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I. CELE PRACY I ETAPY ICH REALIZACJI _ -

Zakład, m którym od ukończenia studiów pracuję (czyli od 

15.05.1981), zajmuje się szeroko pojętą chemią bioorganiczną 

kwasów nukleinowych, a główna problematyka Pracowni, do której 

zostałam włączona (Kierownik - doc.dr hab. Maria D. Bratek- 

—Wiewiórowska), dotyczy wpływu przeciwkationów organicznych i 

metalicznych na konformację strukturalną i dynamiczną różnego 

typu kwasów nukleinowych. 2 problematyką tą łączą się co 

prawda nie bezpośrednio, tym* niemniej w sposób bardzo ścisły, 

badania wpływu przeciwanionów na konformację i właściwości 

asocjacyjne protonowanych nukleozydów.

W bardzo bogatej literaturze naukowej dotyczącej kwasów 

nukleinowych, ich fragmentów i analogów tylko sporadycznie i 

przeważnie przypadkowo porusza się zagadnienie wpływu protona- 

cji na konformację nukleozydów. Nie znajdujemy natomiast żad

nych informacji na temat wpływu przeciwanionów na konformację 

protonowanych nukleozydów. Tak duży brak zainteresowania tymi 

zagadnieniami wypływa, moim zdaniem, z dwóch głównych przyczyn: 

1. Kwasy nukleinowe w pH fizjologicznym, jako polidiestry kwa

su ortofosfarowego i nukleozydów, mają charakter polianio— 

nów, w których fragmenty tzw. zasad purynowych i pirymidy

nowych występują w formie obojętnej - nieprotonowanej, gdyż 

w tej formie każda zasada purynowa i pirymidynowa, działa

jąc równocześnie jako protonodonor i protonoakceptor, dąży 

do wytworzenia par komplementarnych: G:C i A:U<T), które 

decydują o helikalnych rejonach kwasów nukleinowych. 

Stężenie jonów wodorowych, w tym pH, jest za niskie, aby 

mogły w nim ulegać protonacji wszystkie — przecież słabe i





bardzo słabe — zasady pirymidynowe i purynowe; jest jednak 

ono wystarczająco wysokie, aby mogło dojść do lokalnych 

protonacji najbardziej zasadowych fragmentów purynowych i 

pirymidynowych. Proces ten, jakkolwiek statystycznie rzadko 

dochodzący do skutku, to jednak może prowadzić do 

drastycznych zmian struktury i funkcji fragmentów DNA i 

RNA, stąd zasługuje na dogłębne poznanie. Tymczasem bardzo 

mało zespołów decyduje się na podjęcie badań w tym kierunku, 

gdyż zagadnienie jest na pozór mało efektowne, a przede 

wszystkim bardzo trudne, bo kompleksowe i wymagające podję

cia dużej ilości nowych, precyzyjnych pomiarów i obserwacji.

2. W kwasach nukleinowych stale obecny i niezmienny jest poli— 

anionowy fragment fosforodiestrowy, stąd zbyt często traci 

się.z oczu inne aniony współobecne z anionami dialkilo- 

fosforanowyrai w układach biologicznych. Tymczasem te inne 

aniony mogą skutecznie konkurować z anionami fosforanowymi 

w oddziaływaniach z lokalnie protonowanymi fragmentami za

sad purynowych i/lub pirymidynowych, stabilizując mało ak

tywne struktury helikalne kwasów nukleinowych lub je desta

bilizując, czyli aktywując do nowych funkcji biologicznych.

Temat mojej pracy doktorskiej wyrósł z badań wcześniej

szych, prowadzonych w Pracowni Badań Strukturalnych i Amin 

Biogennych nad warunkami i mechanizmem selektywnej transfer— 

macji Cyd i Ado w eteno pochodne: sCyd i £Ado C97,1163.

Podstawowym celem mojej pracy było udzielenie odpowiedzi 
na następujące pytania:

n
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1. Jakim zmianom kon-formacyjnym ulega cząsteczka Cyd na skutek 

wprowadzenia mostka etenowego między egzo- i endocykliczne 

atomy azotu N4 i N3, czyli po trans-formacji Cyd w £Cyd?

2. Czym różnią się schematy homoasocjacyjne cząsteczek Cyd i

£Cyd w krystalicznych preparatach i czym są spowodowane

różnice w ich sieciach wiązań wodorowych?
* I

3. Jaki wpływ wywiera proces protonowania Cyd i eCyd na struk
turę elektronową i konformację kationów CydH^ i cCydH^ i 

jaką rolę odgrywają przeciwaniony: Cl~, NO~ i w ewen

tualnych zmianach konformacji i struktur elektronowych w 

krystalicznych solach Cyd i cCyd?

4. Jaka jest istota i czym jest spowodowany krótki kontakt

wewnątrzcząsteczkowy 6C-H--05’ występujący w strukturach
krystalicznych Cyd, CydH^-NO^ i eCydH^-Cl"'?

5. Jakie informacje strukturalne i asocjacyjne można odczytać 

z położenia pasm absorpcji yC—H występujących w widmach IR 
Cyd, zrCyd i ich soli?

6. Jaki wpływ na strukturę elektronową i konformację kationu 
CydH^ wywiera podstawienie "kwaśnego" atomu wodoru grupą 

metylową, czyli jego przekształcenie w kation 3-MeCyd*?

7. Jakim zmianom konformacyjnym, elektronowym i asocjacyjnym 

ulega cząsteczka Ado po transformacji w fAdo, a także obie 

wyżej wymienione cząsteczki po transformacji w kationy 
AdoH^ i fiAdoH^ w krystalicznych solach chlorowodorkowych 

(AdoH’^-Cl" i fiAdoH'^ Cl’*)?

8. Jaki wpływ wywierają przeciwaniony na strukturę elektronową, 

konformację i schemat oddziaływań międzycząsteczkowych pro— 
tonowanych kationów: AdoH^ i ^AdoH'*’ w ich krystalicznych 

solach?



‘ ao byr* **il-otłO^ «c;*fv-, Imi jłłiłAtr . ł. ■ : ' . ■ ..i «_ , ■ . ,,V .,' -
JObfWf ■ ł ysfaę ita ogw lorw*?"-'* *jl#«v ę a i?fa»»tu»wt>Trqw

'TbYD* »<" bv3 ijt,;iB»yo\ęiła^ o<ł ^ yr*o#».

I 4^ • 4 ’WłĆyPAti^W « ;ri« 1 »y X3 -S

ł ‘ i»njM«r;>bQk«o<3;aijt|t i; Cl^i» ^ ■ayn ’^i 1 *i«V^ •
I i - ■ - ■>.>? '0^'' ■- ■ , ■"' '■ -i! ■ ' *'-• ' '
f. »łUgu'' ■ -ę^ywo-^ohow ^s^im »♦:»? *«

«»

•i^*. ‘ bvrf> i by3 awa^ .ft *>a •-,. *t w War, .T
i ^Hby3a J •. ‘^MbvC?. itóWx>tiNuł < >i»orr4>-»i ■♦’♦ł-‘ ę"«u<

, w łynoł»,**4iJ<*ś'«t ^lo*ł ^»I#L
i i v-i».» tołnosi cta».n*L»«

łt *. * 11^ .'. *•.'. '
<■*

■>>
Tlry'H ł by5 tf^Łost rtb^yiixpi 2«J«v'f><
■ - 'ynMM3ho*«0(?9 1^* 3 ł »Ą»r»Y*A J»<*L Aal»£* .A

<a^ś.«. Hflldir./»» *5Q., .>'.-vł4 V*<»44».'
i^_ Ji- 3 dóyfWtałiaY

ł--.■ -■: ■ r ,■-.. ^ .■•................. iwŁ*.
f lA-W^rJ jIu"* ł* ai.^itW'•łO^ni3tn«» Lottom iKTLyJhM.JXlai*. ■« -srij

" ' ’ ^

aL .^ ■ ■' ** •■•■ ■ ' 'VUd* 'fir}' i Ly3ą ,bvCł
t ' ■'■»• * *'*-.■? *
'-'L^|.u:}4»^;l«fel ^)|kt.łMi-ifc>r»crtr„.. 1. WV łą»f 1X*L
■ ‘ ^ ' ' > ’ ■ ' L,**' '’/* '■' ’- ■' *■ -*> T. -( r, •■ ■ ., 1 Ł . 'jł . ■ y •- ■ * V ' I

■ HqoTi;. ■'■’’*>0!^^ •«, łrt*iw«#iriteĄ ixr<K-V.tyi(3-

' , g.^yOęiW-^ nP; A/< >ą •ćntlaiĄiK^i**^^ o*?«t
’ ^ a' ' ■’

cby-’T.Yp6«»^'‘-'>A : lur «AAASr .•'

wicfcł A^.^bAa w ii.:jł»<B'io>ix«aSj c»q otoA
1C:LI

ftaY^wi^^cUj^JsfłiCioJ^łił rfasifcIcsa^*" ^ ■■' * WbA^^ ł

X5*l '5., ,*r,v
■ >vV4i:

'r(''l3‘ Hę»t^*Ł ; KI- f'.y'aA)

rł># i ♦(- ł®» ■^♦rtn#

*~- tfi»ynu3ii*Y<ry^4 ńji ,w 4iSbA» ł Mcito*! j^t;«łOłf •

ęyttyą ftjywp^sapłaASayi^j* Amwv iA j setoo
4-.

•-(- ^ £> iR<

i'..A.'ti

Ha



, . Zespołowe prace,eksperymentalne nie tylko udzieliły od— 

powiedzi na powyższe pytania (zawarte w rozdziałach IV.1—4, 

7—11 oraz w publikacjach 97—100,115), lecz dodatkowo wykazały 

istnienie niezwykle silnego i bardzo specyficznego upakowania 

komponentów anionowych i kationowych w krystalicznym prepara
cie CydH^'H^PO^. Ponadto szczegółowa analiza struktury

krystalicznej tego preparatu zdawała się sugerować również 

zachowanie identycznego podstawowego szkieletu wiązań wodoro

wych w nieznanym dotąd preparacie fosforanu dezoksycytydyny, w 

którym brak grupy 2’OH prowadzi do likwidacji dwóch wiązań 

wodorowych, czyniąc fragmenty cytozyniowe bardziej podatne na 

drobne przemieszczenia w obrębie hipotetycznej struktury 

krystalicznej. W efekcie specyficznego zbliżenia dwóch 

fragmentów cytozyniowych mogłoby dojść do wytworzenia 

dimerycznego kationu z trzema wewnątrzcząsteczkowymi wiązania

mi wodorowymi (rys. 23). Byłoby to możliwe, gdyby połowa 

anionów diwodorofosforanowych uległa transformacji w obojętne 

cząsteczki kosztem deprotonacji połowy kationów 

cytozyniowych.

Zafascynowana silną i zwartą strukturą krystaliczną 
CydH^-H^PO^, a także przewidywaną labiIną strukturą analogu 

dezoksycytydyny (dCydH^•H^PO^), o potencjalnych możliwościach 

przekształcenia monofosforanu dCyd w hipotetyczny semifosforan 

dCyd: (dCyd)•H^PO^, postanowiłam, za zgodą i zachętą promo

tora, rozszerzyć zakres mojej rozprawy doktorskiej o dalsze 

nowe cele, które zawarłam w następujących pytaniach:

9. Czy zwarta i silna sieó wiązań wodorowych, decydująca o
strukturze krystalicznej CydH^-H^PO^ wyraża jeden z kilku
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I
możliwych schematów oddziaływań czy też wypływa z optymal
nego dopasowania kationów CydH^ z anionami

10. Jakie są właściwości makroskopowe i termochemiczne fosfo

ranu Cyd?

11, Czy w sieci krystalicznej krystalrrczTlejy CydH -H.^P0^

symulowane wiązania diestrowe wiązaniami wodorowymi: 

3’0...H-O-P-0—H...05’ dadzą się przekształcić w wiązanie 

fosfodiestrowe, a o ile tak, to czy proces ten będzie 

przebiegał w sposób "zgrany" czy etapowy, faworyzując 

określony proces monodehydratacji np. ten prowadzący do 

5’monofosforanu Cyd (5’CMP)?

12. Czy w strukturze krystalicznej fosforanu dezoksycytydyny 
(dCydH^’będzie zachowany podstawowy szkielet wiązań 

wodorowych występujący w fosforanie Cyd i czy, zgodnie z 

przewidywaniami, będzie on podatny na transformacje wew

nątrz krystal i czne?

13. Czy postulowany semifosforan dCyd istnieje rzeczywiście i 

czy da się przekształcić w ciele stałym w obecności H PO 

w monofosforan dCyd?

14. Czy postulowana tendencja łatwego tworzenia się semifosfo— 

ranu dCyd dotyczy także Cyd i innych soli Cyd i dCyd?

Aby można było udzielić odpowiedzi na te nowe pytania, 

trzeba było wzmocnić dotychczasową współpracę z zespołem pani 

prof.dr Z.Kosturkiewicz (doc.dr M. Jaskólski — analiza 

rentgenostrukturalna) i rozszerzyć współpracę z zespołem 

prof,dr W. Zielenkiewicza (dr M. Kamiński i dr E- Utzig — ana

liza termochemiczna DSC i TGA). Odpowiedzi na pytania 9—14 

zawarte są w dwóch rozdziałach IV.5a—b i IV.6. Nie wszystkie





badania z tego nowego nurtu są zakończone, stąd niektóre odpo

wiedzi mają charakter hipotez, które wymagają weryfikacji-

Charakterystykę sieci wiązań wodorowych istniejących w 

pojedyńczych kryształach oraz aktywności protonodonorowe i 

protonoakceptorowe grup zaangażowanych w zespole wiązań wodo

rowych wyprowadzono z danych XTray przez obliczenie parametru 
ńHB C97,98,993 i wartości —AH° w kcal/mol ClOO,1013.

Wnioski strukturalne wypływające z danych rentgenogra— 

ficznych uwzględniłam przy interpretacji widm w podczerwieni 

oraz przy dyskusji właściwości termochemicznych badanych 

związków.

Przy prezentacji wyników i ich dyskusji została zachowana 

właściwa chronologia moich prac eksperymentalnych:

— strukturalna analiza porównawcza Cyd, £Cyd oraz ich soli 

chlorowodorkowych,

— wpływ przeciwanionów na konformacje protonowanych kationów,

— wpływ grupy metylowej przy atomie azotu N3 na konformację 

nukleozydu,

— mono i semi sole Cyd i dCyd.

Jedynie badania nad strukturą Ado, £Ado i ich solami były
)

wykonane wcześniej, a omawiam je na końcu rozdziału IV.
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II. ANALIZA KONFORMACYJNA NUKLEOZYD<Hił

II.1. Wprowadzenie

Kwasy nukleinowe od czasu ich odkrycia w 1868 roku były i 

są przedmiotem nieustannych badaó. Ich rola w życiu komórki 

pozostawała przez długi czas prawie zupełnie niewyjaśniona. 

Stwierdzenie, że są składnikami nie tylko komórek roślinnych i 

zwierzęcych, lecz także bakterii i wirusów oraz wykazanie ich 

rozmieszczenia metodami histochemicznymi w komórkach zwierząt i 

roślin pozwalało przypuszczać, że ich działanie ma 

podstawowe znaczenie dla procesów życiowych Cl,2,3,43. Jednym z 

intensywnie badanych problemów jest zagadnienie trójwymiarowej 

struktury kwasów nukleinowych, a szczególnie kwasów 

transferowych, które odgrywają kluczową rolę w procesie 

przekazywania informacji genetycznej. Obecnie już wiadomo, że 

konformacje niektórych jednostek strukturalnych kwasów nuklei

nowych są bardzo podobne w polimerach i monomerach. W związku z 

tym uważa się, że siły określające przestrzenną strukturę 

poiinukleotydów manifestują się już częściowo na poziomie 

monomerów. Celowe jest więc prowadzenie równoległych badań 

stereochemii nukleozydów, nukleotydów i wielkocząsteczkowych 

kwasów nukleinowych.

Analiza rentgenograficzna monomerycznych jednostek określa 

precyzyjnie długości wiązań, wartości kątów torsyjnych. Dane te 

są ważnymi informacjami w rozważaniach stereochemii polimeru. 

Najbardziej jednak cenne dla biochemika są metody pozwalające 

określić konformację w roztworach wodnych, czyli w warunkach 

zbliżonych do fizjologicznych. Takiej metody, porównywalnej 

swoją precyzją z metodą rentgenograficzną, jeszcze nie ma i przy

8
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interpretacji danych spektroskopowych korzysta się z mniej lub 

bardziej przybliżonych reguł empirycznych oraz teoretycznie 

uzasadnionej korelacji. W analizie kon-formacyjnej nukleozydów i
I ,

nukleotydów zarysowują się trzy nurty:

— badania krystalograficzne

— badania spektroskopowe

— obliczenia teoretyczne. . ,

Obecnie można teoretycznie obliczyć najbardziej uprzywilejowane 

konformacje. Teoretycy w swoich obliczeniach korzystają z 

dokładnych opisów geometrii cząsteczek podanej przez 

krystalografów.

II.2. Struktura nukleozvdów w krysztale

Obrót wokół wiązań pojedyńczych C-C; C-D; C-N; O—P w związ

kach organicznych nie jest caiłkowicie swobodny i z dużej liczby 

teoretycznie możliwych konformerów rotacyjnych realizowane są 

tylko niektóre, charakteryzujące się niższymi wartościami 

energii potencjalnej. Trwałość tej czy innej konformacji 

cząsteczki zależy od sił odpychania (typu Van der Waalsa) między 

sąsiednimi niezwiązanymi kowalencyjnie atomami i od sił przycią

gania między różnymi grupami funkcyjnymi na skutek oddziaływań 

dipolowych lub wiązania wodorowego C53.

Dokładnie zdefiniowane konformacje związków chemicznych 

uzyskuje się na podstawie znajomości kątów torsyjnych 

wynikających z obrotu wokół wiązań pojedyńczych.

Trójwymiarowa struktura cząsteczki jest charakteryzowana 

przez długość wiązania, kąty walencyjne i rotacje grup atomów 

wokół wiązań.
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Kąt torsyjny dla danego wiązania można przedstawić 

graficznie za pomocą projekcji Newmana, tj. rzutu cząsteczki 

wzdłuż tego wiązania. Kąt torsyjny wiązania B-C (z 

uwzględnieniem czterech atomów A—B—C—D) ma znak dodatni, jeśli 

dla kierunku rzutowania B-^C, wiązanie A—B pokryje się z wiąza

niem C-D przy obrocie w kierunku zgodnym z ruchem wskazówek ze
gara o kąt mniejszy od rr. Kąt torsyjny wynosi 0°, jeżeli 

wiązanie A-B pokrywa się z wiązaniem C-D patrząc wzdłuż wiązania 

B.»C 116,73. Należy rozróżnić pojęcia: kąt torsyjny i kąt 

dwuścienny, które to określenia w literaturze często są używane 

synonimowe, co nie jest prawidłowe (rys. 1). Kąt dwuścienny jest 

to kąt powstały z przecięcia się dwóch prostych, z których jedna 

jest prostopadła do wiązania A-B, a druga jest prostopadła do 

wiązania C-D.

Rys. 1. Graficzne przedstawienie definicji kąta torsyjnego © i 
kąta dwuściennego <p.
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Do pełnego opisu jednostki nukleotydowej wymaga 

^•^^joiność wartości i znaków dwunastu kątów torsyjnych CS 
przedstawiono na rys- 2.

ZASADA

Rys. 2.
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w Tabeli przedstawiono definicje kątów torsyjnych w

jednostce nukleotydowej C93. .

TABELA 1

kąt torsyjny '
cztery atomy składające się 

na kąt torsyjny

a <n-l) 03'-P-D5'-C5’
ft P-05'-C5'-C4'
r 05’-C5’-C4'-C3'
Ó C5'-C4'-C3'-03'
£ C4'-C3'-D3'-P
c C3'-03’-P-05' (n+1)
X □4'—Cl'—NI—C2 (pirymidyny)

04'-Cl'-N9-C4 (puryny)
Vo C4'-04'-C1'-C2’
V1 04'-Cl'-C2'-C3'
V C1'-C2’-C3'-C4'2
V C2'-C3’-C4'-D4'3
V

4. C3’-C4'-04'-C1’

Zakresy kątów torsyjnych powszechnie używane w chemii orga

nicznej zastały zaproponowane przez Klyne'go i Prelog’a. Są cne 
następujące: syn ( 0°); anti ( 180°); żsynclinalne ( ±60°);

żanticlinalne ( ±120°) C9,103.

W spektroskopii i krystalografii najczęściej stosuje się 
terminy: cis ( 0°), trans ( 180°), ±gauche( ±60°).

Graficznie skorelowane zakresy kątów torsyjnych używanych w 

spektroskopii z zakresami zdefiniowanymi przez Prelog'a i 

Klyne'go przedstawiono na rys. 3.
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CIS

Rys. 3

Przedmiotem dalszych rozważań będą trzy najważniejsze 

problemy w analizie kon-f ormacyjnej nukleozydów:

— kon-f or mac ja pierścienia cukrowego

— wzajemne rozmieszczenie pierścienia cukrowego i zasady

— kon-f ormac ja egzocykl i cznej grupy hydroksymetylenowej 05’H,





11.3- Konf ormac ia pierścienia cukrowego

W opisie konformacji nukleozydów istotna jest

charakterystyka pofałdowania pierścienia cukrowego. W

pierścieniu pukrowym najbardziej trwałe są te konformacje, w 

których jeden atom jest poza płaszczyzną pozostałych czterech 

atomów - koperta E, lub sąsiednie atomy znajdują się po 

przeciwnych stronach płaszczyzny utworzonej przez pozostałe trzy 

atomy — twist (pół krzesło) T.

Na rys- 4 przedstawiono graficznie pofałdowanie pięcio— 

członowego pierścienia w konformacji koperty — E i w konformacji 

pół krzesła T.

Jeżeli atom jest wychylony z płaszczyzny pozostałych trzech

lub czterech atomów w tym samym kierunku co egzocykliczna grupa

hydroksymetylenowa H^C5'-05'H, to irówimy o konformacji endo,

jeśli zaś w kierunku przeciwnym, to mówimy o konformacji egzo

C133. Jeżeli wychylenie jest endo, to numer atomu, który leży

poza płaszczyzną piszemy przy symbolu E lub T u góry z lewej
2strony, np. C2'-endo piszemy w skrócie E. Jeśli zaś wychylenie 

jest egzo, to piszemy u dołu z lewej strony symbolu cyfrę atomu, 

który leży poza płaszczyzną, np. C3'-egzo piszemy E.

Wychylenia przy konformacji twist-T mogą być jednakowe (sy

metryczne) lub jedno z nich jest duże (major) a drugie małe 

(minor). Zaznaczamy to przy symbolu w ten sposób, że przy dużym 

wychyleniu cyfrę piszemy z lewej strony symbolu, a przy małym 

wychyleniu atomu z płaszczyzny, cyfrę piszemy z prawej strony 

symbolu, np. niesymetryczne półkrzesło z dużym wychyleniem C3’- 

—endo i małym wychyleniem C2'—egzo piszemy

Przykłady pofałdowania pierścienia cukrowego przedstawiono 
na rys. 5.

14
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w koncepcji Al tony i Sundaral ingama -fazowy ka^t p 

tacji (P) jest parametrem konformacyjnym de-finiującym w 

ką,ty torsy jne i kąty wiązani owe.

Amplituda maksymalnego po-Fałdowania (V ) jest pamax
geometrycznym określającym maksymalny dla danego pierści 

skręcenia.

Fazowy kąt pseudorotacji P można obliczyć znając 

kątów torsyjnych pierścienia cukrowego według nastę 

wzoru Cl61:

tan P = -
<V.-ł-V.) - (V_+V’ > 4 1 3 0

2-V2*(sin 36° + sin 72°)

Gdy P = O , to V jest wtedy maksymalnie dodatni; o

to symetrycznej -formie T(C2’-egzo C3*-endo) ^T.

Gdy P = 130 , to wtedy pierścień cukrowy ma kon-forma 

Tak więc dysponując wartościami wszystkich pięciu kąt 

syjnych pierścienia cukrowego można wyliczyć -fazowy kąt 

rotacji korzystając z powyższego wzoru i można wtedy 

dany związek w odpowiednim punkcie drogi pseudorotacyjne.

Drugi parametr V - amplitudę lub stopień maksi

po-f ałdowania pierścienia można

zależnością:

wyrazić następu;

V . J V • cos (P -1- i -aj) max " ^

gdzie: j = O,1,2,3,4
720^ ,-,o<p = = 144

dla j=0 równanie redukuje się do postaci

cos PV = V o max

max
V__o__

cos P
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Przejścikon-Farmacyjne pierścienia cukrowego przędą 

gra-ficznie za pomocą koła konformacyjnego (rys. 6). 

(+),(-) określają znak kątów torsyjnych V ,V ,V ,V ,V wO 1. Z 3

z dwudziestu wyidealizowanych konformacji-

Rys. 6. 
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Teoretyczne zmiany pięciu kątów torsyjnych podczas jednego 

pełnego cyklu pseudorotacji C233 przedstawiono na rys. 7.

Fazouij hąi pseuxiorotacji w stopmiach

Rys. 7.

. Północna połowa koła pseudorotacyjnego oznaczona jest ogól

nym symbolem N. Zawiera ona wszystkie konformacje pierścienia 

cukrowego, charakteryzujące się dodatnią wartością kąta torsyj— 
nego zaś P waha się. od 0° do ±90°. Na południowej połowie 

koła oznaczonego symbolem S znajdują się konformacje z ujemnymi 
wartościami kąta torsyjnego i P w granicach od 180° do ±90°.

Na podstawie badań rentgenograficznych dużej liczby nukleo— 

żydów i nukleotydów stwierdzona, że /3-cukry zajmują dwa wąskie 

zakresy drogi pseudorctacyjnej. Zdecydowana większość pierścieni

rybozy i dezoksyrybozy charakteryzuje się fazowymi kątami
o o o opseudorotacji w dwóch zakresach P = (O —36 > lub P = <144 —130 ). 

