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Synthesis and characterization of lanthanide
complexes and their application as synthetic
ribonucleases

Lanthanide ion complexes attract considerable attention in last decades since that
can by used in biotechnology, bioengineering, medicine. Catalytic activity of complexes
containing lanthanide ions for hydrolysis of nucleic acids is of particular interest.

In these thesis, new lanthanide complexes containing hydrazone and salen type
ligand: N,N’-bis(salicylidene)-1,12-diamine-4,9-dioxadodecane, N,N’-bis(salicylidene)-1,5-
diamine-2-metylpentane, 2,6-diacetylpyridine-bis(2-aminobenzoilhydrazone) or 2,6-
diacetylpyridine-(2-aminobenzoilhydrazone) were synthesized. All complexes were
characterized by analytical and spectral methods. Compounds isolated in the form of
crystals were identified by X-ray crystal structure determination.

Complexes were used to hydrolyze phosphodiester bond in RNA. The results reveal
that some lanthanide complexes can selectively hydrolyse RNA at the target site. These
specific properties seem to be of interest for treatment of genetic diseases investigation.

Ribonuclease synthetic precursor (2’OMe RNA containing oxygen donor atom
ligand on 5 end) was synthesized. Specific properties of this precursor complexed with

lanthanide ions for the hydrolysis of phosphodiester bond in RNA were studied.
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I. WSTEP | CEL PRACY

Uktady biologiczne zawierajgce jony metali lub funkcjonujgce w ich obecnosci,
przez dtugi czas stanowity dla cztowieka duzg zagadke. Zastosowanie zwigzkow
kompleksowych metali d i f-elektronowych jako prostych modeli metaloprotein w wielu
przypadkach pozwolito na ustalenie mechanizmu ich dziatania. Obecny stan wiedzy
pozwala nie tylko tworzy¢ uktady modelowe, ale takze sterowaé nimi. Dazy sie do
otrzymania nowych zwigzkéw kompleksowych, ktére ze wzgledu na swoje witasciwosci
mozna wykorzysta¢ w katalizie, farmacji, medycynie. Szczegélnym zainteresowaniem
cieszg sie zwigzki kompleksowe typu zasad Schiffa. Ligandy typu zasad Schiffa projektuje
sie w ten sposdéb by w duzym stopniu przypominaty zwigzki wystepujace w naturze.
Wykazujg one specyficzne wtasciwosci kompleksotwdrcze oraz aktywnos¢ biologiczna.
Badanie uktadéw modelowych opartych na kompleksach jondéw metali umozliwia
zrozumienie wielu skomplikowanych proceséw zachodzgcych w zywych organizmach.
Mozliwos$é wykorzystania kompleksdw lantanowcdw typu zasad Schiffa jako syntetyczne
rybonukleazy w selektywne] katalizie reakcji hydrolizy wigzania fosfodiestrowego w
kwasach nukleinowych skfonita mnie do podjecia badan nad t3 specyficzng wtasciwoscig
tych zwigzkow.

Cel niniejszej pracy obejmuje trzy kierunki dziatan. Pierwszy to synteza i charakterystyka
nowych zwigzkéw kompleksowych lantanowcédw zawierajgcych salenowe i hydrazonowe
ligandy typu zasad Schiffa. Drugim jest zbadanie wtasciwosci hydrolitycznych tych
komplekséw oraz kompleksdw lantanowcéw, ktérych synteza i charakterystyka zostata
opublikowana w ostatnich latach przez cztonkdéw zespotu naukowego prof. Wandy
Radeckiej-Paryzek. Trzeci kierunek dotyczy opracowania najdogodniejszej metody

syntezy prekursora syntetycznej rybonukleazy oraz zbadania jego wtasciwosci
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hydrolitycznych wzgledem wigzania O-P-O w RNA. Zagadnienia zwigzane z hydrolizg RNA
sg niezwykle ciekawe ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzystania ich w terapii niektérych
chordéb genetycznych.

W niniejszej pracy czes¢ literaturowg oraz omowienie wynikow podzielono na dwie
czesci. Pierwsza dotyczy syntezy i charakterystyki salenowych i hydrazonowych
zwigzkéow kompleksowych lantanowcéw typu zasad Schiffa, druga natomiast zwigzana
jest z zastosowaniem jondéw lantanowcow oraz kompleksdw lantanowcéw jako

syntetyczne rybonukleazy.
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2’0OMe RNA - kwas rybonukleinowy metylowany w pozycji 2’

AcOH - kwas octowy

APS - nadsiarczan(VI) amonu (NH4),S,0s
BB - barwnik bromofenylowy

CDCl3 - deuterowany chloroform

CPG - podtoze state

DCC - dicykloheksylokarboimid

DIPETA - diizopropyloetyloamina

DMA - dimetyloamina

DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

DMF - dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

EDTA - kwas etylenodiaminatetraoctowy
ESI - spektroskopia masowa stosujgca jako jonizacje elektrorozpylanie (z

ang. Electrospray lonization)

EtsN - trietyloamina

EtOH - etanol

HoL-L* - oznacza ligandy w kompleksach otrzymanych w niniejszej pracy

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczcowa (ang. High Performance

Liquid Chromatography)

L1-L25 - oznacza ligandy wystepujace w cytowanych publikacjach

Ln - lantanowiec(l1)

MA - metyloamina

MALDI - spektrometria masowa stosujgca jako jonizacje desorpcje laserowg z

udziatem matrycy (z ang. Matrix Assisted Laser Desorption lonisation)
MeOH - metanol

MJD - choroba Machado-Josepha (z ang. Machado-Joseph disease)
NMR - rezonans magnetyczny jadra
PAA - zel poliakryloamidowy



http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia_cieczowa
http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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PNK

pPSR
PSR
TEMED
THF
TLC

Tris

- bufor stosowany do hydrolizy RNA pod wptywem kinazy T4 (z ang.
Polynucleotide Buffer)

- prekursor syntetycznej rybonukleazy na podfozu CPG

- prekursor syntetycznej rybonukleazy

- N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

- tetrahydrofuran

- chromatografia cienkowarstwowa (z ang. Thin layer chromatography)

- Tris(hydroksymetylo)aminometan
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1. Zwiazki kompleksowe lantanowcédw zawierajace
salenowe i hydrazonowe ligandy typu zasad Schiffa

Kompleksy typu zasad Schiffa to zwigzki zawierajgce w swej strukturze ligandy z
podwdjnym wigzaniem C=N, zwanym wigzaniem iminowym. Nazwa pochodzi od ich
odkrywcy niemieckiego uczonego Hugo Schiffa (1834-1915).[1] Zwigzki te otrzymuje sie
w wyniku reakcji kondensacji, ktorej pierwszym etapem jest nukleofilowy atak
pierwszorzedowej grupy aminowej na karbonylowy atom wegla (Rysunek 1). Powstaje

wowczas hydroksyamina, z ktorej po eliminacji czgsteczki wody

R, R, Ry Rz -H,0
R
—_— 2
T + H;N—R; =—— e — N

5 HO  NHR;  +H,0

Rysunek 1.

tworzy sie enamina. Efektem tautomeryzacji iminowo-enaminowej jest zwigzek typu

zasad Schiffa.[2]

Wyrézniamy dwie metody otrzymywania zwigzkdw  kompleksowych
lantanowcéw typu zasad Schiffa: metode templatowg (reakcje kondensacji in situ) i

metode bezposrednia.[3]
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Salenowe i hydrazonowe kompleksy lantanowcow przyczyniajg sie do szybkiego
rozwoju takich dziedzin jak biotechnologia czy biologia molekularna.[4-10] Znajdujg
zastosowanie jako modele metaloprotein, srodki terapeutyczne, wysoko selektywne
katalizatory, skfadniki budulcowe w konstrukcji materiatéw ciektokrystalicznych,
polimery  koordynacyjne o potencjalnych  wtasciwosciach katalitycznych,

luminescencyjnych, magnetycznych czy  optycznych.[11-22]

1.1 Przykiady komplekséw lantanowcéw zawierajacych ligandy
salenowe

Ligandy salenowe typu zasad Schiffa wywodzg sie z aldehydu salicylowego lub
jego pochodnych oraz amin (lub diamin). Zastosowanie réznych pochodnych aldehydu
salicylowego oraz aminy (lub diaminy) do syntezy ligandow i skompleksowanie ich z
jonami lantanowcéw daje szeroki wachlarz mozliwosci otrzymania zwigzkéw o
ciekawych wifasciwosciach fizykochemicznych i strukturalnych i wykorzystania ich w

réznych dziedzinach nauki.

Ligand H,L1 otrzymano w wyniku reakcji kondensacji [2+1] dwdch czgsteczek

aldehydu salicylowego lub i jednej czgsteczki etylenodiaminy (Rysunek 3).[23]

7N\

N N

OH HO

C16H16N20;
H,L1

Rysunek 3.

Zsyntezowany ligand H,L1 wykorzystano do reakcji z octanem, azotanem(V) lub

chlorkiem terbu(lll), w wyniku czego otrzymano zwigzki kompleksowe o réznym sktadzie
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(podczas syntezy stosunek ligandu do jonu lantanowca w kazdym przypadku wynosit
3:2).

W przypadku zastosowania octanu terbu(lll) otrzymano zwigzek kompleksowy o
ciekawej strukturze. Zawiera on szes¢ czasteczek ligandu i cztery jony terbu(lll)
Thby(L1)e:6MeOH-4H,0. W sfere koordynacyjng zewnetrznych jondéw terbu(lll) Tbl i Tb1A
(Rysunek 4A), majgcych liczbe koordynacyjng 8, wchodzg dwie czgsteczki ligandu H,L1
N,0,-donorowego. Natomiast wewnetrzne jony terbu(lll) Tb2 i Tb2A majg liczbe
koordynacyjng 7, a sfere koordynacyjng wypetnia jeden N,O,-donorowy ligand H,L1 oraz
trzy fenylowe atomy tlenu z trzech ligandéw H,L1.

Zastosowanie azotanowych(V) i chlorkowych soli terbu(lll) przyczynito sie do otrzymania
zwigzkow kompleksowych zawierajgcych w swej strukturze trzy czasteczki ligandu i dwa
jony terbu(lll) [Tb(L1)(NOs3)(MeOH)l(u-H,L1) i [Tb(L1)CI(MeOH)],(u-H,L1). Jedna
czgsteczka ligandu petni role tacznika pomiedzy dwoma jonami centralnymi (Rysunek 4B
i C).[24] Liczba koordynacyjna jondéw centralnych dla poszczegdlnych komplekséw

[Tb(L1)(NO3)(MeOH)],(u-H,L1) i [Tb(L1)CI(MeOH)],(u-H,L1) wynosi odpowiednio 8i 7.

Rysunek 4.
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Zwigzek kompleksowy [Tbs(L2)s(H,0),]Cl otrzymano w wyniku reakcji ligandu
H,L2 (Rysunek 5A) z chlorkiem terbu(lll).[25] Otrzymany zwigzek ma strukture
sandwiczowg. Zewnetrzne jony terbu(lll) Tb(1) i Tb(3) (Rysunek 6) majg podobng sfere

koordynacyjna.
A B

Br
:< CaoH2N,0, >:

CpoH1BINy0O,
H,L2 H,L3

Rysunek 5.

Liczba koordynacyjna wynosi 9, a atomy donorowe pochodzg od jednego zewnetrznego
N,0,-donorowego liganda H,L2 i jednego wewnetrznego 0,0,-donorowego ligandu H,L2

oraz jednej czasteczki wody.

Rysunek 6.

Udowodniono, ze zastosowanie dodatku octanu cynku w reakcji ligandu H,L2 z
chlorkiem terbu(lll) spowodowato otrzymanie kompleksu [Ths(L2)3(OAc),Cl], w ktorym
jeden zewnetrzny ligand i czasteczki wody z kompleksu [Tbs3(L2)4(H,0),]Cl zostaty

zastgpione dwoma jonami octanowymi oraz jonem chlorkowym (Rysunek 7).
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Rysunek 7.

W reakcjach syntezy komplekséow, w ktérych stosuje sie uwodnione sole
lantanowcdéw(lll) produktami czesto sg hydroksykompleksy. Jony hydroksylowe powstajg
w wyniku hydrolizy zastosowanej soli lantanowca. Otrzymane kompleksy zawierajg
wowczas mieszane przeciwjony, zarowno aniony hydroksylowe jak i aniony pochodzace
od zastosowane;j soli.

Czterordzeniowy hydroksykompleks dysprozu(lll) [Dys(us-OH),(L3),(acac)s] otrzymano w
reakcji ligandu H,L3 (Rysunek 5B) z acetyloacetonem dysprozu(lll). Wszystkie jony

dysprozu(lll) maja liczbe koordynacyjng 8 i lezg w jednej ptaszczyznie (Rysunek 8).[26]

Rysunek 8.

Potaczone sg za pomocyg dwdch atoméw tlenu (O(3), O(3’)) pochodzacych z anionéw
hydroksylowych. W sktad sfery koordynacyjnej wchodzg takze donorowe atomy tlenu

pochodzace od acetyloacetonu oraz atomy tlenu grup hydroksylowych z pierscienia
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aromatycznego liganda H,L3. Zewnetrzne jony dysprozu(lll) Dy(2) i Dy(2’) koordynujg z

N,0,-donorowym ligandem H,L3.

W wyniku reakcji liganda H,L4 z chlorkiem neodymu(lll) lub terbu(lll) oraz reakcji
liganda H,L5 (Rysunek 9) 1z chlorkiem europu(lll) Iub erbu(lll) otrzymano
szeSciordzeniowe zwigzki kompleksowe o wzorach sumarycznych
[Nds(L4)4(OH)a(MeOH),]-2CI-4MeOH, [Tbe(L4)4(OH)4(MeOH)4]-2Cl-4MeOH,
[Eug(L5)4(OH)4(MeOH),(EtOH),(H,0),]-2Cl-3EtOH-H,0 i
[Ere(L5)a(OH)4(EtOH),(H,0),]-2Cl-2EtOH-MeOH-H,0.[27]

N /ﬁ/\ =
N N
OH
OH HO

H,L4: R;=OMe
H,L5: Ry=H

Rysunek 9.
Badania wykazaty, ze kompleksy neodymu(lll) i terbu(lll) z ligandem H,L4 s3

izomorficzne. Na rysunku 10A przedstawiona zostata struktura krystaliczna kompleksu

[Ndg(L4)4(OH)4(MeOH),]-2Cl-4MeOH. Sktada sie on z dwdch centrosymetrycznych rdzeni

Rysunek 10.

Nds(L4), , ktore potgczone sg ze sobg za pomocg dwdch anionéw mostkujgcych ps-OH™.
Kazdy anion p3-OH™ tgczy trzy jony neodymu(lll). Wszystkie jony neodymu(lll) maja liczbe
koordynacyjng 8. Jony Nd(2) i Nd(3) koordynujg z trzema zasadami Schiffa, podczas gdy

10
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Nd(1) skoordynowany jest z dwoma zasadami Schiffa, a w jego sferze koordynacyjnej
znajdujg sie dodatkowo dwa mostkujgce aniony p3-OH™ oraz jedna czgsteczka metanolu.
Struktury krystaliczne komplekséw europu(lll) i erbu(lll) z ligandem H,L5 sg izomorficzne,
a sposob koordynacji jondéw centralnych Eu(1), Eu(2) i Eu(3) (Rysunek 10B) jest podobny
do wystepujacego w kompleksie neodymu(lll) z ligandem H,L4. Jony Eu(1) i Eu(2) maja
liczbe koordynacyjng 8; czasteczka metanolu, wystepujgca w kompleksie neodymu(lll) z
ligandem H,L4 zostata zastgpiona czasteczka etanolu.

Powyisze przyktady wskazujg na waing role przeciwjondw w syntezie zwigzkdéw
kompleksowych. Niejednokrotnie wptywajg one na rozmieszczenie czasteczek w
przestrzeni, stosunek metal:ligand i sktad sfery koordynacyjnej jonu centralnego, o
ktorym decyduje przede wszystkim uktad atomdédw donorowych w ligandzie, uzyty jon

metalu, a takze czgsteczki rozpuszczalnika.

Zastosowanie w syntezie gietkiej diaminy (1,2-etylenodiaminy, 1-metylo-1,2-
etylenodiaminy, putrescyny) moze prowadzi¢ do otrzymania polimerowych zwigzkéw
kompleksowych. Swiadczy to o znaczeniu natury ligandu w procesie samoorganizacji
czgsteczek, ktéry moze spetnia¢ role ligandu mostkujgcego.[30] Na proces
samoorganizacji wptywaja takze zastosowane rozpuszczalniki, rodzaj jonu lantanowca
oraz warunki prowadzenia reakcji. Uzycie mniej gietkich diamin aromatycznych
doprowadza do otrzymania skonczonych dwu lub czterordzeniowych struktur.

Zwigzek kompleksowy lantanu(lll) o wzorze sumarycznym [Lay(L6)s(NO3)e]e
otrzymano w wyniku reakcji kondensacji [2+1] dwdch czgsteczek aldehydu salicylowego i
jednej czasteczki putrescyny w obecnosci azotanu(V) lantanu(lll). Ligand H,L6 zawiera
cztery potencjalne atomy donorowe: dwa atomy tlenu pochodzgce od grupy

hydroksylowej i dwa atomy azotu pochodzgce z grupy iminowe] (Rysunek 11).[28]

HO
H,L6
X /\/\/N R
N
C18H20NZOZ
OH
Rysunek 11.

11
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Zwigzek kompleksowy tworzy strukture dwuwymiarowego polimeru koordynacyjnego
(Rysunek 12A). lJest to pierwszy przyktad takiej struktury zwigzku kompleksowego
lantanowca(lll) zawierajgcego salenowg zasade Schiffa. Wywodzi sie ona z aldehydu
salicylowego i kadaweryny. Strukture polimeryczng tworzg ligandy H,L6 koordynujgce
wyfacznie poprzez atomy tlenu i mostkujgce 10-koordynacyjne jony lantanu(lll), ktérych
sfera koordynacyjna uzupetniona jest dwufunkcyjnymi jonami azotanowymi(V) (Rysunek
12B). Geometrie wokdét jondw centralnych okreslono jako znieksztatcony podwdjnie

centrowany dodekaedr.

Rysunek 12.

Spektroskopia w podczerwieni wykazata, ze jony azotanowe(V) skoordynowane s3 z
jonem centralnym za pomocg dwdch atoméw tlenu, co potwierdzita analiza
rentgenostrukturalna. W sktad wewnetrznej sfery koordynacyjnej lantanu(lll) wchodzi
sze$¢ atomow tlenu pochodzgcych od trzech jondw azotanowych(V) oraz cztery atomy
tlenu, po jednym z kazdej z czterech czgsteczek ligandu H,L6.

Polimeryczne zwigzki kompleksowe gadolinu(lll) i dysprozu(lll) o wzorze
sumarycznym [Ln(H,L1):5(NOs)s], otrzymano w reakcji ligandu H,L1 (Rysunek 3) z
azotanowg(V) sola odpowiedniego lantanowca.[29] Zwigzki kompleksowe gadolinu(lll) i
dysprozu(lll) sg izomorficzne, a wszystkie jony majg liczbe koordynacyjng dziewiec.
Geometria wokét jonu centralnego to trygonalny pryzmat potrdjnie centrowany

(Rysunek 13).
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Rysunek 13.
Jon gadolinu(lll) lub dysprozu(lll) w monomerze koordynuje z trzema donorowymi
atomami tlenu z grup fenylowych pochodzacych od trzech ligandéw H,L1 oraz trzema
dwufunkcyjnymi jonami azotanowymi(V). Kazdy ligand H,L1 w zwigzku kompleksowym
gadolinu(lll) lub dysprozu(lll) jest ligandem mostkujgcym, tgczacym poszczegdlne
monomery poprzez koordynacje za pomoca fenylowych atomoéw tlenu z poszczegdlnymi
jonami lantanowcow. Dzieki temu tworzy sie dwuwymiarowy polimer koordynacyjny

(Rysunek 14).
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Rysunek 14.

Polimeryczne zwigzki kompleksowe lantanu(lll) i prazeodymu(lll) o wzorach
sumarycznych [La(H,L7)15(NOs)3], i [Pr(H,L7)(NO3)s;(MeOH)], otrzymano w reakcji
azotanowych(V) soli odpowiednich lantanowcéw z ligandem H,L7 (Rysunek 15).[30]

Kompleks lantanu(lll) zawierajacy ligand H,L7 jest podobny do polimerycznych
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komplekséw gadolinu(lll) i dysprozu(lll) zawierajacych ligand H,L1. Krystalizujg one w tej

samej grupie krystalicznej, a koordynacja jonu centralnego zachodzi w ten sam sposéb.

~

N N

OH HO
Ci7H15N,0,
H,L7

Rysunek 15.
Polimeryczny zwigzek kompleksowy prazeodymu(lll) [Pr(H,L7)(NO3);(MeOH)], ma
natomiast ksztatt tancuchdw skfadajgcych sie z mostkujgcego ligandu H,L7 tgczacego
jony prazeodymu(lll) poprzez koordynacje przez fenylowe atomy tlenu (Rysunek 16).
Kazdy jon prazeodymu(lll) ma liczbe koordynacyjng 10 i geometrie odksztatconego
szesnastoscianu. W sktad sfery koordynacyjnej wchodzg dwa fenylowe atomy tlenu z
dwodch réznych ligandéw H,L7, dwa atomy tlenu pochodzgce od metanolu i szes¢
atomoéw tlenu pochodzgcych od trzech dwufunkcyjnych jondw azotanowych(V).

Poszczegélne tancuchy potgczone sg ze sobg za pomocga wigzan wodorowych.

To0ozZzITO

-

Rysunek 16.
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Polimeryczne zwigzki kompleksowe lantanu(lll), prazeodymu(lll), gadolinu(lll) i
dysprozu(lll) charakteryzuja sie silna luminescencja widoczng juz przy uzyciu

laboratoryjnej lampy UV-vis przy dtugosci fali A=365nm.

W wyniku reakcji kondensacji [2+1] dwdch czasteczek aldehydu salicylowego i
jednej czasteczki trietylenotetraaminy w obecnosci azotanu(V) erbu(lll) (Rysunek 17)
otrzymano zwigzek kompleksowy zawierajgcy ligand H,L8 o wzorze sumarycznym

[Er(NO3)L8] (Rysunek 18A).[31]

NH HN
N N
CaoH26N407
H,L8
OH HO
Rysunek 17.

W otrzymanym zwigzku kompleksowym stosunek ligandu N;0,-donorowego do jonu
centralnego wynosi 1:1. tadunek jonu metalu réwnowazony jest przez deprotonacje
grup hydroksylowych oraz jeden jon azotanowy(V). Spektroskopia w podczerwieni
potwierdzita fakt wystepowania jonéw azotanowych(V) dwukleszczowych. Liczba
koordynacyjna jonu centralnego wynosi 8, a geometria wokét jonu centralnego to

podwadjnie centrowany pryzmat trygonalny (Rysunek 18B).[32]

L)

Toozm

Rysunek 18.
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Wykazano takze, ze w zaleznosci od warunkow reakcji trzech czasteczek aldehydu
salicylowego i jednej czasteczki trietylenotetraaminy mozna otrzymac trzy rézne formy
ligandu (Rysunek 19), w ktérych trzecia czasteczka aldehydu salicylowego reaguje z

réoznymi atomami azotu czgsteczki trietylenotetraaminy.[33]

e kL

+ é zwﬁj

.l
éﬁi

NH N

),

NH
é H;L11 5

Rysunek 19.

ﬂ

N

W wyniku takiej syntezy mozna otrzymac¢ ligandy H,L9, HsL10 i HsL1l. Po
skompleksowaniu ich z jonami lantanowcéw(lll) otrzymano zwigzki kompleksowe o
wzorze sumarycznym Ln(H,L9)(NOs)s, Ln(H3L10)(NOs)s i Ln(H3L11)(NOs)s. Wykazano, ze
zwigzki kompleksowe zawierajgce ligandy HsL10 i HsL1l sg nietrwate w roztworze i
samoistnie przeksztatcajg sie w kompleks o wzorze sumarycznym [Ln,(H,L9),]-n(H,0)
(n=0-2), tworzac przy tym sandwiczowe zwigzki kompleksowe. Dwa jony
lantanowcéw(lll) znajdujg sie pomiedzy dwoma czgsteczkami ligandu. A grupa
hydroksylowa z srodkowego aldehydu salicylowego w ligandzie H,L9 fgczy dwa jony

lantanowcéw, tworzgc mostek tlenowy.[34]

Zwigzek kompleksowy lantanu(lll) i neodymu(lll) o wzorze sumarycznym,
[LnL12(NO3)s] otrzymano w reakcji azotanowych(V) soli odpowiednich lantanowcow(lIl)
z ligandem H,L12 (Rysunek 20).[35] Kompleksy lantanu(lll) i neodymu(lll) s3

izomorficzne, a ich liczba koordynacyjna wynosi 10.
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— N_
i : C1gH20N204
Ca0H25N30,

/O H,L12 HL13

Rysunek 20.

Analiza rentgenostrukturalna wykazata, ze donorowe atomy azotu pochodzace od
liganda H,L12 nie koordynujg z jonem centralnym (Rysunek 21). Udziat w koordynacji
biorg tylko donorowe atomy tlenu ligandu H,L12 pochodzgce z hydroksylowych i
metoksylowych grup przy pierscieniu aromatycznym. Sfera koordynacyjna

lantanowcéw(lll) uzupetniona jest przez trzy dwufunkcyjne jony azotanowe(V).

Clig)

Rysunek 21.

Podobng sytuacje spotykamy w przypadku komplekséw neodymu(lll), europu(lll) i
terbu(lll) z ligandem H,L13 (Rysunek 20).[36] Kompleksy neodymu(lll), europu(lll) i
terbu(lll) o wzorze sumarycznym [Ln(H,L13)(NOs)s3] sg izomorficzne, ich liczba
koordynacyjna wynosi 10, a geometria wokét jonéw centralnych to znieksztatcony
szesnastoscian. N,Os-donorowy ligand H,L13 koordynuje z jonami lantanowcow(lll) tylko
za pomocg czterech donorowych atoméw tlenu pochodzgcych od dwdch grup
metoksylowych i hydroksylowych znajdujgcych sie przy pierscieniu aromatycznym.
Donorowe atomy azotu z grup iminowych ligandu H,L13 nie biorg udziatu w koordynacji.
Sfere koordynacyjng jondw lantanowcow uzupetniajg trzy dwufunkcyjne aniony

azotanowe(V) (Rysunek 22).
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Rysunek 22.

llos¢ i natura potencjalnych atoméw donorowych w ligandach ma duzy wptyw na to, w
ktorym miejscu jon lantanowca bedzie koordynowat. Wynika to z teorii twardych i
miekkich kwaséw i zasad Pearsona. Jony lantanowcdéw(lll) jako twarde kwasy preferuja
donorowe atomy tlenu, ktére zachowujg sie jak twarde zasady. Ligandy H,L12 i H,L13
(Rysunek 20) majg potencjalnie cztery donorowe atomy tlenu i trzy (ligand H,L12) lub
dwa (ligand H,L13) atomy azotu, co pozwala jonom lantanowcéw koordynowac tylko w
0O4-donorowym rdzeniu. Natomiast ligand H,L11 ma tylko dwa donorowe atomy tlenu i
dwa donorowe atomy azotu, co zmusza jony lantanowcéw, w celu uzyskania wysokich

liczb koordynacyjnych, do koordynacji w N,O,-donorowym rdzeniu ligandu H,L11.

W wyniku reakcji kondensacji jednej czasteczki 1-amino-2-hydroksybenzenu z

aldehydem 2-pirydynowym otrzymano ligand HL14 (Rysunek 23).[37,38]

HO
X
AN y
N C1oH10N>0
HL14
Rysunek 23.

Ligand HL14 wykorzystano do syntezy zwigzkéw kompleksowych lantanowcow(lll)

(neodym(lll), europ(lll) i dysproz(lll)), ktére zawierajg w swej strukturze dwa jony
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lantanowcal(lll), trzy deprotonowane czgsteczki ligandu L14 i trzy jony azotanowe(V).
Krysztaty komplekséw neodymu(lll), europu(lll) i dysprozu(lll) z ligandem HL14 s3
izomorficzne (Rysunek 24).[39]

Rysunek 24.

Liczba koordynacyjna dwdch jondéw lantanowca(lll) wynosi siedem. Zwigzki te sg
niesymetryczne, w sktad sfery koordynacyjnej jednego z jondéw lantanowca(lll) wchodzg
dwa deprotonowane ligandy L14 i jeden dwukleszczowy jon azotanowy(V), w przypadku
drugiego dwa dwukleszczowe jony azotanowe(V) i jeden deprotonowany ligand L14.
Wszystkie donorowe atomy tlenu pochodzace z grup hydroksylowych tgczg dwa jony
lantanowca, tworzgc mostki tlenowe.

W kompleksie heterodwurdzeniowym zawierajgcym jon europu(lll), cynku i
ligand HL14 (Rysunek 25) o wzorze sumarycznym [EuZn(L14)3(NOs);] jon europu(lll) ma
liczbe koordynacyjng dziewieé. W sktad sfery koordynacyjnej wchodzg dwa
dwukleszczowe jony azotanowe(V), jeden N,O-donorowy ligand L14 oraz dwa atomy
tlenu z grupy hydroksylowej pozostatych dwdch czasteczek ligandu tworzgcych mostek

tlenowy pomiedzy jonem europu(lll) i cynku.

Rysunek 25.
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Liczba koordynacyjna jonu cynku wynosi sze$¢, w skfad sfery koordynacyjnej wchodzg
dwa N,O-donorowe ligandy L14. Geometria wokot jonu cynku to odksztatcony oktaedr.
Zwigzki kompleksowe heterodwurdzeniowe zawierajgce w swej strukturze jony metali d-
i f-elektronowych cieszg sie duzym zainteresowaniem ze wzgledu na specyficzne
wtasciwosci magnetyczne i luminescencyjne.[40,41] Luminescencja komplekséw

dwurdzeniowych zawierajacych jony lantanowcéw i cynku jest bardzo silna.[42,43]

W wielu badaniach majacych na celu otrzymanie zwigzkéw kompleksowych
wykazujgcych witasciwosci ciektych krysztatéw wykorzystuje sie ligandy typu zasad
Schiffa wywodzace sie z pochodnych aldehydu salicylowego i z odpowiednich
diamin.[44-46] Ligand HsL15 otrzymano w wyniku reakcji kondensacji dwdch czasteczek
aldehydu 3-formylo-4-hydroksyfenylo-3,4,5-tri(tetradecyloksy)-benzoesowego z jedng
czagsteczkg 1,3-diamino-2-propanolu (Rysunek 26), ktérg nastepnie skompleksowano z

jonami neodymu(lll), samaru(lll) i gadolinu(lIl).

