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WSTĘP

Ważnym zadaniem biologii molekularnej jest wyjaśnienie istoty życia w 
oparciu o znajomość budowy przestrzennej cząsteczek enzymów i kwasów nu
kleinowych. Problem ten,równie ważny jak trudny, rozwiązywany jest obecnie 
metodsuni chemicznymi i fizycznymi. Ma aktualnym etapie badań konieczne 
jest opracowanie metody umożliwiającej jednoznaczne ustalenie struktury. 
Największe nadzieje wiąże się z metodami spektroskopowymi pozwalającymi 
badać strukturę makrocząsteczek w roztworze.

Poprzednie dwa tomy poświęcone były głównie zagadnieniom syntezy, włas
nościom chemicznym i biologicznym kwasów nvikleinowych. Niniejszy tom obej
muje referaty wygłoszone na ogólnopolskiej konferencji naukowej na temat: 
"Metody spektroskopowe w badaniach struktiury kwasów nukleinowych,ich kom
ponentów i analogów", która odbyła się w grudniu 1973 roku w Boszkowle 
koło Leszna. Celem referatów przygotowanych i wygłoszonych głównie przez 
słuchaczy Studium Doktoranckiego Instytutu Chemii UAM było zapoznanie mło
dego zespołu z najnowszymi osiągnięciami literaturowymi z tej dziedziny. 
Konferencja zorganizowana została przez Zakład Stereochemii Produktów Natu
ralnych Instytutu Chemii Organicznej PAN, Zespół Syntezy i Potochemii Kwa
sów Nukleinowych Instytutu Chemii UAM i Koło Młodych Pracowników Nauki 

SZSP przy Instytucie Chemii UAM,
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Włodzimierz Krzyżosiak, Piotr Barczyński

ANALIZA KONFORMACYJNA NUKLEOTYDÓW

STRESZCZENIE

W rozdziale tym zawarte s!ą ogólne problemy analizy konformacyjnej nu- 
kleotydów, konwencje nomenklaturowe oraz wyniki badań krystalograficznych 
ze szczególnym uwzględnieniem konformacji pierścienia rybofuranozy. Przed
stawione tutaj rezultaty stanowią dogodny materiał porównawczy do rozważań 
konformacji nukleotydów w roztworze i w niektórych przypadkach przyczy
niły się do uściślenia reguł służących do interpretacji danych spektrosko
powych.

WSTĘP

Jednym z intensywnie badanych i nie wyjaśnionych do dzisiaj problemów 
jest zagadnienie trójwymiarowej struktury kwasów nukleinowych, a szcze
gólnie kwasów transferowych,które odgrywają kluczową rolę w procesie prze
kazywania informacji genetycznej.

Obecnie już wiadomo, że konformacje niektórych strukturalnych regionów 
kwasów nukleinowych są bardzo podobne w polimerach i ich monomeryoznych 
jednostkach. W związku z tym uważa się, że siły określające przestrzenną 
strukturę polinukleotydów manifestują się już częściowo na poziomie mono
merów, Celowe jest więc prowadzenie równoległych badań stereochemli nukleo
zydów, nukleotydów i wielkocząsteczkowych kwasów nukleinowych. Dla 
przykładu analiza krystalograficzna monomerycznych jednostek daje precy
zyjne długości wiązań i precyzyjne kąty wiązań, które są ważnymi informa
cjami w rozważaniach stereochemli polimeru. Najbardziej jednak cenne dla 
biochemika są metody pozwalające określić konformację w roztworze wodnym, 
czyli w warunkach zbliżonych do fizjologicznych. Należy od razu zaznaczyć, 
że takiej metody, porównywalnej precyzją z metodą rentgenografiozną jesz
cze nie ma i przy interpretacji danych spektroskopowych korzysta się z



mniej lub bardziej przybliżonych reguł empirycznych oraz teoretycznie uza
sadnionych korelacji np. róvmanie Karplusa,

W analizie konformacyjnej nukleotydów zarysowują się wyraźnie trzy 
drogi:

1 . Badeuila krystalograficzne
2, Badania spektroskopowe w roztworze

3. Obliczenia teoretyczne
Chemicy teoretycy potrafią obecnie obliczeuS najbardziej uprzywilejowane 
konformacje. W swych rozważeuiiach energetycznych korzystają z dokładnych 
opisów geometrii cząsteczek podanych przez krystalografów. Optymistycznie 
nastraja fakt, że wyniki obliczeń teoretycznych pozostają w dobrej zgodzie 
z rezultatami badań spektroskopowych w roztworze.

STRUKTURA NUKLEOZYDÓW 1 NUKLEOTYDÓW W KRYSZTALE.
PROBLEMY NOMENKLATUROWE

Jak wiadomo,obrót wokół wiązań pojedynczych C-C, C-0, C-B i 0-P w związ
kach organicznych nie jest całkowicie swobodny i z niezliczonej liczby 
teoretycznie możliwych konformacji realizowane są tylko niektóre charakte
ryzujące się niższymi wartościami energii potencjalnej. Trwałość tej ozy 
innej konformacji cząsteczki zależy od sił odpychania (typu Van der Waal- 
sa) między sąsiednimi, niezwiązanymi kowalencyjnie atomami i od sił przy
ciągania pomiędzy różnymi grupami funkcyjnymi na skutek oddziaływań dipo
lowych lub wiązania wodorowego

Dokładnie zdefiniowane konformacje związków chemicznych uzyskuje się 
na podstawie znajomości kątów skręcenia wynikających z obrotu wokół wiązań 
pojedynczych, Do pełnego opisu konformacji jednostki nukleotydowej wymaga
na jest znajomość wartości i znaku dwunastu kątów [2j (rys. 1).

Pokazane na rysunku 1 dwanaście kątów przybiera wartość dodatnią w przy

padku prawoskrętnego obrotu, kiedy patrząc wzdłuż jakiegoś wiązania,wiąza
nie dalsze obraca się zgodnie z ruchem wskazówek zegara w stosunku do wią
zania bliższego,Kąty skręcenia przyjmują wartość zerową w przypadku kon
formacji naprzeciwległej (kryjącej) (rys, 2).
Przedmiotem dalszych rozważań będą trzy najważniejsze problemy w anali
zie konformacyjnej nukleozydów: wzajemne rozmieszczenie pierścienia cukro
wego i zasady, konformacje egzocyklioznej grupy hydroksymetylenowej i kon
formacje pierścienia pentofuranozowego.



0) = P -P- 0(5‘)

<t> - 0(5')-P-C (5‘)

Y -C(5')-P-C«'l 

Y' =CU'1-P-C(3’I 

<|)' -CI3'l-P-0(3') 

w' -0(31-P-P 

Tj -83 iO(l'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'I-Pn1(9)

Ryc. 1. Oznakowanie kątów skręcenia w jednostce nukleotydowaj

1, KONFORMACJE PIERŚCIENIA RYBOFURANOZY, KONCEPCJA PSEUDOROTACJI

W cyklopentanie najbardziej trwałe są te konformacje, w których jeden 
atom węgla jest poza płaszczyzną pozostałych czterech, albo dwa sąsiednie 
atomy węgla znajdują się po przeciwnych stronach płaszczyzny utworzonej



Rys. 2. Definicja obrotu i znaku kąta skręcenia

przez pozostałe trzy atomy. Te dwa sposoby pofałdowania pierścienia ozna
czono symbolami Cg i Cg ^3] (rys. 3).

Cs Cł
Rys. 3. Konformacje cyklopentanu Cs Ckoperta) i Cg (półkrzesło)

Należy pamiętać, że w związku z zabiurzeniem symetrii każdej z dwóch kon
formacji cyklopentanu odpowiada dziesięć różnych konformacji pentofurano- 
zy. Można się więc spodziewać dwudziestu jakościowo różnych, teoretycznie 
możliwych symetrycznych konformacji pierścienia rybozy. Konformacje rybo

furanozy odpowiadające konformacji Ce cyklopentanu przyjęto oznaczać sym
bolem E (envelope), a odpowiednikiem symbolu Cg jest w pentofuranozie symbol 
T (twist) [”4] (rys. 4.).

Indeks przy symbolu E lub T wskazuje, który lub które atomy znajdują 
się poza płaszczyzną pierścienia. Umieszczenie np. indeksu 2 u dołu symbo
lu E oznacza, że atom węgla C (2') jest wychylony z płaszczyzny pozosta
łych czterech atomów w kierunku przeciwnym (egzo) niż grupa hydroksymety - 
lenowa na atomie węgla C (4').
Trzeba zaznaczyć, że niektóre z dwudziestu możliwych konformacji będą bar
dziej uprzywilejowane a inne mniej. Występujący w rybofuranozie atom tlenu 
posiada wolną parę elektronową a skądinąd wiadomo, że para elektronów nie 
wykazuje dińsych eterycznych oddziaływań i dlatego nie może być mowy o 
istotnych oddziaływaniach typu kryjącego tej właśnie pary elektronowej z 
podstawnikami przy sąsiednich atomach węgla C (4') i C (1'). W związku z



tym,Jeżeli w cząsteczce ma nastąpić deformacja,to obejmie ona prawdopodob
nie inne regiony niż płaszczyzna C (4') - 0 (1') - C (1').

(0)

C(2-)-t|»o (,E) C(r)-endo (*E)

C(3>eado-C(2'}-cyo (»T) CM-egw ( jf)

Rys. 4. Zasady oznaczania konforwacjl pierścienia pentofuranozy

Przedstawiony powyżej zapis konformacji rybofuranozy oparty jedynie na 
własnościach symetrii pierścienia okazał się niewystarczający, gdyż nie 
pozwalał na zastosowanie koncepcji ciągłych zmian konformacji w ramach 
jednej krzywej energii potencjalnej. Nowy ulepszony zapis przedstawili Al- 
tona i Sundarallngam [5, 6]. Ich koncepcja pozwala na jednoznaczne okre
ślenie konformacji pierścienia furanozy przy pomocy dwóch parametrów; ką
ta fazowego pseudorotaoji (P) i amplitudy pofałdowania Samo zjawisko 
pseudorotacji jest znane dla cyklopentanu już od dawna, a potwierdza je 
teoria [?, 8, 9] i doświadczenie [j, 10]. Polega ono na ciągłym przesuwa
niu się kąta maksymalnego pofałdowania wokół pierścienia bez przeszkody w 
postaci wyraźnej bariery entalpii swobodnej. W niepodstawionym oyklopenta- 
nie kolejne konformacje posiadają w przybliżeniu równą energię, ale różnią 
się kątami skręcenia i kątami wiązań. Sytuacja ulega zmianie w przypadku 
czterohydrofuranu lub pentofuranozy, gdzie niektóre konformacje będą zdecy
dowanie bardziej uprzywilejowane energetycznie od innych.

W koncepcji Altony i Sxaidaralingama kąt fazowy pseudorotaoji (P) jest 
parametrem konformaoyjnym definiującym wszystkie kąty skręcenia i kąty 
wlązaniowe. Amplituda pofałdowania jest parametrem geometrycznym o
kreślającym maksymalny dla deinego pierścienia kąt skręcenia.
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Sys. 5« Istota pseudorotaoji pierścienia pentofuranozy. Symbole u dolu podają kolej

ność pojawiania się poszczególnych konformacji na pseudorotaoyjnym kole

Sens pseudorotaoji pierścienia furanozonego przedstawia rys, 5. Jako Icon-
I

formację o zerowej wartości kąta fazowego pseudorotaoji (P=0) przyjęto ta
ką sytuację przestrzenną, w której atom 0 (3') jest wychylony z płasz
czyzny w kierunku zgodnym z kleriuiklem wiązemla 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 (2^), charakteryzująca 
się maksymalną dodatnią wartością kąta Tg • Można teraz rozpatrzyć przesu
wanie się kąta maksymalnego pofałdowania w kierunku zgodnym z ruchem wska
zówek zegara. Atom węgla C (2') powraca do płaszczyzny pierścienia i przy 
kącie L = 36° realizuje się konformacja C (3') endo (^E). Dalej można so

bie wyobrazić sytuację, że atom węgla C (3') pozostaje poza płaszczyz
ną pierścienia,a atom C (4') wychyla się w kierunku przeciwnym i przy ką
cie A = 72° tworzy się konformacja C (3') endo - C (4') egzo (^T) itd. W 

podobny sposób w odstępach ń = 36° jest możliwe tworzenie się siedemnastu 

pozostałych konformacji. Dopiero po dwukrotnym przejściu koła konformacyj- 
nego (A= 720°) powraca się do wyjściowej konformacji (gT). Dla bardziej 

przejrzystego przedstawienia wszystkich konformacji na jednym kole zastą
piono parametr A kątem fazowym pseudorotaoji (P) (przy czym P = A /2) i 
kolejna konformacja pojawia się nie co 36° a co 18° (rys. 6).

Ciągłe zmiany konformacji cząsteczki, podobnie jak inny ruch periodyczny, 

mogą być opisane przez funkcję cosinusową wiążącą wartości pierścienio
wych kątów skręcenia z kątem fazowym pseudorotaoji (P) i amplitudą pofał

dowania (9 ).
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E--- o,' endo

Rys. 6. Koło konforwaoyjne. Symbole (+) i (-) określają znak kątów skręcenia 
(To • Ti • T^ , T3 1^4 ) w każdej z dwudziestu wyidealizowanych konformacji

9^=0^ 008 (P + ) (1)

gdzie j = 0-4 6= 144

dla j = O równanie (1) redukuje się do postaci

9 =0 cos P o ffl (2)

Z równania (2) wynika, że kąt skręcenia 6 ^ ("T^ ) przyjmuje wartości 
0^, O, - 0 O, 0 ju w miarę jak wartość parametru P zmierza ód 0° do 360°

Kolejne kąty skręcenia 61 , 02 , 0 j 1 84 osiągają maksymalną dodatnią war
tość odpowiednio przy A =• 144°, 288°, 432°, 576°, które to kąty są wielo

krotnościami o = 144 .
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Rys. 7. Zależność kątów skręcenia to -t^ od P 

Z róvmanla (1) można wyprowadzić wzór na parametr P;

tg P = (92 + 04 )-( 6l + 63 )
2 0Q (sin 36” + sin 12'^) (3)

W ten sposób dysponując wartościami wszystkich pięciu kątów skręcenia moż
na wyliczyć kąt fazowy pseudorotaoji i innieśoić dany związek w odpowied-



nim punkcie drogi pseudorotaoyjnej. Północna połowa pseudorotacyjnego koła 
oznaczona ogólnym symbolem N zawiera wszystkie konformacje charakteryzują
ce się dodatnią wartością kąta skręcenia 00=^2 (P = 0 - 90°). Na po

łudniowej połowie koła znajdują się konformacje z ujemnymi kątami Tg 
(P = 180° i 90°).

13

Rys. 8. Konformacje (^) i (^) zajmujące środki zakresów B i S

Na podstawie badań krystalograficznych sześćdziesięciu nukleozydów i nu
kleotydów stwierdzono, że p - cukry zajmują dwa wąskie zakresy pseudorota- 
cyjnej drogi, (rys. 6 ). Zdecydowana większość pierścieni rybozy i dezo- 
ksyrybozy charakteryzuje się kątami fazowymi pseudorotaoji w zakresie 
0-36° lub 144-180°.

Reszty cukrowe typu N w prawie wszystkich jb - glikozydach plrymidynowjch 
posiadają wartość P w zakresie 2-25°. W konformacjach typu S jb - glikozydy 

pirymidynowe wykazują większą rozpiętość P leżącą w zakresie 139-175 . W 
pochodnych purynowych z pewnym przybliżeniem sytuacja przedstawia się po
dobnie.
Amplituda pofałdowania 0 (T^) w większości badanych związków mieści się 
w zakresie 30-45° przyjmując wartość średnią 39°. Na wartość T ^ mają wpływ 

takie czynniki,jak efekt upakowania w krysztale lub wiązanie wodorowe,któ
re powodują spłaszczanie pierścienia (T^ małe) lub zwiększają pofałdowa
nie (dużeT ).m
Zauważono nieznr.czne różnice w wartościach T ^ dla pochodnych puryny i pi

rymidyny:
typ N Pu 
typ S Pu

T^ śr = 39,7 
t„, śr = 39,5°
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typ N Py 
typ S Py

_ 38,4
śr = 38,0°

Średnia amplituda pofałdowania jest zawsze większa w konformacjach typu N. 
Również pochodne purynowe charakteryzują się większym pofałdowaniem pierś
cienia niż pochodne pirymidynowe. Na podstawie sześćdziesięciu przebada
nych |b- nukleozydów i |i- nukleotydów można ł^talić szereg przedstawia
jący częstotliwość występowEinia poszczególnych 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 się w tym przypadku nie 
/ 2 3tylko konfonnaoje kopertowe E i E,ale również konformacje półkrzesła są

siadujące z nimi na pseudorotaoyjnym kole. W kryształach oc - nukleozydów
3 4 4stwierdzono występowanie konformacji gT, gE, jT i E, przy czym dwie pierw

sze konformacje występują tylko w pochodnych rybozy a dwie pozostałe w po
chodnych dezoksyrybozy.

2. KONFORMACJE EOZOCYKLICZNEJ ORUPY HYDROKSYMETYLENOWEJ 

Podczas obrotu wokół wiązania C (4') - C (5') kąt skręcenia przyjmuje 

trzy uprzywilejowane wartości odpowiadające konformacjom gauche-gauohe, 
gauche-trans i trans-gauche (rys. 9)

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

W tych trzech naprzemianległyoh konformacjach występują najmniejsze od
działywania niewiązaniowe grupy 5' hydroksylowej z pozostałymi atomami cu
krowymi. Położenie grupy 5' hydroksylowej określane jest w stosunku do



pierścieniowego atomu tlenu 0 (1') i pierścieniowego atomu węgla C (3'). 
Stąd niezbędne są dwa symbole do opisu jednej konformacji, Mp.

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

gauche - gauche 
gauche - trans 
trans - gauohe

f .
0(5')-C(5')-C(4')-0(1 ')

W kryształach nukleozydów stwierdzono znaczne uprzywilejowanie dla rota- 
meru gauche-gauohe,a ilościowy udział poszczególnych struktur rotamerowych 
przedstawia się podobnie w oc 1 p> glikozydach.

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

Uprzywilejowanie konformacji gg w p> niikle o żydach próbowano tłumaczyć od
działywaniem atomu 0(5') z grupą C(8)-H w nukelozydaoh purynowych luh z 
grupą C(6)-H w nulcleozydach pirymidynowych. To tłumaczenie nie wytrzymuje 
krytyki, gdyż w nukleozydach - oc, gdzie ze względów strukturalnych oddzia
ływanie takie nie może zachodzić, przeważa również rotamer gg. Obecnie uwa
ża się, że oddziaływania typu dipol-dipol między atomami 0(1') i 0(5') są 
bardziej korzystne w konformacji gg niż w pozostałych konformacjach [4l.

3. KONFORMACJE SYN-ANTI NUKLEOZYDÓW

Dla określania konformacji wynikających z obrotu wokół wiązania gliko- 
zydowego C-N proponowano kilka definicji. Istniały różnice w wyborze odpo
wiedniej czteroatomowej płaszczyzny mającej tworzyć zerową wartość .
Nie było też zgodności co do zakresów syn 1 antl.
W definicji Sundaralingama [2] pierścieniowy atom tlenu 0(1') użyty jest 
jako punkt odniesienia. Kąt skręceniaX^jj przyjmuje wartość zerową wtedy, 
gdy wiązanie N(1)-C(6) w pochodnych pirymidyny lub wiązanie N(9)-C(8) w po
chodnych puryny znajduje się w konformacji naprzeciwległej w stosunku do 
wiązania C(1') - 0(1'). Przedział kątów X[|4 » O'i 90° odpowiada konformacji 
antl,a zakres = 180° - 90° opisuje konformacje syn.

Według koncepcji Seangera 1 Schelta punktem odniesienia jest pierś
cieniowy atom węgla 0(2'). Kąt skręceniaXopisany jest atomami 0(2')- 

-0(1')-N(1)-C(6) w pochodnych pirymidynowych lub atomami 0(2')-C(1')-N(9)-

15
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CiM

Rys. 10. Zasady wyboru zerowego kątak^^jwedług definicji Sundaralingana (a) i Sean
gera i Schelta (b)

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

yxr

2N0*

antl

«0*

Rys. 11. Nowa definicja kąta Xj,jj i zakresów syn i anti

B. Pullman, W. Saenger, V. Sasisekharan, M. Sundarallngam i H. Wilson [l2] 
podali niedawno nową definicję zerowego kąta skręcenia X „„ i zakresów 
syn-anti. Przy wyborze zerowej wartości X punktem odniesienia jest atom 
0(1'). Kąt X pjj wynosi 0, gdy atomy 0( 1')-C( 1')-N( 1 )py(9)p^j-C(2)py(4)p^jle
żą w jednej płaszczyźnie,przy czym 0(1') jest ułożone cis do C(2)(4). Gra
nicą zakresów syn i anti jest zerowa wartość kąta skręcenia utworzonego 
przez płaszczyznę (5(2)j,y(4)p^j-N( 1 )py(9)py-C( 1')- 0(2'). Kąty skręcenia 
w zakresie od 290° poprzez zero do 110° przedstawiają konfonnaoje syn , a-



kąty od 110° do 290° odpowiadają konformacji antl. Ogromna większość kry

stalicznych nukleozydów i nukleotydów znajduje się w konformacji anti. Kąt
-90° do +90° (definicja Sundaralln-
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■CM przybiera wartości w zakresie od
gauna), Wyjątkiem jest np. 4—tiourydyna znajdująca się w konformacji syn.
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DYSKUSJA

W dyskusji głos zabrali mgr A. Jaworski 1 mgr M. Remin, którzy zwrócili 
uwagę na niektóre braki koncepcji pseudorotaoji, wprowadzonej przez Altonę 
i Sundarallngama do analizy konformacyjnej nukleozydów. Podkreślono ryzy- 
kownośó stosowania demych uzyskanych w oparciu o krystalografię do identy
fikacji etruktury w roztworze metodą PMH.
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Henryk Koroniak, Barbara Nowak

ZALEŻNOŚĆ WICYNALNYCH STAŁYCH SPRZĘŻENIA J„„’ 
OD KĄTÓW DWUŚCIENNYCH $ W RYBOFURANOŻIE. 

RÓWNANIE KARPLUSA I JEGO MODYFIKACJE

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono koncepcje opisania stałej sprzężenia wicynal- 
nyoh protonów Jjm' jako funkcji kąta dwuściennego $ hH** Przedstawiono przy
kładowo metodę uściślania empirycznych stałych równania Karplusa dla rybo- 
nukleozydów i ich analogów. Przedyskutowano zakres stosowalności i wiel
kości błędów wynikające ze stosowania zależności Karplusa.

Ustalanie przestrzennego rozmieszczenia atomów w dużych cząsteczkach 
polimerów biologicznych ma ogromne znaczenie przy ustalaniu ich funkcji. 
Aby jednak w sposób jednoznaczny określić strukturę badanego związku ko
nieczna jest do tego metoda umożliwiająca wniknięcie w tę strukturę.W przy
padku wydzielonych w postaci krystalicznej cząsteczek polimerów np. tENA 
ozy też ich ft-agmentów otrzymanych syntetycznie (nukleozydy, nukleotydy 
eto.) problem jest możliwy do rozwiązania przy pomocy metod rentgenogra- 
ficznyoh. Dotyczy to ogromnej większości przypadków. Problem ustalenia jed
noznacznej struktury komplikuje się jednak zasadniczo, gdy mamy do czynie
nia nie z substancją krystaliczną,ale z jej roztworem. Badania materiałów 
biologicznych w roztworach mają kapitalne znaczenie ze względu na fakt, że 
są to wrarunki najbardziej zbliżone do tych, w jakich występują w żywych 
organizmach. Szczególnie cenną w tym zakresie okazała się metoda NMH,zwła
szcza że czynione są próby ściśle teoretycznego ujęcia i interpretacji 

wyników badań uzyskanych tą drogą.
NMR jest szczególnie pomocny przy ustaleniu struktury pierścienia cu

krowego i jego konformacji. Z danych uzyskanych z widm HMH można wyciągnąć 
wnioski dotyczące struktury pierścienia cukrowego. Jednym z najciekawszych
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problemów związanych bezpośrednio z ustaleniem konformacji jest interpre
tacja danych i wyciąganie wniosków na podstawie stałych sprzężenia proto
nów przyłączonych do sąsiednich atomów węgla (wioynalnych).
Problem ten został w sposób teoretyczny rozwiązany przez Karplusa [^l^. Roz
ważania swe Karplus przedstawił, bazując na teorii wiązań walencyjnych, 
dla prostych cząsteczek organicznych: etanu i etylenu będącymi w pewnym 
sensie związkami modelowymi w tych rozważaniach.

Najprościej sprzężenie wioynalnych protonów można opisać następująco:

(1)

gdzie AE jest energią oddziaływania między protonami o spinach ,n n
a Jjjjj. jest stałą sprzężenia. Aby z powyższego równania uzyskać wartość
Jjjg, należy wyznaczyć (lub opisać fimkcjami zawierającymi mierzalne para
metry) pozostałe czynniki występujące we wzorze (1). Do wyznaczenia A E 
konieczne były założenia poczynione przez Karplusa, a mianowicie: przyję
cie założeń teorii wiązań waleoyjnyoh, przyjęcie idealnej hybrydyzacji sp^ 

(dla etanu) lub sp (dla etylenu) oraz długości wiązań C-C równych 1 ,543 
i C=C równych 1,353

Po szeregu przekształceniach matematycznych i przedstawieniu wartości 
stałej sprzężenia w formie funkcji cyklicznej podał Karplus następującą za
leżność:

Jhh' “ ^ * HH'-" ® (2)

gdzie: A = 9,5 dla 0 < 4> < 90 
A = 8,5 dla 90 <180
B = - 0,28

We wzorze (2) § jest kątem dwuśoiennym zawartym między płaszczyz- ritl
nami wyznaczonymi przez HCC i CCH', Rozważania teoretyczne wyprowadzone 
przez Karplusa były w dobrej zgodności jakościowej z danymi eksperymental
nymi uzyskanymi dla etanu i etylenu [l], (tab. 1).

Brak ilościowej zgodności sam Karplus upatrywał w przejęciu dość rady
kalnych ograniczeń w założeniach. Nie dyskutuje on wpływu zaburzenia przy
jętej hybrydyzacji, ani też nie rozważa możliwości drgań całej cząsteczki. 
Tego typu zmiany obserwuje się przez przyłączenie podstawnika zmieniające
go w zasadniczy sposób gęstość elektronową cząsteczki. Problemy te zostały 
jednak przedyskutowane przez Karplusa w późniejszej pracy [2j. Podaje on



Tabela 1

Wartości stałych sprzężenia Jjjg/ wlcynalnyoh protonów 
dla etanu i etylenu

^ HH' J 4 - teoret. 
™ CHz)

" eksp.
™ Dii]

— Etan

60° 1,7 2-4

180° 9,2 5-8

Etylen ’

0° - cis 6,1 6-11

180° - trans 11.9 13 - 18
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także inną formę uznania ujmującego zależność stałej sprzężenia Jjjjj. oś

kąta dwuś siennego ^ ujj,*

J , = A cos 2 f + B 008 $ + C UH (3)

gdzie przy przyjęciu założeń, że C-C = 1,543 X, hybrydyzacja ep^ i śred

nio A E = 9 eV [patrz wzór (1) ] otrzymuje się wartości dla A=4,5 B=-0,5,

C=4,22 Hz.
Równanie to wykazuje również tylko jakościową zgodność z eksperymentalnymi 

wynikami. .
Tak jak rozważania Karplusa dotyczyły związków prostych, jednocześnie 

pojawiają się dane o stałych sprzężenia wlcynalnyoh protonów w cząstecz

kach bardziej złożonych.
Lemieux i współpracownicy po przebadaniu dużej liczby acetylowanych aldo- 
piranoz wykazali, że stałe sprzężenia między wicynalnymi aksjalnymi proto
nami są dwa do trzech razy większe niż stałe sprzężenia dla każdej innej 
pary protonów [3j. Dane te zostały później uściślone [4-I0] (tabela 2). 
Ważnym elementem w dalszym rozwoju badań nad sprzężeniem wioynalnych pro
tonów było przyjęcie koncepcji pofałdowania pierścienia furanozowe- 
go [11, 12] . Możliwość istnienia całkowicie płaskiej struktury rybofurano
zy wykluczono już na podstawie badań modeli cząsteczkowych z powodu:
1. nieuprzywilejowanej konformacji kryjącej w wypadku płaskiej struktury 

pierścienia,
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2, oddziaływań 0(2') - 0(3'), gdyż z badań modeli cząsteczkowych wynika
ło, że odległość 0(2') - 0(3') wynosi 2,6 Sipodczas gdy promień van der
Waalsa dla tlenu wynosi 1,4 .8.

T a h e 1 a

Stałe sprzężenia wioynalnych protonów J™, dla pochodnych cukrówHH

(forma krzesełkowa)

Sprzężenie
Zakres war
tości Jgg,

[Hz]

Wartość 
średnia ,

[Hz]

Ilość prze
badanych 
związków

Jaa 8,6-11,5 9,63 50

Jee 0,6- 3,5 1,54 44

Jea 1,5- 5,8 3,66 74

Stwierdzić należy, że znajcmośó stałych sprzężenia wioynalnych proto
nów w pierścieniu rybofxarsuiozy (gdyż do rybofuranozy ograniczę dalsze roz
ważania) pozwala w sposób mniej lub bardziej dokładny określić konforma
cję pierścienia. Klasyczne podejście do ustalenia struktury polega na tym,
że z badań modeli wyznacza się wartości kątów dwuśclennych $ dla po-jin
szczególnych par protonów, a następnie z równania Karplusa liczy się stałe 
sprzężenia "teoretyczne" i porównuje z eksperymentalnymi. Stwierdzić trze
ba, że metodyka ta nie jest zbyt wyrafinowana w badaniu nieznanej struktu
ry. Dalsze rozważania wymagają pewnego uzupełnienia. Istniejące w roztwo
rze cząsteczki nie są cząsteczkami sztywnymi, lecz mogą mienlać swoją 
konformację. Należy założyć, że w roztworze istnieje równowaga dynamiczna 
między dwoma trwałymi konformaojeunl. Odwołać należy się tutaj do badań 
rentgenograflcznych, które pozwoliły ustalić, że w kryształach wszystkie 
dotychczas znane pochodne n\ikleozydów i nukleotydów z serii rybozy wystę
pują tylko w dwóch konformacjach: C(3') endo (typ N) i C(2') endo 
(typ S) [12] . Dane rentgenografiozne podają także, że konformacja taka nie 
musi być idealna ze względu na oddziaływania Innego typu. Generalnie można 
przyjąć, że tylko te dwie konformacje są energetycznie uprzywilejowane, a 
lime oddziaływania (np. grup hydroksylowych) wykluczają możliwość istnie
nia innych trwałych konformerów. Aby jednak dojść do ilościowych wniosków 
konieczne jest dokładniejsze zapoznanie się z metodyką badań. Dokładną 
strukturę większości, cząsteczek można określić przy pomocy metod rentge- 
nograficznyoh. Pozwalają one podać współrzędne poszczególnych atomów w



komórce krystalograficznej. Ustalając konformację związku w krysztale na
leży możliwie jak najdokładniej określić położenie wszystkich atomów, w 
tym także wodoru, który jest najmniej widoczny w badaniach rentgenogra— 
ficznyoh. Na podstawie analizy gęstości elektronowej w cząsteczce można 
przyjąć średnią wartość współrzędnych dla atomów wodoru, jednak błąd tej 
metody jest stosunkowo duży i szacowany na około j; 10° odchylenia dwuścien- 

nego kąta ?> jjjj, (metoda A). Inne podejście opiera się na tym, że po wyzna
czeniu wszystkich atomów (oprócz wodoru) przyjmuje się, że wiązanie C-H 
leży na dwusiecznej kąta między dwoma pozostałymi wiązaniami przy tym sa
mym węglu np. CC, CN, CO. Błąd tej metody jest mniejszy i ocenia się go na 
+ 1° odchylenia dwuśclennego kąta f (metoda B), Dokładniej widać to w 
projekcji Newmana (rys. 112). Dla porównania tabela 3 podaje wartości 
kątów <f jjjj,znalezione każdą z tych metod [l3, 15].

Tabela 3

Kąty dwuśdenne ^ gg. dla D-rybonukleozydów i nukleotydów 
otrzymane różnymi metodami

23

Typ kon- 
formeru Metoda ^2 '3 '&®ŚI ^3.4ideg]

N B 89 43 - 158

N A 92 41 - 162

N Modeli mech. 105 45 - 165

S B 158 - 39 - 96

S A 155 - 39 - 100

S Modeli mech. 165 - 45 - 105

Rys. 1. Kąty dwuścienna w projekcji Newmana wzdłuż wiązań C(l') - C(2'), C(2') - C( 3')
i C(3') - C(A') dla konfomeru N
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Rys. 2. Kąty dwuścienne w projekcji Newmana wzdłuż wiązań C(l') - C(2'), C(2') -C(3'1
1 C(3') - c(4') dla konformeru S v /• v ;

Równanie Karplusa podaje korelacje między Jgg/ i ^ jjjj' tylko w sposób 
jakościowy. Aby formułę tę uściślić i nadać jej bardziej ilościowy cha
rakter konieczna jest weryfikacja stałych występujących w ró\rmaniu (A,B,C) 
dla różnych klas związków. Stałe te różnią się między sobą w sposób dość 
znaczny, 00 potwierdziły inne badania [l 4] .

W 1973 roku Altona i Sundarallngam zaproponowali ciekawą modyfikację 
równania Karplusa [i ^

Rozważając podane wcześniej równanie

HH'
A cos^ $jjjj,-Bcosf>^,+C

HH' (4)

zaproponowali, aby przyjąć,że wartość stałej C równa się O, co oznacza fi
zycznie, że przy kącie dwuśoiennym $ = 90° stała sprzężenia = O.

nn nn
Jest to o tyle słuszne, że dotychczasowa wartość podana przez Karplusa dla 
C = -0,28 nie miała sensu fizycznego, a stanowiła jedynie teoretyczną war
tość dla stałej sprzężenia. Z innych rozważań teoretycznych (na podstawie 
teorii MO) [16] wyliczono minimalną wartość Jgg» równą C = + 0,2. Założe

nie poczynione przez Altonę i Sundarallngama ma charakter nadania wartości 
C w rÓT/naniu (4) realnego sensu fizycznego. Do wyznaczenia pozostałych se- 
miempirycznyoh współczynników A i B należy podać dwa liniowo niezależne 
równania opisujące zależność między A i B. Pociąga to za sobą znalezienie 
dwóch par vjartośoi Jgg/ przy określonej wartości kąta $ napotyka
na spore trudności, gdy założymy istnienie równowagi konfomacyjnej N/S.

VI przypadku pierścienia rybozy możliv;e jest znalezienie dość łatwo 
dwóch takich równań, co przedstawił Altona i Sundarallngam C15]. Analizując



dane z tabeli 3 należy stwierdzić, że kąt dwuśoienny $ 2'3'cis ^ prak
tycznie taką samą wartość dla konformerów NiS - odpowiednio 43 i 39 .Moż
na więc przyjąć, że zmierzona stała sprzężenia ^2"}' powinna wykazywać nie
znaczną zależność od udziału konformerów w badanym roztworze (N/S), Z da
nych eksperymentalnych dla dużej liczby nukleozydów i nukleotydów serii 
rybozy mamy średnią wartość stałej sprzężenia J2» = 5,1 Hz (dane te wa
hają się w zakresie 4,8 do 5,5 Hz) (tabela 4) [l7-23j. Można powiedzieć, 

że średnia wartość stałej sprzężenia ^2'’}' “ będzie reprezentować
mieszaninę konformerów w stosunku 1:1.

Tabela 4

Stałe sprzężenia wicynalnyoh protonów Jjjjj. śla niektórych 
D-rybo-nukleozydów i nukleotydów fHz]
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Związek J, .2' J2.3/ •^3'4' J, .2-
J3.4.

Temp. °C

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 5,4 10,2 23

Urydyna /20 5,1 5,2 5,1 10,2 80
ft- pseudourydyna 

((bą^U) /21 5,0 5,0 5,2 10,2 30
ft- pseudourydyna 

(fb9>U) /21 5,2 5,0 5,2 10,4 70

Posforan 3' - urydyny 
(3' - HMP) /20 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) /22 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 5,3 5,5 10,8 23

Posforan 5' - [3 - pseudo- 
urydyny /20 5,5 5,5 5,6 11,1 75

I!ie jest t® ścisłe, ale gdyby nawet przy tej wartości stałej sprzężenia 
stosunek N/S bardzo różnił się od jedności, nie będzie to miało widocznego



wpływu na zmianę przyjętych wartości. Tak więc można po podstawieniu do 
równania Kaurplusa otrzymać wyrażenia
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5,1 = 0,57 A - 0,75 B dla f jjg. = 40° (5)

Stałe sprzężenia ^ ''^3'4' tylko od geometrii pierścienia 
rybozy, lecz w dużym stopniu od udziału poszczególnych konformacji znajdu^ 
jących się w równowadze.

Możemy więc napisać po przyjęciu w dalszym ciągu wartości kątów dwu- 
śclennych ^ jjjj. z tabeli 3, że:

■’^1 '2'“ ^ ^ 89 158

S'4' ° ^ ’^158'^^^ “ ^^•’^96

(6)

(7)

Xjj - jest ułamkiem określającym zawartość konformacji M w stanie równowagi. 
Po przekształceniach rachunkowych można podać, że

J. + J, /./ = Xj, Jgg + J,5Q + Jgg - Xjj Jgg^1 '2‘ 3'4' (8)

Z powodu niewielkich wartości bezwzględnych Jgg i Jgg (leżą blisko minimum 
krzywej Karplusa równym w założonym wypadku 0) otrzymamy:

Jl'2' S'4' " ^ 158. (9)

Oznacza to, że praktycznie suma J^/2' + *^3'4' 3®®^ stała. Przyjmując śred
nią wartość dla tej sumy (tabela 4) możemy napisać, że:

*^3^4^ ~ 10,1 Hz

10,1 = 0,68 A + 0,93 B (10)

Z równań (5) i (10) można znaleźć stałe A = 10,5 Hz, B = 1, 2 Hz.Przy
kładowe dane zależności J™, od $ dla układu pięoioczłonowego za-ilri nil
mieszczone w literaturze podaje tabela 5.
Należy stwierdzić, że równanie Karplusa ciągle jeszcze ma charakter wybit
nie jakościowej formuły ujmującej zależność między J™. a Wynika torin nn
z faktu pominięcia w rozważaniach teoretycznych szeregu oddziaływań powo



dujących perturbacje w założonej Idealnej budowie cząsteczki. Próby znale
zienia dobrej zgodności ilościowej czynione są głównie w kierunku weryfi
kowania semiempirycznych stałych dla poszczególnych klas związków.

Tabela 5

Krzywe Karplusa dla pierścienia pięcioozłonowego 

(wartości Jgg. w Hz)
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Literat, •^30° •^60° *^90° •^120° •^150° *^180°

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 pojawiają się'coraz częściej prace podejmujące próby opisania rów
naniem zależności stałych sprzężenia wicynalnych protonów,gdzie sprzężeni* 
następuje także przez atomy różne od węgla np. tlenu lub azotu [25]• Ta

kie wzory można przytoczyć:

dla układu K3HH' : = 12 cos + 0,2

dla układu HCOH' : = 10 cos*^ $ - 1,0

(11)

(12)

W przypadku równania (12) dla idrładu HCOH' znaleziono także inną formułę 
dobrze ujmującą zależność stałych sprzężenia od kąta dwuściennego $ 

dla steroli:

= 10,4 oos^ $ - 1,5 cos <1 , + 0,2 (13)

Zaznaczyć należy, że podobne formuły jak dla protonów wicynalnych można 
także w sposób półempiryczny napisać dla sprzężeń dalekiego zasięgu - po
przez 4 lub więcej wiązań [26],
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DYSKUSJA

W dyskusji zabrali głos m.in. mgr M.Remin i mgr A.Pohorille. 
no następujące problemy:

Poruszo-



1. W jakim stopniu równanie Karplusa jest słuszne dla każdej pary wioy- 
nalnych protonów w cząsteczce,tzn. czy zależność stałej od kąta dwu
ściennego ?>ma zawsze tę samą postać dla dowolnych wicynalnych proto
now*

2. Wielkość błędu stałej sprzężenia J .zależy nie tylko od błędu kąta 
dwuściennego f gg„ale także od wartości^^gg,. Wynika to z charakteru 
funkcji opisującej zależność od 4> gg,.

3. Jednakowa postać matemat^zna funkii we wszystkich znanych wypad
kach dowodzi, że uściślanie równemia Karplusa dla poszczególnych protonów 
(klas cząsteczek) powinno iść w kierunku uściślenia stałych A, B i C wy
stępujących w rórmaniu.
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Piotr Barczyński, Włodzimierz Krzytosiak

BADANIE RÓWNOWAG KONFORMACYJNYCH PIERŚCIENIA 
RYBOFURANOZY W NUKLEOZYDACH I NUKLEOTYDACH

STRESZCZENIE

W artylcule przedstawiono motllwoócl zastosowania metody p.m.r. do okre
ślania konformacji pierścienia ryboftiranozy w nukleozdydach i nułcleoty- 
dach. Przeanalizowano sposoby Jakościowego 1 Ilościowego oznaczania poło
żenia stanu równowagi w roztworze między najbardziej trwałymi konformacja
mi.

Cząsteczka mononukleozydu Jest zbudowana z pierścienia furanozowego« do 
którego przyłączone są łańcuchy boczne (zasada, dwie grupy OH i Jedna gru
pa CHgOH). Każdy z łańcuchów bocznych pierścienia furanozowego (który 
może występować w konformacji M lub S) Jest zdolny, przynajmniej teore
tycznie, orientować się albo na dwa (zasada)jalbo na trzy ( grupy OH 1 
CHgOH) Jakościowo różne sposoby przypuszczalnie o różnych wartościach en
talpii swobodnej. Konformacja nukleozdydu Jest sumą konformacji poszcze
gólnych miejsc rotamerowych i konformacji pierścienia cukrowego, które na 
siebie wzajemnie oddzlałymiją. W sensie formalnym istnieją 324 różne kon- 
formery, Jeśli rozważyć wszystkie możliwe kombinacje położeń rotamerowych 
w rybonukleozydach. Duża liczba tych konformerów będzie występować w śla
dowych ilościach z powodu ich nieprzychylnej zawartości entalpl swobodnej 
w porównaniu z formami dozwolonymi. Przy czym trudno rozstrzygnąć,które 

konformehy sklasyfikować Jako "doswolone" czy "zabronione". Jasno spre
cyzowanej odpowiedzi nie potrafi dać tutaj również eksperyment. Stwierdzo
ne w strukturach krystalicznych pewne uprzywilejowane kombinacje cech kon- 
formacyjnych przyjęto uważać Jako dozwolone w roztworze.
Tabela 1 prezentuje konformery typu syn i /lub anti oraz gauohe-gauche 1/ 

lub gauche-trans i /lub trans/ gauche, które występują w strukturach kry
stalicznych mononukleozydów purynowych i pirymidynowych oraz podaje liczbę



dozwolonych kcmblnacjl między tymi położeniami rotamerowymi a konformacją 

pierścienia furanozowego typu S 1 H.
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Tabela 1

Liczba dozwolonych konformerów mononukleozydów 
wg danych uzyskanych dla stanu stałego [l l]

1—Zasada  , .-0(5')-0(5')---- ^ Liczba
M ononukle o zyd AB TI SXN gg gt tg

dozwolonych
komblnacil

Purynowy typu N + - + + - 2

Purynowy typu S + + + + 4
Całkowita liczba
dozwolonych
konformerów

6

Pirymidynowy typu N + (-)* + - - 1

Pirymidynowy typu S + - + + + 3
Całkowita liczba
dozwolonych
konformerów

4

Zaobserwowano tylko jeden przypadek

Znak plus oznacza,że dany konformer spotykano w co najmniej dwóch struktu
rach krystalicznych badanych związków, a znak minus,że nie znaleziono żad
nego przypadku jego występowania. W nukleozydach purynowych typu S w sta
nie krystalicznym zasada wykazuje orientację bądź anti bądź syn (mniej 
więcej w porównywalnych ilościach przypadków); ponadto orientacja zarówno 
anti jak i syn pozwala na istnienie rotamerów gauche-gauche (gg) 1 gauche- 
trans (gt) wokół wiązania C(4')-C(5'). Stąd typ S nukleozydów purynowych 
może istnieć w co najmniej czterech różnych konformacjach i w wielu więcej 
jeżeli weźmiemy pod uwagę szereg możliwych rotamerów wokół wiązaui C(2')- 

-0(2'), C(3')- 0(3'), C(5')-0(5'). Z drugiej strony, typ B nukleozydów 
purynowych preferuje orientację emti w stanie stałym, ale występują kon
formery zeu-ówno gg jak i gt. Wynika z tego, że można się spodziewać ist
nienia w roztworze przynajmniej sześciu różnych konformerów mononukleozydu 

purynowego.
Podobnie liczba dozwolonych kombinacji w nukleozydach pirymidynowych nie 

uwzględniając możliwych rotamerów grup OH wynosi cztery.
Te ograniczenia w konformacji istniejące już na poziomie nukleozydu wy

nikają ze wzajemnych zależności zachodzących między występowaniem różnych 
rotamerów w cząsteczce nukleozydu i konformacją pierścienia furanozowego[l].



Podstawienie grupy fosforanowej w pozycji 5' znacznie zmniejsza konfortna- 

cyjną elastyczność cząsteczki nukleotydu w porównaniu z nukleozydem. Zaob
serwowano, że 5'- nukleotydy występują (z nielicznymi wyjątkami np, 5 
SMP, gdzie uprzywilejowana jest kombinacja syn-gg) w stanie stałym tylko w 
konformacji einti wokół wiązania glikozydowego i gauche-gauche wokół egzo- 
cyklicznego wiązania C(4')-C(5') niezależnie czy konformacja pierścienia 
furanozowego jest typu C(2')-endo czy C(3')-endo (chociaż z obliczeń ener
getycznych wynika, że prawdopodobieństwo występowania konformacji syn jest 
większe dla pierścienia furanozowego w formie C(2')-endo niż C(3')-endo 
Ponadto uprzywilejowana konformacja wokół v)iązania C(5')-0(5') w wolnych 
nukleotydach,jak i oligo- i polinukleotydachjodpowiada w ograniczonym 
zakresie kątom konformacji (gg)
Rozważania te sugerują, że jednostka nukleotydowa może być uważana jako 
konformaoyjnie "sztywna". ,N, Yathindra i M. Sundaralingam [ 2] zakładają 
dwie podstawowe konformacje nukleotydowe (mianowicie jednostkę nukleotydo- 
wą C(3')-endo i jednostkę nukleotydową C(2')-endo) określone przez dwa za
sadnicze sposoby pofałdowania pierścienia cukrowego. Przejście od jednego 
konformeru pierścienia furanozowego do drugiego (tzn, od jednej jednostki 
nukleotydowej do drugiej) wywołuje duże zmiany strukturalne w naturalnie 
występujących kwasach nukleinowych (np. B-DMA, C(2')-endo i EMA, C(3')- 
-endo) i ma ważny wpływ na ich funkcje biologiczne.

Bariery entalpii swobodnej przeciwstawiające się pełnej swobodnej rota
cji wokół każdego łańcucha bocznego w cząsteczce nukleozydu (nukle^otydu) 
są na tyle małe w roztworze, że pozwalają na wzajemne przejścia między 
konformeraml. Przejścia te zachodzą szybko w skali czasowej NUR tak, że 
obserwowane widmo jest czasowo uśrednionym obrazem zachodzącej równowagi.
Do przybliżonego opisu tej równowagi wymagema jest znajomość:

1. równowagi rotamerowej egzocyklicznej grupy hydroksymetylenowej
2. równoweigi konformacyjnej wokół egzocyklicznego wiązania C(4')-C(5')
3. równowagi konformacyjnej pierścienia furanozowego.

W artykule przedstawiono zastosowanie metody p.m.r. do określania kon
formacji pierścienia rybofuranozy w nukleozydach i nukleotydach w roztwo

rze i jej możliwości wykorzystania do opisu nie tylko jakościowego, ale 
ilościowego, zachodzącej w roztworze równowagi konformacyjnej pierścienia 
rybofuranozy. Zasada zastosowania spektroskopii p.m.r. do określania ste- 
reochemii pierścienia cukrowego polega na powiązaniu przy pomocy równania 
Karplusa odczytanych z widma wartości stałych sprzężenia między wicynalny-
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mi protonami z odpowiednimi kątami dwuściennymi między vłiązaniami C-H przy 
sąsiednich atomach węgla w pierścieniu, których v/artość zależy od sposobu 
i rozmiaru pofałdowania pierścienia cukrowego.

Pierwsze,mające znaczenie badania konformacji pierścienia fxiranozowego 
metodą protonowego rezonansu magnetycznego, które jednak ze względu na o
graniczone możliwości aparaturowe nie mogły właściwie opisać observ.owa- 
nych zależności, przedstawiono w pracach Jardetzky[ 3, 4j .

Analiza modeli cząsteczkowych (modeli Dreidinga) pierścienia finranozo- 
wego pozwoliła na zaproponowanie 20 teoretycznie możliwych symetrycznych 
form pofałdowania pierścienia powstałych przez wychylenie jednego lub dwóch 
atomów z płaszczyzny określonej przez pozostałe atomy w pierścieniu [ 5]. 
kazano [3» 4j , że obecność podstawników w pierścieniu furanozowym w nukleo
zydach i nukleotydach stabilizuje zwłaszcza te konformacje, które powsta
ją przez wybicie węgla C(2') i /lub C(3”) w konwencji endo-egzo z płasz
czyzny opisanej przez pozostałe atomy pierścienia.

W tabeli 2 przedstawiono wartości stałych sprzężenia dla 4 podstawowych 
struktur pierścienia oraz dla formy płaskiej (Hruska i in. [7a]). Ponieważ 

żadna z proponowanych form pofałdowania pierścienia nie odzwierciedlała 
rzeczywistej geometrii pierścienia rybofuranozy, w badanych nukleozydach 
i nukleotydach (tabela 2), zaproponowano istnienie równowagi dynamicznej 
w roztworze między różnymi stanami konformacyjnymi pierścienia. Obserwowa
ne stałe sprzężenia są zatem wielkościami uśrednionymi w czasie i ich war
tość zależy od uprzywilejowania jednego konformeru nad drugim w mieszani
nie równowagowej, tj. od położenia tej równowagi.

Dotychczas prezentowany opis konformacji pierścienia rybofuranozy jest 
jedynie mocno przybliżony. Znaczne ograniczenia wynikają z zastosowania | 
modeli cząsteczkowych do wyznaczania 3- i 4-atomowych płaszczyzn opisują
cych w sposób statyczny 5-członowy pierścień.

Altona i Sundaralingam (l2] zastosowali koncepcję pseudoroliacji do opi
su konformacji pierścienia furanozowego w nukleozydach i mńcleotydach. Au
torzy wyznaczyli parametry pseudorotacji (kąt fazowy pseudorotacji, P i 
amplituda pofałdowania,!^) dla pierścieni furanozowych w dużej liczbie ba-l 

danych nukleozydów i nukleotydów, opierając się na uzyskanych z badań rent-I

genostrukturalnych wartościach kątów skręcenia T^, !•]» ^2’ ^3 ^^4
dzy odpowiednimi wiązaniami w pierścieniu. Okazało się, że wszystkie bada
ne nukleozydy i nukleotydy występują w dwóch wąskich zakresach pseudoro- 
tacji na kole pseudorotacyjnym skoncentrowanych wokół konformacji odpo.j 

wiednio C(3')-endo 4 C(2')-endo.
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Tabela 2

Przewidywane stałe sprzężenia dla różnych konformacji pierścienia 
furanozowego w zestawieniu z wartościami stałych sprzężenia 

odczytanych z widm badanych nukleozydów i nukleotydów
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Konformacje
pierścienia furanozowego

PrzewidywE

^1'2'

me stałe

^2'3'

sprzężenia

^4'5'

Odnośniki
literatu
rowe

C(2 ')-endo 9,5 4,3 0,4
0(3 ')-egzo 6,7 5,0 0,0

Porma płaska 2,3 9,0 2,3 [7a]

C(3 ')-endo 0,4 4,3 9,5
C(2 ')-egzo 0,0 5,0 6,7

związek obserwowane stałe sprzężenia

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 [7b]

4 - tiourydyna 3,9 5,4 5,6 [8l
3'- fosforan urydyny 4,8 5,2 5,5 [7d]
5'- fosforan - pseudourydyny 5,3 5,3 5,5 [7dJ
rybozyd kwasu - cyanurynowego 3,9 6,4 6,6 [9]

5 '- nukleotyd- p, -nikotyno-amidov.y 5,7 5,0 2,1 [10]

" (forma zredukowana) 6,8 5,4 1,9 [10]

Hruska [13] założył, że ró\mowaga konformacyjna w pierścieniu cukrowym w 
mńcleozydach i nukleotydach w roztworze zachodzi między dwoma stanami 
pierścienia odpowiadaja.cymi tym dwóm strefom trwałych konformacji C(3') -
-endo i C(2')-endo. Przejścia między tymi dwoma trwałymi strefami konfor
macyjnymi (które Hruska, " ood i Dalton [H] oznaczyli symbolami!.i T_) 
wyv;ołują zmianę znaków kątów okręcenia ! .|,! 2 it^,co wskazuje’na przyjęcie 
pośredniej konformacji kryjącej. Natomiast zmiany w pofałdowaniu pierście-' 
nia furanozov/ego odbywające się wewnątrz każdej strefy zachodzące poprzez 
równoczesną rotację wokół dwóch wiązań C-0 w pierścieniu nie wymagają zmiany 

[znaków dla kątów skręcenia!^, 15]. Oba konformery t ^ ^ _

oddzielone są przez dwie strefy barier, które autorzy zaznaczyli symbo- 
I licznie jako °B i (rys. 1).
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By». 1. Straf; konforaacyjne na drodze pseudorotacyjnej pierścienia cukrowego w nu- 
kleozydaoh wg Hruakl i In. 14

Saran, Perahia i Pullman [1j zaproponowali niesymetryczne, w przeciwień- 

stbrie do symetrycznego według Hruski i in., przedstawienie występującej w 
roztworze równowagi między dwoma konformerami pierścienia furanozowego, 
które lepiej opisuje rzeczywistą sytuację zachodzącą w nukleozydach i nu
kleotydach (rye. 2)j

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

w nukleozydach

Autorzy wykorzystując w swoich obliczeniach koncepcję Altony i Sundaralin- 
gama [12] odnośnie modelu pseudorotac ji wykazali, że dwa prawie równooenne 
(różnica około 1 kcal/mol) minima energetyczne występujące przy kącie fa
zowym P = 18° i 162° (co odpowiada konformacjom pierścienia furanozowego 

C(3')-endo i C(2')-endo) są oddzielone barierami energetycznymi, które w 

nukleozydach przyjmują różne wartości. Rys. 3 przedstawia przykładową ma
pę energetyczną wykazującą zależność stanu pseudorotacji pierścienia cu
krowego od wartości kąta skręcenia X wokół wiązania glikozydowego dla 
rybozydów - purynowych.
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Rys. 3« Konformacyjna napa energetyczna (P X ) dla rybozydów jb - purynowych 
• dane eksperynentalne z badań rentgenostrukturalnycb

Przejście między konformerem typu C(3')-endo (T^ wzgl, N) i C(2') - endo 
(T wzgl. S) w roztworze powinno zachodzić drogą wyznaczoną przez pośred
nią konformację C(4')-egzo - C(1')-egzo, gdyż bariera energetyczna jest 
tutaj stosunkowo niska (około 5 kcal/mol)j przejście wzdłuż drogi wyzna
czonej przez konformację C(3')-egzo - C(2')-egzo jest praktycznie zabro
nione, gdyż związane byłoby z pokonaniem wysokiej bariery energetycznej. Za
znaczone na mapie energetycznej (P, X^,jj) punkty reprezentują dane ekspery
mentalne uzyskane z badań rentgenostrukturalnycb kryształów jb - niikleozydów 
i [b - nukleotydów purynowych. Wszystkie one są skupione wokół ozy w są
siedztwie obliczonego całkowitego i najniższego energetycznie lokalnego 
minimum.

Altona i Sundaralingam [ll] podali sposób wyznaczenia procentowego u
działu konformerów typu M i S w mieszaninie równowagowej M = S , stosując 
zwykłą zależność liniową między wartością stałej sprzężenia wyznaczoną z 
widma a przewidywanymi stałymi sprzężenia dla każdego znajdującego się w 
równowadze konformeru N i S. Zależność tę podaje równanie (1):

J . = X J + X J.,obs. s s N N (1)

gdzie suma ułamków molowych X^ + X^^ = 1

Autorzy zebrali wszystkie wartości kątów skręcenia między wiązaniami w 
pierścieniu furanozowym uzyskane z badań rentgenostrukturalnych krysta
licznych (b - nukleozydów i (b - nukleotydów i wyznaczyli ich średnie war-



toścl. Te etatystycznie uśrednione wartości kątów skręcenia przypisano 
"Idealnym" konformacjom pierścienia furanozowego typu U i S zajmującym 
środki naturalnie występujących przedziałów pseudorotacyjnych i posiadają
cym średnią amplitudę pofałdowania ^ ^ = 38°.

Następnie wykorzystano równanie Karplusa o nowych parametrach (równ. 2) do 

Jjjjj = 10,5 °°°

obliczenia przewidywanych stałych sprzężenia dla tych "idealnych" konfor
macji typu N i S (tabela 3).

Tabela 3

Przewidywane stałe sprzężenia dla "idealnych" konformacji typu N i S
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Konformer P.stop, ffi .g. ■^2'3' •^3'4'
^1 '2' *

* ^3'4'

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

Wartości stałych sprzężenia ^ *^3'4'* ™4eniają się wyraźnie przy
przejściu od konformacji typu N do S, natomiast stałe sprzężenia Jg'3' ^
suma J^/g' + ^3'4' pozostają prawie niezmienione. Wstawiając do równa
nia (1) odczytane z widma wartości stałych sprzężenia J^.g» lub 
oraz odpowiadające im stałe sprzężenia przewidywane dla idealnych konfor
macji typu S i H można obliczyć przybliżoną procentową zawartość obu kon
formerów w mieszaninie równowagowej. Dla celów praktycznych procentowy u
dział konformeru S oblicza się jako 10 x J^/g» lub 10 x (10,1 -

Oczywiście przewidyv/ane stałe sprzężenia dla konformacji odchylonych od 
"idealnych" będą nieco inne. Aby sprawdzić wpływ pseudorotac ji na stałe 
sprzężenia wybrano dla każdego konformeru typu N i S wartości kąta fazowe
go P, reprezentujące dolną granicę, centrinn i górną greinicę naturalnie wy
stępujących obszarów pseudorotacyjnych zajmowanych przez reszty rybozy w 
stanie krystalicznym. Przy ustalonej średniej wartości T = 38° obliczono, 

stosując równanie (3), wartości endocyklicznych kątów skręcenia T , T ^ i T ^ 
dla każdej konformacji typu S i N reprezentującej jeden z wybranych pun-

Tj = Tmcos [P + (j - 2) 144] (3)



któw P na kole pseudorotacyjnym oraz przy pomocy równania Karplusa (2) od
powiadające im stałe sprzężenia. Tabela 4 podaje przewidywane stałe ąirzę- 
żenia dla różnych składów równowagi konformacyjnej typu N-= Stdla środków 
(przypadek A) i dla wszystkich możliwych kombinacji końców przedziałów Pjj 
i P_. Dane te wykazują, że na skutek możliwych zmian w wartościach P zna-O
jomość stałej sprzężenia /g' zebraó skład równowagowy w zakresie
błędu i 5% (zakładając brak błędu wartości odczytanej z widma).

Tabela 4

Przewidywane stałe sprzężenia (Hz) dla różnych składów
konformacyjnej mieszaniny równowagowej 11
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3tOp.
% N
% s

100
0

80
20

60
40

40
60

20
80

0
100

^S'
>top.

Przy
padek

10 Jl .g. 0,0 2,0 4,0 6,1 8,1 10,1 162 A

•’^2'3' 4,7 4,8 5,0 5,1 5,3 5,4

S'4' 10,1 8,1 6,1 4,2 2,2 0,2

Jl'2' S'4' 10,1 10,1 10,1 10,3 10,3 10,3

3 *^1'2' 0,1 2,1 4,2 6,2 8,3 10,4 145 B

•^2'3' 4,6 4,9 5,2 5,6 5,9 6,2

S'4' 9,9 8,1 6,4 4,7 2,8 1,1

'2' S '4' 9,9 10,2 10,6 10,9 11,1 11,5

25 J, '2' 0,3 2,1 4,0 5,8 7,7 9,5 175 C

•^2'3' 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 5,1

S'4' 10,5 8,4 6,3 4,2 2,1 0,0

Jl'2' + S'4' 10,8 10,5 10,3 10,0 9,8 9,5

3 Jl .g. 0,0 1,9 3,8 5,7 7,6 9,5 175 D

•^2'3' 4,6 4,7 4,8 4,9 5,0 5,1

S'4' 9,9 7,9 5,9 4,0 2,0 0,0

^1'2' S'4' 9,9 9,8 9,7 9,7 9,6 9,5

25 Jl ,g. 0,3 2,3 4,3 6,4 8,4 20,4 145 E

^2'3' 5,2 5,4 5,6 5,8 6,0 6,2

S'4' 10,5 8,6 6,7 4,9 3,0 1,1
^1'2' S'4' 10,8 10,9 11,0 11,3 11,4 11,5

Pewne uściślenia odnośnie do stanu pseudorotacji konformeru będącego w 
przewadze można uzyskać poprzez dokładną analizę pozostałych dwóch stałych



sprzężenia. Up. jeśli równowaga jest przesunięta w kierunku konfonneru ty
pu N tzn. J.<4Hz to odpowiednio ditóe wartości stałej sprzężenia , Ił 25
i sumy /g» + prowadzą do wniosku, że typ H pierścienia rybozy pre
feruje prawdopodobnie wyższy koniec przedziału Pjj.

Jednocześnie pewną komplikację steinowió będzie wpływ amplitudy pofałdo
wania T ^ jako drugiego parametru pseudorotacji na różne stałe sprzężenia, 
który może przeciwstawiać się efektowi pseudorotacji. Zgodnie z równaniem
(3) zmiana w wartości T ^ powoduje proporcjonalne zmiany wszystkich kątów 
skręcenia ^ j w pierścieniu. Ogólnie, bardziej "pofałdowane" pierścienie 
rybozy (duże T^) będą posiadały bardzo małe wartości stałych sprzęże
nia Jg/^/ i sumy J^»g» + "spłaszczenie pierścienia" (małe C bę
dzie powodowało wzrost tych wartości.
Tabela 5 podaje wartości stałej sprzężenia obliczone składy równo
wagowe oraz różnice swobodnej entalpii A dla kilku ji>- nukleozy
dów 1 nukleotydów purynowych i pirymidynowych.

Tabela 5

Przykłady wartości stałych sprzężenia J^/g / dla nukleozydów 
i jb - nukleotydów purynowych i pirymidynowych, obliczone składy 
równowagowe oraz różnice swobodnej energii A w D2O [l 1]
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Związek •^1'2'* ^ N “1,

Adenozyna
Puryny

6,1 40 - 0,25
5' - fosforan adenozyny 5,6 5,1 5,3 48 - 0,07
3' - fosforan adenozyny 5,8 5,6 43 - 0,17
Inozyna 5,6 45 - 0,12
średnia wartość dla 11 
związków 5,6 45 - 0,12

5 - jodocytydyna
Pirymidyny

2,8 72 + 0,56
5fosforan cytydyny 3,2 68 + 0,45
oytydyna 3,4 4,0 60 + 0,25
Urydyna 4,4 4,5 4,8 52 + 0,05
5'- fosforan urydyny 4,6 4,8 53 + 0,07
3'- fosforan urydyny 4,3 4,3 4,8 52 + 0,05
(b - pseudourydyna 5,0 5,0 50 0,0
średnia wartość dla 12 
związków 4,3 57 + 0,16

dane z różnych źródeł literaturowych



Eybozydy purynowe wykazują nieznaczne lub wyraźne 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).
Ponieważ badania zależności temperaturowej stałych sprzężenia [6-9] dla 
szeregu nukleozydów i nukleotydów wykazują nieznaczne tylko zmiany w ich 
wartościach zakłada się, że różnice energetyczne między konformerami typu 
N i S muszą być niewielkie, (Ogólnie zmiana temperatury nie będzie miała 
wpływu na stałą równowagi,kiedy różnica entalpii A H° ma wartość zero). 

Pomiary stałych sprzężenia dla mononukleozydów i mononukleotydów w roztwo
rze w szerokim zakresie temperatiu: pozwolą na dokładne poznanie i rozdzie
lenie ich czynników entropii i entalpii [l6] . Da to być może podstawy do 

wytłumaczenia różnic w zachowaniu się pochodnych urydyny i cytydyny w roz
tworze (tabela 5). Urydyna i jej 3' - i 5' - fosforany mają stałą równowa
gi zbliżoną do jedności; trzy związki pochodne cytydyny mają równowagę 
przesuniętą wyraźnie w kierunku konformeru typu N (ćG°^ = 0,25 do 0,56 

kcal/mol). Strukturalne różnice między rozważanymi związkami są zlokalizo
wane w pozycjach 4 i 5 zasady, a więc odległych od pierścienia rybozy.
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DYSKUSJA

W dyskusji zabrali głos mgr M. Eemin i mgr W. Krzyżosiak. Zastanawiano 
się nad możliwością zaobserwowania w niskich temperaturach sygnałów pocho
dzących od poszczególnych konformacji występujących w równowadze. Stwier
dzono, że jeżeli taka równowaga rzeczywiście istnieje/to bariery energe
tyczne oddzielające różne konformacje furanozydów są zbyt niskie,co unie
możliwia rozróżnienie konformerów.



Barbara Nowak, Henryk Koroniak

OKREŚLANIE POPULACJI STRUKTUR 
ROTAMEROWYCH EGZOCYKLICZNEJ GRUPY CH,OH

STRESZCZENIE

W rozdziale przedstawiono przegląd metod umożliwiających określenie 
udziału struktur roteunerowych egzocyklicznej grupy hydroksymetylenowej. 
Przedyskutowano wpływ modyfikacji zasady oraz pofałdowania pierścienia cu
krowego na konformację tej grupy.

Interesującym elementem struktury nukleozydów i nukleotydów jest poło
żenie egzocyklicznej grupy CHgOH, Dyskusję nad jej konformacją ułatwiają 
wzory projekcyjne Newmana. Przedstawiają one trzy klasyczne, 60°, naprze- 

mianległe izomery konformaoyjne, odpowiadające minimom energetycznym, 
występującym podczas rotacji dookoła wiązania C(4')-C(5').

Rys. 1.

Badania rentgenostrukturalne wykazały, że rotamer gauohe-gauche, w którym 
wiązanie C(5')-0(5') leży powyżej pierścienia, w krystalicznych nukleozy-



dach i nukleotydach, występuje znacznie częściej niż rotamery gauche-trans. 
czy trans-gauche [l] . Także obliczenia energetyczne i badania modeli 
przestrzennych wskazują, że ten rotamer powinien być najbardziej uprzywi
lejowanym spośród wyżej wymienionych.

Do określenia konformacji egzocyklicznej grupy CHgOH w roztworze naj
bardziej przydatna jest metoda protonowego rezonansu magnetycznego. Wyko
rzystanie bowiem równania Karplusa do analizy stałych sprzężenia wioynal— 
nych atomów wodoru, uzyskanych z widm PMH,pozwala określić względną popu
lację struktur rotamerowych występujących podczas obrotu dookoła wiązania 

C(4')-C(5').
Zakładając szybkie wzajemne przejścia między trzema naprzemianległymi kon
formerami oraz porównując wicynalne stałe sprzężenia i mię
dzy protonami 4' -5'i 4' - 5" Blackburn i współpracownicy [2] określili 
względną populację każdego rotameru stosując zależności:
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•^4'-5'B = VlB ^11'^IIB + ^IIl'^'lIIB

•'^4 '-5 'C " ^1'^IC

P + P + P = 1 I II III

gdzie Pj, Pjj i Pjjj są ułamkami molowymi każdego z izomerów rotacyjnych,
są stałymi sprzężenia między protonami 4' i 5'B, przy 

1J3 X115 XXXJ3 ^
założeniu, że cząsteczka występuje całkowicie jako klasyczny, 60 , naprze- 
mianległy rotamer I, II i III. Podobnie zostały zdefiniowane stałe sprzę

żenia dla protonów 4' - 5'C.
Lemieux opierając się na danych uzyskanych ze skręcalności optycznej 

sugerował, że klasyczne rotamery nie odpowiadają minimom energetycznym. 
W rozważaniach bowiem należy uwzględnić odpychanie między atomem tlenu gru
py hydroksymetylenowej 0 5'i atomem tlenu pierścienia cukrowego 0 (1').

Ponieważ nie można precyzyjnie określić kąta,przy którym występuje mi
nimum energetyczne, obliczenia udziału struktur rotamerowych przeprowadza 
się dla lęlaSycznych, 60° rotamerów, jak również dla tych, w których uwzględ
niono odpychanie między atomami tlenu, wprowadzając 15° poprawki.

Wartości stałych sprzężenia występujące w równaniach podanych przez Black- 
burna [2] obliczono stosując zaproponowaną przez Karplusa zależność mię
dzy stałą sprzężęnia wioynalnyoh atomów wodoru a kątem dwuściennym $ po
między płaszczyznami, w których one leżą [5]:



3^ = J cos d> + o HH o ^

c = - 0,28 Hz

Stałej przypisuje się wartości w szerokim zakresie - od 8 do 16 Hz [4]. 
Abraham [”5] proponował natomiast, aby stałej przypisać wartościi

3^ = 9,27 Hz dla 0° Cp < 90°

Jo = 10,36 Hz dla 90° < cp < 180°

Z kolei Lemieux sugerował, aby dla stałej J^ przyjąć wartość 12 Hz wów
czas, gdy kąt dwvtócienny = 180°.

W widmie MR nukleozydów obserwujemy sygnały pochodzące ze sprzężenia 
atcanów wodoru 4' z 5'B i 4' z 5'C. Jednak na skutek szybkiej rotacji wokół 
wiązania C4'-C5' protony 5'B i 5'C są nierozróżnialne i w konsekwencji te
go nie wiadomo, którą z wartości i przypisać sprzężeniu pro
tonu 4' z 5'B,a którą 4' z 5'C. Wobec tego obliczenia populacji struktur 
rotamerowych przeprowadza się przypisując stałe na dwa sposoby;
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A.

^4'5'B 4' - 5'B
B.

*^4'5'B ------ 4' - 5'C

*^4'5'C 5'C 4'5'C

Blackburn, Grey i Smith [2] określając względną populację grupy CHgOH w 
urydynie przeprowadzili obliczenia dla rotamerów klasycznych i dla tych, 
w których przyjęto 16° poprawki w kącie dwuścieni;ym. Przyjęli Jednocześnie 

dwie górne granice dla stałej J^10.36 i 12 Hz/, a eksperymentalne stałe 
sprzężenia przypisywali na dwa sposoby, uzyskując 8 serii wyników.

Z danych przedstawionych w tabeli 1 wynika, że niezależnie od sposobu 
przypisania stałych sprzężenia, wyboru stałej J^, ozy też uwzględnienia 
oddziaływań między atomami tlenu,w przewadze występuje rotamer gauohe- 
gauche. Jego przewaga jest niezależna od oznaczenia atomów H5'B i H5'C, 
natomiast oznaczenie to wpływa bardzo wyraźnie na udział izomerów gauche- 
trans i trans-gauche. A zatem ocena indywidualnych udziałów izomerów rota
cyjnych gauche-trans czy trans-gauche wymaga absolutnego oznaczenia proto
nów 5'B i 5'C. Remin i Shugar [6] wykonali to oznaczenie wprowadzając w



Tabela 1

Względne populacje izomerów rotacyjnych urydyny wokół v/iązania C(4')-C(5')
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Klasyczne naprzemian- 
ległe rotamery Rotamery z 15° poprawką

J dla 0° ^ <P ^90°
0

Jn dla 90°Sl(J>i:l80°
9.27

10.36
9.27

10.36
9.27

12.00
9.27

12.00
9.27

10.36
9.27

10.36
9.27

12.00
9.27

12.00

‘^4'5'B 3.00 4.40 3.00 4.40 3.00 4.40 3.00 4.40

*^4'5'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 0.12 0.25 0.10 0.24 0.08 0.16 0.02
0.12 0.30 0.10 0.25 0.29 0.45 0.25 0.39

pozycję 3' grupę fosforanową i poróv/nując wartości przesunięć chemicznych 
w nukleozj-dach i nukleotydach. Zaobserwowano, że obecność grupy fosforano
wej w cząsteczce nuitleotydu no znaczny wpływ na przesunięcia protonów 
5'B i 5'C.

Tabela

Przesunięcia chemiczne protonów 5'B i 5'C

Zv;iązek 5'B 5'C

U 3.907 3.803
3 '-UMP 3.898 3.852

[b- ^ 3.840 3.726
3.850 3.785

Porównanie danych dla urydyny i 3' monofosforanu urydyny oraz p, -pseudo
urydyny i 3'nonof osf oranu |b)- pseudourydyny dowodzi, że proton H5'C jest 
bardziej przesłaniany w nukleozydach niż w nukleotydach, natomiast protony 
H5'B w obu parach związków mają bardziej zbliżone przesunięcia chemiczne. 
Stwierdzono, że we wszystkich tych związkach dominuje rotamer gauche - 
gauche, a więc proton H5'C w przeciwieństwie do H5'B dłuższy okres czasu 
znajduje się w sąsiedo,tv;ie grupy fosforanowej i ze względu na jej odsła
niający efekt leży przy niższym polu. Autorzy wywniosko.vali, że tylko 
przypisanie stałych wg sposobu A jest zgodne z selektywnym wpłyv;em grupy 
fosforanowej na przesunięcie ćhemiczne protonu H5'C.
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Schweitzer i Witkowski oraz Lapper i Smith uważają, że sposób oznacze
nia protonu H5'B i H5'C przedstawiony przez Remina i Shugara budzi pewne 
wątpliwości [7, 8] . Nie zostało bowiem ono przedstawione dla związków, 
w których dominują rotamery gauche-trans lub trans-gauche.
Znacznie prostszą drogą prov/adząoą do obliczenia populacji struktur rota
merowych grupy hydryksymetylenov;ej jest analiza sumy stałych sprzężenia 

'^4'5'B ’'^4'5'C 1 o], którą odczytujemy z widma. W tym przypadku nie ma
konieczności rozróżnienia protonów H5'B i H5'C. Zastosowanie w oblicze
niach sumy sprzężeń J.,-,- + J./-/- opiera się na fakcie, że występujące4 !? 13 4 y G
podczas rotacji wokół egzocyklicznego wiązania C4' - C5' sprzężenie trans 
H-H wicynalnyoh protonów jest większe (8-10 Hz) niż sprzężenie gauohe-H-H 
protonów (2-4 Hz). Duma ta pozwala nu obliczenie względnego udziału rota
meru gauche-gauche i łącznego udziału rotamerów gauche-trans i trans-
gauche, Jakikolwiek wzrost populacji konformeru gauche-gauche powinien więc 
prov/adzić do zmniejszenia zmierzonej eksperymentalnie sumy 
podczas gdy wzrost udziału rotameru gauche-trans czy trans-gauche, oczy
wiście kosztem gauche-gauche,powinien wpływać na wzrost wartości tej sumy. 
Względny udział rotameru gauche-gauche - P oblicza się wykorzystując

oo
zależność [i2] :

- (12 -Z)/8
gg

gdzie E=

W analogiczny sposób można śledzić udziały rotamerów (gauche-gauche) ' 
(gauche - trans)'i (trans-gauche) ^v/ynikające z obrotu wokół wiązania C 5'

- 05' w serii 5' nukleotydów.

Rys. 2, Trzy Izosery rotacyjne nukleotydów wokół wiązania C(5')-0(5 )



W rotamerze (gauche-gauche)'atom fosforu jest w położeniu gauche w stosun
ku <ło obu atcmów wodoru grupy metylenowej, więc suma ma
stosunkowo niewielką wartość (około 6 Hz) w porównaniu z sumą stałych 
sprzężenia dla rotameru (gauche-trans)'czy (trans-gauche)' (około 24 Hz),w 
których atom fosforu jest w położeniu trans w stosunku do jednego ż 5' ato
mów wodoru [11, 12, 13] • Udział rotameru (gauohe-gauche)' - P , , określa

& &
następujące równanie:
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.=^(24 -E')/18
g g

gdzie E’=

WPŁYW MODYFIKACJI ZASADY NA KONFORMACJE EGZOCYKLICZNEJ GRUPY CH,OH

Hruska i współpracownicy [l2, 13 ] przeprowadzili metodą PMR porównawcze 

badania urydyny, 5' monofosforanu urydyny oraz 6-aza urydyny i 5' monofos- 
foranu 6-aza urydyny,które miały dać odpowiedź,jaki wpływ na konformację 
egzocyklicznej grupy hydroksymetylenowej ma zastąpienie atomu węgla w 
pozycji 6-uracylu atomem azotu. Udział struktur rotamerowych obliczono na 

podstawie sumy + '’^4'5'c*

Tabela 3

Suma U aza U 5' - IMP 5'-aza UaP

•’^4'5'B * ^4'5'C 7,4 8.8 5.5 40.7

•’^P - 5'B *^P - 5'C - - 8.3 11.7

Porównanie wartości tych sum dla urydyny i 6-aza urydyny wskazuje, że obec
ność atomu azotu w pozycji 6-uraoylu ma wyraźnie destabilizujący wpływ na 
konformację gauohe-gauche (obniżenie udziału). Zamiana atomu węgla w zasa
dzie uraoylowej 5' monofosforanu urydyny ma jeszcze większy wpływ na znmiej- 
szenie udziału konformeru gauohe-gauche w 5' monofosforanie aza-urydyny. 
Procentowy udział formy gauche-gauche przedstawia się natępująco:

U - 5 IMP - 80S

6aza - U - 40^ 5'aza IMP -
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Zmiejszenie udziału rotameru gauohe-gauche w 5' aza UMP można wyjaśnić 
elektrostatycznym oddziaływaniem między atomem azotu w pozycji 6 i ujemnym 
ładunkiem grupy fosforanowej. Potwierdziły to obliczenia teoretyczne [i4] 

gęstości ładunku, które wykazały, że pozycja 6-urydyny jest centrum dodat
nim, natomiast w 6-aza-urydynie ujemnym, 00 w połączeniu z ujemnym ładun
kiem grupy fosforanov/ej powoduje destabilizację rotameru gauche-gauche. W 
przypadku konformerów gauche-trans ozy trans-gauche oddziaływanie takie 
nie występuje i te właśnie rotamery są uprzywilejowane dla 6-aza UMP. Rów
nież oddziaływaniem elektrostatycznym można interpretować wzrost populacji 
gauche-gauche w 5' monofosforanie urydyny w stosunku do urydyny. W nukle- 
otydzie bowiem występuje przyciąganie między centrum dodatnim zasady - 
węglem C6 a grupą fosforanową,powodując wzrost udziału rotameru gauohe- 
gauche. Ponadto mniejszy udział struktury rotamerowej gauche-gauche w 6- 
aza-urydynie niż w urydynie wskazuje na istniejące odpychanie między ato
mem azotu V, pozycji 6 a grupą 3' hydroksymetylenową. Stwierdzenie przewagi 
rzadko spotykanej konformacji trans wokół wiązania C4' - C 3' dla 3" mono
fosforanu 6-aza-urydyny potwierdziło wcześniejsze obserwacje poczynione 
przez Saengera i Sucka [14] dla krystalicznego nukleotydu.
Hruska i współpracownicy [l5] przedstawili zależność między udziałem rota
meru gauche-gauche i (gauohe-gauche)' w formie wykresu, odkładając na osi 
rzędnych P , , i Z:’(Jp_^.g + Jp_^,^), a na osi odciętych P^^ i i:(J^,^.g +

se

«

re

ss
n

too
X

Ł
««

Ela U
U

W
to o r.

