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Fotochemia jedno- i dwuniciowych oligodeoksynuklegdow zawierajgcych
5-bromouracyl w sgsiedztwie zasad pirymidynowych

Modyfikowane zasady kwasOw nukleinowych, nuklegzydaz nukleotydy znajdaj
szerokie zastosowanie jako leki w chemioterapii owverowej, leki przeciwwirusowe,
przeciwbakteryjne a tak jako sondy fotochemiczne w badaniach uktadowolgioknych. 5-
Halogenopirymidyny $ stosowane od wielu lat jako sondy fotochemicznebadaniach
przestrzennej struktury kwasow nukleinowych (zarGwWDNA jak i RNA) a take w
badaniach oddziatywania kwasow nukleinowych z laiatk z wykorzystaniem techniki
fotozszywania gghotocrosslinking) pozwalagcej na identyfikag waznych funkcjonalnie
miejsc kontaktu kwas nukleinowy-biatko w kompleksaagukleoproteidowych. Gtownym
celem wikszaci prowadzonych bada fotochemicznych jest poznanie mechanizmow
fotoreakcji jakie zachodzw kwasach nukleinowych oraz kompleksach nukle@dotvych.
Jedny z czsciej stosowanych biologicznych sond fotochemicznyest 5-bromourydyna.
Poniewa promier Van der Waalsa atomu bromu jest zbhy do promienia Van der Waalsa
grupy metylowej, cgsteczka ta miee zasipi¢ tymine w nici DNA nie powodujc zmian w
natywnej strukturze kwasu nukleinowego. Wprowade&abromourydyny do DNA lub RNA
zwicksza czuté¢ tych kwasOw na promieniowanie UV i daje #iwosé selektywnego
wzbudzenia cgsteczki 5-bromouracylu bez jednoczesnego wzbudzpomostatych zasad
azotowych. Néwietlanie promieniowaniem ultrafioletowym oligonekitydow zawieragcych
w tancuchu 5-bromouracyl prowadzimaoze do fotoredukcji 5-bromouracylu do uracylu,
tworzenia fotoadduktow typu 5,5-diuracylowego, wania nici oligonukleotydowej,
tworzenia wizania kowalencyjnegopliotocrosslinking) z zasadami, generowania miejsc
apurynowych. Fotoreaktyw8é 5-bromouracylu w DNA jest zatea od sekwencji
oligonukleotydowej oraz od konformaéihcuchéw

Na podstawie przeprowadzonych wazrej eksperymentow na prostych uktadach
modelowych wykazana,e podczas rfavietlania promieniowaniem UV 5-bromouracyl ulega
reakcji fotocykloaddycji z uracylem oraz tymjranalogicznej do fotodimeryzacji pirymidyn
tworzac addukt cyklobutanowy z atomem bromu w pozycjeSady pirymidynowej. Naky
podkreli¢, ze jak doagd brak w literaturze doniesietworzenia s tego typu adduktow w
uktadach oligonukleotydowych znakowanych 5-bromdyng. Biorac powyzsze pod uwag
postanowiono zbada fotochem¢ oligonukleotydoéw zawieragych w swej strukturze
czasteczk 5-bromouracylu w otoczeniu zasad pirymidynowychacylu i/lub tyminy w
jedno- i dwuniciowych uktadach DNA.

Naswietlanie oligonukleotydow zawiekgjych 5-bromouracylgsiadupcy w tancuchu
z jedry lub dwoma zasadami pirymidynowymi, takimi jak udaczy tymina prowadzi do
powstania fotoproduktéw zawiegaych w cazsteczce dwie pgtzone ze sap zasady



azotowe. Stwierdzonoyziw wigkszaci badanych uktadéw oligonukleotydowych powstaje
jeden gtéwny fotoprodukt, z wytkiem sekwencji, w ktorej 5-bromouracyhssaduje z
obydwu stron (3’ i 5’) z dwiema zasadami uracylowyrgdzie powstaj dwa gtdwne
fotoprodukty. Reakcja fotochemiczna 5-bromouracydst sekwencyjnie zatea, a jej
szybka¢ jest wiksza w przypadku gdy od strony 3’ BrU whgaichu oligonukleotydowym
znajduje s} urydyna. Ponadto, Kaietlajac oligonukleotyd znakowany 5-bromouracylem w
otoczeniu puryny i pirymidyny (adeniny i uracyluweerdzono,ze 5-bromouracyl reaguje
tylko z zasag pirymidynows, niezalenie od tego czy znajduje¢sona po stronie 3’ czy 5’
tancucha. 5-Bromouracyl w badanych oligonukleotydactefgouje reakeg z zasad
pirymidynowa niz z zasagd purynows, a w przypadku wyspowania dwoéch zasad
pirymidynowych preferuje zasaanajdugca sie po stronie 3’ tacucha. Ponadto fotoreakcja
przebiega z wiksz szybkdcig, gdy po stronie 3’ znajduje esiurydyna, nt gdy jest m
tymidyna. W ukfadach dwuniciowych powstajakie same fotoprodukty jak w uktadach
jednoniciowych. Obecrio nici komplementarnej nie ma wplywu na rodzaj twoszh se
fotoproduktow i tylko w niewielkim stopniu wptywaa ich dystrybugj.