C14H290,
o} —o0
oo . HZN/Y\NHZ
(0] OH OH
Cy4H290
OCy4Hzg l OCaaH29
Cy4H20 OCi14H29
C115H194N2012
0 Hsl15 0
Cy4H290 OCy4H29
o N = o
N N
OH
OH HO
Rysunek 26.

Ogdlny wzor otrzymanych kompleksdw [Ln,(L15),] wskazuje, ze dwa ligandy sg potréjnie
deprotonowane i réwnowazg fadunek dwéch jondw lantanowca(lll). Oznacza to, ze
przeciwjony nie wchodzg w sktad zwigzkéw kompleksowych [Ln,(L15),].[47,48] Na

rysunku 27 przedstawiono schematycznie dwie mozliwe struktury,
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Rysunek 27.

z ktérych wynika, ze liczba koordynacyjna jondw lantanowcéw(lll) wynosi sze$¢, a
geometria wokét nich to odksztatcony oktaedr. Jest to rzadki przyktad, w ktérym jony
lantanowcéw(lll) posiadajg tak niska liczbe koordynacyjng. Najczesciej spotykane liczby
koordynacyjne dla tréjwartosciowych jondéw lantanowcdéw to 8-12. Udziat w tworzeniu
wigzan koordynacyjnych biorg trzy atomy tlenu grup hydroksylowych i dwa atomy azotu

pochodzgce z grup iminowych.
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1.2 Przyktady kompleksow lantanowcdw zawierajacych ligandy

hydrazonowe

Hydrazonowe ligandy typu zasad Schiffa otrzymuje sie w wyniku reakcji
hydrazydu R;(C=0)NH-NH, ze zwigzkiem zawierajgcym grupy ketonowe. Mozliwosc¢
zastosowania réznych pochodnych hydrazydéw i zwigzkéw ketonowych sprawia, ze
zwigzki te po skompleksowaniu z jonami lantanowcéw cieszg sie duzym

zainteresowaniem.

W wyniku reakcji kondensacji [2+1] dwdch czgsteczek acetylohydrazyny i jednej
czasteczki 2,6-diacetylopirydyny w obecnosci azotanéw(V) lantanowcdéw(lll) (dysproz(lll),
erb(lll), gadolin(lll), holm(lll) i europ(lll)) otrzymano zwigzki kompleksowe o wzorze

sumarycznym Ln(H,L16)(NOs);-n(H,0) (Rysunek 28).[49]

~
C13H17Ns0;
H,L16
(0] (@]
Rysunek 28.
Wykazano za pomoca dyfrakcji promieni rentgenowskich, ze kompleksy europu(lll),
gadolinu(lll) i dysprozu(lll) z ligandem H,L16 sg izomorficzne. Liczba koordynacyjna
komplekséw zawierajgcych ligand H,L16 wynosi 10: atomy donorowe pochodzg od N30,-
donorowego ligandu H,L16, jednego dwukleszczowego jonu azotanowego(V), pozostate
trzy atomy tlenu pochodzg od czgsteczek wody (Rysunek 29). Geometrie wokét jonu

centralnego okreslono jako antypryzmat kwadratowy dwukrotnie centrowany Ilub

czternastoscian.[50]
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Rysunek 29.

Okreslono  strukture  krystaliczng ~ kompleksébw o  wzorze  sumarycznym
Ln(H,L16)(NOs)3:6(H,0) (Ln=Ho, Er). Wykazano, ze kompleks holmu(lll) i erbu(lll) sa

izomorficzne, a liczba koordynacyjna jonu centralnego wynosi dziewie¢ (Rysunek 30).

Rysunek 30.

W sktad sfery koordynacyjnej wchodzi N3O,-donorowy ligand H,L16 oraz cztery
donorowe atomy tleny pochodzgce od czgsteczek wody. Geometria wokét jonu
centralnego to pryzmat trygonalny potrdjnie centrowany.[51] Zwigzki kompleksowe
wymienionych wyzej lantanowcéw(lll) sg ciekawym przyktadem tego, ze mimo
prowadzenia reakcji w tych samych warunkach otrzymano zwigzki o réznym sktadzie.
Zwraca to uwage na fakt, ze mimo duzego podobieAstwa pomiedzy jonami
lantanowcéw(lll), czesto dobdor odpowiedniego jonu decyduje o sktadzie otrzymanego

kompleksu.

W wyniku reakcji kondensacji [2+1] dwdch czasteczek fenylohydrazydu z jedng
czasteczka 2,6-diacetylopirydyny w obecnosci kwasu chlorowego(VIl) otrzymano ligand
w postaci soli chloranowej(VII) H3L17Cl04:0,5H,0, ktéry ma trzy donorowe atomu azotu.

Wyznaczono strukture krystaliczng, z ktérej wynika, ze w sktad jednej komorki
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krystalicznej wchodza dwa jednoprotonowane ligandy (HsL17)", dwa aniony

chloranowe(VIl) ClO4 i czasteczka wody (Rysunek 31).[52]

Rysunek 31.

Ligand  H3L17Cl040,5H,0  skompleksowano z  chloranami(VIl)  lantanu(lll),
prazeodymu(lll) i neodymu(lll) otrzymujac kompleksy o sktadzie La(HL17),(ClO4),-4H-0,
Pr(HL17),(ClO4),-5H,0 i Nd(HL17),(ClO4),:3H,0. Obecnosc jednego jonu
chloranowego(VIl) wskazuje, ze tadunek na kazdym z lantanowcéw(lll) rownowazony
jest dodatkowo przez dwa jednodeprotonowane ligandy (HL17). Na podstawie
przesunie¢ pasm absorpcji w spektroskopii w podczerwieni pochodzgcych od
donorowych atoméw azotu skompleksowanego liganda, stwierdzono, ze atomy te biorg
udziat w koordynacji z jonem centralnym. Sfera koordynacyjna jonéw lantanowcéw(lll)

uzupetniana jest przez czasteczki wody.

Hydrazonowy zwigzek kompleksowy europu(lll) Eu(HL18)(CH3COO),]-5H,0
otrzymano w reakcji octanu europu(lll) z ligandem H,L18 (Rysunek 32). Zwigzki
kompleksowe lantanu(lll), europu(lll) i terbu(lll) [La(H,L19)(NO3),>(H,0)](NO3),
[Eu(H,L19)(NO3),](NO3) i [Tb(H,L19)(NO3),](NO3) otrzymano w reakcji azotanowych(V)

soli odpowiedniego lantanowca z ligandem H,L19 (Rysunek 32).[53]
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Rysunek 32.
Struktura krystaliczna octanowego kompleksu europu(lll) z ligandem H,L18
Eu(HL18)(CH3COO),]-5H,0 potwierdzita jednokrotng deprotonacje ligandu H,L18
(Rysunek 33). Jon europu(lll) skoordynowany jest z N4O,-donorowym ligandem H,L18
oraz dwoma dwufunkcyjnymi jonami octanowymi. Liczba koordynacyjna jonu
centralnego wynosi 10. Wigzania pomiedzy donorowymi atomami tlenu z ligandu H,L18
a europem(lll) Eu-O sg krétsze od wigzan Eu-N. W zwigzkach kompleksowych metali d-
elektronowych Sn i Pb wystepuje sytuacja odwrotna, wigzania pomiedzy M-N sg krétsze
niz wigzania M-0. Potwierdza to fakt wiekszego powinowactwa jonéw lantanowcéw do

donorowych atomoéw tlenu (zgodnie z teorig twardych kwaséw i zasad).[54]

Rysunek 33.

Zwigzki kompleksowe europu(lll) [Eu(H,L19)(NO3),](NO3) i terbu(lll)
[Tb(H,L19)(NOs),](NO3) sg izomorficzne, a ich liczba koordynacyjna wynosi 10. W sktad
sfery koordynacyjnej wchodzg Ng-donorowy ligand H,L19 oraz dwa dwufunkcyjne jony

azotanowe(V) (Rysunek 34A). W sferze koordynacyjnej jonu lantanu(lll) w zwigzku
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kompleksowym [La(H,L19)(NOs),(H,0)](NO3) dodatkowo znajduje sie jedna czgsteczka
wody, a liczba koordynacyjna jonu centralnego wynosi 11 (Rysunek 34B). Liczba

koordynacyjna 11 jest rzadko spotykana w kompleksach lantanowcow.

A

Rysunek 34

Kompleks erbu(lll) [Er(HL20)>(NOs3);]NO5-1,5H,0 otrzymano w reakcji ligandu
HL20 z azotanem(V) erbu(lll) (Rysunek 35).[55,56]

o) N =
N/N X X
H
Cy3H11N30

HL20
Rysunek 35.
W sktad otrzymanego kompleksu erbu(lll) wchodzg dwie czgsteczki ligandu HL20.
Stosunek metal:ligand 1:2 wynika najprawdopodobniej z niewystarczajacej liczby oraz
uktadu atomoéow donorowych w ligandzie HL20. Ligandy H,L16-H,L19 stosowane w
syntezie wyzej przedstawionych hydrazonowych zwigzkéw kompleksowych posiadaty
wystarczajgcg ilos¢ oraz odpowiedni uktad atoméw donorowych, dlatego stosunek
metalu:ligandu wynosit 1:1. W ligandzie HL20 uktad atomdéw donorowych jest zaburzony

poprzez zastosowanie w reakcji syntezy 2-formylopirydyny, zamiast 2,6-
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diformylopirydyny. W sferze koordynacyjnej jonu erbu(lll) znajdujg sie dwa N,O-
donorowe ligandy HL20 i dwa dwufunkcyjne jony azotanowe(V). Jeden jon azotanowy(V)
znajduje sie w zewnetrznej sferze koordynacyjnej jonu erbu(lll). W sieci krystalicznej
niekoordynujacy jon azotanowy(V) znaleziono w dwdch pozycjach, co zaznaczono na

rysunku 36.

@& FC1Eg
NI9B Cl11B

Rysunek 36.

Wiele badan poswieconych jest projektowaniu syntetycznych receptoréw
(ligandéw organicznych) posiadajgcych wtasciwosci wigzania ze sobg pewnego typu
aniondw. Wigzanie aniondw musi polegaé jednak na tworzeniu nietrwatych pofaczen
anion-ligand opartych na wigzaniach wodorowych czy prostych oddziatywaniach
kulombowskich kation-anion. Dodatkowo zsyntezowany ligand powinien wykazywadé
zmiany barwy w zaleznosci od stezenia pewnego anionu. Budowa syntetycznych
receptorow wykrywajgcych aniony najczesciej oparta jest na makrocyklicznych ligandach
organicznych, ktérych czescig sktadowag sg amoniak/guanidyna,[57,58] amidy,[59]
mocznik/tiomocznik,[60,61] sfunkcjonalizowane kaliksareny[62] i fenylohydrazony.[63]
Szczegbélnym zainteresowaniem cieszg sie syntetyczne receptory oparte na
fenylohydrazonach ze wzgledu na mozliwos¢ obserwowania zmian barwy - pod
wptywem dodania anionu - gotym okiem, bez koniecznosci korzystania z aparatury
spektroskopowe;j.

Otrzymano hydrazonowy ligand H,L21 (Rysunek 37) o specyficznych wtasciwosciach.

Wykazano, ze ligand ten moze stuzyc¢ jako receptor wykrywajacy pewne aniony.[64]
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C1H16N10010
H,L21

NO, NO,
Rysunek 37.
Ligand H,L21 oddziatuje z anionami octanowymi (AcO’), fluorkowymi (F) i
diwodorofosforanowymi (H,PO,;) za pomocg wigzann wodorowych. Oddziatywanie to
mozna zaobserwowaé gotym okiem poprzez zmiane barwy z zéttej na fioletowo-

malinowg (Rysunek 38).

Rysunek 38.

Z pomocya spektroskopii UV-vis wykazano, ze dodawanie anionu octanowego (AcO)
powoduje zmniejszanie pasma przy wartosci 395 nm, a wzrost pasma przy wartosci 517
nm (nastepuje zmiana barwy). Przedstawiono takze sposéb oddziatywania ligandu H,L21
z anionem octanowym na podstawie badan protonowego rezonansu magnetycznego i

spektroskopii UV-vis (Rysunek 39).

NO,

NO; O:N
OEN\Q N N @Nog
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Rysunek 39.
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Anion octanowy oddziatuje z ligandem H,L21 za pomocg wigzan wodorowych
tworzgcych sie pomiedzy donorowymi atomami tlenu anionu octanowego a atomami
wodoru znajdujgcymi sie przy atomie azotu i karbonylowym atomie wegla. Wyznaczono

state asocjacji anionéw do ligandu H,L21.
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2. Syntetyczne rybonukleazy

2.1 Informacje wstepne

Kwasy  nukleinowe, zaréowno DNA i RNA, zanim stang sie
w komorce biologicznie funkcjonalne poddawane s3 dziataniu szeregu enzymoéw. Posréd
nich sg nukleazy, ktére biorg réwniez udziat w procesach degradacji RNA i DNA, gdy
spetnity one juz przypisane im funkcje biologiczne. Specyficzna degradacja kwasow
nukleinowych jest takze nadziejg na terapeutyczne wykorzystanie RNA czy
oligonukleotyddéw, zaréwno poprzez inhibicje proceséw ich namnazania, jak i degradacje
patogennych RNA. PodejScia oparte o antysensowe oligonukleotydy, rybozymy czy
specyficzne wyciszanie gendéw z wykorzystaniem interferencji RNA (RNAi) s3 powodem
uzasadnionego optymizmu na wykorzystanie kwaséw nukleinowych w leczeniu szeregu
choréb cztowieka.[65-67] Od wielu juz lat prowadzone sg badania nad specyficzng i
selektywng degradacjag RNA z wykorzystaniem tzw. ,sztucznych nukleaz” (ang. artificial
nucleases). Sg to réznego typu zwigzki chemiczne prowadzgce do degradacji (hydrolizy)
komdrkowego RNA w warunkach fizjologicznych. Projektujgc sztuczne nukleazy zwykle
odzwierciedla sie sposéb dziatania naturalnych nukleaz z RNA czy DNA. Najczesciej dazy
sie do odtworzenia oddziatywan z kwasami nukleinowymi, ktdre zapewniajg wydajng i
selektywng katalityczng hydrolize okreslonego wigzania fosfodiestrowego Iub
przynajmniej pochodzgcego z wybranego waskiego rejonu RNA czy DNA. Kowalencyjne
potgczenie zwigzku chemicznego zdolnego do hydrolizy RNA «czy DNA z
oligonukleotydem (zaréwno w serii RNA i DNA) o okreslonej sekwencji sprawia, ze
dramatycznie wzrasta selektywnos¢ katalitycznej hydrolizy docelowego RNA czy DNA.
Takie biokonjugaty fragmentem oligonukleotydowym wigzg sie z komplementarnym
fragmentem kwasu nukleinowego, natomiast przytaczony ligand prowadzi do hydrolizy

wigzania diestrowego w przeciwlegtym fragmencie RNA czy DNA.
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Wiasciwosci  hydrolityczne jondw metali znane sg od lat szesédziesigtych
ubiegtego wieku.[68-70] WS$rdd nich jony lantanowcéw zajmujg wyjgtkowa pozycje
dzieki mozliwosci selektywnej i efektywnej hydrolizy wigzan fosfodiestrowych. Jest to
spowodowane duzg gestoscig elektronowg zwigzang ze stopniem utlenienia, osigganiem
wysokich liczb koordynacyjnych i mozliwoscig szybkiej wymiany ligandéw w pozycjach
ekwatorialnych.[71] Te cechy charakterystyczne decydujg o przydatnosci jondéw i
komplekséw lantanowcow do konstrukcji syntetycznych rybonukleaz. Doktadne
poznanie syntetycznych nukleaz i funkcji jakie mogg odegra¢ w komadrkach organizméw

zywych, moze utatwic ich zastosowanie w terapii wielu chordb cztowieka.[72]

2.2 Metody hydrolizy

Hydrolize wigzania fosfodiestrowego mozna prowadzi¢ dwoma metodami.
Pierwsza z nich polega na hydrolizie za pomocg kompleksu lantanowca niezwigzanego z
RNA, druga zas na weczesniejszym przytgczeniu kompleksu lantanowca do DNA
komplementarnego do okreslonego fragmentu RNA (Rysunek 40). W pierwszym
przypadku hydroliza zachodzi w sposéb nieselektywny (Rysunek 40A). Dzieki
zmniejszeniu swobody i labilnosci zwigzku kompleksowego lantanowca poprzez
przytgczenie go do DNA, pojawia sie mozliwo$é przeprowadzenia sekwencyjnie

selektywnej hydrolizy (Rysunek 40B).

B
A
Hydroliza nieselektywna Hydroliza selektywna
3 5
() &)
RNA IGAC GCC CAG CAG CAG CGG GAC GCAI RNA |GAC GCC CAG CAG CAG CGG GAC GCA
5 3 5 3

@ - zwiazek kompleksowy lantanowcow

Rodzaje hydrolizy
Rysunek 23.
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Selektywna hydroliza moze takze zachodzi¢ za pomocg kompleksow lantanowcow(lll)
niezwigzanych z RNA, lecz to wymaga zastosowania specjalnych warunkéw. Jest ona

Scisle zwigzana z budowa kompleksu oraz strukturg trzeciorzedowg RNA.

2.3 Znaczenie miejsca przytaczenia kompleksu lantanowca(lll)

do tancucha DNA

Selektywnosc¢ i efektywno$é syntetycznych rybonukleaz zalezy w duzej mierze od
miejsca przytaczenia zwigzku kompleksowego lantanowca do DNA (Rysunek 41).

A

|

@
o
«
@

Miejsca przytgczenia kompleksu do DNA: A—5’, B—3’, C - $rodek fancucha
Rysunek 41.

Miejsce przytgczenia kompleksu do DNA decyduje o mozliwosci wielokrotnego uzycia

syntetycznej rybonukleazy (Rysunek 42).

Pierwsze dwa etapy hydrolizy (rozpoznanie komplementarnego fragmentu RNA przez
DNA i hydroliza) sg takie same niezaleznie od sposobu przytagczenia zwigzku
kompleksowego lantanowca do DNA. Réznice zauwazy¢ moina w momencie
uwolnienia zhydrolizowanych produktéow. W sytuacji, w ktérej kompleks lantanowca
przytgczony jest do konca 5’, po reakcji hydrolizy uwolnieniu ulega tylko pewien
fragment RNA (Rysunek 42A). RNA zwigzany z syntetyczng rybonukleaza

(komplementarny  fragment DNA wraz ze zwigzkiem kompleksowym)
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ROZPOZN ANIE

HYDROLIZA HYDROLIZA

Efektywnosc syntetycznej rybonukleazy w zaleznosci od miejsca przytaczenia kompleksu lantanowca do DNA:
A —przytgczone do konca 5’, dziatanie jednokrotne, B — przytgczone w srodku faricucha, dziatanie wielokrotne

Rysunek 42.

nie zostaje uwolniony, poniewaz wigzania wodorowe pomiedzy komplementarnymi
parami zasad nie ulegajg rozerwaniu. W sytuacji, w ktdrej zwigzek kompleksowy
przytaczony jest w Srodku taricucha DNA (Rysunek 42B), po reakcji hydrolizy uwolnieniu
ulega catkowita ilos¢ RNA, a syntetyczna rybonukleaza moze powréci¢ do pierwszego
etapu i dalej prowadzi¢ reakcje hydrolizy nastepnych nici RNA. Zatem tylko w tym

przypadku mozliwe jest wielokrotne dziatanie syntetycznej rybonukleazy.
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2.4 Mechanizm hydrolizy RNA

Podczas hydrolizy wigzania fosfodiestrowego w RNA jony lantanowcow(lll) aktywuja

centra nukleofilowe i elektrofilowe poprzez koordynacje (Rysunek 43).[73-75]

Dokonujg tego:

a) zobojetniajgc tadunek ujemny grupy fosforanowej, tworzac jednoczesnie

pieciokoordynacyjny produkt przejsciowy,
b) stabilizujgc stany przejsciowe,
¢) obnizajgc pK, czasteczki wody lub alkoholu,

d) stabilizujgc grupe odchodzaca.

Koniec 3 Koniec 3’
nukleozydu nukleozydu Koniec 3’
nukleozydu
H H
0. Q/ Q—-—._,o/ Koniec 5’ - O-
5\ 2 \},—’ Z . |nukleozyd \
0 % AP0/ % >

H omumu'“‘ 3\0........“\““\'@ \0
H o e
& " ®

Mechanizm hydrolizy RNA
Rysunek 43.

Zwigzki kompleksowe lantanowcéw zachowujg sie jak katalizatory (kwasy Lewisa) w
hydrolizie wigzania P-0O, jednak znacznie wiekszg wydajnos¢ wykazujg kompleksy
dwurdzeniowe i wielordzeniowe w poréwnaniu z monordzeniowymi.[76-78]
Zaproponowany mechanizm hydrolizy RNA przez kompleksy dwurdzeniowe
zawierajgce mostek tlenowy (Rysunek 44) zakfada, ze w pierwszym etapie zachodzi
koordynacja RNA do klasteru [Ln>*,(OH),]*".[70] Nastepny etap polega na nukleofilowym
ataku grupy 2’-hydroksylowej zwigzanej z jonem metalu poprzez wigzanie wodorowe, na
atom fosforu (mechanizm moze réwniez zaktada¢ bezposrednig koordynacje grupy 2’-
hydroksylowej z jonem metalu). Tworzy sie produkt przejsciowy, w ktérym atom fosforu

ma liczbe koordynacyjng réwng 5 i geometrie bipiramidy trygonalnej. Ostatni etap

H
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polega na rozerwaniu wigzania pomiedzy atomem tlenu 5’ a atomem fosforu (Rysunek

44).[79]

(o] B4
o
0 o o\
/"p/// H
/ \o~ /I H
0 iy i
B, \\an/ \an
O H—O/ N
\ \
H H
OH o

Mechanizm hydrolizy RNA zachodzacej pod wptywem klasteru [Ln?’J'z(OH)z]4+

Rysunek 44.
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2.5 Hydroliza RNA

2.5.1 Jony lantanowcéw(lll) i ich kompleksy

Wykazano, ze niektdre kompleksy metali sg dobrymi katalizatorami reakcji
transestryfikacji RNA w warunkach fizjologicznych.[80-83] Wykorzystano kompleksy
lantanowcédw (Rysunek 45) otrzymane przez Radecka-Paryzek, jako pierwsze przyktady
skutecznosci jonéw lantanowcéw w syntezie N-donorowych makrocyklicznych zasad

Schiffa.[84]

Lo** - La*, Ce*, Ev*, G&*, Tb*, L’

N-donorowe makrocykliczne kompleksy lantanowcdéw typu zasad Schiffa

Rysunek 45.

Stwierdzono, ze oprdcz wiasciwosci hydrolitycznych kompleksy muszg wykazywaé duzg
odpornos¢ i trwatos¢ podczas prowadzenia reakcji. Warunek ten jest konieczny, gdyz
nieskompleksowane jony lantanowcow(lll) sg toksyczne dla organizméw zywych.
Zbadano trwatos¢ wybranych zwigzkéw kompleksowych lutetu(lll), europu(lll),
gadolinu(lll), terbu(lll) i lantanu(lll) zawierajgcych ligand L22.[82] Otrzymane wyniki
pozwolity na wyselekcjonowanie zwigzkdéw kompleksowych trwatych w warunkach
hydrolizy. Najtrwalszymi okazaty sie zwigzki kompleksowe terbu(lll), gadolinu(lll),
lantanu(lll) i europu(lll), ich stopien rozktadu wynosit odpowiednio 36, 26, 8 i 5%.
Kompleks lutetu(lll) ulegt catkowitemu rozktadowi. Zbadano aktywnos¢ hydrolityczng

wyselekcjonowanych kompleksow. Hydrolizie poddano dwa fragmenty RNA — ApUp oraz
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oligoadenylan. Zwigzkiem o najwiekszej aktywnosci hydrolitycznej i trwatosci okazat sie
zwigzek kompleksowy Eu(L22)**. Wysoka aktywnosé¢ hydrolityczng otrzymano takze w
przypadku zwiazkdw kompleksowych Gd(L22)* i Th(L22)**, jednak ich trwatos¢ byta duzo

mniejsza w poréwnaniu z kompleksem Eu(L22)".

Rozpad Wydajnoéé hydrolizy (%)
Kompleks Kk lek

omplekxsu ApUp Ai12-Ass

(%)

La(1.22)3+ 5 20 70
Eu(L22)3+ 8 41 89
Gd(L22)3+ 26 27 93
Th(L.22)3+ 36 57 81
Lu(L22)3+ 100

Jony oraz zwigzki kompleksowe lantanowcow(lll) mogg hydrolizowa¢ RNA w sposdb
selektywny. Wymaga to jednak zastosowania dodatkowych czynnikéw. Nalezy
zastosowac:

a) warunki natywne dla struktury RNA,

b) dupleks RNA/RNA lub DNA/RNA,

c) aktywator.
Zbadano wtasciwosci hydrolityczne zwigzkéw kompleksowych lantanu(lll), ceru(lll) i
europu(lll) typu zasad Schiffa z ligandem L22 i L23 (Rysunek 6). Hydrolizie poddano
tRNA™™® 7 drozdzy piwowarskich. Stwierdzono, ze zwigzki kompleksowe lantanu(lll),
ceru(lll) i europu(lll) z ligandem L22 i L23 hydrolizuja tRNA® bardziej selektywnie niz
nieskompleksowane jony lantanowcéw.[83] Na rysunku 46 schematycznie

Phe

przedstawiono miejsce i wydajnos¢ hydrolizy tRNA™™ przez kompleks ceru(lll) (Rysunek

46A) oraz przez jony ceru(lll) i europu(lll) (Rysunek 46B).
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Hydroliza tRNA™ przez kompleks ceru(lll) (a) oraz jony ceru(lll) i europu(lll) (b) (dtugos¢ strzatek oznacza
wydajnos¢ hydrolizy)
Rysunek 46.

Wykazano zaleznos¢ pomiedzy selektywng hydroliza, a trzeciorzedowg strukturg
tRNA™®. Struktura trzeciorzedowa tRNA™® warunkujgca hydrolize w sposdb selektywny,
jest stabilizowana dzieki obecnosci jonéw Mg”*. Zaleznoé¢ ta wynika z zajmowania
wiekszej przestrzeni przez jon lantanowca(lll) skompleksowany z ligandem (mozliwos¢
wystepowania zawad przestrzennych) oraz witasciwosci hydrofobowych ligandu.[83]
Wykazano, ze zwigzki kompleksowe lantanu(lll), europu(lll), terbu(lll) i

gadolinu(lll) z ligandem L22 hydrolizuja tRNA"

w sposdb selektywny.[85] Mozliwe to
byto dzieki wprowadzeniu do $rodowiska reakcji DNA komplementarnego do fragmentu
tRNA. Podwdjna ni¢ DNA/tRNA™™ utworzyta sie pomiedzy 38 a 57 nukleozydem (Rysunek

47).
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o? ®Acuce'a
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Sna
43 _
C—Ge
a :2.0 @ komplementarny oligonukleotyd
; — ,“ (5'-CGAACACAGGACCTCCAGAT)
v Y
Gmp A

Schematyczny zapis hybrydy DNA/tRNAPhe

Rysunek 47.
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W trakcie prowadzenia hydrolizy zaobserwowano, ze rozpad wigzania P—O zachodzit

tylko w miejscu, w ktorym nie tworzyta sie hybryda DNA/tRNA"

. Po dtuiszym czasie
rozpad wigzania fosfodiestrowego zachodzit dodatkowo w miejscu nukleozydu Ass.
Wynikiem rozpadu RNA byty dwa produkty. Jeden zawierat na koncu 3’ cykliczny 2’,3’-
ester fosforanowy, drugi na koncu 5 grupe 5-hydroksylowg. Hydroliza RNA zachodzi
wskutek ataku grupy 2’-hydroksylowej (Rysunek 44) na atom fosforu. Konformacja
pojedynczej nici RNA utatwia ten atak dzieki ustawieniu sie grupy 2’-hydroksylowej,
atomu fosforu i grupy 5’-hydroksylowej w jednej linii. W podwdjnej helisie RNA
konformacja reszty rybozy i wigzania diestrowego utrudnia atak grupy 2’-hydroksylowej
na centrum fosforanowe wedtug mechanizmu ,w linii”.[86,87] Uktad w podwdjnej
helisie DNA/RNA jest podobny do uktadu podwdjnej helisy RNA/RNA, co ttumaczy brak

hydrolizy w miejscu tworzenia sie hybrydy tRNA®

/DNA. Potwierdzajg to badania
prowadzone przez Krzyzosiaka nad wptywem struktury tRNA na hydrolize jonami
metali.[88,89]

Selektywna hydroliza RNA w obecnosci jondw lantanowcéw jest mozliwa dzieki
zastosowaniu nowej strategii polegajgcej na niekowalencyjnym faczeniu jonu
lantanowca(lll) z hydrolizowanym miejscem w RNA za posrednictwem aktywatora.[90]
Hydroliza ta polega na aktywowaniu RNA i jednoczesnym stworzeniu preferowanego
miejsca hydrolizy przez jony lantanowcéw(lll) poprzez niekowalencyjne oddziatywanie z
komplementarnym oligonukleotydem zawierajgcym w swej strukturze akrydyne

(Rysunek 48). Wydajno$¢ hydrolizy prowadzonej przez nieskompleksowane jony

lantanowcéw(lll) jest bardzo wysoka.