Rys. 3. Wykres zależności między udziałem rotameru (gauche-gauche)' - P
(gauche-gauche) - Pes g g



Analiza tej zależności wykazuje w przypadku 5' nukleotydów jednoczesny 
wzrost Pgg i Pg,g,, 00 świadczy o tym, że ;vraz ze wzrostem udziału konfor
meru gauche-gauche wokół wiązania C4' - C5' zwiększa się również udział 
rotameru (gauche-gauche)' wokół wiązania C5' - 05'. A więc kiedy cząstecz
ka przyjmuje orientację gauche-gauche rotamery (gauche-trans)' i (trans- 
gauche)' występują w niewielkim stopniu (np. 5'monofosforan urydyny). Po 
przejściu cząsteczki w rotamer trans-gauche czy gauche-trans konformacja 
(gauche-gauche)' nie jest konieczna, ale np. w przypadku 5' monofosforanu 
6—aza-uyrydyny ten właśnie rotamer ma duży udział. V/nioski wyciągnięte z 
analizy wykresu zostały potwierdzone przez badanie modeli przestrzennych 
cząsteczek. Okazuje się, że gdy którykolwiek z 5'nukleotydów przyjmuje 
konformację gauohe-gauche to wówczas obrót wokół wiązania C5' - 05' prowa
dzi do powstania form (trans-gauche)' lub (gauche-trans)', w których wy
stępują niekorzystne oddziaływania między atomami tlenu grupy fosforano
wej a cząsteczką furanozy 1 zasadą. Gdy z kolei 5' nukleotyd przyjmuje 
konformację gauche-trans lub trans-gauche dominuje forma (gauohe-gauche)' 
00 tłumaczy się niekorzystnym oddziaływaniem między atomem fosforu a ato

mami H4', 01' i H3' i 0H3'.
Analiza zależności P , , od P potwierdziła także spostrzeżenia Sarma i 

S S SS ^
Mynotta [l6j dotyczące udziału roteuneru gauche-gauche w jb - 5' nukleoty-
dzie nikotynoamidowym. - jbNMH (VII) i jego zredukowanej formie Jb MMNH
(VTII). Stwierdzili oni, że rotamer gauche-gauche w NMN (VII) występuje
w przewadze (935^) w stosunku do jbUMIlH, gdzie jest go tylko 5Qi (przy
pH 8).
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VII VIII

Wniosek ten opierał się na fakcie, że formalny dodatni ładunek na atomie
O

azotu w jb- HMD stabilizuje na skutek przyciągania grupy CH^OPO^ ^ ete
rycznie uprzywilejowaną konformację gauche-gauche, V/ związku puiINH konfor
mer gauche-gauche ma mniejszy udział, gdyż brak dodatniego ładunku na azo—



cie, który by tę formę stabilizował. Występuje natomiast elektrostatyczne 
odpychanie między parą elektronową dwuhydropirydynowego fragmentu cząsteczki 
i ujemnym ładunkiem na fosforanie. Gdy cząsteczka 5'Jbnukleotydu znajduje 
się w najbardziej stereochemicznie uprzywilejowanej konformacji gauche- 
gauche - (gauohe-gauche)'wtedy atomy H4', C4', 05', 05' i P5' leżą w jed
nej płaszczyźnie tworząc układ litery "W". Istnieje wówczas możliwość
sprzężenia przez cztery wiązania między atomem wodoru H4' a atomem fosforu 
P5'. Z badań Halla i współpracowników p7a i b] wynika, że wairtośó tego 
sprzężenia w "W" zorientowanym fragmencie HSCOP ma wartość ok. 2,7 Hz, na
tomiast gdy zorientowanie "W" wiązań znika,wartość stałej zbliża
się do ok,0,0Hz. Tak więc stała ta może służyć do oceny udziału orientacji 
gauohe-gauche - (gauohe-gauche)' p7] w cząsteczce,

ZALEŻNOŚĆ MIĘDZY POFAŁDOWANIEM PIERŚCIENIA CUKROWEGO A ORIENTACJA 
EGZOCYKLICZNEJ GRUPY CHKJH

Hruska i współpracownicy badali występowanie zależności między pofałdowa
niem pierścienia a konformacją grupy hydroksymetylenowej. Wyniki badań 
opracowano w postaci wykresów przedstawiających zależność sumy stałych 

sprzężenia ^3'-.4' ^ '’^1'-2'*
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Rys. 4. Zależność między obserwowaną sumą stałych sprzężanla ®



Stwierdzono, że większemu udziafowl rotameru gauche-gauche odpowiada wzrost 
konformacji C(3') endo.natcaniast konformacja C(2') endo występuje w prze
wadze wtedy, gdy zwiększa się udział rotamerów gauche-trans ozy trans-gau
che.
Punkty znajdujące się na krzywej odpowiadają cząsteczkom, które mają wspól
ne cechy budowy. Mianowicie wszystkie są Ji- anomerami grupy CH i CO, wy
stępują w pozycji orto zasady, a większość z nich yirystępuje w konformacji 
anti. Punkty leżące poza krzywą np. 0-orotydyna, Ji-HCA - rybozyd kwasu 
cyanourynowego ozy 6-aza-D odpowiadają związkom, które mają objętościową 
grupę keto blisko pierścienia cukrowego lub w których atom węgla zasady 
został zastąpiony atomem azotu (6-aza-oytydyna, 6-aza-urydyna). Z wykresów 
wynika jasno, że w związkach, które leżą poza krzywą konformacja pierście
nia C2' endo ma bardzo mały udział.
Wszystkie te wnioski są zgodne z informacjami uzyskanymi z badań rentgeno- 
strukturalnyoh przez Wilsona i Rahmana [19] .
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DYSKUSJA

Głos w dyskusji zabrał mgr M. Remin, który ustosunkował się do zarzutu 
stawianego przez Witkowskiego i Schweitzera [7] oraz Lappera i Smitha [8] . 
Problem dotyczył metody identyfikacji protonów 5' i 5" opisanej przez 
Remina i Shugara [6] . Stwierdził, że w wyniku dalszych badań uzyskano do- 
v/ody potwierdzające wyniki wcześniej publikowane.
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Józef Bujarski

OKREŚLANIE KONFORMACJI ROTAMEROWEJ SYN-ANTI 
NUKLEOZYDÓW I NUKLEOTYDÓW METODĄ PMR

STRESZCZENIE

Referat stanowi możliwie wyczerpujący przegląd literaturowy metod pro
tonowego rezonansu magnetycznego, stosowanych przy określaniu wzajemnego 
ułożenia cukru i zasady w nukleozydach i nukleotydach. Omówiono również 
bardzo ogólnie metody teoretyczne (głównie kwantowo-meohaniozne), które 
pozwalają na poznanie energetyki obrotu cukru i zasady względem siebie.

Ważnym elementem, jaki należy uwzględnić przy opisie konformacji nukleo- 
tydóv(, monomerov^ych jednostek kwasów nukleinowych, jest wzajemne położe
nie cukru i zasady wokół wiązania glikozydowego. Wiązanie to jest poje
dyncze i dlatego istnieje możliwość rotacji obu komponentów względem sie
bie. Położenie zasady w stosunku do reszty cukrowej, jak wisuiomo, okre
śla [25] tzw. kąt skręcenia X . Istnieje kilka aktualnie stosowanych 

konwencji opisu tego kąta. Zgodnie z [25] w niniejszym referacie będziemy 
posługiwali się definicją przedstawioną w pracy Saengera [1] .

1. CHARAKTER ROTACJI ZASADY WOKÓŁ WIĄZANIA GLIKOZYDOWEGO - 
DEFINICJA KONFORORMACJI SYN-ANTI

Swobodny obrót wokół wiązania glikozydowego jest ograniczony. Rozważa

nie modeli przestrzennych [3, 8] oraz obliczenia teoretyczne [4-7] prowa
dzone różnymi metodami pokazały, że w cząsteczce istnieją określone od

działywania utrudniające ten obrót.
Donohue i Trueblood [7],badając zmiany odległości między poszczególny

mi atomami przy obrocie wokół wiązania glikozydowego w oparciu o rozważa
nia na modelach przestrzennych - sugerowali dwa najkorzystniejsze prze
działy wartości kąta skręcenia X jaki mogą przybierać nuJcleozydy.W jed

nym przedziale węgiel 0(2) pirymidyny lub 0(4) puryny znajdują się nad



pierścieniem rybozy (przedział syn)^a w drugim - te atomy węgla znajdują 
aię poza pierścieniem (przedział anti). Szczególnie silne oddziaływania 
etępują w nukleozydach pirymidynowych, gdzie karbonylowy atom tlenu przy 
C(2) oraz atom wodoru przy C(6) oddziaływają z podstawnikami przy C(2'), 
C(3') i z 0(1') pierścienia furanozy.

Określenie cząsteczkowej konformacji szeregu nukleozydów i nukleoty- 
dów w etanie krystalicznym metodami rentgenowskimi pozwoliło dokładnie ob
liczyć długości wiązali i kąty skręcenia między wiązaniami. Na tej podsta
wie Haschemeyer i Rich [4] mogli obliczyć odległości pomiędzy niezwiąza- 
nymi atomami cukru i zasady jako funkcje kąta skręcenia X i pofałdowa
nia pierścienia rybozy. Zakładając znaczne oddziaływania (odpychanie),gdy 
odległość między dwoma atomami jest mniejsza niż suma ich promieni van der 
Waalsa - można było określić bariery rotacji 1 uprzywilejowane zakresy ką
tów skręcenia poszczególnych nukleozydów.
Wnioski ogólne są tutaj następujące:

1. w wyniku silnych oddziaływań atomów 0(2) i H(6) z protonami H(2'), 
H(3') oraz z tlenem 0(1') w nukleozydach pirymidynowych obserwujemy uprzy
wilejowanie konformacji anti (^qjj = + 75 do + 155°) niezależnie od pofał

dowania pierścienia rybozy,
2. oddziaływania między H(3) i H(8) puryny a H(2') i H(3') rybozy są o 

wiele słabsze i w związku z tym bariery rotacji są mniejsze niż w nukle
ozydach pirymidynowych - mniejsze jest zatem uprzywilejowanie konformacji 
anti.
Dokładniejsze rozważania teoretyczne problemu zahamowania swobodnej rota
cji wokół wiązania glikozydowego uwzględniają zależność całkowitej energii 
potencjalnej cząsteczki niikleozydu od kąta skręcenia Obliczenia ta
kie przeprowadzono w oparciu o dane krystalograficzne różnymi metodami 
kwantowo-mechanicznymi (zwykle metody orbitali molekularnych [_5, 6] w róż
nych odmianach), przy uwzględnieniu szeregu czynników wpływających na ener
gię potencjalną*jak: oddziaływania van der Waalsa, oddziaływania elektro
statyczne (coulombowskie) oraz potencjał skręcenia [[8] .

Wyniki tych obliczeń potwierdzają koncepcję zahamowanej rotacji zasady 
oraz związane z tym istnienie dwóch najbardziej energetycznie uprzywile
jowanych konformacji (syn i anti). Można było obliczyć wysokość bariery 
energetycznej oddzielającej obie konformacje.W zależności od stosowanej me
tody bariera ta dla nukleozydów pirymidynowych wynosi od 7 do 3 koal/mol 
na korzyść konformacji anti (4, 9-11). Przedziały kątów torsyjnych defi
niujące obie konfórmacje przedstawiono w referacie 25 zgodnie z pracą 
Saengera [lj . Zgodnie z tym konformacja syn jest dla kątów X od 290° 
poprzez 0* do 110°* a konformacja anti - od 110° do 290°.
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Z obliczeń Yathindra i Sundaralingama [8] przeprowadzonych na 5'-AMP wy
nika, że istnieje ścisły związek pomiędzy pofałdowaniem pierścienia rybo
zy, konformacją rotamerową egzocyklicznej grupy (SOCHgPO" a ułożeniem 
zasady w stosunku do cukru.
Jeżeli uzależnić energię potencjalną cząsteczki od kąta X qjj oraz kąta Y 
(który obrazuje obrót grupy egzocyklicznej wokół wiązania C(4') - C(5'), to 
okazuje się, że najbardziej faworyzowana jest konformacja trans - gauche - 
gauche. Podobne wyniki dla (5')TMP, (5')CMP i (5')UMP st^geniją stosunkowo 
dużą sztywność konformacyjną (5')-nukleotydów w porównaniu z odpov;iednim 
nukleozydem, gdzie w znacznie większym stopniu dopuszcza się możliwość 
istnienia innych konformacji.

2. BADANIE UPRZYWILEJOWANIA KONFORMACJI SYN-ANTI W ROZTWORZE

Konformacja, jaką przybiera dany nukleozyd w ciele stałym,jest wynikiem 
minimalizacji energii wewnątrzcząsteczkowej i energii oddziaływań między- 
oząsteczkowych. Energia wewnątrzcząsteczkowa jest w przybliżeniu równa w 
ciele stałym,jak w roztworze. Natomiast oddziaływania międzycząsteczkowe są 
oczywiście w obu stanach inne. Wpływają one w sposób istotny na konforma
cję cząsteczki [12] . Ogólnie w roztworze cząsteczka jest konformacyjne 
bardziej "swobodna". Istnieje więc możliwość rotacji zasady względem cu
kru. Cząsteczka nińcleozydu w roztworze znajduje się w równowadze rotame— 
rowej syn - anti, która dla pirymidyn przesunięta jest prawie całkowicie, 
a dla puryn tylko w znacznym stopniu - w stronę anti.

Do jakościowego określenia położenia równowagi konformacyjnej syn-anti 
w roztworze stosowano szereg metod instrumentalnych,jak: spektroskopia NME, 
IB, OED, CD czy pomiary momentów dipolowych [13-14^ ,

W niniejszym referacie zajmiemy się zastosowaniem spektroskopii proto
nowego rezonansu magnetycznego (PME) do określenia preferencji syn - anti 
w roztworach nukleozydów i nukleotydów.

2.1. PMR W BADANIACH KONFORMACJI SYN-ANTI NUKLEOZYDÓW

Dprzywilejov/anie konformacji syn lub anti w nukleozydach pirymidyno
wych określano metodą PMR,wykorzystując szereg obserwacji porównawczych. 
Sposób ułożenia zasady względem cukru wpływa na przesunięcia chemiczne 
poszczególnych protonów nukleozydu. Znając konformację i odpowiadające jej 
przesunięcia chemiczne jednego nukleozydu pirymidynowego, możemy z pewnym 
przybliżeniem wnosić o konformacji innych nukleozydów (w podobnych v;arun- 
kach rozpuszczalnika i temperatury - rozpuszczalnik poprzez solwatację o- 
kreślonyoh ugrupowań w cząsteczce specyficznie wpływa na położenie cukru
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v;zględem zasady [15] ,a temperatura przesuwa równowagę syn-anti). Preste- 
gard i Chan [15] zbadali wpływ obecności pierścienia rybozy na protony H(5) 
i H(6) w urydjTiie vi stosunku do uracylu (rys. 1).
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Rys. 1. Wpły* odsłaniający plarścienla rybofuranozy na proton H(6) w urydynie (4)
w stosunku do uracylu (2)

Przesunięcie chemiczne H(6) w uracylu było o 0,34 ppm mniejsze niż w ury
dynie. Ten wyraźny efekt odsłaniający pierścienia rybozy wskazuje, że pro
ton H(6) musi znajdować się w sferze oddziaływania pierścienia rybozy, czy
li nad pierścieniem (im proton H(6) jest bardziej oddalony od pierścienia, 
tym wpływ anizotropii magnetycznej oraz wpływ elektryczny tlenu eterowego 
w pierścieniu na H(6) jest mniejszy). Pakt ten sugeruje dla urydyny kon
formację anti. Potwierdzają to róv/nież badania zależności przesunięcia 
chemicznego H(6) od temperatury [23] . Ze wzrostem temperatury wzrasta 
prawdopodobieństwo przejścia zasady z położenia anti w położenie syn; w 
związku z tym sygnał H(6) przysuwa się w kierunku wyższych pól jako wynik 
likwidacji odsłaniającego działania grupy (5)'CH20H.

VI latach 197I-I973 do określania konformacji syn-anti zaczęto wykorzy
stywać wpływ anizotropii magnetycznej grupy karbonylowej (2)C=0 pierście
nia pirymidynowego na przesunięcia chemiczne protonów rybozy. Przesunięcia 
chemiczne tych protonów w urydynie czy w cytydynie, które to nukleozydy, 
jak wiemy, wykazują w roztworze konformację anti - traktuje się jako war
tości wzorcowe. Jeżeli jakikolwiek inny nukleozyd pirymidynowy będzie w 
konformacji syn, to grupa (2)C=0 znajdzie się nad pierścieniem cukru.Wpływ 
anizotropii magnetycznej tej grupy spowoduje zmiany w przesunięciach che
micznych protonów r5'bozy, uzależnione od kształtu anizotropowego stożka od
słaniania grupy karbonylowej. Prócz tego na te przesunięcia chemiczne mo
gą wpływać inne efekty np. elektrostatyczne [17] •

Witkowski i współpracov/nicy [l6-17j przebadali w ten sposób kilkanaście 
nukleozydów pirjTnidynowych (rys. 2)(tabl. 1).
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Rys. 2. Nukleozydy badane przez Witkowskiego i współpracowników [i?]

Tabela

Przesunięcia chemiczne (ppm) dla różnych nukleozydów pirymidynowych’*

Nukleozyd H-6 H-5 H-1 ' H-2' H-3' H-4' H-5', 5"
Cytydyna 8,25 6,46 6,33 4,65 4,65 4,65 4,32
5-45e-Cyd(Ix) 8,18 - 6,40 4,71 4,71 4,71 4,30
6-Me-Cyd(X) - 6,31 6,15 5,30 4,86 4,48 4,31
6-Oxo-Cyd(Xl) - - 6,61 5,16 4,80 4,42 4,27 4,13
TJrydyna (I) 8,34 6,33 6,36 4,81 4,69 4,62 4,42 4,22
5-Me- U(II) 8,15 - 6,36 4,69 4,69 4,69 4,34
6-Me- D(IV) - 6,19 6,10 5,27 4,85 4,46 4,30
6-0x(^ U(V) - - 6,57 5,10 4,85 4,48 4,20
6-Aza- U(VI) - 8,05 6,56 5,03 4,82 4,56 4,31
5-Br- U(III) 8,80 - 6,30 4,69 4,69 4,69 4,44
4-Tio-U(vn) 8,23 7,01 6,33 4,74 4,74 4,74 4,36
Szołdomycyna (VTII) - 7,14 5,23 4,60 4,60 4,60 4,24
Hybozyd hinazolino-2,4- 
-dionu (XII)

- - 6,55 4,93 4,54 4,22 4,10

Mierzone względem TMS w kapilarze - 1Cf5 roztwór w V^0



Porównanie przesunięć chemicznych protonów rybozy w U, 5MeU, filleU oraz w 
odpowiednich cytydynach pokazuje, że w 6-metylopochodnych protony H(2') i 
H(3') są przesunięte w kierunku pól niższych,a H(1’) i H(4') oraz H(5') i 
H(5") - w kierunku wyższych pól o kilka dziesiątych części ppm.Badania mo
deli przestrzennych 6MeU wykazały bliskie oddziaływania między grupą 6-me- 
tylo- a S'-CHgOH, 00 skutecznie przesuwa równowagę rotamerową w kierunku syn. 
Ten sam typ zmiany przesunięć chemicznych protonów rybozy obserwowano we 
wszystkich nukleozydach pirymidynowych,w których z tych czy innych względów 
grupa (2) C=0 znajduje się nad pierścieniem cukru. Np. w 6-okso-U,6-okso-C 
oraz fi - rybozydzie kwasu oyjanurowego - jedna z grup karbonylowych((2)C0 
lub (6) 0=0) musi znajdować się nad pierścieniem.
Z danych o przesunięciach chemicznych protonów rybozy, nie znając precy
zyjnie charakteru anizotropii grupy karbonylowej [17, 24], możemy jedynie 
sugerować, że w przypadkach,gdzie nie obserwujemy znacznych zmian w prze
sunięciach chemicznych w stosunku do nukleozydów porównawczych — mamy do 
czynienia z konformacją anti. Wnioski te mają charakter wybitnie jakościo

wy i przybliżony.
Cushley i współpracownicy [18] oraz Hruska [19] obserwowali w różnych 

nukleozydach pirymidynowych sprzężenia splnowo - spinowe dalekiego zasię
gu między H(1') i H(5') lub między H(1') i P(5) (odpowiednie stałe tego 
sprzężenia oznaczamy przez jj(5) ^ sprzęże
nia typu meta-benzylowego obserwowane np. między i w 2,6 - dwuchlo- 
ro-l-metylodwuchloro-benzenie (rys. 3).w niskich temperaturach.

60

Rys. 3. Sprzężenie między Hjj i - sprzęgającą drogę wiązań łączących oba protony
pogrubiono

Rozważania teoretyczne [I8-I9] pokazują, że sprzężenie metai-benzylowe jest 
maksymalne wtedy, gdy oba sprzężone atomy łączą wiązania ułożone koplanar- 
nie w "zygzak", a zmniejsza się w miarę odchylania wiązań od koplanar- 

ności.
Ogólnie rzecz biorąc stałe tego sprzężenia są rzędu 0,5 Hz. W nukleozy-



dach pirymidynowych protony H(5) i H(1') połączone są drogą "zygzak", gdy 
zasada ustawiona jest w stosunku do cukru w położeniu anti.
W tablicy 2 znajdują się wartości 1') dla kilku nukleozydów piry

midynowych.

Tablica 2

Obserwowane H(1') " nukleozydaoh pirymidynowych w D20(pD= 8)"*
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Związek
Prze su
nięcie

H-6
chem( ppm) 

H-5

Stała sprzężenla (Hz)

V,-
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 -

* Środowisko alkaliczne zapewnia lepsze rozdzielenie sygnałów H(3)
H(1') [19j w wyniku zmiany ich przesunięć chemicznych

^H(5)-H(1 ')
ksy n, 6-aza U i 6-aza C» a dla orotydyny - konforma ję syn. Hruska [19]

4
obserwował również czterowiązeinlowe sprzężenia H(1') ~
urydynie i ji - pseudourydynie. Po przeprowadzeniu rozważań teoretycznych 
sugeruje konformację anti w obu anomerach. Warunki geometryczne sprzęże
nia między P(5)-H(1') są podobne do tych dla sprzężenia H(5)-H(1'). Ha tej 
podstawie Cushley [18] doszedł do analogicznych wniosków dla 5-fluoro - 
pirymidyno-nińcleozydów.
Przy określaniu konformacji syn - anti ważną rolę odgrywają pomiary sta- 

^łych sprzężenia Lemieui [2Ó] skorelował wielkość stałej sprzężenia
^^C(2) H(1') ” pirymidynowych maczonych w pozycji 2 węglem

z wartością glikozydowego kąta C(2)-N(1)-C(1)-H(1') (rys. 4). Pozwo
liło to potwierdzić uprzywilejowanie konformacji anti dla urydyny w roz
tworze wodnym. Stałe sprzężenia tego typu można znajdować w widmach MB 
(stosując związki znaczone) lub w widmach CUR.
Dotychczas brak w literaturze systematycznych badań metodami MB uprzywi
lejowania konformacji syn - anti w nukleozydach purynowych.
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Rys. 4. Kąt torsyjny C(2)-N(l)-C(l)-H{l') (A ) w nukleozydach pirymidynowych (*l). 
Pozycję znaczoną węglem w pirymidynie zaznaczono gwiazdką(.B)

2.2. PMR W BADANIU KONFORMACJI NUKLEOTYDÓW W ROZTWORZE

Określenie konformacji wokół wiązania glikozydowego nukleotydów jest 
stosunkowo proste, jeśli mamy do czynienia z 5mononukleotydem. Jeżeli 
występuje on w konformacji einti, to proton H(6) (nukleotydy pirymidynowe) 
lub H(8) (nukleotydy purynov/e) znajduje się w bezpośrednim sąsiedztwie 
ujemnie naładowanej grupy fosforanowej (rys. 5.)

cP-p-<f

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

Wpływ pola elektrostatycznego grupy fosforanowej na te protony manifestuje 
się w zmianie ich przesunięć chemicznych w zależności od wielkości ładunku 
na fosforainie.
Schweizer i współpracownicy [20] badali wpływ grupy fosforanowej na proto
ny H( 8) i H (6) w 5', 3' oraz w 2'-fosforanach nukleozydów purynowych i 
pirymidynowych. Wpływ ten można wykazać w Oparciu o następujące obserwa
cje:

1. zmieniając pD (pH+0,4) roztworu nukleotydu można uzyskać różny sto
pień jonizacji grupy fosforanowej: forma niezjonizowana - monoanion - dwu-



anion. Zmiana pD w zakresie od 3,9 do 7,4 powoduje wzrost formy dwiminiono- 
wej z 10^ do 90S(. Wiąże się z tym zmiana stopnia przesłaniania H(8) lub 
H(6). Przy pD = 7,4 dla 3'-nukleotydów protony te są o około 0,1 ppm od
słonięte w stosunku do pD = 5,9. Identyczna zmiana stopnia jonizacji w 3'- 
fosforanach i w 2'-fosforanach nie wpływa odsłaniające na interesujące nas 
protony. Brak wpływu odsłaniającego wynika ze struktury cząsteczki: grupy 
3'-lub 2'-fosforanowa są tak oddalone od protonów H(8) ozy H(6), że nie 
wpływają odsłaniająco|

2. porównując przesunięcia chemiczne protonów zasadowych w nukleotydach 
z odpowiednimi nukleozydami przy tym samym pD stwierdzono odsłanianie H(8) 
czy H(6) o około 0,12 ppm w przypadku 3'-fosforanów; 3^-fosforany nie wy
kazują żadnego wpływu grupy fosforanowej aa protony zasady. W 2'- fosfora
nach obserwowano przesłanianie protonów H(2) w purynie (0,03 do 0,08 ppm) 
lub H(6) w pirymidynie (0,05 do 0,06 ppm);

3. istnieją różne pośrednie dowody na istnienie wlązeinia wodorowego w 
nukleozydach i nukleotydach pirymidynowych pomiędzy grupą karbonylową
(2)0=0 a(2')0H (rys. 6), które w dużym stopniu mogłoby stabilizować kon
formację anti (to wiązanie może istnieć tylko dla formy anti). nsunlęcle 
tego wiązania np. w 2'-dezoksynukleotydach spowoduje zmniejszenie udziału 
rotameru anti w roztworze, a co za tym idzie - zmniejszenie wpływu odsła
niającego grupy 5'-fosforanowej na proton H(6) przy mianie pD od 5,9 do 
7,4.Rzeczywiśoie w serii 2 '-dezoksy ten efekt odsłaniający jest o 60 do T0% 
mniejszy niż w serii rybo;
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Rys. 6. Wiązanie wodorowe 0(2),..H-0(2') w urydynie

4. protony H(2') i H(3') w 2'-dezoksypurynonukleotydach są przesunięte 
ku niższym polom o około 0,3 ppm w stosunku do 2'-dezoksypirymidynonidcleo- 
tydów. Jest to prawdopodobnie wynikiem odsłaniającego efektu anizotropowe
go pięcioczłonowego pierścienia puryny, gdy ten znajdzie się w płaszczyź
nie obu protonór; (rys. 7). lia to miejsce tylko w konformacji anti. Obli-
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fiys. 7. Wpływ odsłaniający pięcioczłonowego pierścienia adeniny na protony H(2')
i H(3 )

czenla gęstości elektronowej pięcio- i sześcioczłonowego pierścienia w 
adeninie i guaninle wykazują, że jedynie pierścień pięcioczłonowy ma po
dobny rozkład gęstości elektronów w obu nukleozydach,a więc i podobny prąd 
pierścieniowy. Ponieważ przesimlęcia chemiczne protonów H(2') i H(3') w 
5'-dezoksy GMP i 5'-dezoksy AMP są podobne - wnosimy z tego, że pozostają 
one pod wpływem pierścienia pięcioczłonowego,a więc posiadają konformację 

anti.
Badania przeprowadzone przez Smitha i współpracovmików [23] nad zależ

nością przesunięcia chemicznego protonów H(6) w 5'-nukleotydach pirymidy
nowych od temperatury wskazują, że ze wzrostem temperatury zeuilka wpływ 
odsłaniający grupy 5^-fosforanowej na H(6) (zmiana przesunięcia chemiczne
go H(6) o około 0,3 ppm w kierunku wyższych pól przy przejściu od tempera
tury 15° do 53° C). Potwierdza to silnie uprzywilejowanie konformacji anti.

3. WNIOSKI

1. Z obliczeń teoretycznych w oparciu o dane rentgenograficzne , jak i 
z rozważań na modelach wynika, że rotacja zasady względem cukru jest za
hamowana. Istnieją dwa przedziały kąta skręcenia X energetycznie ko
rzystne. Przedział anti charakteryzuje się zwykle niższą energią.

2. Nie można rozważać konformacji syn-anti bez uwzględnienia wpływu 
pofałdowania pierścienia czy struktury rotamerowej wokół wiązania C(4')- 
_C(5')—czynniki te są wzajemnie powiązane.



3. Większość nukleozydów i nukleotydów wykazuje w stanie krystalicznym 
konformację anti.

4. W roztworze możemy mówić jedynie o równowadze syn-anti przesuniętej 
na korzyść jednej z form.

5. Nukleozydy pirymidynowe preferują w roztworze konformację anti bar
dziej niż nukleozydy purynowe (1).

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

7. Podstawienie grupy fosforanowej w pozycję 5' wpływa usztywniające na 
konformację cząsteczki. Konformacja anti uprzywilejowana jest wtedy sil
niej niż w nukleozydach.
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DYSKUSJA

W dyskusji głos zabrali m.in. mgr E. Prass, mgr M. Remin. Zwrócono uwa
gę, że w niektórych przypadkach trudno jest na podstawie przesi^lać Che
micznych określać konformację syn-anti. Np. twierdzenie Chana [l5J i że w 
urydynie pierścień zasady znajduje się nad pierścieniem cukrowym jest o 
tyle bezpodstawne, że nie uwzględnił on wpływu anizotropii magnetycznej 
wiązania glikozydowego N-C na przesunięcie chemiczne protonu H-6,

Dokładne badania wielkości stałej sprzężenia 5jg_ę^ w nukleot.vdach 
mogłyby rzucić nowe światło na zagadnienie sztywności tych układów w po
równaniu z nukleozydami. Wzrost wartości tej stałej sugerowałby wzrost u
sztywnienia konformacji.
Za pomocą spektroskopii IR można by badać występowanie wiązania wodorowego 
w nukleozydach typu 0(2)-H ....0(2').



Teresa Duda

ZASTOSOWANIE NMR DO OKREŚLANIA 
ANOMERYCZNEJ KONFIGURACJI

STRESZCZENIE

W artykule cmówlono metody NMR stosowane do określania anomerycznej kon
figuracji nukleozydów, a mianowiciei
1) porównanie stałych sprzężenia protonu H'z
2) porównanie przesunięć chemicznych sygnału protonu
3) porównanie przesunięć chemicznych sygnałów grup acetylowych w acety- 

lowanych nukleozydachj
4) porównanie stałych sprzężenia dalekiego zasięgu protonu 

fluoru w pozycji 5 zasady,
5) efekt Overhausera wzmocnienia sygnałów protonów zasady,
6) magnetyczny rezonans węgla ‘^C.

atomem

Do określania anomerycznej konfiguracji szeroko stosowano izorotacyjną 
regułę Hudsona, która koreluje skręcalność optyczną i anomeryczną konfigu
rację. Mówi ona, że dla D-glikozydów bardziej prawoskrętny (lub mniej le- 
woskrętny) anomer jest odmiana oc . Skręcalność mierzono przy długości fa
li odpowiadającej żółtej linii D sodu. Jednakowoż wiele przykładów dezc- 
ksymdcleozydów zaprzecza tej regule. Lemieux i Hoffer [l] stwierdzają, że 
skręcalność właściwa pewnych oc _ dezoksynukleozydów pirymidynowych przy
biera wartości bardziej ujemne niż w odpowiednich anomerach (b .
Stvfierdzono natomiast, że z powodzeniem, do określeuiia anomerycznej konfi
guracji stosować można metody M.IR. Wykorzystuje się w tym celu:

1) stałe sprzężenia protonu H(1') z protonem H(2'),
2) przesunięcia chemiczne protonu H(1'),
3) przesunięcia chemiczne sygnałów grup acetylowych w acetylowanych nu

kleozydach,
4) stałe sprzężenia dalekiego zasięgu p " pozycji 5 zasady,
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' 135) magnetyczny rezonans Cj

6) efekt Overhausera wzmocnienia sygnałów protonów zasady.

Tabela

Przykłady skręcalnośoi niektórych nukleozydów

Mukleozyd [«]d Rozpuszczał.

1-(2' - dezoksy - a- D - rybofurano-
zylo) - 5 - metylouraoyl

- 21 woda

+ 20.5 K .H - dwumetylo- 
formanid

4-(2' - dezoksy -jj- D - rybofurano- 
zylo) - 5 - metylouracyl

+ 37 woda
+ 48,6 11 ,H - dwumetylo- 

formanld

4-(2' - dezoksy -(X- D - rybofurano- 
zylo) - 3,5 - dwu-O-P-toluilouracyl

- 72.5 Dlrydyna
- 69.2 N ,11 - dwumetylo- 

formanid

4-(2' - dezoksy - (b- D - rybofurano- 
zylo) - 3,5 - dwu-O-P-toluilouracyl

- 47 nirydyna

- 4 N - dwumetylo- 
fomanid

Każda z wymienionych metod zostanie w referacie omówiona. Zaobserwowano,że 
stała sprzężenia między sąsiednimi atomami wodoru jest nie tylko zależna od 
kąta dwuśclennego utworzonego przez płaszczyzny, w których się one znajdu
ją, ale tedcże od innych efektów, m.in. od rodzaju podstawników innych niż 
atomy wodorów na wicynalnych atomach węgla. Jardetzky [l] podaje widma PMH 

wykonane na aparacie o częstotliwości 60 MHz dla różnych dezoksynxikleozy- 
dów. W każdym przypadku sinomeryczny proton H(1') daje sygnał w postaci try-

Wynika
i że różnica przesunięć chemicznych między

pletu o szerokości 13,0 i 1 Hz i stałej sprzężenia 6,5 - 0,5 Hz.

z tego, że , 2' ° ''^l '-2'
protonami Hg, i H^,, jest mała (rzędu 1-3 Hz), a stała sprzężenia 

jest większa niż ,_2' 2"* ^2'- 2" rzędu
13-tu Hz,jak stwierdzono również dla układów steroidowych, dlatego w każ
dym przypadku sygnał H(1') jest w formie trypletu.

Wartość stałej sprzężenia trypletu 6,5 - 0.5 Hz jest zgodna z przewi
dzianą w równaniu Karplusa, a wynoszącą 6,0 Hz. Ponadto, zgodność tych war
tości wskazuje na odpowiednią orientację protonu na 0(1') w stosunku do 
protonu na 0(2') w 2' - dezoksy - p- D - rybozowym pierścieniu i otoczenie 
elektronowe protonu anomerycznego. Inni badacze otrzymali wartość tej sta
łej sprzężenia Hz. W innym przypadku anomeryozny proton dawał sygnał w 
postaci kwartetu, a stałe sprzężenia protonu H(1') z H(2') i H(2") były 
odpowiednio 7.2 - 0.2 Hz i 3.8 - 0.2 Hz. Porównanie więc widm PMH anome-
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rów 2' - dezoksyrybofuranozylowych pozwala na wyciągnięcie wniosku, że p> 
anomery są charakteryzowane jako tryplety dla protonu H(1 '), ze stałą sprzę
żenia 6.0 - 0.3 Hz i szerokością sygnału 13.7 - 0.5 Hz ; natomiast oc -ano
mery jako kwartety ze stałymi sprzężenia 3.1 - 0.4 Hz i 7.2 - 0.3 Hz i 
szerokością sygnału 10.4 - 0.4 Hz.

Widma PMR anomerów nukleozydów purynowych

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

Hi
LLi

*i‘

-jL
-----r

Rys. 3. Widmo w DMS0« wzorzec DSS 60 MHz
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Tabele

Porównanie stałych sprzężenia oc i p - anomerów

Pochodna
2'-dezoksy- 
-D-rybofuranozylowa

3ygn.
OC - ancaner (5- anomer

Rozp.

(ops)

szer.
piku
(cps)

JH^ , 

(cps)

szer* 
piku 
( cps)

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

6-chloro-9-(2 '-dezoksy-p 
-D-rybofuranozylo) puryna T 6.7 13.5 DM SO

6-chloro-9-(2 '-dezoksy-oc 
-D-rybofuranozylo) puryna Q 3.3;7.0 10.3 D2O

9-(2 '-dezoksy-oc -D-rybofiira- 
nozylo) puryna Q 3.5;7.l 10.6 D2O

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 D^O

Wszystkie związki podane w tej tabeli mają konfigruację ustaloną na pod
stawie danych PME. Dodatkowo zostały one sprawdzone przez Ulbrichta i 
stwierdzono, że cC - anomery wykazują dodatni efekt Cottona, p - na

tomiast ujemny. Z dostępnych danych wynika, te w ten sposób można ustalić 
również anomeryczną konfigurację 2'-dezoksynukleozydów posiadających inne 
heterocykliczne zasady, które nie zmieniają zasadniczo konformacji pierś
cienia furanozowego. Metoda ta wprowadza nową stałą fizyczną dla anome- 
ryoznej identyfikacji tych pochodnych i determinującą kryterium czystości 
anomerycznej. Lemieux [4] oznaczył anomeryczną konfiguracją tymidyny i jej 
oc - anomeru za pomocą teoretycznego rozważania modelowego sprzężenia pro

tonów w części cukrowej cząsteczki.
W naturalnie występującej tymidynie stwierdzono niewielkie przesunię

cie chemiczne między dwoma atomami wodorów H(2') i H(2''). Z tej racji sy
gnał protonu H(1') występuje w postaci trypletu (stała sprzężenia 
7.0 i 0.2 Hz), który odbija średnie sprzężenie protonu H(1') z H(2') i 
H(2'') (wielkość stałej sprzężenia -|') **^^^^ ^natomiast *^H{1')-
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h'.

A'-'i.i'-l" H,0,,u

1
Wr

H —

Rys. 4. Eksperymentalne i teoretyczne widmo PMR tymidyny 20JS roztwór w D_0, 25*CTMS,
60 Hc/sec ^

«5
PS

fT'"

Uf_KL-

2Hc’

H
Rys. 5. Eksperymentalne i teoretyczne widmo PMR « - anomeru tymidyny 20jt roztwór

w DgO, 25 C, IMS, 60Hc/sec

Natomiast widmo anomeru tymidyny syntezowanego przez Hoffera dostarcza 
świadectwa jego konfiguracji i konsekwentnie dowodu konfiguracji tymidyny 
występującej w naturalnych nukleotydach. Należy jednak przyjąć dwa założe
nia:

1) że badane związki są konformacyjnie czyste w warunkach pomiaru,tj. w roz
tworze D2O, w tern. 25°C,

2) że każda zmiana w konformacji cząsteczki wywołuje zmianę w stałych 
sprzężenia.

Lemieux mając widmo anomeru tymidyny wyliczył z niego stałe sprzężenia 
protonu H(1') z H(2') i H(2"). Wynosiły one odpowiednio 7.2 - 0.2 Hz i 
3.8 - 0.2 Hz. Sygnał H(1') pojawiał się jako kwartet. Następnie, dla po
szczególnych możliwych teoretycznie kątóv; między płaszczyznami, w których 
znajdują się protony H(1'),H(2') i H(2") obliczał stałe sprzężenia i po- 
równyv/ał je z danymi eksperymentalnymi. Metodą eliminacji ustalił, że ano
mer tymidyny musi mleć konfigurację oc . Jest to prawdziwe nie tylko na 
podstawie faktu, że interpretacja widma jest możliwa na podstawie tej kon-



72

figuraojl, ale również dlatego, że konfiguracja ta umieszcza związek 

w dogodnej konformacji.
Konfigurację 'H'-urydyny w roztworze wodnym Hruska £5, 6] oznaczył przez 

analizę położenia sygnału protonu H(1').
H

A
«s;6

OH OH

7.7 47 4j6 43 42 41 40 M JB 17 3j6 ISPP'"

A j\/^
7.60 7.S0 105 49S 440 400

p- Y

a - Y

ISO 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 porównywano z odpowiednimi war
tościami dla urydyny. Dublet przy niskim polu 7.660 ppm dla anomeru Jb i 
7.561 ppm dla anomeru oc przypisano protonowi H(6) pierścienia pirymidy

nowego. Małe rozszczepienie 0.8Hz dla anomeru J8 jest spowodowEine spinowo- 
spinowym sprzężeniem dalekiego zasięgu z protonem H(1'). Dla anomeru 
obserwuje się rozszczepienie 1.2 Hz. Sygnał anomerycznego protonu H(1') w 
anomerze występuje w postaci kwartetu przy 4.674 ppm. Napromieniowanie 
pasma około 7.660 ppm 4.279 i 4.141 ppm pozwalało przypisać je odpowiednio 
protonom H(6),H(1'), H(2') i H(3'). Wyznaczona stała sprzężenia wy
nosiła 5 Hz dla anomeruj3 i 3.2 Hz dla anomeruoC. Stwierdzono jednak, że 
anomeryczną konfigurację z dużą pewnością można oznaczyć jedynie wówczas, 
gdy stała sprzężenia wicynalnych protonów H(1')-H(2') jest mniejsza od 1Hz. 
Przy większych wartościach stałej sprzężenia des'b trudno określić
ozy zmiany stałej sprzężenia są wynikiem aniany konfiguracji, ozy też kon
formacji cząsteczki. Jest to poważne ograniczenie w wykorzystywaniu sta
łych sprzężenia J.| , g'“3° określania konfiguracji na węglu anomeryoznym 
niikleozydów. W związku z tym okazało się niemożliwe przypisanie tą metodą 
konfiguracji emomerom*V- urydyny. Jest natomiast możliwe dokonanie tego 
oznaczenia przez porównanie przesunięcia chemicznego protonu H(1'). Sygnał 

H(1 ') w- anomerze jest przesunięty o 0.232 ppm w kierunku wyższego pola 
w stosunku do sygnału H(1') w «C-anomerze.



Analiza dużej liczby furanozydów sugeruje, że różnica przesunięć che
micznych protonu H(1 ') (0.22-0.30 ppm) w oc i fi - anomerach jest wynikiem 
większego przysłaniania protonu H( 1 ') przez grupę 2' - OH w anomerze .
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Tabela

Porównanie przesunięć chemicznych i stałych 
sprzężenia protonów oc - i jł-Y urydyny

Przesunięcia chemiczne protonów 
oc-Y i (b-Y w 30°C

Stałe sprzężenia (w hercach) 
a - Y i 1^- Y w 30°C

proton oc - Y (b -Y ■ stała
sprzężenia OC - Y (b- Y

H6 7.561 7.660 J61 ' 1.3 0.8

4.991 4.674 '2' 3.3 5.0

4.358 4.279 Jg .3/ 4.2 5.0

4.328 4.141 •^3'4' 7.9 5.2

3.998 4.009 •^4'5'B 2.4 3.2

^5 'B 3.881 3.840 •^4'5'C 5.7 4.6

«5' 3.708 3.726 *^5 '85 'C -12.7 -12.7

Cushley i Watanabe [7,8] zaproponowali stosowanie do oznaczenia anomerycz
nej konfiguracji porównanie przesunięć chemicznych sygnałów acetylowych w 
acetylowanych nukleozydach uracylu i tyminy (związki cytozyny mogą być 
badane po deaminacji do odpowiednich pochodnych uracylu).

t-l

ARABINO

RYBO

R = 0AC 
R'=H 
R = H 
R>0AC

Rys. 7. Schemat przesłaniania podstawników na C^' przez podwójne wiązanie 5,6



Uprzywilejowaną konformacją tych związków jest ta, w której podwójne wią
zanie 5,6 - aglikonu jest nad pierścieniem cukrowym. Grupa cis - aoetoksy 
jest w stożku dodatniego przesłaniania przez podwójne wiązanie 5,6.

Tabela 4

Przesunięcia chemiczne sygnałów grup acetylenowych
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Porównanie dwóch par C(1')- C(2') - cis nukleozydów i dwuwodoronukleozydów 
(arabino I i II i likso III i IV) wskazuje, że C(2') aoetoksy rezonans jest 
przesunięty o 0.05 i 0.10 ppm w kierunku niższych pól odpov;iednio po hy- 
drogenacji. W parach rybo- i ksylo- nukleozydów (ksylo V, VI i VII, VIII), 
gdŁie podstawniki C(1') - 0(2') są trans, obserwowane jest przesunięcie do 
wyższych pól sygnałów grupy 0(2') -aoetoksy po uwodornieniu wiązania po
dwójnego 5,6. Badeinia te można uogólnić i zastosować do określania konfi
guracji nukleozydów. W opinii autorów metoda ta może być stosowana do 
określania anomerycznej konfiguracji nukleozydów pirymidynowych, ponieważ
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do badań v/ymagany jest tylko jeden anomer, który przez acetylowanie i uwo
dornienie przeprowadzany jest v/ konieczną pochodną.

Również wprowadzenie atomów fluoru w pozycję 0(5) w nukleozydach piry
midynowych okazało się przydatne do określania ich konfiguracji.

TIj HOCI

HO

HOCH.-O

H, 0

@ Us. J

"" ©V"

o

HO

II HOCIH^o
.* *

HO ©
OH „ I

0

Y^;

® ' NH,

F

HOCH^^O. ^

i, O
OH © "" ©SA,

Rys. 6. Przykłady 5-fluoropochodnych nukleozydów pirymidynowych

W przedstawionych na rysunku nukleozydach 5-fluoropirymidynowych obserwo
wano sprzężenie dalekiego zasięgu między atomem P na C-5 i anomeryoznym 
protonem H( 1 ').

Tabela 5

Stałe sprzężenia w 5-fluoronukleozydaoh

Związek Cukier Zasada JH^ ,-P(H^) Sygnał ,

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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ciąg 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

Multipletowość sygnału , w niefluorowanych nukleozydach

Związek Cukier Zasada Sygnał .

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 są fluoropochodne, natomiast w tabeli 6 ich nie- 
podstawione analogi. Analiza tabeli 6 wykazuje, że w każdym przypadku roz
szczepienie sj'gnału protonu H(1 ') znika w przypadku niefluorowanych związ
ków. Rozszczepienie sygnału protonu anomerycznego przedstawia rysunek.

UO iiS &20

- o

HOCH, 0. ♦N—' "Y
1 - 'y H 0

HO H

"OCK. ,
0- *

Rys. 9. Porównanie sygnałów anomerycznego ^rotcnu w nukleozydach i ich 5-fluo-
ro-an€flogach (DgO.DSS)



Sprzężenie zachodzi poprzez 5 wiązań (zaznaczonych na rysunku grubszą 
linią). Sygnał H(1') nn rysunku A jest trypletem spowodoweinym sprzężeniem 
z dwoma protonami na C(2'). Z drugiej strony, anomeryczny sygnał dla jego 
5-fluoroanalogów (rys. B) jest trypletem dubletów spowodowanym sprzężenian 
dalekiego zasięgu z atomem fluoru na C(5). Podobnie związek C wykazuje ąyg- 
nał przy 6 6,20 ppm w postaci dubletu, powodowany sprzężeniem z H(2'), a 
jego 5-fluoropochodna D - dublet dubletów wynikający również ze sprzęże
nia z atomem fluoru. Sprzężenia dalekiego zasięgu dla tych przypadków były

19również potwierdzone przez spektroskopię P NME.
Aby przy tym sprawdzaniu wykluczyć ev<enti»lną możliwość sprzężenia ato

mów fluoru z protonem H(3') widma wykonano w DgO. Zastosowanie DgO jako 
rozpuszczalnika wyeliminowało możliwość rozszczepienia, które byłoby spo
wodowane sprzężeniem protonu H(1') z protonem H(30» Rozszczepienie sygnału 
anomerycznego protonu H(1') przez proton H(6) jest niemożliwe, ponieważ:

1) sygnał protonu H(6) jest nlerozszczepiony przez proton H(1'),
2) widmo 5-fluoro - 6-deuterourydyny wykazuje roszozepienie w sygnale 

H(1').
Zauważono również, że dla par oc 1 (b mikleozydów 5-fluoropirymidynowyoh 
wielkość stałych sprzężenia dalekiego zasięgu jest zależna od anomeryoz-

5
nej konfiguracji związków. Dla czterech (b- amomerów wielkość ^H(1')-P

jest od 1,6 do 1,8 Hz, natomiast dla oc -amomerów od 1,0 do 1,4 Hz.
Ogólnie można przyjąć, że w roztworze D„0 nukleozydy 5-fluoropiiymidy-

^ 5
nowe serii oc posiadają stałe sprzężenia dalekiego zasięgu p <^^’^Hz
podczas gdy związki serii jb posiadają te stałe większe od 1,5 Hz. Tak 
więc, określenie wielkości sprzężenia dalekiego zasięgu może być dogodną 
metodą do określania amomerycznej konfiguracji nukleozydów 5-fluoropiry
midynowyoh o nieznanej stridcturze. Przedmiotem wielu badań i teoretycz
nych rozważań był sposób,w jaki sprzężenie to jest realizowame. Opierając 
się na badaniach mechanizmów sprzężenia dalekiego zasięgu prowadzonych na 
układach steroidowych oraz fluorowamych związkach aromatycznych z łańcucha
mi bocznymi, dla których jest przyjęty meohamizm sprzężenia przez prze
strzeń, Cushley rozpatrywał możliwość zaakceptowamia go do tej serii zwią
zku. Z badań na modelach wynika, że dLla 5-fluoronukleozydów bardziej
uprzywilejowana jest konformacja, w której wiązanie podwójne 5,6 leży nad 
pierścieniem cukru, co powoduje, że atomy fluoru i proton H(1') są ułożone 
w konfiguracji "ZIG-ZAG" lub "W", a która jest najkorzystniejsza dla wy
stąpienia sprzężenia dalekiego zasięgu. Odległości międzyatomowe protonu 
H(1 ') i atomu fluoru dla konfiguracji, w których podwójne wiązanie 5,6 le
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żało nad lub pod pierścieniem cukru wynosiły odpowiednio 5,28 A i 4,61 A. 
Obie te wartości są większe niż suma promieni van der Waalsa protonu i 

fluoru (~2,55A),
Gdyby przyjąć mechanizm sprzężenia przez przestrzeń, nie powinno się obser
wować różnic przy zmianie^ anomerycznej konfiguracji od a do , a w rze
czywistości aniany te są obserwowane.
Rozpatrując dodatkowo wpływ objętościowych podstawników w pozycji 2' na 
konformację związku Cushley stwierdził, że mechanian sprzężenia przez prze
strzeń jest niemożliwy do przyjęcia,

W 5-fluoronukleozydaeh obserwujemy więc sprzężenia dalekiego zasięgu zre
alizowane przez wiązania.

Spektroskopię ^^CHMR stosowano również do ustalania anomerycznej konfi-
13guracji [10] . Różnica przesunięć óoc -A(ł dla sygnału C-1 ' wynosi

133,55 - 3,75 ppm, natomiast dla C-4 różnica ta jest od 0 - 0,75 ppm. Ha 
przesunięcie chemiczne ^^C-2' wpływa głównie efekt indukcyjny podstawni

ków, a nie anomeryczną konfiguracja.
Ponieważ spektroskopia ^C będzie przedmiotem osobnych rozważań, w tym 

miejscu chciałam tylko zasygnalizować możliwość jej wykorzystania do tego 
typu badań strukturalnych.

W najnowszych pracach [ll] stosowano efekt Overhausera do oznaczania
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Rys. 10. Przykłady nukleozydów pirymidynowych i purynowych badanych za pomocą efektu
Overhausera



Tabela

Porównanie wzmocnień sygnałów protonów

7

79

Związek Rozpuszcz.
% wzmocnienia Hg w pirymidynie

H ' naświetlany H ' naświetlany4
I (jb) D^O 5 -

II (oc) D2O 0 13

III (jb) DgO 6.7 0

IV («) D2O - 3 9

V (jb) D2O 5 1

l.B 2

VI (a) D2O 2 16

% wzmocnienia H
c

, Hg w purynach

H ' naświetlany H/ naświetlany4
«8 «2

VII (jb) dg mso 0 10 0 0

VIII (oc) dg njso 0 0 10 6

IX (|b) dg mso 14-17 7-9 0-4 3-5

% wzmocnienia w purynie
________________]__________s___ _______________________

Hg' naświetlany H/ naświetlany4
X (|b) d, DMSO b 10 2

Analiza tabeli wykazuje, że naświetlanie protonu H(4') jego częstością re
zonansową w oc - nukleozydach (II, IV, VI, VIII) powoduje wzmocnienie syg
nału protonu H(6) w pirymidynach oraz H(2) i/lub w purynach,podczas gdy 
naśv(ietlenie protonu H(5') jego częstością rezonansową nie powoduje wzmoc
nienia sygnałów tych protonów zasady.

\Ye wszystkich przypadkach dwa protony H (5') były magnetycznie równo
ważne i na widmie pojawiły się w postaci dubletu. Dla związków serii jb (I, 
III, V, VII, IX, X) obserwowano wzmocnienie sygnałów tych protonów pod
czas naświetlania protonu H(5') jego częstością rezonansową, naświetlenie 
protonu H(4') jego częstością rezonansową nie dawało efektu w postaci 
wzmocnienia sygnałów. Wyjątkiem była tutaj inozyna (IX), w której naświet



lanie protonu H(4') jego częstością rezonansową powodowało jednak niewiel
kie wzmocnienie sygnałów protonów H(2) i H(8).

Jest to niewątpliwie wynikiem częściowego naświetlania protonu H(2')lub 
H(3') spowodowemego sąsiedztwem sygnałów tych protonów w widmie w stosun

ku do sygnału protonu H(4').
Kiedy siła rozprzęgająca była mniejsza niż 5 dB, naświetlanie prot, H(4') 
jego częstością rezonansową dawało wzmocnienia dla sygnałów protonów 
H(2) i H(8), natomiast naświetlamie H (5') jego częstością rezonansową po
wodowało wanocnienie 5^ i 7^ odpowiednio dla sygnałów protonów H(2)i H(8).

Niemniej duża intensywność osiągana dla sygnałów protonów H(2) i H(8) 
(14-175; i 7-9JS) po naświetlaniu H(5') jego częstością rezonansową jasno 

dowodzi jb- konfiguracji inozyny.
Jak wynika z dokonanego przeglądu metod stosowanych do oznaczenia ano— 

merycznej konfiguracji, każda jest w pewien sposób ograniczona, ponieważ 
wymaga bądź obu anomerów, których konfigurację ustala się poprzez porów
nanie danych spektralnych, bądź otrzymywania dodatkowo ich acetylowa- 
nyoh i uwodornionych pochodnych. Najbardziej dogodną wydaje się być meto
da stosująca efekt Overhausera. W tym przypadku do badań wystarczy jeden 
anomer, który nie musi być przeprowadzany' w odpowiednie pochodne. Warun
kiem powodzenia tej metody jest jednak stosowanie v;ysokorozdzielczych 

spektrofotometrów.
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Jan Mi lec ki

ZASTOSOWANIE JĄDROWEGO EFEKTU OVERHAUSERA 
I REAGENTÓW PRZESUNIĘCIA W BADANIACH STRUKTURALNYCH 

NUKLEOTYDÓW I NUKLEÓZYDÓW

STRESZCZENIE

Za pomocą efektu Overhausera badano szereg nukleotydów i ioh fosfora
nów []2', 3' - izopropylidenoinozynę (i-I), 2', 3' -izopropylidenourydynę 
(i-D) (2), urydynę, cytydynę, tymidynę (7), 2', 3', 5' - monofosforany gu- 
anozyny (6)]. We wszystkich przypadkach stwierdzono przewagę konformacji 
syn wiązania glikozydowego. Dla GMP, i-1 oraz i-U obliczono ilościowe u
działy konformerów syn i anti.

Za pomocą reagentów przesunięcia (chlorki Eu, Ho, Gd) badano konforma
cje 5'-fosforanu adenozyny (AMP) i 5'-fosforanu 2'-dezoksytymidyny (d-lMP). 
Uzyskano bardzo dokładne dane, pozwalające na ilościowe określenie konfor
macji tych nukleotydów w roztworach wodnych. W obydwu metodach korzystano 
z komputerowej analizy otrzymanych widm.

WSTĘP

Niewątpliwa wiodąca rola spektroskopii NMR w badaniach konformacyjnych 
ograniczona jest względami aparaturowymi. Spektrometry bardzo wysokiej roz
dzielczości, pracujące na częstotliwościach 220 czy 300 MHz są aparatami 
niezwykle kosztownymi, skomplikowanymi, trudnymi w obsłudze i nie należą 

do standardowego wyposażenia laboratoriów badawczych.
Jednak i zwykłe, pracujące na 60 czy 100 MHz,apauraty dają się wykorzy

stać do bardzo wnikliwych i subtelnych badań strukturalnych przy zastoso
waniu dodatkowych technik, a zwłaszcza przy komputerowej analizie otrzyma
nych v;idm. Przedstawione zostaną dwie z tych technik, stosunkowo proste 1 
nie nastręczające większych trudności w zastosowaniu.Są to; jądrowy efekt 
Overhausera (NOE - Nuclear Overhauser Effect) oraz reagenty przesunięcia 

(Shift reagents).



NOE

I. TEORIA ■

Efekt Overhausera wynika z zaburzenia procesów relaksacji, które prowa
dzą do równowagi termicznej między różnymi stanami spinowymi jądra. Relak
sacja spinów zachodzi poprzez oddziaływania z lokalnymi fluktuacjami pola 

magnetycznego próbki. Fluktuacje te mogą być wywołane przez oddziaływanie 
jąder między sobą, z ciałami paramagnetycznymi rozpuszczonymi w próbce, 
oddziaływania kwadrupolowe, dipolowe z rozpuszczalnikiem itp. W szczegól
ności relaksacja może zachodzić przez oddziaływanie dipol-dipol z innym 
jądrem. Udział danego jądra w relaksacji drugiego zależy od odległości mię
dzy jądrami (r) i to bardzo silnie, bo maleje z r®.

Rozważamy przypadek dwóch jąder A i X, w których relaksacja zachodzi 
głównie drogą oddziaływania dipolowego między nimi.

Ponieważ każdy proton może znajdować się w jednym z dv;óch stanów spino

wych, przy dwóch protonach daje to 4 możliwe stany spinowe pary jąder Ai X: 
I(_ -), 2(+ -), 3(- +), 4(+ +). Relaksacja powoduje przejścia takie, jak 
1 — 2, 2 — 4 itp., ale dzięki oddziaływaniom dipolowym między jądrami 
ważne jest także przejście 1 — 4. Jeżeli sygnał protonu X zostanie nasy
cony przez przyłożenie pola o częstotliwości radiowej, równej częstotli
wości rezonansowej X, to taka sama ilość jąder X będzie vi stanie + co w -. 
Stąd populacje stanów 1 i 3 oraz 2 i 4 będą równe. Dzięki przejściu 1 —4, 
dążącemu do utrzymania równowagi termicznej, populacja stanu 1 (a zatem i 
stanu 3) będzie większa niż populacja stanów 2 i 4. Ponieważ wielkość syg
nału rezonansowego protonu A zależy od różnicy populacji stanów 1 i 2 oraz 
3 i 4 efektem będzie wzrost intensywnośoi sygnału protonu A, Wzrost ten



będzie tym większy, im silniejsze będzie przejście 1 •— 4, a przejście to 
będzie tym większe im silniejsza będzie wzajenma relaksacja dipolowa jąder 
A i X, Ponieważ relaksacja zależy od odległości między jądrami, badająe 
wzmocnienie sygnału można wnioskować o tych odległościach. Z dalszych roz
ważań teoretycznych wynika, że wzmocnienie sygnału A może wynosić do 50^. 
Jeżeli w relaksacji jądra X biorą udział jeszcze inne jądra lub zgoła in
ne mechanizmy relaksacji, wzmocnienie będzie odpowiednio mniejsze.
Z tego mechanizmu wynikają ograniczenia metody [i] :

1. Spiny powinny ulegać relaksacji tylko przez wewnątrzoząsteczkowe od
działywania dipolowe. By to osiągnąć należy stosować roztwory rozcieńczone 
(małe oddziaływania międzycząsteczkowe), wolne od substancji paramagne
tycznych (rozpuszczony tlen) 1 w rozpuszczalnikach o niskim momencie mag
netycznym (CCl^, CSg, rozpuszczalniki deuterowane). >

2. Sygnał napromieniowany powinien być wystarczająco daleko od obserwo
wanego, by pole nasycające nie zakłócało obserwo?ranyoh anlan intensywności.

3. Udziały spinów innych jąder w relaksacji powinny być małe,
4. Wszystkie jądra sprzężone z obserwowanym spinem powinny dawać sygna

ły w odległości od niego znacznie większej niż stała sprzężenia.

II. ZASTOSOWANIE METODY DO BADAŃ NUKLEOZYDÓW I NUKLEOTYDÓW

Z powodu przytoczonych ograniczeń MOE najbardziej nadaje się do bada
nia kąta skręcenia wiązania glikozydowego T [2], Kąt ten definiujemy ja
ko kąt między wiązaniem C8-X8 w purynach (lub płaszczyzną wiązania podwój
nego w pirymidynach) a płaszczyzną wiązań glikozydowego i Cl' - XI ' mie
rzony zgodnie z ruchem wskazówek zegara. Kąt powiązany jest z Inaczej de
finiowanymi kątami <}> [3] iX [4] zależnością:
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Y= Ct>cn-120° r= - X. - 120°

Bardzo dobrze nadaje się do badań metodą NOE sygmł protonu H-8 w purynach.
Znajduje si? on daleko od innych sygnałów, nie jest sprzężony, odległość
protonu H-8 od innych protonów mocno zależy od wartości X : np. r ,Hi Ho
zmienia się od 1,8 A dla X = 0° (koiatformacja syn) do 3,4 A dla T = 180° 

(konformacja anti) [5]. W pirymidynach podobnymi zaletami odznacza się 

proton H-6. Badeuiia metodą NOE mogą dawać wyniki nie tylko jakościowe,ale i 
ilościowe. Jeżeli otrzymane widma poddać analizie komputerowej jako re- 
zvLltat dostaje się uprzywilejowane kąty skręcenia oraz procent cząsteczek 
znajdujących się w odpowiadającej tym kątom konformacji.



Możliwe są dwie drogi postępowania:
1. Wylicza sję wzmocnienia, jakie wystąpią przy różnych konformacjach,a 

następnie porównuje się je z otrzymanymi eksperymentalnie. Ponieważ wzmoc
nienie może być wypadkowym wanoonieriem pochodzącym od paru różnych kon
formacji, należy też dopuścić taką sytuację. Konformacje, które dają 
efekt wyliczony najbliższy doświadczalnego,przyjmuje się za występujące w 
rzeczywistości. Badano w ten sposób 2', 3' izopropylidenoinozynę (i-I)oraz 
2', 3 izopropylidenourydynę (i-U) [2].
Wyniki uzyskane wskazują, że około 80^ i-I jest w konformacji syn w okoli
cy t = 355° a 20l w konformacji anti w okolicy X = 166°; i-U znajduje się 

w jednej konformacji (syn, w okolicy T= 15 ).
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2, Zakłada się diiżą swobodę rotacji wokół wiązania glikozydowego. Po

nieważ wówczas kolejno protony HI J H2', H3', H5' i H5 " będą w najmniej
szej odległości od H8, obserwowane wzmocnienie sygnału będzie sumą udzia
łów poszczególnych protonów we wzmacnianiu.Udział protonu będzie tym więk
szy im dłuższy czas (p) spędza proton H8 w pobliżu tego protonu i im mniej
sza jest minimalna odległość między protonami . Po einalizie danych 
z widm 5' fosforanu guanozyny otrzymano następujące wyniki [6];

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

1. ^ wzmocnienia 10,5 18 9,5

2. Odległość efektywna ““ 0,25 0,22 0,25

3. Składniki odległości efektywnej a. p
b. r . , nm min’

0,5
0,22

0,3
0,18

0,2
0,19

4. wynikająca z modeli cząst., nm 0,23 0,18 0,19

5. Wartość T , wzięta z modeli cząst., dęg 0 +120 + 170

6. Schematyczna konformacja, widok z góry



I tutaj widać, że preferowanym rotamerem jest rotamer syn.
Populacja rotamerów okazała się zależna od pD, choć nie w tym samym 

stopniu dla różnych fosforanów.

Ułamek czasu spędzany 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

Prócz tych dokładnych badać ilościowych często dokonuje się jakościowych 
oznaczeń, polegających jedynie na rozstrzygnięciu, która z konformacji 
syn czy anti jest uprzywilejowana, Z badań tych wynika preferencja konfor
macji syn zarówno nukleozydów czy nukleotydów purynowych [5], jak i piry

midynowych [^73»

REAGENTY PRZESUNIĘCIA

I. TEORIA

Jeżeli jon lantanowca zostanie związany z cząsteczką organiczną, powo
duje zmiany w jej widmie HMR. Zmiany te polegają bądź na przesunięciu
sygnałów (stąd "reagenty przesunięcia"), bądź na ich poszerzeniu. Zmiany 
zależne są od pozycji jaką proton, odpowiadający danemu sygnałowi, zajmuje 
względem jonu lantanowca, więc ze zmian widma wnosić można o geometrii 

cząsteczki.
Jony lantanowców pod względem ich własności magnetycznych podzielić można 

na trzy klasy:
1. Jony typu Eu(III) i Wd(III), posiadające krótkie czasy relaksacji 

elektronowej. Ich oddziaływanie z protonem powoduje zmiany w przesunięciu 
chemicznym tego protonu, ale nie poszerza (lub prawie nie poszerza) linii 

rezonansowej.
2. Jony typu Eu(II) i Gd(III) o długich czasach relaksacji elektrono

wej, powodujące poszerzenie sygnałów.
3. Jony typu Ho(III) o średnich czasach relaksacji, powodujące posze

rzenie linii i zmiany przesunięć chemicznych.
W odróżnieniu od metali przejściowych, jak Mn(II) i Cu(II), lantanowce 

posiadają niesparov/ane elektrony na dobrze osłoniętej powłoce wewnętrznej
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4f, więc nie zachodzi oddziaływanie tych elektronów niesparowanyoh z ele

ktronami wiązań cząsteczki ligandu. Elektrony niesparowane oddziałują 
swym momentem magnetycznym jedynie poprzez przestrzeń, nie poprzez wiąza
nia chemiczne. Upraszcza to interpretację wyników, mamy bowiem do czynie
nia jedynie z oddziaływaniem pseudokontaktowym [[sj, wyrażonym równaniem:

= n< \
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gdzie: r^ - wektor łączący i-ty proton ligandu z jonem lantanowca, X -kąt 
między rT a główną osią symetrii jonu, D-funkcja temperatury i magnetycz
nych własnośói kompleksu, stała w warunkach pomiaru,Azmiana przesu
nięcia chemicznego, Vo - standardowe przesunięcie chemiczne.

Widać stąd, że pomiary zmian przesunięć chemicznych dają informacje 
liniowe i kątowe.

W przypadku jonów drugiej klasy otrzymane poszerzenie linii jest od
wrotnie proporcjonalne do szóstej potęgi odległości protonu i jonu lanta
nowca. Dostajemy więc informację liniową.
Jony grupy trzeciej używeine mogą być równocześnie na obydwa sposoby.

2. Zastosowanie do badania nukleozydów i nukleotydów

Zasadniczą przeszkodą w stosowaniu reagentów przesunięcia do badań nu
kleozydów i nukleotydów jest niemożność stosowania rozpuszczalników niepo- 

larnyoh.W rozpuszczalnikach polarnych (V^O, dwumetylosulfotlenek) jon lan- 
tanowoa asocjuje głównie z rozpuszczalnikiem, a w znikomym tylko stopniu z 

badanym związkiem i efekt przesunięcia jest zbyt mały, aby być użytecznym. 
Stąd też przy użyciu klasycznych odczynników przesimięoia [ 9], jakimi są 
kompleksy lantanowców z jb - dwuketonami, można było badać jedynie nukleo- 
tydy o zablokowanych (np. zacetylowanych) grupach hydroksylOTjych i ewentu
alnych aminowych [l(3 • Na szczęście jony lantanowców posiadają właściwość 
wiązania się z grupami o charakterze kwasowym (a więc np. z grupą fosfo
ranową), nawet w roztworach wodnych. Nic zatem nie stoi na przeszkodzie,by 
badać przy użyciu reagentów przesimięcia mono- ozy nawet oligonukleotydy.
W dodatku można tu stosować proste sole lantanowców, a nie ich kompleksy 
chelatowe. Podejście do rozwiązania problemu przedstawię na podstawie ba
dań konformacji dwóch mononukleotydów: 5' fosforanu adenozyny (AMP) i 5' 
fosforanu 2'dezoksytymidyny (d-TMP).
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Z wzorów obu związków widać, że każdy z nich posiada możliwość rotacji 
wokół czterech wiązań, co daje ogromną ilość konformerów. Dodatek jonów 
europu do ABJP w stosuińm molowym 10:1 powoduje przesunięcie sygnału bez 

widocznego ich poszerzenia.

Obliczano stosunek przesunięcia sygnału każdego protonu do przesunięcia 
sygnału przyjętego za standard (H5'). Stosimki te były stałe dla zmienia
jącego się stężenia Eu(IIl), Ho(III), Nd(III). Wynika stąd, że można zet- 
niedbać możliwość kontaktowego mechanizmu przesunięcia. Otrzymano zbiór 
stostmków przesunięć, wyrażonych wzorem:

A\?,

>
o ^ 3cos^Xo-1 \



Odpowiednio przy badaniu poszerzenia linii rezonansowych (użycie
Gd(III)) otrĄTnano zbiór stosunków poszerzeń (tabela 1). Ze zbiorami tymi 

postępowano dalej następująco:
Założono sposób kompleksowania jonu lantanowca z anionem fosforanu. Z o
trzymanych stosunków przesunięć obliczano kąty i odległości protonów od 
jonu i sprawdzano, ozy zgadzają się one ze stosunkami poszerzeń. Jeżeli 
nie, zakładano następną konformację itd. Oczywiście przerasta to możliwoś
ci ręcznego wykonania tych operacji przez pomiary na modelach. Nie jest to 
łatwe nawet drogą analizy komputerowej. Można jednak ograniczyć ilość kon
formacji zadanych komputerowi do przebadania przez odrzucenie tych, które 
w sposób oczywisty są nie do przyjęcia, W tym celu do programu włączono
zakaz zbliżania do siebie atcmów na odległość mniejszą niż ich promienie 
Tan der Waalsa. By uniknąć przypadkowego odrzucenia konformacji jednak re
alnych, przyjęto promienie van der Waalsa mniejsze od zazwyczaj uznawa
nych (tabela 2). Takie ograniczenie wymagało przebadania konformacji wy
nikających jedynie z obrotu wokół wiązania 04' - 05' (zmiana kąta ^
nie wszystkich, zaś pozwoliło odrzucić bardzo wiele konformacji bez ko
nieczności ich badania (patrz tabela 3). Pozostałe konformacje przeba
dano pod kątem zgodności z otrzymanymi stosunkami przesunięć. Pozostała 
bardzo niewielka liczba konformacji (tabela 3), które sprawdzono pod 
względem zgodności ze stosunkami poszerzeń. Po każdym takim cyklu komputer 
"odsuwał" nieco jon lantanowca od cząsteczki i cykl się powtarzał. Grani
ce założono bardzo szerokie, uzyskując pewność, że nie opuści się żadnej 
z konformacji wchodzących w grę. Stosowanie wyżej opisanych "filtrów" pro
gramu, w odpowiedniej kolejności, umożliwiło znaczne skrócenie czasu obli

czeń. Poszczególne kąty skręcenia (<t> i » f 2'‘f’j' 4zmieniały się skokami
do 4°, wypróbowano też dwie możliwości mechanizmu kompleksowania lantanowr 

ca przez anion grupy fosforanowej.
Zadowalające rezultaty dawał jedynie mechanizm kompleksowania jonu przez 

dwa atomy tlenu, a nie, jak można by się spodziewać, przez trzy atomy. 
Wszystkie konformacje, zgodne z kolejnymi filtrami programu,twórżyły układ 
bliźniaczo niemal podobnych struktur, co dodatkowo potwierdza wiarygodność 
otrzymanego wyniku.
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Tabela 1

Stosimki przesunięć i poszerzeń

AMP
H£/H5' H2/H5' HI VH5 '

Przesunięcia 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'

Przesunięcia stosunek 0,39 0,00 0,07 0,20

tolerancja 0,41-0,38 fO, 15—0,15 3,09-0,06 0,31-0,10

Poszerzenie stosunek 1,0 - - -
tolerancja ii,o - - -

Minimalne odległości atomów w S

Tabela

AMP d-TMP

Ilość obserwowanych protonów 5 7
Ilość wiązań ze swobodną rotacją (N) 4 4
Skok kąta stopniach (A)
Ilość konformacji (360/A)®

4
64x10^

4

Ilość konformacji po "filtrze" 4^ 3 32x10^ 14x10^

Ilość konformacji zgodnych ze stosunkami przesunięć 195 38
Ilość konformacji zgodnych ze stosunkami poszerzeń 12 4
Czas obliczeń , 2h 1h
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Dwa możliwe mechanizmy kompleksowania lantanowca przez fosforan

Konformacje AMP w rzucie przestrzennym

Konformacje d-TMP w rzucie przestrzennym



W ten sam sposób badano również fosforany dwunukleotydów, uzyskując podob
nie dokładne wyniki [12j .
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DYSKUSJA

W dyskusji wysunięto szereg zastrzeżeń do obu metod* zwracając uwagę na 
konieczność ostrożnego i krytycznego przyjmowania otrzymanych wyników.
W odniesieniu do NOE podniesiono następujące zarzuty:

1. 0 ile teoretyczna strona efektu Overhausera jest dobrze opracowana i 
kalkulacje wzmocnień sygnałów odznaczają się dokładnością rzędu kilku pro
cent, to dotychczasowe wyniki obarczone są stosunkowo dużym błędem. Na 
błąd ten wpływa wiele czynników, a więc uzyskanie naprawdę powtarzalnych 
wyników jest trudne. Problem ten podnoszą wszyscy autorzy cytowanych prac.

2. Metoda ta, nawet po uwzględnieniu dużego błędu, stwierdza niewątpli
wie większy procent formy syn zarówno w nukleozydaoh, jak i w nukleotydaoh, 
niż wszystkie inne metody. Wytłumaczenie tego faktu jest trudne, brak też 
jego dyskusji w pracach oryginalnych.
Metoda reagentów przesunięć spotkała się z bardziej poważnymi zarzutami:

1. Nie wiadomo czy asocjacja silnie kompleksującego jonu lantanowca z 
grupą fosforanową nie wpływa na konformację nukleozydu. Zaangażowanie ujem
nego ładunku grupy 5'- fosforanowej w asocjację może mocno zmienić oddzia
ływanie tej grupy z zasadą, co w sposób oczywisty wpływa na anianę konfor
macji. .



2. Do obliczeń przyjęto sztywną konformację pierścienia rybozy (3*-endo) 
i zasady, a rozpatrywano tylko możliwość rotacji wokół wiązań egzooyklicz- 
nych. Skądinąd wiadomo, że konformacja cukru może wpływać na konformację 
całej cząsteczki.

3. Wątpliwości budzi sam program komputera. "Startowano" z konformacji 
stwierdzonej w stanie krystalicznym. Otrzymano wynik bardzo bliski konfor
macji właśnie stanu krystalicznego. Bardzo możliwe, że komputer znalazł 
jedynie lokalne minimum w pobliżu konformacji stanu krystalicznego, w ca
łym zbiorze możliwych struktur. Należałoby raczej zacząć obliczenia od wy
bitnie niekorzystnej konformacji, by wymusić rozważanie przez komputer 
wszystkich struktur.
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Józef Bujarski

WPŁYW SUBTELNEJ MODYFIKACJI ZASADY 
NA KONFORMACJĘ NUKLEOZYDU

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono wyniki badań własnych dotyczące konformacji 
tiourydyn w roztworze. Stwierdzono ogólnie, że wszystkie badane tutaj tio- 
urydyny nie wykazują znacznych różnic konformacyjnych w porównaniu z nie- 
podstawioną urydyną. Bardzo małe, aczkolwiek zauważalne różnice zaobser
wowano w przypadku, gdy atom siarki znajdował się w położeniu 2 (2-tio 
oraz 2,4 dwutiourydyna).

Celem referatu jest przedyskutowanie wpływu strukturalnej zmiany zasady 
na konformację nukleozydów w roztworze. Problem ten omówimy na przykła
dzie tiourydyn?

0(5)

Urydyna i tiourydyny

Podstawienie atomu tlenu karbonylowego urydyny w położeniu 2 lub 4 > albo 
jednocześnie 214 przez atomy siarki jest swego rodzaju "subtelną" mody
fikacją reszty uracylowej. Taka modyfikacja może wpływać na konformację 
cząsteczki w roztworze. Wpływ zamiany tlenu na siarkę może być spowodowa
ny zasadniczo dwoma czynnikami:



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

2) czynnik elektronowy - elektronjemność 0 = 3,5i S = 2,5
Omawiając konformację nukleozydów należy, jak wiadomo, uwzględnić główne 

trzy momenty:
1. sposób pofałdowania pierścienia rybofuranozowego,
2. wzajemne ułożenie cukru i zasady wokół wiązania glikozydowego - czy

li tzw. konformacja syn - anti,
3. konformacja egzocyklicznej grupy 5'CH20H.
Do określenia tych czynników zastosowano metodę PME. Badania tego typu 

prowadzi się zwykle w roztworze wodnym. Jednak, ze względu na niewystar
czającą rozpuszczalność wszystkich badanych związków w wodzie lub w meta
nolu - zastosowano inne rozpuszczalniki: mSO-dg i pirydynę-d^ (w przypad
ku 2,4 - dwutiourydyny również CD^OD). Pirydyna nie jest dogodnym rozpusz
czalnikiem, zwłaszcza do badań temperaturowych, ze względu na jej aroma- 
tyczność. Prąd pierścieniowy pirydyny Indukowany przez zewnętrzne pole 
magnetyczne wpływa różnie na przesunięcia chemiczne protonów substancji ba
danej w zależności od temperatury. Wpływ ten można jednak oddzielić od 
przesunięć chemicznych wynikających ze zmiany konformacji. Z drugiej stro
ny pirydyna umożliwia prowadzenie badań w niskich temperaturach

I. OPIS STOSOWANEJ METODY EKSPERYMENTALNEJ

Widma wykonano na aparacie Jeol - 100 MHz; rozpuszczalniki (pirydyna-d^,
DMSO-d, i CD-OD) używano bez dodatkowych oczyszczań (odczynniki ampuł- 

6 3
kowane). Temperaturę skalowano na podstawie przesunięć chemicznych meta

nolu.

