetyczna nleréwnocenno$¢ wystepujaca przy pD neutralnym jest  wynikiem
wewnatrzczgsteozkowego oddziatywania dwoch nierébwnooennych zasad adenino-
wyoh. Podobne tgaczenie sygnatdéw dla protonéw Hg nie wystepuje przy niskim
pD ze wzgledu na asymetryczne przytgczenie grupy fosforanowej do jednostek
nukleozydowyoh (protony Hg znajdujg sie w poblizu grup fosforanowych w wy-
padku konformacji anti, jaka jest preferowana). W studiach zaleznosci od-
dziatywan typu asocjacji warstwowej od pD roztworu zauwazono takze intere-
sujgce miany szerokosci linii widmowych w widmie ApA.

D~ Id) pD-2.22
ta)p e B ) P

r5 3.5.
-s00

(b) pO« 1.20

-509

1d pD.1.69

2Scpt

Rys. 9. Widma PMR protonéw adeniny ﬁ)A przy réznym pD, 0.035 M ApA w formio kwasowej
60 MHz, TMS zewnetrz
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Do roztworu ApA w formie kwasowej o 5 3,92) dodano 0,3 N KI w celu
obnizenia pD. Widmo ApA przy pD  3.62 wykazuje znaczne poszerzenie syg-
natu. Dodanie nastepnych porcji kwasu powoduje obnizenie pD roztworu do
wartosci okoto 1.2. Sygnaly przy tym pD stajg sie powtdrnie ostre. Nastep-
nie dodawano porcjami 0,4 N NaOH obserwujgc zachowanie sie sygnatbw przy
wzroscie pD.

0 ile przy niskich wartosciach pD sygnaly protonéw adeninowyoh sg ostre,
0 tyle przy wyzszych wartosciach pD 3.5 do 4.5 nastepuje wyrazne  posze-
rzenie linii widmowych. Zwigzane jest to z tworzeniem kompleksow  wigcze-
niowych przez monoprotonowane czgsteczki ApA, Dalsze obnizenie pD powoduje
dalszg protonacje, w wyniku czego w roztworze obecne sg wylacznie czastecz-
Ki dwuprotonowane, ktére nie moga juz oddziatywaé ze soba - stad  sygnatly
stajg sie ostre.

Powyzsza zaleznos$¢ nie wystepuje przy niskich stezeniach ApA, co po-
twierdza hipoteze, ze poszerzenie sygnatdw pochodzi od wzajemnych oddzia-
tywan mledzyczasteczkowych.

Dla otrzymania ilosciowych informacji na temat energetycznej strony aso-
cjacji warstwowej studiowano pozycje sygnatdow protonéw adeniny jako fiuak-
oje temperatury. Zmiany przesuniecia chemicznego dla protonéw ApA odnoszo-
no do mian przesuniecia chemicznego protonéw adenozyny w roztworze o tym
samym stezeniu, pD i temperaturze, w celu wykluczenia przesuniecia sygna-
tow wyptywajacych ze zmian w oddziatywaniach rozpuszczalnik -  substancja
rozpuszczona, mieniajagcych sie ze mlang temperatui'y.

Temperaturowe przesuniecia obserwowane dla protonéw adeniny w  ApA
(0.0030 M) przedstawiono na rysunku 4 - strona 129*

Badania byty przeprowadzone w zakresie temperatur od 5 do 95°. Wzrost
temperatury roztworu prowadzi do przesuniecia wszystkich sygnatow w dot
pola, jednak wielkosci tych przesunie¢ sg rézne dla réznych protonéw. Te
temperaturowe miany przesuniecia chemicznego wywodzg sie prawdopodobnie
ze zmian wzglednych konformacji dwoch zasad adeninowyoh. Poniewaz protony
Hg sa oddalone od grupy fosforanowej 1 od pierscienia rybozy, temperatu-
rowe miany obserwowane dla tych protonéw musza wynika¢ ze mian w magne-
tycznej anizotropii drugiej zasady adeninowej. Przy temperaturze 5°, Hg(3")
1 Hg(5") sa przesuniete o wartosci 28 Hz i 10 Hz w gbre pola wzgledem pro-
tonu adenozyny. Hg(3') jest wiec o wiele bardziej przestaniany przez efekt
magnetycznej anizotropii niz Hg(5'). Jednak z obliczen dla modelu wynika,
ze przesuniecie w wypadku Hg(3") powinno by¢ wieksze niz  obserwowane w
rzeczywistosci, podobnie dla Hg(5") przesuniecie powinno byé mniejsze od
wartosci observ;owanych. Stad v;ynika wniosek, ze istniejg takze inne kon-
formacje ApA oprécz preferowanej anti-anti (wystepujg takze konformacje U,
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111 1 1V), jednak wzgledna populacje tych konformeréw sg znacznie  mniej-
sze niz konformeru 1.

Interpretacja mlain przesuniecia chemicznego protonéw Hg jest znacznie
trudniejsza, szczegélnie dla protonu Hg(5') ze wzgledu na naktadajace sie
efekty odstaniania przez grupe fosforanowsg i przestaniania przez efekt ani-
zotropowy sasiedniej adeniny. Ze wzgledu na obszerno$¢ tych zagadnien nie
bedzie to doktadniej omodwione[1].

Interesujacym wydaje sie fakt, ze przy 95° sygnaty Hg w ApA sg jeszcze
przy znacznie wyzszym polu niz sygnat Hg w adenozynie (+10 Hz dla Hg(3")
i 6 Hz dla Hg(5")). Wskazuje to na to, ze w tej temperaturze obecne sa
jeszcze szczatkowe oddziatywania zasada-zasada, oo $wiadczy o duzej sile
tych oddziatywan.

Prawdopodobnie, miany przesuniecia chemicznego ze miang temperatury
wyptywajg gtéwnie ze mian odlegtosci miedzy pierscieniami zasady i zmian
kata dwusciennego miedzy tymi zasadami.

Wiele Informaoji na temat sity oddziatywan wewnatrzczasteczkowych 1
wzglednej konformacji obydwéch zasad w dwunukleotydach dostarczyty badania
nad wigzaniem puryny przez czasteczki dwunukleotydu w réznych warunkach
eksperymentalnych. Jednak z uwagi na rozlegtos¢ tego tematu nie bedzie on

poruszany w niniejszym referacie [1].
3.2. KONFORMACJA RYBONUKLEOTYDOW PURYNOWO-PIRYMIDYNOWYCH

W wypadku dwunukleotydéw purynowo-pirymidynowych oddziatywania zasada-
zasada sa zgodnie z oczekiwaniami mniejsze od oddziatywann w  dwunukleoty-
dach purynowo-purynowyoh. Przeprowadzono szereg badan dla réznych  dwunu-
kleotydéw tego typu, z czego w referacie beda poréwnane badania przeprowa-
dzone dla CpA i ApC [2], Poniewaz ApC rézni sie od CpA tylko miejscem es-
tryfikacji w poszczegolnych nukleozydach, ta strukturalna réznica moze
ukaza¢ pewne efekty zaleznosci sekwencyjnych.

Widma GpA i ApC przedstawiono na rysunku 10.

Sygnaty protonéw Hg odseparowano od sygnatéw protonéw Hg na drodze wymiany
wodoru na deuter. Okazato sie, ze lezg one przy najnizszym polu. Hg 1 H*
sg ze sobag sprzezone i dajag dublety z okoto 7,6. Sygnaty , sa
dubletami na skutek sprzezenia z Hg Pozostate protony nie bedg rozpatry-
wane.

Wszytkie sygnaty ApC i1 CpA sg przesuniete w poréwnaniu z komponentami
nukleozydowymi. Jest to spowodowane obecnoscia natadowanej grupy fosfora-
nowej. Sygnaty tych samych protonéw w ApC i CpA rdznig sie potozeniem ze
wzgledu na rézng sekwencje potgczenia z grupag fosforanowa. Opréocz  wplywu
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grupy fosforanowej

siadujgca zasada,

przy czym efekt ten jest duzy w przypadku adeniny,

na przesuniecie chemiczne protonéw ma takze wplyw sa-

a

maty dla cytozyny [2], Mamy tu do czynienia ze wzajemnym powigzaniem kon-

formacji zasady, konformacji oulcru i asocjacji warstwowej.
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10. Widma PMR 100 MHz 0.010 M roztworéw ApC, CpA, adenozyny i cytydyny
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Tabela podsumowuje badania nad CpC, CpA i ApC
Tabela 11

Przesuniecia chemiczne (w ppm) protonéw oytydynowych
w ApC, CpA, CpC (stezenie 0,010 M)

H6 «5 Hl'
3' 5 3' 5' 3 5'
ApC -8.163 -6.151 -6.195
CpA -8.149 -6.281 -6.165
CpC -8.308 -8.358 -6.400 -6.408 -6.242  -6.331
tézn.przes. +0.159 +0.195 +0.119 +0.257 +0.077  +0.136
Przesuniecia w goére pola obserwowane dla protonéw w ApC 1 CpA wzgln

dem CpC muszg mie¢ zrodito w efekcie anizotropowym adeniny, poniewaz sygna-
ty tych protonéw sg nieczute na zmiany konformacji pierscienia rybozy i
potozenia zasady wzgledem pierscienia cukru. Inaczej jest w wypadku proto-
néw Hg, na ktérych przesuniecie chemiczne wplywa takze konformacja piers-
cienia cukru i konfozmacja zasady. Zaobserwowano réwnoczesng zmiane poto-
zenia sygnatu H- i zmiane wielkosci statej sprzezenia . no'* Przesu-
niecle sygnatu protonu Hg w goére pola jest zwigzane ze mniejszeniem war-
tosci "H1'- jjg,, co z kolei oznacza zmiane konformacji rybozy z 2'-endo
na 3'-endo [9]. Zmiana konformacji pierscienia powoduje zmiane kata skre-
cenia zasady, oo z kolei daje zmiane oddziatywahn Hg - 0" .

Badania na modelach Coreya - Paulihga - Koltuna wykazaty, ze dla efek-
tywnego naktadania sie zasada-zasada kat X gjj musi by¢ bliski przedziatowi
od 0 do -10°. Tak wiec, jesli nakiladanie zasada-zasada stanowi wazne Kry-
terivnhn dla oczekiwanej asocjacji warstwowej, nalezy oczekiwac,ze im proton
Hg bedzie blizszy potozeniu konformacji kryjacej, tym silniejsze bedzie
oddziatywanie.

W CpC, gdzie takZe wystepuje asocjacja warstwowa, sygnat Hg w 3'- fos-
foranie nincleozydu jest przesuniety W doét pola o wartos¢ 0.06 ppm w poréw-
naniu z monomeremj wraz ze wzrostem temperatury nastepuje przesuniecie syg-
natu w gore pola. Poniewaz zasada cytozynbwa daje tylko maty efekt anizo-
tropowy, te obserwacje mozna zlnterpijetowad jako nastepstwa wplywu asocja-
cji warstwowej na orientacje cytozyny wzgledem pierscienia rybozy.

Efekt asocjacji warstwowej jest mniejszy w CpC niz w ApC lub CpA, 00
powinno wywota¢ jeszcze wieksze przestmiecie w dot pola sygnatléw protonéw
Hg w ApC i CpA, Jednak protony te leza przy wyzszym polu, oo jest dowodem
na dziatanie efektu anizotropii magneitycznej poahodzacego od adeniny.
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Czyimlki wptywajace na przesuniecie chemiczne protonu ,wApC 1 CpA
sg takze ztozone. Oprocz efektu przestaniania przez sagsiednig zasade
(fri-ekszy dla protonu H,, cytydyny), istnieje takze zalezno$¢ przesuniecia
chemicznego , od konformacji pierscienia rybozy i1 konformacji zasady
wzgledem pierscienia cukru.

Zaleznos$¢ od konformacji pierscienia rybozy jest konsekwencjg matej od-
legtosci protonu , i grupy hydroksylowej 2'-OH (ktéra wykazuje efekt od-
staniajacy w stosunku do ,). Poniewaz odlegtos¢ miedzy ,a 2'-0H jest
mniejsza w k?nformacji 3'—endo niz 2'-endo, miana z 2'-endo do 3'—endo po-

woduje przesuwanie sygnatu , W goére pola.
Zalezno$¢ przesuniecia chemicznego , od potozenia zasady wzgledem
pierscienia cukru wynika z oddziatywania protonu , Z grupy ketonowa za-

sady pirymidynowej (efekt odstaniania), co powoduje przesuwanie sygnatu w
gore pola. Wptyw cytozyny na protony adeninowe w CpA i ApC moze by¢ usta-
lony przez poréwnanie przesuniecia chemicznego.tych protonéw w_ApC i CpA [2]
z przesunieciem chemicznym w 5'- i 3-AMP [10]. Efekt ten silnie zalezy od
stezenia i1 dlatego niezbedne jest ekstrapolowanie wynikéw do roztworéw nie-
skonczenie rozcienczonych.

Tabela 111

Przesuniecia chemiczne (w ppm) protonéw adenozynowych

«8 «2 Hi.
ApC -8.800 -8.619 -6.501
3_AMP-Na* * -8.805 -8.697 -6.530

Réznica przesunieé¢ chem. h0.005 +0.078  +0.029

CpA -8.874 -8.706 -6.556
5-AMP-Ma™" * -8.957 -8.705 -6.578
R6znica przesunieé +0.083 +0.001 +0.022

Wyniki pokazuja, ze przylgczenie cytydyny do 3-AMP i 5-AMP  powoduje
przesuniecie sygnatu Hg w ApC i Hg w CpA (ktore sa przesuwane w goére pola
o okoto 0.08 ppm), a ma tylko niewielki wplyw na inne protony, $wiadczy to
0 bardzo malym efekcie emizotropowym cytozyny w poréwnaniu z efektem ani-
zotropowym adeniny.

W celu okreslenia stopnia rozlegtosci wigozeniowej asocjacji i dla o-
kreslenia wplywu tej asocjacji na przesuniecie chemiczne poszczegdélnych
protonéw przebadano przesuniecia chemiczne w ApC 1 CpA w réznych steze-
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niach roztworu. Przebadano zakres stezenn 0.0025 - 0,100 M w  temperaturze
29°. Rezultaty tych badan podano na rysunku.

Rys. 11. Zalezno$¢ przesunie¢ chemicznych protonéw ApC i CpA od stezenia roztworu w
temp. 29° w Dg 0,TMS zewnetrz

Wszystkie sygnaly ze wzrostem stezenia przesuwajg sie w kierunku  wyz-
szego pola. Wartosci przesuniecia chemicznego przy stezeniu nieskonczenie
matym i stezeniu 0.10 M podano w tabeli IV na stronie 140.

Przesuniecie v/ gore pola ze wzrostem stezenig sugeruje miedzyczasteoz-
kowg asocjacje CpA i ApC. Duze przesuniecia sygnatéw protonéw adeninowyoh
wskazuja na szczego6lnie duze oddziatywania A-A w miedzyczasteczkowej aso-
cjacji. Protony cytozyny wykazujg znacznie mniejsze zmiany w przesunieciu
chemicznym protonéw, oo sugeruje, ze oddziatywania A-C zachodzg w mniej-
szym stopniu. Observ/ujeny takze do$¢ nieoczekiwanag zaleznos$¢ sekwencyjna -
zmiany przesimieoia chemicznego i Hg sa znacznie wieksze dla CpA niz
dla ApC. Réznice te wyptywajg z roznic geometrycznych w czasteczkach  ApC
i CpA i ze zwigzanymi z tjm efektami sterycznymi. Mozemy mie¢ do  czynie-
nia z dwoma rodzajami asocjacji czgsteczek dwunukleotydéw - asocjacjg zew-
netrzng (gdy oddziatywania zasada - zasada w czagsteczce dwimukleotydu sa
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silne) lub z asocjacjg wiaczeniowag (gdy oddziatywania takie sg stabe). W
tym ostatnim przypadku, ze w”ledu na silniejszg tendencje do oddziatywan
A-A nalezy oczekiwa¢ wilgczenia adeniny do faldy czgsteczki dwunukleotydu.

Powstajacy dimer dla ApC mozemy zapisa¢ jako;

(@ ~ T abela v

Ekstrapolowane wartosci przesimle¢ chemicznych dla roztworéw nieskonczenie
rozciencz, i wart. przes. chem. dla 0.10 M roztworéw ApC i CpA w 29°

Przes.chem. dla roztw. Przes.chem. dla
nieskoncz. rozciencz. roztw. 0.10 M
Proton
ApC CdA AdC CdA
Hg(A) -8.800 -8.874 0.107 0.082
Hg(A) -8.619 -8.706 0.152 0.146
H6(C) -8.167 -8.163 0.031 0.069
Hj.(A) -6.501 -6.556 0.091 0.066
He (C) -6.149 -6.287 0.013 0.075
Hj,(C) -6.194 -6.161 0.008 0.016

Na bazie zaleznosci stezeniowych nie jest mozliwe okreslenie wzglednej
waznosci réznych komplekséw sigregaoyjnych, ktére moga wptywaé na zZmiany
przestmiecia ctemicznego protonéw. Jednak jest prawdopodobne, ze w roztwo-
rze dwunukleotydu mamy do czynienia z obydwoma typami takich ktsnpleksow.

Chociaz monofosforany dwumntleozydéw, jak rowniez pojedyncze zasady,
nukleozydy i mononukleotydy mogg asoojowa¢ tworzac dimery, trimery, tetra-
mery itd. w roztworach wodnych [11, 12], to przy stezeniach dwimukleotydu
ponizej 0.1 M moga wystepowaé wytacznie dimery. Taka sytuacja wystepuje
zwiaszcza w wypadku dwunukleotyddéw pirymidynowo-purynowych ze wzgledu na
faworyzowane oddziatywania puryna-puryna i odpowiednio stabe oddziatywanie
pirymidyna-pirymidyna.

Zgodnie z tym zinterpretowano przesuniecia stezeniowe w pojeciach réw-
nowagi dimeréw i monomeréw [2].

Wobec takich zatozen przesuniecie chemiczne jest dane réwnaniem;

(4Km+1) - (1 +8Km ~
4Km

&obs - = (NJ - &jj)
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gdzlei ”"obs ” wielkos¢ obserwowana przesuniecia chemicznego

- wielko$¢ przesuniecia chemicznego dla monomeru (odniesiona

v do roztworu nieskonczenia rozcienczonego)
SD - wielko$¢ przesuniecia chemicznego dla dimeru

K - stata agregacji, 1/mol

m - stechiometryozne molowe stezenie dwunukleotydow

Wyliczone przez komputer wartosci K podano w tabeli;

Tabela
Wartosci statej dimeryzaoji K (1/mol)
ApC CpA

Proton ~Néred. Przes. néred. Przes.
dimer. dimer.

He(A) 2.7 0.40 4.0' 0,30
H2(A) 2.4 25 0.57 25 2.7 0.51
H'(A) 35 0.35 2.2 0.24
H6(C) 0.11 4.5'L 2.7 0.26
HeCC) 0.05 I.eJ 0.26
.(C) 0.04 0.05

- wybrana warto$¢ K dajgca najmniejsza rozbiezno$¢ z danymi doswiad-
czalnymi

W tej analizie najlepszy rezultat wartosci K zostat okresSlony przeztrak-
towanie (6" ““~jn) Jako parametru uzgodnionego, a K byto zmieniane w grani-

cach od 0,5 do 8,0 1/mol przy wzroscie o 0.1 I/mol. Wartosci K dajace naj-

mniejsze réznice dla danego protonu byly wybrane Jako "najlepsze K" - Kb.
Nastepnie wyliczono K $rednie i z niego 6 dla poszczegélnych protonéw.
Dane otrzymane z tych obliczen wykazaty, ze K dla ApC?»2.5, a dla

CpA w 2,7 1/mol. Mamy wiec do czynienia z podobnymi tendencjami do agrega-
cji w wypadku obydwoch dwunukleotydéw. Przy stezeniu 0.1 M 25-3CPJ dwunu-
kleotydoéw Jest zdimeryzowanyoh. Z tego mozna wyciggnaé¢ wniosek, ze efekt
wewnetrznej asocjacji warstwowej w czasteczkach tych dwunukleotydéw nalezy
bada¢ przy niskich stezeniach, aby nie by} on przestaniany przez efekt
asocjacji miedzyczasteczkowej.

W celu lepszego poznania oddzialywan typu asocjacji warstwowej w  cza-
steczkach ApC i CpA badano zaleznosci temperaturowe na widmach tych dwunu-
kleotydéw. Badania prowadzono przy stezeniach 0.01 M. Jako gdnos$nik zasto-

sowano roztwory adenozyny i cytydyny z zblizonych stezeniach. Zakres  po-
miaréw 6-86°.
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Zaleznosci temperaturowe przesuniecia chemicznego dla i H , ade-

nozyny oraz Hg, A , cytydyny w ApC 1 CpA wzgledem odpowiednich proto-

néw mononukleozydéw przedstawiono na rysunku:

Rys. 12a. Zalezno$¢ przesuniecia che-
mlcznego protonéw ApC o temp. 100 HBz, Rys. 12b. Zalezno$¢ przesunigcia che-

odniesione od wart.przes,chem. odpo- micznego protonéw CpA od temp., wa-
wiednich nukleozydéw roztwér 0,010 M runki jak 12a

Zgodnie z oczekiwaniami obserwuje sie przesuniecie wszystkich sygnatow
cytydyny w doét pola, W badanym zakresie Hg i , Sa przewuwane w dot
pola o 0.33, 0.19, 0.24, ppm w ApC i 0.16, 0.03, i 0.18 ppm w CpA.

Przesuniecie sygnatu jest bardzo mate (w wypadku ApC 0,09 ppm). Te
zmiany przesuniecia chemicznego wywotane sg nie tylko zmiang efektu ani-
zotropowego sasiedniej zasady, lecz takze nalezy bradé pod uviage zmiany
konformacji rybozy i zmiany konformacji zasady wzgledem pierscienia cukru.
Czutym wskaznikiem zmian konformacji pierscienia rybozy sa zmiany wartosci
Jjjl , N2™ Wartosci te dla adenozyny i cytydyny w ApC i CpA podano w ta-

beli VI na str. 143.

Poniewaz ni —n2 Sa faktycznie niezalezne od temperatury w mononukleo-

zydach i mononukleortydach, obserwowane zmiany wartosci w ApC i CpA musza

odzwierciedla¢ zmiany asocjacji warstwowej. Dane temperaturowe  wskazuja,

ze konformacja rybozy nukleozydéw cytydyny i adenozyny czasteczek ApC i
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CpA wystepuje w wiekszym stopniu w konformacji 3'-endo, gdy mamy do  czy-
nienia z oddziatywaniami typu asocjacji warstwowej.
Tabela Vi

Temperaturowa zaleznos¢ statej sprzezenia
dla dwoch jednostek dimeréw ApC i CpA

Temp. (°C) Hs'™" o
ApC ' T CpA
A C A C
6 2.5 1.8 2.8 2.1
13 3.1 2.0 3.0 2.5
20 3.4 2.7
21 3.3 2.4
29 3.9 3.8 33
43 4.1 2.6
46 4.3 2.8 4.4 3.6
62 4.5 3.5 4.7 4.2
72 4.7 3.0
74 4.8 5*7
86 4.8 4.8 4.4
Z punktu widzenia duzych anian konformacyjnych w szkielecie cukrowe

fosforanowym,przez asocjacje warstwowa i mozliwe dodatkowe efekty zwigzane
ze zmianami konformacji zasady wzgledem pierscienia rybozy, mozna stwier-
dzi¢, ze tylko zmiany temperaturowe dla protonéw cytydyny i adeno-
zyny moga by¢ interpretowane jako spowodowane wylgcznie zmiang oddziatywa-
nia typu asocjacji warstwowej. Obserwowane przesuniecie sygnatu H?CC) dla
ApC wynosi 0,46 ppm w poréwnaniu z cytydyng (W 6°C), co wskazuje na  duzy
efekt asocjacji warstwowej. Przy maksymalnym naktadaniu sie zasad przesu-
niecie powinno sie waha¢ w granicach od 0,5 do 0,6 ppm. Stad mozna wnios-
kowaé, ze w 6° okoto 75" ApC wystepuje jako czasteczka z zasadami powiaza-
nymi ze sobag efektem asocjacji warstwowej. Dla HNC) w CpA obserwuje  sie
mniejsze przesuniecie w stosunku do cytydyny, wynoszace 0.28 ppm w 6°C,
Obserwowane przesuniecie H'CA) w ApC wskazuje na maty efekt anizotropo-
wy cytozyny. Podobnego efektu nie obserwuje sie dla CpA. W 86°  obserwuje
sie dla CpA 1 ApC przesuniecie sygnatéw protonéw o okoto 0,15 ppm w sto-
sunku do cytydyny, co $Swiadczy, ze w tej temperaturze asocjacja warstwowa

ma jeszcze miejsce.
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Ro6znice w przesunieciu dla CpA i1 ApC wyplywaja z réznic w budowie tych
czgsteczek. Temperaturowe aniany sg mniejsze dla CpA niz dla ApC. Z rozwa-
zan modeli CFK wynika, ze jest to spowodowane mozliwoscig naktadania  sie
zasad w ApC niz w CpA,

ApC

Rys, 13. Najbardziej prawdopodobne konfornacje dla zasocjowanych czgsteczek
ApC 1 CpA

Z modeli wynika ponadto, ze ze wzgledu na eteryczne warunki zasady pi-
rymidynowe musza znajdowac¢ sie w konformacji anti, a purynowe w prefero-
wanej konformacji anti lub w konformacji syn.

Obserwowany duzy efekt zmiany przesuniecia chemicznego ,(C) nie moze
by¢ ttimaczony efektem anizotropowym, poniewaz zaden z tych protonéw nie
lezy w obszarze oddziatywan z adening. Tiumaczy sie to raczej zmiang kon-
formacji pierscienia rybozy (ze zmiang temperatury zmniejsza sie ilos¢
konformeru 3'-endo) i zmiang potozenia zasady wzgledem pierscienia rybozy.
Obydwa te efekty powinny dawa¢ odstanianie ,(C) ze wzrostem temperatury.
Z badan temperaturowych przesuniecia chemicznego protonu Hg wynika, ze w
wyzszych temperatiirach CpA jest skoniugowany w wiekszym stopniu niz CpA
(réznica w przesunieciu chemicznym protonu Hg w CpA i oytydynie w 86°jest
znacznie wieksza niz réznica miedzy przesunieciem chemicznym protonu Hg w
ApC 1 oytydynie).

3.3. PODSUMOWANIE BADAN NAD OLIGORYBONUKLEOTYDAMI

W podsumowaniu badeui oligorybonukleotydéw mozna wyciagngé¢ szereg inte-
resujgcych wnioskéw.
Z zamieszczonych rozwazahn jasno wynika, ze oddziatywania typu asocjacji



145

warstwowej w sposéb zasadniczy wptywajg na zmiane konformacji dwunukleoty-
déw. 0 ile np. preferowang konformacjg rybozy dla mononukleotydéw puryno-
wych jest konfoimacja S, o tyle w czgsteczkach 3, 5'-dwvinukleozydomonofos-
foranéw zasocjowanych wewnetrznie mozliwa jest wylgcznie konformacja typu
H pierscienia rybozy. Podobnie asocjacja warstwowa w czasteczkach  dwunu-
kleotydéw preferuje w sposéb wyrazny konformacje anti dla obydwoch zasad
czgsteczki dwunukleotydu. Te zalezno$¢ konformacji rybozy od stopnia aso-
cjacji warstwowej mozna najlepiej obserwowaé¢ na podstawie zmian statych
sprzezenia protonéw rybozy [2, 3, 5, 1™ wraz ze zmiang temperatury. W prze-
ciwienstwie do dwunukleotydéw, zmiany takie nie wystepujg w wypadku  mo-
nomeréw, co sugeruje Sciste powigzanie asocjacji warstwowej ze anianami
temperaturowymi statych sprzezania.Obliczone na podstawie statej sprzezenia
Jjji /)2« udziaty procentowe pierscienia rybozy typu N przedstawiono w
tabeli.

Tabela \21

Wartosci statych sprzezenia * 2 niektérych dwunukleotydéw (Hz)
Temp. Rozpuszczalnik AH1'-H2' % N AHL -H1' % M
A3'p5'A czes¢ A3’ czes¢ A5’

4 ®2° 2.5 75 2.0 80
30 3.2 68 3.5 65
60 P20 4.5 55 4.1 59
30 DMSO 6.6 35 5.8 43

A3'p5'C czes¢ A3 czes¢ C5'

4 * D20 2.4 76
39 3.7 63 2.0 80
60 B20 4.5 55 3.0 70

A2 'p5'A czes¢ A2 cze$¢ A5

4 ®2° 45 55 3.0 70
30 B20 4.5 55 2.7 73
60 5.2 49 4.0 60
30 DMSO 5.9 42 5.8 43

A2'p5'C czes¢ A2’ czes¢ 05’

4 D20 6.7 34 <1 >90
30 B20 6.6 35 <1 >90
60 6.6 35 <1 >90

30 DMSO 5.4 47
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Z danych tych wynika, ze A3' p5' A zawiera okoto 75 - 8C~ pierscie-
ni rybozy typu N w temperaturze 4°, podczas gdy dane UV, ORD i1 GD sugeruja,
ze asocjacja warstwowa w tej temperaturze obejmuje jedynie okoto 7C* cza-
steczek [14]. Wraz ze wzrostem temperatury udziat konformeru typu N zmniej-
sza sie, zmniejsza sie rowniez ilos¢ zasocjowanych wewnetrznie czasteczek.
Te obsemacje sugeruja, ze gdybysmy obnizyli temperature az do  uzyskania
1005S zasocjowanych czagsteczek,mielibySmy do czynienia wytacznie z konfor-
merem typu ll,a Scisle méwigc typu Ms (N-Stacked). Natomiast konformacje
pierscienia rybozy czasteczek dwunukleozydu pozbawionych asocjacji warstwo-
wej, ktorych ilos¢ wzrasta wraz ze wzrostem temperatury, mozemy  oznaczy¢
jako (S-Onstacked). Oprécz tego mozemy mie¢ takze do czynienia z forma
N (N-Unstacked). W temperaturze, gdzie wystepuje prawie zupeiny brak aso-
cjacji warstwowej mamy do czynienia z réwnowaga miedzy konformerami miedzy

i N/~ Poniewaz oddziatywania miedzy jednostkami 3' i 5' dimeru, w Kkto-
rym wystepuje brak asocjacji warstwowej sg bardzo mate, termodynamiczne
wiasnosci réwnowagi czesci 3' i 5' dwunukleotydu mogg by¢ opisane
przez wiasnosci réwnowagi N S odpowiednich mononukleotydéw. Przedsta-
wiona powyzej propozycja opisu réwnowagi w czgsteczkach dwunukleotydéw
zostata zaproponowana przez Altone i1 Sundaralingama [4]. Jest to préba
stworzenia tréjstanowego dynamicznego modelu réwnowagi w miejsce dotych-
czas stosowanego modelu dwustanowego [I, 15] .W obecnym modelu mamy do
czynienia z forma S”, bedaca w rownowadze z N*, ktéra z kolei jest w row-
nowadze z N~ konformerem, wystepujacym w RNA i formie A DNA. W pierwszym
przyblizeniu nowy tréjstanowy model nie jest zgodny z danymi UV, CD i ORD,
wg ktorych nie moga istnie¢ wiecej niz dwa konformery o réznych  wiasnos-
ciach optycznych. Jednak badania CD nukleozydéw pirymidynowych  wykazaty,
ze zmiana konformacji rybozy z N do S nie wywotuje wyraznych zmian w efek-
cie Cottona, jezeli zasada jest w potozeniu anti.

Tak wiec metody optyczne wykazujg jedynie zmiany konformacji z N* na
N8 i odwrotnie. W zwigzku z tym model tréjstanowy jest zgodny z danymi op-
tycznymi, w przeciwienstwie do modelu dwustanowego, ktdérego zatozenia nie
zgadzajg sie z wynikami uzyskanymi za pomoca metod optycznych. Potwierdze-
niem tej hipotezy moze by¢ fakt, ze krystaliczna U3' p5'A istnieje w for-
mie niezasocjowanej warstwowo, mimo ze zawiera obydwa pierscienie rybozy
w konformacji N.

Przyjrzyjmy sie pozostatym danym zamieszczonym w tabeli VII. W formie
zasocjowanej A3'p5'C pierscienie rybozy wystepuja w konformacji N. VI 60°
ilos¢ konformeréw NS wynosi tylko 15* (jak,wynika z danych optycznych),
Pozostata ilos¢ konformeru N obecnego w 60 reprezentuje forme N/, Tak
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wiec stosunek Nlwynosi 65«35, co jest zgodne 2z danymi réwnowagi
dla monomeru 5'-CMP.

W tabeli podane sg réwniez dane dla Innego typu dwvmukleotydu niz  do-
tychczas rozwazonych 3', 5' fosforanéw dwtmukleozydéw. W wypadku 27, 5' -
dimeréw np. A2' p 5'C mamy do czynienia z nieco inng sytuacjg. Asocjacja
warstwowa w tym wypadku jest znacznie silniejsza niz dla analogicznych dwu-
nukleotydéw 3', 5', a miany temperaturowe statych sprzezenia bardzo mate.
Jak wynika z dotychczasowych prac nad 2', 5" - fosforanami dwunukleozydéw,
pierscien rybozy w czesci 5" zasocjowanej czasteczki wyrgznie preferuje
forme N, przy czym uprzywilejowanie jest wieksze niz dla 3, 5' dimeréw
(w 60° obecne jest najmniej 1C* S i1 20°K , a pozostate 7C" to forma U ).
Natomiast nukleozyd 2' w A2' p5' A i A 2'p5'C zawiera wiecej konformeru S
niz wynikatoby z obliczen, jesli zatlozymy, ze asocjacja warstwowa jest mo-
zliwa tylko w wypadku, gdy obydwie czesci czagsteczki dwunukleotydu maja
konformacje N. To prowadzi do wniosku, ze istnieje mozliwos¢ wystepowania
dwoch typéw zasocjowanych czgsteczek opisanych jako A(N)2'p5' A(N) i A(S)

2'p5'A(N) i1 podobnie A(N)2' p5'C(N) i A(S)2'p5'C(S).

A 3.4. BADANIA OLIGODEZOKSYRYBONUKLEOTYDOW

Dotychczas opublikowano niewiele prac dotyczacych 2'-dezoksyrybo-dwunu—
kleotydéw [3, 16] . Przeprowadzone przez Ts'o i wspotpracownikéw  badania
dA3"' p5'dA wykazaty pewne réznice miedzy stereochemia czgsteczek dwunu-
kleotydéw serii rybo i dezoksy.

Autorzy ci, na podstawie zmierzonych statych sprzezenia,obliczyli z row-
nania Karplusa katy HI'-H2' H2'-H3'"enen2 "-H3 '
(trans) i poréwnali je z wynikami analizy stereochemicznej,przeprowadzonej
przez Smitha i Jardetzky’ego [1"" . Na podstawie tych badan wyprowadzili oni
wniosek, ze konformacja furanozy dla 3'dAMP i czesci dAp - w dApDA jest ty-
pu S (C2'-endo lub 02'-endo-C3'-egzo). Natomiast konformacja furanozy dla
5-dAMP 1 czeéci - pdA w dApDA jest szybka réwnowagg miedzy  formami
S(C2'-endo) i1 N(C3'-endo).

W przeciwienstwie do ApA wartosci Jjj.) ¥ H2Aeren A AHL ' H2 T
dApdA nie sag czute na zmiane temperatury lub aniane rozpuszczalnika z D"O
na DMSO - dg. Ponadto state sprzezenia "hl'-H2"" AH2'- H3™
AH2"™ H3' bardzo podobne do analogicznych statych sprzezenia odpowied-
nich monodezoksynukleotydéw.

Te wszystkie rezultaty sugeruja, ze tworzenie wewnetrznego oddziatywa-
nia typu asocjacji warstwowej w czasteczce dApdA nie pocigga za sobag ania-
ny konformacji pierscienia furanozowego.
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Tabela VIl

Wplyw temperatury 1 rozpuszczalnika na wartosci przesuniecia chemicznego i
statej sprzezenia protonu , monofosforanbw mono-, dwurybo-
1-dezoksyrybonukle otydow

Te zdecydowanie inne wiasnosci wynikajg z réznic w budowie szkieletu ou-
krowo-fosforanowego w wypadku dezoksy- i rybodwunukleotydéw. W celu lep-
szego zrozumienia przyczyn tych réznic przebadano metodami MMH i CD  [18]
dimery 2'-O-metylowe. Z otrzymanych tymi metodami danych wynika, ze wias-
nosci dwunukleotydéw rybozylowych i2'-0-faetylorybozylowyoh sg prawie iden-
tyczne. Czyli ré6znice w zachowaniu dwunukleotydéw dezoksy- i rybozylowych
nie wynikajg z wigzania wodorowego zwigzanego z grupag 2'-0H.

Bangerter 1 Chan wysuneli hipoteze [2] , ze nlewigzaniowe odpychanie
miedzy grupag 2'-hydroksylowa w czesci rNp dimeru a zasada i atomem  tlenu
furanozy czesci prB dimeru prowadzi do eterycznych przeszkéd w asocjacji
warstwowej dwunukleotydu rybozylowego. Przeszkody takie powinny by¢ zre-
dukowane do minimum w wypadku dezoksydwunukleotydu.

Prawdopodobnie z w/wym. przyczyn réwniez obserwujemy silniejszg asocja-
cje warstwowg dwunukleotydéw serii dezoksy w poréwnaniu z analogicznymi
dwunukleotydami serii rybo.

Jesli chodzi o konformacje zasad w dezoksydwunukleotydach, to  stwier-
dzono, ze podobnie jak w wypadku rybodwunukleotydéw obydwie zasady znajdu-

ja sie w potozeniu anti.

4. PODSUMOWANIE

Nawet pobiezne zapoznanie sie z wynikami badan dwunukleotydow metoda
PMH pozwala na stwierdzenie, ze metoda ta daje wyjatkowo duzo cennych in-
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formacji na temat struktury poszczegoélnych komponentéw dwunukleotydéw i

ich wzajemnego powigzania. Odpowiednia metodyka badan pozwala réwniez na
okres$lenie charakteru 1 sity wewnatrzczasteczkowej asocjacji warstwowej®
jaK roéwniez na temat wielkosci agregacji i struktury powstajagcych w  roz-

tworach agregatu. Zdecydowana wiekszo$¢ spotykanych prac dotyczy jednak
oligonukleotydoéw serii rybo, a tylko nieliczne prace traktujg na temat

dezoksyoligonukleotydéw. Wydaje sie wiec celowe przeprowadzenie doktadnych
studiow dezoksyrybonukleotydéw, co pozwoli lepiej zrozumie¢  oddziatywania
wystepujgce w naturalnym DNA i w peilni pozna¢ jego strukture.
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DYSKUSJA

W dyskusji gtos zaorali: mgr A. Pohorille 1.B.B. PAN Warszawa, mgr M.
Remin 1.B.B. PAN Warszawa.

Pierwszy z dyskutantow zwrdcit uwage, ze informacje dotyczace energety-
ki procesu stackingu sg tylko jakosciowe, a ilosciowa strone procesu dos-
konale obrazujg inne metodyj szczegdlnie duzo informacji  uzyskaé mozna

z metod optycznych.
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Drugi dyskutant poinformowat o nie opublikowanych jeszcze pracach bada-
czy rosyjskich, ktére dotyczyty badania zmian przesuniecia chemicznego
protonéw zasad w oligonukleotydaoh od zmiany stezenia roztworu. Badacze cl
przebadali dosy¢ dokiadnie do$¢ duzy zakres stezen, a uzyskane w ten spo-
s6b wykresy zaleznosci réznig sie nieco od wykreséw uzyskanych przez Chana
i Ts’o0. Nie ma jednak jeszcze dobrej interpretacji tych wynikéw.



Tytus Dziegielewski

ZASTOSOWANIE NMR WYSOKIEJ CZESTOTLIWOSCI
DO BADANIA STRUKTURY tRNA

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono wyniki badan Il i 11l rzedowej struktury tRNA
W roztworze, za pomocg magnetycznego rezonansu jadrowego wysokiej czesto-

tlivwosci. o . 3 Leu o .
Omoéwiono réznice wystepujgce w konformacji tRNA z drozdzy w stanie

natywnym 1 zdenaturowanym, konformacje natadowanego i nienatadowanego
tRNA"MAe 2 drozdzy.

Wyniki badan NMR wysokiej czestotliwosci poréwnano z danymi uzyskanymi
innymi metodami badania struktury tRNA.

Widmo NMR tRNA w roztworze wodnym (pokazano na przykitadzie drozdzowego

tRNAPhe) w zakresie miedzy -6 a -15 ppm. przedstawiono na rys. 1.

Rys. 1. HldJso NMR 220 MHz roztworu tRKA z drozdzy. W wodzie (-----), w D20(—),
temp. 35°C, stezenie 2bM, 0.1 M NaCl, 50M Hg**, pH 5.0

Zakres ten mozna podzieli¢ na trzy regionyt*
Region I Dd -6 do -9 ppm
Region Il od -11 do -15 ppm,
Region Il od -9 do -11 ppm,

* Wartoéci (-ppm.) oznaczajg pozycje pasm absorpcji lezacych w kierunku nizszych
p6l od wzorca, ktérym byl DSS.
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REGION 1. OD -6 DO -9 PPM.

Badania NMR ~1] sugerujg wystepowanie 3 typéw réznych pasm absorpcji
obserwowanych w tym regionie. Absorbujg tutaj:

- nie wymienialne protony zwigzane z zasadamijtj. adening H(8) i H(2),
guaning H(8) i pirymidyng H(6) [2, 3, 4],

- wolne protony grup aminowych z zasad nie sparowanych [4],

- wodorowe zwigzane protony grup aminowych z par zasad [5, 6].

Wymienialne protony jest tatwo odréznic od niewymienialnych, przez po-
robwnanie widm otrzymanych w H*O i DgO (patrz rys. 1).

Z poréwnania tych widm z wewnetrznym standardem [7] zostata okreslona
ogolna liczba nie wymienialnych protonéw w tym regionie. Otrzymany rezul-

tat 89-4 bardzo dobrze zgadza sie z wartosciag 89 obliczong ze skladu zasad
tRNAMA drozdzowego.

Oznaczenie 1 0go6lng ilos¢ protonow aromatycznych uzyskano przez porow-
nanie z wymienialnymi protonami obserwowanymi w zakresie miedzy -6 a -9

ppm. w widmach w wodzie i (patrz tab. 1).

Tablica 1

Liczba wymienialnych protonéw obserwowanych w réznych regionach widma

pH -6 do -7.4 ppm -7.4 do -9.0 ppm razem od -6 do -9 ppm
50 45 67 1 112
7.5 6 67 . 73
8-5 0 62 §2

Na rys. 2. przedstawiono zalezno$¢ widma w wodzie od pH, a réznice ilos-

ciowe podano w tab. 1.

Poréwnanie widm w wodzie i D20 przed-
P«
stawione na rys. ! wskazuje, ze istniejg

50 dwie klasy wymienialnych protonéw obser-

wowanych w regionie od -6 do -9 ppm.:

klasa powyzej i ponizej -7.4 ppm. (w

7 punkcie tym widma w wodzie i DgO zacho-

dza na siebie).

Widma pokazane na rys. 2 wskazujg na
85

dwie grupy pasm zaleznych od pH. Pasma
ppm wystepujace pomiedzy -7.4 a -8.7 ppm.

) Phe sg mniej nnienne od pH (w granicach od 5
Rys. 2. Widtao NMR 220 MHz tRNA z

drozdzy. Zalezno$¢ widma od pH do 8) niz pasma wystepujgce pomiedzy-6.3
temp. 35 C
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a -7.4 ppm. W zakresie od -6.3 do -7.4 ppm. pasma znikaja,przy wyzszych
wartosciach pH. W drugiej czesci | regionu okreslono 89 nie wymienialnych
aromatycznych protonéw (btad oznaczenia i 107).

Dla pozycji pasm zaleznych od pH (tzn. od -6.3 do -7.4 ppm.) znalezio-
no wolne protony pochodzace z grup aminowych, z nie zwigzanej adeniny, gu-
anlny i cytozyny. Opierano sie na fakcie, ze wolne mononukleotydy maja
podobne wartosci pozycji pasm absorpcji w wodnych jak 1 w nie wodnych roz-
tworach, co przedstawiono w tablicy 2i

T ablica 2

Pozycje pasm absorpcji protonéw grup BHj (w ppm.)

Zasada HAO Rozpuszc zalnik Fz’gsrgd
CHCIj DMSO
Adenina -6.6 -6.0(=) -7.2(=)
Ouanina -6.4 -6.4(8) -7.7(8)
-6.5(=) -7.4(=)
CytozyTMi -7.3(®) -7.9(=)
-7.9

(*) dublet z sygnatEunl -6.8 1 7.2 ppm.
(8) P.Schweihardt, C.Holl, N.Li (1970). J.Mag.Hesonance 2, 35
(=) patrz literatura, pozycja nr 5

Jednakze protony grup aminowych z tRHA sg bardziej stabilne w pH 5,pod-
czas gdy pasma pochodzgce od grup aminowych pewnych mononukleotydéw wyka-
zuja réznice w zaleznosci od pH [8].

Pasma pochodzace od wymienialnych protonéw z tRNA, wystepujacych pomie-
dzy -7.4 a -9.0 ppm.,wskazujg na wodorowe zwigzane protony w zasadach
(patrz poréwneinie z ukladem modelowym w tab. 2 ).

Szybko$¢ wymiany jest mniej zalezna od pH, poniewaz wigzania  wodorowe
generalnie sg mniej czute na wymiane z woda.

REGION 1I; OD -11 DO -15 PPM.

Na rysunkach 3, 4, 5 przedstawiono zaleznos$¢ widma w niskich polach od
pH 1 temperatury.
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Rys. 3. Wldao NMR 220 MHz z
drozdix.. Zakres od -9 do -15 PP><
taap. 4fi°’C, pH 5.0, 7.5,8.5, 0.1 M
RaCl, 5 bH Mg8l-, stez. tRHA 2 bM

pm -~

Rys. 5. t=5 C, pHa5.0, 7.5, 8.5

Rys. 4. t=35 C, pH=i5.0, 7.5. 8.5

Widma NME 220 MHz RNAFT 2

drozdzy. Zakres od -9 do -15 ppm,,
inne warunki patrz rys. 3.

Pasma wystepujgce w tym regio-
nie przypisuje sie protonowi n-
gyupowania NH tworzacego wigzania
wodorowe z azotem pierscienia kan-
plementarnej zasady [7, 9]. Kazdy
proton odpowiada jednej parze za-
sad, poniewaz jedna peira zasad
Watsona-Crioka zawiera akurat je-
den proton z ugrupowania NH, tj.s
D™ lub G.H. Wyniki te otrzymano
przez poréwnanie z pasmami zwigz-
kéow modelowych (tablica 3).

Widzimy, ze proton z wodorowe zwigzanych par zasad (N-— H**»N) absorbu-
je przy -12.5 ppm. dla G-C i -13.5 ppm dla A-U lub A-T.

Interesujgcy jest fakt, ze widma wykonywane w réznych  warunkach
pH(5<pH 8.5) i temperatury (5°C, 35°C, 48°C) wykazujg mate rbéznice w

intensywnosci i ogélnym wygladzie (rys. 3-5).
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Tablica

Zestawianie pozycji pasm absorpcji protonéw ugrupowania MH
tworzacego wigzania wodorowe z drugim pierscieniem w parach
zasad w réznych uktadach modelowych (w ppm.)

Para zasad (Ap)g+poli U oligomer d(A*T) gﬁgﬁ monomer
A-T -13.5 -13.5
A-U -13.5
G-C -12.5 -12.5

liczbe protonéw wystepujacych w tym regionie okreslono aa dwoch drogach:

1. Poszczego6lne intensywnosci sygnatéw rezonansowych poréwnywano z syg-
natami rezonansowymi grupy metylowej z MbCN [10] = 1.03x10~ dla MbCH

[11] i A”gg = 5.25x10”" dla tRNAM® z drozdzy (21 A”gg = 1 mg/ml). Poniewaz

powtarzalnos¢ widma na aparacie Varian 220 MHz, na ktorym wykonywano widmo
jest lepsza niz 5”, konieczne byto tylko poréwnanie intensywnosci pasma w
dwoéch regionach spektralnych w tych samych warunkach. Dla regionu od -11.5
do -15 ppm. uzyskano wynik 2li 3 protony.

2. Wykonano widmo na aparacie czestotliwos$ci podstawowej 300 MHz i w za-
kresie od -11 do -15 ppm poréwnywano intensywnosci pasm miedzy soba.

REGION IlII: OD -9,0 DO -11 PPM.

Pasma absorpcji wystepujace w tym regionie sa najtrudniejsze do inter-
pretacji. Opierajac sie na poréwnamiu z intensywnoscig wystepujaca w  re-
gionie od -11 do -15 ppm, wzgledna intensywnos$¢ pasm wystepujagcych w re-
gionie 111 odpowiada 4 lub 5 protonom w temperaturze 35°C i pH 5,0. Jak
pokazano na rys. 3-5 pasma maja tendencje do znikania, jezeli podnosimy pH
lub temperat\ire. Ma rys. 3-5 pokazaino, ze pierwsze znika paano o $rodku
ciezkosci lezacym przy -9.8 ppm. Warto podkreslié, ze w warunkach,w  kto-
rych pasma wystepujgce w regionie Il1l rozszerzajg sie i znikaja, ksztatt
pasm wystepujgcych w regionie Il jest mato mieniony (patrz rys. 3). Po-
nadto ten sam rysunek ilustruje wplyw réznych pH na ksztatt pasm wystepu-
jacych w tych regionach, szczego6lnie pomiedzy pH 5.0 a 7.5.

Poprzednio doniesiono, ze tRNA z E.ooli [9] poszerzeniu sie pasm w
regionie Il wraz ze zwiekszeniem temperatury towarzyszy poszerzenie  sie
pasm wystepujacych w poblizu -13.5 ppm.
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Pakt, ze poszerzenie sie pasm wystepujgcych pomiedzy -9.0 a 11 ppm.
zwigzane jest ze stosunkowo matg zmiang temperatury, sugeruje mozliwos¢,
ze zjawisko to zwigzane jest z Il rzedowa strukturg tRNA. Podstawg do wy-
suniecia tego przypuszczenia byto ostabienie 11l rzedowej struktury  tRNA
w nizszych temperaturach przez dodanie wzrastajacych ilosci DMSO 02] . Wy-
niki tego doswiadczenia przedstawiono na rys. 6.

Denaturacje mierzono przez pomiar
pasm lezacych w niskich polach  pocho-
dzacych od protonéw aromatycznych 02]1,
ktore sg rezultatem nie naktadania sie
(imstacking) zasad purynowych 1 pirymi-
dynowych. W 40" MJSO niektore mate
zmiany obserwuje sie w regionie "aroma-
tycznym" widma, lecz drastyczne zmiany
wystepujg w regionie 111. Integracja wy-
kazujaca 4 do 5 protondéw spada do 2,

Gdy stezenie DMSO zwiegkszy¢ do 6C#,

1 1
-12 -10 to ksztatt pasm pochodzacych od proto-
ppm . .
i Phe néw aromatycznych jest zaostrzony, a
Rys. 6. Widmo NMR 220 MHz tRNA . i
drozdzy w wodzie 1 w roztworach za- s'une pasma przesuniete sg w strone nis-
wierajagcych 40 1 60J DMSO. Tem- . . . .
peratura = 35 C kich pdl, wskazujgc raczej kompletny

brak naktadania sie zasad. W tych  wa-
runkach cate widmo wymienialnych protonéw byto kompletnie zniszczone.
Uktad tych eksperymentéow podtrzymuje stwierdzenie, ze region Il jest zwig-
zany z 111 rzedowg strukturg tRNA. Jednakze obecnie nie mozna jednoznacz-
nie tych pasm przypisa¢ i podaje sie takze inne mozliwosci: za pasma te
odpowiadajg grupy NH”, zwigzane za pomoca niezwykle silnych wigzan wodoro-
wych. Poniewaz cze$¢ protondéw azotu pierscienia z par, A-U moze absorbo-
wa¢ daleko w niskich polach, mozna wyobrazi¢ sobie, ze protony grup NHg z
tych samych par zasad moga uwidacznia¢ sie w pasmach niskich pdl przy war-
tosci -10 ppm zauniast -6.6 ppm (przyjmujac obserwacje dla AMP). Jakoscio-
we obserwacje wiekszych intensywnosci w regionie 111 dla tRNA z duza llcs-
cig par A-U wydajg sie podtrzymywa¢ te propozycje [9]. Alternatywnie,
pasma te mozna przypisa¢ protonom z azotu pierscienia, ktére sa zwigzane
z nletypcmymi parami zasad.
Istnieje takze mozliwo$é, ze sygnatly rezonansowe zwiazane sg z protona-
mi grup NH pierscienia reszt U i1 G, ktore chociaz nie sparowane, mogg wy-
stepowaé¢ w pewnym specjalnym otoczeniu, gdzie szybko$¢ »:ymiany protonéw ob-
niza sie na tyle, ze sygnat moze by¢ wykrywalny, 'ii dodatku na czuto$¢ tych
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pasm wptywa pH i temperatura, co zgadzatoby sie z ukladem modelowym, gdzie
wykazano, ze sygnaty z U"H przesuwaja sie z -8 ppm w CHCI* do -11.5 w DMSO
i wreszcie do -13.5 w roztworach wodnjoh.

NIEFRAKCJONOWANY tRNA DROZDZOWY

Dla wykazania zaleznosci ksztattu widma od pH przeprowadzono  pomiary
uzywajac niefrakojonowanego tRHA z drozdzy [1] (patrz rys. 7). Jak widac,
pasma nie sg dobrze wyksztalcone w poréwnaniu z tRHAphe z drozdzy, z powo-
du naktadania sie pasm pochodzacych z réznych tRNA. Zalezno$¢ od pH dla
catego regionu jest bardzo podobna jak dla czystego tRNA z drozdzy, oo
sugeruje, ze wilasciwos¢ ta jest podobna dla wielu tHNA.

ppm
Rys. 7. Widmo NMR 220 MHs nlefrakcjonowanego tRNA drozdzowego. t = 35°C (inna warun-
ki patrz rys. 3)

CECHY Il'i Il RZEDOWEJ STRUKTURY tRNA W ROZTWORZE

Z badan réznych uktadéw modelowych oraz czasteczek tRNA i ich fragmen-
tow [1,7,20,21] wynika, ze standardowa pozycja dla pary:

(AU)° = -14.8 ppm.

(GC)° - -13.7 ppm.