. ‘_( \ \ . .".__ ",{
5 . ¥ g

SUBSTRAT I , RNA _ I

AKTYWATOR
5 p

Schematyczny zapis selektywnej hydrolizy RNA aktywowanej oligonukleotydem zawierajgcym akrydyne
(miejsca selektywnej hydrolizy wskazujg strzatki)

Rysunek 48.
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Dla porownania przeprowadzono badania, w ktorych w tancuchu zamiast akrydyny
znajdowat sie tylko tgcznik 1,3-propanodiolowy. Okazato sie, ze reakcje hydrolizy RNA z
udziatem jondéw lutetu(lll), w ktérych zastosowano komplementarny DNA bez akrydyny,
przebiegajg okoto 14 razy wolniej w pordwnaniu z reakcjg, w ktérej zastosowano DNA
z akrydyng. Wynika z tego, ze akrydyna aktywuje selektywng i wydajng hydrolize wigzan
fosfodiestrowych w RNA przez jony lantanowcdw(lll). Pozostate jony lantanowcéw
rowniez wysoce selektywnie hydrolizujg RNA przy uzyciu aktywatora akrydynowego.
Hydroliza wigzania fosfodiestrowego zachodzi od strony 5 lub 3’ niesparowanego

nukleozydu i zalezy to od zastosowanego jonu lantanowca(lll) (Rysunek 49).

4.0

3.0
20

1.0

Wzgledna wydajnos$¢ hydrolizy

0.0
La Ce Pr Nd Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb Lu

Wzgledna wydajnos¢ hydrolizy RNA aktywowanej oligonukleotydem zawierajgcym akrydyne przy
zastosowaniu réznych jondw lantanowcdw (hydroliza od strony 3’ — stupki szare, hydroliza od strony 5’ —
stupki czarne)

Rysunek 49.

Wraz ze wzrostem liczby atomowe] wzrasta wydajnos¢ hydrolizy od strony 5
niesparowanego nukleozydu (stupki czarne). Natomiast hydroliza zachodzgca od strony
3’ (stupki szare) niesparowanego nukleozydu jest duzym zaskoczeniem. Hydroliza
zachodzgca od strony 3’ i 5 ostatniego niesparowanego nukleozydu i wzrastajgca
preferencja hydrolizy od strony 5 wraz ze wzrostem liczby atomowej stwarza kolejng

mozliwos¢ sterowania hydrolizg RNA poprzez odpowiedni dobdr jonu lantanowca(lll).

Powyzsze badania wskazujg, ze jony i zwigzki kompleksowe lantanowcow(lll)
typu zasad Schiffa sg skutecznymi i selektywnymi katalizatorami reakgcji transestryfikacji
RNA.[82-90] Nieskompleksowane jony lantanowcdéw odznaczajg sie mniejsza
aktywnoscig katalityczng badz mniejszg selektywnoscia w pordéwnaniu z jonami
lantanowcéw skompleksowanymi z ligandem. Dowiedziono, Zze wtasciwosci

hydrolityczne lantanowcdéw ulegajg duzym zmianom wraz ze wzrostem liczby atomowej.
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Selektywnos¢ hydrolizy w duzej mierze zalezy od struktury hydrolizowanego RNA.
Wykazano, ze trzeciorzedowa struktura tRNA jest stabilizowana jonami Mg”* i ufatwia
selektywng hydrolize, a podwdjna helisa RNA/DNA jest odporna na hydrolityczne
dziatanie jonéw i kompleksdw lantanowcdow(lll). Dzieki zastosowaniu aktywatorow
pojawita sie mozliwos¢ prowadzenia selektywnej i wydajnej hydrolizy przez jony
lantanowcéw(lll). W tym przypadku jony lantanowcéw mogg skutecznie zastgpic¢ zwigzki

kompleksowe lantanowcéw uwazane wczesniej za bardziej selektywne i wydajne.[90]

2.5.2. Kompleksy lantanowcéw(lll) przytagczone do DNA

Wykazano, ze sekwencyjnie selektywng hydrolize wigzania fosfodiestrowego w
RNA mozna przeprowadzi¢ za pomocg kompleksu lantanowca potaczonego do konica 5’

DNA poprzez tgcznik aminoheksylowy (Rysunek 50).[91]

Wz6r strukturalny syntetycznej rybonukleazy 1

Rysunek 50.
DNA z przytgczonym w pozycji 5 zwigzkiem kompleksowym lutetu 1, jest
komplementarny do okreslonego fragmentu RNA. Dzieki mozliwosci tworzenia wigzan
wodorowych pomiedzy komplementarnymi parami zasad, hydroliza zachodzi w sposéb
wysoce selektywny. Rybonukleaza hydrolizuje RNA doktadnie w jednym miejscu, na
koicu 3’ ostatniego sparowanego rybonukleotydu. Wydajnos¢ hydrolizy przy
zastosowaniu jonow lutetu(lll), tulu(lll) i europu (Ill) byty podobna i wyniosta okoto 17%.
Natomiast zastosowanie jondow lantanu(lll) spowodowato obnizenie wydajnosci

hydrolizy do okoto 8%.

Ligandy zawierajgce aniony karboksylowe (Rysunek 50) wykazujg duze powinowactwo

do jondéw lantanowcow ze wzgledu na obecno$é atomdw tlenu, jednoczesnie jednak
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obnizajg ich aktywnos¢ katalityczng, co spowodowane jest ujemnym tadunkiem grup

karboksylowych.[92]

Negatywny wptyw jondéw karboksylowych na wydajno$¢ hydrolizy oraz wysoka
aktywnos¢ katalityczna komplekséw lantanowcéw z ligandami typu zasad Schiffa staty
sie impulsem do poszukiwania skuteczniejszych komplekséw lantanowcéw z nowymi

ligandami.

Zaproponowano nowy sposéb wigzania jondw lantanowcéw(lll) do DNA przy
wykorzystaniu komplekséw makrocyklicznych wywodzacych sie z porfiryny (Rysunek 51)
oraz pirydyny i cyklofanu (Rysunek 52).[93-98] Najwyzszg wydajnos¢ hydrolizy
wynoszgcg 50% otrzymano w przypadku zastosowania jondéw dysprozu(lll) w
syntetycznej rybonukleazie 2C (Rysunek 51). Miejsce, w ktédrym zachodzi hydroliza, to
pierwszy niesparowany nukleotyd przy koricu 3’. Podobny wynik mozna zaobserwowac
przy zastosowaniu tego samego jonu w syntetycznych rybonukleazach 2A i 2B. Wymiana
jonu dysprozu(lll) na jony europu(lll) powoduje obnizenie wydajnosci hydrolizy z 50 do

30%.

A R;=H, R;= -CH,{CO)NH(CH_):O-

B R;=OMe, R,= -O(CH,)0-
C R=OMe, R;= -O(CH,);0-

Wzér strukturalny syntetycznych rybonukleaz 2A, B i C
Rysunek 51.

Syntetyczne rybonukleazy 3A i 3B (Rysunek 52) zawierajgce jon europu(lll) odznaczaja
sie podobng aktywnoscig katalityczng jak nukleaza 2C, a ich wydajnos¢ hydrolityczna

wynosi odpowiednio 88 i 51%.
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Wzory strukturalne syntetycznych rybonukleaz 3Ai B
Rysunek 52.

Rozpad wigzania fosfodiestrowego przy zastosowaniu nukleaz 2A, 2B, 3A i 3B zachodzi
po stronie 3’ trzeciego nukleotydu liczac od ostatniej sparowanej pary zasad. Rdznica
pomiedzy nukleazami 2A, 2B, 3A, 3B a 2C dotyczgca miejsca hydrolizy zalezy od dtugosci
aminotacznika zastosowanego do przytgczenia zwigzku kompleksowego. W przypadku
nukleaz 2C tacznik ma trzy grupy metylenowe, natomiast nukleazy 2A, 2B, 3A i 3B
zawierajg w tgczniku szes¢ grup metylenowych. Znalezienie i zastosowanie facznikdéw o
odpowiedniej dfugosci pozwala na sterowanie syntetyczng rybonukleazg przez
prowadzenie hydrolizy w réznych odlegtosciach liczac od ostatniego sparowanego
nukleozydu. Zmiana facznika nie wptywa jednak na zmiane miejsca hydrolizy w wigzaniu
fosfodiestrowym, ktéra zachodzi zawsze od strony 3’ ostatniego sparowanego

nukleozydu.

Zwigzki kompleksowe lantanowcdw przytaczone do Srodka tancucha DNA
komplementarnego do catego taricucha RNA 4A i 4B (Rysunek 53) sg duzo lepszymi
rybonukleazami ze wzgledu na mozliwosé kilkukrotnego wykorzystania ich w reakcji

hydrolizy (Rysunek 42). Niestety, wydajnosci hydrolizy sg okoto 2-3 rzedy wielkosci nizsze
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niz dla nukleaz, w ktérych kompleksy lantanowcow przytgczono do korca 5'.[99,100]

4A

Wzory strukturalne syntetycznych rybonukleaz 4A i B
Rysunek 53.

Wydajnos¢ hydrolizy nukleaz 4A i 4B zalezy od miejsca, w ktérym znajdzie sie zwigzek
kompleksowy po utworzeniu wigzan pomiedzy komplementarnymi parami zasad. Jezeli
zwigzek kompleksowy znajduje sie w matym rowku podwdjnej helisy DNA/RNA, to
reakcja hydrolizy zachodzi wydajniej niz w przypadku gdy znajdowatby sie w rowku

duzym.

2.6 PODSUMOWANIE

W powyzszym rozdziale starano sie przyblizyé tematyke dotyczgca hydrolizy wigzania
fosfodiestrowego w RNA za pomocga jondw i zwigzkéw kompleksowych lantanowcow,
ktore mogg spetniac role syntetycznych rybonukleaz oraz wskazanie na czynniki, ktdre
wptywajg na ich efektywnos¢ i selektywnos¢. Przy syntezie potencjalnych syntetycznych

rybonukleaz nalezy zwrdcié¢ uwage na:

a) dobdr odpowiedniego jonu lantanowca,
b) dobdr odpowiedniego ligandu, z ktérym jon lantanowca jest kompleksowany,
c) miejsce przytgczenia zwigzku kompleksowego do DNA,

d) odpowiedni dobdr warunkéw hydrolizy,
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e) trwatos¢ kompleksu lantanowca w warunkach hydrolizy.

Wykazano, ze jony lantanowcéw wraz ze wzrostem liczby atomowej preferuja
hydrolize wigzania fosfodiestrowego od strony 5’. Najwieksza aktywnoscig hydrolityczng
(od strony 5’) odznaczaja sie jony lantanowcédw poczawszy od gadolinu(lll) do lutetu(lll).
Uwzgledniajgc jednak trwatos¢ zwigzkéw kompleksowych, najlepszg trwatoscia
odznaczajg sie kompleksy lantanowcéw od lantanu(lll) do terbu(lll). Wynika stad, ze
najlepszymi jonami nadajgcymi sie do hydrolizy RNA powinny by¢ jony gadolinu(lll),
terbu(lll) i dysprozu(lll). Dodatkowo wykazano, ze najlepszg aktywnos¢ hydrolityczng

wykazujg kompleksy zawierajgce w swej strukturze dwa i wiecej jondéw lantanowcéw.

Dobierajac ligand nalezy zwrdéci¢ uwage na mozliwosé deprotonacji lub protonacji
ligandu. Wystepowanie ligandu w formie deprotonowanej (np. w przypadku grup

karboksylowych) obniza zdolnos¢ hydrolityczng jonéw lantanowcéw.

Miejsce tgczenia kompleksu lantanowca z DNA jest niezwykle wazne, gdyz decyduje
o mozliwosci wielokrotnego wykorzystania syntetycznej rybonukleazy w cyklu

katalitycznym.

Mozliwos$é zastosowania w przysztosci syntetycznych rybonukleaz zawierajgcych jony
lantanowcdéw np. w leczeniu choréb genetycznych, zwigzana jest z zapewnieniem ich
nietoksycznosci dla organizmu zywego oraz doprowadzeniem do sytuacji, w ktorej
niewielka ilo$¢ syntetycznej rybonukleazy pozwoli na naprawe zmutowanego fragmentu
genu. Wymaga to dogtebnego poznania sposobu dziatania syntetycznych rybonukleaz
zawierajgcych jony lantanowcdéw oraz znalezienia sposobu ich usuwania ze szlaku

metabolicznego.
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IV. CZESC EKSPERYMENTALNA

1. Metody charakterystyki ligandow i zwigzkow
kompleksowych

Widma spektroskopii w podczerwieni (IR) rejestrowano na aparacie FT-IR Bruker IFS

66V/S w postaci tabletek KBr.

Widma protonowego rezonansu magnetycznego (‘*H-NMR) wykonano na aparacie
Varian Gemini 300 MHz stosujgc jako wzorzec wewnetrzny tetrametylosilan. Widma
wykonano w deuterowanych rozpuszczalnikach: dimetylosulfotlenku (DMSO-dg) oraz

chloroformie (CDCls).

Widma spektrometrii masowej (ESI-MS) wykonano na aparacie Waters/Micromass

ZQ ES stosujac jako rozpuszczalnik: metanol, etanol, acetonitryl i wode.
Analize elementarng (AE) wykonano na aparacie Vario EL Ill firmy Elementar.
Analize termograwimetryczng (TG) wykonano na aparacie SetSys 12 firmy Setaram.

Temperature topnienia wyznaczono na aparacie EZ-Melt firmy Stanford Research

Systems.
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2. Metody charakterystyki prekursorow syntetycznych

rybonukleaz oraz oligonukleotydow

Widma spektroskopii masowej ESI i MALDI wykonano na aparatach

Waters/Micromass ZQ ES i MALDI TOF (model Autoflex, Bruker).
Stezenia roztwordw badano za pomocg spektroskopii UV-vis na aparacie PICO-drop.

Widma *H, C, 3'P-NMR wykonano na aparacie Varian Unity 300 MHz oraz Ultrashield
400plus 400 MHz.
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3. Synteza zwigzkow kompleksowych lantanowcéw

Zastosowane sole metali:

Stosowane szesciowodne sole azotanowe(V) i chlorkowe lantanowcow(lll)

Ln(NO3)3-6H,0 i LnCl3-6H,0 otrzymano wg ponizszej procedury.

Zwilzony wodga destylowang tlenek lantanowca(lll) (1g) rozpuszczono na gorgco w
rozcienczonym kwasie azotowym(V) lub solnym. Nastepnie roztwory powoli zageszczono
i kilkukrotnie przemyto woda destylowang, kontrolujgc pH za pomocy papierka
uniwersalnego, az do uzyskania odczynu obojetnego. Otrzymang sél suszono w

eksykatorze nad NaOH. Sole zidentyfikowano za pomocg spektroskopii masowej ESI-MS.

Zastosowane zwigzki organiczne:

Zastosowano dostepne handlowo zwigzki: aldehyd salicylowy, 2,6-
diacetylopirydyne, 1,12-diamino-4,9-dioksadodekan, 2-metylo-1,5-diaminopentan, 2-
aminobenzoilohydrazyd, bezwodnik kwasu ftalowego, kwas O-acetylosalicylowy, chlorek
O-acetylosalicylowy, dimetyloamina, metyloamina, dicykloheksylokarboimid, 4-
dimetyloaminopirydyna, bis(N, N-diizopropylo)-2-cyjanoetyloamidofosforyn, N-

hydroksyimid kwasu bursztynowego.

Rozpuszczalniki:

W przeprowadzonych eksperymentach zastosowano nastepujgce rozpuszczalniki:

metanol, etanol, THF, chlorek metylenu, chloroform, eter dietylowy, acetonitryl, DMF.
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3.1 Synteza zwigzkéw kompleksowych lantanowcéow(lll)
zawierajacych N,N’-bis(salicylideno)-1,12-diamino-4,9-dioksadodekan
- ligand H2L1

Zwigzki kompleksowe lantanowcéw(lll) zawierajgce zasade Schiffa N,N’-
bis(salicylideno)-1,12-diamino-4,9-dioksadodekan (ligand H,L') otrzymano metoda
templatowg w jednoetapowej reakcji kondensacji dwodch czgsteczek aldehydu
salicylowego i jednej czasteczki 1,12-diamino-4,9-dioksadodekanu w obecnosci

azotanowych(V) soli lantanowcéw.

Synteza zwigzkéw kompleksowych lantanu(lll), prazeodymu(lll), neodymu(lll) i

europu(lll) (L, I, i V)

Do kolby zawierajgcej roztwér azotanu(V) lantanu(lll), prazeodymu(lll),
neodymu(lll) lub europu(lll) (0,1 mmol) w metanolu (10 ml) wprowadzono roztwor
aldehydu salicylowego (0,2 mmol) w metanolu (10 ml), nastepnie wkraplano (~20-30
minut) roztwoér 4,9-dioksa-1,12-diaminododekanu (0,1 mmol) w metanolu (10 ml).
Zaobserwowano zmiane barwy na z6tt3. Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej na mieszadle magnetycznym przez 24 godziny. Mieszanine reakcyjng
zatezono na wyparce do okoto 1/3 objetosci i dodano ~3ml eteru dietylowego, wytrgcit
sie osad, ktéry odwirowano, przemyto dwukrotnie eterem dietylowym i wysuszono na
powietrzu. Osad zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna, analiza
termograwimetryczna) i spektralnymi (spektrometria mas ESI, spektroskopia w
podczerwieni). Wydajnos¢ reakcji: 17,8% (l); 58,5% (ll); 39,3% (lll); 47,8% (V).
Temperatura topnienia: 243,3°C (1); 232,8°C (ll); 249,1°C (lll); 245,5°C (V).

Synteza zwigzku kompleksowego samaru(lll) (IV)

Do kolby zawierajgcej roztwér azotanu(V) samaru(lll) w metanolu (15 ml)
wprowadzono roztwor aldehydu salicylowego (0,2 mmol) w metanolu (15 ml), nastepnie

wkraplano (~20-30 minut) roztwér 4,9-dioksa-1,12-diaminododekanu (0,1 mmol) w
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metanolu (10 ml). Zaobserwowano zmiane barwy na z6ttg3. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym przez 24 godziny. Mieszanine
reakcyjng zatezono na wyparce do okoto 10 ml, wytracit sie z6tty osad, ktéry
odwirowano, przemyto dwukrotnie eterem dietylowym i wysuszono na powietrzu. Osad
zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna, analiza termograwimetryczna) i
spektralnymi (spektrometria mas ESI, spektroskopia w podczerwieni). Wydajnos¢ reakcji:

17,4%. Temperatura topnienia: 256,9°C.

Synteza zwigzku kompleksowego gadolinu(lll) (VI)

Do kolby zawierajgcej roztwdr azotanu(V) gadolinu(lll) (0,1 mmol) w metanolu
(10 ml) wprowadzono roztwodr aldehydu salicylowego (0,2 mmol) w metanolu (10 ml),
nastepnie wkraplano (~20-30 minut) roztwér 4,9-dioksa-1,12-diaminododekanu (0,1
mmol) w metanolu (10 ml). Zaobserwowano zmiane barwy na z6ft3. Po okoto 5
minutach od wkroplenia catkowitej ilosci diaminy pojawito sie zmetnienie. Dodano 10 ml
metanolu. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym
przez 24 godziny. Z mieszaniny reakcyjnej wypadt z6tty osad, ktdry odwirowano,
przemyto dwukrotnie eterem dietylowym i wysuszono na powietrzu. Osad zbadano
metodami analitycznymi (analiza elementarna, analiza termograwimetryczna) i
spektralnymi (spektrometria mas ESI, spektroskopia w podczerwieni). Wydajnos¢ reakcji:

47,4%. Temperatura topnienia: 251,2°C.

Synteza zwigzkéw kompleksowych dysprozu(lll), holmu(lll), erbu(lll) i tulu(lll). (VII-X)

Do kolby zawierajgcej roztwdr azotanu(V) dysprozu(lll), holmu(lll), erbu(lll) lub
tulu(lll) (0,2 mmol) w metanolu (15 ml) wprowadzono roztwér aldehydu salicylowego
(0,2 mmol) w metanolu (15 ml), nastepnie wkraplano (20-30 minut) roztwér 4,9-dioksa-
1,12-diaminododekanu (0,1 mmol) w metanolu (10 ml). Zaobserwowano zmiane barwy
na z6ttg. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym
przez 24 godziny. Mieszanine reakcyjng zatezono na wyparce do okoto 3-5 ml, wytracit

sie osad, ktory odwirowano, przemyto dwukrotnie eterem dietylowym i wysuszono na
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powietrzu. Osad zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna, analiza
termograwimetryczna) i spektralnymi (spektrometria mas ESI, spektroskopia w
podczerwieni). Wydajnos¢ reakcji: 48,7% (VII); 62,0% (VIII); 57,7% (1X); 24,7% (X).
Temperatura topnienia: 240,1°C (VII); 238,9°C (V1II); 257,5°C (IX), 247,5°C (X).

Synteza zwigzku kompleksowego lantanu(lll) (X1)

Do kolby zawierajgcej roztwér azotanu(V) lantanu(lll) (0,1 mmol) w metanolu (15
ml) wprowadzono roztwér aldehydu salicylowego (0,2 mmol) w metanolu (15 ml),
nastepnie wkraplano (~30 minut) roztwdr 4,9-dioksa-1,12-diaminododekanu (0,1 mmol)
metanolu (20 ml). Zaobserwowano zmiane barwy na z6it3. Reakcje prowadzono w
temperaturze 50°C pod chfodnicg zwrotng, na mieszadle magnetycznym przez 24
godziny. Mieszanine reakcyjng zatezono na wyparce do ok. 5 ml i dodano ~3 ml eteru
dietylowego, wytracit sie osad, ktéry odwirowano, przemyto dwukrotnie eterem
dietylowym i wysuszono na powietrzu. Przesgcz pozostawiono do dalszej analizy. Po
odparowaniu rozpuszczalnika uzyskano zétty osad, ktéry przemyto dwukrotnie eterem
dietylowym i wysuszono na powietrzu. Osad zbadano metodami analitycznymi (analiza
elementarna, analiza termograwimetryczna) i spektralnymi (spektrometria mas ESI,
spektroskopia w podczerwieni). Wydajnos$¢ reakcji: 44,4%. Temperatura topnienia:

229,4°C.

Synteza zwigzku kompleksowego europu(lll) (XII)

Do kolby zawierajgcej roztwér azotanu(V) europu(lll) (0,1 mmol) w metanolu (15
ml) wprowadzono roztwér aldehydu salicylowego (0,2 mmol) w metanolu (15 ml),
nastepnie wkraplano (~30 minut) roztwor 4,9-dioksa-1,12-diaminododekanu (0,1 mmol)
metanolu (10 ml). Zaobserwowano zmiane barwy na z6ity. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym. Po wkropleniu catej ilosci diaminy
z mieszaniny reakcyjnej wypadt zétty osad, ktéry odwirowano, przemyto dwukrotnie

eterem dietylowym i wysuszono na powietrzu. Osad zbadano metodami analitycznymi
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(analiza elementarna, analiza termograwimetryczna) i spektralnymi (spektrometria mas
ESI, spektroskopia w podczerwieni). Wydajnos$¢ reakcji: 47,8%. Temperatura topnienia:

239,7°C.

Synteza zwigzkéw kompleksowych dysprozu(lll), holmu(lll) (X1, XIV)

Do kolby zawierajgcej roztwoér azotanu(V) dysprozu(lll) lub holmu(lll) (0,2 mmol)
w metanolu (10 ml) wprowadzono roztwér aldehydu salicylowego (0,6 mmol) w
metanolu (10 ml), nastepnie wkraplano (~20-30 minut) roztwoér 4,9-dioksa-1,12-
diaminododekanu (0,3 mmol) w metanolu (10 ml). Zaobserwowano zmiane barwy na
76ttg. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym
przez 24 godziny. Mieszanine reakcyjng zatezono na wyparce do ok. 5 ml, dodano 3 ml
eteru dietylowego, wypadt z6tty osad, ktéry odwirowano, przemyto dwukrotnie eterem
dietylowym i wysuszono na powietrzu. Osad zbadano metodami analitycznymi (analiza
elementarna, analiza termograwimetryczna) i spektralnymi (spektrometria mas ESI,
spektroskopia w podczerwieni). Wydajno$é reakcji: 19,0% (XIll); 13,9% (XIV).
Temperatura topnienia: 235,5°C (XIII); 234,8°C (XIV).
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3.2 Synteza zwigzkdw kompleksowych lantanowcéw(lil)
zawierajacych N,N’-bis(salicylideno)-1,5-diamino-2-metylopentan -

ligand Hsz

Zwigzki kompleksowe lantanowcéw(lll) zawierajgce zasade Schiffa N,N’-
bis(salicylideno)-1,5-diamino-2-metylopentan  (ligand  H,L?) otrzymano metoda
templatowg, w jednoetapowej reakcji kondensacji dwdch czasteczek aldehydu
salicylowego i jednej czasteczki 1,5-diamino-2-metylopentanu w obecnosci azotanéw(V)

lantanowcow(lll).

Synteza zwigzku kompleksowego lantanu(lll). (XV)

Do kolby zawierajgcej roztwér azotanu(V) lantanu(lll) (0,1 mmol) w metanolu (20
ml) wprowadzono roztwdr aldehydu salicylowego (0,2 mmol) w metanolu (20 ml),
nastepnie wkraplano (~20 minut) roztwdér 2-metylo-1,5-diaminopentanu (0,1 mmol) w
metanolu (20 ml). Zaobserwowano zmiane barwy na z6ft3. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym przez 24 godziny. Mieszanine
reakcyjng zatezono na wyparce do ok. 10 ml, dodano 5 ml eteru dietylowego, wypadt
76tty osad, ktéry odwirowano, przemyto dwukrotnie eterem dietylowym i wysuszono na
powietrzu. Osad zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna, analiza
termograwimetryczna) i spektralnymi (spektrometria mas ESI, spektroskopia w

podczerwieni). Wydajnos¢ reakcji: 55,0%. Temperatura topnienia: 246,3°C.

Synteza zwigzkéw kompleksowych prazeodymu(lll), neodymu(lll), erbu(lll) i iterbu(lll)

(XVI1, XVII, XXI i XXI1)

Do kolby zawierajgcej roztwdr azotanu(V) prazeodymu(lll), neodymu(lll), erbu(lll)
lub iterbu(lll) (0,1 mmol) w etanolu (10 ml) wprowadzono roztwér aldehydu

salicylowego (0,2 mmol) w etanolu (10 ml), nastepnie wkraplano (~30 minut) roztwor 2-

53



CZESC EKSPERYMENTALNA

metylo-1,5-diaminopentanu (0,1 mmol) w etanolu (10 ml). Zaobserwowano zmiane
barwy na z6ttg. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej na mieszadle
magnetycznym przez 30 minut. Po 30 minutach z mieszaniny reakcyjnej wypadty z6tte
osady, ktére odwirowano, przemyto dwukrotnie eterem dietylowym i wysuszono na
powietrzu. Osad zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna, analiza
termograwimetryczna) i spektralnymi (spektrometria mas ESI, spektroskopia w
podczerwieni). Wydajnosci reakcji: 50,9% (XVI); 40,8% (XVII); 32,0% (XXI); 26,1% (XXII).
Temperatura topnienia: 256,6°C (XVI); 255,3°C (XVIl); 262,2°C (XXI); 254,1°C (XXIl).

Synteza zwigzkéw kompleksowych samaru(lll), dysprozu(lll) i holmu(lll) (XVII-XX)

Do kolby zawierajacej roztwér azotanu(V) samaru(lll), dysprozu(lll) lub holmu(lll)
(0,1 mmol) w metanol/chloroform (1:1) (10 ml) wprowadzono roztwér aldehydu
salicylowego (0,2 mmol) w metanol/chloroform (1:1) (10 ml), nastepnie wkraplano (~30
minut) roztwor 2-metylo-1,5-diaminopentanu (0,1 mmol) metanol/chloroform (1:1) (10
ml). Zaobserwowano zmiane barwy na z6ttg. Reakcje prowadzono w temperaturze 50°C
pod chtodnica zwrotng, na mieszadle magnetycznym przez 24 godziny. Mieszanine
reakcyjng zatezono na wyparce do ok. 5ml. Podczas zatezania wypadty z6tte osady, ktére
odwirowano, przemyto dwukrotnie eterem dietylowym i wysuszono na powietrzu. Osad
zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna, analiza termograwimetryczna) i
spektralnymi (spektrometria mas ESI, spektroskopia w podczerwieni). Wydajnosci
reakcji: 31,9% (XVIII); 40,5% (XIX) i 31,5% (XX). Temperatura topnienia: 240,8°C (XVIlI);
248,8°C (XIX) i 241,7°C (XX).
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3.3 Synteza zwigzkéw kompleksowych lantanowcéw(lll) zawierajacych
2,6-diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazon) - ligand L°
i 2,6-diacetylopirydyno-(2-aminobenzoilohydrazon) - ligand L*

3.3.1 Metoda templatowa

Zwigzki kompleksowe zawierajgce 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-
aminobenzoilohydrazon) (ligand L) otrzymano metoda templatowa w jednoetapowe;j
reakcji kondensacji dwdch czasteczek 2-aminobenzoilohydrazydu i jednej czgsteczki 2,6-

diacetylopirydyny w obecnosci odpowiednich soli lantanowcéw.