II. OKREŚLENIE KONFORMACJI PIERŚCIENIA RYBOZY

Cząsteczkę nukleozydu w roztworze cechuje stosunkowo duża swoboda kon- 

formacyjna. Altona i Sundaralingam ||l1 opisują konformację reszty cukrowej 
w J3 - nukleozydaoh za pomocą równowagi między dwoma typami konformeróv^; 

typ N i typ S
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Koncepcja pseudorotacji przewiduje kilka możliwych pofałdowań pierścienia 
w obrębie obu typów konformerów. Reprezentatywnym przykładem konformacji 
typu M jest konformacja C3^ - end o, a typu S - endo. Położenie równo
wagi NS można określić z dokładnością do 5^ [[O podstawie wielkości 

stałej sprzężenia między protonem HI ' 1 E2' , ,2 Tabela 1 przedstawia
stałe sprzężenia oraz odpowiadające jej położenie równowagi N S



Tabela 1
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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

DMSO
Jl »2' 4,5 5,0 4,0 4,5 3,5 3,5 2,5 2,5

^N 55 50 60 55 65 65 75 75

Piry-
lyna

'2' 1,0 3,5 4,0 1,0 3,0 3,5 0,0 1,5 2,5 ),0 1,5 2,0

?SN 90 65 60 90 70 65 100 85 75 100 85 80

Nasuwają się tutaj następujące wnioski:
1, podstawienie atomu siarki w pozycję 2 powoduje przesunięcie równowa

gi pofałdowania w kierunku formy N (C3' - endo): ilość konformerów C 3*- 
endo wzrasta w temperaturze pokojowej w przybliżeniu o 20?(;

2, równowaga N S zależy od rozpuszczalnika - pirydyna preferuje kon
formację typu N bardziej niż DMSO. Może tu odgrywać rolę większa zdolność 
DMSO do solwatacji (m = 3,9 D) grup hydroksylowych pierścienia rybozy niż 
pirydyny (jx= 2,3 D);

3. znaczna przewaga konformacji typu N występuje nawet w temperaturach 
+90° (pirydyna) i +120° (IłJSO) szczególnie w tiourydynach posiadających 

atom siarki w położeniu 2;
4. równowaga przesuwa się prawie całkowicie w kierunku 03'-endo (lOO^lJ 

j\iż przy -30°. Również w metanolu w tej temperaturze dla 2,4 dwutioury

dyny obserwowano to samo zjawisko. Zmiany ^ temperaturą silnie po
twierdzają koncepcję dynamicznej równowagi konformacyjnej pierścienia ry- 
bofuranozy - im niższa temperatura, tym większa przewaga formy energetycz

nie korzystniejszej.

111. KONFORMACJA WOKÓŁ EGZOCYKLICZNEGO WIĄZANIA C4’ - C5’

Jak wiadomo, obrót grupy (5') - CH2OH nie jest w pełni swobodny. Możli
we są trzy najkorzystniejsze energetycznie "rotamery": gauche-gauche (gg), 
gauche - trans (gt) i trans-gauche (tg). Ze stałych sprzężenia między 
protonem H4' i obydwoma protonami H5' i H5"(J^/ i J^. 5"^ (stano
wiących układ typu ABX) można wyliczyć względne obsadzenie tych izomerów 
rotacyjnych w roztworze. Ponieważ trudno było tutaj przypisać odpowiednie 
pasma protonom H 5'i H5" - skorzystano z metody Wooda i współpracowni—



ków [3]],która pozwala wyliczyć procentowy udział rotameru gg (i sumę tg +gt) 

z dokładnością do 5^ w oparciu o wzór
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- (J, + J./c-)] « 8
gg 4,5 4,5

W tabeli 2 przedstawiono wartości J, i J odczytane z4,5 4,5 widma)
oraz wyliczone udziały rotameru gg(%). Niestety zbyt niska rozdzielczość 
aparatu PMH nie pozwoliła na odczytanie odpowiednich stałych sprzężenia 
w niskich temperaturach. Niemniej jednak, analiza tabeli 2 prowadzi do na
stępujących wniosków:

1. podstawienie siarki w pozycję 2 lub 4 znacznie zwiększa udział rota
meru gg (o 15 do 20)() w stosunku do urydyny{

2. wzrost temperatury obniża udział rotameru gg{ w pirydynie konforma
cja gg jest bardziej uprzywilejowana niż w DMSO;

3. zgodnie ze stwierdzeniem Bruski i Daltona f4j istnieje związek mię
dzy pofałdowaniem pierścienia rybozy i równowagą konformaoyjną egzooy- 
klicznej grupy 5'-CH20H - taki, że wzrost udziału formy N pociąga za sobą 
wzrost udziału rotameru gg. Jeżeli uzależnić procent gg od procentu N - 
wyraźnie widać proporcjonalną zależność obu wielkości. Nachylenie krzywej 
3t gg = f(jS N) jest miarą wzajemnego powiązania obu wielkości. Trud
no tutaj wyciągać jakieś ilościowe wnioski ze względu na zbyt małą ilość 
odpowiednich stałych sprzężenia w różnych temperaturach. Ogólnie jednak 
można powiedzieć, że podstawienie atomu siarki w miejsce tlenu zmienia wy
żej omawianą zależność. Np. w przypadku 2-tiourydyny musi być większa 
przewaga konformeru N', ażeby uzyskać określoną zawartość rotameru gg niż 

w urydynie.

Tabela 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' 3,0 3,0 3,0 3,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 - 2,5 2,5

J4'5" 4,0 3,0 3,0 2,5 2,5 3,0 3,0 2,0 3,0 - 1,5 2,5

^ gg 62 75 75 75 88 81 81 94 81 - 100 88

H N 50 65 60 55 70 65 65 85 75 75 85 80



IV. OKREŚLENIE WZAJEMNEGO UŁOŻENIA CUKRU I ZASADY 
(KONFORMACJA SYN-ANTI)

Zasada w stosunku do cukru może się ułożyć na dwa sposoby: syn i anti.
W roztworze istnieje równowaga między obu konformerami - zwykle przesunię
ta wyraźnie w kierunku jednej z form. Aby określić, która z konformacji 
przeważa w przypadku badanych tutaj nukleozydów, wykorzystano następujące 

dane PME:
1. wiadomo, że w roztworze wodnym i w DMSO urydyna występuje w konfor

macji anti (grupa 2C0 znajduje się poza pierścieniem cukrowym). Badanie 
przesunięć chemicznych protonów rybozy w nukleozydaoh, w których grupa 
karbonylowa 20 = 0 znajduje się nad pierścieniem cukru (np. w orotydynie) 
wykazało, że protony H2' i H3' są przesunięte w kierunku niższych pól o 
około 0,5 ppm,a HI' i H4' - w kierunku pól wyższych o około 0,2 ppm f5]. 
Podobnie działa grupa 20 = S [^8].

W tabeli 3 przedstawiono przesunięcia chemiczne poszczególnych proto
nów czterech badanych związków w DMSO i pirydynie w temperaturze 24°C.

Tabela 3
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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 4,81 3,95 4,88 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 4,33 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

Porównując przesunięcia chemiczne protonów H2', H3' i H4' nie stwierdzamy 
w żadnym z rozpatrywanych przypadków typowego odsłaniania o wielkości 0,5 

ppm,co sugeruje silnie konformację anti. Obserwuje się natomiast charak
terystyczne odsłanianie protonu HI' o około 0,5 ppm w 2-tio i w 2,4-dwu- 
tiourydynie, wynikające z zamiany tlenu na siarkę [6j. Podobny wpływ odsła

niający wykazuje grupa 40 = S na proton H5 (w 4-tio- i w 2,4-dwutiourydy- 
nie).

2. Smith i Blackburn CtJ obserwując wpływ temperatury na anlanę przesu
nięcia chemicznego protonu H6 w inrydynie sugerowali odsłaniające działa



nie grupy 5'OH na ten proton. Działanie takie jest możliwe jedynie wtedy, 

gdy proton H6 i grupa 5'OH znajdują się blisko siebie, czyli gdy nukleozyd 
występuje w konfonnacji anti. Wzrost temperatury powoduje zmniejszenie 
udziału formy anti - przejawia się to w likwidacji efektu odsłaniającego.

Na rysunku przedstawiono zależność przesunięcia chemicznego protonu 
H6 od temperatury dla czterech nukleozydów rozpuszczonych w pirydynie.
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Obserwuje się dla wszystkich związków przesuwanie protonu H6 w kierunku 
wyższych pól,gdy temperatura wzrasta. Podobne efekty uzyskano w DMSO. Po
twierdza to konformację einti wszystkich trzech badanych tiourydyn w obu 
rozpuszczalnikach.
Siedzenie zmian przesunięcia chemicznego protonu Hg, w rozpuszczalnikach ta
kich jak metanol, umożliwi zgodnie z sugestią Lavalle [gj określenie 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 mała liczba obserwacji temperaturowych nie pozwala na 

ekstrapolację, a w związku z tym na wyciągnięcie ilościowych wniosków.

V. OCENA BŁĘDÓW STOSOWANEJ METODY

Przesunięcia chemiczne mierzono z dokładnością do 0,02 ppm. W związku 
z tym wnioski dotyczące konformacji syn/anti są poprawne. Natomiast pomiar 

stałych sprzężenia J.)/g " ^ *^4'5" ^ dokładnością
0,5 Hz. Wprowadza to przedział niepewności w wartościach N i % gg.
Zważywszy dodatkowo błąd 5^ wynikający z przyjętych założeń stosowanych tu
taj metod - podane w tabelach 112 wartości obarczone są błędem docho
dzącym do 10^. Dlatego też wnioski, jakie z tych badań można wyciągnąć, 
będą raczej natury jakościowej. Zastosowanie techniki komputerowej symu
lacji widm B/IR prawdopodobnie wydatnie poprawi dokładność wyników.
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VI. PODSUMOWANIE

1. Subtelna modyfikacja reszty uracylowej, jaką stanowi podstawienie 
siarki w miejsce tlenu, nie wpływa na zmianę uprzywilejowanej dla urydyny 
konformacji anti,

2. Wpływ siarki na pofałdowanie pierścienia rybofuranozowego i na rów
nowagę roteunerową egzocyklicznej grupy S'-CHgOH zaznacza się wyraźnie je
dynie wtedy, gdy atom siarki znajduje się w pozycji 2 (zwiększenie udziału 
formy N i rotameru gg o około 20^). Wpływ ten zaznacza się o wiele silniej 
w pirydynie niż w MISO.

3. Ogólna konformacja 4-tiourydyny jest bardzo zbliżona do konformacji 

urydyny.
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pośrednio z widma IMR. Rzutuje to w znaczny sposób na błąd obliczenia % II 
i % gauche-gauche tak, że wyniki przedstawione w referacie mają charakter 
jakościowy. Sugerował on możliwość zastosowania metod symulacyjnych w celu 
udokładnienia wyników.
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ZASTOSOWANIE MAGNETYCZNEGO REZONANSU 
JĄDROWEGO DO BADANIA KONFORMACJI 2\ 3’ i 

3’, 5’- CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW

STRESZCZENIE

Analiza danych PMR dla 3', 5'-cyklicznych nukleotydów wskazuje,że pierś
cień cukrowy i fosforanowy są usztywnione w jednej konformacji, w przeci
wieństwie do 2'3'-cyklicznych nukleotydów, w których stwierdzono równowagę 
konformaoyjną. Obecność pierścienia fosforanowego w pewnym sensie usztyw
nia konformację pierścienia rybozy. Udział poszczególnych konformerów w 
równowadze konformacyjnej 2', 3'-cyklicznych nukleotydów jest różny dla 
nukleotydóy; purynowych i pirymidynowych. W serii 2', 3'-cyklicznych nukleo
tydów pirymidynowych przedyskutowano konformację zasady względem pierś
cienia rybozy oraz konformacje egzocyklicznych grup CH^OH.

Informacje uzyskane z przesunięć chemicznych i stałych sprzężeń otrzy
manych na drodze kjijj są mniej pewne od uzyskanych na drodze PMH .W serii 
3', 5'-cyklicznych nukleotydów otrzymane dane konformaoyjne na drodze NMf! 
pokrywają się z danymi uzyskanymi z badań rentgenografioznych, natomiast w 
serii 2', 3'-cyklicznych nukleotydów nie obserwuje się takiej zgodności.

WSTĘP

Wiele uwagi poświęcono badaniom konformacyjnym techniką NMH w serii 
2', 3'-i 3', 5'-cyklicznych nukleotydów. Wcześniejsze badania w oparciu o 
niepełną analizę widm PME przy 60 i 100 MHz Ll i 2, 3] określały konformację 

rybozy dla 3', 5'-cyklicznych nukleotydów jako 0(3')-endo-C(4') -egzo, nie 
drfwały jednoznacznych informacji dotyczących konformacji pierścienia fos
foranowego. Sugerowano, że pierścień fosforanowy występuje w skręconej kon
formacji łódkowej. Dzięki zastosowaniu PMR 220 MHz, "decouplingu" i kom
puterowej analizy widm można uzyskać pewniejsze deuie konformacyjne [4-7] , 

które pozostają wr zgodzie z danjmi analizy rentgenostrukturalnej dla 3',5'~ 
cyklicznych nukleotydów [8, 9, 10].
Pakt, że pewne dwuacylov.e pochodne cyklicznego 3', 5'-AMP są bardzo ważne, 
z biologicznego punktu widzenia, spowodował konieczność dokładnych badan w



tej dziedzinie. Przede wszystkim należało zweryfikować proponowaną konfor
mację, przez całkowitą analizę spektralną, co z kolei doprowadziło do przed
stawienia bardzo szczegółowego modelu konformaoyjnego.
Badania w serii cyklicznych mdcleotydów dotyczą następujących problemów:

a) konfonnacji pierścienia fosforanowego,
b) konfonnacji pierścienia rybozy,
c) wpływu obecności pierścienia fosforanowego na konformację pierście

nia rybozy,
d) konformacji egzocyklicznych grup CHgOH
e) konformacji zasady względem pierścienia cukrowego, które są rozwią

zywane na drodze oddzielnych badań dla 2', 3'-i 3', 5'-cyklicznych nukle
otydów ze względu na różnice w ich budowie,

1. BADANIA KONFORMACYJNE W SERII 3’,5’ CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW

Budowa 3', 5'AMP została wyjaśniona w fazie stałej na drodze badań rent- 
genoetrukturalnych [10] w prostych kryształach. Wykazano, że w komórce 
elementarnej znajdują się dwie cząsteczki, z których jedna posiada zasadę 
w konformacji anti, a druga w syn względem pierścienia cukrowego. Obie czą- 
Bteczki mają pierścień fosforanowy w konformacji krzesełkowej, również 
konformacja pierścienia cińcrowego jest identyczna w obu cząsteczkach. Wę
giel 04' znajduje się w odległości około 0,6 X od 4-atomowej płaszczyzny 

pierścienia,co w tym przypadku odpowiada konformacji pierścienia C(3')-endo 
C(4')-egzo, w takiej konformacji grupa fosforanowa jest trans względem 
02' i gauche względem 04'.

W 3', 5'—IMP też są dwie cząsteczki w komórce elementarnej; w obu zasa
da jest w konformacji anti względem cukru, konformacja rybozy po wielu 
dyskusjach została określona jako 04'-endo.

Modele cząsteczkowe 3', 5'-cyklicznych nukleotydów wskazują, że pierś
cień rybozy jest mało podatny na zmiany konformacyjne. Dowód, że w tej 
grupie cukier jest usztywniony, uzyskano metodą PMR i ^^0 NMR, Bardzo 

szczegółowe badania zostały przeprowadzone dla cyklicznego 3', 5'-AMP i je
go dwubutyrylowej pochodnej oraz 3',5'“TMP [4,5]. Wykazano, że wicynalne 

stałe sprzężenia między protonami i stałe sprzężenia H(1)
sować do potwierdzenia konformacji w tej klasie związków. Przyjmując i 
J odpowiednio 10,1 i 2,2 Hz dla J„ „ [l1, 12j i 21 oraz 2 Hz dla J^ li^Ai
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P-H
D3» 14] , można znaleźć stałe, które potwierdzają konformacje otrzymane z 

modelu cząsteczkowego i są w przybliżeniu zgodne z demymi doświadczalnymi. 
Rozbieżności są rzędu 1 Hz, co jest prawdopodobnie związane z tym, że kąt^ 
i długości wiązań w tych cząsteczkach różnią się od odczytanych z modelu 
cząsteczkowego dla węgla sp^, a obecność podstawnika może również zmieniać 

poszczególne stałe sprzężenia.
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Bliżej zajęto się omówieniem 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 są zbyt skomplikowane, aby dokonać analizy bez pewnych osza

cowań dla stałych sprzężeń Jjj ^ i Jp g.
W przypadku 3', 5'-TMP [4] analiza jest mniej złożona, ponieważ sygnał 

protonu w pozycji H2 ' jest przesunięty w kieriuiku sygnału protonów grupy 
CH^. Widmo PMR dla 3', 5'-TMP przedstawiono na rysunku 1.

HDO
51 H

cr-k-0'
6

J a/

-tr- ppm
Rys. 1. Widmo 100 MHz PMR 3', 5 -TMP (0,2 M « D2O, pD = 7,2. t = 50“c) względem DSS, 

a) obserwowane; b) obliczone

W widmie tym sygnał protonu 2'-CH2 jest przy ok. 2,5 ppm, protony grupy 
5-CHj są przy 1,9 ppm, HI' jest przy 6,3 ppm, proton H6 zasady przy 7,4 ppm, 
natomiast sygnały między 3,8 i 4,8 ppm pochodzą od protonów H3', H4', H5' i 
H5''. Określenie przesunięć chemicznych poszczególnych protonów stało się 
możliwe dzięki porównaniu otrzymanych widm z widmami dezoksyurydyny, de-
zoksyadenozyny i tymidyny oraz dzięki rozprzężeniu spinów ^H-^H i ^^P-^H.

5
Określenia stałych sprzężenia J_ „ uzyskano na drodze badania modeluP-H

cząsteczkowego oraz znajomości feiktu, że trans i gauche Jp g są odpowied
nio równe 19-24 i 3Hz, W opeirciu o analizę układów spinowych H2' H2" H3' 
HI' i H5', H5 "H4' H3' oraz dodatnią wartość stałej sprzężenia dalekiego za
sięgu , nie można otrzymać wyliczonego widma dla ośmiospinowegoni I “H5
układu, które pokrywałoby się z widmem doświadczalnym. Zastosowanie ana
lizy komputerowej Laocnpll/a [15] ńla 8-spinowego układu pozwala taki 
układ rozwiązać. Dokładność dla wszystkich parametrów jest rzędu - 0,05 Hz. 
Chemiczne przesunięcia dla protonu i stałe sprzężenia 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) względem DSS,
a) obserwowane; b) obliczone

Analiza I rzędu 100 i 220 MHz widm PMH tych związków wykonanych w tem
peraturze 30°C nie była możliwa ze względu na małą czytelność stałych

sprzężenia spov<odowaną poszerzeniem sygnałów. Na podstawie faktu, że state 
sprzężenia , jest mała,określono przesunięcie chemiczne protonu
H2' (pr?ewidyv;ana stała sprzężenia jest rzędu 0,4 Hz). Należy podkreślić, 

że dla 3', 5'-AMP sygnał protonu H2' jest w rejonie wyższych pól^niż pro
tonu H3', przeciwnie do nisko położonego sygnału 3' - niecyklicznych nu- 
kleotydach. Zastosowanie wyżej cytowanej analizy komputerowej do widm 100 
i 220 MHz dało widmo podobne do obserwowanych. Końcowe najlepsze parametry 
podano w tablicy I. Otrzymane wartości nie są tak dokładne jak w przypad
ku 3', 5'~™p, bowiem precyzja oznaczeń jest rzędu + 0,1 Hz ze względu na 
dużą złożoność widm oraz znaczną szerokość linii nawet w 50°C, a także z 

powodu małych wartości stałych sprzężenia P z HI', H2' i H4'.
"Decoupling" P powoduje obniżenie szerokości sygnałów dla HI' i H2' do 

tego stopnia, że można zauv/ażyć małą stałą sprzężenia P-H. Jak twierdzą 
autorzy opisana analiza jest dla 3', 5'“AMP analizą kompletną.

1.1. Konformacja pierścienia 
fosforanowego

W tablicy I podano stałe sprzężenia P-H dla Ąi5"_p» ^ '^H3'-P'
V/urtośoi J,,_ , _ są zgodne z oczekiwanymi dla sprzężeń transwicynalnych,pod- Hd -P
czas gdy wartości J„-,, - i J„,, - są zgodne z wartościami dla sprzężeńn^. —1' —i
gauche - wicynalnych. Badania cząsteczkowego modelu 3'-5' cyklicznych nu
kleotydów wskazują na to, że takie wartości stałych sprzężeń można otrzy
mać dla pierścienia fosforanowego istniejąoe;_;o w konformacji krzesełkowej



Tablica I
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Chemiczne przesunięcia a) i stałe sprzężenia b) dla 
3', 5' - cyklicznych nukleotydów

3', 5' - 3', 5'- AMP Dwubutyrylo
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

1 '2 ' 2.4 0,8 0,6
1 '2" 8,9
1'3' - 0,3 c c
2'2" -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
5'5" - 9,5 - 9,7 - 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"P 2,2 1,7 1,0

Objaśnienia: a) chemiczne przesunięcia podano w ppm względem DSS
b) stałe sprzężenia w Hz
c) niemierzalne.

lub łódkowej skręconej. Pierścień fosforanowy może się znajdować w jednej 
konformacji lub i;ilegać szybko przemianie między dwoma konformerami., o czym 

winny wnosić stałe p i •'^h5" P' ' P powinna 
ulegać zmianom. Gdyby pierścień fosforanowy występował w konformacji łód
kowej skręconej,musiałby wystąpić również w normalnej konformacji łódko
wej, a co za tym idzie kąty P-0-C(5') - H5' i P-0-C(5') - H5" mogłyby się 
zmieniać odpowiednio do 120° do 180° i od 120° do 60°. Stąd obserwowane
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lubczaeono rtórednione wartości dla J„-, _ i Jnc»/ t, winny być mniejsze
-np -P, np -r

większe niż wartości związane z i . Pakt, że obserwowana stała
3 3 ^ ®

sprzężenia jest zgodna z J. i J pozwala wnioskować, że pierścień fos-
t g

foranowy znajduje się w komformacji krzesełkowej i nie wykazuje tendencji 
do istnienia w konformacji łódkowej. White i Verkade [4] otrzymali zależ
ność wicynalnych stałych sprzężeń POCH od kąta dwuśoiennego dla cyklicz
nych fosforeinów i związków podobnych. Podstawiając do równania Karplusa 
średnie wartości dla i dla omawianych poprzednio 3', 5'-cyklicznych 
nukleotydów odpowiednio 20,9 Hz i 1,8 Hz i zaniedbując trzecią stałą, otrzy

mano zależność:

'H-P 16,3 cob'^-J’ - 4,6 cost)",

która winna być stosowana ostrożnie i tylko do badań półilościowych oraz 
do układów acyklicznych posiadających wicynalne stałe sprzężenia

1.2. Konformacja pierścienia 
cukrowego

Badania cząsteczkowego modelu 3', 5'-cyklicznych nukleotydów wskazują, 
że pierścień furanozy jest usztywniony na skutek obecności pierścienia 
fosforanowego. W przypadku gdy pierścień fosforanowy jest w konformacji 
krzesełkowej liczba możliwych konformacji pierścienia cukrowego jest ogra
niczona. Dane podano w tablicy II, cytowane kąty dwuścienne zostały zmie-

3
rzone dla modelu cząsteczkowego. Stałe sprzężenia Jg_jj odpowiadające do

kładnej konformacji obliczono z równania:

J cos C|)

gdzie: J = 9,27 Hz (0°<ą><90°)
O

J = 10,36 Hz (90°<4><l80°y 
P

B = 0,28 Hz
•Z

Porównując stałe sprzężenia '^Jg g w tablicy I i obliczone w tablicy II 

należy stwierdzić, że pierścień furanozowy 3',5'-AMP i jego dwubutyrylowej 
pochodnej występuje w konformacji opisanej najlepiej jako 03' - endo - 04'- 
egzo, podczas gdy 3'., 5' MP jako 04'-egzo. Należy podkreślić, że w tym 

ostatnim przyi>adku obserwowane Jjjp' H3' ^ "^H2"-H3' większe, niż oczeki
wane dla tych konformacji, co jednak nie jest sprzeczne z przyjętym mode
lem. Zastosowanie bowiem powyższego równania dla dezoksyrybozy jest możli

we przy niewielkiej modyfikacji stałych i B.



Zależność między konfonnacją pierścienia rybozy a konformacją pierście
nia fosforanowego winna być też potwierdzona przez stałe sprzężenia J„./-H4
-H5' ^ '^H4'-H5'" stała H5" zgodna ze stałą oczekiwa
ną dla sprzężeń trans i jednocześnie, że stała 35'(4,6 - 4,8 Hz) jest
większa niż oczekiwana z równania cytowanego dla konformacji gauche (2,0 Hzj 
nie jest sprzeczny z wyżej wsptannianą zależnością konformacyjną. Otrzyma
ne z pomiarów BJR wnioski są zgodne z danymi krystalograficznymi dla fazy 
stałej. Trudno jest określać metodą PMR konformację syn - anti w 3', 5"~ 
cyklicznych nukleotydach. Metodą PMR badano również inne 3', 5' cykliczne 
nukleotydy takie jak: 3', 5-CMP, 3',5'-UMP, 3',5-GMP, ale w tych przypad
kach, ze względu na niewystarczającą czytelność widm,.analiza konformaoyjna 
okazała się niemożliwa.

Tablica II
Kąty dwuścienne dla różnych możliwych konformacji rybozy 

oraz oczekiwane stałe sprzężenia Jg g dla 3( 5' cyklicznych nukleotydów
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Konformacja [0] 4, Jr-h Chz]

0 - endo
1 '2' 150 7,5
1 ' 2 " 30 6.7
2' 3' 0 9,0
2 "3' 120 2,3
3' 4' 170 9,8

C(3')-endo
1 ' 2' 100 0,0
1 ' 2" 20 7,9
2' 3' 40 5,2
2 "3' 160 8,9
3' 4' 170 9,8

C(4')-egzo
1 ' 2 ' 120 2,3
1 ' 2" 0 9,0
2 ' 3' , 30 6,7
2 "3' 150 7,5
3' 4' 170 9,8

C(3')-endo - C(4')-egzo
1 ' 2' 110 0,9
1 ' 2" 10 8,7
2' 3' 35 5,9
2 "3' 155 8,2
3' 4' 170 9,8

C(4')-egzo - 0-endo
1 ' 2' 135 4,9
1 ' 2" 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.

13. NMR

Parametry uzyskane z danych '^C NBiIH są zgodne z otrzymanymi z pomia— 
rów PMR. Pakt, że w 3', 5'-cyklicznych nukleotydach pierścień rybozy za
chowuje swoją konformację stanowi doskonały model do określenia i badania 
zależności ^J13q 31p od kąta dwuśoiennego między płaszczyznami ^^P - 0-C i 

0-C-^^C [3]. Jest interesujące, że 2^^^ dla C3' i 05' są różne i tak
^J wynosi odpowiednio 4,2 - 0,5 Hz i 7,^”ż 0,2 Hz i jest prawie stałe w 

badanej grupie niikleotydów: 3', 5'-UMP, 3'5'-CMP, 3', 5'-AMP, 3'5'-GMP,
3', 5'-GMP i ich pewnych pochodnych [3]. Te różne wartości wskazują na
różne otoczenie atomów węgla C3' i 05', we wszystkich bowiem niecyklicz-

2
nych 3' lub 5' nukleotydach wartości J są prawie równe i wynoszą około 
5,0 i 0,6 Hz [3], Informacje otrzymane z danych ^^CNMR i stałych sprzę

żeń J,_ są mniej pewne i dlatego do potwierdzenia wniosków wyprowadzo
nych na Tej drodze konieczna jest korelacja z danymi PMH. Jest to związa-

13
ne z faktem, że w technice 0 NMR cytowane stałe sprzężenia zmieniają się 
w mniejszym przedziale wartości (0-10 Hz) niż p * ~ 22 Hz), a
poza tym jest tu odpowiednio mniejsza podatność zależności wicynalnych 
stałych sprzężeń J,_ od kąta dwuśoiennego. Zaletą techniki NMR jest 
możliwość uzyskania sygnałów w szerszym zakresie przesunięć chemicznych.

Tablica

Dane NMR dla 3', 5'-cyklicznych nukleotydów (25,2-ilHz 
NMR, sole sodowe w D^O, 3'5' - IMP - sól barowa względem IMS

Węgiel D C A G T

Przesunięcia 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

Jądro Stałe sprzężenia [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

III
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Tę zaletę widać szczególnie w przypadku 3', 5'“DMP, 3'5'-CMP i 3', 5'-GMP, 
gdzie uzyskuje się mało dokładne informacje techniką PMH. Z danych MJB 

na podstawie korelacji z przesunięciami chemicznymi 3'- 5' cyklicznych nu
kleotydów, można wnioskować o konformacji związków dających słabo czytelne

13widma PMR, których widma PMR są czytelne, a X NMR dostępne (tablica III). 

Ze wszystkich otrzyńanych danych wynikają podobne konformacje dla 3'5'-AMP 
i jego pochodnej, co sugeruje, że ich różnic w aktywności biologicznej nie 
należy dopatrywać się w różnicach konformacyjnych.

2. BADANIA KONFORMACYJNE 2’,3’ - CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW

Do niedawna dysponowano tylko danymi rentgenostrukturalnymi dla 2', 3' 
cyklicznych nukleotydów [s] . Dane te charakteryzowały kryształy nukleo
tydów, a więc tym samym nie odzwierciedlały sytuacji w roztworach wodnych. 
Ustalenia konformacji dla tychże nukleotydów [6, 72 dokonano przy pomocy 
PMH, NMR, przeprowadzając analizę spektralną metodami standardowymi i 
przy zastosowaniu programu komputerowego Laoonplt [5].

2', 3' - cykliczne nukleotydy były badane w postaci sclŁ sodowych, ba
rowych i pirymidynowych.
Uzyskane wartości stałych sprzężenia przesunięć chemicznych dla 2', 3' - 
cyklicznych nukleotydów metodą HIR, NMR zostały zebrane w tablicach 

IV i V.

Tablica IV

Dane PME dla 2', 3' - cyklicznych nukleotydów

Proton U(Ba)
Z w i ą
C(Na)

z e k
A(Na) G(Na) o(Py)

a) przesunięcia chemiczne w ppm względem DSS

1 ' 5.898 5.851 6.132 6.106 6.171
2' 5.139 5.136 5.303 5.404 5.419
3' 4.917 4.947 5.084 5.164 5.169
4' 4.297 4.312 4.445 4.451 4.496
5' 3.895 3.92l 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

Jądro b) stałe sprzężenia w Hz

1 '2 ' 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 5.4 3.9 4.4 4.2
4'5' 3.6 3.6 2.5 3.6 2.5
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ciąg dalszy tablicy IV

1 2 3 4 5 6

4'5" 5.7 5.7 4.8 4.8 5.8
5'5" -12.5 -12.4 -12.7 -12.6 -12.8
5 6 8.1 7.5
2'P 6.9 6.5 10.6 8.9 9.1
3'P 11.5 12.1 7.6 9.5 9.3

(2'P+3 'P) 18.4 18.6 18.2 18.4 18.4

Tablica 
1 ZDane C MMH dla 2'3' - cyklicznych nukleotydów

Węgiel
C ząstec zka 

D(Ba) 1 C(Na) A(Na) G(Na)

a ) przesunięcie chemiczne w ppm względem TMS

1' 93.74 94.97 90.60 90.24
2' 81.74 82.11 81.56 81.60
3' 78.26 78.54 78.78 78.73
4' 86.25 86.37 86.43 86.47
5' 62.12 62.32 62.40 62.32
2 152.42 158.23- 153.70 154.85
4 167.41 167.77 149.24 152.15
5 103.46 97.30 119.83 117.49
6 144.79 144.91 156.40 159.70
8 141.69 139.35

Jądro b) stałe sprzężenia w Hz

1 'P 6.8 6.3 3.8 4.8
2 'P 2.5 2.5 1.8 2.3
3'P 0.7 0.5 1.0 1.0
4'P 2.5 2.2 4.3 3.5
5'P 0.2 0.2 0.2 0.2

13,Widma PMR i '^C NMR dla 2',. 3' - CMP przedstawiono odpowiednio na ry

sunkach 3 i 4.
15Dane uzyskane z widm PMR i C NMR wykorzystywane są w ustaleniu zależ

ności konformacyjnych:
a) egzocyklicznej grupy - CHgOH,
b) konformacji zasady względem pierścienia rybozy,
c) konformacji pierścienia rybozy i cyklicznego fosforanu.
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6 5 1' Z' }’ V S’ 5*
. a

JJl Wl

J__ _L.
77S 6.0 50 i5 40 Ppm

Rys. 3. Widmo 100 MHz PMR 2', 3'-CMP (Kt^N) (0.05M w D_0, pD = 7.25 t=32°) 
dem OSS a) obser\foviand, b) obliczone

wzglf-

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° względem TNS

2.1. Konformacja egzooyklioznej grupy -
- C Hg O H

W 2', 3' - cyklicznych nukleotydach, podobnie jak w nukleozydaoh i nu
kleotydaoh [11, 12, 17 - 19] , egzoęykliczna grupa - CHgOH na skutek ro-



tacjl wokół wiązania C(4') - C(5') może daó trzy różne rotamery, w których 
0(5') jest odpowiednio gauohe luh trans w stosunku do 0(1') i gauche lub 
trans do C(3')» jak przedstawiono na rys. 5.
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h4 Hł,

I
g.g

I
s-t

m
t-g

Kys. 5. Schematy izomerów rotacyjnych wokół wiązania C(4') - C(5')

Zmiany stałych sprzężenia J „ można stosować do badania kątów dwu-ilf n
ściennych między H(4') a H(5') i H(4")a H(5"). Zależność między kątem dwu- 
ściennym protonów przy wicynalnych atomach węgla a stałą sprzężenia okreś
la równanie Karplusa:

J„ „, = J cos‘"4> - 0.28 Hz
n|H O

Stosowane zazwyczaj wartości dla są w granicach 8-16 Hz. Próbowano 
zmodyfikować wartości dla 2', 3' - cyklicznych nukleotydów stosując w 
przypadku J.o- 7.16 Hz i J.„-0 - 10.1 Hz. Rozwiązanie równań podanych przez0 I oO
Blacburne'a [ll]

I
'ii
'iii

^4'-5' ° *^60° ^II ^60° * ’’^180°

*’^4'_5" = '’^60° * “^ISO® + ^60°

P + P + P =1 I II III

- oznacza udział molowy rotameru gauche-gauche,
- oznacza udział molowy rotameru gauche-trans,
- oznacza udział molowy rotameru trans-gauche,

przy podstawieniu wartości = 9.27 Hz dla 0°< <90° i = 10.36 Hz 

dla 90°< 4> <180°, jak i wartości zmodyfikowanych, uzyskano wyniki, które 

pozwoliły określić uprzywilejowanie danego rotameru dla 2', 3' - cyklicz

nych nukleotydów.



Tablica VI
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Obliczone współudziały trzech klasycznych rotamerów 
egzocyklicznej grupy - CHgOH, Dane w nawiasach uzyskano 

przy zastosowaniu zmodyfikowanej wartości J

Nukleotyd

2', 3' - UMP
2', 3' - CMP
2', 3' - AMP
2'3' - GMP(Ha)

0.35 (0.26) 
0.35 (0.25)
0.60

0.47

0.46 (0.49) 
0.46 (0.47)
0.34
0.34

0.19 (0.25) 
0.19 (0.28)
0.06

0.19

Pj - gauche-gauche, P^^ - gauche-trans, Pjjj - trans-gauche

Z tablicy widać, że grupa egzooykliczna - CHgCH w przypadku 2', 3'- 
cyklioznyoh nukleotydów pirymidynowych wykazuje uprzywilejowanie dla rota
merów trans-gauche luh gauche-trans. Jednoznaczne określenie jest możliwe 
tylko w przypadku przyporządkowania sygnałów H(5') i H(5") odpowiednim 
protonom. 2'3' - cykliczne nukleotydy purynowe preferują natomiast rotamer 
gauche-gauche, w którym kwestia rozróżnienia protonów H(5')i H(5") jest
zbędna.

2.2. Konformacja zasady względem pierś
cienia rybozy

Jak sugerowali Donohue i Truenblood [20] w mikleozydach i nukleotydaoh 
istnieją dwie uprzywilejowane konformacje zasady wokół wiązania glikozy
dowego, konformacja syn i anti. Przeprowadzone badania wykazały uprzywile
jowanie konformacji anti dla nukleozydów i nukleotydów, zarówno w ciele 
stałym jak i w roztworze. Sohirmer [2l] stosując jądrowy efekt Overhausera 

wykazał, że 2', 3' - izopropylidenourydyna w dwimietylosulfotlenku istnieje 
zasadniczo w konformacji syn.
Zakłada się, że badania NMR w szerokim zakresie temperatury mogą wykazać 
zmianę przesunięcia chemicznego dla H(6), protonu, który najpełniej od
zwierciedla zmiany konformacji syn - anti. Wykonano badania dla 2', 3'-CMP_ 
i 3'-CMP w szerokim zakresie temperatury, używając metanolu i glikolu ety
lenowego jako najodpowiedniejszych rozpuszczalników.

Jak wnioskowano uprzednio [s], 2', 3'-CMP w stanie krystalicznym istnie
je w konformacji syn. Dla 2'-, i 3'-nukleotydów pirymidynowych istnieje 
eteryczna bariera rotacji, ale fakt,że równocześnie z rotacją ma miejsce



zmiana konformacji pierścienia cukru, powoduje, że bariera rotacji jest 

obniżona.
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JlTa. 6. Różnice przesuniecie chemicznego protonu H(6) h zależności od temperatury dla 
3 -CHP i 2', 3'-CMP : o 3'-CMP u CD,OD$ A 2', 3'-CMP u CD,OD; a 2', 3'-CMP « gliko
lu etylenowym. Wartość przesunięćia'^chemicznego w CD-OD i glikolu etylenowym - mie
rzona względem THS. £ i £ - oszacowane^wartości przesunięcia chemicznego
dla konformaru nisko- i wysoko energetycznego 3'-CHP w CO OD.

Rysunek 6 przedstawia wartości przesunięcia chemicznego dla protonu
H(6) 2', 3'-CMP(Et.H) 1 3'-CMP (Et.N) w różnych temperaturach. Dane dla 

4 4
3'_CMP(Et^N) mogą być przyjęte przy założeniu Istnienia równowagi między 
dwoma konformeraml. Przy obniżaniu temperatury zwiększa się Ilość niżej 
energetycznego konformeru (antl), co potwierdza przesunięcie chemiczne, 
ff temperaturze wyższej bariera rotacji maleje, co prowadzi do Istnienia 
dwóch konformerów w stanie równowagi. Stąd wartość przesunięcia chemicz
nego w temp. wyższej będzie średnią weurtośclą dla dwóch konformerów. Eks
trapolacja krzywej wartości przesunięcia chemicznego obserwowanego w za
kresie temperatur od - 50 do 150*^ pozwala otrzymać wartości dla wyaoko- 

1 nlskoenergetycznyoh konformerów. Udział konformerów w danej temperatu
rze może być obliczony z równania:

ś obser. =_ 5 A^A + ^ S^S

gdzie: ^ - przesunięcie chemiczne protonu H(6) konformeru antl,

P^ - udział konformeru antl,
S _ - przesunięcie chemiczne protonu H(6) konformeru syn,O
Pg - udział konformeru syn.

Ponieważ jest to proces równowagowy, może być rozpatrywany przy 
ró\vnań: '

ÓS = -RTlnK = -RTln

użyciu

In (Pj^/Pg) = - + AS/E



Nachylenie krzywej ln(Pj^/Pg) względem 1/1 daje AH, a wie]j£ośó odcięta 
na osi rzędnych - AS, Wartości 6 A i 6 S otrzymane z ekstrapolowanych 
krzywych pozwalają uzyskać wsirtości AH i A S. Wartość przesunięcia che
micznego protonu H( 6) dla wyżej energetycznego konformeru 3'-CMP ( 6 jj^q) 
jest bliska wartości przesimięcia chemicznego protonu H(6) 2', 3*-CMP. Po

dobieństwo to sugeruje te same konformacje dla 2', 3 *-CMP 1 3*-CMP. Eks
trapolacja wartości przesunięcia chemicznego dla 3'-CMP w wyższych tempe
raturach daje wartość średnią leżącą między <5 i 6 Zmiana wartości

przesunięcia chemicznego protonu H(6) dla 2', 3'-CMP z temperaturą jest 
znacznie mniejsza niż dla 3'-CMP. Mała zmiana przesunięcia chemicznego z 
temperaturą odpowiada albo sztywnej konformacji wokół wiązania glikozydo- 
wego, albo bardzo szybkiej przemianie konformeru syn-antl. Szybka przemia
na jednego konformeru w drugi, która nie powoduje wyraźnej zmiany w prze
sunięciu chemicznym, nawet w szerokim zakresie temperatur (-60 do 150°) wy

magałaby niskiej bariery energii i prawie równej energii dla obu konfor
merów. Ponieważ w tym wypadku udział obu konformerów byłby prawie równy, 
wartość przesunięcia chemicznego byłaby średnia. Jeżeli przyjąć, że pierś
cień pirymidynowy jest usztywniony, to przesunięcie chemiczne będzie ta
kie, jak w stanie krystalicznym - czyli konformacja syn. Zgodność wartości 
przesunięcia chemicznego krystalicznego 2', 3'-CKP i jjęq potwierdza kon- 
fonnację syn dla 2', 3'-CltP w roztworze. Podobieństwo (tablica IV) wartoś
ci przesunięcia chemicznego protonu H(6) dla 2', 3'-CMP 12', 3*-tMP wyka

zuje, że 2', 3'-®5I’ jest także w konformacji syn.
Przypuszcza się też, że sygnały innych protonów ulegną również zmianie 

w zależności od udziału konformerów syn i anti [22, 23], lecz w stopniu 
mniejszym niż sygnał protonu H(6). Witkowski [22] przewiduje,że ze wzrostem 
udziału konformeru syn następuje zmiana przesunięcia chemicznego protonów 
H(4') i H(1'). Szczegółowe porównanie protonów rybozy 2'3'-CMP i 3'-CMP 
jest trudne z powodu nieznanych efektów wywołanych różną orientacją grupy 

fosforanowej.

2.3. Konformacja pierścienia rybozy i cy
klicznego fosforanu

Konformacje pierścienia furanozy i cyklicznego fosforanu można okre

ślić z zależności między następującymi kątami dvajś o lennymi:
a) / — C^ / — H^/, C|>(C^,, C^/)} *^2'

4* (Cj/,
b) P-O^, - Cg. - 0 (Og,, Cg.){ V-Qy - C^. - Hg., 0 (0^,, C^,)
c) P-Og, - Cg. - C^ , T(0g., Cg.); P-0^. - C^. - C^., ^(0^., C^.)
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n
Rys, 7* Kąty dwuicienne w pierścieniu cyklicznego fosforanu; I uokół wiązania 0,', 

‘ ' ' V (0,.,C-.-), 0c(0,',C,.); II wokół wiązania 0_., C„., kąty
6(oJ, C^). irCO^.C^), oc(0„., C,0

Cyt Kąty 0 (.Oy, Cy),

1 stałymi sprzężenia ^c,?*

Porównując z tablicy VI stałe sprzężenia Jjj jj dla pierścienia furanozy 
2', 3' - cyklicznych nukleotydów, należy przyjąć, że sztywna konformacja 
(zarówno pofałdowana jak i płaska)[2, 12, 18] jest niemożliwa. Sugeruje się, 
że pierścień furanozy jest elastyczny, podobnie jak w większości nukleozy- 
dów [11, 12, 17-19] i nukleotydów [18] oraz znajduje się w równowadze kon- 
formacyjnej. W przypadku 2', 3' - cyklicznych nukleotydów przechodzenie 
jednej konformacji w drugą jest w pewnym stopniu utrudnione obecnością cy
klicznego fosforanu. Porównanie stałych sprzężenia Jjj ^ dla pierścienia 
fm^anozy (tablica VI) ze stałymi obliczonymi dla sztywnych konformacji 
płaskiej lub pofałdowanych, wykazuje występowanie równowagi konformacyjnej 
dla 2', 3' - CMP i 2', 3' - UMP, przesuniętej w kierunku konformacji C(3') _ 
- endo - C(2') - egzo. Dla 2', 3' - cyklicznych nukleotydów purynowych nie 
można wykazać w tym samym stopniu podobieństwa do jednej ze sztywnych kon
formacji. Wszystkie 2', 3' - cykliczne nukleotydy wykazują stałą sprzęże
nia J„ , ,/ w przybliżeniu równą6,8 Hz.Ten fakt potwierdza skręcenie pierś-

2 f 5
cienia furamozowego wokół wiązainia Cf2'), C(3') na skutek obecności cy
klicznego fosforanu, który wywołuje w przybliżeniu tę samą wartość skręce
nia dla wszystkich cyklicznych nidcleotydów. Modele cząsteczkowe wykazują, 
że maksimum odchylenia od konformacji kryjącej [0(2'), 0(3') = O] w kącie 
dwuściennym <^) 0(2'), 0(3') może być - 20°. Dalszych informacji udzielają 

stałe sprzężenia J i J„n y A O y ^
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W wyprowadzonych przez White'a i Verkade'a [24J zależności między ^ 

i kątami dwuściennymi6

„ o 16.3 cos^S - 4,6 cos^6
n^i: f

*5
i odpowiednio J_ _ i kątami dwuściennymi K" o ,P

^J_ _ = J cos^JT = 8 cos^^'
C,P o

obliczono wartości kątów dwuśoiennych (tablica VIIA) , które porównano z
obliczonymi z modeli cząsteczkowych dla konformacji usztywnionych (tabli

ca VII B)
Tablica VII

Kąty dwuścienne

Nuklootyd

A. Obliczone na podstawie 
*^H,P

0(02'C2') 6(03'C3') iT(02'C2')

stałych sprzężenia:
‘^C,P

•)f (03 'C3') oc(02'C2')oc(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
pierścienia

rybozy

B. Obliczone dla sztywnej konformacji pierścienia 
rybozy i cyklicznego fosforanu

9(02'C2') 0(O3'C3') 1T(02'C2') K(03'C3')oc(02'C2')oc(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
Płaska 120 120 120 120 240 240

Ponieważ stałe sprzężenia atomu fosforu z protonami H(2') i H(3') (ta
blica IV) nie są identyczne (jak powinno być w przypadku konformacji płas
kiej pierścienia furanozowego) stąd pierścień furanozy musi istnieć w for
mie pofałdowanej. Obliczone z rówmń wartości kątów dwuściennych są uśred
nione i wynikają z szybkiej przemiany jednego konformeru w drugi.

Z tablicy VII wynika, że dane dla purynowych i pirymidynowych cyklicz
nych nukleotydów są różne i zależą od typu zasady. Stałe sprzężenia



i kąty dwuścienne wykazują, że istniejące w stanie szybkiej równowagi kon- 
formacyjnej pierścienie rybofuranozy w nukleotydaoh pirymidynowych uprzy
wilejowują fomę (C(3')-endo - C (2')-egzo, podczas gdy 2', 3*--AMP ( wpraw
dzie w stopniu mniejszym) - formę C(2')-endo - C(3')-egzo. Dla 2', 3'-GMP 
nie stwierdzono uprzywilejowania żadnej z form.

Chociaż powyższe rozważauiia dotyczące stałych sprzężenia J„ ^ i J_ _ są
n y A V I A

przybliżone, pokrywają się z wnioskami wysuniętymi odnośnie stałych sprzę
żeń Jjj jj. Okazuje się jednak, że obliczone z równań kąty dwuścienne są 
większe niż sugerowano na podstawie analizy modeli cząsteczkowych form 
C(3')-endo, C(2')-endo i konformacji płaskiej pierścienia rybozy. Porównu
jąc wartości kąta a (= @+ 2T ), odnoszącego się do wiązań 0(2'), 0(2') i
0(3*), 0(3') można wysnuć pewne ciekawe wnioski. Kąt oc H(3 *)-0(3')-C(3') -
- 0(4'), odnoszący się do wiązania 0(3'), 0(3') posiada wartość stałą dla 
wszystkich cyklicznych nvikleotydów, podczas gdy kąt OC (H(2')-0(2')-C(2') -
— 0(1') odnoszący się do wiązania 0(2'), 0(2') - dla nukleozydów pirymidy
nowych jest większy niż dla purynowych. Ten fakt sugeruje, że zaburzenie 
w otoczeniu 0(3') jest stałe dla wszystkich 2', 3' - cyklicznych nukleoty
dów. Większe zaburzenie w otoczeniu 0(2') dla 2', 3' - cyklicznych nukleo
tydów pirymidynowych odzwierciedlone większą wartością kąta Cc , tłumaczy 
się oddziaływaniem aotomu H(2') z atomem tlenu 0(2) grupy karbonylowej za
sady, będącym nad pierścieniem rybozy w przypadku konformacji syn wokół wią
zania glikozydowego. Tego typu oddziaływanie jest niemożliwe w 2',3' - cy
klicznych nukleotydach purynowych. Występowanie pierścienia furanozowego 
w równowadze konformaoyjnej potwierdzają wyniki badań 2', 3*- cyklicznych 
nukleotydów w zakresie temperatury od 30 do 75°C. Wartości stałych sprzę

żeń Jjj p dla nukleotydów purynowych i pirymidynowych w tym zakresie tem
peratury obrazują zmiany konformacyjne w kierunku jednej czasowo uśrednio
nej konfoimacji płaskiej pierścienia rybozy, odpowiadającej równoważnym 
ilościom czterech podstawowych pofałdowanych konformacji pierścienia ry
bozy.
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3. WNIOSKI

Badania NMR wykazały, że w serii 3', 5' - cyklicznych nukleotydów 
pierścień cukrowy i fosforanowy są usztywnione. Pierścień fosforanowy wy
stępuje w konformacji krzesełkowejj natomiast ilość możliwych konformacji 
rybozy jest już .z <góry ograniczona obecnością pierścienia fosforanowego. 
W grupie 2', 3'- cyklicznych mikleotydów pierścień fosforanowy i cukrowy 
występują w równowadze konformacyjnej między czterema pofałdowanymi for
mami.



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

W serii 3', 5'-cyklicznych nukleotydów dane konformacyjne otrzymane z 
widm NMR są zgodne z danymi krystalograficznymi. W serii 2', 3*— cyklicz
nych hukleozydów zgodność taka nie występuje.

LITERATURA

[1] Jardetzky C.D.} J.Am.Chem.Soc. 8£, 62 (1962).
[2] Jardetzky C.D.; J. Mol.Spectrosc,, 28, 70 (1968).
[3] Lapper R.D., Mantach H.H., ^ith I.C.P.j J.Am.Chem.Soc., 6243,

(1972).
[4] Blackburn B.J., Lapper R.D., Smith I.C.P.; J.Am.Chem.Soc., 2873,

(1973).
[5] Lapper R.D., Mantsch H.H., Smith I.C.P.j J.Am.Chem.Soc., 25.» 2878,

(1973).
[6] Lapper R.D., Smith I.C.P.j J.Am.Chem.Soc., 2^, 2880 (1973).
[7] Larallee D.K.,- Coulter Ch.L.j J.Am.Chem.Soc., 2^, 576, (1973).

[8] CoiUter Ch.L.j J.Am.Chem.Soc., 25.» 570, (1973).
[9] Sundaralingam M., Abola J.j J.Am.Chem.Soc., 5070, (1972).
[10] Watenpangk K., Dow J., Jensen L.M., Perberg S. j 159. 206,(1968).
[11] Blackburn B.J., Grey A.A., Smith I.C.P., Hruska P.E.j Canad.J.Chem.

48, 2866, (1970).
[12] Hruska P.E., Grey A.A., Smith I.C.P.j J.Am.Chem.Soc., 22,4088 (1970).
[13] Hall L.D., Malcolm R.B.j Chem.Ind. (London)92 (1968).
[14] KainoshoM., Bakaminra A., Tsuboi M.j Bull.Chem.Soo.Japan, 42, 1713,

(1969).
[15] Castellano S., Botheur-By A.A. j J.Chem Jhys. 41» 3868 (1964).
[16] Hruska P.E., Grey A.A., Smith I.C.P.j J.Am.Chem.Soc. 22., 214, (1970).

[17] SohleichT., Blacburn B.J., Lapper R.D.j Biochemistry JJ.,137 (1972).
[18] Lapper R.D., Smith I.C.P.j J.Am.Chem.Soc. 24.* 5243 (1972).
[19] Donohue J., Treblood K.N.j J.Mol.Biol. 2, 363 (I960).

121



[2(^ Schinner E.E., Davis J.P.j J.Am.Chem.Soc.,.94 . 2 561 (1972).
[2l] Schweizer M.P., Witkowski J.T.j J.Am.Chem.Soc. 22.» 277 (1971).

[2^ Dugas H., Blacburn B.J., Etoith J.C.j J.Am.Chem.Soc. 3468 (1971). 
[23J Withe D.W., Verkede J.G.; J. Magn Resonanse 2, m (1970).

DYSKUSJA

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

Odnośnie 3', 5'-cyklicznych nukleotydów mgr M. Remin zwrócił uwagę na 
możliwość przewidzenia konformacji tych układów, co pozwala empiryzować re
lację Karplusa. Z badań własnych nad konformacją dezoksynukleozydów mgr M. 
Remin wyciągnął wniosek, że nie można stosować jednakowych relacji Karplu- 
ss do poszczególnych wiązań 1'2', 2'3', 3'4'. Tym niemniej prace w serii 
3'5'-cyklicznych nukleotydów rozwiązują szereg trudności wynikających z 
dopasowania parametrów z relacji Karplusa, Jeśli chodzi o 2'3' - cykliczne 
nukleożydy podkreślił, że wnioski wypływające z pracy Cęultera dotyczące 
konformacji pierścienia cukrowego nie są zbieżne z wnioskami uzyskanymi 
przez Smitha. Coulter przyjmuje, że konformacja pierścienia cukrowego jest 
raczej płaska i na tej podstawie wyciąga wnioski odnośnie parametrów w 
równaniu Karplusa. Obecnie trudno jednak jednoznacznie odpowiedzieć na po
wyższe pytania.
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Wiesław Gessner

ZASTOSOWANIE METODY PMR 
DO BADAŃ KONFORMACYJNYCH OLIGONUKLEOTYDÓW. 

ASOCJACJA WARSTWOWA ZASAD AZOTOWYCH

STRESZCZENIE

Znajomość struktury i oddziaływań w cząsteczkach oligo - i polinukleo- 
tydów jest niezbędna dla pełnego zrozumienia czynników wpływających na 
stabilność konformacji kwasów nukleinowych w roztworach. Ponieważ wyniki 
badań na poziomie polinukleotydów są trudne do interpretacji, prowadzi się 
badania modelowe na poziomie dwimukleotydów, a uzyskane wyniki ekstrapolu- 
je się na wyższe oligo- i polinukleotydy. Stosunkowo najwięcej informacji 
na temat struktury i oddziaływań w cząsteczkach dwiinukleotydów można uzy- 
kać z danych PMR,

W referacie przedstawiono tok badań i dyskusję wyników dla dwunukleoty- 
dów purynowo-purynowyoh i purynowo-pirymidynowych,jak również wyniki badań 
dla dwmukleotydów serii dezoksy. Szczególny nacisk położono na badania od- 
działyr;ań typu asocjacji warstwowej (Stacking; w cząsteczkach dwunukleoty- 
dów. Przedstawiono również najnowszą koncepcję trójstanov;ego modelu równo- 
WEigi dynamicznej dla cząsteczek dwunińcleotydów w roztworze.

1. WSTĘP

0 ile badania komponentów kwasów nukleinowych są stosunkowo proste na 
poziomie mononukleozydów ozy też mononukleotydów, o tyle w wypadku badań 
większych fragmentów łańcucha DNA lub RNA sprawa jest bardziej skompliko
wana. Związane jest to z rozlicznymi oddziaływaniami wewnątrz i 
międzycząsteozkowymi)jakie mają miejsce w roztworach oligorybo - i oligo- 
dezoksyrybonukleotydów. Oddziaływania te bardzo często są ze sobą wzajem
nie powiązane, co powoduje dodatkowe trudności związane z odseparowaniem 
od siebie poszczególnych oddziaływań, w celu określenia ich siły i znacze
nia w tworzeniu danej konformacji oligonukleotydów. Chociaż ilościowe po
dejście do problemu jest trudne, można jednak z całą pewnością powiedzieć, 
że na konformację oligonukleotydów wpływają w zasadniczym stopniu oddzia
ływania typu asocjacji warstwowej (Stacking), co zostanie szczegółowo omó
wione w dalszej części referatu.



W badaniach konfonnacyjnych oligonukleotydów duże zastosowanie mają me
tody optyczne - UV, ORD, CD - szczególnie przydatne do określenia wielko
ści asocjacji warstwowej [l4j. Jednak najwięcej informacji możemy uzyskać 
ze spektroskopii PMR Cl"^*

2. METODYKA BADAŃ OLIGONUKLEOTYDÓW METODĄ PMR

Badania oligonukleotydów metodą PMR były prowadzone przeważnie na po
ziomie 3*, 5'-dwunukleozydomonofosforanów (ApA, CpA, ApD, CpC, dApdA, 
dAprA itp.). Wyniki takich badań modelowych były z jednej strony stosunko
wo proste w interpretacji, a z drugiej strony można je ekstrapolować dla 
wyższych analogów oligonukleotydów. Z badań PMR.-U możemy wyciągnąć wiele 
cennych informacji na temat konformacji dwroiukleotydów, a mianowicie: na
temat konformacji pierścieni cukrowych w poszczególnych składnikach dwu- 
nukleotydu, na temat konformacji zasady względem pierścienia cukru, siły 
i rozległości asocjacji warstwowej zasad w dwumikleotydzie, wielkości 
agregacji w roztworze dwunukleotydu oraz na temat powiązania konformacji 
pierścienia cukru i konformacji zasady z asocjacją warstwową. Taką dużą 
ilość informacji można było otrzymać metodą BSE dzięki odpowiedniej meto
dyce badań. Widma wykonywano przeważnie w roztworze DgO na aparatach NMR 
100 i 220 MHz. Badano zależności przesunięcia chemicznego poszczególnych 
protonów zasad oraz protonu , rybozy, jak również zależności stałych 
sprzężenia protonów cukrowych od temperatury pomiaru, stężenia i pD roz
tworu. Przeprowadzono róvmież podstawienie izotopowe w cząsteczce zasady,
celem przyporządkowania danego sygnału odpowiedniemu protonowi oraz bada- 

+2no wpływ jonów Mn na poszerzenie sygnałów poszczególnych protonów. W 
celu lepszego wyjaśnienia siły i rozległości asocjacji warstwowej zasad, 
badano wpływ dodanej puryny na przesunięcie sygnałów protonów zasady przy 

różnym stężeniu roztworu dwunukleotydów.
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3. WYNIKI BADAN

Jak już wspomniano na wstępie referatu, oddziaływania typu asocjacji 
warstwowej wydają się odgrywać decydującą rolę w tworzeniu danej konfor
macji dwimukleotydu [l-5]. W dyslcusji wyników chciałbym zwrócić uwagę na 
zależność wielkości tych oddziaływań od rodzaju zasad obecnych w cząstecz
ce dwunukleotydu, jak również od tego, czy meuny do czynienia z rybo- ozy z 
dezoksyrybonukleotydami. Pewną rolę odgrywa także sekwencja zasad w cząs
teczce dwunukleotydu np. CpA i ApC różnią się nieco siłą wewnętrznych od- 
działywari, jednak różnice te nie są zbyt duże [2].
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3.1. KONFORMAOA RYBONUKLEOTYDÓW PURYNOWO-PURYNOWYCH

Ba początku rozważmy przypadek gdy oddziaływanie zasada-zasada Jest sto
sunkowo duże. Mamy do czynienia z tym przypadkiem wtedy, gdy obydwie zasa
dy są purynami. Przykładem takiego dwunukleozydomonofoeforanu Jest ApA [i].

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

W widmie ApA, w rejonie, w którym występują sygnały pochodzące'od ade
niny obserwujemy cztery sygnały - dwa sygnały dla i dwa dla Hg adeniny 
(wzajemne przesunięcie sygnału dla analogicznych protonów występuje ze 
względu na asymetryczne podstawienie cząsteczki rybozy grupą fosforanową). 
Sygnały od protonów Hg odróżniono od sygnałów dla protonów Hg za pomocą 
wymiany wodorów z pozycji Hg na deuter przy pomocy DgO w podwyższonej tem
peraturze. Na podstawie badań temperaturowych i obserwacji poszerzenia po-

+2szczególnych sygnałów pod wpływem jonów Mn stwierdzono, że sygnały pro
tonów nukleozydu zestryfikowanego w pozycji 3' położone są przy wyższym 
polu (mniejsze wartości przesunięcia chemicznego) w porównaniu z protona
mi 5'- fosforanu nukleozydu.

Przyporządkowanie protonów H_ odpowiednich sygnałów na podstawie ekspe-
+2rymentu z zastosowaniem jonów Mn bazowało na oddziaływaniach typu dipol-

6 +2dipol, zależnych od odległości ( ~1/r ). Jon Mn ulega asocjacji z grupą 
fosforanową. W związku z tym będzie poszerzał sygnał protonu H_ nukleozy-O
du 5' w większym stopniu niż nukleozydu 3' (pod warunkiem, że zasada 
znajduje się w położeniu anti w stosunku do pierścienia rybozy). Rezultaty

*f2doświadczeń z Mn podano na wykresie:
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Eys. 2. Zależność szerokości linii wldnowych od stęż. Mn'*'

Zależności są prostoliniowe Selektywne poszerzenie sygnału protonu Eg, 
położonego przy niższym polu wskazuje, że jest to Hg (5') i dodatkowo, że 
zasada jest w położeniu anti. Przebadano przesunięcie chemiczne protonów 
zasad dla ApA, ApU, UpA, 2'-AMP, 3'-AMP, 5'-AMP, cyklicznego 3', 5'-fos
foranu adenozyny oraz dla samej adenozyny.
Ogólnie można stwierdzić, że w przeciwieństwie do protonów Hg, przesunię
cie chemiczne dla protonów Hg jest mało czułe na zmiany w pozycji 5'(fos
forylacja, zmiana pD), Interesujące są wartości przesunięć chemicznych 
dla cyklicznego fosforanu - są położone przy wyższym polu,niż dla które
gokolwiek z mononukleotydów. Wi^e się to ze anianą konformacji pierście
nia cukru z 2'-endo na 3'-endo (w cyklicznym fosforanie).

Sygnały protonów Hg w ApA występują przy wyższym polu niż spektralne 
pozycje protonów w ApD, DpA 1 monomUcleotydach, Te przesunięcia można po
wiązać z magnetyczną anizotropią prądu pierścieniowego drugiej zasady ade-



ninowej. To wskazuje na silną asocjację warstwową w cząsteczce ApA w tem
peraturze pokojowej.

Tabela 1

Przesunięcia chemiczne protonów adeninowyoh w a/A, ApU., UpA 
i w odpowiednich mononukleozydach i nukleotydach w 31°
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Cząsteczka Stęż., M pS roztw. Przesunięcia chemiczne ppm 
He(5') Hg(3') Hg(5') Hg(3')

ApA (sól 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 (sól sodowa) 0.01 7.7 • • • 8.77 • • • 8.63

0.003 7-8 • • • 8.80 • • • 8.66
0.001 7-8 • • • 8.80 « • • 8.67

DpA (sól sodowa) 0.01 7-8 8.84 • • « 8.66 • • •

0.003 7-8 8.85 • • • 8.67 • • «
3'-AMP 0.01 5.8 • • • 8.79 • • • 8.68

0.01 11.0 • • • 8.70 • • • 8.68

5'-AMP 0.009 6.2 8.92 • • • 8.68 • • •
0.01 10.0 9.06 • • • 8.70

2 '-AMP 0.01 5.0 8. 79 8. 68

3', 5'-fosforan 0.01 ' • * • 8. 67 8. 67
cykl. adenozyny
Adenozyna 0.003 • • • 8. 76 8. 68

Na rysunku przedstawiono 4 możliwe konformacje cząsteczki ApA (na pod

stawie modelu)
Konformacje; I (3'-anti, 5'-anti), II (3'-anti, 5'-syn), III (3'-syn, 

5'-anti) i IV (3'-eyn i 5'-syn) mogą być otrzymane przez obrót cząsteczki 
zasady wokół wiązania glikozydowego. Konieczne jest także pewne skręcenie 
szkieletu cukrowo-fosforanowego w celu otrzymania konformacji II i III z 
konformacji I. Rzeczyv;iste konformacje mogą się nieco różhić od tych mode
lowych. Niemożliwe jest dokładne określenie kąta dwuściennego między zasa
dami, ponieważ amplituda wibracji pierścieni zasad jest duża, a minimum 
energetyczne oddziaływań typu asocjacji warstwowej rozmyte. Z rysunku wy
nika, że Hg (3') znajduje się pod wpływem dużego efektu anizotropii magne
tycznej pierścienia zasady 5'-fosforanu nukleozydu tylko wtedy, gdy 3'-za

sada jest w położeniu anti.
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Kys. 3. Cztery Bożliwe konfornaoje dla zasocjowanej warstwowo cząsteczki ApA

Podeulie dla przesłaniania Hg(5') - 5' zasada musi być w położeniu syn, 
dla przesłaniania H_(3') - 3' zasada musi być w położeniu syn i dla H (5')-O o
5' zasada musi być w położeniu anti.

Ma wykresie 4 podano miany przesunięcia chemicznego protonów Hg i Hg 
pod wpływem miany temperatury.

Otrzymane wyniki wskazują na to, że tylko proton Hg dający sygnał przy 
wyższym polu i proton H (5') zmieniają położenie sygnału ze zmianą tempe-O
ratury. Z tego wynika, że obydwie zasady adeninowe są zorientowane w kon
formacji anti oraz,że proton Hg dający zmianę przesunięcia chemicznego pod 

wpływem temperatury musi być protonem Hg(3').
W roztworach wodnych Ax>A powinna występować asocjacja cząsteczek dwu

nukleotydu w większe agregaty. W celu określenia charakteru i rozległości 
tej agregacji przebadano zależność przestinięcia chemicznego protonu zasad 

ApA od stężenia roztworu.
Obserwuje się przesunięcie sygnałów wszystkich protonóy/ w stronę niż

szego pola wraz ze wzrostem stężenia. Te miany mogą być przyporządkowane 
zmianom asocjacji warstwowej w cząsteczkach ApA - przy większych stęże
niach mamy do czynienia z agregacją molekularną.Na rysunku 6 przedstawiono 

szereg modeli asocjacji cząsteczkowej.
Jeżeli dwunukleotyd jest silnie powiązany wewnątrzcząsteczkowo (konfor

macja fałdowa), to możliwa jest tylko asocjacja zewnętrzna z drugą czą
steczką dwunukleotydu. Ten przypadek zachodzi szczególnie dla dwunukleoty— 
dów purynowo—purynowych . Matomiast w wypadku słabych oddziaływań wewnątrz- 
cząsteczkowych w cząsteczce dwunukleotydów, możliwe jest także wprowadzę—
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nie zasady jednej cząsteczki dwunukleotydu między dwie zasady drugiej 
cząsteczki dwunukleotydu znajdującej się w konformacji fałdowej.Ten przy
padek zachodzi często dla dwunukleotydów purynowo-pirymidynowych i pirymi- 
dynowo-pirymidynowych.
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Rys. 5. Zależność przesunięcia chemicznego nrotonóu adeninowych ApA od stęż. roztw.
(Dg 0,60 MHz, 40°C, TMS zewn.)'

'C

2P

2P

c
c

-A
-A
-A
-A
-A
-A

2A

cc
■c

-A
ełc.

P A

A
A- - - - - - etc.

Rys. 6. Przykłady możliwych agregacji cząsteczek dwunukleotydów



Większa lub mniejsza tendencja danego dwunukleotydu do tworzenia agre
gatów włączeniowych daje pewne informacje na temat siły asocjacji warstwo
wej, Dla obliczenia względnego udziału tego typu asocjatów w ogólnej iloś
ci agregatów cząsteczkowych badeuio wpływ stężenia ApA na szerokość sygna

łów protonów adeniny. '
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Rys. 7. Widna ApA (60 MHz) w różnych stęż.roztw. TMS zewnętrz., 40 C ApA w postaci
soli amonowej

W przeciwieństwie jednak do DpA i innych dwunukleotydów purynowo-pirymi- 
dynowyoh nie stwierdzono wyraźnego poszerzenia sygnałów, oo wskazuje, że 
w wypadku dwuniikleotydów purynowo-purynowyoh agregacja cząsteczek zacho
dzi głównie na drodze asocjacji zewnętrznej. Stwierdzono już w tym refera
cie, że dwie zasady adeninowe w ApA są związane ze sobą oddziaływaniami 
typu asocjacji warstwowej. Należało zatem przestudiować to oddziaływanie 
w zmiennych warunkach,00 mogło pozwolić na określenie rozmiaru tego od
działywania. Często badaniami, z których można wyciągnąć najwięcej infor- 
maojiysą badania zależności przesunięć chemicznych od pH roztworu oraz 
zależności temperaturowe. Badania takie przeprowadzono również w wypadku 
ApA. Jeżeli pD roztworu obniża się, następuje protonaoja zasad w dwunukleo- 
tydzie. Ze względu na oddziaływania elektrostatyczne spodziewać się nale» 
ży zaniku asocjacji warstwowej w tych warunkach.

Najwyższe pKa dla protonacji ApA powinno odpowiadać protonacji pierś
cienia adeniny. Dla pierścienia 3'-śMP pKa wynosi 3.56 do 3.70, dla 5'-AUP 
3.74-3.98. Tak więc, w wypadku ApA należy oczekiwać protonacji co najmniej

\



jednego pierścienia adeninowego przy pKa w granicach 3-4. Przy pH sł 4 naj
więcej cząsteczek ApA występuje w formie monoprotonowanej (ApAH^, H^ApA),a 

przy pH f>4 3 obydwie zasady są sprotonowane. Protonaoja grup fosforanowych 
nie zachodzi w tym rejonie pH (pKa w 1). Każdy pierścień adeninowy jest 
tylko monoprotonowany przy pH 1.5-4.0, ale miejsce protonacji nie jest 
określone (być może, że szereg monoprotonowanych adenin jest obecny we 
wzajemnej równowadze). Najbardziej podatne na protonację miejsca to N^,

N_ i N_.
3 5

Efekt pH dla czterech sygnałów protonów pierścienia adeninowego przed

stawiono na rystmku:
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Rys. 8. Zależność przesunięcia ehenlcznego protonóu adeniny w cząst. ApA od pD roztw.
Roztwór 0.035 M,60 MHz
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Zgodnie z oczekiwaniem, wszystkie sygnały są przesunięte w dół pola razem 
z obniżeniem pD. Z kształtów krzywych wynika, że pKa monoprotonowanej czą
steczki ApA jest w granicach 3.7. Krzywe nie reprezentują procesu pojedyn
czej protonacji, ponieważ obecnych jest szereg będących we wzajemnej rów
nowadze cząsteczek mono- i dwuprotonowanych, będących w stanie asocjacji 
warstwowej i nie posiadających tego typu wewnętrznych oddziaływań.

Przesunięcia ze względu na protonację możemy ogólnie ująć jako;
1. zmiany w gęstości TT - elektronowej pod wpływem protonacji,
2. zmiana anizotropii magnetycznej wolnej pary elektronowej na azocie,któ
ry jest protonowany.

Interesujący jest fakt, że sygnały dla dwóch protonów Hg łączą się w 
jeden sygnał przy niskim pD. Ponieważ te protony są oddalone od grupy fos
foranowej, magnetyczna równooenność przy niskim pD jest dowodem na to, że 
magnetyczna nlerównocenność występująca przy pD neutralnym jest wynikiem 
wewnątrzcząsteozkowego oddziaływania dwóch nierównooennych zasad adenino
wyoh. Podobne łączenie sygnałów dla protonów Hg nie występuje przy niskim 
pD ze względu na asymetryczne przyłączenie grupy fosforanowej do jednostek 
nukleozydowyoh (protony Hg znajdują się w pobliżu grup fosforanowych w wy
padku konformacji anti, jaka jest preferowana). W studiach zależności od
działywań typu asocjacji warstwowej od pD roztworu zauważono także intere
sujące miany szerokości linii widmowych w widmie ApA.

ta)pD‘^« u Id) pD-2.22
H« H,

r 5. 3. 5..

-sóo

(b) p0« 1.20

-509

Id pD.1.69
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Rys. 9. Widma PMR protonów adeniny ApA przy różnym pD, 0.035 M ApA w formio kwasowej
60 MHz, TMS zewnętrz



Do roztworu ApA w formie kwasowej (pD 5* 3,92) dodano 0,3 N KI w celu 
obniżenia pD. Widmo ApA przy pD 3.62 wykazuje znaczne poszerzenie syg
nału. Dodanie następnych porcji kwasu powoduje obniżenie pD roztworu do 
wartości około 1.2. Sygnały przy tym pD stają się powtórnie ostre. Następ
nie dodawano porcjami 0,4 N NaOH obserwując zachowanie się sygnałów przy 

wzroście pD.
0 ile przy niskich wartościach pD sygnały protonów adeninowyoh są ostre,

0 tyle przy wyższych wartościach pD 3.5 do 4.5 następuje wyraźne posze
rzenie linii widmowych. Związane jest to z tworzeniem kompleksów włącze
niowych przez monoprotonowane cząsteczki ApA, Dalsze obniżenie pD powoduje 
dalszą protonację, w wyniku czego w roztworze obecne są wyłącznie cząstecz
ki dwuprotonowane, które nie mogą już oddziaływać ze sobą - stąd sygnały 
stają się ostre.

Powyższa zależność nie występuje przy niskich stężeniach ApA, co po
twierdza hipotezę, że poszerzenie sygnałów pochodzi od wzajemnych oddzia

ływań mlędzycząsteczkowych.
Dla otrzymania ilościowych informacji na temat energetycznej strony aso

cjacji warstwowej studiowano pozycję sygnałów protonów adeniny jako fiuak- 
oję temperatury. Zmiany przesunięcia chemicznego dla protonów ApA odnoszo
no do mian przesunięcia chemicznego protonów adenozyny w roztworze o tym 
samym stężeniu, pD i temperaturze, w celu wykluczenia przesunięcia sygna
łów wypływających ze zmian w oddziaływaniach rozpuszczalnik - substancja 
rozpuszczona, mieniających się ze mlaną temperatui'y.

Temperaturowe przesunięcia obserwowane dla protonów adeniny w ApA 

(0.0030 M) przedstawiono na rysunku 4 - strona 129*
Badania były przeprowadzone w zakresie temperatur od 5 do 95°. W zrost

temperatury roztworu prowadzi do przesunięcia wszystkich sygnałów w dół 
pola, jednak wielkości tych przesunięć są różne dla różnych protonów. Te 
temperaturowe miany przesunięcia chemicznego wywodzą się prawdopodobnie 
ze zmian względnych konformacji dwóch zasad adeninowyoh. Ponieważ protony 
Hg są oddalone od grupy fosforanowej i od pierścienia rybozy, temperatu
rowe miany obserwowane dla tych protonów muszą wynikać ze mian w magne
tycznej anizotropii drugiej zasady adeninowej. Przy temperaturze 5°, Hg(3')

1 Hg(5') są przesunięte o wartości 28 Hz i 10 Hz w górę pola względem pro
tonu adenozyny. Hg(3') jest więc o wiele bardziej przesłaniany przez efekt 

magnetycznej anizotropii niż Hg(5'). Jednak z obliczeń dla modelu wynika,
obserwowane w
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że przesunięcie w wypadku Hg(3') powinno być większe niż
odrzeczywistości, podobnie dla Hg(5') przesunięcie powinno być mniejsze 

wartości observ;owanych. Stąd v;ynika wniosek, że istnieją także inne kon
formacje ApA oprócz preferowanej anti-anti (występują także konformacje U,



III 1 IV), jednak względna populacje tych konformerów są znacznie mniej

sze niż konformeru I.
Interpretacja mlain przesunięcia chemicznego protonów Hg jest znacznie 

trudniejsza, szczególnie dla protonu Hg(5') ze względu na nakładające się 
efekty odsłaniania przez grupę fosforanową i przesłaniania przez efekt ani
zotropowy sąsiedniej adeniny. Ze względu na obszerność tych zagadnień nie 
będzie to dokładniej omówione[1].

Interesującym wydaje się fakt, że przy 95° sygnały Hg w ApA są jeszcze 

przy znacznie wyższym polu niż sygnał Hg w adenozynie (+10 Hz dla Hg(3') 
i 6 Hz dla Hg(5')). Wskazuje to na to, że w tej temperaturze obecne są 
jeszcze szczątkowe oddziaływania zasada-zasada, oo świadczy o dużej sile 

tych oddziaływań.
Prawdopodobnie, miany przesunięcia chemicznego ze mianą temperatury 

wypływają głównie ze mian odległości między pierścieniami zasady i zmian 
kąta dwuściennego między tymi zasadami.

Wiele Informaoji na temat siły oddziaływań wewnątrzcząsteczkowych 1 
względnej konformacji obydwóch zasad w dwunukleotydach dostarczyły badania 
nad wiązaniem puryny przez cząsteczki dwunukleotydu w różnych warunkach 
eksperymentalnych. Jednak z uwagi na rozległość tego tematu nie będzie on 
poruszany w niniejszym referacie [1].
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3.2. KONFORMACJA RYBONUKLEOTYDÓW PURYNOWO-PIRYMIDYNOWYCH

W wypadku dwunukleotydów purynowo-pirymidynowych oddziaływania zasada- 
zasada są zgodnie z oczekiwaniami mniejsze od oddziaływań w dwunukleoty
dach purynowo-purynowyoh. Przeprowadzono szereg badań dla różnych dwunu
kleotydów tego typu, z czego w referacie będą porównane badania przeprowa
dzone dla CpA i ApC [2], Ponieważ ApC różni się od CpA tylko miejscem es- 
tryfikacji w poszczególnych nukleozydach, ta strukturalna różnica może 
ukazać pewne efekty zależności sekwencyjnych.