Reszty cukrowe typu N w prawie wszystkich /?—gl i kozydach 

pirymidynowych posiacają fazowy kąt pseudorotacji P zawarty w

L
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zakresie (2°—25°) .

W konformacjach typu S ^—glikozydy pirymidynowe wykazują 
większą rozpiętość zakresu fazowego kąta pseudorotacji P = 139°- 

-175°.

W pochodnych purynowych z pewnym przybliżeniem sytuacja 

przedstawia się podobnie.

Amplituda maksymalnego pofałdowania w większości bada
nych związków mieści się w zakresie (30°-45°) przyjmując średnią 

wartość 39°. Na wartość mają wpływ takie czynniki jak:

efekt upakowania w krysztale i wiązania wodorowe, które to 

powodują spłaszczenie pierścienia cukrowego małe) lub

zwiększają pofałdowanie pierścienia cukrowego (duża wartość

V ). Zauważono nieznaczne różnice w wartościach V dlamax max
pochodnych purynowych i pirymidynowych:

typ N Pu - Vmax ar = 39,7°

typ S Pu - Vmaxar = 39,5°

typ N Py - Vmax ar = 3S,4°

typ S Py - Vmax ar = 38,0°

Średnia amplituda maksymalnego pofałdowania jest zawsze 

większa dla konformacji pierścienia cukrowego typu N. Również 

pochodne purynowe charakteryzują się większym pofałdowaniem 

pierścienia cukrowego niż pochodne pirymidynowe.

Na podstawie przebadanych /?—nukleozydów i ^—nukleotydów 

można ustawić szereg przedstawiający częstotliwość występowania 

poszczególnych konformacji w stanie krystalicznym:

C2'—endo > C3’—endo > C3’'—egzo > Cl’—egzo = Ol’—egzo 

Przez konformacje C2’-endo i C3’-endo rozumie się nie tylko 

w tym przypadku konformacje kopertowe E i E, ale również kon

formacje półkrzesła sąsiadujące z nimi na kole pseudorotacyjnym.





II.3.a. Cykl pseudorotacji

Pierścień cukrowy nie stanowi sztywnej struktury, ale może 

przechodzić z jednej konformacji w drugą C14,153. W związku z 

zaburzeniem symetrii, każdej z dwóch konformacji cyklopentanu 

odpovjiada dziesięć różnych konformacji pentofuranozy. Można się 

więc spodziewać dwudziestu jakościowo różnych, teoretycznie 

możliwych symetrycznych konformacji pierścienia rybozy. Trzeba 

zaznaczyć, że niektóre z dwudziestu możliwych konformacji będą 

bardziej uprzywi1ejowane, a inne mniej. Przedstawiony powyżej na 

rysunku 5 zapis konformacji rybofuranozy, oparty jedynie na 

własnościach symetrii pierścienia cukrowego, okazał się 

niewystarczający, gdyż nie pozwalał na zastosowanie koncepcji 

ciągłych zmian konformacji w ramach jednej krzywej energii 

potencjalnej. Nowy ulepszony zapis przedstawili Altona i 

Sundaralingam C16,173. Ich koncepcja pozwala na jednoznaczne 

określenie konformacji pierścienia furanozy przy pomocy dwóch 

parametrów: fazowego kąta pseudorotacji (P) i amplitudy maksy

malnego pofałdowania V .max
Samo zjawisko pseudorotacji znane jest dla cyklopentanu już 

od dawna. Potwierdza je teoria C14,15,183 i doświadczenie C19, 

20,21,223. Polega ono na ciągłym przesuwaniu się kąta maksymal

nego pofałdowania wokół pierścienia bez przeszkody w postaci 

wyraźnej bariery entalpii swobodnej. W niepodstawionym cyklopen- 

tanie kolejne konformacje posiadają w przybliżeniu równą 

energię, ale różnią się kątami skręcenia i kątami wiązań. 

Sytuacja ulega zmianie w przypadku czterohydrofuranu lub pento- 

furanozy, gdzie niektóre konformacje będą zdecydowanie bardziej 

uprzywilejowane energetycznie od innych.

k
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Konformacja zasady azotowej względem pierścienia cukrowego 

W zależności od wzajemnej orientacji przestrzennej 

pierścienia furanozowego i zasady azotowej mamy do czynienia z 

dwoma głcSwnymi konformacjami nukleozydu: syn i anti C24,25,26, 
27,83.

Na rysunku 8 przedstawiono graficznie definicję dla 

konformacji syn i anti nukleozydów pirymidynowym E63. , ,

I I
®'l

ap
antL
ac

--n+90^

50

/|80”

+90’

syji





Konformacje te są charakteryzowane kątem torsyjnym x

wiązania glikozydowego obejmującym następujące atomy:

04’—Cl’—N9-C4 — dla nukleozydów purynowych 
04’—Cl’—N1-C2 — dla nukleozydów pirymidynowych

W konformacji anti większość heterocyklu puryny, tj. 

sześcioczłonowy pierścień pirymidynowy lub atom tlenu OZ 

pirymidyny znajdują się poza płaszczyzną rybozy, zaś w konfor— 

macji syn grupa C2-keto zasady pirymidynowej lub pierścień 

sześcioczłonowy zasady purynowej znajdują się nad płaszczyzną 

rybozy. Według Prelog’a i Klyne’go określenie anti jest równo

znaczne z zakresem ap- Określenie syn jest jednoznaczne z 

zakresem sp.

W literaturze są używane różne definicje dla określenia 

kąta torsyjnego wiązania glikozydowego. Ich zależności w 

stosunku do obecnie stosowanej definicji zaprezentowano w Tabeli 

2 C283.

TABELA 2

I'
Obecnie stosowana 
definicja kąta 
torsyjnego x

Inne definicje 
kąta torsyj— 
nego x

Różnica w stop
niach między 
obecnie stoso
waną a innymi 
definicjami

puryna 04’-Cl’-N9-C8 + 180°
pirymidyna 04’-Cl’-NI-C6
puryna 04’-Cl’-N9-C4 C2’-Cl’-N9-Ca —62,5
pirymidyna 04’-Cl’-Nl-C2 C2’-C1’-N1-C6
puryna C2’-C1’-N9-C4 .... WF-O+116,5
pirymidyna C2’-C1’-N1-C2

‘■obecna def, ~ X j. + różnicastara def.
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I

W przypadku gdy kąty torsyjne przyjmują wartości pośrednie 

między określającymi konformację syn i anti, to odpowiadające im 

konformacje nazwano w literaturze anglosaskiej “high—syn" i 
"high-anti" C29,30,313.

W konformacji anti nie ma szczególnych sterycznych 

przeszkód między pierścieniem cukrowym a zasadą, zaś w 

konformacji syn duża część zasady jest zlokalizowana nad 

pierścieniem cukrowym, co daje początek do zamknięcia się 

międzyatomowego kontaktu.

Analiza struktury kryształu dla syn-nukleozydów preferuje 

dla pierścienia cukrowego konformację C2’-endo C32,333.

Dokładne badania krystalograficzne nukleozydów sugerują, że 

nukleozydy purynowe o konformacji pierścienia cukrowego C2’-endo 

występują zarówno w konformacji syn jak i anti (w przybliżeniu w 

równych proporcjach). Natomiast jeżeli pierścień cukrowy w 

nukleozydach purynowych przyjmuje konformację C3’-endo, to 

orientacja wokół wiązania glikozydowego jest anti C34D.

Rybonukleozydy pirymidynowe występują bardzo rzadka w kon

formacji syn, która jest związana z konformacją pierścienia 

cukrowego zarówno C2’-endo i C3’-endo. W tej serii dominuje 

konformacja anti i związana jest ona z konformacją pierścienia 

cukrowego C3’—endo, podczas gdy dezoksyrybonukleozydy pirymidy

nowe preferują konformację pierścienia cukrowego C2’—endo nad 
C3’-endo C2S,35,36,37,383.

Dla pirymidynowych nukleozydów orientacja anti wokół 

wiązania glikozydowego x Jest dobrze zgrana z konformacją 

pierścienia cukrowego C393. Kąt torsyjny x die wiązania glikozy- 

dowegc Cl’-N jest skorelowany z C2’-endo i C3’-endo konforma
cjami pierścienia cukrowego:

24
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-1S0° < ;t < -138° dla C3’-endo 

-144° < ;^ < -115° dla C2’-endo 

W konformacji pierścienia cukrowego C3’-endo atom wodoru 

przy atomie węgla C3’ jest zorientowany aksjalnie i oddziaływuje 
z C6—H zasady, w konsekwencji czego x wynosi. 180°. W konforma

cji pierścienia cukrowego C2’-endo atom wodoru H3’ jest w 

pozycji ekwatorialnej i zasada może się obracać do zakresu ’*-ac" 

aż do kontaktu 02-keta atomu tlenu z atomem wodoru HI’ C403.

Tabela 3 przedstawia orientację atomów w zależności od różnej 

konformacji pierścienia cukrowego.

TABELA 3

ij

Konformacje
pierścienia
cukrowego

Atom ■ 1

N HI’ H2’ 02’ H3’ 03’ H4’ C5’

C2’—endo e a a e e a b b
C3’-endo b b e a a e a e
04’—endo e a b b b b a e
04’—egzo a e b b •b b e a

e,a oznacza orientację guasiekwatorialną lub quasiaksjalną, 

ponieważ orientacja czysto aksjalna i ekwatorialna 

przypisana jest tylko dla sześcioczionowego pierścienia 

cykloheksanu, a tu jest pewnym przybliżeniem, 

b oznacza orientację między a i e.
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11.4. a. Inne strukturalne relacje zależności długości wiązania

glikozydowego Cl’—N od kąta torsyjnego x 

Dla dużej liczby nukleozydów pirymidynowych długość
Owiązania Cl’-N jest maksymalna i wynosi 1,52 A, jeśli kąt 

torsyjny x Jest bliski 180°; zmniejsza się prawie liniowo do 

1,48 A, gdy x zbliża się do -140° 141,423. Dla nukleozydów

purynowych taka zależność nie Jest tak oczywista Jak w serii 

pirymidynowej. Długość wiązania glikozydowego jest w tym
Oprzypadku bardziej stała i wynosi ok. 1.46 A C413.

11.4. b. Konformacja “high anti** (—sc)

Dla nukleozydów purynowych konformacja anti rozciąga się w 
zakresie od 180° do -60°, czyli od anti (ap) do "high anti" (-sc) 

Dla nukleozydów pirymidynowych wartość x Jest ściśle ograniczona 

do klasycznego anti. Przyczyną tych różnic Jest steryczna
przeszkoda przy kątach torsyjnych bliskich -120° między atomami

wodoru pirymidyny C6-H lub puryny C8-H i atomami wodoru z pierś

cienia cukrowego. Jeśli w pirymidynie C6-H lub w purynie C8-H 

zastąpimy atomem azotu Jak w chemicznie syntetyzowanych azanu- 

kleozydach, to wtedy steryczne oddziaływanie nie ma miejsca i 

nukleozydy mogą występować w konformacji "high anti". Ta szcze

gólna konformacja Jest stabilizowana przez elektrostatyczne od

pychanie między atomem azotu N6 pirymidyny lub atomem azotu NB 

puryny a atomem tlenu 05’ grupy hydroksylowej 143,44,453.
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II.4. c. Charakter rotacji zasady wokół_wi_ązan^a_c[l i_kozydowego H

Swobodny obrót wokół wiązania glikozydowego jest ograniczo

ny. Rozważanie modeli przestrzennych 146,471 oraz obliczenia te

oretyczne 143,49,50,511 prowadzone różnymi metodami pokazały, że 

w cząsteczce istnieją określone oddziaływania utrudniające ten 

obrót. Określenie cząsteczkowej konformacji szeregu nukleozydów 

i nukleotydów w stanie krystalicznym metodami rentgenograficzny— 

mi pozwoliło dokładnie obliczyć długości wiązań i kąty torsyjne 

między wiązaniami. Na tej podstawie Haschemeyer i Rich 1431 

mogli obliczyć odległości między niezwiązanymi atomami cukru i 

zasady jako funkcje kąta torsyjnego i pofałdowania pierście

nia rybozy. Zakładając znaczne oddziaływanie (odpychanie), gdy 

odległość między dwoma atomami jest mniejsza niż suma ich pro

mieni van der Waalsa można było określić bariery rotacji i 

uprzywilejowane zakresy kątów torsyjnych poszczególnych 

nukleozydów.

Wnioski ogólne są więc następujące:

1. W wyniku silnych oddziaływań atomów 02 i H6 z protonami H2’, 

H3’ oraz z tlenem 04’ w nukleozydach pirymidynowych obserwu

jemy uprzywilejowanie konformacji anti niezależnie od ‘ pofał

dowania pierścienia cukrowego.

2. Oddziaływanie między atomami N3 i H8 puryny z atomami wodoru 

H2’ i H3’ pierścienia cukrowego są o wiele słabsze i w 

związku z tym bariery rotacji są mniejsze niż w nukleozydach 

pirymidynowych — mniejsze jest zatem uprzywilejowanie konfor— 

macji anti.

Dokładniejsze rozważania teoretyczne problemu zahamowania 

swobodnej rotacji wokół wiązania glikozydowego uwzględniają
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zależncDŚć całkowitej energii potencjalnej cząsteczki, nukleo—

• zydu od kąta torsyjnego Obliczenia takie przeprowadzono

w oparciu o dane krystalograficzne różnymi metodami kwantowo— 

—mechanicznymi (zwykle metodą orbitali molekularnych C49,50D 

w różnych odmianach)przy uwzględnieniu szeregu czynników 

wpływających na energię potencjalną jak: oddziaływania van

der Waalsa, oddziaływania elektrostatyczne (kulombowskie) 

oraz potencjał skręcenia C471. Wyniki tych obliczeń potwier— 

dzają koncepcję zahamowanej rotacji zasady oraz związane z 

tym istnienie dwóch najbardziej energetycznie uprzywilejowa

nych konformacji syn i anti- Można było obliczyć wysokość 

bariery energetycznej oddzielającej obie konformacje. W za

leżności od stosowanej metody, bariera ta dla nukleozydów 

pirymidynowych wynosi od 7 do 3 kcal/mol na korzyść konforma

cji anti C48,52,53,543.

II.4.d. Badanie uprzywilejowanej________________nukleozydów__syn—

—anti w roztworze

Konformacja, jaką przybiera dany nukleozyd w ciele stałym, 

jest wynikiem minimalizacji energii wewnątrzcząsteczkowej i 

energii oddziaływań międzycząsteczkowych. Energia wewnątrzcząs— 

teczkowa jest w przybliżeniu równa w ciele stałym jak i w roz

tworze. Natomiast oddziaływania międzycząsteczkowe są w obu sta

nach inne. Wpływają one w sposób istotny na konformację cząs

teczki C53. Ogólnie w roztworze cząsteczka jest konformacyjnie 

bardziej "swobodna". Istnieje więc możliwość rotacji między za

sadą a pierścieniem cukrowym. Cząsteczka nukleozydu w roztworze 

znajduje się w równowadze rotamerowej syn—anti, która dla nukle—
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ozydów pirydynowyc+1 jest przesunięta prawie całkowicie w —stronę 

anti, dla nukleozydów purynowych to przesunięcie w stronę anti 

jest mniejsze. Do jakościowego określenia położenia równowagi 

konformacyjnej syn—anti w roztworze stosowano szereg metod 

instrumentalnych takich jak: spektroskopia NMR, IR, CD, czy po

miary momentów dipolowych C56,573. .

I^^4^e^;;_^H_NMR w badaniach konformacji syn-anti nukleozydów

w roztworze

Uprzywilejowanie konformacji syn lub anti w nukleozydach 

pirymidynowych określono metodą NMR, wykorzystując szereg ob

serwacji porównawczych. Sposób ułożenia zasady względem pierś

cienia cukrowego wpływa na przesunięcia chemiczne poszczególnych 

protonów nukleozydu. Znając konformację i odpowiadające jej 

przesunięcia chemiczne jednego nukleozydu pirymidynowego, możemy 

z pewnym przybliżeniem wnioskować o konformacji innych nukleozy— 

dów (w podobnych warunkach rozpuszczalnika i temperatury — roz

puszczalnik poprzez solwatację określonych ugrupowań w 

cząsteczce specyficznie wpływa na położenie pierścienia cukrowe

go względem zasady C533, a temperatura przesuwa równowagę syn— 

-anti>.

Prestegard i Chan C583 zbadali wpływ obecności pierścienia 

rybozy na protony H5 i H6 w urydynie w stosunku do uracylu. 

Przesunięcie chemiczne H6 w uracylu było o 0,34 ppm mniejsze niż 

w urydynie. Ten wyraźny efekt odsłaniający pierścienia rybozy 

wskazuje, że proton H6 musi znajdować się w sferze oddziaływania 

pierścienia rybozy, czyli nad pierścieniem (im proton H6 jest 

bardziej oddalony od pierścienia, tym wpływ anizotropii magne—
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tycznej oraz wpływ elektryczny tlenu eterowego w pierścieniu na 

H6 jest mniejszy). Fakt ten sugeruje dla urydyny konformację 

anti. Potwierdzają to również badania zależności przesunięcia 

chemicznego sygnału H6 od tempertury C591. Ze wzrostem tempera

tury wzrasta prawdopodobieństwo przejścia zasady z położenia 

anti w położenie syn, w związku z czym sygnał od protonu H6 

przesuwa się w kierunku wyższych pól jako wynik likwidacji od

słaniającego działania grupy 05’H.

W latach 1971—1973 do określania konformacji syn-anti 

zaczęto wykorzystywać wpływ anizotropii magnetycznej grupy kar— 

bonylowej C2=0 pierścienia pirymidynowego na przesunięcia 

chemiczne protonów rybozy. Przesunięcia chemiczne tych protonów 

w urydynie czy w cytydynie, które to nukleozydy, wykazują w roz

tworze konformację anti — traktuje się jako wartości wzorcowe. 

Jeżeli jakiś inny nukleozyd pirymidynowy będzie w konformacji 

syn, to grupa C2=0 znajdzie się nad pierścieniem cukru. Wpływ 

anizotropii magnetycznej tej grupy spowoduje zmiany w przesunię

ciach chemicznych protonów rybozy uzależnione od kształtu anizo

tropowego stożka odsłaniania grupy karbonylowej. Oprócz tego na 

te przesunięcia chemiczne mogą wpływać inne efekty np. elektro

statyczne C613.

Witkowski i współpracownicy C60,ól3 przebadali w ten sposób 

kilkanaście nukleozydów pirymidynowych. Przesunięcia chemiczne 

(w ppm) dla tych nukleozydów zebrano w Tabeli 4.
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TABELA 4

Nukleozyd H6 H5 HI' H2' H3' H4' H5' H5''

Cytydyna 8,25 6,46 6,33 4,65 4,65 4,65 4,32
5-Me-Cyd 8, 18 - 6,40 4,71 4,71 4,71 4,30
6-Me-Cyd - 6,31 6, 15 5,30 4,86 4,48 4,31
6-0x0—Cyd — — 6,61 5, 16 4,80 4,42 4,27; 4,13
Urydyna 8,34 6,33 6,36 4,81 4,69 4,62 4,42; 4,22
5-Me-U a, 15 - 6,36 4,69 4,69 4,69 4,34
6-Me-U - . 6,19 6, lO 5,27 4,85 4,46 4,30
6-Oxo-U - - 6,57 5, 10 4,85 4,48 4,20
6-Aza—U - 8,05 6,56 5,03 4,82 4,56 4,31
5-Br-U 8,80 - 6,30 4,69 4,69 4,69 4,44
4-Tio-U 8,23 7,01 6,33 4,74 4,74 4,74 4,36

Wartości podane w Tabeli 4 mierzone są względem TMS w kapilarze 

w 107. rcztworze D^O-

Porównanie przesunięć chemicznych protonów rybozy w U, 

5-MeU, 6-MeU oraz w odpowiednich pochodnych cytydyny pokazuje, 

że w ó-metylopochodnych sygnały od protonów H2' i H3' są przesu

nięte w kierunku pól niższych, a HI', H4' oraz H5’ i H5'' w kie

runku wyższych pól o kilka dziesiątych części ppm. Badanie 

modeli przestrzennych 6-MeU wykazało bliskie oddziaływanie 

między grupą 6-metylo a co skutecznie przesuwa

równowagę rotamerową w kierunku syn. Ten sam typ zmiany 

przesunięć chemicznych protonów rybozy obserwowano we wszystkich 

nukleozydach pirymidynowych, w których grupa C2=0 znajduje się 

nad pierścieniem cukru. Z danych o przesunięciach chemicznych 

protonów rybozy, nie znając precyzyjnie charakteru anizotropii 

grupy karbonylowej C60,621, możemy jedynie wnioskować, że w





przypadku, — gdzie nie obserwujemy znacznych zmian w 

przesunięciach chemicznych w stosunku do nukleozydów porównaw

czych, mamy do czynienia z konformacją anti. Wnioski te mają 

charakter wybitnie jakościowy i przybliżony.

Dotychczas brak w literaturze systematycznych badań 

metodami NMR uprzywilejowania konformacji syn—anti w nukleo— 
żydach purynowych.

11.4.f._NMR w badaniach konformacji syn-anti nukleotydów

w roztworze

Określenie konformacji wokół wiązania glikozydowego nukleo— 

tydów jest stosunkowo proste, jeśli mamy 5'mononukleotyd. Jeśli 

występuje on w konformacji anti, to proton H6 w nukleotydach 

pirymidynowych lub H8 w nukleotydach purynowych znajduje się w 

bezpośrednim sąsiedztwie ujemnie naładowanej grupy fosforanowej.

Wpływ pola elektrostatycznego grupy fosforanowej na te 

protony manifestuje się w zmianie ich przesunięć chemicznych w 

zależności od wielkości ładunku na fosforanie.

Schweizer i współpracownicy C633 badali wp>ływ grupy 

fosforanowej na protony H8 i H6 w 5',3' i 2'-fosforanach 

nukleozydów purynowych i pirymidynowych. Wpływ ten można wykazać 

w oparciu o następujące obserwacje.

1. Zmieniając pD (pH+0,4) roztworu nukleotydu można uzyskać 

różny stopień jonizacji grupy fosforanowej: formę nie—

zjonizowaną monoanion i dwuanion. Zmiana pD w zakresie od 5,9 

do 7,4 powoduje wzrost formy dwuanionowej z 10/C do 90/C. Wiąże 

się z tym zmiana stopnia przesłaniania K8 łub H6. Przy pB=7,4 

dla 5'-nukleotydów protony te są o około 0,1 ppm odsłonięte w
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stosunku do pD=5,9._Identyczna zmiana stopnia jonizacji w 

3’--fosforanach i w 2'—fosforanach nie wpływa odsłaniajs^co na 

interesujące nas protony. Brak wpływu odsłaniające ego wynika 

ze struktury cząsteczki; grupy 3'- lub 2’-fosforanowe są tak 

oddalone od protonów HS lub Hó, że nie wpływajĄ odsłaniajĄco.

2. PorównujĄC przesunięcia chemiczne protonów zasadowych w 

nukleotydach z odpowiednimi nukleozydami przy tym samym pD 

stwierdzono odsłanianie H3 czy Hó o około 0,12 ppm w 

przypadku 5’—fosforanów, 3’—fosforany nie wykazują żadnego 

wpływu grupy fosforanowej na protony zasady. W 2'—fosforanach 

obserwowano przesłanianie protonów HS w purynie (0,05 do 0,08 

ppm) lub Hó w pirymidynie (0,05 do 0,0ó ppm).

3. Istnieją różne dowody na wiązanie wodorowe w nukleozydach i 

nukleotydach pirymidynowych pomiędzy grupą karbonylową C2=0 a 

02’H, które w dużym stopniu mogłoby stabilizować konformację 

anti. Usunięcie tego wiązania np. 2’dezoksynukleotydach 

spowoduje zmniejszenie udziału rotameru anti w roztworze, a 

co za tym idzie zmniejszenie wpływu odsłaniającego grupy 

5’—fosforanowej na proton Hó przy zmianie pD od 5,9 do 7,4. W 

serii 2*-dezoksy ten efekt odsłaniający jest o L0—70V, 

mniejszy niż w serii rybo.

4. Protony H2’ i H3’ w 2’dezoksypurynonukleotydach są przesu

nięte ku niższym polom o około 0,3 ppm w stosunku do 2’- 

—dezoksypirymidynonukleotydów. Jest to prawdopodobnie wyni

kiem odsłaniającego efektu anizotropowego pięcioczłonowego 

pierścienia puryny, gdy ten znajdzie się w płaszczyźnie obu 

protonów. Ma to miejsce tylko w konformacji anti. Obliczanie 

gęstości elektronowej pięcia— i sześcioczionowego pierścienia
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w adeninie i — guaninie wykazuje, że jedynie pierścień 

pięcioczłonowy ma podobny rozkład gęstości elektronów w obu 

nukleozydach. Ponieważ przesunięcia chemiczne protonów H2’ i 

H3’ w 5’—dezoksy GtlP i 5’-dezosky AMP są podobne, wnosimy z 

tego, że pozostają one pod pierścieniem pięcioczłonowym, a 

więc posiadają konformację anti.

Badanie przeprowadzone przez Smitha i współpracowników Có43 

nad zależnością przesunięcia chemicznego protonów H6 w 

5’-nukleotydach pirymidynowych od temperatury wskazują, że ze 

wzrostem temperatury zanika wpływ odsłaniający grupy 5’-fosfo— 

ranowej na H6. Zmiana przesunięcia chemicznego Hó wynosi ok. 0,3 
ppm w kierunku wyższych pól przy przejściu od temperatury 15° do 
53°C. Potwierdza to silne uprzywilejowanie konformacji anti.