Zwiazki kompleksowe zawierajgce 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-
aminobenzoilohydrazon) (L) otrzymane w obecnosci azotanéw(V) lantanowcow(lll)

(XXHI-XXXIV)

Do kolby zawierajacej 2,6-diacetylopirydyne (0,1 mmol) i odpowiednig sdl
lantanowca (0,1 mmol) w metanolu (20 ml), wprowadzono w jednej porcji 2-
aminobenzoilohydrazyd (0,2 mmol) w metanolu (10 ml). Reakcje prowadzono przez 24
godziny w temperaturze pokojowej. Po okoto 24 lub 72 godzinach z mieszaniny
reakcyjnej wypadaty osady lub krysztaty. W przypadku kazdej reakcji przeprowadzono
proby krystalizacji metodg dyfuzji:

| cykloheksan

Il THF

Il chlorek metylenu
Osady zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna) i spektralnymi
(spektrometria mas ESI, spektroskopia w podczerwieni). Wydajno$¢ reakcji: 76,5%
(XXI1); 37,4% (XXIV); 73,5% (XXV); 75,5% (XXVI); 78,5% (XXVII); 86,4% (XXVIII); 80,7%
(XXIX); 45,6% (XXX); 53,9% (XXXI); 64,2% (XXXII); 63,2% (XXXII1); 67,3% (XXXIV).
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Zwigzki kompleksowe zawierajgce 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-
aminobenzoilohydrazon) (L3) otrzymane w obecnosci chlorkéw lantanowcow(lll)

(XXXV-XLI)

Do kolby zawierajgcej 2,6-diacetylopirydyne (0,1 mmol) i odpowiednig chlorkowa

sl lantanowca (0,1 mmol) w metanolu (20 ml), wprowadzono w jednej porcji 2-
aminobenzoilohydrazyd (0,2 mmol) w metanolu (10 ml). Reakcje prowadzono przez 24
godziny w temperaturze pokojowej. Po 24 godzinach mieszanine reakcyjng zatezono na
wyparce rotacyjnej do okoto 2 ml i pozostawiono do powolnego odparowania. Po okoto
24 lub 72 godzinach z mieszaniny reakcyjnej wypadaty osady lub krysztaty. W przypadku
kazdej reakcji przeprowadzono préby krystalizacji metodg dyfuzji:

| cykloheksan

Il THF

Il chlorek metylenu
Osady zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna) i spektralnymi
(spektrometria mas ESI, spektroskopia w podczerwieni). Wydajnosé¢ reakcji: 55,2%
(XXXV); 58,2% (XXXVI); 78,3% (XXXVII); 96,9% (XXXVIII); 77,8% (XXXIX); 83,7% (XL) i 92,3%
(XLI)

3.3.2 Metoda bezposrednia

Kompleksy lantanowcéw(lll) zawierajgce zasady Schiffa wywodzace sie z 2,6-
diacetylopirydyny i 2-aminobenzoilohydrazydu otrzymano takze metodg bezposrednia.
W pierwszym etapie podjeto préby otrzymania ligandu L3 ktéry jest produktem
kondensacji dwodch czasteczek 2-aminobenzoilohydrazydu i jednej czasteczki 2,6-
diacetylopirydyny. Okazato sie, ze izoluje sie dwa produkty reakcji, z ktérych jednym jest
2,6-diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazon) ligand L?, a drugim 2,6-
diacetylopirydyno-(2-aminobenzoilohydrazon) L*, produkt kondensacji jednej czasteczki 2-

aminobenzoilohydrazydu z jedng czgsteczka 2,6-acetylopirydyny.
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3.3.2.1 Synteza ligandow

Synteza 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazonu) - ligandu L i 2,6-

diacetylopirydyno(2-aminobenzoilohydrazonu) - ligandu L4

Ligandy syntezowano na podstawie znanej procedury z kilkoma
modyfikacjami.[101]

Do roztworu 2,6-diacetylopirydyny (20 mmol) w 50 ml etanolu dodano
wkraplajgc 50 ml gorgcego roztworu 2-aminobenzoilohydrazydu (40 mmol) w etanolu.
Po wkropleniu catej ilosci 2-aminobenzoilohydrazydu reakcje prowadzono przez 6 godzin
w temperaturze wrzenia etanolu pod chtodnicg zwrotng i na mieszadle magnetycznym.
Mieszanine reakcyjng pozostawiono do powolnego ochtodzenia przez noc. Uzyskano
drobnokrystaliczny, jasnozétty osad, ktéry jest mieszaning ligandéw 1Lt Produkty
oczyszczono poprzez podwadjng rekrystalizacje z metanolu. Czystos¢ sprawdzono za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC i *H-NMR. (Préby uzyskania krysztatéw w
celu zbadania ich za pomocg dyfrakcji promieni RTG nie przyniosty pozytywnych
rezultatéw.) Wydajno$é: 13,9% dla ligandu L*; 85,5% dla ligandu L*. Wykonano widmo
"H-NMR i COSY

'H-NMR (DMSO) L3
810,66 (2H, s, 6); 8,07 (2H, d, 8); 7,92 (1H, t, 9); 7,59
(2H, d, 5); 7,22 (2H, t, 4); 6,79 (2H, d, 2); 6,61 (2H, t, 3);
6,25 (4H, s, 1); 2,52 (6H, s, 7),
L4
510,71 (1H, s, 6); 8,30 (1H, d, 8); 8,05 (1H, t, 9); 7,97
(1H, d, 10); 7,59 (1H, d, 5); 7,23 (1H, t, 4); 6,79 (1H, d,
2); 6,61 (1H, t, 3); 6,25 (2H, br s, 1); 2,71 (3H, s, 11);
2,54 (3H,s, 7)
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3.3.2.2 Synteza zwigzkéw kompleksowych

Synteza komplekséw 2,6-diacetylopirydyno-(2-aminobenzoilohydrazonu) (ligand L%) z

azotanami(V) (XLII-XLVIIa) i chlorkami (XLVIII-LI) lantanowcow(lll)

Do kolby zawierajacej goracy roztwér ligandu L* (0,2 mmol) w chloroformie (10
ml) wkroplono roztwér chlorkowej lub azotanowej(V) soli lantanowca(lll) (0,2 mmol) w
etanolu (10 ml). Po wkropleniu catej ilosci soli lantanowca(lll) wypadty zdétte lub
pomaranczowe osady. Reakcje prowadzono 4-5 godzin w temperaturze wrzenia
chloroformu pod chtodnicg zwrotng, na mieszadle magnetycznym. Mieszaniny reakcyjne
pozostawiono do powolnego ochtodzenia przez noc. Nastepnego dnia osady
odwirowano, przemyto 5 ml metanolu i 5 ml eteru dietylowego i wysuszono w suszarce
w temperaturze 60°C. Osady zbadano metodami analitycznymi (analiza elementarna) i
spektralnymi (spektrometria mas ESI, spektroskopia w podczerwieni). Wydajnos¢: 24,5%
(XLIT); 24,1% (XLI1); 15,2% (XLllla); 32,8% (XLIV); 88,7% (XLV); 37,3% (XLVI); 73,2% (XLVII);
14,8% (XLVIIa); 74,5% (XLVIII); 10,5% (XLIX); 43,7% (L); 46,1% (LI).
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4. Syntezy zwigzane z syntetycznymi rybonukleazami

4.1 Synteza, odblokowanie i oczyszczanie nukleotydow
i oligonukleotydow RNA i 2’0OMe RNA

We wszystkich eksperymentach oraz w oczyszczaniu oligonukleotydéw

stosowano wode o czystosci MiliQ.

4.1.1 Synteza RNA i 2’OMe RNA

Wszystkie nukleotydy i oligonukleotydy RNA i 220OMe RNA zsyntezowano metoda
amidofosforynowa na podtozu statym na syntezatorze automatycznym typu ABI 392

(Applied Biosystems) lub MerMade 12 (BioAutomatization).

4.1.2 Odblokowanie i odciecie od podtoza statego CPG

4.1.2.1 Odblokowanie i odciecie od podtoza statego CPG 2’0Me RNA

Odciecie 2’0OMe RNA od podtoza CPG

Do oligonukleotydu na podtozu CPG dodano 2-3 ml 32% wodnego roztworu NH;0H,
reakcje prowadzono przez 18-24 godziny w temperaturze 55°C, nastepnie podtoze CPG
odsaczono i przemyto trzykrotnie 0,5 ml wody. Mieszanine poreakcyjng odparowano do

sucha w wyparce rotacyjne;j.

Odblokowanie 2’0OMe RNA zawierajgcego na koncu 5’ t3cznik 6-aminoheksylowy

Do oligonukleotydu odcietego od podtoza CPG dodano okoto 3 ml 80% kwasu octowego,
reakcje prowadzono przez 3 godziny w temperaturze pokojowej, nastepnie mieszanine

reakcyjng odparowano na wyparce rotacyjnej.
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4.1.2.2 Odblokowanie i odciecie od podtoza CPG RNA

Odciecie RNA od podtoza CPG

Do oligorybonukleotydu na podtozu CPG dodano 2-3 ml mieszaniny 32% amoniak/etanol
w stosunku objetosciowym 3:1. Reakcje prowadzono przez 18 godzin w temperaturze
55°C, nastepnie podtoze CPG odsgczono, przemyto trzykrotnie 0,5 ml wody. Mieszanine

poreakcyjng odparowano do sucha w wyparce rotacyjnej.

Odblokowanie grupy tert-butylodimetylosililowej w pozycji 2’ RNA

Oligorybonukleotyd odciety od podtoza rozpuszczono w 30 pl DMF, do ktérych
nastepnie dodano 270 ul trifluorowodorku trietyloaminy (TEA-3HF), reakcje
prowadzono przez 3 godziny w temperaturze 55°C. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej
dodano 5 ml n-butanolu i pozostawiono w -25°C przez 1 godzine (w celu wytracenia
RNA). Po uptywie godziny mieszanine reakcyjng odwirowywano przez 10 minut w
temperaturze +4°C, z predkoscia 5000 obrotéw na minute. Roztwdr znad osadu

zdekantowano, a osad wysuszono w wirdwce rotacyjne;j.

4.1.3 Oczyszczanie oligonukleotydow RNA i 2’0OMe RNA

Elektroforeza

Na kazde 100 ml roztworu zelu poliakrylamidowego (PAA) o zagdanym stezeniu dodano

600 pl 10% APS i 40 ul TEMED.

Rozdziat na ptytkach TLC

Wodny roztwdr oligonukleotydu RNA lub 2’OMe RNA zawierajacy na koricu 5’ fgcznik 6-
aminoheksylowy naniesiono na ptytke TLC, stosowanym eluentem byta mieszanina n-

propanol:amoniak:woda 55:35:10 v/v/v.
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Chromatografia HPLC

Stosowane metody w oczyszczaniu oligonukleotydéw 2'’0OMe RNA zawierajgcych na

koncu 5’ tgcznik 6-aminoheksylowy w chromatografii HPLC.

Lp. Czas Stezenie Stezenie Przeptyw
[min.] | fazy A[%] | fazy B[%] [ml/min.]
1 0 100 0 1
2 5 100 0
3 38 90 10 1
4 43 50 50 1
5 45 100 0 1

Sktad fazy A
10 mM roztwdr CH3COONH,4

Sktad fazy B
A/CHsCN 1:4 (v/v)
Zebrane frakcje odparowano do sucha na wyparce rotacyjnej. Wykonano widma

spektrometrii masowej MALDI

Kolumienki z odwrécong fazg C-18 ,,Sep-Pak”

Kolumienki z odwrécong fazg C-18 ,Sep-Pak” stuzg do oczyszczania
oligonukleotyddéw RNA i 2’0OMe RNA z matoczgsteczkowych zanieczyszczen.

Przygotowanie kolumienek: kolumienki przemyto kolejno 10 ml metanolu, 10 ml
acetonitrylu i 10 ml 10 mM roztworem octanu amonu. Na tak przygotowang kolumienke
naniesiono oligonukleotyd RNA lub 2’0OMe RNA rozpuszczony w 10 ml 10 mM octanu
amonu. Nastepnie matoczgsteczkowe zanieczyszczenia wymywano z kolumienki,

przemywajagc jg 10 ml 10 mM octanu amonu. Wymywanie oligonukleotyddw
prowadzono za pomocg 5 ml roztworu acetonitryl:woda 3:7 v/v. Zebrang frakcje

odparowano do sucha na wyparce rotacyjnej.

Kolumna SEPHADEX G50

Przygotowanie kolumny SEPHADEX G50 do uzycia prowadzono przez przemycie

jej 15 ml wody. Na przygotowang kolumne naniesiono substancje rozpuszczona w 200 pl
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wody. Nastepnie kolumienke przemywano wodg zbierajgc jednoczesnie 10 frakcji po 1
ml. Wykonano ptytke TLC w celu sprawdzenia, w ktérej frakcji znajduje sie
oligonukleotyd. Odpowiednie frakcje odparowano na wiréwce rotacyjnej i wykonano

widma spektrometrii masowej MALDI.
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4.2 Znakowanie RNA w pozycji 5’ fosforem *’P

Do srodowiska reakcji wprowadzono RNA (100 pmol), 1 ul buforu A PNK, 1 pl
kinazy polinukleotydowej faga T, i 1 ul y-ATP i uzupetniono wodg do 10 pl. Reakcje
prowadzono przez 30 minut w temperaturze 37°C, nastepnie mieszanine reakcyjng
rozdzielono elektroforetycznie na zelu 12% PAA zawierajacym 7 M mocznik (warunki

denaturujace).
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4.3 Reakcje prowadzone na podtozu CPG

4.3.1 Reakcje prowadzone z 2’-deoksyadenozyng zawierajaca

facznik 6-aminoheksylowy na koncu 5’

RI

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg tacznik 6-
aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny nadmiar
bezwodnika kwasu ftalowego (0,12 mmol, 17,8 mg), reakcje prowadzono w pirydynie,
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej.

RI’

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny nadmiar
chlorku O-acetylosalicylowego (0,12 mmol, 23,8 mg), reakcje prowadzono w pirydynie,
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej.

RII

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg tacznik 6-
aminoheksylowy na koncu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 90-krotny
nadmiarem bezwodnika kwasu ftalowego (0,36 mmol, 53,3 mg), reakcje prowadzono w
pirydynie, przez 24 godziny w temperaturze 37°C.

RIV

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na koncu 5’ (okoto 4pmol) na podtozu CPG, dodano 90-krotny nadmiar
chlorku O-acetylosalicylowego (0,36 mmol, 71,5 mg), reakcje prowadzono w pirydynie,
przez 24 godziny w temperaturze 37°C.

Rl

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny nadmiar
bezwodnika kwasu ftalowego (0,12 mmol, 17,8 mg), reakcje prowadzono w pirydynie w

obecnosci EtsN i DMAP, przez 24 godziny w temperaturze pokojowej.
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RIr

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny nadmiar
chlorku O-acetylosalicylowego (0,12 mmol, 23,8 mg), reakcje prowadzono w pirydynie w
obecnosci EtsN, przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;.

RIV

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na koncu 5 (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny
nadmiar bezwodnika kwasu ftalowego (0,12 mmol, 17,8 mg), reakcje prowadzono w
chlorku metylenu w obecnosci EtsN i DMAP, przez 24 godziny w temperaturze
pokojowe;j.

RIV’

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny nadmiar
chlorku O-acetylosalicylowego (0,12 mmol, 23,8 mg), reakcje prowadzono w chlorku
metylenu w obecnosci EtsN, przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;j.

RV

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcy tacznik 6-
aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny nadmiar
bezwodnika kwasu ftalowego (0,12 mmol, 17,8 mg), reakcje prowadzono w pirydynie w
obecnosci DIPETA i DMAP, przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;.

RV’

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na konicu 5 (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny
nadmiar chlorku O-acetylosalicylowego (0,12 mmol, 23,82 mg, reakcje prowadzono w
pirydynie w obecnosci DIPETA, przez 24h w temperaturze pokojowe;j.

RVI

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny nadmiar
bezwodnika kwasu ftalowego (0,12 mmol, 17,8 mg), reakcje prowadzono w chlorku

metylenu w obecnosci DIPETA i DMAP, przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;j.
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RVI

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej 2’-deoksyadenozyne zawierajgcg facznik 6-
aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny nadmiar
chlorku O-acetylosalicylowego (0,12 mmol, 23,8 mg), reakcje prowadzono w chlorku

metylenu w obecnosci DIPETA, przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;j.

4.3.2 Reakcje prowadzone z pentamerem-2’-deoksyadenozyny

zawierajgcym tacznik 6-aminoheksylowy na koncu 5’

RVII

Do probéwki Eppendorfa zawierajgcej pentamer-2’-deoksyadenozyny zawierajacy
tacznik 6-aminoheksylowy na koricu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny
nadmiar bezwodnika kwasu ftalowego (0,12 mmol, 17,8 mg). Reakcje prowadzono w
chlorku metylenu w obecnosci DMAP, przez 24 godziny w temperaturze pokojowej.

RVIII

Do probéwki Eppendorfa zawierajgcej pentamer-2’-deoksyadenozyny zawierajacy
tacznik 6-aminoheksylowy na koncu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny
nadmiar kwasu O-acetylosalicylowego (aspiryna) (0,12 mmol, 21,6 mg). Reakcje
prowadzono w chlorku metylenu w obecnosci DMAP, przez 24 godziny w temperaturze
pokojowe;j.

RIX

Do probéwki Eppendorfa zawierajgcej pentamer-2’-deoksyadenozyny zawierajacy
tacznik 6-aminoheksylowy na koncu 5’ (okoto 4 umol) na podtozu CPG, dodano 30-krotny
nadmiar chlorku O-acetylosalicylowego (0,12 mmol, 23,8 mg). Reakcje prowadzono w

DMF w obecnosci DCC, przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;.
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4.3.3 Reakcje prowadzone z oligonukleotydem pPSR VI

RX

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej oligonukleotyd pPSR VI (okoto 4 umol) na podtozu
CPG, dodano 30-krotny nadmiar bezwodnika kwasu ftalowego (0,12 mmol, 17,8 mg),
reakcje prowadzono w pirydynie, przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;j.

RXI

Do proboéwki Eppendorfa zawierajgcej oligonukleotyd pPSR VI (okoto 4 pumol) na podtozu
CPG, dodano 30-krotny nadmiar kwasu O-acetylosalicylowego (aspiryna) (0,12 mmol,
21,6 mg). Reakcje prowadzono w pirydynie w obecnosci DMAP, przez 24 godziny w
temperaturze pokojowe;.

RXII

Do probéwki Eppendorfa zawierajacej oligonukleotyd pPSR VI (okoto 4 umol) na podtozu
CPG, dodano 30-krotny nadmiar chlorku O-acetylosalicylowego 0,12 mmol, 23,8 mg).
Reakcje prowadzono w pirydynie w obecnosci DCC, przez 24 godziny w temperaturze

pokojowe;j.
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4.4 Reakcje prowadzone w roztworze

Synteza 6-(N, N-ftalylamino)heksyl-N, N-diizopropyloamino-2-cyjanoetylofosforynu (1)

Imid kwasu ftalowego (3) 330 mg (1,34 mmol) rozpuszczono w 4 ml suchego
acetonitrylu i pozostawiono przez 72 godziny nad sitami molekularnymi 3A. Do kolby
zawierajgcej tetrazol 93,5 mg (1,34 mmol) i  2-cyjanoetylo-N,N,N,N-
tetraizopropyloaminofosforyn dodano roztwér imidu kwasu ftalowego (3) w suchym
acetonitrylu. Reakcje prowadzono 24 godziny w temperaturze pokojowej. Przebieg
reakcji kontrolowano chromatografia cienkowarstwowg TLC. Mieszanine reakcyjng
dodano do nasyconego roztworu wodoroweglanu sodu i wyekstrahowano 5-krotnie 10
ml chlorkiem metylenu. Potgczone warstwy organiczne osuszono bezwodnym
siarczanem(VI) sodu. Rozpuszczalnik odparowano, otrzymany produkt oczyszczono na
kolumnie chromatograficznej stosujac eluent n-heksan:octan etylu (ze wzrastajgcym
gradientem octanu etylu, koicowe proporcje rozpuszczalnikow 4:6) z 3% dodatkiem
trietyloaminy. Wykonano widma 31p_ NMR.

*IP-NMR (acetonitryl) 6 147,50

Synteza 3-metylo-1-ftalimidobutanu (3)

Do kolby zawierajacej roztwér ftalimidku potasu 0,89 g (4,80 mmol) w DMF (7 ml)
dodano roztwér 1-bromo-3-metylobutanu 0,48 ml (4 mmol) w DMF (7 ml). Reakcje
prowadzono 3 godziny w temperaturze 75°C. Nastepnie do roztworu dodano wodny,
nasycony roztwér wodoroweglanu sodu, mieszanine wyestrahowano 3-krotnie
chlorkiem metylenu. Pofgczone warstwy organiczne osuszono bezwodnym
siarczanem(VI) sodu. Przebieg reakcji kontrolowano chromatografig cienkowarstwowa.
Produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Stosowany eluent to chlorek
metylenu z wzrastajacym stezeniem metanolu (maks. 20%). Wykonano widmo 'H, Be-

NMR, COSY i ESI. Wydajnos¢ reakcji: 94,3%.
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'H-NMR (CDCls) 87,82 (2H, d, 2); 7,69 (2H, t, 1); 3,69 (2H, t, 3); 1,56
(2H, m, 4); 1,63 (1H, m, 5); 0,94 (6H, s, 6)

13C.NMR (CDCl5) & 22,43 (C-6); 25,86 (C-5); 36,44 (C-4); 37,28 (C-3);
123,07 (C-1); 132,17 (C-2); 133,77 (C-7) i 168,38 (C-8,
C=0)

Synteza N-(6-hydroksyheksylo)ftalimidu (6)

Do kolby zawierajgcej 6-aminoheksanol 0,965 g (8,25 mmol) dodano bezwodnik
kwasu ftalowego 1,11 g (7,5 mmol), reakcje prowadzono w benzenie przez 48 godzin w
temperaturze wrzenia rozpuszczalnika z jednoczesnym usuwaniem wydzielajacej sie
wody. Przebieg reakcji kontrolowano chromatografig cienkowarstwowg. Nastepnie do
roztworu dodano wodny, nasycony roztwdr wodoroweglanu sodu, mieszanine
wyestrahowano 3-krotnie chlorkiem metylenu. Potgczone warstwy organiczne osuszono
bezwodnym siarczanem(VI) sodu. Produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej.
Stosowany eluent to chlorek metylenu z wzrastajgcym stezeniem metanolu (maks. 15%).

Wykonano widmo *H, *C-NMR i COSY. Wydajno$¢ reakgji: 95,7%.

'H-NMR (CDCl5) 57,83 (2H, d, 1); 7,69 (2H, t, 2); 3,68 (2H, t, 3); 3,62
(2H, t, 4); 1,68 (2H, m, 5); 1,56 (2H, m, 6); 1,41 (4H, m,
7,7)

3C-NMR (CDCl5) 8§ 25,13 (C-7); 26,44 (C-7°); 28,48 (C-6); 32,48 (C-5);
37,79 (C-4); 62,65 (C-3); 123,15 (C-2); 132,11 (C-1);
133,86 (C-8); 168,5 (C-9, C=0)

Synteza estru monometylowego kwasu ftalowego (7)

Do kolby zawierajagcej 10 ml metanolu wprowadzono bezwodnik kwasu
ftalowego 0,222 g (1,5 mmol). Reakcje prowadzono 24 godziny w temperaturze wrzenia
metanolu. Po uptywie 48 godzin z roztworu wypadt biaty, drobnokrystaliczny osad estru
monometyloftalowego. Osad przekrystalizowano dwukrotnie z metanolu. Wydajnos¢

reakcji: 98,1%.
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Synteza estru monometylo-monoimidobursztynylowego kwasu ftalowego (8)

Do kolby zawierajacej ester monometylowy kwasu ftalowego (7) 0,18 g (1 mmol), DCC
0,310 g (1,5 mmol) i DMAP 0,030 g (0,2 mmol) w 10 ml chlorku metylenu dodano
N-hydroksyimid kwasu bursztynowego 0,138 g (1,2 mmol). Reakcje prowadzono 24
godziny w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji kontrolowano chromatografiag
cienkowarstwowg. Nastepnie do roztworu dodano wodny, nasycony roztwoér
wodoroweglanu sodu, mieszanine wyestrahowano 3-krotnie chlorkiem metylenu.
Potgczone warstwy organiczne osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu. Otrzymany
produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Stosowany eluent to chlorek
metylenu z wzrastajgcym stezeniem metanolu (maks. 18%). Wydajnos¢ reakcji: 87,0%.

Wykonano widmo *H, *C-NMR i COSY.

'H-NMR (CDCl5) 57,92 (1H, d, 2); 7,87 (1H, d, 1); 7,64 (2H, t, 3, 3"); 3,92
(3H, s, 4); 2,88 (4H, s, 5)

3C-NMR (CDCl5) 25,65 (C-4); 52,96 (C-5); 127,60 (C-3); 129,54 (C-3');
129,92 (C-1); 131,71 (C-2); 132,44 (C-6); 163,18 (C-7);
166,38 (C-8); 168,85 (C-9)

taczenie konca 5’-nukleotydu z bezwodnikiem kwasu ftalowego

Oligonukleotyd (okoto 4 umol) rozpuszczono w 200 ul wody i dodano 400 pl 1 M bufor
weglanowy pH=9, nastepnie w jedne] porcji dodano 200 pl roztworu bezwodnika kwasu
ftalowego 20 mg (0,12 mmol) w DMF. Reakcje prowadzono 24 godziny w temperaturze
55°C. Po zakoniczeniu reakcji mieszanine reakcyjng oczyszczono na kolumienkach ,sep-
pak”. Oligonukleotyd oczyszczono elektroforetycznie na zelu 12% PAA. Po dokonaniu
rozdziatu elektroforetycznego oligonukleotyd ponownie oczyszczono na kolumienkach

,sep-pak” i wykonano widma MALDI. Uzyskano zgdany produkt.
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taczenie konca 5’-nukleotydu z estrem monometylo-monoimidobursztynylowym

kwasu ftalowego (8)

Oligonukleotyd rozpuszczono w 25 ul wody i 25 pl 0,5 M buforu weglanowego pH=9,
nastepnie dodano 50 pl roztworu estru monometylo-monoimidobursztynylowego kwasu
ftalowego (20 mg) w DMF. Reakcje prowadzono 18 godzin w temperaturze 37°C.
Nastepnie mieszanine reakcyjng odparowano do sucha i oczyszczono za pomocg

SEPHADEX G50. Wykonano widma MALDI.
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4.5 Hydroliza RNA - procedury ogodlne

Hydroliza RNA pod wptywem kinazy T; (linia2)

Do probdéwki Eppendorfa zawierajgcej 5 pl buforu cytrynowego pH=5,0, dodano
10000 cpm znakowanego y-RNA i uzupetniono wodg do 7 ul. Mieszanine reakcyjng
inkubowano przez 1,5 minuty w temperaturze 95°C. Nastepnie dodano 1 ul (0,8
jednostki) kinazy T;. Mieszanine umieszczono w temperaturze 55°C na 10 minut. Tak
przygotowang probke naniesiono na zel 12% PAA zawierajacy 7 M mocznik (warunki

denaturujace).

Hydroliza w $rodowisku alkalicznym (linia 3)

Do probdéwki Eppendorfa dodano 3,2 pl formamidu, 3,8 ul 20 mM roztworu
chlorku magnezu i 10000 cpm znakowanego y-RNA. Mieszanine reakcyjng uzupetniono
wodg do 8 ul i inkubowano w temperaturze 95°C przez 20 minut. Po ochtodzeniu

mieszanine naniesiono na zel 12% PAA zawierajgcy 7 M mocznik (warunki denaturujgce).

Tworzenie hybrydy RNA/2’OMe RNA (linia 4)

Do probowki Eppendorfa wprowadzono 1 upl 10 mM buforu Tris-HCI
zawierajgcego 50 mM roztwdr chlorku sodu, dodano takg ilos¢ znakowanego y-RNA by
zawierata 10000 cpm oraz syntetyczng rybonukleaze PSR XVII lub PSRXIV. Mieszanine
reakcyjng uzupetniono wodg do 10 ul wodg i inkubowano w temperaturze 90°C przez
jedng minute. Po ochtodzeniu prébke umieszczono w temperaturze 37°C na 24 godziny.
Tak przygotowang prébke naniesiono na zel 12% PAA zawierajacy 7 M mocznik (warunki

denaturujace).

Hydroliza RNA pod wptywem jonu lantanowca(lll) (linia 5)

Do probdéwki Eppendorfa dodano taka ilo$¢ znakowanego y-RNA by zawierata
10000 cpm. Nastepnie dodano 1 pl 10 mM buforu Tris-HCl zawierajgcego 50 mM

roztwér chlorku sodu, 1 pl 600 uM roztworu chlorku iterbu(lll) i uzupetniono woda do 10
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ul. Mieszanine reakcyjng inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Nastepnie
mieszanine reakcyjng naniesiono na zel 12% PAA zawierajgcy 7 M mocznik (warunki

denaturujace).

Hydroliza RNA zachodzgca pod wptywem syntetycznej rybonukleazy PSR XIV i PSRXVII

Do probéwki Eppendorfa zawierajgcej RNA z taka ilos¢ znakowanego y-RNA by
zawierata 10000 cpm (koricowe stezenie RNA wynosito 50 nM) dodano 1 pl 10 mM
buforu Tris-HCI zawierajagcego 50 mM roztwdr chlorku sodu i PSRXIV lub PSRXVII w
odpowiedniej ilosci. Mieszanine reakcyjng inkubowano w temperaturze 90°C przez jedna
minute i powoli schtodzono. Nastepnie dodano chlorek iterbu(lll) o odpowiednim
stezeniu, cato$¢ uzupetniono wodg do 10 pl. Reakcje prowadzono w odpowiednich
czasach zatrzymujac jg poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej 10 ul roztworu 9 M
mocznika zawierajgcego 25 mM EDTA i 8 M barwnik bromofenylowy (BB). Tak
przygotowang prébke nanoszono na zel 12% PAA zawierajgcy 7 M mocznik (warunki

denaturujace).

Hydroliza RNA zachodzaca pod wptywem zwigzku kompleksowego

Do probowki Eppendorfa zawierajgcej RNA z takg ilos¢ znakowanego y-RNA by
zawierata 10000 cpm (koricowe stezenie RNA wynosito 50 nM) dodano 1 ul 10 mM
buforu Tris-HCI zawierajgcego 50 mM roztwoér chlorku sodu i zwigzek kompleksowy o
odpowiedniej stezeniu. Reakcje prowadzono w odpowiednich czasach zatrzymujac ja
poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej 10 ul roztworu 9 M mocznika zawierajgcego
25 mM EDTA i 8 M barwnik bromofenylowy (BB). Tak przygotowang prébke nanoszono

na zel 12% PAA zawierajagcy 7 M mocznik (warunki denaturujgce).