Widma GpA i ApC przedstawiono na rysunku 10.
Sygnały protonów Hg odseparowano od sygnałów protonów Hg na drodze wymiany 
wodoru na deuter. Okazało się, że leżą one przy najniższym polu. Hg i H^ 
są ze sobą sprzężone i dają dublety z około 7,6. Sygnały , są
dubletami na skutek sprzężenia z Hg Pozostałe protony nie będą rozpatry
wane.

Wszytkie sygnały ApC i CpA są przesunięte w porównaniu z komponentami 
nukleozydowymi. Jest to spowodowane obecnością naładowanej grupy fosfora
nowej. Sygnały tych samych protonów w ApC i CpA różnią się położeniem ze 
względu na różną sekwencję połączenia z grupą fosforanową. Oprócz wpływu
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grupy fosforanowej na przesunięcie chemiczne protonów ma także wpływ są
siadująca zasada, przy czym efekt ten jest duży w przypadku adeniny, a 
mały dla cytozyny [2], Mamy tu do czynienia ze wzajemnym powiązaniem kon

formacji zasady, konformacji oulcru i asocjacji warstwowej.
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Rys. 10. Widma PMR 100 MHz 0.010 M roztworów ApC, CpA, adenozyny i cytydyny



137

Tabela podsumowuje badania nad CpC, CpA i ApC

Tabela 11
Przesunięcia chemiczne (w ppm) protonów oytydynowych 

w ApC, CpA, CpC (stężenie 0,010 M)

H 6 «5 H1'
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

łóżn.przes. +0.159 +0.195 +0.119 +0.257 +0.077 +0.136

Przesunięcia w górę pola obserwowane dla protonów w ApC i CpA wzgl^ 
dem CpC muszą mieć źródło w efekcie anizotropowym adeniny, ponieważ sygna
ły tych protonów są nieczułe na zmiany konformacji pierścienia rybozy i 
położenia zasady względem pierścienia cukru. Inaczej jest w wypadku proto
nów Hg, na których przesunięcie chemiczne wpływa także konformacja pierś
cienia cukru i konfozmacja zasady. Zaobserwowano równoczesną zmianę poło
żenia sygnału H- i zmianę wielkości stałej sprzężenia . no'* Przesu- 
nięcle sygnału protonu Hg w górę pola jest związane ze mniejszeniem war

tości ^H1'- jjg,, co z kolei oznacza zmianę konformacji rybozy z 2'-endo 
na 3'-endo [9]. Zmiana konformacji pierścienia powoduje zmianę kąta skrę
cenia zasady, oo z kolei daje zmianę oddziaływań Hg - 0^ '.

Badania na modelach Coreya - Paulihga - Kołtuna wykazały, że dla efek
tywnego nakładania się zasada-zasada kąt X qjj musi być bliski przedziałowi 
od 0 do -10°. Tak więc, jeśli nakładanie zasada-zasada stanowi ważne kry- 

terivnn dla oczekiwanej asocjacji warstwowej, należy oczekiwać,że im proton 
Hg będzie bliższy położeniu konformacji kryjącej, tym silniejsze będzie 
oddziaływanie.

W CpC, gdzie takZe występuje asocjacja warstwowa, sygnał Hg w 3'- fos
foranie nińcleozydu jest przesunięty W dół pola o wartość 0.06 ppm w porów
naniu z monomeremj wraz ze wzrostem temperatury następuje przesunięcie syg
nału w górę pola. Ponieważ zasada cytozynbwa daje tylko mały efekt anizo
tropowy, te obserwacje można zlnterpi;etowaó jako następstwa wpływu asocja
cji warstwowej na orientację cytozyny względem pierścienia rybozy.

Efekt asocjacji warstwowej jest mńiejszy w CpC niż w ApC lub CpA, oo 
powinno wywołać jeszcze większe prześtmięcie w dół pola sygnałów protonów 
Hg w ApC i CpA, Jednak protony te leżą przy wyższym polu, oo jest dowodem 
na działanie efektu anizotropii magneitycznej poahodzącego od adeniny.



Czyimlki wpływające na przesunięcie chemiczne protonu , w ApC i CpA 
są także złożone. Oprócz efektu przesłaniania przez sąsiednią zasadę 
(fri-ększy dla protonu H,, cytydyny), istnieje także zależność przesunięcia 
chemicznego , od konformacji pierścienia rybozy i konformacji zasady 

względem pierścienia cukru.
Zależność od konformacji pierścienia rybozy jest konsekwencją małej od

ległości protonu , i grupy hydroksylowej 2'-OH (która wykazuje efekt od
słaniający w stosunku do ,). Ponieważ odległość między , a 2'-0H jest
mniejsza w konformacji 3'—endo niż 2'-endo, miana z 2'—endo do 3'—endo po

l .
woduje przesuwanie sygnału , w górę pola.

Zależność przesunięcia chemicznego , od położenia zasady względem 
pierścienia cukru wynika z oddziaływania protonu , z grupy ketonową za
sady pirymidynowej (efekt odsłaniania), co powoduje przesuwanie sygnału w 
górę pola. Wpływ cytozyny na protony adeninowe w CpA i ApC może być usta
lony przez porównanie przesunięcia chemicznego.tych protonów w_ApC i CpA [2] 

z przesunięciem chemicznym w 5'- i 3'-AMP [10]. Efekt ten silnie zależy od 
stężenia i dlatego niezbędne jest ekstrapolowanie wyników do roztworów nie
skończenie rozcieńczonych.
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Tabela

Przesunięcia chemiczne (w ppm) protonów adenozynowych

111

«8 «2 Hi.

ApC -8.800 -8.619 -6.501
3'_AMP-Na‘^ * -8.805 -8.697 -6.530

Różnica przesunięć chem. h0.005 +0.078 +0.029

CpA -8.874 -8.706 -6.556
5'-AMP-Ma'*' * -8.957 -8.705 -6.578

Różnica przesunięć +0.083 +0.001 +0.022

Wyniki pokazują, że przyłączenie cytydyny do 3'-AMP i 5'-AMP powoduje 
przesunięcie sygnału Hg w ApC i Hg w CpA (które są przesuwane w górę pola 
o około 0.08 ppm), a ma tylko niewielki wpływ na inne protony, świadczy to 
o bardzo małym efekcie emizotropowym cytozyny w porównaniu z efektem ani
zotropowym adeniny.

W celu określenia stopnia rozległości włąozeniowej asocjacji i dla o
kreślenia wpływu tej asocjacji na przesunięcie chemiczne poszczególnych 
protonów przebadano przesunięcia chemiczne w ApC i CpA w różnych stężę-



niach roztworu. Przebadano zakres stężeń 0.0025 - 0,100 M w 
29°. Rezultaty tych badań podano na rysunku.

temperaturze
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Rys. 11. Zależność przesunięć chemicznych protonów ApC i CpA od stężenia roztworu w
temp. 29° w Dg 0,TMS zewnętrz

Wszystkie sygnały ze wzrostem stężenia przesuwają się w kierunku wyż

szego pola. Wartości przesunięcia chemicznego przy stężeniu nieskończenie 

małym i stężeniu 0.10 M podano w tabeli IV na stronie 140.
Przesunięcie v/ górę pola ze wzrostem stężenią sugeruje międzycząsteoz- 

kową asocjację CpA i ApC. Duże przesunięcia sygnałów protonów adeninowyoh 
wskazują na szczególnie duże oddziaływania A-A w międzycząsteczkowej aso
cjacji. Protony cytozyny wykazują znacznie mniejsze zmiany w przesunięciu 
chemicznym protonów, oo sugeruje, że oddziaływania A-C zachodzą w mniej
szym stopniu. Observ/ujeny także dość nieoczekiwaną zależność sekwencyjną - 
zmiany przesimięoia chemicznego i Hg są znacznie większe dla CpA niż 
dla ApC. Różnice te wypływają z różnic geometrycznych w cząsteczkach ApC 
i CpA i ze związanymi z tjm efektami sterycznymi. Możemy mieć do czynie
nia z dwoma rodzajami asocjacji cząsteczek dwunukleotydów - asocjacją zew
nętrzną (gdy oddziaływania zasada - zasada w cząsteczce dwimukleotydu są
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silne) lub z asocjacją włączeniową (gdy oddziaływania takie są słabe). W 
tym ostatnim przypadku, ze w^lędu na silniejszą tendencję do oddziaływań 
A-A należy oczekiwać włączenia adeniny do fałdy cząsteczki dwunukleotydu. 
Powstający dimer dla ApC możemy zapisać jako;

C------------^ Tabela IV

Ekstrapolowane wartości przesimlęć chemicznych dla roztworów nieskończenie 
rozcieńcz, i wart. przes. chem. dla 0.10 M roztworów ApC i CpA w 29°

Proton
Przes.chem. dla roztw. 
nieskończ. rozcieńcz.

Przes.chem. dla 
roztw. 0.10 M

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

Hę (C) -6.149 -6.287 0.013 0.075
Hj,(C) -6.194 -6.161 0.008 0.016

Na bazie zależności stężeniowych nie jest możliwe określenie względnej 
ważności różnych kompleksów sigregaoyjnych, które mogą wpływać na zmiany 
przestmięcia cŁemicznego protonów. Jednak jest prawdopodobne, że w roztwo
rze dwunukleotydu mamy do czynienia z obydwoma typami takich ktsnpleksów.

Chociaż monofosforany dwumńtleozydów, jak również pojedyncze zasady, 
nukleozydy i mononukleotydy mogą asoojować tworząc dimery, trimery, tetra- 
mery itd. w roztworach wodnych [11, 12], to przy stężeniach dwimukleotydu 
poniżej 0.1 M mogą występować wyłącznie dimery. Taka sytuacja występuje 
zwłaszcza w wypadku dwunukleotydów pirymidynowo-purynowych ze względu na 
faworyzowane oddziaływania puryna-puryna i odpowiednio słabe oddziaływanie 
pirymidyna-pirymidyna.

Zgodnie z tym zinterpretowano przesunięcia stężeniowe w pojęciach rów

nowagi dimerów i monomerów [2].
Wobec takich założeń przesunięcie chemiczne jest dane równaniem;

&obs - = (^JJ - & jj)
(4 Km + 1) - (1 + 8 Km) ^

4 Km
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gdzlei ^obs ” wielkość obserwowana przesunięcia chemicznego

s

- wielkość przesunięcia chemicznego dla monomeru (odniesiona 
do roztworu nieskończenia rozcieńczonego)

- wielkość przesunięcia chemicznego dla dlmeru
- stała agregacji, 1/mol

m - stechiometryozne molowe stężenie dwunukleotydów 
Wyliczone przez komputer wartości K podano w tabeli;

■"M

D
K

Tabela

Wartości stałej dimeryzaoji K (1/mol)

ApC CpA
Proton ^śred. Przes.

dimer.
^śred. Przes.

dimer.
He(A) 2.7 -] 0.40 4.0' 0,30
H2(A) 2.4 2.5 0.57 2.5 2.7 0.51
H, '(A) 3.5 0.35 2.2-J 0.24
H6(C) 0.11 4.5‘ L 2.7 0.26
HęCC) 0.05 i.eJ1 0.26

.(C) 0.04 0.05

- wybrana wartość K dająca najmniejszą rozbieżność z danymi doświad
czalnymi

W tej analizie najlepszy rezultat wartości K został określony przeztrak- 
towanie (6^^ “^jn) Jako parametru uzgodnionego, a K było zmieniane w grani

cach od 0,5 do 8,0 1/mol przy wzroście o 0.1 l/mol. Wartości K dające naj
mniejsze różnice dla danego protonu były wybrane Jako "najlepsze K" - Kb. 
Następnie wyliczono K średnie i z niego 6 dla poszczególnych protonów.

Dane otrzymane z tych obliczeń wykazały, że K dla ApC?»2.5, a dla 
CpA w 2,7 1/mol. Mamy więc do czynienia z podobnymi tendencjami do agrega
cji w wypadku obydwóch dwunukleotydów. Przy stężeniu 0.1 M 25-3CPJ dwunu
kleotydów Jest zdimeryzowanyoh. Z tego można wyciągnąć wniosek, że efekt 
wewnętrznej asocjacji warstwowej w cząsteczkach tych dwunukleotydów należy 
badać przy niskich stężeniach, aby nie był on przesłaniany przez efekt 
asocjacji międzycząsteczkowej.

W celu lepszego poznania oddziaływań typu asocjacji warstwowej w czą
steczkach ApC i CpA badano zależności temperaturowe na widmach tych dwunu
kleotydów. Badania prowadzono przy stężeniach 0.01 M. Jako ądnośnik zasto
sowano roztwory adenozyny i cytydyny z zbliżonych stężeniach. Zakres po
miarów 6-86°.
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Zależności temperaturowe przesunięcia chemicznego dla i H, , ade- 
nożyny oraz Hg, A , cytydyny w ApC 1 CpA względem odpowiednich proto
nów mononukleozydów przedstawiono na rysunku:

Rys. 12a. Zależność przesunięcia che- 
■Icznego protonów ApC o temp. 100 HBz, 
odniesione od wart.przes,chem. odpo
wiednich nukleozydów roztwór 0,010 M

Rys. 12b. Zależność przesunięcia che
micznego protonów CpA od temp., wa

runki jak 12a

Zgodnie z oczekiwaniami obserwuje się przesunięcie wszystkich sygnałów 
cytydyny w dół pola, W badanym zakresie Hg i , są przewuwane w dół 
pola o 0.33, 0.19, 0.24, ppm w ApC i 0.16, 0.03, i 0.18 ppm w CpA.

Przesunięcie sygnału jest bardzo małe (w wypadku ApC 0,09 ppm). Te 
zmiany przesunięcia chemicznego wywołane są nie tylko zmianą efektu ani
zotropowego sąsiedniej zasady, lecz także należy braó pod uvłagę zmiany 
konformacji rybozy i zmiany konformacji zasady względem pierścienia cukru. 
Czułym wskaźnikiem zmian konformacji pierścienia rybozy są zmiany wartości 
Jjjl , JJ2'* Wartości te dla adenozyny i cytydyny w ApC i CpA podano w ta
beli VI na str. 143.

Ponieważ , są faktycznie niezależne od temperatury w mononukleo-ni —n2
żydach i mononukleortydach, obserwowane zmiany wartości w ApC i CpA muszą 
odzwierciedlać zmiany asocjacji warstwowej. Dane temperaturowe wskazują, 
że konformacja rybozy nukleozydów cytydyny i adenozyny cząsteczek ApC i



CpA występuje w większym stopniu w konformacji 3'-endo, gdy mamy do czy
nienia z oddziaływaniami typu asocjacji warstwowej.

Tabela VI

Temperaturowa zależność stałej sprzężenia
dla dwóch jednostek dimerów ApC i CpA

U3

Temp. (°C)
ApC '

Hs'"_____
^ 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 3.3
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 dużych anian konformacyjnych w szkielecie cukrowe 
fosforanowym,przez asocjację warstwową i możliwe dodatkowe efekty związane 
ze zmianami konformacji zasady względem pierścienia rybozy, można stwier
dzić, że tylko zmiany temperaturowe dla protonów cytydyny i adeno
zyny mogą być interpretowane jako spowodowane wyłącznie zmianą oddziaływa
nia typu asocjacji warstwowej. Obserwowane przesunięcie sygnału H^CC) dla 
ApC wynosi 0,46 ppm w porównaniu z cytydyną (w 6°C), co wskazuje na duży 

efekt asocjacji warstwowej. Przy maksymalnym nakładaniu się zasad przesu
nięcie powinno się wahać w granicach od 0,5 do 0,6 ppm. Stąd można wnios
kować, że w 6° około 75^ ApC występuje jako cząsteczka z zasadami powiąza

nymi ze sobą efektem asocjacji warstwowej. Dla H^(C) w CpA obserwuje się 
mniejsze przesunięcie w stosunku do cytydyny, wynoszące 0.28 ppm w 6°C,

Obserwowane przesunięcie H^CA) w ApC wskazuje na mały efekt anizotropo
wy cytozyny. Podobnego efektu nie obserwuje się dla CpA. W 86° obserwuje 

się dla CpA i ApC przesunięcie sygnałćw protonów o około 0,15 ppm w sto
sunku do cytydyny, co świadczy, że w tej temperaturze asocjacja warstwowa 
ma jeszcze miejsce.



Różnice w przesunięciu dla CpA i ApC wypływają z różnic w budowie tych 
cząsteczek. Temperaturowe aniany są mniejsze dla CpA niż dla ApC. Z rozwa
żań modeli CFK wynika, że jest to spowodowane możliwością nakładania się 
zasad w ApC niż w CpA,
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ApC

Rys, 13. Najbardziej prawdopodobne konfornacje dla zasocjowanych cząsteczek
ApC i CpA

Z modeli wynika ponadto, że ze względu na eteryczne warunki zasady pi
rymidynowe muszą znajdować się w konformacji anti, a purynowe w prefero

wanej konformacji anti lub w konformacji syn.
Obserwowany duży efekt zmiany przesunięcia chemicznego ,(C) nie może 

być tłimaczony efektem anizotropowym, ponieważ żaden z tych protonów nie 
leży w obszarze oddziaływań z adeniną. Tłumaczy się to raczej zmianą kon
formacji pierścienia rybozy (ze zmianą temperatury zmniejsza się ilość 
konformeru 3'-endo) i zmianą położenia zasady względem pierścienia rybozy. 
Obydwa te efekty powinny dawać odsłanianie ,(C) ze wzrostem temperatury. 
Z badań temperaturowych przesunięcia chemicznego protonu Hg wynika, że w 
wyższych temperatiirach CpA jest skoniugowany w większym stopniu niż CpA 
(różnica w przesunięciu chemicznym protonu Hg w CpA i oytydynie w 86°jest 

znacznie większa niż różnica między przesunięciem chemicznym protonu Hg w 

ApC i oytydynie).

3.3. PODSUMOWANIE BADAŃ NAD OLIGORYBONUKLEOTYDAMI

W podsumowaniu badeui oligorybonukleotydów można wyciągnąć szereg inte

resujących wniosków.
Z zamieszczonych rozważań jasno wynika, że oddziaływania typu asocjacji



warstwowej w sposób zasadniczy wpływają na zmianę konformacji dwunukleoty
dów. 0 ile np. preferowaną konformacją rybozy dla mononukleotydów puryno- 
wych jest konfoimacja S, o tyle w cząsteczkach 3', 5'-dwvinukleozydomonofos- 
foranów zasocjowanych wewnętrznie możliwa jest wyłącznie konformacja typu 
H pierścienia rybozy. Podobnie asocjacja warstwowa w cząsteczkach dwunu
kleotydów preferuje w sposób wyraźny konformację anti dla obydwóch zasad 
cząsteczki dwunukleotydu. Tę zależność konformacji rybozy od stopnia aso
cjacji warstwowej można najlepiej obserwować na podstawie zmian stałych 
sprzężenia protonów rybozy [2, 3, 5, 1^ wraz ze zmianą temperatury. W prze

ciwieństwie do dwunukleotydów, zmiany takie nie występują w wypadku mo
nomerów, co sugeruje ścisłe powiązanie asocjacji warstwowej ze anianami 
temperaturowymi stałych sprzężania.Obliczone na podstawie stałej sprzężenia 
Jjji / JJ2 • udziały procentowe pierścienia rybozy typu N przedstawiono w 
tabeli.

Tabela VII
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Wartości stałych sprzężenia * jj2' niektórych dwunukleotydów (Hz)

Temp. R ozpus zc zalnik ^H1'-H2' % N ^H1 '-H1' % M

A3'p5 'A część A3' część 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 część A3' część C5'

4 * D2O 2.4 76

39 3.7 63 2.0 80

60 B2O 4.5 55 3.0 70

A2 'p5'A część A2' część A5'

4 ®2° 4.5 55 3.0 70

30 B2O 4.5 55 2.7 73

60 5.2 49 4.0 60

30 DM SO 5.9 42 5.8 43

A2'p5'C część A2' część 05'

4 D2O 6.7 34 < 1 >90

30 B2O 6.6 35 <1 >90

60 6.6 35 <1 >90

30 DM SO 5.4 47



merem typu ll,a ściśle mówiąc typu M (N-Stacked). Natomiasts

Z danych tych wynika, że A3' p5' A zawiera około 75 - 8C^ pierście
ni rybozy typu N w temperaturze 4°, podczas gdy dane UV, ORD i GD sugerują, 

że asocjacja warstwowa w tej temperaturze obejmuje jedynie około 7C^ czą
steczek [14]. Wraz ze wzrostem temperatury udział konformeru typu N zmniej
sza się, zmniejsza się również ilość zasocjowanych wewnętrznie cząsteczek. 
Te obsemacje sugerują, że gdybyśmy obniżyli temperaturę aż do uzyskania 
1005S zasocjowanych cząsteczek,mielibyśmy do czynienia wyłącznie z konfor-

konformację
pierścienia rybozy cząsteczek dwunukleozydu pozbawionych asocjacji warstwo
wej, których ilość wzrasta wraz ze wzrostem temperatury, możemy oznaczyć 
jako (S-Onstacked). Oprócz tego możemy mieć także do czynienia z formą 
N (N-Unstacked). W temperaturze, gdzie występuje prawie zupełny brak aso
cjacji warstwowej mamy do czynienia z równowagą między konformerami między

i N^. Ponieważ oddziaływania między jednostkami 3' i 5' dimeru, w któ
rym występuje brak asocjacji warstwowej są bardzo małe, termodynamiczne 
własności równowagi części 3' i 5' dwunukleotydu mogą być opisane
przez własności równowagi N S odpowiednich mononukleotydów. Przedsta
wiona powyżej propozycja opisu równowagi w cząsteczkach dwunukleotydów 
została zaproponowana przez Altonę i Sundaralingama [4]. Jest to próba 
stworzenia trójstanowego dynamicznego modelu równowagi w miejsce dotych
czas stosowanego modelu dwustanowego [l, 15] .W obecnym modelu mamy do 
czynienia z formą S^, będącą w równowadze z N^, która z kolei jest w rów
nowadze z N^ konformerem, występującym w RNA i formie A DNA. W pierwszym 
przybliżeniu nowy trójstanowy model nie jest zgodny z danymi UV, CD i ORD, 

wg których nie mogą istnieć więcej niż dwa konformery o różnych własnoś
ciach optycznych. Jednak badania CD nukleozydów pirymidynowych wykazały, 
że zmiana konformacji rybozy z N do S nie wywołuje wyraźnych zmian w efek

cie Cottona, jeżeli zasada jest w położeniu anti.
Tak więc metody optyczne wykazują jedynie zmiany konformacji z N^ na

N i odwrotnie. W związku z tym model trójstanowy jest zgodny z danymi op- 
8

tycznymi, w przeciwieństwie do modelu dwustanowego, którego założenia nie 
zgadzają się z wynikami uzyskanymi za pomocą metod optycznych. Potwierdze
niem tej hipotezy może być fakt, że krystaliczna U3' p5'A istnieje w for
mie niezasocjowanej warstwowo, mimo że zawiera obydwa pierścienie rybozy 

w konformacji N.
Przyjrzyjmy się pozostałym danym zamieszczonym w tabeli VII. W formie

zasocjowanej A3'p5'C pierścienie rybozy występują w konformacji N. V/ 60°

ilość konformerów N wynosi tylko 15^ (jak wynika z danych optycznych), s ^
Pozostała ilość konformeru N obecnego w 60 reprezentuje formę N^. Tak
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więc stosunek Nwynosi 65«35, co jest zgodne z danymi równowagi 

dla monomeru 5'-CMP.
W tabeli podane są również dane dla Innego typu dwvmukleotydu niż do

tychczas rozważonych 3', 5' fosforanów dwtmukleozydów. W wypadku 2’, 5' - 
dimerów np. A2' p 5'C mamy do czynienia z nieco inną sytuacją. Asocjacja 
warstwowa w tym wypadku jest znacznie silniejsza niż dla analogicznych dwu
nukleotydów 3', 5', a miany temperaturowe stałych sprzężenia bardzo małe. 
Jak wynika z dotychczasowych prac nad 2', 5" - fosforanami dwunukleozydów, 
pierścień rybozy w części 5" zasocjowanej cząsteczki wyrąźnie preferuje 
formę N, przy czym uprzywilejowanie jest większe niż dla 3', 5' dimerów 
(w 60° obecne jest najmniej 1C^ S i 20^K , a pozostałe 7C^ to forma U ).

Natomiast nukleozyd 2' w A2' p5' A i A 2'p5'C zawiera więcej konformeru S 
niż wynikałoby z obliczeń, jeśli założymy, że asocjacja warstwowa jest mo
żliwa tylko w wypadku, gdy obydwie części cząsteczki dwunukleotydu mają 
konformację N. To prowadzi do wniosku, że istnieje możliwość występowania 
dwóch typów zasocjowanych cząsteczek opisanych jako A(N)2'p5' A(N) i A(S) 
2'p5'A(N) i podobnie A(N)2' p5'C(N) i A( S)2'p5'C( S).

^ 3.4. BADANIA OLIGODEZOKSYRYBONUKLEOTYDÓW

Dotychczas opublikowano niewiele prac dotyczących 2'-dezoksyrybo-dwunu— 
kleotydów [3, 16] . Przeprowadzone przez Ts'o i współpracowników badania 
dA3' p5'dA wykazały pewne różnice między stereochemią cząsteczek dwunu

kleotydów serii rybo i dezoksy.
Autorzy ci, na podstawie zmierzonych stałych sprzężenia,obliczyli z rów

nania Karplusa kąty HI'-H2' H2'-H3'^°^°^2 "-H3 '

(trans) i porównali je z wynikami analizy stereochemicznej,przeprowadzonej 
przez Smitha i Jardetzky’ego [1"^ . Na podstawie tych badań wyprowadzili oni 
wniosek, że konformacja furanozy dla 3'dAMP i części dAp - w dApDA jest ty
pu S (C2'-endo lub 02'-endo-C3'-egzo). Natomiast konformacja furanozy dla 
5'-dAMP i części - pdA w dApDA jest szybką równowagą między formami

S(C2'-endo) i N(C3'-endo).
W przeciwieństwie do ApA wartości Jjj.) * H2'^°^°^ ^ ^H1 ' H2 "

dApdA nie są czułe na zmianę temperatury lub anianę rozpuszczalnika z D^O 

na DMSO - dg. Ponadto stałe sprzężenia ’'^h1'-H2'" ^H2'- H3"
^H2" H3' bardzo podobne do analogicznych stałych sprzężenia odpowied
nich monodezoksynukleotydów.

Te wszystkie rezultaty sugerują, że tworzenie wewnętrznego oddziaływa
nia typu asocjacji warstwowej w cząsteczce dApdA nie pociąga za sobą ania- 
ny konformacji pierścienia furanozowego.
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Wpływ temperatury 1 rozpuszczalnika na wartości przesunięcia chemicznego i 
stałej sprzężenia protonu , monofosforanów mono-, dwurybo- 

1-d ezoksyrybonukle otydów

Tabela VIII

Te zdecydowanie inne własności wynikają z różnic w budowie szkieletu ou- 
krowo-fosforanowego w wypadku dezoksy- i rybodwunukleotydów. W celu lep
szego zrozumienia przyczyn tych różnic przebadano metodami MMH i CD [18] 

dimery 2'-0-metylowe. Z otrzymanych tymi metodami danych wynika, że włas
ności dwunukleotydów rybozylowych i2'-0-faetylorybozylowyoh są prawie iden
tyczne. Czyli różnice w zachowaniu dwunukleotydów dezoksy- i rybozylowych 
nie wynikają z wiązania wodorowego związanego z grupą 2'-0H.

Bangerter 1 Chan wysunęli hipotezę [2] , że nlewiązaniowe odpychanie 
między grupą 2'-hydroksylową w części rNp dimeru a zasadą i atomem tlenu 
furanozy części prB dimeru prowadzi do eterycznych przeszkód w asocjacji 
warstwowej dwunukleotydu rybozylowego. Przeszkody takie powinny być zre
dukowane do minimum w wypadku dezoksydwunukleotydu.

Prawdopodobnie z w/wym. przyczyn również obserwujemy silniejszą asocja
cję warstwową dwunukleotydów serii dezoksy w porównaniu z analogicznymi 

dwunukleotydami serii rybo.
Jeśli chodzi o konformację zasad w dezoksydwunukleotydach, to stwier

dzono, że podobnie jak w wypadku rybodwunukleotydów obydwie zasady znajdu

ją się w położeniu anti.

4. PODSUMOWANIE

Nawet pobieżne zapoznanie się z wynikami badań dwunukleotydów metodą 
PMH pozwala na stwierdzenie, że metoda ta daje wyjątkowo dużo cennych in-



formacji na temat struktury poszczególnych komponentów dwunukleotydów i 
ich wzajemnego powiązania. Odpowiednia metodyka badań pozwala również na 
określenie charakteru i siły wewnątrzcząsteczkowej asocjacji warstwowej^ 
jaK również na temat wielkości agregacji i struktury powstających w roz
tworach agregatu. Zdecydowana większość spotykanych prac dotyczy jednak 
oligonukleotydów serii rybo, a tylko nieliczne prace traktują na temat 
dezoksyoligonukleotydów. Wydaje się więc celowe przeprowadzenie dokładnych 
studiów dezoksyrybonukleotydów, co pozwoli lepiej zrozumieć oddziaływania 
występujące w naturalnym DNA i w pełni poznać jego strukturę.
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DYSKUSJA

W dyskusji głos zaorali: mgr A. Pohorille I.B.B. PAN Warszawa, mgr M.
Remin I.B.B. PAN Warszawa.

Pierwszy z dyskutantów zwrócił uwagę, że informacje dotyczące energety
ki procesu stackingu są tylko jakościowe, a ilościową stronę procesu dos
konale obrazują inne metodyj szczególnie dużo informacji uzyskać można 
z metod optycznych.



Drugi dyskutant poinformował o nie opublikowanych jeszcze pracach bada
czy rosyjskich, które dotyczyły badania zmian przesunięcia chemicznego 
protonów zasad w oligonukleotydaoh od zmiany stężenia roztworu. Badacze cl 
przebadali dosyć dokładnie dość duży zakres stężeń, a uzyskane w ten spo
sób wykresy zależności różnią się nieco od wykresów uzyskanych przez Chana 
i Ts’o. Nie ma jednak jeszcze dobrej interpretacji tych wyników.
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Tytus Dzięgielewski

ZASTOSOWANIE NMR WYSOKIEJ CZĘSTOTLIWOŚCI 
DO BADANIA STRUKTURY tRNA

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono wyniki badań II i III rzędowej struktury tRNA 
w roztworze, za pomocą magnetycznego rezonansu jądrowego wysokiej często
tliwości. Leu

Omówiono różnice występujące w konformacji tRNA 
natywnym i zdenaturowanym, konformację naładowanego 
tRNA^Ae 2 drożdży.

Wyniki badań NMR wysokiej częstotliwości porównano z danymi uzyskanymi 
innymi metodami badania struktury tRNA.

z drożdży w stanie 
i nienaładowanego

Widmo NMR tRNA w roztworze wodnym (pokazano na przykładzie drożdżowego
tRNAPhe ) w zakresie między -6 a -15 ppm. przedstawiono na rys. 1.

Rys. 1. HldJso NMR 220 MHz roztworu tRKA z drożdży. W wodzie (-----), w D20(—),
temp. 35°C, stężenie 2bM, 0.1 M NaCl, 5nM Hg*^, pH 5.0

Zakres ten można podzielić na trzy regionyt *
Region I Dd -6 do -9 ppm
Region II od -11 do -15 ppm,
Region III od -9 do -11 ppm,

* Wartości (-ppm.) oznaczają pozycje pasm absorpcji leżących w kierunku niższych 
pól od wzorca, którym byl DSS.
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REGION I: OD -6 DO -9 PPM.
Badania NMR ^1] sugerują występowanie 3 typów różnych pasm absorpcji 

obserwowanych w tym regionie. Absorbują tutaj:
- nie wymienialne protony związane z zasadamijtj. adeniną H(8) i H(2), 

guaniną H(8) i pirymidyną H(6) [2, 3, 4],
- wolne protony grup aminowych z zasad nie sparowanych [4 ],
- wodorowe związane protony grup aminowych z par zasad [5, 6].
Wymienialne protony jest łatwo odróżnić od niewymienialnych, przez po

równanie widm otrzymanych w H^O i DgO (patrz rys. 1).
Z porównania tych widm z wewnętrznym standardem [7] została określona 

ogólna liczba nie wymienialnych protonów w tym regionie. Otrzymany rezul
tat 89-4 bardzo dobrze zgadza się z wartością 89 obliczoną ze składu zasad 
tRNA^*^° drożdżowego.

Oznaczenie i ogólną ilość protonow aromatycznych uzyskano przez porów
nanie z wymienialnymi protonami obserwowanymi w zakresie między -6 a -9 

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

Tablica 1

Liczba wymienialnych protonów obserwowanych w różnych regionach widma

pH -6 do -7.4 ppm -7.4 do -9.0 ppm razem od -6 do -9 ppm

5.0 45 67 ■ 112

7.5 6 67 . 73

8-5 0 _________ 62________ ________ §2___________

P«

50

Na rys. 2. przedstawiono zależność widma w wodzie od pH, a różnice iloś

ciowe podano w tab. 1.
Porównanie widm w wodzie i D2O przed

stawione na rys. 1 wskazuje, że istnieją 
dwie klasy wymienialnych protonów obser
wowanych w regionie od -6 do -9 ppm.: 
klasa powyżej i poniżej -7.4 ppm. (w
punkcie tym widma w wodzie i DgO zacho
dzą na siebie).

Widma pokazane na rys. 2 wskazują na 
dwie grupy pasm zależnych od pH. Pasma 
występujące pomiędzy -7.4 a -8.7 ppm. 

Phe są mniej nnienne od pH (w granicach od 5
Z

do 8) niż pasma występujące pomiędzy-6.3

75

85

-i- -i ‘ -»
ppm

Rys. 2. Widtao NMR 220 MHz tRNA 
drożdży. Zależność widma od pH 

temp. 35 C



a -7.4 ppm. W zakresie od -6.3 do -7.4 ppm. pasma znikają,przy wyższych 
wartościach pH. W drugiej części I regionu określono 89 nie wymienialnych 
aromatycznych protonów (błąd oznaczenia i 10^).

Dla pozycji pasm zależnych od pH (tzn. od -6.3 do -7.4 ppm.) znalezio
no wolne protony pochodzące z grup aminowych, z nie związanej adeniny, gu- 
anlny i cytozyny. Opierano się na fakcie, że wolne mononukleotydy mają 
podobne wartości pozycji pasm absorpcji w wodnych jak 1 w nie wodnych roz
tworach, co przedstawiono w tablicy 2i

Tablica 2

Pozycje pasm absorpcji protonów grup BHj (w ppm.)
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Zasada H^O Rozpuszc zalnik Para
CHClj DMSO zasad

Adenina -6.6 -6.0(=) -7.2(=)

Ouanina -6.4 -6.4(§)
-6.5(=)

-7.7(§)
-7.4(=)

CytozyTMi -7.3(=) -7.9(=)
-7.9

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

Jednakże protony grup aminowych z tRHA są bardziej stabilne w pH 5,pod
czas gdy pasma pochodzące od grup aminowych pewnych mononukleotydów wyka
zują różnice w zależności od pH [8].

Pasma pochodzące od wymienialnych protonów z tRNA, występujących pomię

dzy -7.4 a -9.0 ppm.,wskazują na wodorowe związane protony w zasadach 
(patrz porówneinie z układem modelowym w tab. 2 ).

Szybkość wymiany jest mniej zależna od pH, ponieważ wiązania wodorowe 
generalnie są mniej czułe na wymianę z wodą.

REGION II; OD -II DO -15 PPM.

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

ppm -10

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

PheWidma NME 220 MHz tRNA z

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

Pasma występujące w tym regio
nie przypisuje się protonowi n- 
gyupowania NH tworzącego wiązania 
wodorowe z azotem pierścienia kan- 
plementarnej zasady [7, 9]. Każdy 
proton odpowiada jednej parze za
sad, ponieważ jedna peira zasad 
Watsona-Crioka zawiera akurat je
den proton z ugrupowania NH, tj.s 
D^H lub G.|H. Wyniki te otrzymano 
przez porównanie z pasmami związ
ków modelowych (tablica 3).Rys. 5. t=5 C, pHa5.0, 7.5, 8.5

Widzimy, że proton z wodorowe związanych par zasad (N---- H**»N) absorbu

je przy -12.5 ppm. dla G—C i -13.5 ppm dla A—U lub A-T.
Interesujący jest fakt, że widma wykonywane w różnych warunkach

pH(5<pH 8.5) i temperatury (5°C, 35°C, 48°C) wykazują małe różnice w 

intensywności i ogólnym wyglądzie (rys. 3-5).
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Tablica

Zestawianie pozycji pasm absorpcji protonów ugrupowania MH 
tworzącego wiązania wodorowe z drugim pierścieniem w parach 

zasad w różnych układach modelowych (w ppm.)

Para zasad (Ap)g+poli U oligomer d(A*T) dAACAA
dTTGTT monomer

A-T -13.5 -13.5

A-U -13.5

G-C -12.5 -12.5

liczbę protonów występujących w tym regionie określono aa dwóch drogach:
1. Poszczególne intensywności sygnałów rezonansowych porównywano z syg

nałami rezonansowymi grupy metylowej z MbCN [10] = 1.03x10^ dla MbCH
[11] i A^gg = 5.25x10^ dla tRNA^^® z drożdży (21 A^gg = 1 mg/ml). Ponieważ 

powtarzalność widma na aparacie Varian 220 MHz, na którym wykonywano widmo 
jest lepsza niż 5^, konieczne było tylko porównanie intensywności pasma w 
dwóch regionach spektralnych w tych samych warunkach. Dla regionu od -11.5 
do -15 ppm. uzyskano wynik 2li 3 protony.

2. Wykonano widmo na aparacie częstotliwości podstawowej 300 MHz i w za
kresie od -11 do -15 ppm porównywano intensywności pasm między sobą.

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

Pasma absorpcji występujące w tym regionie są najtrudniejsze do inter
pretacji. Opierając się na porównamiu z intensywnością występującą w re
gionie od -11 do -15 ppm, względna intensywność pasm występujących w re
gionie III odpowiada 4 lub 5 protonom w temperaturze 35°C i pH 5,0. Jak 

pokazano na rys. 3-5 pasma mają tendencję do znikania, jeżeli podnosimy pH 
lub temperat\irę. Ma rys. 3-5 pokazaino, że pierwsze znika paano o środku 
ciężkości leżącym przy -9.8 ppm. Warto podkreślić, że w warunkach,w któ
rych pasma występujące w regionie III rozszerzają się i znikają, kształt 
pasm występujących w regionie II jest mało mieniony (patrz rys. 3). Po
nadto ten sam rysunek ilustruje wpływ różnych pH na kształt pasm występu
jących w tych regionach, szczególnie pomiędzy pH 5.0 a 7.5.

Poprzednio doniesiono, że tRNA z E.ooli [9] poszerzeniu się pasm w 
regionie III wraz ze zwiększeniem temperatury towarzyszy poszerzenie się 
pasm występujących w pobliżu -13.5 ppm.
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Pakt, że poszerzenie się pasm występujących pomiędzy -9.0 a 11 ppm. 
związane jest ze stosunkowo małą zmianą temperatury, sugeruje możliwość, 
że zjawisko to związane jest z III rzędową strukturą tRNA. Podstawą do wy
sunięcia tego przypuszczenia było osłabienie III rzędowej struktury tRNA 
w niższych temperaturach przez dodanie wzrastających ilości DMSO 02] . Wy
niki tego doświadczenia przedstawiono na rys. 6.

Denaturację mierzono przez pomiar 
pasm leżących w niskich polach pocho
dzących od protonów aromatycznych 02]1, 
które są rezultatem nie nakładania się 
(imstacking) zasad purynowych 1 pirymi
dynowych. W 40^ MJSO niektóre małe 
zmiany obserwuje się w regionie "aroma
tycznym" widma, lecz drastyczne zmiany 
występują w regionie III. Integracja wy
kazująca 4 do 5 protonów spada do 2,

Gdy stężenie DMSO zwiększyć do 6C#, 
to kształt pasm pochodzących od proto
nów aromatycznych jest zaostrzony, a 
s'une pasma przesunięte są w stronę nis
kich pól, wskazując raczej kompletny 
brak nakładania się zasad. W tych wa

runkach całe widmo wymienialnych protonów było kompletnie zniszczone.
Układ tych eksperymentów podtrzymuje stwierdzenie, że region III jest zwią
zany z III rzędową strukturą tRNA. Jednakże obecnie nie można jednoznacz
nie tych pasm przypisać i podaje się także inne możliwości: za pasma te 
odpowiadają grupy NH^, związane za pomocą niezwykle silnych wiązań wodoro
wych. Ponieważ część protonów azotu pierścienia z par, A-U może absorbo
wać daleko w niskich polach, można wyobrazić sobie, że protony grup NHg z 
tych samych par zasad mogą uwidaczniać się w pasmach niskich pól przy war
tości -10 ppm zauniast -6.6 ppm (przyjmując obserwacje dla AMP). Jakościo
we obserwacje większych intensywności w regionie III dla tRNA z dużą llcś- 
cią par A-U wydają się podtrzymywać tę propozycję [9]. Alternatywnie, 
pasma te można przypisać protonom z azotu pierścienia, które są związane 

z nletypcmymi parami zasad.
Istnieje także możliwość, że sygnały rezonansowe związane są z protona

mi grup NH pierścienia reszt U i G, które chociaż nie sparowane, mogą wy
stępować w pewnym specjalnym otoczeniu, gdzie szybkość »:ymiany protonów ob
niża się na tyle, że sygnał może być wykrywalny, 'ii dodatku na czułość tych

-12 
ppm

Rys. 6. Widmo NMR 220 MHz tRNA 
drożdży w wodzie 1 w roztworach za
wierających 40 i 60J DMSO. Tem

peratura = 35 C



pasm wpływa pH i temperatura, co zgadzałoby się z układem modelowym, gdzie 
wykazano, że sygnały z U^H przesuwają się z -8 ppm w CHCl^ do -11.5 w DMSO 

i wreszcie do -13.5 w roztworach wodnj’oh.

NIEFRAKCJONOWANY tRNA DROŻDŻOWY

Dla wykazania zależności kształtu widma od pH przeprowadzono pomiary
używając niefrakojonowanego tRHA z drożdży [1 ] (patrz rys. 7). Jak widać,

Phepasma nie są dobrze wykształcone w porównaniu z tRHA z drożdży, z powo
du nakładania się pasm pochodzących z różnych tRNA. Zależność od pH dla 
całego regionu jest bardzo podobna jak dla czystego tRNA z drożdży, oo 
sugeruje, że właściwość ta jest podobna dla wielu tHNA.
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ppm
Rys. 7. Widmo NMR 220 MHs nlefrakcjonowanego tRNA drożdżowego. t = 35°C (inna warun

ki patrz rys. 3)

CECHY II i III RZĘDOWEJ STRUKTURY tRNA W ROZTWORZE

Z badań różnych układów modelowych oraz cząsteczek tRNA i ich fragmen

tów [1,7,20,21] wynika, że standardowa pozycja dla pary:
(AU)° = -14.8 ppm.
(GC)° - -13.7 ppm.

(Al) = -13.5 ppm.
Głównym faktem,odpowiedzialnym za przesunięcia pozycji pasm występują

cych w niskich polach dla par AU i GC od ich standardowej pozycji, jest 
stałe pole pierścieniowe [2O], pochodzące od przyległych zasad. Ponieważ 

przesunięcie to zależy od najbliższycjh sąsiadów, to można przewidzieć wid-



BO znając II rzędową strukturę polinukleotydów i przestrzenią zależność 

przesunięcia wartości prądu pierścieniowego dla czterech zasad.
Dla uzyskania tej zależności przesunięcia prądu pierścieniowego sko

rzystano częściowo z obliczeń Giessnera—Prettre'a i Puli mana [2^ i częś

ciowo na najlepiej nadających się do tego celu widmach NMH tRNA przy zało
żeniu istnienia w cząsteczce tRNA regularnych regionów spiralnych [23] . W 

konsekwencji otrzymano ukłetd określonych pozycji i przesunięć natężenia 
prądu pierścieniowego, potrzebnych do przewidzenia widma protonów ugrupo— 
wamia NH, tworzących wiązemia wodorowe z drugim pierścieniem w parach za

sad.
Z analizy widm NMH tHNA^^° z drożdży, tRNA z E.coli, tRNA ® z E.coli 

tRNA®*®^ z E.coli, tRNA^^'^ z drożdży, tHNA^^^ z drożdży można wysunąć na

stępujące wnioski odnośnie struktury tych cząsteczek w roztworze [20, 21].
II rzędowe struktury tych cząsteczek są dobrze opisane przez model liś

cia koniczyny. Dla cząsteczek tych ogólna liczba par zasad i stosiuiek 

AD/GC przyjęty z założonej strulrtury liścia koniczyny zgadza się z obser
wacjami NMR.

Pokazano również, że można wyznaczyć za pomocą obliczeń pasma absorp
cji konkretnych par zasad. Pozycje pasm absorpcji, pochodzące od par zasad, 
są bardzo czułe na wpływ wywierany przez najbliższe zasady i na oddziały
wania z prawoskrętnie ułożonymi regionami spiralnymi [22] .

Nie stwierdzono istnienia 4 lub 5 dodatkowych par zasad, jak to propo
nowano w niektórych modelach III rzędowej struktury tRNA [24] . Ramię ak- 

f 1 11ceptorowe i TYC w tRNA pojawia się w formie ciągłej spirali, w której 
AD-7 z ramienia akceptorowego nakłada się na parę zasad AU-7 z końca ra
mienia TYC.

W tRNA®®^ G-27 (umieszczone między ramieniem DiHU i ramieniem antyko-

donu) nakłada się na parę zasad GC-10, a A-45 w węźle dodatkowym podczas
różnych konformacji cząsteczki, w zróżnicowany sposób nakłada się na AD-29,

Phektóra jest końcową parą zasad w antykodonie. W drożdżowym tRNA , A-l4 z 
pętli DiHC nakłada się na najmniej dwóch różnych drogach, z końcową parą 
GC-13 z ramienia DiHD. Widma NMH tych cząsteczek dostarczają ostatecznych 
dowodów na temat II rzędowej struktury tRNA i informacji dotyczących pew
nych cech III rzędowej struktury tRHA w roztworze.

Niedawno Kim i inni [25] donieśli o istotnym postępie w określaniu kry-
Płl0etalicznej struktury drożdżowego tRNA za pomocą analizy rentgenostruk— 

turalnej. Chociaż giozostały nie rozwiązane ważne zagadnienia odnośnie re
lacji między strukturą tych cząsteczek w roztworze i strukturą występu
jącą w stanie krystalicznym, to warto odnotować następujące fakty:
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obraz analizy rentgenostrukturalnej o 4^ rozdzielczości wskazuje, że ra

miona akceptorowe i TYC tworzą formę ciągłej podwójnej spirali. Chociaż 
informacje uzyskane z widma NMR drożdżowego tRNA nie pozwoliły określić 
swoistych cech struktury, to jednak dane uzyskane na tej drodze są wystar
czające dla uznemia, że te dwa ramiona w tRNA z drożdży w roztworze 
występują w formie ciągłych spiral. Rezultaty uzyskane za pomocą analizy
NMR dla innych cząsteczek tRNA w roztworze [20] sugerują, że nakładanie

Phe
się w/wym. ramion w strińcturze krystalicznej drożdżowego tRNA może być 
wspólną cechą różnych tRNA.
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KONFORMACJA tRNA|^“ W STANIE NATYWNYM I ZDENATUROWANYM
Xj011Badano [13] natywny "N" i zdenaturowany "D" konfonner tRNA^ z droż

dży piekarniczych. Po uzyskaniu widma NMH zdenaturowanej próbki, tRNA
denaturowano w tej samej próbce i wykonywano widmo. Ilościowo denaturaoja 
była badana przez określenie aktywności akceptorowej dla leucyny. Widma
NMR konformeru "D" i "N" tRNA:leu przedstawiono na rys. 8.

-w -10
Leu

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

Częściowe miany intensywności pasm porównyweuie w dwóch próbkach w za
kresie od -11 do -15 ppm. odpowiadają 18 protonom dla konformeru "B" i 22 

protonom dla konformeru "N".
Oznaczenie tej różnicy między parami AU i GC jest następujące:

- ogólna intensywność pasm między -11 a -12.8 ppm,wskazuje na wzrost 

od 3 do 4 par GC,
- w zakresie od -13.3 do -15 ppm. spada zawartość par AU od jednej do 

dwóch,
- w regionie między -12.8 a - 13.3 ppm* występuje wzrost intensyw

ności pasma dla par GC lub AU o jeden.



Zatem rezultaty denaturaojl wskazują na wzrost od 3 do 6 par GC i mnlej- 
szenle od 0-2 par AU,co zgadza się ze wzrostem od 2 do 4 par zasad (przy 
przejściu z konformeru "D" do "N") , zgodnie z ogtślną intensywnością zmia
ny. Tak więc, szerokie zmiany obserwowane w regionie od -11 do -15 ppm. od
powiadają mianom w II strukturze zachodzącym podczas denaturacji
tRMA^®'*. Nasuwa się pytanie, czy konf ormer "D" odpowiada niekcanpletnej 

strukturze liścia koniczyny ozy jakiejś innej alternatywnej konformacji.
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I rzędowa stniktura tRNALeu, nasuwa możliwość tworzenia struktury liś
cia koniczyny z 10 par AU lub Al, 12 par GC i 2 par GD [14, 15] . Pętla 
DIHU zawiera tylko 3 pary GC, gdzie w pozycji 10 jest 2-H- metyloguanozyna 
i w pozycji 12 4-N- acetyle cytydyną. W pętli tej denaturaoja nie pociąga
łaby straty par AU. Obydwa krótko zmodyfikowane nukleotydy mogłyby tym bar
dziej podlegać denaturacji. Uhlenbeok [16] bsidając wiązanie komplementar
nych oligomdcleotydów do konformerów tHNA^®*^ z drożdży piekarniczych zwra

ca uwagę na znaczne zwiększenie zdolności wiązania oligomeru do pętli DlHu 
w konformerze "D". Ten rezultat, pogłębiony przez dsme spektroskopowe, lo
kuje różnicę strukturalną w konformerze "D" w pętli DiHU.

Badania wiązania komplementeirnych oligonukleotydów sugerują możliwość 
wytłumaczenia zwiększenia ilości par AU w konformerze "D", ponieważ pętla 
antykodonu nie była dostępna dla wiązania komplementarnych oligonukleo

tydów. *
Ostatnie badania kinetyki wymiany trytu wykazały wzrost [17, 18] o 3 do 

4 par zasad dla konformeru "N" (w porównaniu z konfonnerem D), co zgadza się 

z danymi NMR.

KONFORMACJA NAŁADOWANEGO 1 NIENAŁADOWANEGO iRNA"*
Z DROŻDŻY PIEKARNICZYCH

PheWidma NMR 300 MHz naładowanego i nienaładowanego tRHA z drożdży pie
karniczych przedstawiono na rys. 9 ,[l9] .
Interpretację niektórych pasm występujących w tym widmie przedstawiono w 

tabeli 4.
Porównanie widm NME: naładowanego i nienaładowanego tRNA , nienała- 

dowr.nego tRNA^^® w obecności lub nieobecności wolnej fenyloalaniny nie 

wykazało istnienia wykrywalnych różnic w kształcie pasm i ich in

tensywności.
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PIlARys. 9. UldBO NHR 300 HHz wodnego roztworu tRHA z drożdży: a) fanyloalanylo 

tRNA^**® w pH 5, b) tRNA’’**® w pH 5, c) tHNA*"**® w pH 5 (linia przerywana) i w pH 7
(linia ciągła)

Tabela 4

Para zasad 
Nr Pozycja Miejsce w 

widmie NMR
Komentarz cech III struktury 
wpływających na orientację

AU 7 Wewn. koniec 
ramienia CCA B mało wrażliwa na orientację 

CCA wobec TYC

A I 31 koniec antykodonu C mało wrażliwa na konformację 
antykodonu

GC 10 wewn. koniec DiHU D bardzo czuła na wzajemną 
orientację DlHu 1 antykodonu

GC 13 koniec DIHU P bardzo czuła na konformację 
DiHU

GC 27 wewn. koniec anty - 
kodonu D lub E bardzo czuła na konformację 

węzła dodatkowego

GC 49 wewn. koniec TYC E bardzo ozuła na wzajemną 
orientację CCA i TYC
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DYSKUSJA

W dyskusji mgr T. Haertlfe poruszył zagadnienie prawoskrętnyoh regionów 
spiralnych występujących w tRNA. Mgr A. Pohorille polemizował na temat ba
dań kinetyki wymiany trytu i zastosowania tej metody do badania ilości par 
zasad w tRNA w stanie natywnym i zdenaturowanym. Dyskutowano także nad po
wtarzalnością widm NMR tRNA w stanie natywnym i zdenaturowanym.
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Mirosława Z. Barciszewska

ZASTOSOWANIE 13 C-NMR DO BADANIA KOMPONENTÓW 
KWASÓW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

W artykule podane są podstawy teoretyczne i aparatura spektroskopii 
"c-NMR. Przedstawiono korelację między przesunięciem chemicznym ’'5c a 
strukturą nukleozydów i nukleotydów oraz zależność wicynalnej stałej sprzę
żenia od kąta skręcenia.

Jedną z najbardziej użytecznych metod badawczych w chemii organicznej 
jest spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego. Dzięki tej technice 
osiąga się niewspółmierne rezultaty w porównaniu z Innymi metodami. Dzie
dzina ta począwszy od roku 1946 rozwija się bardzo szybko, a od kilku lat 
wręcz rewelacyjnie.

Widma magnetycznego rezonansu jądrowego można uzyskać na skutek napro
mieniowania substancji badanej umieszczonej w stałym polu magnetycznym 
dodatkowym polem magnetycznym . Przy odpowiedniej częstości pola dla 
jąder, które mają spin jądrowy I> 0 obserwujemy rezonans.W celu porównania 
możliwości wykorzystania różnych jąder do badań w tabeli I przedstawiono 
magnetyczne własności jąder. Z pobieżnej analizy wartości zawartych w ta
beli wynika, że najlepsze efekty można uzyskać w przypadku stosowania ją

der lub
1,Ze względu na fakt, że izotop H występuje zasadniczo we wszystkich 

związkach organicznych,spektroskopia protonowego rezonansu rozwinęła się 
najszybciej. Mimo szerokiego zastosowania tej techniki, nie jest ona naj
lepsza z punktu widzenia chemii organicznej. Ograniczoność tej metody spo

wodowana jest następującymi faKtami:
a) Centrum zainteresowania w chemii organicznej nie są protony, lecz 

szkielet węglowy. Własności i reaktywność związków organicznych wyjaśnia



się przez stany wiążące atcmów węgla, które można w przybliżeniu obliczyć 
metodami mechaniki kwantowej.

b) Cząsteczki organiczne zawierają zbyt mało magnetycznie nierównocen- 
nyoh protonów, tak że spektroskopia protonowego rezonansu daje mało infor

macji o szkielecie węglowym tych związków.

Tabela I

Magnetyczne własności jąder
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izotop

naturalna
zaw.

izotopu
%

liczba 
spinowa D,

b/2ir

częstotliwość 
nmr, Mo 
(przy Ho 

14092 gausów)

względna 
czułość 
sygnałów 

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
5’P 100.0 1/2 24.288 0.066

Narzuca się możliwość wykorzysteinia jąder atomów węgla do badań związ
ków organicznych metodą NMR.

1. SPEKTROSKOPIA 13 C-NMR

Spośród izotopów węgla tylko izotop posiada spin jądrowy I = 1/2 i 
dlatego można wykorzystać go w spektroskopii węglowego rezonansu jądro

wego.
Spektroskopia jąder (cmr lub C-nmr) charakteryzuje się następującymi 

czynnikami:
- przesunięcia chemiczne i stałe sprzężenia są bardzo duże,

13 .- przesunięcia chemiczne jąder węgla C w różnych otoczeniach rozcią
gają się w zakresie 0-200 ppm, co można porównać z przesunięciami obserwo
wanymi dla fluoru i fosforu. Dla zilustrowania tych wielkości w tabeli II 
przedstawiono częstotliwości absorpcji jąder zanjdująoych się w róż
nych otoczeniach strukturalnych,

- naturalna zawartość izotopu w związkach wynosi zaledwie 1,1^ co 
wskazuje na konieczność stosowania znacznie większych próbek do badań niż w 
rezonansie protonowym,

- rezonans węgla jest dużo mniej czuły (1,56^) w stosunku do rezo
nansu protonowego przy takim samym natężeniu pola magnetycznego z powodu 
małego stosunku giroskopowego [4] ,



- przesunięcia chemiczne mierzy się w stosunicu do wzorców, którymi są 
TMS, 1 CSg (którego sygnał występuje przy -192 ppm od TMS).

Tabela XI 
13Przesunięcia chemiczne dla Jąder C
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Z porównania tych cech wynika, że o rozwoju tej techniki, ze względ.u 
13na małą zawartość C w związkach oraz mniejszą czułość,będzie decydował 

rozwój techniki eksperymentalnej. Duży postęp w budowie magnesów wytwa
rzających pole magnetyczne o dużej jednorodności oraz wykorzystanie maszyn 
cyfrowych doprowadził w ostatnich latach do szybkiego rozwoju spektrosko
pii ''^C NMR.

13,Ażeby uzyskać maksimum informacji z widm C, opracowano szereg
13,

metod

eksperymentalnych, które poprawiają jakość widm ’''C.

Do najważniejszych należą:

1.1. Zwiększenie stosunku sygnału do szumu
Stosimek S/N jest miarą czułości danej metody, a w spektroskopii 
jest on mały. Można go poprawić przez:

1.1.1. wielokrotne przemiateuiie - widma powtarza się określoną ilość razy



1.2.

i gromadzi się Je w akmulatorze widm (CAT). Widma zostają d->dŁne, 
natcMiast szumy uśredniają się. W tym przypadku S/N = ^fa (gdz^^ n 

Jest liczbą zakumulowanych widm),
1.1.2. zapisanie widma w bardzo długim czasie (t^). S/N Jest pierwiast

kiem kwadratowym ze stosimku czasu zapisu t^ do normalnego czasu 
zapisu S/lI = Yt^/t^,

1.1.3. 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] .
13 1Rozprzężenie pasm - H [4j

Ponieważ genimalne stałe sprzężenia są bardzo duże (100 -
13- 250 Hz) intepretacja widm C Jest często trudna z powodu nakła

dania multipletów ^C-H.

Dla uproszczenia widm i dla wzrostu intensywności,technika roz- 
sprzężenla poszerzonych pasm H Jest często używana w spektroskopii 
cmr. Próbka Jest dodatkowo napromieniowywana polem o częstotliwości
radiowej H . Jeżeli pasmo częstotliwości pokryje cały zakres

^ “^13
częstotliwości Larmora protonów, wszystkie multiplety C-H zostaną
wygaszone. W widmie zjawi się singlet dla każdego nierównoważnego
atomu węgla. Stosunek S/N po rozsprzężeniu ulega zwiększeniu.

Częściowe rozsprzężenie - "off rezonans" [4]
13Protonowe rozsprzężenie upraszcza widmo C i zwiększa czułość. Ta

technika niszczy Jednak możliwość interpretacji sygnałów na bazie 
13stałych sprzężenia C-H. W metodzie "off rezonans" częstotliwość

przyłożonego pola H^ Jest kilkaset Hz poza zakresem częstotliwości
Larmora protonów zamiast wewnątrz tego zakresu. W tych warimkach
sprzężenia wicynalne i dalekiego zasięgu znikają. W zależności od

13 .zakresu częstotliwości pola H^ geminalna stała C-H zmniejsza się 
do 10-50 Hz z Jednoczesnym pojawieniem sięt kwartetu dla metylu, 
trypletu dla metylenu, dubletu dla metlnu, singletu dla IV atomu 

węgla (rys. 1).

Wykorzystanie transformacji Fouriera do analizy widm ^C 

Swobodny zanik indukcji (Free Induction Decay)
Po akcie rezonansu poprzeczna magnetyzacja M zanika wykładniczoXj
z poprzecznym czasem relaksacji Tg, tracąc fazę zgodną z H^. Ten 
proces nazywa się swobodnym zanikiem indukcji (FID) . FID Jest ob-
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1.3.

1.4.
1.4.1.
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serwcwany Jako "brzęczenie" przy wyso
kiej rozdzielczości i szybkim przejściu 
licznych rezonansów, chociaż ten efekt 
może być także spowodowany przez niejed
norodność pola. Zniekształcenie to. Jak 
wiemy, zanika wykładniczo w czasie. Źród
ło tego efektu można wyjaśnić w następu
jący sposób. Boltzmanowski nadmiar Jąder 
w stanie podstawowym odpowiada namagne
sowaniu próbki w kierunku równoległym do 
kierunku przyłożonego pola. W stanie re
zonansu część tego namagnesowania poja
wia się Jako wirująca składowa, leżąca w 
płaszczyźnie , która indukuje sygnały 
absorpcyjne i dyspersyjne w cewce od
biorczej. Jeżeli w stanie rezonansu pole 
częstotliwości radiowej zostanie na
gle usunięte, wirująca składowa namagne
sowania nie zniknie natychmiast, lecz 
będzie wygasać wykładniczo z szybkością 
wyznaczoną przez czasy relaksacji Jąder 
powodujących powstanie sygnału.

1.4.2. Interforogram pulsowy [43
Sygnały interferencyjne PID mogą być 
także zainicjowane przez krótkie (kilka mikrosekundowe) pulsy czę
stotliwości radiowej stosowane przy kącie prostym do H^. W spek

troskopii plusowej N1.IE taki plus napotyka cząstkę z n magnetycznie 
nierównoważnymi jądrami,tj. n częstotliwościami Larmora. iiamiast 
Jednego sygnału PID spektrometr zapisuje wtedy wszystkie sygnały

Rys. 1 . Częściowe 
żenle die

rossprzf*

N- //

Rys. 2« Swobodny zanik indukcji



interferencyjne wszystkich pobudzonych częstotliwości Larmora, Je
żeli częstotliwość używanego pulsu Jest wystarczająco duża, wszyst
kie n częstotliwości Larmera cząsteczki są pobudzone. Otrzymuje
my pulsowy interforogram, który przedstawia zanik poprzecznej ma
gnetyzacji M Jako funkcji czasu. Interforogram zawiera wszystkie xy
informacje widma NMR otrzymanego przez zamiatanie polem lub często
tliwością. Czas wymagamy do zarejestrowania interforogramu Jest 
rzędu podłużnego czasu relaksacji T^.

1 .4.3. Transformacja Fouriera [10]
Pulsowy interforogram Jest złożoną funkcją falową wynikającą z na
łożenia wszystkich częstości Larmora pobudzonych przez pulsy. Po
dobnie^ Jak złożone funkcje falowe, interforograim może być zmieniamy 
przy pewnych matematycznych warunkach do widm częstotliwości Lar— 
mora,tJ. do zwykłego widma SMR, przez przekształcenie Fouriera,
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♦ eo
F(co) = I f(t)exp( - 1 OJ t)dt

f(t) - fimkcja, która uległa tramsformaojl
i = yrr .

00 = częstość kątowa = 2JT\) 
t - czas

Transformacja wykonywama Jest przez maszynę cyfrową za pcmocą odpowied
niego algorytmu. Systemów PT mimo znajomości podstaw teoretycznych nie 
tworzy się samemu i z reguły kupuje się od firmy np, Variam, Nicollet, Dl- 
gllab. W konsekwencji takiego przekształcenia otrzymuje się widmo NMR,któ
rego stosunek S/N Jest wyraźnie większy od umownego widma nmr tej saimej 
próbki. Widmo NMR może być zapisane w ciągu kilku selomd.

1.5. Apairatura [5]
Zasadniczo aparatura do PFT C-13 NMR składa się z dwóch części!

a) NMR - najczęściej 100 MHz
b) urządzenia do tramsformacji Fouriera łącznie z komputerem.
Jednym z typowych zestawów Jest system PFT C-13 NMR firmy JOEL.
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Rys, 3, Aparatura do - PFT NMR
Zestaw do PFT - '^C NMR składa się z; 1 - cyfrowe urządzenie do programowania impul
sów, 2 - Jednostka transformująca, 3 ~ oscyloskop do kontrolowała sygnałów 1 pulsów 
4 - dostosowuje częstotliwość radiową do naświetlania protenów, 5 - wzmacniacz do 
rozsprzęganla Innych spinów, 6 - wzmacniacz, 7 - wzmacniacz dla C-13 FT max 80 
gaussów można otrzymać przy próbie, 8 - licznik częstotliwości radiowej, 9 - cousola 
podstawowego przyrządu, 10 - magnes, 11 - przystawka temperaturowa, 12 - komputer z 
pamięcią 8 kilibitów, 13 - 8 kilo dodatkowej pamięci, 14 - dalekopis, 15 - dziurkar

ka taśmy, 16 - czytnik taśmy

Zasada działania tego systemu przedstawiona Jest na rysunku 4.
Jako wynik otrzymujemy widmo, które można zarejestrować w sposób 
podobny Jak dla wodoru, albo też otrzymujemy dane cyfrowe o położe
niu danego sygnału. Jego intensywności po odjęciu wzorca.

vww\]-^rn
J ’ iL

rJ-U—— 6

Rys, 4. Blokowy schemat urządzenia do TF. 1 - Nadajnik, 2 - bramka, 3 “ wzmacniacz, 
4 - próbka, 5 - odbiornik, 6 - urządzenie do TF, 7 - przyrząd rejestrujący

2. Zastosowanie spektroskopi HMH do badania nukleotydów. Badano 
widma C-13 wielu związków organicznych. Nie udało się Jednak zna
leźć ogólnych reguł interpretacji widm. Można Jedynie na podstawie



badania danej klasy związków dojść do pewnych uogólnień,co nie zna
czy, że stosują się one do wszystkich związków.

Jak wiemy,przesunięcia chemiczne i stałe sprzężenia dostarczają 

informacji o strukturze badanego związku. Na przykładzie zasad pi
rymidynowych i purynowych oraz nukleozydów i nukleotydów zobaczymy 

od czego zależą te dwie wielkości.

2.1. Korelacja między przesunięciem chemicznym a strukturą w nukleozy— 

dach [ 63
Przesunięcia chemiczne dla nukleozydów pirymidynowych i purynowych 

występują w dwóch rejonach widma!
- 60-100 ppm dla węgli pierścienia rybozy,
- 130-190 ppm dla węgli zasad heterocyklicznych

2.1.1. Przesimięcia chemiczne dla węgli pierścienia rybozy

Tabela III

Przesunięcia chemiczne dla węgli pierścienia rybozowego w nukleozydach 
Przesunięcia podano w stosunku do TMS (znak + sygnał przy wyższym polu)
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Związek c-1 ' C-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 wyników zawartych w tabeli III wynika, że rezonans atomów węgla 
pierścienia rybozy nie Jest zależny od zasad. Największym zmianom 
ulega zasadniczo tylko sygnał węgla C-1. Mając serię różnych po
chodnych można łatwo interpretować występujące sygnały w zależności 
od struktury danego związku. Na rys. 5 przedstawiono taką zależ

ność.
Z zależności przedstawionych na wykresie można zaobserwować, że;

- pochodne rybozy przy wymianie grupy 2' - hydroksylowej na wo

dór doznają przesunięcia w górę pola.
- w związkach nienasyconych 2'3 * można rozróżnić sygnały C-2 ' i 

C-3' od C-1', C-4' i C-5', sygnały dla C-2' i C-3' ulegają 
przesunięciu w dół pola,

- w przypadku cyklizacji przy C-5' sygnał należący do tego węgla 

ulega przesunięciu w dół pola o 13 ppm.



- dla 0-gl^kozydów Itnla przy najmniejszym polu dla węgla C-1 
Jest przesunięta w dół pola o 18 ppm. Pozostałe sygnały są bez 
zmian.

- Dorman i Roberts [13] badając odpowiednie nukleotydy stwier

dzili, że sygnały dla węgli C-4' i C-5' są rozszczepione przez 
fosfor i dlatego można Je łatwo wyznaczyć.

0
U ■■
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Rys. 5. Zależność chemicznego przesunięcia od struktury dla węgli pierścienia rybo
zowego w nukleozydach

Z przedstawionych danych wynika, że kolejność sygnałów w kierunku wzra
stającego pola w rybozie Jest następująca: C-1, C-4, C-3, C-2, C-5,



2.1.2. Przesunięcia chemiczne dla zasad pirymidynowych
Sygnały dla zasad heterocyklicznych leżą w rejonie od -130 do 

-190 ppm.

Tabela IV

Przesunięcia chemiczne dla węgli zasad
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związek C-2 C-4 C-5 C-6

cytydyna (2.6 U) -28.42 -38.17 ■t32.85 -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, że chemiczne przesunięcia dla węgli w cytydynie i 
dozoksycytydynie są niezależne od fragmentu cukru, dlatego różnice 
w rezonansach węgli w urydynie i tymidynie muszą być spowodowane
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[
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Rys. 6. Zależność przesunięcia chemicznego od struktury dla węgli w a) urydynach,
b) cytydynach



obecnością grupy metylowej przy C-5 w tymidynie. Jeżeli będziemy roz
ważać urydynę i cytydynę oraz ich pochodne to zauważymy, że (rys.6) 
podstawienie siarki zamiast tlenu w grupie karbonylowej przy C-4 
lub C-2 powoduje przesunięcie sygnałów węglij/przy których nastą- 

^ piło podstawienie w dół pola o ok. 30 ppm. Sygnały węgli sąsied
nich ulegają przesunlęclu,ihle w mniejszym stopniu.

Podobną sytuację mamy dla pochodnych adenozyny i gxianozyny. Podsumowu
jąc te rozważenia możemy powiedzieć, że przesunięcia chemiczne dla węgli 
w nukleozydach możemy rozpatrywać oddzielnie dla fragmentu cukru 1 zasady. 
W poszczególnych fragmentach dużą rolę odgrywają podstawniki. Sygnały dla 
węgli,-przy których zachodzi największa modyfikacja w gęstości elektronowej, 
ulegają największemu przesunięciu w górę lub w dół pola.

II. WPŁYW ELEKTROUJEMNOŚCI PODSTAWNIKA NA PRZESUNIĘCIA CHEMICZNE

H. Splesecke i W.G. Schneider [15] wykazali, że dla halogenoalkanów Ist-
13nleje liniowa zależność między chemicznym przesunięciem C a elektroujem- 

nośclą grupy X. Przesłanianie zmniejsza się z podwyższeniem elektroujean- 
noścl grupy. Należało się spodziewać podobnej zależności w grupie niikleo- 
zydów.

Tarpley 1 Goldstein [l] stwierdzili, że dla 5-halegeno pochodnych ura
cylu istnieje podobna zależność.
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Rys. 7. Przesunięcie chemiczne jako funkcja elektroujeaności dla 5-halogenouracyll



Z wykresu wynika, że:
- rezonans dla węgla C-5, który Jest bezpośrednio związany z podstaw

nikiem ulega największemu przesunięciu pod wpływem podstawnika,
13& zmniejsza się ze wzrostem elektroujemności podstawnika,

- węgiel C-6 doznaje wpływu podstawnika poprzez dwa wiązania - wpływ 
Jest mniejszy niż dla C-5, Przesunięcie chemiczne wzrasta ze wzrostem E,

- C-4 doznaje także wpływu podstawnika poprzez dwa wiązania,lecz wpływ
podstawnika Jest dużo mniejszy niż dla C-6. Sugeruje to ważną rolę po
dwójnego wiązania między C-5 i C-ó w przenoszeniu wpływu podstawnika,prze

sunięcie wzrasta ze wzrostem E , .
- węgiel C-2 doznaje wpływu poprzez 4 wiązania. Wpływ podstawnika Jest 

najmniejszy.

III. ZALEŻNOŚĆ WICYNALNEJ STAŁEJ SPRZĘŻENIA ”C-H OD KĄTA SKRĘCENIA

Pomiar wicynalnej stałej sprzężenia dostarcza informacji o kącie skrę
cenia dla wicynalnych atomów C*i H*,a tym samym określa wzajemną orienta

cję zasady azotowej i cukru.
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13Wicynalna J C-H w przeciwieństwie do wicynalnej stałej sprzężenia 
^H-^H Jest bardziej czuła na parametry strińcturalne (elektroujemnośó, he

teroatom, hybrydyzacja węgla) niż na eteryczne. Stwierdzono [l6j , że wicy

nalna stała sprzężenia C-H Jest większa dla atomów trans niż dla cis.
Można Ją wyznaczyć albo z widma rezonansu protonowego dla substancji wzbo- 

13gaconej w izotop C, albo z widma cmr dla substancji z naturalną zawar
tością tego izotopu. Schweizer 04] badał wicynalne stałe sprzężenia dla 
cytydyny i 6-metylocytydyny, natomiast Lemieux [ s] dla urydyny 1 JeJ cy

klicznych pochodnych.
Zależność wicynalnej stałej sprzężenia od kąta skręcenia podana Jest na 

wykresie 8.



z zależności tej wynika, że naj
większe W8u:tośoi J otrzymuje się w 
przypadku kąta 0° lub 180°, a nie
wielkie dla kątów bliskich 90°. Głów

ną korzyścią z wyznaczenia wicynalnej 
J Jest możność uzyskania przybliżonych 
wartości kątów skręcenia. Badając J 
w cytydynie i opierając się na wykre
sie podanym przez Lemieux, Schweizer 
stwierdził, że w cytydynie kąt skrę
cenia X = 25° odpowiednio do J = 3 Hz, 

a odpowiadający mu kąt dwuścienny 
między C-2 i HI Jest <|) = 30-35° (dla 

<j) = - 95°, X = - 35°). Obie te war

tości kątów znaleziono dla anti gli
kozydów. Dla 6-metylooytydyny stała 
J = 6 Hz - zgodnie z wykresem podanym 
przez Lemieux kąty:

X = 165° 
t = 105°

te wartości są charakterystyczne dla konformacji syn. Duży podstawnik - 
grupa metylowa przesuwa kąt konformacyjny do zakresu syn. Obie konforma

cje przedstawione są na rys. 9.

4>

Rys, 8. Zależność wicynalnej stałej 
sprzężenia od kąta skręcenia

HO OH

CM3

Rys. 9. Przedstawia konformację anti (a) i syn (b)



IV. STAŁA SPRZĘŻENIA ”C - ”P A KONFORMACJA NUKLEOTYDÓW 

Dane otrzymane z przesunięć chemicznych i stałych sprzężenia dla cy
klicznych nukleotydów są mniej pewne,4iiż dane protonowego rezonansu, Jed
nak są one wysteu^czające dla potwierdzenia konformacji uzyskanej innymi 
metodami. W tablicy podane są stałe sprzężenia dla serii 3', 5' cyklicz

nych nukleotydów [17 a].

Tablica IV

Stałe sprzężenia dla 3', 5' cyklicznych nukleotydów
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U C A G T

C 1'P < 0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

0 2'P 8,0 7,8 7,8 7,8 8,3
C 3'P 4,5 4,3 4,3 3,8 4,8

0 4'P 4,5 4,5 4,5 4,8 4,5

C 5'P 7,0 7,0 7,0 7,3 7,0

Stałe sprzężenia zawarte w tabeli są w przybliżeniu takie same dla ws^- 
stklch związków badanej serii, Z tego wynika, że konformacja rybozy i cy
klicznego pierścienia fosforanowego Jest podobna w tych związkach.

Wicynalna - P w nukleotydach Jest zależna od kąta dwiiściennego.
niż dla H- ^’p 

podatne na

13 31Ponieważ zakres sprzężeń - P Jest mniejszy (0-10
13 31(0-22 HzX więc zmiany stałych sprzężenia C - P są mniej

31 ‘ . 31zmiany kąta dwuściennego niż H - P. Przez analogię dla J H-H i H - P
można przypuszczać, że stała sprzężenia CP trans będzie duża (ok. 10 Hz), a 
gauche będzie mała (1-2 Hz), Takie wicynalne stałe podano w tabeli. Bada
nia pmr w roztworze wykazały, że cykliczny pierścień fosforanowy posiada 
konformację krzesłową. W konformacji tej atom fosforu Jest trans do 02',
a z danych C-13 mr wynika, że Jest 8,0 Hz - co wskazuje na sprzę-

'^C2* P
żenie trans. Stała P-C4'wskazuje na sprzężenie gauche. Geminalne stałe 

sprzężenia dla 3', 5' są różne, ale stałe dla całej serii (4.3 i 7 Hz){ 
spowodowane to Jest wpływem podstawników i różną gęstością elektronową 
wzdłuż drogi sprzężenia.
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DYSKUSJA

W dyskusji mgr M. Kręglewski poruszył problem przypisywania poszczegól
nym liniom ramanowskim określonych drgań w cząsteczce, ponieważ nie jest 
możliwe jednoznaczne stwierdzenie co to jest za typ drgania.

Ponadto zauważono, że w wyj»dku badań prowadzonych w roztworze wodnym 
w zakresie od 1500 do 1100 cm"’' następuje nałożenie się linii pochodzą
cych od drgań zginających wody z drganiami rozciągającymi wiązań podwój
nych w cząsteczkach zasad i ich pochodnych. Z tego też powodu interpreta
cja widm w tym zakresie jest bardzo trudna. Mgr A. Rafalskl stwierdził; 
że chociaż przypisywanie drgań poszczególnym grupom jest nieścisłe j jednak 
metoda ta została wykorzystana w spektroskopii w podczerwieni i przynosi 
wyniki pomagające w ustaleniach strukturalnych.





Maciej Stobiecki

SPEKTROSKOPIA RAMANOWSKA ZASAD 
PIRYMIDYNOWYCH NUKLEOZYDÓW I NUKLEOTYDÓW

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono możliwości zastosowania spektroskopii rama- 
nowgtkiej do badań podstawowych składników kwasów nukleinowych. Zostały po
ruszone problemy związane z przygotowaniem próbek i wpływ ich czystości na 
jakośó widm. Podano przykłady widm ramanowskich zasad pirymidynowych i 
purynowych oraz ich nukleozydów i nukleotydów w roztworach i w ciele sta
łym.

Przedstawiono także wyniki badań nad wpływem temperatury na intensyw
ność linii ramanowskiej.