Naswietlanie 5-bromouracylu w otoczeniu uracylu w dilaotydach, prowadzi, w
zaleznosci od sekwencji, do powstania dwéch lub trzech fodoluktéw. Tylko w przypadku
sekwencji 5-XU-3’ zaobserwowano na podstawie avyaliwidma absorpcji, widma
masowego HR ESI MS oraz konwersji do substratu poglywem nawietlania
promieniowaniem krétkofalowym tworzenies $otoadduktu cyklobutanowego bez eliminaciji
atomu bromu w cgsteczce. Nalegy podkréli¢, ze jak dogd nie obserwowano tworzenia si
fotoadduktu cyklobutanowego z atomem bromu w uldaddinukleotydowych. W przypadku
odwrotne] sekwencji 5’-UX-3’ nie zaobserwowano twemia s§ tego typu fotoproduktu,
mozna to ttumaczy przez szybsg konwersg powstagcego adduktu cyklobutanowego do
gtbwnego fotoproduktu, dodatkowo sekwencja ta jeatdziej oporna na #&aietlanie
promieniowaniem UV. Natomiast dla sekwencji zawgre] tymidyre po stronie 3
dinukleotydu zaobserwowano tworzenie dwoéch fotopkbdw, z ktorych jednym jest
fotoaddukt cyklobutanowy zawieggly atom bromu w cgsteczce. Analiza masowa (MALDI
TOF MS) gtdéwnych fotoproduktow daietlania heksanukleotydéw nie wykazata, obecno
adduktow cyklobutanowych zawiegaych atom bromu w gsteczce.

Analiza widm NMR oraz widm masowych wykazale gtéwnym fotoproduktem
naswietlania 5-bromouracylu w otoczeniu zasad pirymiolyych jest addukt typu 6-
hydroksy-5,6-dihydro-5,5'-dipirymidynowy. Adduktrigworzy s¢ w reakcji fotochemicznej
5-bromouracylu zaréwno z uracylem jak i tymjira grupa hydroksylowa przygza s¢ w
pozycji C6 do pigtienia pirymidynowego nie zawiesgego modyfikacji. W
oligonukleotydach gtéwnym fotoproduktemsémaetlania jest addukt nie zawiegay atomu
bromu w strukturze, a jego masa wskazuje na elioijnatomu bromu, ktérej towarzyszy
przylaczenie grupy OH. Ten fakt oraz analiza widm abggrpédm masowych oraz trawte
enzymatycznych gtéwnych fotoproduktéw pozwala stda&, ze gtownym fotoproduktem
naswietlania 5-bromouracylu w otoczeniu zasad pirymiolyych zarowno uracylu jak i
tyminy w oligonukleotydach jest addukt typu 6-hykisg-5,6-dihydro-5,5'-dipirymidynowy z
uracylem znajducym sk po stronie 3’ lub 5 tacucha oraz z tymin znajdujca Sie po
stronie 3’ taicucha oligonukleotydowego.

Stwierdzonoze addukt zawieragy w pozycji C6 grup hydroksylowg jest nietrwaty
termicznie i traci cgsteczk wody z utworzeniem 5,5'-diuracylu. Fotoaddukty mbapce
podczas navietlania 5-bromouracylu z uracylem znajgiyjm sk po stronie 5’ tacucha g
bardziej nietrwate i ulegajszybszej konwersji z eliminacgzasteczki wody ni fotoaddukty
z uracylem znajdggym sk po strony 3. W wyniku fotoreakcji 5-bromouracyiutyming
powstagcy fotoaddukt ze wzgtlu na obecni& grypy metylowej jest stabilny termicznie. W
przypadku oligonukleotydéw zaobserwowano powstawvaamnalogicznych fotoproduktow



typu 5,5-diuracylowych, jak w przypadku dinukledtyw, co potwierdzono za pompc
analizy widm UV i MS. Néwietlanie oligonukleotydéw prowadzi do powstawania
analogicznych fotoadduktow typu 6-hydroksy-5,6-difo5,5'-dipirymidynowych i 5,5'-
diuracylylowych jak w przypadku dinukleotydow.

Dodatkowo zaproponowano mechanizm reakcji fotochendj 5-bromouracylu z
uracylem i tymin. Zaobserwowanoze w wyniku ndawietlania promieniowaniem UV
adduktu cyklobutanowego z atomem bromu wsteczce dochodzi do powstania adduktu
typu 6-hydroksy-5,6-dihydro-5,5"-dipirymidynowegoNa podstawie bada trwatcsci
termicznej i fotochemicznej fotoproduktéw stwierdpoze fotoaddukt cyklobutanowy jest
produktem pérednim tej reakcji i w wyniku addycji gsteczki wody i eliminacji atomu
bromu tworzy si addukt typu 6-hydroksy-5,6-dihydro-5,5’-dipirymiaigwy.

W badanych uktadach nie stwierdzono reakcji debmawji 5-bromouracylu z
wytworzeniem uracylu zarbwno w uktadach di- jakligonukleotydowych, jak rowniew
heksamerze zawiemmlym sekweng 5-AXU-3’ nie stwierdzono powstawania zywiku
zawieragcego resztrybonolaktonu lub erytrozy.