Hydroliza RNA zachodzaca pod wptywem zwigzku kompleksowego w obecnosci 2’0Me

RNAI

Do probéwki Eppendorfa zawierajgcej RNA z taka ilos¢ znakowanego y-RNA by
zawierata 10000 cpm (koricowe stezenie RNA wynosito 50 nM) dodano 1 pl 10 mM

buforu Tris-HCl zawierajgcego 50 mM roztwér chlorku sodu i 2’0OMe RNA | w
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odpowiednim stezeniu. Mieszanine reakcyjng inkubowano w temperaturze 90°C przez
jedng minute i powoli schtodzono. Nastepnie dodano zwigzek kompleksowy o
odpowiednim stezeniu, cato$¢ uzupetniono wody do 10 ul. Reakcje prowadzono w
odpowiednich czasach zatrzymujac jg poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej 10 pl
roztworu 9 M mocznika zawierajgcego 25 mM EDTA i 8 M barwnik bromofenylowy (BB).
Tak przygotowang prébke nanoszono na zel 12% PAA zawierajgcy 7 M mocznik (warunki

denaturujace).
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V. OMOWIENIE WYNIKOW

Zwigzki kompleksowe, ktore przedstawiono w niniejszym rozdziale, otrzymywano
gtéwnie metodg templatowg. Metoda templatowa (reakcja kondensacji in situ) polega
na jednoczesnym wprowadzeniu do Ssrodowiska reakcji wszystkich reagentéw. W tym
przypadku sg to: zwigzki z grupami karbonylowymi, grupami aminowymi oraz jon
lantanowca. Jon metalu petni tu role templatu (wzorca) (z ang. template — wzorzec), na
ktorym czasteczki organiczne uktadajg sie w przestrzeni tak, by mozliwe byto zajscie
reakcji kondensacji. Dodatkowo jon lantanowca jako twardy kwas chetnie przyjmuje
pary elektronowe od twardych zasad, jakimi sg atomy tlenu w grupie karbonylowe;j.
Dzieki przeniesieniu czesci tadunku (pary elektronéw) z atomu tlenu grupy karbonylowej

na wolne powtoki jonu lantanowca (Rysunek 2), utatwiony jest atak

R2
. /_\
/_\ O: Ln3+

R3™—NH,
Rq

Rysunek 2.

nukleofilowy wolnej pary elektronowej grupy aminowej na karbonylowy atom wegla, co
umozliwia utworzenie wigzania iminowego po wczesniejszej eliminacji czgsteczki wody.
Metoda bezposrednia polega na wczedniejszym zsyntezowaniu, oczyszczeniu

i scharakteryzowaniu liganda i nastepnie skompleksowaniu go z jonem lantanowca(lll).

Od wielu lat grupy badawcze zajmujg sie procesem samoorganizacji czgsteczek w
przestrzeni przy zastosowaniu jondw lantanowcéw(lll) jako templatow. W wielu
przypadkach wykazano, ze metoda templatowa jest jedyng metody pozwalajaca
otrzymac wybrane zwigzki kompleksowe i pozwalajgcg na otrzymanie produktow reakcji
w postaci krysztatéw. W zwigzku z mozliwoscig otrzymania komplekséw typu zasad
Schiffa w postaci krysztatéw i o wiele wiekszej czystosci zdecydowano o syntezowaniu

ich metodg templatowa.[102].
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1. Zwigzki kompleksowe lantanowcow(lll) zawierajace salenowe

zasady Schiffa.

Zastosowanie metody templatowej pozwolito na otrzymanie nowych zwigzkéw
kompleksowych lantanowcow(lll) zawierajgcych salenowe zasady Schiffa. Produktami
kondensacji dwdch czgsteczek aldehydu salicylowego i jednej czasteczki 4,9-dioksa-1,12-
diaminododekanu (H,L') zachodzacej z udziatem azotandw(V) lantanowcéw(lll) sa
kompleksy zawierajace N,N’-bis(salicylideno)-1,12-diamino-4,9-dioksadodekan (H,LY) (I-
XIV). Produktami kondensacji dwéch czgsteczek aldehydu salicylowego i jednej
czasteczki 2-metylo-1,5-diaminopentanu zachodzacej w obecnosci azotanow(V)
lantanowcoéw(lll) sg kompleksy zawierajgce N,N’-bis(salicylideno)-1,5-diamino-2-
metylopentan (H,L?) (XV-XXII) (Rysunek 54). Reakcje prowadzono w réznych warunkach
(temperatura, rodzaj rozpuszczalnika, czas prowadzenia reakcji) i w réznym stosunku

reagentow aldehyd salicylowy:diamina:jon metalu 2:1:1 i 6:3:2.

HO

A N N P U

CoaH3N,04
H,L!

OH
N N
OH HO

CyoH24N,0,
H,L2

Rysunek 54.

Zwigzki kompleksowe scharakteryzowano metodami analitycznymi (analiza
elementarna, analiza termograwimetryczna) i spektralnymi (spektroskopia w

podczerwieni, spektroskopia masowa ESI).

Na podstawie wynikéw analizy elementarnej zaproponowano wzory sumaryczne
zwigzkéw kompleksowych oraz stosunek ligandu do metalu (Tabela 1). W przypadku, w

ktorym stosunek reagentéw aldehyd salicylowy:diamina:jon metalu wynosit 2:1:1,
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otrzymano kompleksy, w ktérych stosunek ligandu do metalu wynosi 1:1 lub 2:2 (Tabela

1) (I-X i XV-XXII). Stosunek ligandu do metalu 2:2 wynika z jednokrotnej deprotonacji

jednego z ligandow (VII i IX).

W zwigzkach kompleksowych I, IV i VI ligand

skoordynowany z jonem centralnym nie jest deprotonowany. W pozostatych

przypadkach ligand ulega jednokrotnej deprotonacji. Zwigzek kompleksowy lantanu(lll)

(XI), w ktérym stosunek liganda do metalu wynidst 2:1

(Tabela 1) otrzymano z

przesgczu, przy zastosowaniu stosunku reagentéw aldehyd salicylowy:diamina:jon

metalu 2:1:1. Dwa ligandy wchodzgce w sktad kompleksu nie sg deprotonowane.

Tabela 1. Analiza elementarna

Analiza elementarna

Zwigzek kompleksowy Otrzymano Obliczono
C% H% N% C% H% N%
1 | (HLY)La(NOs)5(CH;0H), 40,50 | 527 | 9,40 | 3896 | 503 | 8,74
I | (HL')Pr(NOs),(H,0) 41,04 | 460 | 845 | 41,51 | 4,79 | 8,07
W | (HLY)NA(NO;),(H,0) 38,49 | 5,03 | 820 | 41,31 | 477 | 8,03
IV | (H,LY)Sm(NO;)5(H,0), 37,89 | 4,87 | 933 | 36,72 | 462 | 8,92
V | (HLY)Eu(NOs),(H,0) 38,64 | 4,94 | 7,95 | 40,86 | 4,71 | 7,94
VI | (HLY)Gd(NOs;),(H,0) 36,49 | 4,75 | 7,87 | 4055 | 4,68 | 7,88
VIl | (H,LY)(HLY)Dy,(NO;)s(H,0)s 35,86 | 4,28 7,72 | 38,10 | 4,60 | 8,33
VIl | (HL")Ho(NOs),(H,0) 37,76 | 4,68 | 7,67 | 40,12 | 463 | 7,80
IX | (HLY(H,LY)Ery(NOs)s(H,0); 40,16 | 4,37 8,31 | 37,86 | 4,57 8,28
X | (HLYTm(NO;),(H,0) 4430 | 445 | 7,03 | 3990 | 460 | 7,75
XI | (HoLY);La(NOs)s 4891 | 548 | 845 | 50,13 | 561 | 8,53
Xl | (L)2Eu3(NO;)s(H,0), 32,04 | 422 | 7,18 | 3475 | 414 | 7,60
Xl | (HLY)(H,LY),Dy,(NO3)s(H,0)s 43,50 | 5,34 7,83 | 44,91 | 5,29 8,00
XIV | (HLY)(H,L");Ho,(NO3)s(H,0), 43,89 | 5,35 7,74 | 4522 | 5,22 8,06
XV | (HL*)La(NOs),(H,0) 37,17 | 451 | 9,01 | 3968 | 433 | 9,26
XVI | (HL*)Pr(NO;),(H,0); 3421 | 4,19 | 882 | 3739 | 455 | 872
XVII | (HL’)Nd(NO;),(H,0) 38,17 | 4,27 | 9,10 | 39,40 | 4,13 | 9,19
XVIIl | (HL*)Sm(NOs),(H,0) 40,81 | 4,41 | 9,22 | 39,01 | 4,09 | 9,10
XIX | (HL%)Dy(NOs),(H,0) 3991 | 435 | 9,11 | 38,25 | 4,01 | 8,92
XX | (HL*)Ho(NO3),(H,0) 36,99 | 4,26 | 847 | 3805 | 415 | 887
XXI | (HL*)Er(NOs),(H,0), 34,45 | 3,97 | 829 | 3692 | 418 | 861
XXIl | (HL*)Yb(NO3),(H,0), 3592 | 419 | 816 | 36,59 | 4,15 | 8,53
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Przeprowadzono szereg reakcji, w ktorych stosunek reagentow aldehyd
salicylowy:diamina:jon metalu wynosit 6:3:2, w celu uzyskania komplekséw mogacych

przyjmowac ksztatt potréjnej helisy dwurdzeniowej (Rysunek 55).

@
©®,

Rysunek 55.

Kompleksy o sktadzie metal — ligand 2:3 otrzymano tylko w przypadku zastosowania
jonéw dysprozu(lll) (XHI) i holmu(lll) (XIV) (Tabela 1). W pozostatych przypadkach

uzyskano mieszanine produktow i substratow.

Wyniki analizy termograwimetrycznej pozwolity na okreslenie wewnetrznej sfery
koordynacyjnej otrzymanych kompleksdw. Rysunek 56 przedstawia derywatogramy
zwiagzkdw kompleksowych zawierajacych ligand H,L' (A-1) lub H,L* (J-L). We wszystkich
kompleksach obserwuje sie podobny przebieg rozktadu termicznego (Rysunek 56, Tabela
2). Najpierw nastepuje odtgczenie czgsteczki lub czgsteczek wody (w jednym lub w
dwéch etapach), a potem jondéw azotanowych(V). Najwyrazniej wida¢ to na
derywatogramie kompleksu samaru(lll) (IV) (Rysunek 56C, Tabela 2). Analiza
termograwimetryczna wykazata cztery ubytki masy. Pierwszy przypisano jednej
czgsteczce wody znajdujgcej sie w zewnetrzne] sferze koordynacyjnej,[103] a drugi
ubytek czasteczce wody znajdujacej sie w wewnetrznej sferze koordynacyjnej.[104]
Trzeci ubytek masy odpowiada dwom jonom azotanowym(V) znajdujagcym sie w
zewnetrznej sferze koordynacyjnej, a czwarty jednemu anionowi azotanowemu(V)

znajdujgcemu sie w wewnetrznej sferze koordynacyjnej.[105,106]
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Derywatogramy zwigzkéw kompleksowych zawierajgcych ligand H2L1(A-I) lub HZLZ(J-L)

A - prazeodymu(lll) (II) (podobnie jak gadolinu(lll) (V1), holmu(lll) (VII) i tulu(lll) (X)), B-neodymu(lll) (1)
(podobnie jak europu(lll) (V)), C - samaru(lll) (1V), D - dysprozu(lll) (VII), E- erbu(lll) (1X), F - lantanu(lll) (XI), G
- europu(lll) (XI1), H - dysprozu(lll) (XH1), I - holmu(lll) (XIV), J - lantanu(lll) (XV) (podobnie jak neodymu(lll)
(Xvl), samaru(lll) (XVII), dysprozu(lll) (XIX) i holmu(lll) (XX)), K - prazeodymu(lll) (XVI), L - erbu(lll) (XXI)
(podobnie jak iterbu(lll) (XXI1))

Rysunek 56.
Tabela 2.Rozktad termiczny
Przedziat Ubytek masy (%)
Wzér zwigzku kompleksowego temperatury & e,
(TG/°C) otrzymany i obliczony
122-197 1H,0 2,576 2,592

[(HL")Pr(NO3)(H,0)1(NO3) (11) 9,444
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[(HL')Tm(NO3)(H,0)](NO3) (X)

_________________________________________________________

[(HL)(H,LY);Ho,(NO3),(H,0)1(NOs)3(H,0)
(XIV)

...00210 i 3H0 ;. .2800 . 2804

B e T R T
119192 ¢ HO0 | 2,431 | 2,491
249-281 9027 . 8582
292-346 8,680 8,582
242283 11062 . 10966
1289318 :  NO; i | 6,385 | 5488
...... 51107 .. 1,032 :..1086
107-214 3,165 : 3,256
217-283 11,222 | 11,211
/283335 ¢ 2NOy @ 7,352 : 7474

294-328

_________________________________________________________

307-338

[(HL?)La(NO3)(H,0)](NO5) (XV)

[(HL*)Pr(NO3)(H,0),](NO3)(H,0) (XV1)

.262:291 . NOy  © 9711 . 9857

102-216

284-347

292-336

256-294

297-344

261-296

300-349

252-297

298-356

109-221

264-301

e

302-361

129-261

261-304

304-364

81



OMOWIENIE WYNIKOW

W celu potwierdzenia budowy zwigzkéw i sposobu koordynacji wykonano
badania spektroskopig w podczerwieni (Tabela 3). W widmach w podczerwieni zwigzkow
kompleksowych lantanowcow(lIl) (I-XXIl) znaleziono pasma absorpcji w przedziale 1654-
1650 cm™, ktére przypisano drganiom grupy iminowej C=N, powstatej w wyniku
kondensacji. Pasma w przedziale 1609-1607 cm'lodpowiadaja drganiom wigzania C=C w
pierscieniu aromatycznym. Absorpcja promieniowania przy wartosciach liczby falowej
2963-2940 cm™ i 2877-2859 cm™ pochodzi od drgar wiazania C-H w czesci alifatycznej
ligandu, a pasma 3461-3297 cm™ przypisano drganiom wigzania O-H. Zwigzki
kompleksowe zawierajace w swej strukturze ligand H,L' (I-XIV), w widmach w
podczerwieni wykazujg dodatkowe pasma przy wartosciach 1112-1109 cm™ przypisane
drganiom rozciggajagcym wigzania O-C-O w czesci alifatycznej ligandu. Pasma
wystepujgce przy 544-539 cm? pochodzg od drgan wigzania koordynacyjnego M-O
powstajgcego pomiedzy jonem lantanowca(lll) a atomem tlenu z ligandu, natomiast
pasma przy dtugosciach fali 491-487 cm™ przypisano wigzaniu M-N powstajgcemu

pomiedzy atomem azotu a jonem metalu.[107-109]
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Tabela 3. Pasma absorpcji w podczerwieni (cm™)

Wz6r zwiagzku kompleksowego : OH : CH : €N : €C { COC ! MO : MN : NO;
2944 1760, 1734,
(H,L")La(NO3)5(CH;0H);(1) 3417 ’ 1653 1609 1109 540 488 1483, 1385,
2868
1286, 818
2942 1767, 1732,
(HLY)Pr(NOs),(H,0)(1) : 3415 ZSGé 1653 i 1608 i 1111 540 : 489 ©1482,1384,
: : : : : : 1285, 817
2942 1767, 1733,
(HLY)Nd(NOs),(H,0)(111) 3392 zseé 1653 1608 1111 541 490 1481, 1384,
1288, 817
2942 1767, 1735,
(H,L")Sm(NO3)3(H,0),(1V) 3407 ’ 1653 1608 1110 540 489 1482, 1384,
2866
1287, 816
2943 1767,1731,
(HL'EuU(NOs),(H,0)(V) : 3461 286; 1653 i 1608 i 1111 541 : 488 ©1482,1384,
: : : : : : 1290, 817
2944 1769, 1734,
(HLY)Gd(NO3),(H,0) (V1) 3424 286; 1654 1609 1112 541 490 1486, 1385,
1288, 817
2942 1771, 1734,
(H,L")(HL")Dy,(NO3)s(H,0)s5 (V1) 3439 ’ 1654 1608 1111 541 491 1483, 1384,
2865
1288, 816
2942 : : : : 1770, 1734,
(HL"YHo(NO3),(H,0) (Vi) {3440 ’ 1654 i 1608 i 1111 i 540 : 491 {1483, 1384,
: 2865 i i : : :
: : : : : : 1288, 816
2941 1768, 1733,
(HL")(H,L")Er,(NO3)s(H,0)5(1X) 3392 ’ 1654 1608 1109 540 490 1483, 1384,
2865
1287, 815
2941 1768, 1734,
(HLY)Tm(NO5),(H,0)(X) 3397 ’ 1654 1607 1111 540 491 1484, 1384,
2863
1287, 816
2940 1767, 1741,
(H,L"),La(NO3)s(X1) 3433 2855 1650 1608 1112 539 487 1488, 1384,
1286, 819
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(L"),Eus(NO3)s(H,0)4(XI1)

3461

2943,
2867

1653

1608

1111

542

488

1767, 1731,
1482, 1384,
1290, 817

(H,L")(HLY),Dy,(NO3)s(H,0)5(X11)

3355

2941,
2864

1654

1608

1110

540

490

1768, 1734,
1482, 1384,
1288, 816

(H,L")(HL"),Ho,(NOs)s(H,0),(XIV)

3447

2941,
2863

1653

1608

1111

540

490

1771, 1731,
1483, 1384,
1288, 816

(HL)La(NOs),(H,0) (XV)

3427

2963, 2877

1651

1608

544

490

1767, 1737,
1483, 1384,
1287, 817

(HL?)Pr(NO3),(H,0)5 (XV1)

3421

2962, 2876

1651

1608

542

488

1768, 1734,
1480, 1384,
1288, 818

(HL®)Nd(NOs),(H,0) (XViI)

3433

2963, 2877 |

1652

1608

541

487

1768, 1734,
1481, 1384,
1287, 817

(HL?)Sm(NOs),(H,0) (XVii1)

3407

2962, 2877

1653

1608

541

489

1769, 1735,
1482, 1385,
1287, 817

(HL?)Dy(NO3),(H,0) (XIX)

3297

2962, 2876

1652

1607

541

488

1768, 1734,
1482, 1384,
1288, 816

(HL?)Ho(NOs),(H,0) (XX)

3397

2963, 2876 |

1652

1607

541

488

1768, 1734,
1482, 1384,
1289, 816

(HL*)Er(NO),(H,0), (XXI)

3442

2942, 2876

1652

1608

541

490

1772, 1734,
1483, 1384,
1291, 816

(HL?)Yb(NO3),(H,0), (XX11)

3438

| 2961, 2877

1653

1607

540

491

1792, 1730,
1483, 1384,
1291, 816
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Jon azotanowy(V) moze wystepowaé w zwigzkach kompleksowych w postaci
jonowej lub skoordynowanej. Jon azotanowy(V) moze skoordynowa¢ z jonem
centralnym za pomoca jednego atomu tlenu (jednokleszczowo, jednofunkcyjnie), dwdch
atomow tlenu (dwukleszczowe, dwufunkcyjnie) lub jako mostek (Rysunek 57A-C).[110]

@) B
A \N—O'—“[-n?+ / \

7 ~7

C

O

Ln ;+\ 0O

~
\
\

Rysunek 57.

Problem sposobu koordynacji jonéw azotanowych(V) z jonem centralnym mozna
rozwigza¢ na podstawie danych spektroskopowych w podczerwieni. Poczgtkowo
twierdzono, ze jezeli w widmie spektroskopii w podczerwieni wystepuje pasmo
pochodzace od N=0, przy wartosci liczby falowej okoto 1500 - 1600 cm™, to wystepuja
jony azotanowe(V) dwukleszczowe.[111,112] Wkrdtce wykazano jednak, ze pasmo
absorpcji przy wartosdci liczby falowej okoto 1380 cm™ pochodzace od wolnego jonu
azotanowego(V) (odpowiadajgce podwodjnie zdegenerowanym, asymetrycznym
drganiom rozciggajgcym vs o symetrii D3,) ulega rozszczepieniu podczas koordynacji z
jonem centralnym.[113-115] Symetria D3, ulega redukcji do C,,.[116] Wdwczas
pojawiaja sie dwa nowe pasma absorpcji przy wartosciach okoto 1600-1420 cm™ i 1340-
1200 cm™. Na podstawie wielkoSci rozszczepienia tych pasm mozna okresli¢ sposdb
koordynacji jonu azotanowego(V). Przyjmuje sie, ze wielkos$¢ rozszczepienia wieksza od
120 cm™ jest charakterystyczna dla jonéw azotanowych(V) dwukleszczowych, a mniejsza
od tej wartosci - dla jednokleszczowych. Pasma absorpcji o matej intensywnosci w
zakresie liczby falowej 1700-1800 cm™ takze moga postuzy¢ do okreélenia sposobu
koordynacji jondw azotanowych(V) z jonem centralnym.[117] Jezeli wielkos¢
rozszczepienia pasm wynosi 5-26 cm™? to przyjmuje sie, ze jony azotanowe s3g

jednokleszczowe. W przypadku jonéw azotanowych(V) dwukleszczowych wielko$¢ ta
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wynosi 20-66 cm™. Wielkoé¢ rozszczepienia zalezy od rodzaju oddziatywar metal-jon
azotanowy(V) i jest ona wieksza w przypadku wystepowania jonéw azotanowych(V)

dwukleszczowych.

W widmach zwiazkéw kompleksowych zawierajacych ligand H,L* lub H,L? pasma
przy wartosciach 1792-1760 cm™ i 1741-30 cm™ przypisano jonom azotanowym(V)
skoordynowanym z jonem metalu za posrednictwem dwdéch atoméw tlenu. Swiadczy o

tym wielko$¢ rozszczepienia, ktéra wynosi 26-62 cm™ (Rysunek 58).

\’\

1]
g
208
2
0 -1
2 ’ 35cm R
1770 1750 1730

Liczba falowa
{cm?)

Widmo w podczerwieni kompleksu prazeodymu(lll)(ll) z ligandem Hle

Rysunek 58.

W przedziale 1488-1285 cm™ zaobserwowano pasma, dla ktorych wielko$¢
rozszczepienia Av wynosi 192-202 cm'1, co wskazuje na obecnosci dwufunkcyjnych

jonéw azotanowych(V) (Rysunek 59).[118-123]

0,2
o
]
2
< \
197cmt 1384cmt
0,0 4
1440 1350 1260
Liczba falowa
{cm?)
Widmo w podczerwieni kompleksu prazeodymu(lll)(ll) z ligandem H,L!
Rysunek 59.
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Wielkos¢ rozszczepienia dla poszczegdlnych zwigzkdw kompleksowych lantanowcow(lll)

przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4.
Wielkos¢ Wielkos¢
Zwigzek rozszczepienia rozszczepienia
kompleksowy w zakresie w zakresie
1792-1730 cm™ | 1488-1285cm™
(HoL")La(NO3)5(CHs0H), (1) 26 197
(HL')Pr(NO3),(H,0) (1) 35 197
(HL')Nd(NO3),(H,0) (111) 34 193
(H2L")Sm(NO3)5(H,0); (IV) 32 195
(HL')Eu(NO3),(H0) (V) 36 192
(HL')Gd(NO3),(H,0) (V1) 35 198
(HaL")(HL)Dy2(NO3)s(H,0); (V1) 37 195
(HL")Ho(NOs),(H,0)(vil) 36 195
(HL')(HL")Er;(NO3)5(H,0)(1X) 35 196
(HL')Tm(NO3),(H0) (X) 34 197
(HaL"),La(NOs); (X1) 26 202
(L")2Eu3(NOs)s(H,0)4(X1) 36 192
(HaL")(HL");,Dy(NO3)s(H,0)s(XIH) 34 194
(H,L")(HLY);Ho,(NO3)s(H20),(X1V) 40 195
(HL*)La(NO3)(H,0) (XV) 30 196
(HL*)Pr(NO3),(H,0)s (XVI) 34 192
(HL*)Nd(NO3),(H,0) (XViI) 34 194
(HL*)Sm(NO3),(H,0) (XVill) 34 195
(HL*)Dy(NO3),(H,0) (XIX) 34 194
(HL’)Ho(NO3)(H,0) (XX) 34 193
(HL*)Er(NO3),(H,0), (XXI) 38 192
(HL*)Yb(NO3),(H,0); (XXII) 62 192

Absorpcja przy wartosciach 819-815 i 1385-1384 cm™ moze $wiadczy¢ o obecnosci w

zwigzkach kompleksowych

metalu.[124,125]

jonu azotanowego(V)

nieskoordynowanego

z

jonem
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Badania spektroskopiag masowg ESI wykonywano w metanolu. Na podstawie
wynikow spektroskopii masowej ESI ustalono, ze wszystkie zwigzki kompleksowe
zawierajg odpowiednia zasade Schiffa, to znaczy N,N’-bis(salicylideno)-1,12-diamino-4,9-
dioksadodekan lub N,N’-bis(salicylideno)-1,5-diamino-2-metylopentan i rozpadajg sie na
jony fragmentacyjne. W wiekszosci przypadkéw zaobserwowano jony fragmentacyjne
sktadajgce sie z jonu metalu skoordynowanego z ligandem, a takze z przeciwjonami

azotanowymi(V). Wyniki zostaty przedstawione w tabeli 5.

Tabela 5.
Zwigzek kompleksowy Kompleks i Pik Jon fragmentacyjny
..... 263 [La(NO;),]"
(H,L")La(NOs)3(CH;0H), | 387 [La(NOs)a]
..... 413 [(C2aH3oN,0,)+H'T"
549 [(C2aH30N,04)La]"
389 [Pr(NOs)4]
Wou/NA Y (A oy i.202
(HL )PF(NO3)2(HZO) u ..... 413 [(C24H32N204)+H+]+
675 [(C24H3oN204)Pr(NO;), ]
(HLY)Nd(NOs),(H,0) ¢ i 392 [Nd(NO3),]°
m 413 [(CaH3,N,0,)+H'T
678 [(C24H30N,04)Nd(NOs),]
..... 391 [Sm(NOs),]
(HoL)Sm(NOs)3(H,0), v i 411 [(C2aH31N,04)]"
..... 413 [(CaaH3,N,0,)+H'T
562 [(C24H30N,04)Sm]"
400 [EU(N03)4]_
HL")Eu(NOs),(H : et : o
(HL')Eu(NO3),(H,0) Vw3l [(CasH32N,0,)+H']
: : 562 [(C24H30N204)EU]+ :
(HLYGd(NOs),(H,0) Vi » 375 [(C24H30N,04)Gd(NOs)s]* (377)
406 [GA(NOs).] :
376 : [(CasH3oN,04)DY(NOs)s]*(379)
1 Ao INAY (0 A - oy s.2fo
(H,L")(HL")Dy,(NOs)s(H,0); v 409 [Dy(NO3).]"
413 [(C2aH3aN,04)+H"T" i
377 i [(CagH3oN,04)HO(NO3)s]” (380)
1 ................... - :
(HL )HO(NO3)2(HZO) m ..... 413 [(C24H32N204)+H+]+ :
466 [Ho(H,0)3(NO3).]
- 412 [(C24H31N>04)]" / [Er(NO3)a]
(HLl)(Hle)Erz(NO3)5(HZO)3 X ,,,,, 413 [(C2aH3N,0,)+H'T"
P i 578 [(C24H30N,04)Er]"
702 [(C24H3oN,04)Er(NOs),]°
. 413 [(C24H3,N,04)+H'T"
(HL)Tm(NOs)(H,0) ¢ X © 416 [TM(NO3)a].
. 579 [(CagH3oN,04)Tm]"
703 [(C24H30N,0,4)TM(NO;),]°
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A 263 (La(NOspl” .
(HoL"),La(NOs)s Xt i 413 i [CauHuNOu+HT
...... 387 o JRANOS
549 i [(C24H30N204)La]+
: 274 [Eu(NOs),]"
(L")2Eus3(NOs)s(H,0)s Xil

[(C2aH30N,04)Eu(NO;),

383 [(C24H30N204)DV(NO3)312—(380)
HLY)a(HoLY)Dya(NO3)s(Ha0)3 i KU bttt i
(HER{LIDYANORO) XU gy N, O e H
: . 469 [Dy(H,0)5(NOs).] (465)
(HL)5(HLY)HOo(NOS)s(H,0), | XIV | 413 | [(CouHppN,Op+H'TT
: 466 [HO(Hzo)g(N03)4]—
325 [Conz4|\1202+|'|+]+
HL?)La(NOs),(H,0 XV I
B R R 7% W (1['s N
[(C20H23N202)La(N03)]+
325 CroH2aN,0,+H'T*
(HLDPH(NOa),(H,0); (XVI) | XVI - Cagthaalta Ot
448 [(C20H22N,0,)Pr(NO3),]1
325 [Conz4|\1202+|'|+]+
2 0TdIRIA N TLI AN VA IIY b ML e e i e e o i
(HL")Nd(NO3),(H,0) (XVII) Xvi T —
466 [(C20|'|22|\1202)Ndrr
...... 325 i oo [CaoHauNOpHHTT
347 [Ca0H24N>0,+Na*]*
G IRIA N TLE AN IVAZITIY 5 WAIIIE hen i L =20 A L
(HL )Sm(NO3)2(H20) (XVlIl) _X I" 400 ............................... [Sm(NO3)4]_ ..........................
461 i [SM(NO3)s+H']
601 [(C30H22N,0,)SM(NO3),]
323 [CaoH23N,0,]
(HL*)Dy(NO5),(H,0) (XIX)
XIX
608 [(ConzzNzoz)DV(Noa)z]_
...... 325 oo ICaHuNOpH
(HL*)Ho(NO3),(H,0) (XX) XX i 347 & [CooHasN,Oo+Na""
LA13 i) [HO(NOg)a] . ...
472 [Ho(NOs)s+H']
(HL)ER(NOs)(H,0), (XX1) & XxI i 325 ¢ [CaoHuN,04HT
612 [(ConzzNzoz)Er(Noa)z]_
(HL2)YB(NO3),(H,0), (XXIl) XXl 347 [CaoH2aN0,+Na"]"
620 [(CZOHZZNZOZ)Yb(NO3)2]_
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Reakcje prowadzono w acetonitrylu, metanolu, etanolu, metanol:chloroform 9:1
(v:v). Pozytywne rezultaty uzyskano tylko przy zastosowaniu metanolu lub etanolu. W
przypadku zastosowania acetonitrylu i mieszaniny rozpuszczalnikdw metanol:chloroform
9:1 (v:v) z6tte osady wypadaty po okoto 3 minutach od momentu dodania wszystkich
reagentow. Osady zbadano metodami spektroskopowymi i analitycznymi, ale nie
uzyskano pozytywnych rezultatéw. Uzyskano mieszanine produktéw kondensacji [2+1],

[1+1] i substratow.