W 1923 roku Staekal zwrócił uwagę na fakt, że w promieniowaniu rozpro
szonym oprócz fotonów o częstościach U ^ powinny się pojawić fotony o 
częstościach różnych od częstości promieniowania wzbudzającego. Z kolei w 
1925 roku Kramers i Heisenberg obliczyli na podstawie teorii kwantowo-me- 
chanioznej, że fotony te powinny mieć częstość ^ 1927 r, 
Dirac opracował kwantowo-mechaniczną teorię rozpraszania. Uwieńczeniem 
przewidywań teoretycznych było zaobserwowanie w 1928 r.przez Hamana tego 
zjawiska w cieczach (benzen) oraz przez Landsberga i Meindelsztama w kry

ształach kwarcu.
Składowa elektryczna promieniowania elektromagnetycznego oddziaływuje z 

cząsteczkami materii. Indukuje ona w molekule moment dipolowy jul który 
jest proporcjonalny do natężenia E składowej elektrycznej zmiennego pola 
magnetycznego,elektromagnetycznego, przy czym współczynnik proporcjonal

ności zdefiniowano jako polaryzowalność molekuł :

^ind = (1)

Płaczek opracoT/ał teorię polaryzowalnośoi, która pozwala na wygodny 
opis zjawiska Reuaana, według niej polaryzowalność jest to potencjalna zdol



ność przemieszczania się elektronu względem jąder atomowych w polu elek

trycznym.
Indukowany w cząsteczce moment- dipolowy musi drgać z częstością padającego 

promieniowania:
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ind ocE cos 2 rt \)„t o o
(2)

Jeżeli uwzględnimy zależność natężenia pola elektrycznego od częstości 
f ( o) i że polaryzowalność jest funkcją współrzędnej normalnej drgania 

oi^q)(przy założeniu, że wychylenie q jest bliskie zeru), pamiętając, że wy
chylenie q mienia się periodycznie wg wzoru

to

q = Qcos 2 TC t

>^ind “ Vo°°° 2 TT V^t + I (|Ł)^qe^cos 2TT(vJ^- v))t +

«®o°°° 2TT(N)^+vP)t

(3)

(4)

W tym wzorze tkwi wytłumaczenie zjawiska Hamana. Czyli drgający induko
wany moment dipolowy ma trzy podstawowe składowe + \J.Z praw 
elektrodynamiki wynika, że każdy drgający dipol jest źródłem promieniowa
nia o natężeniu I proporcjonalnym do kwadratu amplitudy jego drgań i do 

czwartej potęgi częstości drgań

Aind (5)

Dla pierwszej składowej otrzymujemy następującą postać:
I„ ~ V ^-cząsteczka w wyniku oddziaływania z promieniowaniem ele-
flay 0 0 0 ^

ktromagnetycznym pozostaje na tym smarnym poziomie energetycznym, jest to 
rozproszenie Hayleighowskie,dla drugiej składowej:
I ~ q2 (l^) - \?)^ - cząsteczka przechodzi na wyższy poziom
st d o o o

oscylacyjny - rozproszenie stockesowskie , dla trzeciej składowej:
I ~ q2 ^ ^j4 _ cząsteczka przechodzi na niższy poziom
ast d o o o

oscylacyjny - rozproszenie antystookesowskie.
Intensywność pasm stockesowskioh jest około 1000 razy mniejsza od in

tensywności pasm rayleighowskich, natomiast o stosunku intensywności pasm 
antystockesowskich do pasm stockesowskich decyduje stosimek obsadzeń oscy

lacyjnych poziomów energetycznych.



Z rozważań kwantowo-meohanicznyoh wynika, że integralna intensywność Xco 
pasma ramanowskiego związanego ze zmianą wibracyjnej liczby kwantowej 0—1 
i+tego drgania normalnego jest proporcjonalna do kwadratu pochodnej pola- 
ryzowalności względem współrzędnej normalnej
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\

(—)^ 
'd c^'o (6-)

Jest to reguła wyboru w widmie Hamana. Wynika z niej, że w widmie Hama
na pojawiają się pasma tylko tych drgań normalnych, w czasie których na
stępuje zmiana polaryzowalności. Przejście ramanowskie jest zabronione,gdy 
pochodna polaryzowalności jest równa zeru, (5^)^ “ 0, Sytuacja taka ma 

miejsce w dwóch przypadkach:
1. polaryzowalność nie jest funkcją współrzędnej normalnej oC ^ -f 

przypadek ten zachodzi,gdy wiązeuiie chemiczne jest całkowicie spolaryzo
wane, tzn. mamy do czynienia z wiązaniem jonowym, gdzie elektrony poru
szają się wraz z jądrem atomowym. Np. dla NaGl nie obserwuje się widma ra
manowskiego,

2. funkcja polaryzowalności w punkcie q = 0 ma ekstremum, wówczas 
q_0 = 0. Sytuacja taka występuje zawsze wtedy, gdy cząsteczki mają

środek symetrii, dla nich pewne drgania są aktywne w podczerwieni,a nie
aktywne w efekcie Hamana i odwrotnie.

Ważną rolę w widmach Hamana odgrywa polaryzacja promieniowania rozpro
szonego. Depolaryzacją promieniowania rozproszonego nazywa się zjawisko viy- 
nikające z anizotropii polaryzowalności cząsteczek lub grup atomów. Sto
pień depolaryzacji p jest określony jako stosunek intensywności promie
niowania rozproszonego, którego wektor elektryczny drga w płaszczyźnie
prostopadłej do wektora elektrycznego wiązki padającej, do intensywności 
promieniowania, którego wektor elektryczny drga w płaszczyźnie równoległej 
do wektora elektrycznego wiązki padającej:

■P ■ ^ (7)

Dla niespolaryzowanego promieniowania wzbudzającego stopień depolaryza
cji j - drgania może zmieniać się w granicach:

0<p

W praktyce oznacza to, że jeśli pasmo ramanowskie jest zdepolaryzowane



p= 6/7, to odpowiada ono drganiu asymetrycznemu lub zdegenerowanemu i ma 
małe natężenie, natomiast jeżeli pasmo ramanowskie jest spolaryzowane 
0 < p < —, to odpowiada ono drganiu w pełni symetrycznemu. Przy tym im bar
dziej wartość p jest zbliżormi do zera, tym wyższa jest symetria molekuły.

Od momentu>gdy źródłem promieniowania wzbudzającego są lasery,trudności 
związane z rejestracją widm Hamana zostały prawie całkowicie usunięte. 
Spektroskopia ramanowska jest szeroko wykorzystana w przypadku badań kwa
sów nukleinowych oraz ich komponentów. Widma próbek podstawowych składni
ków można rejestrować w postaci proszków, kryształów lub roztworów.

Musi być zapewniona wysoka czystość próbek przygotowywanych do badań 
metodą spektroskopii ramanowskiej z tego względu, że zanieczyszczenia aiaj- 
dujące się w próbce mogą powodować fluorescencję, która będzie nakładać się 
na linie ramanowskie substancji badanej uniemożliwiając ich odczy

tanie.
Szczególnie przydatnym rozpuszczalnikiem do badań spektroskopowych tą 

metodą jest woda, która posiada tylko jedną bardzo silną linię w zakresie
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od 3200 do 3600 cm 
175 cm"^

-1 natomiast pozostałe linie około 1640, 800 , 400 i

mają bardzo małą intensywność tak, że interferencja ramanowska 

aktywnych drgań wody w przedziale poniżej 3200 cm jest do zaniedbania. 
Aby otrzymać widmo odpowiedniej jakości,stężenie badanej substancji w roz
tworze powinno wynosić około 0,2 n/l, jednak ze względu na słabą rozpusz
czalność, szczególnie zasad,otrzymanie takich stężeń jest nie zawsze możli
we. Ka jakość widm roztworów ma również wpływ obecność stałych zanieczysz
czeń,dlatego też dla wyeliminowania efektu rozpraszania promieniowania 

wzbudzającego należy roztwory filtrować.
Spektroskopia ramanowska jest bardzo przydatną metodą instrumentalną do 

określania w jakich formach tautomerycznych występują zasady purynowe i 
pirymidynowe oraz ich nukleozydowe i nukleotydowe pochodne w roztworach 

wodnych.
W widmach poszczególnych zasad oraz pochodnych stwierdzono obecność spe

cyficznych linii, które zostały przypisane charakterystycznym drganiom 
pierścieni zasad. Dane te mogą być wykorzystane do identyfikacji specy
ficznych zasad w biomolekułach o nieznanym składzie. Obserwuje się syste
matyczne miany częstotliwości linii reunanowskich ze zmianą pH roztworów 
dla wszystkich pochodnych danej puryny lub pirymidyny. Tworzeniu się ka
tionu towarzyszy zawsze przesunięcie linii w kierunku wyższych częstotli
wości drgań rozciągających podwójnego wiązania, podczas gdy tworzeniu się 
anionu towarzyszy odpowiednie anniejszenie się częstotliwości. Występowa
nie tego zjawiska może być jedynie wytłumaczone przyłączeniem lub odłączę-



nlem protonów (deuteronów) raczej w miejscach azotów pierścieniowych, a 
nie zewnętrznych grup euninowych.Przyłączenie protonów do pierścienia zasad 
faworyzuje rozkład elektronów TT w wiązaniach podwójnych, podczas gdy usu
nięcie protonów powoduje delokalizację TT elektronów. Z kolei linie w za
kresie od 1200 dc 1300 om”^ odpowiadają drganiom rozciągającym wiązań 

pojedynczych pierścienia C-C i C-N. Podczas protonacji cząsteczki wzrasta 
charakter pojedynczego wiązania, stąd częstotliwość tych drgań maleje.

Badanie widm ramanowskich roztworów wodnych i w ciężkiej wodzie pozwala 
na uzyskanie większej ilości informacji strukturalnych wynikających z 
efektu podstawienia izotopowego,niż to miało miejsce w widmach uzyskanych 
metodą spektroskopii w podczerwieni.

Dotychczas przebadano zasady oraz 1-N podstawione pochodne w wypadku 
pirymidyn i 9-N podstawione pochodne puryn, gdzie podstawnikami mogą być 
atomy wodoru, grupa metylowa, pierścień rybozy lub 5'-fosforanu rybozy.

Widma ramanowskie tego typu związków można podzielić na dwa zasadnicze 
zakresy. Pierwszy od 1800 cm”^ do 1500 om \ w którym pojawiają się linie 

ramanowskie pochodzące od drgań rozciągających wiązań podwójnych między 
atomami. W różnych warunakoh rejestracji próbek,tzn. w stanie stałym, w 
roztworach wodnych i w ciężkiej wodzie oraz w roztworach alkalicznych za
wierających NaOH^ pochodne określonej zasady posiadają bardzo podobny układ 
linii, który zmienia się jednak wyraźnie ze zmianą środowiska.

Dla pochodnych uracyli stwierdzono, że w tym zakresie powinny się rów
nież pojawić linie związane z drganiami zginającymi w płaszczyźnie wiązań 
H-H, jednak Intensywność tych linii jest minimalna albo nie są one w ogóle 

rejestrowane. ’
Widma wszystkich t-N podstawionych pochodnych uracylu w roztworach cięż

kiej wody posiadają trzy linie, które są odpowiedzialne za rozciągające 
drgania wiązań podv<ójnych, ponieważ drgania zginające wiązań N-D w pozycji 
N(3) są przesunięte poza ten rejon. Linia około 1690 om”^ jest związana z 

drganiami grupy 0=0 przy węglu 2, a bardzo silna linia przy 1655 om” z 
drgeiniami rozciągającymi grupy karbonylowej w pozycji 0(4), najmniej in
tensywna linia jest przypisywana drganiom rozciągającym 0=0 w pierście
niu. Obserwuje się zasadnicze zmiany w widmie w wypadku analizy próbek w 
roztworach wodnych. Die stwierdzono rozdzielenia się linii pochodzących od 
drgań rozciągających grup karbonylowyoh w pozycjach 0(2) i 0(4). Pojawia 
się natomiast bardzo intensywna linia z maksimum przy 1680 om”\ Zmiany

te sugerują, że drgania grup karbonylowyoh są sprzężone z drganiami zgina
jącymi N-H w pozycji 11(3).

W roztworach zasadowych następuje przesunięcie linii widmowych w kie
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runku niższych częstotliwości na skutek deprotonacji cząsteczki w pozycji 
N(3) , 00 powoduje delokalizac ję elektronów JT między atomami pierśc.enia 

a grupami kar bonyl owymi O-C-H-C-0.
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Rys. 2. Widma ramanowskie pochodnych uracylu w stanie stałym
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-1Obszar widma od 1800 do 1500 cm~‘ jest identyczny dla wszystkioli 1-M 

podstawionych pochodnych uracylu zarówno w roztworach MaOH i NaOD. Odmien
ne widmo obserwuje się dla zasadowych roztworów uracylu. W tym przypadku 
na zmianę widma ma wpływ efekt podstawienia izotopowego. Matomiast w al
kalicznych roztworach 1,3-dwumetylouracylu nie obseruwje się żadnych anian 
w porównaniu z widmami w roztworach obojętnych. W wielu pochodnych krysta
licznych uracylu istnieją silne wiązania wodorov/e i dane uzyskane metodą 
spektroskopii ramanowskiej potwierdźją ten fakt. Wnioski te zostały popar
te tym, że między widmem ramanowskim krystalicznego 1-metylouracylu,a wid
mem roztworu występują poważne rozbieżności, a natomiast nie zaobserwowano 
podobnych różnic między widmem krystalicznego 1,3-dwumetylouracylu, w któ
rym tego typu oddziaływania nie mogą mieć miejsca, a widmami jego roztwo

rów w H^O i DgO.
Porównując widma ramanowskie 9-metyloadeniny i 9-metyloadenlffly—dg w

ciele stałym stwierdzono podobne własności spektralne obydwóch związków w 
zakresie od 1500 do 1600 cm“ . Ha tej podstawie wysnuto wniosek, że żadne 
z drgań w tym zakresie nie należy głównie do drgań nożycowych grupy HH . 
Z kolei w widmie IR 9-metyloadeniny występuje silne pasmo przy 1671 om , 
które zanika zupełnie w widmie 9-metyloadeniny dg również w widmach IR in
nych niedeuterowanych pochodnych adeniny występuje silne pasmo przy
1672 cm~\ które zanika po deuterowaniu. Stąd można wnioskować, że pasmo 

około 1670“^ cm w widmie IR ciała stałego odpowiada prawie czystym drga

niom nożycowym grupy HHg, które nie są obserwowane w efekcie Rwnana.
Widma pochodnych adeniny zarówno w roztworach wodnych jak i w ciężkiej 

wodzie, gdy następuje wymiana protonów w grupie aminowej na deuter , cha
rakteryzują się dużym podobieństwem, linie pochodzące od drgań wiązań po
dwójnych w cząsteczce występują przy tych samych częstościach. Pakt ten 
tłumaczy się brakiem sprzężenia drgań nożycowych grupy HH^ z drganiami roz

ciągającymi wiązań podwójnych.
Obniżenie pH lub pD badanych roztworói» powoduje systematyczne podwyż

szenie częstotliwości linii należących do drgań rozciągających C=H i C^. 
Sugeruje to wnikanie protonów lub deuteronów wprost w struktiroę pierście

nia prawdopodobnie w pozycji H(1).
Efekt podstawienia izotopowego został również wykorzystany do określe

nia rodzaju drgań dla linii przy 1665 cm ^ w widmie stałej cytozyny lub jej 

pochodnych. Z danych spektroskopii IR wynikało, że pasmo przy 1665 cm 
związane jest z drganiami nożycowymi HHg z powodu jego nieobecności w wid
mie pochodnych deuterowanych i przez analogię do pochodnych adeniny (pasmo 
przy 1671 cm~^) zostało podane takie rozwiązanie. Hatomiast w widmach ra-
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Bys. 3. Uldoa raBanowski* pochodnych adeniny w roztworach wodnych i w clęlklaj wodzie

Bys. 4. Widna rananowskie pochodnych adeniny w stanie atałyn

manoweklch adeniny nie ma odpowiednika tego pasma, a występuje ono w wid
mach pochodnych cytozyny zarówno w ciele stałym,jak i w roztworach wodnych 
i w ciężkiej wodzie. Znaczne natężenie tej linii ramanowskiej w pochodnych 
cytozyny sugeruje, że podstawowy udział ma nieco inne drganie niż drgania
nożycowe grupy NH . Widma deuterowanych pochodziych cytozyny wykazują silne 

2 -1 -1 
pasma IR przy około 1650 cm , co odpowiada pasmu 1665 om niedeuterowa
nych pochodnych, a małe przesunięcie częstotliwości sugeruje tylko nie
wielki wkład drgań grupy NH^. Z kolei grupa karbonylowa przy węglu w po-



zycji C(4) w pochodnych uracylu daje początek silnemu pasmu IH i linii ra
manowskiej około 1660 cm~\ Dlatego bardziej odpowiednie jest przypisanie 

tej linii w pochodnych cytozyny drganiom rozciągającym wiązań podwójnych.
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Rys. 6. Widna rananowskie pochodnych cytozyny w stanie stalyn

Badając widma pochodnych guanozyny w obojętnych roztworach wodnych i w 
ciężkiej wodzie stwierdzono, że występuje ona w formie 6-keto- 2-amino,

dla roztworu DgO 1Silnie spolaryzowana linia leżąca przy 1670 cm”^

1680 cm dla roztworów H^O została przypisana przez analogię do widm ura
cylu drganiom rozciągającym grupy kaybonylowej.
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Rys. 7. Widna rananowskie pochodnych guaniny w roztworach wodnych i w ciężkiej wodzie

Jeżeli w roztworze dominowałby tautomer w formie enolowej nie można by się 
spodziewać linii o częstotliwości odpowiadającej drganiom grupy karbonylo
wej. Gdyby natomiast dominowała iminowa forma tautomeryczna drgania grupy 
C=H-H nie występowałyby przy tak dużej częstotliwości, a ponadto efekt 
izotopowy spowodowałby większą zmianę częstotliwości.

W widmach zasad i ich pochodnych w zakresie poniżej 1500 om pojawiają 
się linie związane z drganiami rozciągającymi i zginającymi wiązań w 
cząsteczce. Pewne linie występujące w tym zakresie są charakterystyczne 
dla omawianych związków i mogą służyć do identyfikacji poszczególnych 
składników kwasów nukleinowych lub oligonukleotydów. W wypadku uracylu i 
cytozyny linie te pojawiają się w zakresie od 1200 do 1300 cm , są one 
przypisane drganiom rozciągającym pierścienia. Matomiaet specyficzne drga

nia pierścieniowe pochodnych adeniny i guaniny przypisane są liniom w 
okolicy 1300 cm”^ . Ponadto występują dla v/szystkich zasad charakterystyczne 
linie poniżej 800 om”^ : linia około 790 om~^- iroaoyl, linia 780 cm ^ - cy- 

tozyna, 720 cm”X adenina i linia poniżej 700 om ^ - guanina. Linie te są 

przypisane drganiom pulsacyjnym pierścienia i nie zmieniają swych często

tliwości podczas’zmian pH lub pB.
Poza drganiami pierścieniowymi dla wszystkich widm zasad i ich pochod

nych we wszystkich stanach skupienia i zakresach pH i pD w roztworach po
jawiają się linie charakterystyczne dla różnych środowisk.

Porównanie widm wodnych zasad i ich pochodnych z widmami nukleozydów 
i nukleotydów wykazuje ich duże podobieństwo. Wynika to z faktu, że linie



ramanowskie pierścienia ciśnrowego mają bardzo małą intensywność w stosunku 

do linii pochodzących od drgań atomów pierścienia zasady.
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Rys. 8. Wldoa raaanowskle ryboij v roztworze wodnyz i w ciężkiej wodzie

Jak można stwierdzić na podstawie rysunku widmo cząsteczki D(-) -rybozy 
ma tylko bardzo słabe linie ramanowskie przy 880, 1080 i 1125 om . Są one 
obecne również w widmach nukleotydów i nukleozydów. Słabe linie rybozy po
jawiają się z kolei jako silne pasma w widmie IH i są przypisywane drga
niom rozciągających C-C i C-0 w pierścieniu. W widmach nukleotydów pojawia 
się dosyć intensywna linia przy 980 cm~^ i bardzo słaba linia w pobliżu 

1100 om"*\ są one przypisywane drganiom rozciągającym grupy fosforanowej.

W widmach krystalicznych pochodnych zasad pojawiają się linie ramanow
skie w zakresie poniżej 400 om” , są one związane z szkieletowymi drgania
mi rozciągającymi i zginającymi. Między innymi stwierdzono, że w rejonie 
między 120 a 70 cm” pojawiają się linie o bardzo małej intensywności, 
przypisywane czystym drganiom rozciągającym wiązań wodorowych.

Metoda spektroskopii ramanowskiej dzięki możliwości wykonywania widm w 
roztworach wodnych pozwala na stwierdzenie,w jakiej formie tautomerycznej 
występują poszczególne zasady. Dla określenia równowagi tautomerycznej 
inozyny w roztworach wodnych wykonane zostały widma ramanowskie obojętnych 
roztworów Inozyny, 1-metyloinozyny i 6-O^etyioinozyny. Dwa ostatnie związ
ki posiadają podstawniki w pozycjach uniemożliwiających przemianę w drugą 
formę tautomeryozną i mają struktury odpowiadające formie ketonowej lub 
enolowej. W zakresie powyżej 1500 cm”^ dwa pierwsze związki posiadają 
cztery intensywne linie przy 1684, 1585, 1555 i 1512 cm”\

Szeroka linia w pobliżu 1680 cm” jest przypisywana drganiom rozciąga
jącym grupy karbonylowej, która określa formę ketonową, Hatomiast widmo 
6-0-metyloinozyny ma tylko dwie linie przy 1586 i 1508 om \

W zakresie poniżej 1500 cm” w widmach inozyny i 1-metyloinyzyny poja
wiają się linie ramanowskie przy 1390 i 1335 om”\ a w widmie 6-0-metylo
inozyny linie przy 1359 i 1307 om”\ Powyższe dane widmowe wskazują na po-
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8ys. 9. Widaa raunowskie w roztworze ^HgO, stężenie 0,25 H/l, p^H 7,5, a) 1-metylo- 
Inozyna, b) Inozyna, c) 6-0-metyloinozyna

dobną strukturę w cząsteczkach inozyny i jej 1-metylopochodnej. Ponadto 
w widmach dwóch pierwszych związków występuje linia przy 721 cm”, charakte

rystyczna dla formy ketonowej, przypisywana drganiom pulsującym pierście
nia, a linia ramanowska charakterystyczna dla formy enalowej pojawia się 
w 6-0-metyloinozynie przy 756 om”^. Brak w widmie inozyny linii przy 
736 cm”^ świadczy o tym, że w roztworze znajdują się one w ponad 99?^ w 

formie ketonowej.
Na kształt i intensywność linii ramanowskich w widmach roztworów wod

nych nukleozydów i nukleotydów mają wpływ zmiany temperatury. Obniżenie 
temperatury może spowodować następujące zmiany: 1) zmniejszenie intensyw
ności linii, jest to tzw. hypochromowy efekt Hamana, 2) wzrost ich inten
sywności, 3) przesunięcie częstotliwości lub 4) zmianę kształtu linii.

Na przykład dla pochodnych Inozyny wszystkie tego typu zmiany w widmie 
są odwracalne w zakresie od 0 do 85°C. Dotąd uzyskane informacje wskazują 

na to, że fakt wystąpienia różnic w widmie ramanowskim pod wpływem tempe
ratury nie jest spowodowany ani reakcjami protonacji lub deprotonacji, 
ani toż przesunięciem punktu równowagi tautomerycznej, a odwró-caluość 
tych zmian ze zmianą temperatury wyklucza możliwość wystąpienia oddzia
ływań chemicznych. Dlatego też przyjęto, że zmiany widma ramanowskiego 
zachodzą pod wpływem asocjacji cząsteczek, Wystaiplenie efektu hypęchromo- 
wego w widmie Hamana wskazuje na to,że efekt asocjacji cząsteczek 5'- fos
foranu inozyny przebiega' poprzez stakingowanie zasad. Natomiast różnice we 

względnych wartościach intensywności poszczególnych linii świadczą o róż
nym stopniu sprzężenia pomiędzy stanami wibracyjnymi i elektronowymi.

Obserwuje się również duży względny wzrost intensywności linii ramanow— 
sklej przy 820 om”^ przy obniżeniu temperatury. We wszystkich badanych
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Sys. 10. Widna rananowskie Ino-3'-P w roztworze H2O, stężenie 0,6 M/i, pH 7,5, a) w 
temperaturze 10°C, b) w temperaturze 85°C

dotychczas polirybonukleotydach i kwasach makieinowych intensywność linii 
o tej częstotliwości w widmach ramanowskich zależała od stopnia uporządko
wania badanego iikładu. Linia ta miała maksymalną intensywność w widmach 
układów uporządkowanych i malała ona ze wzrostem stopnia niouporządkowa- 
nia. Stwierdzono, że linie przy 820 cm ^ należy przypisać prawdopodobnie 

drganiom grupy fosforanowej w każdym mono- lub polirybonukleotydzie.
Wzrost asocjacji cząsteczek 5'- fosforanu inozyny w niższych temperatu

rach powoduje przesunięcie linii przy 1472 om~^ o 10 cm ^ w kierunku wyż

szych częstotliwości. Linia ta przypisywana jest sprzężanym drganiom 
pierścienia hipoksantynowego i zmiana jej położenia w kierunku wyższych 
częstotliwości wskazuje na usztywnienie wiązań w pierścieniu.

Brak jakichkolwiek oddziaływań na linię przy 980 cm“^ przypisywaną drga

niom grupy fosforanowej podczas zmian temperatury świadczy o tym, że grupa 
POj nie jest bezpośrednio związana z asocjacją cząsteczek nukleotydu i 
ma taką samą strukturę w wypadku staklngu zasad lub jego braku.

W roztworach w ciężkiej wodzie 5'- fosforanu inozyny w wyższych tempe
raturach następuje podstawienie atomu wodoru w pozycji 0(8) pierścienia 
przez atom deuteru. Spektroskopia ramanowska jest prostą metodą pozwalają
cą na badanie przebiegu tej reakcji (rys. 11). Na rysunku są przedstawione 
widma roztworów 3"- fosforanu inozyny w ciężkiej wodzie. W pierwszym przy
padku miało miejsce tylko nietrwałe podstawienie protonów w grupach NH i 
OH, natomiast w drugim nastąpiło podstawienie atomu wodoru deuterem w po
zycji C(8). Różnice w Intensywności linii przy I5O8 i 1330 cm są spowo
dowane podstawieniem atomu wodoru przez deuter. Obydwie linie należą do 
drgań rozciągających pierścienie sprzężonych z drganiami zginającymi wią
zania C-H w pozycji 0(8). Wymianie towarzyszy również pojawienie się li
nii przy 1483 cm”^ spowodowane sprzężeniem drgań rozciągających pierśoie-
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^2 2Kys. 11. Widaa raaanowskie Ino-5^-P w roztworze ngO, stężanie 0,6 M/l, p H 7,5jpo- 
■iary w teaperaturza 0°C; a) świeżo przygotowany roztwór, b) roztwór po ogrzaniu do

taaperatury 85°C

nia z drganiami zginającymi wiązania C-D. Na podstawie dotychczas zebra
nych informacji można dokonać pewnych uogólnień dotyczących widm rama
nowskich zasad i ich pochodnych. W większości wypadków drgania defor- 

macyjne wiązań N-H, N-D, NHg i NDg są bardzo słabe lub nj.ewykrywalne w 
efekcie Hamana, nie odkryto żadnych wyraźnych wyjątków,

W widmach roztworów tej grupy związków linie pochodzące od drgań roz
ciągających grup karbonylowych są odpowiednio szersze niż inne drgania 
rozciągające wiązań podwójnych. Ponadto linie te są silnie spolaryzowane 
we wszystkich przypadkach, podczas gdy linie innych drgań rozciągających w 
pierścieniu są na ogół mniej spolaryzowane.
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Marek Kręglewski

PROBLEMY TEORII WIDM IR 
SKŁADNIKÓW KWASÓW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

W rozdziale tym przedstawiono ogólne problemy teorii widm w podczerwie
ni, W oparciu o teorię przedyskutowano ograniczenia metody IR w badaniach 
struktury kwasów nukleinowych.

WSTĘP

Widma w podczerwieni cząsteczek mogą być analiźowane różnymi metodami 1 
z różnymi stopniami precyzji. W korzystnych przypadkach niewielkich czą
steczek, szczególnie dwuatomowych, możliwe jest przeprowadzenie dokładnych 
obliczeń wiążących obserwowane widmo ze strukturą cząsteczki. W innym 
skrajnym przypadku stosuje się tylko badanie jakościowe, empirycznie pozwa
lające stwierdzić obecność lub brak pewnych grup funkcyjnych. Między ty
mi podejściami istnieje wiele przypadków pośrednich, w których możemy po
sługiwać się metodami przybliżonymi. Stosowanie tych metod wymaga jednak 
dużej ostrożności ze względu na dużą ilość wprowadzanych przybliżeń.

Celem pracy jest przeanalizowemie problemów wyłaniających się przy sto
sowaniu do dużych cząsteczek obecnie dostępnej teorii widm w podczerwieni 
pod kątem poprawności opisu poszczególnych pasm IR oraz możliwości przewi

dywania zmiaui, jakie nastąpią w widmie w przypadku podstawienia lub mniany 
konformacji cząsteczki. Objętość pracy pozwala tylko na zasygnalizowanie 
tych problemów i wypunktowanie rysujących się nowych sposobów podejścia 
przy interpretacji widm w podczerwieni. Nie zostaną przy tym przedyskuto
wane zagadnienia intensywności pasm czy reguł wyboru, ponieważ wymagają 
one stosowania odrębnego aparatu matematycznego} wynikają mianowicie z 
rozwiązania równania Schródlngera czasowo zależnego.
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TEORIA WIDM W PODCZERWIENI

Cząsteczki chemiczne są zbudowane z jąder i z elektronów, między który
mi występują oddziaływania elektrostatyczne dające w wyniku trwały układ. 
Jak już założono,nie zostaną uwzględnione problemy reguł wyboru czy in
tensywności i wobec tego można ograniczyć się do rozpatrywania stanów sta
cjonarnych cząsteczek, tj. stanów o określonej energii. Pozwala to utwo
rzyć dla cząsteczki następujący hamiltonian (bez uwzględnienia spinu):

H = T + T + V (q,Q) 
J ®

O)

2
gdzie: operatorem energii kinetycznej jąder

T = '^^V72 jest operatorem energii kinetycznej elektronów
e

V - operatorem elektrostatycznego oddziaływania jąder i elektronów 
- masą b -tego jądra, m^ - nmisą £ -tego elektronu

Q,q- współrzędnymi odpowiednio jąder i elektronów

Dla tak postawionego problemu nie można w żadnym wypadku mówić o od
dzielnej energii elektronowej, wibracyjnej czy rotacyjnej. Sens fizyczny 
ma tylko dyskusja energii całkowitej cząsteczki. Jednak rozwiązanie równa
nia Scbrbdlngera dla pełnego hamiltonianu znaleziono na razie tylko dla 

cząsteczki
W wypadku dużych cząsteczek wprowadzić należy określone przybliżenia, 

z których najważniejsze jest przybliżenie adiabatyczne Zostanie ono

omówione bardziej szczegółowo.
Każdą fimkcję falową H* (q»Q) będącą rozwiązaniem pełnego równania 

SchrCdlngera

H III (q,Q) = E (q,Q)

można rozwinąć w szereg

V (q,Q) = (9,Q)X 1 (Q)

gdzie (ą»Q) są funkcjami własnymi "hamiltonianu elektronowego"

H(Q) = Tg + V(q,Q)

(2)

(3)

(4)



spełniającymi równanie

H(Q) (q.Q) = (Q) (9.Q)
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(5)

W-j^(Q) przedstawia wielkość, która byłaby równa pełnej energii cząstecz
ki, jeżeli jądra występujące w konfiguracji Q nie poruszałyby się.

Ponieważ masa najlżejszego jądra - protonu jest 1836 razy większa od 
masy elektronu,w przybliżeniu adiabatycznym zakłada się, że ruch elektronu 
odbywa się w uśrednionym polu jąder, tzn. jądra poruszają się tak wolno,
że elektrony "czują" tylko ich położenie, a nie prędkości. Jeżeli stany
elektronowe cząsteczki nie są zdegenerowane, założenie to odpowiada ogra
niczeniu się rozwinięcia (3) tylko do jednego członu, który zapiszemy w 
postaci:

f(q,Q) = ’iVt(q,Q)Xj (Q) (6)

(7)

(8)

Po podstawieniu flankoji (6) do równania (2) i po skorzystaniu z zasady 
wariacyjnej można znaleźć równanie na X ^ (Q) w postaci:

(Tj + Dg (Q)) (Q) = EXj (Q)

gdzie: Ug(Q) = Wg(Q) +[ V/dq

jest efektywnym potencjałem, w którym odbywa się ruch jąder.
Drugi człon prawej części wzoru (8) jest bardzo mały - rzędu m^/M^ i 

zazwyczaj jest zaniedbywany. Wtedy wewnątrzcząsteozkowy efektywny poten

cjał jest niezależny od masy jąder, co oznacza np. że Og(Q) nie zmienia 
się przy podstawieniu izotopowym.

Warto podkreślić, że w przybliżeniu adiabatycznym można całkowitą ener
gię cząsteczki podzielić na energię elektronową Wg oraz wibracyjno-rota- 
cyjną. Oznacza to, że taki podział energii jest konsekwencją określonego 
przybliżenia wynikającą z pozostawienia w rozwinięciu całkowitej funkcji 

falowej V (q,Q) tylko jednego członu.
W stosowanych dotychczas metodach teoretycznych dla dużych cząsteczek 

zakłada się, że drgania odbywają się wokół położenia równowagi. W tym wy
padku można efektywny potencjał zapisać w przybliżeniu harmonicznym:

Ug(Q) »iWg(Q) 'i ^s} (9)
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gdzie współrzędne są wybrane tak, aby nie występowały człony mieszane 
Q^Q^, Oznacza to, że każda z tych współrzędnych opisuje jedno drganie 
cząsteczki. Współrzędne takie nazywamy współrzędnymi normalnymi, drgania 
im odpowiadające drganiami normalnymi cząsteczki, a wyrażenie:

a Qo / Qo =0 (10)

stałą siłową <0 -tego drgania normalnego.
Pomijając ruchy translacyjne i rotacyjne cząsteczki, dla tak wybranego 

układu współrzędnych Q^, funkcja falowa drgań rozkłada się na iloczyn fiańt- 
cji oscylatorów harmonicznych poszczególnych drgań normalnych:

Xj(Q)
3H-6nrt (11)

gdzie 3N-6 Jest liczbą drgań normalnych nieliniowej cząsteczki zbudowanej 

z K atomów.
Można teraz równanie (7) rozseparowaó na 3W—6 równań opisujących poje

dyncze drgania normalne* Całkowita energia układu wynosi;

E = We° + z 6^

£o“ (v + 1/2) tco.

(12)

(13)

gdzie jest efektywną masą drgających jąder, a co^częstością drgań. Po
nieważ w eksperymencie obserwuje się też 3N-6 częstości, można określić 

łatwo stałe siłowe f^ .
Wydawałoby się, że nakreślona droga jest prostym sposobem rozwiązania 

problemu wibracji drobiny. Niestety w praktyce nie są znane współrzędne 
normalne cząsteczki z wyjątkiem kilku najprostszych przypadków. Dlatego 
też rozwinięcie potencjału efektywnego w szereg będzie bardziej skompli

kowane:

U_(R) = + 1/2 z: (Ho - ®uo^u o' AO

gdzie: (d W (R) \
u o 
MO

(U)

(15)

H mogą być teraz współrzędnymi kartezjańskimi, współrzędnymi symetrii lub 
innymi. W takim przypadku stałych (nawet gdy ) JsstJ
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(?N - 6)^^- (?M - 6j ^ _ 6,(5, . 5)

tzn. nie może być mowy o wyliczeniu ich z porównania z doświadczalnymi 
3H - .6 częstościami. Z tego też względu nie wolno przypisywać im żadnego 

sensu fizycznego.
Aby uniknąć tej trudności stosuje się przybliżone potencjały dla ruchów 

jąder w cząsteczce. Potencjały te uwzględniają tylko niektóre oddziaływa
nia atomów, a inne zostają pominięte. Do najczęściej stosowanych należą 
potencjały sił walencyjnych (VPP) i Ureya-Bradleya (UBPP). Oba stosuje się 
w obszarze przybliżenia harmonicznego. •

Przybliżenia te zostaną omówione na przykładzie prostej trójatomowej 
cząsteczki.

VPP DBIP
y \

X X -------- q_----------

Rys. 1. Modele potencjałów VFF 1 UBFF dla cząsteczki trójatonowej

Potencjał VPP uwzględnia tylko oddziaływania ze zmianą długości wiązania 

i zmianą kąta między dwoma wiązaniEuni:

^vPP““ii +

Potencjał DBPP uwzględnia jeszcze oddziaływania między niektórymi niezwią- 

zanymi bezpośrednio atomami:

U.DBPP
= a^l (q2 + q2) + ^ q2

Stałe a^^, a^^, k wylicza się przez porównanie z eksperymentem.Trzeba jed
nak wyraźnie podkreślić, że nie wolno przypisywać im ściśle określonego 
sensu fizycznego, ponieważ współrzędne , Qg, nie są współrzędnymi 
normalnymi, czyli a^^, a^2» drugimi pochodnymi energii elektrono
wej Ilg po odpowiednich współrzędnych. W praktyce oznacza to, że określe
nie stałych współczynników w potencjałach VPP lub UBPP dla jednej czą
steczki może spowodować duże błędy przy przeniesieniu tak wybranego zbioru 
stałych do innej, nawet podobnej, cząsteczki.



Z tego też względu stosuje się raz jeden,raz drugi model potencjału i 

niezwykle trudno jest przewidzieć ozy otrzyj się poprawne energie przejść 
wibracyjnych zwłaszcza dla związków zawierających tlen, azot,siarkę itp[^43-

PRZEGLĄD WYNIKÓW
Ze względu na wielkość cząsteczek kwasów nukleinowych ich badania teo

retyczne natrafiają na wiele trudności. Stąd też nie ma na razie prac teo
retycznych zajmujących się całością widma podczerwonego kwasów nukleino

wych [5].
W 1969 r. M. Tsuboi i in. [6] próbowali poprzez analizę widm w podczer

wieni niektórych t-RHA określić drugorzędową strukturę tego kwasu. Wyko
nano widma wzorcowe dla par zasad nukleinowych AU,GC oraz dla podstawowych 
nukleotydów U/IP, GMP, AMP, CMP. Tworząc teraz superpozycję tych widm w za
kresie 1400 do 1750 cm”^ starano się odtworzyć widmo t-RNA alaniny, wali- 

ny, metioniny i tyrozyny. Wyniki tej próby przedstawione są na rysunku 2 
przykładowo dla t-RNA alaniny.
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Rys. 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 omówiona szerzej, gdyż nie daje odpowiedzi 
na żadne z podstawowych pytań postawionych we wstępie, a poza tym trudno 
jest uzasadnić teoretycznie tę metodę. Sami autorzy przyznają, że nie 

uwzględnili obecności w t-RNA rzadkich zasad, których np. w t-RNA waliny 
jest aż 12 na ogólną liczbę 75 zasad. Co jednak wydaje się najistotniej
sze, nie da się uzasadnić teoretycznie, że intensywności odpowiednich pasm



w nukleotydaoh czy parach zasad pozostają niennienione w makrocząsteczce 
t-RHA, gdzie liczba oddziaływań oraz geometria są zupełnie inne. Widoczne 
to jest już zresztą na rysunku 2, gdzie przy 1650 cm ^ i 1690 cm nastą

piło odwrócenie względnej intensywności pasm.
Inne prace koncentrują się wokół analizy widm zasad nukleinowych. Wstę

pem do nich była obszerna eksperymentalna praca R.C. Lorda i G.J. Thomasa 
z 1967 r. [7], w której przedstawiono widma ramanowskie i niektóre pod
czerwone uracylu, adeniny, cytozyny, guaniny, ich nukleozydów, nukleoty
dów oraz pochodnych alkilowych wykonane w roztworach wodnych przy różnym 
pH i pD, a także w stanie stałym. Istotne jest zwrócenie przez autorów 
uwagi na obecność w widmie pewnych pasm charakterystycznych oraz na po
laryzację niektórych linii Ramana, co ułatwi określenie typów drgań odpo

wiadających tym liniom.
Pierwsze próby obliczenia częstości wibracji dla uracylu podjęli H.Susi 

i J. Ard w 1971 r. [s], a następnie w roku 1973 ci sami autorzy dla cyto- 
zyny C9j* ^ pracach ograniczono się tylko do analizy drgań w płasz
czyźnie pierścienia. Szerzej omówiona zostanie pierwsza z tych prac.

Punktem wyjścia były wykonane widma ramanowskie i IR polikrystaliczne
go uracylu, N,H-dwudeuterouracylu, C,C-dwudeuterouracylu i perdeuteroura— 
cylu (rys. 3, 4). Początkowo próbowano dobrać zbiór stałych siłowych dla 
pola sił Ureya - Bradleya metodą itaracyjną pO]. Żadne jednak z obliczo
nych częstości nie zgadzały się z występującymi w eksperymencie,a w szcze
gólności z drganiami CH i HH wyraźnie określonymi przez deuterowanie.

Rachunki wykonano więc dla pola sił walencyjnych, w którym uwzględnio

no następujące stałe siłowe:
a) szkieletowych drgań rozciągających dla wiązań CO, CC, CN, które ob

liczono ze wzorów LADD'a i innych [11^ i Deciusa [l2j wiążących sta

łe siłowe z długościami v/iązań,
b) drgań zginających, które przyjęto takie jak w acetonie, cis-olefi- 

nach i n-metyloacetamidzie,
o) pewnych oddziaływań między drganiami rozciągającymi oraz rozciąga

jącymi i zginającymi, których wartości wyjściowe przeniesiono z ben

zenu.
Sposób wyboru stałych siłowych przedstawiony jest na rysunku 5. Średni 

błąd obliczonych 83 częstości wyniósł 7,6 cm ^ (ok. 0,8^). Obliczone war

tości PED czyli podziału energii potencjalnej poszczególnych drgań są też 
zgodne z oczkiwanymi (por, tabela I), co można było stwierdzić dla drgań 
chEirakterystycznych drobiny, np. dla drgań rozciągających HH lub CH, Cie-
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II

JIa_j
I ■ I -j_ _ _ _ I- - - - - - !- - - - - - 1- - - - - - 1- - - - - - L-

3000 2500 2000 TW
I I ł_ _ _ U.J- - - - - 1- - - - - 1

500 100 cm-1

Rys, 3. Widma ramanowskie uracylu, N, N-dwudeuterouracylu, C, C-deuterouracylu, per-
deUterouracylu
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Rys, 4, Widma podczerwone uracylu, N, N-dwudeuterouracyłu, C, C-dwudeuterouracylu,
perdeuterouracylu
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H^7

'ęlfil!) ® ®Q 1 y

Rys. 5. Sposób wyboru stałych siłowych VFF w uracylu

nie-
skom-

kawą informacją są przedstawione przemieszczenia kartezjańskie dla 
których drgań w płaszczyźnie uracylu wyraźnie wskazujące na to,jak 
plikowane jest drganie odpowiadające jednemu pasmu absorpcji (rys.5). Jed
nak wielkości PED i przesunięć kartezjańskich obliczone są w przybliżeniu 

harmonicznym p3, 14^.

Tabela I

Obserwowanie i obliczone drgania normalne uracylu w płaszczyźnie (cm

lE Raunan Obi. Opis
1 2 3 4 5

1 3160 m 3130 3134 o NH sym. (99)

2 3160 m 3130 3131 \)NH 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 \)C^^=jO, vC=C sym. (68)

7 - 1611 1605 oC^^=jO, 0C=C niesym. (75)

8 1508 m 1507 1504 6NH^^j(68)

9 1453 s 1462 1465 V- pierścienia (61)

10 1417 s 1422 1424 (66)

11 1390 m 1398 1397 & CH sym. (62)
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ciąg dalszy tabeli I

1 2 3 4 5

12 1238 s 1236 1248 \) - pierścienia (86)

13 1217 w - 1211 6 CH niesym. (77)

14 1099 w 1104 1125 M - pierścienia (83)

15 1003 m 1010 1028 V- pierścienia (57)

16 993 m 988 980 0,5 _ pierścienia (77)

17 781 w 792 801 5 - pierścienia (58)

18 585 m 579 576 S - pierścienia (63)

19 565 m 558 564 & C=0 sym. (77)

20 550 s 540 536 S> - pierścienia

21 - 398 384 & C=0 niesym. (72)

\)- drganie rozciągającej 6 - drganie deformacyjne; liczby w nawiasach 
podają podział energii potencjalnej (PED); s,m,w - silne, średnie, słabe 
pasmo absorpcji.

Tabela II
-1,Obserwowane i obliczone drgania normalne cytozyny w płaszczyźnie (cm )

IR Raman Obi. Opis
1 2 3 4 _J____________ 5_____________________
1 3380 s 3354 3356 V NH^ niesym. (100)

2 - 3230 3240 v> NHg sym. (99)

3 3169 s 3176 3190 VMH (99)

4 - 3117 3121 njCH sym. (99)

5 - 3117 3114 nJCH niesym. (99)

6 1703 w 1694 1689 ĆNHg (90)

7 1662 vs 1655 1650 \jC=0 (68)

8 1615 s 1612 1616 vC=C (61)

9 1538 m 1533 1530 6 HH (50),o- pierścienia (28)
10 1505 m 1498 1496 V- pierścienia (56), 6 HH (I4)
11 1465 s 1462 1450 SCH (40), V C-N (20)
12 1364 m 1361 1344 n)C-N (38), 6 CH (43)
13 1277 m 1276 1295 6 CH niesym. (72)
14 1236 m 1247 1222 - pierścienia (98)
15 1100 w 1108 1126 pierścienia (52), pNH2(28)
16 1010 w 1011 1036 V- pierścienia (72)
17 994 w 990 1007 6 - pierścienia (81)
18 966 w 971 955 nJ- pierścienia (57) p HH2(46)
19 793 m 792 790 '0,(S - pierścienia (52)
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ciąg dalszy tabeli II

1 2 3 4 5

20 600 m 597 592 S - pierścienia (58)

21 549 m 546 560 <S 0=0, S C-H sym, (67)

22 533 m 533 533 6 - pierścienia (54)

23 - 400 386 6 0=0, 6 C=H niesym. (70)

N? - drganie rozciągającej 6- drganie deformacyjne; p - drganie skręca-] 
jące; liczby w nawiasach podają podział energii potencjalnej (FED); ys.s, 
m,w - bardzo silne, silne, średnie, słabe pasmo absorpcji.

Rys. 6. Przesunięcia kartezjańskie (strzałki podają amplitudy ruchu poszczagólnycij 
atomów w skali rozmiarów geometrycznych cząsteczki)

Podobne obliczenia wykonano także dla cytozyny f9l z tym że większość 

stałych siłowych starano się przenieść wprost z VPP dla uracylu. Jednak 
w tym przypadku wyniki wykazywały dużo gorszą zgodność z eksperymentem,] 
szczególnie w zakresie 1400 - 900 cm”^ (rys. 7, tab. II). Jest to zakre^ 

szczególnie złożonych drgań szkieletowych i deformacyjnych. 0 ich złoże 
noścl świadczy fekt, że deuterowanie zmienia wszystkie obserwowane częg
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Rya. 7. Obserwowane częstości Ramana i obliczone częstości cytozyny - A i cytozyny
d2 -B



toścl. Poza tym na uwagę zasługują informacje dotyczące badań krystalogra
ficznych cytozyny [3 5] • Okazuje się mianowicie, że wiązanie C-HH, ma dłu
gość 1,350 S i jest krótsze od wiązania C-N w pierścieniu cytozyny 
(1, 337 i) oraz dużo krótsze niż podobne wiązanie w aminach aromatycznych 
(l, 42 S), Trudno jest na razie wyjaśnić tak duże zmiany długości wiązań.

Osobnym zagadnieniem są badania spektroskopowe kryształów w dalekiej 
podczerwieni, tzn. w zakresie poniżej 250 cm ^ [16] . W 1970 r. I. Harada 

i R.C. Lord zbadali widma kryształów 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 dwóch modeli 

potencjału Ureya-Bradleya. W pierwszym modelu uwzględniono oddziaływania 
międzyoząsteczkowe tylko poprzez wiązania wodorowe, w drugim także poprzez 
daleko zasięgowe (do 3 oddziaływania van der Waalsa między atomami wo
doru. Pakt, że dla drugiego modelu uzyskano lepsze wyniki może wskazywać, 
że siły van der Waalsa dają istotny wkład do oddziaływań między zasadami 
nukleinowymi, chociaż z drugiej strony poprawa wyników może być tylko re
zultatem wprowadzenia dodatkowego pcurametru.
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PODSUMOWANIE

Z przytoczonych przykładów wynika, że najczęściej stosowana obecnie 
metoda analizy widm podczerwonych składników kwasów nukleinowych polega na 
przenoszeniu zbiorów stałych siłowych od jednej cząsteczki do drugiej. Dla 
małych cząsteczek stosunkowo łatwo można określić odpowiednie rodzaje drgań 
1 te informacje wykorzystuje się wprost w dużych cząsteczkach.Czy takie po
stępowanie jest jednak uzasadnione? W wypadku niewielkich cząsteczek meto
da ta daje wyniki zadawalające. Jednak już dla zasad nukleinowych pojawia
ją się trudności. Jak już wspomniano, przeniesienie zbioru stałych siłowych 
dla pola sił walencyjnych powoduje poważne błędy, a gdy zastosuje się pole 
.sił Ureya - Bradleya wyniki są nawet rozbieżne. Podkreślić przy tym na
leży, że drgauiia poza płaszczyzną pierścienia w ogóle w tym schemacie nie 
zostały zinterpretowane ani J.la uracylu, ani dla cytozyny [s, 9]. Przyczy

ną tych kłopotów jest przede wszystkim zły model drgań cząsteczki, oplsy- 
•wanej jako układ "kulek i sprężynek", oraz nieuzasadnione z punktu widzenia 
teorii przenoszenie stałych, które przecież w potencjałach UBPP i VPP są 
tylko zbiorami liczb pozbawionych głębszego sensu fizycznego, 00 było dys
kutowane w części poświęconej teorii. Z praktycznego punktu widzenia naj
poważniejszym minusem powyższej teorii jest brak możliwości przewidywania 
zmian w widmie przy zmianie konformacji cząsteczki.



Dyskusyjne jest także stosowanie przybliżenia harmonicznego, w którym 
zakłada si^, że drgania odbywają się w pobliżu położenia równowagi. Doty
czy to przede wszystkim drgań o szczególnej wartości dla interpretacji wid
ma IR - mianowicie drgań rozciągających CH i NH. Badając m.in. widma nad- 
tonowe benzenu [l7], amidów [18], piperydyny [19], stwierdzono, że drga
nia te są wyraźnie enharmoniczne.

Przyczyny niepowodzeń teorii widm w podczerwieni dla dużych cząsteczek 
mogą tkwić również głębiej, już w samyą założeniu przybliżenia adiabatycz
nego. Założenie prowadzące w konsekwencji do podziału całkowitej energii 
cząsteczki na energie elektronową i wibracyjno-rotaoyjną nie jest w pełni 
uzasadnione w układach zawierających atomy tlenu, azotu lub inne posiada
jące wolne pary elektronowe, które w istotny sposób zmieniają drgania dro
biny.Przypuszczenie takie potwierdzone jest np. przez obserwowane w wielu 
związkach pasmo Bohlmanna [20-24] lub przez fakt anomalnych długości wią
zań CN w cytozynie [15] , co wskazuje na istnienie silnych sprzężeń ele
ktronowo - wibracyjnych.

Nie są także wyjaśnione dostatecznie różnice występujące między widma
mi IR i Ramana. Niektóre pasma absorpcji w podczerwieni i linie ramanow
skie przypisyweme temu samemu drganiu są przesunięte nawet do 40 cm”^ 

względem siebie (por. tabl. I i II). Próbowano ten fakt tłumaczyó dla po- 
lipeptydów [25] różnymi warunkami wykonania widma IR i Ramana a stąd róż
nymi typami oddziaływań międzycząsteczkowych, lecz mogą to być efekty rzę
du kilku cm”^.

Jakie zatem widać możliwości rozwiązania powyższych problemów?
Dopóki nie zostanie stworzona nowa teoria widm podczerwonych dużych 

cząsteczek, należy przede wszystkim skoncentrować się na badaniach drgań 
charakterystycznych tzn. drgań słabo sprzężonych z resztą układu moleku- 
lairnego. Do ich opisu będzie można zastosować teorię drgań lokalnych za
proponowaną przez Siebranda i Henry'ego [17]. Dotychczasowe prace doty
czące szczególnie drgań rozciągających CH [17, 26] wykazały jej dużą przy
datność w wypadku badania drgań silnie anharmonicznych. Jednak do dalszych 
prac w tej dziedzinie potrzebne są dokładne widma nadtonowe (bliska pod

czerwień) badanych związków.
Pewne możliwości stwarzają też prace wiążące drgania normalne cząstecz

ki z jej strińcturą elektronową, co pozwala na obliczenie stałych siłowych 
niektórych drgań [27] , a także bezpośrednie wykorzystanie równania adia
batycznego [ 7]. Druga z tych metod jest wykorzystywana szczególnie szeroko 
przy badsiniu wiązań wodorov/ych między parami zasad. Obliczenie energii 
elektronov/ej pary zasad dla różnych pozyc ji protonu w wiązaniu wodorowym
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pozwoliło na uzyskanie krzywej energii potencjalnej dla drgania protonu 
w tym wiązaniu [28-30] . Znajomość potencjału umożliwiła obliczenie czę
stości drgań rozciągających N-H [30, 3l] • Wyniki są na razie jeszcze mało 

zadawalające, lecz wydaje się, że zastosowanie poprawniej szych metod , niż 
dotychczas stosowana prosta metoda WKB [^2] , pozwoli na uzyskanie dokład
niejszych rezultatów.
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DYSKUSJA

W dyskusji zwrócono uwagę na możliwość zastosowania do badań w IR dużych 
cząsteczek programów dostępnych w Quantum Chemistry Program Exchange , po
zwalających znaleźć współrzędne normalne dowolnej drobiny. Następnie omó
wiono wyniki zastosowania równania adiabatycznego do badań oddziaływań 
między składnikami dimerów, np. pary guanina-cytozyna. Przedyskutowano -tak
że trudności w przenoszeniu stałych siłowych między związkami zawierający
mi heteroatcmy, przy czym powołano się na wynik obliczeń badań dla krys2rta- 
łu tlcmocznlka, dla którego najlepsza zgodność częstości obliczonych z ob
serwowanymi wynosiła średnio tylko 7 cm"^. Zaproponowano, aby dalsze badei- 
nia rozpocząć od ustalenia geometrii analizowanych drobin, poprzez oblicze
nie minimum energii elektronowej dla różnych położeń jąder. Taki proces 
optymalizacji pozwoli na lepsze poznanie zależności między strukturą elek
tronową a wibracjami cząsteczek. Np: wykonany proces optymalizacji wyka
zał, że minimum energii cytozyna osiąga dla silnie skróconego wiązania 
C-NH^, co jest zgodne z badaniami krystalograficznymi.
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Kazimierz Jędrzejczak, Krzysztof Szyfter

ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI 
DO BADANIA STRUKTURY KWASÓW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

W referacie omówiono stan badań nad spektroskopią absorpcyjną w pod
czerwieni mono- i polinukleotydów, tRHA, RNA i DHA, Technika ta znalazła 
zastosowanie do określania struktury II- i Ill-rzędowej kwasów nukleino
wych na podstawie oznaczenia stopnia sparowania nukleozydów i asocjacji 
warstwowej zasad azotowych. Ustalenia podano w rozbiciu na dane dotycząee 
widm ciała stałego i roztworu. Szeroko potraktowano metodykę wykonywania 
widm w podczerwieni kvtasów nukleinowych.

1. WSTĘP

Zastosowanie spektroskopii w podczerwieni do badainia kwasów nukleino
wych pozwala uzyskać stosunkowo dużą liczbę informacji o ich strukturze 
molekularnej [i].

Każdy 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. Oczywiście w badaniach struktu
ralnych kwasów nukleinov;ych w postaci stałej nadal zasadniczą rolę odgrywa 
dyfrakcja promieni rentgenowskich, która pozwala wnioskować jednocześnie 
o strukturze przestrzennej cząsteczki. W przypadku badania kwasów nuklei
nowych w roztworach wodnych używano dotychczas spektrofotametrii w nad
fiolecie, ponieważ woda posiada dużą absorpcję w zakresie podczerwieni. 
Zastosowanie spektrofotometrów do podczerwieni wysokiej klasy (typ Beckman 
IR 7) pozwala jednak na uzyskanie dobrych widm kwasów nukleinowych również 
w roztworach wodnych. Należy sądzić, że pokonanie trudności aparaturowych 
uczyni metodę spektroskopii w podczerwieni bardziej popularną wśród bio
chemików.



2. WPŁYW NIEKTÓRYCH CZYNNIKÓW NA WIDMA W PODCZERWIENI KWA
SÓW NUKLEINOWYCH

a) Efekt deuterowania
Kwasy nukleinowe w postaci widm można niemal całkowicie deuterować po

przez wymianę z DgO w fazie gazowej. Mianowicie roztwór kwasu nukleinowego 
nanosi się na płytkę z AgCl lub CaPg, a następnie umieszcza się w eksyka- 
torze nad stężonym kwasem siarkowym w celu wysuszenia próbki. W ten sposób 
przygotowaną próbkę przetrzymuje się w komorze nad roztworem ^28, który 
nysycono stałym chlorkiem sodowym. Taka procedura pozwala na łatwą wymianę 
atomów wodom na deuter w fazie gazowej (za wyjątkiem wiązań C-H), przy 
czym wilgotność powietrza w komorze utrzymuje się wtedy w granicach oko

ło 75^.
Dzięki tej metodyce można porównywać deuterowane i niedeuterowane filmy 

o jednakowej grubości (rys. 1).
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Ry*, Vidaa absorpcyjne w podczerwieni filwów DHA i RHA w S2% wilgotności w po
staci niedeuterowanej i całkowicie deuterowanej

b) Wpływ wllgotnośl powietrza 
Prace Sutherlanda i Tsuboi [3, 4] wykazały, że widma w podczerwieni 

kwasów nukleinowych, zwłaszcza NaDNA, zmieniają się zastanawiające ze ania- 
ną wilgotności powietrza. Przy wzroście wilgotności od 0^ pojawiają się 
szerokie pasma pochodzące od H2O w rejonie 3400, 1640 i 700 om . Ma uwagę 
zasługuje fakt, że w wilgotnym powietrzu film wykazuje bardziej silny di
chroizm w całym zakresie widma niż w suchym powietrzu, przy czym wiele 
szerokich pasm staje się wyraźnymi z zaznaczoną subtelną struktittą.



Powyższe fakty wskazują, że filmy NaDNA adsorbują parę wodną z wilgotnego 
powietrza, co wiąże się z uzyskaniem bardziej uporządkowanej struktury.

Ilość wody zaadsorbowanej przez film można oznaczyć na podstawie inten
sywności pasma przy 3400 cm”^I Oznaczenie takie wskazuje, że zawartość 

wody wzbogaca o ok. 40^ suchy ciężar NaDNA (7 cząsteczek HgO na pojedyn
czy nukleotyd) w 79^ wilgotności względnej [S].

W celu utrzymania żądanej wilgotności, podczas wykonywania widm w pod
czerwieni, próbkę z filmem kwasu nukleinowego umieszcza się w specjalnie 
zbudowanej kuwecie (komorze) nad nasyconym solą roztworan DgO,kwasów nu
kleinowych o określonej wilgotności. Określoną wilgotność względną uzysku
je się przez zastosowanie odpowiedniego roztworu soli, co podają stosowne 

tabele [6].
Rys. 2 wskazuje przekrój kcmory.
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212
.15o) Wpływ podstawienia H

Próbkę DMA, w której praktycznie wszystkie atomy azotu zastąpione są
1 s .15N można otrzymać hodując bakterie na pożywce z dodatkiem MH^Cl jako 

źródle azotu [7].
Zasadniczo tak podstawiony DNA wykazuje widmo absorpcyjne podobne do 

DNA otrzymanego ze zwykłych bakterii. Pewne jednak maksima absorpcji DNA z 
N^^ są przesunięte nieco w stronę niższych częstotliwości,

d) Wpływ podstawienia o'
18 18Howard i Miles [sj otrzymali inozynę -6-0 , kwas inozynowy - 6-0 i

guanozynę — 6—0^^ poprzez enzymatyczną deaminację w D^O . Podstawione w 

ten sposób nukleozydy i nukleotydy posłużyły do znalezienia pasm absorp
cyjnych, w których zawarte są drgania rozciągające grup karbonylowych [s, ^.

W ten sposób znaczone nukleotydy zastosowcuio przy interpretacji widm 
kompleksów utworzonych między poli C i 5* - ®IP lub 5'dGMP [l0].

Uzyskane przesunięcia częstotliwości przedstawiono na rysunku 3,

noo 16S0

Sys. 3. Użycie specyficznego podstawienia izotopowego w celu interpretacji widna w 
podczerwieal kOBpleksu Bonomer polimer

e) w p ł y w pH (pD)
Porównano widma wodnych roztworów kwasów nukleinowych przy różnych pH 

[8, 11, 12] oraz widma filmów uzyskanych z roztworów o różnych pH [i 3, 14], 

Znalezione różnice w widmach są spowodowane prawodopodobnie protoniza- 

cją lub deprotonizacją zasad.

3. PRZEGLĄD WIDM IR DEUTEROWANYCH I NIEDEUTEROWANYCH 
DNA I RNA

a) Obszar 4000 - 2000 cm ^

Zarówno DNA, jak i RNA posiadają szerokie i silne pasmo w rejonie 
3400 em“^ (lub 2508 cm“^) dla pochodnych deuterowanych. Odpowiada to drga



niom rozciągającym grup OH (lub OD) zaadaorbowanych cząsteczek wody.
W rejonie tym występują również drgania symetryczne i asymetryczne grup 

NHg, pochodzących z adeniny, guaniny lub cytozyny - maksimum absorpcji 
przy 3300 cm~^ i 3100 cm”^ (po deuterowaniui 2500 i 2360 cm ^) 05].
Słabe pasmo przy 2920 cm”^ przypisuje się drganiom rozciągającym C-H w 

rybozie.
b) Obszar 1800 - 1500 cm 
Grupę silnych pasm w rejonie 1800 - 1500 om ' należy przypisać drganiom 

rozciągającym karbonylu C = 0 oraz drganiom szkieletowym i zginającym za

sad (rys. 4).
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Rys. 4. Widna absorpcyjne w podczerwieni trzech nukleozydów i czterech nukleotydów
w DgO w rejonie 1750 - 1500 cn~1

Silne i szerokie pasmo przy 1640 om~^ pochodzi od drgań nożycowych za

adsorbowanej H2O.
Bliższą charakterystykę tych pasm i pochodzenie przedstawia tabela 1.
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Tabela

Charakterystyka pasm absorpcyjnych w podczerwieni 
w rejonie 1750 - 1500 om“^ kwasów nukleinowych

Zasada
Położenie pasm 

(cm“’) Intensywność Charakterystyka

Adenina 1665 silne drgania zginające NHgi

1605 silne rozciągające C^

1573 słabe

Uracyl 1700 silne drgania rozciągające C=0

1680 silne drgania deformacyjne NH

1650 silne drgania rozciągające grup

1620 słabe C=0 i C=C

TymIna 1720 silne drgania rozciągające 0^=0

1660 silne drgania rozciągające 0^=0

1575 słabe drgania pierścienia

Guanina 1690 silne drgania rozciągające C=0

1630 słabe drgania nożycowe grup NH2

Cytozyna 1700 słabe drgania nożycowe grup NHg

1647 silne drgania pierścienia

1603 silne drgania pierścienia

1585 słabe drgania pierścienia

-1c) Obszar 1500 - 1000 cm 
Na uwagę zasługuje silne pasmo przy 1220 cm ' przypisywane-1 drganiom

rejonierozciągającym grup P0„ [3, 4] , natomiast kilka słabych pasm w 
_1 2

1100 - 1000 cm odpowiada drganiom symetrycznym grupy fosforanowej oraz 
drganiom rozciągającym dezoksyrybozy lub rybozy,

d) Obszar 1000 - 700 cm~^

W tym rejonie znajduje się kilka pasm pochodzących od drgań zasad typu 
out-of—piane, zwłaszcza w rejonie 800 - 760 cm ^ widma niedeuterowanych 

DNA 1 RNA.
Silne pasmo przy 967 cm“^, średnie przy 890 cm"^ i słabe przy 830 cm“ 

obserwuje się dla każdego DNA, zarówno niedeutercwanego, jak 1 deuterowa- 

mego.



4. ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI DO BADANIA STRU
KTURY KWASÓW NUKLEINOWYCH W STAŁYM FILMIE

a) Widma w podczerwieni dla DNA
Widma w podczerwieni soli sodowej kwasu dezoksyrybonukleinowego zostały 

wykonane po raz pierwszy w 1949 roku przez Blout'a i Fields'a [l6],

Sutherland i Tsuboi [3] wykonali serię pomiarów używając promieniować 
nia spolaryzowanego dla badania zorientowanych filmów NaDNA przy dwunastu 
różnych wilgotnościach. Skorelowali oni swoje wyniki ze stridrturą zapropow 

nowaną przez Watsona i Cricka.
Falk 08] znalazł interesujący fakt: przy wzroście względnej wilgot-

_ -1noścl od 0 do 65% następuje przesunięcie pasma POg z 1240 do 1220 om. , 
przy czym nie obserwuje się dalszych zmian poniżej 65% wilgotności względ
nej. Jednocześnie przy wzroście wilgotności pomiędzy 0 1 60 % dwa pasma 
przy 1066 i 962 cm~^ są przesunięte odpowiednio do 1052 i 970 om \ Bów- 

nież w rejonie 1720 - 1550 cm“^ występują zmiany spektralne przy 65% Wil

gotności względnej.
Według autora powyższe fakty zdają się świadczyć, że przy wilgotności 

poviietrza od 0 do 65% woda adsorbuje na punktach obsadzonych przez grupy 
P0~ Na'*' i tleny w grupach POC i COC. Przy dalszj-m wzroście wilgotności

powietrza następuje uzupełnienie hydratacji łańcucha przez ok. 6 cząste
czek wody, po czym zaczyna się hydratacja zasad. Wykazano, że hydratacja 
jest niezbędna do parowania zasad przy tworzeniu helisy.

Świadczy o tym silne pasmo przy 1705 om ^ pojawiające się przy 75% wil

gotności i wyższej (rys. 5).
Pasmo powyższe jest nieobecne w widmie DNA z faga f.j (o pojedynczej ni

ci) oraz znika w widmach filmu otrzymanego z wodnych roztworów DNA o 
podwójnej nici po działaniu dezoksyrybonukleazą, po denaturacji cieplnej 
lub działaniu formamidem [l9].

b) Widma w podczerwieni transferowych 

kwasów nukleino v;ych
Wykonano pomiary absorpcji w podczerwieni [20] deuterowanych filmów 

czterech specyficznych tRHA:
1) alaninowego tRNA z T.utilis [2l] ,

2) walinowego tRNA z T.utilis [2l] ,
3) metioninowego tRNA z E.coli [2^ ,

4) tyrozynowego tRNA z E.coli [zŻl .
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Rys. 5. Widma absorpcyjne w podczer
wieni filmu NaDNA z grasicy cielęcej 
w zaleiności od wilgotności wzglę

dnej

Rys. 6. Widma absorpcyjne w podczerwieni fil
mów tRNA przy 92K wilgotności względnej. 
Linie przerywane odpowiadają widmom obliczo
nym przy założeniuiala 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 względami dane opektralne wymienionych czterech tRNA 
bardzo podobne, występują jednak pewne różnice w rejonach 1750 - I4OO cm' 
i 840 - 760 cm“^.

są
1

Analizowane tutaj dane spektralne odznieroiedlają ilość par AU i GC craz



Ilość niesparovjanych zasad A, U, G i C w każdym tRNAJJaksimum absorpcji np. 
przy 1690 cm” przypisuje się głównie parom zasad AU i GC, podczas gdy 
absorpcje przy 1655 i 1625 cm”^ pochodzą głównie od niespaxowanych zasad. 

Widma teoretyczne wymienionych kwasów tRNA obliczono wg metody opisanej 

przez Thomasa [23] •
Metoda ta służy do obliczenia ilości zasad sparowanych i niesparowanych, 

które uczestniczą w strukturze drugorzędowej 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 powyższych krzywych wzorcowych 
obliczono widma teoretyczne dla każdego z badanych tRNA, które hyły w 
zgodności z widmami obserwowanymi (rys. 6).

Porównanie ilości zasad sparowanych i niesparowanych^ obliczonych na 
podstawie amalizy obserwowanego widma IR z ilością zasad pochodzących z 
modelu liścia koniczyny d^a tych czterech rodzajów tRNA o ssnanej struktu
rze^ potwierdziło słuszność przyjęcia powyższego modelu struktury drugo
rzędowej .

5. ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI DO BADAŃ STRU
KTURALNYCH KWASÓW NUKLEINOWYCH W ROZTWORACH WODNYCH

W spektroskopii w podczerwieni do badania roztworów nukleotydów, poli- 
nukleotydów i kwasów nukleinowych jako standardowego rozpuszczalnika uży

wa się DgO z następujących przyczyn:
1) ciężka woda w przeciwieństwie do H^O jest przepuszczalna w IR w re

jonie wiązań podwójnych,
2) pozwala bezpośrednio zastosować otrzymane wyniki do wodnego środo

wiska, w którym zachodzą reakcje biologiczne,
3) pozwala obserwować cząsteczki nierozpuszczalne w organicznych rozpu

szczalnikach, a które reaigują tylko w wodnych roztworach.
Grubość warstwy roztworu dobiera się jako 0,05 nna, przy czym stężenia 

kwasów nukleinowych muszą być dość wysokie, rzędu przynajmniej 0,05 M 

(1.5^), a więc Ok, 25 mg/ml.
a) Widma wodnych roztworów DNA
Krzywe absorpcji w podczerwieni roztworów DNA w DgO w zależności od 

temperatury przedstawiono na rysunku 7.
Porównanie powyższych widm potwierdza fakt, że przy cieplnej denatu- 

racji następują liczne aniany spektralne [24, 25]. Polegają one m.in. na 
zniknięciu pasma absorpcji przy 1690 cm”^ i pojawieniu się nowego przy 

1660 cm
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Rys. 7. Widma absorpcyjne w podczerwieni roztworów DNA z grasicy cielęcej w zależ
ności od temperatury

Obserwacja intensywności tych pasm pozwala wyznaczyć termiczne przejś
cia cząsteczek DWA z formy helisowej do kłąbkowej [26, 27]. Podobne zmiany 

spektralne znaleziono vie widmach kwasów nukleinowych po denaturacji spov/o— 
dowanej działaniem dezoksyrybonukleazy, alkaliami [25] lub formamidem [26]. 

Korzystając z metod IR ozncczono temperaturę przejścia formy helisowej do 
kłąbkowej jako 89,6 + 0,5°C dla 10^ roztworu DNA z grasicy cielęcej 

0,15 M KOI w DgO.
b) Widma w podczerwieni roztworów ;

bosomalnego RNA.
Thomas [23] przeprowadził dokładne badania w podczerwieni rybosomal- 

nego RNA z drożdży oraz widma fragmentów wytworzonych przez kontrolowaną] 

degradację tego kwasu (rys. 8).
Wspomniany autor opracował metodę analizov/ania widma eksperymenx^ilnegoI 

w obszarze 1750 - 1550 cm”^ w D^O korzystając 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 odpowiadające: 0,35 GC + 0,29 AU + 0,125 AMP + 0,115 GNP + 0,095 GMP +

+ 0,025 CMP

Przy użyciu tej metody wykazano, że 25^ ogólnej ilości zasad w ryboso- 
malnym RNA wiąże się w pary AU i 35^ w pary GC, pozostają zaś pewne ob
szary niesparowane, co jest w zgodności z wcześniejszą analizą rentge- 
nograf ic zną [28] .

c) Widma w podczerwieni roztworów tRNA
Badano w podczerwieni roztwory formylometionylo tRNA z E.coli i izoleu- 

cylo tRNA z T.utilis w ciężkiej wodzie [29] . Otrzymane widma przedstawiono 

na rysunku 9.
Widmo obserwowane w 33°C jest w zgodności z widmem teoretycznym, przy 

założeniu struktury liścia koniczyny. Badano również "krzywe topnienia" dla 
metioninowego tRNA z E.coli obliczone na podstawie intensywności charakte-< 

rystycznych pasm absorpcji (rys. 10).

"Krzywe topnienia" otrzymane na podstawie stosunku intensywności pasm 
1687/1652 cm”^ nie pokrywają się z krzywymi opartymi na pomiarze intensyw
ności pasm: 1520/1500 cm“\ tzn. "topnienie" w ostatnim przypadku nastę

puje w nieco niższej temperaturze.
Autorzy nie podają jednak wytłumaczenia zaobserwowanych faktów.
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Rys. 9. Widma absorpcyjna w podczerwieni roztworów metioninowego tRHA z E.coli z
dodatkiem 0,005 M Mg+2

Rys. 10. Krzywe topnienia met tRNA z E.coli 
lima ciągła: roztwór 0,2 M NaCl ♦ 0,005 H HgCl3 + 0,001 H kasodylan sodowy (pD=7,6) 

linia przerywana: roztwór 0,2 M NaCl + 0,001 M kakodylan sodowy (pDw7,5-)
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Andrzej Dobek, Adam Patkowski

BADANIE STRUKTURY KWASÓW NUKLEfNOWYCH 
PRZY POMOCY SPEKTROSKOPII RAMANA

STRESZCZENIE

Przedstawiono ogólne zasady badania Il-go rzędowej struktury kwasów nu
kleinowych przy pomocy spektroskopii ramanowskiej. Omówiono krótko histo
ryczny rozwój tych badań. Zebrano w tabeli charakterystyczne częstości 
pasm ramauiowskich dla roztworów tSMA w H2O i D2O, na podstawie widm miesza
niny tRNA z drożdży, w zależności od temperatury. Podano aniany natężen^ 
pe^ych pasm związane ze anianą temperatury, pH (pD) 1 stężenia Jonów Na i 
Mg , Wykazano, że na podstawie tych danych można wyciągnąć wiele wniosków 
dotyczących Il-go rzędowej struktury kwasów nukleinowych.

I. WSTĘP

Drgania molekularne, poza spektroskopią absorpcyjną w podczerwieni, 
można także badać przy pomocy widm Ramana, W widmach tych, oprócz pewnych 
pasm obserwowanych w IR pojawiają się nowe, odpowiadające przejściom wzbro
nionym w podczerwieni. Zastosowanie laserów, techniki filtrów jodowychfl] 
i monochromatorów o dwóch lub trzech siatkach pozwala badać przesunięcia 
częstości dla światła rozproszonego od 0.003 do 3000 cm“^ (10^ - 10^^ Hz), 

a dla roztworów wodnych w zakresie 200 - 3200 cm~ . W przedziale tym widmo 
ramanowskle kwasów nukleinowych składa się z około 30 pasm, które mają 
małą szerokość połówkową (10 - 40 cm ) 1 są stosunkowo łatwe do rozsepa- 
rowania. Użycie roztworów D^O pozwala badać pasma Ramana w obrębie pasm 
HgO, a także efekt izotopowego podstawienia w całym zakresie widma,

Badeinie słabych pasm Ramana możliwe jest dzięki rezonansowemu efektowi 
Ramana [2], który przejawia się we wzroście natężenia światła rozproszone

go, gdy częstośó światła wzbudzającego zbliża się do częstości pierwszego 
pasma absorpcyjnego.

Rozpatrywanie struktury kwasów nukleinowych ułatwione jest z powodu



występowania hypoohromianu ramanowskiego, analogicznego do występującego 
w UV dla tych związków. W oparciu o reguły wyboru, sformułowane na grun
cie teorii grup, podana jest polaryzacja drgań wiązań cząsteczek o danej 
symetrii. Ułatwia to przypisywanie pasm Ramana poszczególnym składnikom 
kwasów nukleinowych. Teoretycznie obliczony stosunek depolaryzacji powi
nien zawieraó się w granicach 0 - 6/7, a stwierdzony doświadczalnie dla 

kwasów nukleinowych nie przekracza 3/4.
Głównymi niedogodnościami eksperymentalnymi spektroskopii Ramana są 

wymacane stosunkowo duże stężenia próbek (np. dla tRNA powyżej 1.9!^) i ich 
wysoka jednorodnośó optyczna. Dodatkowym warunkiem uzyskania dobrego wid
ma jest jak najmniejsza fluorescenoja próbki.

II. BADANIA RAMANOWSKIE KWASÓW NUKLEINOWYCH

Badania ramanowskie kwasów nukleinowych zapoczątkowane zostały przez 
R.A. Malta [3] , który posługiwał się klasycznym źródłem światła. Badania 
te nie mogły daó wówczas żEidnych dokładniejszych informacji o strukturze 
cząsteczek, ponieważ nie ma teorii, która pozwoliłaby interpretować dane 
eksperymentalne dla tak złożonych układów. Dlatego w następnych latach 
duży nacisk położono na badania składników kwasów nukleinowych i związków 
modelowych [4-8], na których obecnie oparta jest interpretacja widm natu
ralnych kwasów nukleinowych. Prace dotyczące biologicznie czynnych czą
steczek zapoczątkował G.J. Thomas, Jr. badając widma roztworów wodnych 
rRNA z E.coli [9, 10]. Wkrótce potem grupa M. Tsuboi [l I] otrzymała widmo 
tENA®^®!' 2 E.coli. Poprzez porównanie tego widma z widmami polirybonukle- 

otydów można było przypisać poszczególnym składnikom tRNA odpowiednie pas
ma rameuiowskie. Nie wszystkie pasma udało się w ten sposób oznaczyć z po
wodu niejednoznaczności wynikłych z przesunięcia częstości i zmian natęże
nia. Inna grupa (E.W. Smali i in. [l2] ) doniosła w tym samym czasie o 
badaniach konformacji cząsteczek mieszaniny tRNA z drożdży w zależności od 
temperatury. Analogiczne badania wykonano dla molekuł tRNA , tRNA i 
tRNA^^® z E.coli [13]. Wyniki tych eksperymentów potwierdziły dane doty

czące ilości sparowanych i stakingujących zasad otrzymane innymi meto
dami* Wykazały też istnienie pasm ramanowskich, których natężenie zależne 
Jest od zmian konformacji cząsteczki wywołanych zmianami temperatury*
Ostatnio zbadano kilka dalszych specyficznych tRłJA z K*coli [14] • Stwier
dzono, że tRNA®^'^, tRNA*^^®, tRNA^*^®, tRNA^®* i tRNA^®^ mają ogólną struł 

turę drugorzędov/ą taką samą i zav/ierają średnio 84-4^ nukleotydów w re
jonach uporządkowanych* Równocześnie doniesiono o badaniu naładowcinego i
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nlenaładonanego tRNA^^® z drożdży D5]« Zauv?ażono, że w obu wypadkach ujaw

niają się duże różnice w asocjacji warstwowej zasad, zwłaszcza adeniny. 
Obecnie prowadzone są dalsze Intensywne badania związków modelowych,

które są niezbędne dla dokładniejszej interpretacji otrzymywanych równo-
\

cześnle widm naturalnych k.v:isów nukleinowych.
Dla dokładniejszego zilustrowania sposobu interpretacji eksperymental

nych widm Ramana kwasów nukleinowych oraz metod pozwalających wyciągać 
wnioski o strukturze badanych cząsteczek, omówimy szczegółowo widmo roz
tworu tRNA.