(Al) = -13.5 ppm.

Gtownym faktem,odpowiedzialnym za przesuniecia pozycji pasm wystepuja-
cych w niskich polach dla par AU i GC od ich standardowej pozyciji, jest
state pole pierscieniowe [20], pochodzace od przylegtych zasad. Poniewaz

przesuniecie to zalezy od najblizszycjh sasiadéw, to mozna przewidzie¢ wid-
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BO znajac 1l rzedowa strukture polinukleotyddw i przestrzenig zaleznos¢
przesuniecia wartosci pradu pierscieniowego dla czterech zasad.

Dla uzyskania tej zaleznosci przesuniecia pradu pierscieniowego sko-
rzystano czesciowo z obliczenn Giessnera—-Prettre'a i Pulimana [2”~ i czes-
ciowo na najlepiej nadajacych sie do tego celu widmach NMH tRNA przy zato-
zeniu istnienia w czasteczce tRNA regularnych regiondéw spiralnych [23] . W
konsekwencji otrzymano ukietd okreslonych pozycji i przesuniec¢ natezenia
pradu pierscieniowego, potrzebnych do przewidzenia widma protonéw  ugrupo—
wamia NH, tworzacych wigzemia wodorowe z drugim pierécieniem w parach  za-

sad.
Z analizy widm NMH tHNA™M° z drozdzy, tRNA z E.coli, tRNA ® z E.coli

tRNA®*®" z E.coli, tRNAM” z drozdzy, tHNAM~ z drozdzy mozna wysungé na-
stepujace wnioski odnosnie struktury tych czasteczek w roztworze [20, 21].

Il rzedowe struktury tych czasteczek sg dobrze opisane przez model lis-
cia koniczyny. Dla czasteczek tych ogélna liczba par zasad i stosiuiek
AD/GC przyjety z zatozonej strulrtury liscia koniczyny zgadza sie z obser-
wacjami NMR.

Pokazano réwniez, ze mozna wyznaczy¢ za pomocg obliczen pasma absorp-
cji konkretnych par zasad. Pozycje pasm absorpcji, pochodzace od par zasad,
sg bardzo czute na wplyw wywierany przez najblizsze zasady i na oddziaty-
wania z prawoskretnie utozonymi regionami spiralnymi [22] .

Nie stwierdzono istnienia 4 lub 5 dodatkowych par zasad, jak to  propo-
nowano w niektérych modelach 111 rzedowej struktury tRNA [24] . Ramie  ak-
ceptorowe i TYC w tRNAf111 pojawia sie w formie ciagtej spirali, w Kktorej
AD-7 z ramienia akceptorowego naktada sie na pare zasad AU-7 z konca ra-
mienia TYC.

W tRNA®®" G-27 (umieszczone miedzy ramieniem DiHU 1 ramieniem antyko-
donu) nakiada sie na pare zasad GC-10, a A-45 w wezle dodatkowym podczas
réznych konformacji czasteczki, w zréznicowany sposéb naktada sie na AD-29,
ktora jest koncowg parg zasad w antykodonie. W drozdzowym tRNAPhe, A-l4 z
petli DIHC naktada sie na najmniej dwoch réznych drogach, z kohcowag parg
GC-13 z ramienia DiHD. Widma NMH tych czasteczek dostarczajg ostatecznych
dowodéw na temat Il rzedowej struktury tRNA i informacji dotyczacych pew-

nych cech Ill rzedowej struktury tRHA w roztworze.
Niedawno Kim i inni [25] doniesli o istotnym postepie w okreslaniu kry-
etalicznej struktury drozdzowego tRNAP”O za pomoca analizy rentgenostruk-

turalnej. Chociaz giozostaly nie rozwigzane wazne zagadnienia odnos$nie re-
lacji miedzy strukturg tych czasteczek w roztworze i strukturg wystepu-
jaca w stanie krystalicznym, to warto odnotowa¢ nastepujgce fakty:
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obraz analizy rentgenostrukturalnej o 4~ rozdzielczosci wskazuje, ze ra-
miona akceptorowe i TYC tworzg forme ciagtej podwdjnej spirali. Chociaz
informacje uzyskane z widma NMR drozdzowego tRNA nie pozwolity okresli¢
swoistych cech struktury, to jednak dane uzyskane na tej drodze sa wystar-
czajace dla uznemia, ze te dwa ramiona w tRNA z drozdzy w roztworze
wystepujg w formie ciggtych spiral. Rezultaty uzyskane za pomoca analizy
NMR dla innych czgsteczek tRNA w roztworze [20] sugeruja, ze naktadanie
sie w/wym. ramion w strincturze krystalicznej drozdzowego tRNA P moze by¢

wspoling cecha réznych tRNA.

KONFORMACIJA tRNAM* W STANIE NATYWNYM | ZDENATUROWANYM

Badano [13] natywny “N" i zdenaturowany "D" konfonner tRNAX“.011 z droz-
dzy piekarniczych. Po uzyskaniu widma NMH zdenaturowanej probki, tRNA
denaturowano w tej samej probce i wykonywano widmo. llosciowo denaturaoja
byta badana przez okreslenie aktywnosci akceptorowej dla leucyny. Widma
NMR konformeru "D" i "N" tRNA:Ieu przedstawiono na rys. 8.

W -10
Leu

Rys. 8. Widna NMR konformeru "D" i "N" tRNAj z drozdzy. Obj. prébki ok. 0.12 ni.
t = 33°C, stezenie ok, 60 mg/ml

Czesciowe miany intensywnosci pasm poréwnyweuie w dwoch probkach w  za-
kresie od -11 do -15 ppm. odpowiadajg 18 protonom dla konformeru "B" i 22
protonom dla konformeru "N".

Oznaczenie tej réznicy miedzy parami AU i GC jest nastepujace:

- ogolna intensywnos$¢ pasm miedzy -11 a -12.8 ppm,wskazuje na wzrost
od 3 do 4 par GC,

- w zakresie od -13.3 do -15 ppm. spada zawarto$¢ par AU od jednej do
dwéch,

- w regionie miedzy -12.8 a - 13.3 ppm* wystepuje wzrost intensyw-
nosci pasma dla par GC lub AU o jeden.
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Zatem rezultaty denaturaojl wskazujg na wzrost od 3 do 6 par GC i mnlej-
szenle od 0-2 par AU,co zgadza sie ze wzrostem od 2 do 4 par zasad (przy
przejsciu z konformeru "D" do "N"), zgodnie z ogt$lng intensywnoscig zmia-
ny. Tak wiec, szerokie zmiany obserwowane w regionie od -11 do -15 ppm. od-
powiadajg mianom w 11 strukturze zachodzagcym  podczas  denaturacji
tRMAM®*. Nasuwa sie pytanie, czy konformer "D" odpowiada niekcanpletnej

strukturze liscia koniczyny ozy jakiej$ innej alternatywnej konformacji.
I rzedowa stniktura tRNALeu
cia koniczyny z 10 par AU lub Al, 12 par GC i 2 par GD [14, 15] . Petla

DIHU zawiera tylko 3 pary GC, gdzie w pozycji 10 jest 2-H- metyloguanozyna

' nasuwa mozliwos¢ tworzenia struktury lis-

i w pozycji 12 4-N- acetyle cytydyng. W petli tej denaturaoja nie pociaga-
taby straty par AU. Obydwa krotko zmodyfikowane nukleotydy mogtyby tym bar-
dziej podlega¢ denaturacji. Uhlenbeok [16] bsidajagc wigzanie komplementar-
nych oligomdcleotydéw do konformeréw tHNA®* z drozdzy piekarniczych zwra-
ca uwage na znaczne zwiekszenie zdolnosci wigzania oligomeru do petli DIHu
w konformerze "D". Ten rezultat, pogtebiony przez dsme spektroskopowe, lo-
kuje réznice strukturalng w konformerze "D" w petli DiHU.

Badania wiazania komplementeirnych oligonukleotyddéw sugeruja mozliwos¢
wyttumaczenia zwiekszenia ilosci par AU w konformerze "D", poniewaz petla
antykodonu nie byla dostepna dla wigzania komplementarnych oligonukleo-
tydow. *

Ostatnie badania kinetyki wymiany trytu wykazaty wzrost [17, 18] o 3 do
4 par zasad dla konformeru "N" (w poréwnaniu z konfonnerem D), co zgadza sie
z danymi NMR.

KONFORMACJA NALADOWANEGO | NIENALADOWANEGO iRNA™*
Z DROZDZY PIEKARNICZYCH

Widma NMR 300 MHz natadowanego i nienatadowanego tRHAPhe z drozdzy pie-
karniczych przedstawiono na rys. 9 ,[19]
Interpretacje niektoérych pasm wystepujgcych w tym widmie przedstawiono w
tabeli 4.

Poréwnanie widm NME: natadowanego i nienatadowanego tRNA , nienata-
dowr.nego tRNAM® w obecnosci lub nieobecnosci wolnej fenyloalaniny nie
wykazato istnienia wykrywalnych réznic w ksztatcie pasm i ich in-

tensywnosci.
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RyS. 9. uideo NHR 300 HHz wodnego roztworu tRHAP”A Z drozdzy: a) fanyloalanylo
tRNAM*® W pH 5, b) tRNA"*® w pH 5, C) tHNA*"**® w pH 5 @inia przerywana) iw pH 7

(linia ciagta)

Tabela 4

Para zasad Pozveia Miejsce w Komentarz cech 111 struktury
Nr yel widmie NMR wptywajacych na orientacje
Wewn. koniec B mato wrazliwa na orientacje
AU 7 ramienia CCA CCA wobec TYC
. mato wrazliwa na konformacje
A 1 31 koniec antykodonu C antykodonu
. . bardzo czuta na wzajemng
GC 10 wewn. koniec DiHU D orientacje DIHu 1 antykodonu
o 13 koniec DIHU p b_ardzo czuta na konformacje
DiHU
wewn. koniec anty - bardzo czuta na konformacje
GC 27 kodonu D lub E wezta dodatkowego
. bardzo ozuta na wzajemng
GC 49 wewn. koniec TYC E orientacje CCA i TYC
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DYSKUSJA

W dyskusji mgr T. Haertlfe poruszyt zagadnienie prawoskretnyoh regionéw
spiralnych wystepujacych w tRNA. Mgr A. Pohorille polemizowat na temat ba-
dan kinetyki wymiany trytu i zastosowania tej metody do badania ilosci par
zasad w tRNA w stanie natywnym i zdenaturowanym. Dyskutowano takze nad po-
wtarzalnoscig widm NMR tRNA w stanie natywnym i zdenaturowanym.



Mirostawa Z. Barciszewska

ZASTOSOWANIE 13 C-NMR DO BADANIA KOMPONENTOW
KWASOW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

W artykule podane sa podstawy teoretyczne i aparatura spektroskopii
"c-NMR. Przedstawiono korelacje miedzy przesunieciem chemicznym "5c a
strukturg nukleozydow i nukleotydow oraz zalezno$¢ wicynalnej statej sprze-
zenia od kata skrecenia.

Jedna z najbardziej uzytecznych metod badawczych w chemii organicznej
jest spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego. Dzieki tej technice
osigga sie niewspoOtmierne rezultaty w poréwnaniu z Innymi metodami. Dzie-
dzina ta poczawszy od roku 1946 rozwija sie bardzo szybko, a od Kkilku lat
wrecz rewelacyjnie.

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego mozna uzyskaé¢ na skutek napro-
mieniowania substancji badanej umieszczonej w statym polu magnetycznym
dodatkowym polem magnetycznym . Przy odpowiedniej czestosci pola dla
jader, ktére majg spin jadrowy 1> 0 obserwujemy rezonans.W celu poréwnania
mozliwosci wykorzystania réznych jader do badan w tabeli | przedstawiono
magnetyczne wiasnosci jader. Z pobieznej analizy wartosci zawartych w ta-
beli wynika, ze najlepsze efekty mozna uzyska¢ w przypadku stosowania jg-
der lub

Ze wzgledu na fakt, ze izotop 1H wystepuje zasadniczo we  wszystkich
zwigzkach organicznych,spektroskopia protonowego rezonansu rozwineta sie
najszybciej. Mimo szerokiego zastosowania tej techniki, nie jest ona naj-
lepsza z punktu widzenia chemii organicznej. Ograniczono$¢ tej metody spo-
wodowana jest nastepujacymi faKtami:

a) Centrum zainteresowania w chemii organicznej nie sg protony, lecz
szkielet weglowy. Witasnosci i reaktywnos$¢ zwigzkow organicznych  wyjasnia
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sie przez stany wigzace atcméw wegla, ktére mozna w przyblizeniu obliczy¢
metodami mechaniki kwantowej.

b) Czasteczki organiczne zawieraja zbyt mato magnetycznie nieréwnocen-
nyoh protonéw, tak ze spektroskopia protonowego rezonansu daje mato infor-

macji o szkielecie weglowym tych zwigzkéw.

Tabela |
Magnetyczne wiasnosci jader
naturalna . czestotliwosc¢ wzgledna
izot zaw. s“iﬁg\t/)vi D nmr, Mo czutosc
1zotop izotopu pb/ . ! (przy Ho sygnatow
% 2ir 14092 gausow) nmr [3]
99.9844 1/2 60.000 1.000
1.108 1/2 15.085 0.016
0.365 1/2 6.081 0.001
100.0 1/2 56.446 0.834
5P 100.0 1/2 24.288 0.066

Narzuca sie mozliwo$s¢ wykorzysteinia jgder atoméw wegla do badan zwiaz-
kéw organicznych metodg NMR.

1. SPEKTROSKOPIA 13 C-NMR

Sposrod izotopow wegla tylko izotop posiada spin jadrowy I = 1/2 i
dlatego mozna wykorzysta¢ go w spektroskopii weglowego rezonansu jadro-
wego.

Spektroskopia jader (cmr lub  C-nmr) charakteryzuje sie nastepujacymi
czynnikami:

- przesuniecia chemiczne i state sprzezenia sg bardzo duze,

- przesuniecia chemiczne jader wegla 13C w réznych otoczeniach rozcia-
gajg sie w zakresie 0-200 ppm, co mozna poréwna¢ z przesunieciami obserwo-
wanymi dla fluoru i fosforu. Dla zilustrowania tych wielkosci w tabeli 11
przedstawiono czestotliwosci absorpcji jader zanjdujgoych sie w  roz-
nych otoczeniach strukturalnych,

- naturalna zawarto$¢ izotopu w zwigzkach wynosi zaledwie 1,17" co
wskazuje na konieczno$¢ stosowania znacznie wigkszych probek do badan nizW
rezonansie protonowym,

- rezonans wegla jest duzo mniej czuty (1,56”) w stosunku do rezo-
nansu protonowego przy takim samym natezeniu pola magnetycznego z powodu
matego stosunku giroskopowego [4] ,
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- przesuniecia chemiczne mierzy sie w stosunicu do wzorcow, ktoérymi sa
TMS, 1 CSg (ktérego sygnat wystepuje przy -192 ppm od TMS).

Tabela XI

13

Przesuniecia chemiczne dla Jader ~°C

ppm{CS."5-17.5 -75 25 125 225 325 425 525 625725 825 9251025tngl2251325/25152516251725 <25 Wg

Ppm(TMS»-220-210-2t10-19tl-1«0-170 -160-150-140 -130-120 -1D-100-90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -D

Z porownania tych cech wynika, ze o rozwoju tej techniki, ze wzgled.u
na matg zawartosc 13C w zwigzkach oraz mniejszg czutos$é,bedzie  decydowat
rozwoj techniki eksperymentalnej. Duzy postep w budowie magneséw  wytwa-
rzajagcych pole magnetyczne o duzej jednorodnosci oraz wykorzystanie maszyn
cyfrowych doprowadzit w ostatnich latach do szybkiego rozwoju spektrosko-
pii "*C NMR.

Azeby uzyska¢ maksimum informacji z widm 13@, opracowano szereg metod
eksperymentalnych, ktére poprawiajg jakos$¢ widm 1'36.

Do najwazniejszych naleza:

1.1. Zwiekszenie stosunku sygnatu do szumu
Stosimek S/N jest miarg czutosci danej metody, a w spektroskopii
jest on maty. Mozna go poprawi¢ przez:
1.1.1. wielokrotne przemiateuiie - widma powtarza sie okre$long ilos¢ razy
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1.1.2.

1.1.3.

1.2,

1.3.

1.4.
1.4.1.

i gromadzi sie Je w akmulatorze widm (CAT). Widma zostajg d->dtne,
natcMiast szumy usredniajg sie. W tym przypadku S/N = “fa (gdz™ n

Jest liczbg zakumulowanych widm),

zapisanie widma w bardzo ditugim czasie (7). S/N Jest pierwiast-
kiem kwadratowym ze stosimku czasu zapisu t* do normalnego czasu
zapisu S/Il = Yt/

metoda SUPER SRAIL (Simple unocaaputerized procedure for experimen-
tally recording signals above noise by accumulation of integral li-
nes) polega na numerycznym poprawieniu Kilkakrotnie zapisanego
widma [12] .

Rozprzezenie pasm 1B 1y [4)

Poniewaz genimalne state sprzezenia sg bardzo duze (100 -

13

- 250 Hz) intepretacja widm ~“C Jest czesto trudna z powodu nakta-

dania multipletébw ~C-H.

Dla uproszczenia widm i dla wzrostu intensywnosci,technika roz-
sprzezenla poszerzonych pasm H Jest czesto uzywana w spektroskopii
cmr. Probka Jest dodatkowo napromieniowywana polem o czestotliwosci
radiowej HA. Jezeli pasmo czestotliwosci “/@kryjegjfy zakres
czestotliwos$ci Larmora protonéw, wszystkie multi%)kty C-H zostang
wygaszone. W widmie zjawi sie singlet dla kazdego nierébwnowaznego
atomu wegla. Stosunek S/N po rozsprzezeniu ulega zwiekszeniu.

Czesciowe rozsprzezenie - "off rezonans" [4]

Protonowe rozsprzezenie upraszcza widmo 130 i zwieksza czutos¢. Ta

technika niszczy Jednak mozliwos¢ interpretacji sygnatdbw na bazie

3C-H. W metodzie "off rezonans"  czestotliwosé

statych sprzezenia 1
przytozonego pola H* Jest kilkaset Hz poza zakresem czestotliwosci
Larmora protonéw zamiast wewnatrz tego zakresu. W tych warimkach
sprzezenia wicynalne i dalekiego zasiegu znikajg. W zaleznosci od

13C-H zmniejsza sie

zakresu czestotliwosci pola H* geminalna stata
do 10-50 Hz z Jednoczesnym pojawieniem siet kwartetu dla metylu,
trypletu dla metylenu, dubletu dla metinu, singletu dla IV atomu
wegla (rys. 1).

Wykorzystanie transformacji Fouriera do analizy widm ~C

Swobodny zanik indukcji (Free Induction Decay)

Po akcie rezonansu poprzeczna magnetyzacja ij zanika  wyktadniczo
z poprzecznym czasem relaksacji Tg, tracac faze zgodng z H™ Ten
proces nazywa sie swobodnym zanikiem indukcji (FID) . FID Jest ob-
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serwcwany Jako '"brzeczenie" przy  wyso-
kiej rozdzielczosci i1 szybkim przejsciu
licznych rezonanséw, chociaz ten efekt
moze by¢ takze spowodowany przez niejed-
norodno$¢ pola. Znieksztatcenie to. Jak
wiemy, zanika wykladniczo w czasie. Zréd-
to tego efektu mozna wyjasni¢ w nastepu-
jacy sposoéb. Boltzmanowski nadmiar Jader
w stanie podstawowym odpowiada namagne-
sowaniu probki w kierunku réwnolegtym do
kierunku przytozonego pola. W stanie re-
zonansu cze$¢ tego namagnesowania poja-
wia sie Jako wirujgca skltadowa, lezgca w
ptaszczyznie , ktora indukuje sygnaty
absorpcyjne i dyspersyjne w cewce od-
biorczej. Jezeli w stanie rezonansu pole
czestotliwosci radiowej zostanie na-
gle usuniete, wirujaca skltadowa namagne-
sowania nie zniknie natychmiast, lecz
bedzie wygasa¢ wyktadniczo z szybkosciag
wyznaczong przez czasy relaksacji Jader Rys. 1. Czesciowe rossprzf*
powodujacych powstanie sygnatu. zenle die
Interforogram pulsowy [43

Sygnaty interferencyjne PID moga byc¢ N- I
takze zainicjowane przez krotkie (kilka mikrosekundowe) pulsy cze-
stotliwosci radiowej stosowane przy kacie prostym do H”. W spek-
troskopii plusowej NLIE taki plus napotyka czastke z n magnetycznie
nierbwnowaznymi jadrami,tj. n czestotliwosciami Larmora. ilamiast
Jednego sygnatu PID spektrometr zapisuje wtedy wszystkie sygnaty

Rys. 2« Swobodny zanik indukcji
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interferencyjne wszystkich pobudzonych czestotliwosci Larmora, Je-
zeli czestotliwos$¢ uzywanego pulsu Jest wystarczajgco duza, wszyst-
kie n czestotliwosci Larmera czasteczki sg pobudzone. Otrzymuje-
my pulsowy interforogram, ktéry przedstawia zanik poprzecznej  ma-
gnetyzacji MXy Jako funkcji czasu. Interforogram zawiera wszystkie
informacje widma NMR otrzymanego przez zamiatanie polem lub czesto-
tliwoscig. Czas wymagamy do zarejestrowania interforogramu  Jest
rzedu podituznego czasu relaksacji TA.
1.4.3. Transformacja Fouriera [10]

Pulsowy interforogram Jest ztozong funkcja falowag wynikajaca z na-
tozenia wszystkich czestosci Larmora pobudzonych przez pulsy. Po-
dobnie”Jak ztozone funkcje falowe, interforograim moze by¢é zmieniamy
przy pewnych matematycznych warunkach do widm czestotliwosci Lar—
mora,tJ. do zwykiego widma SMR, przez przeksztatcenie Fouriera,

F(co) = I’eof(t)exp( - 10] t)dt

f(t) - fimkcja, ktéra ulegta tramsformaojl
= yrr

00 = czestos¢ katowa = 2JT\)

t - czas

Transformacja wykonywama Jest przez maszyne cyfrowa za pcmocag odpowied-
niego algorytmu. Systemoéw PT mimo znajomosci podstaw teoretycznych nie
tworzy sie samemu i z reguly kupuje sie od firmy np, Variam, Nicollet, DI-
gllab. W konsekwencji takiego przeksztatcenia otrzymuje sie widmo NMR kto6-
rego stosunek S/N Jest wyraznie wiekszy od umownego widma nmr tej saimej
probki. Widmo NMR moze by¢ zapisane w ciggu kilku selomd.

1.5. Apairatura [5]
Zasadniczo aparatura do PFT C-13 NMR skiada sie z dwoch czesci!
a) NMR - najczesciej 100 MHz
b) urzadzenia do tramsformacji Fouriera tgcznie z komputerem.
Jednym z typowych zestawéw Jest system PFT C-13 NMR firmy JOEL.
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Rys, 3, Aparatura do - PFT NMR

Zestaw do PFT - "C NMR skiada sie z; 1 - cyfrowe urzadzenie do programowania impul-
sow, 2 - Jednostka transformujaca, 3 ~ oscyloskop do kontrolowata sygnatéw 1 pulséw
4 - dostosowuje czestotllwosc radiowg do naswietlania protenéw, 5 - wzmacniacz do
rozsprzeganla Innych spinéw, 6 - wzmacniacz, 7 - wzmacniacz dla C-13 FT max 80
gausséw mozna otrzymaé przy prébie, 8 - licznik czestotliwosci radiowej, 9 - cousola
podstawowego przyrzadu, 10 - magnes, 11 - przystawka temperaturowa, 12 - komputer z
pamiecig 8 kilibitéw, 13 - 8 kilo dodatkowej pamieci, 14 - dalekopis, 15 - dziurkar-

ka tasmy, 16 - czytnik tasmy

Zasada dziatania tego systemu przedstawiona Jest na rysunku 4.
Jako wynik otrzymujemy widmo, ktére mozna zarejestrowacé w sposoéb
podobny Jak dla wodoru, albo tez otrzymujemy dane cyfrowe o potoze-
niu danego sygnatu. Jego intensywnosci po odjeciu wzorca.

VWWAJ-"m
] 7L
rJ-U—-—

Rys, 4. Blokowy schemat urzadzenia do TF. 1 - Nadajnik, 2 - bramka, 3 “ wzmacniacz,
4 - prébka, 5 - odbiornik, 6 - urzadzenie do TF, 7 - przyrzad rejestrujacy

2. Zastosowanie spektroskopi HVH do badania nukleotydéw. Badano
widma C-13 wielu zwiazkéw organicznych. Nie udato sie Jednak zna-
lez¢ ogolnych regut interpretacji widm. Mozna Jedynie na podstawie
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badania danej klasy zwigzkéw dojs¢ do pewnych uogodlnien,co nie zna-
czy, ze stosujg sie one do wszystkich zwigzkéw.

Jak wiemy,przesuniecia chemiczne i state sprzezenia dostarczaja
informacji o strukturze badanego zwigzku. Na przyktadzie zasad pi-

rymidynowych i purynowych oraz nukleozydéw i nukleotydéw zobaczymy

od czego zalezg te dwie wielkosci.

2.1. Korelacja miedzy przesunieciem chemicznym a strukturgw nukleozy-—
dach [63
Przesuniecia chemiczne dla nukleozydéw pirymidynowych i purynowych
wystepuja w dwéch rejonach widma!
- 60-100 ppm dla wegli pierscienia rybozy,
- 130-190 ppm dla wegli zasad heterocyklicznych
2.1.1. Przesimiecia chemiczne dla wegli pierscienia rybozy

Tabela 11

Przesuniecia chemiczne dla wegli pierscienia rybozowego w nukleozydach
Przesuniecia podano w stosunku do TMS (znak + sygnat przy wyzszym polu)

Zwigzek c-1'’ Cc-2' C-3 c-4' C-5'
urydyna (2.TM) 39.42 57.42 53.66 42.58 66.30
cytydyna(2.6M) 38.41 57.96 53.40 43.16 66.65
adenozyna 39.38 56.78 53.38 41.56 65.89
guanozyna 41.27 56.98 53.66 42.13 66.34

Z wynikéw zawartych w tabeli 11l wynika, ze rezonans atoméw  wegla

pierscienia rybozy nie Jest zalezny od zasad. Najwiekszym  zmianom
ulega zasadniczo tylko sygnat wegla C-1. Majac serie rdznych po-
chodnych mozna tatwo interpretowac¢ wystepujace sygnaty w zaleznosci
od struktury danego zwigzku. Na rys. 5 przedstawiono takg zalez-
nosc.

Z zaleznosci przedstawionych na wykresie mozna zaobserwowacé, ze;

- pochodne rybozy przy wymianie grupy 2' - hydroksylowej na wo-
dor doznaja przesuniecia w gore pola.

- w zwigzkach nienasyconych 2'3* mozna rozrézni¢ sygnaty C-2°' i
C-3' od C-1', C-4' i C-5', sygnaty dla C-2' i C-3' ulegaja
przesunieciu w dot pola,

- w przypadku cyklizacji przy C-5' sygnat nalezacy do tego wegla
ulega przesunieciu w dét pola o 13 ppm.
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- dla 0-gl"kozydéw Itnla przy najmniejszym polu dla wegla C-1
Jest przesunieta w dot pola o 18 ppm. Pozostate sygnaty sg bez
zmian.

- Dorman i Roberts [13] badajgc odpowiednie nukleotydy  stwier-

dzili, ze sygnaty dla wegli C-4' i C-5' sg rozszczepione przez
fosfor i dlatego mozna Je tatwo wyznaczyc.
0
U ]
Hr 14 32" 5
[ X
iv v
OHOH E)
OH 3| 2|
Al
HOHoC 0.
/5-
n 43 25
OH OH
-25 50
M3r

Rys. 5. Zalezno$¢ chemicznego przesuniecia od struktury dla wegli pierscienia rybo-
zowego W nukleozydach

Z przedstawionych danych wynika, ze kolejnos¢ sygnatéow w kierunku wzra-
stajacego pola w rybozie Jest nastepujgca: C-1, C-4, C-3, C-2, C-5,
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2.1.2. Przesuniecia chemiczne dla zasad pirymidynowych
Sygnaty dla zasad heterocyklicznych lezg w rejonie od -130 do

-190 ppm.
Tabela v
Przesuniecia chemiczne dla wegli zasad

zwigzek C-2 C-4 C-5 C-6
cytydyna (2.6 U) -28.42 -38.17 mt32.85 -14.29
dezoksycytydyna (2.6 M) -28.49 -38.44 +32.67 -13.93
urydyna (2.7 M) -23.88 -36.20 +25.46 -13.68
tymidyna (2.7 M) -23.06 -36.37 +18.02 - 8.80

Z danych wynika, ze chemiczne przesuniecia dla wegli w cytydynie i
dozoksycytydynie sg niezalezne od fragmentu cukru, dlatego réznice

w rezonansach wegli w urydynie i tymidynie muszg byc¢ spowodowane
.. 9 m o\
b LI anl
>
ll n
»(0M)
, B(0H)2
71 I i
h(OH)j

BIOM)
n90 -ii on 29 50 ppm ij

u
[ N

+10"), u30

2S ppm

a)

Rys. 6. Zalezno$¢ przesuniecia chemicznego od struktury dla wegli w a)  urydynach,
b) cytydynach
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obecnoscig grupy metylowej przy C-5 w tymidynie. Jezeli bedziemy roz-
waza¢ urydyne 1 cytydyne oraz ich pochodne to zauwazymy, ze (rys.6)
podstawienie siarki zamiast tlenu w grupie karbonylowej przy C-4
lub C-2 powoduje przesuniecie sygnatéw weglij/przy ktérych nastg-
pito podstawienie w do6t pola o ok. 30 ppm. Sygnaty wegli sagsied-
nich ulegaja przesunleclu,ihle w mniejszym stopniu.

Podobng sytuacje mamy dla pochodnych adenozyny i gxianozyny. Podsumowu-
jac te rozwazenia mozemy powiedzie¢, ze przesuniecia chemiczne dla wegli
w nukleozydach mozemy rozpatrywac¢ oddzielnie dla fragmentu cukru 1 zasady.
W poszczeg6lnych fragmentach duzg role odgrywajg podstawniki. Sygnaty dla
wegli,-przy ktdérych zachodzi najwieksza modyfikacja w gestosci elektronowej,
ulegaja najwiekszemu przesunieciu w goére lub w dét pola.

Il. WPLYW ELEKTROUJEMNOSCI PODSTAWNIKA NA PRZESUNIECIA CHEMICZNE

H. Splesecke i W.G. Schneider [15] wykazali, ze dla halogenoalkanéw Ist-

nleje liniowa zalezno$¢ miedzy chemicznym przesunieciem 13

C a elektroujem-
nosclg grupy X. Przestanianie zmniejsza sie z podwyzszeniem elektroujean-
noscl grupy. Nalezato sie spodziewaé¢ podobnej zaleznosci w grupie niikleo-
zydow.

Tarpley 1 Goldstein [I] stwierdzili, ze dla 5-halegeno pochodnych ura-
cylu istnieje podobna zaleznosc.

Rys. 7. Przesuniecie chemiczne jako funkcja elektroujeanosci dla 5-halogenouracyll
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Z wykresu wynika, ze:

- rezonans dla wegla C-5, ktory Jest bezposrednio zwigzany z  podstaw-
nikiem ulega najwiekszemu przesunieciu pod wplywem podstawnika,

& 13 zmniejsza sie ze wzrostem elektroujemnosci podstawnika,

- wegiel C-6 doznaje wptywu podstawnika poprzez dwa wiagzania - wptyw
Jest mniejszy niz dla C-5, Przesuniecie chemiczne wzrasta ze wzrostem E,

- C-4 doznaje takze wptywu podstawnika poprzez dwa wigzania,lecz wplyw
podstawnika Jest duzo mniejszy niz dla C-6. Sugeruje to wazng role po-
dwdjnego wigzania miedzy C-5 i C-6 w przenoszeniu wptywu podstawnika,prze-
suniecie wzrasta ze wzrostem E

- wegiel C-2 doznaje wplywu poprzez 4 wiazania. Wplyw podstawnika Jest
najmniejszy.

1. ZALEZNOSC WICYNALNEJ STALEJ SPRZEZENIA "C-H OD KATA SKRECENIA

Pomiar wicynalnej statej sprzezenia dostarcza informacji o kacie skre-
cenia dla wicynalnych atoméw C*i H*a tym samym okres$la wzajemng orienta-
cje zasady azotowej i cukru.

ocC

Wicynalna J 13C-H w przeciwienstwie do wicynalnej statej sprzezenia
AH-"H Jest bardziej czula na parametry strificturalne (elektroujemno$o, he-
teroatom, hybrydyzacja wegla) niz na eteryczne. Stwierdzono [I6j , ze wicy-
nalna stata sprzezenia C-H Jest wieksza dla atoméw trans niz dla cis.
Mozna Ja wyznaczy¢ albo z widma rezonansu protonowego dla substancji wzbo-
gaconej w izotop 130, albo z widma cmr dla substancji z naturalng  zawar-
toscig tego izotopu. Schweizer 04] badal wicynalne state sprzezenia dla
cytydyny i 6-metylocytydyny, natomiast Lemieux [ s] dla urydyny 1 JeJ cy-
klicznych pochodnych.

Zalezno$¢ wicynalnej statej sprzezenia od kata skrecenia podana Jest na

wykresie 8.



z zaleznosci tej wynika, ze naj-
wieksze WB8u:tosoi J otrzymuje sie w
przypadku kata 0° lub 180°, a nie-
wielkie dla katéw bliskich 90°. Gtéw-
ng korzyscig z wyznaczenia wicynalnej
J Jest mozno$¢ uzyskania przyblizonych
wartosci katow skrecenia. Badajagc J
w cytydynie i opierajgc sie na wykre-
sie podanym przez Lemieux, Schweizer
stwierdzit, ze w cytydynie kat skre-
cenia X = 25° odpowiednio do J = 3 Hz,

a odpowiadajacy mu kat dwuscienny
miedzy C-2 i HI Jest ¢ = 30-35° (dla
g= - 95° X = - 35°). Obie te war-

tosci katéw znaleziono dla anti gli-
kozydéw. Dla 6-metylooytydyny stata
J = 6 Hz - zgodnie z wykresem podanym
przez Lemieux katy:

4>

Rys, 8. Zalezno$¢ wicynalnej statej
sprzezenia od kata skrecenia

X = 165°
t = 105°

te wartosci sg charakterystyczne dla konformacji syn. Duzy podstawnik -

grupa metylowa przesuwa kat konformacyjny do zakresu syn. Obie konforma-

cje przedstawione sg na rys. 9.

CM3

HO OH

Rys. 9. Przedstawia konformacje anti (a) i syn (b)
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IV. STALA SPRZEZENIA "C - "P A KONFORMACJA NUKLEOTYDOW

Dane otrzymane z przesunie¢ chemicznych i statych sprzezenia dla cy-
klicznych nukleotydéw sg mniej pewne,4iiz dane protonowego rezonansu, Jed-
nak sg one wysteuczajgce dla potwierdzenia konformacji uzyskanej innymi
metodami. W tablicy podane sg state sprzezenia dla serii 3', 5' cyklicz-
nych nukleotydéw [17 a].

T ablica v

State sprzezenia dla 3', 5' cyklicznych nukleotydow

u c A 6 T
C 1P <0.2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
02P 8,0 7,8 7.8 7.8 8,3
C 3P 4,5 43 4,3 3,8 4,8
0 4P 45 4,5 45 4.8 45
C 5P 7,0 7,0 7.0 7.3 7,0

State sprzezenia zawarte w tabeli sg w przyblizeniu takie same dla ws”™-
stklch zwigzkéw badanej serii, Z tego wynika, ze konformacja rybozy i1 cy-
klicznego pierscienia fosforanowego Jest podobna w tych zwigzkach.

Wicynalna - P w nukleotydach Jest zalezna od kata dwiisciennego.
13 _3p jJest mniejszy (0-10 niz dla H- *"p
(0-22 HzX wiec zmiany statych sprzezenia 130 - 31P sg mniej podatne 3;1a
i - %P

81 P. Przez analogie dla J H-H i H

Poniewaz zakres sprzezen

zmiany kata dwusciennego niz H -
mozna przypuszczaé, ze stata sprzezenia CP trans bedzie duza (ok. 10 Hz), a
gauche bedzie mala (1-2 Hz), Takie wicynalne state podano w tabeli. Bada-
nia pmr w roztworze wykazaty, ze cykliczny pierscien fosforanowy posiada
konformacje krzestowa. W konformacji tej atom fosforu Jest trans do 02',
a z danych C-13 mr wynika, ze . Jest 8,0 Hz - co wskazuje na sprze-
zenie trans. Stata P—C4'wskazujeAcnz$ sprzezenie gauche. Geminalne state
sprzezenia dla 3', 5' sg rozne, ale state dla catej serii (4.3 i 7 Hz){
spowodowane to Jest wpltywem podstawnikow 1 rézna gestoscig elektronowa
wzdtuz drogi sprzezenia.
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DYSKUSJA

W dyskusji mgr M. Kreglewski poruszyt problem przypisywania poszczegol-
nym liniom ramanowskim okreslonych drgan w czagsteczce, poniewaz nie jest
mozliwe jednoznaczne stwierdzenie co to jest za typ drgania.

Ponadto zauwazono, ze w wyj»dku badan prowadzonych w roztworze wodnym

w zakresie od 1500 do 1100 cm™ nastepuje natozenie sie linii pochodza-
cych od drgan zginajacych wody z drganiami rozciggajagcymi wigzan  podwoj-
nych w czasteczkach zasad i ich pochodnych. Z tego tez powodu interpreta-
cja widm w tym zakresie jest bardzo trudna. Mgr A. Rafalskl stwierdzit;

ze chociaz przypisywanie drgan poszczegolnym grupom jest niesciste j jednak
metoda ta zostata wykorzystana w spektroskopii w podczerwieni i przynosi
wyniki pomagajgce w ustaleniach strukturalnych.






Maciej Stobiecki

SPEKTROSKOPIA RAMANOWSKA ZASAD
PIRYMIDYNOWYCH NUKLEOZYDOW | NUKLEOTYDOW

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono mozliwosci zastosowania spektroskopii rama-
nowgtkiej do badan podstawowych skitadnikéw kwaséw nukleinowych. Zostaty po-
ruszone problemy zwigzane z przygotowaniem prébek i wptyw ich czystosci na
jako$é widm. Podano przyktady widm ramanowskich zasad pirymidynowych i
purynowych oraz ich nukleozydéw i nukleotydow w roztworach i w ciele sta-
tym.

Y Przedstawiono takze wyniki badan nad wplywem temperatury na  intensyw-
nos¢ linii ramanowskiej.

W 1923 roku Staekal zwrdcit uwage na fakt, ze w promieniowaniu rozpro-
szonym oproécz fotondéw o czestosciach U ~ powinny sie pojawi¢ fotony 0
czestosciach réznych od czestosci promieniowania wzbudzajgcego. Z kolei w
1925 roku Kramers i Heisenberg obliczyli na podstawie teorii kwantowo-me-
chanioznej, ze fotony te powinny mie¢ czestosc¢ n 1927 r,
Dirac opracowat kwantowo-mechaniczng teorie rozpraszania. Uwienczeniem
przewidywan teoretycznych byto zaobserwowanie w 1928 r.przez Hamana tego
zjawiska w cieczach (benzen) oraz przez Landsberga i Meindelsztama w Kkry-
sztatach kwarcu.

Skitadowa elektryczna promieniowania elektromagnetycznego oddziatywuje z
czasteczkami materii. Indukuje ona w molekule moment dipolowy jul ktory
jest proporcjonalny do natezenia E skltadowej elektrycznej zmiennego  pola
magnetycznego,elektromagnetycznego, przy czym wspoétczynnik  proporcjonal-
nosci zdefiniowano jako polaryzowalnosé molekut

~Nind = (€Y

Ptaczek opracoT/at teorie polaryzowalnosoi, ktdra pozwala na  wygodny
opis zjawiska Reuaana, wedtug niej polaryzowalno$¢ jest to potencjalna zdol-
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no$¢ przemieszczania sie elektronu wzgledem jader atomowych w polu  elek-

trycznym.

Indukowany w czgsteczce moment- dipolowy musi drga¢ z czestoscig padajacego

promieniowania:

. 2

ind ochcos 2 rt \),t @
Jezeli uwzglednimy zalezno$¢ natezenia pola elektrycznego od czestosci

f ( o) i ze polaryzowalno$¢ jest funkcjg wspotrzednej normalnej drgania

oi"g)(przy zatozeniu, ze wychylenie q jest bliskie zeru), pamietajac, ze wy-

chylenie g mienia sie periodycznie wg wzoru

g=Qcos 2TC t 3)

to

>Aind “ \V0°°° 2 TTVAt + 1 (JE)"gecos 2TTEN- V)t +

«®0°°° 2TT(N) MVP)t 4)

W tym wzorze tkwi wytlumaczenie zjawiska Hamana. Czyli drgajacy induko-
wany moment dipolowy ma trzy podstawowe skladowe +\J.Z praw
elektrodynamiki wynika, ze kazdy drgajacy dipol jest zrédtem promieniowa-
nia o natezeniu | proporcjonalnym do kwadratu amplitudy jego drgan i do
czwartej potegi czestosci drgan

ind (5)

Dla pierwszej skladowej otrzymujemy nastepujaca postac:
,, - \% ’\—czakc,teczka w wyniku oddziatywania z promieniowaniem ele-
flay 0 0 O

ktromagnetycznym pozostaje na tym smarnym poziomie energetycznym, jest to
rozproszenie Hayleighowskie,dla drugiej skiadowej:

.~ d a2 (N -\ - czasteczka przechodzi na wyzszy poziom
st o o 0
oscylacyjny - rozproszenie stockesowskie , dla trzeciej skiadowej:

1 ~ q2 N Nj4  _ czasteczka przechodzi na nizszy  poziom
ast d o o 0
oscylacyjny - rozproszenie antystookesowskie.

Intensywnos$¢ pasm stockesowskioh jest okoto 1000 razy mniejsza od in-

tensywnosci pasm rayleighowskich, natomiast o stosunku intensywnos$ci pasm
antystockesowskich do pasm stockesowskich decyduje stosimek obsadzehn oscy-

lacyjnych pozioméw energetycznych.
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Z rozwazan kwantowo-meohanicznyoh wynika, ze integralna intensywno$¢ Xco
pasma ramanowskiego zwigzanego ze zmiang wibracyjnej liczby kwantowej O—I1
i+tego drgania normalnego jest proporcjonalna do kwadratu pochodnej pola-
ryzowalnosci wzgledem wspotrzednej normalnej

(—)»

'd c™o (6-)

Jest to reguta wyboru w widmie Hamana. Wynika z niej, ze w widmie Hama-
na pojawiaja sie pasma tylko tych drgan normalnych, w czasie ktérych na-
stepuje zmiana polaryzowalnosci. Przejscie ramanowskie jest zabronione,gdy
pochodna polaryzowalnosci jest réwna zeru, (5™)”™ “ 0, Sytuacja taka ma
miejsce w dwdch przypadkach:

1. polaryzowalno$¢ nie jest funkcja wspotrzednej normalnej o€ ~ f
przypadek ten zachodzi,gdy wigzeuiie chemiczne jest catkowicie  spolaryzo-
wane, tzn. mamy do czynienia z wiagzaniem jonowym, gdzie elektrony poru-
szajg sie wraz z jagdrem atomowym. Np. dla NaGl nie obserwuje sie widma ra-
manowskiego,

2. funkcja polaryzowalnosci w punkcie g = 0 ma ekstremum, woweczas

g_0 = 0. Sytuacja taka wystepuje zawsze wtedy, gdy czasteczki maja
srodek symetrii, dla nich pewne drgania sg aktywne w podczerwieni,a nie-
aktywne w efekcie Hamana i odwrotnie.

Wazna role w widmach Hamana odgrywa polaryzacja promieniowania rozpro-
szonego. Depolaryzacjg promieniowania rozproszonego nazywa sie zjawisko viy-
nikajace z anizotropii polaryzowalnosci czasteczek lub grup atoméw. Sto-
pien depolaryzacji p jest okreslony jako stosunek intensywnosci promie-
niowania rozproszonego, ktérego wektor elektryczny drga w ptaszczyznie
prostopadtej do wektora elektrycznego wigzki padajgcej, do intensywnosci
promieniowania, ktdrego wektor elektryczny drga w ptaszczyznie réwnolegtej
do wektora elektrycznego wigzki padajacej:

[ BEa

)

Dla niespolaryzowanego promieniowania wzbudzajgcego stopien depolaryza-
cji j - drgania moze zmienia¢ sie w granicach:

o<p

W praktyce oznacza to, ze jesli pasmo ramanowskie jest zdepolaryzowane
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p= 6/7,to odpowiada ono drganiu asymetrycznemu lub zdegenerowanemu i ma
mate natezenie, natomiast jezeli pasmo ramanowskie jest spolaryzowane
0 < p < —, to odpowiada ono drganiu w peilni symetrycznemu. Przy tym im bar-
dziej warto$¢ p jest zblizormi do zera, tym wyzsza jest symetria molekuty.

0d momentu>gdy zroédiem promieniowania wzbudzajgcego sg lasery,trudnosci
zwigzane z rejestracjg widm Hamana zostaty prawie catkowicie usuniete.
Spektroskopia ramanowska jest szeroko wykorzystana w przypadku badan kwa-
sow nukleinowych oraz ich komponentéw. Widma prébek podstawowych sktadni-
kéow mozna rejestrowac¢ w postaci proszkow, krysztatdw lub roztwordw.

Musi byé zapewniona wysoka czystosS¢ proébek przygotowywanych do  badan
metoda spektroskopii ramanowskiej z tego wzgledu, ze zanieczyszczenia aiaj-
dujace sie w prébce moga powodowa¢ fluorescencje, ktoéra bedzie naktadac sie
na linie ramanowskie substancji badanej uniemozliwiajac ich  odczy-
tanie.

SzczegOllnie przydatnym rozpuszczalnikiem do badan spektroskopowych ta
metoda jest woda, ktora posiada tylko jednag bardzo silng linie w zakresie
od 3200 do 3600 cm 1 natomiast pozostate linie okoto 1640, 800 , 400 i
175 ¢M™ maja bardzo mata intensywnos$¢ tak, ze interferencja ramanowska
aktywnych drgan wody w przedziale ponizej 3200 cm  jest do  zaniedbania.
Aby otrzymaé widmo odpowiedniej jakosci,stezenie badanej substancji w roz-
tworze powinno wynosi¢ okoto 0,2 n/l, jednak ze wzgledu na staba rozpusz-
czalno$é, szczegblnie zasad,otrzymanie takich stezen jest nie zawsze mozli-
we. Ka jako$¢ widm roztworéw ma réwniez wplyw obecno$¢ statych zanieczysz-
czen,dlatego tez dla wyeliminowania efektu rozpraszania promieniowania
wzbudzajgcego nalezy roztwory filtrowac.

Spektroskopia ramanowska jest bardzo przydatng metoda instrumentalng do
okreslania w jakich formach tautomerycznych wystepujg zasady purynowe i
pirymidynowe oraz ich nukleozydowe i nukleotydowe pochodne w roztworach

wodnych.

W widmach poszczegélnych zasad oraz pochodnych stwierdzono obecnos$¢ spe-
cyficznych linii, ktore zostaty przypisane charakterystycznym drganiom
pierscieni zasad. Dane te moga by¢ wykorzystane do identyfikacji specy-

ficznych zasad w biomolekutach o nieznanym skiadzie. Obserwuje sie syste-
matyczne miany czestotliwosci linii reunanowskich ze zmiang pH roztworow
dla wszystkich pochodnych danej puryny lub pirymidyny. Tworzeniu sie Kka-
tionu towarzyszy zawsze przesuniecie linii w kierunku wyzszych czestotli-
wosci drgan rozciggajacych podwéjnego wigzania, podczas gdy tworzeniu sie
anionu towarzyszy odpowiednie anniejszenie sie czestotliwosci. Wystepowa-
nie tego zjawiska moze by¢ jedynie wytlumaczone przylgczeniem lub odigcze-
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nlem protonéw (deuteronéw) raczej w miejscach azotéw pierscieniowych, a
nie zewnetrznych grup euninowych.Przylaczenie protondéw do pierscienia zasad
faworyzuje rozktad elektronéw TTw wigzaniach podwdjnych, podczas gdy usu-
niecie protonéw powoduje delokalizacje TT elektronéw. Z kolei linie w  za-
kresie od 1200 dc 1300 om™ odpowiadajg drganiom rozciggajacym  wigzan
pojedynczych pierscienia C-C i C-N. Podczas protonacji czasteczki wzrasta
charakter pojedynczego wigzania, stad czestotliwos¢ tych drgan maleje.

Badanie widm ramanowskich roztworow wodnych i w ciezkiej wodzie pozwala
na uzyskanie wiekszej ilosci informacji strukturalnych wynikajacych z
efektu podstawienia izotopowego,niz to miato miejsce w widmach uzyskanych
metoda spektroskopii w podczerwieni.

Dotychczas przebadano zasady oraz 1-N podstawione pochodne w wypadku
pirymidyn i 9-N podstawione pochodne puryn, gdzie podstawnikami moga by¢
atomy wodoru, grupa metylowa, pierscien rybozy lub 5'-fosforanu rybozy.

Widma ramanowskie tego typu zwigzkéw mozna podzieli¢ na dwa zasadnicze
zakresy. Pierwszy od 1800 cm”™ do 1500 om \ w ktorym pojawiajg sie linie
ramanowskie pochodzace od drgan rozciggajacych wigzan podwdéjnych miedzy
atomami. W réznych warunakoh rejestracji probek,tzn. w stanie statym, w
roztworach wodnych i w ciezkiej wodzie oraz w roztworach alkalicznych za-
wierajacych NaOH" pochodne okreslonej zasady posiadaja bardzo podobny uktad
linii, ktory zmienia sie jednak wyraznie ze zmiang Srodowiska.

Dla pochodnych uracyli stwierdzono, ze w tym zakresie powinny sie row-
niez pojawi¢ linie zwiazane z drganiami zginajagcymi w plaszczyznie wigzan
H-H, jednak Intensywnos$¢ tych linii jest minimalna albo nie sg one w ogodle
rejestrowane.

Widma wszystkich t-N podstawionych pochodnych uracylu w roztworach ciez-
kiej wody posiadaja trzy linie, ktore sg odpowiedzialne za rozciggajace
drgania wigzan podv<ojnych, poniewaz drgania zginajace wigzan N-D w pozycji
N(3) sg przesuniete poza ten rejon. Linia okoto 1690 om™* jest zwigzana z
drganiami grupy 0=0 przy weglu 2, a bardzo silna linia przy 1655 om” z
drgeiniami rozciagajacymi grupy karbonylowej w pozycji 0(4), najmniej in-
tensywna linia jest przypisywana drganiom rozciagajagcym 0=0 w  pierscie-
niu. Obserwuje sie zasadnicze zmiany w widmie w wypadku analizy probek w
roztworach wodnych. Die stwierdzono rozdzielenia sie linii pochodzacych od
drgan rozciagajacych grup karbonylowyoh w pozycjach 0(2) i 0(4). Pojawia
sie natomiast bardzo intensywna linia z maksimum przy 1680 om”\  Zmiany
te sugeruja, ze drgania grup karbonylowyoh sg sprzezone z drganiami zgina-
jacymi N-H w pozycji 11(3).

W roztworach zasadowych nastepuje przesuniecie linii widmowych w  Kie-
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runku nizszych czestotliwosci na skutek deprotonacji czasteczki w pozycji
N(3) , 00 powoduje delokalizacje elektronéw JT miedzy atomami piersc.enia

a grupami karbonylowymi O-C-H-C-0.
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BjB. 1. WIdaa raiunowskie pochodnych uracylu w roztworach wodnych 1 w ciezkiej wodzie

Rys. 2. Widma ramanowskie pochodnych uracylu w stanie statym
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Obszar widma od 1800 do 1500 cm_g-* jest identyczny dla wszystkioli 1-M
podstawionych pochodnych uracylu zaréwno w roztworach MaOH i NaOD. Odmien-
ne widmo obserwuje sie dla zasadowych roztworéw uracylu. W tym przypadku
na zmiane widma ma wplyw efekt podstawienia izotopowego. Matomiast w  al-
kalicznych roztworach 1,3-dwumetylouracylu nie obseruwje sie zadnych anian
w poréwnaniu z widmami w roztworach obojetnych. W wielu pochodnych krysta-
licznych uracylu istniejag silne wiazania wodorov/e i dane uzyskane  metoda
spektroskopii ramanowskiej potwierdzjg ten fakt. Whnioski te zostaty popar-
te tym, ze miedzy widmem ramanowskim krystalicznego 1-metylouracylu,a wid-
mem roztworu wystepujg powazne rozbieznosci, a natomiast nie zaobserwowano
podobnych réznic miedzy widmem krystalicznego 1,3-dwumetylouracylu, w kto-
rym tego typu oddziatywania nie moga mie¢ miejsca, a widmami jego roztwo-
row w H*O i1 DgO.

Poréwnujac widma ramanowskie 9-metyloadeniny i 9-metyloadenlffly—dg w
ciele statym stwierdzono podobne wiasnosci spektralne obydwoch zwigzkow w
zakresie od 1500 do 1600 cm*“ . Ha tej podstawie wysnuto wniosek, ze zadne
z drgan w tym zakresie nie nalezy gtéwnie do drgan nozycowych grupy HH .
Z kolei w widmie IR 9-metyloadeniny wystepuje silne pasmo przy 1671 om ,
ktore zanika zupeinie w widmie 9-metyloadeniny dg réwniez w widmach IR in-

nych niedeuterowanych pochodnych adeniny wystepuje silne pasmo przy
1672 cm~\ ktére zanika po deuterowaniu. Stagd mozna wnioskowa¢, ze  pasmo

okoto 1670“* cm w widmie IR ciata statego odpowiada prawie czystym  drga-

niom nozycowym grupy HHg, ktore nie sg obserwowane w efekcie Rwnana.

Widma pochodnych adeniny zaréwno w roztworach wodnych jak i w ciezkiej
wodzie, gdy nastepuje wymiana protonéw w grupie aminowej na deuter , cha-
rakteryzuja sie duzym podobienstwem, linie pochodzace od drgah wigzan po-
dwoéjnych w czasteczce wystepuja przy tych samych czestosciach. Pakt ten
tlumaczy sie brakiem sprzezenia drgan nozycowych grupy HH* z drganiami roz-
ciggajacymi wigzan podwaojnych.