II.4.g. Zastosowanie metody dichroizmu kołowego do badania kon

formacji wokół wiązania glikozydowego 

Badanie efektu Cottona umożliwia wyciągnięcie wniosków 

odnośnie budowy przestrzennej związku. Wnioski o strukturze 

cząsteczki uzyskuje się analizując znak i wielkość efektu 

Cottona dla poszczególnych przejść absorpcyjnych C79,803.

Badania konformacyjne polegają na analizie tych efektów i 

porównywaniu ich z właściwościami związków homologicznych. 

Pomiary efektów Cottona oddają cenne usługi w zakresie badań 

nukleozydów i nukleotydów £91,82,833, pozwalając na uzyskiwanie 

danych dotyczących konformacji cząsteczek wokół wiązania gliko— 

zydowego. Efekt Cottona zależy od konformacji cząsteczki, a 

także od chromofcru, którym jest zasada azotowa £82-863. Okazuje 

się, że można ująć w reguły £82,84,863 zależności znaku efektu
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Cottona od wartości kąta glikozydowego. Mówią o tym w sposób 

jakościowy reguły Ulbrichta £82,843, które zostały ustalone na 

podstawie obserwacji różnych nukleozydów pirymidynowych. 

Bardziej ilościowo zależności te przedstawia diagram Milesa £81, 

863 (rys. 9).

Rys. 9. Zależność efektu Cottona od kąta gl i kozydowego dla 
nukleozydów pirymidynowych i purynowych

Znak efektu Cottona dla nukleozydów pirymidynowych jest 

dodatni, jeżeli nukłeozyd występuje w konformacji anti, 

natomiast jeżeli cząsteczki przyjmują konformację syn, wtedy 

znak efektu Cottona jest ujemny. Nukleozydy purynowe charaktery

zują się odwrotną zależnościąs konformacja anti odpowiada ujem

nemu efektowi Cottona, przy czym wielkość efektu Cottona jest 

mniejsza w porównaniu z pochodnymi pirymidynowymi rys. 9.
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II.4.h. Zastosowanie stałych sprzężenia węgiel-wodór do badania

konformacji wokół wiązania glikozydowego

Badania nukleozydów i nukleotydów traktują cząsteczki jako

całość, jak również dotyczą elementów składowych, tj. oddzielnie

cukru i zasady. Badania te skupiają się na wykazaniu mierzalności

stałych sprzężenia atomu węgla i protonu przez trzy wiązania i

zastosowania ich do analizy konformacyjnej cząsteczki.

Dla nukleozydów purynowych przeprowadzono badania stałych

sprzężenia » i » celem określenia konformacji wokółC"^H1 CoHl
wiązania glikozydowego CS7—901.

Kompleksowe badania stałych sprzężenia atomu węgla i

protonu w nukleozydach pirymidynowych wykonał D.B. Davies C8B,
2,873. Badał on stałe sprzężenia J przez jedno wiązanie,UH

3przez dwa i przez trzy wiązania.
CH

zależności stałej sprzężenia C6H1 , od kąta Przy

bliżony charakter tego założenia wynika między innymi z różnej 

długości wiązań C6—NI, jak również z różnicy elektroujemności 

podstawników atomu tlenu i atomu wodoru związanych z C2 i C6.

36

Lemieux i inni na podstawie badań H NMR cyklicznych 

nukleozydów uracyl owych wzbogaconych węglem '^C w pozycji C2 

badali wicynalne stałe sprzężenia atomu węgla i protonu w zależ

ności od obrotu wokół wiązania glikozydowego. Otrzymana 

zależność przypomina krzywą Karpiusa dla sprzężenia wicynalnych 

protonów-

Na podstawie pomiarów Leraieux’a, korzystając z proporcjo—
3 2nalności stałej sprzężenia J do cos Davies £833 zaproponował 

dla pełnego zakresu kątów x zależność przedstawioną na rysunku 

lO. Korzystając z założenia upraszczającego o pełnej symetrii* 

pierścienia zasady heterocyklicznej przyjął symetryczny przebieg
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Rys. 10

Na podstawie tak otrzymanej krzywej widać, że pomiar tylko 

jednej ze stałych sprzężenia daje jedno

znacznej odpowiedzi na pytanie, w jakiej konformacji (syn czy 

anti) występuje cząsteczka. Natomiast porównanie ich wielkości 

określa preferencje jednej z możliwych konformacji syn lub anti.

Przewaga konformacji syn występuje jeżeli ^ J , aC6H1”
konformacji anti dla przeciwnej relacji.

W najprostszy sposób C873 wystarczy przeanalizować AJ w 

pierścieniu purynowym dla C8H1’—C4H1’, a w pierścieniu pirymidy

nowym AJ dla CÓH’-C2Hi'.

Jeżeli preferowana jest konformacja anti, to AJ>0, jeżeli 

zaś konformacja syn, to AJ<0.
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11.5. Konformacia egzocyklicznei orupy hvdroksymetvlenowe j

Interesującym elementem struktury nukleozydów i nukleo— 

tydów jest położenie egzocyklicznej grupy H2C5’—05’H. Podczas 

rotacji wokół wiązania C4’-C5’ otrzymuje się trzy uprzywilejo

wane, naprzemianległe izomery konf ormacyjne (rys. IDj odpo

wiadające minimum energetycznym C65-701. Do opisu tych konfor

macji używa się dwóch kątów torsyjnych C713;

(05’-C5’-C4’-04’)

(05’-C5’-C4’-C3’)l3U
lub używa się terminów (+) lub (-) gauche lub trans.

+ SC
(goLoche, gcuiche)

05'

ap
(gauche, iyrom^)

- SC
(iyrome, gauche)

Rys. 11
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Według lUPAC—lUB £63 do zdefiniowania orientacji wokół * 

wiązania C4’—C5’ ważny jest tylko kąt torsyjny

W poniższej Tabeli 5 zaprezentowano symbole używane obecnie 

i dawniej dla określenia trzech uprzywilejowanych konformacji.

TABELA 5

Obecnie 
stosowany 
symbol y

Inne symbole dla określenia orientacji wokół 
wiązania C4’—C5’

+SC gauche—gauche; (+) gauche; qq; (+) g
—SC trans—gauche; trans; tg; t
ap gauche—trans; (-> gauche; Qt; (-)g

--- --------

W trzech powyżej przedstawionych naprzemianległych kon

formacjach występują najmniejsze oddziaływania niewiązaniowe 

grupy 5’hydroksylowej z pozostałymi atomami pierścienia cukro
wego.

W kryształach nukleozydów stwierdzono znaczne uprzywile

jowanie dla rotameru +sc, a ilościowy udział poszczególnych 

struktur rotamerowych przedstawia się następująco:

+SC > ap > -SC

Uprzywilejowanie konformacji +sc w nukleozydach próbowano 

tłumaczyć oddziaływaniem atomu tlenu 05’ z grupą CS-H w nukle— 

ozydach purynowych lub z grupą C6-H w nukleozydach pirymidyno

wych. Takie tłumaczenie nie jest dobre, gdyż w nukleozydach a, 

gdzie ze względów strukturalnych to oddziaływanie nie może 

mieó miejsca przeważa również konformer +sc. Uważa się, że 

oddziaływania typu dipol-dipol między atomami tlenu 01’ i 05’ 

są bardziej korzystne w konformacji +sc niż w pozostałych 

C723. Z obliczeń Yathindra i Sundaraiinghama £473 przeprowa-
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dzanych na 5’-AMP_wynika, że istnieje ścisły związek pomiędzy 

pofałdowaniem pierścienia rybozy, konformacją rotamerową egzo— 

cyklicznej grupy a ułożeniem zasady w stosunku do 

pierścienia cukrowego.

Jeśli uwzględnić zależność energii potencjalnej cząstecz

ki od kąta oraz kąta y (który obrazuje obrót grupy egzo— 
cyklicznej wokół wiązania CA’-CS”), to okazuje się, że najbas— 

dziej faworyzowana jest konformacja gauche-gauche.

Podobne wyniki dla 5’—TMP, 5’—CMP i 5’—UMP sugerują stosunkowo 

dużą sztywność konformacyjną 5’-nukleotydów w porównaniu z 

odpowiednimi nukleozydami, gdzie w znacznie większym stopniu 

dopuszcza się możliwość istnienia innych konformacji.

Badania rentgenostrukturalne wykazały, że konformer +sc, 

w którym wiązanie C5’-05’ leży powyżej pierścienia, w krysta

licznych nukleozydach i nukleotydach, występuje znacznie 

częściej niż konformery ap czy -sc C733. Także obliczenia 

energetyczne i badania modeli przestrzennych wykazują, że kon- 

fcrmer +sc powinien być najbardziej uprzywilejowanym spośród 

wyżej wymienionych.

Do określenia konformacji egzocyklicznej grupy H.^C5’-05’H 

w roztworze najbardziej przydatna jest metoda protonowego 

rezonansu magnetycznego. Wykorzystanie równania Karpiusa do 

analizy stałych sprzężenia wicynalnych atomów wodoru, uzyska

nych z widm NMR, pozwala określić względną populację 

struktur konformacyjnych występujących podczas obrotu dookoła 
wiązania C4’—C5’.

Zakładając szybkie wzajemne przejście między trzema na— 

przemianległymi kcnfcrmerami oraz porównując wicynalne stałe
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sprzężenia J i J między protonami H4’-H5’ i H4’-H5’’ 
Blackburn i współpracownicy C693 określili względną populację 
każdego kon-formeru stosując zależności;

J =PJ +PJ +PJI IB II IIB III IIIB
J =PJ +PJ +PJ4,'S'c I ic II iic III mc

P + P + P =1I II III
gdzie P , P i P są ułamkami molowymi każdego z izomerów ^ X n III
konformacyjnych. .
J _ J , J — ‘Stałe sprzężenia między protonami H4’ iIB ’ IIB ’ IIIB
H5’B przy założeniu, że cząsteczka występuje całkowicie jako
klasyczny, naprzemianległy konformer +sc, —sc, ap.
J , J , J — stałe sprzężenia dla protonów H4’, H5’C.ic’ iic’ hic r- ^ r-

Lemieux opierając się na danych uzyskanych ze skręcał— 
ności optycznej sugerował, że klasyczne konformery nie odpo
wiadają minimom energetycznym. W rozważaniach należy 
uwzględnić odpychanie między atomem tlenu grupy hydroksymety- 
lenowej 05’ i atomem tlenu pierścienia cukrowego 04’.

Ponieważ nie można precyzyjnie określić kąta, przy którym 
występuje minimum energetyczne, obliczenia udziału poszcze
gólnych konformerów przeprowadza się dla klasycznych, 60° kon— 

formerów, jak również dla tych, w których uwzględniono odpy
chanie między atomami tlenu, wprowadzając 15° poprawki.

Wartości stałych sprzężenia, występujące w równaniach 
podanych przez Blackburna, obliczono stosując zaproponowaną 
przez Karpiusa zależność między stałą sprzężenia wicynalnych 
atomów wodoru a kątem dwuściennym (p pomiędzy płaszczyznami, w 
których one leżą C743. Zależność Karpiusa przedstawi ono na 
rysunku 12.



'•i|4' '
' ' \ -■ VT '^- -- -f . . * --,

*■ '-'1^ iikmyatnctM <^fąi^imM

B" •<> '11^* '*l1' '•<^1 -iiii

I ■ .' ,* ■ '*’ ’■^*‘1*^'‘i^iifl^’®.. "’■■■p^' 5.'' ■
^u

«r •
"L*M.

'iś

■ly ■•-■ ^ik« fUT ^ Wt*bB

* < V
'r^'t., .iŁ

l- ,(■' * 1 -?£ : •-•/► -;« '‘io-.'^KaA »rr^?.-** u
I' ■' -ł A- " - ■ '.*• "' ^ .. ■

r-i “

rtayntys^MK '>;>f«^Q4(

f
■ ’!. "-t -*.

i.

itó* ■■=’*ł.e^.*«K4s^«r Ł-^.^ .i
Ot

4. • •*'*V.,. ■
.V.... ■ ; ; /.a.i4t»' _. «>r • - -a.

^iqo
..-«iij9>v. ■■'‘-,5 * i -;.. -i..... gBr<x.>V*qnN 4i4p4M|

J ■ !?
iśc' '’■- *^^V- ■ M *’ '^S /■' ffi’ ''^'^ i 
■ &Att.^ąbo

*Vv r^y7'f ' ■* ■ Ta ' .-Ilj ” "^'’’i "'®*'i7'»' i-Cłfł: ■ j w ■'’Sp -.■?»!» 't li*!.. .wift^YWIlOł’'
■' - ■■ ■ ■

^K^i-r r^v ' .i ła*n*-%*W

NI(| '.' ■ ■'a'^:r-'v •*'- ra*%ĄY ic^ą .']

.•'lubvvi* -iMItŚiM/,
ł^4

.SJL ualrtu»Y'^"

Wź
1^ n<''



^0

8

4

O

/
1/

/
u

//

\
\
\\

//

/
”7
/

i /
/

w/
/ /

\\

/-

1
1
in

/
/

\1i X
30° 60° Q0° ^20° ^50° ^80°

Rys. 12

J = J cos d> + cH o ^

c = 0,28 Hz

Stałej przypisuje się wartości w zakresie od 8—16 Hz C753. 
Abraham £763 proponował, aby stałej przypisać wartości:

J = 9,27 Hz dla 0° < 0 < 90°
J = 10,36 Hz dla 90° < 0 < 180°

W widmach ^H NMR nukleozydów obserwujemy sygnały pocho

dzące ze sprzężenia atomów wodoru H4’ z H5’B i H4’ z H5’C. 
Jednak na skutek szybkiej rotacji wokół wiązania C4’-C5* 
protony H5’B i H5’C są nierczróżnialne i w konsekwencji tego
nie wiadomo, którą z wartości J i4'5'B •^4'5-c Pr::ypi^^ć
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sprzężeniu protonu H4’ z H5'B, a którą H4’ z H5’C. Wobec tego
<•

obliczenia populacji konformerów przeprowadza się przypisując 

stałe sprzężenia na dwa sposoby:

1) J4'5'B H4’-H5’B

J = H4'-H5'C4'5'C

2) J , = H4'-H5’C4^'S B

J H4'-H5'B4'S'C
Niezależnie od sposobu przypisania stałych sprzężenia, 

wyboru stałej czy też uwzględnienia oddziaływań między

atomami tlenu, w przewadze występuje kon-former +sc. Jego 

przewaga jest niezależna od oznaczenia atomów wodoru H5’B i 

H5”C, oznaczenie to ma wpływ bardzo wyraźny na udział kon-for— 

merów -sc, ap. A zatem ocena indywidualnych udziałów izomerów 

konformacyjnych —sc czy ap wymaga absolutnego oznaczenia 

protonów H5'B i H5'C. Remin i Shugar C773 wykonali to ozna

czenie yjprowadzając w pozycję 3’ grupę tos-foranową i porównu

jąc wartoóci przesunięć chemicznych w nukleozydach i nukleo— 

tydach. Obecność grupy -fos-foranowej w cząsteczce nuklectydu ma 

znaczny wpływ na przesunięcia protonów H5’B i H5’C. Porównanie 

danych dla urydyny i 3' monofostoranu urydyny dowodzi, że 

proton H5'C jest bardziej przesłaniany w nukleozydach niż w 

nukleotydach, natomiast protony H5’B mają bardziej zbliżone 

przesunięcia chemiczne. Stwierdzono, że we wszystkich tych 

związkach dominuje kon-former -ł-sc, a więc proton H5’C w przeci

wieństwie do H5*B dłuższy okres czasu znajduje się w sąsiedz

twie grupy -f os-f oranowej i ze względu na jej odsłaniający e-fekt 

leży w niższym polu:

Urydyna 

3’ UMP

H5’B = 3,907 ppm 

H5’B = 3,898 ppm

H5’C = 3,803 ppm 

H5’C = 3,852 ppm
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Znacznie prostszą metodą prowadzącą do obliczenia popu

lacji kon-formerów jest analiza sumy stałych sprzężenia 

+ 3 C68.663, którą odczytujemy z widma. W tym przypadku

nie ma konieczności rozróżnienia protonów H5*B i H5’C. Suma ta 

pozwala na obliczenie względnego udziału kon-formeru +sc i 

łącznego udziału konformerów ap i —sc. Jakikolwiek wzrost 

populacji kon-formeru -ł-sc powinien więc prowadzić do zmniejsze

nia zmierzonej eksperymentalnie sumy podczas

gdy wzrost udziału kon-formeru ap lub —sc. Kosztem konf or mer u 

+SC powinien wpływać na wzrost wartości tej sumy.
Względny udział konformeru +sc — oblicza się z zależ

ności C703;
P = (12-Z)/8SC

gdzie Z = J + J
A'S'V 4'5'C

II.5.a. Wpływ modyfikacji zasady na konformację egzocyklicznej 

grupy H„C5^-05^H
Hruska i współpracownicy 170,673 przeprowadzi 1 i metodą^H 

NMR porównawcze badania urydyny, 5'monofosforanu urydyny oraz 

6-aza urydyny i 5’moncfosforanu 6-aza urydyny. Miały one dać 

odpowiedź, jaki wpływ na konformację egzocyklicznej grupy 

hydroksymetylenowej ma zastąpienie atomu węgla w pozycji 6— 

-uracylu atomem azotu. Udział konformerów obliczona na podsta

wie sumy J♦'5'B 4'5'C
TABELA 6

Suma U aza U 5’UMP 5’aza UMP

J -ł- J, 4'3'8 4'5'C 7,4 3,3 5,5 10,7

i J + J: P-3'B P-5'C — — 8,3 11,7

aa
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Porównanie wartości tych sum dla urydyny i 6—aza urydyny 

wskazuje, że obecność atomu azotu w pozycji 6-uracylu ma 

wyraźnie destabilizujący wpływ na konformację +sc. Zamiana 

atomu węgla na atom azotu w zasadzie uracylowej 5’mono— 

fosforanu urydyny ma jeszcze większy wpływ na zmniejszenie 

udziału konformeru +sc w 5’monofosforanie azaurydyny. 

Procentowy udział konformeru +sc przedstawia się następująco:

U=607. 6-aza-U=407. 5’UMP=80% 5”azaUMP=157.

Zmniejszenie udziału konformeru +sc w 5’aza UMP można 

wyjaśnić elektrostatycznym oddziaływaniem między atomem azotu 

w pozycji 6 i ujemnym ładunkiem grupy fosforanowej. Potwier

dziły to obliczenia teoretyczne gęstości ładunku, które wyka— 

zaiły, że pozycja 6—urydyny jest centrum dodatnim, natomiast w 

6—aza—urydynie ujemnym, co w połączeniu z ujemnym ładunkiem 

grupy fosforanowej powoduje destabilizację konformeru +sc- W 

przypadku konformerów ap i —sc oddziaływanie takie nie 

występuje i te właśnie konformery są uprzywilejoviane dla 6-aza 

UMP. Również oddziaływaniem elektrostatycznym można inter

pretować wzrost populacji konformeru +sc w 5’UMP w stosunku do 

urydyny. W nukleotydzie występuje przyciąganie między centrum 

dodatnim zasady, tj. atomem i-węgla C6 a grupą fosforanową, 

powodując wzrost udziału konformeru +sc- Natomiast mniejszy 

udział struktury konformacyjnej +sc w 6-aza urydynie niż w 

urydynie wskazuje na istniejące odpychanie między atomem azotu 

w pozycji 6 a grupą 5’hydroksymetylencwą.

^5
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Il.S.b. Zależność między konformacją pierścienia cukrowego a 

orientacją egzocyklicznej grupy H^C5’—05’H 

Stwierdzono, że większemu udziałowi konformeru +sc odpo

wiada wzrost udziału konformacji C3’endo, natomiast 

konformacja C2’endo występuje w przewadze wtedy, gdy zwiększa 

się udział konformerów ap lub —sc C783.

46
m.



. »r '’1
■ . y:'
4r ' -I

If-i? .«*% -ŁM

^. ’ .9^.1

pdeC’^V.- < !iJ''

1^ r ‘iff.
'.‘=r-T.pk

•tl

! ’i'

t fk * *
. ■"'- 'r *^ '‘, .-■

0v ^4 - >» ■/**
■ ^ ^ V " ‘

J# ~m X
‘ 'it.

>k’
a

, A'4
i-«'~ ' . E" ’‘A

wi

r f...i

,fLi



111.1. Wykaz stosowanych skrótów

Cyd

Ado

£:Cyd

cMo

etenozwiązki

CydH -Cl 
CydH'^-NO~ 

CydH*•H^PO” 

Cyd CO, N---

Cyd •^HCl

^H^CydCO,N---

^^Cyd •

Cyd

cytydyna

adenozyna

etenocytydyna

etenoadenozyna

ogólna nazwa dla układów zawierają
cych dobudowany tzw. mostek etenowy 
do fragmentu zasady heterocyklicz
nej cząsteczki macierzystej.
Mostek etenowy tworzy łącznie z dwoma 
atomami azotu (endo- i egzocykliczny- 
mi> układ imidazolu sprzężony z 
pierścieniami pirymidynowymi lub pu— 
rynowymi

chlorowodorek cytydyny
\—

azotan cytydyny 

fosforan cytydyny

cytydyna, w której wymieniono atomy 
wodoru połączone z atomami azotu i 
atomami tlenu na deuter

deuterowany chlorowodorek cytydyny; 
cytydyna jest również O,N-deuterowana

cytydyna, w której wymieniano atomy 
wodoru połączone z atomami azotu i 
tlenu na deuter oraz dodatkowo wymie
niono na deuter atom wodoru połączony 
z atomem węgla CS

deuterowany chlorowodorek cytydyny, 
w którym cytydyna jest 0,N deutero- 
wana oraz atom wodoru przy węglu C5 
jest również wymieniony na deuter

deuterowany azotan cytydyny, gdzie 
cytydyna jest 0,N deuterowana

^7



|,|| f! ' ■ J

ijv- '^^^■ ■ V

|JV ; . ■ * '^;--
" ll': t

jSi»3ui«aifi»^ac }jUMI I .

wtyh^^J f

f?;v- ^*.^-, i|A *nyl»v
*fłY -

i
iysonuś*

< l- -T . ‘

-AU>t«I«<as mtb *WT/>«t an 1600
VM(Hvą.t« yr»«wFt»udob •'t3y3

|Pf . ■ • ■ •' yl)«aas uinmaga-^t ob
' jyJ: »i<ir<«VT7wti3A«p ij|x3aJ»/*s:a t.*rt
fumoMkt X ^insooi ymmmiJm *A94s<yi
—t -'obna) u40v«

_ « ynoftiNng^^ufosAbiaA^bai^ ^
$•'! LayvXoftvt:Jay-xX-I i«»A
,«y ■ '

’.• ■; ~-r«T7«r-'ij-.'f,' ▼.7^—
. r^ • * ■ ' ,rW"" \ V«Vt>y4X3

hr^-f ■; Tn^ . . . ™' - .' ■.' ■■ . -.•sf"

f'Ą' ■.' i pit>XA 7^0*; daJs X AKSorraiAtoq u*4r»bow

:,^r

>V«=’

- ‘y-t

’pA^Acłyo nażŁłia -*

♦ ^ ,lVAf^ ;|
' ę'A <—•

t-' ‘ - ‘. 'yiJmtth mn tjmli iiaaaó-Aia.^^\/ "■ ' ' ‘^ ' f ’.*-• ‘m(j * ^”^9
• >• ■ .1. ■ ■ ■'■, -if - •/' ■ ‘I. - 7^' • ‘ • ji'”* ■• ‘ ■ '■■■. ^ ''.’ił ^

*n*M(3^^UK>L-*4,0 iMpL anYbviya**
ymidh^' onairm idntif Onr^ftcH w *\anxbY-4y4 —

UHUtM iitkA.'.AŚm f AHC*XPA^ą U-%>bbH
—•iavM OMcnOabob mn urmff
ynBsbAictq u'tobcm mcS» sn'^oraotn
' ■' '^■''■'■'‘Ai'l ^ 1*r.Aa4* X;

^Yrnrbyiyb dm^ctitomcnolrt» ynaftons^amt- — 
, W,O ■ anyiMf^v^ ayyMhl *#

ulo*m U^ttow oo;:* oAtew
-»«4<jCib:a4i vnożf>#F*Yw i3t*''«wb'ł 4»»t

M . sl4© «v^4iv4y'^ ynii**cT«i
Hntym^-mżiarwdA Vj^ Anvbyxhva



^^Cyd •

Cyd • ^_PO3 4

^H^Cyd • ^3P0^

cCyd•HCl 
£Cyd-^HCl

^H^fiCyd • ^C1

^H®cCyd•^HCl

cCyd•HNO^ 
£Cyd • ^NO_

^^4:Cyd • ^ND.,

£CydH3P0^
£Cyd-^3P0^

- deuterowany azotan cytydyny; cytydyna 
jest D,N deuterowana oraz atom wodoru 
przy atomie węgla C5 jest wymieniony 
na deuter

- deuterowany -fosforan cytydyny; cyty— 
dyna jest 0,N deuterowana

- deuterowany fosforan cytydyny, gdzie 
cytydyna jest D,N deuterowana i do
datkowo deuter jest w pozycji 5;C5—D

- chlorowodorek etenocytydyny

- deuterowany chlorowodorek etenocyty— 
dyny; cCyd jest 0,N deuterowana

— chlorowodorek etenocytydyny deutero— 
wany przy atomach azotu i tlenu oraz 
w pozycji C5

— deuterowany chlorowodorek etenocyty— 
dyny, gdzie etenocytydyna jest 0,N 
deuterowana oraz dodatkowo wprowa
dzono deuter na miejsce atomu wodoru
w mostku etenowym przy atomie węgla C8

— azotan etenocytydyny

— deuterowany azotan etenocytydyny,
w którym cytydyna jest 0,N deutero
wana

- deuterowany azotan etenocytydyny,
gdzie cCyd jest 0,N deuterowana oraz 
dodatkowa wprowadzono deuter przy 
atomie węgla C5 -