1. BADANIA tRNA

Tabela

Częstości ramanowskle, ich oznaczenia 1 charakterystyka dla 
roztworów mieszaniny tRNA z drożdży w HgO i DgO

Częstość
(cm"^)

pasma
Przynależność Zmiany pod wpływem 

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 oddziaływania 
G-szlelet

silny spadek natężenia

727 718 nie zasocjowane 
warstwowo A

umiarkowany wzrost 
natężenia

759 753 oddziaływanie
G-szklelet

zanika

786 777 C, U umiarkowany wzrost 
natężenia

814 812 O-P-0 dwuestrowe symetrycz
ne rozciągające - miana 
uporządkowania szkieletu

przesunięcie
częstości

841 ryboza-fosforan
3k. 869 rybo za-fosf oran

917 913 ryboza-fosforan



226

Częstość (cm )

Rys, 1. Widna ramanowskie mieszaniny tRNA v 0^0 przy pH 7,2 dla różnych temperatur
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1 2 3 4

977 981 ryboza-fosforan duży spadek natężenia

1000 994

1049 1C42 0-0 rozciągnięcie 
ryboza-fosforan

umiarkowany spadek 
natężenia

1101 1101 0—PJ-IO symetryczne 
rozciągające

1132 1140 rozciągające przy 
węglu 2'rybozy

1160 ryboza-fosforan zanika

1180

1240

1253 1254

rozciągające zewnątrz 
zasady - C-N 
nie zasocjowane 
warstwowo U
G, A

umiarkowany wzrost 
natężenia
duży wzrost natężenia
mały wzrost natężenia

1299 1303 nie zasocjowane 
warstwowo A

mały wzrost natężenia

1323 1313 nie zasocjowane 
warstwowo G

mały wzrost natężenia

1340 1344 nie zasocjowane 
warstwowo A

umiarkowany wzrost 
natężenia

1374 1370 nie zasocjowane 
warstwowo G, A

umiarkowany wzrost 
natężenia

1419 G, A

1466 ryboza

1485 1478 G, A} nie zasocjowane 
warstwowo G

mały wzrost natężenia

1503
1512 1524 A

1534 nie zasocjowane 
warstwowo G, C

umiarkowany wzrost 
natężenia

1576 1578 G, A

1620 1
1655 [c = 0 rozciągające

1684 J

W oparciu o widma pokazEme na rys. 1 1 opisane w tabeli X można wykre
ślić krzywe topnienia dla wybranych pasm ramanowskich i opisać aniany kon
formacji na podstawie wyników uzyskanych dla polirybonukleotydów.

a) Krzywe topnienia
Na podstawie widm Ramana otrzymanych dla specyficznych tRNA z E.coli wy
kreślone są krzywe topnienia na rys. 2.
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Porównując krzywe topnienie dla
tRNA^®^ i tHNA®'®* z E.coli dla

-1

JO M 100 M 58"

Temperatura (^Cj

Rys. 2. Krzywe topnienia
—1 \ ^dla pasm: a) 670 cm ; b; 812 cm ; 

1578 cm"^} d) 780 cm"”'

tRNA™®* w DgO

sunku 2,
O owet przy 90 C, kiedy natężenie w porównaniu z widmem przy 2 C

46?S. Ten duży hypochromizm zgodny jest ze 
tRNA^®^, w której miejsca G mogą byó w dużym stopniu w konfiguracji

pasm 1688, 1658, 1578, 812 i 670cm 
stwierdzono, że są one podobne, co 
sugeruje, że podobne też są zmiany 
struktury drugo- i trzeciorzędowej 
dla tych dwóch tHMA w zależności od 
temperatury. I tak aniany natężenia 
w przedziale 1600-1700 cm”^ poja

wiają się w wyniku zerwania wiązań 
wodorowych w sparowanych zasadach 
podwójnie skręconych odcinków Qo]. 
Wzrost natężenia pasma 780 cm o 
1C^ jest wynikiem przejścia pirymi- 
dyn (w większości C) w konfiguracje 
niesparowane i niezasocjowane wars
twowo. Proces ten jest w zasadzie 

o_ ... ry- 
na-

wzrosło o 
strukturą liścia koniczyny

spa-

skończony w 70 C, co widać na 
Krzywa topnienia pasma 1578 cm”^ nie posiada jednak plateau

rowanej i zasoojowanej warstwowo nawet w wyższych temperaturach. Anomalna 
zmiana pasma 670 cm~^ nie da się wytłumaczyć zwykłym efektem hypochromo- 
wym. Przebieg zależności natężenia pasma 812 cm”^ od temperatury świadczy 

o stałej zmianie konfonnacji szkieletu tRNA ® w zakresie 2 - 90®C,

b) Drgania grupy fosforanowej 
W widmie Ramana kv;asów nukleinowych pojawiają się dwa pasma o średnim na
tężeniu, odpowiadające symetrycznym drganiom rozciągającym -0-P-0-(w przy
bliżeniu 814 cm”^) i O—pUo" (w przybliżeniu 1100 cm [9, 16] grupy 

fosfodwuestrowej. Oba pasma pojawiają się zarówno w widmach roztworów H^O 
jak i D2O. Stwierdzono, że kiedy uporządkowanie uwodnionego RNA wzrasta 
przy dodaniu jonów przeciwnych lub przy obniżeniu temperatury, to zwięk
sza się również natężenie pasma 814 cm i przesuwa się ono nieznacznie w 
częstości. Efekty te przypisywane są mianie średniej konfiguracji wiąza
nia dwuestrowego w szkielecie RNA. Równocześnie linia 1100 om ^ pozostaje 

w zasadzie niezmieniona. Podobnie protonizacja kwasów nukleinowych powodu
je przesunięcie lifiii 814 om~^ do wyższych częstości, a nie wpływa na za
chowanie się linii 1100 cm~\



Badania uwodnionych roztworów polinukleotydów i naturalnych kwasów nu
kleinowych udowodniły, że pasmo 814 cm”^ pojawia się tylko w tych związ

kach, w których występują rejony o uporządkowanej strukturze pojedynczej 
spirali (np. poły (rA) i poły (rC) ) lub /i rejony struktur sparowanych za
sad Watsona - Cricka (np. poły (rA).poly (rU), poły (rl) poły (rC), poły (rG) 
poły (rC),poly (rA-rU) .poły (rA-rU), ifiNA, tRNA i R17 RUA). Eksperymenty prze
prowadzone z krystalicznymi włóknami DNA i RNA wykazały, że pasmo 814 cm 
może byó charakterystyczne dla kwasów znajdujących się w formie A (podwój
na struktura spiralna z parami zasad pochylonymi swoimi płaszczyznami pod 
kątem około 75° do osi łańcucha). Do grupy związków formy A należą uwod

nione cząsteczki RNA, lecz nie należą uwodnione cząsteczki DNA. Przykładem 
tego jest efekt termicznej denaturacji poły (rA) .poły (rU). W 85°C od

dzielne włókna dupleksu są silnie nieuporządkowane, a ich przypadkowe 
struktury łańcucha powodują bardzo słabe drgania przy 795 cm~'. Przesunię

cie częstości od 814 do 795 cm" jest charakterystyczną własnością zmiany
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upórządkowanej ww konformacji wiązania C-O-P-O-C przy przejściu formy 
nieup or ządkowaną polirybonukleotydu.

Wielkość natężenia pasma 814 om” jest wprost proporcjonalna do licz
by wiązań dwuestrowych w uporządkowanych strukturach, a wielkość natężenia 
Ig pasma 1100 cm”^ jest niezależna od tego czynnika strukturalnego. Iden

tyczne wartości w badanych związkach oznaczają więc, że konformacja 
wiązań estrowych jest ilościowo i jakościowo ta sama w każdym z nich. Sto
sunek 1^/1^ jest niezależny od sekwencji zasad w sparoweinych rejonach, 
rodzaju par zasad Watsona - Cricka i jest dokładnie taki sam dla poli- 

kwasów z całkowicie sparowanymi zasadami jak i dla pojedynczo skręconych 
łańcuchów, takich jak poły (rA) ozy poły (rC). Ponieważ nigdy nie 
przekracza wartości 1.64-0.04, która obserwowana jest dla struktur całko
wicie podwójnie-spiralnych, jak i dla struktur pojedynczo-spiralnych, nale

ży stąd wnioskować, że w obu przypadkach wszystkie wiązania dwuestrowe 
są w podobnie uporządkowanej konfiguracji.
Wyniki te sugerują, że mierzona wartość tego stosunku w naturalnym RNA 
może być porównana z wartością 1.64^0.04 w celu określenia ilości grup 

fosfodwuestrowych w uporządkowanych rejonach kwasu.
Wartości pomiarów pewnych rodzajów RNA przedstawione są w 

tabeli II. Podano w niej również dane odnośnie drugorzędowej struktury 
tych kwasów otrzymane na podstawie przytoczonych stosunków natężeń.
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Tabela II

Stosunki natężeń dla drgań grupy fosforanowej i obliczona na ich 
podstawie drugorzędowa struktura kwasów nukleinowiych [14, 17]

Rodzaj RNA I/I2

% zasad 
w rej. 

upórz.

% ^sad 
w rej • 
nieu- 
porz.

i zasad 
sparo
wanych

i zasad 
w rej. 
uporz. 
poj.

skręcon.

16-S rRNA (E.coli Q13) 1.53^0.08 95^5 5-5 60^6 35^11

23-S rRNA (E.coli Q13) 1.4 85i5 15^5 58^6 27^11

tRNA^®"*^ (E.coli K12-M07) 1.38^0.02 84i3 I6I3 50i5 34i8
tRNA^^®^ (E.coli K12-M07) 1.40i0.05 85-3 15^3 53^5 32^8
tRNA'*'^® (E.coli K12-M07) 1.3sio.04 84^4 iei4 53^5 31^9
tRNA*^^“ (E.coli KI2 M07) 1.3sio.02 84-3 16i3 5oi5 34-8

tRNA (E.coli B) 1.36^0.04 83i4 16^3 53^5 30^9

R17 RNA 1.44 Q7-3 23^3 - -

-1

Znając z innych badań całkowitą liczbę zasad wchodzących w skład rozpa
trywanego kv.asu nukleinowego (jest ona znana np, dla wielu specyficznych 
tRHA) , można dość dokładnie na podstawie badań ramanowskich określić ilość 
zasad znajdujących się w konfiguracjach nieuporządkowanych.

c) Obszar podwójnego wiązania 1550-1750 om 
Podobieństwo widm Ramana w przedziale podwójnego wiązania oznacza, że 

badane kwasy mają w przybliżeniu równy procent wszystkich zasad w sparo
wanych konfiguracjach [18, 1^, Silne 

pasmo widma reunanowskiego należy do 
HgO. Dlatego też obszar ten należy 
badać dla roztworów D20', aby wyraźnie 
odseparować drgania rozciągające grup 
karbonylowyoh U, C, G i ich pochod

nych pojawiające się w zakresie 1655
1688 cm” , a uczestniczące w wiązaniu 

wodorowym.
Czułym testem na ilość sparowanych

U jest stosunek natężeń pasm 1688/
1658 om” . Wartość tego stosunku jest 

Val0- np, większa dla tRHA niż dla
tRNA i oznacza więcej sparowanych

Rys. 3. Widmo Ramana w rejonie 
1750 cm"'' roztworów w DoO; a) tRNA™®* 

i b) tRNA*ai



zasad U w tym pierwszym niż w drugim (co jest zgodne z modelem liścia ko

niczyny dla wymienionych kwasów).
d) Obszar 1150-1550 cm”^

W przedziale tym występują drgania rozciągające pierścień puryn i piry- 
midyn. Pod wpływem asocjacji warstwowej zasad wiązania C-^ i C-N zwiększa
ją swój charakter wiązania pojedynczego i dlatego częstotliwość i natęże
nie tych drgań powinny maleć. Efekt taki obserwuje się dla pasma 1230 cm \ 

którego częstość przesuwa się do 1243 cm \ a natężenie rośnie

przy przejściu U w formę nie zasocjowaną warstwowo. Podobnie silny hypo- 
chromizm ramanowski-obserwuje się dla pasma 1375 cm ^ spowodowany asocja

cją warstwową A, a wzrost pasma 1484 cm** spowiodowany jest zmniejszeniem 
asocjacji warstwowej G. Pasma 1250 i 1300 cm wywołane są drganiami pierś
cienia C i z ich natężeń można wnioskować wprost o ilości C w łańcuchu. Ha 
przykład z porównania kilku specyficznych tENA otrzymuje się z badań rama- 
nowskich, że tRNA°^'^ zawiera więcej C niż tRHA^^®^ lub tRDA®’®''^.

e) Obszar 650-800 cm~^

Ze zmian w tym przedziale częstotliwości wnioskuje się róvmież o oddzia
ływaniach asocjacji warstwowej zasad w łańcuchu polirybonukleinowym.Przej- 
ście C w konformację bez asocjacji warstwowej powoduje wzrost pasma 780 cm”\ 

Silny spadek natężenia pasma 725 om” wywołany jest zanikaniem asocjacji 
warstwowej A. Zmniejszenie oddziaływania G-szkielet i C-szkielet powoduje 
odpowiednio zmniej szenie pasm 670 i 758 cm”^.

Zauważono również, że natężenie pasma 725 cm”^ pochodzącego głównie od 

drgań A, silnie się zmienia w zależności od ilości hU (dwuhydrourydyny) w 
łańcuchu polinukleotydu. Przez porównanie widm różnych tRHA można wnios
kować o ilości tych rzadkich nukleozydóy; w każdym z nich.
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2. WPŁYW STĘŻENIA JONÓW SODU I MAGNEZU NA WIDMA RAMANA KWASÓW RYBONUKLEINOWYCH

a) J O n y Ha^
Badano strukturę poły (rG) w zależności od stężenia Ha^ [2Ó] i stwierdzo

no, że widma reunanowskie otrzymane dla obojętnych roztworów wodnych za
wierających nadmiar jonów sodu są jakościowo różne od widm otrzymanych dla 
roztworów nie zawierających soli. Otrzymane wyniki świadczą o tworzeniu się 
stabilnych struktur drugorzędowych w poły (rG) w wymienionych wyżej dwóch 
typach roztworów. W roztworach o wysokim stężeniu jonów Ha^, poły (rG) 

przypomina bardzo żel Guo-5'-P w strukturze pierścienia guaniny, tworze
niu wiązania wodorowego między zasadami i w konformacjach reszt rybozo- 
wych i fosforanowych. Hatomiast w roztworach pozbawionych jonów sodu, poły



(rG) poslaula nietypową etrviktvirę pierścieni G i nietypową konformację reszt 
szkieletu. Zauważono, że częstości pasm ramanowskich formy poły (rG), wy
stępującej w roztworze bez jonów Ma^ w przedziale 1500-1750 cm , są zgod

ne z częstościami IH podanymi poprzednio [2l] , chociaż względne natężenia 
znacznie sią różnią. Z danych ramanowskich widać jednak jasno, że struk
tura poły (rG) w tych warunkach różni się od struktury występującej w żelu 
Guo-5'-P. Wnioski te nie mogą być wyciągnięte z samych widm IR.

Stwierdzona na podstawie badań Hamana poły (rG) stabilizacja struktury 
pierścienia G(struktury różnej od struktury tautomeru keto-aminowego) może 
odgrywać istotną rolę w oddziaływaniach G w BHA. Na przykład parowanie 
G z U, które jest sugerowane dla oddziaływania kodon — antykodon i dla 
spiralnych rejonów tRHA, może być faworyzowane przez taką modyfikację 

pierścienia G.
Prowadzone obecnie w Instytucie Fizyki UAM we współpracy z Międzyuczel- 

niemym Instytutem Biochemii w Poznaniu badania ramanowskie zależności 
struktury cząsteczek mieszaniny tRHA z drożdży od stężenia jonów sodu wy
kazują znaczne aniany natężenia i częstości poszczególnych pasm Hamana. 
Uzyskane widma nie zostały jeszcze szczegółowo opracowane i autorzy mają 
nadzieję, że wkrótce będą mogli podać ich dokładniejszą interpretację.

b) Jony Mg^'*’

Wiązanie Mg do specyficznych miejsc tRHA anienia aktywność aminoakcep- 
torową i podnosi średnią temperaturę topnienia, co stwierdzono w wyniku 
badań spektroskopowych UV [22]. Badania ramanowskie wodnych roztworów spe
cyficznych tRHA przy 32^0 w obecności 3M nadmiaru Mg ^ na grupę fosfora

nową ujawniły następujące aniany [14, 18]: mały wzrost (około 1C^) natę
żenia pasma 1688 cm” , równoczesny spadek natężenia pasma 1658 cm i 15^ 
wzrost natężenia pasma 814 cm . Brak anian częstości świadczy, że wiąza— 
nie jonów Mg nie zachodzi w tych warunkach w ściśle określonym miejscu 
lub nie jest uwidocznione w widmach Hamana. Zmiany natężenia pasm 1688 i 
1658 cm”^ sugerują mały wzrost liczby sparowanych zasad na molekułę p8,19]. 
Wzrost natężenia pasma 812 cm”^ oznacza dalsze uporządkowanie szkieletu 

tRHA z powodu formowania się dodatkowych par zasad. Ponieważ model liścia 
koniczyny ogranicza liczbę zasad mogących się dodatkowo parować prawod- 
podonym jest, że tworzy się kilka wewnątrmolekularnych par.

Z krzywych topnienia dla roztworów DgO tRHA tRHA i innych spe

cyficznych tRHA wynika, że nie występuje wyraźne topnienie sparowanych i 

zasocjowanych warstwowo rejonów i wyraźne zmniejszenie uporządkowania 
szkieletu poniżej 60°C.
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3. BADANIA RAMANOWSKIE ROZTWORÓW rRNA I DNA

a) rRNA
Jak widać z tabeli II, cząsteczki 16-S i 23-S rRHA posiadają wysoko upo- 

rządkov«ną strukturę drugorzędową. Chociaż 405? zasad nie jest spesrowanych 
w tych cząsteczkach, dane ramanov/skie wskazują, że większość niesparowa- 
nych zasad znajduje się w uporządkowanych pojedynczo-spiralnych konfigu
racjach, Spirale typu "hairpin", które stanowią sparowane rejony rRHA , są 
połączone przez odcinki, w których występują głównie niesparowane zasocjo- 
wane warstwowo zasady. Zatem całkov;ita struktura rRNA jest bardziej upo
rządkowana, niż wynikałoby to jedynie z uwzględnienia modelu typu "hair
pin". Dane otrzymane z widm Ramana sugerują również, że cząsteczki 16—S 
rRNA są średnio bardziej uporządkowane niż 23-S rRNA.

b) D H A
Porównanie widm Ramana dla wodnych roztworów DNA i RHA [23] wskazuje, że 
pasma G w RHA są znacznie silniejsze niż w DNA, mimo że w obu rodzajach 
występuje ten sam (około 40J5) procent par GC, należy stąd wnioskować, że 
prawdopodobnie asocjacja warstwowa w DNA jest silniejsza niż w RHA.

PODSUMOWANIE

Określenie drugorzędowej struktury cząsteczek RHA konieczne jest do wy
jaśnienia fimkoji RHA z punktu widzenia jej molekularnych oddziaływań. 
Drugorzędową strukturą, zdefiniov;aną jako ilość i rodzaj sfałdowań łańcu^ 
cha w pewnych rejonach RHA, można mierzyć ilościowo jako:

1) procent (lub część) wszystkich zasad (A, U, G i C) w pojedynczo i 

podwójnie skręconych rejonach,
2) procent każdej z zasad komplementu Watsona-Cricka w podwójnie skrę

conych rejonach,
3) procent każdej z zasad w pojedynczo skręconych rejonach,
4) procent v;szystkich zasad w uporządkowanych pojedynczo skręconych re

jonach,
5) procent grup rybozo-fosforanowych w uporządkowanych rejonach.
Spektroskopia IR uwodnionych roztworów RHA udzieliła odpowiedzi na py

tania związane 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 porównaniu empirycznych danych 
dla naturalnych RHA z danymi otrzymanymi dla związków modelov;ych. Korela
cje takie opisane zostały uprzednio dla widm UV [24] , ORD i CD [2^ ,IR [2^ 

i ostatnio dla widm ramanowskich. W widmach IR i R związków modelov;ych da



je się zauważyć znaczne różnice i dzięki temu porównanie tych dwóch metod 
pozwala na uzyskanie wielu szczegółowych informacji strukturalnych [27] . 
Przy badaniach widm IB należy pamiętać o błędzie spowodowanym trudnymi do 
określenia zakłóceniami przez oddziaływania prostopadłej asocjacji war
stwowe j. Oddziaływeinia te są wprawdzie słabe w porównaniu z odd ziały waniei- 
mi parowsmia się zasad, jednak nie są do zaniedbania i ograniczają uży
teczność metody IR przy badaniu drugorzędowej struktury RHA o nieznanej 
sekwencji zasad.

Przy badaniu widm Ramana bierze się pod uwagę dobrze rozdzielone pasma 
pochodzące zarówno od drgań wiązań zasad, jak i od drgań szkieletu RHA. 
Częstości 814 1 1100 cm”^ nie pojawiają się w widmie IR z powodu silnej 

interferencji z pasmami pochodzącymi od rozpuszczalnika, są one natomiast 
łatwo mierzone w widmie Ramana. Pasma te zależne są od konflgruracji rybo- 
nukleotydów, a nie od ich rodzaju lub sekwencji w łańcuchu RHA.
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DYSKUSJA

W dyskusji zabrali głos kolejno: mgr T. Dzięgielewski, mgr M. Kręglew- 
ski, doc.dr hab. J. Stankowski, prof.dr hab. M. Wiewiórowski i mgr A, Ra- 
falski. Poruszono na wstępie zsigadnienie obliczania i wyznaczania stopnia 
spiralizacji i ilości grup fosforanowych w odcinkach uporządkowanych i 
nieuporządkowanych łańcuchów kwasów nukleinowych przy pomocy widm Ramana 
i IR. Zainteresowanie wzbudziły badania reunanowskie tRMA prowadzone w In
stytucie Pizyki UAM. Podkreślono, że badania widm Ramana i IR mogą stano
wić alternatywę w stosunku do badań MMR i rentgenostrukturalnych. Dysku
towano następnie jednoznaczność przypisywania poszczególnych pasm Ramana i 
IR drganiom odpowiednich grup atomów w cząsteczce przy podstawieniu izoto
powym bez uwzględnienia sprzężeń między drganiauni. Poruszono kwestię apro
ksymacji v;idm tRMA przy pomocy widm polikwasów i wielkości błędu przy o
znaczeniu natężeń poszczególnych pasm. Przedstawiono program badań przy 
wykorzystaniu spektrometru typu JEOL JRS-S1 znajdującego się w DAM i po
równano możliwości tego typu spektrometru z możliwościami podobnych przy
rządów stosowanych w innych pracowniach ramanowskich na śwlecle.
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Jerzy Mścisz

DICHROIZM KOŁOWY W BADANIACH NUKLEOZYDÓW

STRESZCZENIE

W rozdziale tym przedstawiono możliwości metody dlchrolsmu kołowego (CD) 
w zastosowaniu do problemów strukturalnych w chemii składników kwasów nvt- 
kleinowych. Uwzględniono wpływ rozpuszczalników ma charakter widma.

Chcąc uzyskać z widm dichroizmu kołowego nukleozydów możliwie najwięcej 
informacji, należy rozpatrywać je łącznie z widmami absorpcyjnymi. Zmiany 
strukturalne w pochodnych uracylu, tyminy czy innych zasad kwasów nuklei
nowych mają stosunkowo nieznaczny wpływ na widma absorpcyjne, ale mogą po
wodować wyraźne różnice w wielkości i znaku efektu Cottona.

Analiza dostępnych krzywych CD pochodnych zasad kwasów nukleinowych 
wskazuje na obecność od dwóch do czterech efektów Cottona, wynikających z 
optycznie czynnych przejść elektronowych w rejonie 185 - 275 nm.

Przeprowadzone zestawienia (Uanson [l], Krishna [2] ) wskazały na moż
liwość korelacji widm zasad purynowych i pirymidynowych z pasmami absorp

cyjnymi benzenu. Autorzy ci podzielili obserwowane w zasadach kwasów nu
kleinowych przejścia TC —— TT* na trzy grupy, które przez analogię z no

menklaturą przejść TT — TT* benzenu, nazwali Bgu’ ®Tu’ ^lu* ” 

przypadku benzenu i jego symetrycznych pochodnych jest podwójnie zdegene- 
rowany, ale dla większości pochodnych asymetrycznych jest rozszczepiony.

Postulowana między widmami benzenu 1 zasad kwasów nukleinowych zależ
ność nie sugeruje oczywiście podobieństw w rozkładzie gęstości elektronów, 
romieszczenlu węzłów czy rozkładzie ładunków w stanie wzbudzonym.

Ponieważ w zasadach purynowych i pirymidynowych występują na atomach 
azotu 1 tlenu niewiążące pary elektronowe,w zasadach tych występują przejś
cia n Tt* które są spolaryzowane prostopadle do płaszczyzny pierścienia 

zasady.
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W związku z tym, że główny rejon absorpcyjny zasad purynowych i piry
midynowych może równocześnie zawierać przejścia K —— Tt* oraz n — TT* 

interpretacja widm viymaga starannej analizy krzywych CD i UV, odpowiedni 
podstawionych chromoforów zasadowych w różnych układach rozpuszczalników.

Dla odróżnienia przejścia n — TT*od przejścia TT —TC* można między in

nymi stosować test przesiuiięć rozpuszczalnika Mc Connela[3l. Z drugie 
strony przy analizie widm CD należy pomiętać, że wprowadzenie asymetrycz 
nego podstawnika może całkowicie zmienić przebieg krzywej dichroizmu ko 
łowego i czynność optyczna wyraźna w przypadku jednego rodzaju pochodnych 
może być dla iimych praktycznie niezauważalna.

W pochodnych uracylu obserwuje się dwa wyraźne rejony absorpcyjne,pień 
szy przy 260 nm i drugi w pobliżu 200 nm. W widmach CD tego typu zwlązkó 
przy 260 nm występują dwa efekty Cottona, zazwyczaj przeciwnego znaku 
Podobnie dwa efekty Cottona pokazują się w okolicy 200 nm.Eliptyczność mo 
Iowa długofalowego ekstremisn CD, występującego zazwyczaj między260 a 270i

(pasmo ®2u^ przybiera dla pochodnych urydyny wartości dlod 16500
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. Położenie pasn
82^ może nnieniać się od 255 do 272 nm.

W krótkofalowym rejonie widma wszystkie pochodne urydyny posiadają dł 
maksima CD, jedno w okolicy 210-220 nm i dr\igie poniżej 200 nm, któi
oznaczono odpowiednio jako E, i E efekty Cottona. E, efekty Cottoz

I 1 UD lU
są zazwyczaj przeciwnego znaku.

Pomiędzy rejonami spektralnymi i 62^ występuje rejon Prawi
dla wszystkich pochodnych urydyny znaleziono pasma CD występujące w 

kresie 237 - 247 nm.

z«

efekt Cottona jest zazwyczaj mniejszy i przeciwnego znaku niż
efekt Cottona. Najwyraźniejszy B^^ efekt Cottona o eliptyczności molowi 
+6200 zaobserwowano dla 6-metylo-3 (jb -D-ribofuranozylo) uracylu w wodzi 
Urydyna daje stosunkowo intensywne pasmo CD przy 243 nm acetonitrylu
eliptyczności molowej - 5000 (Miles [4] rys. 1).

Zauważono, że gdy B, efekt Cottona jest przeciwnego znaku niż B, 
ostatnie pasmo CD jest zawsze przesunięte w kierunku fal dłuższych ( zwii 
zek a), a gdy B^^ efekt Cottona jest nieobecny lub ma ten sam znak.
pasmo B2^ w odniesieniu do widma absorpcyjnego jest przesunięte w kier
ku fal krótszych (związek 6 , rys. 2).
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Rys. 3. Widma CD cytydyny i 6-metylo-2'-deoksycytydyny



Widma absorpcyjne pochodnych nukleozydów cytozynowych prócz dwóch wy

raźnie zaznaczonych maksimów przy 270 i 198 nm posiadają dodatkową absorp
cję występującą między nimi (rys. 3 ) . Słabo widoczne pasmo pojawia się 
przy 235 nm. W okolicy 215 nm występuje przegięcie zaznaczone na wyraźnym 
maksiminn 198 nm mc,;ące wskazywać na dodatkową absorpcję w tym rejonie. 
W widmach dichroizmu kołowego pochodnych cytozynowych stwierdzono występo
wanie od dhóch do czterech efektów Cottona. Dla nukleozydów cytozyny i 6- 
metylocytozyny 82^ efekt Cottona jest ściśle związany z długofalową ab
sorpcją przy 270 nm. W przypadku 3-metylo i 5-halogenopochodnych, tak w 
przypadku widm absorpcyjnych i dichroizmu kołowego pasma te ulegają przesu
nięciu o 8-16 nm w kierunku fal dłuższych (tabela I).

Tabela I
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CD DV
2'-deoksycytydyna 270 (8500) 270

5-J-2'-deoksycytydyna 280 (5000) 284

5-Br-2 '-deoksycytydy
na 286 (6200) 287

Pochodne cytydyny wykazują efekt Cottona w rejonie 215 - 225 nm, który 
można powiązać z przegięciem przy 215 nm na krzywej absorpcyjnej. Efekt 

ten jest wyraźny i zazwyczaj ujemny.
Występowanie czwartego efektu Cottona potwierdzają badania przeprowa

dzone dla oc i [i anomerów 6-metylodeoksyoytydyn oraz 6-metylocytydyny. 

(Rys. 4).

Rys. 4. Widma CD anomeru << i f* 6-aetylo-2'-deoksycytydyny i 6-metylocytydyny



Miles [3 znalazł,że mikleozydy urscylowe i cytozynowe, posiadające 

jednakową czróć cukrową oraz jednakowe podstawniki w położeniach 5 
i 6, dają tego samego znaku efekt Cottona. Zazwyczaj dużo 
mniejszy B^^ efekt Cottona nie wydaje się posiadać regularnych właś

ciwości dla tego typu pochodnych. efekt Cottona w przypadku pochod
nych uracylowych i cytozynowych jest zazwyczaj ujemny, a E^^^^ dodatni.

Porównanie krzywych CD 6-metylourydyny 
z 6-metjlocytydyny oraz 5-bromo-2'-deoksy- 
urydyny z 5-bromo-2'-deokscytydyny wskazu
je, że dla pochodnych 6-metylowych wszyst
kie cztery efekty Cottona posiadają ten 
sam znak i są prawie tej samej wielkości.
W przypadku pochodnych bromowych E^^ 
i E^^^ efekty Cottona są podobne, a B^^ 

przeciwne (rys. 5).
Krystaliczne dane strukturalne dla po

chodnych urydyny i cytydyny (5-bromo-2'-de- 
oksy-) wskazują, że oba związki występują 
w podobnych konformacjach (kąty torsyjne wy
noszą odpowiednio - 43° i -62°). Wydaje się 

możliwe, że podobne nukleozydy uracylowe i 
cytozynowe występują w podobnych konforma
cjach również w roztworach.

Zmiany w widmach CD powstałe w wyniku oddziaływań konformaoyjnych indu
kowanych podstawnikami jak i mianami rozpuszczalników sugerują, że elip- 
tycznoóć molowa B^^ efektu Cottona jest funkcją kąta torsyjnego. Przedstei- 
wiono to na diagramie zależności eliptyczności molowej Bg^ efektu Cottona 
od wartości kąta torysjnego dla oc i jb anomerów pochodnych urydyny i cy

tydyny.
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8ys. 5. Widna CD - u góryjb-bro- 
mo-R'-deoksycytydyny 1 b-bromo-- 
■cytydyny, u dołu: 6-«etyloupydy- 

ny i 6-netylocytydyny

Rys. 6. Zalany eliptycznośal molowej w zależności od kąta torsyjnego



Przy mieuile kąta torsyjnego oczekuje się powolnych i regularnych zmian 

eliptyczności molowej (rys. 6).
Zastosowanie tego diagramu może hyć również pomocne przy ustalaniu konfi
guracji na węglu anomerycznym dla nukleozydów uracylowych i cytozynowych.

Przy zastosowaniu techniki CD badano w grupie nukleozydów purynowych 
wpływ podstawnika w chromoforze zasadowym na konformację wokół wiązania 
zasada - cukier oraz wpływ grupy fosforanowej na przebieg krzywych dichro
izmu kołowego (Ikehara [6] ). Stwierdzono, że nukleozydy purynowe posia
dające objętościowe podstawniki w położeniu 8 występują w konformacji 
syn. 8-bromo i 8-fluoroadenozyna dają zupełnie podobne krzywe CD (rys. 7). 
Porównując przebieg krzywych CD tych związków z krzywą adenozyny stwier
dzono, że efekt Cottona przy 260 nm jest odwrócony. Sugeruje to zmianę 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 nukleozydów piurynowych.
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By». 7. Widma CD adenozyny, 8-bromoadenozyny i 8-fluoroadenozyny « wodzie przy pH»7

Po wprowadzeniu do nukleozydów purynowych w położenie 5 * funkcji fosfo

ranowej, zauważono, że w przypadku nukleozydów występujących w konformacji 
anti, profil krzywej CD w głównym rejonie absorpcyjnym nie ulega zmia

nie (rys. 8).
W przypadku nukleozydów występujących w konformacji syn grupa fosfora

nowa wywiera duży wpływ na efekt Cottona w szerokim zakresie długości 
falowych, co sugeruje, że dla tego typu nukleozydów, wprowadzenie 5' funk
cji fosforanowej, powoduje ważne 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 konformerów zaznacza się wyraźny wpływ funkcji fosforanowej na 

przebieg krzywych CD w rejonie 200 - 220 nm.
Badając wpływ rozpuszczalnika na charakter krzywych dichroizmu koło

wego stwierdzono, że jedno lub więcej przejść elektronowych obserwowanych 
w widmach dichroizmu kołowego może być wynikiem przejścia o — TT*. W ury- 

dynie i jej pochodnych obie grupy hydroksylowe w środowisku obojętnym 1



jej pochodnych obie grupy hydroksylowe w środowisku obojętnym i zasadowym 
występują w formie ketonowej. Z drugiej strony znany jest fakt, że atomy 
tlenu funkcji ketonowych stosunko\/o łatwo powodują wzbronione przejście 
n—Tt*, dopuszczając wzbudzenie elektronów niewiążących na orbital anty- 

wiążący "n". Wydaje się, że podobne przejście powinno występować w pochod
nych zasad kwasów nukleinowych, posiadających potencjalne grupy ketonowe.

Rozpuszczalnik wpływa na widma elektronowe między Innymi przez wytwa
rzanie wiązań wodorowych z elektronami niewiążącymi chromoforu. Powstają
ce wiązanie wodorowe obniżając energię orbitalu "n" powoduje hipsochromowe 
przesunięcie pasma R powstającego w wyniku przejścia o —Tl . Np. dla 
acetonu pasmo R w n-heksanie znajduje się przy 279 nm, a wodzie przesuwa się 
do 264,5 nm (około 2100 cm“^). Podobne przesunięcie dla chinonu wynosi 
1600 cm~^.

Tworzenie wiązania wodorowego może powodować przesunięcie pasma TT—TT 

w obu kierunkach. Jeżeli w w-yniku przejścia elektronowego wzrastają pro- 
tono-akceptorowe właściwości cząsteczki rozpuszczonej, co przy tworzeniu 
wiązania .wodorowego obniża energię stanu wzbudzonego w większym stopniu 
niż stanu podstawowego, dla przejścia IT—IT*obserwujemy efekt batochrcmo- 
wy. Natomiast, gdy gęstość elektronowa na protono-akceptorowej grupie funk
cyjnej w wyniku przejścia do stanu wzbudzonego ulega zmniejszeniu, obser
wujemy hipsochromowe przesunięcie pasma TT —TT* . W związku z tym, gdy oba 

przejścia n—7T*i TT — TT* są przesunięte w tym samym kierunku, rozróżnienie 
typu przejść przez badanie efektu rozpuszczalników jest utrudnione.

Wolne pary elektronowe pochodnych urydyny zdolne są do wytwarzania
silnych wiązań wodorowych z takimi rozpuszczalnikami, jak woda czy inne 
kwasy typu BrOnsteda. Zastosowanie takich rozpuszczalników powoduje znacz
ne zmiany w widmach. Natomiast niepolarny dioksan czy polarny aoetoni- 
tryl, które nie posiadają atomów wodoru zdolnych do wytwarzania wiązań wo
dorowych, poslaidają nieznaczny wpływ tak na widma UV jak i CD.

Potwierdzenie występowania przejścia n—TT*w zasadach kwasów nukleino

wych znaleziono między innymi dla l[2, 3-0-izopropylideno-5-deoksy- (jb-D- 
erytro-pent-4—eno) furanozylo] uracylu (tabela II, rys. 10).

Z analizy krzywych CD wynika, że wszystkie pasma w obecności rozpusz
czalników tworzących wiązania wodorowe (metanol, woda) posiadają przesu
nięcie batochromowe. W rejonie minimum (pomiędzy pasmami Bg^ i 220
235 nm w krzywych CD występuje różnica pomiędzy widmami rodzimymi (w roz
puszczalnikach nie posiadających możliwości tworzenia wiązania wodorowego) 
a indukowanymi przez rozpuszczalniki. Zaznacza się ona w wartości elip
tyczności molowej, która dla wody wynosi +'5000 a dla cykloheksanu 0. Pakt
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Tabela II

1_ [ 2,3-0-Izopropylideno-5-deoksy ()ł-D-erytro-pent-4-eno)furanozylo] uracyl
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Rys. 10 Widma CD 1 [2, 3-0-izopropylideno-5-deoksy-(.N -D-erytro-pent-4-eno) furano- 
zyl^ uracylu u cykloheksanie, acetonitrylu i wodzie

ten można wytłumaczyć pokryciem stosunkowo nieintensywnego pasma przez 
główne pasmo CD w cykloheksanie i rozdzielenie tych pasm w wyniku wytworze
nia wiązania wodorowego między wodą a chromoforem zasadowym. Powstałe wią
zanie wodorowe powoduje hipsochromowe przesunięcie nieintensywnego pasma 

występującego w rejonie 220 - 235 nm. Zjawisko to zdaje się potwierdzać wy
stępowanie w nukleozydach uracylowych w okolicy 235 nm przejścia n—»-Tf , 

Nie można jednak wykluczyć, że zaistniałe przesunięcie nie jest wynikiem 
indukov/anych przez rozpuszczalnik zmian w kształcie wiązań, intensywnoś— 
ciach i energiach odpowiednich drgań wibracyjnych.



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 III).

Tabela III
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R* ®2u ^u E.1ua ^lub

Urydyna

4 M HCl 266 238 215 -

W 267 240 215 196

D 272 244 220 -

AM 272 243 220 200

6-metylo-3(^D-
-ribofuranozylo)

uracyl

W 268 242 214 195

AM 270 243 215 195

DCE 272 246 - -

D 273 245 - -

1-(5-deoksy-p-
-D-erytro-pent-4-
-eno-furanozylo)

uracyl

W 266 240 213 193

AM 269 242 212 192

D 269 242 - -

DCE 269 243 - -

W - woda, D - dioksan, AM - acetonitryl, DCE - dwuchloroetylen.



Zmiana rozpuszczalnika może nie tylko powodować bato - czy hipsocbromo- 
we przesunięcie przejść elektronowych, ale może także zmieniać znak pasma

efektu Cottona.2u
W obojętnym roztworze wodnym 2', 3'-izopropylidenocytydyny widoczne 

są tylko dv/a efekty Cottona (82^ 1 DCE zmienia znak efektu B2^^ i
wydziela składnik który pojawia się przy 253 nm. Oczekuje się, że
efekty te są w pierwszym rzędzie wynikiem anian konformacyjnych (rys. 11).
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Tomasz Haertlć

BADANIE KONFORMACJI POCHODNYCH 
GUANOZYNY I TWORZONYCH PRZEZ NIE ŻELÓW 

PRZY POMOCY DICHROIZMU KOŁOWEGO

STRESZCZENIE

Dyskutuje się wyjątkowe właściwości guanozyny i jej pochodnych » talde 
jak: działanie destakingujące, dużą swobodę rotacji dookoła wiązania gli- 
kozydowego, różną od innych nukleozydów orientację momentu dipolowego oraz 
uzależnioną od pH i podstawników przy inwersję efektu Cottona. Omawia 
się wartihki powstawania żelów guanozyny. Postulowany jest następujący me
chanizm agregacji: 1) powstawanie planarnych tetramerów, 2) tworzenie ok- , 
tameru, 3) polimeryzację oktamerów. Mimo niestosowania się związków giśa- 
nozyny do teorii ekscytonowej Tinoco, żele mogą służyó jako przykład nie- 
zdegenerowanego przypadku modelu ekscytonowego - zachodzi zatem proporcjo
nalność między kątem skręcenia względem siebie tetramerów a intensywnością 
siły rotacyjnej pasma ekscytonowego. Stwierdzenie to poparte jest analizą 
widm dichroicznych i odpowiadających im rentgenogramów 18 pochodnych gua
nozyny.

Guanozyna i jej pochodne w sposób zasadirLczy bóżnią się od pozostałych 
nukleozydów kwasów nukleinowych. Większość metod syntetycznych działają
cych dobrze w wypadku Ado, Cyt, Urd jest zupełnie bezskutecma w wypadku 
Guo. Podobnie reakcje enzymatyczne nie zachodzą lub mają inny przebieg,gdy 
substratem jest Guo. Typowym przykładem jest pollmeryzaoja GDP przez poli- 
nukleotydylo fosforylazę, która nie zachodzi w warunkach typowych dla syn
tezy polinukleotydów innych od poli-G, Nastąpi ona dopiero w temperaturze 
wyższej od 45°C [22] . Inne są też od całej reszty cząsteczki własności 

fizykochemiczne obszarów kwasów nukleinowych zawierających duże ilości Guo. 
Powoduje to preferencyjne przyłączanie sterydów [8^ oraz wbudowywanie w 
tych miejscach związków Interkalującyeh [I4a] . W oligonukleotydach Guo 
wykazuje działanie destakingujące [l, 3, 13] 1 często wyklucza przewidze
nie własności optycznych cząsteczki [20, 23] . Posiada ona dużą swobodę



rotacji dookoła wiązania glikozydowego [14] « Badania teoretyczne potwier
dzone danymi eksperymentalnymi wykazały zupełnie różną orientację momentu 
dipolowego [l^, powodowaną przez zasadnicze różnice w strukturze elektro
nowej guaniny w porównaniu z innymi zasadami. Dośó wcześnie zaobserwowano, 

że Guo, której pierwszy efekt Cottona jest ujemny w pH obojętnym, w pH 
kwaśnym anienia się na dodatni. Taka inwersja efektu Cottona była obserwo

wana tylko w Guo i jej pochodnych.
Widma CD pochodnych Guo w pH7 i pH 1,5 oraz 0,5 przedstawiają się pra

wie jak obrazy lustrzane (rys. 1, 2).
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Bjb. 1. Wldaa CD rG-guanozyna, dG-dezoksygoanozyna, araG-arabinozyd guaniny.—-pB 7,
/ __ pH 1,5...........pH 0,5

Przez analogię z licznymi pochodnymi Guo z podstawnikami w pozycji 8, 
które znajdują się, ze względów przestrzennych,w konformacji syn [21], a u 
których nie obserwuje się zależnej od pH inwersji efektu Cottona [ll] , wy

wnioskowano, że Guo zmienia konformację zasada-cukier z preferencyjnej 
anti w pH obojętnym o kącie 4>=-30° na konformację syn w niższych pH o

kącie 4>CH=150° (rys. 2, 3).

X
«

Rys. 2. Widma CD nukleozydów: 1-formicyna B, 
2-guanozyna pH1, 3-7-metylguanozyna, 4-8- 

-bromoguanozyna, 5-E::3::ozyae pH 7

Odwrócenie konformacji może być 
powodowane przez protonizację 

(rys. 3). Pakt posiadania przez 
7 metylo Guo dodatniego efektu 
Cottona w pH 5, a ujemnego w 
pH 9 wskazywałby, że protoni- 
zacja nie jest wyłączną

przyczyną zmiany konformacji, 
która zależy w tym wypadku od 
zmiany rozmieszczenia ładunków.

Ekscytonowa teoria Tinoco [l9] 
przepowiadająca dobrze własno

ści optyczne oligonukleotydów, 
zawierających Ado, Urd, Cyt,nie
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Rys. 3. Guanozyna w konfornacji anti i syn

I.S

.5 J

- 0

- -.5

Rys 4. Widma CD GpU w różnych rozpuszczalnikach. 1-woda, pH 7, +ĘO°C, 2-woda pH 2,
+20OC, 3 -5.5M LiCL, -20<>C

daje rezultatów zgodnych z rzeczywistością w wypadku stosowania jej dla oli— 
gonukleotydów zawierających Guo. Ma rysunku 4 pokazano widma CD dwunukleo- 
tydu GpU, które w pH obojętnym i temperaturze 20° wykazuje trzy dodatnie 

pasma odpowiadające Urd i protonizowanej Guo. Obserwuje się znaczny wzrost 
pasma Guo i malenie oraz przesunięcie pasma Urd. Ponieważ nie ma żadnych 
przesłanek świadczących o oddziaływaniach ekscytonowych - można tu dla in
terpretacji widma użyć zasadę stosowaną dla monomerów, że znak i wielkość 
efektu Cottona zależy od kąta CM [9, 16] . Taka interpretacja mówiłaby, 
że Guo jest niemal w konformacji syn, a Urd w pozycji o kącie 4>CM=+90°.



Świadczyłoby to o istnieniu w tych warunkach niestakingowej strujkuktury 
zasadami umocowanymi prawie prostopadle do siebie i posiadającymi. tend< 
cje do tworzenia wiązań wodorowych pomiędzy grupą aminową Guo a 0^]U^Urd. 
jonizacji ta niestakingowa fonna przechodzi w strukturę stakingowąi ą z 

w konformacji prawdopodobnie syn. Widma w pH kwaśnym i niskiej tiesmempera' 
rze przypominają się znacznie. Jest zaskakujące, że podobne są do siei
widma mierzone w tak różnych warunkach pH 7 + 20°C i pH 1 - 20°C» Sili

zależna od temperatury protonizacja GpU nie wystarcza do wytłumaczzezenia 
go zjawiska. Jeżeli niemniej struktura stakingowa jest stabilna wvywyłączi 
w niskim pH lub niskiej temperaturze, to mogłoby wskazywać, że forrmrma 
może być konieczna dla jej stabilizacji z lub bez protonizacji «
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Rys. 5* Widma CD żelów i polinukleotydów. 1-poli G, 2-żel Guo, Guo—3-3 -P,
-poll dG,5-żel dGuo-5'-P, 6-żel dGuo

Tworzenie żelów Guo było po raz pierwszy opisane w 1905 roku, r niemn 
zjawisko to do tego czasu nie jest dobrze poznane. Przez badai 
wielu pochodnych Guo stwierdzono, że do utworzenia żelu kckoniec 
są: N,, 0,, N_ [4, 6, 13, 13a]. 5'OH wchodzi w wiązanie wodorowe z z gr 
IMj mogąc być donorem jak i akceptorem. Iff wypadku Guo—X’—P musi byóyć zo 
jętniony jeden z ujemnych ładunków fosforanu [l^ . Rysunek 5 pcporóvm 

widma CD: pollG, polidG oraz żelów: Guo, Guo 3P, dGuo, dGuo 5P. WiWidma



5 llmerów i żelów wykazują godne uwagi podobieństwa. Wierzchołki 1 punkty 
przecięcia są przy tej samej długości fali mając różne efekty Cottona, co 

; niekoniecznie jest powodowane zmianą konformacji, lecz może byó związane 
, ze mianą znaku kąta CN.

Badane żele tworzą ijkłady tetrameryczne [13, 4, 5]jCO można dowieść bada
jąc zależność hipochromianu CD od stężenia nukleozydu 1 następującej agre
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gacji, określoną wzorem: IgE. p + const [24],
gdzie - E. - sygnał mierzony przy stężeniu C.

X X
C.|. - stężenie monomeru
p - stopień polimeryzacji = nachylenie odcinków na wykresie.

Bpa. 6. Zależność bipochroDli od sV żenią monoBera AA A.252 CD - Quo 3’ - P

Rys. 6 pokazuje zależność hlpochromianu względem całkowitego stężenia Guo3^ 
wykazując istnienie 3 różnych stopni agregacji o nachyleniach = 4,2,1, na
chylenie = 4 sugeruje tworzenie się tetramerów. Pakt obserwacji niskiego 
hlpoohromlzmu sugeruje planarne ułożenie tetramerów [ 5] .Hipochromian uło- \ 
żenią planarnego i jego niska wartość była przewidziana przez Mesheta [l7f 
dla parowania zasad komplementarnych, nachylenie = 2 wskazuje na diraeryza- 
oję istniejących tetramerów i formowanie tym eamym oktamerów. Zmiana nachy
lenia i jego wartość = 1 wskazuje na nakładanie się oktamerów 1 tworzenie 
struktur fibrylaimych o interakcjach stakingowych. Etap ten charakteryzuje
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się zmianami hlpochromizmu zgodnymi z 

prawem Lamberta i Beera, Widmo CD Guo3P 
wskazuje na wysoce asymetryczną strukturę 
żelu objawiającą się dużym wzrostem syg
nału ze stężeniem. Pojawiają się dwa 

ujemne wierzchołki przy 300 i 260 nm oraz 
jeden dodatni przy 223 nm. Punkty prze
cięcia nie są dobrze zdefiniowane przy 
dużych stężeniach. Ich przesunięcie może 
być powodowane przez orientację żelu w 
stężonych roztworach. Mechanian tworze
nia żelów pochodnych Suo - Guo3P, SBrGuo 
i innych może byó przedstawiony wg sche
matu: monomer sż: tetramer

T— oktamer polimer.
SBrGuo, która zo względów eterycznych posiada konfigurację syn, a co się z 
tym wiąże dodatni efekt Cottona, tworzy również żel o strukturze tetrame— 
rycsaiej. Analiza widma dichroizmu kołowego (rysunek 9)wskazuje, że aktyw
ność optyczna głównego pasma absorpcji może być rozłożona na ostre pasma

Bys. 7. TetraMryozne ułożeni* gu
aniny w żelu Guo - 3* - P ¥g 

[I3a]

8ya. 8. Widna CD Guo-3'-P- różne stężenia: —0,0198 M,---- 0,015 M — 0,0082 H,
— . — 0,0056 M, 0,0029 H, .... 0,0025 M



Rys. 9. Wldao CD SBrGuo — 
cytouowe,n-*1 pasBO,

... 60®
paBBO . eks-
------  0 -i»l

ekscytonowe charakterystyczne dla od
działywań stakingowych i może być po
wiązana z ujemnym pasmem absorpcji 
widma roztworu [18a], dalsze pasmo 
przy 295 nm może być powodowane przez 
przejście n — Jf*lub też zwiększone i 

przesunięte dodatnie pasmo dichroicz- 
ne widma roztworu. Jak wspomniano po
przednio* żadne polimery ozy oligome

ry Guo nie stosują się do teorii eks
cytonowej Tinoco. Niemniej żele Guo 
mogą służyć jako dobry przykład nie - 
zdągaierowanego przypadku modelu eksoy- 
tonowego i tą drogą będą się zachowy
wały podobnie do homodinukleotydów[ 7]. Przesunięcia kątowe między tetrame- 
rami ułożonymi planamie nad sobą były bardzo różne zależnie od żelu. Wy
daje się, że siły stakingu są prawdopodobnie słabsze od wiązań wodorowych 
między poziomami tetramerów. Różnice w zachodzeniu na siebie zasad powin
ny powodować różnice w aktywności optycznej żelów wykazujących silne pasma 
dichroizmu, zakładając oczywiście, że struktxira włóknista utrzyma się w 
roztworze. Ponieważ w wypadku niezdegenerowanym siła rotacyjna jest pro
porcjonalna do sinusa kąta pomiędzy odpowiadającymi momentami przejścia- 
można by znaleźć zależność między intensywnością pasm CD a kątem skręcenia 
poziomów tetramerów względem siebie, która powinna spełniać powyższą pro
porcjonalność. Ewentualne interakcje zdegenerowane między pasmami BIU iB2U 
będą znaczące tylko dla pewnych kątów obrotu pomiędzy poziomami tetrame
rów. Widma 18 pochodnych badanych są pokazane na rys. 10. Wszystkie były 
badane w warunkach "polimeryzacji". Dwa z najprostszych związków Guo i 
Guo3P dają beirdzo podobne widma CD. Badania struktury włóknistej Guo dy
frakcją prcanieniowania X wykazały, że tworzy ona hellkalny stos tetramerów 
o przesunięciu jednostkowym 45°. Podobne badania Guo3P rów^eż wykazały 

istnienie takiego seimego przesunięcia jednostkowego. W takim układzie wią
zania glikozydowe jednego z tetramerów byłyby ok. CN=+30°, drugiego 

4> CN=-45°, obydwa w konfiguracji anti. Ponieważ widma CD tjfeh ijkładów 

tetramerycznych są zależne głównie od nakładania się chromoforów — zasad, 
można użyć wyniki CD w powiązaniu z wynikami dyfrakcji promieni X, w celu 
uzyskania większej ilości informacji strińcturalnyoh. W koneekwencji można

* Poniższy fragment stanowi część 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 bezpośrednio odczytać kąt przesunięcia między tetramarami. 
Oglądając rys. 10 zauważa się, że pasma ekscytonowe są umieszczeni. głów
nie w paśmie B1U. Pasmo B2U^ często riewidoczne w monomerze, wykazuje ol
brzymi wzrost intensywności,np. V, X, XIII, nie wykazując jednak właści
wości pasma ekscytonowego. Wykreślając zależność amplitudy pasma ekseyto- 
nowego wobec sin kąta otrzymanego z badsui prom. X otrzymuje się dość dobrą 
korelację - rys. 11 (otwarte symbole). Dalsza lolalizecja otrzymanych widm 
CD pochodnych Guo na wykresie (pełne symbole) jest w większości wypadków 

pomyślna.
Dużym dylematem jest absolutna nieobecność aktywności optycznej w paś

mie B2D w niekórych wypadkach (I, IV, IX, XII, XVII, XVIII)ygdy jest ona 

bardzo duża w innych związkach.
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R,0 R3O
Badane związki

«1 «2 ^5 kąt

I MHg H OH OH OH -45
II H OH OH OH -54

III 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

VIII NIL H OH -fosforan- +20

IX ^2 H H OH PO4
X NH^ H OH OH SO4

XI NIL H -izopropyl- OH

XII »«2 H acetyl acetyl OH -67

XIII NH^ H -etoksymetyl- OPO,
XIV NHj H -fosfit- OH

XV HNCH H OH OH OH -60

XVI ^'«2 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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kąt {*) ^ /
0 ^

xvyijt'' fi Mr/ VH X ^9
jt vxii II yv vu- - ■ ,

Rys. 11. Zależność CD żelów pochodnych Guo od sinusa kąta obrotut o -ujemna, h do
datnia część, o -amplituda (suma dodatniej i ujemnej części)pasraa ekscytonowego B1U
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Bohdan Skalski, Adam Kraszewski

SPEKTROMETRIA MASOWA SKŁADNIKÓW 
KWASÓW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

Opracowanie zawiera omówienie stosowalności spektroskopii masowej do 
badań komponentów kwasów nukleinowych. Na przykładzie konkretnych związków 
podano ogólne schematy fragmentacji zasad nukleozydów i nukleotydów. Wska
zano również plusy i minusy oraz zakres stosowalności tej metody jako me
tody badawczej dla ustalenia struktury komponentów kwasów nulrleinowyoh.

WPROWADZENIE

Technika wykonania widma masowego wymaga, aby badany związek był odpo

wiednio lotny oraz trwały termicznie w warunaoh pomiaru.
Spośród komponentów kwasów nukleinowych tylko wolne zasady oraz urydyna 

i adenozyna spełniają te wstrunki. Wolne zasady (puryny i pirymidyny) wy
kazują dostateczną prężność par ^^ zakresie temperatur 130—200 C. 
Nukleozydy wymagają wyższych temperatur [3j» jednakże zbyt ostre warunki 

mogą powodować niepożądaną ich pirolizę w układzie wlotowym spektrometru.
Cytydyna, guanozyna oraz fosforany nukleozydów [3] są bardziej polarne 

i przez to niedostatecznie lotne dla spektrometrii masowej. Powstała więc 
konieczność chemicznej modyfikacji tych związków przez zastosowanie bloku
jących grup trójmetylosililowych,co powoduje radykalny wzrost ich lotno- 

ści[3]].
Należy podkreślić, że otrzymane widma masowe trójmetylosililgwycń (TMS) 

pochodnych zasad, nukleozydów i nukleotydów można dokładnie i z dużą dozą 
pewności zinterpretować. Pochodne te są trwałe w warunkach pomiaru, co jest 
dalszym pozytywnym czynnikiem przemawiającym za ich stosowaniem.

W przypadku analiz standardowych używa się mikrogramowych ilości próbek.



a niekiedy, jeżeli zachodzi konieczność, można uzyskać widmo ze znacznie
_Q

mniejszych (np. rzędu 10 g) ilości substancji.
Większość widm masowych otrzymuje się przy zastosowaniu energii joni

zacji 70 eV. Jednakże stosując niższe wartości energii (12-20 eV) uzyskuje 
się znaczne uproszczenie widm [l, 2] wskutek eliminacji wysokoenergetycz
nych procesów fragmentacji i przegrupowań, które są trudne do interpreta

cji i z reguły nie wnoszą istotnych informacji o strukturze badanego 

związku.
Sposoby fragmentacji jonów obserwowanych w widmach bada się za pomocą 

dokładnego pomiaru mas, pasm metastabilnych i specyficznego znakowania 

deuterem.
Dokładny pcmiar mas (z dokładnością do czwartego miejsca dziesiętnego) 
na wysokorozdzielczych spektrometrach masowych [5, 6] umożliwia jednoznacz

ne zdefiniowanie składu elementarnego wybranych lub wszystkich fragmentów 
jonowych w widmie i jest zarówno pomocny w interpretacji widm, jak i ba

daniu zanieczyszczeń substancji.
Pomocną w interpretacji widm jest także obserwacja pasm spowodowanych 

jonowymi przejściami metastabilnymi. Przejścia te pociągają za sobą de
kompozycję jonu o masie m^ do innej formy jonowej o masie m^ plus frag
ment neutralny w wolnym od pola rejonie spektrometru [6, 7] i rejestrowane
są jako szerokie piki o niskiej intensywności przy m/e oznaczonym m* , da-

2/
nym ze stosunku m * = (nig)
Obecność pasma metastabilnego (m* ) dla przejścia m^—•»-m^ + m (m - 
fragment neutralny) dowodzi jednoznacznie, że m^ powstaje z m^, natomiast 
brak takiego pasma nie wyklucza danego przejścia, gdyż nie każdy proces 

fragmentacji jest metastabilny.

WIDMA MASOWE PIRYMIDYN

2,4 - Dwuketopirymidyny ulegają fragmentacji w sposób przedstawiony 
na rys. 1, pod warunkiem, że podstawniki alkilowe nie zawierają hetero
atomów [ 2].

W widmie masowym uracylu [2] (rys. 2, A) obserwuje się 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 sposób A. Ukazuje 
się on przy m/e 70 w widmie zdeuterowanego związku i jest także intensywny 

przy 20 eV (rys. 2, B).
Dekarbonylacja jonu a w sposób B generuje jon o m/e 41, który tracąc dalej 

atom wodoru tv/orzy jon om/e 40^
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■ CNj

Rys. 1. Ogólny soksaat fragnentaoji 2,4—dauketoplryBldyn

>mfg

Rys. 2. Vidma masowe uracylu przy 70 eV (A) i 20 aV (B)
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•mk

Rys. 3. Widna masowe 6-metylouraoylu (A) i tymlny (B) przy 20 oV

Elimlnaoja CO z jonu a może być poprzedzona utratą rodnika H'(sposób 
co stanowi w zasadzie odwrócenie procesu B. Pasmo główne przy m/e 42 pow
staje na skutek eliminacji HCN (27 jednostek masy) z jonu a (sposób C), 
której towarzyszy przegrupowanie atomu wodoru z atomu azotu do pozostają
cego fragmentu ketenov;ego. Rozpad jonu a w sposób E, polegający na elimi
nacji fragmentu H-C=C=0 (41 jednostek masy) generuje jon ukazujący się w 

widmie jako intensywne pasmo przy m/e 28.
6-metylouracyl [2j (rys. 2,A) również eliminuje HNCO z jonu molekularnego 

w początkowym etapie fragmentacji, tworząc jon a przy n/e 83, który rozpada

się dalej w sposób D, eliminując rodnik *CH^ (83 68), oraz w sposób C,

eliminując CH^CN (83 •- 42). Jon o n/e 42 powstaje również na skutek roz
padu jonu a w sposób E analogicznie, jak w przypadku uracylu. Stosunek in

tensywności jonów n/e 42 utworzonych na drodze C do intensywności jonów 
m/e 42 utworzonych w sposób E, wyznaczony za pomocą dokładnego pomiaru 

mas, wynosi 3s1.
Tymina (rys. 3,B) ulega fragmentacji [2] analogicznie jak uracyl z domi

nacją sposobu A i B. Nie obserwuje się tu eliminacji grupy metylowej z jo
nu a, której obecność w pozycji 5 faworyzuje dekarbonylację jonu a 
(83 —► 55) nad eliminacją HCN w sposób C (83 —• 56), w przeciwieństwie do 
6-metylouracylu, gdzie zachodzi intensywna eliminacja CH^CN z jonu a

(83— 42).



Widmo końcowego członu tej serii,1,3-dwumetylouracylu C2J , jest scharak
teryzowane przez pik jonu molekularnego przy m/e 140 i intensywne pasma 
fragmentów jonowych przy m/e 83, 55 i 42,odpowiadające utracie CH^MCO w 
sposób A i w dalszej kolejności eliminacji CO w sposób B i rodnika ketono

wego (HCgO) w sposób E.
Przedstawiony powyżej ogólny schemat fragmentacji 2,4-dwuketopirymidyn, 

wobec braku dowodu, że pierścień jonu molekularnego otwiera się przed eli
minacją HMCO, jest zgodny z mechanizmem reakcji retro Dielsa - Aldera. 
Otwarcie pierścienia jonu molekularnego przed eliminacją HNCO faworyzowało
by przede wszystkim eliminację CO z otwartego łańcucha, lecz pik przy 
(M-28) jest słabo wykrywalny w widmie 6-metylouraoylu ii, 3-dwumetyloura- 
cylu i nie istnieje w uracylu i tyminie, gdzie obecność grupy metylowej 
przy CC5], jak można by się spod ziewać, powinna ułatwiać eliminację przyleg
łej grupy karbonylowej.

Widmo masowe cytozyny [2] wykonane przy 12 eV zawiera pasmo jonu mole
kularnego przy m/e 111 i trzy intensywne pasma fragmentów przy m/e 83, 69
i 68,odpowiadające odpowiednio eliminacji CO, NCO* i HNCO z jonu moleku
larnego. W widmie wykonanym przy 70 eV (rys. 4), które jest bsirdziej skom
plikowane, obserwuje się eliminację ‘NH^ z jonu molekularnego, nie wystę
pującą orzv 1? eV.
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Hys. 4. WldBO aasowe cytozyny przy ?0 oV

Jon molekularny 5-metylocytozyny [2] również eliminuje ‘NHg, CO, NCO* 
i HNCO. Obserwuje się tu również eliminację HgNCO* z jonu molekularnego, 
co potwierdza obecne w widmie pasmo metastabilne przy m/e 52,5, odpowia
dające eliminacji 44 jednostek masy (125 —* 81),

Widma około 50 dodatkowych pochodnych pirymidyny przedstawili w swych 
pracach T. Nishiwaki [8, 9] oraz K, Undheim i G, Hvistendahl flO] . Opu-



bukowano również widma masowe fotodimerów oyklobutanowych uracylu, tyminy 
i 5-bromouraoylu [11] oraz fotodimerów cyklobutanov;yoh 1, 1'-polimetyle- 
nobis-(5-alkilouraoyli) [12, 13] (analogów dwunukleotydów). Najbardziej cha
rakterystycznym sposobem fragmentacji tych fotodimerów jest rozerwanie 
pierścienia cyklobutanowego, co generuje jony o składzie identycznym z od

powiednim monomerem.

WIDMA MASOWE PURYN

W widmie masowym puryny [14 ](1) dominuje pasmo jonu mclekulamego (m'*’) 

przy i/e 120,

-I®

-N,
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N

Jul* m/e 93 -t-HCN

66 +HCN
(1)

nye 120

Obecne w widmie pasma metastabilne potwierdzają eliminację dwóch czą
steczek HCN z jonu molekularnego. Przy pomocy specyficznego znakowania 
deuterem znaleziono, że prawie 80^ eliminowanych cząsteczek HCN obejmuje 
atomy C -N^ i C -N puryny.

W widmie masowym adeniny [2] (rys. 5) również dominuje pasmo jonu mole

kularnego przy m/e 135.
Pasma przy m/e 108, 81 i 54 powstają dzięki kolejnej eliminacji trzech 

cząsteczek.HCN z jonu molekvilarnego,co potwierdzają obecne w widmie odpo

wiednie piki metastabilne.
N-metyloadenina [3] w pierwszym etapie fragmentacji eliminuje CH2N lub 

CHjN* z grupy metylotuninowej jonu molekularnego fi J, Po tej fragmentacji 

następuje kolejna eliminacja trzech cząsteczek H3N. Jon molekvLLamy 
»,N-dwumetyloadeniny również eliminuje CH^CN*. Eliminacja ta związana jest 
z migracją jednej z grup metylowych z N^ do atomu azotu pierścienia [l^
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Rys. 5. Widno Basowe adenloy przy 70 eV 
HNMe
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Struktura zeatyny [4], czynnika powodującego podział komórek , została 
oznaczona przy pomocy spektrometrii masowej 06].
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^ Me

Przez porównanie widm masowych związku przed i po wymianie w S^O wykry
to obecność w cząsteczce trzech łatwo wymienialnych protonów (pasmo jonu 
molekularnego przy m/e 219 przesunięte zostało ^do m/e 222 po wymianie w 

DgO).
Ponadto w widmie znaleziono pasma odpowiadające eliminacji HO i HOCH^j 

z M'*’ oraz pasma przy a/e 135 i m/e 136, charakterystyczne dla jonu mole
kularnego adeniny i jego protonowej postaci, powstającej wskutek elimina
cji podstawnika przy z przegrupowaniem atomu wodoru od eliminowego firag- 

mentu do grupy aminowej lub jednego z atomów azotu pierścienia.

Rys. 6. Widno masowe guanlay przy 70 eV

W widmie masowym guaniny |]l]] (rys. 6) pasmo jonu molekularnego jest pas

mem głównym (10Q^ intensywności względnej).
Pasmo przy m/e 109 powstaje dzięki eliminacji z jonu molekularnego frag-

1 2mentu obejmującego atomy N , C i atom azotu grupy aminowej .Utworzo
ny jon rozpada elę daleji elinlinując kole jno CO i HCN# Fragment przy m/e 110



269

-!32— m/e 109 + CH2N2

L m/6 81 + CO

— m/e 54 + HCKI

tworzy się w wyniku eliminacji CHB" z m'*’. Obserwuje się również pasma 
przy m/e 135 m/e 134 i m/e 108 (m'^'-HMCO). Przejścia te 

potwierdzono przez pomiar składu elementarnego jonów i przesunięcia pasm w 
widmie związku po wymianie labilnych protonów w DgO.

WIDMA MASOWE TRÓJMETYLOSILILOWYCH POCHODNYCH 
ZASAD PURYNOWYCH I PIRYMIDYNOWYCH

Izolacja niewielkich ilości modyfikowanych biologicznie lub chemicznie 
zasad z hydrolizatów RNA lub DNA, potrzebnych dla uzyskania ich widm maso
wych, jest bardzo trudna,a często nawet niemożliwa do wykonania, W takich 
przypadkach mieszaninę zasad poddaje się sllilowaniu w celu przeprowadze-

OSiMej

MejSiO

HNSlMcj

(1) - 0^,0^ - bis (trójmetylosililo) uracyl
(2) - 0^,0^ - bis (trójmetylosililo) tymina

(3) - o ,N^ - bis (trójmetylosililo) cytozyna
(4) - N^,9 - bis (trójmetylosililo) adenina
(5) - N^,0^,9 - trój (trójmetylosililo) guanlna

C5) sLMCj



nia ich w łatwo lotne pochodne trójmetylosililowe fi 7] dające się roz

dzielić metodą chromatografii gazowej [is]. Jeżeli system wlotowy spektro

metru masowego sprzężony jest z chromatografem gazowym, otrzymuje się jed
nocześnie widma masowe rozdzielanych sililowanyoh zasad.

Widma masowe trójmetylosilllowyoh (TMS) - pochodnych pięciu głównych 

zasad jig] z RNA i DNA przedstawiono na rys. 7»
Ponadto w tabeli I podano intensywności najbardziej charakterystycznych 

jonów w widmach masowych TUS—pochodnych dwudziestu dodatkowych zasad.

Tabela I

Wybrane jony z widm masowych trójmetylosililowych 
pochodnych zasad pirymidynowych i purynowyoh

2 70

Zasada Ilość grup 
Me^Sl- M

m/e (int 0
M-H M-Me m/e 73

Puryna 1 192/67/ 191/3,6/ 177/100/ /21/

6-41 e t yl opur yna 1 206/73/ 205/3,5/ 191/100/ /23/
3-Metyloadenina 1 221/52/ 220/4,1/ 206/100/ /21/

H-Motyloadenina 1 221/100/ 220/19/ 206/53/ /53/
6-C hl or opuryna 1 226/96/ 225/1 ,1/ 211/100/ /45/

6 etylopuryna 1 236/100/ 237/9,0/ 223/57/ /83/
5-Metylocytozyna 2 269/37/ 268/2,8/ 254/100/ /39/

Hipoksantyna 2 280/46/ 279/2,5/ 265/100/ /47/
1 -Metyloadenina 2 293/8,1/ 292/0,7/ 278/100/ /46/

2 -M e tyload enlna 2 293/32/ 292/2,4/ 278/100/ /40/

T^etyloadenina 2 293/37/ 292/24 276/100/ /57/
7-Metyloguanina 2 309/22/ 308/2,9/ 294/100/ /51/
7-Metyloksantyna 2 310/50/ 309/11/ 295/100/ /42/

5-Hydroxyuracyl 3 344/41/ 343/20/ 329/100/ /84/
6-Hydroxyuracyl 3 344/75/ 343/52/ 329/100/ /62/

5-Hydroxymetylooytozyna 3 357/100/ 356/5,1/ 342/42/ /92/

5-Hydroxymetylouracyl 3 358/60/ 357/5,0/ 343/29/ /100/
Ksantyna 3 268/72/ 367/3,7/ 353/100/ /80/

Kwas orotowy 3 372/7,0/ 371/3,6/ 257/52/ /94/
Kwas moczowy 4 456/78/ 455/4,0/ 441/57/ /100/

Intensywności jonów molekularnych TMS-pochodnych zasad są ogólnie 
sokie, co jest zgodne z aromatycznym charakterem cząsteczek.

wy-
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Rys. 7. Widma masowe TMS-pochodnych uracylu, tyminy,cytozyny, adeniny i guaniny



Najbardziej charakterystycznym sposobem fragmentacji tych związków Jest 
eliminacja rodnika metylowego lub wodorowego z Jonu molekularnego. Widma 
licznych pochodnych zawierających zdeuterowane fuhkcje trójmetylosililowe 
dowodzą, że eliminacja atomu wodoru w tworzeniu fragmentu (M-H) zachodzi 
ZEu:ówno w zasadzie^ Jak i grupach trójmetylosililowych. Widma te wykazały 
również, że atomy wodoru z funkcji trójmetylosililowych wymieniają się z 
atomami wodoru związanymi bezpośrednio z pierścieniem zasady. Wymiana ta 
Jest silnie zależna od energii jonizacji i Jest największa przy niskich 
wartościach eV, co tłumaczy się zwiększonym czasem życia Jonu molekularne
go przy niskich energiach i większą przez to możliwością wzajemnej wymiany 

atomów wodoru.
Zasady, które zawierają |rupy metylowe inne niż te z funkcji trójmety

losililowych, Jak np. w N°,N® - dwumetylo-9-(tióJmetylosililo)-adeninie (6;, 

mogą elimino\vać rodniki metylowe z dwóch źródeł [19]. W przypadku (6) oko
ło 77% eliminowanych grup metylowych pochodzi z atomu azotu grupy aminowej 
(M-CH^) , a tylko 23% z grupy trójmetylosililowej (M-CD^).
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Me Me ,Me
N +

"ÓO ćo
SiMe«

(61 77%

(Ga')

I
5l(C0j);

ZlYc
+ Sii

W przypadku, gdy grupa metylowa Jest związana bezpośrednio z pierście
niem, JeJ eliminacja Jest stłumiona na korzyść fragmentacji w części 

trójmetylosililowej. -
Obecne w widmach masowych wszystkich badanych pochodnych intensywne pa
sma przy wartościach 45, 59, 73 pochodzą od zjonizowanej grupy trójme
tylosililowej (73) oraz od Jonów tej grupy,w której funkcje metylowe u

legły częściowej wymianie na wodór (45 z 59).
1 3R -Si-R^

r2

m/e 45 
nv^e 59 
nv/e 73 
m/e 82

2 3= H = H} R^ = Me
= H> R^ = R^ = ile 

2 3= = Me
= R^ = R^ = CD,
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Najwięcej danych strukturalnych w widmach TMS-pochodnych pirymidyno
wych dostarczają Jony powstające z fragmentu M-Me na skutek otwarcia pierś
cienia pirymidynowego. Widma izomerycznych tiouracyli [H9] (7), (8)(rys.8)
wykazały, że w wyniku otwarcia pierścienia powstaje fragment Jonowy obej- 

4 5mujący atomy węgla C -C z ich podstawnikami.

OSiMe^ 55L Mc5

N'

Me35l 5 N

(7) (81

+
XSl

N

Me^SiO

Me > 

Me'

+ 45
,SlXC = CR

on a

X=0,S,NH
R 0 

H 93 115 

Me 112> 123

m/e-------V
S NH

98

112
z porównania widm masowych TMS-pochodnych uracylu, tyminy (rys. 7) i 
dwóch izomerycznych tiouracyli (rys. 8) wynika, że Jon a może służyó Jako 
dobry wskaźnik pozycji C-metylacJi (przy C lub C ) i tiolowania w pirymi- 

dynach.
Y/ widmie pochodnej cytozyny [l9](3) (rys. 7) rozerwanie pierścienia aro
matycznego we fragmencie M-15 Jest poprzedzone migracją funkcji trójmety- 
losililowej z 0 do N^. Powstający intensywny pik przy ta/e 170, przesunię
ty do m/e 184 w widmie pochodnej 5-metylo [19](9% intensywności względnej),
również potwierdza eliminację C^-C^ z ich podstawnikami i umożliwia roz-

5 6 ■różnienie pozycji metylacji przy C lub C .
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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,5i----+
^ N ^5- ^sLMe^

H N

(M-Me)
(3)

HN
cIII

5CH
iT)/e 170
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,5 „6Wysyoenie wiązania C^-C w pirymidynaoh prowadzi do kilim ważnych róż

nic w sposobie fragmentacji. Tworzenie Jonu a (n/e99). Jak widać na rys. 9, 
Jest stłumione, ale tworzy się Jon dający intensywne pasmo przy m/e 201, 
które nie ma odpowiednika w widmie uracylu (rys, 7). Dokładny po
miar masy fragmentu przy m/e 201 pozwolił na ustalenie mecha
nizmu, który polega na eliminacji z Jonu molekularnego cząsteczki ketenu

4 5(H CO), obejmującej atomy węgla C -C . Eliminacja ta poprzedzona Jest mi- 
2 2 4 3

gracją grupy trójmetylosililowej z 0 do U .
Przejście to potwierdza również 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 charakteryzującym metylaoję grupy aminowej Jest 
eliminacja metylenoimlny z Jonu molekularnego, której towarzyszy migracja 
grupy metylowej lub atomu wodoru do względnie C^.

a.
SlHe, 

(C) R»Cłłj 
(W)

\

mt/ei06

W widmie masowym N-metyloadenlny (rys. 10) pasmo Jonu a^^e 206 Jest pas

mem głównym.
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Rys. 10. Widmo rnasose TMS-pochodneJ N,N-dsumetyloadeniny

Wymagana niewielka ilość substancji, łatwość z Jaką otrzymywane są wid
ma oraz obserwowana specyficzność fragmentacji, sugerują, że widma masowe 
zasad purynowyoh i pirymidynowych, Jak również ich TMS-pochodnych, mogą 
służyć Jako użyteczne modele w określaniu strulrtury chemicznie lub biolo
gicznie modyfikowanych komponentów kwasów nukleinowych. Technika ta Jest
również użyteczna w określaniu pozycji 1 ilości przyłączanych biologicznie

2 18 13lub chemicznie izotopów B ( H), 0 i C.