Obnizenie pH lub pD badanych roztwordi» powoduje systematyczne  podwyz-
szenie czestotliwosci linii nalezacych do drgan rozciggajacych C=H i C~.
Sugeruje to wnikanie protonéw lub deuteronéw wprost w struktiroe pierscie-
nia prawdopodobnie w pozycji H(1).

Efekt podstawienia izotopowego zostat rowniez wykorzystany do okresle-
nia rodzaju drgan dla linii przy 1665 cm * w widmie statej cytozyny lub jej
pochodnych. Z danych spektroskopii IR wynikato, ze pasmo przy 1665 cm
zwigzane jest z drganiami nozycowymi HHg z powodu jego nieobecnosci w wid-
mie pochodnych deuterowanych i przez analogie do pochodnych adeniny (pasmo
przy 1671 cm~") zostato podane takie rozwiazanie. Hatomiast w widmach ra-



186

ADENOZYHA ADENOZYNA
»MO »0<S
ADENOZYNA ADENOZYNA

| . AWP-6. l' Mlp'5
i J pH2? . | PO»7 ,0>S
jt\v/

y-MET4XOADEUI INA y-METYLOADIIi'i iNA

»H<3 poO<3
------- AN,
y-METYLOADENINA y-METY]ji/ADENINA .
AAILAl\AA 1, - mh\ -A—— "> pO»5 ‘

A

Bys. 3. Uldoa raBanowski* pochodnych adeniny w roztworach wodnych i w clelklaj wodzie

ADMOZYNA
K PROSZEK |
|| -%"rr f Tt/ V=il - NMAV \
' 9-METYLOADENINA,
PROSZEK

1 n *
rmra'rl . 17 19-METYIOADENINA-cU

PROSZEK 1

. XA-»N\>A A . m A% \] L

Bys. 4. Widna rananowskie pochodnych adeniny w stanie atatyn

manoweklich adeniny nie ma odpowiednika tego pasma, a wystepuje ono w wid-
mach pochodnych cytozyny zaréwno w ciele statym,jak i w roztworach wodnych
i w ciezkiej wodzie. Znaczne natezenie tej linii ramanowskiej w pochodnych
cytozyny sugeruje, ze podstawowy udziat ma nieco inne drganie niz drgania
nozycowe grupy NH . Widma deuterowanych pochodziych cytozyny wykazujg silne
pasma IR przy okoto 1650 cm , €co odpowiada pasmu 1665 om niedeuterowa-
nych pochodnych, a mate przesuniecie czestotliwosci sugeruje tylko nie-
wielki wkiad drgan grupy NH”. Z kolei grupa karbonylowa przy weglu w  po-
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zycji C(4) w pochodnych uracylu daje poczatek silnemu pasmu IH i linii ra-
manowskiej okoto 1660 cm~\ Dlatego bardziej odpowiednie jest przypisanie

tej linii w pochodnych cytozyny drganiom rozciagajacym wigzan podwadjnych.
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.Rys. 5. Widna rananowskie pochodnych cytosyny w rostwomeh wodnych i w ciezkiej wodzie

Rys. 6. Widna rananowskie pochodnych cytozyny w stanie stalyn

Badajgc widma pochodnych guanozyny w obojetnych roztworach wodnych i w
ciezkiej wodzie stwierdzono, ze wystepuje ona w formie 6-keto- 2-amino,
Silnie spolaryzowana linia lezaca przy 1670 cm™™* dla roztworu DgO 1
1680 cm dla roztworéw H"O zostata przypisana przez analogie do widm ura-
cylu drganiom rozciaggajacym grupy kaybonylowej.
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Rys. 7. Widna rananowskie pochodnych guaniny w roztworach wodnych i1 w ciezkiej wodzie

Jezeli w roztworze dominowatby tautomer w formie enolowej nie mozna by sie
spodziewac¢ linii o czestotliwosci odpowiadajgcej drganiom grupy karbonylo-
wej. Gdyby natomiast dominowata iminowa forma tautomeryczna drgania grupy
C=H-H nie wystepowatyby przy tak duzej czestotliwosci, a ponadto efekt
izotopowy spowodowatby wiekszg zmiane czestotliwosci.

W widmach zasad i ich pochodnych w zakresie ponizej 1500 om pojawiaja
sie linie zwigzane z drganiami rozciggajacymi 1 zginajacymi  wigzanh w
czasteczce. Pewne linie wystepujgce w tym zakresie sg charakterystyczne
dla omawianych zwiazkéw i moga stuzy¢ do identyfikacji poszczegoinych
sktadnikow kwasow nukleinowych lub oligonukleotydoéw. W wypadku uracylu i
cytozyny linie te pojawiajg sie w zakresie od 1200 do 1300 cm , sa one
przypisane drganiom rozciggajacym pierscienia. Matomiaet specyficzne drga-

nia pierscieniowe pochodnych adeniny i guaniny przypisane sa liniom w
okolicy 1300 cm™ . Ponadto wystepujg dla v/szystkich zasad charakterystyczne

linie ponizej 800 om™ : linia okoto 790 om~"- iroaoyl, linia 780 cm * - cy-
tozyna, 720 c¢m”X adenina 1 linia ponizej 700 om * - guanina. Linie te sa
przypisane drganiom pulsacyjnym pierscienia i nie zmieniajg swych czesto-
tliwosci podczas’zmian pH lub pB.

Poza drganiami pierscieniowymi dla wszystkich widm zasad i ich pochod-
nych we wszystkich stanach skupienia i zakresach pH i pD w roztworach po-
jawiaja sie linie charakterystyczne dla réznych srodowisk.

Poréwnanie widm wodnych zasad i ich pochodnych z widmami nukleozydéw
i nukleotydéw wykazuje ich duze podobienistwo. Wynika to z faktu, ze linie
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ramanowskie pierscienia ciSnrowego majg bardzo matg intensywnos$¢ w stosunku

do linii pochodzacych od drgan atoméw pierscienia zasady.
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Rys. 8. Wildoa raaanowskle ryboij v roztworze wodnyz i w ciezkiej wodzie

Jak mozna stwierdzi¢ na podstawie rysunku widmo czgsteczki D(-) -rybozy
ma tylko bardzo stabe linie ramanowskie przy 880, 1080 i 1125 om . Sg one
obecne réwniez w widmach nukleotydéw i nukleozydéw. Stabe linie rybozy po-
jawiaja sie z kolei jako silne pasma w widmie IH i sg przypisywane drga-
niom rozciggajacych C-C i C-0 w pierscieniu. W widmach nukleotydéw pojawia
sie dosy¢ intensywna linia przy 980 cm~* i bardzo staba linia w poblizu
1100 om"*\ sg one przypisywane drganiom rozciggajacym grupy fosforanowej.

W widmach krystalicznych pochodnych zasad pojawiaja sie linie ramanow-
skie w zakresie ponizej 400 om” , sg one zwigzane z szkieletowymi drgania-
mi rozciggajacymi i zginajacymi. Miedzy innymi stwierdzono, ze w rejonie
miedzy 120 a 70 cm” pojawiajg sie linie o bardzo mailej intensywnosci,
przypisywane czystym drganiom rozciggajgcym wigzan wodorowych.

Metoda spektroskopii ramanowskiej dzieki mozliwosci wykonywania widm w
roztworach wodnych pozwala na stwierdzenie,w jakiej formie tautomerycznej
wystepujg poszczegoblne zasady. Dla okreslenia rbwnowagi  tautomerycznej
inozyny w roztworach wodnych wykonane zostaty widma ramanowskie obojetnych
roztworéw Inozyny, l-metyloinozyny i 6-O”etyioinozyny. Dwa ostatnie zwigz-
ki posiadajg podstawniki w pozycjach uniemozliwiajgcych przemiang w druga

forme tautomeryozna i majg struktury odpowiadajace formie ketonowej lub
enolowej. W zakresie powyzej 1500 cm”* dwa pierwsze zwigzki posiadaja

cztery intensywne linie przy 1684, 1585, 1555 i 1512 cm™\

Szeroka linia w poblizu 1680 c¢cm” jest przypisywana drganiom rozciaga-

jacym grupy karbonylowej, ktéra okresla forme ketonowg, Hatomiast widmo
6-0-metyloinozyny ma tylko dwie linie przy 1586 i 1508 om \

W zakresie ponizej 1500 cm” w widmach inozyny i 1-metyloinyzyny poja-
wiajg sie linie ramanowskie przy 1390 i 1335 om™\ a w widmie 6-0O-metylo-

inozyny linie przy 1359 i 1307 om”\ Powyzsze dane widmowe wskazujg na po-
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8ys. 9. Widaa raunowskie w roztworze "HgO, stezenie 0,25 H/I, p"H 7,5, a) 1l-metylo-
Inozyna, b) Inozyna, c) 6-0-metyloinozyna

dobng strukture w czasteczkach inozyny i jej 1-metylopochodnej. Ponadto
w widmach dwo6ch pierwszych zwigzkéw wystepuje linia przy 721 cm”’, charakte-
rystyczna dla formy ketonowej, przypisywana drganiom pulsujacym pierscie-
nia, a linia ramanowska charakterystyczna dla formy enalowej pojawia sie
w 6-0O-metyloinozynie przy 756 om””. Brak w widmie inozyny linii przy
736 cm™* Swiadczy o tym, ze w roztworze znajduja sie one w ponad 99" w

formie ketonowej.

Na ksztatt i intensywnos$¢ linii ramanowskich w widmach roztworéw  wod-
nych nukleozydéw i nukleotydoéw majg wplyw zmiany temperatury. Obnizenie
temperatury moze spowodowa¢ nastepujace zmiany: 1) zmniejszenie intensyw-
nosci linii, jest to tzw. hypochromowy efekt Hamana, 2) wzrost ich inten-
sywnosci, 3) przesuniecie czestotliwosci lub 4) zmiane ksztattu linii.

Na przykiad dla pochodnych Inozyny wszystkie tego typu zmiany w widmie
sg odwracalne w zakresie od 0 do 85°C. Dotad uzyskane informacje wskazuja
na to, ze fakt wystgpienia réznic w widmie ramanowskim pod wplywem tempe-
ratury nie jest spowodowany ani reakcjami protonacji lub deprotonaciji,
ani toz przesunieciem punktu réwnowagi tautomerycznej, a odwré-caluosé
tych zmian ze zmiang temperatury wyklucza mozliwo$¢ wystgpienia oddzia-
tywan chemicznych. Dlatego tez przyjeto, ze zmiany widma ramanowskiego
zachodzg pod wplywem asocjacji czasteczek, Wystaiplenie efektu hypechromo-
wego w widmie Hamana wskazuje na to,ze efekt asocjacji czasteczek 5'- fos-
foranu inozyny przebiega' poprzez stakingowanie zasad. Natomiast réznice we
wzglednych wartosciach intensywnosci poszczegolnych linii swiadczg o réz-
nym stopniu sprzezenia pomiedzy stanami wibracyjnymi i elektronowymi.

Obserwuje sie rowniez duzy wzgledny wzrost intensywnosci linii ramanow-
sklej przy 820 om™" przy obnizeniu temperatury. We wszystkich badanych
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Sys. 10. Widna rananowskie Ino-3'-P w roztworze H20, stezenie 0,6 M/i, pH 7,5, a) w
temperaturze 10°C, b) w temperaturze 85°C

dotychczas polirybonukleotydach i kwasach makieinowych intensywnos$¢ linii
0 tej czestotliwosci w widmach ramanowskich zalezata od stopnia uporzadko-
wania badanego iiktadu. Linia ta miata maksymalng intensywno$¢ w  widmach
uktadow uporzadkowanych i malata ona ze wzrostem stopnia  niouporzadkowa-
nia. Stwierdzono, ze linie przy 820 cm " nalezy przypisa¢ prawdopodobnie
drganiom grupy fosforanowej w kazdym mono- lub polirybonukleotydzie.

Wazrost asocjacji czasteczek 5'- fosforanu inozyny w nizszych temperatu-
rach powoduje przesuniecie linii przy 1472 om~* o 10 cm * w Kierunku wyz-
szych czestotliwosci. Linia ta przypisywana jest sprzezanym drganiom
pierscienia hipoksantynowego i1 zmiana jej potozenia w kierunku wyzszych
czestotliwos$ci wskazuje na usztywnienie wigzan w pierscieniu.

Brak jakichkolwiek oddziatywahn na linie przy 980 cm“* przypisywang drga-
niom grupy fosforanowej podczas zmian temperatury $wiadczy o tym, ze grupa
POj nie jest bezposrednio zwigzana z asocjacjg czasteczek nukleotydu i
ma taka sama strukture w wypadku staklngu zasad lub jego braku.

W roztworach w ciezkiej wodzie 5'- fosforanu inozyny w wyzszych tempe-
raturach nastepuje podstawienie atomu wodoru w pozycji 0(8) pierscienia
przez atom deuteru. Spektroskopia ramanowska jest prostg metoda pozwalaja-
ca na badanie przebiegu tej reakcji (rys. 11). Na rysunku sg przedstawione
widma roztworéw 3'- fosforanu inozyny w ciezkiej wodzie. W pierwszym przy-
padku miato miejsce tylko nietrwate podstawienie protonéw w grupach NH i
OH, natomiast w drugim nastgpito podstawienie atomu wodoru deuterem w po-
zycji C(8). Ro6znice w Intensywnosci linii przy 1508 i 1330 cm sg spowo-
dowane podstawieniem atomu wodoru przez deuter. Obydwie linie nalezg do
drgan rozciagajacych pierscienie sprzezonych z drganiami zginajacymi wia-
zania C-H w pozycji 0(8). Wymianie towarzyszy réwniez pojawienie sie li-
nii przy 1483 cm” spowodowane sprzezeniem drgan rozciggajacych piersoie-
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CiT*

- e 1n0-5F 1 TouOE 100, stezani % 7,59

Kys. 11. Widaa raaanowskie Ino-5"-P w roz ngO, stezanie 0,6 M/I, p"H 7,5jpo-

miary w teaperaturza 0°C; a) $wiezo przygotowany roztwor, b) roztwdr po ogrzaniu do
taaperatury 85°C

nia z drganiami zginajacymi wiazania C-D. Na podstawie dotychczas zebra-
nych informacji mozna dokona¢ pewnych uogoélnien dotyczacych widm rama-
nowskich zasad i ich pochodnych. W wiekszosci wypadkéw drgania defor-
macyjne wigzan N-H, N-D, NHg i NDg sg bardzo stabe lub  nj.ewykrywalne w
efekcie Hamana, nie odkryto zadnych wyraznych wyjatkéw,

W widmach roztworéw tej grupy zwiazkéw linie pochodzace od drgan roz-
ciggajacych grup karbonylowych sg odpowiednio szersze niz inne drgania
rozciagajgce wigzan podwojnych. Ponadto linie te sa silnie  spolaryzowane
we wszystkich przypadkach, podczas gdy linie innych drgan rozciggajacych w
pierscieniu sg na ogo6t mniej spolaryzowane.
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Marek Kreglewski

PROBLEMY TEORII WIDM IR
SKEADNIKOW KWASOW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

W rozdziale tym przedstawiono ogélne problemy teorii widm w podczerwie-
ni, W oparciu o teorie przedyskutowano ograniczenia metody IR w badaniach
struktury kwaséw nukleinowych.

WSTEP

Widma w podczerwieni czagsteczek moga by¢ analizowane réznymi metodami 1
z réznymi stopniami precyzji. W korzystnych przypadkach niewielkich cza-
steczek, szczeg6lnie dwuatomowych, mozliwe jest przeprowadzenie doktadnych
obliczenn wigzacych obserwowane widmo ze strukturg czagsteczki. W innym
skrajnym przypadku stosuje sie tylko badanie jakos$ciowe, empirycznie pozwa-
lajace  stwierdzi¢ obecnos$¢ lub brak pewnych grup funkcyjnych. Miedzy ty-
mi podejsciami istnieje wiele przypadkéw posrednich, w ktorych mozemy po-
stugiwaé¢ sie metodami przyblizonymi. Stosowanie tych metod wymaga  jednak
duzej ostroznosci ze wzgledu na duzg ilos¢ wprowadzanych przyblizen.

Celem pracy jest przeanalizowemie probleméw wytaniajgcych sie przy sto-
sowaniu do duzych czasteczek obecnie dostepnej teorii widm w podczerwieni
pod katem poprawnosci opisu poszczego6lnych pasm IR oraz mozliwosci przewi-
dywania zmiaui, jakie nastgpig w widmie w przypadku podstawienia lub mniany
konformacji czgsteczki. Objetos¢ pracy pozwala tylko na  zasygnalizowanie
tych problemoéw i wypunktowanie rysujacych sie nowych sposobéw podejscia
przy interpretacji widm w podczerwieni. Nie zostang przy tym przedyskuto-
wane zagadnienia intensywnosci pasm czy regut wyboru, poniewaz wymagaja
one stosowania odrebnego aparatu matematycznego} wynikajg mianowicie @z
rozwigzania réwnania Schrodingera czasowo zaleznego.
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TEORIA WIDM W PODCZERWIENI

Czasteczki chemiczne sg zbudowane z jader i z elektrondw, miedzy ktory-
mi wystepuja oddziatywania elektrostatyczne dajgce w wyniku trwaty ukitad.
Jak juz zatozono,nie zostanag uwzglednione problemy regut wyboru czy in-
tensywnosci i wobec tego mozna ograniczy¢ sie do rozpatrywania stanow sta-
cjonarnych czasteczek, tj. stanéw o okreslonej energii. Pozwala to  utwo-
rzy¢ dla czasteczki nastepujacy hamiltonian (bez uwzglednienia spinu):

H=TJ+T®+V(q,Q) 0O)
2
gdzie: operatorem energii kinetycznej jader
T = '""\/72 jest operatorem energii kinetycznej elektronéw
e
V - operatorem elektrostatycznego oddziatywania jader i elektronow

- masg b -tego jadra, m" - nmisg £ -tego elektronu
Q,q- wspotrzednymi odpowiednio jader i elektronéw

Dla tak postawionego problemu nie mozna w zadnym wypadku méwié o od-
dzielnej energii elektronowej, wibracyjnej czy rotacyjnej. Sens fizyczny
ma tylko dyskusja energii catkowitej czgsteczki. Jednak rozwiazanie réwna-
nia Scbrbdingera dla petnego hamiltonianu znaleziono na razie tylko dla
czasteczki

W wypadku duzych czasteczek wprowadzi¢ nalezy okresSlone przyblizenia,
z ktoérych najwazniejsze jest przyblizenie adiabatyczne Zostanie ono
omoéwione bardziej szczeg6towo.

Kazda fimkcje falowg H (q»Q) bedacg rozwigzaniem petnego rébwnania
SchrCdlngera

HIl(@,Q) = E (a.Q) (&)
mozna rozwina¢ w szereg
V (0,Q) = 9.QX 1 (Q 3
gdzie (3»Q) sa funkcjami wiasnymi "hamiltonianu elektronowego"

HQ = Tg + V(a.Q) 4)
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spetniajgcymi réwnanie

H(Q) @Q = @ (CR®) ©)

W-jNQ) przedstawia wielkos¢, ktora bylaby réwna petnej energii czastecz-
ki, jezeli jadra wystepujgce w konfiguracji Q nie poruszatyby sie.

Poniewaz masa najlzejszego jadra - protonu jest 1836 razy wieksza od
masy elektronu,w przyblizeniu adiabatycznym zaktada sie, ze ruch elektronu
odbywa sie w usrednionym polu jader, tzn. jadra poruszajg sie tak wolno,
ze elektrony "czujg" tylko ich potozenie, a nie predkosci. Jezeli stany
elektronowe czasteczki nie sg zdegenerowane, zatozenie to odpowiada ogra-
niczeniu sie rozwiniecia (3) tylko do jednego cztonu, ktoéry  zapiszemy w
postaci:

f(0,Q) = 'Vt(Q,0Xi Q) ®)

Po podstawieniu flankoji (6) do réwnania (2) i po skorzystaniu z zasady
wariacyjnej mozna znalez¢ réwnanie na X" (Q) w postaci:

(Ti + Dg (Q) Q = EXj (Q )

gdzie: Ug(Q) = Wg(Q) —+[ /A ®)

jest efektywnym potencjatem, w ktérym odbywa sie ruch jader.

Drugi czton prawej czesci wzoru (8) jest bardzo maty - rzedu m/M* i
zazwyczaj jest zaniedbywany. Wtedy wewnagtrzczasteozkowy efektywny  poten-
cjat jest niezalezny od masy jader, co oznacza np. ze Og(Q) nie zmienia
sie przy podstawieniu izotopowym.

Warto podkresli¢, ze w przyblizeniu adiabatycznym mozna catkowita ener-
gie czasteczki podzieli¢ na energie elektronowg Wg oraz  wibracyjno-rota-
cyjna. Oznacza to, ze taki podzial energii jest konsekwencjg okreslonego
przyblizenia wynikajgca z pozostawienia w rozwinieciu catkowitej funkcji
falowej V (q,Q) tylko jednego cztonu.

W stosowanych dotychczas metodach teoretycznych dla duzych  czasteczek
zaktada sie, ze drgania odbywajg sie wokdt potozenia réwnowagi. W tym wy-
padku mozna efektywny potencjat zapisa¢ w przyblizeniu harmonicznym:

Ug(Q) »iWg(Q) i 7s} C))
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gdzie wspotrzedne sg wybrane tak, aby nie wystepowaty cztony mieszane
QMQ”, Oznacza to, ze kazda z tych wspoétrzednych opisuje jedno drganie
czgsteczki. Wspotrzedne takie nazywamy wspotrzednymi normalnymi, drgania

im odpowiadajace drganiami normalnymi czasteczki, a wyrazenie:

aQ /Qo=0 10)

stala sitowa <0 -tego drgania normalnego.

Pomijajac ruchy translacyjne i rotacyjne czasteczki, dla tak wybranego
uktadu wspoétrzednych Q”, funkcja falowa drgan rozkiada sie na iloczyn fiant-
cji oscylatorow harmonicznych poszczegélnych drgan normalnych:

6
Xj(Q) ﬁ an

gdzie 3N-6 Jest liczba drgan normalnych nieliniowej czgsteczki zbudowanej
z K atomow.

Mozna teraz réwnanie (7) rozseparowad na 3W—6 réwnan opisujgcych poje-
dyncze drgania normalne* Catkowita energia ukitadu wynosi;

E=We + =z 6" a2

£0* (v + 1/2) tco. (13)

gdzie  jest efektywng masg drgajacych jgder, a co”*czestoscig drgan. Po-
niewaz w eksperymencie obserwuje sie tez 3N-6 czestosci, mozna okreslic¢
tatwo state sitowe .

Wydawatoby sie, ze nakreSlona droga jest prostym sposobem rozwigzania
problemu wibracji drobiny. Niestety w praktyce nie sg znane wspotrzedne
normalne czasteczki z wyjatkiem kilku najprostszych przypadkéw. Dlatego
tez rozwiniecie potencjatu efektywnego w szereg bedzie bardziej skompli-

kowane:
U () = + 1/2 z: (Ho- o ®yan ()
. daw (R)\
gdzie:
uo (15)
MO
H moga by¢ teraz wspotrzednymi kartezjanskimi, wspotrzednymi symetrii  lub

innymi. W takim przypadku statych (nawet gdy ) Jsstd
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N -6 (M-6 ~ _6&.C5. .5

tzn. nie moze by¢ mowy o wyliczeniu ich z poréwnania z doswiadczalnymi
3H - .6 czestosciami. Z tego tez wzgledu nie wolno przypisywaé¢ im  zadnego
sensu fizycznego.

Aby unikng¢ tej trudnosci stosuje sie przyblizone potencjaty dla ruchow
jader w czasteczce. Potencjaty te uwzgledniajg tylko niektére oddziatywa-
nia atoméw, a inne zostajg pominiete. Do najczesciej stosowanych naleza
potencjaty sit walencyjnych (VPP) i Ureya-Bradleya (UBPP). Oba stosuje sie
w obszarze przyblizenia harmonicznego. '

Przyblizenia te zostang omdwione na przykitadzie prostej tréjatomowej
czasteczki.

VPP DBIP

X X

Rys. 1. Modele potencjatéw VFF 1 UBFF dla czasteczki tréjatonowej

Potencjat VPP uwzglednia tylko oddziatywania ze zmiang dtugosci  wigzania

i zmiang kata miedzy dwoma wigzaniEuni:

AVPPE =i +

Potencjat DBPP uwzglednia jeszcze oddziatywania miedzy niektérymi niezwig-

zanymi bezposrednio atomami:

Upgpp =aM (a2 + g2) + n a2

State a™, a™, k wylicza sie przez poréwnanie z eksperymentem.Trzeba jed-

nak wyraznie podkresli¢, ze nie wolno przypisywa¢ im scisle okreslonego
sensu fizycznego, poniewaz wspo6trzedne , Qg, nie sa wspo6trzednymi
normalnymi, czyli a™, a”"2» drugimi pochodnymi energii elektrono-

wej llg po odpowiednich wspotrzednych. W praktyce oznacza to, ze  okresle-
nie statych wspotczynnikéw w potencjatach VPP lub UBPP dla jednej cza-
steczki moze spowodowaé duze bledy przy przeniesieniu tak wybranego zbioru
statych do innej, nawet podobnej, czasteczki.
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Z tego tez wzgledu stosuje sie raz jeden,raz drugi model potencjatu i
niezwykle trudno jest przewidzie¢ ozy otrzyj sie poprawne energie przejsc¢
wibracyjnych zwiaszcza dla zwiazkéw zawierajgcych tlen, azot,siarke itp["43-

PRZEGLAD WYNIKOW

Ze wzgledu na wielko$¢ czasteczek kwasdéw nukleinowych ich badania teo-
retyczne natrafiajg na wiele trudnosci. Stad tez nie ma na razie prac teo-
retycznych zajmujacych sie catoscig widma podczerwonego kwaséw  nukleino-
wych [5].

W 1969 r. M. Tsuboi i in. [6] prébowali poprzez analize widm w podczer-
wieni niektérych t-RHA okresli¢ drugorzedowa strukture tego kwasu.  Wyko-
nano widma wzorcowe dla par zasad nukleinowych AU,GC oraz dla podstawowych
nukleotydow U/IP, GMP, AMP, CMP. Tworzac teraz superpozycje tych widm w za-
kresie 1400 do 1750 cm™ starano sie odtworzy¢ widmo t-RNA alaniny, wali-
ny, metioniny i tyrozyny. Wyniki tej préby przedstawione sg na rysunku 2
przyktadowo dla t-RNA alaniny.

Rlys. 2. Aj obserwowana krzywa absorpcji IR fllnu t-RNA alaniny, Bt obliczona krzywa
dla 0,060 A0 + 0,508 GC + 0,090 AMP + 0,134 UMP + 0,119 GMP ¢ 0,089 CMP (co odpowia-
da 2 AU + 17 GC + 6A + 9U + 80 + 6C)

Praca ta nie zostanie jednak omoéwiona szerzej, gdyz nie daje odpowiedzi
na zadne z podstawowych pytann postawionych we wstepie, a poza tym trudno
jest uzasadni¢ teoretycznie te metode. Sami autorzy przyznaja, ze nie

uwzglednili obecnosci w t-RNA rzadkich zasad, ktérych np. w t-RNA  waliny
jest az 12 na ogélng liczbe 75 zasad. Co jednak wydaje sie najistotniej-
sze, nie da sie uzasadni¢ teoretycznie, ze intensywnosci odpowiednich pasm
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w nukleotydaoh czy parach zasad pozostajg niennienione w makroczasteczce
t-RHA, gdzie liczba oddziatywah oraz geometria sg zupeinie inne. Widoczne
to jest juz zresztg na rysunku 2, gdzie przy 1650 cm * 1 1690 cm nastg-
pito odwrdécenie wzglednej intensywnosci pasm.

Inne prace koncentrujg sie wokoét analizy widm zasad nukleinowych. Wste-
pem do nich byla obszerna eksperymentalna praca R.C. Lorda i G.J. Thomasa
z 1967 r. [7], w ktorej przedstawiono widma ramanowskie i1 niektore pod-
czerwone uracylu, adeniny, cytozyny, guaniny, ich nukleozydéw, nukleoty-
déw oraz pochodnych alkilowych wykonane w roztworach wodnych przy  réznym
pH i pD, a takze w stanie statym. Istotne jest zwrdcenie przez autorow
uwagi na obecno$¢ w widmie pewnych pasm charakterystycznych oraz na po-
laryzacje niektorych linii Ramana, co utatwi okreslenie typéw drgan odpo-
wiadajacych tym liniom.

Pierwsze proby obliczenia czestosci wibracji dla uracylu podjeli H.Susi
iJ. Ard w 1971 r. [s], a nastepnie w roku 1973 ci sami autorzy dla cyto-
zyny C9j* » pracach ograniczono sie tylko do analizy drgan w ptasz-
czyznie pierscienia. Szerzej omoéwiona zostanie pierwsza z tych prac.

Punktem wyjscia byty wykonane widma ramanowskie i IR polikrystaliczne-
go uracylu, N,H-dwudeuterouracylu, C,C-dwudeuterouracylu i perdeuteroura—
cylu (rys. 3, 4). Poczatkowo prébowano dobra¢ zbiér statych sitowych dla
pola sit Ureya - Bradleya metodg itaracyjna pO]. Zadne jednak z obliczo-
nych czestosci nie zgadzaty sie z wystepujacymi w eksperymencie,a w szcze-
golnosci z drganiami CH i HH wyraznie okreSlonymi przez deuterowanie.

Rachunki wykonano wiec dla pola sit walencyjnych, w ktorym uwzglednio-
no nastepujace state sitowe:

a) szkieletowych drgah rozciggajacych dla wigzan CO, CC, CN, ktére ob-
liczono ze wzoréw LADDa i innych [11* i Deciusa [I2j wiagzacych sta-
te sitowe z dilugosciami v/igzan,

b) drgan zginajgcych, ktoére przyjeto takie jak w acetonie, cis-olefi-
nach 1 n-metyloacetamidzie,

0) pewnych oddziatywan miedzy drganiami rozciggajacymi oraz rozciaga-
jacymi i zginajacymi, ktorych wartosci wyjsciowe przeniesiono z ben-
zenu.

Spos6éb wyboru statych sitowych przedstawiony jest na rysunku 5. Sredni
btad obliczonych 83 czestosci wyniést 7,6 cm * (ok. 0,87). Obliczone war-
tosci PED czyli podziatu energii potencjalnej poszczegoélnych drgan sg tez
zgodne z oczkiwanymi (por, tabela 1), co mozna byto stwierdzi¢ dla drgan
chEirakterystycznych drobiny, np. dla drgan rozciggajagcych HH lub CH, Cie-
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Rys, 3. Widma ramanowskie uracylu, N, N-dwudeuterouracylu, C, C-deuterouracylu, per-
deUterouracylu
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Rys, 4, Widma podczerwone uracylu, N, N-dwudeuterouracytu, C, C-dwudeuterouracylu,
perdeuterouracylu
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Rys. 5. Spos6b wyboru statych sitowych VFF w uracylu

kawg informacja sg przedstawione przemieszczenia kartezjanskie dla nie-
ktorych drgan w ptaszczyznie uracylu wyraznie wskazujace na to,jak  skom-
plikowane jest drganie odpowiadajace jednemu pasmu absorpcji (rys.5). Jed-
nak wielkosci PED 1 przesunie¢ kartezjanskich obliczone sg w przyblizeniu
harmonicznym p3, 14/

Tabela 1

Obserwowanie i obliczone drgania normalne uracylu w ptaszczyznie (cm

IE Raunan Obi. Opis
1 2 3 4 5
1 3160 m 3130 3134 0 NH sym. (99)
2 3160 m 3130 3131 UNH niesym. (99)
3 3100 s 3100 3100 OCH sym. (98)
4 3080 8 3085 3092 UCH niesym. (99)
5 1716 s 1662 1684 0C(2=)0
6 1675 s 1648 1653 \)CM=jO, vC=C sym. (68)
7 - 1611 1605 oC™M=jO, 0OC=C niesym. (75)
8 1508 m 1507 1504 B6NH"§(68)
9 1453 s 1462 1465 V- pierécienia (61)
10 1417 s 1422 1424 (66)
1 1390 m 1398 1397 &CH sym. (62)
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

1238 s

1217
1099
1003
993
781
585
565
550

w 3 3 = 3 3 = =

3
1236

1104
1010
988
792
579
558
540
398

\)- drganie rozciggajacej

4
1248
1211
1125
1028

980
801
576
564
536
384

203
cigg dalszy tabeli |
5
\) - pierscienia (86)
6 CH niesym. (77)
M - pierscienia (83)
V- pierscienia (57)
0,5 _ pierscienia (77)
5 - pierscienia (58)
S - pierscienia (63)
& C=0 sym. (77)
$» - pierscienia
& C=0 niesym. (72)

6 - drganie deformacyjne; liczby w nawiasach
podaja podziat energii potencjalnej (PED); s,mw - silne, Srednie, stabe
pasmo absorpcji.

Tabela 11

Obserwowane i obliczone drgania normalne cytozyny w ptaszczyznie (cm_l)

RN

© 00 N o o~ W N

[ e e L N e i =
© 0O N O O~ W DN P O

3 = = = £ 33 3 v 3 3 o

Raman
3
3354
3230
3176
3117
3117
1694
1655
1612
1533
1498
1462
1361
1276
1247
1108
1011
990
971
792

Obi.

4
3356

3240
3190
3121
3114
1689
1650
1616
1530
1496
1450
1344
1295
1222
1126
1036
1007

955
790

Opis
5

V NH" niesym. (100)
v NHg sym. (99)
VMH (99)
njCH sym. (99)
nJCH niesym. (99)
CNHg (90)
\jC=0 (68)
vC=C (61)
6 HH (50),0- pierscienia (28)
V- pierscienia (56), 6 HH (14)
SCH (40), V C-N (20)
n)C-N (38), 6 CH (43)
6 CH niesym. (72)
- pierscienia (98)
pierscienia (52), pNH2(28)
V- pierscienia (72)
6 - pierscienia (81)
nJ- pierscienia (57) p HH2(46)
'0,(S - pierscienia (52)
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ciagg dalszy tabeli 11

1 2 3 4 5

20 600 m 597 592 S - pierscienia (58)

21 549 m 546 560 $ 0=0, S C-H sym, (67)

22 533 m 533 533 6 - pierscienia (54)

23 - 400 386 6 0=0, 6 C=H niesym. (70)

N? - drganie rozciggajgcej 6- drganie deformacyjne; p - drganie  skreca-]
jace; liczby w nawiasach podaja podziat energii potencjalnej (FED); ys.s,
mw - bardzo silne, silne, $rednie, stabe pasmo absorpcji.

Rys. 6. Przesuniecia kartezjanskie (strzatki podajg amplitudy ruchu poszczagoélnycij
atoméw w skali rozmiaréw geometrycznych czasteczki)

Podobne obliczenia wykonano takze dla cytozyny f9l z tym ze wigkszos¢
statych sitowych starano sie przenies¢ wprost z VPP dla uracylu. Jednak
w tym przypadku wyniki wykazywaty duzo gorszg zgodnos$¢ z eksperymentem,]
szczeglOlnie w zakresie 1400 - 900 c¢cm™ (rys. 7, tab. Il). Jest to zakre”
szczegOlnie ztozonych drgan szkieletowych i deformacyjnych. 0 ich  zloze
noscl Swiadczy fekt, ze deuterowanie zmienia wszystkie obserwowane  czeg

ih /i "
b : ! iiv
' 1600 ° ' cbo ' «00 1 téo ¢ 600 ' <00 “cn™
nl - [ -« » oy
/i !
i li i 2 i
1500 1+ 1€00 1 IMO ' g 860 600 ' OB ~“cm™

Rya. 7. Obserwowane czestosci Ramana i obliczone czestosci cytozyny - A i cytozyny
d2 -B
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toscl. Poza tym na uwage zastuguja informacje dotyczace badan krystalogra-
ficznych cytozyny [35] « Okazuje sie mianowicie, ze wigzanie C-HH, ma dtu-
gos¢ 1,350 S i jest krbtsze od wigzania C-N w pierscieniu cytozyny
(1, 337 i) oraz duzo krétsze niz podobne wigzanie w aminach aromatycznych
(1, 42 S), Trudno jest na razie wyjasni¢ tak duze zmiany dtugosci wigzan.
Osobnym zagadnieniem sag badania spektroskopowe krysztatow w dalekiej
podczerwieni, tzn. w zakresie ponizej 250 ¢cm * [16] . W 1970 r. 1. Harada
i R.C. Lord zbadali widma krysztatéw pochodnych metylowych adeniny, tymi-
ny, uracylu oraz kompleksu 1:1 1-metylotymlny i 9-metyloadeniny w  zakre-
sie 30 - 230 cm“~. Widma te interpretowano przy zastosowaniu dwéch modeli
potencjatu Ureya-Bradleya. W pierwszym modelu uwzgledniono oddziatywania
miedzyozasteczkowe tylko poprzez wigzania wodorowe, w drugim takze poprzez
daleko zasiegowe (do 3 oddziatywania van der Waalsa miedzy atomami wo-
doru. Pakt, ze dla drugiego modelu uzyskano lepsze wyniki moze  wskazywac,
ze sity van der Waalsa dajg istotny wklad do oddziatywan miedzy  zasadami
nukleinowymi, chociaz z drugiej strony poprawa wynikow moze byé tylko re-

zultatem wprowadzenia dodatkowego pcurametru.

PODSUMOWANIE

Z przytoczonych przyktadéw wynika, ze najczesciej stosowana obecnie
metoda analizy widm podczerwonych skiadnikéw kwaséw nukleinowych polega na
przenoszeniu zbiorow statych sitowych od jednej czasteczki do drugiej. Dla
matych czasteczek stosunkowo tatwo mozna okresli¢ odpowiednie rodzaje drgan
1 te informacje wykorzystuje sie wprost w duzych czasteczkach.Czy takie po-
stepowanie jest jednak uzasadnione? W wypadku niewielkich czasteczek meto-
da ta daje wyniki zadawalajgce. Jednak juz dla zasad nukleinowych pojawia-
ja sie trudnosci. Jak juz wspomniano, przeniesienie zbioru statych sitowych
dla pola sit walencyjnych powoduje powazne bledy, a gdy zastosuje sie pole
.sit Ureya - Bradleya wyniki sg nawet rozbiezne. Podkresli¢ przy tym na-
lezy, ze drgauiia poza ptaszczyzng pierscienia w ogoéle w tym schemacie nie
zostaty zinterpretowane ani J.la uracylu, ani dla cytozyny [s, 9]. Przyczy-
ng tych kiopotow jest przede wszystkim zty model drgan czasteczki, oplsy-
ewanej jako ukiad "kulek i sprezynek", oraz nieuzasadnione z punktu widzenia
teorii przenoszenie statych, ktére przeciez w potencjatach UBPP i VPP sg
tylko zbiorami liczb pozbawionych gtebszego sensu fizycznego, 00 byto dys-
kutowane w czesci poswieconej teorii. Z praktycznego punktu widzenia naj-
powazniejszym minusem powyzszej teorii jest brak mozliwosci przewidywania

zmian w widmie przy zmianie konformacji czasteczki.
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Dyskusyjne jest takze stosowanie przyblizenia harmonicznego, w ktérym
zaktada si”, ze drgania odbywaja sie w poblizu potozenia réwnowagi. Doty-
czy to przede wszystkim drgan o szczegdlnej wartosci dla interpretacji wid-
ma IR - mianowicie drgan rozciagajacych CH i NH. Badajgc m.in. widma nad-
tonowe benzenu [17], amidéw [18], piperydyny [19], stwierdzono, ze drga-
nia te sg wyraznie enharmoniczne.

Przyczyny niepowodzen teorii widm w podczerwieni dla duzych czgsteczek
moga tkwi¢ rowniez glebiej, juz w samyg zatozeniu przyblizenia adiabatycz-
nego. Zatozenie prowadzace w konsekwencji do podziatu catkowitej energii
czgsteczki na energie elektronowa i wibracyjno-rotaoyjng nie jest w peni
uzasadnione w uktadach zawierajacych atomy tlenu, azotu lub inne posiada-
jace wolne pary elektronowe, ktdre w istotny spos6b zmieniajg drgania dro-
biny.Przypuszczenie takie potwierdzone jest np. przez obserwowane w wielu
zwigzkach pasmo Bohlmanna [20-24] lub przez fakt anomalnych dtugosci wia-
zan CN w cytozynie [15], co wskazuje na istnienie silnych sprzezen ele-
ktronowo - wibracyjnych.

Nie sa takze wyjasnione dostatecznie rdéznice wystepujgce miedzy widma-
mi IR 1 Ramana. Niektdre pasma absorpcji w podczerwieni i linie  ramanow-
skie przypisyweme temu samemu drganiu sg przesuniete nawet do 40 cm™*
wzgledem siebie (por. tabl. 1 i 11). Prébowano ten fakt ttumaczyé dla po-
lipeptydéw [25] réznymi warunkami wykonania widma IR i Ramana a stgd roz-
nymi typami oddziatywann miedzyczasteczkowych, lecz moga to by¢ efekty rze-
du Kilku cm””,

Jakie zatem wida¢ mozliwosci rozwiazania powyzszych probleméw?

Dopdéki nie zostanie stworzona nowa teoria widm podczerwonych duzych
czgsteczek, nalezy przede wszystkim skoncentrowa¢ sie na badaniach  drgan
charakterystycznych tzn. drgan stabo sprzezonych z resztg uktadu moleku-
lairnego. Do ich opisu bedzie mozna zastosowac¢ teorie drgan lokalnych za-
proponowang przez Siebranda i Henry'ego [17]. Dotychczasowe prace doty-
czace szczegO6lnie drgan rozciagajacych CH [17, 26] wykazaly jej duzg przy-
datnos¢ w wypadku badania drgan silnie anharmonicznych. Jednak do dalszych
prac w tej dziedzinie potrzebne sg doktadne widma nadtonowe (bliska  pod-
czerwien) badanych zwigzkéw.

Pewne mozliwosci stwarzajg tez prace wigzace drgania normalne czagstecz-
ki z jej strincturg elektronowsa, co pozwala na obliczenie statych sitowych
niektorych drgan [27] , a takze bezposrednie wykorzystanie rownania adia-
batycznego [ 7]. Druga z tych metod jest wykorzystywana szczegolnie szeroko
przy badsiniu wigzan wodorov/ych miedzy parami zasad. Obliczenie energii
elektronov/ej pary zasad dla réznych pozycji protonu w wigzaniu  wodorowym
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pozwolito na uzyskanie krzywej energii potencjalnej dla drgania protonu
w tym wigzaniu [28-30] . Znajomos$¢ potencjatu umozliwita obliczenie cze-

stosci drgan rozciggajacych N-H [30, 3I] ¢ Wyniki sg na razie jeszcze mato
zadawalajace, lecz wydaje sie, ze zastosowanie poprawniejszych metod , niz
dotychczas stosowana prosta metoda WKB [*2] , pozwoli na uzyskanie dokiad-

niejszych rezultatow.
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DYSKUSJA

W dyskusji zwrécono uwage na mozliwos¢ zastosowania do badan w IR duzych
czasteczek programéw dostepnych w Quantum Chemistry Program Exchange , po-
zwalajacych znalez¢ wspotrzedne normalne dowolnej drobiny. Nastepnie omé-
wiono wyniki zastosowania réwnania adiabatycznego do badan oddziatywan
miedzy sktadnikami dimeréw, np. pary guanina-cytozyna. Przedyskutowano -tak-
ze trudnosci w przenoszeniu statych sitowych miedzy zwigzkami zawierajgcy-
mi heteroatcmy, przy czym powofano sie na wynik obliczen badan dla krys?rta-
tu tlcmocznlka, dla ktérego najlepsza zgodno$¢ czestosci obliczonych z ob-
serwowanymi wynosita $rednio tylko 7 cm"~. Zaproponowano, aby dalsze badei-
nia rozpocza¢ od ustalenia geometrii analizowanych drobin, poprzez oblicze-
nie minimum energii elektronowej dla réznych potozen jader. Taki proces
optymalizacji pozwoli na lepsze poznanie zaleznosci miedzy strukturag elek-
tronowg a wibracjami czasteczek. Np: wykonany proces optymalizacji  wyka-
zat, ze minimum energii cytozyna osigga dla silnie skréconego wiazania
C-NH”, co jest zgodne z badaniami krystalograficznymi.



Kazimierz Jedrzejczak, Krzysztof Szyfter

ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI
DO BADANIA STRUKTURY KWASOW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

W referacie omowiono stan badan nad spektroskopig absorpcyjng w pod-
czerwieni mono- i polinukleotydoéw, tRHA, RNA i DHA, Technika ta znalazta
zastosowanie do okreslania struktury 1l1- i Ill-rzedowej kwaséw  nukleino-
wych na podstawie oznaczenia stopnia sparowania nukleozydéw 1 asocjacji
warstwowej zasad azotowych. Ustalenia podano w rozbiciu na dane dotyczgee
widm ciata statego i roztworu. Szeroko potraktowano metodyke  wykonywania
widm w podczerwieni kvtaséw nukleinowych.

1. WSTEP

Zastosowanie spektroskopii w podczerwieni do badainia kwaséw  nukleino-
wych pozwala uzyska¢ stosunkowo duzg liczbe informacji o ich strukturze
molekularnej [i].

Kazdy bowiem naturalny i syntetyczny kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA)
i kvtas rybonukleinowy (RNA) daje w rejonie 4000 - 400 cm * ok. 40 do 50
dobrze zdefiniowanych pasm absorpcyjnych. Oczywiscie w badaniach struktu-
ralnych kwaséw nukleinov;ych w postaci statej nadal zasadnicza role odgrywa
dyfrakcja promieni rentgenowskich, ktéra pozwala wnioskowa¢  jednocze$nie
0 strukturze przestrzennej czasteczki. W przypadku badania kwaséw nuklei-
nowych w roztworach wodnych uzywano dotychczas spektrofotametrii w nad-
fiolecie, poniewaz woda posiada duzg absorpcje w zakresie podczerwieni.
Zastosowanie spektrofotometréow do podczerwieni wysokiej klasy (typ Beckman
IR 7) pozwala jednak na uzyskanie dobrych widm kwaséw nukleinowych rowniez
w roztworach wodnych. Nalezy sgdzi¢, ze pokonanie trudnosci aparaturowych
uczyni metode spektroskopii w podczerwieni bardziej popularng wsréd bio-
chemikow.
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2. WPLYW NIEKTORYCH CZYNNIKOW NA WIDMA W PODCZERWIENI KWA-
SOW NUKLEINOWYCH

a) Efekt deuterowvvania

Kwasy nukleinowe w postaci widm mozna niemal catkowicie deuterowaé¢ po-
przez wymiang z DgO w fazie gazowej. Mianowicie roztwor kwasu nukleinowego
nanosi sie na ptytke z AgCl lub CaPg, a nastepnie umieszcza sie w eksyka-
torze nad stezonym kwasem siarkowym w celu wysuszenia probki. W ten sposob
przygotowang probke przetrzymuje sie w komorze nad roztworem /28, ktory
nysycono statym chlorkiem sodowym. Taka procedura pozwala na tatwag wymiane
atoméw wodom na deuter w fazie gazowej (za wyjatkiem wigzan C-H), przy
czym wilgotnos¢ powietrza w komorze utrzymuje sie wtedy w granicach  oko-
to 75"

Dzieki tej metodyce mozna poréwnywa¢ deuterowane i niedeuterowane filmy
o jednakowej grubosci (rys. 1).

Ry*, Vidaa absorpcyjne w podczerwieni filwéw DHA i1 RHA w S2% wilgotnosci w  po-
staci niedeuterowanej 1 catkowicie deuterowanej

b) Wptyw wwillgotnosl powvietrza

Prace Sutherlanda i Tsuboi [3, 4] wykazaly, ze widma w podczerwieni
kwaséw nukleinowych, zwilaszcza NaDNA, zmieniajg sie zastanawiajgce ze ania-
na wilgotnosci powietrza. Przy wzroscie wilgotnosci od 0* pojawiajg sie
szerokie pasma pochodzace od H20 w rejonie 3400, 1640 i 700 om . Ma uwage
zastuguje fakt, ze w wilgotnym powietrzu film wykazuje bardziej silny di-
chroizm w catym zakresie widma niz w suchym powietrzu, przy czym wiele
szerokich pasm staje sie wyraznymi z zaznaczong subtelng struktitta.
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Powyzsze fakty wskazuja, ze filmy NaDNA adsorbujg pare wodng z wilgotnego
powietrza, co wigze sie z uzyskaniem bardziej uporzgdkowanej struktury.

1lo$¢ wody zaadsorbowanej przez film mozna oznaczy¢ na podstawie inten-
sywnosci pasma przy 3400 cm”/ Oznaczenie takie wskazuje, ze zawarto$¢
wody wzbogaca o ok. 40" suchy ciezar NaDNA (7 czagsteczek HgO na  pojedyn-
czy nukleotyd) w 79" wilgotnosci wzglednej [S].

W celu utrzymania zadanej wilgotnosci, podczas wykonywania widm w  pod-
czerwieni, probke z filmem kwasu nukleinowego umieszcza sie w  specjalnie
zbudowanej kuwecie (komorze) nad nasyconym solg roztworan DgO,kwaséw  nu-
kleinowych o okreslonej wilgotnosci. Okreslong wilgotnos¢ wzgledng uzysku-
je sie przez zastosowanie odpowiedniego roztworu soli, co podajg stosowne
tabele [6].

Rys. 2 wskazuje przekrdj kcmory.
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0) Wptyw podstawvvienia H'l5
Probke DMA, w ktorej praktycznie wszystkie atomy azotu zastgpione sg
le mozna otrzyma¢ hodujac bakterie na pozywce z dodatkién:!l‘SMH"Cl jako

zrédle azotu [7].

Zasadniczo tak podstawiony DNA wykazuje widmo absorpcyjne podobne do
DNA otrzymanego ze zwyktych bakterii. Pewne jednak maksima absorpcji DNA z
N sg przesuniete nieco w strone nizszych czestotliwosci,

d) Wpiyw podstawvvienia o

Howard i1 Miles [sj otrzymali inozyne —6—018, kwas inozynowy - 6-018 i
guanozyne — 6-0" poprzez enzymatyczng deaminacje w D"O . Podstawione w

ten sposéb nukleozydy i nukleotydy postuzyty do znalezienia pasm absorp-

cyjnych, w ktérych zawarte sg drgania rozciggajace grup karbonylowych [s, ™.
W ten spos6b znaczone nukleotydy zastosowcuio przy interpretacji widm

komplekséw utworzonych miedzy poli C i 5% - ®IP lub 5dGMP [IO].

Uzyskane przesuniecia czestotliwosci przedstawiono na rysunku 3,

noo 1650

Sys. 3. Uzycie specyficznego podstawienia izotopowego w celu interpretacji widna w
podczerwieal kOBpleksu Bonomer  polimer

e) wptyw pH (pD)

Poréwnano widma wodnych roztworéw kwaséw nukleinowych przy réznych  pH
[8, 11, 12] oraz widma filméw uzyskanych z roztworéw o réznych pH [i3, 14],

Znalezione réznice w widmach sg spowodowane prawodopodobnie protoniza-

cja lub deprotonizacjg zasad.

3. PRZEGLAD WIDM IR DEUTEROWANYCH | NIEDEUTEROWANYCH
DNA | RNA
a) Obszar 4000 - 2000 c¢cm *

Zarowno DNA, jak i RNA posiadajg szerokie i silne pasmo Ww rejonie
3400 em*“* (lub 2508 cm*“”) dla pochodnych deuterowanych. Odpowiada to drga-
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niom rozciggajacym grup OH (lub O0D) zaadaorbowanych czgsteczek  wody.
W rejonie tym wystepuja rOwniez drgania symetryczne i asymetryczne grup
NHg, pochodzacych z adeniny, guaniny lub cytozyny - maksimum  absorpcji

przy 3300 cm~" i 3100 cm”* (po deuterowaniui 2500 i 2360 cm %) O05].
Stabe pasmo przy 2920 cm” przypisuje sie drganiom rozciagajacym C-H w
rybozie.
b) Obszar 1800 - 1500 cm
Grupe silnych pasm w rejonie 1800 - 1500 om

-1

L nalezy przypisa¢ drganiom

rozciagajagcym karbonylu C = 0 oraz drganiom szkieletowym i zginajgcym za-
sad (rys. 4).

Rys. 4. Widna absorpcyjne w podczerwieni trzech nukleozydéw i czterech nukleotydéw
w DgO w rejonie 1750 - 1500 cn~1
Silne i szerokie pasmo przy 1640 om~" pochodzi od drgann nozycowych za-

adsorbowanej H20.

Blizszg charakterystyke tych pasm i pochodzenie przedstawia tabela 1.
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Tabela

Charakterystyka pasm absorpcyjnych w podczerwieni
w rejonie 1750 - 1500 om““* kwaséw nukleinowych

Potozenie pasm

Zasada (cm*?) Intensywnos¢é Charakterystyka
Adenina 1665 silne drgania zginajgce NHgi
1605 silne rozciggajace CN
1573 stabe
Uracyl 1700 silne drgania rozciggajagce C=0
1680 silne drgania deformacyjne NH
1650 silne drgania rozciaggajgce grup
1620 stabe C=0 1 C=C
Tymlina 1720 silne drgania rozciggajace 0"=0
1660 silne drgania rozciggajace 07=0
1575 stabe drgania pierscienia
Guanina 1690 silne drgania rozciggajace C=0
1630 stabe drgania nozycowe grup NH2
Cytozyna 1700 stabe drgania nozycowe grup NHg
1647 silne drgania pierscienia
1603 silne drgania pierscienia
1585 stabe drgania pierscienia
1

c) Obszar 1500 - 1000 c¢m ~

Na uwage zastuguje silne pasmo przy 1220 cm_]1

przypisywane drganiom
rozciagajacym grup Poﬁ [3, 4] , natomiast kilka stabych pasm w rejonie
1100 - 1000 cm~ odpowiada drganiom symetrycznym grupy fosforanowej oraz
drganiom rozciggajagcym dezoksyrybozy lub rybozy,

d) Obszar 1000 - 700 cm~"

W tym rejonie znajduje sie kilka pasm pochodzacych od drgan zasad typu
out-of—piane, zwiaszcza w rejonie 800 - 760 cm * widma niedeuterowanych

DNA 1 RNA.
Silne pasmo przy 967 cm“”, Srednie przy 890 cm" i stabe przy 830 cm“

obserwuje sie dla kazdego DNA, zaréwno niedeutercwanego, jak 1 deuterowa-

mego.
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4. ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI DO BADANIA STRU-
KTURY KWASOW NUKLEINOWYCH W STALYM FILMIE

a) Widma w podczerwvvieni dla DNA

Widma w podczerwieni soli sodowej kwasu dezoksyrybonukleinowego zostaty
wykonane po raz pierwszy w 1949 roku przez Blout'a i Fields'a [16],

Sutherland 1 Tsuboi [3] wykonali serie pomiarow uzywajac  promieniowac
nia spolaryzowanego dla badania zorientowanych filméw NaDNA przy dwunastu
réznych wilgotnosciach. Skorelowali oni swoje wyniki ze stridrturg zapropow
nowang przez Watsona i Cricka.