— fosforan etenocytydyny

— deuterowany fosforan etenocytydyny, 
w którym etenocytydyna jest 0,N 
deuterowana
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S-MeCyd^-Cl

3-MeCyd -f40^

3-MeCyd -CH^SO^ 
3-MeCyd*CO,N-^H3-Cl'

3-MeCyd CO,N- H3-NO^

3-MeCyd*CO,N-^3 • CH^SO^

3-Me^H^Cyd*-Cl

3-Me^H^Cyd*-N0'

3-Me^^Cyd* • CH^SO^

Ado-HCl 
Ado • ^C1

Ado•HNO_

— deuterowany -fosforan etenocytydyny, 
gdzie etenocytydyna jest D,N deute— 
rowana oraz dodatkowa atom deuteru 
jest przy atomie węgla C5

— chlorek 3-metylocytydyny (atom 
wodoru przy atomie azotu N3 został 
zastąpiony grupą metylową)

— azotan 3—metylocytydyny ’

— metyl osiarczan 3—metylocytydyny

— deuterowany chlorek 3-metylo— 
cytydyny, gdzie cytydyna jest Q,N 
deuterowana

— deuterowany azotan 3—metylocytydyny, 
cytydyna jest D,N deuterowana

— deuterowany metylosiarczan 3-metylo— 
cytydyny, cytydyna jest 0,N deutero
wana

— deuterowany chlorek 3-metylo- 
cytydyny, gdzie cytydyna jest 0,N 
deuterowana oraz również jest deute— 
rowana przy węglu C5

— deuterowany azotan 3-metylocytydyny
. cytydyna deuterowana jest przy atomie 
węgla C5 oraz 0,N deuterowana

— deuterowany metylosiarczan 3-metylo- 
cytydyny, gdzie cytydyna jest 0,N 
deuterowana oraz dodatkowa deuter 
jest przy atomie węgla C5

— chlorowodorek adenozyny

— deuterowany chlorowodorek adenozyny 
gdzie adenozyna jest 0,N deuterowana

— azotan adenozyny
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— deuterowany azotan adenozyny; .
gdzie adenozyna jest 0,N deuterowana

— -fosforan adenozyny

— deuterowany fosforan adenozyny; 
adenozyna jest 0,N deuterowana

— chlorowodorek etenoadenozyny

— deuterowany chlorowodorek eteno— 
adenozyny, gdzie etenoadenozyna 
jest 0,N deuterowana

— deuterowany chlorowodorek adenozyny 
gdzie adenozyna jest 0,N deuterowana 
oraz deuter zastąpił atom wodoru 
przy atomie węgla CS

— fazowy kąt pseudorotacji

— amplituda maksymalnego pofałdowania

— kąt torsyjny wzdłuż wiązania C4’-C5”

— kąt torsyjny wiązania glikozydowego

— puryna

— pirymidyna

— cytozyna

— etenocytozyna

— donor

— akceptor

— analiza rentgenograficzna monokrysz
tał ów

— różnicowa kalorymetria skaningowa

— termograwimetria

— analiza elementarna





III.2. Numeracja atomów w oierścieniach heterocyklicznych
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IV. BADANIA WŁASNE: WYNIKI I ICH DYSKUSJA

IV.1. Wykaz obiektów badawczych

Cyd; Cyd- HCl; Cyd•HNO ; Cyd-H3PO^; Cyd•HCl0^; ‘

(Cyd>2-HC10^;
^H^Cyd; ^H^Cyd•^HCl; ^H^Cyd•^HN03; ^H^Cyd-^H3P0^;

dCyd-HCl; dCyd-HNO ;O dCyd-H3PO^; dCyd-HClO^;
(dCydl^-HCl; (dCyd)2*HN03; (dCyd)2*H3P0^; (dCydl^-HClO^;
cCyd; £Cyd•HCl; £Cyd•HNO3; £Cyd-H3PD^;
^ 5H £:Cyd; ^H^<rCyd • ^HCl; ^H^cCyd • ^HNO.^;

W
^H^£Cyd-^H3PQ^;

2 B 2 8H cCyd; H cCyd-HCl;

3-MeCyd •Cl ; 3-MeCyd -NO^; 3-MeCyd -CH^SO^;
3-Me^H^Cyd*-Cl ; 3-Me^H^Cyd* • NO ; 3-Me Vcyd* ■ CH„SO .;

o ^
Ado;

fAdo;

Ado-HCl; 

rAdo•HCl;

Ado-HNO^; Ado-H3P0^;

^H®Ado; ^H^AdoHCl

IV.2. Stosowane metody badawcze

IV.2.a. Analiza rentgenograficzna (X-ray)

W pracy mojej opieram się na danych, jakich dostarcza ana

liza X-ray: '

— o długościach wiązań i wartościach kątów w cząsteczce

— o konformacji cząsteczki (cztery parametry Altcny P, u , v,m
y>, '

— o systemie wiązań wodorowych w cząsteczce.

W celu porównania siły każdego wiązania wodorowego wprowa

dzono parametr AHB C1161, który wyraża stopień skrócenia od-
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ległości między atomami protonodonora (D) -i protonoakceptora 

(A) uwikłanymi w wiązanie wodorowe w stosunku do sumy promieni 
van der Waalsa A i D

AHB = (rD + rA) - da

rD, rA - promienie van der Waalsa atomów A i D

rO = 1,45 A; rN = 1,55 A; rCl = 1,86 A C1053

da - odległość między atomami A i D wynikająca z danych rent-
łgenogra-f i cznych

AHB = (rD rA) — da 10 a > 160

UruęiM parametrem charakteryzującym wiązanie wodorowe 

J®st parametr AW Cl163, czyli entalpia zmian w systemie 

wiązań wodorowych w porównaniu z entalpią tych samych układów 

będących uwikłanych w wiązanie wodorowe; —AH^ wyrażamy w 
kcal/mol.

Stosowaną przeze mnie tymczasową korelację między 
parametrami AHB i -AH° przedstawiono w Tabeli 7 C1003.
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TABELA 7

Zależność między długościami wiązań wodorowych wyrażonych przez 
parametry AHB a wartością różnicy entalpii —AH°

1*
AHB

2*
-AH°

AHB
moc

wiązań
wodorowych

’ H
AHB

2*
-AH° -AH°'^* moc

AHB ,wodorowych

O O 375 8,25
25 0,37 bardzo 400 9,00
50 0,75 słabe 425 9,75 0.030 mocne
75 1,12 450 10,50
100 1,50 “ —— ——— ———— ■
— 0.015 ■ 460 13,5

125 1,87 470 16,5 bardzo
150 2,25 480 19,5 0.300
175 2,62 słabe 490 22,5 mocne
200 3,00 500 25,5

225 3,75
250 4,50
275 5,25
300 6,00 0.030 średnie
325 6,75
350 7,50

11 —3 ®/ wartości AHB wyrażono w lO A
2* o/ wartości -AH wyrażono w kcal/mol 
3X ~AH^/ stosunek wyraża różnicę entalpii (w kcal/mol) przypa—

Cdającą na skrócenie wiązania wodorowego o 0,001 A, czyli o 
jedną jednostkę AHB.
W przypadku wiązań wodorowych bardzo słabych i słabychcskrócenie ich długości o każde 0,001 A zwiększa ich moc o 
0,015 kcal/mol. Takie samo skrócenie długości wiązań wodo
rowych w zakresie wartości AHB od 201-450 (wiązanie wodo
rowe średnie i mocne) zwiększa ich moc o 0,030 kcal/mol, a 
w zakresie wartości AHB od 451 do 500 aż o 0,300 kcal/mol.
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w efekcie skrócenia wiązań wodorowych o 50 jednostek AHB, 
czyli o 0,05 A w obrębie wiązań wodorowych bardzo słabych 
i słabych zwiększa ich moc o 0,75 kcal/mol, a w obrębie 
wiązań wodorowych średnich i mocnych o 1,5 kcal/mol, zaś w 
przypadku wiązań wodorowych bardzo mocnych o 15 kcal/mol.

IV.2.b- Spektroskopia w podczerwieni

Dane otrzymane z analizy rentgenograficznej odnośnie 

długości wiązań kowalentnych i wodorowych były mi pomocne przy 

interpretacji widm IR. Widma IR zapisywano na aparacie Perkin- 

-Elmer 180. Pracowano na płytkach z KBr. Widma wykonywano w 

postaci zawiesin krystalicznych substancji w nujolu i we 

fluorolubie. Dla ułatwienia śledzenia zachodzących zmian, 

widma IR pogrupowane są w pary, w których jedno dotyczy 

substancji normalnych, a drugie substancji deuterowanych. W 
zakresie od 4000-2000 cm ^ przedstawiono widma we fluorolubie, 

a od 2000—400 cm ^ widma w nujolu.

IV.2.c. Różnicowa kalorymetria skanningowa (DSC) i analiz a 

termograwimetryczna_(TSA)

Dane uzyskane z pomiarów termochemicznych (DSC i TGA) 

wykonanych w zespole prof.dr W. Zielenkiewicza umożliwiły mi 

uchwycenie i porównanie efektów endo i egzotermicznych oraz 

wielkości ubytków masowych, towarzyszących procesom topnienia, 

transformacji, dehydratacji i rozkładu badanych przeze mnie 
związków.
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IV.2.d. Metoda CNDO/2 _

W oparciu o geometrię cząsteczek ustaloną metodami rent- 

genograficznymi obliczono, według metody CNDO/2 samouwzględ- 

niającego się pola, pozytywne i negatywne gęstości elektronowe, 

które przypisano poszczególnym atomom danego związku. Wartości 

te były mi pomocne do określenia natury krótkiego wewnątrz- 

c^Ą=»teczkowego kontaktu 6C—H...05* w niektórych nukleozydach i 
ich solach.
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IV.3. Wyniki wcześniejszych ustaleń odnośnie struktury Cyd. 

cCyd ^ ich sol i chlorowodorkowych

IV.3.a. Struktury elektronowe Cyd i gCyd

Pierścień pirymidynowy w krysztale cytydyny (rys. 13) 

C973 jest hybrydą rezonansową, gdzie oprócz granicznej formy 

obojętnej istotny udziaił mają dwubiegunowe formy rezo

nansowe; w efekcie występuje znaczne wyrównanie długości wią

zań endocyklicznych przy równoczesnym wydłużeniu wiązania C2=0 

i skróceniu wiązania C4-N4 Cl183. W strukturze hybrydu rezo

nansowego pierścienia pirymidynowego w Cyd dochodzi do vMytwo- 

rzenia cząstkowych ładunków dodatnich na NI i N4 oraz 

cząstkowych ładunków ujemnych na C2 i N3. W postulowanej ko — 

niugacji prowadzącej do rozdziału ładunków nie bierze udziału 

tylko wiązanie NI—C2.

Wprowadzenie mostka etanowego do cząsteczki cytydyny

wiąże się z szeregiem istotnych zmian w długościach wiązań

fragmentu heterocyklicznego w etenocytydynie Cl 12,1193. We

fragmencie tym można wyróżnić dwa układy wiązań: trzy

sprzężone ze sobą wiązania podwójne C8=C7-N4=C4-C5=C6 oraz
Ó— ó"*"

dipol mezomerycznej grupy laktamowej 0t;7t---C2~-"N1 . Te dwa 

układy są od siebie oddzielone czterema wiązaniami C2—N3, 

N3—C4, N3—C8, NI—Cć>. Długości tych wiązań są zbliżone do 

długości wiązań pojedyńczych C-N.

Podsumowując, przejście Cyd—^rCyd drastycznie ogranicza 

rozsunięcie ładunków występujące w pierścieniu pirymidynowym 

cytydyny. To rozsunięcie ładunków w cząsteczce etenocytydyny 

sprowadza się tylko do dipola grupy laktamowej, który jest 

izolowany od układu sprężonych trzech wiązań podwójnych.
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IV.3.b. Protonowanie Cyd i sCyd za pomocą kwasu solnego

W czĄsteczce cytydyny protonowanie zachodzi na atomie 

azotu N3, zaś w etenocytydynie miejscem protonacji jest atom 

azotu N4. Silne rozsuniecie czą,stkowych ładunków dodatnich i 

ujemnych, jakie występuję w cząsteczce obojętnej cytydyny, 

zostaje w jej kationie zastąpione mocno ograniczoną delokali— 

zacją ładunku dodatniego Cl133. >

W obojętnej cząsteczce etenocytydyny rozsunięcie ładunku 

dodatniego i ujemnego ograniczało się do hybrydu rezonansowego 

grupy laktamowej, a po protonacji dochodzi do delokalizacji 

ładunku dodatniego na cały obszar obu pierścieni. W kationie 

etenocytydyniowym cząstkowy ładunek dodatni jest zlokalizowany 
na trzech atomach azotu NI, N3, N4.

Oprócz różnic są też podobieństwa strukturalne między 

obojętnymi cząsteczkami a ich solami. W cząsteczkach obojęt

nych cytydyny i etenocytydyny grupa karbonylowa jest włączona 

do mezomerii laktamowo—laktimowej, natomiast w obu kationach 
CydH^ i cCydH^ grupa karbonylowa ma charakter izolowanej grupy 

ketonowej. Mostek etenowy w tfCydH^-Cl posiada charakter 

izolowanego wiązania podwójnego C=C.

Uproszczone struktury elektronowe pierścieni heterocyk— 

licznych Cyd, sCyd, CydH ’Cl i eCydH -Cl przedstawiono na 

rysunku 13.
Przy przejściu Cyd—^ydH^ Cl 133 i sCyd--5-fCydH^ Cl 123

następują zmiany w długościach wiązań i w wartościach kątów.
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Rys. 13. Struktury elektronowe pierścieni heterocyklicznych 
Cyd 1 cCyd i ich soli chlorowodorkowych.
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IV.3.c. Konformacja molekularna fragmentów nukleozydów,;

Konformację badanych cząsteczek opisuję za pomocą 

czterech parametrów Altony C97,983:

~ P — -fazowy kąt pseud or ot acj i

— — amplituda maksymalnego po-fałdowania .

— y — kąt torsyjny wokół wiązania egzocyklicznego
C4’-C5’

~ X ~ torsyjny wiązania glikozydowego

Rodzaj i stopień pofałdowania pierścienia rybozowego jest 

charakteryzowany przez parametry P i V^, a konformacja egzo- 

cyklicznej grupy hydroksymetylenowej H^C5*-05’H i orientacja 

zasady względem pierścienia cukrowego są opisane kątami tor— 

syjnymi odpowiednio j'(05’-C5’-C4'-C3’) oraz ;^(C6-N1-C1’-Ol’> .

Te cztery parametry to najprostsza droga do opisu 

geometrii i konformacji cząsteczek nukleozydów (Rys. 14).

Dane te wskazują na podobieństwa konformacyjne istniejące 

wewnątrz obojętnych zasad: cytydyny i etenocytydyny oraz podo

bieństwa między CydH "Cl i £:CydH -Cl . Drastyczne różnice 

obserwuję przy przejściu od wolnej zasady do jej soli w posz
czególnych parach Cyd—^ydH^-Cl i eCyd—>-cCydH^-Cl”.

Pierścień cukrowy w obojętnych nukleozydach (Cyd i £Cyd> 
występuje w konformacji 3’endo (^T^), podczas gdy w formach

+ '*ł*protonowanych (CydH i ^CydH ) konformacja pierścienia cukro
wego jest 2’endo (^E,^T^). Wartości fazowych kątów pseudorota— 

cji dla Cyd i sCyd są niskie i bardzo podobne (9,1°; 10,6°),

podczas gdy dla ich soli chlorowodorkowych wartości P są wyso
kie i tak w CydH -Cl P wynosi 162° i jest to idealna wartość 

dla konformacji E, zaś w jsCydH -Cl P wynosi 170,5°, co wska-
- , O . 2 .2UJ© na OK w 8 odchylenie od E i prowadzi do kon-f ormeru.
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. Pomimo drastycznych różnic dla wartości P w Cyd,"" cCyd i

ich chlorowodorkach, pozostałe trzy parametry mają podobne war

tości. We wszystkich przypadkach łańcuch boczny przyjmuje kon
formację gauche^ (+sc według nowej nomenklatury), maksymalna

amplituda pofałdowania u oscyluje wokół wartości 38°. am ’
orientacja heterocyklicznej zasady wokół pierścienia cukrowego 

jest we wszystkich związkach anti. Jednak bardziej wnikliwa 

analiza konformacyjna wskazuje, że występujące różnice w war— 

tościach parametrów y i ^ powinny być brane pod uwagę.'

Kąty torsyjne wokół wiązania C4’-C5’ dla pary zasad (Cyd 
i £Cyd) są bardzo podobne (47,1°; 47,6°) i konformacja jest 

gauche (+sc), która w obu przypadkach jest zdeformowana ok. 
13° od idealnej konformacji gauche^. Wartość y w protonowanych 

nukleozydach (CydH^-Cl, «:CydH^-cI) też mieści się w zakresie 

konformacji gauche^, ale oba rotamery są znacznie mniej zde

formowane niż obojętne nukleozydy (w Cyd*HCl o wartość 6,5°, a 
w ^rCydH -Cl o 1,6°). Większe różnice występują w wartościach 

glikozydowego kąta torsyjnego chociaż wszystkie mieszczą
się w zakresie anti.

W obu obojętnych cząsteczkach wartość x Jest mniejsza od 
20°, a różnica między wartością x w Cyd i eCyd wynosi 8,5°,

podczas gdy w kationach wartości x są o ok, 
różnią się między sobą tylko o 3,1°.

30 wyższe

Według Altony C1023 wartości x wskazują na dwumodalny 

rozkład: gdy x — to konformacja dla rybozy jest 
3’endo, typ N gdy x = 52° -15°, to konformacja jest 2’endo typ

Dane nasze potwierdzają powyższą regułę, nie wskazują
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jednak, który z powyższych dwóch zakresów jest termodynamicz

nie bardziej stabilny.

Wszystkie powyższe dane są zebrane w tabelkach na rysunku 14.

IV.3.d. Krótki kontakt wewnątrzcząsteczkowy
W Cyd i «CydH"*^-Cl jest obserwowane "wiązanie" wewnątrz —

* o
cząsteczkowe C6-H...05’. W Cyd długość H...D wynosi 2,33 A, a 

+ - ®w sCydH -Cl 2,27 A. Według kryterium z pracy C1033 odległość
O

poniżej 2,4 A między atomami H...O może być zakwalifikowana 

jako słabe wewnątrzcząsteczkowe wiązanie wodorowe. W cząstecz

kach Cyd i sCyd cztery parametry charakteryzujące konformację 

cząsteczki są całkiem podobne, zaś o obecności wewnątrz— 

cząsteczkowego "wiązania" wodorowego C6-H...05’ występującego 
w krysztale Cyd może świadczyć 8,5° różnica w wartości kąta 

torsyjnego x między Cyd i eCyd.

Jak już wspomniałam, wewnątrzcząsteczkowe wiązanie
wodorowe tego typu występuje zarówno w Cyd jak i w «CydH^-Cl~, 

chociaż parametry P, y i X są drastycznie różne. Te obserwacje 

wskazują, że parametry konformacyjne są wzajemnie zależne i 

mogą prowadzić do różnych konformacji z minimum energii.

Jednak rola wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego
C6-H...05’ w Cyd i fCydH^-Cl jest nadal niejasna. Powstanie 

tego kontaktu może także zależeć od międzycząsteczkowego 

oddziaływania. Można postawić pytanie: dlaczego bliski kontakt 
C6—H...05* nie występuje w cząsteczce CydH^*Cl ? Wszystkie 

parametry konformacyjne protonowanych zasad są zbliżone. Obie 

cząsteczki występują w konformacji 2’endo, konformacje egzo- 

cyklicznej grupy hydroksymetylenowej jest (+)gauche, ułożenie 

części zasadowej względem pierścienia cukrowego jest anti.





Istniejące drobne różnice między parametrami wydają się byó 
wystarczające dla obecności w cCydH^*Cl wewnątrzcząsteczko

wego "wiązania” wodorowego między C6-H...05* C1043. Odległość
+ _ o oC6-H...05' w CydH *C1 wynosi 2,608 A, a w fCyd 2,54 A, czyli

w tycłi dwóch przypadkach są to odległości istotnie dłuższe od

tych, które według kryteriów rentgenogra-f icznych można

zakwalifikować jako wewnątrzcząsteczkowe "wiązanie" wodorowe
C1033.

IV.3.e. Oddziaływanie międzycząsteczkowe

Na rysunku 14 przedstawiono schematycznie wiązania wodo
rowe istniejące w monokryształach Cyd, £Cyd, CydH^-Cl i 
cCydn'^'-Cl”.

Oba obojętne nukleozydy wykazują wysoki stopień homoaso— 

cjacji. Liczba różnych wiązań wodorowych, w których bierze 

udział każdy nukleozyd jest równa liczbie grup N-H i O—H pro— 

tonodonorowych znajdujących się w cząsteczce Cyd i cCyd.

W przypadku cytydyny donorami w sieci międzycząsteczko— 

wych wiązań wodorowych są dwa atomy wodoru połączone z atomem 

azotu N4 oraz trzy atomy wodoru połączone z atomami tlenu 02', 

03’ i 05' we fragmencie cukrowym.

Funkcję protonoakceptorów pełnią: atom azotu N3, atom

tlenu z grupy karbonylowej jako podwójny protonoakceptor oraz 

dwa atomy tlenu z grup hydroksylowych 02’ i 03'. Centra proto— 

nodonorowe i protonoakceptorowe są rozłożone równomiernie we 

fragmencie cukrowym i zasadowym. Każda cząsteczka cytydyny jest 

połączona z innymi cząsteczkami za pomocą dziesięciu między— 

cząsteczkowych wiązań wodorowych. Całkowita energia tych lO 
HBs wynosi 7,98 kcal/mol.
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- Wprowadzenie mostka etenowego do cząsteczki Cyd (Cyd--^

—^sCyd) zmniejsza liczbę centrów protonodonorowych z pięciu 

do trzech. Zostaje zlikwidowana równowaga w rozdziale grup 

protonodonorowych 1 akceptorowych w zrCyd. W cząsteczce eCyd 

wszystkie grupy protonodonorowe (trzy) są skupione we fragmen

cie cukrowym. W pierścieniu heterocyklicznym są dwa centra 

protonoakceptorowe. W cząsteczce cCyd jest sześć wiązań wodo

rowych. Interesującym jest fakt, że całkowita energia tych 

sześciu wiązań wodorowych wynosi 9,78 kcal/mol i jest prawie o 

2 kcal/mol wyższa od energii wiązań wodorowych w Cyd.

W cząsteczce cytydyny najsilniejszym centrum protonoak- 

ceptorowym jest atom tlenu grupy karbonylowej, a drugim ważnym 

centrum jest atom azotu N3. W £Cyd najsilniejszym centrum pro— 

tonoakceptorowym jest atom azotu N4. W cytydynie wszystkie 

grupy hydroksylowe występują jako akceptory i donory. Ich 

zdolności protonoakceptorowe są niskie. W £Cyd zaś grupy 

hydroksylowe są silnymi centrami protonodonorowymi, a tylko 

atom tlenu 03’ Jest protonoakceptorem. Protonowanie Cyd zmie

nia własności protonodonorowe i protonoakceptorowe cząsteczki. 

Grupy hydroksylowe prawie całkowicie zatraciły swoje własności 

protonodonorowe i protonoakceptorowe. Protonowana cząsteczka 

cytydyny występuje prawie wyłącznie jako protonodonor, centra 

donorowe zlokalizowane są we fragmencie heterocyklicznym. Rolę 

protonoakceptora spełnia tu anion chlorkowy. Każdy anion Jest 

poczwórnym protonoakceptorem, łącząc w ten sposób cztery 

kationy. Bezpośrednia homoasocjacja kationów dochodzi do głosu 

tylko poprzez bardzo słabe wiązanie wodorowe międzycząsteczko

we 03’—H...02’. Dwa silne centra protonoakceptorowe w Cyd (02
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i N3) całkowicie zatraciły te własności w kationie CydH^, atom 

tlenu na skutek zmienionego charakteru wiązania C=0, które nie 

uczestniczy w mezomerii laktamowej i zachowuje się w kationie 
CydH^ jak izolowana grupa ketonowa. Atom azotu N3 na skutek 

protonacji i częściowego ładunku dodatniego umieszczonego na 
tym atomie.

Protonowanie ^:Cyd, prowadzące do £CydH^*Cl~, zmniejsza 

istotnie system homoasocjacji w ^CydH^ na skutek likwidacji 

własności protonoakceptorowych atomu azotu N4 i tlenu grupy 

karbonylowej C=0. Jedynym centrum protonoakceptorowym w katio
nie ^rCydH^ pozostał atom tlenu 05’. W krysztale irCydK^-Cl”" 

każdy anion chlorkowy jest potrójnym centrum protonoakceptoro- 
wym, łącząc wokół siebie trzy różne kationy cCydH^. Bezpo

średnia homoasocjacja kationu fCydH dochodzi do głosu poprzez 
bardzo słabe wiązanie wodorowa 02’—H...05’.

Mimo podobieństw występują interesujące różnice między 
strukturami kryształów CydH'*’-Cl i £CydH^-Cl'“. Trzy ważne 

centra protonodonorowe CydH*^ są zlokalizowane w części cyto— 

zynowej, podczas gdy w £CydH tylko jedna grupa protonodonoro— 

wa znajduje się w pierścieniu heterocyklicznym, a pozostałe 

dwie grupy znajdują się we fragmencie cukrowym.

Siła czterech wiązań wodorowych z anionem chlorkowym jest 

wyraźnie różna w CydH -Cl s trzy z nich mają średnią moc, pod
czas gdy czwarte jest słabe. W £CydH*^*Cl~ jedno wiązanie wodo

rowe jest silne, jedno jest średniej mocy i Jedno jest słabe. 