SPEKTROSKOPIA MASOWA NUKLEOZYDÓW I ICH FOSFORANÓW

Dotychczas otrzymano widma masowe wszystkich majorowych nukleozydów i 
ich fosforanów oraz niektórych tzw. rzadkich nukleozydów łącznie z hiper- 
modyfikowanym nukleozydem Jakim Jest N-Cg-ji -D-rybofureuiozylopurynylo -6- 
-yl(-H-metylokarbamoylo) treonina [21] . Badania komponentów kwasów nukle
inowych za pomocą spektroskopii masowej obejmują nie tylko nukleozydy i ich 
fosforany, ale także ich pochodne, Jak np.t 8-oyklonukleozydoadenozyny [22], 
inozyny, guanozyny i ksantozyny [2^ oraz układów cyklicznych urydyny [24] , 
4-tiouyrydyny [25] i 5-metylourydyny [25] oraz ich pochodnych blokowa
nych [26] grupami trytylową, acetyl ową i piwaloilową. Okazuje się, że nie 
tylko trójmetylosililowe pochodne nukleozydów i ich fosforanów znajdują 
zastosowanie w spektroskopii masowej. Inną odpowiednią grupą blokującą Jest 
grupa trójfluoroacetylowa [27] , która znajduje coraz częstsze zastosowa
nie. Jedną z ujemnych stron preparowania trójmetylosililowych pochodnych 
badanych związków Jest konieczność rozdziału związku pertrójmetylosililo- 

wego od niecałkowicie zablokowanych. Ze względu na niewielkie ilości sub
stancji koniecznej do otrzymania widma masowego, bardzo pomocna okazała 
się chromatografia gazowa. Wskutek sprzężenia chromatografu gazowego z 
spektroskopem masov/ym można rozdzielić powstałe produkty sililowania, a na
stępnie uzyskać widmo czystego pertrójmetylosililowego związku. Technikę 
tę stosuje się obecnie bardzo powszechnie. Podczas reakcji sililowania mo
gą zachodzić inne reakcje chemiczne, które dają w efekcie mieszaninę nie 
tylko w różnym stopniu zablokowanego substratu, ale także produkt niepo
żądanej reakcji. Taką sytuację napotkano przy trójmetylosililowaniu [28] 

7-metyloguanozyny przy dostępie tlenu, otrzymując w rakcji tlenu z zasadą 
7-metylo-8-ketoguanozynę. W przypadku Innych nukleozydów i ich fosforanów 
takich reakcji nie zaobserwowano. Nie znaczy to, że procesy uboczne nie 
zachodzą. Jednak nie mają one absolutnie żadnego wpływu na widmo masowe w 

dotychczas badanych związkach.
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OMÓWIENIE WIDM MASOWYCH NUKLEOZYDÓW I ICH FÓSFÓRANÓW

Widmo masowe nukleozydów Jest oczywiście zależne od sposobu fragmen— 
tacji Jonu molekularnego. Jest rzeczą znamienną, że wszystkie nukleozydy 
ze względu na swoją budowę ulegają fragmentacji w sposób charakterystyczny 

i nadający się do względnie łatwej interpetaoji. Dlatego w tym opracowa
niu przedstawiono widmo masowe oraz sposób fragmentacji adenozyny [2^ 
(rys. 1) Jako przykład obejmujący również inne nukleozydy, których widma 

masowe można wykonać bez modyfikacji badanego związku.
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Rys. 1. Wldoo masowe adenozyny przy 70 eV

Widmo wykonano przy 70 eV. Można w nim wyróżnić pik przy ja/e 267, odpo- 
władający jonowi molekularnemu oznaczonego przez M. • M. ulega następnie 
rozpadowi na trzy rodnikojony^ odpowiadające odpowiednio adeninie plus Je— 
den proton (B+H) przy a/e 135, adeninie plus dwa protony (B+2H)przy m/e 136 
oraz fragmentowi powstałemu z reszty cukrowej przy m/e 133 oznaczonej 
Jako S. Tę drogę fragmentacji przedstawiono na schemacie pierwszym.

e
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Jak widać, rozpad jonu molekularnego w tym przypadku przebiega z rozer
waniem wiązania N-glikozydowego. Inny sposób fragmentacji jonu molekular
nego, w którym z części cukrowej ulega wydzieleniu cząsteczka formalde
hydu CCH 0) oraz jon oznaczony (M-30)t przy n/e 237, którego prawdopodobna 

struktura przedstawiona jest na schemacie 2, Jon (M-30). ulega rozpadowi 
na dwa fragmenty, z których jeden przy n/e 178 jest położony o 89 m/e jed
nostek poniżej Jonu molekularnego (M-89)t i zawiera adeninę połączoną z 

atomami węgla C-1 i C-2 pochodzącymi z reszty cukrowej.
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Wyżej przedstawiona fragmentacja przebiega bez rozerwania wiązania 

N-glikozydowego,00 pociąga za sobą powstawanie zupełnie innych Jonów , niż 
w przypadku rozerwania tego wiązania. W widmie masowym adenozyny występuje 
pik przy m/e 164 odpowiadający Jonowi, którego strukturę uwidoczniono na 
schemacie 3. Zawiera on adeninę (lub inną odpowiednią zasadę) połączoną 
wiązaniem N-glikozydowym z fragmentem cukru o składzie CHgO. Badania prze
prowadzone za pomocą podstawienia protonów deuterem [3Ó] sugerują,że frag
ment cukru w tym Jonie stanowi węgiel C^-1 i związany z nim atom wodoru 
oraz atom tlenu z pierścienia furanozowego z atomem wodoru pochodzącym z 
grupy OH-2' . Wyjaśnienie tworzenia się tego Jonu pozwala wytłumaczyć bar
dzo małą intensywność piku (B+30)t w przypadku 2'-dezoksynukleozydów.

©
CD B + 2H

B + 30

Schemat 3
H

m/e 136



Występowanie bardzo mało intensywnego piku B+30 w widmach masowych 2 

dezoksynukleozydów nasuwa przypuszczenie, że atom wodoru może przegrupo- 
wywaó się do pierścieniowego atomu tlenu z grup OH w pozycji 3'- lub 5’« W 
tym kontekście wydaje się, że przegrupowanie atomu wodoru z pozycji 2'-0H 
i powstanie jonu B+30 jest uprzywilejowane. Ten pogląd poparty na wspom
nianych już badeuiiach związków podstawionych deuterem i porównaniem z wid
mami masowymi 2dezoksynukleotydów zostaje podważony na podstawie widm 
masowych 2'- 0-metyloadenozyny, gdzie przy nv^e 164 występuje pik B+30 o du
żej intensywności. Jak dotychczas Jest to problem niewyjaśniony. 
Przedstawione powyżej widmo masowe adenozyny i Jego interpetacja są 
charakterystyczne dla widm pochodnych adenozyny oraz urydyny. Nie 
rozpatrując szczegółowo poszczególnych etapów fragmentacji przedsta
wiono (rys. 2) widmo masowe urydyny, w którym można zinterpretować 
poszczególne piki. Porównując Jednak ich intensywności widać, że intensyw
ności odpowiadające Jonowi o tej samej budowie są różne. V/zaJemne inten
sywności poszczególnych pików przedstawiono na schemacie 4.
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Sys. 2. Widao masowe urydyny przy 70 eV

Zestawienie intensywności odpowiednich pików

urydyna

M-30 m/e 214
M-89 m/e 155 j

B+30 m/e 141
B+2H m/e 113 p.g.
BfH m/e 112

S m/e 133

adenozyna

M-30 a/e 237 
M-89 m/e 178 
Bf30 m/e 164 
B+2H m/e 136 
B+H m/e 135 p.g 

S m/e 133
>

Schemat 4



Porównanie względnych intensywności tych pików w widmie masowym badane
go nukleozydu może rozstrzygnąć czy Jest on pochodną adenozyny czy urydy
ny. Często intensywność piku odpowiadającego Jonowi molekularnemu nie Jest 

duża i trudno go w widmie uchwycić. Jednak zinterpretowanie pików M-89 i 
B+30 oraz Bf2H i S pozwala nam ustalić wartość m/e odpowiadającą Jonowi 
molekularnemu oraz czy dany związek Jest z serii rybo- ozy dezoksyrybo.Mie 
zawsze można na podstawie widma masowego oraz ogólnych przyjętych zależnoś
ci ustalić prawdopodobną budowę związków. Taka sytuacja może być spowodo
wana odmienną od typowej budową nukleozydu np. pseudourydyna. Obecność 
C-glikozydowego wiązania powoduje, iż Jon molekularny ulega fragmentacji 
głównie przez przegrupowanie reszty cukrowej. Dalszym powodem innej niż w 
większości nukleozydów fragmentacji może być silna modyfikacja zasady. Ob
serwujemy to w przypadku M-//9-p>-D-rybofu^anozylopurynylo-6-y3/-N-metylo- 
karbomylo) treoniny, gdzie w pierwszym rzędzie następuje fragmentacja częś
ci treoninowej a następnie pozostałej cząsteczki. Należy nadmienić, że ob
raz widma masowego niBcleozydów, podobnie Jak w przypadku zasad, zmienia się 
zasadniczo przy anianie energii jonizacji. Porównania widm przy woltażu 
70 eV i 20 eV komponentów kwasów nukleinowych zawarte są w pracach
S.M. Mechta [32], S.A. Gupty i N.J. Leonarda z lat 1969 i 1970,

Jak Już wspomniano,cytydyna i guanozyna oraz fosforany nukleozydów są 
zbyt mało lotne, aby wykonać ich widma masowe. Przeprowadzenie ich w po
chodne trójmetylosililowe pozwala na wykonanie widm,lecz znacznie zmienia 
sposób fragmentacji względem ogólnie przyjętych schematów. Dyskusję widma 
masowego trójmetylosililopochodnych nukleozydów przedstawiono na podsta
wie pięcio trójmetylosilllopochodneJ guanozyny, I w tym przypadku spoty
kamy różne sposoby fragmentacji Jonu molekularnego uwidocznione na sche
macie 5. We wszystkich trójmetylosililowych pochodnych nukleozydów, a w 

przypadku (TMS)^ pochodnej guanozyny (rys. 3), obserwuje się pik przy m/e 628 
(M-I5), 00 odpowiada wydzieleniu się z Jonu molekularnego grupy CH^.
Rozerwanie wiązania N-glikozydowego pociąga za sobą powstanie pików pocho
dzących od Jonów zasady przy m/e 294 (B) oraz B+H przy m/e 280 po odcze
pieniu grupy CHj. Wskutek przegrupowania grupy HTMS z części ciikrowej od 
zasady otrzymujemy pik przy m/e 268 odpoTłiadaJąoy Jonowi B+HMTS. Dalszą 
konsekwencją rozerwania wiązania N-glikozydowego są Jony pochodzące od 
części cukrowej związku. Przy nv^e 349 występuje pik S, pochodzący od cukrv^ 
wraz z trzema grupami TMS.

Wskutek odczepienia z S cząsteczki trójmetylosililanolu otrzymujemy pik 
przy m/e 259 (g). Z fragmentu oznaczonego "g" odczepia się następna czą
steczka trójmetylosililanolu, dając w efekcie Jon "h", od którego sygnał ob-
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Rys. 3. Widmo masowo (TMS)^ pochodnej guanozyny przy 70 oV
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»j-C/^ 8 (TMS) serwujemy przy m/e 169. Jon powstały
z części cukrowej ulega fragmentacji 
również na innej drodze,w której naj
pierw S traci atom wodoru,dając Jon
oznaczony "o", którego pik położony 
Jest przy n/e 348. Otrzymany Jon "c" 
traci cząsteczkę trójmetylosililanolu 
i tworzy Jon, któremu odpowiada pik 
prjy 258 n/e ("d"). Jon "d", w wyniku 
przejścia metastablinego,w którym od
łącza się rodnik CH^, tworzy fragment 
"e" o m/e 243. Trzeci nadający się do 
interpretacji sposób fragmentacji Jo

. 1 nu S polega na oderwaniu od S ugrupona-
tehomaf 5 nia (CH^OTMS + H), w wyniku czego o1r^-

mujemy na widmie pik przy n/e 245 odpowiadający fragmentowi "f",Poniżej 
opisany sposób fragmentacji Jest konsekwencją rozerwania wiązania 
N-glikozydowego. Widmo masowe sllllowanej guanozyny zawiera szereg innych 
pików, które świadczą o tym, że fragmentacja może przebiegać podobnie. Jak 
w nukleozydach nie podstawionych,!J. bez rozerwania tego wiązania.

W przypadku,gdy następuje rozerwanie wiązania Cl ' — C2* tworzy się frag
ment "a",dający pik przy n/e 324 złożony z zasady oraz atomu węgla Cl' z 
dwoma atomami wodoru i Jednym atomem tlenu z pierścienia furanozowego. 
Fragment ten tracąc cząsteczkę CO daje Jon o sygnale przy n/e 296. Jeżeli 
w Jonie molekularnym ulega rozerwaniu wiązanie C2 ' - C 3', to powstaje Jon 
(i+H) zbudowany z zasady połączonej z Cl' i C2' pochodzącymi od cukru wraz 
z grupą OTMS przy atomie węgla C2'. Sygnał pochodzący od tego Jonu położo
ny Jest przy n/e 410. Inne fragmenty,którym można przypisać odpowiedni pik 
na widmie,to odpowiednio fragment złożony z atomu węgla C5* z dwoma atoma
mi wodoru i resztą trójmetylosililoksy, któremu odpowiada pik przy n/e 103.



Bardzo intensywny pik przy m/e 73 odpowiada Jonowi trójmetylosililowemu. 
Pik przy 147 n/e pochodzi od ugrupoweinia Si OSl/CH^/g) 1- wreszcie 
sygnał położony przy m/e 217 należy przypisać Jonowi "k" (schemat 5) zło
żonemu z dwóch grup trójmetylosililoksy połączonych z atomami węgla C3', 

C4' i C5'.
Na podstawie przedstawionego widma (TMS)^ pochodnej guanozyny, które Jest 

typowe dla wielu TMS pochodnych nukleozydów, można uzyskać szereg informa
cji o badanym związku. Podobnie, Jak w przypadku nukleozydów niezablokowa- 
nych, można ustalić ciężar cząsteczkowy, skład atomowy oraz uzyskać po
twierdzenie czy reszta cukrowa Jest pochodną rybozy,czy 2' lub 3" dezoksy- 
rybozy. Można róymież z dużą pewnością ustalić,Jaka zasada wchodzi w skład 
badanego nukleozydu. Sumując powyższe uzyskane informacje można powiedzieć, 
że pozwalają one na pełną identyfikację nukleozydu mimo skomplikowania wid
ma przez grupy blokujące. Twierdzenie to dotyczy również sililowych po
chodnych 5' lub 3' fosforanów nukleozydów. Widmo (TMS) pochodnej 5'- fos
foranu adenozyny przedstawione Jest na rys. 4. Powracając do schematu 5 
można przypisać większość pików odpowiednim fragmentom. Sposób fragmentsi- 
cji Jest niemalże identyczny. Jak w przypadku zablokowanego nukleozydu, tak 
że reszta fosforanowa nie wnosi istotnych zmian do ogólnego schematu roz
padu Jonu molekiU-amego zsililowanych nukleozydów. Oderweuiie zsililowanej
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Rys. 4. Widmo masowe (TMS)^ pochodnej 5*- fosfranu: adenozyny przy 70 eV

reszty fosforanowej z pozycji 5' daje fragment nukleozydu, którego pik("m") 
położony Jest przy 466 n/e. Wskutek wewnątrzcząsteczkowego przegrupowania 
grupy TMS otrzymujemy fragment HO-P-(OTMS)^ o sygnale przy n/e 315. Ten 
Jon tracąc cząsteczkę metsinu rozpada się na fragment, któremu odpowiada 
pik przy 299 m/e. Jon reszty cukrowej S traci cząsteczkę tróJmetylosili— 
lanolu, dając fragment "g", który następnie odszczepia ugrupowanie dwu-trój- 
metylosililofosforanowe plus atom wodoru,co prowadzi do Jonu "h". Położe
nie sygnałów odpowiadających Jonom '.'g" i "h" Jest odpowiednio przy 411 m/e 

i 169 n/e. -
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Wydaje się niecelowa dalsza szczegółowa analiza drogi fragmentacji oraz

przedstawionego widma (TUS),. pochodnej 5' fosforanu adenozyny ponieważ,
5 >

uwzględniając różnice mas, można stwierdzić daleko posunięte podobieństwo 
do sposobu fragmentacji trójmetylosililopochodnych nukleozydów przedsta

wionego poprzednio.
Również w przypadku fosforanów nukleozydów na podstawie analizy widma 

masowego można ustalió [33] czy dany fosforan jest pochodnym 3‘ czy 5'^ czy 
też może jest on 3' - 5' lub 2* - 3' cykliczną poćhodną.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionych analiz za pomocą spektroskopii masowej 
komponentów kwasów nukleinowych począwszy od zasad aż do fosforanów nu
kleozydów, można stwierdzić, że ta metoda analizy okazuje się bardzo przy
datną. Charakterystyczny i powtarzalny sposób fragmentacji czyni z każdego 
widma isasowego badanego związku jego "odcisk palca", co można traktować ja
ko wzorzec. Literatura przytacza również wiele przykładów, w których spek
troskopia masowa użyta została jako pierwszoplanowa analiza ustalająca 
strukturę. Obecnie przeprowadza się próby stosowania tej analizy do więk
szych fragmentów kwasów nukleinowych,jak fosforany dwunukleozydów,w związ
ku z czym wydaje się iż jest to metoda badawcza przyszłości. Jeżeli usze
regować poszczególne metody ustalania struktury pochodnych kwasów nuklei
nowych, to spektroskopię masową już obecnie zaliczać można do metod wiodą

cych obok analiz UV, IR, NMR.
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Kieł-W dyskusji zabrali głos prof.dr M. Wiewiórowski, doo.dr bab. M. 
czewski oraz dr M. Bramiński.

Poruszyli oni zagadnienia związane z widmami masowymi alkilowych po
chodnych nukleozydów,powołując się także na własne badania w tym zakresie. 
Następnie poruszono problemy związane z ograniczeniami i możliwościami za
stosowania spektroskopii masowej w badaniach strukturalnych komponentów 
kwasów nukleinowych.

Dyskusję zakończył prof.dr M. Wiewiórowski, który omówił problemy zwią
zane z aparaturą stosowaną w spektroskopii masowej oraz z rozwojem tej me
tody w Polsce.



Jan Barciszewski, Antonii. Rafalski

IZOLACJA, WŁASNOŚCI I STRUKTURA tRNA SPECYFICZNYCH
DLA FENYLOALANINY

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono informacje dotyczące j,zolacji i własności craz 
najnowsze poglądy na strukturę trzeciorzędową tRNA . Przedstawiliśmy wie
le przykładów wykorzystania chemicznej modyfikacji w badsiniach struktury 
tRNA. Przedstawiono ostatnie osiągnięcia w badaniach struktury krystalicz
nej tHNA Steirano się pokazać użyteczność metod termodynamicznych i 
spektroskopowych do tego typu badań strukturalnych.

Spośród wszystkich tRNA o znanej sekwencji nukleotydowej najwięcej ba
dań koncentrowało się na tRNA specyficznych dla fenyloalaniny. Między in
nymi na przykładzie tych tRNA próbuje się wyjaśnić szereg nie rozwiązanych

P0IIdotąd zagadnień biologii molekularnej. 0 wyborze tRNA jako modelu do 
badań decyduje zasadniczo łatwa i szybka metoda otrzymywania oraz,w nie
których przypadkach,obecność silnie fluoryzującego nukleozydu. Ponieważ 
tHNA^®"^ z drożdży można otrzymać najłatwiej, jak pokazaliśmy poniżej 

omawiając zastosowanie ED-celulozy, stąd też najwięcej badań struk

turalnych opierało się właśnie na tym materiale,
W niniejszym referacie pragniemy przedstawić dotychczasowe osiągnięcia

w badaniach nad fenyloalaninowymi tRNA, Zastawienie tych rezultatów jest
r

dla nas bardzo interesujące, ze względu na nasze zainteresowania tRNA 

z nasion łubinu żółtego.

, Pen

tRNA

1. METODY IZOLACJI RNA''" Z RÓŻNYCH ORGANIZMÓW 

Pen drożdży

Mieszaninę tRNA z drożdży otrzymuje się w prosty sposób (Holley 1963). 
Z wielu metod opracowanych dla rozdziału specyficznych tRNA najcenniejszą w



tym przypadku okazała się chromatografia na DB-celulozie. Stosunkowo pros
te otrzymywanie tego wymieniacza oraz specyficzne własności tRNA z droż

dży spowodo\iały powszechne stosowanie tej techniki (Tener 1967; Gil łam 
1967). Silne niewiązaniowe oddziaływanie z nośnikiem powoduje zatrzymanie 
tRNA^®*^ na kolumnie,a w ten sposób oddzielenie od pozostałych. Kwas 

opuszczający kolumnę pod wpływem rozpuszczalników organicmych (2—metoksy - 
etanol, etanol; Gillam 1967) jest oczyszczony 17-krotnie w stosunku do 
materiału wyjściowego. Niezbyt wysoki stopień oczyszczenia spowodowany był 
silnym wiązaniem zanieczyszczeń absorbujących w ultrafiolecie do BD- celu
lozy. Zastosowanie BD-celulozy pokrytej kwasem krzemowym (Wimmer 1968)
powoduje zmniejszenie oddziaływania tRNA^^*^ z nośnikiem. Stosując to po—

P0IIstępowanie można przy niższym stężeniu chlorku sodowego wymywać tRNA z 
kolumny, natomiast inne zanieczyszczenia, głównie rRNA i mRNA, pozostają w 
tych warunkach na kolumnie. Wydaje się celowe stosowanie dwóch etapów o— 
czyszczania preparatu tRNA^^ na ED—celulozie. Pierwszy będzie polegał na 

stosowaniu normalnego wymieniacza jonowego, dr\jgi natomiast będzie wyko
rzystywał obecność kwasu krzemowego na BD-celulozie. W literaturze przyję
to dla oznaczenia tego nośnika skrót BDCS, co oznacza benzoylated DEAE ce- 
lulose - caoted slllllc acid. Przy zastosowaniu tych technik otrzymano 
preparat o czystości 97%. Zamiast stosowania BDCS, która ma małą pojemność 
jonowymienną, z dużym powodzeniem do otrzymywania preparatywnych ilości
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tRNA^®“ 

tRNA

zastosowano chromatografię na DEAE Sephadex A-25 (Schneider 1972). 

z bakterii Escherichia coli

Mieszaninę tRNA otrzymano techniką ekstrakcji fenolem, wstępnego oczy
szczania Izopropanolem i strącenia etanolem. Surowy preparat tRNA roz

dzielono na DEAE-celulozie (Handher 1969) w gradiencie stężenia chlorku
Fsnsodowego od 0,25 M - 0,65 M. Frakcję zawierającą między innymi tRNA 

oraz tRNA^®“ i tRNA^^ rozdzielano na kolumnie z odwróconą fazą RPC 4. 
Uzyskano wyraźny rozdział dwóch 1ENA^^^ od Innych. Frakcje zawierające 

tRNA^®*^ zagęszczano dalej na kolumnach z DEAE-celulozą (Weeren 1970). Tak 

oczyszczonj' preparat wykazywał aktywność 995 względu na obec
ność dwóch tRNA specyficznych dla fenyloalaniny zaszła potrzeba opracowa
nia prostej metody otrzymywania tych tRNA. Zastosowano więc w pierwszym 
etapie chromatografię w systemie RPC - 3, a następnie kolumnę z RPC - 4. 
Można w ten sposób otrzymać dwa tRNA^®“ o aktywności wynoszącej 1300 dla 
tRNA^®*' i 1650 dla tRNA^®“. Metoda izolacji specyficznego •tiiNA^®“ z E.coli

jest dużo bardziej skomplikowana w porównaniu do tRNA z drożdży

1972).

(Weeren



289

t E M A Pen kiełków pszenicy

Mieszaninę tRNA z kiełków pszenicy otrzymano metodą ekstrakcji fenolem 
(Dudock 1969), po czym rozdzielano na kolumnie z BD-celulozą, stosując li
niowy gradient stężenia NaCl od 0,3 M - 1,3 M. Obecność frakcji tRNA 
stwierdzono przy pomocy spektrofluorymetru oraz na podstawie aktywności 
akceptorowej. Przy stężeniu 0,85 - 0,95 M NaCl stwierdzono wpływ z kolumny 
tRNA specyficznego dla fenyloalaniny w postaci dwóch pików absorpcji przy 
długości fali 260 nm (Yoshikami 1968, 1971). Dla końcowego oczyszczenia 
preparatu zastosowano powtórnie HD-oel\łlozę. Otrzymany w wyniku tej ope
racji tRNA charakteryzował się czystością 90% (Yoshikami 1968).

PentRNA królika

od
Pen

wątroby

Mieszaninę tRNA z wątroby królika wyizolowano znanymi metodami (Petris- 
sant 1971). Penyloalaninowy tRNA otrzymsino stosując trzy etapy oczyszczal
nia; dwa na benzoilowanej lEAE-celulozie oraz jednej na DEAB-Sephadez A - 
50. Deaiminoacylowany tRNA z wątroby królika chromatografowamo na pierw
szej kolumnie z HD celulozą,stosując liniowy gradient stężenia NaCl 
0,4 - 1,0 M. w buforze octanowym o pH 4,5. Po zakończeniu gradientu tRNA 
wymywano buforem z 1 M NaCl, zawierającym 2C% etainolu. Po odzyskaniu
iENA^®^ z BD celulozy, preparat poddano dalszemu oczyszczaniu na DEAE- 

Sephadex A-50. Po tym etapie aktywność prepau^atu wynosiła 750 pM/A^gg.ftak- 
oję tą poddaino reakcji aminoacylacji fenyloalaniną i ponownie oczyszczano 
na BD-celulozle. Penyloalaninowy tRNA wymywano gradientem stężenia NaCl w 
zakresie 0,8 - 1,0 M z dodatkiem etanolu w gradiencie od 0-15%. Otrzymany 

preparat miał aktywność akceptorową 1600 
Pen

1700 PM/Aggo (Keith 1973).

tRNA wątroby z o z u r a

Penyloalaninowy tRNA z wątroby szczura izolowano metodą chromatografii 
na benzoilowanej DEAE-celulozie z mieszaniny tRNA otrzymanej standardowymi 
metodeuni (Rogg 1969). Do wymycia tRNA z kolumny używano buforu zawie
rającego 1,5 M NaCl z dziesięcioprocentowym dodatkiem etanolu. Ostatecz
nie oczyszczono preparat na kolumnie z odwróconą fazą w systemie RPC - 2 

(Pin 1968).
PentRNA wątroby 

■ Pen
wołu cielęcia

Frakcję zawierającą tRNA otrzymano rozdzielając mieszaninę transfe
rowych RNA na kolumnie z benzoilov/aną DEAE-celulozą w gradiencie stężę-

Pennia NaCl w zakresie 0,4 - 1,5 M. Zasadnicza częśc tRNA wypłynęła z ko-
P6nlumny przy stężeniu NaCl wynoszącym 0,9 M. Reszta tRNA

wpływem dodatku 1C% etanolu. Główną frakcję zawierającą

wypływe8:a pod 
fenyloalaninowy



tRNA poddano dalszemu oczyszczaniu na koliannłe z hydroksyapatytem. Otrzy

mano preparat o aktyvmości 1520 pł^Agg^ (Blobstein 1973).

tRNA^®'^ z Halobacterlum cutirubrum

Preparat ten o-trzymywano na kolumnie z ED celulozy rozdzielając miesza
ninę tRNA aminoacylonaną przy pomocy fenyloalaniny znaczonej izotopowo 
węglem H-C, Otrzymano dwie frakcje. Pierwsza wypłyisała w gradiencie stę
żenia NaCl, druga natomiast po dodaniu 2C% etanolu do buforu. Przyczyną 
takiego obrazu chromatograficznego może być obecność dwóch Izoakceptorowych 
tRNA, które mają różną siłę wiązania do BD celulozy (Griffiths 1970).

Pen
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tRNA u t i 1 1 sTorulopsis

Kwas ten otrzymywano stosując chromatografię na DEAE-Sephadex A-25 w 
różnych układach chromatograficznych. Wstępny rozdział mieszaniny tRNA z 
Torulopsis utilis uzyskano,prowadząc rozdział w gradiencie stężenia 0,75 - 
1,6 M siarczanu amonowego w buforze octanowym. Otrzjmaną frakcję, zawiera
jącą między innymi tRNA^®*', rozdzielano dalej na DEAE-Sepahadex A-25 w bu

forze fosforanowym w gradiencie stężenia chlorku potasowego 0,25-0,4 M. 
Zastosowanie 0,5 M buforu fosforanowego oraz gradientu stężenia chlorku 
potasowego w granicach 0,6-0,7 M pozwoliło na uzyskanie frakcji izoakcep
torowych tRNA^

Pen

. Pen

tRNA

z Torulopsis utilis (Miyazaki 1968). 

z Drosophila melanogaster

Mieszaninę tRNA izolowano metodą fenolową z zastosowaniem DEAE-celulozy 
w celu oczyszczenia preparatu. Mieszaninę tRNA z Drosophila chromatogra- 
fowano następnie na benzoilowanej DEAE celulozie w standardowych warun
kach. tENA^®"^ wypływał z kolumny przy stężeniu 0,65 M NaCl. Frakcję tę 

poddano aminoacylacji fenyloalaniną,a następnie 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 zawierającym IM NaCl z dodatkiem 3^ etanolu. Po inkubacji 
w buforze tris 1,8 M tRNA^®“ oczyszczano ponownie na HD celulozie. Otrzy

many preparat miał aktywność 1731 P*®/*260 1973, 1973 a).

PentRNA innych organizmów

'II skali analitycznej wyizolowano specyficzne tRNA dla fenyloalaniny z 
następujących źródeł: Hepatomy Novikoff, retikulocytów królika, niskoczą- 
steczkowej frakcji jądrowego RNA z wątroby szczura (Pink 1971) oraz z 
wątroby myszy (Hancock 1971). Zauważono również, że mitoohondrialny Pen— 
tRNA^®*' zachowuje się podobnie do Pen-tRNA ®^^ z cytoplazmy (Pink 1971).
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Z materiałów tych tHNA wyodrębniono metodą chromatografii na DB-oelulo- 
zie, po uprzedniej aminoacylacji.

Przedstawione powyżej metody otrzymywania UlllA specyficznych dla feny
loalaniny, mimo diiżych podobieństw, w niektórych przypadkach wyraźnie się 
różnią. Prawie wszystkie tRNA^®“ zawierają fluoryzujący nukleozyd typu Y, 

jednak zachowanie tRNA na kolumnie z BD-celulozą jest różne, tRNA z wątro
by szczura i królika zostają silniej zatrzymywane na BD-celulozie,niż np. 
tHNA^®° z wątroby wołu. Różnice w powinowactwie do BD—celulozy mogą być 

wynikiem różnic w strukturze nukleozydu Y lub tRNA. Dla ukazania podo
bieństw i różnic w metodach otrzymywania, przedstawiliśmy w tabeli I po
równanie etapów oczyszczania fenyloalaninowych tRNA z różnych źró

deł. '
Jeżeli, jak sądzą niektórzy badacze, metody izolacji fenyloalanlnowych 

tRNA oparte są na różnicach w strukturze zasad Y, to należy wyjaśnić i
- dlaczego tRNA^®*' z wątroby szczura oraz wątroby cielęcia mimo zawar

tości zasady typu Y o tej samej strukturze zachowują się inaczej na kolum
nie z BD-celulozą,

- jakie są przyczyny różnicowania się zachowania tRNA po aminoacy- 
lacji fenyloalaniną na Izoakceptorowe o różnym stopniu powinowactwa do BD- 
celulozy,

- ozy rzeczywiście tylko obecność zasad typu Y jest przyczyną zatrzymy
wania i ewentualnie rozdziału tRNA^®*' na HD-oelulczie.

Wyjaśnienie tych kwestii zależeć będzie od znajomości większej ilości 
struktur zasad typu Y. Musimy mieć również przy tym na uwadze całą skom
plikowaną stronę tego problemu. Wydawało się bowiem, że rozszyfrowanie 
struktury zasady Y z drożdży oraz wątroby ssaków wskaże przyczyny określo
nych własności tRNA^®*^. Niestety różnica w obecności grupy nadtlenkowej 

nie wyjaśniła różnic w zachowaniu chromatograficznym (Blobstein 1973).

2. STRUKTURA PIERWSZORZĘDOWA IRNA"'"

Mimo stosunkowo prostej metody otrzymywania fenyloalanlnowych tRNA o| 
dużej czystości, zdołano określić tylko sekwencje poliniikleotydów w czte-S 
rech tRNA^®*^, z drożdży Sacoharomyces cerevisiae, kiełków pszenicy, Esche

richia coli 1 wątroby królika, które przedstawiliśmy na

2, 3, 4.

rysunkach 1,j
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tyczne pętle dwuhydrourydyny i taki sam dziesięcionukleotyd w ramieniu 
pętli antykodonu. Większe różnice można zauważyć w strukturze tRNA^®*^

Strulrtury tRNA^®*^ z drożdży i kiełków pszenicy są bardzo podobne i 

stwierdzono tylko 16 różnic w sek\;encji nukleotydovveJ. Oba tRNA mają iden-
i 
z

Escherichia coli. Występują one zarówno w speirowanych jak i nie związeinych 
wodorowe fragmentach cząsteczki. Penyloalaninowy tRNA z E.coli ma inną 
iloóó modyfikov;anych nukleozydów oraz różni się trzecią zasadą antykodonu 
(pozycja "wobble" objęta hipotezą tolerancji Cricka). W przeciwieństwie do 
pozostałych, tRNA^®*^ z E.coli zawiera tionukleozydy oraz nie zawiera po

chodnych metylovanyoh. •



Obecność podobnych fluoryzujących nukleozydów w tej samej pozycji jest 
jedną z wielu podobieństw między tRDA^®*^ o znanej strukturze. Porównanie 

sekwencji wskazuje na duże podobieństwa istniejące w grupie eińcariotyoz- 

nych tRHA (rys. 5).
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Rys. 5. Podobieństwa między eukariotycznymi a prokariotycznymi tRNA (Keith 1973)
A - podobieństwa między tRNA^®° z drożdży i wątroby królika, B - podobieństwa mię
dzy tHNA*"®** z kiełków pszenicy i wątroby królika, C - podobieństwa między tRNA^®“ z 
Escherichia coli i wątroby królika, D - podobieństwa między tRNA*‘®“ z wątroby króli
ka a urkarlotycznyml tRNA^®®; E - podobieństwa między tRNA^®° z wątroby królika a 

tRNAKe® z organizmu prokariotycznego
>

Można zauważyć identyczne fragmenty we wszystkich regionach, a różnice 
tylko w trzech regionach, tj. w ramionach GTVC, aminokwasowym i antykodonu. Po
dobieństwa w strukturze trzeciorzędowej mogą być dużo większe. Aminoacylac ja 

w układzie heterologioznym eidcariotycznyoh tRNA syntetazami z eukario- 
tów zachodzi równie wydajnie, jak w układzie homologicznym. Stosunkowo wię
cej różnic istnieje między eulcariotycznymi tRNA^®*^ i jednym prokariotycz- 

nym tRNA^®” o znanej strukturze z E.coli. Na istnienie tych różnic wskazu

je również stosunkowo niska wydajność reakcji aminoaoylacji tRNA z 
E.coli aminoacylo tRNA syntetazą z drożdży. Mimo tego nie powinny ujść 
uwadze wyraźne podobieństwa między eukariotycznymi i prokariotycznymi 
tRNA^®*', szczególnie w ramieniu dwuhydrourydyny, w końcowym fragmencie ra

mienia aminokwasowego i części ramieniś"dodatkowego (Keith 1973).
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3. WŁASNOŚCI tRNA”

. PenZasadnicza część przedstawionego materiału dotyczyć będzie tRNA z 
drożdży, gdyż właśnie ten tRNA był głównym obiektem większości badań. Cha
rakterystykę rozpoczniemy od informacji dotyczących modyfikacji fragmentów 
tRNA^®*', a następnie omówimy zagadnienia rozpoznawania tENA przez synteta- 

zy. Opiszemy także ostatnie osiągnięcia w zakresie badania struktury kry
stalicznej tRNA oraz określanie struktury przestrzennej tych niezwykle in

teresujących cząsteczek.
Antykodon z racji oddziaływania z kodonem podczas procesu biosyntezy 

białka wydaje się być miejscem struktury tRNA bardzo wrażliwym na wszelkie 
zmiany strukturalne w samym fragmencie, jak i w jego otoczeniu. Ze względu

na swoją strukturę tRNAPen z drożdży jest dobrym obiektem dla tych badań.
RajBhandary i Khorana w 1967 roku ustalając sekwencję nukleozydów w czą
steczce tRNA^®*^ z drożdży znaleźli nukleotyd o silnych własnościach fluo

rescencyjnych (RajBhandary 1967).
Miejscem występowania tego związku jest pozycja przyległa do antykodonu 

od końca 3'. Jak się później okazało, obecność tego nukleozydu umożliwiła 
wiele interesujących badań strińrturalnych. Podczas określeinia dalszych 
struktur pierwszorzędowyoh tRNA^®"^ stwierdzono również obecność innych 

związków silnie fluoryzujących. Dzięki tej własności można oceniać obec
ność lub brak tRNA^®° w określonej frakcji tRNA, Widma fluorescenoji wszy

stkich fenyloalaninowych tRNA wyglądają bardzo podobnie. Widmo emisji flu- 
oresoenoji ma maksimum przy około 430 nm przy wzbudzeniu promieniowaniem 
o długości fali 310 nm, natomiast widmo wzbudzenia przy obserwacji 430 nm 
ma maksima przy około 310 nm. Emisję fluorescenoji można badać w roztwo
rze zawierającym co najmniej 0,01 mg / ml tRNA , Pluorescenoja nie zmie
nia się. w zakresie pH 4,5 - 9,0. Wzrost temperatury powoduje spadek inten
sywności fluoresceno ji (Yoshikami 1968). Wykorzystując zjawisko fluores- 

cencji udało się wykazać obecność związków o podobnych własnościach do 
mikleozydu Y w tRNA^®*® z mitochondriów i w niskocząsteozkowym jądrowym RNA 

z wątroby szczura, co może wskazywać na podobieństwa między mechanizmami 
syntezy białka 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 lENA z organianów prokario- 
tycznych. Rezultaty heterologicznego aminoaoylowania wskazują, że tRNA^®^ z 

Drosophila bardziej przypomina fenyloalaninowy tRNA z drożdży niż z Esche

richia coli (White 1973, 1973 a).
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W roku 1968 Thlebe i Zaohau (Thiebe 1968) opracowali prostą metodę wy
dzielania fluoryzującej zasady Y z tRKA z drożdży przez hydrolizę w 
pH 2,9. Zasadę Y można w tych warunkach ekstrahować rozpuszczalnikami or
ganicznymi, natomiast otwarty pierścień rybozy pozostaje w :.ańcuchu poli— 
nukleotydowym. TRKA bez zasady Y (tRKA^®“) w dalszym ciągu zachowuje ak

tywność akceptorową, natomiast jest słabiej wiązany do rybosomów. Reakcja 
aminoacylacji tak modyfikoivanego tRKA zachodzi tylko w obecności homolo
gicznej syntezy, natomiast nie zachodzi w obecności np. syntetazy z E.coli.

Ka uwolnione miejsce po zasadzie Y można v/prowadzać inne związki v/yka— 
żujące fluorescencję. Postępowanie to ma na celu m.in. wykorzystanie zja
wiska fluorescencji do badania struktiu-y trzeciorzędowej,a w szczególności 
odległości antykodon - koniec 3'. Zachau (Y/tntermeyer 1971) wprowadzał do 

cząsteczki tRKA związki o silnym efekcie fluorescencyjnym, takie jak pro- 
flawina i bromek etidium. Wiązanie między określoną aminą i tRKA 
tworzy się na skutek powstemia K-glikozydu lub zasady Sohiffa. Otrzy
mane tą drogą anodyfikov/sme cząsteczki tRKA^®** wykazują pełną aktywność 
akceptorową, podobnie jak tRKA^®*^ Mniejsza aktywność akceptorowa w ukła- 

dzle heterologicznym wskazuje prawdopodobnie na możliwość aniany konforma
cji tRKA^®“.

Podobną techniką Cramer (Preist 1972) wprowadził na opuszczone miej
sce zasady Y związek o podobnych własnościach fluorescencyjnychj a miano
wicie 3-metylo-2-benzotiazolon, Reaguje on z grupą aldehydową w sposób 

przedstawiony na rys. 6.

C|43

N=CUR

Rys. 6. Reakcja 3-natylo-2-benzotlazolonu ze związkami zawierającymi grupę aldehydo
wą, apt tRKA^aa zasady Y (Preist 1972)

Tak modyfikowany tRKA z nową grupą aromatyczną i fluorescencyjną ma 
podobne własności do natywnego tRKA. Można go między innymi łatwo wydzie
lać na kolumnach z HD-celulozą. Do cząsteczki tRKA można wprowadzać w 
określone pozycje także inne związki, zastępując nimi dwuhydrouracyl lub 

7-metyloguaninę (V/intermeyer 1971).
Jak już poprzednio wspomnieliśmy, badania funkcji i struktury tRKA wy

magają niekiedy wprowadzania w znaną pozycję cząsteczki związków o okre
ślonych własnościach spektralnych, reaktywnych grup,a niekiedy nav;et cięż-
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kich,w celu otrzymania pochodnych umożliwiających badania rentgenoetruktu- 

ralne. Włączanie tych ostatnich można osiągnąć m.in. przez tworzenie kom
pleksów odpowiednich kationów z cząsteczkami tRKA. Ponieważ cząsteczka 

tRKA ma dużą ilość anionów fosf<franowyoh, nie można oczekiwać wielkiej spe
cyficzności tworzenia takiego kompleksu. Mimo wszystko wydaje się, że miej

scem tego typu oddziaływań jest ramię aminokwasowe.
Cramer (Sprinzl 1972) wprowadził 5-jodocytydynę (rys. 7) w pozycję 75 

przy pomocy enzymu nukleotydylotransferazy. Enzym ten w ogólności katali

zuje reakcje typu

tRKA... + 2CTP + 1ATP—►tRKA-C-C-A + 3 PPi

Tak modyfikowany tRKA^®*^ -A^^-C^^-jo^C^^-A^g jest równie aktywny w proce

sie włączania aminokwasu jak natywny tRKA. Stałe Uichaelisa są takie same 
dla natywnego i zmodyfikowanego tRKA^®*'. Ma tej i podobnych obserwacjach 

oparto przypuszczenie,że obecność 5-jodocytydyny nie zmienia trójwymiarowej 
struktury fenyloalaninowego tRKA z drożdży.Wprowadzenie atomu ciężkUgo do 
struktury może być bardzo pożyteczne w analizie rentgenostrukturalnej.

Ka podobnej zasadzie w miejsce cytozyny 75 w tRMA^®° wprowadzono 2-tio- 

cytozynę, rys. 8. (Sprinzl 1973).

M
.i

Syboza

Rys. 7. 5-jodooytydyna

RyLoza

Rys. 8. 2-tiocytozyna

Nukleotyd ten w cząsteczce tRKA może .stanowić specyficzne miejsce od
działywania ze związkami rtęciowymi. Schemat takiego oddziaływania przed
stawia rys. 9.

HOH 9^
iza

Rys. 9. Reakcja tworzenia kompleksu między 2-tiocytydyną i związkiem rtęcioorga-
nicznym (Sprinzl 1973)
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Po wprowadzeniu końcowej adenozyny do cząsteczki przy pomocy tego samego
enzymu otrzymujemy tRKA o normalnej zdolności akceptorowej. Dla reakcji z
euninoacylo tRKA syntetazą stałe Uichaelisa są tego samego rzędu w przypad-

P6H • . .ku modyfikowanego i normalnego tRKA z drożdży. Ponieważ istotne zmiany 
w strukturze tRKA nie mogłyby być zaakceptowane przez aminoaoylo tRKA syn- 
tetazę, należy przypuszczać, że zastąpienie cytozyny przez 2-tiocytozynę nie 
zmienia konformacji końcówki OCA w tym tRKA. Parahydroksyrtęcio-benzoesan 
reaguje z 2-tiocytydyną tworząc kompleks, którego powstawanie można śle
dzić spektrofotometrycznie (Soheit 1973). Taki sam kompleks tworzy rów
nież 4—tiourydyna w zdenaturowane j fonnie tRKAz E.coli, natomiast w
formie natywnej brak jest oddziaływania.Obserwacje te potwierdzają przypu-

2
szczenię, że końcówka C - s C- - A jest w takiej Konformacji jak w nie- 

Psnmodyfikowanym tRKA z drożdży.
Opisane metody pozwalają modyfikować nukleotyd znajdujący się w pozycji 

75 w cząsteczce tRKA^®°. Modyfikacja może zachodzić w pozycjach 2 i 5 

pierścienia pirymidyny bez jakiegokolwiek wpływu na aktywność akceptorową 

preparatu.
Kiemniej interesujące wydają się być rezultaty modyfikacji ostatniej 

pozycji w tRKA^®° z drożdży, czyli końcowej adenozyny. W pozycję tę wpro

wadzano związki o strukturze bardzo podobnej do adenozyny,a mianowicie 2'- 
dezoksyadenozynę i 3'dezoksyadenozynę (rys. 10).

oXo-, t fen
RNA- 0-

OH

t RNA^- C-C-2’dA tRNA^"-C-C- 3’dA

Rys. 10. tRNA^^° z drożdży zawierający zamiast końcowej adenozyny 2' dezoksyadenozy
nę i 3'dezoksyadenozynę

Otrzymane tRKA z modyfikowanymi końcówkami wykorzystano do badania me
chanizmów procesu biosyntezy białka (Sprinzl 1973a). Ka rysunku 10 przed
stawiono dwa modyfikowane tRKA różniące się w porównaniu do natywnego tRKA 
brakiem jednej grupy hydroksylowej. Te tRKA^®*' - C- C- 2'dAi tRKA^®*' - 

-C-C-3'dA są odporne na działanie utleniające nadjodanu potasu, któ



ry powoduje rozczepienie wiązania C2' - C3' rybozy. W warunkach,w których
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tRNAPen - CCA jest całkowicie utleniany, końcówka 3' w modyfikowanych tRNA 
pozostaje nienaruszona. Tę własność wykorzystano do badania różnic w pro
Cesie aminoacylacji obu modyfikowanych cząsteczek tRNA w porównaniu do 
macierzystej cząsteczki. Otrzymane rezultaty wskazują, że tRNA bez grupy 
2'-hydroksylowej na końcowej adenozynie nie może być aminoacylowany. Z 
drugiej strony brak końcowej grupy 3'OH nie ma wpływu na wydajność reakcji 
aminoacylacji. Stąd wynika konkluzja, że aminoacylaoja natywnej formy 
tRNA^®^ z drożdży zachodzi na grupie 2'hydroksylowej (Sprinzl 1973 a). 
Utleniony tRNA^®'^ CCA nie jest ani substratem,ani inhibitorem dla fenylo- 

alanylo-tRNA-syntetazy (Von der Haar 1971).
Ponieważ sekwencja CCA jest głównym miejscem oddziaływania z synteta

zą, modyfikacja tego fragmentu tRNA może stanowić metodę badania reakcji 
aminoacylacji. Znaleziono zależność między obecnością końcówki CCA a po
ziomem aminoacylacji w tRNA^®*^ z Escherichia coli (Tal 1972). Stwierdzo

no, że tRNA-CC przyłącza przy pomocy nukleotydylo-tRNA transferazy AMP, ale 
nie CMP. tRNA-C przyłącza CMP i AMP w stosunku molowym 1:1. tRNA bez CCA 
przyłącza natomiast CMP i AMP w stosunku molowym 2:1. Zbadano również,że 
tRNA-CA nie jest aminoacylowany mieszaniną aminokwasów, co wskazuje jedno
znacznie, że pełna sekwencja CCA jest absolutnym warunkiem procesu amino— 

acylacji.
Dla pełnego zroziunienia ftmkcji tRNA konieczna jest znajcmość prze

strzennej budowy cząsteczki tRNA,a szczególnie informacja, które segmenty 
lub części pętli w strukturze tRNA są dostępne dla oddziaływania z innymi 
cząsteczkami,a które zaangażowane są w tworzenie strińctury wyższego rzędu. 
Do wyjaśnienia tego problemu stosuje się wiele technik eksperymentalnych, 
między innymi wiązanie komplementarnych oligonukleotydów (Pongs 1973). 
Stwiei^zono, że następujące sekwencje oligonukleotydów w cząsteczce tRNA 
z drożdży są dostępne dla wiązania komplementarnych zasad (rys. 11)5
- sekv.encja nukleotydów 33 - 37 w pętli antykodonu,
- sekwencja nukleotydów 44 - 46 w ramieniu dodatkowym,

- trójnukleotyd CCA.
Dowody otrzymane z chemicznej modyfikacji wskazują, że 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 pętli antykodonu oraz końcówka CCA występują we fragmentach jednoni- 
ciowych tRNA^*^ z drożdży. Ponieważ komplementeirne oligonidcleotydy nie wią

żą się do pętli TVC ani też do innych regionów,należy przypuszczać, że te 
regiony tRKA^®*^ z drożdży nie są dostępne (Pongs 1971). Istotne było

.Pen



300

Jow"
Cm

G 
C 
O 
O 
Aj

hU '
17 hO

46 GgA GAG

- aIacac C U,^
jp U

o’cS* rrPcoGUGT.arC*’” 

■ ■ c

A ‘JJ
1 '

Y
l4Gm^A»

• PenHys. 11, Struktura tRNA'”” z droidty, 
z zaznaozonyal miejscami ulązaola kom
plementarnych o1igoryb onukleotydów(11- 
nia ciągła) oraz sekwencjami częścio
wo dostępnymi dla wiązania (linia jrze- 

rywana)

sprawdzenie zmian w wiązaniu oligo
meru do antykodonu po usunięciu zasa- 

P©ndy Y z cząsteczki tRNA . Brak zasa
dy Y powoduje zmniejszenie się sta
łych asocjacji. Przyczyną tego może 
być zniszczenie sztywnej konformacji 
po usunięciu zasady Y. Bardziej la- 
bilna pętla antykodonu nie jest zdol
na do wiązania oligonukleotydów; w ta

kim stopniu jak poprzednio (Maelic- 
ke 1973; Cameron 1973; Pongs 1973a).
Innymi słowy usunięcie zasady Y z 

.PentRNA powoduje osłabienie oddziały
wań kodon-antykodon. Obecność modyfi- 
kacjnej puryny przyległej do antyko
donu jest więc ważnym czynnikiem dla 
stabilizacji tych oddziaływań, na co 

wskazują rówmież następujące informacje!
- stała równowagi wiązania tetranukleotydu UUCA, który jest komplementarny 

do trójnulcleotydu antykodonu i pirymidynowego nukleozydu znajdującego się 

obok antykodonu od strony 5'wynosi około 80 000 l/mol, w przypadku, 
kiedy w cząsteczce znajduje się modyfikowana zasada, oraz 15 000 jeżeli 
brak jest modyfikowanego nukleozydu w pozycji obok antykodonu od stro

ny 3',
- oddziaływanie v;zraeta ze wzrostem stopnia modyfikacji zasady,
- oddziaływanie maleje po usunięciu sąsiadującej z antykodonem zasady.

Jak już poprzednio wspomnieliśmy tRNA ^ nie tworzy kompleksu z mRllA na 
rybosomie (Thiebe 1968). Obecność zasady Y wpływa również prawdopodobnie 
na konformację innych fragmentów cząsteczki. Stwierdzono, że wiązanie oli- 
gonukleotydu UCCC do pętli dwuhydrourydyny jest 5 razy słabsze, gdy brak 

jest w cząsteczce zasady Y,
Dowód ten nie jest jednak przekonywający, ponieważ nie wiadomo, czy 
kwaśne środowisko (pH 2,9) nie wyv;ołuje już innych sanian w cząsteczce. 
Działanie kwasem na tRNA^^ z E.coli powoduje również zmniejszenie stałej 

asocjacji i dlatego należy ustalić wpływ tego czynnika przed wyciąganiem 

ostatecznych wniosków (Cameron 1973).
Metoda wiązania oligonukleotydów do tRNA jest pożytecznym sposobem ba

dania anian struktury tRNA, Zastosowanie tej metody do chemicznie lub bio
chemicznie modyfikov/anych tRNA prowadzi do uzyskania istotnych struktural-



nych informacji. Wiązanie oligonukleotydów do ramienia dodatkowego i do 
końcówki CCA może zmieniać strukturę tych fragmentów cząsteczki i dlatego 
nukleozydy te mogą stać się dostępne, mimo że uprzednio nukleozydy w tych 
częściach tRNA były odporne np. na chemiczną modyfikację. Mimo uzyskania tą 
metodą szeregu informacji w dalszym ciągu niewiele można powiedzieć o kon
formacji cząsteczek tRMA^®*' w roztworze. Do tego typu badań stosuje się 

bardziej precyzyjne metody kinetyczne, termodynamiczne i spektralne. W li
teraturze istnieje wiele doniesień na ten temat, nie zawsze zgodnych co do 

interpretacji. '
Rómer (1970) na podstawie krzywych topnienia fragmentów oraz całej czą

steczki tRNA^®*^ w różnych warunkach stężenia 1 temperatury wykazał istnie

nie pięciu przejściowych etanów konfonnacyjnych cząsteczki tego tRNA. Po
dał on jednocześnie, że wysoka temperatura topnienia cząsteczki IfiNA jest
spowodowana dużą stabilnością pętli dwuhydrourydyny i T»C. Biltonen i Levy

Fen(Levy 1972} Rialdi 1972, 1972a) uważają, że topnienie tRNA odbywa się 
dwóch etapach oraz, że jony magnezu nie są integralną częścią aktywnej 

konformacji tRNA, a powodują tylko termodynamiczną stabilizację struktury 
(Levy 1972). Badania kinetyczne fragmentów cząsteczki tRNA^®“ potwierdzi

ły wcześniejsze ustalenia, że ramię dwuhydrourydyny i rybozylotymidyny są 
najbardziej stabilne w cząsteczce tRNA (Harbers 1972). Stabilność antyko
donu jest różna dla fragmentów 1 całej cząsteczki tRNA. Różnice w trwałoś
ci pochodzą z sił elektrostatycznego odpychania ujemnie naładowanych grup 
fosforanowych, co jest zgodne z różnicami w temperaturze topnienia przy
wysokiej sile jonowej. Przypuszcza się, że na stabilność fragmentu anty-
kodonowego wpływa akumulacja ujemnego ładunku przyległych ramion dwuhydro
urydyny i TłC. Korelacja między temperaturą topnienia a etapami przejścio
wymi między spiralą a kłębkiem jest trudna do wyjaśnienia. Pary A - U mają 
duży udział w destabilizacji struktury. W ramieniu aminokwasowym trzy pary 
A - U występują na jednym końcu. Z powodu mniejszej stabilności termodyna
micznej mogą one topnieć w niższych temperaturach niż pary G—C. Jednakże
w natywnej cząsteczce tRNA pary A - U są stabilizowane przez wpływ reszty 

cząsteczki. Zauważono również, że podczas procesu rekombinacji połówek ra
mię aminokwasowe i antykodonowe ulegają parowaniu, natomiast nie zauważono 
tego efektu w ramieniu dwuhydrourydyny i aminokwasowym. Stwierdzono rów
nież, że część ramienia amlnokwasowego zajmuje miejsce poza cząsteczką i 
nie bierze udziału w tworzeniu struktury trzeciorzędowej (Riesner 1973). 
Na podstawie tych badań można było wysunąć wnioski co do przebiegu procesu
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termicznej denaturacji cząsteczki tRNAPen Riesner (1973) zaproponował na-



stępującą sekwencję przejść konfonnacyjnych podczas procesu topnienia 

(rys. 12);
- pod wpłyr;eni temperatury struktura trzeciorzędowa przekształca się w

strukturę przypominającą model liścia koniczyny,
- w następnym etapie topią się ramię antykodonowe i aminokwasowe, *

- w ostatniej fazie ulegają denaturacji fragmenty dwuhydrourydyny i rybo- 

zylotymidyny.
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E;s. 12. Etapy przemian strukturalnych tRHA^®^ z drożdży podczas ogrzewania

Te obserwacje zostały potwierdzone niezależnie przez Cole (1972,1972 a), 
który zaproponował diagramy równowagi fazowej określające przejścia kon- 
formacyjne. Konformację występującą w niskiej temperaturze i przy dużym 
stężeniu soli nazywa się natywną. W wysokim stężeniu soli i średnich za
kresach temperatury (40 - 50°C) struktura trzeciorzędowa przechodzi w kon

formację podobną do liścia koniczyny. W niskim stężeniu soli i przy nis
kiej temperaturze trzeciorzędowa struktura przechodzi w mniej upakowaną 
strukturę niepodobną do liścia koniczyny. Przy wysokiej temperaturze i wy

sokim stężeniu soli powstaje kłębek.
Nie mniej interesujących informacji o strukturze tENA w roztworze do

starczyły widma wysokorozdzielczej spektroskopii magnetycznego rezonansu 
jądrowego - NMH (Lightfoot 1973). Analiza 300 MHz widm NME fragmentów
tRNA w świetle teorii przesunięć diamagnetycznyoh pozwoliła wyznaczyć pra-

Fgiiwie wszystkie sygnały rezonansowe w cząsteczce tRNA z drożdży. Sygnały 
par zasad występujących na końcach fragmentów spiralnych cząsteczki mogą 
dostarczać cennych informacji o strukturze trzeciorzędowej, ponieważ są



one czułe na względną orientację bezpośrednio przyległych par zasad w po

jedynczym łańcuchu cząsteczki, W przypadku parami zasad, o których
można uzyskać takie informacje, są: A - D w pozycji 7 i 31, G - C w po
zycjach 10, 13, 27, 49. Niestety sygnały rezonansowe pary A - U w pozy
cji 7 i A-U w pozycji 31 mają bardzo małe przesunięcia (0,1-0,2 ppm) w sto
sunku do sąsiedniej zasady, która znajduje się w pojedynczym łańcu

chu. Pary zasad G-C dają sygnały rezonansowe występujące w rejonie widma 
lUffl,którym jednoznaczna interpretacja jest trudna. Bardzo dokładna ana
liza mimo wszystko może dostarczyć pewnych informacji strukturalnych. Wy
korzystuje się do tego celu między innymi widma fragmentów cząsteczki
tRNA^®*'. Analiza i integracja widm NMR przy 220 MHz wskazuje na obecność 

isil protonów w rejonie - 11 do - 15 ppm (Wong 1972, 1973). Zastosowanie 

przyrządu o v;iększej rozdzielczości (300 MHz) pozwoliło znaleźć w tym 
fragmencie widma sygnały 19 protonów, Z analizy modelu liścia koniczyny 
tRNA^^^ wynika natomiast 20 par zasad. Jest to spowodowane faktem, że para 

G-U w pozycji 4 nie ma udziału w sygnałach rezonansowych w rejonie niskie
go pola,co może wskazywać na brak wiązania wodorowego tych zasad (Shul- 

man 1973).
Ogólnie można powiedzieć, że obliczona z modelu liczba par zasad i miej

sce ich występowania zgadza się z informacjami uzyskanymi z widm NMH, Lep
sza zgodność między obserwowanymi i obliczonymi położeniami protonów zwią
zanych wodorowo we fragmentach struktury tRNA niż w całej cząsteczce wska-

Fgziżuje na odchylenia w natywnej strukturze tRNA od regularnej spirali 

A'RNA przyjętej do obliczeń (Amott 1971).
Bardzo dużo informacji uzyskano z badań niskokątowego rozpraszania pro

mieniowania rentgenowskiego roztworów tRNA. Ustalono, że promień obrotu 
cząsteczki wynosi 24,4 S, Ciężar cząsteczkowy oznaczony tą metodą 

wynosił 26 100 w porównaniu do 24 890 obliczonego z sekwencji nu
kleotydów. Objętość cząsteczki wynosi 4,1 x 10^ 2^. Objętość obliczona na 

podstawie v/ymiarów komórki elementarnej i liczby cząsteczek w niej zawar
tych wynosi 3,84 x 10^ 5^. (Piltz 1971). Dla rozwiązania trzeciorzędowej

struktury tRNA potrzebne są obrazy wysokorozdzielczej dyfrakcji promieni 
rentgenowskich kryształów tRNA oraz pochodnych tRNA zawierających między 
innymi metale ciężkie. Opracowano w tym celu v/iele metod krystalizacji ąie- 
cyficznych tRNA (Cramer 1970} Brown 1972; Ichikawa 1972). Penyloala- 
ninowy tRNA z drożdży krystalizuje w różnych układach krystalograficznych 

(tabela II). stwierdzono, że w określonych warunkach stężenia spermidyny 
i jonów magazynu tRNA^®” krystalizuje w układzie rombowym w prostej ko
mórce elementarnej o wymiarach a = 33,2 S, b = 56,1 X, c = 161 X. Dla tych 

kryształów otrzymano obraz dyfrakcyjny z rozdzielczością 2,3 X (ifim 1971).
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z analizy upakowania w komórce elementarnej ustalono, 
tRNA Pen
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że cząsteczka
ma wymiary 80 x 33 x 28 X. Jedną z niezwykłych oech związanych z

kryształami rombowymi tRNA^®*^ (P2.j22.j) jest zjawisko zmniejszania komórki 

elementarnej podczas suszenia preparatów, W trakcie tego procesu osie a i 
b zmieniają się niewiele, natomiast oś c zmniejsza się z 161 do 128 X, a 
nawet do 109 X (tab. III). Upakowanie cząsteczki wzdłuż osi alb jest du

żo większe niż wzdłuż osi c. Możliwe jest, że wolne miejsce jest okupowane 
przez cząsteczki spermlny, konieczne dla tworzenia się kryształów.Cząstecz
ki tRNA jako bardzo labilne mogą ulegać zmianom konformacyjnym podczas 
skracania osi o (Kim 1973 a,b). Kształt cząsteczki otrzymany z obrazów 
dyfrakcyjnych przy rozdzielczości 5,5 X (Kim 1972) jest wyraźny z 

wyjątkiem jednego fragmentu, którego nie można było zidentyfikować. 
Przy rozdzielczości 4 X stwierdzono obecność regionu nadającego cząsteczce 
tRNA^®“ wygląd podobny do litery L, co jest widoczne na rys. 13 (Kim 1973). 
Odległość między antykodonem oraz pętlą rybozylotymidyny wynosi 77 X, a 

między antykodonem i końcową CCA - 82 X. Na rysunku 13 można zauważyć, że 

główny szkielet cząsteczki składa się z dwóch fragmentów o strukturze spi
ralnej. Części te połączone są w dwóch miejscach. Nukleozydy w pozycjach 
819 łąózą końcówkę CCA z ramieniem dwuhydrourydyny. Drugi mostek zawiera 
5 nukleotydów ramienia dodatkowego i łączy ramię TjtfC z antykodonem.

Koniec 'i'

TYC

ł^tlo hU

Pejtla
dodałKOMa

Koniec
2)‘0tł

Pqtia anttjkodonu

Rys. 13. Ułożenie łańcucha polinukleotydOMego tRNA^®“ na podstawie wyników analizy 
rentgenosjtrukturalnej (Kim 1973)
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Jak pokazamo w niniejszym rozdziale tHNA specyficzny dla fenyloalaniny 
stanowił podstawę badań na różnych płaszczyznach^ począwszy od wiązania do 
rybosomów, poprzez bardzo subtelne metody kinetyczną^ aż do ustalenia struk- 
ttffy kryształu. Struktura krystaliczna tRNA^®° z drożdży jest pierwszą dla 

tego typu związków, co otwiera nowy etap badaiń strukturalnych w dzie
dzinie kwasów nukleinowych. Pozostaje jeszcze wiele ciekawych zagad
nień dotyczących tRNA , które dla przejrzystości pracy umieszczono w 
innych rozdziałach. Należy stwierdzić, że ostateczne rozwiązanie problemu 
struktury fenyloalaninowych i innych tRNA będzie wynikiem stosowania róż
nych metod fizykochemicznych. Obecnie możemy już na pewno powiedzieć, że 
zaproponowany przez R.W. Holleya w roku 1965 model liścia koniczyny w roz
tworze został całkowicie potwierdzony wieloma metodami. W tworzeniu struk
tury wyższego rzędu prawdopodobnie nie biorą udziału siły wiązań wodoro
wych a tylko siły elektrostatyczne oddziaływań warstwowych. Oprócz wyraź
nych dowodów z magnetycznego rezonansu jądrowego wskazują na to również 
rezultaty badań termodynamicznych oraz pewne cechy struktury kryształu.
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DYSKUSJA

W dyskusji interesowano się głównie problamami struktury trzeciorzędo
wej fenyloalaninowych tRNA,a szczególnie dowodami eksperymentalnymi m 
podstawie których opierano wnioski o subtelnych cechach struktury. Głównie 
interesowano się wnioskami dotyczącymi kolejności denaturacji termicznej 
poszczególnych fragmentów struktury tRNA oraz założeniami teoretycznymi 
analizy widm magnetycznego rezonansu jądrowego.



M. Rafalska, J. Barciszewski, A. J. Rafalski

BADANIA SPEKTROSKOPOWE I STRUKTURALNE ZASAD „Y”

STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono informacje literaturowe na temat zasad typu Y 
występujących w fenyloalaninowych tRMA, Przedyskutowano własności fluores
cencyjne tych związków oraz widma CD, UV, NMR i masowe. Dotąd znane są trzy 
hydrofobowe zasady:

- zasada Y w tHMA drożdżowym,
- zasada Y^ z Torulopsis utilis,
- zasada peroksy - Y z wątroby, kiełków pszenicy i z łubinu.

Dwagi ogólne;

Zasady Y należą do najbardziej skomplikowanych jakie znaleziono w ja
kichkolwiek tRMA. Zajmują one położenie przyległe do końca antykodonu
oraz, jak wykazały ostatnie badania rentgenografiozne w kryształach tRMA 
z drożdży, są one wysunięte na zewnątrz cząsteczki tRMA [12J . Zasady te 
mają pewien, jeszcze bliżej nie wyjaśniony wpływ na oddziaływanie kodon - 
antykodon. Charakteryzują się one niezwykłymi własnościami fluorescencyj
nymi i m.tn. dzięki nim mają zastosowanie do badań trzeciorzędowej struk
tury tRMA^®*^. Jak dotąd oznaczono strukturę trzech hydrofobowych zasad 

występujących w fenyloalaninowych tRMA otrzymanych z różnych źródeł: 
zasady Y (I) z drożdży piekarniczych fi,23,4] (rys. 1), 

zasady Y (II) z drożdży Torulopsis utilis[5],X *
zasady peroksy - Y (III) z wątrób wołu, cielęcia, szczura i kurczęcia [6,7j 
Tę ostatnią znalezino również w tRMA^®*' wyodrębnionym z łubinu Łupinus lu- 

teus
D. Yoshikami, G. Katz, E.B. Keller i B.S. Dudock [9] prowadzili badania 

nad zasadą Y^ w tRMA z kiełków pszenicy. Stwierdzili oni, że ten fluo
ryzujący związek chromatograficznie i chemicznie jest podobny do zasady Y w 
tRNA^®”^ z wątroby wołu.Może on być najprawdopodobniej -określany wzorem III,
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IhO-i

Ry«. 1. Struktury zasad; Y z drożdży pletarnlczych Saccharomyces cereTlsiae (l), Y_
z drożdży Torulopsis utllls (ll), peroiy-Y z uątrób ssakóu 1 łubinu żółtego (lię

R.L. Hancock, Ł. Ghertner D. Dcugan [10] badali własności zasady Y z 
wątroby myszy. Jednakże nie podali oni jej struktury ograniczając się tyl
ko do badań własności fluorescencyjnych.

Izolacja zasad Y przebiega podobnie, niezależnie od tego z jakich źró
deł pochodzi tRMA. Oczyszczony tRMA^®° inkubuje się w temperaturze 37° C, 

przy pH 2,9 w ciągu 3-5 godz. W tych warunkach następuje odszczeplenie za
sady Y. Po wyekstrahowaniu z roztworu tRNA oczyszcza się ją metodą chro
matografii cienkowarstwowej.

Jakkolwiek izolacja tych zasad z tRMA^®° jest stosunkowo prosta, przez 

dłuższy czas nie znano ich struktury. Duże osiągnięcia w tym zakresie od
nieśli Nakanishi i współpracownicy, podając budowę zasady Y i peroksy - Y^ 
oraz Kasal i Goto, którzy przedstawili strukturę zasady Y . Badania struk
turalne tych zasad opierały się na interpretacji widm absorpcyjnych, fluo
rescencyjnych, wibracyjnych, wysokorozdzielczych widm masowych, NMR i CD.
W niniejszej pracy zostaną omówione trzy rodzaje zasad (I-III), ich włas
ności spektralne i strukturalne.

Zasada Y (I)

Związek ten występuje w fenyloalaninowym tRNA wyodrębnianym z drożdży 
piekarniczych. Koji Nakanishi 1 współpr. [l,2] zaproponowali dla zasady Y 
strukturę, która jest wyrażona wzorem I. Strukturę ustalono na podstawie 
danych spektralnych, prowadzonych na 300 pg natywnej zasady oraz na synte
tycznych modelach. Konfiguracja 1 była ustalona dla pojedynczego centrum 
asymetrycznego w bocznym łańcuchu (Punamizu i współpr. 1971). Surową zasa
dę (500 jig) wyodrętoioną uprzednio z tRNA drożdżowego oczyszczano meto
dą chromatografii cienkowarstwowej, używając fazy rozwijającej: octan



etylu - n-propanol-woda. Silnie fluoryzujące pasmo charakteryzowało się 
Rp 0,71 Ql ] . Oprócz tego pasma pojawiały się inne o Rj, 0,95, jednakże nie 
było ono dalej badane ze względu na bardzo słabą fluorescencję. Widma UV 
syntetycznej i naturalnej zasady Y (I) są prawie identyczne. Wartości ze
stawione w tabeli I dotyczą jedynie widm UV syntetycznej zasady (w HgO).

313

Autorzy (Koji Nakanishi i współpr. [ 2])podali jedynie, że widmo 
naturalnego jest podobne.

związku

Tabela

Charakterystyka spektralna w ultrafiolecie syntetycznej zasady Y

Rozpuszczalnik

Położenie maksimum absorpcji i wartość 
molowego współczynnika ekstynkcji

Maksimum A Makslioluii B Makslmuzn C

W oda 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 [l] przedstawili dane DV (lOjS MeOH) 

dla naturalnej zasady (tabela II).

Tabela II

Charakterystyka spektralna w \iltrafiolecie naturalnej zasady Y

Rozpuszczalnik

Położenie maksimum absorpcji i wartość 
molowego współczynnika ekstynkcji

nm )
Maksimum A Maksimum B Maksimum C

10^ Metanol 235 (23500) 263 (4500) 313 (3500)
10^ Metanol (pH=2,1) 235 (22800) 285 (4615) -
1056 Metanol (pH=9,4) 236 (23500) 264 (4400) 303 (43500)

Rys. 2. pozwala na porównanie widm UV zasad Y i peroksy -Y [6] .
Obie zasady (syntetyczna i naturalna) wykazują silne własności fluores

cencyjne. Wzbudzone światłem A.320 nm, fluoryzują przy X445 nm.
Widma IR były wykonane w KBr. Zebrane z nich informacje zestawione są w 
tabeli III.
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Długość fall (nm) 
,fenRys. 2. Widaa UV zasady I* z droidżaego tRRA*^®” (------- ) i zasady peroksy-Yf*Y*.Y'^ z tRI

wątroby cialfcia* Widaa wykonano w 0.01 M fosforanie

Tabela III

Charakterystyka spektralna w podczerwieni 

zasady Y z drożdży

Położenie maksimum absorpcji
[cm~^]________________________

Naturalna zasada Y Syntetyczna zasada Y

1725 1726

1700 1698

1690 1583
1570 1568

E, Thiebe, H.G. Zaohau i współprac. [4] prowadzili również s.zzozszozegć 
badania spektroskopowe zasady Y, którą w odróżnieniu od nukleozy'd'dvdydu 
wali Y'*'.

Widmo CD (dichroizmu kołowego) (1C^ 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 

^&260 "

Obecnośó dwóch słabych efektów Cottona w widmie CD przy dlłiłdPdługośi 
fal odpowiadąjąoym'maksimom absorpcji DV sugerowała, że boczny łtatałiłańcuc! 
gla metinowego jest centrum chiralnym. Słabe ekstrema CD były spjwopcpowodo'
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nieznacznymi anianami układu aromatycznego wynikającymi z bliskości cen
trum cbiralnego. Stwierdzono [1], że krzywe CD pozostawały nieanienione 
po 24 godz. przychowywania roztworów w pH3 i pH4. Wyklucza to możliwość 
istnienia łatwo enolizującej grupy przyłączonej do centrum chiralnego.

W widmach masowych natywnej i syntetycznej zasady Y pojawiły się piki 
przesunięte o 14 jednostek masowych w górę, gdy próbka była rozpuszczona w 
roztworze metanolowym. Jest to wynikiem reakcji metanolu z zasadą Y.
NMR naturalnej zasady Y wykazuje cztery 
singlety metylowe (2,26,*3,68;3,71; 3,96 ppm), 
jeden dla wodoru aromatycznego (8,00 ppm) 
oraz sygnał wodoru wymienialnego na deuter 
(5,60 ppm).

Thiebe i współpr. [4] podali wartości NMR 
dla Y'*’ w różnych rozpuszczalnikach. Są one 

zestawione w tabeli IV.
Sygnały NMR (w CDCl^) zgodne są z dany- 
Nakanishi i wpółpr. [i] (rys. 4). Obser

wowane nieznaczne przesunięcie sygnałów jest 
wywołane efektem rozpuszczalnika. Wystąpie
nie sygnału "e" w dwóch różnych pozycjach 
(w CDClj) może odnosić się do przegrupowa
nia grupy metylowej. Przy pomocy podwójnego rezonansu wykazano sprzężenie 

między protonami "a" i "f".
Przesunięcie protonu "h" 

(w roztworze pirydynowym) po
winno być związeuie z prądem 
pierścieniowym. Sygnały 7,45 
ppm (szerokie) i 7»7 ppm (s) 
mogą być przypisane protono
wi "g" w łańcuchu bocznym i 
protonowi N - 7. Brak sygnału 
wymiennego protonu, który Na
kanishi i współpr. [O wiążą 

z N - 7, Zachau i współpr.([4] 
wiążą z tlenem przy C-6. Spo
sób fragmentaoji zasady Y w 
spektrometrze masowym pokazu

je rysunek 5 [1].

N
CH^ł)

Rys. 3. Oznaczenia protonów za
sady Y z drożdży, stosowane w 

Tabeli IV 4

3.1Us^ MeOOC —_NH'

i60(*) MtOOC -.f
, 5.60(ini 

2.151")

J20(")^>”2

Z26(sl

0 -- H

^tOOls)n

M* 196 ($1

Rys. 4. Wartości przesunięć chemicznych proto
nów Y z drożdży [1] , s = singlet, m = multi

plet
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Masa cząsteczkowa obliczona 
wynosi 376.1495} znaleziono M^

°16®2oV5dla

376.1497 (375«)ł-
M-KeOH 344(5^). Podstawowy pik m/e 216 oraz wy
wnioskować obecność -CH-CHg-CH^- przy pierś
cieniu aromatycznym sugerowałyj że boczny łań
cuch składa się z pozostałość stano
wi CgHgN^O. Kiedy badano widmo masowe metano
lowego roztworu zasady Y (natywnej), w widmie 
pojawiały się wyraźne piki przy m/e 390, 358,
256, 244, 230^ występujące o 14 jednostek maso
wych niżej. Może to być wytłumaczone konwersją 
grupy karbonylowej w enol eteru metylowego 

(rys. 6).
Zachau [l] podaje, że w widmie masowym zasady Y pojawiają się piki nale

żące do jonów, których masa odpowiada wzorom: C.|gNgO^,
C. .H, i C„H„N,.0 - fragment występujący najintensywniej.

14 14 5 3 n 12 5 10 10 b
Pojawiały się również jony o mniejszym natężeniu różniące się od każdego z 
powyższych o dodatkową grupę OHg. Z względnych intensywności tych dwóch 
grup jonów można było wywnioskować, że wyższy hcmolog jest nieco bardziej 

lotnym składnikiem badanej próbki.

Rys. 5

Rys. 6

Z głównej serii powyżej podanych 
jonów, pierwszy jest najprawdopodob - 
niej jonem molekvQ.arnym. Z małej 
ilości atomów wodoru w wy
nika, że powinien zawierać 8 pierś
cieni lub podwójnych wiązań i wolną

wartościowość. Ten fragment musi zatem reprezentować aromatyczną część 
cząsteczki i tworzony jest najprawdopodobniej przez rozszczepienie wiąza
nia C-C-Ar. Ze względu na odporność pierścieni eu:ornatycznyoh na fragmenta- 
cję, dane z tych widm masowych nie pozwalają wywnioskować struktiwy części 
pierścieniowej. Obecność jonu CgHgB^O potwierdzałaby system guaniny [ll], 

gdyż zezwala to na istnienie atomu tlenu przy pierścieniu B lub C, ale 
nie A. Obecność jonów oraz C.|.jH.|2lIgO wskazuje na bogate w hete
roatomy zakończenie łańcucha bocznego (C^HgNO^), ponieważ jon 
odpowiada utracie C2HgN02, tzn. karbaminianu metylu oraz jednego wodoru, 
które muszą być przyłączone do pozostałych trzech atomów łańcucha boczne
go, przy których znajdują się dwa atomy tlenu. Prowadzi to do tej samej 
struktury jaką proponował Ncdcantshi i współpr. Nakanishi i współpr. [2] 

prowadzili badania spektralne 1 strińoturalne na związkach modelowych
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będących pochodnymi Byntetycznej zasady 
Y (rys. 7). Niżej podano charakterystykę 

spektralną tych związków: 
a) R,‘1 -“^4^9

E2 - - CH^
Związek ten można otrzymać w reakcji 
3-metyloguaniny z 3-bromoheptan-2 -

b) R, 

«2

Rys. 7 -onem w IMSO-H2O 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)

-CH3
-CH-CHCH2CHJ

DV (MeOH) NMR (CDCl- + MJSO - ^6^
rx][nm][£]

523 (1050) Boczny łańcuch 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 Hz)
jb - olefinowy CH 6,60 (m)

8-H 7,80 ppm (s)

c) R, -CH^

-”"4«9

Związek ten powstaje przez uwodornienie związku (b) i jest 

ryczny ze związkiem (a)

U7 (MeOH)
[X][m][6]

313 (5500)
258 (6750)

234 (34700)

izcme-

NMR (CDCl^)
10 - Me 2,71 (s)
N^ - Me 3,96 (s)

8 - H 7,86 ppm (s)

Wywnioskowanie o różnicach zw. (a) i (c) oparte jest na przesunięciach 
chemicznych dwóch grup olefinowych wskazujących, że proton związku (c), 
absorbujący przy 2,71 ppm,w przeciwieństwie do protonu zw. (a)(2,31 ppm), 
jest pod wpływem anizotropowym tlenu w pozycji peri.
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d) R, -CH,
NHCOCUe

I
Rg = -CH = CH - CH - COCMe 

W (H^O) pH 6,8
[X][m][e]
325 (8120)
264 (23700)
243 (25500) a-

NMR (CDCl^-I]MS0-d5)

11 - Me 2,73 (s)
COOMe 3,86 (s)
N^ - Me i COCMe 3,96 (6Hz)

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
NH COCMe 

I
”CHC O CM©

(e) powstaje przez uwodornienie związku d

UV (HgO) pH 6,6 NMR (CDCl^)
[X][nm][£ ] 11-4Je 2,66 (s)

312 (5100) COO Me 3,70 i 3,74 (s)

263 (7010) N^-Me 5,91 (s)

233 (30500) 8^ 7,76 ppm (s>

piki metylu olefinowego przy 2,26 ppm w zw. (a) i przy 2,66 w zw.(d) 
wyraźnie odróżniają te dwa izomery.

Za 8 a d a (II)

W fenyloalaninowym tRNA w Torulopsis utilis znaleziono nukleozyd Y,któ
ry zawiera fluoryzującą zasadę opisaną przez H. Easai i współpr. [5] jako 

Y . Na podstawie widm TJV w różnych pH oraz wartości H.p stwierdzono, że 
różni się ona od Yw w tRNA z kiełków pszenicy. Profil widm UV w środo
wisku kwaśnym, obojętnym i zasadowym wyraźnie przypomina widma UV zasa

dy Y;

HgO
A.max (£ ) 230 (31000)} 264 (5?00)} 307 (5900).

Widmo DV natywnej zasady Y jest identyczne z widmem zasady syntetycznejt
(II) , którą otrzymano przez kondensację 3-metyloguaniny z bromoaoetonem 

(rys. 8).