Falk 08] znalazt interesujacy fakt: przy wzroscie wzglednej wilgot-
noscl od 0 do 65% nastepuje przesuniecie pasma POg- z 1240 do 1220 om._l,
przy czym nie obserwuje sie dalszych zmian ponizej 65% wilgotnosci wzgled-

nej. Jednoczesnie przy wzroscie wilgotnosci pomiedzy 0 1 60 % dwa  pasma
przy 1066 i 962 cm~" sa przesuniete odpowiednio do 1052 i 970 om \  Bow-

niez w rejonie 1720 - 1550 cm*“* wystepujg zmiany spektralne przy 65% Wil-
gotnosci wzglednej.

Wedtug autora powyzsze fakty zdajg sie Swiadczy¢, ze przy wilgotnosci
poviietrza od 0 do 65% woda adsorbuje na punktach obsadzonych przez  grupy
PO~ Na* i tleny w grupach POC i COC. Przy dalszj-m wzroscie  wilgotnosci
powietrza nastepuje uzupetnienie hydratacji tancucha przez ok. 6 czaste-
czek wody, po czym zaczyna sie hydratacja zasad. Wykazano, ze  hydratacja
jest, niezbedna do parowania zasad przy tworzeniu helisy.

Swiadczy o tym silne pasmo przy 1705 om " pojawiajgce sie przy 75% wil-
gotnosci i wyzszej (rys. 5).

Pasmo powyzsze jest nieobecne w widmie DNA z faga f.j (o pojedynczej ni-
ci) oraz znika w widmach filmu otrzymanego z wodnych roztworéw  DNA o}
podwdjnej nici po dziataniu dezoksyrybonukleaza, po denaturacji cieplnej
lub dziataniu formamidem [I9].

b) Widma w podczerwvvieni transferovvych
kwasowv Nnukleino v;ych

Wykonano pomiary absorpcji w podczerwieni [20] deuterowanych filmow
czterech specyficznych tRHA:

1) alaninowego tRNA z T.utilis [21] ,

2) walinowego tRNA z T.utilis [21],

3) metioninowego tRNA z E.coli [2" ,

4) tyrozynowego tRNA z E.coli [ZZ| .
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Liczba falowa , cm

Rys. 5. Widma absorpcyjne w podczer-

wieni filmu NaDNA z grasicy cielecej

w zaleinosci od wilgotnosci wzgle-
dnej

KOO 1500 1600 1700

. -1
Liczba falowa, cm

Rys. 6. Widma absorpcyjne w podczerwieni Fil-
mow tRNA przy 92K wilgotnosci  wzglednej.
Linie przerywane odpowiadajg widmom obliczo-
nym przy zatozeniuiala tRNA = 2 AU + 17 8C +
+ 6A + 9U + 8G + 6C;wal tRNA = 7AU + 1J GC +
+ 8A + ffU + + 8C;met tRNA = 2AU + 17 GC f
+ 13 A + 5U + 6G + 8C| tyr tRNA = 7 AU+17GC+
+ 11A + 6U + AG + 10C

Pod wielonui wzgledami dane opektralne wymienionych czterech  tRNA sg
bardzo podobne, wystepuja jednak pewne réznice w rejonach 1750 - 1400 cm'

i 840 - 760 cm“™,

Analizowane tutaj dane spektralne odznieroiedlajg ilos¢ par AU i1 GC craz
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1loS¢ niesparovjanych zasad A, U, G i C w kazdym tRNAJJaksimum absorpcji np.
przy 1690 cm” przypisuje sie gidwnie parom zasad AU i GC, podczas gdy
absorpcje przy 1655 i 1625 cm’™ pochodzg gtéwnie od niespaxowanych zasad.
Widma teoretyczne wymienionych kwaséw tRNA obliczono wg metody opisanej
przez Thomasa [23] ¢

Metoda ta stuzy do obliczenia ilosci zasad sparowanych i niesparowanych,
ktore uczestniczg w strukturze drugorzedowej kwasu nukleinowego, na  pod-
stawie widma IR danego RNA w obszarze 1750 - 1550 cm”\ W tym celu zesta-
wiono katalog widm standartowych w podczerwieni dla AMP, OMP, OiP,CMP oraz
poli (A + U) i poli (G + C). Na podstawie powyzszych krzywych  wzorcowych
obliczono widma teoretyczne dla kazdego z badanych tRNA, ktére hyty W
zgodnosci z widmami obserwowanymi (rys. 6).

Poréwnanie ilosci zasad sparowanych i niesparowanych” obliczonych na
podstawie amalizy obserwowanego widma IR z iloscig zasad pochodzacych z
modelu liscia koniczyny d”a tych czterech rodzajow tRNA o ssnanej struktu-
rze” potwierdzito stusznos$¢ przyjecia powyzszego modelu struktury drugo-

rzedowej .

5. ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI DO BADAN STRU-
KTURALNYCH KWASOW NUKLEINOWYCH W ROZTWORACH WODNYCH

W spektroskopii w podczerwieni do badania roztworéw nukleotydéw, poli-
nukleotyddéw i kwaséw nukleinowych jako standardowego rozpuszczalnika uzy-
wa sie DgO z nastepujgcych przyczyn:

1) ciezka woda w przeciwienstwie do H"O jest przepuszczalna w IR w re-
jonie wigzan podwadjnych,

2) pozwala bezposrednio zastosowa¢ otrzymane wyniki do wodnego  $rodo-
wiska, w ktérym zachodza reakcje biologiczne,

3) pozwala obserwowaé czasteczki nierozpuszczalne w organicznych rozpu-
szczalnikach, a ktére reaigujg tylko w wodnych roztworach.

Grubos$¢ warstwy roztworu dobiera sie jako 0,05 nna, przy czym  stezenia
kwasow nukleinowych muszg by¢ do$¢ wysokie, rzedu przynajmniej 0,05 M
(1.5"), a wiec Ok, 25 mg/ml.

a) Widma wodnych roztwordoww DNA

Krzywe absorpcji w podczerwieni roztworéw DNA w DgO w zaleznosci od
temperatury przedstawiono na rysunku 7.

Poréwnanie powyzszych widm potwierdza fakt, ze przy cieplnej denatu-

racji nastepuja liczne aniany spektralne [24, 25]. Polegajg one m.in. na
zniknieciu pasma absorpcji przy 1690 cm™ i pojawieniu sie nowego przy

1660 cm
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Rys. 7. Widma absorpcyjne w podczerwieni roztworéw DNA z grasicy cielecej w zalez-
nosci od temperatury

Obserwacja intensywnosci tych pasm pozwala wyznaczy¢ termiczne przejs-
cia czasteczek DWA z formy helisowej do kigbkowej [26, 27]. Podobne zmiany
spektralne znaleziono vie widmach kwaséw nukleinowych po denaturacji spov/o-
dowanej dziataniem dezoksyrybonukleazy, alkaliami [25] lub formamidem [26].
Korzystajgc z metod IR ozncczono temperature przejscia formy helisowej do
ktgbkowej jako 89,6 + 0,5°C dla 10M roztworu DNA z grasicy cielecej
0,15 M KOI w DgO.

b) Widma w podczerwvvieni roztworowv
bosomalnego RNA.

Thomas [23] przeprowadzit doktadne badania w podczerwieni rybosomal-
nego RNA z drozdzy oraz widma fragmentéw wytworzonych przez  kontrolowanag]
degradacje tego kwasu (rys. 8).

Wspomniany autor opracowat metode analizov/ania widma eksperymenx”ilnegol
w obszarze 1750 - 1550 cm”* w D"O korzystajagc z 6 widm katalo owych: parj

AU i GC oraz niesparowanych zasad A, U, G i C.
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Rys. 8. Widma w podczerwieni; a) rRNA w roztworze DoO, 30°C, pD = 7? b) widmo teo-
retyczne odpowiadajgce: 0,35 GC + 0,29 AU + 0,125 AMP + 0,115 GNP + 0,095 GMP  +
+ 0,025 CMP

Przy uzyciu tej metody wykazano, ze 25" ogdlnej ilosci zasad w ryboso-
malnym RNA wigze sie w pary AU i 35" w pary GC, pozostajg za$ pewne ob-
szary niesparowane, co jest w zgodnosci z wcze$niejszg analiza rentge-
nograficzng [28] .

c) Widma w podczerwvieni roztworowv tRNA

Badano w podczerwieni roztwory formylometionylo tRNA z E.coli i izoleu-
cylo tRNA z T.utilis w ciezkiej wodzie [29] . Otrzymane widma przedstawiono

na rysunku 9.
Widmo obserwowane w 33°C jest w zgodnos$ci z widmem teoretycznym, przy

zatozeniu struktury liscia koniczyny. Badano réwniez "krzywe topnienia" dla
metioninowego tRNA z E.coli obliczone na podstawie intensywnosci charakte-<
rystycznych pasm absorpcji (rys. 10).

"Krzywe topnienia"™ otrzymane na podstawie stosunku intensywnosci pasm
1687/1652 cm”* nie pokrywajg sie z krzywymi opartymi na pomiarze intensyw-
nosci pasm: 1520/1500 cm““\ tzn. "topnienie"™ w ostatnim przypadku naste-

puje w nieco nizszej temperaturze.
Autorzy nie podaja jednak wyttlumaczenia zaobserwowanych faktow.
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Rys. 9. Widma absorpcyjna w podczerwieni roztworéw metioninowego tRHA z E.coli z
dodatkiem 0,005 M Mg+2

Rys. 10. Krzywe topnienia met tRNA z E.coli
lima ciagta: roztwér 0,2 M NaCl ¢ 0,005 H HgCI3 + 0,001 H kasodylan sodowy (pD=7,6)
linia przerywana: roztwor 0,2 M NaCl + 0,001 M kakodylan sodowy (pDw?7,5-)
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Andrzej Dobek, Adam Patkowski

BADANIE STRUKTURY KWASOW NUKLEfNOWYCH
PRZY POMOCY SPEKTROSKOPII RAMANA

STRESZCZENIE

Przedstawiono ogoélne zasady badania Il-go rzedowej struktury kwasoéw nu-
kleinowych przy pomocy spektroskopii ramanowskiej. Omoéwiono krétko histo-
ryczny rozwoj tych badan. Zebrano w tabeli charakterystyczne czestosci
pasm ramauiowskich dla roztworéw tSMA w H20 i D20, na podstawie widm miesza-
niny tRNA z drozdzy, w zaleznosci od temperatury. Podano aniany natezen”
pe~ych pasm zwigzane ze aniang temperatury, pH (pD) 1 stezenia Jondéw Na i
Mg , Wykazano, ze na podstawie tych danych mozna wyciagng¢ wiele wnioskéw
dotyczacych Il-go rzedowej struktury kwaséw nukleinowych.

I. WSTEP

Drgania molekularne, poza spektroskopig absorpcyjng w podczerwieni,
mozna takze bada¢ przy pomocy widm Ramana, W widmach tych, oprécz pewnych
pasm obserwowanych w IR pojawiajg sie nowe, odpowiadajgce przejsciom wzbro-
nionym w podczerwieni. Zastosowanie laseréw, techniki filtrow  jodowychfl]
i monochromatoréw o dwoéch lub trzech siatkach pozwala badaé  przesuniecia
czestosci dla swiatta rozproszonego od 0.003 do 3000 cm*“* (10N - 10" Hz),
a dla roztworéw wodnych w zakresie 200 - 3200 cm~ . W przedziale tym widmo
ramanowskle kwaséw nukleinowych sktada sie z okoto 30 pasm, ktére maja
mata szerokos$¢ potéwkowa (10 - 40 cm ) 1 sg stosunkowo tatwe do rozsepa-
rowania. Uzycie roztworéw D"O pozwala bada¢ pasma Ramana w obrebie pasm
HgO, a takze efekt izotopowego podstawienia w catym zakresie widma,

Badeinie stabych pasm Ramana mozliwe jest dzieki rezonansowemu efektowi
Ramana [2], ktory przejawia sie we wzroscie natezenia Swiatta rozproszone-
go, gdy czestosé sSwiatta wzbudzajacego zbliza sie do czestosci pierwszego
pasma absorpcyjnego.

Rozpatrywanie struktury kwaséw nukleinowych utatwione jest z powodu
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wystepowania hypoohromianu ramanowskiego, analogicznego do  wystepujacego
w UV dla tych zwigzkéw. W oparciu o reguty wyboru, sformutowane na  grun-
cie teorii grup, podana jest polaryzacja drgan wigzan czasteczek o danej

symetrii. Ulatwia to przypisywanie pasm Ramana poszczegélnym sktadnikom
kwaséw nukleinowych. Teoretycznie obliczony stosunek depolaryzacji powi-
nien zawierad sie w granicach 0 - 6/7, a stwierdzony doswiadczalnie dla

kwaséw nukleinowych nie przekracza 3/4.

Gtownymi niedogodnosciami eksperymentalnymi spektroskopii Ramana sg
wymacane stosunkowo duze stezenia probek (np. dla tRNA powyzej 1.91") 1 ich
wysoka jednorodno$é optyczna. Dodatkowym warunkiem uzyskania dobrego wid-

ma jest jak najmniejsza fluorescenoja probki.

1. BADANIA RAMANOWSKIE KWASOW NUKLEINOWYCH

Badania ramanowskie kwaséw nukleinowych zapoczatkowane zostaty przez
R.A. Malta [3] , ktory postugiwat sie klasycznym zrédiem sSwiatta. Badania
te nie mogly daé woéwczas zEidnych doktadniejszych informacji o strukturze
czasteczek, poniewaz nie ma teorii, ktdéra pozwolitaby interpretowac dane
eksperymentalne dla tak ztozonych uktadéw. Dlatego w nastepnych latach
duzy nacisk potozono na badania sktadnikéw kwaséw nukleinowych i1 zwigzkéw
modelowych [4-8], na ktérych obecnie oparta jest interpretacja widm natu-
ralnych kwaséw nukleinowych. Prace dotyczgce biologicznie czynnych cza-
steczek zapoczatkowatl G.J. Thomas, Jr. badajac widma roztwordow wodnych
rRNA z E.coli [9, 10]. Wkroétce potem grupa M. Tsuboi [I1] otrzymata  widmo
tENA®®!" 2 E.coli. Poprzez poréwnanie tego widma z widmami polirybonukle-
otyddw mozna byto przypisa¢ poszczegélnym sktadnikom tRNA odpowiednie pas-
ma rameuiowskie. Nie wszystkie pasma udato sie w ten sposdb oznaczy¢ z po-
wodu niejednoznacznosci wynikltych z przesuniecia czestosci i zmian nateze-
nia. Inna grupa (EW. Smali i in. [I2] ) doniosta w tym samym czasie o0
badaniach konformacji czasteczek mieszaniny tRNA z drozdzy w zaleznosci od
temperatury. Analogiczne badania wykonano dla molekut tRNA , tRNA i
tRNAM® z E.coli [13]. Wyniki tych eksperymentéw potwierdzity dane  doty-
czace ilosci sparowanych i stakingujacych zasad otrzymane  innymi meto-
dami* Wykazaly tez istnienie pasm ramanowskich, ktérych natezenie zalezne
Jest od zmian konformacji czasteczki wywotanych zmianami temperatury>
Ostatnio zbadano kilka dalszych specyficznych tRNA z K*coli [14] + Stwier-
dzono, ze tRNA®MA, tRNA*"\®, tRNAM®, tRNAM®* i tRNA®" majg ogolng strut
ture drugorzedov/g takg samg i zav/ierajg S$rednio 84-4” nukleotydéw w  re-
jonach uporzadkowanych* Réwnoczes$nie doniesiono o badaniu natadowcinego i
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nlenatadonanego tRNAM® z drozdzy D5]« Zauv?azono, ze w obu wypadkach ujaw-

niaja sie duze réznice w asocjacji warstwowej zasad, zwiaszcza adeniny.

Obecnie prowadzone sg dalsze Intensywne badania zwiazkow modelowych,
ktére sa niezbedne dla doktadniejszej interpretacji otrzymywanych  réwno-
czesnle widm naturalnych k.v:iséw nukleinowych. '

Dla doktadniejszego zilustrowania sposobu interpretacji eksperymental-
nych widm Ramana kwaséw nukleinowych oraz metod pozwalajgcych wyciagac
whnioski o strukturze badanych czagsteczek, oméwimy szczegétowo widmo  roz-
tworu tRNA.

1. BADANIA tRNA
Tabela

Czestosci ramanowskle, ich oznaczenia 1 charakterystyka dla
roztworow mieszaniny tRNA z drozdzy w HgO i DgO

CzestosS¢ pasma .
Zmiany pod wptywem

cmA L
( ) Przynalezno$é temperatury
H,0 D,0
1 2 3 4
368
427 ryboza
507 495 ryboza-fosforan
548 ryboza '
581 571
601 ryboza
633
664
670 666 zmiana oddziatywania silny spadek natezenia
G-szlelet
727 718 nie zasocjowane umiarkowany wzrost
warstwowo A natezenia
759 753 oddziatywanie zanika
G-szklelet
786 777 C, U umiarkowany wzrost
natezenia
814 812 O-P-0 dwuestrowe symetrycz- przesuniecie
ne rozciggajace - miana czestosci
uporzagdkowania szkieletu
841 ryboza-fosforan
3k. 869 rybo za-fosforan

917 913 ryboza-fosforan
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Czestosc (cm )

Rys, 1. Widna ramanowskie mieszaniny tRNA v 00 przy pH 7,2 dla réznych temperatur



977
1000

1049

1101

1132

1160
1180

1240
1253
1299

1323

1340

1374

1419
1466
1485

1512
1534

1576

W oparciu o widma pokazEme na rys.

981
994
1C42

1101

1140

1254
1303

1313

1344

1370

1478

1503
1524

1578
1620
1655
1684

3
ryboza-fosforan

0-0 rozciagniecie
ryboza-fosforan

0—PJ-10 symetryczne
rozciagajace
rozciggajgce przy
weglu 2'rybozy
ryboza-fosforan

rozciggajgce zewnatrz
zasady - C-N

nie zasocjowane
warstwowo U

G, A

nie zasocjowane
warstwowo A

nie zasocjowane
warstwowo G

nie zasocjowane
warstwowo A

nie zasocjowane
warstwowo G, A

G, A
ryboza

G, A} nie zasocjowane
warstwowo G

A

nie zasocjowane
warstwowo G, C

G, A

1
[c = 0 rozciggajace

]
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4
duzy spadek natezenia

umiarkowany spadek
natezenia

zanika

umiarkowany wzrost
natezenia

duzy wzrost natezenia
maty wzrost natezenia
maty wzrost natezenia

maty wzrost natezenia
umiarkowany wzrost

natezenia

umiarkowany wzrost
natezenia

maty wzrost natezenia

umiarkowany wzrost
natezenia

1 1 opisane w tabeli X mozna wykre-

Sli¢ krzywe topnienia dla wybranych pasm ramanowskich i opisa¢ aniany kon-

formacji na podstawie wynikéw uzyskanych dla polirybonukleotydéw.

a) Krzywe

topnienia

Na podstawie widm Ramana otrzymanych dla specyficznych tRNA z E.coli wy-

kreslone sag krzywe topnienia na rys. 2.
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Poréwnujac krzywe topnienie dla
tRNAM®" i1 tHNA®'®* z E.coli dla
pasm 1688, 1658, 1578, 812 i 670cm'1
stwierdzono, ze sg one podobne, co
sugeruje, ze podobne tez sg zmiany
struktury drugo- i trzeciorzedowej
dla tych dwoéch tHMA w zaleznosci od
temperatury. | tak aniany natezenia
w przedziale 1600-1700 cm™  poja-
wiajg sie w wyniku zerwania wigzan
wodorowych w sparowanych  zasadach

. M 100 M s podwdjnie skreconych odcinkéw Qo].

Temperatura (’\Cj Wozrost natezenia pasma 780 cm 0
1C" jest wynikiem przejscia pirymi-
dyn (w wiekszosci C) w konfiguracje
Rys. 2. Krzywe topnienia tRNATM?\* w Dg0 yn ( © ) 9 !

dla pasm: a) 670 cm_l; b\; 812 ¢cm ;
1578 cm"} d) 780 cm™ twowo. Proces ten jest w  zasadzie

niesparowane i niezasocjowane wars-

skonczony w 7006, co wida¢ na ry-
sunku 2. Krzywa topnienia pasma 1578 c¢cm™ nie posiada jednak plateau pga-
wet przy QOOC, kiedy natezenie w poréwnaniu z widmem przy 29%c wzrosto o
467S. Ten duzy hypochromizm zgodny jest ze strukturg liscia koniczyny
tRNAM®N, w ktorej miejsca G mogg byé w duzym stopniu w konfiguracji spa-
rowanej i zasoojowanej warstwowo nawet w wyzszych temperaturach. Anomalna
zmiana pasma 670 cm~" nie da sie wytlumaczy¢ zwyklym efektem  hypochromo-
wym. Przebieg zaleznosci natezenia pasma 812 cm™ od temperatury $wiadczy

o statej zmianie konfonnacji szkieletu tRNA ® w zakresie 2 - 90@C,

b) Drgania grupy TfTosforanowvvej

W widmie Ramana kv;aséw nukleinowych pojawiajg sie dwa pasma o $rednim na-
tezeniu, odpowiadajace symetrycznym drganiom rozciggajagcym -0-P-O-(w przy-
blizeniu 814 cm””) i 0—pUo" (w przyblizeniu 1100 cm [9, 16] grupy
fosfodwuestrowej. Oba pasma pojawiajga sie zaréwno w widmach roztworéw H"O
jak 1 D20. Stwierdzono, ze kiedy uporzadkowanie uwodnionego RNA wzrasta
przy dodaniu jonéw przeciwnych lub przy obnizeniu temperatury, to zwiek-
sza sie réwniez natezenie pasma 814 cm i przesuwa sie ono nieznacznie w
czestosci. Efekty te przypisywane sg mianie Sredniej konfiguracji wigza-
nia dwuestrowego w szkielecie RNA. Réwnoczesnie linia 1100 om » pozostaje
w zasadzie niezmieniona. Podobnie protonizacja kwaséw nukleinowych powodu-
je przesuniecie lifiii 814 om~* do wyzszych czestosci, a nie wplywa na za-
chowanie sie linii 1100 cm~\
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Badania uwodnionych roztworéw polinukleotydéw i naturalnych kwaséw nu-
kleinowych udowodnity, ze pasmo 814 cm™ pojawia sie tylko w tych  zwiaz-
kach, w ktéorych wystepujg rejony o uporzadkowanej strukturze pojedynczej
spirali (np. poty (rA) i poty (rC) ) lub /i rejony struktur sparowanych za-
sad Watsona - Cricka (np. poty (rA).poly (rU), poty (rl) poly (rC), poty (rG)
poty (rC),poly (rA-rU) .poty (rA-rU), ifiNA, tRNA i1 R17 RUA). Eksperymenty prze-
prowadzone z krystalicznymi witoknami DNA i RNA wykazaly, ze pasmo 814 cm
moze byé charakterystyczne dla kwaséw znajdujacych sie w formie A (podwoj-
na struktura spiralna z parami zasad pochylonymi swoimi ptaszczyznami pod
katem okoto 75° do osi tancucha). Do grupy zwigzkéw formy A naleza  uwod-
nione czgsteczki RNA, lecz nie nalezg uwodnione czgsteczki DNA. Przyktadem
tego jest efekt termicznej denaturacji poty (rA) .poty (rU). W 85°C od-

dzielne wibkna dupleksu sag silnie nieuporzadkowane, a ich przypadkowe
struktury taricucha powodujg bardzo stabe drgania przy 795 cm-~'. Przesunie-
cie czestosci od 814 do 795 cm" jest charakterystyczna wilasnoscia zmiany
w konformacji wigzania C-O-P-O-C przy przejsciu formy  upérzadkowanej w
nieup orzadkowang polirybonukleotydu.

Wielko$¢ natezenia pasma 814 om” jest wprost proporcjonalna do licz-
by wigzan dwuestrowych w uporzadkowanych strukturach, a wielkos¢ natezenia
Ilg pasma 1100 cm™ jest niezalezna od tego czynnika strukturalnego. Iden-
tyczne wartosci w badanych zwigzkach oznaczajg wiec, ze konformacja
wigzan estrowych jest ilosciowo i jakosciowo ta sama w kazdym z nich. Sto-
sunek 17/1" jest niezalezny od sekwencji zasad w sparoweinych rejonach,
rodzaju par zasad Watsona - Cricka 1 jest dokladnie taki sam dla poli-
kwaséw z catkowicie sparowanymi zasadami jak i dla pojedynczo  skreconych
tancuchow, takich jak poty (rA) ozy poty (rC). Poniewaz nigdy nie
przekracza wartosci 1.64-0.04, ktora obserwowana jest dla struktur catko-
wicie podwadjnie-spiralnych, jak i dla struktur pojedynczo-spiralnych, nale-
zy stad wnioskowaé, ze w obu przypadkach wszystkie wigzania dwuestrowe
sg w podobnie uporzadkowanej konfiguraciji.

Wyniki te sugerujg, ze mierzona warto$¢ tego stosunku w naturalnym RNA
moze by¢ poréwnana z wartoscig 1.6470.04 w celu okreslenia ilosci grup
fosfodwuestrowych w uporzadkowanych rejonach kwasu.

Wartosci pomiaréw pewnych rodzajow RNA przedstawione sg W
tabeli Il. Podano w niej réwniez dane odnosnie drugorzedowej struktury
tych kwaséw otrzymane na podstawie przytoczonych stosunkéw natezen.
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Tabela 11
Stosunki natezenn dla drgan grupy fosforanowej i obliczona na ich

podstawie drugorzedowa struktura kwaséw nukleinowiych [14, 17]

% zasad % ”~sad i zasad i zasad
W rej. wreje sparo- Ww rej.

Rodzaj RNA 1712 uporz. nieu- wanych uporz.
porz. poj.

skrecon.

16-S RNA (E.coli Q13) 1.5370.08 95”5 5.5 6076 35711
23-S IRNA (E.coli Q13) 1.4 85i5 1575 5876 271
tRNAN®"*" (E.coli K12-MQ07) 1.3870.02 84i3 1613 50i5 34i8
tRNAM®@” (E.coli K12-M07) 1.40i0.05 85-3 15”3 53"5 3278
tRNA*"® (E.coli K12-M07) 1.3si0.04 8414 iei4 535 3179
tRNA*M=* (E.coli KI2 M07) 1.3si0.02 g84-3  16i3 50i5 34-8
tRNA (E.coli B) 1.3670.04 83i4 16”3 5375 3079
R17 RNA 1.44 Q7-3 233 - -

Znajac z innych badan catkowitg liczbe zasad wchodzacych w skiad rozpa-
trywanego kv.asu nukleinowego (jest ona znana np, dla wielu specyficznych
tRHA) , mozna do$¢ dokitadnie na podstawie badan ramanowskich okresli¢ ilos¢
zasad znajdujacych sie w konfiguracjach nieuporzgdkowanych.

c) Obszar podwdjnego wwiazania  1550-1750 om 1

Podobienistwo widm Ramana w przedziale podwodjnego wiazania oznacza, ze
badane kwasy majg w przyblizeniu réwny procent wszystkich zasad w  sparo-

wanych konfiguracjach [18, 17, Silne
pasmo widma reunanowskiego nalezy do
HgO. Dlatego tez obszar ten nalezy
bada¢ dla roztworéw D20', aby wyraznie
odseparowa¢ drgania rozciggajace grup
karbonylowyoh U, C, G i ich  pochod-
nych pojawiajgce sie w zakresie 1655-
1688 c¢m” , a uczestniczace w wigzaniu
wodorowym.

Czutym testem na ilosS¢ sparowanych

U jest stosunek natezenn pasm 1688/
1658 om” . Warto$¢ tego stosunku jest
. Val ..
Rys. 3. Widmo Ramana w rejonie 0- np, wigksza dla tRHA niz dla

1750 cm™ roztwor@w w DoO; a) tRNA™®* - . .
1 b) tRNA*ai tRNA 1 oznacza wiecej sparowanych
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zasad U w tym pierwszym niz w drugim (co jest zgodne z modelem liscia ko-
niczyny dla wymienionych kwasow).

d) Obszar  1150-1550 cm’™*

W przedziale tym wystepujg drgania rozciggajace pierscien puryn i piry-
midyn. Pod wplywem asocjacji warstwowej zasad wigzania C-* i C-N zwieksza-

ja swoj charakter wigzania pojedynczego i dlatego czestotliwos¢ i nateze-
nie tych drgan powinny maleé. Efekt taki obserwuje sie dla pasma 1230 c¢cm \

ktérego czestos¢ przesuwa sie do 1243 ¢cm \ a natezenie ros$nie
przy przejsciu U w forme nie zasocjowanag warstwowo. Podobnie silny  hypo-
chromizm ramanowski-obserwuje sie dla pasma 1375 cm " spowodowany asocja-
cja warstwowg A, a wzrost pasma 1484 cm** spowiodowany jest zmniejszeniem
asocjacji warstwowej G. Pasma 1250 i 1300 cm  wywotane sag drganiami piers-
cienia C i z ich natezen mozna wnioskowa¢ wprost o ilosci C w tancuchu. Ha

przyktad z poréwnania kilku specyficznych tENA otrzymuje sie z badan rama-
nowskich, ze tRNA°N zawiera wiecej C niz tRHAM®" lub tRDA®’®".

e) Obszar 650-800 cm~"

Ze zmian w tym przedziale czestotliwosci wnioskuje sie rovmiez o oddzia-
tywaniach asocjacji warstwowej zasad w tancuchu polirybonukleinowym.Przej-
Scie C w konformacje bez asocjacji warstwowej powoduje wzrost pasma 780 cm”\
Silny spadek natezenia pasma 725 om” wywotany jest zanikaniem asocjacji

warstwowej A. Zmniejszenie oddziatywania G-szkielet i C-szkielet powoduje
odpowiednio zmniej szenie pasm 670 i 758 cm””.

Zauwazono réwniez, ze natezenie pasma 725 cm” pochodzacego gitéwnie od
drgan A, silnie sie zmienia w zaleznosci od ilosci hU (dwuhydrourydyny) w
tancuchu polinukleotydu. Przez poréwnanie widm réznych tRHA mozna  wnios-
kowa¢ o ilosci tych rzadkich nukleozyddy; w kazdym z nich.

2. WPLYW STEZENIA JONOW SODU | MAGNEZU NA WIDMA RAMANA KWASOW RYBONUKLEINOWYCH

a Jony Ha*
Badano strukture poty (rG) w zaleznosci od stezenia Ha* [20] i stwierdzo-
no, ze widma reunanowskie otrzymane dla obojetnych roztworéw wodnych za-
wierajgcych nadmiar jonéw sodu sg jakosciowo rézne od widm otrzymanych dla
roztworéw nie zawierajgcych soli. Otrzymane wyniki $wiadczg o tworzeniu sie
stabilnych struktur drugorzedowych w poty (rG) w wymienionych wyzej dwoch
typach roztworéw. W roztworach o wysokim stezeniu jonéw Ha?, poty (rG)
przypomina bardzo zel Guo-5'-P w strukturze pierscienia guaniny, tworze-
niu wigzania wodorowego miedzy zasadami i w konformacjach reszt rybozo-
wych 1 fosforanowych. Hatomiast w roztworach pozbawionych jonéw sodu, poty
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(rG) poslaula nietypowa etrviktvire pierscieni G i nietypowa konformacje reszt
szkieletu. Zauwazono, ze czestosci pasm ramanowskich formy poty (rG), wy-
stepujacej w roztworze bez jonéw Ma* w przedziale 1500-1750 cm , sa zgod-
ne z czestosciami IH podanymi poprzednio [2I] , chociaz wzgledne natezenia
znacznie sig roznig. Z danych ramanowskich wida¢ jednak jasno, ze struk-
tura poty (rG) w tych warunkach rézni sie od struktury wystepujacej w zelu
Guo-5'-P. Whnioski te nie moga by¢ wyciaggniete z samych widm IR.

Stwierdzona na podstawie badah Hamana poty (rG) stabilizacja struktury
pierscienia G(struktury réznej od struktury tautomeru keto-aminowego) moze
odgrywac istotng role w oddziatywaniach G w BHA. Na przykiad parowanie
G z U, ktoére jest sugerowane dla oddziatywania kodon — antykodon i dla
spiralnych rejonéw tRHA, moze byé faworyzowane przez taka modyfikacje
pierscienia G.

Prowadzone obecnie w Instytucie Fizyki UAM we wspotpracy z Miedzyuczel-
niemym Instytutemm Biochemii w Poznaniu badania  ramanowskie zaleznosci
struktury czgsteczek mieszaniny tRHA z drozdzy od stezenia jonéw sodu wy-
kazuja znaczne aniany natezenia i czestosci poszczegolnych pasm Hamana.
Uzyskane widma nie zostaly jeszcze szczegélowo opracowane i autorzy maja
nadzieje, ze wkrotce bedg mogli poda¢ ich doktadniejsza interpretacje.

b) Jony Mg
Wiazanie Mg do specyficznych miejsc tRHA anienia aktywno$¢  aminoakcep-
torowa i podnosi Srednig temperature topnienia, co stwierdzono w  wyniku
badan spektroskopowych UV [22]. Badania ramanowskie wodnych roztworéw spe-
cyficznych tRHA przy 3270 w obecnosci 3M nadmiaru Mg ~ na grupe  fosfora-
nowa ujawnity nastepujace aniany [14, 18]: maty wzrost (okoto 1C*) nate-
zenia pasma 1688 cm” , roéwnoczesny spadek natezenia pasma 1658 cm i 15"
wzrost natezenia pasma 814 cm . Brak anian czestosci Swiadczy, ze wigza—
nie jondw Mg nie zachodzi w tych warunkach w scisle okreslonym  miejscu
lub nie jest uwidocznione w widmach Hamana. Zmiany natezenia pasm 1688 i
1658 cm™" sugeruja maty wzrost liczby sparowanych zasad na molekute p8,19].
Wozrost natezenia pasma 812 cm”* oznacza dalsze uporzadkowanie szkieletu
tRHA z powodu formowania sie dodatkowych par zasad. Poniewaz model liscia
koniczyny ogranicza liczbe zasad mogacych sie dodatkowo parowaé prawod-
podonym jest, ze tworzy sie kilka wewngtrmolekularnych par.

Z krzywych topnienia dla roztworéw DgO tRHA tRHA i innych spe-
cyficznych tRHA wynika, ze nie wystepuje wyrazne topnienie sparowanych i
zasocjowanych warstwowo rejonéw 1 wyrazne zmniejszenie  uporzadkowania
szkieletu ponizej 60°C.
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3. BADANIA RAMANOWSKIE ROZTWOROW rRNA | DNA
a) rRNA
Jak wida¢ z tabeli Il, czasteczki 16-S i1 23-S rRHA posiadajg wysoko  upo-
rzadkov«ng strukture drugorzedowa. Chociaz 405? zasad nie jest spesrowanych
w tych czasteczkach, dane ramanov/skie wskazujg, ze wiekszo$¢  niesparowa-
nych zasad znajduje sie w uporzadkowanych pojedynczo-spiralnych konfigu-
racjach, Spirale typu "hairpin”, ktére stanowig sparowane rejony rRHA, sa
potaczone przez odcinki, w ktérych wystepuja gtdwnie niesparowane zasocjo-
wane warstwowo zasady. Zatem catkovjita struktura rRNA jest bardziej upo-

rzadkowana, niz wynikatoby to jedynie z uwzglednienia modelu typu "hair-
pin'. Dane otrzymane z widm Ramana sugerujg rowniez, ze czasteczkKi 16-S
rRNA sg srednio bardziej uporzadkowane niz 23-S rRNA.

b) DHA
Poréwnanie widm Ramana dla wodnych roztworéw DNA i RHA [23] wskazuje, ze
pasma G w RHA sa znacznie silniejsze niz w DNA, mimo ze w obu rodzajach

wystepuje ten sam (okoto 40J5) procent par GC, nalezy stad wnioskowac, ze
prawdopodobnie asocjacja warstwowa w DNA jest silniejsza niz w RHA.

PODSUMOWANIE

Okreslenie drugorzedowej struktury czasteczek RHA konieczne jest do wy-
jasnienia fimkoji RHA z punktu widzenia jej molekularnych oddziatywan.
Drugorzedowa struktura, zdefiniov;ang jako ilos¢ i rodzaj sfatdowan #tancu”®
cha w pewnych rejonach RHA, mozna mierzy¢ ilosciowo jako:

1) procent (lub czes$€¢) wszystkich zasad (A, U, G i C) w pojedynczo i
podwojnie skreconych rejonach,

2) procent kazdej z zasad komplementu Watsona-Cricka w podwdjnie  skre-
conych rejonach,

3) procent kazdej z zasad w pojedynczo skreconych rejonach,

4) procent v;szystkich zasad w uporzadkowanych pojedynczo skreconych re-
jonach,

5) procent grup rybozo-fosforanowych w uporzadkowanych rejonach.

Spektroskopia IR uwodnionych roztworéw RHA udzielita odpowiedzi na py-
tania zwigzane z punktami 1), 2) i 3), podczas gdy spektroskopia ramanow-
ska rozstrzyga dodatkowo problemy punktu 4) 15). Analiza struktury RHA
metodami spektroskopowymi oparta jest na poréwnaniu empirycznych  danych
dla naturalnych RHA z danymi otrzymanymi dla zwigzkéw modelov;ych. Korela-
cje takie opisane zostaty uprzednio dla widm UV [24] , ORD i CD [2™ ,IR [2©
i ostatnio dla widm ramanowskich. W widmach IR i R zwigzkéw modelov;ych da-
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je sie zauwazy¢ znaczne rdéznice i dzieki temu poréwnanie tych dwéch metod
pozwala na uzyskanie wielu szczegotowych informacji strukturalnych [27] .
Przy badaniach widm IB nalezy pamieta¢ o btedzie spowodowanym trudnymi do
okreslenia zakidceniami przez oddziatywania prostopadtej asocjacji war-
stwowe j. Oddziatyweinia te sa wprawdzie stabe w poréwnaniu z oddziatywaniei-
mi parowsmia sie zasad, jednak nie sg do zaniedbania i ograniczaja uzy-
teczno$¢ metody IR przy badaniu drugorzedowej struktury RHA o nieznanej
sekwencji zasad.

Przy badaniu widm Ramana bierze sie pod uwage dobrze rozdzielone pasma
pochodzace zaréwno od drgan wigzan zasad, jak i od drgan szkieletu RHA.
Czestosci 814 1 1100 cm™ nie pojawiajg sie w widmie IR z powodu silnej
interferencji z pasmami pochodzacymi od rozpuszczalnika, sg one natomiast
tatwo mierzone w widmie Ramana. Pasma te zalezne sa od konflgruracji rybo-
nukleotydéw, a nie od ich rodzaju lub sekwencji w tancuchu RHA.
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DYSKUSJA

W dyskusji zabrali gtos kolejno: mgr T. Dziegielewski, mgr M. Kreglew-
ski, doc.dr hab. J. Stankowski, prof.dr hab. M. Wiewi6rowski i mgr A, Ra-
falski. Poruszono na wstepie zsigadnienie obliczania i wyznaczania stopnia
spiralizacji i ilosci grup fosforanowych w odcinkach uporzadkowanych i
nieuporzadkowanych tancuchéw kwaséw nukleinowych przy pomocy widm Ramana
i IR. Zainteresowanie wzbudzity badania reunanowskie tRMA prowadzone w In-
stytucie Pizyki UAM. Podkres$lono, ze badania widm Ramana i IR moga stano-
wi¢ alternatywe w stosunku do badan MMR i rentgenostrukturalnych. Dysku-
towano nastepnie jednoznaczno$¢ przypisywania poszczego6lnych pasm Ramana i
IR drganiom odpowiednich grup atoméw w czasteczce przy podstawieniu izoto-
powym bez uwzglednienia sprzezen miedzy drganiauni. Poruszono kwestie apro-
ksymacji v;idm tRMA przy pomocy widm polikwaséw i wielkosci btedu przy o-
znaczeniu natezen poszczegoélnych pasm. Przedstawiono program badan  przy
wykorzystaniu spektrometru typu JEOL JRS-S1 znajdujacego sie w DAM i po-
rownano mozliwosci tego typu spektrometru z mozliwosciami podobnych przy-
rzadow stosowanych w innych pracowniach ramanowskich na swlecle.
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Jerzy Mscisz

DICHROIZM KOLOWY W BADANIACH NUKLEOZYDOW

STRESZCZENIE

W rozdziale tym przedstawiono mozliwosci metody dlchrolsmu kotowego (CD)
w zastosowaniu do problemoéw strukturalnych w chemii skitadnikéw kwaséw nvt-
kleinowych. Uwzgledniono wplyw rozpuszczalnikéw ma charakter widma.

Chcac uzyska¢ z widm dichroizmu kotowego nukleozydéw mozliwie najwiecej
informacji, nalezy rozpatrywa¢ je tgcznie z widmami absorpcyjnymi. Zmiany
strukturalne w pochodnych uracylu, tyminy czy innych zasad kwaséw nuklei-
nowych majg stosunkowo nieznaczny wplyw na widma absorpcyjne, ale moga po-
wodowa¢ wyrazne réznice w wielkosci i1 znaku efektu Cottona.

Analiza dostepnych krzywych CD pochodnych zasad kwaséw nukleinowych
wskazuje na obecno$¢ od dwdch do czterech efektéw Cottona, wynikajgcych z
optycznie czynnych przejs¢ elektronowych w rejonie 185 - 275 nm.

Przeprowadzone zestawienia (Uanson [1], Krishna [2] ) wskazaly na moz-
liwos¢ korelacji widm zasad purynowych i pirymidynowych z pasmami absorp-

cyjnymi benzenu. Autorzy ci podzielili obserwowane w zasadach kwaséw nu-
kleinowych przejscia TC — TT* na trzy grupy, ktére przez analogie z no-
menklaturg przejs¢ TT — TT* benzenu, nazwali Bgu’ ®Tu’ NMu* ”

przypadku benzenu i jego symetrycznych pochodnych jest podwdjnie zdegene-
rowany, ale dla wiekszosci pochodnych asymetrycznych jest rozszczepiony.
Postulowana miedzy widmami benzenu 1 zasad kwaséw nukleinowych zalez-
no$¢ nie sugeruje oczywiscie podobienstw w rozktadzie gestosci elektronow,
romieszczenlu weztéw czy rozktadzie tadunkéw w stanie wzbudzonym.
Poniewaz w zasadach purynowych i pirymidynowych wystepuja na atomach

azotu 1 tlenu niewigzace pary elektronowe,w zasadach tych wystepuja przejs-
cia n Tt* ktdre sa spolaryzowane prostopadle do ptaszczyzny pierscienia

zasady.
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W zwigzku z tym, ze gldwny rejon absorpcyjny zasad purynowych i piry-
midynowych moze réwnoczes$nie zawiera¢ przejscia K — Tt* oraz n — TT*
interpretacja widm viymaga starannej analizy krzywych CD i UV, odpowiedni
podstawionych chromoforéw zasadowych w réznych uktadach rozpuszczalnikow.

Dla odréznienia przejscia n —TT*od przejscia TT—TC* mozna miedzy in-
nymi stosowaé test przesiuiie¢ rozpuszczalnika Mc Connela[3l. Z drugie
strony przy analizie widm CD nalezy pomieta¢, ze wprowadzenie asymetrycz
nego podstawnika moze catkowicie zmieni¢ przebieg krzywej dichroizmu ko
towego i czynno$¢ optyczna wyrazna w przypadku jednego rodzaju pochodnych
moze by¢ dla iimych praktycznie niezauwazalna.

W pochodnych uracylu obserwuje sie dwa wyrazne rejony absorpcyjne,pien
szy przy 260 nm i drugi w poblizu 200 nm. W widmach CD tego typu zwlazkd
przy 260 nm wystepuja dwa efekty Cottona, zazwyczaj przeciwnego znaku
Podobnie dwa efekty Cottona pokazujg sie w okolicy 200 nm.Eliptyczno$¢ mo
lowa diugofalowego ekstremisn CD, wystepujacego zazwyczaj miedzy260 a 270i
(pasmo ®2u* przybiera dla pochodnych urydyny wartosci od 16500 dlI
1/2,3-0-izopropylideno-5-deoksy (jb -D-erytro-pent-4-eno) furanozylo/-ura|
cylu w butanolu do -39000 dla 4'-tiourydyny w dioksanie. Potozenie pasn
82" moze nnienia¢ sie od 255 do 272 nm.

W krotkofalowym rejonie widma wszystkie pochodne urydyny posiadajg dt
maksima CD, jedno w okolicy 210-220 nm i dr\igie ponizej 200 nm, ktoi
oznaczono odpowiednio jako E1 i E1UD efekty Cottona. E1U efekty Cottoz
sg zazwyczaj przeciwnego znaku.

Pomiedzy rejonami spektralnymi i 62" wystepuje rejon Prawi
dla wszystkich pochodnych urydyny znaleziono pasma CD wystepujace w «
kresie 237 - 247 nm.

efekt Cottona jest zazwyczaj mniejszy i przeciwnego znaku niz
efekt Cottona. Najwyrazniejszy BM efekt Cottona o eliptycznosci  molowi
+6200 zaobserwowano dla 6-metylo-3 (jb -D-ribofuranozylo) uracylu w wodzi
Urydyna daje stosunkowo intensywne pasmo CD przy 243 nm acetonitrylu
eliptycznosci molowej - 5000 (Miles [4] rys. 1).

Zauwazono, ze gdy B, efekt Cottona jest przeciwnego znaku niz B,
ostatnie pasmo CD jest zawsze przesuniete w kierunku fal dtuzszych  (zwii
zek a), a gdy B™ efekt Cottona jest nieobecny lub ma ten sam znak.
pasmo B2” w odniesieniu do widma absorpcyjnego jest przesuniete w Kier

ku fal kroétszych (zwigzek 6 , rys. 2).
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Rys. 3. Widma CD cytydyny i 6-metylo-2'-deoksycytydyny
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Widma absorpcyjne pochodnych nukleozydéw cytozynowych précz dwéch — wy-
raznie zaznaczonych maksiméw przy 270 i 198 nm posiadaja dodatkowa absorp-
cje wystepujacg miedzy nimi (rys. 3 ). Stabo widoczne pasmo pojawia sie
przy 235 nm. W okolicy 215 nm wystepuje przegiecie zaznaczone na wyraznym
maksiminn 198 nm mc,;ace wskazywa¢ na dodatkowa absorpcje w tym rejonie.
W widmach dichroizmu kotowego pochodnych cytozynowych stwierdzono wystepo-
wanie od dhéch do czterech efektow Cottona. Dla nukleozydoéw cytozyny i 6-
metylocytozyny 82~ efekt Cottona jest Scisle zwigzany z diugofalowag ab-
sorpcja przy 270 nm. W przypadku 3-metylo i 5-halogenopochodnych, tak w
przypadku widm absorpcyjnych i dichroizmu kotowego pasma te ulegajg przesu-
nieciu o 8-16 nm w kierunku fal diuzszych (tabela I).

Tabela |
cb DV
2'-deoksycytydyna 270 (8500) 270
5-J-2'-deoksycytydyna 280 (5000) 284
5-Br-2 '-deoksycytydy- 286 (6200) 287

na

Pochodne cytydyny wykazujg efekt Cottona w rejonie 215 - 225 nm, Kktory
mozna powigza¢ z przegieciem przy 215 nm na krzywej absorpcyjnej. Efekt
ten jest wyrazny i zazwyczaj ujemny.

Wystepowanie czwartego efektu Cottona potwierdzajg badania  przeprowa-
dzone dla o 1 [i anomeréw 6-metylodeoksyoytydyn oraz 6-metylocytydyny.
(Rys. 4).

Rys. 4. Widma CD anomeru « i f* 6-aetylo-2'-deoksycytydyny i 6-metylocytydyny
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Miles [3 znalazt,ze mikleozydy urscylowe i cytozynowe, posiadajace
jednakowa czr6¢ cukrowg oraz jednakowe podstawniki w potozeniach 5
i 6, dajag tego samego znaku efekt Cottona. Zazwyczaj duzo
mniejszy B™ efekt Cottona nie wydaje sie posiada¢ regularnych wias-
ciwosci dla tego typu pochodnych. efekt Cottona w przypadku  pochod-
nych uracylowych 1 cytozynowych jest zazwyczaj ujemny, a EMM dodatni.

Poréwnanie krzywych CD 6-metylourydyny
z 6-metjlocytydyny oraz 5-bromo-2'-deoksy-
urydyny z 5-bromo-2'-deokscytydyny wskazu-
je, ze dla pochodnych 6-metylowych wszyst-
kie cztery efekty Cottona posiadaja ten
sam znak i sag prawie tej samej wielkosSci.

W przypadku pochodnych bromowych E
i EM efekty Cottona sa podobne, a B™
przeciwne (rys. b5).

Krystaliczne dane strukturalne dla po-
chodnych urydyny i cytydyny (5-bromo-2'-de-
oksy-) wskazuja, ze oba zwigzki wystepuja
w podobnych konformacjach (katy torsyjne wy-

noszg odpowiednio - 43° i -62°). Woydaje sie 8ys. 5. Widna CD - u géryjb-bro-
mo-R'-deoksycytydyny 1 b-bromo--
mcytydyny, u dotu: 6-«etyloupydy-

cytozynowe wystepujg w podobnych konforma- ny i 6-netylocytydyny

mozliwe, ze podobne nukleozydy uracylowe i

cjach réwniez w roztworach.

Zmiany w widmach CD powstate w wyniku oddziatywan konformaoyjnych indu-
kowanych podstawnikami jak i mianami rozpuszczalnikébw sugeruja, ze elip-
tyczno6¢ molowa BM efektu Cottona jest funkcja kata torsyjnego. Przedstei-
wiono to na diagramie zaleznosci eliptycznosci molowej Bg® efektu Cottona

od wartosci kata torysjnego dlaoc i jb anomeréow pochodnych urydyny i cy-

tydyny.

Rys. 6. Zalany eliptycznosal molowej w zaleznosci od kata torsyjnego
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Przy mieuile kata torsyjnego oczekuje sie powolnych i regularnych zmian
eliptycznosci molowej (rys. 6).
Zastosowanie tego diagramu moze hy¢ réwniez pomocne przy ustalaniu konfi-
guracji na weglu anomerycznym dla nukleozydéw uracylowych i cytozynowych.

Przy zastosowaniu techniki CD badano w grupie nukleozydow purynowych
wptyw podstawnika w chromoforze zasadowym na konformacje wokot wigzania
zasada - cukier oraz wptyw grupy fosforanowej na przebieg krzywych dichro-
izmu kotowego (lkehara [6] ). Stwierdzono, ze nukleozydy purynowe posia-
dajace objetosciowe podstawniki w potozeniu 8 wystepuja w konformacji
syn. 8-bromo 1 8-fluoroadenozyna dajg zupeinie podobne krzywe CD (rys. 7).
Poréwnujac przebieg krzywych CD tych zwigzkéw z krzywa adenozyny  stwier-
dzono, ze efekt Cottona przy 260 nm jest odwrécony. Sugeruje to zmiane kon-
formacji z anty dla adenozyny na syn dla pochodnych halogenowych. Podob-
nych danych dostarcza analiza krzywych CD dla ™ (2'-hydroksypropylo-2) ade-
nozyny oraz innych 8 podstawionych pochodnych nukleozydéw piurynowych.

By». 7. Widma CD adenozyny, 8-bromoadenozyny i 8-fluoroadenozyny « wodzie przy pH»7

Po wprowadzeniu do nukleozydéw purynowych w potozenie 5* funkcji fosfo-

ranowej, zauwazono, ze w przypadku nukleozydéw wystepujacych w konformacji

anti, profil krzywej CD w giéwnym rejonie absorpcyjnym nie ulega zmia-
nie (rys. 8).

W przypadku nukleozydéw wystepujacych w konformacji syn grupa fosfora-
nowa wywiera duzy wplyw na efekt Cottona w szerokim zakresie dtugosci

falowych, co sugeruje, ze dla tego typu nukleozyddéw, wprowadzenie 5' funk-
cji fosforanowej, powoduje wazne zmiany w sile rotacji w tym zakresie

(rys. 9).
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Rys. 8. Widma CD 5'-monofosforanu- 8,2'-S-cykloadenozyny i 8, 2- S-oykloadanozyay w
wodzie przy pH = 7

Rys. 9. Widma CD 8-bromoadsnozyny i 3'-:ioDofosforaDU - 8-bromoadenozyny w  wodzie
przy pH = 7

Dla obu konformeréw zaznacza sie wyrazny wptyw funkcji fosforanowej na
przebieg krzywych CD w rejonie 200 - 220 nm.

Badajgc wplyw rozpuszczalnika na charakter krzywych dichroizmu  koto-
wego stwierdzono, ze jedno lub wiecej przejs¢ elektronowych obserwowanych
w widmach dichroizmu kotowego moze by¢ wynikiem przejscia o — TT*. W ury-
dynie i jej pochodnych obie grupy hydroksylowe w $rodowisku obojetnym 1
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jej pochodnych obie grupy hydroksylowe w $rodowisku obojetnym i zasadowym
wystepujg w formie ketonowej. Z drugiej strony znany jest fakt, ze atomy
tlenu funkcji ketonowych stosunko\/o tatwo powodujg wzbronione przejscie
Nn—Tt*, dopuszczajgc wzbudzenie elektronéw niewigzacych na orbital anty-
wigzacy '"n". Wydaje sie, ze podobne przejscie powinno wystepowaé w pochod-
nych zasad kwaséw nukleinowych, posiadajacych potencjalne grupy ketonowe.
Rozpuszczalnik wptywa na widma elektronowe miedzy Innymi przez  wytwa-
rzanie wigzan wodorowych z elektronami niewigzacymi chromoforu. Powstajg-
ce wigzanie wodorowe obnizajac energie orbitalu "n" powoduje hipsochromowe

przesuniecie pasma R powstajagcego w wyniku przejscia o —TI . Np. dla
acetonu pasmo R w n-heksanie znajduje sie przy 279 nm, a wodzie przesuwa sie
do 264,5 nm (okoto 2100 cm*“~). Podobne przesuniecie dla chinonu wynosi
1600 cm~".