Wartości aktywności donorowych powyższych wiązań wynoszą
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N4-H N3-H N4-H 05*-H 03*-H N4-H 02*-H
3,3£> 2,84 2,39 1,70 1,01 0,82 2,39

£CydH^ CydH'*’ CydH'*’ z:CydH"*^ ^rCydH'*’ CydH'*’ CydH^
kcal/mol

Trzy najbardziej kwaśne protony są związane z atomem
"f —azotu. Także grupa hydroksylowa 05*-H w rCydH -Cl ma dosyd 

wysoką aktywność protonodonorową.

IV.3.-f. Interpretacja widm w podczerwieni dla Cyd, gCyd j 

i-Ed chlorowodorków

Przeprowadzona powyżej strukturalna analiza porównawcza 

Cyd, cCyd i ich chlorowodorków oparta o dane rentgenogra-f i czne 

wykazała, że przekształcenie cząsteczki cytydyny w 

etenocytydynę jak i protonowanie tych cząsteczek wprowadza 

szereg istotnych zmian strukturalnych zarówno we -fragmencie 

heterocyklicznej zasady jak i we fragmencie cukrowym, a także 

w ich wzajemnym przestrzennym usytuowaniu i oddziaływaniach. 

Dane rentgenograficzne postanowiłam porównać z widmami tych 

preparatów w podczerwieni. Widma IR krystalicznych preparatów 

z powodu silnej homoasocjacji, w której uczestniczą wszystkie 

grupy OH i N—H jako protonodonory, są bardzo trudne a 

właściwie niemożliwe do pełnej interpretacji, czyli do 

przypisania każdemu pasmu oscylacji określonego wiązania. W 

celu ułatwienia tego zadania otrzymano substancje 0,N— 

-deuterowane, na których widmach IR obserwuje się daleko idące 

zmiany w stosunku do widm preparatów niedeuterowanych, dla 
których rejon 3500—1500 cm ^ był nieczytelny. W preparatach 

deuterowanych można w tym rejonie zaobserwować cztery zespoły 

pasm. Trzy z nich pochodzą od drgań walencyjnych trzech 

różnych typów wiązań X-H.
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Pierwszy zakres 3500—3200 cm ^ oraz zakres 2800—1900
-1cm , to pasma odzwierciedlające międzynukleozydowe lub 

międzyjonowe oddziaływania pochodzące od drgań rozciągających 
wiązań N-H; N-^H; O-H; O-^H.

Drugi zespół pasm jest skoncentrowany w rejonie 3200-2800
-1cm ; wywodzi się on od drgań walencyjnych wiązań C-H.

W zakresie 1800—1500 cm ^ występują pasma wywodzące się 

od drgań walencyjnych wiązań podwójnych C=0; C=N; C=C i drga

nia pierścieni heteroaromatycznych.

□mawianie widm IR rozpocznę od pasm odzwierciedlających 

oddziaływanie międzynukleozydowe, tj. rejon 2800-1900 cm W

rejonie tym występują dwa lub więcej szerokich i większości 

złożonych pasm. Kształt i intensywność tych pasm wskazuje na

wyraźne różnice między rozpatrywanymi nukleozyriami. Różnice te
2biorą początek od różnego typu i liczby wiązań N- H i O—"'"H 

uwikłanych w różny typ wiązań wodorowych (Tabela 8).

W Tabeli S przedstawiono IS międzycząsteczkowych wiązań
•I- —wodorowych występujących w kryształach Cyd, cCyd, CydH -Cl , 

cCydH^-Cl . Przyjmuję, że te same sieci wiązań wodorowych, 

które są obserwowane w kryształach technikami rent— 

genogra-ficznymi występują też w kryształach 0,N deuterowanych

pochodnych. Wszystkie pasma występujące w rejonie 2600-1900
— 1 2 2 cm przypisuję drganiem walencyjnym wiązaiń 0- H i N- H, które

uczestniczą w międzycząsteczkowej asocjacji. Upraszczając
sprawę, zakładam, że parametr -AH° charakteryzuje równie

dobrze względną siłę wiązaiń wodorowych jak i deuterowvch.
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3ELA S- Porównanie typów wiązań wodorowych występujących w kryszta— j 
łach Cyd, £:Cyd i ich solach chiorowodorkowych. Względna siła 
pojedyńczych wiązań wodorowych jest scharakteryzowana przez
wartość -AH°

Bgment
listeczki

Cyd sCyd
D -H o i>D —^H. . . Ac 

o
-AH° 

kcal/mol
--^c

uD -‘■H...AC o
-AH° 

kcal/mol

•ęść Ń3-H — ' — — —
»sa-
Dwa

N4-H* ...02*
(v2480) 0,70 — — '

N4-H" . . .02
(u2570) 0,4ł - —

^ęśó 02*-H ...03* 
(k2590) 0,39 __ 03*

ł>2440 1,49
likrowa 03*-H __N4

v2430 1,05 ...N4
ł>2250 2,20

05*-H . . .02
V2360 1,44 . . .02

1^2500 1,20
j^SBSssrsssssss sssaesuBssra jBsasxssaesssssssaBSSSSSs Lzssa3===£=s3 ======■==»===*= 3== ==========:=a
^gment
listeczki

CydH'*'-Cl xrCydH'*'- Cl”
D -H o ...^c

vD - H...AC o
-AH°

. kcal/mol
...^c

vD - H-.-Ac o
-AH° 
kcal/mol

;ęśó N3-H __ Cl~
v220O 2,84 — —

isa-
iwa N4-H’ ...CI~

v2320 2,39 ...Cl”
v2150 3,68

N4-H" ...Cl“
i>2410 0,62 - —

|ęśó 02*-H ...Cl~ 2,39 ...05’ 0,23
bkrowa 03’-H ...02’

v2580 0,38 ...Cl” 
U250O 1,01

■ C5*-H • *»• 03 ^ 0,01 ...Cl”
U2430

1

1,70

Wysoki parametr —AH odpowiada mocnemu wiązaniu wodorowe—
2mu. Z sześciu wiązań wodorowych N— H można wyróżnić trzy silne 

i trzy słabe wiązania wodorowe. W tych silnych wiązaniach wo
dorowych protonodonory są w istocie w postaci N^—a nie w
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postaci N— H, ponieważ wiązania te są obecne w >kryształach 

CydH -Cl i sCydH -Cl . Analiza rentgenogra-f i czna jednoznacz

nie określa miejsce protonowania. W obu wyżej wymienianych 
solach proces ten zachodzi na atomach azotu (na N3 w CydH^-Cl 

i na N4 w .cCydH^-Cl ). Z danych X—ray wnioskuję także, że 

dodatni ładunek w obu kationach jest zdelokalizowany również 

na inne atomy azotu. Ponieważ w tych trzech silnych wiązaniach 

wodorowych centra donorowe są łatwo dostępne dla anionów 
chlorkowv'ch, przyjmuję, że różnice w wartościach AHB lub —AH°

^ -f.tych wiązań odzwierciedlają względną kwasowość grup N -H,
/ł

czyli względną aktywność protonodonorową. W konsekwencji 

najsilniejszą grupą protonodonorową wśród omawianych nukleozy
dów jest grupa N^4|-H w cCydH^-Cl ; -AH° = 3,68. Wśród dwunastu 
wiązań wodorowych z grupami O-^ można wyróżnić cztery bardzo 

słabe i osiem słabych wiązań wodorowych. Moc tych wiązań waha 

się w granicach od 0,01 do 2,63 kcal/mol. Ponieważ grupy O-H, 

uczestniczące w dwunastu wiązaniach wodorowych O-H...Ac od- 

działywują z czterema różnymi centrami protonoakceptorowymi, 

których rolę pełnią: atomy azotu, grupa karbonylowa, grupy 

hydroksylowe i aniony chlorkowe, więc trudno jest porównać ich 

własności protonodonorowe i określić względną "kwasowość".

Rejcn drgań rozciągaiacvch wiązań podwóinvch (1750-1500 cro~^>

W rejonie tym oprócz pasm wywodzących się od drgań roz

ciągających wiązań podwójnych C=0, C=N i C=C występują także 

pasma pochodzące od drgań rozciągających pierścieni heterocyk

licznych jak również obecne są pasma od drgań zginających wią

zań N-H i 0-H. Aby wykluczyć z poniższej dyskusji te ostatnie
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pasma, mnie interesować widma IR preparatów 0,N deutero—
wanycb. W rejonie 1750—1500 cm ^ można zaobserwować trzy lub 

cztery interisyv'>»ne i przeważnie szerokie pasma absorpcyjne. 

Ponieważ pasma te sa, w pewnym stopniu pochodnymi elektronowych 

struktur heterocyklicznych -fragmentów zasadowych nukłeozydów, 

ich interpretację będę opierać o struktur>' elektronowe tych 

fragmentów omównionych wcześniej (rys. 13).

Crtery pasma pojawiające się na widmie IR cytydyny w za
kresie 1750—1500 cm ^ można przypisać następująco; 1640 cm ^ — 

pasmo dla drgań grupy kar bony loviej C=Q będącej silnie wciąg

niętej w mezomerię laktamową. Pasma i605 i 1500 cm-1

odpowiadają drganiom pierścieni heteroaromatycznych, zaś pasmo
przy 1520 cm ^ pochodzi od drgań rozciągających wiązania egzo—

cyklicznego C4—N4, które ma częściowo charakter wiązania pod—
2 + —wójnego (widmo nr i). W widmie IR protonowanej Cyd (Cyd H -Cl ) 

•w zakresie 1750—1500 cm ^ nadal są cztery pasma, ale z powodu 

zmian w elektronowej strukturze protonowanego fragmentu 

pirymidyny obserwuję wyraźne ich przesunięcie w stronę wyższej 

częstości i lepsze ich rozdzielenie. Grupa karbonylowa, nie 

będąc uwikłana w żaden rodzaj meroinerii, absorbuje przy 1710 
cm Pasmo to jest przesunięte o 70 cm ^ w stronę wyższej 

częstości w stosunku do tego, które występuje na widmie IR 

Cyd. Jest to konsekwencją protcnowania na atomie azotu N3, 

która znosi rozdzielenie ładunków obecne w Cyd i wprowadza de—

lokalizację ładunku- Przy 1520 i 1530 cm-1 występują pasma
pochodzące od zdeformowanych drgań walencyjnych pierścienia 
heteroaromatycznego. Silne pasmo przy 1655 cm ^ pochodzi praw

dopodobnie od drgań walencvjnych dwóch skoniugcwanych wiązań 

podwójnych 6C=C5-C4=NH^ Ciośl (widmo nr 2).
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Wprowadzenie mostka etenowego do cząsteczki cytydyny wy— ^ 

raźnie zmienia strukturę elektronową cząsteczki oraz widmo IR.

W zakresie 1750-1500 cm-1 występują tylko trzy pasma
absorpcyjne przy 1675 cm 1615 cm ^ i 1540 cm Pierwsze z 

nich pochodzi od drgań walencyjnych vC=0 i jest przesunięte w 
stronę wyższej częstości p 35 cm ^ w stosunku do odpowiadają

cego mu pasma na widmie IR Cyd. Grupy karbonylowe w dwóch nu— 

kleozydach Cyd i sCyd uczestniczą w mezomerii laktamowej lub 

imino—enamino—laktamowej, ale ponieważ rozdzielenie ładunku w 

sCyd jest mniejsze, dlatego wiązanie C=Q jest krótsze w sCyd i 

w konsekwencji drgania walencyjne uC=Q są przesunięte do 

wyższych częstości. Grupa laktamowa nie jest skoniugowana z 

drugim chromo-forem obecnym w rCyd, tzn. z systemem trzech sko— 

niugowanych wiązań podwójnych. Ten chromofor jest zaznaczony 
na widmie IR £Cyd przez dwa pasma 1615 i 1545 cm ^ (widmo nr 

3). Podobnie bardzo duże zmiany wprowadza protonowanie fCyd, 

chociaż różne od tych, które obserwujemy w protonowanej Cyd. 

Podobieństwa koncentrują się w częstościach drgań grupy karbo— 

nylowej, która w obu kationach posiada drgania walencyjne

przesunięte w stronę krótszych długości -fal i tak dla drgań
2 + — —1 vC=0 w £Cyd H -Cl częstość wynosi 1720 cm (widmo nr 4), a

dlaVc=0 w Cyd H *C1 częstość wynosi 1710 cm Wiązanie pod

wójne z mostka etenowego C=C nie Jest skoniugowane z innym i

-1

absorbuje przy 1630 cm-1
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Re_1on drgań rozciąga iacvch wiązań C-H występuj ac vch we
fragmentach heterocykl i cznvch zasad 3200-3000 cm ^ i_ 

częściach cukrowych 3000-2800 cm ^

Na widmach IR preparatów 0,N deuterowanych nukleozydów 
można w rejonie 3200—2800 cm ^ wyróżnić dwa kompleksy pasm od

dzielone od siebie głtębokim minimum przy ok. 3000 cm Ostre 

pasma zlokalizowane przy wyższej częstości pochodzą od drgań

walencyjnych fragmentów zasad heterocyklicznych. Atomy
2 ~węgla występują tu w hybrydyzacji sp . Drugi zespół drgań 

pojawiający się przy niższych częstościach 3000-2800 cm~^ 

związany jest z drganiami walencyjnymi uC-H fragmentów cukro
wych. Węgiel posiada tu hybrydyzację sp^. We fragmentach zasad 

heterocyklicznych w przypadku pary Cyd i CydH^*Cl występują 

dwa wiązania C-H (przy atomach węgla C5 i C6>, więc można się 

spodziewać dwóch pasm absorpcji. Zaś w przypadku £Cyd i 
tfCydH^-Cl występują cztery wiązania C-H (przy atomach węgla 

C5, C6, C7 i C8), czyli można oczekiwać czterech pasm 

absorpcji.

W widmie IR Cyd (widmo nr 1) występuje tylko jedno 

szerokie pasmo absorpcji z maksimum przy 3080 cm Na pod

stawie danych rentgenograficznych wnioskuję, że endocykliczne 

wiązania we fragmencie zasady heterocyklicznej w krysztale Cyd 

są uśrednione (z wyjątkiem wiązania N1-C2), co może powodować 

uśrednienie drgań dwóch wiązań C-H do jednego pasma absorpcji 

na widmie IR Cyd. Fakt, że oba wiązania C-H posiadają jedno 

pasmo absorpcji, może być także spowodowany istnieniem słabego 

wewnątrz cząsteczkowego ''wiązania*' wodorowego między 
C6-H__C5” .
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w preparacie 0,N deuterowanym cytydyny wprowadzono także 

deuter na miejsce atomu wodoru przy atomie węgla C5. Na widmie 

IR tego preparatu obserwuję wyraźne zmniejszenie intensywności

pasma absorpcji przy 3080 cm-1 Na widmie IR preparatu

Cyd H *C1 występują dwa dobrze rozdzielone ostre pasma przy 
3120 cm ^ i przy 3060 cm ^ (widmo nr 2).

^ Z analizy struktury elektronowej protonowanej Cyd

wnioskuję, że pierwsze z wyżej wymienionych pasm pochodzi od

drgań walencyjnych uC5-H, ponieważ atom f/ęgla C5 jest bliżej

ładunku dodatniego, który jest rozprzestrzeniony na atomach

azotu N3; N4 niż atom węgla C6. Dowodem na to jest widmo IR 
2 5 2 + —preparatu H Cyd H ■Cl , w którym oprócz wymiany atomów wodoru

przy atomach 0,N na deuter wprowadzono również atom deuteru w

miejsce atomu wodoru przy atomie węgla C5. Pasmo absorpcji,
które było zlokalizowane przy 3120 cm ^ uległo bardzo

wyraźnemu zmniejszeniu (widmo nr 2). W widmie IR xrCyd obserwuję

cztery pasma absorpcji pochodzące od drgań walencyjnych

czterech wiązań vC z—H. Występują one przy następującychsp
liczbach -falowych: 3150 cm~^, 3105 cm~^, 3085 cm~^, 3070 cm~^ 

(widmo nr 3).

Protonowanie eCyd wprowadza duże zmiany na widmie IR pre—
2 -ł- —paratu sCyd H -Cl ; w rezultacie otrzymuje się cztery rozdzie

lone pasma wywodzące się od drgau^ walencyjnych vC-H przy nas
tępujących częstościach: 3200 cm~^, 3150 cm~^, 3120 cm~^, 3075 

cm Dwa pierwsze pasma przy wyższej częstości pochodzą od 

drgań walencyjnych vC8-H i vC7—H, a pozostałe dwa drgania 

walencyjne to uC5-H i vC6-H (widmo nr 4).
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Dosyć duże przesunięcie pasm pochodzących od drgań wiązań

C—H z mostka etanowego w stronę wyższych częstości można

wyjaśnić tym, że wiązanie C7=C8 posiada charakter izolowanego

wiązania podwójnego oraz występuje efekt indukcyjny; na obu

atomach azotu N3 i N4 zlokalizowany jest cząstkowy ładunek

dodatni. *
Synteza preparatu cCydH^-Cl dodatkowo selektywnie deute—

rowanego w pozycji C8 w mostku etanowym vjykazała, że na widmie
IR pasmo występujące przy 3200 cm ^ bardzo znacznie zmniejsza

intensywność, czyli stąd można wyciągnąć wniosek, że pochodzi
ono od drgania vC8—H. Pasmo przy 3070 cm ^ przypisuję drganiom 

• —1 _uC6—H, a przy 3120 cm drganiom vC5—H. Do takiego przypisania

poszczególnych pasm upoważniają mnie dane z analizy rentgeno—
graficznej dotyczące bliskiego kontaktu C6-H...05’, występują-

2 + —cego w cząsteczce cCyd H -Cl .

Przeprowadzono również reakcję selektywnego deuterowania
2 5 + —soli cCyd dodatkowo w pozycji C5. Na widmie IR H cCyd^^H *C1 

nie występuje pasmo przy częstotliwości 3120 cm~^, czyli nale

ży ono do drgań vC5-H.

Drgania walencyine łC—H części cukrowe i 

We wszystkich badanych związkach występuje ta sama liczba 

wiązań C-H we fragmencie cukrowym. Jest ich w sumieG, 

Bardzo trudno jest przewidywać zmiany w pasmach absorpcji 

drgań walencyjnych vC-H części cukrowej, ponieważ protonowanie 

czy wprowadzenie mostka etenowego nie obejmuje bezpośrednio 
reszty cukrowej nukleozydu.
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Przegląd rejonu drgań w części cukrowej pokazuje, 

że nie ma prostej korelacji między konformacją pierścienia 

cukrowego a położeniem pasm absorpcji pochodzących od drgań 

walencyjnych vC—H fragmentu cukrowego.

Wstępna analiza porównawcza widm IR badanych związków w 

tym rejonie, w którym występują drgania uC-H reszt cukrowych 

zachęca do otrzymania preparatów selektywnie deuterowanych np. 

w grupie metylenowej i przy atomie węgla Cl', gdyż 

wtedy można by poszczególne drgania skorelować z konformacją 

pierścienia cukrowego i konformacją łauScucha bocznego 
Co'H^-OS'H.
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IV. 4. Wpływ przeci wanionów N0_ i. H^PO^ na konformacje protonowaneao^ 

kationu CydH^ — wvniki wcześniejsze

Postaram się teraz odpowiedzieć na pytanie czy, a o ile 

tak, to jaki wpływ na konformację i strukturę elektronową pro— 

tonowanych nukleozydów wywiera różny przeciwanion.

Zajmę się omówieniem cytydyny protonowanej kwasem azoto
wym czyli CydH^-NO^, którego struktura monokryształu została 

rozwiązana na drodze "rentgenograf icznej C1073. Anion azotanowy 

NO^ stosunkowo rzadko występuje w jonowych strukturach 

organicznych, stąd niezbyt dużo wiemy o jego zdolnościach 

asocjacyjnych, które muszą być istotnie inne od anionu 

chlorkowego. Płaska struktura i delokalizacja ładunku ujemnego 

na trzy atomy tlenu stwarza możliwości dimeryzacji anionu NO.^ 

z odpowiednio usytuowanymi grupami protonodonorowymi części 

kationowej.

Długości wiązań i kąty walencyjne w kationie cytydyniowym 

ze soli azotanowej przedstawiono na rysunku 15.
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Porównanie tych danych z danymi uzyskanymi dla kationu 

cytydyniowego soli chlorowodorkowej wykazuje, że nie ma 

wyraźnych różnic w wymiarach długości wiązań i w wartościach 

kątów części cytozynowej i na tej podstawie zakładam, że 
struktura elektronowa kationu cytydyniowego w CydH^*NO^ winna 

być taka sama lub bardzo podobna do tej zaproponowanej 
wcześniej dla kationu CydH^ w soli chlorowodorkowej. Inna jest 

wartość kąta torsyjnego x (17,0°) wiązania glikozydowego w 

CydH od tej, którą obserwuje się w CydH -Cl ~ 45,7°). 
Obie te wartości, mimo że różniące się o blisko 30°, mieszczą 

się w zakresie konformacji "anti".

•N -AH'’Itcoi l/mol
MM

M.^5

0 0

CycL • NO^

M.58

/
-

V "9cm r X
2>'en<Lo cuntL

A2.7° 35.4“ 53.6“

Rys. 16





Fakt ten jest prawdopodobnie powszechny w nukleozydach, w 

których występują różnice w konformacjach cząsteczkowych i w 

oddziaływaniach międzycząsteczkowych, nie znamy jednak dotąd 

przyczyn, które powodują tak znaczne różnice w wartościach 
kątów torsyjnych ;^^''anti’^.

Na rysunku 16 przedstawiono schematycznie system wia^zań 
wodorowych w soli azotanowej cytydyny jak również w tabeli 
podano wartości czterech parametrów Altony.

Pierścień cukrowy w CydH^*NO^ posiada konformację 3'endo 
2'egzo (^T^)» Konformacja pierścienia cukrowego jest charakte

ryzowana przez fazowy kąt pseudorotacji P, który wynosi 12,7° 

i amplitudę maksymalnego pofałdowania równą 35,4°.

torsyjny wokół egzocyklicznego wiązania C4'-C5' y wynosi 
53,6°, co oznacza, że jest preferowana konformacja g'*’<-»-5c). 

Kąt torsyjny wiązania glikozydowego x wynosi 17,0°, czyli 
wartośó jego mieści się w zakresie antil

Konformacja pierścienia cukrowego w azotanie cytydyny 
CydH^-NO^ jest wyraźnie inna od obserwowanej w chlorowodorku 

cytydyny CydH'*^-Cl , natomiast jest bardzo podobna do te i, 

która charakteryzuje wolną zasadę Cyd.

Pierścień cukrowy w cytydynie występuje w konformacji 
3'endo (^T^). P wynosi 37,9°, a ma wartośó 37,9°. Kąt tor- 

syjny dla wiązania C4'-C5' y wynosi 47,1° i przyjmuje konfor
mację g^, a kąt torsyjny x przyjmuje wartośó 18,4° i mieści 

się w zakresie "anti".

W obu związkach tzn. w Cyd i CydH •NO^ obserwuje 

wewnątrzcząsteczkowe "wiązanie" wodorowe C6-H...05'.
się
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“ł“ ““Anion azotanowy w krysztale CydH *N0 znajduje się nad
w

0kationem cytydyniowym w odległości 3,2 A i pokrywa się z re

gionem C4—C5—C6-N1 kationu cytydyniowego. W efekcie powstaje 

"para jonowa" na skutek elektrostatycznego przyciągania między 

cząstkowymi ładunkami ujemnymi anionu NO^ zlokalizowanymi na 

NIO, 012 i 013 oraz cząstkowymi ładunkami dodatnimi kationu 

cytozyniowego zlokalizowanymi na NI, N3, C2 i C4 — co w 

uproszczony sposób przedstawia rysunek 17.

Rys. 17
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Sieć wiązań wodorowych w CydH^•NO (TABELA 9)

D-H...A —AH° kcal/mol

wiązania międzycząsteczkowe

N3-H3...013 2,61 .
N4-H’...011 0,29 >
N4-H"__012 0,01
02'-H...011 0,01
03'-H__ 05' 1,00
05'-H...02 0,01
C5-H.. .013 1,53

"wiązania" wewnątrzcząsteczkowe

C6-H__05' 3,05
02'-H...03' 1,28

Najsilniejszym wiązaniem wodorowym jest wiązanie N3—H... 

...013. Grupa hydroksylowa 02'—H jest protonodonorem i tworzy 

rozgałęzione wiązania wodorowe, z których jedno jest między- 

cząsteczkowym wiązaniem wodorowym 02'—H...011, a drugie jest 

wewnątrzcząsteczkowym wiązaniem wodorowym 02'-H...03'.

Podobne wewnątrzcząsteczkowe wiązanie wodorowe 02'-H...03' 

jest obserwowane w ^AdoH *C1 , ale pierścień cukrowy występuje
■ *3w tej cząsteczce w konformacji 2'endo C^T.,) .o

W krystalicznym azotanie cytydyny występują także dwa 

"wiązania" wodorowe C-H...0 z udziałem atomów wodoru H5 i H6. 

Jedno z tych wiązań C6—H...05' to wewnątrzcząsteczkowe 

"wiązanie" wodorowe, bardzo podobne do obserwowanego w Cyd.

lepszego zbadania wpływu przeciwanionu na konformację 

i strukturę elektronową protonowanych nukleozydów otrzymałam

95





również fos-Foran cytydyny CydH -H-PO.. Otrzymałam także D,N

deuterowane analogi -fosforanu i azotanu cytydyny oraz ich
2specyficzne deuterowane sole w pozycji C5— H (widmo nr 7).

W widmach IR tych preparatów (widmo nr 6,7) w zakresie

2800—1900 cm gdzie występują drgania walencyjne wiązań
2 2i>N— H i v0— H można zaobserwować różnice, co świadczy o 

różnych systemach wiązań wodorowych w omawianych dwóch solach! 

azotanie i fosforanie cytydyny.