W wyniku przeprowadzonych reakcji otrzymano nowe zwigzki kompleksowe
lantanowcéw zawierajgce w swej strukturze ligand HoL! lub H,L2 Zwigzki kompleksowe I-
XXIl otrzymano metoda templatowa. Ustalono wzdr sumaryczny, sfere koordynacyjna
(wewnetrzng i zewnetrzng) oraz sposob koordynacji jonu centralnego. W zwigzkach
kompleksowych o skfadzie metal — ligand 1:1, w wewnetrznej sferze koordynacyjnej
znajduje sie jedna czasteczka ligandu jednokrotnie deprotonowanego (wyjatek stanowi
kompleks 1IV), dwukleszczowy jon azotanowy(V) i jedna czgsteczka wody (wyjatek
stanowig zwigzki kompleksowe lll i V — czgsteczka wody znajduje sie zewnetrznej sferze
koordynacyjnej). Jony centralne w kompleksach o sktadzie metal — ligand 2:3 (kompleks
XIV i XV) koordynujg z trzema ligandami, dwoma dwukleszczowymi jonami

azotanowymi(V) i trzema czasteczkami wody.

Na podstawie uzyskanych danych zaproponowano sposdéb koordynacji dla

komplekséw o sktadzie metal — ligand 1:1 (Rysunek 60 A-F).

o // \\\6 NO5 ﬁ// \\0 o3, HO

o]
H 20 s /
Q
0~_/N\ \N\__¢o
o |
L _ L o _
Ln**=Pr3*. Gd* Ho® lub Tm?* Lo**=Nd*, Eu?*
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c —

NO;, H,0

et il e

0
H,0 J OLJI\/
O=N \\
\, b
— — “Lo®*=La*, Nd*, Sm™, Dy** i Ho™* -
Lo**=Sm*
— 4 F — -y
T - N A /N = T T Ry i /N =
La*" P Lot
o 0 S .
\ N0, 1,0

y //\ A NOy, H,0 ‘H?/

Lo¥=Er** i Yb**
L113+:P1‘3+

Proponowany sposéb koordynacji zwigzkdw kompleksowych: a) prazeodymu(lll) (11), gadolinu(lll) (V1), holmu(lll)
(VL) lub tulu(ln) (X); b) neodymu(lll) (I11), europu(lll) (V); c) samaru(lll) (1V); d) lantanu(lll) (XV), neodymu(lll) (XV1),
samaru(lll) (XVIII), dysprozu(ll1) (XIX) lub holmu(lll) (XX); e) prazeodymu(lll) (XV1); f) erbu(lll) (XXI) lub iterbu(lll) (XXII)

Rysunek 60.

Wyniki dotyczgcych syntezy i charakterystyki zwigzkdw kompleksowych prazeodymu(lll),

neodymu(lll) i europu(lll) z ligandem H,L' zostaty opublikowane.[126]
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2. Zwiazki kompleksowe lantanowcow(lll) zawierajgce hydrazonowe

zasady Schiffa

2.1 Zwiazki kompleksowe lantanowcow(lll) z 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-

aminobenzoilohydrazonem) - ligand L*

Zwigzki kompleksowe lantanowcow(lll) zawierajace 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-
aminobenzoilohydrazon) (ligand L3, Rysunek 61) otrzymano metoda templatowa w
reakcji  jednej  czasteczki  2,6-diacetylopirydyny i  dwdch  czasteczek @ 2-
aminobenzoilohydrazydu w obecnosci azotanu(V) Ilub chlorku odpowiedniego

lantanowcal(lll).

NH», HoN

Rysunek 61.

Zwigzki  kompleksowe scharakteryzowano metodami analitycznymi  (analiza
elementarna) i spektralnymi (spektroskopia w podczerwieni, spektrometria masowa
ESI). Zwiazki kompleksowe (L*)Eu(NO3)s(CH3;OH) XXVII, (L*)Gd(NO3)3(CH3OH) (XXVIII),
(L*)Tb(NO3)3(CHsOH) (XXIX), (L*)Dy(NO3);(CH3OH) (XXX), (L*)Er(NOs)2(OH)(H,0)(XXXIl) i
(L*),NdCl3(H,0)s (XXXVI) otrzymano w postaci krysztatéw i okreélono strukture
krystaliczng za pomocg dyfrakcji promieni rentgenowskich. Wartosci analizy

elementarnej komplekséw (XXVII-XXX), (XXXII) i (XXXVI) obliczono w oparciu o struktury

krystaliczne.  Wyznaczenie  temperatury  topnienia i  wykonanie  analizy
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termograwimetrycznej byto niemozliwe ze wzgledu na gwattowny rozpad zwigzkéw

kompleksowych w wyzszych temperaturach.

Zsyntezowano takze ligand L3, ktorego dane analityczne i spektralne poréwnano z
danymi ligandu L* skoordynowanego z jonami lantanowcéw(lll). Poréwnanie to
pozwolito okresli¢ udziat atoméw donorowych liganda > w tworzgcych sie wigzaniach

koordynacyjnych.

Na podstawie analizy elementarnej ustalono wzory sumaryczne otrzymanych
zwigzkéw kompleksowych (Tabela 6). Zawieraja one w swej strukturze trzy jony
azotanowe(V) (lub chlorkowe), jedng czasteczke ligandu, jon lantanowca(lll) oraz
czasteczki wody lub metanolu. Wyjatek stanowi kompleks neodymu(lll) (L*),NdCls(H,0)s
(XXXVI), ktory zawiera dwie czgsteczki ligandu.[127, 128]

Tabela 6. Analiza elementarna

Analiza elementarna
Zwigzek kompleksowy Otrzymano Obliczono
C% H% N% C% H% N%
L? 64,36 5,53 22,94 | 64,32 5,40 22,83
(L*)La(NO3)s(H,0), (XXII1) 3532 | 3,49 | 17,54 | 3495 | 3,44 | 17,72
(L>)Pr(NOs)5(H,0)5 (XXIV) 32,00 | 333 | 16,03 | 34,09 | 3,61 | 17,28
(L*)Nd(NO3)3(CH;0H), (XXV) 35,41 3,86 17,96 | 36,45 3,79 17,00
(L%)Sm(NOs)5(H,0) (XXVI) 3530 | 3,27 | 17,91 | 3524 | 3,21 | 17,87
(L3)Eu(NO3)s(CHsOH) (XXVII) 3571 | 4,23 | 17,57 | 36,05 | 3,40 | 17,52
(L*)Gd(NO3)3(CH30H) (XXVIII) 35,76 3,71 17,71 | 35,82 3,38 17,40
(L*)Tb(NOs)3(CH;0H) (XXIX) 34,04 3,77 17,48 | 35,74 3,37 17,37
(L*)Dy(NOs),(CH30H) (XXX) 37,29 3,48 17,81 | 35,59 3,36 17,29
(L*)Ho(NOs)3(CH30H) (XXXI) 36,58 | 3,29 | 17,45 | 35,48 | 3,35 | 17,24
(L>)Er(NO3),(OH)(H,0) (XXXII) 32,60 | 3,48 | 16,93 | 36,55 | 3,47 | 16,68
(L3)Tm(NO5)5(CHs0H)5 (XXXI1I) 37,15 | 4,22 | 16,83 | 3546 | 4,01 | 1591
(L>)Yb(NOs)5(CH;0H) (XXXIV) 3722 | 329 | 17,00 | 3513 | 3,32 | 17,07
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(L*)LaCl3(H,0)s (XXXV) 32,44 | 550 | 11,57 | 33,01 | 494 | 11,72
(L%),NdCl5(H,0)s (XXXVI) 33,16 | 4,78 | 11,91 | 44,07 | 4,98 | 15,64
(L})GdCls(H,0), (XXXVII) 33,28 | 4,52 | 11,76 | 33,72 | 4,55 | 11,97
(L) TbCl3(H,0); (XXXVIII) 32,46 | 464 | 11,46 | 33,65 | 4,54 | 11,94
(L>)DyCl3(H,0)s (XXXIX) 31,09 | 507 | 11,25 | 32,79 | 4,67 | 11,64
(L})HoCls(H,0)s (XL) 31,38 | 494 | 11,35 | 32,70 | 4,65 | 11,60
(L)ErCl3(H,0)s (XLI) 3436 | 511 | 10,67 | 32,61 | 4,64 | 11,57

Pasma absorpcji ligandu L* nieskoordynowanego i skoordynowanego z jonami
lantanowcéw(lll) przedstawiono w tabeli 7. Pasma absorpcji przy wartosciach 3460
i 3347 cm™ odpowiadajgce drganiom grupy NH, w wolnym ligandzie nie rdéznig sie
znacznie od pasm wystepujacych w zwigzkach kompleksowych, co moze sugerowac brak
koordynacji grupy aminowej z jonem lantanoweca(lll).[129] Wyjatek stanowig kompleksy
prazeodymu(lll) (L*)Pr(NO3)3(H20)s (XXIV) i neodymu(lll) (L>)Nd(NO3)3(CHsOH), (XXV), w
widmach ktérych pasma absorpcji wystepujg odpowiednio przy wartosciach liczby
falowej 3483, 3477 cm ™ i 3375, 3371 cm™, co moze $wiadczy¢ o pewnym zaangazowaniu

grupy NH, w koordynacji z jonem centralnym.

C=N
C=0

10 4

absomeja
&

T T T T T T T
180D 175D 170D 185D 180D 1550 150D
Bz ha falowa [cmi']

Widmo absorpcji ligandu 3
Widmo absorpcji kompleksu europu(lll) (XXVII)

Rysunek 62.

Pasma przy wartosci 1701 i 1657cm™ przypisano odpowiednio wigzaniom C=0

(wigzanie amidowe ) i C=N (wigzanie iminowe), ktére w zwigzkach kompleksowych
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ulegajg przesunieciu w kierunku liczby falowej o mniejszej wartosci (Rysunek 62), co
wskazuje na udziat powyziszych wigzan w koordynacji jonu europu(lll). Wielkos¢

przesuniecia wynosi 70-83 cm™.[130-133]

95



OMOWIENIE WYNIKOW

Tabela 7. Pasma absorpcji w podczerwieni (cm™)

Wz6r kompleksu C=0 | c=N |mamid | M c=C N-N M-O i M-N NO;
Vs V, amid amid
P 3 : : 1617,
: Ligand L 3460 3347 1701 1657 1533 1245 1577 1026 - - -
; 1556 1769, 1738, |
: (L*)La(NO;)3(H,0), (XXIII) 3468 3356 1631 1586 1528 1253 ’ 1033 574 526 1444, 1385,
; === 1492 ;
1299, 816
1556 1769, 1460,
(L*)Pr(NO;)5(H,0); (XXIV) 3483 3375 1629 1586 1530 1252 148; 1034 550 528 1384, 1301,
815
: 1554 1778,1739, :
£ (L*)Nd(NO3)3(CH30H), (XXV) 3477 3371 1628 1586 1526 1250 ’ 1035 554 528 1458,1384,
; 1487 ;
1299, 817
1556 1780, 1742,
(L*)Sm(NO;)3(H,0) (XXVI) 3464 3352 1627 1585 1528 1252 ’ 1038 550 528 1448, 1384,
1493
1301, 816
: 1557 1781, 1744, :
: (L*)Eu(NO;)3(CH30H) (XXVII) 3463 3350 1627 1586 1527 1251 ’ 1039 550 530 1451, 1384,
: 1492 :
: 1301, 816 i
; 1557 1785, 1744, |
: (L’)Gd(NOs)5(CH;0H) (XxViil) 3464 : 3350 : 1628 i 1585 i 1527 i 1251 11040 551 530 : 1450,1384, :
a 1493 :
1301,816
1540 1786, 1757, |
(L*)Tb(NO3)5(CH;0H) (XXIX) 3466 3350 1622 1579 1529 1249 ’ 1043 550 534 1453, 1384,
1488
1301, 816
1553 1781, 1739,
(L)Dy(NO5),(CH3;0H)  (XXX) 3456 3343 1620 1580 1525 1257 ’ 1036 551 541 1461, 1384,
1492 1305, 807
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5 1546 1781, 1743, :

: (L’)Ho(NO;)3(CH3OH) (XXXI) 3456 3342 1619 1581 1522 1253 * i 1036 553 540 1466, 1384,

: 1494 :

1306, 808

: 1550 1799, 1769, :

- (L)Er(NO3),(OH)(H,0) (XXXII) 3463 : 3343 : 1622 : 1580 : 1530 : 1250 . : 1044 549 532 1454,1384, |

: 1498 :

1303,816

5 1558 1785,1740, |

: (L°)Tm(NO;)3(CH30H); (XXXI11) 3454 3342 1618 1581 1522 1260 ’ i 1037 563 539 1466, 1384,

: 1493 :

1309, 808
1558 1786, 1740,
(L*)Yb(NO3)3(CH;0H) (XXXIV) 3454 3342 1618 i 1580 | 1524 i 1261 " | 1038 554 540 1465, 1384,
1493
1311, 809

- 1547,

+ (L)LaCl3(H0)s (XXXV) 3458 | 3355 [ 1622 ;| 1580 | 1522 | 1254 | . : 1030 548 520 -
(L*),NdCl3(H,0)g (XXXV1) 3457 3355 1622 1580 1529 1250 1547 1029 557 522 -
(L*)GdCl3(H,0); (XXXVII) 3458 3323 1620 1582 1524 1250 1546 1029 555 525 -
(L*)TbCl3(H,0); (XXXVIII) 3469 3331 1620 1582 1524 1250 1551 - - - -

3 1551,
(L*)DyCl5(H,0)s (XXXIX) 3481 | 3334 | 1621 1582 1526 | 1250 | o | 1030 553 524 -

. 1551,

: (L)HoCl5(H,0)s (XL) 3466 © 3368 : 1621 ;| 1579 | 1522 | 1255 | 0 ¢ 1029 551 524 -

L 1548,

i (L)ErCl5(H,0)s (XLI) 3470 | 3379 | 1622 | 1582 [ 1525 | 1253 | . i 1029 550 526 -
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Dodatkowo zaobserwowano, ze pasma przy wartoéciach 1617 i 1577 cm™ pochodzace
od pierscienia pirydynowego ligandu, w zwigzkach kompleksowych ulegajg przesunieciu
w kierunku fal dtuzszych o okoto 70 cm™ (Rysunek 63), co $wiadczy o obecnosci nowo
powstatego wigzania koordynacyjnego pomiedzy atomem azotu pochodzacego z

pierscienia pirydynowego a jonem lantanoweca(lll).[134]

Pierscien pirydynowy

absorpcja

liczba falowa [cm™]

Widmo absorpcji ligandu L2
Widmo absorpcji kompleksu europu(lll) (XXVI1)

Rysunek 63.

W przypadku zwigzkéw kompleksowych zawierajgcych anion azotanowy(V) znaleziono
pasma absorpcji przy wartosciach 1466-1299 em™. Wielko$¢ rozczepienia tych pasm
wynosi 146-160 cm™ i $wiadczy o obecnosci azotandw(V) zwiazanych z jonem
centralnym za pomocg dwdéch atomdéw tlenu.[135] Wielko$é rozszczepienia pasm
absorpcji poszczegdlnych zwigzkéw kompleksowych zawierajgcych jony azotanowe(V)

przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8.
Wielkos¢ Wielkos¢
Zwiazek rozszczepienia rozszczepienia
kompleksowy w zakresie w zakresie
1799-1738 cm™ | 1466-1299 cm™
(L)La(NOs)s(H,0), (XXIlI) 31 146
(L)Pr(NO3)3(H,0)5 (XXIV) - 159
(L*)Nd(NO3)3(CH;0H), (XXV) 39 159
(L*)Sm(NOs)3(H,0) (XXVI) 38 147
(L*)Eu(NO3)5(CH50H) (XXViI) 37 150
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(L*)Gd(NO;)s(CH3OH) (XXVIII) 41 149
(L*)Tb(NO3)3(CH;0H) (XXIX) 29 152
(L)Dy(NO3),(CHsOH)  (XXX) 42 156
(L)Ho(NOs)s(CH;OH) (XXXI) 38 160
(L*)Er(NOs),(OH)(H,0) (XXXII) 30 151
(L) Tm(NOs)s(CH;OH); (XXXIII) 45 157
(L*)Yb(NOs3)s(CH;OH) (XXXIV) 46 154

Znaleziono pasma przy wartosci 574-549 i 541-522 cm™, ktére przypisano wigzaniom M-

O i M-N.
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Dla zwigzkow kompleksowych (L*)Eu(NO3)3(CH3OH)(XXVI),
(L*)Gd(NO3)3(CHsOH)(XXVIII), (L*)Th(NOs)s(CHsOH)(XXIX), (L*)Dy(NO3);(CHsOH)  (XXX),
(L*)Er(NO3),(OH)(H,0) (XXX11) i (L3),NdCl3(H,0)s(XXXVI) ustalono strukture krystaliczng za

pomocg dyfrakcji promieni rentgenowskich.

Zwigzki kompleksowe europu(lll) (XXVII), gadolinu(lll) (XXVII), terbu(lll) (XXIX) i
dysprozu(lll) (XXX) sg izomorficzne (Rysunek 64). Majg stechiometrie metal-ligand 1:1 i

liczbe koordynacyjng jedenascie. Ligand dostarcza pieciu atoméw donorowych N3O,.

Eu (XXVII) . : Gd (XXVIII)

Th (XXIX)

Dy (XXX)

Struktury zwigzkéw kompleksowych: Eu-XXVI; Gd-XXVIII; Th-XXIX i Dy-XXX
Rysunek 64.
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Wszystkie atomy donorowe pochodzace od ligandu znajduja sie w jednej ptaszczyznie i
zajmujg pozycje ekwatorialne (Rysunek 65). W pozycjach aksjalnych znajdujg sie trzy

dwukleszczowe aniony azotanowe(V).

Rysunek 65.

W reakcjach syntezy zwigzkédw kompleksow, w ktérych stosuje sie uwodnione
sole lantanowcow(lll) produktami czesto s hydroksykompleksy. Jony hydroksylowe
powstajg w wyniku hydrolizy zastosowanej soli lantanowca. Otrzymane kompleksy
zawierajg woéwczas mieszane przeciwjony, zaréwno aniony hydroksylowe jak i aniony
pochodzace od zastosowanej soli.[136-138]

W sktad sfery koordynacyjnej zwigzku kompleksowego erbu(lll) (XXXIl) wchodzi N3O,-
donorowy ligand, jeden dwukleszczowy anion azotanowy(V), jedna czasteczka wody i
anion hydroksylowy, a liczba koordynacyjna wynosi 9 (Rysunek 66). Dodatkowo w
zewnetrznej sferze koordynacyjnej znajduje sie jeden anion azotanowy(V). Nalezy
zaznaczy¢, ze warunki syntezy zwigzku kompleksowego erbu(lll) (XXXIl) byty takie same

jak w przypadku zwigzkéw kompleksowych XXVII-XXX.

Rysunek 66.
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W wyniku reakcji templatowej dwodch czasteczek 2,6-diacetylopirydyny i jednej
czasteczki 2-aminobenzoilohydrazydu w obecnosci chlorku neodymu(lll) otrzymano
zwigzek kompleksowy XXXVI, w sktad ktérego wchodzg dwie czgsteczki ligandu jeden jon
neodymu(lll) i dwa jony chlorkowe. Kompleks otrzymano w postaci krysztatu, co

pozwolito na jednoznaczne okreslenie struktury krystalicznej (Rysunek 67).

Rysunek 67.

Liczba koordynacyjna jonu neodymu(lll) w kompleksie XXXVI wynosi 10. Dwa atomy
donorowe azotu pochodzace z pierscieni pirydynowych (dwa ligandy) i z wigzania
iminowego (jeden ligand) znajdujg sie w pozycjach ekwatorialnych. Pozostate atomy
donorowe pochodzace od ligandédw zajmujg pozycje aksjalne. Dodatkowo poza sferg
koordynacyjng znajdujg sie trzy jony chlorkowe, ktére réwnowazg fadunek jonu
neodymu(lll).

Dane krystalograficzne otrzymanych krysztatéw umieszczono w tabeli 9.
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Tabela 9.

XXVII XXVII XXIX XXX XXXI XXXVI
Z\Ljino'arryczny C24H27EU N10012 C24HZO71G2dN10 C24H207;2bN10 C24H207:||.)2yN10 C23H26EFN9010 C46H06122’:|d3N 14
Masa 799,49 804,78 806,46 810,03 755,77 1253,67
Uktad krystal. jednoskosny | jednoskosny | jednoskosny | jednoskosny tréjskosny rombowy
S::ei‘:rzenna P2,/n P2,/n P2,/n P2,/n p-1 Pcan
a(A) 12.016(2) 12.018(5) 12.021(5) 12.0149(5) 8.0321(2) 13.4824(4)
b(A) 15.780(2) 15.779(5) 15.787(5) 15.8003(6) 9.4437(3) 15.6908(4)
c(A) 16.931(3) 16.916(5) 16.871(5) 6.8698(7) 20.6419(6) 25.6858(7)
al®) - - - - 85.436(2) -
B(°) 110.78(2) 110.748(5) | 110.647(5) 110.86(2) 79.319(2) -
¥(°) - - - - 78.283(3) -
V(A®) 3001.4(2) 2999.8(18) 2996.1(18) 2992.6(2) 1505.13(7) 5433.8(3)
z 4 4 4 4 2 4
d,(g/cm’) 1.76 1.77 1.78 1.79 1.70 1.50
w(mm™) 15.67 2.29 2.44 2.58 2.86 9.21
Refleksy
Zmierzone 14233 14648 8779 39979 38763 40289
f\:’g:gx:‘(ﬁt) 4965(0.117) ( g.%(;i) ( 3.%‘;12) ( gf;sgs) 7341(0.055) | 5478(0.138)

Zwigzki kompleksowe zbadano spektrometriag masowg ESI. Badania prowadzono
w metanolu. Stwierdzono, ze kazdy zwigzek kompleksowy zawierajacy ligand L> w
spektroskopii masowej ESI rozpada sie na jon fragmentacyjny zawierajacy podwdjnie
deprotonowany ligand oraz jon lantanowca. W niektdrych przypadkach wystepujg jony
fragmentacyjne zawierajgce ligand jednokrotnie deprotonowany, jon lantanowca oraz

przeciwjon. Wyniki spektroskopii masowej ESI podano w Tabeli 10.

Tabela 10.
Zwigzek kompleksowy Kompleks  Pik Jon fragmentacyjny
387 i [La(NOs)d]
(L*)La(NOs)s(H;0); (XXI) i 429 [CysHyN,0,)]
566 [C23H21N702)La]+
629 : [C23H22N702)L3(NO3)]+
Fo 389 i [Pr(NOs),J
(L)Pr(NOs)s(H;0)s (XXIV) 568 i [CosHyiN;0,)Pr]”
: 631 [(C23H2,N;0,)Pr(NO3))"
(L’)Nd(NO;)3(CH;0H), (XXV) 571 i [Cy3H,1N;0,)Nd]*
695- i [(Cy3H21N;0,)Nd(NO3), ]
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| (L)Sm(NOs)3(H;0) L (XXVI) 578 [CosHaN,05)Sm]’
(L*)Eu(NOs)3(CH;0H) (XxVil) 579 i [Co3HpN,0,)EU]”
(L*)Gd(NO3)3(CH;0H) (XXVIIl) i 406 § [GA(NOs).]
: : : 587 i [Cy3HxN,0,)Gd]"
(L*)Tb(NOs)3(CH;OH) XX) [To {NO:)]
3 N 586 : [CpH,:N,0,)Tb]"
649 i [(Cy3H;,N;0,)Th(NO;)]"
(L*)Dy(NO3)(CH30H) (XXX) 590 i [Cp3HyN,0,)Dy]"
(L)Ho(NOs)5(CH;OH) (XXX1) 14 L [Ho(NOs).]
NSl 228177592 1 [CyHN;0,)Hol*
813 [(C33H2,N70,)Ho(NOs)3(CH;0H)T
(L*)Er(NO;),(OH)(H,0) (XXXI1) 594 i [Cy3H,:N;0O,)Er]"
(L’)Tm(NO3)3(CH;0H)5 (XXXII) 596 i [Cp3HyN,0,)Tm]’
628 i [(Co3H,1N;0,)Tm(CH;0H)]
(L’)Yb(NOs)3(CH;0H) (XXXIV) 601 | [Cp3HyN,0,)Yb]"
660 i [C3H,1N;0,)Yb(NO;)]
566 [(:23|'|21N702)|-a]+
3
(L)taCls(H;0)s XXXV) 05T ICoabaaNyOa) LaCI]
636 [C23H21N702)L3C|2]_
571 i [Cy3H,:N,0,)Nd]”
3
(L )ZNdCI3(HZO)8 (M) 607 [C23H22N702)NdC|]+
643 i [CasH,1N,0,)NACLL]
: 3 :
(L*)GdCl5(H,0), (oxvil) - e G On)GdCTT
655 i [CasH,1N,0,)GdCl,]

E(L3)TbCI3(HZO)7 (XXXVIII) 586 i [Cy3Hy1N;0,)Th]’

618 i [Cy3H,,N,0,)TbCI]

590 [C23H,;N,0,)Dy]"

652 | [Cy3sHp:N,0,)ErCl+Na‘]*

(L’)DyCl5(H,0)g (XXXIX) 623 : [CysHaoN,0,)DYCI]*
661 [Cy3H,1N,0,)DyClo]

592 [C23H21N702)H0]+

H 3 :

(L")HoCl3(H,0)s (XL) 624 i [Cy3Hy,N;0,)HoCl]"
661 [C23H,1N;05)HoCl, ]

590 : [Cy3H,iN,0,)Er]*

P (L)ErCl3(H0)s Poo(xu)

689 | [(CrsHpN;O,)ErCl,+Na’]
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Otrzymano nowe zwigzki kompleksowe lantanowcow zawierajgce hydrazonowa
zasade Schiffa 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazon) (ligand L°). W
zwigzkach kompleksowych europu(lll) (XXVII), gadolinu(lll) (XXVIII), terbu(lll) (XXIX) i
dysprozu(lll) (XXX) liczba koordynacyjna wynosi 11 - tak wysoka liczba koordynacyjna w

zwigzkach kompleksowych lantanowcéw wystepuje rzadko.[139-141]

Podjeto préby otrzymania zwiazkéw kompleksowych lantanowcéw z ligandem L>
metoda bezposrednig. Otrzymano takie same kompleksy jak w przypadku zastosowania
metody templatowe], jednak o mniejszej czystosci. Dodatkowo w przypadku metody
templatowej otrzymano zwigzki kompleksowe w postaci krysztatdw, a to pozwolito na
okreslenie struktury krystalicznej metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich, to znaczy

na jednoznaczne ustalenie sfery i liczby koordynacyjnej.

Analizie poddano takze wszystkie osady wypadajace z przesaczy. W zadnym przypadku

nie uzyskano pozytywnych rezultatow.
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2.2 Zwiazki kompleksowe lantanowcow(lll) z 2,6-diacetylopirydyno-

(2-aminobenzoilohydrazonem) (L*)

Podczas préby otrzymania 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazonu)
ligandu L* produktu kondensacji dwéch czasteczek 2-aminobenzoilohydrazydu i jednej
czasteczki 2,6-diacetylopirydyny, wyizolowano dwa produkty reakcji, z ktérych jednym
jest 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazon) — ligand L3, a drugim 2,6-
diacetylopirydyno-(2-aminobenzoilohydrazon) — ligand L* (Rysunek 68), produkt
kondensacji jednej czagsteczki 2-aminobenzoilohydrazydu z jedng czasteczkg 2,6-
acetylopirydyny.  Otrzymany jako produkt uboczny 2,6-diacetylopirydyno-(2-
aminobenzoilohydrazon) — ligand L* postanowiono wykorzysta¢ w syntezie komplekséw

lantanowcéw(lll) metodg bezposrednia.

Kompleksy z 2,6-diacetylopirydyno-(2-aminobenzoilohydrazonem) (L*) otrzymano w
syntezie bezposredniej ligandu z azotanami(V) lub chlorkami odpowiednich lantanowcow(lll).
9
8 =~ T\ 10
\
‘ N

L4
5 C16H16N4O;

NH»
Rysunek 68.

Osady oraz osady z przesgczy scharakteryzowano metodami analitycznymi (analiza
elementarna) i spektralnymi (spektroskopia w podczerwieni, spektroskopia masowa ESI).
Wyznaczenie temperatury topnienia oraz okreslenie sfery koordynacyjnej za pomoca
analizy termograwimetrycznej bylo niemozliwe ze wzgledu na gwattowny rozpad

zwigzkéw kompleksowych w wyzszych temperaturach.
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Wyniki analizy elementarnej (Tabela 11) wskazujg, ze w przypadku zastosowania
azotanowych(V) soli lantanowcow(lll) otrzymano dwa rodzaje komplekséw. W reakcjach,
w ktérych osady wypadaty po okoto 3 minutach od wprowadzenia wszystkich
reagentow, otrzymano zwigzki kompleksowe, w ktérych stosunek ligandu do metalu
wynosit 1:1. W sytuacjach, w ktérych osady wypadaty po dtuzszym czasie niz 4-5 godzin,
w otrzymanych kompleksach stosunek ligandu:metalu wynosit 3:2. Przy zastosowaniu
chlorkowych soli lantanowcéw(lIl) otrzymano zwigzki kompleksowe, w ktérych stosunek

ligandu do metalu wynosi 1:1.