Tworzenie wiagzania wodorowego moze powodowa¢ przesuniecie pasma TT—TT
w obu kierunkach. Jezeli w w-yniku przejscia elektronowego wzrastaja pro-
tono-akceptorowe wilasciwosci czgsteczki rozpuszczonej, co przy  tworzeniu
wigzania .wodorowego obniza energie stanu wzbudzonego w wigekszym stopniu
niz stanu podstawowego, dla przejscia IT—IT*obserwujemy efekt batochrcmo-
wy. Natomiast, gdy gestos¢ elektronowa na protono-akceptorowej grupie funk-
cyjnej w wyniku przejscia do stanu wzbudzonego ulega zmniejszeniu, obser-
wujemy hipsochromowe przesuniecie pasma TT—TT* . W zwigzku z tym, gdy oba
przejscia n—7T*i TT— TT* sg przesuniete w tym samym kierunku, rozréznienie
typu przejs¢ przez badanie efektu rozpuszczalnikéw jest utrudnione.

Wolne pary elektronowe pochodnych urydyny zdolne sg do wytwarzania
silnych wigzah wodorowych z takimi rozpuszczalnikami, jak woda czy inne
kwasy typu BrOnsteda. Zastosowanie takich rozpuszczalnikéw powoduje znacz-
ne zmiany w widmach. Natomiast niepolarny dioksan czy polarny aoetoni-
tryl, ktore nie posiadajg atoméw wodoru zdolnych do wytwarzania wigzan wo-
dorowych, poslaidajg nieznaczny wplyw tak na widma UV jak i CD.

Potwierdzenie wystepowania przejscia n—TT*w zasadach kwaséow nukleino-
wych znaleziono miedzy innymi dla I[2, 3-0-izopropylideno-5-deoksy- (jb-D-
erytro-pent-4—eno) furanozylo] uracylu (tabela 11, rys. 10).

Z analizy krzywych CD wynika, ze wszystkie pasma w obecnosci rozpusz-
czalnikéw tworzacych wigzania wodorowe (metanol, woda) posiadaja przesu-
niecie batochromowe. W rejonie minimum (pomiedzy pasmami Bg" i 220-
235 nm w krzywych CD wystepuje réznica pomiedzy widmami rodzimymi (w roz-
puszczalnikach nie posiadajgcych mozliwosci tworzenia wigzania wodorowego)
a indukowanymi przez rozpuszczalniki. Zaznacza sie ona w wartosci elip-
tycznosci molowej, ktéra dla wody wynosi +'5000 a dla cykloheksanu O. Pakt
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Tabela 11

1 [ 2,3-0-lzopropylideno-5-deoksy ()+-D-erytro-pent-4-eno)furanozylo] uracyl

Rys. 10 Widma CD 1 [2, 3-0-izopropylideno-5-deoksy-(.N -D-erytro-pent-4-eno) furano-
zylI”™ uracylu u cykloheksanie, acetonitrylu i wodzie

ten mozna wyttumaczy¢ pokryciem stosunkowo nieintensywnego pasma przez
gtowne pasmo CD w cykloheksanie i rozdzielenie tych pasm w wyniku wytworze-
nia wigzania wodorowego miedzy woda a chromoforem zasadowym. Powstate wig-
zanie wodorowe powoduje hipsochromowe przesuniecie nieintensywnego  pasma
wystepujacego w rejonie 220 - 235 nm. Zjawisko to zdaje sie potwierdzaé wy-
stepowanie w nukleozydach uracylowych w okolicy 235 nm przejscia n—»-Tf
Nie mozna jednak wykluczyé¢, ze zaistniate przesuniecie nie jest  wynikiem
indukov/anych przez rozpuszczalnik zmian w ksztalcie wigzan, intensywnos$—

ciach i energiach odpowiednich drgan wibracyjnych.
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Podobnych danych dostarcza analiza krzywych CD urydyny, 6-metylo-3-(]i>-

-ribofuranozylo) uracylu i 1(5-deoksy-D-erytro-pent-4-eno-furanozylo) ura-

cylu (tabela I111).

Urydyna

6-metylo-3("D-
-ribofuranozylo)
uracyl

1-(5-deoksy-p-

-D-erytro-pent-4-

-eno-furanozylo)
uracyl

R*

4 M HCI

AM

AM

DCE

AM
D

DCE

®2u

266

267

272

272

268

270

272

273

266

269

269

269

~u
238
240
244

243
242

243
246

245

240

242

242

243

Tabela 11

Eiua
215

215
220
220
214

215

213
212

~Mub

196

200

195
195

193
192

W - woda, D - dioksan, AM - acetonitryl, DCE - dwuchloroetylen.
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Zmiana rozpuszczalnika moze nie tylko powodowaé¢ bato - czy hipsocbromo-
we przesuniecie przejs¢ elektronowych, ale moze takze zmienia¢ znak pasma

efektu Cottona.

2u

W obojetnym roztworze wodnym 2', 3'-izopropylidenocytydyny widoczne
sg tylko dv/a efekty Cottona (82" 1 DCE zmienia znak efektu B2™ i
wydziela skftadnik ktory pojawia sie przy 253 nm. Oczekuje sie, ze

efekty te sg w pierwszym rzedzie wynikiem anian konformacyjnych (rys. 11).
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Tomasz Haertl¢

BADANIE KONFORMACJI POCHODNYCH
GUANOZYNY | TWORZONYCH PRZEZ NIE ZELOW

PRZY POMOCY DICHROIZMU KOLOWEGO

STRESZCZENIE

Dyskutuje sie wyjatkowe wiasciwosci guanozyny i jej pochodnych » talde
jak: dziatanie destakingujace, duza swobode rotacji dookota wigzania gli-
kozydowego, rézng od innych nukleozydéw orientacje momentu dipolowego oraz
uzalezniong od pH i podstawnikéw przy inwersje efektu Cottona. Omawia
sie wartihki powstawania zeléw guanozyny. Postulowany jest nastepujgcy me-
chanizm agregacji: 1) powstawanie planarnych tetramerdéw, 2) tworzenie ok-
tameru, 3) polimeryzacje oktameréw. Mimo niestosowania sie zwigzkéw gisa-
nozyny do teorii ekscytonowej Tinoco, zele mogag stuzyd jako przykiad nie-
zdegenerowanego przypadku modelu ekscytonowego - zachodzi zatem proporcjo-
nalno$¢ miedzy katem skrecenia wzgledem siebie tetrameréw a intensywnosciag
sity rotacyjnej pasma ekscytonowego. Stwierdzenie to poparte jest analiza
widm dichroicznych i odpowiadajgcych im rentgenogramoéw 18 pochodnych gua-
nozyny.

Guanozyna i jej pochodne w sposéb zasadirLczy béznig sie od pozostatych
nukleozydéw kwaséw nukleinowych. Wiegkszos¢ metod syntetycznych  dziatajg-
cych dobrze w wypadku Ado, Cyt, Urd jest zupeinie bezskutecma w  wypadku
Guo. Podobnie reakcje enzymatyczne nie zachodzg lub maja inny przebieg,gdy
substratem jest Guo. Typowym przykiadem jest pollmeryzaoja GDP przez poli-
nukleotydylo fosforylaze, ktéra nie zachodzi w warunkach typowych dla syn-
tezy polinukleotyddéw innych od poli-G, Nastgpi ona dopiero w temperaturze
wyzszej od 45°C [22] . Inne sg tez od calej reszty czasteczki wiasnosci

fizykochemiczne obszaréw kwasow nukleinowych zawierajgcych duze ilosci Guo.

Powoduje to preferencyjne przylaczanie sterydéw [8” oraz wbudowywanie w
tych miejscach zwigzkéw Interkalujacyeh [l4a] . w oligonukleotydach Guo
wykazuje dziatanie destakingujace [1, 3, 13] 1 czesto wyklucza przewidze-
nie wilasnosci optycznych czasteczki [20, 23] . Posiada ona duzag swobode
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rotacji dookota wigzania glikozydowego [14] « Badania teoretyczne potwier-
dzone danymi eksperymentalnymi wykazaty zupelnie r6ézna orientacje momentu
dipolowego [I”, powodowang przez zasadnicze réznice w strukturze elektro-
nowej guaniny w poréwnaniu z innymi zasadami. Do$6é wcze$nie zaobserwowano,
ze Guo, ktorej pierwszy efekt Cottona jest ujemny w pH obojetnym, w pH
kwasnym anienia sie na dodatni. Taka inwersja efektu Cottona byta obserwo-
wana tylko w Guo i1 jej pochodnych.

Widma CD pochodnych Guo w pH7 i1 pH 1,5 oraz 0,5 przedstawiajg sie pra-
wie jak obrazy lustrzane (rys. 1, 2).

Bjb. 1. Wldaa CD rG-guanozyna, dG-dezoksygoanozyna, araG-arabinozyd guaniny.—-pB 7,
/ ___pH 1,5..... pH 0,5

Przez analogie z licznymi pochodnymi Guo z podstawnikami w pozycji 8,
ktére znajdujg sie, ze wzgledéw przestrzennych,w konformacji syn [21], a u
ktérych nie obserwuje sie zaleznej od pH inwersji efektu Cottona [II] , wy-
wnioskowano, ze Guo zmienia konformacje zasada-cukier z preferencyjnej
anti w pH obojetnym o kacie 4>=-30° na konformacje syn w nizszych pH o
kacie 4>CH=150° (rys. 2, 3).

Odwrécenie konformacji moze byc¢

powodowane przez protonizacje
(rys. 3). Pakt posiadania przez
7 metylo Guo dodatniego efektu
Cottona w pH 5, a ujemnego w
pH 9 wskazywatby, ze  protoni-
X zacja nie jest wytaczng
« przyczyng zmiany konformacji,
ktéra zalezy w tym wypadku  od
zmiany rozmieszczenia tadunkéw.
Ekscytonowa teoria Tinoco [19]
przepowiadajgca dobrze wiasno-
Rys. 2. Widma CD nukleozydéw: 1-formicyna B, Sci optyczne oligonukleotydéw,

2-guanozyna pH1, 3-7-metylguanozyna, 4-8- . . i
-bromoguanozyna, 5-E::3::0zyae pH 7 zawierajgcych Ado, Urd, Cyt,nie
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Rys. 3. Guanozyna w konfornacji anti i syn

5

Rys 4. Widma CD GpU w réznych rozpuszczalnikach. 1-woda, pH 7, +EO°C, 2-woda pH 2,
+200C, 3 -5.5M LIiCL, -20<>C
daje rezultatow zgodnych z rzeczywistoscig w wypadku stosowania jej dla oli-
gonukleotydéw zawierajacych Guo. Ma rysunku 4 pokazano widma CD dwunukleo-
tydu GpU, ktére w pH obojetnym i temperaturze 20° wykazuje trzy  dodatnie
pasma odpowiadajace Urd 1 protonizowanej Guo. Obserwuje sie znaczny wzrost
pasma Guo i1 malenie oraz przesuniecie pasma Urd. Poniewaz nie ma zadnych
przestanek swiadczacych o oddziatywaniach ekscytonowych - mozna tu dla in-
terpretacji widma uzy¢ zasade stosowang dla monomeréw, ze znak i1 wielkos¢

efektu Cottona zalezy od kata CM [9, 16] . Taka interpretacja moéwitaby,
ze Guo jest niemal w konformacji syn, a Urd w pozycji o kacie 4>CM=+90°.
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Swiadczytoby to o istnieniu w tych warunkach niestakingowej strujkuktury
zasadami umocowanymi prawie prostopadle do siebie i posiadajacymi. tend<
cje do tworzenia wigzan wodorowych pomiedzy grupa aminowg Guo a 0~UAUrd.
jonizacji ta niestakingowa fonna przechodzi w strukture stakingowai g z

w konformacji prawdopodobnie syn. Widma w pH kwasnym i niskiej tiesmempera'
rze przypominajg sie znacznie. Jest zaskakujgce, ze podobne sg do siei
widma mierzone w tak réznych warunkach pH 7 + 20°C i pH 1 - 20°C» Sili
zalezna od temperatury protonizacja GpU nie wystarcza do wyttumaczzezenia
go zjawiska. Jezeli niemniej struktura stakingowa jest stabilna wvywylaczi
w niskim pH lub niskiej temperaturze, to mogtoby wskazywaé, ze forrmrma
moze by¢ konieczna dla jej stabilizacji z lub bez protonizacji «

Rys. 5* Widma CD zeléw i polinukleotydéw. 1-poli G, 2-zel Guo, Guo—3-3 -P,
-poll dG,5-zel dGuo-5'-P, 6-zel dGuo

Tworzenie zeléw Guo bylo po raz pierwszy opisane w 1905 roku, r niemn
zjawisko to do tego czasu nie jest dobrze poznane. Przez badai
wielu pochodnych Guo stwierdzono, ze do utworzenia zelu kckoniec
sa: N,, 0,, N_ [4, 6, 13, 13a]. 5'OH wchodzi w wigzanie wodorowe z z gar
IMj mogac by¢é donorem jak i akceptorem. Iff wypadku Guo—X’-P musi byéy¢ zo
jetniony jeden z ujemnych tadunkéw fosforanu [I™ . Rysunek 5 pcporévm
widma CD: pollG, polidG oraz zeléw: Guo, Guo 3P, dGuo, dGuo 5P. WiWidma
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5 llmeréw i zeléw wykazujg godne uwagi podobienstwa. Wierzchotki 1 punkty
przeciecia sg przy tej samej dtugosci fali majac rozne efekty Cottona, co
; niekoniecznie jest powodowane zmiang konformacji, lecz moze byd zwigzane
, ze miang znaku kata CN.
Badane zele tworzg ijklady tetrameryczne [13, 4, 5]jCO mozna dowie$¢ bada-
jac zalezno$¢ hipochromianu CD od stezenia nukleozydu 1 nastepujgcej agre-
gacji, okreslong wzorem: IgE. p + const [24],
gdzie - EX - sygnal mierzony przy stezeniu CX

C|. - stezenie monomeru
p - stopien polimeryzacji = nachylenie odcinkéw na wykresie.
Bpa. 6. Zalezno$¢ bipochroDli od sV Zzenig monoBera AA A.252 D -Quo 3 -P

Rys. 6 pokazuje zalezno$¢ hlpochromianu wzgledem catkowitego stezenia Guo3”
wykazujac istnienie 3 réznych stopni agregacji o nachyleniach = 4,2,1, na-
chylenie = 4 sugeruje tworzenie sie tetramerow. Pakt obserwacji niskiego
hlpoohromlzmu sugeruje planarne utozenie tetramerdéw [ 5] .Hipochromian uto- \
zenig  planarnego i jego niska wartos¢ byta przewidziana przez Mesheta [I7f
dla parowania zasad komplementarnych, nachylenie = 2 wskazuje na diraeryza-
oje istniejgcych tetramerdéw i formowanie tym eamym oktameréw. Zmiana nachy-
lenia i jego wartos¢ = | wskazuje na naktadanie sie oktameréw 1 tworzenie
struktur fibrylaimych o interakcjach stakingowych. Etap ten charakteryzuje
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Bys. 7. TetraMryozne utozeni* gu-
aniny w zelu Guo - 3* - P ¥g
[13a]

sie zmianami hlpochromizmu zgodnymi z
prawem Lamberta i Beera, Widmo CD Guo3P
wskazuje na wysoce asymetryczng strukture
zelu objawiajaca sie duzym wzrostem syg-
natu ze stezeniem. Pojawiajg sie  dwa
ujemne wierzchotki przy 300 i 260 nm oraz
jeden dodatni przy 223 nm. Punkty prze-
ciecia nie sag dobrze zdefiniowane przy
duzych stezeniach. Ich przesuniecie moze
by¢ powodowane przez orientacje zelu w
stezonych roztworach. Mechanian tworze-
nia zeléw pochodnych Suo - Guo3P, SBrGuo
i innych moze by6 przedstawiony wg sche-
matu:  monomer sz: tetramer

T— oktamer polimer.

SBrGuo, ktéra zo wzgledéw eterycznych posiada konfiguracje syn, a co sie z

tym wigze dodatni efekt Cottona, tworzy rowniez zel o strukturze tetrame-

rycsaiej. Analiza widma dichroizmu kotowego (rysunek 9)wskazuje, ze aktyw-

nos¢ optyczna gtdéwnego pasma absorpcji moze by¢ roztozona na ostre pasma

8ya. 8. Widna CD Guo-3'-P- rézne stezenia: —0,0198 M,----0,015 M — 0,0082 H,

0,0056 M, 0,0029 H, .... 0,0025 M
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ekscytonowe charakterystyczne dla od-
dziatywan stakingowych i1 moze by¢ po-
wigzana z ujemnym  pasmem absorpcji
widma roztworu [18a], dalsze pasmo
przy 295 nm moze by¢ powodowane przez
przejscie n — Jf*lub tez zwiekszone i
przesuniete dodatnie pasmo dichroicz-
ne widma roztworu. Jak wspomniano po-
przednio* zadne polimery ozy oligome-
ry Guo nie stosujg sie do teorii eks-

cytonowej Tinoco. Niemniej zele Guo

Rys. 9. Widao CD SBrGuo — paeBO .e€ks-
cytouowe,n-*1 pasBO, ---—--- 0 -i»l
zdagaierowanego przypadku modelu eksoy- ... 600

moga stuzy¢ jako dobry przykiad nie -

tonowego i ta droga beda sie zachowy-
waty podobnie do homodinukleotydéw][ 7]. Przesuniecia katowe miedzy tetrame-
rami utozonymi planamie nad sobg byty bardzo rézne zaleznie od zelu. Wy-
daje sie, ze sity stakingu sa prawdopodobnie stabsze od wigzan wodorowych
miedzy poziomami tetrameréw. Roéznice w zachodzeniu na siebie zasad powin-
ny powodowaé réznice w aktywnosci optycznej zeléw wykazujgcych silne pasma
dichroizmu, zaktadajagc oczywiscie, ze struktxira widknista utrzyma sie w
roztworze. Poniewaz w wypadku niezdegenerowanym sita rotacyjna jest pro-
porcjonalna do sinusa kata pomiedzy odpowiadajagcymi momentami przejscia-
mozna by znalez¢ zalezno$¢ miedzy intensywnoscia pasm CD a katem skrecenia
pozioméw tetramerow wzgledem siebie, ktéra powinna spetnia¢ powyzsza pro-
porcjonalnos¢. Ewentualne interakcje zdegenerowane miedzy pasmami BIU iB2U
beda znaczace tylko dla pewnych katéw obrotu pomiedzy poziomami  tetrame-
row. Widma 18 pochodnych badanych sg pokazane na rys. 10. Wszystkie byty
badane w warunkach "polimeryzacji. Dwa z najprostszych zwigzkéw Guo i
Guo3P dajg beirdzo podobne widma CD. Badania struktury wioknistej Guo dy-
frakcja prcanieniowania X wykazaty, ze tworzy ona hellkalny stos tetramerow
0 przesunieciu jednostkowym 45°. Podobne badania Guo3P réw”ez wykazaty
istnienie takiego seimego przesuniecia jednostkowego. W takim uktadzie wia-
zania glikozydowe jednego z tetrameréw bytyby ok. CN=+30°, drugiego
» CN=-45°, obydwa w konfiguracji anti. Poniewaz widma CD tjfeh ijktadow
tetramerycznych sg zalezne gtownie od naktadania sie chromoforéw — zasad,
mozna uzy¢ wyniki CD w powigzaniu z wynikami dyfrakcji promieni X, w celu
uzyskania wiekszej ilosci informacji strincturalnyoh. W koneekwencji mozna

* Ponizszy fragment stanowi cze$¢ pracy J.F. Cbantot, T. Haertle , W.Guscblbauar,
wykonanej w 1972 r. w C.E.A. de Saclay w grupie Dr Wilhelna Guschlbauera.
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by z widma CD bezposrednio odczyta¢ kat przesuniecia miedzy tetramarami.

Ogladajac rys.10 zauwaza sie, ze pasma ekscytonowe sg umieszczeni. gtow-
nie w pasmie B1U. Pasmo B2U"czesto riewidoczne w monomerze, wykazuje ol-
brzymi wzrost intensywnosci,np. V, X, XIIl, nie wykazujagc jednak wiasci-

wosci pasma ekscytonowego. Wykreslajac zalezno$¢ amplitudy pasma ekseyto-
nowego wobec sin kata otrzymanego z badsui prom. X otrzymuje sie dos$¢ dobra
korelacje - rys. 11 (otwarte symbole). Dalsza lolalizecja otrzymanych widm
CD pochodnych Guo na wykresie (petne symbole) jest w wiekszosci  wypadkow
pomyslna.

Duzym dylematem jest absolutna nieobecnos¢ aktywnosci optycznej w pas-
mie B2D w niekdrych wypadkach (I, IV, IX, XII, XVII, XVIll)ygdy jest ona

bardzo duza w innych zwigzkach.

R,0 R30
Badane zwigzki
«1 «2 N5 kat
I MHg H OH OH OH -45
11 H OH OH OH -54
11 NHg H PO4 OH OH -48
IV NHg H OH PO4 OH -45
v H OH OH PO, -96
VI Br OH OH oK +54
VII HHj Br H OH OH +30
VI NIL H OH -fosforan- +20
IX ~2 H H OH PO4
X NHA H OH OH S04
XI NIL H -izopropyl- OH
Xl »«2 H acetyl acetyl OH -67
X111 NHA H -etoksymetyl- OPO,
XIV NHj H -fosfit- OH
XV HNCH H OH OH OH -60
XVl ~ H OH OH Cl
XVII NH2 H OH OPOj-5'-Guo OH +47
XVIII NHg H OH OH OPO”-5 '-Guo -60
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Bys. 10. Widna CD 18 pochodnych Guo
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Rys. 11. Zalezno$¢ CD zeléw pochodnych Guo od sinusa kata obrotut o -ujemna, h do-
datnia cze$¢, o -amplituda (suma dodatniej i ujemnej czesci)pasraa ekscytonowego BlU
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Bohdan Skalski, Adam KraszewskKi

SPEKTROMETRIA MASOWA SKEADNIKOW
KWASOW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

Opracowanie zawiera omoOwienie stosowalnosci spektroskopii masowej do
badann komponentéw kwasow nukleinowych. Na przykitadzie konkretnych zwigzkéw
podano ogo6lne schematy fragmentacji zasad nukleozydéw i nukleotydow. Wska-
zano réwniez plusy i minusy oraz zakres stosowalnosci tej metody jako me-
tody badawczej dla ustalenia struktury komponentow kwaséw nulrleinowyoh.

WPROWADZENIE

Technika wykonania widma masowego wymaga, aby badany zwigzek byt odpo-
wiednio lotny oraz trwaly termicznie w warunaoh pomiaru.

Sposrod komponentéw kwaséw nukleinowych tylko wolne zasady oraz urydyna
i adenozyna spetniajg te wstrunki. Wolne zasady (puryny i pirymidyny) wy-
kazuja dostateczng preznos¢ par S zakresie temperatur 130-200 C.
Nukleozydy wymagaja wyzszych temperatur [3j» jednakze zbyt ostre  warunki
moga powodowa¢ niepozadang ich pirolize w uktadzie wlotowym spektrometru.

Cytydyna, guanozyna oraz fosforany nukleozydéw [3] sa bardziej polarne
i przez to niedostatecznie lotne dla spektrometrii masowej. Powstata wiec
koniecznos¢ chemicznej modyfikacji tych zwigzkéw przez zastosowanie bloku-
jacych grup tréjmetylosililowych,co powoduje radykalny wzrost ich  lotno-
Sci[3]].

Nalezy podkresli¢, ze otrzymane widma masowe tréjmetylosililgwycn (TMS)
pochodnych zasad, nukleozydéw i nukleotydéw mozna doktadnie i z duzg doza
pewnosci zinterpretowac. Pochodne te sg trwate w warunkach pomiaru, co jest
dalszym pozytywnym czynnikiem przemawiajacym za ich stosowaniem.

W przypadku analiz standardowych uzywa sie mikrogramowych ilosci proébek.
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a niekiedy, jezeli zachodzi konieczno$¢, mozna uzyskaé¢ widmo ze znacznie
mniejszych (np. rzedu 107Q g) ilosci substancji.

Wiekszo$¢ widm masowych otrzymuje sie przy zastosowaniu energii  joni-
zacji 70 eV. Jednakze stosujac nizsze wartosci energii (12-20 eV) uzyskuje
sie znaczne uproszczenie widm [1, 2] wskutek eliminacji wysokoenergetycz-
nych proceséw fragmentacji i przegrupowan, ktoére sa trudne do interpreta-
cji i z reguty nie wnosza istotnych informacji 0 strukturze badanego
zwigzku.

Sposoby fragmentacji jonéw obserwowanych w widmach bada sie za  pomoca

doktadnego pomiaru mas, pasm metastabilnych i specyficznego znakowania
deuterem.
Doktadny pcmiar mas (z dokiadnoscig do czwartego miejsca dziesietnego)
na wysokorozdzielczych spektrometrach masowych [5, 6] umozliwia jednoznacz-
ne zdefiniowanie skiadu elementarnego wybranych lub wszystkich fragmentow
jonowych w widmie i jest zarbwno pomocny w interpretacji widm, jak i ba-
daniu zanieczyszczen substancji.

Pomocng w interpretacji widm jest takze obserwacja pasm  spowodowanych
jonowymi przejsciami metastabilnymi. Przejscia te pociagaja za sobg de-
kompozycje jonu o masie m* do innej formy jonowej o masie m" plus frag-
ment neutralny w wolnym od pola rejonie spektrometru [6, 7] 1 rejestrowane
sg jako szerokie piki o niskiej intensywnosci przy m/e oznaczonym m* , da-
nym ze stosunku m* = (nig) /

Obecno$¢ pasma metastabilnego (m* ) dla przejscia m*—e»-m" + m (m -
fragment neutralny) dowodzi jednoznacznie, ze m* powstaje z m®, natomiast
brak takiego pasma nie wyklucza danego przejscia, gdyz nie kazdy proces

fragmentacji jest metastabilny.

WIDMA MASOWE PIRYMIDYN

2,4 - Dwuketopirymidyny ulegaja fragmentacji w sposéb przedstawiony
na rys. 1, pod warunkiem, ze podstawniki alkilowe nie zawierajg hetero-
atoméw [ 2].

W widmie masowym uracylu [2] (rys. 2, A) obserwuje sie wybitne pasmo
jonu molekularnego przy m/e 112. Intensywny pik przy m/e 69 odpowiada eli-
minacji HNCO (43 jednostki masy) z jonu molekularnego w sposéb A. Ukazuje
sie on przy m/e 70 w widmie zdeuterowanego zwigzku i1 jest takze intensywny
przy 20 eV (rys. 2, B).

Dekarbonylacja jonu a w sposéb B generuje jon o m/e 41, ktéry tracac dalej

atom wodoru tv/orzy jon omvse 40"
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1ICNj

Rys. 1. 0gélny soksaat fragnentaoji 2,4—dauketoplryBldyn

>mfg

Rys. 2. Vidma masowe uracylu przy 70 eV (A) i 20 aVv (B)
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omk

Rys. 3. Widna masowe 6-metylouraoylu (A) i tyminy (B) przy 20 oV

Elimlnaoja CO z jonu a moze by¢ poprzedzona utratg rodnika H'(sposéb
co stanowi w zasadzie odwrécenie procesu B. Pasmo giéwne przy m/e 42 pow-
staje na skutek eliminacji HCN (27 jednostek masy) z jonu a (sposéb C),
ktoérej towarzyszy przegrupowanie atomu wodoru z atomu azotu do pozostaja-
cego fragmentu ketenov;ego. Rozpad jonu a w sposéb E, polegajacy na elimi-
nacji fragmentu H-C=C=0 (41 jednostek masy) generuje jon ukazujagcy sie w
widmie jako intensywne pasmo przy m/e 28.

6-metylouracyl [2j (rys. 2,A) rébwniez eliminuje HNCO z jonu molekularnego
w poczatkowym etapie fragmentacji, tworzgc jon a przy n/e 83, ktory rozpada
sie dalej w sposéb D, eliminujac rodnik *CH* (83 68), oraz w sposob C,
eliminujgc CH"CN (83 »- 42). Jon o n/e 42 powstaje réwniez na skutek roz-
padu jonu a w spos6b E analogicznie, jak w przypadku uracylu. Stosunek in-
tensywnosci jondéw n/e 42 utworzonych na drodze C do intensywnosci jonow
m/e 42 utworzonych w spos6b E, wyznaczony za pomocag dokladnego pomiaru
mas, wynosi 3s1.

Tymina (rys. 3,B) ulega fragmentacji [2] analogicznie jak uracyl z domi-
nacjg sposobu A i B. Nie obserwuje sie tu eliminacji grupy metylowej z jo-
nu a, ktoérej obecnos¢ w pozycji 5 faworyzuje dekarbonylacje jonu a
(83 —» 55) nad eliminacjg HCN w sposéb C (83 —e= 56), w przeciwienstwie do
6-metylouracylu, gdzie zachodzi intensywna eliminacja CH'CN z jonu a
(83— 42).
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Widmo koncowego cztonu tej serii,1,3-dwumetylouracylu C2J , jest scharak-
teryzowane przez pik jonu molekularnego przy m/e 140 i intensywne pasma
fragmentéw jonowych przy m/e 83, 55 i 42,odpowiadajgce utracie CH*MCO w
sposéb A i w dalszej kolejnosci eliminacji CO w sposdb B i rodnika ketono-
wego (HCgO) w sposob E.

Przedstawiony powyzej ogoélny schemat fragmentacji 2,4-dwuketopirymidyn,
wobec braku dowodu, ze pierscien jonu molekularnego otwiera sie przed eli-
minacjg HMCO, jest zgodny z mechanizmem reakcji retro Dielsa - Aldera.
Otwarcie pierscienia jonu molekularnego przed eliminacja HNCO faworyzowato-
by przede wszystkim eliminacje CO z otwartego tancucha, lecz pik przy
(M-28) jest stabo wykrywalny w widmie 6-metylouraoylu §i, 3-dwumetyloura-
cylu i nie istnieje w uracylu i tyminie, gdzie obecnos¢ grupy metylowej
przy CC5], jak mozna by sie spodziewaé, powinna utatwia¢ eliminacje przyleg-
tej grupy karbonylowej.

Widmo masowe cytozyny [2] wykonane przy 12 eV zawiera pasmo jonu mole-
kularnego przy m/e 111 i trzy intensywne pasma fragmentéw przy m/e 83, 69
i 68,odpowiadajgce odpowiednio eliminacji CO, NCO* i HNCO z jonu moleku-
larnego. W widmie wykonanym przy 70 eV (rys. 4), ktére jest bsirdziej skom-
plikowane, obserwuje sie eliminacje ‘NH* z jonu molekularnego, nie wyste-
pujaca orzv 1? eV.

Hys. 4. WIdBO aasowe cytozyny przy ?0 oV

Jon molekularny 5-metylocytozyny [2] réwniez eliminuje “NHg, CO, NCO*
i HNCO. Obserwuje sie tu réwniez eliminacje HgNCO* z jonu molekularnego,
co potwierdza obecne w widmie pasmo metastabilne przy m/e 52,5, odpowia-
dajgce eliminacji 44 jednostek masy (125 —* 81),

Widma okoto 50 dodatkowych pochodnych pirymidyny przedstawili w swych
pracach T. Nishiwaki [8, 9] oraz K, Undheim i G, Hvistendahl flO]. Opu-
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bukowano réwniez widma masowe fotodimeréw oyklobutanowych uracylu, tyminy
i 5-bromouraoylu [11] oraz fotodimeréw cyklobutanov;yoh 1, 1'-polimetyle-
nobis-(5-alkilouraoyli) [12, 13] (analogéw dwunukleotydéw). Najbardziej cha-
rakterystycznym sposobem fragmentacji tych fotodimeréw jest rozerwanie
pierscienia cyklobutanowego, co generuje jony o skiadzie identycznym z od-
powiednim monomerem.

WIDMA MASOWE PURYN

W widmie masowym puryny [14 ](1) dominuje pasmo jonu mclekulamego (m*’)

1®
N
I- T > Jul* m/e 93 -t-HCN
N

66 +HCN

przy i/e 120,

€h)
nye 120

Obecne w widmie pasma metastabilne potwierdzajg eliminacje dwéch cza-
steczek HCN z jonu molekularnego. Przy pomocy specyficznego znakowania
deuterem znaleziono, ze prawie 80" eliminowanych czasteczek HCN obejmuje
atomy C -N* i C -N puryny.

W widmie masowym adeniny [2] (rys. 5) rowniez dominuje pasmo jonu mole-
kularnego przy m/e 135.

Pasma przy m/e 108, 81 i 54 powstajg dzieki kolejnej eliminacji trzech
czasteczek.HCN z jonu molekvilarnego,co potwierdzajg obecne w widmie odpo-
wiednie piki metastabilne.

N-metyloadenina [3] w pierwszym etapie fragmentacji eliminuje CH2N Ilub
CHjN* z grupy metylotuninowej jonu molekularnego fiJ, Po  tej fragmentacji
nastepuje kolejna eliminacja trzech czasteczek H3N. Jon  molekvLLamy

» N-dwumetyloadeniny roéwniez eliminuje CH"CN*. Eliminacja ta zwigzana jest
z migracja jednej z grup metylowych z N* do atomu azotu pierscienia [IN
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Rys. 5. Widno Basowe adenloy przy 70 eV
HNMe

Struktura zeatyny [4], czynnika powodujacego podziat komorek ,
oznaczona przy pomocy spektrometrii masowej 06].
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 Me

Przez pordwnanie widm masowych zwigzku przed i po wymianie w S"O wykry-
to obecno$¢ w czasteczce trzech tatwo wymienialnych protonéw (pasmo  jonu
molekularnego przy m/e 219 przesuniete zostato “do m/e 222 po wymianie w
DgO).

Ponadto w widmie znaleziono pasma odpowiadajgce eliminacji HO 1 HOCHY
z M¥ oraz pasma przy a/e 135 i m/e 136, charakterystyczne dla jonu mole-
kularnego adeniny i jego protonowej postaci, powstajacej wskutek elimina-
cji podstawnika przy z przegrupowaniem atomu wodoru od eliminowego firag-

mentu do grupy aminowej lub jednego z atoméw azotu pierscienia.

Rys. 6. Widno masowe guanlay przy 70 eV

W widmie masowym guaniny []JI]] (rys. 6) pasmo jonu molekularnego jest pas-
mem gtéwnym (10Q” intensywnosci wzglednej).

Pasmo przy m/e 109 powstaje dzieki eliminacji z jonu molekularnego frag-
mentu obejmujacego atomy Nl, C2 i atom azotu grupy aminowej .Utworzo-
ny jon rozpada ele daleji elinlinujgc kolejno CO 1 HCN# Fragment przy m/e 110
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13— m/e 109 + CH=N2
I— m/6 81 + co
—m/e 54+ HCKI

tworzy sie w wyniku eliminacji CHB" z m*’. Obserwuje sie réwniez pasma
przy m/e 135 m/e 134 i m/e 108 (m™-HMCO). Przejscia te
potwierdzono przez pomiar skiadu elementarnego jonéw i przesuniecia pasm w
widmie zwigzku po wymianie labilnych protonéw w DgO.

WIDMA MASOWE TROJMETYLOSILILOWYCH POCHODNYCH
ZASAD PURYNOWYCH | PIRYMIDYNOWYCH

Izolacja niewielkich ilosci modyfikowanych biologicznie lub chemicznie
zasad z hydrolizatéw RNA lub DNA, potrzebnych dla uzyskania ich widm maso-
wych, jest bardzo trudna,a czesto nawet niemozliwa do wykonania, W takich
przypadkach mieszanine zasad poddaje sie sllilowaniu w celu przeprowadze-

OSiMej HNSIMCcj

MejSiO

. . . C5) sLMCj
(1) - OoMNON - bis (trojmetylosililo) uracyl

(2) - ONON - bis (trojmetylosililo) tymina

(3) - o ,N* - bis (tréjmetylosililo) cytozyna
(4) - NMN9 - bis (tréjmetylosililo) adenina
(5) - NMNOMN9 - tréj (trojmetylosililo) guanina
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nia ich w fatwo lotne pochodne tréjmetylosililowe fi7] dajace sie roz-
dzieli¢ metoda chromatografii gazowej [is]. Jezeli system wlotowy spektro-
metru masowego sprzezony jest z chromatografem gazowym, otrzymuje sie jed-
noczesnie widma masowe rozdzielanych sililowanyoh zasad.

Widma masowe tréjmetylosilllowyoh (TMS) - pochodnych pieciu gtéwnych
zasad jig] z RNA i DNA przedstawiono na rys. 7»

Ponadto w tabeli | podano intensywnosci najbardziej charakterystycznych
jonéw w widmach masowych TUS—pochodnych dwudziestu dodatkowych zasad.

Tabela |

Wybrane jony z widm masowych tréjmetylosililowych
pochodnych zasad pirymidynowych i purynowyoh

m/e (intO
1los¢ grup ) )
Zasada MenS|- M M-H M-Me m/e 73
Puryna 1 192/67/ 191/3,6/ 177/100/ /21/
6-4letylopuryna 1 206/73/ 205/3,5/ 191/100/ /23/
3-Metyloadenina 1 221/52/  220/4,1/ 206/100/ /21/

—

221/100/ 220/19/ 206/53/ /53/
226/96/ 225/1,1/ 211/100/ /45/
236/100/ 237/9,0/ 223/57/ /83/
269/37/ 268/2,8/ 254/100/ /39/
280/46/ 279/2,5/ 265/100/ /47/
293/8,1/ 292/0,7/ 278/100/ /46/
293/32/ 292/2,4/ 278/100/ /40/
293/37/  292/24 276/100/ /57/
309/22/ 308/2,9/ 294/100/ /51/
310/50/ 309/11/ 295/100/ /42/
344/41/ 343/20/ 329/100/ /84/
344/75/ 343/52/ 329/100/ /62/
357/100/ 356/5,1/ 342/42/ /92/
358/60/ 357/5,0/ 343/29/ /100/
268/72/ 367/3,7/ 353/100/ /80/
372/7,0/ 371/3,6/ 257/52/ /94/
456/78/  455/4,0/ 441/57/ /100/

H-Motyloadenina
6-C hloropuryna

—

6 etylopuryna
5-Metylocytozyna
Hipoksantyna

1 -Metyloadenina
2-Metyloadenlna

T etyloadenina
7-Metyloguanina
7-Metyloksantyna
5-Hydroxyuracyl
6-Hydroxyuracyl
5-Hydroxymetylooytozyna
5-Hydroxymetylouracyl
Ksantyna

Kwas orotowy

B W W wwww N NN NN DN N e

Kwas moczowy

Intensywnosci jonéw molekularnych TMS-pochodnych zasad sg ogdlnie — wy-
sokie, co jest zgodne z aromatycznym charakterem czagsteczek.
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Rys. 7. Widma masowe TMS-pochodnych uracylu, tyminy,cytozyny, adeniny i guaniny
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Najbardziej charakterystycznym sposobem fragmentacji tych zwigzkéw Jest
eliminacja rodnika metylowego lub wodorowego z Jonu molekularnego. Widma
licznych pochodnych zawierajgcych zdeuterowane fuhkcje tréjmetylosililowe
dowodza, ze eliminacja atomu wodoru w tworzeniu fragmentu (M-H) zachodzi
ZEu:6wno w zasadzie”™ Jak i grupach tréjmetylosililowych. Widma te  wykazaly
rowniez, ze atomy wodoru z funkcji tréjmetylosililowych wymieniaja sie z
atomami wodoru zwigzanymi bezposrednio z pierscieniem zasady. Wymiana ta
Jest silnie zalezna od energii jonizacji i Jest najwieksza przy niskich
wartosciach eV, co ttumaczy sie zwiekszonym czasem zycia Jonu molekularne-
go przy niskich energiach i wiekszg przez to mozliwoscig wzajemnej wymiany
atoméw wodoru.

Zasady, ktOre zawierajg |rupy metylowe inne niz te z funkcji tréjmety-
losililowych, Jak np. w N°,N® - dwumetylo-9-(tiéJmetylosililo)-adeninie (6;,
moga elimino\va¢ rodniki metylowe z dwoéch zrodet [19]. W przypadku (6) oko-
to 77% eliminowanych grup metylowych pochodzi z atomu azotu grupy aminowej
(M-CH?) |, a tylko 23% z grupy troéjmetylosililowej (M-CD?).

Me Me ,Me
N+
7

"O0O ¢o
\
SiMe« 51(COj); + Sii
(61 77% ZIYc

(Ga)

W przypadku, gdy grupa metylowa Jest zwigzana bezposrednio z pierscie-
niem, JeJ eliminacja Jest sttumiona na korzy$¢ fragmentacji w czesci
tréjmetylosililowej.

Obecne w  widmach masowych wszystkich badanych pochodnych intensywne pa-
sma przy wartosciach 45, 59, 73 pochodzg od zjonizowanej grupy tréjme-
tylosililowej (73) oraz od Jonow tej grupy,w ktérej funkcje metylowe  u-

legty czesciowej wymianie na wodér (45 z 59).

Rl-Si-R;é
r2
m/e 45 =H2=H} RA = Me
e 59 =H> R = RN = ile
nvle 73 = 2 3 - Me
= RM = R* = CD,

m/e 82
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Najwiecej danych strukturalnych w widmach TMS-pochodnych pirymidyno-
wych dostarczajg Jony powstajgce z fragmentu M-Me na skutek otwarcia piers-
cienia pirymidynowego. Widma izomerycznych tiouracyli [H9] (7), (8)(rys.8)
wykazaty, ze w wyniku otwarcia pierscienia powstaje fragment Jonowy obej-

mujacy atomy wegla c4c® 7 ich podstawnikami.

OSiMen 55L Mcbh
N
Me35l 5 N
@) (81
+
XSl
N Me>  + a5
,SIXC =CR
Me'
Me”Sio ona
X=0,S,NH m/e------- \V

R 0 S NH

H 93 115 98

Me 11» 123 112
z poréwnania widm masowych TMS-pochodnych uracylu, tyminy (rys. 7) i

dwoch izomerycznych tiouracyli (rys. 8) wynika, ze Jon a moze stuzyé Jako
dobry wskaznik pozycji C-metylacli (przy C lub C ) i tiolowania w pirymi-
dynach.

Y/ widmie pochodnej cytozyny [I9](3) (rys. 7) rozerwanie pierscienia aro-
matycznego we fragmencie M-15 Jest poprzedzone migracjg funkcji trojmety-
losililowej z 0 do N”. Powstajacy intensywny pik przy ta/e 170, przesunie-

ty do m/e 184 w widmie pochodnej 5-metylo [19](9% intensywnosci wzglednej),
rowniez potwierdza eliminacje CA-C” z ich podstawnikami i umozliwia roz-

réznienie pozycji metylacji przy C5 lub CB.
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Bys. 8. Widma nasoae TMS-pochodnych 2-tlouracylu i 4-tlouracylu

Bys. 9. Widmo masona THS-pochodnej 5,6-dnuhydrouracylu

Me,Si— +N NG NsLMen
H N
HN
(M-Me) i
5CH

&) iTYe 170
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Wysyoenie wigzania 05-06 w pirymidynaoh prowadzi do kilim waznych ro6z-
nic w sposobie fragmentacji. Tworzenie Jonu a (n/e99). Jak wida¢ na rys. 9,
Jest sttumione, ale tworzy sie Jon dajacy intensywne pasmo przy m/e 201,
ktére nie ma odpowiednika w widmie uracylu (rys, 7). Doktadny po-
miar masy fragmentu przy m/e 201 pozwolit na ustalenie mecha-
nizmu, ktéry polega na eliminacji z Jonu molekularnego czgsteczki ketenu
(HZCZO)' obejmujacej atomy wegla C4-%5. Elgminacja ta poprzedzona Jest mi-
gracja grupy tréojmetylosililowej z 0 do U .

Przejscie to potwierdza réwniez obecne w widmie pasmo metastabilne dla

eliminacji 42 Jednostek masy z fragmentu M.JJe.

W przypadku N-metylowyoh pochodnych adeniny, takich Jak (6) i (10), wyso-
kodiagnostycznym procesem charakteryzujgcym metylaoje grupy aminowej Jest

eliminacja metylenoimlny z Jonu molekularnego, ktérej towarzyszy migracja
grupy metylowej lub atomu wodoru do wzglednie C~.

A.

\
SlHe,

(©) RoCHj mt/eio6
w

W widmie masowym N-metyloadenlny (rys. 10) pasmo Jonu a*™e 206 Jest pas-

mem gtdwnym.
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Rys. 10. Widmo rnasose TMS-pochodnel N,N-dsumetyloadeniny

Wymagana niewielka ilo$s¢ substancji, tatwos$¢ z Jaka otrzymywane sg wid-
ma oraz obserwowana specyficznos¢ fragmentacji, sugerujg, ze widma masowe
zasad purynowyoh i pirymidynowych, Jak réwniez ich TMS-pochodnych, moga
stuzy¢ Jako uzyteczne modele w okreslaniu strulrtury chemicznie lub biolo-
gicznie modyfikowanych komponentow kwaséw nukleinowych. Technika ta Jest
réwniez uzyteczna w okreslaniu pozycji 1 ilosci przytagczanych biologicznie

lub chemicznie izotopéw B (2H), 18O i 13C.



SPEKTROSKOPIA MASOWA NUKLEOZYDOW | ICH FOSFORANOW

Dotychczas otrzymano widma masowe wszystkich majorowych nukleozydéw i
ich fosforanéw oraz niektorych tzw. rzadkich nukleozydéw tacznie z hiper-
modyfikowanym nukleozydem Jakim Jest N-Cg-ji -D-rybofureuiozylopurynylo -6-
-yl(-H-metylokarbamoylo) treonina [21] . Badania komponentéw kwaséw nukle-
inowych za pomoca spektroskopii masowej obejmujg nie tylko nukleozydy i ich
fosforany, ale takze ich pochodne, Jak np.t 8-oyklonukleozydoadenozyny [22],
inozyny, guanozyny i ksantozyny [2”~ oraz ukladow cyklicznych urydyny [24],
4-tiouyrydyny [25] 1 5-metylourydyny [25] oraz ich pochodnych blokowa-
nych [26] grupami trytylowa, acetylowg i piwaloilowg. Okazuje sie, ze nie
tylko tréjmetylosililowe pochodne nukleozydéw i ich fosforanéw znajduja
zastosowanie w spektroskopii masowej. Inng odpowiednig grupg blokujgca Jest
grupa tréjfluoroacetylowa [27] , ktoéra znajduje coraz czestsze  zastosowa-
nie. Jedng z ujemnych stron preparowania tréjmetylosililowych pochodnych
badanych zwiagzkéw Jest konieczno$¢ rozdziatu zwigzku pertréjmetylosililo-
wego od niecatkowicie zablokowanych. Ze wzgledu na niewielkie ilosci sub-
stancji koniecznej do otrzymania widma masowego, bardzo pomocna okazata
sie chromatografia gazowa. Wskutek sprzezenia chromatografu gazowego z
spektroskopem masov/iym mozna rozdzieli¢ powstate produkty sililowania, a na-
stepnie uzyska¢ widmo czystego pertrojmetylosililowego zwiagzku. Technike
te stosuje sie obecnie bardzo powszechnie. Podczas reakcji sililowania mo-
ga zachodzi¢ inne reakcje chemiczne, ktore dajg w efekcie mieszanine nie
tylko w réznym stopniu zablokowanego substratu, ale takze produkt niepo-
zadanej reakcji. Taka sytuacje napotkano przy tréjmetylosililowaniu [28]
7-metyloguanozyny przy dostepie tlenu, otrzymujac w rakcji tlenu z zasada
7-metylo-8-ketoguanozyne. W przypadku Innych nukleozydéw i ich fosforanéw
takich reakcji nie zaobserwowano. Nie znaczy to, ze procesy uboczne nie
zachodzg. Jednak nie majg one absolutnie zadnego wptywu na widmo masowe w
dotychczas badanych zwigzkach.
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OMOWIENIE WIDM MASOWYCH NUKLEOZYDOW | ICH FOSFORANOW

Widmo masowe nukleozydéw Jest oczywiscie zalezne od sposobu fragmen-
tacji Jonu molekularnego. Jest rzecza znamienng, ze wszystkie nukleozydy
ze wzgledu na swoja budowe ulegaja fragmentacji w spos6b charakterystyczny
i nadajacy sie do wzglednie tatwej interpetaoji. Dlatego w tym opracowa-
niu przedstawiono widmo masowe oraz sposéb fragmentacji adenozyny [27
(rys. 1) Jako przykiad obejmujacy réwniez inne nukleozydy, ktérych  widma

masowe mozna wykona¢ bez modyfikacji badanego zwiagzku.

«0 H5(»e<) >

| 781 (WM) HOClto  fftkioi:
1 %0 wr*

0 M-05 by o4
B 2
t g4 i B

20 40 (O so «0 eo W 298 M0 ' XO
m/e

Rys. 1. WIldoo masowe adenozyny przy 70 eV

Widmo wykonano przy 70 eV. Mozna w nim wyrézni¢ pik przy jale 267, odpo-
wiadajacy jonowi molekularnemu oznaczonego przez M. ¢« M. ulega nastepnie
rozpadowi na trzy rodnikojony” odpowiadajgce odpowiednio adeninie plus Je-
den proton (B+H) przy a/e 135, adeninie plus dwa protony (B+2H)przy m/e 136
oraz fragmentowi powstatemu z reszty cukrowej przy m/e 133 o0znaczonej

Jako S. Te droge fragmentacji przedstawiono na schemacie pierwszym.

NOCNtO”

MD  OM

m/t 135 "33(8J

M~,m/t 267

ichtmall
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Jak widaé¢, rozpad jonu molekularnego w tym przypadku przebiega z rozer-
waniem wigzania N-glikozydowego. Inny sposéb fragmentacji jonu molekular-
nego, w ktérym z czesci cukrowej ulega wydzieleniu czgsteczka formalde-
hydu CCH 0) oraz jon oznaczony (M-30)t przy n/e 237, ktérego prawdopodobna
struktura przedstawiona jest na schemacie 2, Jon (M-30). ulega rozpadowi
na dwa fragmenty, z ktérych jeden przy n/e 178 jest potozony o 89 m/e jed-
nostek ponizej Jonu molekularnego (M-89)t i zawiera adenine potaczong z

atomami wegla C-1 i C-2 pochodzacymi z reszty cukrowej.

’ -©
0
i u
. OtOH
MO
nv<267 A~ A -M-30r oM-ar
m/»237 m/t 178

lehtmtt 2

Wyzej przedstawiona fragmentacja przebiega bez rozerwania wigzania
N-glikozydowego,00 pocigga za soba powstawanie zupetnie innych Jonéw , niz
w przypadku rozerwania tego wigzania. W widmie masowym adenozyny wystepuje
pik przy m/e 164 odpowiadajacy Jonowi, ktérego strukture uwidoczniono na
schemacie 3. Zawiera on adenine (lub inng odpowiednig zasade) potaczong
wigzaniem N-glikozydowym z fragmentem cukru o skitadzie CHgO. Badania prze-
prowadzone za pomocg podstawienia protonéw deuterem [30] sugeruja,ze frag-
ment cukru w tym Jonie stanowi wegiel C*-1 i zwigzany z nim atom wodoru
oraz atom tlenu z pierscienia furanozowego z atomem wodoru pochodzacym z

grupy OH-2' . Wyjasnienie tworzenia sie tego Jonu pozwala wyttlumaczy¢ bar-
dzo mata intensywnos$¢ piku (B+30)t w przypadku 2'-dezoksynukleozyddw.

o P B + 2H

B + 30
H
Schemat 3 m/e 136
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Wystepowanie bardzo mato intensywnego piku B+30 w widmach masowych 2
dezoksynukleozydébw nasuwa przypuszczenie, ze atom wodoru moze  przegrupo-
wywad sie do pierscieniowego atomu tlenu z grup OH w pozycji 3'- lub 5« W
tym konteks$cie wydaje sie, ze przegrupowanie atomu wodoru z pozycji 22'-OH
i powstanie jonu B+30 jest uprzywilejowane. Ten poglad poparty na  wspom-
nianych juz badeuiiach zwigzkéw podstawionych deuterem i poréwnaniem z wid-
mami masowymi == dezoksynukleotydow zostaje podwazony na podstawie widm
masowych 2'- 0-metyloadenozyny, gdzie przy nv®e 164 wystepuje pik B+30 o du-
zej intensywnosci. Jak dotychczas Jest to problem niewyjasniony.

Przedstawione powyzej widmo masowe adenozyny i Jego interpetacja sa
charakterystyczne dla widm pochodnych adenozyny oraz urydyny. Nie
rozpatrujgc szczegétowo poszczegolnych etapow fragmentacji przedsta-

wiono (rys. 2) widmo masowe urydyny, w Kktorym mozna  zinterpretowac
poszczegoblne piki. Poréwnujgc Jednak ich intensywnos$ci wida¢, ze intensyw-
nosci odpowiadajgce Jonowi o tej samej budowie sg rézne. V/zalemne inten-
sywnosci poszczegolnych pikéw przedstawiono na schemacie 4.