W rejonie 3200-3000 cm gdzie obserwuje się drgania

walencyjne wiązań i^C—H w azotanie cytydyny są widoczne dwa 
nakładające się pasma przy 3085 cm ^ (dla vC5-H) i 3080 cm~^

(dla vC6-H). Takie przypisanie pasm jest na pewno prawidłowe.
co wynika z widma IR '^H'^CydH -NO , na którym pasmo przy 3085
cm ^ nie występuje.

W fosforanie cytydyny CydH -H^PO^ w rejonie 3200-3000
-1cm występują również dwa blisko położone pasma, tym razem 

pasmo przy 3080 cm ^ odpowiada drganiom vC5-H, a przy 3070 

cm ^ drganiom vC6—H.

W zakresie 1750-1500 cm ^ dla drgań rozciągających wiązań 

podwójnych nie obserwuje się większych zmian z wyjątkiem 

różnicy dla pasma odpowiedzialnego za drgania grupy 

karbonylowej C=0. I tak w CydH ‘MO— drganie to występuje przy 
1685 cm a w CydH^-H^PO drgania grupy karbonylowej 

występują przy 1700 cm Różnica ta może wynikać stąd, że w 
azotanie cytydyny tlen karbonylowy jest protonoakceptorem dla 

atomu wodoru z grupy hydroksylowej 05’-H (05’-H...02) (patrz 

widma 6 i 7).
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Na widmie (nr 5) porównuję 0,N deuterowane preparaty 

azotanu i -fosforanu cytydyny z D,N deuterowanymi preparatami! 
cytydyny i chlorowodorku cytydyny.

Widma IR CydH •NO^ i CydH •H^PQ są wyraźnie inne od
widma CydH"^-Cl w rejonie drgań rozciągających vC z-H, ale są

Sp
one podobne do widma cytydyny w tym zakresie. Na tej podstawie
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przypuszczam, ±e protonowany-kation CydH^ w CydH^^H^PO^ posia

da wewnątrzczĄsteczkowe 'wiązanie' wodorowe C6-H...05',

podobnie jak wolna zasada Cyd i azotan cytydyny CydH 'NO^, 

których istnienie postuluje analiza rentgenogra-ficzna. Celowe 

w tym miejscu jest pytanie, czy moje przypuszczenie jest 

uzasadnione, tzn. czy postulowane wewnątrzcząsteczkowe,“wiąza

nie” wodorowe jest istotnie związane z konformacją pierścienia 

cukrowego (2'endo lub 3*endo>. Odpowiedź na to pytanie może
*ł*dać analiza rentgenogra-f iczna dla CydH -H„PO (w tym czasie,^ *T

gdy to pisałam, analiza X—ray dla -fos-foranu cytydyny była w 
toku).

Z danych X—ray dla CydH^-NO^ i dla Cyd wynika, źe w obu 

monokryształach występują wewnątrzcząsteczkowe "wiązanie" 
wodorowe.

Podobna jest także konformacja całych cząsteczek w obu 

kryształach (podobne cztery parametry konformacyjne Al tony). 

Na szczególne podkreślenie zasługuje taka sama konformacja 
pierścieni cukrowych w obu związkach, tzn. 3’endo (^T^)- Czyli 

przy przejściu Cyd ^CydH 'NO^ jest zachowana konformacja

pierścienia cukrowego, podczas gdy przy przejściu
_____ + —Cyd~^ydH ‘Cl pierścień cukrowy zmienia konformację z 3*endo 

na 2’endo, czyli zmiany w strukturze elektronowej części 

zasadowej wprowadzone przez protonowanie cytydyny nie mają 

wyraźnego wpływu na konformację pierścienia cukrowego w 

kationie cytydyniowym. Rolę tę spełniają przeciwaniony, co 
daje się zaobserwować przy porównaniu struktur Cyd, CydH^-Cl"" 
i CydH'^-NO”.

Aktywności protonoakceptorowe anionów chlorkowych i azota

nowych są bardzo różne, co jest prawdopodobnie związane z ich
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różnymi wymiarami, różną geometrią i topografią centrów 

protonoakceptcrowych.

Gba aniony preferują fo.'^mowanie wiązań wodorowych z naj

bardziej aktywnym protonodonorem, chociaż każdy z nich 

realizuje to w inny sposób, na skutek różnej geometrii tych

anionów. Anion chlorkowy posiada konfigurację tetraedryczną, a 
■; s ■

anion azotanowy płaską — trygonalną.

Anion chlorkowy w CydH "Cl wiąże trzy kationy cytydyniowe 

wyłącznie przez trzy donory N —H, tworząc asymetryczną struk

turę rozciągającą się w trzech wymiarach. Ten rodzaj oddziały

wań nie zostawia fragmentom cukrowym większych możliwości do 

realizacji ich własnych specyficznych typów asocjacji, prawdo
podobnie z przyczyn eterycznych. Stąd w CydH^-Cl istnieje 

jedno słabe wiązanie wodorowe między fragmentami cukrowymi, w 

którym grupa hydroksylowa 03’—H jest protonodonorem, a atom 

tlenu z grupy hydroksylowej 02’-H jest protonoakceptorem oraz 

wiązanie wodorowe między pierścieniem cukrowym a anionem 

chlorkowym, gdzie grupa 02’—H jest protonodonorem. Ten system 

heteroasocjacji powoduje zmianę konformacji fragmentu 

cukrowego z 3’endo do 2’endo. Ponieważ grupa hydroksylowa 

05’—H jest w monokrysztale CydH "Cl w minimalnym stopniu 

uwikłana w asocjację międzycząsteczkową (tworzy tylko bardzo 

słabe wiązanie wodorowe z atomem tlenu grupy hydroksylowej 

03’—H), byó może jest za mocno labilna, aby mogło powstać 

wewnątrzcząsteczkowe "wiązanie" wodorowe C6-H...05’, w którym 

atom tlenu grupy 05’—H byłby akceptorem protcnu z grupy C6—H.

Anion azotanowy jest płaski. Geometria jago jest sprzyja
jąca do tworzania dwóch wiązań wodorowych z kationem CydH^.
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. Zakładam, ±e realizacja tego typu heteroasocjacji między 
NO^ i CydH^, prowadząca do pary jonowej z dwoma wiązaniami 

wodorowymi powoduje, że -fragmenty cukrowe nie tracą swoich 

własnych zdolności do tworzenia wiązań wodorowych. W efekcie 

ich aktywności protonodonorowe i protonoakceptorowe są reali

zowane bez przeszkód w podobny sposób jak w krysztale 
cytydyny.

Grupa hydroksylowa 05’—H w CydH^'NO^ jest zaangażowana w 

dwóch międzycząsteczkowych wiązaniach wodorowych. Nie jest 
więc tak labilna jak to ma miejsce w CydH^*Cl i być może 

dlatego tworzy dodatkowy krótki wewnątrzcząsteczkowy 
"kontakt", który w CydH^-NO^ jest krótszy od podobnego 

kontaktu obserwowanego w Cyd.

Na podstawie widma IR 0,N deuterowanego preparatu 
2 + 2 -Cyd H • H.^F'0^ zakładam, że w krysztale fosforanu cytydyny 

istnieje również tego typu wewnątrzcząsteczkowe "wiązanie" 

wodorowe, jednakowoż pierścień cukrowy występuje w tej soli w 

konformacji 2’endo. Obie hipotezy strukturalne wymagają 

weryfikacji przy pomocy analizy rentgenograficznej, która jest 

zaawansowana.
2 + 2 —Krystalizacja Cyd H* H^PO^ w obecności mocznika, w zależ

ności od stosowanego rozpuszczalnika, w którym prowadzi się 

krystalizację, daje dwa polimorfy. Powstaje więc kryształ 

trwały, który był omawiany powyżej i którego analiza rentgeno— 

graficzna jest w toku oraz druga forma metastabiIna, prawdopo

dobnie bez wewnątrzcząsteczkowego "wiązania" wodorowego i 

przypuszczalnie o konformacji 3*endo pierścienia cukrowego.

Te dwie ostatnie hipotezy wymagają również potwierdzenia.
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Można jednak już teraz wnioskować, opierając się na bardzo 

reproduktywnych danych z widm IR, że proces protonowania 

cząsteczki cytydyny może zmienić całkowicie, częściowa lub w 

pełni zachować konformację pierścienia cukrowego.

Z dokonanych obserwacji wynika, że zmiany konformacji 

fragmentów rybozowych w protonowanych kationach cytydyniowych 
CydH^ są wywołane głównie przez towarzyszące przeciwaniony. 

Obrazują to w upraszczany sposób dane zamieszczone w Tabeli 

10.
TABELA lO. Porównanie konformacji nukleozydów (Nu) oraz ich 

protonowanych kationów (NuH^) z różnymi przeciw— 
anionami (A ) .

Nu NuH"^ • A
Konformacja
Nu i NuH"^

Krótki kontakt
C6-H__05’

+Cyd • CydH . NO^ 3 endo; g ; anti +
+ — +£Cyd . CydH • H.,P0^ (II) 3’endo; g ; anti
Hh —CydH • Cl 2’endo; g ; anti —
+ —CydH . H.,P0^ (I) 2*endo; g ; anti +
+ —£CydH . Cl 2’endo; g ; anti +

+ oznacza występowanie krótkiego kontaktu w cząsteczce 
— oznacza brak tego "wiązania"

2 tabeli powyższej można wyciągnąć dwa rćżne wnioski:

1) Cząsteczka cytydyny i jej protonowane kationy nie mają pre

ferowanej konformacji pierścienia cukrowego, co może 

świadczyć o giętkości tego pierścienia.

2) Obojętna cząsteczka Cyd i jej protonowanv' kation oraz £:Cyd 

posiadają wyraiźny stopień sztywności i preferują konforma—
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cję pierścienia cukrowego 3’endo z łańcuchem bocznym w 

konformacji g oraz konformację anti wzdłuż wiązania gliko— 

zydowego.

Pierwszy wniosek wypływa z następującego toku rozumowa

nia: o ila trzy kwasy: solny, azotowy i fosforowy po

protonowaniu cytydyny prowadzą do czterech różnych 
strukturalnych uporządkowań w kationach cytydyniowych CydH^, 

to można założyć, źe inne kwasy będą stabi1izowały inne 

konformacje lub będą prowadziły do otrzymania soli, w której 

występuje mieszanina różnych konformerów protonowanych 
kationów CydH^, niezdolna do krystalizacji.

Drugi wniosek postulujący, źe Cyd i jej protonowane 

kationy preferują konformację fragmentu rybozowego 3’endo 

wyplv'wa z obserwacji, konformacja ta występuje w obojętnej 
cytydynie i £rCyd w dvjóch solach: CydH^*NQ^ i CydH^• H.^PO^. 

Konsekwencją tego wniosku jest założenie, że anion chlorkowy 

wykazuje tendencję do modyfikacji preferowanej konformacji 

kationów nukleozydoi*ych na skutek ich tetraedrycznej silnej 

heteroasocjacji w obrębie swoich czterech centrów protonoak— 

ceptcrowych. Tetraedrycznie zasocjowane kationy CydH i ^:CydH 

wokół anionów chlorkowych posiadają w efekcie znikome możli

wości homoasocjacyjne, które decydują o istnieniu preferowanej 

I:anformacji 3’endc dla pierścienia cukrowego.

Dalszą konsekwencją tej hipotez'/ jest założenie, że 

aniony i H.^PO^ oddziaływują z kationami nukl eozydowymi w

sposób łagodniejszy aniżeli anion'/ Cl , nie zmuszając ich do 

niekorzystnych zmian konf ar macy jn'/ch.
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5. Myniki ostatnich badań rentaanoaraficznvch i_ ’ termo— 
chemicznvch

IV. 5. a. Struktura i właściwości -fosforanu cytydyny CydH • H PO— — — — — 2 yf
Ostatnio wykonana analiza rentgenograficzna CydH^’H^PO^ 

E1201 dostarczyła nowych informacji jak również potwierdziła i 

skorygowała wcześniejsza hipotezy C1153.

Na rysunku 18 przedstawiono geometrię kationu cytydynio- 
wego w fosforanie cytydyny.
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w CydH -H^PO^ pierścień cukrowy występuje w konformacji 
2’endo P = 163,9°, co potwierdza moje wcześniejsze przypusz

czenie na podstawie widma IR perdeuterowanego krystalicznego 

preparatu fosforanu cytydyny. Występuje on w takiej samej kon

formacji jak chlorowodorek cytydyny (P = 162,1).

Pozostałe trzy parametry mają róvłnież wartość bardzo po

dobną do tych, które występują w soli chlorowodorkowej (patrz 

rys. 14). Łańcuch boczny występuje w konformacji gauche+ (+sc)
(46,6°), amplituda maksymalnego pofałdowania v> wynosi 40-0°.

m
a orientacja heterocyklicznej zasady wokół pierścienia cukro
wego jest anti, wynosi 34,3°.

* Na rysunku 19 przedstawiono schematycznie system wiązań 
wodorowych występujących w krysztale CydH^-H.^P0~.
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r TABELA 11. Sieć wiązań wadarowych w CydH^-H^PO^-

D-H...A —AH° kcal/mol

0|1P)-H13LI^. . .03’ 2,93
o(4FV-H^F^. . .05’ 3,21
N3-H3..-02P 6,03 ■
N4-H41__03P 4,83
N4-H42...04P 0,84
02’-H2’....03P 4,23 ■
03’-H3’....02P 3,57
05’-H5’....02’ 0,58

W fniejscu postu! owariego wcześniej wewnątrz cząsteczkowego 

"wiązania" wodorowego typu C6-H...Q5’ występuje międzykationowe 

wiązanie wodorowe typu C5-H. ..02. Analiza rentgenogra-f iczna 

dostarczyła bardzo ważnych obserwacji dotyczących sieci wiązań 

wodorowych i systemu powiązania między sobą kationu cytydynio— 
wego CydH^ z anionem H^PO^- Anion diwodoro-fosforanowy, działa

jąc jako podwójny protonodonor, łączy dwa kationy CydH^ na

przemiennie poprzez 5’ i 3’ grupy hydroksylowe rybozy, symulu

jąc w ten sposób wiązania fos-forod i estrowe występujące w natu— 

raln'/ch ol igonukleotydach serii rybo i dezoksy. Wyżej wymie

nione wiązania są względnie silne, a energia wszystkich wiązań 
wodorowych v; CydH^-fpPO^ vjynosi 26,22 kcal/mol i blisko dwu

krotnie przewyższa sumaryczną energię wiązań wodorowych wystę— 
pując>'ch w krystalicznych preparatach CycT-Cl (17,66 kcal/ 
/mol) i CydH'^-NO” (13,47 kcal/mol).

Na rys. 20 przedstawiono schemat upakowania w krysztale 
CydH'*’ • H„PoT.
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Rys. 20

Powy±s2e obserwacje zachęciły mnie do pogłębienia dotych

czasowej wiedzy na temat struktury i właściwości fosforanów 

Cyd (dCyd>. Interesowały mnie następuja^ce zagadnienia:
— czy rozwiązana struktura CydH^-H^PO^ wyraża jedno z kilku

możliwych oddziaływań pomiędzy CydK**^ a czy też

wypływa z optymalnego dopasowania między tymi jonami?

— czy z rozwiązanej struktury można przewidzieć strukturę 
molekularną i krystaliczną dCydH^-H„PQ ?

— czy synteza i właściwości dCydH "podobnej czy 

istotnie różne w stosunku do posiadanego fosforanu Cyd?
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Próba odpowiedzi na powyższe pytania
CydH^-H^PO^, którego struktura została rozwiązana, 

powstaje w wyniku optymalnie dopasowanych oddziaływań o cha
rakterze wodorowym i elektrostatycznym między jonami CydH^ i 

H^PO^- Próby zmiany stechiometrii obu jonów, zmiany w warun

kach syntezy tej soli i jej rekrystalizacji z różnych roz—
>

puszczałników oraz ze stopu nie prowadzą do powstania innego 
polimor-fu. Wyjątek stanowi metastabilna -forma II CydH^'H^PO^, 

która powstaje, gdy w miejsce kwasu orto-fosforowego zastosowa

łam krystaliczny bezwodny -fos-foran mocznika i krystalizowałam 

z układu MeOH/H^O. Z dobrą wydajnością otrzymałam metastabilną 

■formę II CydH 'H^PO^, która różni się widmem IR od -formy trwa

łej (I) (widmo nr 5>. Nie można jej jednak przekrystalizowaó, 

gdyż natychmiast przekształca się w -formę trwałą I. Przejście 

to obserwuje się również w ciele stałym w czasie przechowywa

nia preparatu w temperaturze pokojowej, a jeszcze szybciej w 
wyższej temperaturze.

Zebrane dotąd obserwacje świadczą jednoznacznie, że roz

wiązana struktura molekularna i krystaliczna nie jest przypad

kową, tylko jedyną, łatwo tworzącą się -formą, nawet prz>' nie

domiarze i nadmiarze kwasu orto-fos-forowego w stosunku do Cyd. 

Dzięki optymalnemu dopasowaniu międzyjonowemu sumaryczna 

energia sieci wiązań wodorowych jest dwukrotnie wyższa w -fos— 

■foranie cytydyny od energii wiązań wodorowych w chiorowodorku 
i azotanie cytydyny.
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IV.S.b. Mono-i semi- fosforany__dezoksycytydyny__^___________ 1

wstępna informacje strukturalne 

Szczegółowa analiza wiązań wodorowych występujących w 
CydH^*H2P0^ ujawniła interesujące zagadnienia strukturalne 

(rys. 19).

Jeżeli z sieci ośmiu wiązań wodorowych wyłączy się dwa 

wiązania, w których grupa jest protonodonorem i protono-

akceptorem (symulowanie transformacji fosforanu Cyd w fosforan 

dezoksycytydyny), to osłabnie w istotny sposób (4,23 kcal/mol) 
połączenie fragmentu rybozowego CydM**^ z monoanionem fosforano

wym, a takżę zlikwiduje się słabe połączenie międzykationowe 

(0,58 kcal/mol). Brak tych dwóch wiązań nie narusza podwójnego 

trypletu wiązań wodorowych, którymi anion diwodorofosforanowy

jest powiązany z fragmentem cytozynowym i rybozowym protonowa-
*+nego kationu dCydH .

Z przeprowadzonej analizy strukturalnej jednoznacznie 

wynika, że struktura krystaliczna postulowanego fosforanu 
dezoksycytydyny (dCydH^•H^PO^) powinna być bardzo podobna do 

tej występującej w fosforanie cytydyny (CydH^-H^PO^), a więc z 

naprzemiennym łączeniem dwóch fragmentów rybozcwych poprzez 

pojedyńcze aniony divłcdorofosforanowe działające jako podwójne 

protonodonory w stosunku do grup 3*OH i 5’DH.
Otrzymałam morckrysztai riCydH^-H^PO^, który poddany zos

tał analizie rentgenograficznej CiZll. Praca nie została jesz

cze całkowicie zakończona, ais z otrzymanych już wyników 

wstępnych wynika jednoznacznie, że monodiwodorofosforany Cyd i 

dCyd są izostrukturalne, a więc topografia komponentów katio

nowych i anionowych musi być bardzo podobna w sieciach 

krystalicznych obydwu soli.
lOO





Na rysunku 21 pokazano schematycznie system wiązań
wodorowych w dCydH

d Cyd H®*

©

e

Rys. 21

Monofosforan dCyd, a więc analog CydH *H^PO^, tworzy się 
tylko w obecności dużego nadmiaru kwasu fosforowego (1,8 M) w 

stosunku do dL,yd (1 M). Można go przekrystal izowaó tylko w 

obecności 0,8 M H^PO^. Jeżeli nie dodaję kwasu do rekrystali

zacji, to łatwo i z dobrymi wydajnościami tworzy się semifos- 
fcran dezoksycytydyny (dCyd)2H'*'-H.,P0~.

Zaskakująco różne właściwości krystalicznych monofosfo— 

ranów Cyd i dCyd dają się dobrze powiązać z danymi otrzymanymi 

ze wstępnych ustaleń analizy rentgenograficznei dla

101



mm.: m
Ł*' *5 '•' -r

•“kl
, - - - , . “ • . ••k$L. 4Kfcriur^>^ .,
> • '•■ vjj- ^ ■ 4.. ' ■"■ ■' ■•'

J'to
5P::AflT:i

k4CWti

.......
^0^ fi H • H )^6 J3r,

^k'..
* ■.'?> jn*.'v

>;■>

IT*'

:.'jf’ '< t*'

> ; ■lĘ.ł » .-> ■ -

H' r
■'^ ^'i 'y '■■^'

jr :x
rO-H

/

(».'* iCi 'i ■ ”' '■ '

' ' r
y

'* ^ * »•■■ • ' >"^ 
I»Tj' »,'■•■ •* • *•

t.4T -r ■■ ■ ir^.

Siy :. Bia '/rtotrJ 80l**Mk - Aty'^ nfc^WptoooM
|ą.- '?' ■ 'BL"' ^ ' ’• ' J

^ ^|i( fcUMtw■< Łf'ł*»«te«ł opęSttib iałtwocf^io i* <a^lYJW
J^' ' ■ ■-/ « . - '■ . ■ J
^ 4» 4»ily4 b*ł#a»i lą>ttytah»siił ^ o« s^rtępH .aM t > ob u)4nu«o^
f, .1:^- „. ■■ ,. •, , '. , % . :. ®‘ *

'»..i A» ^■ *jśi:aK3l„|)kytot»t>, p i*^'' i ‘ »H . • *0 i

JTtk<iibio)nc*bv»-« lany^*^ ^ »•+#.#■ ■o4j^ »
y-n^y^A-^ivahf^-^o’wb^.’nJr'rroJ

iaymż) #irxło^ «**»
*ib V <1;.>Yn<»ęS'W# -V

•■ - -..r.^-:.- lLi_,

/, - - ,U' .' ^■'w,. ■= ■ I"‘M'rhk

> A •■iS£i.;,-:4—
. Ł-J-.-.

V' ■'■ ■> ■ ■ < "•■■y i/ił'



dCydH -H^PO^. Struktura krystaliczna dCydn"^* H^PO”, zachowując 

ciąg wiązań wodorowych symulujących wiązania 3', 5' -fos-forodi — 

estrowe, jest mniej zwarta od tej, którą obserwuje się w 

CydH a więc łatwiej może dochodzić do nieodwracalnych 

transformacji na skutek rozluźnienia oddziaływań między 

komponentami w konsekwencji braku grupy 2’OH. Jedną z 

możliwych trans-formacji jest powstanie z dwóch cząsteczek 

fosforanu dezoksycytydyny cząsteczki semifosforanu dezoksycy
tydyny z wydzieleniem cząsteczki kwasu fosforowego. W 

(dCydJ^H P°^tuluje powstanie monoprotowanego kationu 

dimeryctnega, w którym kation CydH jest powiązany trzema 

wiązaniami wodorowymi z obojętną cząsteczką Cyd (rys. 22).

IH
to-H A 

4^

IPO 4P8:tl § 
= 0 2 

N A

AA

Rys. 22 
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Analiza rentgenograficzna tej soli jest w toku C1223.

Z upakowania komponentów w komórce elementarnej wynika, że 
postulowana struktura dimerycznego monokationu CydH^...Cyd jest 

w pełni możliwa.

Warto w tym miejscu przypomnieć, że próby otrzymania 

krystalicznego semifosfcranu cytydyny nie powiodły się. Zawsze 

otrzymywano monofosforan cytydyny, gdy stosunek Cyd:H^PO^ wy

nosił 1:0,5 mola jak i wtedy gdy wychodzono z molowych miesza
nin CydH'^-H^PO’ + Cyd-

Zebrane dane jednoznacznie wskazują na różnice występują

ce w syntezie, strukturze i właściwościach diwodorofosforanów 

Cyd i dCyd. Różnice te są wywołane brakiem lub obecnością 
grupy 2’OH.

W^5^E^_Właści^wgści_termochemiczne fosforanów Cyd i dCyd

Dane otrzymane z analizy termograwimetrycznej (TEA) i 

różnicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) zestawiono na sche

matach 1, 2, 3.

Na schematach tych przedstawiona jednocześnie wyniki z
pomiarów DSC i TGA przy szybkościach pomiaru 10°/min, 2°/min,
O . , o1 /min i 0,5 /min. Na wykresach podano temperaturę dla efektów 

cieplnych (endo- i egzotermicznych) i ich energię (kJ/mol) 

oraz temperaturę, przy której następuje najszybszy ubytek masy 

i procent tego ubytku.

Nie rozpatrując chwilowo różnic zachowań termochemicznych 

wynikłych z różnych szybkości ogrzewania preparatów i porównu
jąc rtriierzone efekty między trzema fcsforar.ami tylko przy
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szybkościach ogrzewania lO /min, rzucają się w oczy drastycz

ne różnice między nimi.

Mono-f osf orany: CydH -H^PO^ i dCydH -H^PO^ topią się odpo
wiednio przy 190 i 152°C, natomiast semifosforan dezoksycyty- 
dyny (dCyd)^H^*H2PO^ ulega gwałtownemu rozkładowi w temperatu

rze około 189°C, któremu towarzyszy bardzo duży ubytek masy 

030%). .

Najtrwalszym z wymienionych trzech fosforanów jest mono— 
fosforan CydH^-H^PO^, gdyż jeżeli go się szybko stopi, a potem 

natychmiast ochłodzi, to widmo IR zestalonego stopu jest iden

tyczne z widmem krystalicznego preparatu przed stopieniem. 
Monofosforan dCyd, mimo że topi się w temperaturze o 40°C 

niższej, nie ulega po stopieniu zestaleniu, gdyż procesowi 

topnienia towarzyszą dwa blisko leżące procesy endotermiczne 
(160 i 165°), a następnie proces egzctermiczny przy 170°, 

któremu towarzyszy silny ubytek masy (ok. 15%).