W czasie reakcji z aldehydem ,C 

ny [V.j (rys. 9).
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bromopropinowym powstaje zw. izomerycz-

Długość fali ( nm)

Długość fali(nm)

Rys. 9

Widmo NUR (D2O) dla związku 
który był krystalizowany z 

wody charakteryzuje się sygna
łami przy 6 2,24 ppm(3H,d,J=1Hz) 
3,82 ppm (3H,s), 7,32 ppm (1H,g 
JolHz) i 8,07 ppm (1H,s), które 
kolejno mogą oznaczać aroma
tyczny metyl, H-metyl i 2 pro
tony aromatyczne. Małe sprzęże- 

Rys. 8 nie około 1Hz pojawiające się

między metylem przy 2,24 ppm i protonem 7,32 ppm jest przypisywane dale
kosiężnemu oddziaływaniu spinowe — spinowemu między metylem i protonem 
ugrupowania CHj-C=CH. Tak więc zasada posiada dwie grupy metylowe, jedną 

przy C-10 lub C-11 i drugą przy N-3, N-7 lub N-9.
Widma NMR zw. II i V były wykonane w IN DCI-D2O. Związek II wykazuje 

sygnał Cnmetylu przy 2,48 ppm w wyższym polu mgnetycznym niż odpowiada
jący sygnał zw. V (2,72 ppm), podczas gdy sygnał protonu aromatycznego 
(7,68 ppm), który jest sprzężony spinowe z sygnałem grupy C - metylowej w 

poprzednim zw. II, pojawił się przy niższym polu niż odpowiadający mu
sygnał (7,26 ppm zw. V), przy założeniu, że sygnał metylu i proton na C-10 
pojawia się przy niższym polu magnetycznym niż sygnały tych grup przy C-11, 
izięki efektowi anizotropowemu grupy karbonylowej w pozycji 6. Związkom II 

i V mogą być przypisane takie właśnie struktury.
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Zasada peroksy (III)

Nazwa systematyczna (lUPAC) tego związku brzmi: ester dwumetylowy kwa

su Oc - (karboksyeimino)- 4,9-dwuwodorowodoronadtleno-4,6-dwumetylo-9- oio - 
-1 H-imidazo C1, 2 -oc ] puryno-7-masłowego.

z wątrób szczura, cielęcia, wołu i
Fenz kiełków pszenicy, a ostanio również w tRNA z

Zasadę peroksy Y znaleziono w tRNA 
Fenkurczęcia; w tRNA 

łubinu.
R._ fluoryzującej zasady peroksy-Y jest mniejsze niż zasady Y i*
drożdżowego.

tRNAPen

Rys. 10

/\Om2

Rys. 11

W widmie UV występuje maksimum absorpcji przy 308, 260, 236 nm (rys. 10). 
Maksimum wzbudzenia dla III jest 247, 273 i 322 nm, a maksimum emisji 
445 nm (rys. 11). Widmo masowe zasady peroksy - Y pokązuje rys. 12.



Macierzysty jon związku peroksy jest 408, 1395 (obliczony dla C^jgU^^NgO.^ 
408, 1393). Porównując jon molekularny zasady peroksy z jonem zasady Y,moż- 
na stwierdzić obecność dwóch dodatkowych atomów tlenu w związku peroksy. 
Intensywność piku nv^e 216 (rozszczepienie C) wskazuje na obecnośó fragmentu 
aromatycznego i gruy oc - metylenowej.Rozszczepienie b daje piki m/e 262 i 

246, co wskazuje, że oba dodatkowe tleny w zakresie peroksy znajdują się 
przy węglu jb - jako grupa nadtlenkowa lub jako gem-diol. Możliwość ugru
powania gem-diolojwego jest raęzej nieprawdopodobna ponieważ w tym przypad
ku obserwowanaby utratę 17 lub 18 jednostek masy,oo nie ma w rzeczywis
tości miejsca. Z drugiej jednak strony wiadomo, że wodoronadtlenki zdolne 
są do utraty atCMÓw tlenu w spektrometrze masowym (van Lier, Smith 1971). 
Utrata atomów tlenu prowadząca do m/e 392 i obecność pików różniących się 
o 16 jednostek masy (Ve 376 i 360} m/e 262 i 242) wskazuje, że zw. zawie-

t
ra grupę nadtlenkową. Porównanie widm absorbcyjnyoh, fluorescencyjnych i 
wysoko rozdzielczych widm masowych zasady peroksy z widmami zasady Y z 
tRMA^®*' drożdżowego, pozwala stwierdzić, że obie zasady mają podobną struk- 

tiu-ę, a różnią się jedynie obecnością grupy nadtlenkowej przy węglu jb - w 
łańcuchu bocznym zasady peroksy. Aby wykluczyć możliwość, że zasada peroksy 
jest artefaktem tworzącym się w czasie procesu izolacji prowadzone były 

następujące badsmia:
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• Pen frakcjąinkubacja syntetycznej d, 1-Y zasady z tRNA drożdżowego z 

supematantu porybosomalnego z wątroby,
dodanie drożdżowego tRNA do hcmogenatu wątrobowego i późniejsze izolo-

Penwanie tRNA i zasady Y,
, Pen i zasady Y z wątroby cielęcia w obecności azydku- izolowanie tRNA 

sodu.
Fluoryzujące zasady izolowane w czasie tych procesów pozostawały nie 

zmienione. Stąd wniosek, że grupa nadtlenkowa w bocznym łańcuchu zasady 
peroksy nie jest artefaktem izolacji. Prawdopodobnie reszta wodoronadtlen— 
kowa w tRNA^®° z wątroby istnieje in vivo. Mechanizm biosyntezy nie jest 

znany. Jedynie znaną analogiczną drogą biosyntetyczną jest proksydaoja 
nienasyconych tłuszczów. Badano enzym z mikrosomów wątroby szczura działa
jący w połączeniu z NADPH, który w obecności jonów nieorganicznych powo
duje utlenienie nienasyconych lipidów. Możliwe, że analogiczne enzymy 
z różnymi specyficznymi substratami wywołują peroksydaoję in vivo Y-im
Gua. Oprócz zasady peroksy zaobserwowano obecność nieutlenionej zasady

Pen
występującej jako składnik obecny w małej ilości w preparatach tRNA 
wątrób szczura i kurczęcia. Przypuszczalnie jest on odbiciem niecałkowitej 

konwersji do zasady peroksy Y.
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• PenNa podstawie wartości Rj, stwierdzono, że w tRNA z łubinu występują 
dwa fluoryzujące komponenty. Jeden z nich o większym Rp określono Cs] jako 

zasadę peroksy Y, drugi natomiast jest prawdopodobnie zasadą Y, Występują
ca tutaj zasada Y może być biosyntetycznym prekursorem dla zasady peroksy 
Y, jednak to ostatnie nie zostało jeszcze precyzyjnie potwierdzone.

Widmo masowe zasady peroksy Y jest:
AOSCM"^, 408,1390, obliczone 408,1393); 392(m'^-16) 262(3'!! 2')246/(3'JJ” 3')- 

-16/ i 216(2']f 1 ').
Dodatkowo otrzymane piki 422, 406, 276 i 230 różnią się od wyżej podanych 
o 14 jednostek masowych. Geneza tych pików nie jest jeszcze bliżej znana.

Maksimum fluorescencji występuje przy 433 nm (wzbudzane 310 nm), maks. 
wzbudzenia przy 247, 276 i 32? nm (emisja 430 nm) (w HgO). Krzywa CD [8] 

była różna od CD dla zasady Y (tab. V i rys. 13).

Tabela

Dichroizm kołowy zasady peroksy - Y

Położenie i intensywność efektu Cottona 
(nm) (A £) •

Peroksy Y (w HgO)
Y (ia« MeOH)

204(+1 ,24); 222(-1,33); 239(-2,34); 287(-0,45)
235(-2,2); 264(-0,36)

Minimum przy ^ = 286 nm zasady 
peroksy Y jest prawdopodobnie wynikiem 
nakładania się dwóch minimów CD, odpo
wiadającym maksimom UV przy 263 nm i 
310 nm. Ekstremum w widmie CD zasady 
Y przy 260 nm odpowiada UV 263 nm,pod
czas gdy pik CD odpowiadający w TJVX =
= 313 nm mógłby byó za słaby, aby go 

zmierzyć. Konfiguracja na centrum 
chiralnym została ustalona jako s, 
natomiast obecne dane CD dla zasady 
peroksy Y nie są dostateczne, aby 
wyciągnąć z nich wniosek dotyczący 
konfiguracji.

W celu potwierdzenia obecności gru
py nadtleińcowej w zasadzie peroksy Y

5.1 

5.t

1.5

2.1 

L5

Li

•.5



przeprowadzono test chemiczny, który polegał na reakcji zasady peroksy 
y z tiooyjanianem żelazawym. Pojav/ienie się różowego zabarwienia świadczy 
o utlenieniu jonów Pe^^-
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— Pe przez obecną grupę wodoronadtlenkową. 
Oprócz peroksy Y z łubinu żółtego nie znamy struktur żadnych innych 

zasad Y z materiału roślinnego. Badano również zasady typu Y występu
jące w tRNA^®^ wyodrębnionym z wątroby myszy [ló] . Stwierdzono, że

i?'6Xlzasada ta jest bardziej labilna od zasady Y z drożdżowego tRMA oraz
zaobserwowano różnicę ruchliwości elektroforetyozne.i. Jednakże struktura 
tego komponentu nie jest jeszcze bliżej określona.

Podsumowanie
Znane są trzy zasady typu "Y";

Fsn- zasada Y w tRMA drożdżowym,
- zasada Y^ z Torulopsis utilis,
- zasada peroksy Y z wątrób,kiełkóv/ pszenicy i łubinu.

Zasady te mają podobne v;idma UV i fluorescencyjne. Widmo masowe pomaga \i 

rozszyfrowaniu struktury. Dotychczas mało jest jednak danych z IffilR i IR, 
natomiast CD nie jest jeszcze ściśle wyjaśnione.

Wnioski •
Fenyloalaninowe tRNA izolowane z licznych komórek eukariotycznych zawie

rają wysoce modyfikowane fluorescencyjne zasady typu Y. Stosowanie metod 
spektralnych, takich jak UV, fluorescenc ja, CD, widm masowych i NMR, pozwo
liło określić strukturę tych związków. Zasady te stanowią możliwości badań 
spektralnych przemian struktury trzeciorzędowej tRNA . Dmo intersują- 
cych danych może dostarczyć chemiczna i enzymatyczna modyfikacja i inter- 
konwersja zasady Y - peroksy Y - hydroksy Y,

Własności i funkcje tych niezwykle skomplikowanych komponentóv; w tRNA 
są intrygującymi problemami, które wymag:'.ją dalszych badań syntetycznych 
i analitycznych.
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A. Rafalski zwrócił uwagę na niezgodność tej hipotezy z fragmentacją za
sady peroksy - Y w spektrometrze masowym.





J. Barciszewski, M. Rafalska, A. J. Rafalski

WYKORZYSTANIE WŁASNOŚCI ZASAD „Y* 
W BADANIACH TRANSFEROWYCH RNA

STRESZCZENIE

W referacie przedstawiono wykorzystanie własności fizykochemicznych i 
chemicznych nukleozydów Y - najbardziej skomplikowanych komponentów tRNA - 
do badania struktury tRNA. Uwzględniono szczególnie zastosowania pomiarów 
fluorescenc ji w warunkach dynamicznych. Rezultaty tych prac przedyskutowa
no z punktu widzenia struktury trzeciorzędowej tRNA oraz przemian konfor- 
maoyjnyoh tych makrocząsteczek.

WSTĘP

Transferowe kr^asy rybonukleinowe, ze względu na ich zasadniczą rolę w 
procesie biosyntezy białka, polegającą na "ustawianiu" cząsteczek amino
kwasów w kolejności odpowiadającej sekwencji matrycy mRNA, stąnowią obiekt 
bardzo szeroko zakrojonych badań strukturalnych^w których wykorzystywane 
są wszelkie dostępne metody fizykochemiczne i chemiczne [i]. Prace te wy

konywane są najczęściej na fenyloalaninowych tRNA [2], a w szczególnoś
ci tRNA^®*^ z drożdży. Ha tym właśnie materiale oznaczono po raz pierwszy 

strukturę krystaliczną specyficznego tRNA [3].

Przyczyny takiego stanu rzeczy są m.in. następujące:
F6n- łatwa izolacja niektórych tRNA,

- znajomość struktur pierwszorzędnych kilku tRNA^®*^[2],

- oddziaływanie z prostym kodonem UUU (także CUU), co ułat?ria badania 
biosyntezy [ 4],

- istnienie sprawdzonych metod izolacji odpowiednich syntatez,
- występowanie w niektórych tRNA supermodyfikowanych nukleozydów ty

pu "Y" o niezwykłych własnościach fizycznych i chemicznych.



Omówienie przykładów wykorzystania własności nukleozydów typu "Y" do 
badań stru3rturalnych fenyloalaninowych tRNA stanowić będzie treść niniej
szego przeglądu.

Występowanie nukleozydów typu "Y" w strukturach pierwszorzędowych tRNA 
oraz strukturę i własności typu związków omówiono gdzie indziej (2, 5).
Obecnie ograniczymy się do przypomnienia, że nukleozyd "Y" występuje w 
tRNA w pozycji przyległej do końca 3' antykodonu. Nukleozyd ten ulega bar
dzo łatwo rozszczepieniu w miejscu wiązania N-glikozydowego, podczas in
kubacji w pH=2,9 w 37°C. Najbardziej charakterystyczną jego cechą jest 

stosunkowo intensywna fluorescencja w temperaturze pokojowej w roztworach 
wodnych. Długość fali emisji wynosi około 440 nm przy wzbudzeniu 310 nm.

Te unikalne własności, dzięki którym nukleozydy "Y" ale przypominają 
żadnych innych komponentów tRNA, są pomocne w badaniach tRNA , w szcze
gólności umożliwiają poczynienie pewnych interesujących ustaleń związanych 
ze strukturą przestrzenną tych cząsteczek.

WYKORZYSTANIE FLUORESCENCJI NUKLEOZYDÓW „Y” W BADANIACH tRNA

Spektroskopia emisyjna w porównaniu z absorpcyjną jest znacznie mniej 
rozpowszechniona w badaniach biochemicznych, między innymi ze względu na 
większe trudności instrumentalne, mniejszą uniwersalność i ograniczenia w 
stosoweiniu ilościowym. Mimo to, dzięki czułości widm emisyjnych na wpływ 
pH, stężenia, bezpośredniego otoczenia chromoforu, pozwalają one na uzy
skanie cennych informacji strukturalnych f6] takich, jak:

- otoczenie chromoforu i dostępność dla rozpuszczalnika,
- odległość między donorem a akceptorem, w przypadku przeniesienia 

energii między dwoma chromoformami,

- relaksacja rotacyjna chromoforu,
- geometria i symetria cząsteczki w stanach wzbudzonych,
Metody te znalazły dotychczas znacznie większe zastosowanie w bio

chemii białek niż kwasów nukleinowych. Proste zasady kwasów nukleinowych,w 
odróżnieniu do aminokwasów aromatycznych, nie fluoryzują w temperatiurze 
pokojowej w roztworach wodnych.
Chromofory kwasów nukleinowych (A,G,C,D,T) mają bardzo podobne widma ab
sorpcyjne i emisyjne, podczas gdy w białkach aminokwasy aromatyczne (tryp- 
tofan, tyrozyna, fenyloalanina) rozmieszczone są w pewnych odstępach w 
łańcuchu polipeptydowym i różnią się bardzo widmami od pozostałych amino
kwasów.

Jedynie w przypadku tRNA modyfikowane zasady mają odmienne własności op
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tyczne, oo pozwala na selektywne wzbudzanie określonych elementów struktvir- 

ry tRHA (charakterystyki fluorescencyjne modyfikowanych zasad podeuio w ta
beli I [6]). Dlatego większość zastosowań metod fluorescencyjnych w bada

niach kwasów nukleinowych dotyczy tRNA,

Tabela I

Charakterystyka absorpcyjna i emisyjna niektórych zasad występujących
w transferowych tRNA[6]
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Nukle
ozyd

Absorpcja Fluorescencja Posforęscenoja

Xmax
Cnm]

C'o’D •^max
[nmj

'^P XER
[nm]

Xmax
Qnm]

p

A 261 14.9 313 0.01 373 397 0.015 2.4
iA 270 - 325 0.1 380 412 0.01 1.65
sA 247,284 25.0,17.8 335 0.35 390 425 0.25 0.36
6. m A 266 16.0 329 0.09 364 411 0.045 2.5

m A 262 - 351 0.11 365 405 0.03 3.2
tA 268,277 - 321 0.37 360 409 0.03 1.95

G 252 13.7 323 0.13 365 402 0.07 1.3
m'^G 257,281 8.5, 7.4 337 0.35 357 448 0.005 1.8

mgG 259 16.3 338 0.27 373 414 0.14 1.4
m^G 248,272 10.0, 7.9 326 0.15 381 423 0.01 1.6

C 271 8.9 322 0.05 352 405 0.01 0.3
sC 281 - - 0.005 362 407 0.1 0.04

m^C 277 8.9 328 0.20 370 428 0.05 0.8

T 267 9,7 322 0.24 382 438 0.005 0.3
D 262 10.0 314 0.01 350 405 0.0 0.55

(mam) 282 - 322 0.21 362 425 0.01 0.3
s^(meum)^U - - 345 0.006 387 429 0.035 0.04

s^U 244,333 4.5,21.0 - 0.005 437 461 0.08 1.9x10^

262 8.1 319 0.44 361 425 0.02 0.5
y 237,315 30.3 405 0.33 402 450 0.01 2.4

452a 0.03 - - - -

F - wydajność kwantowa fluorescencji 
■? P - wydajność kwantowa fosforescencji 

XPR - progowa długość fali fluorescencji (krótkofalowa) 
- czas życia stanu trypletowego 

mam - matyloaminometylo 
(a) - w temperatiATze pokojowej
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Nukleozydy typu "Y" dobrze nadają się do takich badań, gdyż:
- ich absorpcja UV rozciąga się do około 330 nm (długofalowe maksimim

przy 315 nm), 00 pozwala na wzbudzenie promieniowaniem o długości fali,
Fgdprzy której pozostałe nukleozydy tRNA praktycznie nie absorbują. Naj

niższy wzbudzony poziom singletowy "Y" leży znacznie poniżej tego poziomu 
innych nukleozydów, dzięki czemu przeniesienie energii do otaczających za

sad jest bardzo mało prawdopodobne,
Fen- Y jest jedynym nukleozydem w tRNA , który w roztworach wodnych w

temperaturze pokojov/ej wykazuje istotną fluorescencję, Y/ydajność kwantowa
Fbii »fluorescencji 7-metyloguanozyny w tRNA z drożdży jest o rząd wielkości 

mniejsza.
- fluorescencja "Y" jest bardzo podatna na wpływ otoczenia i polarność 

środowiska.
Wykorzystując powyższe własności oraz następujące metody:

- fluorescencja (etatyczna)^
- polarność fluorescencji (statyczna),
- przeniesienie energii fluorescencji do innych chromoforów,
- wygaszanie energii fluorescencji przez różne czynniki,
- pomiar czasów fluorescencji,
- nanosekundowa depolaryzacja fluorescencji,

przeprowadzono szereg badań strukturalnych, głównie na fenyalaninowym tRNA 

z drożdży.
Pakt zależności wydajntości kwantowej fluorescencji zasady "Y" od oto

czenia i polamości pozwolił na badsinie konformacji antykodonu.
PenBeardsley [s] stwierdził, że Intensywność fluorescencji "Y" w tRNA

drożdży 1 kiełków pszenicy wzrasta 2-3 krotnie ze wzrostem stężenia jonów 
2+Mg w roztworze wodnym (rys. 1).

-1 -5W obecności 0,1 M NaCl jony magnezu w stężeniach 10 -10 M mają ma
ły wpływ na ogólną strukturę tRNA, Mimo to wnioskować można, że miany
fluorescencji wywodzą się ze mian konformaoyjnych. Bezpośrednie wiązanie 

2+Mg do "Y" nie może byó przyczyną zjawiska, gdyż efekt ten nie występuje 
w sześclonukleotydzie zawierającym "Y". Autorzy sugerują, że zmiany kon- 
formacyjne objawiają się większą dostępnością "Y" dla rozpuszczalnika, 
w wyniku mniejszego chronienia przez przyległe elementy struktury drugo- 
i trzeciorzędowej, w nieobecności magnezu. Zwiększenie oddziaływainia 2 
rozpuszczalnikiem powoduje mniejszenie względnej wydajności kwantowej 
fluorescencji oraz skrócenie czasu życia fluorescencji. Nawet w nieobec
ności magnezu nie było możliwe pełne przekształcenie tRNA w konformację z 

dostępną "Y".
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Inni autorzy [ 9] sądzą, że 
przyczyną tego mogły byó pew
ne óladowe ilości Jonów dwu- 
wartośoiowych. Przypuszczal
nie w miarę obniżania stężenia 
magnezu zachodzą powolne zmia
ny struktury trzeciorzędowej 
luh nawet rozerwanie pairowa- 
nla zasad w antykodonie.

Intensywność fluorescencji 
zasady "Y" wzrasta również w 
obecności D^O, w przypadku, 
gdy próbki nie zawierają 
magnezu, co potwierdza tezę o 
dostępności "Y" dla rozpusz
czalnika, w tych warunkach[ 8j.
Zmiana intensywności wynika 
prawdopodobnie ze zwolnienia 
reakcji protonizaoJi-deproto- 
nizacji. Inny możliwy mecha
nizm to zmniejszenie stopnia 
reorientacji rozpuszczalnika 
wokół stanu wzbudzonego, o ile 

ta reorientacja powoduje wy
gaszanie fluorescencji.

Podczas pomiaru czasów życia fluorescencji w nieobecności magnezu zau

ważono, że niemożliwe jest odwzorowanie krzywej zcmlku emisji jedną fimk- 
cją eksponencjalną, co wskazuje na istnienie w tych warunkach więcej niż 
jednej konformacji tRNA. Czasy życia wynoszą 6-7 nanosekund [s].

Technika nanosekundowej depolaryzacji fluorescencji [8] pozwoliła usta

lić stopień ruchliwości zasady "Y" względem całej cząsteczki tliNA. W przy
padku sztywnego vuniejsoowienia chromoforu, z rozmiarów cząsteczki wylic^ó 
można teoretycznie czas równy 13 nanosekund. Ponieważ czasy mierzone si(^ 
zawsze krótsze od 10 nemosekimd, zasada "Y" jest w pewnym stopniu swobodna 
względem cząsteczki tRNA, zarówno w obecności jak 1 nieobecności jonów 
magnezu. Swoboda ta jest jednak ograniczona, gdyż dla całkowicie ,ruchliwe- 
go chromoforu czasy relaLksacji byłyby jeszcze krótsze. Taki wynik może byó 
związany z ;

- rotacją "Y" wokół wiązań pojedynczych,
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Rys. 1. Zależność flaorescencjl *T" prny ASO na 
(wzbudzenie 320 na) oraz absorpcji przy 237,5 na 

w zależności od stężenia jonów nag- 
nezu [8j



- ruchami torsyjnymi zasady "Y",
- ruchami antykodonu względem całej cząsteczki tRHA.

Najprawdopodobniej rzeczywistą przyczyną są ruchy torsyjne zasady, choć 
nie udało się tego ustalić z pewnością [s].

Szczegółowo badano także wpływ magnezu na fluorescencję fragmentów
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tRNAPen z drożdży [lOj . Badania te pozwoliły m.in. stwierdzić, że jedna 
cząsteczka dwunastonukleotydu lub speścionukleotydu, zawierających nukle

ozyd "Y", wiąże jeden jon 2+ (rys. 2) [10] .

Hys. 2. Względna intensywność fluorescencji oligonuklęotydów w funkcji stężenia mag
nezu [10] ; o - sześcionukleotyd, stężenie 6,3 x 10“° H, x - dwunastonukleotyd,

stężenie 6,4 x 10“° M

Bardzo prawdopodobne jest istnienie również innych centrów, słabiej wią-
0+ r 1żącyoh Mg“ ['•OJ .

Maass [11, 12j przeprowadził szczegółowe badania termodynamiczne i ki
netyczne tRHA^®^ z drożdży, z wykorzystaniem pomiarów UV i fluorescencji

F@nnukleozydu "Y" w funkcji temperatury, zarówno całego tRHA , jak i frag
mentów otrzymanych w warunkach częściowego trawienia rybonukleazami. Część 
antykodonowa tRNA z drożdży (Pen 21-57) wykazywała w 1I.I NaCl dvva przejścia 
konformacyjne. Przejście niskotemperaturowe (T^ = 48°C w 1 M NaCl) cha

rakteryzowało się czasem relaksacji 20 ms, a przejście wysokotemperaturowe
(T = 72°C w 1 M NaCl) - czasem relaksacji 200 ms. Wyniki te uzyskano na 

m
podstawie eksperymentów "T-jump" monitorowanych fluorescencją i absorpcją 
UV. Przejście niskotemperaturowe wiązało się ze wzrostem intensyvmosoi 
fluorescencji, a wysokotemperaturowe - maleniem.
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Takie zmiany konfomićcyjne wyjaśniono przejściami między stanami poda
nymi na rj'sun]tu 3 P 2] .

Model ten wyjaśnia obserwowa
ne zmiany fluorescencji. Naj
większą intensywność emisji ob
serwować się będzie bowiem w sta- ! .jP i

nie odpowiadającym modelowi liś
cia koniczyTiy, gdyż pętla anty
kodonu jest tu nrymniejsza.W po
zostałych stanach rozpuszczalnik 
ma większy dostęp do "Y", powo
dując gaszenie fluorescencji.

Z danych tych v.’ynika, że po
miary fluorescencji zasady "Y" 
mogą być stosowane do szozegóło-

top-
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wej interpretacji krzywych 
Pełłnienia tRNA . W czasie topnie

nia pętli antykodonu obserwuje 
się zmniejszenie intensywności 
fluorescencji. Zmniejszenie in-

Pe»r
tensywnoBoi fluorescencji tRNA 
w trakcie zmian temperatury sta- 
nov/i więc indykator topnienia 
antykodonu w badaniach całych 
cząsteczek tRNA [l2] .

Już uprzednio stwierdzono, że 
depolarj'zacja i gaszenie fluo
rescencji zachodzi w niskotempe
raturowych regionach krzywej top
nienia, ale wtedy nie można by
ło stwierdzić jednoznacznie po
chodzenia tego zjawiska

Całokształt zebranych danych pozwala sądzić, że topnienie tRNA' 
drożdży odbywa się w następujących etapach:

- przekształcenie struktury trzeciorzędowej w "liść koniczyny",
- topnienie ramienia akceptorov;ego i antykodonu ,
- niezależne topnienie ramienia tVC i dwuhydrourydynowego

A- u
• ieA*

C. A 
U T
•>. A

Rys. 3. Zmiany konformacyjne fragmentu anty- 
kodonowego tRNA^®“ z drożdży [12] ; A. schemat 
przejścia niskotemperaturowego, B. schemat 

przejścia wysokotemperaturowego

Pen

Rysunek 4 pokazuje zależność fluorescencji i absorpcji UV tRNA 
peratury [l l] .

Pen od tem-
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Rys. 4. Krzywe topnienia tRHA^®*' z drożdży w obecności 2 mM MgCl2 w buforze kakody-
lan sodu 0,01 M, pH = 6,8 zawierającym 0,1 M NaCl [l-fl ;-------  absorpcja różnicowa
A260/2°C, fluorescencja różnicowa w jednostkach względnych,wzbudzenie 313 nm,
emisja 340 nm, -------  depolaryzacja fluorescencji mierzona przy tych samych długoś

ciach fali

Badanie wygaszania fluorescencji nukleozydu "Y" w tRNA w obecności in
nych cząsteczkach chromoforowych, przez singletowo-singletowe przeniesie
nie energiijdostarczyło szeregu interesujących informacji strukturalnych.

Teoria singletowo-singletowego przeniesienia energii jest dobrze opra
cowana [13, 14]. Względna efektywność przesunięcia energii jest odwrot
nie proporcjonalna do szóstej potęgi odległości między donorem (np. "Y") 
a akceptorem. Ważnym parametrem charakteryzującym system jest tzw. odleg
łość Pbrstera - R . Jest to taka hipotetyczna odległość między donorem o
a akceptorem, przy której fluorescencja donora jest wygaszana w 509^.

Beardsley i Cantor [15] zastosowali pomiary przeniesienia energii z za-
P©n /sady "Y" do chromoforu związanego z końcem 3'CCA tRNA , do określenia od

ległości między ramieniem aminokwasowym a antykodonem w tym tRHA.
Jako akceptory związane z końcem 3' wykorzystano akryflawinę, hydrazyd 

kwasu proflawinylooctowego i 9-hydroazynoakrydynę. Akryflawina jest ideal

nym akceptorem energii stanu singletowego z zasady "Y", ponieważ jej widmo
się 
tej

przy określonych założeniach obliczono odległość PBrstera równą 30 8.

Dla 9-hydroazynoakrydyny R^ = 24 8. Hydrazyd kwasu proflawinylooctowego 

charakteryzuje się absorpcją w regionie 315-325 nm, a więc w zakresie uży
wanym do wzbudzenia "Y", oo zmusza do wprowadzenia dodatkowych poprawek. 
Pewne trudności związane też są z niestabilnością wiązania barwników z

absorpcyjne pokrywa się Z widmem emisyjnym "Y", oraz charakteryzuje 
dużym molowym współczynnikiem ekstyncji (3,3 x 10^ M ^). Z wartości



tRKA, w związku z czym trudno uzyskać pełne podstawienie końca 3'. Po 
wprowadzeniu koniecznych poprawek stwierdzono, że efektywność przeniesie
nia energii jest mniejsza od 0,5, a więc odległość barwnik - "Y", a tym 
samym ramię aminokwasowe - antykodon, jest większa niż 30 8, prawdopodob

nie w granicach 40-60 8.

Wynik ten jest oczywiście przybliżony. Związanie akceptora może zmie
niać konformację tRNA, a także stosowane barwniki mogą ulegać interkalaoji 
w dwuspiralnych regionach tRNA. Mimo to można wykluczyć szereg hipote
tycznych struktur, w szczególności wszystkie te, w których ramię aminokwa
sowe jest nałożone na ramię antykodonu. Błędy systematyczne tak wykonanych 
oznaczeń mogą dochodzić do 20^. Najbardziej niepokojącym źródłem nieścis
łości jest milczące przyjęcie w obliczeniach założenia, że kąty między 
momentami dipolowymi przejść donora i akceptora są dowolne i przypadkowe. 
W celu udowodnienia tego założenia należałoby wykazać, że nie ma ograni
czenia rotacji związanego barwnika ani zasady "Y". Przytoczone wyżej po
miary nanosekundowej depolaryzacji fluorescencji zasady "Y" w tRNA^®^ fs] 

wskazują, że w przypadku "Y" zachowana jest dość duża swoboda rotaoji.Dal- 
szym faktem przemawiającym za rotacyjnym uśrednieniem orientacji donora i 
akceptora jest podobieństwo wyników tych trzech różnych barwników o róż
nych ińcierunkowaniaoh dipola przejścia względem wiązania łączącego je z 

tRNA.
Podobne wyniki uzyskano niedawno stosując tRNA zawierający 

(rys. 5) zamiast końcowej adenozyny [i9].
Tę samą metodę Tao, Nelson i Cantor [16] za

stosowali do określenia odległości między "Y" w 
antykodonie a cząsteczką bromku etidium zwią
zaną z tRNA przez interkalację.

Bromek etidium (BE)-bromek 2,7-dwuamino - 9- 
fenylo-10-etylofenantrydyniowy - jest popular
nie używany do badania struktury kwasów nukle
inowych. Wiązanie BE zachodzi przez interka
lację między parcuni zasad [l"d» co pozwala sto

sować go do odróżnienia regionów spiralnych 
tRNA. BE jest związany sztywno z cząsteczką RNA 
i nie ma prawie żadnej swobody rotacyjnej. Wid
mo absorpcyjne BE w zakresie widzialnym nakłada 
się w dostatecznym stopniu z emisją "Y", a 
więc można go stosować jako akceptor energii.
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formyoynę

Rys. 5. Niektóre znaczniki 
fluorescencyjne stosowane w 
badaniach tRNA,a - bromek 
etidium, b - formycyna
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Stwierdzono, że zP.równo w obecności jak i nieobecności jonóvp; 
wych

mat;

z drożdży wiąże silnie jedną cząsteczkę bromku etiiddium.W 
2+obecności Mg wiązanie BE powoduje silne wygaszanie fluoresoennccji nul

zydu "Y" (rys. 6 a). Wydajność kwantov/a fluorescencji "Y" vi obbeecnośc 
nów magnezu bardzo nieWiele zmienia się pod wpłjw/em dodatkui bar 

(rys. 6 b).

CD)
LUJcc;
CWJ
CUJ

COD • 
ZDD

<uu~ >-

CD)
rr~
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CC5T

Rys. 6. Względna fluorescencja bromku etidium, (wzb. 520 nm, em. 581 nimm)i) oraz 
ozydu "Y" ( wzb. 320 nm, em. ł30 nm), w funkcji względnego stężenia b;bDromku 
dium [16] ; a - w nieobecności jonów magnezu; b - w obecności 0.002;66l M

magnezu

Pomiary czasu zaniku fluorescencji "Y" dały nieoczekiwany wvjvyynik, 
zaniku florescencji, niezależnie od stężenia magnezu, nie zmierennia si( 
v/pły.vem oddziaływania z bromkiem etidium. Oznacza to, że vvyga£S25zzanie 
rescencji "Y" przez BE jest w nieobecności magnezu całkowite, rnnatomi 
obserwowanej fluorescencji przyczjTiiają się jedynie cząsteczkii i tRMA 
zawierające związanego barwnika. Z tego wynika, że bromek etićdiliium w 
obecności magnezu związany jest znacznie bliżej nukleozydu "Y"', niż 
odległość POrstera (R = 24 X), przypuszczalnie w ramach dwusjpńiiralne.
cink'’ ramienia antykodonu. Niecałkowite wygaszenie fluorescemciacji



ray dużych stężeniach BE (ośmiokrotny nadmiar molowy w stosunku do tENA), 
3aanaczyć należy istnieniem niektórych cząsteczek tRMA w konformacji nie- 
dolnej do wiązania barwnika. W obecności magnezu przypuszczalnie istnie- 
e kilka słabych centrów wiązania BE, Ponieważ nie obserwuje się wygasza
ła fluorescencji ("Y"), najbardziej istotne z tych centrów znajduje się 
aleko do "Y",na pewno nie w pętli antykodonu. Rezultaty te podsumowuje 
ys. 7 [16].

1 w późniejszych badaniach Maass [9] stwier- 
ził, że w nieobecności magnezu tRKA z
rożdży wiąże trzy cząsteczki bromku etidiizm, 
dopiero przy stężeniu jonów magnezu 0,5 rM 

iozba centrów ograniczona jest do jednego, 
yniki Tao i współpracowników [16] odnieść 
ięc raczej należy do dwóch różnych stężeń 
agnezu. Próbki określane przez tych autorów 
ako "bez magnezu", zawierać musiały zanie- 
zyszczenia jonowe.

Właściwości fluorescencyjne nukleozydu "Y" 
tRMA^®'^ wykorzystano także do badania od- 

ziaływań z innymi molekułami.
Jedną z funkcji cząsteczki tRNA jest oddziaływanie z kodonem na ryboso- 

ie. Nie zanika ono jednak w nieobecności rybosomu [20, 2l] . Eisinger [2Q] 

adał te interakcje w fenyloalaninowym tRHA z drożdży, stosując metody 
luorescencyjne. Podczas dodawania kodonu UBC lub oligomerów zawierających 
odon "wobble" - UIIU do roztworów tRHA zaobserwowano małe przesunięcie 

lajtsimum emisji fluorescencji "Y" w kierunku fal krótszych. Ponieważ zja- 
jigka tego nie zaobserwowano przy dodawaniu poli (C) lub przy zmianie 
tężenia magnezu, przyjęto, że jest ono spowodowane nieco bardziej hydro- 
obowym otoczeniem chromoforu "Y" w warunkach udziału sąsiednich zasad 

-antykodonu) w oddziaływaniu wodorowym z UDC lub UUU. Wiązanie tych kodo-

ów zachodziło tylko w obecności magnezu. Efekt przesunięcia maksimum
1 P6H^nlsji wykorzystano do oszacowania siły wiązania oligomerów z tRNA , Re>-
^bstrowano aniany widmowe przy zwiększaniu stężenia UCC w roztworze. Zna-

ąO kształt widma w nieobecności UBC i przy dużym nadmiarze UUC obliczono
•■•łamsk cząsteczek tRHA związanych z tym kodonem przy każdym jego pośrednim
•^tężeniu. Z tych danych obliczono stałą asocjacji w różnych temperaturach.

, ;
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Rys. 7. Schemat przedstaela- 
Jący upływ Jonów magnezu na 
wiązanie bromku etidium do 
tRNA^®°. Czarny prostokąt 
przedstawia bromek etidium

Pie



Na podstawie znanego równania:

AP = AH - T A S = -RT Ln K

oszacowano wartość parametrów/ termodynsimicznych dla asocjacji antykodonu 

z UUC:

AP = - 4 kcal/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 naturalną fluorescencję reszt 
tryptofanowych syntezy lub grup fluorescencyjnych przyłączonych do enzymu 
lub tRHA [22-28].

Do niedawna sądzono, że region antykodonu ma minimalny wpływ na reakcję 
aminoacylac ji. Maass doniósł jednak osta.tnio o vpłyv;ie fenyloalanylo-tRHA- 
syntetazy na fluorescencję nukleozydu "Y" v/ tRHA^®'^ z drożdży [29] . Bada

nia fluorescencyjne pozwoliły na ustalenie szeregu parametrów kinetycz-
2+nych asocjacji enzymu z tRHA. ;Y nieobecności jonów Mg syntetaza pov/oduje 

wzrost intensywności fluorescencji "Y" w tRHA. Podobny efekt wywiera do
datek jonów magnezu. Zjaw/isko to tłumaczą autorzy lokalnym wpływem synte- 
tazy na region antykodonu, prowadzącym do osłaniania chromoforów przed 
gaszącym działaniem cząsteczek wody. W roztworach zawierających zarówno 
jony magnezu jak i syntetaze, enzym zmniejsza intensywność fluorescencji, 
a za tym rediikuje efekt ocłuronny jonów m/.ignezowyoh. Miareczkowanie tRHA 
syntetazą, kontrolowane fluorescencyjnie pozwoliło ustalić, że tworzy się 

kompleks o stechiometrii 1:1 (rys. 8).
Syntetaza serynowa nie ma wpłyv/u na fluorescencję nukleozydu "Y".

Wykonano również pomiary kinetyczne oddziałyv/ania syntetazy z tRHA
techniką "stopped flow". W pierwszym etapie następuje asocjacja tRHA z

8 "*1 "“Ienzymem, o stałej szybkości rzędu k = 1,6 x 10 M s . Stała ta wskazuje, 
że szybkość asocjacji jest niemal kontrolowana dyfuzyjnie. W następnym, 
kontrolującym szybkość, etapie zachodzi powolne uwalnianie zaminoaoylov/ane- 
go tRHA, ze stałą szybkości około 2,5 s“^ (o ile reakcję prowadzi się w 

obecności fenyloalaniny i adenozynotrójfosforanu). Ponieważ stwierdzono 
niezależnie, że same uwalnianie aminoacylo-tRHA zachodzi przynajmniej o 
rząd wielkości szybciej (stała rzędu 27 s“ ), etap ten nie decyduje o cgól- 
nej szybkości reakcji aminoacylacji enzymatycznej.
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Rys. 8. Wygaszanie fluorescencji zasady "Y” w tRNA ® przez fenyloalanylo-tRNA-syn- 
tetazę, w obecności 10”2m Mg^'*’ v 20®C, Wzbudzenie przy 313 nm, emisja przy 450 nm. 

Uwzględniono poprawkę na fluorescencję dodanego enzymu C29]

Jak starano się pokazać powyżej, fluorescencja nukleozjdów "Y" może być 
wykorzystana do bardzo różnorodnych badań strukturalnych i biochemicznych 
tRNA, dostarczając wielu cennych infonnacji, często niedostępnych na in
nej drodze. Szczególnie interesujące dane uzyskać można z precyzyjnych po

miarów emisji w warunkach nierównowagowych.

WYKORZYSTANIE WŁASNOŚCI CHEMICZNYCH NUKLEOZYDÓW „Y”
W BADANIACH tRNA

Własności chemiczne nukleozydów "Y" [30] są mało znane ze względu na 
dostępność jedynie mikrogramowych ilości tych związków oraz brak, jak do
tychczas, odpowiednich modeli syntetycznj’ch. Syntetyczne zasady "Y" i " Y,jJ 
również prawie nie były badane pod kątem własności chemicznych.

Wiadomo jednak, że w pH = 2,9, wiązanie N-glilcozydowe zasady "Y" z 
częścią rybozową nukleozydu ulega łatwo rezerwaniu, dając wolną zasadę i 
resztę rybozową w tRNA, zawierającą reaktywną grupę aldehydową [31,32,37]. 

Tę. całkowicie unikaln^^ w chemii tKUA własnoćć wykorzystano niejednokrotnie

do badania kwasów nukleinowych^m,in, do;
Pen- specyficznego przecinania tRHA na dwie połowy.



- przyłączenia w miejscu zasady "Y" innych związków,
- badania udziału antykodonu w różnych oddziaływaniach.
W pracowni H.G. Zacham stwierdzono, że traktowanie tRHA zawierającego 

grupę aldehydową, po wycięciu zasady "Y", aminami w dużym stężeniu prowa
dzi do powstania zasady Schiffa, a następnie do przecięcia łańcucha poli- 
nukleotydowego [33,34]. Tak otrzymane dwie "połowy" tRNA można rozdzie
lić i używać do dalszych badań strukturalnych.

Przy zastosowaniu jednak 100-krotnie mniejszego stężenia aminy zacho
dzi trwałe kowalentne przyłączenie tej aminy do tRHA, przez utworzenie 
N-glikozydu lub zasady Schiffa [35] . Wiązanie to jest trwałe w pH=7,0 lub 
7,5. W pH=4,0 zachodzi łatwo hydroliza. Redukcja borowodorkiem sodu pro
wadzi do powstania aminy drugorzędowej, trwałej także w kwaśnym środowis
ku [35] .

Metoda ta pozwoliła na przyłączenie do tRHA w pozycji przyległej do 
końca 3' tintykodonu związków silnie fluoryzujących - proflawiny lub bromku 

etidium [35] .
W połączeniu z dotychczas stosowanym;

- sprzęganiem związków fluoryzujących z rybozą końcowej adenozyny 3',
- zastępowaniem końcowej adenozyny formycyną,
- oddziaływaniem niekowalencyjnym.

Ta nowa metoda znaczenia fluorescencyjnych tRHA^®*^ umożliwi dalsze bada

nia strukturalne i studia oddziaływania z enzymami, przy pomocy technik 

opisanych powyżej.
"Wycinanie" zasady "Y", a więc dość poważna zmiana w natywnej struktu

rze antykodonu, może służyć do oszacowania udziału tej części cząsteczki 
tRNA w oddziaływaniu z Innymi cząsteczkami biologicznymi.

Stwierdzono na przykład, że usiinięcie "Y" nie zmniejsza stopnia amino- 
acylaoji tRHA w układzie homologicznym, chociaż reakcja zachodzi odmien
nie [31,32,36]. Podobnie, wyżej przedstawione zastąpienie "Y" fluoryzują
cymi barwnikami [35] wywiera tylko niewielki wpływ na aminoacylac ję homo
logiczną,ale dość poważnie sanniejsza wydajność aminoacylac ji heterologicz- 
nej enzymem z E.coli. Zredukowany borowodorkiem tRHA - bromek etidium w 
ogóle nie jest aminoacylowany w tych wariankach [35] .

Transferowy RHA^®'^ pozbawiony zasady "Y" zupełnie inaczej zachowuje 

się również w oddziaływaniu z tetramerami komplementarnymi do pętli anty
kodonu (GCAG, UnCA, UCCC, GACC) - [38] . Zmniejszenie stałej wiązania te- 
tramerów wyjaśnić można zmianami konformacyjnymi tRHA polegającymi na 
zmniejszeniu sztywności struktiary pętli antykodonu [38] . Bardziej elastycz

na pętla wiąże oligomery znacznię słabiej [38] .
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Ha zakończenie warto wspomnieć, że specyficzne zachowanie się fenyloa- 
laninowyoh tRNA na kolumnach wypełnionych benzoilowaną DEAE-celulozą, po
zwalające wydzielić w sposób prosty np. tRNA z drożdży, bywa niekiedy 
przypisywane obecności w tym kwasie hydrofobowej zasady "Y" [3^ .

341

PODSUMOWANIE

Obecność niezwykłych zasad supermodyfikov;anyoh, znanych jako "Y" w an- 
tykodonach szeregu fenyloalaninowych tRNA może być m.in. wykorzystana do 
badań:

- kształtu i wielkości cząsteczki tRHA w roztworze,
- udziału antykodonu w strukturze trzeciorzędowej tRNA,
- miejsca wiązania innych cząsteczek fluoryzujących,
- dostępności antykodonu dla wody i inn;'ch cząsteczek środowiska,
- przejść konformaoyjnych antykodonu,
- wpływu różnych czynników na konformację tRHA,
- udziału antykodonu w oddziaływaniach z enzymami i oligonukleotydami, 

a także do:
- specyficznego rozcinauiia cząsteczki tRNA,
- wprowadzanie związków syntetycznych w pozycję przyległą do antykodonu,
- szybkiej izolacji fenyloalaninowych tRHA.
Jesteśmy przekonani, że podeuie przykłady nie wyczerpują potencjalnych 

możliwości badawczych. Poznsinie struktur i własności dalszych zasad "Y" 
przyczyni się do zmiany możliwości potencjalnych w konkretne fakty nau
kowe.
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DYSKUSJA

Dyskusja dotyczyła zależności kwantowej fluorescencji nukleozydu Y od 
konformacji tRNA, a w szczególności mechanizmu gaszenia fluorescencji 
przez cząsteczki wody w rozplecionej konformacji pętli antykodonu. 
Wskazano na celowość przebadania zależności wydajności kwantowej fluores— 
cencji zasad Y od rodzaju rozpuszczalnika. Zwrócono również uwagę, że nie 
zbadano dotychczas dokładnie stabilności nukleozydu Y w zakresie pH od 3 
do 7. Pytano także o szczegóły eksperymentalne reakcji utlenionego tRNA 
z fluoryzującymi barwnikami.
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Franciszek Kaźmierczak, Jerzy Langer

ZWIĄZKI MODELOWE W BADANIACH ODDZIAŁYWAŃ 
NIEWIĄZANIOWYCH I PRZEMIAN FOTOCHEMICZNYCH 

KOMPONENTÓW KWASÓW NUKLEINOWYCH

STRESZCZENIE

Przedyskutowano możliwości zastosowań związków modelowych do badań aso
cjacji warstwowej i przemian fotochemicznych zasad-składników nukleotydów. 
Omówiono budowę kompleksów van der Waalsa oraz struktviry produktów reakcji 
fotochemicznych (dimeryzacji) pirymidynowych analogów nukleotydów i wol
nych zasad.

Przedstawiono mechanizmy reakcji fotoprzyłączania i fotodimeryzacji za
sad pirymidynowych.

Część I

ASOCJACJA WARSTWOWA (STACKING) - ODDZIAŁYWANIA 
NIEWIĄZANIOWE WOLNYCH ZASAD, NUKLEOZYDÓW I NUKLEOTYDÓW

Stabilność spirali kwasu nukleinowego jest w dużym stopniu uwarunkowa
na oddziaływaniami pomiędzy sąsiednimi zasadami nici tego kwasu. Poza tym 
udział w stabilności mają elektrostatyczne oddziaływania pomiędzy grupami 
fosforanowymi ujemnie naładowanymi. Specyficzny wpływ wywierają również 
reszty cukrowe (rybo- i dezoksyrybo-) [1],

Wolne zasady, niikleozydy i nukleotydy w środowisku niewodnym i w stanie 
krystalicznym ulegają asocjacji poprzez wiązania wodorowe. Natomiast w śro
dowisku wodnym obserwuje się silną asocjację warstwową (wertykalną), przy 
czym zasady znajdują się względem siebie w płaszczyznach równoległych, od
dalonych od siebie o około 3-4^. W tych warunkach powstają nie tylko dime-



rywale r0v.Tiie4 wyGolcospollmeryzowane układy. Za takim modelem asocjacji 
w środowisku wodnym przemawiają wyniki uzyskane z pomiarów fizycznych. 
Ts'oL2] i in. [3,4,5] w wyniku badań zmian ciśnienia par roztworów ze 
zmianą stężenia puryny, urydyny i cytydyny określili stałe równowagi aso
cjacji (tabela I).

Tabela I
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Związek ^asoc j. [mol”^J

Inozyna 3,0 (1,8)’'“
1-Metyloinozyna 1,8-2,0
Puryna 2,1
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 ,ll-Dw\mietyloade-
nożyna 22,2
Drydyna 0,61
Cytydyna 0,87
5-Bromourydyna 1,0

*z pomiarów sedymentacyjnych

Z tabeli wynika, że po podstawieniu protonów zdolnych do tworzenia wią
zań v/odorowych grupą alkilową wartość stałej asocjacji wzrasta. Podstaw
niki metylowe i halogenowe pov/odują również wzrost stałej asocjacji. Ze 
względu na brak wyraźnego wpływu reszty cukrowej mimo zwiększonych v;łas- 
ności hydrofilowych na stałą asocjacji, przypuszcza się, że asocjacja za
sad związana jest z ich specyficznymi własnościami.

Tworzenie asocjatów zachodzi również w roztworach zawierających miesza
ninę zasad, mńcleozydów i nukleotydów. Dla takich układów stałe asocja
cji zostały określone ze zmian rozpuszczalności jednej zasady w obecności 
drugiej (tabela II).
Z analizy tabeli I i II wynika następujący szereg oddziaływań zasada - 
zasada:

puryna-puryna > puryna-pirymidyna > pirymidyna-pirymidyna.

Ten szereg oddziałyv;ań potwierdziły również badania termodynan; czne aso
cjacji szeregu puryn i pirymidyn [2,4,7,8,11,12,13] . Kalorymetryczne po
miary dostarczają danych o entalpii, entropii i swobodnej energii asocja-



cji. Dla szeregu pochodnych puryny otrzymane [s] termodynamiczne parametry 

asocjacji przedstawiają się następująco (tabela III),

Tabela II
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Układ K . [raol'^J
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 III

Związek 0° 3° K

Piu-yna - 4,2 - 0,44 - 13 2,1
6-!,ietylopuryna - 6,0 - 1,12 - 16 6,7
Rybozylopm-yna - 2,0 0,5 - 5 2,7
Dezoksyadenozyna - 3,7 - 1,5 - 7 12

Kofeina - 3,4 - 1,5 - 6 13
6-Dwumetyloaminopuryna - 9,1 - ”,4 - 22,5

Z tych danych wynika, że modyfikacje pierścienia purynowego wywierają 
znaczny wpływ na entalpio asocja'.i, hwcbodna energia asocjacji nie kore
luje dobrze ze zmianami entalpii. Skomplikowany wpłyv; entropii jest prav/- 
dopcdobnie odbiciem znian struktury czr^stcczek wody i stereochenii od
działujących związków. V'prov/adzenie grupy metylowej w położenie 6 puryny 
ma stabilizujący wpływ o 2,0 do 2,5 kcal/mol. Kwantowe - mechaniczne obli
czenia [9,10] energii oddziałyv/ań puryny i 6-metylopuryny wykazały, że 
podstawienie grupą metylową v/ywołuje stabilizuj-ce oddziaływanie rzędu 
2-3 kcal/niol. Addyc ja rybozy do uryny i dezoksyrybosy do adeniny nie wywołuje 
dużych zmian entalpii. Prav«3opo0obnie spov;odow.'.ne to jest wpływem na kon
formacje asocjatów. Dl kofein," należy cczekivr.c silnj'ch oddziaływań aso—
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ojacyjnych (na podstawie stałej asocjacji). Umiarkowana wartość entalpii 
asocjacji (-3,4 kcal/mol) wskazuje na znaczenie i udział entropii w two
rzeniu kompleksów asocjacyjnych.

W oparciu o znajomość entalpii molowej i współoz^Tinika osmotycznego 
określono [ll] entalpię asocjacji pirymidyn (tabela IV).

Tabela IV

Związek 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 nukleozydów pirymidynowych w wodzie wynosi około 
-2,5 koal/mol, co stanowi około połowę odpowiedniej wartości dla 6-mety
lopuryny. Dla cytydyny, urydyny i tymidyny nie obserwowano zjniaui entalpii 
ze zmianą stężenia. Dla 5-bromourydyny obserwowano wzrost entalpii (w za
kresie stężeń od 0,31 do 0,05 mola entalpia wzrasta od -2,7 do-3,9 koal/®iQŁ)» 
Te efekty tł\maczy przyjęcie hipotezy, że dla cytydyny i urydyny 
równowagę opisuje jednostopniowa stała natomiast więcej niż jedna stała 
jest konieczna w przypadło/ roztworu 5-bromoxirydyny.

Asocjację warstwową pirymidyn i puryn w wodnych roztworach potwierdza
ją również badania własności optycznych tych związków. Stężeniowe badania
[5] absorpcji dezoksyadenozyny przy 260 nm wykazały zmniejszanie się war
tości 6 przy wzroście stężenia (odchylenie od liniowości prawa Beera , 
tabela V).

Tabela

Te wyniki wskazują na asocjację cząsteczek dezoksyadenozyny w roztworze 
wodnym.Solie i Schellman [ 5] obliczyli, że 0,045 molowy wodny * roztwór



dezoksyadenozyny zawiera 56^ cząsteczek monomeru, 28^ oz. dimeru, 12^ cz. 

trlmeru, 4^ te.trameru i cz.pentameru.
Przedstawione dotychczas wyniki badań nad asocjacją warstwową pirymi

dyn i puryn dostarczają wiedzy o stopniu oddziaływania między nimi. Jednak 
na podstawie tych aanych nie można nic powiedzieć o wzajemnym położeniu 
cząsteczek zasad w kompleksach asocjacyjnych. Takich informacji dostarcza
ją badania magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR).

Ze wzrostem stężenia piwynoviych pochodnych w wodzie obserwuje się wy
raźne przesunięcia sygnałów MIR w kierunku silnych pól. Zaobserwowano, że 
przesunięcie to jest tym większe,im większa jest wartość stałej asocjacji K 
(tabela VI),
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Tabela

Zależność przesunięć chemicznych protonów od stężenia w D^O [3] 

(zmiana stężenia od 0 do 0,2M, częstotliwość generatora 60 MHz)

VI

Związek Temp. C^-H C8-H Cg-H C,j-H CH3 K .asocj.

Inozyna 32 6,4 5,3 - 7,1 - -
1 -14 etyloinozyna 33 8,9 6,4 - 6,8 5,3 1,8-2
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 14,5 - 14,4 25,5 22,2

Na widmach NMR puryny i 6-metylopuryny [I4] ze y/zrostem stężenia obser
wuje się przesunięcia wszystkich sygnałów w kierunku wyższego pola. Prze
sunięcia takie w przypadku zv;iązków aromatycznych związane są z magnetycz
ną anizotropią wywołaną prądami pierścieniowymi. Efekt stężeniowy dla pu

ryn wynosi;
0,60 - 0,70 ppm dla pierścienia pirymidynowego^
0,48 ppm dla pierścienia imidazolowego .

Odpowiednie przesunięcia dla 6-metylopiu-yny są większe:
0,76 ppm dla pierścienia pirymidynowego,
0,53 ppm dla pierścienia imidazolowego.



Zależność temperaturowa stężeniowego efektu NMR sugeruje egzotermiczny 

charakter procesu asocjacji. Ze wzrostem temperatury obserwuje się obniże
nia efektów. Te dane korelują z danymi kalorymetrycznymi. Efekt stężeniowy 
nie występuje w I»1S0 i EMP, tylko w wodzie. DMSO i laiP znane są jako czyn
niki denaturujące. Asocjaty ulegają rozerwaniu w rozpuszczalnikach orga
nicznych, z podwyższeniem temperatury i ze zmianą pH środowiska.

W oparciu o dcuie NMR można stwierdzić, że asocjacja nukleozydów puryno- 
wyoh jest większa niż samych puryn. Badania metylowanyoh pochodnych wska
zują, że asocjacja nie zachodzi poprzez tworzenie wiązań wodorowych , np. 
N-6-dwumetyloadenozyna asoojuje silniej niż adenozyna, mimo likwidacji 
centrów donorowych dla wiązań wodorowych.

Z badań NMR [3j wynika, że miejscem asocjacji nukleozydów są zasady. 
Modyfikacja pentoz^ np. poprzez metylowanie, może działać inhlbitująco 
na asocjację ze względów eterycznych. W oparciu o wyniki NMH proponuje się 
dwa modele:
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Układ B faworyzowany jest przez zmniejszoną zawadę przestrzenną rjrbozy 
i zmniejszone odpychanie między momentami dipolowymi sąsiednich zasad. 
Te modele przedstawiają uśrednioną konformację zasad. Energia asocjacji 
jest rzędu wielkości kT, więc kompleksy posiadające różne konfonnacj'e s^b- 

ko przechodzą jeden w drugi.
Asocjaty v7 roztworach są stabilizowane siłami wzajemnego oddziaływania 

między zasadami 1 efektami związanymi z oddziaływaniem rozpuszczalnika z 
zasadami wolnymi (niezasocjcwanymi) i zasocjcwanymi. Oddziaływania zasa
da — zasada są uwarunkowane siłami van der Waalsa - Londona.

Hipoohromizm
Dobrze znaną cechą widm w UV kv/asów nukleinowych jest tzw. efekt hipo— 

chromowy tzn. zmniejszenie integralnej powierzchni pasma absorpcji polime
ru w odniesieniu do mononukleotydu. Utosowane jest również pojęcie "hipo-
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Prawie wszystkie wspomniane wyżej reakcje przebiegają zgodnie ze sche
matem a na rys. 3. Schemat b obowiązuje w przypadku przyłączania związków 

siarki, częściowo amin i ewentualnie ^2^2’ przyłączanie zależy od
mechanizmu procesu. Przyjmowanj' dotychczas mechanizm nukleofilowego przy
łączania [4,393, przynajmniej do reakcji biegnących ze wzbudzonego stanu 
singletowego (a do takich należą np. reakcje hydratacji), nie wydaje się 

być możliwym. Zarzuty są następujące:
1. w stanie wzbudzonym obserwujemy zwiększoną gęstość elektronów v; pozycji 

C6 przy jednoczesnym jej zmniejszeniu na węglu 05,
2. krótki czas życia stanu singletowego oraz znaczne zmniejszenie rzędu 

wiązania 05 = 06 wykluczają łatwiejszą polaryzowalność tego wiązania 
w stanie wzbudzonym; wiązanie jest bardziej spolaryzowane, ale w kierun
ku przeciwnym niż wymeigałby tego założony mechanizm [A, 39J .

Alternatywna propozycja przebiegu omawianych reakcji przedstawiona została 

na rysunku 4 D?3.

M(&*)

W

Rys. 4. Mechanizm reakcji fotoprzyłączaala

Oząsteczka uracylu w stanie singletovłym SI reaguje z H-X z wytworzeniem 
bardziej trwałego rodnika vi pozycji 06. Rodnik ten natychmiast przyłącza 
rodnik X' lub, reagując ponownie z HX, przechodzi w dv/uhydrouraoyl.

Po zajściu konwersji do stanu tripletowego Tl możliv/e są dwie sytuacje:
1. uracyl w stanie tripleto.vym (jako dwurodnik) atakuje cząsteczkę HX swo

ją bardziej aktyv/ne nozycją 06 odrywając atom wodoru. Wytworzony rodnik



monohydrouraoylov/y może oderwać wodór od HX - powstaje wtedy dwuhydro- 
uracyl (jak w przypadku opisanym w pracy [6,9j) lub połączyć się z 

rodnikiem X'. Obydwa ostatnie procesy dotyczą węgla C5 uracylu,
2. wzbudzona oząsteczka uracylu w stanie Tl ulega reakcji nukleofilowej

przy zmienionym rozkładzie gęstości elektronóv<, W tej sytuacji atak 
nukleofilowy atomu X zachodzi w pozycji 05, a elektrofilowe przyłącze

nie wodoru - na węglu 06 (rys. 4).
Przedstawiony mechanizm zgodny jest z obserwacjami poczynionymi dla 
większości znanych procesów fotoprzyłączania (w tym również przyłączania 
związków siarki i amin), dopuszcza możliwość złożonego przebiegu reakcji 
i tłumaczy brak spodziewanej korelacji między nukleofilowośoią a reaktyw
nością danej grupy funkcyjnej w procesie przyłączania.

Tworzenie dimerów cyklobutanowych

Oyklobutanowa dimeryzacja (rys. 5) jest procesem charakterystycznym dla 
Oc, p> - nienasyconych związków karbonylowych [l8,19] • Reakcja ta w przy
padku wolnych zasad pirymidynowych prowadzi do sześciu stereoizomerów [2Ó] 
(rys. 5), których strukturę określono na drodze degradacji chemicznej [22

24], badań rentgenostrukturalnych [25-32], a także w oparciu o różnice po- 
larności (momentów dipolowych) z wykorzystaniem chromatografii [33*34,35, 

36,37,68,69].
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cis-syn (meso) trans-syn

trans-anti (mesoj cis-anti (d,l]

Rys. 5. Możliwe izomery fątodimerów uracylu



Ustalono następujący szereg zmniejszającej się polarności;

cis-syn => cis-anti > trans-syn > trans-anti

Struktury syn są bardziej trwałe niż odpowiednie struktury anti, które 
z łatwością rozpadają się w gorących, zakwaszonych lub zalkalizowanych wod
nych roztworach [34,38].
Ciekawą i charakterystyczną cechą fotodimerów cyklobutanowych jest uzależ
nienie ich struktury (długości wiązań i kątów między wiązaniami) wyłącznie 
od konfiguracji! formy cis-syn i cis-anti posiadają wygięty pierścień cy- 
klobutanowy z kątem dwuściennym około 155° [26,24,29,31] , natomiast formy 

trans-anti mają płaskie pierścienie cyklobutanowe [27, 32].
Dimeryzacja cyklobutanov^a zachodzi zarówno w wodnych roztworach zasad

(37] , w roztv/orach zamrożonych - szkliwach [40] oraz w fazie krystalicznej 
[69] f jalc i w cząsteczkach kwasów nukleinowych RłlA [63, 7l] , DUA [70] ,przy 

czym Yłydajności poszczególnych izomerów (rys. 5) w każdym przypadku są 
różne (odpowiednie zestawienie znaleźć można w pracy [3^)»
Obserwowano również procesy sensybilizowanej fotodimeryzacji, które zacho
dzą wtedy, gdy w środowisku rakcji cząsteczka absorbująca promieniowanie 
posiada wyższą enegię stanu tripletowego (Tl) niż energia odpowiedniego 
stanu cząsteczki pirymidyny, np. uracyl (E^^ = 78,8 kcal/n°l)» lecz zupeł
nie inaczej reaguje w obecności acetofenonu (Ęp-j = 76,2 kcal/mol) czy 
propiofenonu (E^^ = 72,8 i 74,7 kcal/mol) - następuje wówczas przyłącze
nie ketonów [40,41, 42 a,b, 43] (rys. 6). Aceton synsybilizuje także dime- 
ryzację cytozyny [37] .

Jest rzeczą godną uwagi, że produkty zawierające pierścień cyklobutanowy 

mogą powstawać nie tylko na drodze fotodimeryzacji samych zasad. Prowadzą 
do nich wszystkie procesy przyłączania olefin, w tym nawet etylenu [44] .

Tworzenie struktur oksetanowych

naświetlanie roztworów zasad pirymidynowych w obecności ketonów może 

prowadzić do przyłączenia tych ostatnich z wytworzeniem połączeń przed

stawionych na rys. 6 [37,40-43].
Analogiczne połączenia mogą powstać w wyniku reakcji dwóch cząsteczek za
sad pirymidynowych (rys. 7).

Połączenia te są bardzo nietrwałe, a o ich istnieniu wnioskuje się 
zwykle pośrednio: reakcje fotochemiczne w zamrożonych wodnych roztworach 
uracylu [45] i tyminy [46-48] doprowadziły do otrzymania związków III 
(rys. 7), które mogły powstać z odpowiednich struktiir oksetanowych I. łla- 
leży zaznaczyć, że trwałość struktur II jest również bardzo ograniczona. 
Powstawanie układów oksetanowych wykazano także w pracach [49-5l] •
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Rys. 6. Produkt przyłączania katonu do cząsteczki uracylu

Rys. 7. Analogiczny do przedstawionego na rys. 6 produkt reakcji dwóch cząsteczek 
zasad pirymidynowych i jego charakterystyczne reakcje

Interesujące są reakcje, jakim ulegają podstavaiiki alkilovie przy C5 pi- 
rymidyn. naświetlanie roztv;oru 5-etylouracylu provradzi do usunięcia grupy 
etylowej (rys. 8)[52,53].

Eliminacja ta b,,daca w konco’.vej swej fazie odwróceniem fotoprzyłączania
etylenu, dowodzi jednocześnie aktywności pozycji 06 w reakcjach rodnikowych.
i’rocesami, które wsk^^zują na analogię do odpowiednich przemian alkilowych
podstawników w pierścieniu aromatycznym są reakcje tyminy z CCI, [55] oraz

4
tworzenie now-ego typu dimerów [34J (rys. 9).
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Eys. 8. Fotoindukowane odłączenie grupy etylowej od 5-etylouracylu

Iff zamrożonych roztworach wodnych zasad powstawać mogą także fototrime- 
ry (rys. 9a), V/ przypadku uracylu są to związki niezbyt trwałe [24, 45]j 
8zozegółov;o przebadano fototrimer tyminy [46a, 47,56,57].

o

.U
Rys. 9. Nietypowe produkty reakcji fotochemicznych tyminy

Rys. 9a. Fototrimer tyminy

Przemiany fotochemiczne nukleotydów

Obecność '.7ielu grup funkcyjnych v; cząsteczkach nukleotydów w znacznym 

Stopniu konplikuje badania. Przykładowo naświetlanie c:pT w wodnym roztwo

rze prov.'^.dzi do otrz^Tiania dwóch fotodlmerov/ \;ewnątrzcz?\steczkowych cis- 
syn i trans—syn orf z dwóch produktów o nieznwn^'ch strukturach C58,60]. Po



dobnie 3'fosforan pseudourydyny, poddany działaniu światła o długości fali 
254 nm,reaguje w dwojaki sposób (rys. 10), przy czym w jednym przypadku 
powstałego produktu nie udało się zidentyfikować [59] •
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Rys. 10. Fotollza pseudoarydyny

W tabeli XII (z pracy 59) przedstawiono wydajności kwantowe niektórych 
ważniejszych przemian nukleotydów.

Tabela XII

X 10^

Związek Hydrat Dimer Ogółem

Dp 18 18
Cp 12 12
DpU 18 38 56
CPCP 7,5
CpUp 18

3' - MP Rozpad Przegrupowanie
10 6 16

Fotochemia pirymidynowych analogów

nukle otydów

Trudności występujące w badaniach nukleotydów mogą zostać wyeliminowane 
przez zastosowanie odpowiednich układów modelowych. Doskonałymi, choć nie 
jedynymi modelami (w pracowni N.J. Leonarda otrzymano i przebadano tzw.



skrócone nukleozydy [64] zbudowane na bazie dezoksyrybozy), okazały się 
znów polimetylenowe analogi nukleotydów. Efekty związane z asocjacją war
stwową, wyraźnie występujące w serii tych związków, sugerują, że ich re
akcje fotochemiczne w dużym stopniu będą zbieżne z procesami zachodzącymi 
w polinukleotydach. Biorąc pod uwagę, te w przypadku analogów mamy do czy
nienia z JMszystym" oddziaływaniem zasad należy przypuszczać, że przemiany 
fotochemiczne tych związków oparte będą na jednej lub kilku reakcjach 

przedstawionych na rysunku 2.

Kinetyka przemian fotochemicznych

Interesujące są wyniki badań kinetycznych fotolizy polimetyleno-bls-(5- 
-alkilc^uraoyli w roztworach wodnych naświetlanych promieniowaniem o dłu
gości fali 265 nm. Typowe przebiegi otrzymywanych w trakcie tych badań 
krzywych kinetycznych przedstawiono na rys. 11 [39,62 a,bj.
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Rje. 11. Krzywa kinatyesne fotolizy polinetyIeBo-bis-(5-elkllo)—uraoyli

Analiza powyższych krzywych prowadzi do następujących wniosków:
1) przebieg fotolizy zależy przede wszystkim od długości łańcucha poli- 

metylowego; wpływ podstawnika w pozycji 5 jest znikomy,
2) w serii trójmetylenowej naświetlanie tak substratów jak i fotodime

rów prowadzi do stanu fotostacjonarnego, którego osiągnięcie umożliwia do
piero przebieg dalszych procesów o mniejszej wydajności kweintowej. Dokład
ne badania wykazały, że stan ten jest skutkiem występowania odwacalnej 
dimeryzacji cyklobutanowej (układy 5-cio metylenowe z trudem ulegają dime- 
ryzacji, stąd przewaga procesów nieodwracalnych i odmienny kształt krzy
wej kinetycznej , rys. 11),

3) jednym z procesów jest tworzenie nietrwałych struktur oksetanowych. 
Powstawanie tych związków wiąże się z występowaniem minimum na krzywych ki
netycznych (rys. 11 i 12).



4) reakcje konkurencyjne - fotohydratacja, destylacja, fotoutlenianie - 
nie odgrywają większej roli (przynajmniej w serii trójmetylenowej). Pro
cesem głównym jest fotodimeryzac ja cyklobutanowa [39] .
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Struktura fotodimerów

Naświetlanie wodnych roztworów analogów trójmetylenowych proviadzi każ
dorazowo do otrzymania z dużą wydajnością jednego tylko produktu, którym 
jest izomer cis-syn dimeru oyklobutanowego. Nie stwierdzono dotychczas 
powstawania drvigiego, dopuszczalnego z uv/agi na ograniczoną dłvigość łańcu
cha - - izomeru syn-trans, rys. 13 [39,62 a,b].
Strukturę cis-syn uzyskiv;anych fotodimerów udowodniono przez syntezę od- 
pov/iednich o-ksylenov/yoh pochodnych (rys. 13), przez porównanie danych 
spektralnych z odpov;iednimi danymi dla fotodimerów o znanej strukturze oraz 
na drodze analizy widm NT.® [39, G2 a,b].

Potodimer T-C^-T badano rentgenograficznie [25] . Badania te doprowadzi
ły również do ustalenia konformacji pierścienia 1.4-dw\;:azacykloheptanovvego 
w omawianym fotodimerze. Iff stanie krystalicznym jest to konformacja krzes- 
łowa. Na podstavjie rozważań modelowych oraz w oparciu o analizę stałych 
sprzężenia protonów łańcucha metj'lenovego i temperaturowe badania NI® 
ustalono [39] , że. konformacja ta jest róvmież dominują,cą w roztworze.
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Rys. 13. Możliwe izomery fotodimerów trójmetylenowych analogów nukleotydów

Analiza sygnałów protonów imidowych w różnych fotodimerach prowadzi do 
wniosku, że symetrycznie podstawione w pozycjach 5,5'-fotodimery występują 
w roztworze izoenergetycznych, szybko przechodzących jedna w drugą konfor
macjach, wynikających ze zmian konformaoyjnych pierścieni dwuhydropirymi- 
dynowych - daje to jeden uśredniony sygnał M®. W przypadku niesymetryoz - 
nego podstawienia 5,5'cząsteczki fotodimeru występują głóvmie w jednej 
konformacji - o niższej energii, co prowadzi do pojawienia się dwóch syg
nałów NMR protonów imidowych [39] .

Wymienione konformacje znaleziono wcześniej w krystalicznym stanie fo
todimeru T-Cj-T [25] .

Stałe sprzężenia protonów v; położeniach 6 i 6'fotodimerów pozwalają na 

zbadanie geometrii pierścieni cyklobutanowych. Na podstawie porównań ze 
stałymi sprzężeń dla odpowiednich fotodimerów tyminy i uracylu, w których 
pierścień ten jest wygięty oraz wykorzystując dane rentgenostrukturalne dla 
T-C^-T, ustalono, że we wszystkich fotodimerach tró jmetyleno-bis-(5 - alki- 

lo)-uracyli występuje płaski pierścień cyklobutanowy.
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki dotyczą głównie trójmetylenoToroh 

analogów nukleotydów. Podyktowane to jest łatwością,z jaką ulegają one fo- 
todimeryzaoji. Ostatnio otrzymano (z wydajnością 20fS) i zbadano oyklobu- 
tanowy fotodimer pięoiometylenobistyminy. Jak się okazało dimer ten rów
nież posiada konfigurację cis-syn [73] ,

Interesująco przedstawia się stereochemia produktów przemiein fotoche
micznych tzw. "skróconych" dwunukleozydów [72], (rys. 14).
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Rys. 14. "Skrócone" dwunukleozydy - io«y typ związkón modelowych

Związek (A) naświetlany przy 300 run w rozcieńczonym roztworze wodnym da
je wyłącznie jeden fotodimer (wydajność 88^), którego strukturę ustalono 
jako cis-syn. Istnieją jednak dwie możliwości realizacji takiej struktury 
(rys. 15). Szczegółowe badania wykazały, że otrzymany produkt ma konfigu
rację przedstawioną na rys, 15 a - "cis" względem ułożenia tlenu furano- 
zowego i karbonyli.

Rys. 15. Fotodimery "skróconych" dwunukleotydów

Naświetlanie związku (B) przy 300 nm w obecności sensibllizatora (1^ 
acetonu) pror/adzi do otrzymania dwóch produktów w stosunku 1:1. Są nimi:

- fotodimer cis (cis-syn), o konfiguracji identycznej z określoną wyżej 
dla dimeru związku (A) (rys. 15 a); wydajność 42^,

- fotodimer trans-syn (wydajność 44^), konfigurację którego przedsta
wia rys. 16 b. Alternatywna struktura (rys. 16 a) odrzucona została w 
oparciu o badania NMR [72].
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(a) (A)

Rys. 16. Fotodinery "skróconych" dwunukleotydów

Mechanizm fotodimeryzacji

Wysoka stereoselektywność fotodlmerazycji trójmetylenobis (pięó-alki- 
louracyli) - ponad 90^1 izomeru cis-syn - oraz zależność wydajności kwanto
wej fotodimeracji od długości łańcucha polimetylenowego świadczą o wpływie 
asocjacji warstwowej na przebieg reakcji dimeryzacji. Optymalną długość 
posiada łańcuch trójwęglowy umożliwiający równoległe ułożenie zasad. Łań- 

>hy - - oraz - (CH^)^ - utnidniają przebieg reakcji (spadek wy
dajności kwantowej) na skutek zwiększonych naprężeń i wzrostu energii sta
nu przejściowego (łańcuch C^) lub ułatwienia dezaktywacji wzbudzonej oząs- 

:zki przed zajściem reakcji (łańcuch C^). Dłuższe łańcuchy utrudniają 
również asocjację warstwową w stanie podstawowym.

Fotodimeryzacja analogów trójmetylenowych 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 więc o przebiegu reakcji (ze względu na krótki czas życia 
)tanu v/zbudzonego ).

Jeżeli tak jest, to ze wzrostem oddziaływań typu "stacking", mierzonyi 
ip. jako wzrost hipochromlzmu, powinniśmy obserowaó zwiększenie wydajnoś- 
li kwantowej fotodimeryzacji. Dośv/iadczenie nie w pełni potwierdza tę za- 
.eżność [39, 62a, b] , (tabela XIII). Szereg związków o wzrastających od- 

zlaływaniach nie jest zbieżny z szeregiem wzrostu wydajności kwantowej
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fotodimeryzacji. T/ynikłe niezgodności tłtimaczy się wpływem oddziaływań 

steryoznyoh podstawników przy C5 i C5' na energię stanu przejściowego. Is
totnie, zgodnie z założeniami Jlro Higuohi i Takeshi Ito (obliczenie dla 
pochodnych benzochinonu w krysztale [19] ), energia stabilizacji stanu 
przejściowego zależy od międzymolekulamych całek nakrywania. Równoległe i 
wzajemnie przesłaniające się ułożenie pierścieni zasad stabilizuje więc 
strukturę stanu przejściowego. Odchylenia od tego tikładu wywołane objętoś
ciowym oddziaływaniem podstawników prowadzą wtedy do zmniejszenia jego 
stabilności, a w konsekwencji do obniżenia wydajności kwantowej. Powyższe 
rozumowanie tłumaczy również znaczenie mniejszą trwałość stanu przejścio
wego o strukturze trans-syn.

W przypadku użycia innych rozpuszczalników niż woda, np. alkoholu, w 
któityoh nie dochodzi do asocjacji warstwowej, a zasady kompleksują głównie 
z wytvrarzeniem wiązań wodorowych, obserwowano znaczne zmniejszenie wy
dajności kwantowej fotodimeryzacji. Przy naświetlaniu EtU-C^-EtU i>ojawił 
się nawet efekt tlenkowy - wskazuje to na udział stanu tripletowego w dl— 
meryzacjl [39] .

Nie jest wykluczone, że wzbudzenie cząsteczek polimetylenowych analogów, 
zwłaszcza w układach o krótkim łańcuchu,zachodzi nie na drodze izolowanego 
T/zbudzenia jednej z zasad tworzących cząsteczkę, lecz całego vikładu sprzę
żonego w wyniku oddziaływań wibronowych. Sprzężenia takie są powszechnym 
zjav/iskiem w dimerach [64] . W omawianym przypadku nie zaobserwowano jednak 

żadnych wyraźnych efektów spektralnych (poza hipochromizem), przemawiają
cych za istnieniem sprzężenia wibronowego. Hipochromlznl może być jednakże 
z powodzeniem wytłumaczony również na innej drodze (patrz cz.I) [65-67].
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Uwagi końcowe

Omawiane układy modelowe, charakteryzujące się niezbędną prostotą budo
wy i stosunkowo łatwo dostępne, odgrywają dużą rolę w posianiu natury od
działywań oraz mechanizmów reakcji występujących w organizmach żywych i 

przebiegających z udziałem niezwykle ważnych biologicznie substancji do 
jakich należą kwasy nukleinowe ozy enzymy. Wyniki uzyskanie z wykorzysta
niem analogów nukleotydów są w dobrej zgodności z ustaleniami opartymi na 
badaniach nukleotydów czy wręcz kwasów nukleinowych (fotoliza DHA i RHA 
prowadzi również do fotodimerów cyklobutanowych o strukturze cis-syn C58, 
60,63] ), przy czym układy te charakteryzuje duży hlpochromlzm. Badania 

analogów typu "skróconych" dwunukleozydów pozwalają dodatkowo na wyciąg
nięcie ważnych wniosków dotyczących samych nukleozydów - ich konformacji.
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DYSKUSJA

W dyskusji poruszono problem zastosowań reguł Woodwarda-Hoffmana i pros
tych rozważfiń geometrycznych (w oparciu o modele mechaniczne) przy inter
pretacji wyników reaCecji fotochemiczneJ»dimeryzacji zasad pirymidynowych.

Wątpliwości odnośnie przydatności badań modelowych wyraził mgr Z. Kaź
mierę zuk.

Mgr A.Sokalski wystąpił z propozycją stosowania dynamicznych Indeksów 
reaktywności, opartych na kompleksach Whelanda, jako parametrów lepiej opi
sujących względną reaktywność cząsteczki niż przedstawione przykładowo dla 
tyminy Indeksy statyczne-frontalne gęstości elektronowe.
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