Sys. 2. Widao masowe urydyny przy 70 eV

Zestawienie intensywnosci odpowiednich pikéw

adenozyna urydyna

M-30 a/e 237 M-30 m/e 214
M-89 m/e 155 j

M-89 m/e 178
Bf30 m/e 164 B+30 m/e 141
B+2H m/e 136 B+2H m/e 113p.g.
B+H m/e 135 p.g = BfH m/e 112

S m/e 133 S m/e 133

Schemat 4
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Poréwnanie wzglednych intensywnosci tych pikéw w widmie masowym badane-
go nukleozydu moze rozstrzygna¢ czy Jest on pochodnag adenozyny czy urydy-
ny. Czesto intensywnos$¢ piku odpowiadajgcego Jonowi molekularnemu nie Jest
duza i trudno go w widmie uchwyci¢. Jednak zinterpretowanie pikow M-89 i
B+30 oraz Bf2H i S pozwala nam ustali¢ wartos¢ m/e odpowiadajgca Jonowi
molekularnemu oraz czy dany zwigzek Jest z serii rybo- ozy dezoksyrybo.Mie
zawsze mozna na podstawie widma masowego oraz ogolnych przyjetych zaleznos-
ci ustali¢ prawdopodobng budowe zwigzkéw. Taka sytuacja moze byé spowodo-
wana odmienng od typowej budowg nukleozydu np. pseudourydyna.  Obecnos¢
C-glikozydowego wigzania powoduje, iz Jon molekularny ulega fragmentacji
gtéwnie przez przegrupowanie reszty cukrowej. Dalszym powodem innej niz w
wiekszosci nukleozydow fragmentacji moze by¢ silna modyfikacja zasady. Ob-
serwujemy to w przypadku M-//9-p>-D-rybofu”anozylopurynylo-6-y3/-N-metylo-
karbomylo) treoniny, gdzie w pierwszym rzedzie nastepuje fragmentacja czes-
ci treoninowej a nastepnie pozostatej czgsteczki. Nalezy nadmienié¢, ze ob-
raz widma masowego niBcleozydéw, podobnie Jak w przypadku zasad, zmienia sie
zasadniczo przy anianie energii jonizacji. Porownania widm przy woltazu
70 eV 1 20 eV komponentow kwaséw nukleinowych zawarte sg w pracach
S.M. Mechta [32], S.A. Gupty i N.J. Leonarda z lat 1969 i 1970,

Jak Juz wspomniano,cytydyna i guanozyna oraz fosforany nukleozydéw  sag
zbyt mato lotne, aby wykona¢ ich widma masowe. Przeprowadzenie ich w  po-
chodne tréjmetylosililowe pozwala na wykonanie widm,lecz znacznie zmienia
spos6b fragmentacji wzgledem ogoélnie przyjetych schematéw. Dyskusje widma
masowego trojmetylosililopochodnych nukleozydéw przedstawiono na  podsta-
wie piecio tréjmetylosilllopochodneJ guanozyny, | w tym przypadku spoty-
kamy rézne sposoby fragmentacji Jonu molekularnego uwidocznione na  sche-
macie 5. We wszystkich trojmetylosililowych pochodnych nukleozydéw, a w
przypadku (TMS)™ pochodnej guanozyny (rys. 3), obserwuje sie pik przy m/e 628
(M-15), 00 odpowiada wydzieleniu sie z Jonu molekularnego grupy CHA,
Rozerwanie wigzania N-glikozydowego pocigga za sobg powstanie pikéw pocho-
dzacych od Jonow zasady przy m/e 294 (B) oraz B+H przy m/e 280 po odcze-
pieniu grupy CHj. Wskutek przegrupowania grupy HTMS z czesci ciikrowej od
zasady otrzymujemy pik przy m/e 268 odpoTtiadaJgoy Jonowi B+HMTS. Dalsza
konsekwencjg rozerwania wigzania N-glikozydowego sg Jony pochodzace od
czesci cukrowej zwiazku. Przy nv'e 349 wystepuje pik S, pochodzacy od cukrv®
wraz z trzema grupami TMS.

Wskutek odczepienia z S czasteczki trojmetylosililanolu otrzymujemy pik
przy m/e 259 (g). Z fragmentu oznaczonego "g" odczepia sie nastepna cza-
steczka trojmetylosililanolu, dajac w efekcie Jon "h", od ktérego sygnat ob-
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Rys. 3. Widmo masowo (TMS)" pochodnej guanozyny przy 70 oV

»j-C/n 8 (TMS) serwujemy przy m/e 169. Jon powstaty
? MJH or hJHS) z czesci cukrowej ulega fragmentacji

réwniez na innej drodze,w ktérej naj-
"\gég?gws)f -CO gegy pierw S traci atom wodoru,dajac  Jon

oznaczony "o", ktérego pik  potozony

Jest przy n/e 348. Otrzymany Jon "c"

traci czasteczke tréjmetylosililanolu

i tworzy Jon, ktoremu odpowiada pik

~ W50W W prjy 258 n/e (*'d'). Jon "d",w wyniku

w przejscia metastablinego,w ktérym od-

~(CHf8+H) tacza sie rodnik CH” tworzy fragment

THSOH "e" 0 m/e 243. Trzeci nadajacy sie do
interpretacji sposéb fragmentacji Jo-

. ! nu S polega na oderwaniu od S ugrupona-

tehomaf 5 nia (CH*OTMS + H), w wyniku czego olr~-
mujemy na widmie pik przy n/e 245 odpowiadajacy fragmentowi "f",Ponizej
opisany sposéb fragmentacji Jest konsekwencjg rozerwania  wigzania
N-glikozydowego. Widmo masowe sllllowanej guanozyny zawiera szereg innych
pikoéw, ktore swiadczg o tym, ze fragmentacja moze przebiega¢ podobnie. Jak

w nukleozydach nie podstawionych,!J. bez rozerwania tego wiazania.

W przypadku,gdy nastepuje rozerwanie wigzania Cl' — C2* tworzy sie frag-
ment "a",dajacy pik przy n/e 324 ztozony z zasady oraz atomu wegla CI' z
dwoma atomami wodoru i Jednym atomem tlenu z pierscienia furanozowego.
Fragment ten tracgac czasteczke CO daje Jon o sygnale przy n/e 296. Jezeli
w Jonie molekularnym ulega rozerwaniu wigzanie C2' - C 3', to powstaje Jon
(i+H) zbudowany z zasady potgczonej z CI' i1 C2' pochodzacymi od cukru wraz
z grupa OTMS przy atomie wegla C2'. Sygnat pochodzacy od tego Jonu potozo-
ny Jest przy n/e 410. Inne fragmenty,ktérym mozna przypisa¢ odpowiedni pik
na widmie,to odpowiednio fragment ztozony z atomu wegla C5* z dwoma atoma-

mi wodoru i resztg trojmetylosililoksy, ktéremu odpowiada pik przy n/e 103.
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Bardzo intensywny pik przy m/e 73 odpowiada Jonowi tréjmetylosililowemu.
Pik przy 147 n/e pochodzi od ugrupoweinia Si OSI/CH"g) I wreszcie
sygnat potozony przy m/e 217 nalezy przypisa¢ Jonowi "k" (schemat 5) zto-
zonemu z dwéch grup tréjmetylosililoksy potgczonych z atomami wegla C3',
C4' i C5.

Na podstawie przedstawionego widma (TMS)" pochodnej guanozyny, ktore Jest
typowe dla wielu TMS pochodnych nukleozydéw, mozna uzyskaé szereg informa-
cji o badanym zwigzku. Podobnie, Jak w przypadku nukleozydéw niezablokowa-
nych, mozna ustali¢ ciezar czagsteczkowy, skitad atomowy oraz uzyskac po-
twierdzenie czy reszta cukrowa Jest pochodng rybozy,czy 2' lub 3" dezoksy-
rybozy. Mozna réymiez z duza pewnoscig ustali¢,Jaka zasada wchodzi w skiad
badanego nukleozydu. Sumujac powyzsze uzyskane informacje mozna powiedzied,
ze pozwalajg one na petng identyfikacje nukleozydu mimo skomplikowania wid-

ma przez grupy blokujgce. Twierdzenie to dotyczy réwniez sililowych po-
chodnych 5' lub 3' fosforanéw nukleozydéw. Widmo (TMS) pochodnej 5'- fos-
foranu adenozyny przedstawione Jest na rys. 4. Powracajgc do schematu 5

mozna przypisa¢ wiekszos¢ pikow odpowiednim fragmentom. Sposob fragmentsi-
cji Jest niemalze identyczny. Jak w przypadku zablokowanego nukleozydu, tak
ze reszta fosforanowa nie wnosi istotnych zmian do ogdélnego schematu roz-
padu Jonu molekiU-amego zsililowanych nukleozydéw. Oderweuiie zsililowanej

Rys. 4. Widmo masowe (TMS)* pochodnej 5*- fosfranu: adenozyny przy 70 eV

reszty fosforanowej z pozycji 5' daje fragment nukleozydu, ktérego pik("m")
potozony Jest przy 466 n/e. Wskutek wewnatrzczagsteczkowego przegrupowania
grupy TMS otrzymujemy fragment HO-P-(OTMS)" o sygnale przy n/e 315. Ten
Jon tracgc czasteczke metsinu rozpada sie na fragment, ktéremu odpowiada
pik przy 299 m/e. Jon reszty cukrowej S traci czasteczke troJmetylosili-
lanolu, dajac fragment "g", ktéry nastepnie odszczepia ugrupowanie dwu-troj-
metylosililofosforanowe plus atom wodoru,co prowadzi do Jonu "h". Potoze-
nie sygnatébw odpowiadajgcych Jonom ''g" i "h" Jest odpowiednio przy 411 m/e

i 169 n/e.
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Wydaje sie niecelowa dalsza szczegétowa analiza drogi fragmentacji oraz
przedstawionego widma (TUS),5 pochodnej 5' fosforanu adenozyny> poniewaz,
uwzgledniajgc réznice mas, mozna stwierdzi¢ daleko posuniete podobieristwo
do sposobu fragmentacji tréjmetylosililopochodnych nukleozydéw  przedsta-
wionego poprzednio.

Réwniez w przypadku fosforanow nukleozydéw na podstawie analizy  widma
masowego mozna ustalié [33] czy dany fosforan jest pochodnym 3‘ czy 5" czy
tez moze jest on 3' - 5' lub 2* - 3' cykliczng poc¢hodna.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionych analiz za pomocag spektroskopii masowej
komponentéow kwaséw nukleinowych poczawszy od zasad az do fosforanéw nu-
kleozydéw, mozna stwierdzi¢, ze ta metoda analizy okazuje sie bardzo przy-
datng. Charakterystyczny i powtarzalny sposéb fragmentacji czyni z kazdego
widma isasowego badanego zwigzku jego "odcisk palca", co mozna traktowac ja-
ko wzorzec. Literatura przytacza rowniez wiele przyktadéw, w ktérych spek-
troskopia masowa uzyta zostata jako pierwszoplanowa analiza ustalajaca
strukture. Obecnie przeprowadza sie proby stosowania tej analizy do wiek-
szych fragmentéw kwaséw nukleinowych,jak fosforany dwunukleozydéw,w zwiaz-
ku z czym wydaje sie iz jest to metoda badawcza przysztosci. Jezeli usze-
regowac¢ poszczegoblne metody ustalania struktury pochodnych kwaséw nuklei-
nowych, to spektroskopie masowg juz obecnie zalicza¢ mozna do metod wioda-
cych obok analiz UV, IR, NMR.
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w dyskusji zabrali gtos prof.dr M. Wiewiérowski, doo.dr bab. M. Kiet-
czewski oraz dr M. Braminski.

Poruszyli oni zagadnienia zwigzane z widmami masowymi alkilowych po-
chodnych nukleozydéw,powotujac sie takze na wiasne badania w tym zakresie.
Nastepnie poruszono problemy zwigzane z ograniczeniami i mozliwosciami za-
stosowania spektroskopii masowej w badaniach strukturalnych komponentéw
kwaséw nukleinowych.

Dyskusje zakonczyt prof.dr M. Wiewioérowski, ktory oméwit problemy zwig-
zane z aparaturg stosowang w spektroskopii masowej oraz z rozwojem tej me-

tody w Polsce.



Jan Barciszewski, Antonii. Rafalski

IZOLACJA, WEASNOSCI | STRUKTURA tRNA SPECYFICZNYCH
DLA FENYLOALANINY

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono informacje dotyczace j,zolacji i wiasnosci craz
najnowsze poglady na strukture trzeciorzedowag tRNA . Przedstawilismy wie-
le przykitadéw wykorzystania chemicznej modyfikacji w badsiniach  struktury
tRNA. Przedstawiono ostatnie osiggniecia w badaniach struktury krystalicz-
nej tHNA Steirano sie pokaza¢ uzytecznos$¢ metod termodynamicznych i
spektroskopowych do tego typu badan strukturalnych.

Sposrod wszystkich tRNA o znanej sekwencji nukleotydowej najwiecej ba-
dan koncentrowato sie na tRNA specyficznych dla fenyloalaniny. Miedzy in-
nymi na przyktadzie tych tRNA prébuje sie wyjasni¢ szereg nie rozwigzanych
dotad zagadnien biologii molekularnej. 0 wyborze tRNAPOII jako modelu do
badann decyduje zasadniczo tatwa i szybka metoda otrzymywania oraz,w nie-
ktorych przypadkach,obecno$¢ silnie fluoryzujgcego nukleozydu. Poniewaz
tHNA'®" z drozdzy mozna otrzymaé¢ najtatwiej, jak pokazalismy ponizej
omawiajac zastosowanie ED-celulozy, stad tez najwiecej badan struk-
turalnych opierato sie witasnie na tym materiale,

W niniejszym referacie pragniemy przedstawi¢ dotychczasowe osiggniecia
w badaniach nad fenyloalaninowymi tRNA, Zastawienie tych rezultatbw  jest
dla nas bardzo interesujace, ze wzgledu na nasze zainteresowania tRNAPen

z nasion tubinu zdéttego.

1. METODY IZOLACJI RNA" Z ROZNYCH ORGANIZMOW

Pen

tRNA drozdzy

Mieszanine tRNA z drozdzy otrzymuje sie w prosty sposéb (Holley 1963).
Z wielu metod opracowanych dla rozdziatu specyficznych tRNA najcenniejszg w
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tym przypadku okazata sie chromatografia na DB-celulozie. Stosunkowo pros-
te otrzymywanie tego wymieniacza oraz specyficzne wiasnosci tRNA  z droz-
dzy spowodo\iaty powszechne stosowanie tej techniki (Tener 1967; Giltam
1967). Silne niewigzaniowe oddziatywanie z nosnikiem powoduje zatrzymanie
tRNAM®*"  na kolumnie,a w ten spos6b oddzielenie od pozostatych. Kwas
opuszczajacy kolumne pod wplywem rozpuszczalnikéw organicmych (2-metoksy -
etanol, etanol; Gillam 1967) jest oczyszczony 17-krotnie w stosunku do
materiatu wyjsciowego. Niezbyt wysoki stopien oczyszczenia spowodowany byt
silnym wigzaniem zanieczyszczen absorbujgcych w ultrafiolecie do BD- celu-

lozy. Zastosowanie BD-celulozy pokrytej kwasem krzemowym (Wimmer 1968)
powoduje zmniejszenie oddziatywania tRNAM*" z nos$nikiem. Stosujac to  po—

stepowanie mozna przy nizszym stezeniu chlorku sodowego wymywaé tRNAPOII

kolumny, natomiast inne zanieczyszczenia, gtownie rRNA i mRNA, pozostajg w
tych warunkach na kolumnie. Wydaje sie celowe stosowanie dwoch etapéw — o—
czyszczania preparatu tRNA™M na ED—celulozie. Pierwszy bedzie polegat na
stosowaniu normalnego wymieniacza jonowego, dr\jgi natomiast bedzie  wyko-
rzystywat obecno$¢ kwasu krzemowego na BD-celulozie. W literaturze przyje-
to dla oznaczenia tego nos$nika skrot BDCS, co oznacza benzoylated DEAE ce-
lulose - caoted slllllic acid. Przy zastosowaniu tych technik otrzymano
preparat o czystosci 97%. Zamiast stosowania BDCS, ktora ma matg pojemnosé
jonowymienng, z duzym powodzeniem do otrzymywania preparatywnych ilosci
tRNA®™ zastosowano chromatografie na DEAE Sephadex A-25 (Schneider 1972).

tRNA z bakterii Escherichia coli

Mieszanine tRNA otrzymano technika ekstrakcji fenolem, wstepnego oczy-
szczania lzopropanolem i strgcenia etanolem. Surowy preparat tRNA roz-
dzielono na DEAE-celulozie (Handher 1969) w gradiencie stezenia chlorku

sodowego od 0,25 M - 0,65 M. Frakcje zawierajgcg miedzy innymi tRNAFsn

oraz tRNAM®“ i tRNAMM rozdzielano na kolumnie z odwrécong fazg RPC 4.
Uzyskano wyrazny rozdziat dwoch 1IENAM* od Innych. Frakcje zawierajgce

tRNAM®*" zageszczano dalej na kolumnach z DEAE-celulozg (Weeren 1970). Tak
oczyszczonj' preparat wykazywat aktywnos$¢ 995 wzgledu na obec-
no$¢ dwoch tRNA specyficznych dla fenyloalaniny zaszta potrzeba opracowa-
nia prostej metody otrzymywania tych tRNA. Zastosowano wiec w  pierwszym

etapie chromatografie w systemie RPC - 3, a nastepnie kolumne 2z RPC - 4.
Mozna w ten sposéb otrzymaé dwa tRNA®*“ o aktywnosci wynoszacej 1300 dla

tRNAM®* 1 1650 dla tRNA®*“. Metoda izolacji specyficznego -tiiNA'®* z E.coli

jest duzo bardziej skomplikowana w poréwnaniu do tRNA z drozdzy (Weeren

1972).
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tEMA Pen kietkdovw pszenicy

Mieszanine tRNA z Kkietkéw pszenicy otrzymano metodg ekstrakcji fenolem
(Dudock 1969), po czym rozdzielano na kolumnie z BD-celuloza, stosujgc li-
niowy gradient stezenia NaCl od 0,3 M - 1,3 M. Obecnos¢ frakcji tRNA
stwierdzono przy pomocy spektrofluorymetru oraz na podstawie aktywnosci
akceptorowej. Przy stezeniu 0,85 - 0,95 M NaCl stwierdzono wptyw z kolumny
tRNA specyficznego dla fenyloalaniny w postaci dwoch pikéw absorpcji przy
dtugosci fali 260 nm (Yoshikami 1968, 1971). Dla koncowego oczyszczenia
preparatu zastosowano powtérnie HD-oel\lloze. Otrzymany w wyniku tej ope-
racji tRNA charakteryzowat sie czystoscig 90% (Yoshikami 1968).

tRNA Pen watroby krolika

Mieszanine tRNA z watroby kroélika wyizolowano znanymi metodami (Petris-
sant 1971). Penyloalaninowy tRNA otrzymsino stosujac trzy etapy oczyszczal-
nia; dwa na benzoilowanej IEAE-celulozie oraz jednej na DEAB-Sephadez A -
50. Deaiminoacylowany tRNA z watroby krélika chromatografowamo na  pierw-
szej kolumnie z HD celuloza,stosujac liniowy gradient stezenia NaCl od
0,4 - 1,0 M. w buforze octanowym o pH 4,5. Po zakonczeniu gradientu tRNAPen
wymywano buforem z 1 M NaCl, zawierajgcym 2C% etainolu. Po odzyskaniu
iIENAM®" z BD celulozy, preparat poddano dalszemu oczyszczaniu na DEAE-
Sephadex A-50. Po tym etapie aktywnos$¢ prepau”atu wynosita 750 pM/A”gg.ftak-
oje ta poddaino reakcji aminoacylacji fenyloalaning i ponownie oczyszczano
na BD-celulozle. Penyloalaninowy tRNA wymywano gradientem stezenia NaCl w
zakresie 0,8 - 1,0 M z dodatkiem etanolu w gradiencie od 0-15%. Otrzymany
preparat miat aktywno$¢ akceptorowg 1600 1700 PM/Aggo (Keith 1973).

tRNA Pen wwatroby Zzozura

Penyloalaninowy tRNA z watroby szczura izolowano metodg chromatografii
na benzoilowanej DEAE-celulozie z mieszaniny tRNA otrzymanej standardowymi
metodeuni (Rogg 1969). Do wymycia tRNA z kolumny uzywano buforu zawie-
rajgcego 1,5 M NaCl z dziesiecioprocentowym dodatkiem etanolu. Ostatecz-
nie oczyszczono preparat na kolumnie z odwrécong fazg w systemie RPC - 2
(Pin 1968).

Pen

tRNA watroby wotu cielecia

Frakcje zawierajaca tRNAPen otrzymano rozdzielajgc mieszanine transfe-

rowych RNA na kolumnie z benzoilov/ang DEAE-celulozg w gradiencie steze-

nia NaCl w zakresie 0,4 - 1,5 M. Zasadnicza czesc tRNAPen wyptyneta z ko-

lumny przy stezeniu NaCl wynoszacym 0,9 M. Reszta tRNA|36n wyptywe8:a pod

wplywem dodatku 1C% etanolu. Giéwna frakcje zawierajagcg ~ fenyloalaninowy
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tRNA poddano dalszemu oczyszczaniu na koliannte z hydroksyapatytem. Otrzy-
mano preparat o aktyvmosci 1520 pt*Agg” (Blobstein 1973).

tRNAN®'N 2z Halobacterlum cutirubrum

Preparat ten o-trzymywano na kolumnie z ED celulozy rozdzielajgc miesza-
nine tRNA aminoacylonang przy pomocy fenyloalaniny znaczonej izotopowo
weglem H-C, Otrzymano dwie frakcje. Pierwsza wyptyisala w gradiencie ste-
zenia NaCl, druga natomiast po dodaniu 2C% etanolu do buforu. Przyczyna
takiego obrazu chromatograficznego moze by¢ obecnos¢ dwoch lzoakceptorowych
tRNA, ktdére majg rozng site wigzania do BD celulozy (Griffiths 1970).

Pen

tRNA Torulopsis utills

Kwas ten otrzymywano stosujac chromatografie na DEAE-Sephadex A-25 w
réznych uktadach chromatograficznych. Wstepny rozdzial mieszaniny tRNA  z
Torulopsis utilis uzyskano,prowadzac rozdziat w gradiencie stezenia 0,75 -
1,6 M siarczanu amonowego w buforze octanowym. Otrzjmang frakcje, zawiera-
jaca miedzy innymi tRNA’®*, rozdzielano dalej na DEAE-Sepahadex A-25 w bu-
forze fosforanowym w gradiencie stezenia chlorku potasowego 0,25-0,4 M.
Zastosowanie 0,5 M buforu fosforanowego oraz gradientu stezenia chlorku
potasowego w granicach 0,6-0,7 M pozwolito na uzyskanie frakcji izoakcep-
torowych RNATEN 2 Torulopsis utilis (Miyazaki 1968).

tRNA Pen z Drosophila melanogaster

Mieszanine tRNA izolowano metodg fenolowg z zastosowaniem DEAE-celulozy
w celu oczyszczenia preparatu. Mieszaning tRNA z Drosophila  chromatogra-
fowano nastepnie na benzoilowanej DEAE celulozie w standardowych warun-
kach. tENAM®"" wyptywat z kolumny przy stezeniu 0,65 M NacCl. Frakcje te
poddano aminoacylacji fenyloalaning,a nastepnie reakcji z aktywnym estrem
n-hydroksyimldu kwasu bursztynowego i kwasu naftoksyootcwego. Tak modyfi—
kowany tRNA rozdzielono na BD celulozie w gradiencie NaCl. tRNA wymy-
wano buforem zawierajgcym IM NaCl z dodatkiem 37 etanolu. Po inkubacji
w buforze tris 1,8 M tRNA®*“ oczyszczano ponownie na HD celulozie. Otrzy-
many preparat miat aktywnos$¢ 1731 P*®/*260 1973, 1973 a).

tRNA Pen innych organizmdw

'l skali analitycznej wyizolowano specyficzne tRNA dla fenyloalaniny z
nastepujacych zrédet: Hepatomy Novikoff, retikulocytéw kroélika, niskocza-
steczkowej frakcji jadrowego RNA z watroby szczura (Pink 1971) oraz z

watroby myszy (Hancock 1971). Zauwazono réwniez, ze mitoohondrialny Pen-
tRNAM®*' zachowuje sie podobnie do Pen-tRNA @ z cytoplazmy (Pink 1971).
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n
Z materiatéw tych tHNA wyodrebniono metodg chromatografii na DB-oelulo-
zie, po uprzedniej aminoacylacji.

Przedstawione powyzej metody otrzymywania UlIIA specyficznych dla feny-
loalaniny, mimo diizych podobienstw,w niektérych przypadkach wyraznie sie
réznig. Prawie wszystkie tRNA'®*“ zawierajg fluoryzujacy nukleozyd typu Y,
jednak zachowanie tRNA na kolumnie z BD-celulozg jest r6zne, tRNA z watro-
by szczura i kroélika zostajg silniej zatrzymywane na BD-celulozie,niz np.
tHNA”®® z watroby wotu. RoOznice w powinowactwie do BD—celulozy moga by¢
wynikiem réznic w strukturze nukleozydu Y lub tRNA. Dla ukazania podo-
bienstw 1 réznic w metodach otrzymywania, przedstawiliSmy w tabeli I  po-
rébwnanie etapow oczyszczania fenyloalaninowych tRNA z réznych zré-
det. '

Jezeli, jak sadza niektérzy badacze, metody izolacji fenyloalanlnowych
tRNA oparte sg na rdéznicach w strukturze zasad Y, to nalezy wyjasnici

- dlaczego tRNA"®* z watroby szczura oraz watroby cielecia mimo zawar-
tosci zasady typu Y o tej samej strukturze zachowujg sie inaczej na kolum-
nie z BD-celulozg,

- jakie sg przyczyny réznicowania sie zachowania tRNA po  aminoacy-
lacji fenyloalaning na lzoakceptorowe o réznym stopniu powinowactwa do BD-
celulozy,

- ozy rzeczywiscie tylko obecnos$¢ zasad typu Y jest przyczynag zatrzymy-
wania i ewentualnie rozdziatu tRNA'®* na HD-oelulczie.

Wyjasnienie tych kwvestii zaleze¢ bedzie od znajomosci wigkszej ilosci
struktur zasad typu Y. Musimy mie¢ réwniez przy tym na uwadze catg  skom-
plikowang strone tego problemu. Wydawato sie bowiem, ze rozszyfrowanie
struktury zasady Y z drozdzy oraz watroby ssakow wskaze przyczyny okreslo-
nych wiasnosci tRNA®*". Niestety réznica w obecnosci grupy nadtlenkowej

nie wyjasnita réznic w zachowaniu chromatograficznym (Blobstein 1973).

2. STRUKTURA PIERWSZORZEDOWA IRNA™"

Mimo stosunkowo prostej metody otrzymywania fenyloalanlnowych tRNA o]
duzej czystosci, zdotano okresli¢ tylko sekwencje poliniikleotydow w  czte-S
rech tRNAM®*", z drozdzy Sacoharomyces cerevisiae, kietkbw pszenicy, Esche-

richia coli 1 watroby krdlika, ktore przedstawiliSmy na  rysunkach 1,j
2, 3, 4.
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Strulrtury tRNA'®*" z drozdzy i kietkbw pszenicy sa bardzo podobne i

stwierdzono tylko 16 réznic w sek\;encji nukleotydovveJ. Oba tRNA majg iden-
tyczne petle dwuhydrourydyny i taki sam dziesiecionukleotyd w ramieniu i
petli antykodonu. Wigksze réznice mozna zauwazy¢ w strukturze tRNAN®*" 2
Escherichia coli. Wystepujg one zaréwno w speirowanych jak 1 nie zwigzeinych
wodorowe fragmentach czagsteczki. Penyloalaninowy tRNA z E.coli ma inng
ilo66 modyfikov;anych nukleozydéw oraz rézni sie trzecig zasadg antykodonu
(pozycja "wobble" objeta hipoteza tolerancji Cricka). W przeciwienstwie do
pozostatych, tRNAM®*" z E.coli zawiera tionukleozydy oraz nie zawiera  po-

chodnych metylovanyoh. .
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Obecnos¢ podobnych fluoryzujacych nukleozydéw w tej samej pozycji jest
jedna z wielu podobieristw miedzy tRDA®** o znanej strukturze. Poréwnanie
sekwencji wskazuje na duze podobienistwa istniejgce w grupie eincariotyoz-

nych tRHA (rys. 5).

Rys. 5. Podobienstwa miedzy eukariotycznymi a prokariotycznymi tRNA (Keith 1973)

A - podobienstwa miedzy tRNA®° z drozdzy i watroby krolika, B - podobienstwa mie-

dzy tHNA*'®** z kietkobw pszenicy i watroby krélika, C - podobiefAstwa miedzy tRNA®“ z

Escherichia coli i throb)\l krélika, D - podobienstwa miedzy tRNA*®“ z watroby kroli-

ka a urkarlotycznyml tRNA®®; E - podobieristwa miedzy tRNA®° z watroby kroélika a
tRNAKe® z organizmu prokariotycznego

>

Mozna zauwazy¢ identyczne fragmenty we wszystkich regionach, a rdéznice
tylko w trzech regionach, tj. w ramionach GTVC, aminokwasowym i antykodonu. Po-
dobienstwa w strukturze trzeciorzedowej mogg by¢ duzo wieksze. Aminoacylacja
w uktadzie heterologioznym eidcariotycznyoh tRNA syntetazami z eukario-
tow zachodzi réwnie wydajnie, jak w uktadzie homologicznym. Stosunkowo wieg-

cej roznic istnieje miedzy eulcariotycznymi tRNA®*" i jednym prokariotycz-

nym tRNA®” o znanej strukturze z E.coli. Na istnienie tych réznic wskazu-

je réwniez stosunkowo niska wydajnos¢ reakcji aminoaoylacji tRNA z
E.coli aminoacylo tRNA syntetazg z drozdzy. Mimo tego nie powinny ujsc
uwadze wyrazne podobienstwa miedzy eukariotycznymi i prokariotycznymi

tRNAM®*, szczegblnie w ramieniu dwuhydrourydyny, w kohcowym fragmencie ra-

mienia aminokwasowego i czesci ramienis"dodatkowego (Keith 1973).
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3. WEASNOSCI tRNA”

Zasadnicza cze$¢ przedstawionego materiatu dotyczy¢ bedzie tRNAPen z
drozdzy, gdyz wiasnie ten tRNA byt gtéwnym obiektem wiekszosci badan. Cha-
rakterystyke rozpoczniemy od informacji dotyczacych modyfikacji fragmentow
tRNAN®*, a nastepnie oméwimy zagadnienia rozpoznawania tENA przez synteta-
zy. Opiszemy takze ostatnie osiggniecia w zakresie badania struktury kry-
stalicznej tRNA oraz okres$lanie struktury przestrzennej tych niezwykle in-
teresujacych czgsteczek.

Antykodon z racji oddziatywania z kodonem podczas procesu biosyntezy
biatka wydaje sie by¢ miejscem struktury tRNA bardzo wrazliwym na wszelkie
zmiany strukturalne w samym fragmencie, jak i w jego otoczeniu. Ze wzgledu

Pen

na swoja strukture tRNA z drozdzy jest dobrym obiektem dla tych badan.

RajBhandary i1 Khorana w 1967 roku ustalajgc sekwencje nukleozydéw w  cza-
steczce tRNA'®*" z drozdzy znalezli nukleotyd o silnych wiasnosciach fluo-
rescencyjnych (RajBhandary 1967).

Miejscem wystepowania tego zwigzku jest pozycja przylegta do antykodonu
od konca 3'. Jak sie pdézniej okazato, obecno$¢ tego nukleozydu umozliwita
wiele interesujgcych badan strinrturalnych. Podczas okresleinia dalszych
struktur pierwszorzedowyoh tRNAM®"" stwierdzono réwniez obecno$¢ innych

zwigzkéw silnie fluoryzujgcych. Dzieki tej wiasnosci mozna oceniaé obec-
nos¢ lub brak tRNA®°® w okreslonej frakcji tRNA, Widma fluorescenoji wszy-
stkich fenyloalaninowych tRNA wygladajg bardzo podobnie. Widmo emisji flu-
oresoenoji ma maksimum przy okoto 430 nm przy wzbudzeniu promieniowaniem
o dtugosci fali 310 nm, natomiast widmo wzbudzenia przy obserwacji 430 nm
ma maksima przy okoto 310 nm. Emisje fluorescenoji mozna bada¢ w  roztwo-
rze zawierajgcym co najmniej 0,01 mg / ml tRNA , Pluorescenoja nie zmie-
nia sie. w zakresie pH 4,5 - 9,0. Wzrost temperatury powoduje spadek inten-
sywnosci fluorescenoji (Yoshikami 1968). Wykorzystujac zjawisko fluores-
cencji udato sie wykaza¢ obecno$¢ zwigzkéw o podobnych wiasnosciach do
mikleozydu Y w tRNA®*® z mitochondriéw i w niskoczgsteozkowym jadrowym RNA
z watroby szczura, co moze wskazywa¢ na podobienstwa miedzy  mechanizmami
syntezy biatka w mitoohondriach i w cytoplannie (Pink 1971). Penyloalani-
nowy tRNA z Drosophila melanogaster, jako jedyny znany tRNA z eukariota,
nie zawiera zasady typu Y, czym przypomina IENA z organianéw prokario-
tycznych. Rezultaty heterologicznego aminoaoylowania wskazujg, ze tRNAM®" z
Drosophila bardziej przypomina fenyloalaninowy tRNA z drozdzy niz z Esche-
richia coli (White 1973, 1973 a).
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W roku 1968 Thlebe i1 Zaohau (Thiebe 1968) opracowali prosta metode wy-
dzielania fluoryzujacej zasady Y z tRKA z drozdzy przez hydrolize w
pH 2,9. Zasade Y mozna w tych warunkach ekstrahowac¢ rozpuszczalnikami or-
ganicznymi, natomiast otwarty pierscien rybozy pozostaje w :.ancuchu poli-
nukleotydowym. TRKA bez zasady Y (tRKA®‘) w dalszym ciggu zachowuje  ak-
tywnos¢ akceptorowg, natomiast jest stabiej wigzany do rybosoméw. Reakcja
aminoacylacji tak modyfikoivanego tRKA zachodzi tylko w obecnosci  homolo-
gicznej syntezy, natomiast nie zachodzi w obecnosci np. syntetazy z E.coli.

Ka uwolnione miejsce po zasadzie Y mozna v/prowadza¢ inne zwiazki v/yka—
zujgce fluorescencje. Postepowanie to ma na celu m.in. wykorzystanie zja-
wiska fluorescencji do badania struktiu-y trzeciorzedowej,a w szczegolnosci
odlegtosci antykodon - koniec 3'. Zachau (Y/tntermeyer 1971) wprowadzat do
czasteczki tRKA zwigzki o silnym efekcie fluorescencyjnym, takie jak pro-
flawina i bromek etidium. Wiazanie miedzy okreslong aming i tRKA

tworzy sie na skutek powstemia K-glikozydu lub zasady Sohiffa. Otrzy-
mane tg droga anodyfikov/sme czagsteczki tRKA®** wykazujg peing aktywnosc¢

akceptorowsg, podobnie jak tRKAM®** Mniejsza aktywno$¢ akceptorowa w ukta-
dzle heterologicznym wskazuje prawdopodobnie na mozliwos¢ aniany konforma-
cji tRKAM®*“.

Podobng technikg Cramer (Preist 1972) wprowadzit na opuszczone  miej-
sce zasady Y zwigzek o podobnych wiasnosciach fluorescencyjnychja miano-
wicie 3-metylo-2-benzotiazolon, Reaguje on z grupa aldehydowag w sposo6b

przedstawiony na rys. 6.

cla3

N=CUR

Rys. 6. Reakcja 3-natylo-2-benzotlazolonu ze zwigzkami zawierajgcymi grupe aldehydo-
wg, apt tRKA”aa zasady Y (Preist 1972)

Tak modyfikowany tRKA z nowag grupg aromatyczng i fluorescencyjnag ma
podobne wiasnosci do natywnego tRKA. Mozna go miedzy innymi tatwo wydzie-
la¢ na kolumnach z HD-celuloza. Do czasteczki tRKA mozna wprowadza¢é w
okres$lone pozycje takze inne zwigzki, zastepujac nimi dwuhydrouracyl lub
7-metyloguanine (V/intermeyer 1971).

Jak juz poprzednio wspomnielismy, badania funkcji i struktury tRKA wy-
magajg niekiedy wprowadzania w znang pozycje czasteczki zwigzkéw o okre-
Slonych wiasnosciach spektralnych, reaktywnych grup,a niekiedy nav;et ciez-



297

kich,w celu otrzymania pochodnych umozliwiajgcych badania rentgenoetruktu-
ralne. Wiaczanie tych ostatnich mozna osiggna¢ m.in. przez tworzenie kom-
plekséw odpowiednich kationéw z czgsteczkami tRKA. Poniewaz czasteczka
tRKA ma duza ilos¢ anionoéw fosf<franowyoh, nie mozna oczekiwaé¢ wielkiej spe-
cyficznosci tworzenia takiego kompleksu. Mimo wszystko wydaje sie, ze miej-
scem tego typu oddziatywan jest ramie aminokwasowe.

Cramer (Sprinzl 1972) wprowadzit 5-jodocytydyne (rys. 7) w pozycje 75
przy pomocy enzymu nukleotydylotransferazy. Enzym ten w ogolnosci katali-
zuje reakcje typu

tRKA... + 2CTP + 1ATP—»tRKA-C-C-A + 3 PPi
Tak modyfikowany tRKAMN®** -AM-CAN-joNCM-ANg jest rownie aktywny w proce-

sie wigczania aminokwasu jak natywny tRKA. State Uichaelisa sg takie same
dla natywnego i zmodyfikowanego tRKA’®*'. Ma tej 1 podobnych obserwacjach

oparto przypuszczenie,ze obecnos¢ 5-jodocytydyny nie zmienia tréjwymiarowej
struktury fenyloalaninowego tRKA z drozdzy.Wprowadzenie atomu ciezkUgo do

struktury moze by¢ bardzo pozyteczne w analizie rentgenostrukturalnej.
Ka podobnej zasadzie w miejsce cytozyny 75 w tRMA“®° wprowadzono 2-tio-

cytozyne, rys. 8. (Sprinzl 1973).

=

RyLoza
Syboza

Rys. 7. 5-jodooytydyna Rys. 8. 2-tiocytozyna

Nukleotyd ten w czasteczce tRKA moze .stanowi¢ specyficzne miejsce  od-
dziatywania ze zwigzkami rteciowymi. Schemat takiego oddziatywania przed-

stawia rys. 9.

HHO ™

iza

Rys. 9. Reakcja tworzenia kompleksu miedzy 2-tiocytydyna i zwigzkiem rtecioorga-
nicznym (Sprinzl 1973)
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Po wprowadzeniu konicowej adenozyny do czgsteczki przy pomocy tego  samego
enzymu otrzymujemy tRKA o normalnej zdolnosci akceptorowej. Dla reakcji z
euninoacylo tRKA syntetazag state Uichaelisa sg tego samego rzedu w przypad-
ku modyfikowanego 1 normalnego tRKAP6H z dr‘odey. Poniewaz istotne zmiany
w strukturze tRKA nie mogtyby by¢ zaakceptowane przez aminoaoylo tRKA syn-
tetaze, nalezy przypuszczaé, ze zastgpienie cytozyny przez 2-tiocytozyne nie
zmienia konformacji koncoéwki OCA w tym tRKA. Parahydroksyrtecio-benzoesan
reaguje z 2-tiocytydyng tworzac kompleks, ktérego powstawanie mozna Sle-
dzi¢ spektrofotometrycznie (Soheit 1973). Taki sam kompleks tworzy  réow-
niez 4—tiourydyna w zdenaturowanej fonnie tRKAz E.coli, natomiast w
formie natywnej brak jest oddziatywania.Obserwacje te potwierdzaja przypu-
szczenie, ze koncowka C - 52 C-- A jest w takiej Konformacji jak w nie-
modyfikowanym tRKApsn z drozdzy.

Opisane metody pozwalajg modyfikowa¢ nukleotyd znajdujacy sie w pozycji
75 w czasteczce tRKAM®°. Modyfikacja moze zachodzié w pozycjach 2 i 5
pierscienia pirymidyny bez jakiegokolwiek wplywu na aktywnos$¢ akceptorowg
preparatu.

Kiemniej interesujgce wydajg sie by¢ rezultaty modyfikacji ostatniej
pozycji w tRKAM®°® z drozdzy, czyli kohncowej adenozyny. W pozycje te wpro-
wadzano zwigzki o strukturze bardzo podobnej do adenozyny,a mianowicie 2'-

dezoksyadenozyne i 3'dezoksyadenozyne (rys. 10).

oXo-, t fen
RNA- O-

OH
t RNA™- C-C-2’dA tRNAN"-C-C- 3’dA

Rys. 10. tRNAM° z drozdzy zawierajacy zamiast koAcowej adenozyny 2' dezoksyadenozy-
ne i 3'dezoksyadenozyne

Otrzymane tRKA z modyfikowanymi kohncéwkami wykorzystano do badania me-
chanizméw procesu biosyntezy biatka (Sprinzl 1973a). Ka rysunku 10 przed-
stawiono dwa modyfikowane tRKA réznigce sie w poréwnaniu do natywnego tRKA
brakiem jednej grupy hydroksylowej. Te tRKAM®* - C- C- 2'dAi tRKA®* -

-C-C-3'dA sa odporne na dziatanie utleniajgce nadjodanu potasu, kto-
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ry powoduje rozczepienie wigzania C2' - C3' rybozy. W warunkach,w ktérych
tRNA PeN
pozostaje nienaruszona. Te wilasnos¢ wykorzystano do badania réznic w pro-

- CCA jest catkowicie utleniany, koncéwka 3' w modyfikowanych tRNA

Cesie aminoacylacji obu modyfikowanych czasteczek tRNA w poréwnaniu do
macierzystej czasteczki. Otrzymane rezultaty wskazuja, ze tRNA bez  grupy
2'-hydroksylowej na koncowej adenozynie nie moze by¢é aminoacylowany. Z
drugiej strony brak koncowej grupy 3'OH nie ma wplywu na wydajnos¢ reakcji
aminoacylacji. Stad wynika konkluzja, ze aminoacylaoja natywnej formy
tRNA?®" z drozdzy zachodzi na grupie 2'hydroksylowej (Sprinzl 1973 a).
Utleniony tRNAY®” CCA nie jest ani substratem,ani inhibitorem dla fenylo-

alanylo-tRNA-syntetazy (Von der Haar 1971).

Poniewaz sekwencja CCA jest gtownym miejscem oddziatywania z  synteta-
zg, modyfikacja tego fragmentu tRNA moze stanowi¢ metode badania reakcji
aminoacylacji. Znaleziono zalezno$¢ miedzy obecnoscig koncéwki CCA a  po-
ziomem aminoacylacji w tRNA"®*" z Escherichia coli (Tal 1972). Stwierdzo-
no, ze tRNA-CC przytacza przy pomocy nukleotydylo-tRNA transferazy AMP, ale
nie CMP. tRNA-C przytacza CMP i AMP w stosunku molowym 1:1. tRNA bez CCA
przytacza natomiast CMP i AMP w stosunku molowym 2:1. . Zbadano réwniez,ze
tRNA-CA nie jest aminoacylowany mieszaning aminokwasow, co wskazuje jedno-
znacznie, ze petna sekwencja CCA jest absolutnym warunkiem procesu amino—
acylaciji.

Dla petlnego zroziunienia ftmkcji tRNA konieczna jest znajcmosc prze-
strzennej budowy czgsteczki tRNA,a szczegdélnie informacja, ktére segmenty
lub czesci petli w strukturze tRNA sa dostepne dla oddziatywania z innymi
czasteczkami,a ktore zaangazowane sg w tworzenie strinctury wyzszego rzedu.
Do wyjasnienia tego problemu stosuje sie wiele technik eksperymentalnych,
miedzy innymi wiagzanie komplementarnych oligonukleotydéw (Pongs 1973).
Stwiei”zono, ze nastepujace sekwencje oligonukleotydéw w czagsteczce tRNAPen
z drozdzy sag dostepne dla wigzania komplementarnych zasad (rys. 11)5
- sekv.encja nukleotydéw 33 - 37 w petli antykodonu,

- sekwencja nukleotydéw 44 - 46 w ramieniu dodatkowym,
- tréjnukleotyd CCA.

Dowody otrzymane z chemicznej modyfikacji wskazujg, ze dwuhydrourydyny
w pozycjach 16 i 17, guanozym w pozycji 20 w ramieniu dw\ihydrourydyny,gu-
anozyna w pozycji 34, adenozyny w pozycjach 35,36 i 38,nukleozyd Y w pozycji
37 w petli antykodonu oraz koncowka CCA wystepujg we fragmentach jednoni-
ciowych tRNAMN z drozdzy. Poniewaz komplementeirne oligonidcleotydy nie wig-

zg sie do petli TVC ani tez do innych regiondw,nalezy przypuszczac¢, ze te
regiony tRKA®*" z drozdzy nie sg dostepne (Pongs 1971). Istotne byto
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Jow" sprawdzenie zmian w wigzaniu  oligo-

Cm meru do antykodonu po usunieciu zasa-

g dy Y z czasteczki tRNAP©n. Brak zasa-

0 dy Y powoduje zmniejszenie sie  sta-

- Blacac cup tych asocjacji. Przyczyng tego  moze

jp U . . . .

K o,(l:ps* ITPcOGUGT.arC*"” by¢ zniszczenie sztywnej konformagji

147(%0 c po usunieciu zasady Y. Bardziej la-
GgA GAG i .

bilna petla antykodonu nie jest zdol-

A 3] na do wigzania oligonukleotyddéw; w ta-

1 kim stopniu jak poprzednio (Maelic-

|4GmAAY» ke 1973; Cameron 1973; Pongs 1973a).

Innymi stowy usuniecie zasady Y z

Hys. 11, Struktura tRNAED droidty, tRNAPen powoduje ostabienie oddziaty-

z zaznaozonyal miejscami ulgzaola kom- ; . )

plementarnych oligorybonukleotydéw(11- wan kodon-antykodon. Obecno$¢ modyfi-

nia ciggta) oraz sekwencjami czescio-
wo dostepnymi dla wigzania (linia jrze-
rywana) donu jest wiec waznym czynnikiem dla

kacjnej puryny przylegtej do antyko-

stabilizacji tych oddziatywan, na co
wskazujg rowmiez nastepujgce informacje!

- stata réwnowagi wiazania tetranukleotydu UUCA, ktéry jest komplementarny
do tréjnulcleotydu antykodonu i pirymidynowego nukleozydu znajdujacego sie
obok antykodonu od strony 5'wynosi okoto 80 000 I/mol, w przypadku,
kiedy w czasteczce znajduje sie modyfikowana zasada, oraz 15 000 jezeli
brak jest modyfikowanego nukleozydu w pozycji obok antykodonu od stro-
ny 3,

- oddzialywanie v;zraeta ze wzrostem stopnia modyfikacji zasady,

- oddziatywanie maleje po usunieciu sgsiadujacej z antykodonem zasady.

Jak juz poprzednio wspomnieliSmy tRNA ~ nie tworzy kompleksu z mRIIA na
rybosomie (Thiebe 1968). Obecnos¢ zasady Y wplywa réwniez  prawdopodobnie
na konformacje innych fragmentéw czasteczki. Stwierdzono, ze wigzanie oli-
gonukleotydu UCCC do petli dwuhydrourydyny jest 5 razy stabsze, gdy brak
jest w czagsteczce zasady Y,

Dowod ten nie jest jednak przekonywajacy, poniewaz nie wiadomo, czy

kwasne srodowisko (pH 2,9) nie wyv;otuje juz innych sanian w czgsteczce.

Dziatanie kwasem na tRNA”M z E.coli powoduje réwniez zmniejszenie statej

asocjacji i dlatego nalezy ustali¢ wplyw tego czynnika przed wycigganiem

ostatecznych wnioskéw (Cameron 1973).

Metoda wigzania oligonukleotydéw do tRNA jest pozytecznym sposobem ba-
dania anian struktury tRNA, Zastosowanie tej metody do chemicznie lub bio-
chemicznie modyfikov/anych tRNA prowadzi do uzyskania istotnych struktural-
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nych informacji. Wiazanie oligonukleotydéw do ramienia dodatkowego i do
konncéwki CCA moze zmienia¢ strukture tych fragmentéw czasteczki i dlatego
nukleozydy te moga sta¢ sie dostepne, mimo ze uprzednio nukleozydy w tych
czesciach tRNA byty odporne np. na chemiczng modyfikacje. Mimo uzyskania ta
metodg szeregu informacji w dalszym ciggu niewiele mozna powiedzie¢ o kon-
formacji czasteczek tRMA®* w roztworze. Do tego typu badah stosuje sie
bardziej precyzyjne metody kinetyczne, termodynamiczne i spektralne. W li-
teraturze istnieje wiele doniesien na ten temat, nie zawsze zgodnych co do
interpretaciji.

Romer (1970) na podstawie krzywych topnienia fragmentow oraz catej cza-
steczki tRNA'®** w réznych warunkach stezenia 1 temperatury wykazat istnie-
nie pieciu przejsciowych etanéw konfonnacyjnych czasteczki tego tRNA. Po-
dat on jednoczes$nie, ze wysoka temperatura topnienia czasteczki IfiNA jest
spowodowana duzg stabilnoscig petli dwuhydrourydyny i T»C. Biltonen i Levy
(Levy 1972} Rialdi 1972, 1972a) uwazajg, ze topnienie tRNAFen odbywa sie

dwoch etapach oraz, ze jony magnezu nie sg integralng czescia aktywnej
konformacji tRNA, a powodujg tylko termodynamiczng stabilizacje  struktury
(Levy 1972). Badania kinetyczne fragmentéw czasteczki tRNA'®*“ potwierdzi-
ty wczesniejsze ustalenia, ze ramie dwuhydrourydyny i rybozylotymidyny sg
najbardziej stabilne w czasteczce tRNA (Harbers 1972). Stabilnos$¢ antyko-
donu jest rézna dla fragmentéw 1 catej czasteczki tRNA. ROznice w trwatos-
ci pochodzag z sit elektrostatycznego odpychania ujemnie natadowanych grup
fosforanowych, co jest zgodne z réznicami w temperaturze topnienia przy
wysokiej sile jonowej. Przypuszcza sie, ze na stabilnos$¢ fragmentu anty-
kodonowego wptywa akumulacja ujemnego tadunku przylegtych ramion dwuhydro-
urydyny i1 TIC. Korelacja miedzy temperaturg topnienia a etapami przejscio-
wymi miedzy spiralg a klebkiem jest trudna do wyjasnienia. Pary A - U maja
duzy udziat w destabilizacji struktury. W ramieniu aminokwasowym trzy pary
A - U wystepujg na jednym koricu. Z powodu mniejszej stabilnosci termodyna-
micznej mogg one topnie¢ w nizszych temperaturach niz pary G-C. Jednakze
w natywnej czgsteczce tRNA pary A - U sg stabilizowane przez wplyw reszty
czasteczki. Zauwazono réwniez, ze podczas procesu rekombinacji potéwek ra-
mie aminokwasowe i antykodonowe ulegajga parowaniu, natomiast nie zauwazono
tego efektu w ramieniu dwuhydrourydyny i aminokwasowym. Stwierdzono  row-
niez, ze cze$¢ ramienia amlnokwasowego zajmuje miejsce poza czasteczka i
nie bierze udziatu w tworzeniu struktury trzeciorzedowej (Riesner 1973).
Na podstawie tych badan mozna byto wysungé wnioski co do przebiegu procesu

Pen

termicznej denaturacji czgsteczki tRNA Riesner (1973) zaproponowat na-
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stepujaca sekwencje przejs¢ konfonnacyjnych podczas procesu topnienia

(rys. 12);

- pod wptlyr;eni temperatury struktura trzeciorzedowa przeksztatca sie w
strukture przypominajgcg model liscia koniczyny,

- w nastepnym etapie topia sie ramie antykodonowe i aminokwasowe, *

- w ostatniej fazie ulegajg denaturacji fragmenty dwuhydrourydyny i rybo-
zylotymidyny.

Aon

E;s. 12. Etapy przemian strukturalnych tRHA®" z drozdzy podczas ogrzewania

Te obserwacje zostaty potwierdzone niezaleznie przez Cole (1972,1972 a),
ktory zaproponowat diagramy réwnowagi fazowej okreslajace przejscia kon-
formacyjne. Konformacje wystepujacg w niskiej temperaturze i przy duzym
stezeniu soli nazywa sie natywna. W wysokim stezeniu soli i srednich  za-
kresach temperatury (40 - 50°C) struktura trzeciorzedowa przechodzi w kon-
formacje podobng do liscia koniczyny. W niskim stezeniu soli i przy nis-
kiej temperaturze trzeciorzedowa struktura przechodzi w mniej upakowang
strukture niepodobng do liscia koniczyny. Przy wysokiej temperaturze i wy-
sokim stezeniu soli powstaje kiebek.

Nie mniej interesujgcych informacji o strukturze tENA w roztworze do-
starczyty widma wysokorozdzielczej spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego - NMH (Lightfoot 1973). Analiza 300 MHz widm NME fragmentow
tRNA w Swietle teorii przesunie¢ diamagnetycznyoh pozwolita wyznaczyé pra-
wie wszystkie sygnaty rezonansowe w czasteczce tRNAFgii z drozdzy. Sygnaly
par zasad wystepujacych na koncach fragmentéow spiralnych czasteczki  moga
dostarcza¢ cennych informacji o strukturze trzeciorzedowej, poniewaz sa
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one czute na wzgledng orientacje bezposrednio przylegtych par zasad w po-
jedynczym tancuchu czagsteczki, W przypadku parami zasad, 0 ktérych
mozna uzyska¢ takie informacje, sg: A - D w pozycji 7 i 31, G-C w po-
zycjach 10, 13, 27, 49. Niestety sygnaly rezonansowe pary A - U w pozy-
cji 7 i A-U w pozycji 31 majg bardzo mate przesuniecia (0,1-0,2 ppm) w sto-
sunku do sasiedniej zasady, ktdra znajduje sie w pojedynczym tancu-
chu. Pary zasad G-C dajag sygnatly rezonansowe wystepujace w rejonie  widma
IUffl,ktérym jednoznaczna interpretacja jest trudna. Bardzo doktadna ana-
liza mimo wszystko moze dostarczy¢ pewnych informacji strukturalnych. Wy-
korzystuje sie do tego celu miedzy innymi widma fragmentow czasteczki
tRNAM®*'. Analiza i integracja widm NMR przy 220 MHz wskazuje na obecnos¢
isil protonéw w rejonie - 11 do - 15 ppm (Wong 1972, 1973). Zastosowanie
przyrzadu o v;iekszej rozdzielczosci (300 MHz) pozwolito znalez¢ w tym
fragmencie widma sygnaty 19 protonéw, Z analizy modelu liscia koniczyny
tRNAM” wynika natomiast 20 par zasad. Jest to spowodowane faktem, ze para
G-U w pozycji 4 nie ma udziatlu w sygnatach rezonansowych w rejonie niskie-
go pola,co moze wskazywa¢ na brak wiazania wodorowego tych zasad (Shul-
man 1973).

Ogodlnie mozna powiedzie¢, ze obliczona z modelu liczba par zasad 1 miej-
sce ich wystepowania zgadza sie z informacjami uzyskanymi z widm NMH, Lep-
sza zgodno$¢ miedzy obserwowanymi i obliczonymi potozeniami protonéw zwig-
zanych wodorowo we fragmentach struktury tRNA niz w calej czasteczce wska-
zuje na odchylenia w natywnej strukturze tRNAFgZi od regularnej spirali
ARNA przyjetej do obliczen (Amott 1971).