Po tych pięciu efektach cieplnych produkt pirolizy mono- 
fosforanu dCyd uspokaja się, aby w temperaturze ok. 226° ulec 

kolejnemu względnie małemu efektowi endotermicznemu, a w tem
peraturze ok. 245°C drugiemu ubytkowi masy (ok. 4%). Siedmiu 

efektom cieplnym i masowym, jakie charakteryzują monofosforan 

dCyd, można przeciwstawić tylko trzy względnie dwa efekty 

odpowiednio dla monofosforanu Cyd i semifosforanu dCyd. 2 da

nych zamieszczonych na schematach 1, 2, 3 wynika, że tempera

tury przejść fazowych i rozkładu są zależne od szybkości 
ogrzewania badanych substancji. W przypadku CydH^-H^PO" i 

dCydH -H^PO^ przeprowadzono po cztery pomiary z szybkościami 
ogrzewania lO, 2, 1, 0,5 stopnia na minutę, a dla (dCyd)^H*- 

•H^PO^ trzy pomiary z szybkościami lO, 2 i 1 stopień na minutę.
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Na schematach zaznaczono linią kropkową początek i koniec 

każdego przejścia -fazowego oraz każdego procesu transf ormacji 

i rozkładu. W miejscu, gdzie efekt osiąga apogeum, podano jego 

temperaturę i wielkość efektu w kJ/mol lub w procentach ubytku 
masy.

-ł* ^CydH (schemat 1) topi się bez rozkładu w zależ—

ności od szybkości prowadzonego pomiaru przy temperaturze 
190°, 180°, 17ó°, 171° z efektem endotermicznym a energii od 

50—63 kJ/mol. Po dalszym ogrzewaniu stopu DSC wykazuje nowy 

efekt endotermiczny ok. 20 kJ/mol, pojawiający się odpowiednia 
przy temperaturach: 207,5°, 190°, 182° i 173°C, po którym roz— 

poczyna się ubytek masy ok. 13%, któr-/ osiąga apogeum w tempa- 
raturze 215°C dla szybkości 10°/min, a dla szybkości 2°/min w 

I temperaturze 204°C.
I

W tych temperaturach rozkład przypomina spokojne "kipie- I nie czarnego mleka". Z przytoczonych danych wynika, że w miarę 

zmniejszania szybkości pomiaru apogeum noviego efektu endoter—

, micznego zbliża się do temperatury topnienia, która obniża się 

walniej; w efekcie różnica między tymi efektami, wynosząca 
17,5°C przy szybkości pomiaru 10°/min, spada dc 2° przy szyb

kości pomiaru 0,5°/min. '

Wstępne badania produktu pirolizy CydH^’H^PO^ wskazują na

stępujący jej mechanizm: drugi efekt endotermiczny, mający 

miejsce w stopie, jest związany z pęknięciem wiązania glikozy- 

dowego i następczymi reakcjami dehydratacji i karbonizacji 

reszt rybozowych. W efekcie głównym produktem pirolizy jest 

diwodorofosforan cytozyny. Ubytek masy odpowiada oderwaniu się 

t-rzBch cząsteczek wooy konstytucyjnej z fragmentu r-/bozowego.

lo:





Jak to już uprzednio powiedziana, monofosforan dCyd charakte
ryzuje się przy szybkości pomiaru 10°/min pięcioma efektami 

cieplnymi, w tym jednym o charakterze egzo i dwoma ubytkami 

masy. Te ostatnie nie są czułe na zmiany szybkości pomiaru i 
zachodzą w temperaturach 170° <ok. 17% ubytku) i 245° (ubytek 

masy wynosi 4%). Wszystkie pozostałe efekty cieplne są nato
miast zależne cxi szybkości pomiaru. Kiedy pomiar przeprowadza 

się wolniej, efekty przesuwają sięz różnymi szybkościami do 

niższych temperatur. Najszybciej czyni to efekt egzotermiczny, 
który przy szybkości pomiaru 10°/min zachodzi w temperaturze o
O18 wyższej od temperatury topnienia, a przy szybkości 

0,5°/min tylko o 2° wyższej, wyprzedzając o 3°C dwa pozostałe 

— obecnie połączone — efekty endotermiczne.

Omawianym procesom termochemicznym towarzyszy brunatnie

nie substancji aż do całkowitego zaczernienia. Z danych otrzy

manych z pomiarów DSC i TGA wynika jednoznacznie, że dwustop
niowa piroliza dCydH^-H^PO^ jest poprzedzona zespolonymi efek

tami endo— i egzotermicznymi prowadzącymi do przejść fazowych, 

połączonych z reorientacją i transformacją fragmentów jonowych 

sol i .

Zakładam, że efekt egzotermiczny jest wywołany transfer— 
macją pojedyrtczych monokationów dCydH"*^ w dimeryczne monokatio— 

ny (dCydH ...dCyd), a towarzyszące efekty endotermiczne są wy

wołane deprotonacją części pojedyńczych monokationów i proto—
nacją części monoanionćw dCydH"*^• H^PO^ -----^ -dCyd + k^PO^.

Procesom tym towarzyszy pękanie wiązań glikozydowych. Semifos— 

foran dCyd ulega rozkładowi bez uprzedniego stopienia, a nas

tępujący po nim silny ubytek masy ok. 33% nie ma charakteru

106





gwałtownego i poprzedzony jest dużym efektem endotermicznym od 

125-141 kJ/mol. Jeżeli zwalnia się tu pomiar, to te dwa zja

wiska oddalają się od siebie, a jednocześnie zachodzą w niż

szej temperaturze.
Przy szybkości 10°/min ta różnica między maksimami dla 

efektu endo i ubytku masy wynosi 6°C i początek ubytku masy 

obserwuje się zanim efekt endotermiczny osiąga swoje maksimum. 
Przy szybkości 2°/min różnica wynosi 15°C, a przy szybkości 

l°/min 19°C i tu kończy się efekt endo i potem dopiero zaczyna 

się ubytek masy. Blisko dwukrotnie wyższy ubytek masy, mający 

miejsce przy pirolizie semifosforanu dCyd sugeruje, że i w tym 

przypadku po pęknięciu wiązania glikozydowego dochodzi do de

hydratacji i karbonizacji reszt dezoksyrybozowych.
Przedstawione powyżej mechanizmy pirolizy (dCydl^H^-H^PO” 

i Cydn"*”• H^PO^ jak również hipoteza, że w stopie dCydH^-H^PO” 

dochodzi do transformacji fosforanowej soli dCyd w 5’monoester 

5'dCMP, który z kolei ulega dwustopniowej dehydratacji, wyma

gają dalszej weryfikacji i uściślenia.
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IV. 6. Synteza i_ właściwości mono— i, semipr-otonowanvch soM ~ 

cvtvdvnv i. dezoksvcvtvdvnv. wstępne studia por«5wnawtfe 

Tabela obrazująca tworzenie się krystalicznych soli CytJ 

i dCyd.

H A
Cyd dCyd

mono semi mono semi

HCl + — + +

HNO3 + — +

^^3^°4 + — (+) » +

HCIO4̂ + + + +

* ta sól krystalizuje tylko przy około dwukrotnym nadmiarze

+ powstajz^ krystaliczne preparaty o stechiometrii nukleozydu 
do kwasu 1:1 (mono) lub 2:1 (semi), które dają się łatwo 
przekrystalizować

— nie udało się otrzymać preparatów krystalicznych o stechio
metrii “semi"

W serii rybo, oprócz już opisanych soli cytydyny: chloro

wodorku^ azotanu i fosforanu, otrzymałam również nadchloran 
CydH^-ClO^ oraz seminadchloran (Cydl^H^-ClO^. Jest to jak 

dotąd jedyny przypadek, że w serii rybo tworzy się krystalicz

na semisól o stechiometrii Cyd:HC10. 2:1.4
Mimo usilnych starań nie udało się otrzymać krystalicz

nych semisoli w pozostałych trzech przypadkach.

Łatwe powstawanie dwóch soli ‘ nadchloranowych Cyd może 

wynikać jedynie ze struktury elektronowej i geometrii anionu 

nadchloranowego oraz z bardzo małej aktywności protonoakcepto— 
rowej tego anionu.

Anion nadchloranowy CIO^ ma konfigurację tetraedryczną 
C1261, Przedstawiono to na rysunku 23.
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Rys. 23

Zakłada się, że jon nadchloranowy powstaje przez przyłą

czenie czterech atomów tlenu do jonu chlorkowego Cl~ o hybry
dyzacji sp^, którego cztery pary elektronowe zastały zużyte do 

wytworzenia wiązań z atomami tlenu.

Wiązania Cl—O w anionie nadchloranowym są krótsze niż na

leżałoby tego oczekiwać dla pojedyńczych wiązań ó. 2 tego 

względu przyjmuje się, że na skutek pokrywania się orbitalu p 

atomów tlenu z niezajętym orbitalem d atomu chloru mogą wytwo— 

rzyć się dodatkowe słabe wiązania zwane wiązaniami rrd. W anio

nie CIO^ przyjmuje się obecność czterech takich wiązań skiero
wanych równolegle do wiązań <5.

Eardzo mała aktywność protonoakceptorowa anionu CIO4
w>/nika z tego, że ładunek ujemny zlokalizowany jest przede
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wszystkim na atomie chloru znajdującego sig* w środku cię±koścl 

tetraedru, do którego atomy tlenu utrudniają zbli±enie 

eiektrostatyczne kationów CydH . W e-fekcie grupy protonodono— 

rowe tych kationów mogą tylko oddziaływać z bardzo słabymi 

akceptorowymi zlokalizowanymi na atomach tlenu ani o—
nów CIO-.4

Dezoksycytydyna tworzy bardzo łatwo mono i semi sole ze 

wszystkimi wyżej omównionymi kwasami.

Nelsży tu zaznaczyć, że krystaliczny mono-fos-f or an dezo— 
ksycytydyny: dCydH"^• H^PO~ bardzo łatwo przekształca się w 

semifosforan dezoksycytydyny (dCyd)2H'*'-H2P0~ przy próbie re- 

krystal i zac ji bez dodatku kwasu tostorowego.

Pozostałe trzy sole w tej serii można rekrystalizować i 
stechiometria ich nie ulega zmianie.

Badania nad strukturą i właiściwościami soli dezoksycyty— 

dyny zostały dodatkowo wprowadzone do mojej pracy w celu 

wstępnego porównania ich z analogicznymi solami cytydyny. 

Wymagają one dalszych badać strukturalnych i termochemicznych.
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IV.7. Interpretac ją widm IR gCydH^• NO^ i. gCydH^• H,^PO.' ~ ~ w al. *T
Drgania rozciągające wiązań ł>C—H występujące w zakresie

3200-2800 cm-1

W widmach IR soli frCyd w rejonie 3200-3000 cm-1 wystę

pują cztery pasma absorpcji fragmentów zasad hetero

cyklicznych wywodzące się z oscylacji wiązań C8-H, C7—H, C6—H, 

C5-H.
Liczby -falowe dla tych pasm w zależności od towarzyszącego 

anionu zebrano w Tabeli 12.-
TABELA 12

• zrCydł-ł'*’ • NO^ ^CydH'^-H^PO^ eCydH*' • Cl

ł^8-H 3180 cm“^ 3190 cm~^ 3200 cm~^

vC7-H 3150 cm“^ 3160 cm ^ 3150 cm~^

vCÓ-H 3070 cm ^ 3070 cm~^ 3075 cm ^

vC5-H 3120 cm~^ 3130 cm“^ 3120 cm ^

W przypadku trzech soli cCyd, oprócz preparatów 0,N

deuterowanych, otrzymano również ich selektywnie deuterowane

pochodne, w pozycji C5. Na widmach IR tych preparatów znika lub

ulega bardzo znacznemu zmniejszeniu pasmo absorpcji dla

drgania walencyjnego vC5-H (patrz widmo 10).
-1 drgań rozciągających HRejon 300(3—2800 cm 

■fragmentów cukrowych posiada na widmach IR trzech omawianych 

soli £Cyd cztery nakładające się pasma. Pro-file tych pasm na 

poszczególnych widmach są inne.

Różnice te prawdopodobnie wynikają z różnych konformacji 

pierścieni cukrowych, a także z różnych sieci wiązań wodoro—

11:





wych występujących w strukturach krystalicznych tych soli. ^ '

Potwierdzenie tego przypuszczenia mogą dostarczyć dane z analiz

rentgenogra-ficznych, które dotąd nie zostały zakończone.
Rejon 2800-1900 cm~^ odzwierciedlający system wiązań

deuterowych w cząsteczkach: cCydH^-NO^ (widmo nr 8) oraz w

jcCydH ‘H^PO^ (widmo nr 9) jest także trudny do interpretacji

bez danych z X-ray. W tym rejonie występują drgania roz
. . . 2 2ciągające wiązań u>N— H i v0— H uwikłane w międzycząsteczkowe i 

wewnątrzcząsteczkowe oddziaływania.

Rejon 1750-1500 cm~

Występują tu drgania rozciągające wiązań podwójnych uC=0, 
vC=N, vC=C-

TABELA 13

Rodzaj drgania •cCydH"^ • NO^ fiCydH'*' • H PO £CydH‘*'-Cl z:Cyd

uC=0 1715 cm“^ 1715 cm“^ 1720 cm“^ 1675 cm“^

vC=N; vC=C 1640 cm“^ 1625 cm“^ 1630 cm ^ 1615 cm~^

Drgania rozciągające dla grupy karbonylowej w cCydH -NO.,w
(widmo nr 8) oraz w cCydH^’H^PO^ występują przy 1715 cm ^ i są 
przesunięte o 40 cm ^ w stronę wyższej częstości w stosunku do 

drgań walencyjnych grupy karbonylowej w ^rCyd, co świadczy o 

tym, że grupa karbonylowa w solach zrCyd tj. w azotanie i 

•fosforanie, podobnie jak w chlorowodorku, nie jest uwikłana w 
mezcmerię laktam—laktim.

Pasma drgań rozciągających trzech wiązań podwójnych i-'C=N 

i vC=C (6C=C5—4C=N—SC=7C) są najsilniej przesunięte batochro—
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mowo w obojętnej cCyd (1615 cm ^), co świadczy o ich najsil

niejszej koniugacji w tym związku. Protonowanie zachodzące na 

atomie azotu N4 prowadzi do wyraźnego zaburzenia koniugacji 

tych wiązań, co manifestuje się przesunięciem hipsochromowym 
pasm na widmach IR odpowiednio o 10, 15 i 25 cm ^ w solach 

fosforanowych, chlorowodorkowych i azotanowych. Dane te zdają 

się świadczyć o istotnych różnicach w strukturze elektronowej 

protonowanych kationów eCyd w zależności od typu oddziaływują

cych z nimi przeciwanionów. Najmniej deformującym koniugację 

trzech wiązań podwójnych jest anion fosforanowy a najsilniej 

anion azotanowy.

W tym pierwszym przypadku może to być spowodowane domnie

manym (z widma IR) wiązaniem wodorowym w punkcie inwersji 
(4C=N...H^...O^PH^)» w którym zakładam, że protonacja atomu 

azotu N4 jest połowiczna, a więc także istotnie mniejszy ładu

nek dodatni jest zlokalizowany na fragmencie etenocytozyniowym 

układu. W przypadku azotanu i chlorowodorku natomiast protona

cja na N4 jest pełna i system oddziaływań międzycząsteczkowych 

jest podobny, o czym świadczą profile pasm w rejonie 2500-2320 

cm W przypadku anionu NO^ istnieje możliwość utworzenia, 
oprócz silnego wiązania wodorowego N^—H...ON O^, dodatkowego 

wiązania przez ten sam anion z korzystnie usytuowanym "kwaś

nym** atomem wodoru z grupy 5C-H. Zakładam, że tego typu od
działywanie anionu azotanowego z fragmentem kationowym ^CydH* 

zakłóci w większym stopniu koniugację trzech wiązań podwójnych 
aniżeli oddziaływanie anioniu chlorkowego z grupą 4N^-H. W 

efekcie w soli azotanowej eCyd położenie pasm absorpcji vC=C i 

Ł»C=N jest najmniej przesunięte batochromowo, czyli najbardziej

ii:
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się różni od położenia tych pasm w cCyd.

Przedstawiona interpretacja widm IR, mimo że zgodna z 

wartościami obliczonych gęstości elektronowych (schemat 9) 

wymaga potwierdzenia na drodze rentgenograficznej.
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IV.8. Strukturalne studia porównawcze kationów CydH j, 
3-HeCyd'*'

Kolejne pytanie brzmi: jakie zmiany kon-formacyjne wpro
wadza zastąpienie w kationie cytydyniowym (CydH^) atomu wodoru 

przy atomie azotu N3 grupą metylową (3-MeCyd^)'? Cl 173

W tym celu otrzymałam następujące sole 3-MeCyds ,
1) 3-MeCyd'*’-CH2SD~-H20 Cl083

2) 3-MeCyd'^-Cl“ C1093

3) 3-MeCyd'^• NO“ Cl 103

Interesują mnie głównie różnice strukturalne między 

N3—protonowanym i N3—metylowanym kationem cytydyniowym.

R

CL©

Rys. 24

Na rysunku 25 przedstawiona długości wiązań i wartości 

kątów walencyjnych dla kationu 3-metylocytydyniowego w jego 

soli chlortcowei.
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Rys. 25

Porównując wartości kątów i długości wiązań przedstawione 
na rys. 25 z wartościami ustalonymi dla CydH^-Cl Cl093 można 

zauważyó, że różnice strukturalne między -fragmentem cytozynio— 
wym w CydH^ i 3-MeCyd^ są nieduże. Z tego też powodu nie 

należy oczekiwać wyraźnych różnic w strukturze elektronowej 

między tyni dwoma kationami. Po zastąpieniu atomu wodoru przy 

atomie azotu N3 grupą metylową zmniejsza się kąt C2—N3—C4 o 
1,8° i nieznacznie wydłuża się wiązanie N3-C o ok. 0,01 A

Z danych rentgenogra-f icznych wynika, że kon-f ormac ja 
kationu 3-MeCyd^ w soli chlorkowej jest prawie 

identyczna z konformacją, która charakteryzuje kation cyty— 
dyniowy w soli chiorowodorkowej (CydH^*Cl ) (Tabela 14>

Drastycznym zmianom ulega natomiast system wiązań 
wodorowycn (Rys. 26), ponieważ w kationie 3—MeCyd^ nie 

występuje najsi1 niejsza grupa protonodonorowa występująca w





protonowanym kationie CydH . Została ona zablokowana przez 

grupę metylową i w e-fekcie fragment 3—metylocytozyniowy działa 

tylko Jako podwójny protonodonor, podczas gdy protonowany 

kation cytozyniowy jako potrójny.

Rys. 26

W cząsteczce 3-MeCyd -Cl występuje pięć wiązań wodoro

wych. Srupa N4='H2 jest podwójnym protonodonorem: N4—H'...C1 i
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N4-H’'__ 02. Poza tym donorami są grupy hydroksylowe Z—pierś

cienia cukrowego 02'-H...Cl , 03'—H...C1 i 05'—H...Cl . Anion 

chlorkowy występuje tu jako czterokrotny protonoakceptor. Pro- 

tonoakceptorem jest jeszcze w 3—MeCyd *C1 atom tlenu z grupy 

karbonylowej.
Sieci wiązań wodorowych w 3—MeCyd"*^• Cl i CydH "Cl są 

całkowicie inne. W CydH^-Cl anion chlorkowy tworzy trzy wią

zania wodorowe z grupami protonodonorowymi umieszczonymi w 

pierścieniu heterocyklicznym (są to N4—H*, N4—H'' i N3—H) oraz 

czwarte wiązanie wodorowe z grupą 2'0-H -fragmentu cukrowego. W 
3-MeCyd^-Cl jest odwrotnie. Anion chlorkowy tworzy trzy wią

zania wodorowe z protonami trzech grup O-H -fragmentu cukrowego 
a tylko jedno z grupą N^4-H -fragmentu heterocyklicznego.

Na przykładzie azotanu 3-metylocytydyny chcę odpowiedzieć 

na pytanie, jakie zmiany kon-f ormacyjne w kationie 

3-metylocytydyni owym wprcvjadza anion azotanowy zastępując 

anion chlorkowy.
Długości wiązań i wartości kątów walencyjnych w kationie 

3-MeCyd^ w krystalicznej soli azotanowej (rys. 27) są bardzo 

zbliżone do tych, które ustalono w soli chlorkowej (rys. 25).
Wyjątek stanowi wiązanie C2-hf3, które w kationie 3-MeCyd^ soli

0
azotanowej jest dłuższe o 0,026 A w stosunku do wartości 

ustalonych w soli chlorkowej. Kąt C2-N3-C4 jest natomiast 

identyczny z tym, który określono w 3—MeCyd *C1 i wynosi 
123,1°.
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Rys. 27

Zastąpienie anionu chlorkowego przez anion azotanowy w 
metylowanym kationie 3-MeCyd^ nie wprowadziło zasadniczych

zmian w konformacji fragmentu cukrowego, co - przypominam —
+miało miejsce w protonowanych kationach CydH . Nastąpiły 

natomiast znaczne zmiany w systemie wiązań wodorowych w

3—MeCyd ’NO^, co przedstawia rysunek 2S (porównaj z rys. 26)

Grupa egzoaminowa N4—H^ tworzy dwa wiązania wodorowe z 

jednym atomem tlenu z anionu azotanowego z tym, ±e grupy pro— 

tonodonorowe N4-H pochodzą z innej cząsteczki (czyli dwa 
kationy 3—MeCyd^ tworzą po jednym wiązaniu wodorowym z tym 

samym protonoakceptorowym atomem tlenu anicnu azotanowego).

Pozostałe dwa atomy tlenu z anionu NO^ tworzą po jednym

wiązaniu wodorowym z tą samą grupą protoncdcncrową 05'-H

(powstaje rozwidlone wiązanie wodorowe) . W 3—MeCyd 'NO..

występują ponadto dwa wiązania wodcrcwe międzykationowe w 

części cukrowej 03’—i 02’-H...C3’. W ten sposób 

wszystkie możliwe gruov protonodcnorowe zostały wykorzystane-
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Rys. 28

*
Cyd NO3

-AH°
3-Me Cyd*'NC

•fnrxg'ment
Zasadoh^ A-. 44 0.72

fnrO^&ni
Cuk^hi^ ^.58 /IA9

amion A. 55 0.7 k

2 -AH' >13.57 2.95

vJ kxaL//jj)oi

□my tlenu z anionu N0_w oraz atomy

tlenu 03* i 05* z -fragmentu cukrowego. Wszystkie wis^zania 
Modorcwe występuja^ce w cza,steczce 3—MeCyd^-NO^ zostały sklasy— 

-fikowane jako słabe i bardzo słabe. W 3—MeCyd^*NO^ występuje 

równie± bliski kontakt wewnĄtrzczĄsteczkowy C6-H...05*.
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System wiązań wodorowych i ich energię dla CydH^*Np 

przedstawiono na rys. 16. Na rys. 28 dla porównania podano 

energię wiązań wodorowych występujących w tydH 'NO^-

W celu wnikliwego porównania wpływu przeciwanionów Cl i 

NO^ na konformację protonowanych i raetylowanych kationów cyty— 
dyniowych (CydH^ i 3-MeCyd^) w tabeli 14 umieściłam wartości 

czterech parametrów, które ilościowo charakteryzują konforma

cję całych kationów, a szczególnie wnikliwie ich fragmentów 

cukrowych. Dla celów porównawczych zamieściłam również te dane 
dla Cyd i metylosiarczanu 3-roetylocytydyny (S-MeCyd^-CH^SO^).

TABELA 14

Parametry pseudorotacji Kąty torsyjne

P konform. 
cukru m

r
(łańcuch
boczny)

X
(wiązanie 
glikozyd.>

3-MeCyd'^ • Cl 163,0 40,3 55,2 g"^ 45,2
3-MeCyd^-N0“ 168, 1 % 37,0 53,6 g* 50,7 .

CydH'^-Cl” 162, 1 40,3 ._, _ +53,5 g 45,7
CydH'*'-NO~ 12,7 % 35,4 ___ , +53,6 g 17,0

S-MeCyd"^ • CH^SO" 169,4 % 38,4 62 g'*' 46
Cyd 9,1 % 37,9 47,1 g"^ 18,0

C "m’ X w stopniach (*"4 3

Z danych zawartych w powyższej tabeli wynika, że 
parametry opisujące konformację w 3-MeCyd^-NO są bardzo

aodobne tvch obserwowanych w innych kationach
3-metylocytydyniowych, tzn. w 3—MeCyd -Cl i 3-MeCyd *CH SO .3 ^

1Z4





Nie obserwuj© się «5wnież większych zmian tych parametrów w 
parze CydH -Cl i 3—MeCyd ’Cl . Wyra±na różnica występuje 
natomiast między parĄ CydH^NO i 3-MsCyd^-N0~, szczególnie w

■w O

obrębie wartości -fazowego kąta pseudorotacji P. W CydH^*NO~ 

wartośó P wynosi 12,7°, a w 3-MeCyd^’NO^ P 168,1°. Wartości te

wskazują na inne kon-formacje pierścieni cukrowych i tak w
CydH 'NO^ pierścień rybozy występuje w konformacji 3’endo
3 ^ _ 2

( 5 a w 3-MeCyd 'ND^ ^ konformacji 2’endo ( • Obserwuje

się też znaczne różnice w wartościach tarsyjnego kąta x wokół 

wiązania glikozydowego, mimo że obie wartości mieszczą się w 
zakresie umownej konformacji anti.

Widma IR 3-MeCvd -Cl i. 3-NeCvd • NQ^ i. 3-MeCvd • CH^SO^

Struktury molekularne i krystaliczna wymienionych trzech 

soli 3—MeCyd ‘X , rozwiązane za pomocą analizy

rentgencgraficznej 11108,109,1101 staram się porównaó z widmami 

w podczerwieni. Do porównań, z wyjaśnionych już przyczyn, 

używam widm preparatów 0,N deutercwanych oraz dodatkowo 

selektywnie deuterowanych w pozycji C5.