Tabela 11.Analiza elementarna

Analiza elementarna
Zwigzek kompleksowy Otrzymano Obliczono
C% H% N% C% H% N%

(L% 64,29 5,62 19,24 | 64,85 | 544 | 18,91
(L*)3La5(NO3)g(H,0)5 (XLII) 32,46 3,73 16,33 | 34,63 | 3,75 | 16,69
(L*)Pr(NOs)5(H,0), (XLIII) 30,76 3,36 15,04 | 29,15 | 3,06 | 14,87
(L*)3Pry(NOs)s(H,0), (XLIlla) 34,10 3,40 17,17 | 36,51 | 3,32 | 15,97
(L*)3Nd,(NO3)6(H,0)5 (XLIV) 33,19 3,35 15,97 | 3595 | 3,39 | 15,72
(L*)Sm(NO;)5(CH30H) (XLV) 32,43 2,97 16,08 | 30,72 | 3,03 | 14,75
(L*)3Gd,(NO3)s(H,0), (XLVI) 32,38 3,04 16,21 | 35,77 | 3,25 | 1564
(L*)Yb(NO3)5(H,0), (XLVII) 30,68 3,02 14,69 | 27,79 | 2,92 | 14,18
(L*)5Yb,(NO;)g(H,0) (XLVIla) 35,60 3,36 16,10 | 35,48 | 3,10 | 15,51
(L*)LaCls(H,0), (XLIII) 33,10 4,20 9,44 31,32 | 3,94 9,13
(LYGdCl5(H,0), (XLIX) 33,57 3,58 9,61 32,25 | 3,38 9,40
(L*YErCl3(H,0), (L) 32,72 3,53 9,81 31,71 | 3,33 9,25
(L*YbCl3(H,0), (LI) 32,07 3,43 9,51 31,41 | 3,30 9,16
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W widmie spektroskopii w podczerwieni ligandu L* zaobserwowano pasma
absorpcji przy wartoéci 1701 i 1658 cm™, ktére przypisano odpowiednio wiazaniu
amidowemu (C=0) i iminowemu (C=N). W zwigzkach kompleksowych pasma te ulegajg
przesunieciu w kierunku liczby falowej o mniejszej wartoéci o 10-48 cm™ w przypadku
wigzania C=0 i o 29-40 cm™t w przypadku wigzania C=N. Przesuniecie pasm absorpcji
Swiadczy o zaangazowaniu atoméw donorowych tlenu pochodzacego z grupy amidowej i
azotu z grupy iminowej w tworzeniu wigzania koordynacyjnego z jonem
lantanowca(lll).[142,143] Dodatkowo zaobserwowano pasma pochodzgce od pierscienia
pirydynowego, przy wartosciach 1617 i 1577 cm™. W zwigzkach kompleksowych pasma
te ulegajg przesunieciu w kierunku fal dtuzszych o okoto 30 cm™’. Oznacza to, ze atom
donorowy azotu z pierscienia pirydynowego koordynuje z jonem centralnym.[144] W
przypadku zwigzkéw kompleksowych zawierajacych jony azotanowe(V) zaobserwowano
rozszczepione pasma w zakresie 1786-1729 cm’, 1493-1282cm™.  Wielko$¢
rozszczepienia sugeruje obecnos$¢ jondéw azotanowych(V) dwukleszczowych.[145-147]
Dodatkowo zaobserwowano pasmo przy wartoséci 1383, 1384cm™ mogace $wiadczy¢ o
obecnosci jonowych azotandw(V). Pasma przy wartosciach 561-547cm™ i 531-522cm™
przypisano odpowiednio drganiom wigzan metal-tlen, metal-azot. Dane dla wszystkich

komplekséw zawierajacych ligand L* zamieszczono w tabeli 12.
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Tabela 12. Pasma absorpcji w podczerwieni (cm™)
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: NH, c=0 : : :
Wzér kompleksu . . C=N C=C :{ llamid : lllamid | N-N M-0 M-N NO;
Vs v I amid
K 1617, 997,
L 3460 i 3347 | 1701 | 1658 1533 | 1308 | 992, ; ; -
: 1577
: 986
: 1762, 1738
1 1 4 7 ’
| (L5Lay(NOs)e(H,0); (XLII) 3478 | 3371 | 1678 | 1629 286, o541 1251 046, = o8 527 1458, 1384,
5 1529 1033,
1299, 816
: 1765, 1738
: 4 ’ ’
 (L)Pr(NOs)s(H,0), (XLIN) 3478 3372 1678 1628 | 25> 1554 1250 @ 1947 547 531 1475, 1384,
: 1534 1034
1300, 820
: 1769, 1738
: 4 12 ’
: (L)3Pry(NOs)e(H0), (XLllla) 3482 | 3372 © 1680 | 1629 | 290 1 q5gq i oqp5p 0 10330 ooy 527 1459, 1384,
: 1528 1006
1299, 816
: 1769, 1738
: 4 ’ ’
: (L)sNdy(NOs)e(H,0)5 (XLIV) 3478 . 3370 | 1674 | 1629 | 280 1 qss3 i oga50 | 1032 ¢ oo 528 1488, 1384,
: 1527 1006
1299 816
1772, 1729,
. 1585, 1029,
(L%)Sm(NOs)5(CH;0H) (XLV) 3496 | 3370 | 1672 | 1629 1546 i 1248 559 526 1489 1384,
1514 1007
1282, 815
1785, 1730,
. 1586, 1033,
(L)3Gd,(NO3)s(H,0), (XLVI) 3496 | 3369 | 1673 | 1629 1547 | 1247 559 525 1460, 1384,
2 1510 1030
1284, 815
: 1785 1734
: 4 ’ )
: (L)YB(NOs)5(H,0), (XLVII) 3494 | 3385 1670 | 1628 | %% 1 qs47 i 1250 ¢ 1038 ¢ oo 522 1492, 1384,
: 1511 1031
1292, 813
: 1786, 1740
: 4 12 7
: (L)3Yby(NOs)e(H,0) (XLVlla) 3453 | 3385 | 1674 | 1618 | 223 1 qs57 1 1260 | 1046 1 ooy 522 1493, 1383,
: 1523 1037
1308, 809
A 1583, 1019,
(L)LaCh(H0)s (xLvi) 3440 © 3307 | 1671 | 1626 | .. | 1547 | 1249 551 527
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o Ls85 1042,

: (L)GdCl5(H0), (XLIX) 3465 : 3349 | 1666 @ 1628 {1548 | 1251 | 1029, : 550 524

1518

: 1012
4

(LY)ErCl5(H,0); (L) 3454 | 3335 i 1656 | 1626 ii?% 1545 | 1253 | 1015 553 525
4

(L)YbCl5(H,0), (L) 3454 | 3337 | 1653 | 1628 ii?% 1546 | 1254 | 1015 554 525
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Badania spektrometrig masowg ESI wykonywano w metanolu. Na podstawie
wynikow spektroskopii masowej ESI ustalono, ze wszystkie zwigzki kompleksowe
zawierajg zasade Schiffa L* rozpadajg sie na jony fragmentacyjne. W wiekszosci
przypadkéw zaobserwowano jon fragmentacyjny sktadajgcy sie z jonu metalu
skoordynowanego z ligandem i jonem azotanowym(V) lub chlorkowym. Wyniki zostaty

przedstawione w tabeli 13.

Tabela 13.

Zwigzek kompleksowy Kompleks  Pik Jon fragmentacyjny
L 297 | (HLY)'

319  (HL*+Na")"
496 | [(LY) La(NO3)]

(L*)sLa,(NO3)s(H,0), (XLIN) 557 1 [(L")"La(NOs),]

729 i [(L");La]t
498 i [(L*)Pr(NOs)]*

()PrNOs)s(H:O): (XUl {559 T[L)PrNO)]
731 i [(LY,Pr]

(L*)3Pr,y(NO5)6(H,0), (XLlla) i 568 i [(L*)Pr(NOs),]* (561)

| (L)3Ndy(NO3)(H,0);3 . (Xuv) 660 : [(L*)"Nd(NO3)3(H.0),]"

 (L*)Sm(NOs)3(CH;0H) LX) i -

(L*)3Gd,(NOs)s(H,0), (XLVI) -

- (L%)Yb(NO3)5(H,0), (kv 592 (L) Yb(NOg))
764 i [(LY,7Yb]"

| (L)3Yb,(NO3)e(H;0) . (XLVlla) © 534 : [(L%)Yb(NO,)I" (561)

: (L")LaCl3(H,0)4 Lo(XLvin) ;729 i [(LY),Lalt

(L)GdCl3(H,0), (XLIX) -

(D)ErCL{H0), I R A (R i

570 : [(LY)°ErCly)” :
(L")YbCl5(H,0), (LI) 490 i [(LY"YbCI)
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Zwigzki kompleksowe zawierajgce 2,6-diacetylopirydyno-(2-
aminobenzoilohydrazon) — ligand L otrzymano metoda bezposrednig. Dowiedziono takze,
ze jest to jedyna metoda umozliwiajgca otrzymanie tych zwigzkéw, gdyz préby
otrzymania zwiazkéw kompleksowych zawierajacych ligand L* metoda templatowa
(reakcje kondensacji in situ) niezaleznie od stosowanych stosunkéw substratéw, zawsze
prowadzity do otrzymania zwigzkow  kompleksowych  zawierajacych  2,6-
diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazon) — ligand L. Moze to $wiadczy¢ o
dogodniejszym utozeniu atomdéw donorowych w ligandzie 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-
aminobenzoilohydrazonowym) 3 powstajgcym w wyniku samoorganizacji. Przemawia za tym

wyizolowanie takich kompleksdw w postaci krysztatow.
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3. Syntetyczne rybonukleazy

3.1 Badania wstepne

Badania wstepne miaty na celu znalezienie i opracowanie najlepszej metody
syntezy prekursoréw syntetycznych rybonukleaz PSR, rozumianych jako 2’-O-
metylowane oligonukleotydy (2’0OMe RNA) zawierajace na koricu 5’ ligand z donorowymi
atomami tlenu i azotu. Nakierowane byly one na przytgczanie bezwodnika kwasu
ftalowego, chlorku  O-acetylosalicylowego, kwasu O-acetylosalicylowego do
odpowiednio modyfikowanego nukleozydu Ilub nukleotydu. Jako modyfikowany
prekursor (nukleozyd lub nukleotyd) nalezy rozumie¢ adenozyne, DNA lub 2’OMe RNA
zawierajgcy na koncu 5’ tgcznik 6-aminoheksylowy. O ile pozwalaty na to wiasciwosci
chemiczne danej grupy (odpornos¢ na warunki odblokowania), korzystne byto
przytgczenie liganda na prekursorze wcigz pofgczonym z podtozem CPG. Upraszcza to

procedure oczyszczania.

W wyniku reakcji adenozyny przytaczonej do podtoza CPG (zawierajgcej w pozycji
5 facznik 6-aminoheksylowy) z bezwodnikiem kwasu ftalowego lub chlorkiem O-
acetylosalicylowym otrzymano nukleozydy PSR I lub PSR Il (Rysunek 69). Reakcje Rl i RI’
prowadzono w temperaturze pokojowej w pirydynie. Produkty pPSR | lub pPSR I
odcieto od podtoza CPG i oczyszczono na analitycznych ptytkach TLC. W widmach
spektrometrii masowej MALDI i ESI zaobserwowano piki przy wartosciach m/z 579 i 551
odpowiadajace odpowiednio nukleotydowi PSR I i PSR Il. Stwierdzono, ze w kazdej z
przeprowadzonych reakcji otrzymano oczekiwany produkt PSR I lub PSR II. Wydajnos¢

prowadzonych reakcji wynosita okoto 70-80%.
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I
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" OH H H OH H H

Schemat syntezy prekursoréw syntetycznej rybonukleazy PSR 1i Il

Rysunek 69.

Seria opisanych reakcji (patrz rozdziat 4.3 str. 64) miata prowadzi¢ do zwiekszenia
wydajnosci. W wyniku podwyzszenia temperatury i zmiany stosunku reagentéow w
reakcjach RIli I’ nie stwierdzono zwiekszenia wydajnos$ci w poréwnaniu z reakcjami Rl i
I’. Przypuszczano, ze wydajno$¢ powyzszych reakcji zwigzana jest ze strukturg jonu
obojnaczego reszty 5’-aminoheksylo-fosforanowej (Rysunek 70). W tego typu
zwitterjonie grupa aminowa jest sprotonowana, co znacznie obniza jej reaktywnos¢ jako
nukleofila. Zatozono, ze dodanie zasady np. trietyloaminy (EtsN) lub
diizopropyloetyloaminy (DIPETA) spowoduje przeksztatcenie struktury zwitterjonu w
pare jonowa: kation EtsNH" lub DIPETAH" i anion fosforanowy, w ktérym grupa aminowa

reszty 5’-aminoheksylowej nie bedzie protonowana.
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EtsN
lub
DIPETA

Tworzenie sie pary jonowej: kationu EtsNH" lub DIPETAH" z anionem fosforanowego

Rysunek 70.

o
+H N/\/\/\/ ™~

3!

O—T=—0

0.
HN/\/\/\/ o~

2!

O,—T1—0

EtyNH*

W zwigzku z tym przeprowadzono reakcje RIII, I’ i RIV, IV’ (w przypadku reakcji
RIV i IV' zastosowano tylko inny rozpuszczalnik) z dodatkiem EtsN majacej
zdeprotonowad grupe aminowsq i zwiekszy¢ wydajnos¢ prowadzonych reakcji. Podobnie
jak w przypadku reakcji RIl i II’ i tym razem nie stwierdzono zwiekszenia wydajnosci.
Zastosowanie silniejszej zasady DIPETA réwniez nie przyniosto zwiekszenia wydajnosci -
reakcje RV, V' i RVI, VI' (w przypadku reakcji RVI i VI’ zastosowano tylko inny
rozpuszczalnik). Po wnikliwej analizie widm masowych MALDI stwierdzono ze na
zmniejszenie wydajnosci reakcji, w ktorych uzyto chlorek O-acetylosalicylowy, wptywa
reakcja uboczna (Rysunek 71), co jednoczesnie nie dyskwalifikuje zatozenia o wptywie
protonacji grupy aminowej w reszcie 5’-aminoheksylo-fosforanowej na wydajnos$é

reakcji.

Schemat tworzenia sie produktu ubocznego

Rysunek 71.
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W trakcie podejmowanych préb otrzymania amidu 2-aminoetylo-O-
acetylosalicylowego, wyizolowano krysztaty nowego zwigzku N-[2-(acetamido)etylo]-2-
hydroksybenzamidu, dla ktdérego ustalono jednoznacznie strukture krystaliczna.
Dowiedziono, ze acetylowa grupa blokujgca grupe 2-hydroksylowg w pierscieniu
benzylowym, podczas reakcji przechodzi na wolng grupe aminowg, tworzac trwaty

acetamid (Rysunek 72).[148]

(o}

o
H
a /\/N
N
+ /\/NHz H
B —
HaN
(e]
)\ on

o

Schemat syntezy N-[2-(acetamido)etylo]-2-hydroksybenzamidu
Rysunek 72.

Dzieki uzyskaniu pozytywnych rezultatéw w reakcjach RI-Il postanowiono

przeprowadzi¢  podobne reakcje na  pentametrze  5’-(6-aminoheksylo)-2’-

u

o
o
dou
OY
<] »
»

deoksyadenozyny RVII-RIX (Rysunek 73).

o

pPSR IV

RVIII

pPSR V

Schemat syntezy prekursorow syntetycznej rybonukleazy PSR IlI-V na podtozu CPG
Rysunek 73.
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Uzyskane produkty pPSR Ill, IV i V odcieto od podtoza CPG (Rysunek 74), oczyszczono na
analitycznych ptytkach TLC i wykonano widma spektrometrii masowej MALDI. W wyniku
reakcji RVIIl i RIX otrzymano ten sam produkt, co potwierdzity wyniki spektrometrii
masowej MALDI, w widmach ktérej zaobserwowano piki przy wartosci m/z 1804
odpowiadajgce oligonukleotydowi PSR IV i V. W przypadku reakcji RVII, w ktorej

zastosowano bezwodnik kwasu ftalowego, nie otrzymano oczekiwanych rezultatéw.

o

@ 32% NH4OH, > du/\/\/\/-
PPSR IV lub V 18h, 55°C on m/z=1804

PSRIV iV

Schemat odciecia pPSR IV i V od podtoza CPG
Rysunek 74.

Za zmniejszenie wydajnosci reakcji odpowiedzialna jest uboczna reakcja
przebiegajgca w ten sam sposéb jak w przypadku 2’-deoksyadenozyny (Rysunek 71). W
wyniku tej reakcji tworzy sie trwaty amid acetylowy na grupie 5’aminoheksylowej
(MALDI m/z=1548). Na wydajnos$¢ reakcji ma wptyw réwniez protonacja grupy aminowe;j
w reszcie 5’-aminoheksylowej. Stwierdzono, ze zadna z przeprowadzonych reakcji nie
zwiekszyta wydajnosci, dlatego postanowiono przeprowadzi¢ doswiadczenia na

nukleotydzie docelowym.

3.2 Badania docelowe

Badania docelowe polegaty na stworzeniu syntetycznej rybonukleazy
(zawierajacej w swej strukturze jon lantanowca(lll)), ktéra mogtaby by¢ w pdzniejszym
czasie i przy dogtebniejszych badaniach zastosowana w leczeniu choroby Machado-
Josepha (MJD) (ataksja rdzeniowo-modézdzkowa typu 3) Ilub innych choréb
cztowieka.[149-152] Choroba ta nalezy do grupy neurodegeneracyjnych chordb
genetycznych objawiajgcych sie zaburzeniami koordynacji ruchowej, spowodowane;j

zmianami w obrebie modzdzku. Czes¢ tych zmian nalezy do choréb spowodowanych
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ekspansjg trinukleotydow. W przypadku MID polega na powieleniu fragmentu genu
(RNA) o sekwencji CAG (kodon oznaczajacy aminokwas glutamine). Liczba powielen
trinukleotydow CAG dla oséb zdrowych waha sie w przedziale od 13 do 36, natomiast u

0s0b u ktérych stwierdzono chorobe MJD wynosi ona od 62 do 84.[153]

W tym celu zsyntezowano RNA o sekwencji CAG CAG CAG CGG GAC CUA oraz
komplementarny do niego 2’0OMe RNA =zawierajgce na koncu 5 t3cznik 6-
aminoheksylowy.

Zsyntezowano takze 2’-OMe RNA zawierajgcy na koncu 5’ wolna grupe aminowa:
PSR VI
H,N(CH,)s-CCG CUG CUG CUG
Zsyntezowany 2’'0OMe RNA jest komplementarny z fragmentem RNA pomiedzy 1-12
nukleotydem.

W celu stworzenia miejsca koordynacji jonu lantanowca z oligonukleotydem PSR
VI przeprowadzono reakcje RX, Xl i XIlI (Rysunek 75). Produkty reakcji odcieto od podtoza
CPG, oczyszczono na analitycznych ptytkach TLC i wykonano widma MALDI.

pPSR vil

A )

pPSR VIII

=

pPSR IX

Schemat syntezy prekursoréw syntetycznej rybonukleazy PSR VII-IX na podtozu CPG
Rysunek 75.

W widmach spektrometrii masowej MALDI nie zaobserwowano pikow pochodzacych od
zagdanych produktéw reakcji. W zadnej z przeprowadzonych reakcji nie uzyskano

pozytywnego rezultatu. Stwierdzono, ze produkty reakcji RIX-XI rozpadajg sie
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prawdopodobnie podczas oczyszczania na analitycznych ptytkach TLC. W tym celu
przeprowadzono reakcje ponownie i oczyszczono za pomocg chromatografii HPLC.

Rozdzielone nukleotydy przekazano do spektrometrii masowej MALDI. Ponownie nie
uzyskano pozytywnych rezultatéw. Stwierdzono, ze na trwato$¢ wigzania amidowego
moze mie¢ wptyw srodowisko reakcji odciecia oligonukleotydu od podtoza statego CPG.
W tym celu przeprowadzono reakcje odciecia od podtoza przed przeprowadzeniem
reakcji kondensacji, a produkty oczyszczono za pomocg HPLC. Ponownie nie uzyskano

pozytywnych rezultatow.

Postanowiono zmieni¢ sposéb przytaczania ligandu organicznego do konca 5’

nukleotydu 2’OMe RNA. Dokonano tego dwoma sposobami (Rysunek 76).

o ol

Sposdb przytgczania ligandu organicznego do kornca 5’ nukleotydu 2’OMe RNA
Rysunek 76.

Pierwszy z nich polegat na wczesniejszym zsyntezowaniu fosforynu (1), ktéry nastepnie
przytagczano na syntezatorze do konca 5 2'0OMe RNA w oparciu o chemie
amidofosforynowga. Drugi polegat na zsyntezowaniu ftalowego estru aktywnego (2) i
nastepnie potaczeniu go z grupg aminowa na koncu 5° 2’0OMe RNA. Wykonano badania
wstepne majgce na celu sprawdzenie najlepszego sposobu odciecia prekursora
syntetycznej rybonukleazy od podtoza przy doprowadzeniu jednoczesnie do otwarcia
pierscienia imidowego. W tym celu zsyntezowano prosty analog zwigzkéw fosforynu i

estru aktywnego.

W wyniku reakcji ftalimidku potasu z 1-bromo-3-metylobutanem otrzymano
3-metylo-1-ftalimidobutan (3) (Rysunek 77), ktéry scharakteryzowano metodami

spektroskopowymi (*H-NMR, *C-NMR i spektrometrig masowa ESI).
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C13H15N02
M=217g/mol

Schemat syntezy zwigzku 3

Rysynek 77.

W spektrometrii masowej ESI znaleziono pik przy wartos¢ m/z= 240 odpowiadajgcy
[C13H1sNO,+Na™]™.

Nastepnie na produkt dziatano metanolem, 32% amoniakiem, 7 M roztworem amoniaku
w etanolu, 8 M metyloaming (MA) w wodzie lub etanolu, 2 M dimetyloaming (DMA) w
wodzie, metanolu lub THF. Powyzsze reakcje prowadzono w czasie 15 i 30 minut oraz
2,5; 5; 22 i 72 godziny w temperaturze 55°C. Po uptywie odpowiedniego czasu produkty
reakcji rozdzielono na kolumnie chromatograficznej i scharakteryzowano protonowym i
weglowym rezonansem magnetycznym oraz spektrometrig masowa ESI.

Okazato sie, ze przy zastosowaniu 32% amoniaku, 7 M roztworu amoniaku w etanolu,
8 M MA w wodzie lub etanolu otrzymano produkty rozpadu wigzania amidowego
(Rysunek 78), ktérymi s w zaleznos$ci od zastosowanego odczynnika kwas ftalowy,
mono- i diamid kwasu ftalowego oraz 1-amino-3-metylobutan. W przypadku

zastosowania samego metanolu nie zaobserwowano zadnych zmian.
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- 32% amoniak OH
lub
7M amoniakw etanolu

N _— >
o]
+
0
HoM
8M metyloamina \/\{/

wwedzie
lub etanolu

0 0
v v
H + i e
oH H\ \/ﬁ/
0 0

Rozpad zwigzku 3
Rysunek 78.

W przypadku zastosowania 2 M roztworu DMA w wodzie, metanolu lub THF otrzymano

duzo lepsze rezultaty (Rysunek 79). Otrzymano mieszanine dwdch produktéw, z ktérych

Sy

2M dimetyloamina
wwaodzie,
metanolu
lub THF

N/ ; oH
S +
N i

Rozpad zwigzku 3 na zwigzki 4i 5

Rysunek 79.

zwigzek 5 byt zgdanym produktem.

W tabeli 15 przedstawiono procentowq zawartos¢ powstajgcych produktéw 4 i 5 po
uptywie odpowiednich czaséw reakcji (zawarto$¢ zostata wyznaczona na podstawie

wielkosci i intensywnosci fluorescencji plam na ptytkach TLC).
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Tabela 15.
ZM\BMA Produkty 15’ 30 2,5h Sh 22h 72h
THF 4 30% 50% 70% 90% 100% 100%
Metanolu 4 . § i i i 2%
5 80% 90% 100% 100% 100% 98%
wodzie g 95% 100% 955;51 9550/0? ;8:2 ;8:2

Najlepszym odczynnikiem prowadzacym do odciecia oligonukleotydu od podtoza statego
CPG przy jednoczesnym otwarciu pierscienia imidowego jest 2 M DMA w metanolu.
Dodatkowym atutem jest fakt pojawienia sie niepozadanego produktu 4 dopiero po
czasie 72 godzin (zaznaczono czerwonym kwadratem w tabeli 2). Odciecie
oligonukleotyddw od podtoza w temperaturze 55°C najczesciej prowadzi sie przez
maksymalnie 24 godziny.[154-157]

Po znalezieniu optymalnej metody odciecia prekursora syntetycznej
rybonukleazy 2’0OMe RNA od podtoza statego CPG i otwarcia pierscienia amidowego
przystgpiono do syntezy fosforynu (1) i estru aktywnego (2).

Synteza  fosforynu - 6-(N,N-ftalylamino)heksyl-N, N-diizopropyloamino-2-

cyjanoetylofosforynu (1) (Rysunek 80).

CN
. 6 \‘/ K/
benzen 3 r 6 oH Ne /O
S N e T + R
+ —soc 9 5 7 3 \
48h 2 3 N
OH 1 o Ci4HyyNOy
H;N/\‘//\/\\/ M=247 g/mol
suchy

acetonitryl | \
wo A

48h
CN

C HH
RS

C23 H34 N304

0 M=447 g/mol

Schemat syntezy zwigzku 6i 1

Rysunek 80.

W wyniku reakcji bezwodnika ftalowego z 6-aminoheksanolem otrzymano N-(6-

hydroksyheksylo)ftalimid (6), ktéry oczyszczono chromatograficznie i scharakteryzowano
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za pomocg metod spektroskopowych (protonowy (Tabela 16) i weglowy rezonans
magnetyczny, spektrometrii masowej ESI).[158,159]
W widmach spektrometrii masowej ESI znaleziono pik przy wartosci m/z 270, ktéry

przypisano jonowi fragmentacyjnemu [C1sH17;NO3s+Na*]".

Zwigzek 6  wykorzystano do reakgcji z bis(N, N-diizopropylo)-2-
cyjanoetyloamidofosforynem i otrzymano 6-(N, N-ftalylamino)heksyl-N, N-diizopropylo-2-
cyjanoetyloamidofosforyn (1), ktdry scharakteryzowano fosforowym rezonansem
magnetycznym. Otrzymano sygnat przy wartosci 147,50 ppm, ktory odpowiada atomowi
fosforu potgczonemu ze zwigzkiem 6.

Zwigzek 6 wykorzystano do syntezy prekursora syntetycznej rybonukleazy PSR na
syntezatorze automatycznym z pentamerem tymidyny.

Przeprowadzono reakcje odciecia od podtoza CPG przy jednoczesnym otwarciu
pierscienia imidowego za pomocg 2 M roztworu DMA w metanolu. Reakcje prowadzono

w temperaturze pokojowej i 37°C w czasach 20 i 40 godzin (Rysunek 81).

o]

1) 2M DMA w MeOH m/z=1767 PSR XI
40h, RT

(o]
o
. 2)2M DMA w MeOH i
N
\ PSR X f* PSR XII

3} 2M DMA w MeOH

40h, 37°C m/z=1786

o o

’ PSR XliI
m/z=1813

/N\

Odciecie od podtoza CPG oraz otwarcie pierscienia imidowego zwigzku PSR X

Rysunek 81.

W kazdym przypadku otrzymano mieszanine produktow PSR XI, XIlI i XIIl. Najlepsze
rezultaty uzyskano w przypadku prowadzenia reakcji w temperaturze 37°C przez 40

godzin (reakcja 3)) (Rysunek 82).

123



OMOWIENIE WYNIKOW

5 xo* ©
: 8
b o
.
§ &'
H . 8
s Reakcja 1) e
08 ®
g

064

044 ¥
o~ ©°
U wm o =
8T 8 - 2 3 (J

02 o 2 28 X o

r= o @ I~ @
Te 3 © e ®
TYY Ty % T,
an h A | S
. 7
|4I00 1600 1800
: 3
:
3 4o & o
H . £ 3
B Reakcja 2) T e
| ®
3000 4 H . 3
5
o
2
2000 ¥
N ~ o ¥ ~
1000 4 ~ ) > & -
© © ~ © 0
2
g 3 2 @ @
T Y T T LK
o L X
- o
5 x10 o
3 2
bt @
- o
$ o8- @
£ ) T
Reakcja 3)
06
o
g
04 Pog
g
~ -3 -

- g° 31 3 2
] 2 3 o
© v ~ VLG
Ty " E T l L ¥

i T A B

= x4

Widma masowe MALDI
Rysunek 82.

W przypadku zastosowania warunkéw opisanych dla reakcji 3) pik pochodzacy od
zgdanego produktu PSR XI ma najwiekszg intensywnos$é, w przypadku pozostatych
reakcji w widmach spektrometrii masowej MALDI piki pochodzace od produktow
ubocznych PSR X i XIl wykazujg wiekszg intensywnos¢ od piku pochodzgcego od
zgdanego produktu. Dlatego w nastepnych reakcjach postanowiono zastosowaé warunki
z reakgji 3).

Warunki opisane dla reakcji 3) zastosowano na oligonukleotydzie docelowym o
sekwencji: CCG CUG CUG CUG, odcieto go od podfoza statego CPG stosujgc 2 M DMA w
metanolu, reakcje prowadzono 40 godzin w temperaturze 37°C. Otrzymane rezultaty
byty duzo gorsze niz w przypadku zastosowania pentametru tymidyny (Rysunek 83).
Otrzymano szereg produktéw ubocznych PSR XlIl i XVI oraz produkt catkowitego
rozpadu wigzania amidowego PSR XV. Nie oznacza to jednak, ze metoda ta nie nadaje
sie do otrzymywania prekursora syntetycznej rybonukleazy PSR XIV. Po

przeprowadzeniu reakcji produkty rozdzielono elektroforetycznie.
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pPSR XII
| l
2M DMA w MeOH
60h, 37°C
PSR XIiI 9 PSR XV

\/\/\/\_ H;NA/\/\/_

=4112
m/z=4242 m/z

PSR XVI

° m/z=4286
m/z=4263

—GIT( GUC GUC (r(C

Reakcja odciecia od podtoza CPG oraz otwarcia pierscienia imidowego zwigzku pPSR XII

Rysunek 83.
W wyniku reakcji bezwodnika ftalowego z metanolem (Rysunek 84) otrzymano
monometylowy ester kwasu ftalowego (7), na ktory podziatano N-hydroksyimidem

kwasu bursztynowego.

?
0 0
N——OH
metanol 0/ N
N —
65°C OH CH,(l,

24h RT

0 24h
0

Schemat syntezy zwiazku 8

Rysunek 84.

W wyniku syntezy otrzymano ester monometylo-monoimidobursztynylowy kwasu

ftalowego (8), ktoéry scharakteryzowano spektroskopowo (spektroskopia protonowego
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(Tabela 17) i weglowego rezonansu magnetycznego, spektrometria masowa ESI).[160-
163]
W widmach spektrometrii masowej ESI znaleziono pik przy wartosci m/z 300, ktéry

przypisano jonowi fragmentacyjnemu [C13H1:NOg+Na*]".