Bardzo duzo informacji uzyskano z badan niskokgtowego rozpraszania pro-
mieniowania rentgenowskiego roztworow tRNA. Ustalono, ze promien obrotu
czagsteczki wynosi 24,4 S, Ciezar czasteczkowy oznaczony ta metoda
wynosit 26 100 w poréwnaniu do 24 890 obliczonego z sekwencji nu-
kleotydéw. Objetos¢ czasteczki wynosi 4,1 x 10 2. Objetos¢ obliczona na

podstawie v/ymiarow komoérki elementarnej 1 liczby czasteczek w niej zawar-
tych wynosi 3,84 x 100 57, (Piltz 1971). Dla rozwiazania trzeciorzedowej
struktury tRNA potrzebne sa obrazy wysokorozdzielczej dyfrakcji promieni
rentgenowskich krysztatow tRNA oraz pochodnych tRNA zawierajgcych  miedzy
innymi metale ciezkie. Opracowano w tym celu v/iele metod krystalizacji aie-
cyficznych tRNA (Cramer 1970} Brown 1972; Ichikawa 1972). Penyloala-
ninowy tRNA z drozdzy krystalizuje w réznych uktadach krystalograficznych

(tabela I1). stwierdzono, ze w okreslonych warunkach stezenia spermidyny
i jonébw magazynu tRNA'®” krystalizuje w ukladzie rombowym w prostej ko-

moérce elementarnej o wymiarach a = 33,2 S, b = 56,1 X, ¢ = 161 X. Dla tych
krysztatldw otrzymano obraz dyfrakcyjny z rozdzielczoscig 2,3 X (ifim 1971).
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z analizy upakowania w komérce elementarnej ustalono, 7e czasteczka
tRNAPEM ma wymiary 80 x 33 x 28 X. Jedna z niezwyklych oech zwiazanych z
krysztatami rombowymi tRNAM®*" (P2.j22.j) jest zjawisko zmniejszania  komorki

elementarnej podczas suszenia preparatow, W trakcie tego procesu osie a 1

b zmieniajg sie niewiele, natomiast 0§ ¢ zmniejsza sie z 161 do 128 X, a
nawet do 109 X (tab. 111). Upakowanie czasteczki wzdiuz osi alb jest du-

z0 wieksze niz wzdtuz osi c. Mozliwe jest, ze wolne miejsce jest okupowane
przez czasteczki spermlny, konieczne dla tworzenia sie krysztatldw.Czastecz-
ki tRNA jako bardzo labilne moga ulega¢ zmianom konformacyjnym podczas
skracania osi o (Kim 1973 a,b). Ksztatt czasteczki otrzymany z obrazow

dyfrakcyjnych przy rozdzielczosci 5,5 X (Kim 1972) jest wyrazny z
wyjatkiem jednego fragmentu, ktérego nie mozna byto zidentyfikowad.

Przy rozdzielczosci 4 X stwierdzono obecno$¢ regionu nadajacego czasteczce
tRNAM®*“ wyglad podobny do litery L, co jest widoczne na rys. 13 (Kim 1973).
Odlegtos¢ miedzy antykodonem oraz petla rybozylotymidyny wynosi 77 X, a
miedzy antykodonem i koricowg CCA - 82 X. Na rysunku 13 mozna zauwazy¢, ze

gtowny szkielet czasteczki skitada sie z dwdéch fragmentdw o strukturze spi-

ralnej. Czesci te potaczone sg w dwoéch miejscach. Nukleozydy w  pozycjach
819 136zg koncowke CCA z ramieniem dwuhydrourydyny. Drugi mostek zawiera
5 nukleotydéw ramienia dodatkowego i tgczy ramie TjtfC z antykodonem.

Koniec "i*
TYC
Koniec
2)‘ott
tlo hU
Pejtla
dodatKOMa

Pgtia anttjkodonu

Rys. 13. Utozenie tancucha polinukleotydOMego tRNA®* na podstawie wynikow analizy
rentgenosjtrukturalnej (Kim 1973
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Jak pokazamo w niniejszym rozdziale tHNA specyficzny dla fenyloalaniny
stanowit podstawe badan na réznych ptaszczyznach”™ poczagwszy od wigzania do
rybosoméw, poprzez bardzo subtelne metody kinetyczng” az do ustalenia struk-
ttffy krysztatu. Struktura krystaliczna tRNAM®° z drozdzy jest pierwszg dla
tego typu zwigzkéw, co otwiera nowy etap badain strukturalnych w dzie-
dzinie kwaséw nukleinowych. Pozostaje jeszcze wiele ciekawych zagad-
nien dotyczacych tRNA , ktére dla przejrzystosci pracy umieszczono w
innych rozdziatach. Nalezy stwierdzi¢, ze ostateczne rozwigzanie problemu
struktury fenyloalaninowych i innych tRNA bedzie wynikiem stosowania roz-
nych metod fizykochemicznych. Obecnie mozemy juz na pewno powiedzie¢, ze
zaproponowany przez RW. Holleya w roku 1965 model liscia koniczyny w roz-
tworze zostat catkowicie potwierdzony wieloma metodami. W tworzeniu struk-
tury wyzszego rzedu prawdopodobnie nie biorg udziatu sity wiazan  wodoro-
wych a tylko sity elektrostatyczne oddziatywan warstwowych. Oprécz wyraz-
nych dowodéw z magnetycznego rezonansu jadrowego wskazujg na to réwniez
rezultaty badan termodynamicznych oraz pewne cechy struktury krysztatu.
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DYSKUSJA

W dyskusji interesowano sie gtéwnie problamami struktury trzeciorzedo-
wej fenyloalaninowych tRNA,a szczegdlnie dowodami eksperymentalnymi m
podstawie ktdérych opierano wnioski o subtelnych cechach struktury. Gtéwnie
interesowano sie wnioskami dotyczgacymi kolejnosci denaturacji  termicznej
poszczegblnych fragmentéw struktury tRNA oraz zatozeniami  teoretycznymi
analizy widm magnetycznego rezonansu jgdrowego.
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BADANIA SPEKTROSKOPOWE | STRUKTURALNE ZASAD ,,Y”

STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono informacje literaturowe na temat zasad typu Y
wystepujacych w fenyloalaninowych tRMA, Przedyskutowano witasnosci fluores-
cencyjne tych zwiazkéw oraz widma CD, UV, NMR i masowe. Dotad znane sag trzy
hydrofobowe zasady:

- zasada Y w tHMA drozdzowym,

- zasada Y z Torulopsis utilis,

- zasada peroksy - Y z watroby, kietkbw pszenicy i z tubinu.

Dwagi ogolne;

Zasady Y naleza do najbardziej skomplikowanych jakie znaleziono w ja-
kichkolwiek tRMA. Zajmuja one potozenie przylegte do korca antykodonu
oraz, jak wykazaly ostatnie badania rentgenografiozne w krysztatach tRMA
z drozdzy, sa one wysuniete na zewnatrz czasteczki tRMA [12) . Zasady te
maja pewien, jeszcze blizej nie wyjasniony wplyw na oddziatywanie kodon -
antykodon. Charakteryzuja sie one niezwykltymi wiasnosciami fluorescencyj-
nymi 1 m.tn. dzieki nim majg zastosowanie do badan trzeciorzedowej struk-
tury tRMA®*". Jak dotad oznaczono strukture trzech hydrofobowych zasad
wystepujacych w fenyloalaninowych tRMA otrzymanych z réznych zrédet:
zasady Y (1) z drozdzy piekarniczych fi,23,4] (rys. 1),
zasady YX (1) z drpzdzy Torulopsis utilis[5S],
zasady peroksy - Y (11l) z watréb wotu, cielecia, szczura i kurczecia [6,7]
Te ostatnia znalezino réwniez w tRMAM®* wyodrebnionym z tubinu tupinus lu-
teus

D. Yoshikami, G. Katz, E.B. Keller i B.S. Dudock [9] prowadzili badania
nad zasadg Y w tRMA z kietkébw pszenicy. Stwierdzili oni, ze ten fluo-

ryzujacy zwiazek chromatograficznie i chemicznie jest podobny do zasady Y w
tRNAM®™ z watroby wotu.Moze on by¢ najprawdopodobniej -okreslany wzorem 111,
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Ry«. 1. Struktury zasad; Y z drozdzy pletarnlczych Saccharomyces cereTlsiae (1), Y_
z drozdzy Torulopsis utllls (11), peroiy-Y z ugtréb ssakéu 1 tubinu zéttego (lie

R.L. Hancock, £. Ghertner D. Dcugan [10] badali witasnosci zasady Y z
watroby myszy. Jednakze nie podali oni jej struktury ograniczajac sie tyl-
ko do badan wiasnosci fluorescencyjnych.

Izolacja zasad Y przebiega podobnie, niezaleznie od tego z jakich zro-
det pochodzi tRMA. Oczyszczony tRMAM®° inkubuje sie w temperaturze 37° C,
przy pH 2,9 w ciagu 3-5 godz. W tych warunkach nastepuje odszczeplenie za-
sady Y. Po wyekstrahowaniu z roztworu tRNA oczyszcza sie ja metodg chro-
matografii cienkowarstwowej.

Jakkolwiek izolacja tych zasad z tRMA™®° jest stosunkowo prosta, przez
dituzszy czas nie znano ich struktury. Duze osiggniecia w tym zakresie od-
niesli Nakanishi i wspoétpracownicy, podajac budowe zasady Y i peroksy - Y?
oraz Kasal 1 Goto, ktoérzy przedstawili strukture zasady Y . Badania struk-
turalne tych zasad opieraty sie na interpretacji widm absorpcyjnych, fluo-
rescencyjnych, wibracyjnych, wysokorozdzielczych widm masowych, NMR i CD.
W niniejszej pracy zostang oméwione trzy rodzaje zasad (1-111), ich wias-

nosci spektralne 1 strukturalne.

Zasada Y ()

Zwigzek ten wystepuje w fenyloalaninowym tRNA wyodrebnianym z  drozdzy
piekarniczych. Koji Nakanishi 1 wspotpr. [1,2] zaproponowali dla zasady Y
strukture, ktora jest wyrazona wzorem 1. Strukture ustalono na podstawie
danych spektralnych, prowadzonych na 300 pg natywnej zasady oraz na synte-
tycznych modelach. Konfiguracja 1 byta ustalona dla pojedynczego  centrum
asymetrycznego w bocznym tancuchu (Punamizu i wspotpr. 1971). Surowg zasa-
de (500 jig) wyodretoiong uprzednio z tRNA drozdzowego oczyszczano meto-
da chromatografii cienkowarstwowej, uzywajac fazy rozwijajacej: octan
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etylu - n-propanol-woda. Silnie fluoryzujgce pasmo charakteryzowato sie
Rp 0,71 QI] . Oprécz tego pasma pojawiaty sie inne o Rj, 0,95, jednakze nie
byto ono dalej badane ze wzgledu na bardzo stabag fluorescencje. Widma UV
syntetycznej i naturalnej zasady Y (1) sa prawie identyczne. Wartosci ze-
stawione w tabeli | dotycza jedynie widm UV syntetycznej zasady (w HgO).

Autorzy (Koji Nakanishi i wspotpr. [ 2])podali jedynie, ze widmo zwiazku

naturalnego jest podobne.
Tabela

Charakterystyka spektralna w ultrafiolecie syntetycznej zasady Y

Potozenie maksimum absorpcji i wartosé

Rozpuszczalnik molowego wspotczynnika ekstynkcji

Maksimum A Makslioluii B Makslmuzn C
Woda 235 (32000) 263 (5800) 313 (5000)
Woda (pH = 2,0) 233 (35600) 286 (7600)
Woda (pH = 10,0) 236 (32800) 265 (6800) 304 (7200)
Metanol 235 (48100) 263 (8200) 310-315 (7400)

Natomiast w swej poprzedniej pracy [1] przedstawili dane DV (I0jS MeOH)

dla naturalnej zasady (tabela I1).
Tabela 1
Charakterystyka spektralna w \iltrafiolecie naturalnej zasady Y
Potozenie maksimum absorpcji i wartos¢

] molowego wspoétczynnika ekstynkcji
Rozpuszczalnik nm

Maksimum A Maksimum B Maksimum C

10~ Metanol 235 (23500) 263 (4500) 313 (3500)
100 Metanol (pH=2,1) 235 (22800) 285 (4615) -
1056 Metanol (pH=9,4) 236 (23500) 264 (4400) 303 (43500)

Rys. 2. pozwala na poréwnanie widm UV zasad Y i peroksy -Y [6]

Obie zasady (syntetyczna i naturalna) wykazuja silne wilasnosci fluores-
cencyjne. Wzbudzone swiattem A.320 nm, fluoryzujg przy X445 nm.
Widma IR byty wykonane w KBr. Zebrane z nich informacje zestawione sg w
tabeli 111.
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Diugos¢ fall (nm)

Rys. 2. Widaa UV zasady I* z droidzaego {RRAFG (- ) i zasady peroksy-Yf*Y*Y'" z tRI
watroby cialfcia* Widaa wykonano w 0.01 M fosforanie

Tabela 11

Charakterystyka spektralna w podczerwieni

zasady Y z drozdzy

Potozenie maksimum absorpcji
[cm~"]

Naturalna zasada Y Syntetyczna zasada Y

1725 1726
1700 1698
1690 1583
1570 1568

E, Thiebe, H.G. Zaohau i wspoétprac. [4] prowadzili réwniez s.zzozszozegé
badania spektroskopowe zasady Y, ktdrg w odréznieniu od nukleozy'd'dvdydu
wali Y™

Widmo CD (dichroizmu kotowego) (1CN MeOH) dla  fragmentu Y* wyk*
ujemny efekt Cottona przy \ 237 nm [4]. Natomiast dla natywnej zai&sasasady 1
widma CD LO wynilta:

A6235 - 2,2 - 0,3
N&260 "
Obecno$d dwéch stabych efektow Cottona w widmie CD przy dlititdPdtugosi
fal odpowiadajgoym'maksimom absorpcji DV sugerowata, ze boczny tatatitancuc!
gla metinowego jest centrum chiralnym. Stabe ekstrema CD byty spjwopcpowodo’
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nieznacznymi anianami uktadu aromatycznego wynikajgcymi z bliskosci
trum cbiralnego. Stwierdzono [1], ze krzywe CD pozostawaty
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cen-
nieanienione

po 24 godz. przychowywania roztworow w pH3 i pH4. Wyklucza to mozliwos¢

istnienia tatwo enolizujacej grupy przytaczonej do centrum chiralnego.

W widmach masowych natywnej

i syntetycznej zasady Y pojawity sie

piki

przesuniete o 14 jednostek masowych w goére, gdy probka byla rozpuszczona w

roztworze metanolowym. Jest to wynikiem reakcji metanolu z zasada Y.

NMR naturalnej
singlety metylowe (2,26,*3,68;3,71; 3,96 ppm),
ppm)
oraz sygnat wodoru wymienialnego na deuter
(5,60 ppm).

zasady Y wykazuje

jeden dla wodoru aromatycznego (8,00

Thiebe i wspotpr. [4] podali wartosci  NMR
dla Y* w réznych rozpuszczalnikach. Sa one
zestawione w tabeli IV.

Sygnaty NMR (w CDCI®) zgodne sg z dany-

Nakanishi i wpotpr. [i] (rys. 4). Obser-
wowane nieznaczne przesuniecie sygnatow jest
wywotane efektem rozpuszczalnika. Wystgpie-
nie sygnatu "e" w dwoch réznych  pozycjach

(w CDCIj) moze odnosi¢ sie do przegrupowa-

nia grupy metylowej. Przy pomocy podwdéjnego rezonansu wykazano

miedzy protonami "a" i "f".

, 5.60(ini
3.1Us”™ MeOOC —_NH'
o Mooc - F
i60(*) 2.151")

J20("y>m 0 - H
QtOOIs)
Z26(sl
M 196 ($1

Rys. 4. Wartosci przesunie¢ chemicznych proto-
now Y z drozdzy [1] , s = singlet, m = multi-
plet

cztery

(v
9 ‘ra
HjC-O-C-C-N-C-O-CHj
CHiioin
CHjioO
(b)HJC

N
CHM)

Rys. 3. Oznaczenia protonéw za-
sady Y z drozdzy, stosowane w
Tabeli IV 4

sprzezenie

Przesuniecie protonu "h"
(w roztworze pirydynowym) po-
winno by¢ zwigzeuie z  pradem
pierscieniowym. Sygnaly 7,45
ppm (szerokie) i 7»7 ppm (S)
moga by¢ przypisane protono-
wi "g" w tancuchu bocznym i
protonowi N - 7. Brak sygnatu
wymiennego protonu, ktory Na-
kanishi i wspétpr. [O wiazg
z N - 7, Zachau i wspotpr.([4]
wigza z tlenem przy C-6. Spo-
s6b fragmentaoji zasady Y w
spektrometrze masowym pokazu-

je rysunek 5 [1].
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Masa czagsteczkowa obliczona dla °16®20\W/5
wynosi 376.1495} znaleziono M* 37g.1497 (375«

M-KeOH 344(5”). Podstawowy pik m/e 216 oraz wy-
whnioskowac¢ obecnos$¢ -CH-CHg-CH”- przy  piers-
cieniu aromatycznym sugerowatyj ze boczny tan-
cuch skfada sie z pozostatos¢ stano-
wi CgHgN™O. Kiedy badano widmo masowe  metano-
lowego roztworu zasady Y (natywnej), w  widmie
pojawiaty sie wyrazne piki przy m/e 390, 358,
256, 244, 230" wystepujace o 14 jednostek maso-
wych nizej. Moze to by¢ wyttumaczone konwersja
grupy karbonylowej w enol eteru metylowego Rys. 5
(rys. 6).

Zachau [I] podaje, ze w widmie masowym zasady Y pojawiajg sie piki nale-
zace do jonow, ktorych masa odpowiada wzorom: < _ |lgiNg9OoO™,
C'lilH14 5 3 n 125 i Cinl’(l)\l’kio - fragment wystepujacy najintensywniej.
Pojawiaty sie rOéwniez jony o mniejszym natezeniu réznigce sie od kazdego z
powyzszych o dodatkowg grupe OHg. Z wzglednych intensywnosci tych dwoch
grup jondéw mozna byto wywnioskowaé, ze wyzszy hcmolog jest nieco bardziej
lotnym sktadnikiem badanej probki.

Z gtébwnej serii powyzej podanych
jondéw, pierwszy jest najprawdopodob -
niej jonem molekvQ.arnym. Z matej
ilosci atoméw wodoru w wy-
nika, ze powinien zawiera¢ 8 piers-

Rys. 6 cieni lub podwdjnych wigzan i  wolng
wartosciowos$é. Ten fragment musi zatem reprezentowaé aromatyczng czesé
czgsteczki 1 tworzony jest najprawdopodobniej przez rozszczepienie wigza-
nia C-C-Ar. Ze wzgledu na odporno$¢ pierscieni eu:ornatycznyoh na fragmenta-
cje, dane z tych widm masowych nie pozwalaja wywnioskowaé¢ struktiwy czesci
pierscieniowej. Obecno$¢ jonu CgHgB"O potwierdzataby system guaniny [I1],
gdyz zezwala to na istnienie atomu tlenu przy pierscieniu B lub C, ale
nie A. Obecnos¢ jonéw oraz C.|jH.2llg0 wskazuje na bogate w hete-
roatomy zakonczenie tancucha bocznego (C*"HgNO”), poniewaz jon
odpowiada utracie C2HgNO02, tzn. karbaminianu metylu oraz jednego wodoru,
ktdre muszg by¢ przytgczone do pozostatych trzech atoméw tancucha boczne-
go, przy ktérych znajduja sie dwa atomy tlenu. Prowadzi to do tej samej
struktury jaka proponowat Ncdcantshi i wsp6tpr. Nakanishi i wspotpr. [2]
prowadzili badania spektralne 1 strinoturalne na zwigzkach modelowych
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bedacych pochodnymi Byntetycznej zasady
Y (rys. 7). Nizej podano charakterystyke
spektralng tych zwiazkéw:
a) R —n4ng
E2 - - CHr
Zwigzek ten mozna otrzymaé¢ w reakcji
3-metyloguaniny z  3-bromoheptan-2 -

Rys. 7 -onem w IMSO-H20 w temp. 60°

W (MeOH) NMR (CDCLj)

[X] [nm][6] 11-Me 2,31 (s)

313 (5000) N* - Me 4,00 (s)

260 (5300) 8-H 7,89 ppm (s)

235 (33500)

b) R, -CH3
«2  -CH-CHCH2CHJ

DV (MeOH) NMR (CDCI- + MISO - "6

rx][nm][£]

523 (1050) Boczny taricuch Me 1,08 (t.J » 7 Mz)

261 (26300) allilowy CH2 2,25 (m)

242 (37300) 10-Me 2,75 (s)

227 (31000) N* - Me 3,96 (s)
x — olefinowy CH 6,35 (d,J = 17 Hyz)
jb - olefinowy CH 6,60 (m)
8-H 7,80 ppm (S)

c) R, -CH»
-""4«9
Zwigzek ten powstaje przez uwodornienie zwigzku (b) 1 jest izcme-

ryczny ze zwigzkiem (@)

U7  (MeOH) NMR (CDCI™)
[>X]1[m][6] 10 - Me 2,71 (s)
313 (5500) N - Me 3,96 (s)
258 (6750) 8 - H 7,86 ppm (s)

234 (34700)

Wywnioskowanie o réznicach zw. (a) 1 (c) oparte jest na przesunieciach
chemicznych dwéch grup olefinowych wskazujacych, ze proton zwigzku (o),
absorbujacy przy 2,71 ppm,w przeciwienstwie do protonu zw. (a)(2,31 ppm),
jest pod wptywem anizotropowym tlenu w pozycji peri.
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ITIHCOCUe
Rg = -CH = CH - CH - COCMe

W (H™0) pH 6,8 NMR (CDCI*-1]MS0-d5)
[X][m][e] 11 - Me 2,73 (s)
325 (8120) COOMe 3,86 (s)

264 (23700) N - Me i COCMe 3,96 (6Hz)

243 (25500) a- olefinowy CH 6,41 (d,J = 14 Hz)
olefinowy CH 6,74 (d od d Jal4,4
Hz)
8-H 7,84 ppm (b)
e) R, -CH3
I}IH COCMe
”’CHCOCMO
(e) powstaje przez uwodornienie zwiazku d
UV (HgO) pH 6,6 NMR (CDCIY)
XInm][£ ] 11-4Je 2,66 (s)
312 (5100) CO0O Me 3,70 i 3,74 (s)
263 (7010) N*-Me 591 (s)
233 (30500) an 7,76 ppm (s>

piki metylu olefinowego przy 2,26 ppm w zw. (a) i przy 2,66 w zw.(d)
wyraznie odrézniaja te dwa izomery.
Za 8 ada an

W fenyloalaninowym tRNA w Torulopsis utilis znaleziono nukleozyd Y, kt6-
ry zawiera fluoryzujacg zasade opisang przez H. Easai 1 wspotpr. [5] jako

Y . Na podstawie widm TV w réznych pH oraz wartosci Hp stwierdzono, ze
rézni sie ona od Yw w tRNA z kietkébw pszenicy. Profil widm UV w $rodo-
wisku kwasnym, obojetnym i zasadowym wyraznie przypomina widma UV zasa-
dy Y;

HgO

Amax (£) 230 (31000)} 264 (5?00)} 307 (5900).

Widmo DV natywnej zasady Yt jest identyczne z widmem zasady syntetycznej
(1) , ktéra otrzymano przez kondensacje 3-metyloguaniny z bromoaoetonem

(rys. 8).
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W czasie reakcji z aldehydem C  bromopropinowym powstaje zw. izomerycz-

ny [Vj (rys. 9).

Dtugos¢ fali(nm)

Rys. 9

Widmo NUR (D20) dla zwigzku

ktory byt krystalizowany z

wody charakteryzuje sie sygna-

tami przy 6 2,24 ppm(3H,d,J=1Hz)

3,82 ppm (3H,s), 7,32 ppm (1H,g

JolHZz) 1 8,07 ppm (1H,s), ktére

kolejno moga oznaczac aroma-

Diugosc fali ( nm) tyczny metyl, H-metyl i 2 pI.’O-
tony aromatyczne. Mate sprzeze-

Rys. 8 nie okoto 1Hz pojawiajgce  sie

miedzy metylem przy 2,24 ppm i protonem 7,32 ppm jest przypisywane dale-

kosieznemu oddziatywaniu spinowe — spinowemu miedzy metylem i protonem
ugrupowania CHj-C=CH. Tak wiec zasada posiada dwie grupy metylowe, jedng
przy C-10 lub C-11 i druga przy N-3, N-7 lub N-9.

Widma NMR zw. 11 i V byty wykonane w IN DCI-D20. Zwiazek 11 wykazuje

sygnat Cnmetylu przy 2,48 ppm w wyzszym polu mgnetycznym niz  odpowiada-
jacy sygnat zw. V (2,72 ppm), podczas gdy sygnat protonu aromatycznego
(7,68 ppm), ktory jest sprzezony spinowe z sygnatem grupy C - metylowej w
poprzednim zw. 11, pojawit sie przy nizszym polu niz odpowiadajgcy mu
sygnat (7,26 ppm zw. V), przy zatozeniu, ze sygnat metylu i proton na C-10
pojawia sie przy nizszym polu magnetycznym niz sygnaty tych grup przy C-11,
izieki efektowi anizotropowemu grupy karbonylowej w pozycji 6. Zwigzkom 11

i V moga by¢ przypisane takie wiasnie struktury.
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Zasada peroksy i

Nazwa systematyczna (IUPAC) tego zwiagzku brzmi: ester dwumetylowy kwa-
su Oc - (karboksyeimino)- 4,9-dwuwodorowodoronadtleno-4,6-dwumetylo-9- oio -
-1 H-imidazo C1, 2 -oc] puryno-7-mastowego.

Zasade peroksy Y znaleziono w tRNA z watrob szczura, cielecia, wotlu i
kurczecia; w tRNAFen z kietkébw pszenicy, a ostanio réwniez w tRNAFen z
tubinu.

R'r* fluoryzujacej zasady peroksy-Y jest mniejsze niz zasady Y tRNApen
drozdzowego.

NOm2
Rys. 10 Rys. 11

W widmie UV wystepuje maksimum absorpcji przy 308, 260, 236 nm (rys. 10).
Maksimum wzbudzenia dla 111 jest 247, 273 i 322 nm, a maksimum emisji

445 nm (rys. 11). Widmo masowe zasady peroksy - Y pokazuje rys. 12.
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Macierzysty jon zwigzku peroksy jest 408, 1395 (obliczony dla C"gU™NgO.A
408, 1393). Poréwnujac jon molekularny zasady peroksy z jonem zasady Y,moz-
na stwierdzi¢ obecnos$¢ dwoch dodatkowych atoméw tlenu w zwigzku  peroksy.
Intensywnos$¢ piku nve 216 (rozszczepienie C) wskazuje na obecnosé fragmentu
aromatycznego i gruy oc - metylenowej.Rozszczepienie b daje piki m/e 262 i
246, co wskazuje, ze oba dodatkowe tleny w zakresie peroksy znajduja sie
przy weglu jb - jako grupa nadtlenkowa lub jako gem-diol. Mozliwo$é ugru-
powania gem-diolojwego jest raezej nieprawdopodobna poniewaz w tym przypad-
ku obserwowanaby utrate 17 lub 18 jednostek masy,00 nie ma w rzeczywis-
tosci miejsca. Z drugiej jednak strony wiadomo, ze wodoronadtlenki zdolne
sg do utraty atCMOw tlenu w spektrometrze masowym (van Lier, Smith 1971).
Utrata atoméw tlenu prowadzaca do m/e 392 i obecnos$¢ pikow rézniacych sie
0 16 jednostek masy (Ve 376 i 360} m/e 262 i 242)t wskazuje, ze zw. zawie-
ra grupe nadtlenkowa. Poréwnanie widm absorbcyjnyoh, fluorescencyjnych i
wysoko rozdzielczych widm masowych zasady peroksy z widmami zasady Y z
tRMA"®*' drozdzowego, pozwala stwierdzi¢, ze obie zasady majg podobng struk-
tiu-e, a rézniag sie jedynie obecnoscig grupy nadtlenkowej przy weglu jb - w
tancuchu bocznym zasady peroksy. Aby wykluczyé mozliwos¢, ze zasada peroksy
jest artefaktem tworzacym sie w czasie procesu izolacji prowadzone byty
nastepujace badsmia:

inkubacja syntetycznej d, 1-Y zasady z {RNAPEN drozdzowego z frakcja

supematantu porybosomalnego z watroby,

dodanie drozdzowego tRNA do hcmogenatu watrobowego i pdzniejsze izolo-

wanie tRNApen i zasady VY,

- izolowanie tRNAPen i zasady Y z watroby cielecia w obecnosci azydku

sodu.

Fluoryzujace zasady izolowane w czasie tych proces6w pozostawaty nie
zmienione. Stad wniosek, ze grupa nadtlenkowa w bocznym #ancuchu zasady
peroksy nie jest artefaktem izolacji. Prawdopodobnie reszta wodoronadtlen—
kowa w tRNAM®° z watroby istnieje in vivo. Mechanizm biosyntezy nie  jest
znany. Jedynie znang analogiczng droga biosyntetycznag jest proksydaoja
nienasyconych ttuszczéw. Badano enzym z mikrosoméw watroby szczura dziata-
jacy w potaczeniu z NADPH, ktory w obecnosci jonéw nieorganicznych  powo-
duje utlenienie nienasyconych lipidow. Mozliwe, ze analogiczne enzymy
z réznymi specyficznymi substratami wywotujg peroksydaoje in vivo  Y-im
Gua. Oprocz zasady peroksy zaobserwowano obecno$é nieutlenionej zasady
wystepujacej jako skitadnik obecny w matej ilosci w preparatach tRNAPen
watréb szczura i kurczecia. Przypuszczalnie jest on odbiciem niecatkowitej

konwersji do zasady peroksy Y.
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Na podstawie wartosci Rj, stwierdzono, ze w tRNAPen z ‘tubinu wystepuja

dwa fluoryzujace komponenty. Jeden z nich o wigkszym Rp okreslono Cs] jako
zasade peroksy Y, drugi natomiast jest prawdopodobnie zasadag Y, Wystepuja-
ca tutaj zasada Y moze by¢ biosyntetycznym prekursorem dla zasady peroksy
Y, jednak to ostatnie nie zostato jeszcze precyzyjnie potwierdzone.
Widmo masowe zasady peroksy Y jest:
AOSCM"™, 408,1390, obliczone 408,1393); 392(m'M-16) 262(3'!! 2')246/(3'3J 3')-
-16/ 1 216(2'7f 1 ).
Dodatkowo otrzymane piki 422, 406, 276 i 230 r6znig sie od wyzej podanych
0 14 jednostek masowych. Geneza tych pikdw nie jest jeszcze blizej znana.
Maksimum fluorescencji wystepuje przy 433 nm (wzbudzane 310 nm), maks.
wzbudzenia przy 247, 276 i 32? nm (emisja 430 nm) (w HgO). Krzywa CD [8]

byta rézna od CD dla zasady Y (tab. V i rys. 13).
Tabela

Dichroizm kotowy zasady peroksy - Y

Potozenie i1 intensywnos$¢ efektu Cottona
(nm) AE)

Peroksy Y (w HgO) 204(+1 ,24); 222(-1,33); 239(-2,34); 287(-0,45)
Y (ia« MeOH) 235(-2,2); 264(-0,36)

Minimum przy ™ = 286 nm zasady
peroksy Y jest prawdopodobnie wynikiem
naktadania sie dwoch miniméw CD, odpo-
wiadajacym maksimom UV przy 263 nm i
310 nm. Ekstremum w widmie CD zasady

Y przy 260 nm odpowiada UV 263 nm,pod- L5
czas gdy pik CD odpowiadajacy w TIVX = Li
= 313 nm mdgtby byé za staby, aby go *5

zmierzy¢. Konfiguracja na centrum
chiralnym zostata ustalona jako s,
natomiast obecne dane CD dla zasady
peroksy Y nie sg dostateczne, aby
wyciggna¢ z nich wniosek dotyczacy
konfiguracji.

W celu potwierdzenia obecnosci gru-
py nadtleincowej w zasadzie peroksy Y
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przeprowadzono test chemiczny, ktéry polegat na reakcji zasady peroksy
y z tiooyjanianem zelazawym. Pojav/ienie sie r6zowego zabarwienia $wiadczy
o utlenieniu jonéw Pe™- _ pe przez obecng grupe wodoronadtlenkowa.
Oprécz peroksy Y z tubinu zékego nie znamy struktur zadnych innych
zasad Y z materiatu roslinnego. Badano réwniez zasady typu Y wystepu-
jace w tRNA®" wyodrebnionym z watroby myszy [I6] . Stwierdzono, ze
zasada ta jest bardziej labilna od zasady Y z drozdzowego tRMAi?IGXI oraz
zaobserwowano roznice ruchliwosci elektroforetyozne.i. Jednakze  struktura

tego komponentu nie jest jeszcze blizej okreslona.

Podsumowvanie
Znane sa trzy zasady typu "Y",

- zasada Y w tRMAFSn drozdzowym,

- zasada Y* z Torulopsis utilis,

- zasada peroksy Y z watrob,kietkov/ pszenicy i tubinu.
Zasady te majg podobne vi;idma UV i fluorescencyjne. Widmo masowe pomaga \i
rozszyfrowaniu struktury. Dotychczas mato jest jednak danych z IffiR i IR,
natomiast CD nie jest jeszcze Scisle wyjasnione.

WVWnioski .
Fenyloalaninowe tRNA izolowane z licznych komoérek eukariotycznych zawie-

raja wysoce modyfikowane fluorescencyjne zasady typu Y. Stosowanie  metod
spektralnych, takich jak UV, fluorescencja, CD, widm masowych i NMR, pozwo-
lito okresli¢ strukture tych zwigzkdéw. Zasady te stanowig mozliwosci badan
spektralnych przemian struktury trzeciorzedowej tRNA . Dmo intersuja-
cych danych moze dostarczy¢ chemiczna i enzymatyczna modyfikacja 1 inter-
konwersja zasady Y - peroksy Y - hydroksy Y,

Wiasnosci i funkcje tych niezwykle skomplikowanych komponentév; w tRNA
sg intrygujacymi problemami, ktére wymag:'jg dalszych badan  syntetycznych
i analitycznych.
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J. Barciszewski, M. Rafalska, A.J. Rafalski

WYKORZYSTANIE WEASNOSCI ZASAD ,Y*
W BADANIACH TRANSFEROWYCH RNA

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono wykorzystanie wiasnosci fizykochemicznych i
chemicznych nukleozydéw Y - najbardziej skomplikowanych komponentéw tRNA -
do badania struktury tRNA. Uwzgledniono szczegdélnie zastosowania pomiaréw
fluorescencji w warunkach dynamicznych. Rezultaty tych prac przedyskutowa-
no z punktu widzenia struktury trzeciorzedowej tRNA oraz przemian konfor-
maoyjnyoh tych makroczasteczek.

WSTEP

Transferowe krtasy rybonukleinowe, ze wzgledu na ich zasadniczg role w
procesie biosyntezy biatka, polegajaca na "ustawianiu" czasteczek amino-
kwaséw w kolejnosci odpowiadajgcej sekwencji matrycy mRNA, stanowig obiekt
bardzo szeroko zakrojonych badan strukturalnych”™w ktérych  wykorzystywane
sg wszelkie dostepne metody fizykochemiczne i chemiczne [i]. Prace te wy-
konywane sg najczesciej na fenyloalaninowych tRNA [2], a w szczegolnos-
ci tRNAY®*" z drozdzy. Ha tym wiasnie materiale oznaczono po raz  pierwszy
strukture krystaliczng specyficznego tRNA [3].

Przyczyny takiego stanu rzeczy sa m.in. nastepujgce:

- latwa izolacja niektorych tRNA'f6n

- znajomos$¢ struktur pierwszorzednych kilku tRNAMN®*N[2],

- oddziatywanie z prostym kodonem UUU (takze CUU), co utat?ria  badania
biosyntezy [ 4],

- istnienie sprawdzonych metod izolacji odpowiednich syntatez,

- wystepowanie w niektorych tRNA supermodyfikowanych nukleozydéw ty-
pu "Y" o niezwyktych wiasnosciach fizycznych i1 chemicznych.
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Omowienie przykiadéw wykorzystania wiasnosci nukleozydéw typu "Y" do
badan stru3rturalnych fenyloalaninowych tRNA stanowi¢ bedzie tre$s¢ niniej-
szego przegladu.

Woystepowanie nukleozydéw typu "Y" w strukturach pierwszorzedowych tRNA
oraz strukture i wiasnosci typu zwigzkéw oméwiono gdzie indziej (2, b5).

Obecnie ograniczymy sie do przypomnienia, ze nukleozyd "Y" wystepuje w
tRNA w pozycji przylegtej do konca 3' antykodonu. Nukleozyd ten ulega bar-
dzo tatwo rozszczepieniu w miejscu wigzania N-glikozydowego, podczas in-

kubacji w pH=2,9 w 37°C. Najbardziej charakterystyczng jego cechag jest
stosunkowo intensywna fluorescencja w temperaturze pokojowej w roztworach
wodnych. Diugosé¢ fali emisji wynosi okoto 440 nm przy wzbudzeniu 310 nm.
Te unikalne wiasnosci, dzieki ktérym nukleozydy "Y" ale przypominaja
zadnych innych komponentéw tRNA, sa pomocne w badaniach tRNA , w  szcze-
golnosci umozliwiajg poczynienie pewnych interesujgcych ustalern zwigzanych

ze strukturg przestrzenng tych czasteczek.

WYKORZYSTANIE FLUORESCENCJI NUKLEOZYDOW ,Y” W BADANIACH tRNA

Spektroskopia emisyjna w poréwnaniu z absorpcyjng jest znacznie  mniej
rozpowszechniona w badaniach biochemicznych, miedzy innymi ze wzgledu na
wieksze trudnosci instrumentalne, mniejszg uniwersalno$¢ i ograniczenia w
stosoweiniu ilosciowym. Mimo to, dzieki czutosci widm emisyjnych na wplyw
pH, stezenia, bezposredniego otoczenia chromoforu, pozwalajg one na  uzy-
skanie cennych informacji strukturalnych 6] takich, jak:

- otoczenie chromoforu i dostepnos¢ dla rozpuszczalnika,

- odlegto$¢ miedzy donorem a akceptorem, w przypadku przeniesienia
energii miedzy dwoma chromoformami,

- relaksacja rotacyjna chromoforu,

- geometria 1 symetria czgsteczki w stanach wzbudzonych,

Metody te znalazty dotychczas znacznie wieksze zastosowanie w bio-

chemii biatek niz kwaséw nukleinowych. Proste zasady kwasow nukleinowych,w
odréznieniu do aminokwaséw aromatycznych, nie fluoryzujg w temperatiurze
pokojowej w roztworach wodnych.
Chromofory kwaséw nukleinowych (A,G,C,D,T) majg bardzo podobne widma ab-
sorpcyjne i emisyjne, podczas gdy w biatkach aminokwasy aromatyczne (tryp-
tofan, tyrozyna, fenyloalanina) rozmieszczone sg w pewnych odstepach w
tancuchu polipeptydowym i réznig sie bardzo widmami od pozostatych amino-
kwasow.

Jedynie w przypadku tRNA modyfikowane zasady majga odmienne wiasnosci op-
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tyczne, oo pozwala na selektywne wzbudzanie okreslonych elementéw struktvir-

ry tRHA (charakterystyki fluorescencyjne modyfikowanych zasad podeuio w ta-

beli 1 [6]). Dlatego wiekszos¢ zastosowan metod fluorescencyjnych w bada-

niach kwaséw nukleinowych dotyczy tRNA,

Tabela |

Charakterystyka absorpcyjna i emisyjna niektérych zasad wystepujacych
w transferowych tRNA[6]

Nukle-
ozyd

mgG
m"G
C
sC
m~C
T

D

(mam)
s(meum)"U
s"U

y

P
XPR

mam

(@

Absorpcja
Xmax Cc'o’D
Cnm]

261 14.9
270 -
247,284  25.0,17.8

266 16.0
262 -
268,277 -
252 13.7
257,281 85, 74
259 16.3
248,272 10.0, 7.9
271 8.9
281 -
277 8.9
267 9,7
262 10.0
282 -
244,333 4.5,21.0
262 8.1
237,315 30.3

*Amax
[nmj
313
325
335
329
351
321
323
337
338
326
322
328
322
314
322
345
319
405
452a

Fluorescencja

"np

0.01
0.1
0.35
0.09
0.11
0.37
0.13
0.35
0.27
0.15
0.05
0.005
0.20
0.24
0.01
0.21
0.006
0.005
0.44
0.33
0.03

wydajnos¢ kwantowa fluorescencji
wydajnos¢ kwantowa fosforescencji

XER

[hm]

373
380
390
364
365
360
365
357
373
381
352
362
370
382
350
362
387
437
361
402

Xmax

Qnm]
397
412
425
411
405
409
402
448
414
423
405
407
428
438
405
425
429
461
425
450

Posforescenoja
p

0.015 2.4
0.01 1.65
0.25 0.36
0.045 2.5
0.03 3.2
0.03 1.95
0.07 1.3
0.005 1.8
0.14 1.4
0.01 1.6
0.01 0.3
0.1 0.04
0.05 0.8
0.005 0.3
0.0 0.55
0.01 0.3
0.035 0.04
0.08 l.9x10"
0.02 0.5
0.01 2.4

progowa dtugos¢ fali fluorescencji (krotkofalowa)
czas zycia stanu trypletowego

matyloaminometylo
w temperatiATze pokojowej
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Nukleozydy typu "Y" dobrze nadajg sie do takich badan, gdyz:

- ich absorpcja UV rozcigga sie do okoto 330 nm (dtugofalowe  maksimim
przy 315 nm), 00 pozwala na wzbudzenie promieniowaniem o dtugosci Tfali,
przy ktérej pozostate nukleozydy tRNAFgd praktycznie nie absorbuja. Naj-
nizszy wzbudzony poziom singletowy "Y" lezy znacznie ponizej tego poziomu
innych nukleozydéw, dzieki czemu przeniesienie energii do otaczajacych za-

sad jest bardzo mato prawdopodobne,
Fen

- Y jest jedynym nukleozydem w tRNA , ktéry w roztworach wodnych w
temperaturze pokojov/ej wykazuje istotng fluorescencje, Y/ydajnos¢ kwantowa
fluorescencji 7-metyloguanozyny w tRNAFbII z drozdzy jest o rzad wielkosci

mniejsza.

- fluorescencja "Y" jest bardzo podatna na wplyw otoczenia i polarnos¢
Srodowiska.

Wykorzystujagc powyzsze wiasnosci oraz nastepujace metody:

- fluorescencja (etatyczna)™

- polarnos¢ fluorescencji (statyczna),

- przeniesienie energii fluorescencji do innych chromoforéw,

- wygaszanie energii fluorescencji przez r6zne czynniki,

- pomiar czasow fluorescencji,

- nanosekundowa depolaryzacja fluorescenciji,
przeprowadzono szereg badan strukturalnych, gtéwnie na fenyalaninowym tRNA
z drozdzy.

Pakt zaleznosci wydajntosci kwantowej fluorescencji zasady "Y" od oto-
czenia i polamosci pozwolit na badsinie konformacji antykodonu.

Beardsley [s] stwierdzit, ze Intensywnos¢ fluorescencji "Y" w tRNAPen
drozdzy 1 kietkdbw pszenicy wzrasta 2-3 krotnie ze wzrostem stezenia jondw
MgZ+ w roztworze wodnym (rys. 1).

W obecnosci 0,1 M NaCl jony magnezu w stezeniach 10_:L —10_5 M majg ma-
ty wplyw na ogoélng strukture tRNA, Mimo to wnioskowa¢ mozna, ze miany
fluorescencji wywodza sie ze mian konformaoyjnych. Bezposrednie wiagzanie
Mg2+ do "Y" nie moze byd przyczynag zjawiska, gdyz efekt ten nie  wystepuje
w szesclonukleotydzie zawierajacym "Y". Autorzy sugerujag, ze zmiany  kon-
formacyjne objawiajg sie wiekszg dostepnoscig "Y" dla rozpuszczalnika,
w wyniku mniejszego chronienia przez przylegte elementy struktury  drugo-
i trzeciorzedowej, w nieobecnosci magnezu. Zwiekszenie oddziatywainia 2
rozpuszczalnikiem powoduje mniejszenie wzglednej wydajnosci kwantowej
fluorescencji oraz skroécenie czasu zycia fluorescencji. Nawet w  nieobec-
nosci magnezu nie byto mozliwe peilne przeksztatcenie tRNA w konformacje z

dostepna "Y".



331

Inni autorzy [ 9] sadza, ze
przyczyng tego mogty byd pew- L. .
ne o6ladowe ilosci Jonéw dwu- C*) ab00|-pCJa
wartosoiowych. Przypuszczal-
nie w miare obnizania stezenia
magnezu zachodza powolne zmia-
ny struktury trzeciorzedowej i

luh nawet rozerwanie pairowa-

nla zasad w antykodonie. g
Intensywnos$¢ fluorescencji H
zasady "Y" wzrasta réwniez w E
obecnosci D"O, w  przypadku, C
gdy prébki nie zawierajg il
P

magnezu, co potwierdza teze o
dostepnosci "Y" dla rozpusz-
czalnika, w tych warunkach[ 8;j.
Zmiana intensywnosci  wynika
prawdopodobnie ze zwolnienia
reakcji protonizaoJi-deproto-
nizacji. Inny mozliwy mecha-

nizm to zmniejszenie stopnia Rys. 1. Zalezno$¢ flaorescencjl *T" prny ASO na

reorientacji rozpuszczalnika (wzbudzenie 320 na) oraz absorpcji przy 237,5 na
w zaleznosci od stezenia jondéw nag-

wokét stanu wzbudzonego, o ile nezu [8j
ta reorientacja powoduje wy-
gaszanie fluorescencji.

Podczas pomiaru czaséw zycia fluorescencji w nieobecnosci magnezu zau-
wazono, ze niemozliwe jest odwzorowanie krzywej zcmlku emisji jedng fimk-
cja eksponencjalna, co wskazuje na istnienie w tych warunkach wiecej niz
jednej konformacji tRNA. Czasy zycia wynosza 6-7 nanosekund [s].

Technika nanosekundowej depolaryzacji fluorescencji [8] pozwolita usta-
li¢c stopien ruchliwosci zasady "Y" wzgledem catej czasteczki tliNA. W przy-
padku sztywnego vuniejsoowienia chromoforu, z rozmiaréw czgsteczki wylic™o
mozna teoretycznie czas roéwny 13 nanosekund. Poniewaz czasy mierzone  si(®
zawsze krotsze od 10 nemosekimd, zasada "Y" jest w pewnym stopniu swobodna
wzgledem czagsteczki tRNA, zarbwno w obecnosci jak 1 nieobecnosci jonow
magnezu. Swoboda ta jest jednak ograniczona, gdyz dla catkowicie ,ruchliwe-
go chromoforu czasy relalLksacji bytyby jeszcze krotsze. Taki wynik moze byod
zwigzany z ;

- rotacjag "Y" wokét wigzan pojedynczych,
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- ruchami torsyjnymi zasady "Y",

- ruchami antykodonu wzgledem catej czgsteczki tRHA.
Najprawdopodobniej rzeczywista przyczyng sa ruchy torsyjne zasady, cho¢
nie udato sie tego ustali¢ z pewnoscig [s].

Szczegotowo badano takze wplyw magnezu na fluorescencje fragmentow
RNAPEN

czasteczka dwunastonukleotydu lub spescionukleotydu, zawierajacych nukle-

z drozdzy [IOj . Badania te pozwolity m.in. stwierdzié, ze jedna

ozyd "Y", wigze jeden jon 2 (rys. 2) [10].

Hys. 2. Wzgledna intensywno$¢ fluorescencji oligonukleotydéw w funkcji stezenia mag-
nezu [10] ; o - szeScionukleotyd, stezenie 6,3 x 10“° H, x - dwunastonukleotyd,
stezenie 6,4 x 10“° M

Bardzo prawdopodobne jest istnienie réwniez innych centréw, stabiej wig-
zacyoh MgQ+ ["O?] .
Maass [11, 12j przeprowadzit szczegétowe badania termodynamiczne i1 Ki-

netyczne tRHAM®" z drozdzy, z wykorzystaniem pomiaréw UV i  fluorescencji
F@n

nukleozydu "Y" w funkcji temperatury, zaréwno catego tRHA , jak i frag-
mentéw otrzymanych w warunkach czesciowego trawienia rybonukleazami. Czes¢
antykodonowa tRNA z drozdzy (Pen 21-57) wykazywata w 111 NaCl dwa przejscia
konformacyjne. Przejscie niskotemperaturowe (T" = 48°C w 1 M NaCl) cha-
rakteryzowato sie czasem relaksacji 20 ms, a przejscie wysokotemperaturowe
(Trn = 72°C w 1 M NaCl) - czasem relaksacji 200 ms. Wyniki te uzyskano na
podstawie eksperymentéw "T-jump" monitorowanych fluorescencjga i absorpcja
UV. Przejscie niskotemperaturowe wigzato sie ze wzrostem intensyvmosoi

fluorescencji, a wysokotemperaturowe - maleniem.
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Takie zmiany konfomiécyjne wyjasniono przejsciami miedzy stanami poda-
nymi na rj'sunjtu 3 P2].
Model ten wyjasnia obserwowa-

ne zmiany fluorescenciji. Naj-

wiekszg int_ensywnc_)s’é err_lisji ob- _ ' S
serwowac¢ sie bedzie bowiem w sta- ! JP i

nie odpowiadajgcym modelowi lis- c\/fU /\‘

cia koniczyTiy, gdyz petla anty- U gg
kodonu jest tu nrymniejsza.W po- AAOT A-O < LF ’ay
zostatych stanach rozpuszczalnik Yo~V A *

ma wiekszy dostep do "Y", powo-
dujgc gaszenie fluorescencji.
Z danych tych vynika, ze po-
miary fluorescencji zasady "Y"
moga by¢ stosowane do szozegoto-
wej interpretacji krz ch top- .
ni;nia tRI\IIDAPeH. JW cz::;,;/ topniz- Ji?A*
nia petli antykodonu  obserwuje
sie zmniejszenie intensywnosci
fluorescencji. Zmniejszenie in-
tensywnoBoi fluorescencji tRNAPe»r rA Olj
w trakcie zmian temperatury sta-

nov/i wiec indykator topnienia u*A

antykodonu w badaniach catych crTeu wrc oo ACO;
czasteczek tRNA [I2] .

Juz uprzednio stwierdzono, ze

%0
D=

>—y

depolarj'zacja i1 gaszenie fluo-

« 0

v

rescencji zachodzi w niskotempe-

raturowych regionach krzywej top-
L . . Rys. 3. Zmiany konformacyjne fragmentu anty-
nienia, ale wtedy nie mozna by-  kadonowego tRNAN®“ z drozdzy [12] ; A. schemat

to stwierdzi¢ jednoznacznie po- przejscia niskotemperaturowego, B. schemat
przejscia wysokotemperaturowego

chodzenia tego zjawiska
Catoksztatt zebranych danych pozwala sadzi¢, ze topnienie tRNA‘Pen
drozdzy odbywa sie w nastepujacych etapach:
- przeksztatcenie struktury trzeciorzedowej w "liS€ koniczyny",
- topnienie ramienia akceptorov;ego i antykodonu,
- niezalezne topnienie ramienia tVC i dwuhydrourydynowego

Pe

Rysunek 4 pokazuje zalezno$¢ fluorescencji i absorpcji UV tRNA " od tem-

peratury [I1] .



334

Rys. 4. Krzywe topnienia tRHA®* z drozdzy w obecnosci 2 mM MgCI2 w buforze kakody-

lan sodu 0,01 M, FH = 6,8 zawierajgcym 0,1 M NaCl [I-fl ;—--—- absorgcja réznicowa
A260/2°C, fluorescencja réznicowa w jednostkach wzglednych,wzbudzenie 313 nm,
emisja 340 nm, ------- depolaryzacja fluorescencji mierzona przy tych samych  dtugos-

ciach fali

Badanie wygaszania fluorescencji nukleozydu "Y" w tRNA w obecnosci in-
nych czasteczkach chromoforowych, przez singletowo-singletowe przeniesie-
nie energiijdostarczyto szeregu interesujacych informacji strukturalnych.

Teoria singletowo-singletowego przeniesienia energii jest dobrze opra-
cowana [13, 14]. Wzgledna efektywno$¢ przesuniecia energii jest odwrot-
nie proporcjonalna do szdstej potegi odlegtosci miedzy donorem  (np. "Y")
a akceptorem. Waznym parametrem charakteryzujgcym system jest tzw. odleg-
tos¢ Pbrstera - RO. Jest to taka hipotetyczna odlegtos¢ miedzy donorem
a akceptorem, przy ktorej fluorescencja donora jest wygaszana w 509"

Beardsley i Cantor [15] zastosowali pomiary przeniesienia energii z za-
sady "Y" do chromoforu zwigzanego z koncem 3'CCA tRNAP©n, do okre/élenia od-
legtosci miedzy ramieniem aminokwasowym a antykodonem w tym tRHA.

Jako akceptory zwigzane z koncem 3' wykorzystano akryflawine, hydrazyd
kwasu proflawinylooctowego i 9-hydroazynoakrydyne. Akryflawina jest ideal-
nym akceptorem energii stanu singletowego z zasady "Y", poniewaz jej widmo
absorpcyjne pokrywa sie Z widmem emisyjnym "Y", oraz charakteryzuje sie
duzym molowym wspoétczynnikiem ekstyncji (3,3 x 100 M 7). Z wartosci tej
przy okreslonych zatozeniach obliczono odlegto$s¢ PBrstera réwng 30 8.

Dla 9-hydroazynoakrydyny R” = 24 8. Hydrazyd kwasu proflawinylooctowego
charakteryzuje sie absorpcjg w regionie 315-325 nm, a wiec w zakresie uzy-
wanym do wzbudzenia "Y", oo zmusza do wprowadzenia dodatkowych  poprawek.

Pewne trudnosci zwigzane tez sa z niestabilnoscig wigzania  barwnikéw  z
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tRKA, w zwigzku z czym trudno uzyska¢ peine podstawienie konca 3'. Po
wprowadzeniu koniecznych poprawek stwierdzono, ze efektywno$¢ przeniesie-
nia energii jest mniejsza od 0,5, a wiec odlegtos¢ barwnik - "Y", a tym
samym ramie aminokwasowe - antykodon, jest wieksza niz 30 8, prawdopodob-
nie w granicach 40-60 8.