W rejonie 3200—2800 cm w którym obserwuje się drgania 

walencyjne wiązań uC—H oraz w rejonie drgań rozciągających 
wiązań podwójnych tzn. 1750-1500 cm ^ widma IR trzech soli 

3-metyiQcytydyniowych są bardzo podobne. Dane odnośnie tych 

dwóch zakresów zebrałam w Tabeli 15 (widma nr 11,12,13).
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TABELA 15

Rej on 
Ccm~^l

Rodzaj
drgania

3-MeCyd'^-Cl 
(widmo 11)

3-MeCyd'^-ND^ 
(widmo 12)'*

3-MeCyd^- CFLSO^
(widmo 13T

od 3200 łC5-H 3110 cm“^ 3100 cm~^ 3130 cm~^
do 3000 vC5-H 3050 cm~^ 3070 cm“^ 3070 cm~^

od 3000
do 2800

v>—CH^asyir 
V—CH^ syn

2930 cra~^ 
2870 cm~^

2920 cm“^ 
2880 cm“^

2920 cm~^

od 1750 vC=0 1700 cra“^ 1710 cm“^ 1705 cm~^

do 1500 drg.
pierśc.

1570 cm"J 
1535 cm

1575 cm~J 
1525 cm ^

1570 cm“J 
1530 cm ^

N4-C4 1640 cm~^ 1660 cm“^ 1665 cm~^

W rejonie 3000-2800 cm oprócz drgań rozciągających 

sześciu wiązań uC—H z pierścienia cukrowego, których pasm 

absorpcji nie analizuję, występują dodatkowe dwa pasma 

wywodzące się z drgań rozciągających grupy metylowej; vCHw
symetryczne i asymetryczne, których liczby -Falowe podano 
w tabeli 15.

W widmach IR trzech soli 3-metylocytydyny deuterowanych 

selektywnie w pozycji C5, pasmo zlokalizowane przy wyższych 

liczbach falowych, a pochodzące od drgań rozciągających uC—H 

ulega zanikowi lub znacznemu zmniejszeniu intensywności. Stąd 

można wnioskować, że pochodzi ono od drgań walencyjnych vC5-H.

Znaczne podobieństwa widm IR porównywanych trzech soli 

3-Me cytydyniowych, szczególnie w rejonie liczb falowych 1750

—1500 cm świadczą o bardzo podobnej strukturze elektronowej 

kationów 3—MeCyd , na które nie mają większego wpływu towarzy
szące przedwaniony. ^
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Widma IR porównywanych trzech soli różnią się między sobą
-1znacznie w rejonie 2800-1900 cm , gdzie występują pasma

2,absorpcji wywodzące się z drgań walencyjnych wiązań vN— H i 

v0- które są uwikłane w różnych systemach wiązań 

wodorowych-

W Tabeli 16 zebrano dane odnośnie wiązań wodorowych 

występujących w krystalicznych preparatach azotanów i chlorków

3—MeCyd. W tabeli tej podjęłam próbę korelacji względnej
.o.energii poszczególnych wiązań wodorowych <-AH > z liczbami 

falowymi pasm absorpcji występującymi w widmach IR preparatów 

deuterowanych.

TABELA 16

zasada 
heter o- 
cykl.

fragment
cukrowy

Do-H S-MeCyd"*" • Cl 3-MeCyd'*' • NO^
. ...okcal —1... Ac —AH , V cmmol

. ...okcal —1... Ac —AH - V cmmol
N4-H' ...Cl~ 1,67 2320 ...D1(N0~) 0,36 od 2380
N4-H" __ 02 0,802 2430 ...01(N0“) 0,36 do 2480

02'-H ...Cl~ 2,080 2280 ...03' 0,01 2500
03'-H ...Cl“ 0,307 2570 ...05' 0,735 2320

05'-H __ Cl~ 0,460 2500 ...02(NO~) 0,01 2600
...03(NO^) 0,01 2650

Mimo że prowadzona przeze mnie próba korelacji względnej 

energii wiązań wodorowych (obliczona z danych rentgenograficr— 

nych) z położeniem pasm absorpcji w widmach IR preparatów 0,N 

deuterowanych wypadła niezadowalająco, zdecydowałam się jednak 

oprzeó na danych w niej umieszczonych oraz odwołać się do widm 

IR (widma nr 11,12) i zwrócić uwagę na istotne różnice wystę

pujące w strukturach krystalicznych obu preparatów. Różnice te
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nie pozwalają przeprowadzić względnej analizy porównawczej 

między nimi w sposób podobny, jaki z powodzeniem można było 
zastosować do porównania protonowanych kationów CydH^ i cCydH^ 

w obecności anionów chlorkowych. Kation 3-MeCyd^ różni się w 

sposób zasadniczy od protonowanego kationu CydH^ przede 

wszystkim trwałością wynikającą z bardzo dużych różnic w zasa

dowości Cyd i 3—MeCyd, co dobitnie wyraiżają wartości pKa obu 
zasad: 4,1 i 8,71. W efekcie deprotonacja CydH^ i przekształ

cenie w Cyd zachodzi już w środowisku słabo kwaśnym, podczas 
gdy deprotonacja kationu 3-MeCyd^ zachodzi dopiero w środowis

ku wyraźnie zasadowym (pH 8-9). Protonowany kation CydH^ jest 

o cztery rzędy wielkości silniejszym kwasem aniżeli kation 
3-MeCyd^, który posiada pewne cechy czwartorzędowych soli amo

niowych.
Względna trwałość kationu 3—MeCyd^ stwarza mniejsze moż

liwości jego silnych oddziaływań z przeciwanionami. W obu 

porównywanych w tabeli l6 solach najsilniejsze własności pro— 

tonodonorowe posiadają grupy OH fragmentu cukrowego (2'OH w 

soli chlorkowej i 5'OH w soli azotanowej), a nie grupy 4N-H z 
fragmentu heterocyklicznego. Stabilność kationu 3—MeCyd^ i 

mniejsza podatność fragmentu heterocyklicznego do heteroaso- 

cjacji nie oznacza utraty możliwości zróżnicowanego oddziały
wania kationów 3—MeCyd^ z różnymi przeciwanionami — świadczą 

o tym dane w tabeli 16. Anion chlorkowy twarzy cztery wiązania 

wodorowe średnio silne (1,67-2,08 kcal/mol) i słabe (0,3 i 
0,46 kcal/mol) z trzema grupami OH i jedną grupą N^4-H skupia

jąc wokół siebie w różny sposób zasocjowane cztery kationy 

3—MeCyd , które między sobą są połączone międzykationowym wią—

12S





zaniem wodorowym 4N —H...0=C2. Sumaryczna energia omówionych 
wiązań wodorowych w chlorku 3—MeCyd^ jest blisko dwukrotnie 

niższa niż w chlorowodorku CydH^ (rys. 26). Wśród wiązań two— 

rżących sieć krystaliczną 3—MeCyd^-Cl nie ma wiązań wodoro

wych bardzo słabych i wątpliwych, dlatego można założyć, że 

wytworzona sieć wiązań deuterowych w krystalicznych prepara

tach 0,N deuterowanych będzie podobnej kondycji. ^iadczą o 
tym bardzo podobne profile pasm uOH, uN-H oraz ł>0-^H i w 

widmach IR zwykłych i deuterowanych (widmo nr 11).

Zdecydowanie inaczej oddziaływuje anion N0~ z kationem 

3—MeCyd . W miejsce skupisk czterokationowych wokół anionów 

chlorkowych, w soli azotanowej dominuje łańcuchowa homoasocja- 

cja fragmentów cukrowych (3'0-H...05') silnie ze sobą powiąza

nych poprzez łańcuchową poiiasocjację fragmentów heterocyk
licznych wg schematu:

H-
N'

O^G^O
N1•H---0--- H- 'N-

O\0^O
NI•H.... 0....H

O^ę^O

N'

'N
R

.CH:

0

0
N' -H---0-

N'
0

R

N'

R

'CH,

0

Oprócz trzech wymienionych stosunkowo słabych wiązań 

wodorowych, które jednak decydują o głównym szkielecie wiązań
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wodorowych w strukturze krystalicznej 3-MeCyd -NO^, w soli tej 

występują trzy dalsze bardzo słabe wiązania wodorowe. Dwa z 

nich fliają charakter wiązań rozgałęzionych, w których donoreni 

jest grupa 05'H, a akceptorami dwa atomy tlenu z tego samego 

anionu NO^. Trzecie bardzo słabe wiązanie wodorowe występuje 

między grupami 2'0—H...03' i spina dodatkowo łańcuchy homoza— 

socjowanych kationów we fragmentach cukrowych. Na-podkreślenie 

zasługuje niezwykle niska sumaryczna, względna energia sieci 
wiązań wodorowych w azotanie 3-MeCyd^ (ponad czterokrotnie 

niższa od sumarycznej energii wiązań wodorowych w protonowanym 

azotanie cytydyny, rys. 28). Być może, że obliczona z danych 

rentgenograficznych sumaryczna energia sieci wiązań wodorowych 
w krystalicznym azotanie 3-MeCyd^ jest w rzeczywistości wyższa 

na skutek efektu kooperatywnego, o czym świadczyć mogą położę— 
ni a v0—H i vN—H oraz v0— H i vN- H w widmach 1R' preparatu 

zwykłego i deutercwanego. Nie można jednak wykluczyć, że sieć 

wiązań deuterowych występujących w preparacie deuterowanym 
azotanu 3-MeCyd* różni się zasadniczo od sieci wiązań wodoro

wych preparatu zwykłego, a w takim przypadku próba korelacji 

wartości zgromadzonych w tabeli ló jest całkowicie bezpodstaw

na. Tę sprawę w przyszłości rozstrzygnie analiza rentgenogra— 
ficrna monokryształu 0,N deuterowanego azotanu 3—MeCyd^.

Na podstawie dotąd zebranych danych eksperymentalnych za
kładam, że protonowany kation CydH^ nie posiada jednej silnie 

preferowanej konformacji, stąd zmiana przeciwanionu na inny o 

istotnie różnym systemie oddziaływań międzyjonowych może także 

w istotny sposób zmienić konformację pierścienia cukrowego w 

kationie CydH , np. z C2'endo na C3'endo i odwrotnie. W przy—
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padku kationu 3-MeCyd zakładam, że jego wielokrotnie większa 
stabilność od' kationu CydH^ sprzyja tendencji do występowania 

-fragmentu cukrowego w pre-ferowanej kon-formacji C2'endo, o czym 

świadczą rozwiązane na drodze rentgenograficznej struktury 
trzech soli 3—MeCyd^ o bardzo różnych właściwościach protono— 

akceptorowych i topografii przeciwanionów: Cl , N0_ i CH_SO~.w w ^
Aniony te w bardzo różny sposób oddziaływują z kationami 

3—MeCyd , ale oddziaływania te są z reguły istotnie słabsze 

niż w analogicznych solach Cyd (rys. 26 i 28) i nie są iDne w 
stanie zmienió preferowanej konformacji kationów 3-MeCyd^, 

która jest stabi1izowana kompleksem czynników wewnątrzkationo
wych.

Tę hipotezę byłoby wskazane sprawdzić np. poprzez prepa

ratykę i precyzyjne określenie struktury soli fosforanowej 

3—MeCyd. Wskazane byłoby otrzymać zarówno diwodorofosforan jak

i monowodorofosforan 3—MeCyd. Tego ostatniego fosforanu 
+ —2(2CydH 'HPO^ ) nie można otrzymać dla Cyd ze względu na słabą 

zasadowość Cyd, ale nie powinno być trudności z jego otrzyma

niem w przypadku silnie zasadowej 3-MeCyd. Według moich prze

widywań w tej ostatniej soli powinna być utrzymana preferowana 

konformacja C2'endo, tymczasem trudno przewidzieć w jakiej 
konformacji będzie występował kation 3—MeCyd^, gdy jego prze— 

ciwanionem będzie anion diwodorofosforanowy. Z danych X-ray 

dla CydH wynika, że H^PO^ współtworzy najsilniejszą 
sieć wiązań wodorowych w grupie soli z kationem CydH^. Być 

może, że także w przypadku kationu 3-MeCyd anion diwodorofos- 

foranowy będzie niezwykle aktywny zmieniając w efekcie prefe

rowaną konformację C2'endo na inną.

4 I1
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- Próba uporządkowania interpretacjj pasm absorpcii

wywodzących się od drgań rozciągaiacvch wiązań vC z-H~*P
występujących w widmach IR krystalicznych preparatów

Cyd. gCyd i_ ich sol i

Na schemacie nr 4 porównano położenie i względną inten

sywność dwóch pasm absorpcji u6C-H i v5C-H występujących w 

ośmiu widmach IR 0,W deuterowanych preparatów Cyd, H Cyd oraz 

ich soli chlorowodorkowych azotanowych i dideuterofosforano- 

wych (patrz także widma nr 1,2,6,7).

Podobne porównanie dokonana na schemacie nr 5 odnośnie 

czterech pasm absorpcji: i>5C-H; v6C-H, Ł’7C-H; vSC-H, występu

jących w ośmiu widmach IR podobnie deutercwanych preparatów 

cCyd i ich soli z kwasami: solnym, azotowym i ortofosforowym 
(widma nr 3,4,B,9).

Dane zawarte w tych dwóch schematach umożliwiły mi 

sporządzenie zbiorowego schematu nr 6, w którym wszystkie za

mieszczone w nim pasma zostały przypisane oscylacjom określo

nych wiązań C-H. Przypisanie położenia pasm absorpcji v5C-H i 

v6C-H zostało dokonane bardzo precyzyjnie w oparciu o widma IR 

selektywnie deuterowanych przy C5 preparatów Cyd i fCyd. 

Podobnie precyzyjnie określono położenie pasm v8C-H i v7C-H w 

widmach IR cCyd i jej chlorowodorkowej soli w oparciu o widma 

IR analogów tych związków selektywnie deuterowanych przy C8. 

Przypisanie tych dwóch pasm: vSC-H i u7C-H w widmach IR azota

nów i fosforanów eCyd zostało dokonane przez analogię, 

zakładając, że ł>7C—H jest także w tych solach najbardziej 

przesuniętym pasmem w kierunku fal krótkich, czyli leży przy 

wyższych liczbach falowych.
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w celu ułatwienia przeprowadzenia analizy porównawczej 

tych ważnych pasm absorpcji, bo wywodzących się od drgań roz

ciągających wiązań C-H przy ole-f i nowych atomach węgla o hybry— 
2dyzacji sp , umieściłam w środku schematu nr 6 pasma vC-H 

dotyczące widm IR obojętnych cząsteczek Cyd i sCyd, a powyżej 

i poniżej ich analogiczne pasma w protonowanych kationach 

CydH i ^CydH . Aby łatwiej prześledzić wpływ przeciwanionów 

na położenie tych ostatnich pasm, kationy oddziaływujące z 

anionami diwodorofosforanowymi i azotanowymi zostały umiesz

czone w tych samych szeregach, a te w solach chlorowodorkowych 

oddzielnie, między innymi dlatego, że struktury molekularne i 

krystaliczne obu soli chlorowodorkowych zastały ustalone na 

drodze rentgenograficznej, podczas gdy struktury soli azotano

wych i fosforanowych doczekały się takiego rozwiązania dotąd 
tylko w serii cytydyniowej.

Analiza danych zamieszczonych na schemacie nr 6 prowadzi 

do następujących spostrzeżeń.

Pasma wywodzące się od drgań rozciągających v6C-H są we 

wszystkich ośmiu porównywanych związkach ulokowane przy naj

niższych liczbach falowych, przy czym mieszczą się w bardzo
wąskim przedziale 20 cm ^ w zakresie między 3080 cm ^ (Cyd i 

+ — —1 + —CydH "NO^) a 3060 cm (CydH -Cl ). Tak ścisłe upakowanie tych 

pasm nie odzwierciedla w prosty sposób struktur krystalicznych 
badanych związków. Uł trzech z nich tj. w Cyd, CydH^-N0_ i 

rCydH *C1 istnieje uzasadnione przypuszczenie, że wiązania 

6C-H są uwikłane w wewnątrzcząsteczkowe wiązanie wodorowe z 

tlenem grupy hydroksylowej 05', co powinna powodować batochro— 

mowę przesunięcie pasm absorpcji wywodzących się z oscylacji
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-1tychże 'wiązęiń od 50 do lOO cm , Tymczasem te trzy pasma są
-1ulokowane na granicy krótkofalowej przy 3080 cm w Cyd i

CydH^-NO^ lub bardzo blisko niej (3075 cm w cCydH^*Cl . Z

tego faktu można by wysunąć dwa różne wnioski:

— kryterium rentgenograficzne zakładające obecność wiązania

wodorowego, gdy odległość między atomem wodoru a atomem pro—
o

tonoakceptorowym jest mniejsza aniżeli 2,4 A (przy kącie A-H 
...B większym od 120°) nie dotyczy wiązań wodorowych, vj któ

rych protonodonorami są grupy C-H,

— wiązanie vtodorowe typu C—H...B wyraża swą obecność na widmie 

IR przesunięciem hipsochromofłym a nie batochromowym pasma

Ostatni v>»nioHek byłby jednak niezgodny z licznymi obser— 

wacjami (dokonanymi także w naszym Zakładzie), z których 

wynika, że i'C—H...B (a w konsekwencji także vC—D...E) ulegają 

bardzo wyraźnym przesunięciom batochromowym, których wielkość 

może być miarą zasadowości i dostępności centrów protonoakcep- 

torowych B tworzących wiązania wodorowe z grupami C-H C107,

1153. Istnieją także liczne przykłady świadczące, że kryterium
o

rentgenograficzne (2,4 A) również obejmuje wiązania wodorowe 

typu C-H...B.

Pozostaje więc spróbować odpowiedzieć na pytanie, 

dlaczego trzy wewnątrzcząsteczkowe wiązania wodorowe, które 

odpowiadają kryterium rentgenograficznemu, wyłamują się z re

guł empirycznych stosowanych w spektroskopii IR?

Wydaje mi się, że stosunkowo dobrze poznane i scharakte

ryzowane są wiązania z protonodonorowymi grupami C-H, w któ— 

rych atomy węgla mają hybrydyzację sp'^, a “kwaśny" charakter
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tych grup wynika 2 podstawnikc5w wyciągających elektrony (atomy 

chlorowców, grupy cjanowe, grupy karboksylowe). Wiązania wodo

rowe 2 takimi grupami C-H odpowiadają kryterium rentgenogra— 

■ficznym i regułom spektroskopii IR. Bardzo słabo natomiast są 

poznane te przypadki, w których właściwości "kwaśne" wykazuje 

grupa C-H wchodząca w skład wiązania oletinowego. I w tych 

przypadkach niezbędne są grupy wyciągające elektrony, aby 

wiązania C-H zdobyły własności prctonodonorcwe. Sytuacja w 

przypadku "kwaśnych" wia^zań znacznie się jednak

komplikuje, gdyż oprócz efektu indukcyjnego, większość grup
•

wyciągających elektrony posiada wolne dwójki elektronowe 

wykazujące własności elektronodonorowe i efekty mezomeryczne. 

Pod tym względem struktury elektronowe fragmentów cytozynowego 

i etenocytozynowego są szczególnie bogate, gdyż w pierwszym 

przypadku wiązanie olefinowe jest częścią składową pierścienia 

4-aminopirymidynDweao, w którym Ct> sąsiaduje z "laktamowym" 

atomem azotu NI, a C5 jest w położeniu /? w stosunku do zasado

wego atomu azotu N3 i grupy egzoaminowej. W drugim przypadku to 

samo wiązanie olefinowe jest skonługowane poprzez wiązanie 

iminowe: 4C=N4 2 drugim wiązaniem olefinowym SC=C7 wchodzącym 

w skład pierścienia imidazolowego. To drugie wiązanie 

olefinowe od strony atomu węgla C3 łączy się bezpośrednio z 

“laKtamowym" atomem azotu N3, a od strony atomu węgla C7 2 

iminowym atomem azotu N4.

Uproszczona struktura elektronovja wokół wiązań C-H przy 

clefinowycn atomach węgla frag/aentu Cyt i irCyt będzie się kom

plikowała zarówno wskutek czynników wewnętirznych jak i zew

nętrznych. Do czynników wewnętrznych zaliczam w pierwszym
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rzędzie mezomerię laktam—laktim (i jej skoniugowane -formy), 

zależną od geometrii pierścieni heterocyklicznych prowadzącą 

do układów dibiegunowych na skutek rozdziału ładunków.

Do czynników zewnętrznych zaliczam proces protonowania i 

oddziaływanie międzyjonowe między protonowanym kationem a jego 

przeciwanionem. Proces protonowania likwiduje co prawda roz

dział ładunków, prowadzi natomiast do mezomerycznej i induk

cyjnej delokalizacji ładunku dodatniego, które to efekty 
wzmacniają aktywność protonodonorową fragmentu CytH"*^ i £CytH^, 

natomiast likwidują lub minimalizują aktywności protonoakcep— 

torowe tychże fragmentów.

Jak już uprzednio zaznaczyłam, nie spotkałam w literatu

rze precyzyjnej informacji na temat czynników, które powodują 

przesuwanie się drgań rozciągających wiai^ań uC-H.

Korelacje empiryczne rozróżniają położenia H od

H i ^ ramach tych pierwszych odróżniają v>C—H w

grupach CH^, i CH, a także w grupach Cl^C—H, Cl^CH^ i

CICK^.

Spróbuję uporządkować te sprawy w obrębie ośmiu badanych 

związków.

Jak już wspomniałam, pasmo v6C—H we wszystkich z nich 

jest przesunięte najbardziej batochromowo i mieści się w 
wąskich granicach 20 cm ^ (od 3080 do 3060 cm ^).

Byó może, że ten mały rozrzut w położeniu tego pasma jest 

spowodowany częściowym ładunkiem dodatnim na atomie azotu NI 

wywołanym w Cyd i cCyd mezomerią laktam—laktim, a w ich solach 

delokalizacją ładunku dodatniego, który rozprzestrzenia się 

także na atom azotu NI.
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Zakładajcie, ±e położenie pasm vC^^z-H m heterocyklicznym

systemie pierścieniowym może być zależne od wyżej wymienionych 

czynników, dalszą, dyskusję nad położeniem pasm vC—H zgromadzo

nych na schemacie nr 6 będę prowadziła biorąc pod uwagę istot

ne parametry struktury krystalicznej i elektronowej tychże 

soli. Parametry struktury krystalicznej są zgromadzone na 

schemacie nr S i dotyczą sześciu związków, których struktury 

krystaliczne zostały rozwiązane na drodze analizy rentgenogra- 

•f icznej. Parametry te umożliwiają porównanie sumarycznych 

względnych energii wiązań wodorowych występujących w 

strukturach krystalicznych tych związków, ale — co ważniejsze 

— umożliwiają także porównanie cząstkowych udziałów w tych 

oddziaływaniach: reszt rybozowych, reszt cytozynowych (Cyt) 

etenocytozynowych (jpCyt) w -formach obojętnych, a także w 
protonowanych CytH^ i ^CytH^ oraz ich przeciwanionóws Cl , NO

w
i H^PO^. W celu lepszego wniknięcia w istotę tych oddziaływań 

w energiach cząstkowych udziałów zostały uwzględnione procen

towe aktywności protonodonorowe (Do) i protonoakceptorowe (Ac) 

danych -fragmentów.

Parametry obrazujące struktury elektronowe są zgromadzone 

na schemacie nr 9. Dotyczą one tylko pięciu związków i zostały 

oparte na danych opubli kowanych przez nas w "Chemica Scripta" 

w 1986 roku Cl151.

W schemacie nr 9 są zamieszczone (obliczone metodą 

CNDO/2) względne gęstości elektronowe wszystkich atomów wcho

dzących w skład cząsteczek nukleozydów obojętnych i ich proto— 

nowanych kationów w solach chlorowodorkowych i azotanowych 

(tylko dla CydH *NO^). Gęstości elektronowe atomów wchodzącychW
w skład przeciwanionów zostały pominięte.
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Na ty/n samym schemacie dokonano zsumowania gęstości 

elektronowych przypadających na wszystkie atomy, czyli na te 

budujące -fragment rybozowy i heterocykliczny (zasadowy). Na 

tej podstawie można było przypisać obojętnym nukleozydom 

wyraźną separację ładunków: dodatniego (niedomiar elektronów) 

od ujemnego (nadmiar elektronów), a w przypadku ich protonowa— 

nych kationów rozdział ładunku dodatniego na -fragment rybozowy 
i kationy CytH^ i zrCytH^.

Nim przejdę do zbiorczej interpretacji położenia pasm 

vC^pZ—H zgromadzonych na schemacie nr 6, chcę zwrócić uwagę na 

najistotniejsze różnice w strukturze krystalicznej i elektro

nowej omawiainych związków, które wynikają z danych zamieszczo

nych na schematach nr 8 i 9. ‘

1. Sumaryczna energia wiązań wodorowych w obojętnych nukleozy- 

dach (Cyd i jpCyd) jest istotnie mniejsza od tej występują
cej w ich solach. Stanowi ona od 73>1 (rCyd^’Ci ) do ZOX

+ “(CydH -H^PO^) energii wiązań wodorowych występujących w 

strukturze krystalicznej danej soli.

2. Transformacja Cyd-»cCyd zwiększa co prawda o ok. 22% suma

ryczną energię sieci wiązań wodorowych, równocześnie jednak 

burzy równowagę aktywności Do i Ac, jaka występowała w 

krysztale Cyd między fragmentem Cyt (J]51%; w tym 28%Do/ 

/73%Ac) a rybozowym (£49%; w tym 72%Do/277.Ac). W sCyd 

fragment ^:Cyt stracił całkowicie aktywność Do (mostek 

etenowy wyparł dwie czyli wszystkie grupy donorowe), a jego 

udział w energii sieci wiązań wodorowych stanowi tylko 35%. 

W efekcie fragment rybozowy został "zmuszony" do przejęcia 

całkowitej aktywności donorowej układu, zwiększając swój 

udział w energii sieci wiązań wodorowych do 65%.
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