Wynik ten jest oczywiscie przyblizony. Zwigzanie akceptora moze zmie-
nia¢ konformacje tRNA, a takze stosowane barwniki mogg ulega¢ interkalaoji
w dwuspiralnych regionach tRNA. Mimo to mozna wykluczy¢ szereg hipote-
tycznych struktur, w szczegoélnosci wszystkie te, w ktérych ramie aminokwa-
sowe jest natozone na ramie antykodonu. Bledy systematyczne tak wykonanych
oznaczen moga dochodzi¢ do 20”. Najbardziej niepokojgcym zrédiem niescis-
tosci jest milczace przyjecie w obliczeniach zatozenia, ze katy miedzy
momentami dipolowymi przejs¢ donora i akceptora sg dowolne i przypadkowe.
W celu udowodnienia tego zatozenia nalezatoby wykazaé, ze nie ma  ograni-
czenia rotacji zwigzanego barwnika ani zasady "Y". Przytoczone wyzej po-
miary nanosekundowej depolaryzacji fluorescencji zasady "Y" w tRNA®" fs]
wskazujg, ze w przypadku "Y" zachowana jest dos$¢ duza swoboda rotaoji.Dal-
szym faktem przemawiajagcym za rotacyjnym usrednieniem orientacji donora i
akceptora jest podobienstwo wynikow tych trzech réznych barwnikéw o  réz-
nych incierunkowaniaoh dipola przejscia wzgledem wigzania #taczacego je z
tRNA.

Podobne wyniki uzyskano niedawno stosujgc tRNA zawierajacy formyoyne
(rys. 5) zamiast koncowej adenozyny [i9].

Te samg metode Tao, Nelson i1 Cantor [16] za-
stosowali do okreslenia odlegtosci miedzy "Y" w
antykodonie a czagsteczka bromku etidium  zwia-
zanag z tRNA przez interkalacje.

Bromek etidium (BE)-bromek 2,7-dwuamino - 9-
fenylo-10-etylofenantrydyniowy - jest popular-
nie uzywany do badania struktury kwaséw nukle-
inowych. Wiazanie BE zachodzi przez interka-
lacje miedzy parcuni zasad [I"d» co pozwala sto-
sowa¢ go do odréznienia regionéw spiralnych
tRNA. BE jest zwigzany sztywno z czgsteczkg RNA
i nie ma prawie zadnej swobody rotacyjnej. Wid-
mo absorpcyjne BE w zakresie widzialnym naktada fRIYJSSress'ce'\rlgl/(jtr?éestzog?)\c/vzgrjlefiw
sie w dostatecznym stopniu z emisja "Y", a  badaniach tRNA,a - bromek

. . .. .. etidium, b - formycyna
wiec mozna go stosowaé jako akceptor energii.
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Stwierdzono, ze zP.rdbwno w obecnosci jak i nieobecnosci jondvp; mat;
wych z drozdzy wigze silnie jedng czasteczke bromku etiiddium.W
obecnosci Mg2+ wigzanie BE powoduje silne wygaszanie fluoresoennccji nul
zydu "Y" (rys. 6 a). Wydajnos¢ kwantov/a fluorescencji "Y" vi obbeecnosc
néw magnezu bardzo nieWiele zmienia sie pod wplw/em dodatkui bar
(rys. 6 b).

Rys. 6. Wzgledna fluorescencja bromku etidium, (wzb. 520 nm, em. 581 nimm)i) oraz

ozydu "Y" ( wzb. 320 nm, em. 30 nm), w funkcji wzglednego stezenia b;bDromku

dium [16]; a - w nieobecnosci jonéw magnezu; b - w obecnosci 0.002;66l1 M
magnezu

Pomiary czasu zaniku fluorescencji "Y" daty nieoczekiwany wvjvyynik,
zaniku florescencji, niezaleznie od stezenia magnezu, nie zmierennia si(
vipty.vem oddziatywania z bromkiem etidium. Oznacza to, ze vvygaES25zzanie
rescencji "Y" przez BE jest w nieobecnosci magnezu catkowite, rnnatomi
obserwowanej fluorescencji przyczjTiiajg sie jedynie czasteczkiii tRMA
zawierajgce zwigzanego barwnika. Z tego wynika, ze bromek eti¢diliium w
obecnosci magnezu zwiazany jest znacznie blizej nukleozydu " "**, niz
odlegtos¢ POrstera (R = 24 X), przypuszczalnie w ramach dwusjpniiralne.
cink” ramienia antykodonu. Niecatkowite wygaszenie fluorescemciacji
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ray duzych stezeniach BE (o$miokrotny nadmiar molowy w stosunku do tENA),
3aanaczy¢ nalezy istnieniem niektorych czasteczek tRMA w konformacji nie-
dolnej do wigzania barwnika. W obecnosci magnezu przypuszczalnie istnie-
e kilka stabych centréw wigzania BE, Poniewaz nie obserwuje sie wygasza-
ta fluorescencji ("Y"), najbardziej istotne z tych centrow znajduje sie
aleko do "Y",na pewno nie w petli antykodonu. Rezultaty te podsumowuje

ys. 7 [16].
| w poézniejszych badaniach Maass [9] stwier-
zit, ze w nieobecnosci magnezu tRKA z
rozdzy wiagze trzy czasteczki bromku etidiizm,
dopiero przy stezeniu jonéw magnezu 0,5 M
iozba centréw ograniczona jest do jednego,
yniki Tao 1 wspotpracownikéw [16] odniesc
iec raczej nalezy do dwdch réznych stezen
agnezu. Prébki okreslane przez tych  autorow
ako "bez magnezu", zawiera¢ musiaty zanie-
zyszczenia jonowe.
Wiasciwosci fluorescencyjne nukleozydu "Y"
tRMAM®"” wykorzystano takze do badania od-

ziatywan z innymi molekutami.

Rys. 7. Schemat przedstaela-

Jacy uptyw Jonéw magnezu na

wigzanie bromku etidium do

tRNAM®®. Czarny prostokat

przedstawia bromek etidium
Pie

Jedng z funkcji czasteczki tRNA jest oddziatywanie z kodonem na ryboso-
ie. Nie zanika ono jednak w nieobecnosci rybosomu [20, 2I] . Eisinger [2Q]

adat te interakcje w fenyloalaninowym tRHA z drozdzy, stosujac metody
luorescencyjne. Podczas dodawania kodonu UBC lub oligomeréw zawierajgcych
odon "wobble" - UlIU do roztworéw tRHA zaobserwowano mate przesuniecie

lajtsimum emisji fluorescencji "Y" w kierunku fal krotszych. Poniewaz zja-

jigka tego nie zaobserwowano przy dodawaniu poli (C) lub przy  zmianie
tezenia magnezu, przyjeto, ze jest ono spowodowane nieco bardziej hydro-

obowym otoczeniem chromoforu "Y" w warunkach udziatu sasiednich zasad
-antykodonu) w oddziatywaniu wodorowym z UDC lub UUU. Wigzanie tych kodo-

6w zachodzito tylko w obecnosci magnezu. Efekt przesuniecia maksimum

P6H

;‘nlsji wykorzystano do oszacowania sity wigzania oligomerow z tRNA , Re>-
"bstrowano aniany widmowe przy zwigkszaniu stezenia UCC w roztworze. Zna-

30 ksztatt widma w nieobecnosci UBC 1 przy duzym nadmiarze UUC obliczono
‘mefamsk czagsteczek tRHA zwigzanych z tym kodonem przy kazdym jego posrednim
*tezeniu. Z tych danych obliczono stalg asocjacji w réznych temperaturach.
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Na podstawie znanego réwnania:
AP= AH - TA S=-RT LnK

oszacowano wartos¢ parametréw/ termodynsimicznych dla asocjacji antykodonu
z UUC:

AP = - 4kcal/M
AH = - 15 koal/M
TAS = - 11 kcal/M/w 10°C/

Metody fluorescencyjne stonov/ano wielokrotnie do badania reakcji enzy-
matycznej aminoacylacji tRHA exiinokwascm przy pomocy enzymu aminoacylo-
tRNA-syntetazy. V/ykorzystj-wano w tjm celu naturalng fluorescencje reszt
tryptofanowych syntezy lub grup fluorescencyjnych przylgczonych do enzymu
lub tRHA [22-28].

Do niedawna sadzono, ze region antykodonu ma minimalny wplyw na reakcje
aminoacylacji. Maass doniost jednak osta.tnio o vptyv;ie fenyloalanylo-tRHA-
syntetazy na fluorescencje nukleozydu "Y" v/ tRHAM®” z drozdzy [29] . Bada-
nia fluorescencyjne pozwolity na ustalenie szeregu parametrow Kinetycz-
nych asocjacji enzymu z tRHA. Y nieobecnosci jonow Mg2+ syntetaza pov/oduje
wzrost intensywnosci fluorescencji "Y" w tRHA. Podobny efekt wywiera  do-
datek jonéw magnezu. Zjaw/isko to ttumaczg autorzy lokalnym wplywem synte-
tazy na region antykodonu, prowadzacym do ostaniania chromoforow przed
gaszacym dziataniem czasteczek wody. W roztworach zawierajacych zarobwno
jony magnezu jak i syntetaze, enzym zmniejsza intensywnos$¢ fluorescencji,
a za tym rediikuje efekt octuronny jonéw m/.ignezowyoh. Miareczkowanie tRHA
syntetazg, kontrolowane fluorescencyjnie pozwolito ustali¢, ze tworzy sie
kompleks o stechiometrii 1:1 (rys. 8).

Syntetaza serynowa nie ma wplyv/u na fluorescencje nukleozydu "Y".

Wykonano réwniez pomiary Kinetyczne oddziatyv/ania syntetazy z tRHAPen
technikag "stopped flow". W pierwszym etapie nastepuje asocjacja tRHA z
enzymem, o statej szybkosci rzedu k = 1,6 x 108 M1s" . stata ta wskazuje,
ze szybko$¢ asocjacji jest niemal kontrolowana dyfuzyjnie. W  nastepnym,
kontrolujgcym szybkos$¢, etapie zachodzi powolne uwalnianie zaminoaoylov/ane-
go tRHA, ze stalg szybkosci okoto 2,5 s“* (o ile reakcje prowadzi sie w
obecnosci fenyloalaniny i adenozynotréjfosforanu). Poniewaz stwierdzono
niezaleznie, ze same uwalnianie aminoacylo-tRHA zachodzi przynajmniej 0
rzad wielkosci szybciej (stata rzedu 27 s* ), etap ten nie decyduje o cgoél-

nej szybkosci reakcji aminoacylacji enzymatycznej.
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CtRNA%e'N
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A2ri(Moadat-igio-t?NA- SijnfEttIZci

Rys. 8. Wygaszanie fluorescencji zasady "Y” w tRNA ® przez fenyloalanylo-tRNA-syn-
tetaze, w obecnosci 10”2m Mg"™* v 20®C, Wzbudzenie przy 313 nm, emisja przy 450 nm.
Uwzgledniono poprawke na fluorescencje dodanego enzymu C29]

Jak starano sie pokaza¢ powyzej, fluorescencja nukleozjdéw "Y" moze by¢
wykorzystana do bardzo réznorodnych badan strukturalnych i biochemicznych
tRNA, dostarczajac wielu cennych infonnacji, czesto niedostepnych na in-
nej drodze. Szczegdlnie interesujgce dane uzyska¢ mozna z precyzyjnych po-

miarow emisji w warunkach nieréwnowagowych.

WYKORZYSTANIE WEASNOSCI CHEMICZNYCH NUKLEOZYDOW ,Y”
W BADANIACH tRNA

Wiasnosci chemiczne nukleozydéw "Y" [30] sg mato znane ze wzgledu na
dostepnos¢ jedynie mikrogramowych ilosci tych zwigzkéw oraz brak, jak do-
tychczas, odpowiednich modeli syntetycznj'ch. Syntetyczne zasady "Y" i "VJ
réwniez prawie nie byty badane pod katem wiasnosci chemicznych.

Wiadomo jednak, ze w pH = 2,9, wigzanie N-glilcozydowe zasady "Y'z
czescig rybozowg nukleozydu ulega tatwo rezerwaniu, dajac wolng zasade i
reszte rybozowg w tRNA, zawierajgcg reaktywng grupe aldehydows [31,32,37].
Te. catkowicie unikaln™ w chemii tKUA wiasnoé¢ wykorzystano niejednokrotnie
do badania kwaséw nukleinowych”m,in, do;

- specyficznego przecinania tRHAPen na dwie potowy.
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- przylaczenia w miejscu zasady "Y" innych zwigzkow,

- badania udziatu antykodonu w réznych oddziatywaniach.

W pracowni H.G. Zacham stwierdzono, ze traktowanie tRHA zawierajacego
grupe aldehydowa, po wycieciu zasady "Y", aminami w duzym stezeniu prowa-
dzi do powstania zasady Schiffa, a nastepnie do przeciecia tancucha poli-
nukleotydowego [33,34]. Tak otrzymane dwie "potowy" tRNA mozna rozdzie-
li¢c 1 uzywa¢ do dalszych badan strukturalnych.

Przy zastosowaniu jednak 100-krotnie mniejszego stezenia aminy  zacho-
dzi trwate kowalentne przytgczenie tej aminy do tRHA, przez utworzenie
N-glikozydu lub zasady Schiffa [35] . Wigzanie to jest trwate w pH=7,0 Ilub
7,5. W pH=4,0 zachodzi tatwo hydroliza. Redukcja borowodorkiem sodu pro-
wadzi do powstania aminy drugorzedowej, trwatej takze w kwasnym S$rodowis-
ku [35] .

Metoda ta pozwolita na przytaczenie do tRHA w pozycji przylegtej do
konca 3' tintykodonu zwigzkéw silnie fluoryzujacych - proflawiny lub bromku
etidium [35] .

W potaczeniu z dotychczas stosowanym;

- sprzeganiem zwigzkéw fluoryzujacych z ryboza koncowej adenozyny 3°,

- zastepowaniem koncowej adenozyny formycyna,

- oddziatywaniem niekowalencyjnym.

Ta nowa metoda znaczenia fluorescencyjnych tRHA®** umozliwi dalsze bada-
nia strukturalne 1 studia oddziatywania z enzymami, przy pomocy technik
opisanych powyzej.

"Wycinanie" zasady "Y", a wiec do$¢ powazna zmiana w natywnej struktu-
rze antykodonu, moze stuzy¢ do oszacowania udziatlu tej czesci czagsteczki
tRNA w oddziatywaniu z Innymi czgsteczkami biologicznymi.

Stwierdzono na przyktad, ze usiiniecie "Y" nie zmniejsza stopnia amino-
acylaoji tRHA w uktadzie homologicznym, chociaz reakcja zachodzi odmien-
nie [31,32,36]. Podobnie, wyzej przedstawione zastgpienie "Y" fluoryzuja-
cymi barwnikami [35] wywiera tylko niewielki wplyw na aminoacylacje homo-
logiczng,ale do$¢ powaznie sanniejsza wydajno$¢ aminoacylacji heterologicz-
nej enzymem z E.coli. Zredukowany borowodorkiem tRHA - bromek etidium w
ogdle nie jest aminoacylowany w tych wariankach [35] .

Transferowy RHAM®" pozbawiony zasady "Y" zupeinie inaczej zachowuje
sie rowniez w oddziatywaniu z tetramerami komplementarnymi do petli anty-
kodonu (GCAG, UnCA, UCCC, GACC) - [38] . Zmniejszenie stalej wigzania te-
trameréw  wyjasni¢ mozna zmianami konformacyjnymi tRHA polegajacymi na
zmniejszeniu sztywnosci struktiary petli antykodonu [38] . Bardziej elastycz-
na petla wigze oligomery znacznie stabiej [38] .
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Ha zakonczenie warto wspomnie¢, ze specyficzne zachowanie sie fenyloa-
laninowyoh tRNA na kolumnach wypetnionych benzoilowang DEAE-celulozg, po-
zwalajgce wydzieli¢ w sposéb prosty np. tRNA z drozdzy, bywa niekiedy
przypisywane obecnosci w tym kwasie hydrofobowej zasady "Y" [3/ .

PODSUMOWANIE

Obecnos¢ niezwyktych zasad supermodyfikov;anyoh, znanych jako "Y" w an-
tykodonach szeregu fenyloalaninowych tRNA moze by¢é m.in. wykorzystana do
badan:

- ksztatltu i1 wielkosci czagsteczki tRHA w roztworze,

- udziatu antykodonu w strukturze trzeciorzedowej tRNA,

- miejsca wiazania innych czasteczek fluoryzujacych,

- dostepnosci antykodonu dla wody i inn;'ch czasteczek srodowiska,

- przejs¢ konformaoyjnych antykodonu,

- wptywu réznych czynnikéw na konformacje tRHA,

- udziatu antykodonu w oddziatywaniach z enzymami i oligonukleotydami,
a takze do:

- specyficznego rozcinauiia czgsteczki tRNA,

- wprowadzanie zwigzkéw syntetycznych w pozycje przylegla do antykodonu,

- szybkiej izolacji fenyloalaninowych tRHA.

JesteSmy przekonani, ze podeuie przyktady nie wyczerpuja potencjalnych
mozliwosci badawczych. Poznsinie struktur i wiasnosci dalszych zasad "Y"
przyczyni sie do zmiany mozliwosci potencjalnych w konkretne  fakty nau-
kowe.
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DYSKUSJA

Dyskusja dotyczyta zaleznosci kwantowej fluorescencji nukleozydu Y od
konformacji tRNA, a w szczegdlnosci mechanizmu gaszenia fluorescencji
przez czasteczki wody w rozplecionej konformacji petli antykodonu.
Wskazano na celowos$¢ przebadania zaleznosci wydajnosci kwantowej fluores—
cencji zasad Y od rodzaju rozpuszczalnika. Zwrdcono réwniez uwage, ze nie
zbadano dotychczas dokitadnie stabilnosci nukleozydu Y w zakresie pH od 3
do 7. Pytano takze o szczegoty eksperymentalne reakcji utlenionego tRNA
z fluoryzujacymi barwnikami.
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Franciszek Kazmierczak, Jerzy Langer

ZWIAZKI MODELOWE W BADANIACH ODDZIALYWAN
NIEWIAZANIOWYCH | PRZEMIAN FOTOCHEMICZNYCH
KOMPONENTOW KWASOW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

Przedyskutowano mozliwosci zastosowan zwigzkéw modelowych do badan aso-
cjacji warstwowej i przemian fotochemicznych zasad-skiadnikéw nukleotyddw.
Omoéwiono budowe komplekséw van der Waalsa oraz struktviry produktéw reakcji
fotochemicznych (dimeryzacji) pirymidynowych analogéw nukleotydow i wol-
nych zasad.

Przedstawiono mechanizmy reakcji fotoprzytgczania i fotodimeryzacji za-
sad pirymidynowych.

Czesc |

ASOCJACIA WARSTWOWA (STACKING) - ODDZIALYWANIA
NIEWIAZANIOWE WOLNYCH ZASAD, NUKLEOZYDOW | NUKLEOTYDOW

Stabilnos¢ spirali kwasu nukleinowego jest w duzym stopniu uwarunkowa-
na oddziatywaniami pomiedzy sasiednimi zasadami nici tego kwasu. Poza tym
udziat w stabilnosci maja elektrostatyczne oddziatywania pomiedzy grupami
fosforanowymi ujemnie natadowanymi. Specyficzny wpltyw wywierajg rowniez
reszty cukrowe (rybo- i dezoksyrybo-) [1],

Wolne zasady, niikleozydy i nukleotydy w srodowisku niewodnym i w stanie
krystalicznym ulegaja asocjacji poprzez wigzania wodorowe. Natomiast w $ro-
dowisku wodnym obserwuje sie silng asocjacje warstwowg (wertykalng), przy
czym zasady znajduja sie wzgledem siebie w ptaszczyznach réwnolegtych, od-
dalonych od siebie o okoto 3-4”~. W tych warunkach powstajg nie tylko dime-
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rywale rOv.Tiie4 wyGolcospollmeryzowane uktady. Za takim modelem asocjacji
w $Srodowisku wodnym przemawiajg wyniki uzyskane z pomiaréw fizycznych.
Ts'olL2] i in. [3,4,5] w wyniku badan zmian cisnienia par roztworéw ze
zmiang stezenia puryny, urydyny i cytydyny okreslili state réwnowagi aso-
cjacji (tabela I).

Tabela |

Aasoc j. [mol”N

Zwiazek
Inozyna 3,0 ,8)"
1-Metyloinozyna 1,8-2,0
Puryna NN
Rybozylopuryna 1,9
6-Metylopuryna 6,7
Adenozyna 4,5
2 '-0-Metyloadenozyna 5,1
2'- Dezoksyadenozyna 4,7-7,5
6-egzo-N-Metyloadenozyna 11,8-14,9
6-egzo-N-Metylo-2'-
-Dezoksyadenozyna 15,9
6-egzo-N ,II-Dw\mietyloade-
nozyna 22,2
Drydyna 0,61
Cytydyna 0,87
5-Bromourydyna 1,0

*z pomiaréw sedymentacyjnych

Z tabeli wynika, ze po podstawieniu protonéw zdolnych do tworzenia wia-
zan v/odorowych grupa alkilowa warto$¢ statej asocjacji wzrasta. Podstaw-
niki metylowe i halogenowe pov/odujg réwniez wzrost statej asocjaciji. Ze
wzgledu na brak wyraznego wptywu reszty cukrowej mimo zwiekszonych  v;tas-
nosci hydrofilowych na stalg asocjacji, przypuszcza sie, ze asocjacja za-
sad zwigzana jest z ich specyficznymi wilasnosciami.

Tworzenie asocjatéw zachodzi réwniez w roztworach zawierajgcych miesza-
nine zasad, mncleozydéw i nukleotydoéw. Dla takich uktadéw state asocja-
cji zostaty okreslone ze zmian rozpuszczalnosci jednej zasady w obecnosci
drugiej (tabela I1).

Z analizy tabeli | i Il wynika nastepujacy szereg oddziatywan zasada -
zasada:

puryna-puryna > puryna-pirymidyna > pirymidyna-pirymidyna.
Ten szereg oddziatyv;an potwierdzity réowniez badania termodynan; czne aso-
cjacji szeregu puryn i pirymidyn [2,4,7,8,11,12,13] . Kalorymetryczne po-
miary dostarczajg danych o entalpii, entropii i swobodnej energii asocja-
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cji. Dla szeregu pochodnych puryny otrzymane [s] termodynamiczne parametry

asocjacji przedstawiajg sie nastepujgco (tabela 111),
Tabela |11
K . [raol'AJ
Uktad asocj.
Adenina - puryna 9,3
Adenina - cytozyna 4,6-5,0
Adenina - urydyna 4,3-4,9
Adenina - pirymidyna 1,8-2,3
Adenina - fenol 2,3-3,1
Tymina - puryna 1,6-2,3
Tymina - urydyna 1,1-1,2
Tymina - pirymidyna 0,8-0,9
Tabela 11
Zwiazek 0° 3° K
Piu-yna - 4,2 - 0,44 - 13 2,1
6-1,ietylopuryna - 6,0 - 1,12 - 16 6,7
Rybozylopm-yna - 2,0 0,5 - 5 2,7
Dezoksyadenozyna - 3,7 - 15 - 7 12
Kofeina - 34 - 15 - 6 13
6-Dwumetyloaminopuryna - 91 - 74 - 225

Z tych danych wynika, ze modyfikacje pierscienia purynowego wywierajga
znaczny wplyw na entalpio asocja'.i, hwcbodna energia asocjacji nie Kkore-
luje dobrze ze zmianami entalpii. Skomplikowany wptyv; entropii jest prav/-
dopcdobnie odbiciem znian struktury czrstcczek wody i stereochenii od-
dziatujgcych zwigzkoéw. V'prov/adzenie grupy metylowej w potozenie 6 puryny
ma stabilizujagcy wptyw o0 2,0 do 2,5 kcal/mol. Kwantowe - mechaniczne obli-
czenia [9,10] energii oddziatyv/an puryny i 6-metylopuryny wykazaty, ze
podstawienie grupa metylowag v/ywotuje stabilizuj-ce oddziatywanie rzedu
2-3 kcal/niol. Addycja rybozy do uryny i dezoksyrybosy do adeniny nie wywotuje
duzych zmian entalpii. Prav«3opoOobnie spov;odow..ne to jest wplywem na kon-
formacje asocjatow. DI kofein," nalezy cczekivr.c silnj'ch oddziatywan aso-
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ojacyjnych (na podstawie statej asocjacji). Umiarkowana warto$¢ entalpii
asocjacji (-3,4 kcal/mol) wskazuje na znaczenie i udziat entropii w two-
rzeniu komplekséw asocjacyjnych.

W oparciu o znajomos$¢ entalpii molowej i wspétoz~Tinika osmotycznego
okreslono [lI] entalpie asocjacji pirymidyn (tabela V).

Tabela v

Zwiazek 6° S° K
Rybozylo-puryna -2,5 -0,28 -7 1,9
Cytydyna -2,8 0,08 -10 0,87
Drydyna -2,7 0,29 -10 0,61
Tymidyna -2,2
5-Bromourydyna -2,7

Entalpia asocjacji dla nukleozydéw pirymidynowych w wodzie wynosi okoto
-2,5 koal/mol, co stanowi okoto potowe odpowiedniej wartosci dla  6-mety-
lopuryny. Dla cytydyny, urydyny i tymidyny nie obserwowano zjniaui entalpii
ze zmiang stezenia. Dla 5-bromourydyny obserwowano wzrost entalpii (w za-
kresie stezen od 0,31 do 0,05 mola entalpia wzrasta od -2,7 do-3,9 koal/®iQL)»
Te efekty tHhmaczy przyjecie hipotezy, ze dla cytydyny i urydyny
rownowage opisuje jednostopniowa stata natomiast wiecej niz jedna stata
jest konieczna w przypadto/ roztworu 5-bromoxirydyny.

Asocjacje warstwowg pirymidyn i puryn w wodnych roztworach potwierdza-
ja roéwniez badania wilasnosci optycznych tych zwigzkéw. Stezeniowe badania
[5] absorpcji dezoksyadenozyny przy 260 nm wykazaty zmniejszanie sie war-
tosci 6 przy wzroscie stezenia (odchylenie od liniowos$ci prawa Beera ,

tabela V).

Tabela

Te wyniki wskazuja na asocjacje czasteczek dezoksyadenozyny w roztworze

wodnym.Solie i Schellman [ 5] obliczyli, ze 0,045 molowy wodny *  roztwor
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dezoksyadenozyny zawiera 56" czgsteczek monomeru, 28" oz. dimeru, 12" cz.
trlmeru, 4" te.trameru i cz.pentameru.

Przedstawione dotychczas wyniki badan nad asocjacjg warstwowg pirymi-
dyn i puryn dostarczajg wiedzy o stopniu oddziatywania miedzy nimi. Jednak
na podstawie tych aanych nie mozna nic powiedzie¢ o wzajemnym potozeniu
czgsteczek zasad w kompleksach asocjacyjnych. Takich informacji dostarcza-
ja badania magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).

Ze wzrostem stezenia piwynoviych pochodnych w wodzie obserwuje sie  wy-
razne przesuniecia sygnatow MIR w kierunku silnych pdl. Zaobserwowano, ze
przesuniecie to jest tym wieksze,im wieksza jest warto$¢ statej asocjacji K
(tabela V),

Tabela VI

Zalezno$¢ przesunie¢ chemicznych protonéw od stezenia w DO [3]

(zmiana stezenia od 0 do 0,2M, czestotliwos¢ generatora 60 MHz)

Zwigzek Temp. CM-H C8-H Cg-H C,j-H CH3 K

asocj.
Inozyna 32 6,4 53 - 7,1 - -
1-14etyloinozyna 33 8,9 6,4 - 6,8 53 1,82
Puryna 25-27 12,6 9,6 14,2 - - 2,1
6-Hetylopuryna 25-27 19,4 13,3 - - 17,0 6,7
Rybo zylopuryna 30 10,7 6,4 13,1 8,8 - 1,9
Adenozyna 32 14,8 8,3 - 6,9 - 4,5
6-egzo-H-metylo-2-
-dezoksyadenozyna 32 26,0 15,8 _ 14,0 15,2 15,9

6-egzo-NN-Dwumety-
loadenozyna 28 27,2 145 - 14,4 255 22,2

Na widmach NMR puryny i 6-metylopuryny [l14] ze y/zrostem stezenia obser-
wuje sie przesuniecia wszystkich sygnatow w kierunku wyzszego pola. Prze-
suniecia takie w przypadku zv;igzkbw aromatycznych zwigzane sg z magnetycz-
na anizotropig wywotang pragdami pierscieniowymi. Efekt stezeniowy dla pu-
ryn wynosi;

0,60 - 0,70 ppm dla pierscienia pirymidynowego”®

0,48 ppm dla pierscienia imidazolowego .
Odpowiednie przesuniecia dla 6-metylopiu-yny sg wieksze:

0,76 ppm dla pierscienia pirymidynowego,

0,53 ppm dla pierscienia imidazolowego.
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Zaleznos$¢ temperaturowa  stezeniowego efektu NMR sugeruje egzotermiczny
charakter procesu asocjacji. Ze wzrostem temperatury obserwuje sie obnize-
nia efektow. Te dane koreluja z danymi kalorymetrycznymi. Efekt stezeniowy
nie wystepuje w I»1S0 i EMP, tylko w wodzie. DMSO 1 laiP znane sa jako czyn-
niki denaturujgce. Asocjaty ulegaja rozerwaniu w rozpuszczalnikach orga-
nicznych, z podwyzszeniem temperatury i ze zmiang pH $rodowiska.

W oparciu o dcuie NMR mozna stwierdzi¢, ze asocjacja nukleozydéw puryno-
wyoh jest wieksza niz samych puryn. Badania metylowanyoh pochodnych wska-
Zuja, ze asocjacja nie zachodzi poprzez tworzenie wigzan wodorowych , np.
N-6-dwumetyloadenozyna asoojuje silniej niz adenozyna, mimo likwidacji
centréw donorowych dla wigzan wodorowych.

Z badan NMR [3j wynika, ze miejscem asocjacji nukleozydéw sg zasady.
Modyfikacja pentoz”™ np. poprzez metylowanie, moze dziata¢ inhlbitujaco
na asocjacje ze wzgledow eterycznych. W oparciu o wyniki NMH proponuje sie
dwa modele:

Uklad B  faworyzowany jest przez zmniejszong zawade przestrzenna rjrbozy
i zmniejszone odpychanie miedzy momentami dipolowymi sgsiednich zasad.
Te modele przedstawiajg usredniong konformacje zasad. Energia asocjacji
jest rzedu wielkosci KT, wiec kompleksy posiadajace rézne konfonnacj'e s™b-
ko przechodzg jeden w drugi.

Asocjaty Vi roztworach sg stabilizowane sitami wzajemnego oddziatywania
miedzy zasadami 1 efektami zwigzanymi z oddziatywaniem rozpuszczalnika z
zasadami wolnymi (niezasocjcwanymi) i zasocjcwanymi. Oddziatywania  zasa-
da — zasada sg uwarunkowane sitami van der Waalsa - Londona.

Hipoohromizm
Dobrze znang cechg widm w UV kv/asow nukleinowych jest tzw. efekt hipo-
chromowy tzn. zmniejszenie integralnej powierzchni pasma absorpcji polime-
ru w odniesieniu do mononukleotydu. Utosowane jest réwniez pojecie '"hipo-
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Prawie wszystkie wspomniane wyzej reakcje przebiegaja zgodnie ze sche-
matem a na rys. 3. Schemat b obowigzuje w przypadku przytgczania zwigzkow
siarki, czesciowo amin i ewentualnie 272’ przytaczanie zalezy od
mechanizmu procesu. Przyjmowanj' dotychczas mechanizm nukleofilowego przy-
taczania [4,393, przynajmniej do reakcji biegngcych ze wzbudzonego  stanu
singletowego (a do takich nalezg np. reakcje hydratacji), nie wydaje sie
by¢é mozliwym. Zarzuty sg nastepujace:

1. w stanie wzbudzonym obserwujemy zwiekszong gestos¢ elektronéw v; pozycji

C6 przy jednoczesnym jej zmniejszeniu na weglu 05,

2. krotki czas zycia stanu singletowego oraz znaczne zmniejszenie rzedu
wigzania 05 = 06 wykluczajg tatwiejszg polaryzowalno$¢ tego  wigzania

w stanie wzbudzonym; wigzanie jest bardziej spolaryzowane, ale w Kierun-

ku przeciwnym niz wymeigatby tego zatozony mechanizm [A, 39J .
Alternatywna propozycja przebiegu omawianych reakcji przedstawiona zostata
na rysunku 4 D?3.

M(&*)

Rys. 4. Mechanizm reakcji fotoprzytgczaala

Ozasteczka uracylu w stanie singletovtym SI reaguje z H-X z wytworzeniem
bardziej trwatego rodnika vi pozycji 06. Rodnik ten natychmiast przytacza
rodnik X' lub, reagujac ponownie z HX, przechodzi w dv/uhydrouraoyl.

Po zajsciu konwersji do stanu tripletowego Tl mozliv/e sg dwie sytuacje:
1. uracyl w stanie tripleto.vym (jako dwurodnik) atakuje czgsteczke HX swo-

ja bardziej aktyv/ne nozycjg 06 odrywajac atom wodoru. Wytworzony rodnik
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monohydrouraoylov/y moze oderwa¢ wodoér od HX - powstaje wtedy dwuhydro-

uracyl (Jak w przypadku opisanym w pracy [6,9]) lub polaczy¢ sie z
rodnikiem X'. Obydwa ostatnie procesy dotycza wegla C5 uracylu,

2. wzbudzona ozagsteczka uracylu w stanie Tl ulega reakcji nukleofilowej
przy zmienionym rozktadzie gestosci elektronov<, W tej sytuacji atak

nukleofilowy atomu X zachodzi w pozycji 05, a elektrofilowe przytacze-
nie wodoru - na weglu 06 (rys. 4).
Przedstawiony mechanizm zgodny jest z obserwacjami  poczynionymi dla
wiekszosci znanych proceséw fotoprzytaczania (w tym réwniez  przylaczania
zwigzkéw siarki i amin), dopuszcza mozliwo$¢ ztozonego przebiegu reakcji
i ttumaczy brak spodziewanej korelacji miedzy nukleofilowos$oig a reaktyw-
noscia danej grupy funkcyjnej w procesie przylgczania.

T wworzenie dimerow cyklobutanowvwych

Oyklobutanowa dimeryzacja (rys. 5) jest procesem charakterystycznym dla
Oc, p> - nienasyconych zwigzkéw karbonylowych [18,19] ¢ Reakcja ta w przy-
padku wolnych zasad pirymidynowych prowadzi do szesciu stereoizomeréw [20]
(rys. 5), ktérych strukture okreslono na drodze degradacji chemicznej [22-
24], badan rentgenostrukturalnych [25-32], a takze w oparciu o réznice po-
larnosci (momentéw dipolowych) z wykorzystaniem chromatografii [33*34,35,

36,37,68,69].

cis-syn (meso) trans-syn

trans—-anti (Mmesoj cis—-anti (€=M} |

Rys. 5. Mozliwe izomery fatodimeréw uracylu
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Ustalono nastepujacy szereg zmniejszajacej sie polarnosci;
cis-syn =>cis-anti > trans-syn > trans-anti

Struktury syn sg bardziej trwate niz odpowiednie struktury anti, ktore

z tatwoscig rozpadajg sie w goracych, zakwaszonych lub zalkalizowanych wod-
nych roztworach [34,38].
Ciekawa i charakterystycznag cechg fotodimeréw cyklobutanowych jest uzalez-
nienie ich struktury (dtugosci wigzan i katow miedzy wigzaniami) wylacznie
od konfiguracji! formy cis-syn i cis-anti posiadajg wygiety pierscien cy-
klobutanowy z katem dwusciennym okoto 155° [26,24,29,31] , natomiast formy
trans-anti majg ptaskie pierscienie cyklobutanowe [27, 32].

Dimeryzacja cyklobutanov®a zachodzi zaréwno w wodnych roztworach  zasad

(371 , w roztv/orach zamrozonych - szkliwach [40] oraz w fazie krystalicznej
[69] f jalc i w czasteczkach kwaséw nukleinowych RHA [63, 711, DUA [70] ,przy
czym Ytydajnosci poszczegoélnych izomeréw (rys. 5) w kazdym przypadku sa
rézne (odpowiednie zestawienie znalezé mozna w pracy [37)»
Obserwowano rowniez procesy sensybilizowanej fotodimeryzacji, ktére zacho-
dzg wtedy, gdy w Srodowisku rakcji czasteczka absorbujgca  promieniowanie
posiada wyzszg enegie stanu tripletowego (TIl) niz energia odpowiedniego
stanu czgsteczki pirymidyny, np. uracyl (E™ = 78,8 kcal/n°l) lecz zupet-
nie inaczej reaguje w obecnosci acetofenonu (Epj = 76,2 kcal/mol) czy
propiofenonu (E™ = 72,8 i 74,7 kcal/mol) - nastepuje wowczas przytacze-
nie ketonéw [40,41, 42 a,b, 43] (rys. 6). Aceton synsybilizuje takze dime-
ryzacje cytozyny [37] .

Jest rzeczg godng uwagi, ze produkty zawierajgce pierscien cyklobutanowy
moga powstawa¢ nie tylko na drodze fotodimeryzacji samych zasad. Prowadzg
do nich wszystkie procesy przytgczania olefin, w tym nawet etylenu [44] .

T wworzenie struktur oksetanowvvych

naswietlanie roztworéw zasad pirymidynowych w obecnosci ketonow moze
prowadzi¢ do przylaczenia tych ostatnich z wytworzeniem potaczen przed-
stawionych na rys. 6 [37,40-43].

Analogiczne potaczenia mogg powsta¢ w wyniku reakcji dwéch czgsteczek za-
sad pirymidynowych (rys. 7).

Potaczenia te sg bardzo nietrwate, a o ich istnieniu wnioskuje sie
zwykle posrednio: reakcje fotochemiczne w zamrozonych wodnych  roztworach
uracylu [45] i tyminy [46-48] doprowadzity do otrzymania  zwigzkéw 11
(rys. 7), ktoére mogty powsta¢ z odpowiednich struktiir oksetanowych 1. Ha-

lezy zaznaczy¢, ze trwatos¢ struktur Il jest réwniez bardzo  ograniczona.
Powstawanie ukladéw oksetanowych wykazano takze w pracach [49-51] ¢
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ne H,CH,|
y.

Rys. 6. Produkt przylgczania katonu do czgsteczki uracylu

Rys. 7. Analogiczny do przedstawionego na rys. 6 produkt reakcji dwoch czasteczek
zasad pirymidynowych 1 jego charakterystyczne reakcje

Interesujgce sa reakcje, jakim ulegaja podstavaiiki alkilovie przy C5 pi-
rymidyn. naswietlanie roztv;oru 5-etylouracylu provradzi do usuniecia grupy
etylowej (rys. 8)[52,53].

Eliminacja ta b,,daca w konco.vej swej fazie odwroceniem fotoprzytaczania
etylenu, dowodzi jednoczes$nie aktywnosci pozycji 06 w reakcjach rodnikowych.
i'rocesami, ktore wsk”zujg na analogie do odpowiednich przemian alkilowych
podstawnikéw w pierscieniu aromatycznym sg reakcje tyminy z CCIA [65] oraz

tworzenie now-ego typu dimeréw [34) (rys. 9).
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CHy»

Eys. 8. Fotoindukowane odaczenie grupy etylowej od 5-etylouracylu

Iff zamrozonych roztworach wodnych zasad powstawa¢ moga takze fototrime-
ry (rys. 9a), VI przypadku uracylu sg to zwigzki niezbyt trwate [24, 45]j

8zozegdtov;o przebadano fototrimer tyminy [46a, 47,56,57].

0

U

Rys. 9. Nietypowe produkty reakcji fotochemicznych tyminy

Rys. 9a. Fototrimer tyminy

Przemiany fotochemiczne Nnukleotydowr

Obecnos$¢ 'zielu grup funkcyjnych v; czasteczkach nukleotydéw w  znacznym

Stopniu konplikuje badania. Przykitadowo naswietlanie c:pT w wodnym
\;ewnatrzcz?\steczkowych cis-

roztwo-

rze prov.”~.dzi do otrz~Tiania dwoéch fotodlmerov/
syn i trans—syn orfz dwdch produktéw o nieznwn”ch strukturach C58,60]. Po-
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dobnie 3'fosforan pseudourydyny, poddany dziataniu Swiatta o dtugosci fali

254 nm,reaguje w dwojaki sposéb (rys. 10), przy czym w jednym przypadku
powstatego produktu nie udato sie zidentyfikowa¢ [59] ¢
Xr KIPOg & *w« fr«Aidd>j
Rys. 10. Fotollza pseudoarydyny
niektoérych

W tabeli XIl (z pracy 59) przedstawiono wydajnosci kwantowe

wazniejszych przemian nukleotydow.
T abela Xl

X 10n
Zwigzek Hydrat Dimer Ogoétem
Dp 18 18
Cp 12 12
DpU 18 38 56
CPCP 7.5
CpUp 18
3 - MP Rozpad Przegrupowanie
10 6 16

Fotochemia pirymidynowvwych analogoww

Nnukle otyddowr

Trudnosci wystepujagce w badaniach nukleotydéw mogg zosta¢ wyeliminowane
przez zastosowanie odpowiednich uktadéw modelowych. Doskonatymi, cho¢ nie

jedynymi modelami (w pracowni N.J. Leonarda otrzymano i przebadano tzw.
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skréocone nukleozydy [64] zbudowane na bazie dezoksyrybozy), okazaty sie
znéw polimetylenowe analogi nukleotydoéw. Efekty zwigzane z asocjacjg war-
stwowa, wyraznie wystepujagce w serii tych zwigzkéw, sugeruja, ze ich re-
akcje fotochemiczne w duzym stopniu bedg zbiezne z procesami zachodzacymi
w polinukleotydach. Biorgc pod uwage, te w przypadku analogdbw mamy do czy-
nienia z JMszystym" oddziatywaniem zasad nalezy przypuszczaé¢, ze przemiany
fotochemiczne tych zwigzkéw oparte bedg na jednej lub Kkilku reakcjach

przedstawionych na rysunku 2.
Kinetyka przemian fotochemicznych

Interesujace sa wyniki badan kinetycznych fotolizy polimetyleno-bls-(5-
-alkilcMuraoyli w roztworach wodnych naswietlanych promieniowaniem o dtu-
gosci fali 265 nm. Typowe przebiegi otrzymywanych w trakcie tych badan
krzywych kinetycznych przedstawiono na rys. 11 [39,62 a,bj.

Rje. 11. Krzywa kinatyesne fotolizy polinetyleBo-bis-(5-elkllo)—uraoyli

Analiza powyzszych krzywych prowadzi do nastepujacych wnioskow:

1) przebieg fotolizy zalezy przede wszystkim od diugosci tancucha poli-
metylowego; wplyw podstawnika w pozycji 5 jest znikomy,

2) w serii trojmetylenowej naswietlanie tak substratow jak i fotodime-
row prowadzi do stanu fotostacjonarnego, ktérego osiggniecie umozliwia do-
piero przebieg dalszych proceséw o mniejszej wydajnosci kweintowej. Doktad-
ne badania wykazaty, ze stan ten jest skutkiem wystepowania odwacalnej
dimeryzacji cyklobutanowej (uktady 5-cio metylenowe z trudem ulegaja dime-
ryzacji, stad przewaga procesOw nieodwracalnych i odmienny ksztatt krzy-
wej kinetycznej , rys. 11),

3) jednym z procesdw jest tworzenie nietrwatych struktur oksetanowych.
Powstawanie tych zwigzkéw wigze sie z wystepowaniem minimum na krzywych Ki-

netycznych (rys. 11 1 12).
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4) reakcje konkurencyjne - fotohydratacja, destylacja, fotoutlenianie -
nie odgrywajg wiekszej roli (przynajmniej w serii tréjmetylenowej). Pro-
cesem gtownym jest fotodimeryzacja cyklobutanowa [39] .

Struktura fotodimerowvr

Naswietlanie wodnych roztworéw analogéw tréjmetylenowych proviadzi kaz-

dorazowo do otrzymania z duzg wydajnoscig jednego tylko produktu, ktérym
jest izomer cis-syn dimeru oyklobutanowego. Nie stwierdzono dotychczas
powstawania drvigiego, dopuszczalnego z uv/agi na ograniczong divigos¢ tancu-
cha - - izomeru syn-trans, rys. 13 [39,62 a,b].
Strukture cis-syn uzyskiv;anych fotodimeréw udowodniono przez synteze od-
pov/iednich o-ksylenov/yoh pochodnych (rys. 13), przez poréwnanie danych
spektralnych z odpov;iednimi danymi dla fotodimeréw o znanej strukturze oraz
na drodze analizy widm NT® [39, G2 a,b].

Potodimer T-C/A-T badano rentgenograficznie [25] . Badania te doprowadzi-
ty réwniez do ustalenia konformacji pierscienia 1.4-dw\;:azacykloheptanovvego
w omawianym fotodimerze. Iff stanie krystalicznym jest to konformacja krzes-
towa. Na podstavjie rozwazah modelowych oraz w oparciu o analize statych
sprzezenia protonéw tancucha metj'lenovego 1 temperaturowe badania NI®
ustalono [39], ze. konformacja ta jest révmiez dominuja,ca w roztworze.
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Rys. 13. Mozliwe izomery fotodimeréw tréjmetylenowych analogéw nukleotydéw

Analiza sygnatéw protonéw imidowych w réznych fotodimerach prowadzi do
whniosku, ze symetrycznie podstawione w pozycjach 5,5'-fotodimery wystepuja
w roztworze izoenergetycznych, szybko przechodzacych jedna w druga konfor-
macjach, wynikajacych ze zmian konformaoyjnych pierscieni dwuhydropirymi-
dynowych - daje to jeden usredniony sygnat M®. W przypadku niesymetryoz -
nego podstawienia 5,5'czasteczki fotodimeru wystepuja gtévmie w jednej
konformacji - o nizszej energii, co prowadzi do pojawienia sie dwoch syg-
natéw NMR protonéw imidowych [39] .

Wymienione konformacje znaleziono wczes$niej w krystalicznym stanie fo-
todimeru T-Cj-T [25] .

State sprzezenia protonéw v, potozeniach 6 i 6'fotodimeréw pozwalajg na
zbadanie geometrii pierscieni cyklobutanowych. Na podstawie poréwnan ze
statymi sprzezen dla odpowiednich fotodimeréw tyminy i uracylu, w ktoérych
pierscien ten jest wygiety oraz wykorzystujgc dane rentgenostrukturalne dla
T-CA~-T, ustalono, ze we wszystkich fotodimerach tré jmetyleno-bis-(5 - alKi-
lo)-uracyli wystepuje ptaski pierscien cyklobutanowy.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki dotycza gtdwnie trojmetylenoToroh
analogéw nukleotyddw. Podyktowane to jest tatwoscia,z jaka ulegaja one fo-
todimeryzaoji. Ostatnio otrzymano (z wydajnoscig 20fS) i zbadano oyklobu-
tanowy fotodimer pieoiometylenobistyminy. Jak sie okazato dimer ten  réw-
niez posiada konfiguracje cis-syn [73],

Interesujgco przedstawia sie stereochemia produktéw przemiein  fotoche-
micznych tzw. "skréconych" dwunukleozydéw [72], (rys. 14).
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(MI *H X0
(*) «= K.

Rys. 14. "Skrécone" dwunukleozydy - io«y typ zwigzkén modelowych

Zwigzek (A) naswietlany przy 300 run w rozcienczonym roztworze wodnym da-
je wylacznie jeden fotodimer (wydajnos¢ 88”7), ktérego strukture  ustalono
jako cis-syn. Istnieja jednak dwie mozliwosci realizacji takiej struktury
(rys. 15). Szczegétowe badania wykazaty, ze otrzymany produkt ma konfigu-
racje przedstawiong na rys, 15 a - 'cis" wzgledem utozenia tlenu furano-

zowego i karbonyli.

Rys. 15. Fotodimery "skréconych" dwunukleotydéw

Naswietlanie zwigzku (B) przy 300 nm w obecnosci sensibllizatora (1»
acetonu) pror/adzi do otrzymania dwéch produktéw w stosunku 1:1. Sg nimi:

- fotodimer cis (cis-syn), o konfiguracji identycznej z okreslong wyzej
dla dimeru zwiazku (A) (rys. 15 a); wydajnos¢ 427,

- fotodimer trans-syn (wydajnos¢ 447), konfiguracje ktérego przedsta-
wia rys. 16 b. Alternatywna struktura (rys. 16 a) odrzucona zostata w

oparciu o badania NMR [72].
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@ A)

Rys. 16. Fotodinery "skréconych" dwunukleotydéw

Mechanizm fotodimeryzacji

Wysoka stereoselektywnos$é fotodlmerazycji tréjmetylenobis (pieod-alki-
louracyli) - ponad 90"l izomeru cis-syn - oraz zalezno$¢ wydajnosci kwanto-
wej fotodimeracji od dtugosci tancucha polimetylenowego $wiadczg o wplywie
asocjacji warstwowej na przebieg reakcji dimeryzacji. Optymalng dtugosc
posiada tancuch tréjweglowy umozliwiajagcy réwnolegte utozenie zasad. tan-

>hy - - oraz - (CHM" - utnidniajg przebieg reakcji (spadek wy-
dajnosci kwantowej) na skutek zwiekszonych naprezen i wzrostu energii sta-
nu przejsciowego (tancuch C#) lub utatwienia dezaktywacji wzbudzonej ozas-

:zki przed zajsciem reakcji (taricuch C”?). Diuzsze tancuchy utrudniajg
rbwniez asocjacje warstwowg w stanie podstawowym.

Fotodimeryzacja analogéw tréjmetylenowych w roztworach wodnych zachodzi
e stanu singletowego (brak efektu tlenkowego i wygaszanie przez KBr).
Struktura bardziej stabilnego kompleksu van der Waalsa w stanie podstawo-
rym decyduje wiec o przebiegu reakcji (ze wzgledu na kroétki czas zycia
)tanu v/zbudzonego ).

Jezeli tak jest, to ze wzrostem oddziatywan typu "stacking', mierzonyi
ip. jako wzrost hipochromlzmu, powinnismy obserowad zwiekszenie wydajnos-
li kwantowej fotodimeryzacji. Dosv/iadczenie nie w petni potwierdza te za-
.ezno$¢ [39, 62a, b], (tabela XIIIl). Szereg zwigzkéw o wzrastajagcych  od-

zlatywaniach nie jest zbiezny z szeregiem wzrostu wydajnosci kwantowej
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fotodimeryzacji. T/ynikle niezgodnosci thimaczy sie wplywem oddziatywan
steryoznyoh podstawnikéw przy C5 i C5' na energie stanu przejsciowego. Is-
totnie, zgodnie z zatozeniami Jlro Higuohi i Takeshi Ito (obliczenie dla
pochodnych benzochinonu w Kkrysztale [19] ), energia stabilizacji stanu
przejsciowego zalezy od miedzymolekulamych catek nakrywania. Réwnolegte i
wzajemnie przestaniajgce sie ulozenie pierscieni zasad stabilizuje wiec
strukture stanu przejsciowego. Odchylenia od tego tiktadu wywotane objetos-
ciowym oddziatywaniem podstawnikéw prowadzg wtedy do zmniejszenia jego
stabilnosci, a w konsekwencji do obnizenia wydajnosci kwantowej. Powyzsze
rozumowanie tlumaczy réwniez znaczenie mniejszg trwatosS¢ stanu przejscio-
wego o strukturze trans-syn.

W przypadku uzycia innych rozpuszczalnikéw niz woda, np. alkoholu, w
ktéityoh nie dochodzi do asocjacji warstwowej, a zasady kompleksuja gtownie
z wytvrarzeniem wigzan wodorowych, obserwowano znaczne zmniejszenie wy-
dajnosci kwantowej fotodimeryzacji. Przy naswietlaniu EtU-CN-EtU i>ojawit
sie nawet efekt tlenkowy - wskazuje to na udziat stanu tripletowego w dl—
meryzacjl [39] .

Nie jest wykluczone, ze wzbudzenie czasteczek polimetylenowych analogéw,
zwiaszcza w uktadach o krétkim tancuchu,zachodzi nie na drodze izolowanego
T/zbudzenia jednej z zasad tworzacych czgsteczke, lecz catego vikladu sprze-
zonego w wyniku oddziatywan wibronowych. Sprzezenia takie sg  powszechnym
zjav/iskiem w dimerach [64] . W omawianym przypadku nie zaobserwowano jednak
zadnych wyraznych efektow spektralnych (poza hipochromizem), przemawiaja-
cych za istnieniem sprzezenia wibronowego. Hipochromlznl moze by¢ jednakze
z powodzeniem wytlumaczony réwniez na innej drodze (patrz cz.l) [65-67].

Uwagi koncowe

Omawiane uktady modelowe, charakteryzujgce sie niezbedng prostota budo-
wy 1 stosunkowo tatwo dostepne, odgrywajg duza role w posianiu natury od-
dziatywan oraz mechanizméw reakcji wystepujacych w organizmach zywych i
przebiegajacych z udziatem niezwykle waznych biologicznie substancji do
jakich nalezg kwasy nukleinowe ozy enzymy. Wyniki uzyskanie z  wykorzysta-
niem analogéw nukleotydéw sa w dobrej zgodnosci z ustaleniami opartymi na
badaniach nukleotydow czy wrecz kwaséw nukleinowych (fotoliza DHA i RHA
prowadzi réwniez do fotodimeréw cyklobutanowych o strukturze cis-syn C58,
60,63] ), przy czym uklady te charakteryzuje duzy hlpochromlzm. Badania
analogéw typu "skréconych” dwunukleozydéw pozwalajg dodatkowo na  wyciag-
niecie waznych wnioskéw dotyczacych samych nukleozydéw - ich konformaciji.
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DYSKUSJA

W dyskusji poruszono problem zastosowan regut Woodwarda-Hoffmana i pros-
tych rozwazfin geometrycznych (w oparciu o modele mechaniczne) przy inter-
pretacji wynikéw reaCecji fotochemiczneJ»dimeryzacji zasad pirymidynowych.

Watpliwosci odnosnie przydatnosci badan modelowych wyrazit mgr Z. Kaz-
mierezuk.

Mgr A.Sokalski wystapit z propozycja stosowania dynamicznych Indeksow
reaktywnosci, opartych na kompleksach Whelanda, jako parametréw lepiej opi-
sujacych wzgledng reaktywnos$¢ czasteczki niz przedstawione przykiadowo dla
tyminy Indeksy statyczne-frontalne gestosci elektronowe.
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