Scharakteryzowany zwigzek 8 wykorzystano do reakcji z odpowiednio
sfunkcjonalizowanym oligonukleotydem 2’0OMe RNA odcietym od podtoza CPG.[164] Do
Srodowiska reakcji zawierajgcego sfunkcjonalizowany oligonukleotyd 2’0OMe RNA
wprowadzono ester monometylo-monoimidobursztynylowy kwasu ftalowego (8),
reakcje prowadzono w DMF oraz 0,5 M buforze weglanowym pH=9, w temperaturze
37°C przez 18 godzin. Nastepnie oczyszczono na kolumience SEPHADEX G50. W widmie
spektrometrii masowej MALDI znaleziono pik przy wartosci m/z 4242, ktéry odpowiada
zwigzkowi PSR Xlll, co oznacza, ze w przypadku zastosowania estru aktywnego
otrzymano taki sam produkt jak w przypadku prowadzenia reakcji polegajacej na
przytaczeniu ligandu organicznego do 2’0OMe RNA poprzez amidofosforyn. PSR Xlll
mozna przeksztatci¢ w PSR XIV dziatajgc na niego 2 M DMA w metanolu przez 40 godzin

w temperaturze 37°C (Rysunek 85).

PSR XIlI 0 PSR XIV

2M DMA w MeOH M
—

mfz=4242

O m/z=4263

3 5
_: GUC GUC GUC GCC

Reakcja otwarcia pierscienia imidowego w zwigzku PSR XIII

Rysunek 85.

W zwigzku z wieloetapowg procedurg i dtugim czasem przygotowania prekursora
syntetycznej rybonukleazy w powyzszych metodach, postanowiono wyprdbowaé jeszcze
jedng metode. Do $rodowiska zawierajgcego 2’OMe RNA posiadajgce na koncu 5’ tgcznik
6-aminoheksylowy wprowadzono 1 M bufor weglanowy pH=9 i bezwodnik kwasu
ftalowego. Reakcje prowadzono w temperaturze 55°C przez 24 godziny w DMF (Rysunek

86).[165]
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S

m/z=4112 +

DMF, 55°C, 24h,
1M bufor weglanowy pH 9

A

PSR XIV

o =z

" m/z=4263

¥ s
- =GUC GUC GUC GCC

Schemat syntezy PSR XIV
Rysunek 86.

Po uptywie 24 godzin odparowano rozpuszczalnik, a produkt oczyszczono z
matoczgsteczkowych substancji na kolumienkach Sep-Pak i SEPHADEX G50. Nastepnie
dokonano rozdziatu elektroforetycznego. Oczyszczony produkt zbadano spektrometrig
masowg MALDI, w ktéra potwierdzita otrzymanie zgdanego produktu PSR XIV (Rysunek
86) 0 masie 4263. Powyzsza metoda pozwala na szybkie i wydajne przytaczanie ligandéw
organicznych do konica 5° 2’OMe RNA w oparciu o wigzanie amidowe. Wczes$niejsze
metody réwniez prowadzg do otrzymania zgdanego produktu PSR XIV, lecz wymaga to
prowadzenia wieloetapowych reakcji, czesto o skomplikowanej procedurze, a wydajnosé
tych reakcji nie jest wysoka.

Otrzymany zwigzek PSR XIV skompleksowano z jonem Yb*, reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowe] przez 24 godziny, a stosowanym rozpuszczalnikiem byfa
woda (Rysunek 87). Po uptywie 24 godzin otrzymany produkt analizowano za pomoca
spektrometrii masowej MALDI. Zaobserwowano pik przy wartosci m/z 4657, ktéry
odpowiada zwigzkowi PSR XIV skompleksowanemu z dwoma jonami Yb3*

zawierajgcemu jako przeciwjony 3 grupy hydroksylowe.
o PSR XIV

Yh(ly
N H,0, RT

% m/z2=4263

3 5
_= GUC GUC GUC GCC
Reakcja kompleskowania jonu Yb>* z PSR XIV
Rysunek 87.
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4. Reakcje hydrolizy RNA 18 i RNA 21

4.1 Reakcje hydrolizy prowadzone za pomoca syntetycznej

rybonukleazy

Zsyntezowany prekursor syntetycznej rybonukleazy PSR XIV wykorzystano do
przeprowadzenia hydrolizy RNA 18 w sposdb selektywny. W tym celu oznaczono 32p w
pozycji 5’ i oczyszczono elektroforetycznie kwas rybonukleinowy RNA 18 o sekwencji
CAG CAG CAG CGG GAC CUA, ktory jest komplementarny z pewnym fragmentem
zwigzku PSR XIV (Rysunek 88).

57 3
@ mmmmmmmE) overva Fsrv)
[AUCCAG GGCGACGACGACTT] RvA 13
:

Hybryda RNA 18/PSR XIV
Rysunek 88.

Po wykonaniu reakcji hydrolizy okazato sie, ze RNA 18 jest nietrwaty i rozpada sie przed
przeprowadzeniem reakcji hydrolizy i nie tworzy trwatej hybrydy RNA 18/PSR XIV.
Dlatego postanowiono zmieni¢ sekwencje RNA i zsyntezowac syntetyczng rybonukleaze
komplementarng do nowego RNA 21.

Sekwencja RNA 21:

5" UGU CAG GCG AAG ACU GGC CcaU 3’

Wykorzystujac reakcje, w ktérej otrzymano zwigzek PSR XIV otrzymano prekursor

syntetycznej rybonukleazy PSR XVII (Rysunek 89).

57 <74
@ ieomesemmEmE 2omerva sk xvi)
[UGC CGG UCA GAA GCG GACUGU] s 21

.-l

Hybryda RNA 21/PSR XVII
Rysunek 89.
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Przeprowadzono reakcje hydrolizy RNA 21. Ponizej przedstawiono autoradiogram
(Rysunek 90A), z ktérego wynika, ze wszystkie przeprowadzono reakcje hydrolizy wigzan
O-P-O w RNA 21 zachodzg w sposodb nieselektywny. W niektérych przeprowadzonych
reakcjach zaobserwowa¢ mozna jednak pewng preferencje do miejsca, w ktérym
zachodzi reakcja hydrolizy wigzan fosfodiestrowych. Najlepsze rezultaty otrzymano w
przypadku prowadzenia trawienia za pomocga Yb PSR XVII (Rysunek 90B) w temperaturze
37°C (linie 6-20). Najlepszy rezultat wsrdd reakcji prowadzonych w 37°C otrzymano w
przypadku, w ktérym stosunek PSR XVII:Yb** wynosit 3:1 (na rysunku 90A zaznaczono
czerwonym kotem, lina 20). W przypadku prowadzenia hydrolizy w temperaturze
pokojowej hydroliza jest nieselektywna, nie wida¢ jakichkolwiek preferencji do miejsca
hydrolizy wigzania fosfodiestrowego w RNA 21(linie 21-30). Im dtuzszy czas prowadzenia

reakcji hydrolizy, tym wiekszy stopien hydrolizy.
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Rysunek 90. Autoradiogram na zelu 12% PAA zawierajacym 7 M mocznik (warunki denaturujace)
przedstawiajgcy hydrolize RNA 21 oznaczonego na koricu 5’ 32P, za pomocg Yb PSR XVII. W kazdej reakcji
stezenie kornicowe RNA 21 wynosito 50 nM, w tym zawierato 10000 cpm y-RNA 21. Reakcje prowadzono w
buforze 10 mM Tris-HCl pH=7,5 zawierajgcym 50 mM roztwér NaCl, w temperaturze 37°C (linie 3-20) i
pokojowej (linie 21-30). Reakcje zatrzymywano dodajgc 10 ul roztworu ,,stop solution” zawierajgcego 9 M
mocznik, 25 mM EDTA i barwnik btekit bromofenylowy (BB). Catkowita objetos¢ reakcji wynosita 20 pl.
Linia 1 — wolna préba; Linia 2 —hydroliza zachodzaca pod wptywem kinazy T,; linia 3 — hydroliza
zachodzgca w Srodowisku alkalicznym; linia 4 — wolna prdoba zawierajgca hybryde PSR XVII-RNA 21; linia 5
— reakcja hydrolizy RNA 21 zachodzgca pod wptywem chlorku iterbu(lll). Yo PSR XVII- oznacza prekursor
syntetycznej rybonukleazy skompleksowany z jonem iterbu(lll).
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W przypadku linii 20 preferowanym miejscem hydrolizy sg wigzania fosfodiestrowe
pomiedzy 7-8, 8-9 i 9-10 nukleotydem liczagc od korica 3’ RNA 21 (Rysunek 90B - miejsce
preferowanej hydrolizy zaznaczono czerwonymi strzatkami), w ktédrym nie utworzyta sie
hybryda RNA 21/Yb PSR XVII.

W zwigzku z tym, ze reakcja hydrolizy prowadzona w 37°C przez 21 godzin w stosunku
PSR XVII:Yb** 3:1 data najlepsze rezultaty (Rysunek 90, zaznaczono czerwonym kotem,
linia 20), postanowiono zmieni¢ stosunek reagentow PSR XVII:Yb** na 1:0,1 i 1:0,01.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej i 37°C w tych samych czasach jak w

przypadku wczesniejszym (Rysunek 91).

NeM OAN N MO AN AN MON N M O N
INEERANIEREERINNEEE

PSR XVII 06 UM 06 UM 06 UM 06 UM

YbCly 0,06 uM 0,06 uM | | 0,006 uM | | 0,006 um
1 234567 89 WNRBUSBTBBDARBMS
= W - e -

5% 37

B ‘\_ Yb PSR XVII

[UGC GG UCA GAA GCG GACUGU] gyp 3

3
NS
.\= @:_ Yb* - skoordynowany jon iterbu (111)

Rysunek 91. Autoradiogram na zelu 12% PAA zawierajacym 7 M mocznik (warunki denaturujace)
przedstawiajacy hydrolize RNA 21 oznaczonego na koricu 5’ **p, za pomoca Yb PSR XVII. W kazdej reakcji
stezenie korncowe RNA 21 wynosito 50 mM, w tym zawierato 10000 cpm y-RNA 21. Reakcje prowadzono w
buforze 10 mM Tris-HCl pH=7,5 zawierajgcym 50 nM roztwoér NaCl, w temperaturze 37°C (linie 3-5, 11-15,
21-25) i pokojowej (linie 1,6-10, 16-20). Reakcje zatrzymywano dodajgc 10 pl roztworu ,stop solution”
zawierajacego 9 M mocznik, 25mM EDTA i barwnik btekit bromofenylowy (BB). Catkowita objetos¢ reakcji
wynosita 20 pl. Linia 1 -5 prowadzono tak samo jak na rysunku 90. Yb PSR XVII- oznacza prekursor
syntetycznej rybonukleazy skompleksowany z jonem iterbu(lll).
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Stwierdzono, ze zmiana stosunkdow reagentdw nie przyniosta oczekiwanych rezultatéw.
Okazato sie, ze reakcje hydrolizy wigzania O-P-O zachodzg w bardzo matym stopniu i
obserwuje sie jg gtéwnie przy prowadzeniu reakcji przez 21 godzin (linie 10, 15, 20, 25).
Zadna z prowadzonych reakcji nie wykazuje selektywnosci, nie wida¢ tez jakiejkolwiek

preferencji wzgledem ktéregokolwiek miejsca w taricuchu RNA 21.
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4.2 Reakcje hydrolizy prowadzone za pomocg zwigzkow

kompleksowych

W reakcjach hydrolizy zastosowano nowe kompleksy lantanowcéw(lll) otrzymane
w ramach niniejszej pracy oraz inne kompleksy lantanowcéw(lll), ktérych synteza i
wtasciwosci  zostaty opublikowane w ostatnich latach przez cztonkéw zespotu
naukowego prof. Wandy Radeckiej-Paryzek.

Przeprowadzono hydrolize RNA 21 pod wptywem nowych, hydrazonowych
zwigzkéw kompleksowych europu (XXVII), terbu (XXIX) (Rysunek 92A) i gadolinu (XXVIII)
(Rysunek 93), otrzymanych w niniejszej pracy (rozdz. 2.1 str.91). Reakcje prowadzono w
temperaturze 37°C i pH=7,5. Trawienie prowadzono dwoma metodami: pierwsza z nich
polegata na wprowadzeniu do srodowiska reakcji RNA 21 i zwigzku kompleksowego
(Rysunek 92B) - wowczas zachodzgca hydroliza jest nieselektywna, druga natomiast
polegata na wprowadzeniu dodatkowo komplementarnego taricucha 2’0OMe RNA | do
RNA 21 (Rysunek 92C) — w tym przypadku hydroliza powinna zachodzi¢ w sposdb
selektywny. Metoda druga miata prowadzi¢ do zwiekszenia trwatosci tancucha RNA 21

wskutek tworzenia sie hybrydy 2’OMe RNA I/RNA 21.
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Rysunek 92. Autoradiogram na zelu 12% PAA zawierajacym 7 M mocznik (warunki denaturujace)
przedstawiajgcy hydrolize RNA 21 oznaczonego na koncu 5’ 2p prowadzonej za pomocg zwigzkéw
kompleksowych lantanowcow(lll). W kazdej reakcji stezenie koncowe RNA 21 wynosito 50 mM, w tym
zawarte byto 10000 cpm y-RNA 21. Reakcje prowadzono w buforze 10 mM Tris-HCl pH=7,5 zawierajgcym
50 nM roztwdr NaCl, w temperaturze 37°C. Reakcje zatrzymywano dodajgc 10 pl roztworu ,stop solution”
zawierajacego 9 M mocznik, 25 mM EDTA i barwnik btekit bromofenylowy (BB). Catkowita objetos¢ reakcji
wynosifa 20 pl. Linia 1-5 reakcje kontrolne prowadzono tak samo jak na rysunku 90. 2’OMe RNA | -
oznacza 2’metylowany oligorybonukleotyd komplementarny do fragmentu RNA 21.

Na autoradiogramie (Rysunek 92A i 93) mozna obserwowac, ze reakcje hydrolizy RNA 21
zachodzg w kazdym przypadku, z pewnymi réznicami. Reakcje 15-17 i 27-29, w ktdérych
zastosowano 20-krotnie mniejsze stezenie zwigzkdw kompleksowych europu(XXVII),
terbu (XXIX) i gadolinu (XXVIII) w stosunku do 2’OMe RNA |, zachodzg selektywnie jednak
w bardzo matym stopniu (Rysunek 92A i 93, niebieskie prostokaty). W przypadku
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zwigzku kompleksowego gadolinu (XXVIIl) reakcja zachodzi w sposdb selektywny przy
czasie reakcji 1 godzina i 9 godzin, w przypadku prowadzenia reakcji 24 godziny reakcje
przestaje by¢ selektywna. Za maty stopien rozpadu wigzania fosfodiestrowego
odpowiedzialne jest prawdopodobnie zbyt duze stezenie oligonukleotydu ochronnego
2’0OMe RNA | uniemozliwiajgce zwigzanie sie zwigzkom kompleksowym z taricuchem RNA
21, wskutek tworzenia sie agregatéw 2’0OMe RNA | lub zwigzki kompleksowe ulegajg
rozpadowi, a jony lantanowcow(lll) sg chelatowane przez 2’0OMe RNA |I. Przy
zastosowaniu zwigzkéw kompleksowych europu (XXVII) i gadolinu (XXVIII), selektywna
hydroliza wigzania fosfodiestrowego w RNA 21 zachodzi w miejscu, w ktérym nie tworzy
sie hybryda RNA 21/2’0OMe RNA | (Rysunek 92A).[166] W sytuacji zastosowania zwigzku
kompleksowego (XIX) hydroliza wigzania O-P-O zachodzi tylko pomiedzy 1-2, 2-3 i 3-4
nukleotydem liczagc od konca 3’ RNA 21 (Rysunek 92A, miejsce zaznaczono niebieski
prostokatem — linie 27-29).

Jesli stezenia 2’0OMe RNA | i zwigzkéow kompleksowych (XXVII, XXVIII lub XXIX) byty takie

same, trawienie zachodzito nieselektywnie z pewna preferencjg hydrolizy do wigzania
fosfodiestrowego pomiedzy 7-8, 8-9 i 9-10 nukleotydem liczac od kornca 3’ RNA 21
(Rysunek 92A i 93 — miejsce preferowanej hydrolizy zaznaczono czerwonymi kotami).
Spowodowane jest to faktem istnienia hybrydy 2’0OMe RNA I/RNA 21 ochraniajgcej RNA
21. W sytuacji, w ktoérej zastosowano tylko sam zwigzek kompleksowy, trawienie
zachodzito w sposéb nieselektywny i bez preferencji do jakiegokolwiek miejsca w

tancuchu RNA 21 (Linie 5-11i 18-23 — Rysunek 92A i linie 5-11 — Rysunek 93).
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Rysunek 93. Autoradiogram na zelu 12% PAA zawierajgcym 7 M mocznik (warunki denaturujace)
przedstawiajgcy hydrolize RNA 21 oznaczonego na koncu 5’ 2p prowadzonej za pomocg zwigzkéw
kompleksowych lantanowcéw(lll). W kazdej reakcji stezenie koncowe RNA 21 wynosito 50 mM w tym
zawarte byto 10000 cpm y-RNA 21. Reakcje prowadzono w buforze 10 mM Tris-HCl pH=7,5 zawierajgcym
50 nM roztwér NaCl, w temperaturze 37°C. Reakcje zatrzymywano dodajac 10 pl roztworu ,stop solution”
zawierajacego 9 M mocznik, 25 mM EDTA i barwnik btekit bromofenylowy (BB). Catkowita objetos¢ reakcji
wynosifa 20 pl. Linia 1-5 reakcje kontrolne prowadzono tak samo jak na rysunku 90. 2’OMe RNA | -
oznacza 2’metylowany oligorybonukleotyd komplementarny do fragmentu RNA 21.
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Reakcje hydrolizy tancucha RNA 21 prowadzono takze za pomocy
makrocyklicznych zwigzkéw kompleksowych lantanowcow(lll) wywodzacych sie z 2,6-
diacetylopirydyny i 1,2-diaminoetanu (L22La(NOs); lub L22Pr(NOs)3(H,0),) (Rysunek
94A) lub 1-metylo-1,2-diaminoetanu (L24La(NOs)3(CH30H),) (Rysunek 94B) [167-169]
oraz salenowych i hydrazonowych komplekséw lantanowcow(lll) otrzymanych w
niniejszej pracy: dysprozu(lll) VI, holmu(lll) VI, prazeodymu(lll) XVI, iterbu(lll) XXII,
prazeodymu(lll) XLIII i iterbu(lll) XLVII.

Wzér strukturalny ligandéw L22 i L24
Rysunek 94.

Zaobserwowano, ze zwigzek kompleksowy (L24La(NOs)3(CHsOH),) hydrolizuje RNA 21 w
sposob selektywny, w przypadku, w ktorym stezenie kompleksu jest 20-krotnie mniejsze
od stezenia 2’0OMe RNA | (Rysunek 93, zaznaczono z6ttym prostokgtem). Hydroliza jest
selektywna przy krétkim czasie prowadzenia reakcji (okoto 9 godzin), jednak zachodzi
ona w bardzo matym stopniu. W przypadku, w ktéry stezenia zwigzku kompleksowego i
2’0OMe RNA | sg rowne, wéwczas hydroliza zachodzi nieselektywnie, ale mozna zauwazy¢
pewng preferencje do zachodzenia hydrolizy pomiedzy nukleozydami 1-9 liczagc od konica
3’ RNA 21 (Rysunek 93, zétte koto).

W przypadku zastosowania kompleksu L22La(NOs3)s po raz kolejny wykazano, ze
tworzaca sie hybryda 2’0OMe RNA I/RNA 21 w niewielkim stopniu powoduje
preferowanie hydrolizy wigzan diestrowych pomiedzy 7-8, 8-9 i 9-10 nukleozydem w
tancuchu RNA 21 liczac od korica 3’ (miejsce zaznaczono czerwonym kotem na Rysunku
95, linia 10), w pordéwnaniu z reakcjg (linia 7), w ktorej nie byto hybrydy. W pozostatych
przypadkach (Rysunek 95) nie stosowano protekcyjnego 2’OMe RNA |, wskutek czego
reakcje zachodzity w sposdb nieselektywny. Linie 11-13 przedstawiajg hydrolize RNA 21
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pod wptywem L22Pr(NOs)3(H,0);; linie 14-16 XXII; linie 17-19 XLVII; linie 20-22 VII; linie
23-25 VIII; linie 26-28 XVI i linie 29-31 XLIIl. Niezastosowanie 2’OMe RNA | skutkuje

nieselektywng hydrolizg i rozpadem RNA 21 na poszczegdlne nukleozydy.
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Rysunek 95. Autoradiogram na zelu 12% PAA zawierajacym 7 M mocznik (warunki denaturujace)
przedstawiajacy hydrolize RNA 21 oznaczonego na koncu 5’ ?p prowadzonej za pomocg zwigzkdéw
kompleksowych lantanowcow(lll). W kazdej reakcji stezenie koricowe RNA 21 wynosito 50 mM w tym
zawierata 10000 cpm y-RNA 21. Reakcje prowadzono w buforze 10 mM Tris-HCl pH=7,5 zawierajgcym 50
nM roztwér NaCl, w temperaturze 37°C w czasach 1 godzina-linie 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 29; 9 godzin-
linie 6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30; 27 godzin-linie 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31. Reakcje zatrzymywano
dodajac 10 ul roztworu ,stop solution” zawierajgcego 9 M mocznik, 25 mM EDTA i barwnik btekit
bromofenylowy (BB). Catkowita objetos¢ reakcji wynosita 20 pl. Linia 1 -4 prowadzono tak samo jak na
rysunku 90. 2’0OMe RNA | - oznacza 2’metylowany oligorybonukleotyd komplementarny do fragmentu RNA
21.
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Zwigzki kompleksowe gadolinu  (lll) (Gd(H,L25),(NO3)3(H.0)6),  tulu(lll)
(Tm(H,L25),(NO3)3(H20)4), lutetu(l1l) (Lu(H2L25)2(NOs)3(H20)e), lantanu(lll)
(La(H,L25)5(NO3)3(H20)s),  gadolinu(lll)  (Gd(H,L25)3(NOs)3(H,0),) i dysprozu(lll)
(Dy(H;,L25)3(NOs)3(H,0) zawierajace ligand H,L25 (Rysunek 96) [170,171] zastosowano w
reakcji hydrolizy RNA 21.

H,L25

CpHigN,0,

OH HO

Wz6r strukturalny ligandu H,L25
Rysunek 96.

W przypadku, w ktérym do srodowiska reakcji nie wprowadzono ochronnego 2’OMe
RNA | reakcje hydrolizy zachodzace pod wptywem zwigzkéw kompleksowych
zawierajgcych ligand H,L25 byty nieselektywne (Rysunek 97, linie: 6, 10, 14, 18, 22 i 26).
Przy zastosowaniu protekcyjnego 2’OMe RNA | w 20-krotnym nadmiarze wzgledem
zwigzkéw kompleksu, reakcja hydrolizy zachodzita w sposéb selektywny przy czasach
prowadzenia reakcji 1 i 6 godzin (Rysunek 97, linie: 7-8, 11-12, 15-16, 19-20, 23-24 i 27-
28). W sytuacji prowadzenia reakcji przez 24 godziny reakcja przestaje by¢ selektywna,
ale mozna zauwazy¢ pewng preferencje do niektdrych miejsc zachodzenia hydrolizy
wigzania fosfodiestrowego w taricuchu RNA 21 (Rysunek 97; linie: 9, 13, 17, 21, 25 29;

miejsca zaznaczono niebieskimi prostokgtami).
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Rysunek 97. Autoradiogram na zelu 12% PAA zawierajacym 7 M mocznik (warunki denaturujace)
przedstawiajgcy hydrolize RNA 21 oznaczonego na koncu 5’ 2p prowadzonej za pomocg zwigzkéw
kompleksowych lantanowcéw(lll). W kazdej reakcji stezenie koricowe RNA 21 wynosito 50 mM, w tym
zawierato 10000 cpm y-RNA 21. Reakcje prowadzono w buforze 10 mM Tris-HCl pH=7,5 zawierajgcym 50
nM roztwér NaCl, w temperaturze 37°C. Reakcje zatrzymywano dodajgc 10 pl roztworu ,stop solution”
zawierajacego 9 M mocznik, 25 mM EDTA i barwnik btekit bromofenylowy (BB). Catkowita objetos¢ reakcji
wynosita 20 pl. Linia 1 -5 prowadzono tak samo jak na rysunku 90; Linie 6, 10, 14, 18, 22 i 26 zawieraty 600
nM odpowiedniego zwigzku kompleksowego. Linie 7-9, 11-13, 15-17, 19-21, 23-25i 27-29 zawieraty 30 nM
odpowiedniego zwigzku kompleksowego oraz 600 nM 2’OMe RNA |. 2’0OMe RNA | - oznacza 2’metylowany
oligorybonukleotyd komplementarny do fragmentu RNA 21.

Stwierdzono, ze najlepsze wyniki uzyskano w przypadku prowadzenia hydrolizy
RNA 21 w obecnosci ochronnego 2’0OMe RNA | (tworzy sie wéwczas hybryda RNA
21/2’0OMe RNA |) przy jednoczesnym zastosowaniu 20-krotnego niedomiaru jonu lub
kompleksu lantanowca(lll) wzgledem ochronnego 2'OMe RNA |. Wykazano, zie
selektywna hydroliza wigzania fosfodiestrowego zachodzi najczesciej pomiedzy 7-8, 8-9 i
9-10 nukleozydem w tancuchu RNA 21 liczac od konica 3’. W przypadku, gdy hydroliza

zachodzita w sposdb nieselektywny niejednokrotnie mozna byto zaobserwowac pewna
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preferencje do miejsca rozpadu tanicucha RNA 21. Wykazano, ze gdy nie stosowano
zadnego tancucha ochronnego, hydroliza zawsze zachodzita w sposdb nieselektywny.
Poréwnano hydrolize RNA zachodzgcg pod wptywem jonu lantanowca z hydrolizg
zachodzacyg pod wpltywem zwigzkéw kompleksowych i stwierdzono, ze zastosowanie
zwigzkéw kompleksowych lantanowcéw niejednokrotnie prowadzi do hydrolizy
selektywnej. W przypadku zastosowania jonu lantanowca trawienie RNA zachodzi
nieselektywnie, jednak z pewng preferencja do miejsca rozpadu tancucha RNA 21.
Mozna przypuszczaé, ze ligand przytaczony do konca 5’ prekursora syntetycznej
rybonukleazy PSR XVII posiada za matg ilos¢ atoméw donorowych, przez co jon
lantanowca koordynuje tylko w matym stopniu, a to prowadzi do hydrolizy
nieselektywnej z pewng preferencjg do miejsca rozpadu faricucha RNA 21. Z drugiej
strony jony lantanowcéw wystepujgce w zwigzkach kompleksowych skoordynowane sg z
duzymi ligandami organicznymi, a to ogranicza ich dostep do RNA 21, przez co hydroliza

czesto zachodzi w sposéb selektywny.
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VI. PODSUMOWANIE WYNIKOW

W niniejszej pracy otrzymano i scharakteryzowano nowe zwigzki kompleksowe

lantanowcéw(lll) z salenowymi i hydrazonowymi ligandami typu zasad Schiffa.

Metodg templatowg otrzymano zwigzki kompleksowe lantanowcéw zawierajgce
salenowe ligandy bedace produktami reakcji kondensacji [2+1], dwdch czasteczek
aldehydu salicylowego i jednej czgsteczki 1,12-diamino-4-9-dioksa-dodekanu: H,oL! -
N,N’-bis(salicylideno)-1,12-diamino-4,9-dioksadodekan lub jednej czgsteczki 2-metylo-
1,5-diamino-pentanu:  H,L> - N,N’-bis(salicylideno)-1,5-diamino-2-metylo-pentan
zachodzacej w obecnosci jondw metali. Ligand H,L' jest N,Os-donorowym ligandem,
natomiast ligand H,L? N,0,-donorowym ligandem. Na podstawie danych z metod
analitycznych i spektroskopowych stwierdzono, ze stosunek ligand:metal w wiekszosci
przypadkéw wynosi 1:1 lub 2:2 (wyjatek stanowig kompleksy XI-XIV). Wyniki analizy
termograwimetrycznej pozwolity ustali¢ wewnetrzng i zewnetrzng sfere koordynacyjna
poszczegblnych kompleksdw. Na podstawie spektroskopii w podczerwieni stwierdzono,
ze jony azotanowe(V) koordynujace z jonem centralnym sg zawsze dwukleszczowe. W
przypadku wielu zwiazkéw kompleksowych zawierajacych ligand H,L* lub H,L? ustalono

liczbe koordynacyjng jonu centralnego.

Otrzymano i scharakteryzowano ligandy 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-
aminobenzoilohydrazon) — ligand 3 2,6-diacetylopirydyno-(2-aminobenzoilohydrazon) —
ligand L*, ktore wykorzystano do syntezy zwigzkéw kompleksowych lantanowcow(lIl)

metoda bezposrednia.

Stwierdzono, ze synteza zwigzkdw kompleksowych lantanowcow(lIl)
zawierajacych 2,6-diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazon) — ligand L* metoda
templatowa (kondensacji in situ) jest duzo lepsza i wydajniejsza od metody
bezposdredniej, gdyz w wyniku tej metody zwigzki kompleksowe otrzymano w postaci

krysztatéw. To pozwolito na okreslenie struktury krystalicznej, ktdra jest jedyng metoda
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ustalajacg jednoznacznie sktad wewnetrznej i zewnetrznej sfery koordynacyjnej, liczbe
koordynacyjng oraz utozenie czgsteczek w przestrzeni. W metodzie tej otrzymane
zwigzki nie wymagaty dodatkowych procedur dotyczgcych oczyszczania. We wszystkich
otrzymanych zwiazkach kompleksowych zawierajacych ligand L* stosunek ligandu do
metalu wynosit 1:1 (wyjatek stanowi zwigzek kompleksowy neodymu(lll) XXXVI, w

ktorym stosunek ligand do metalu wynosi 2:1).

Ustalono struktury krystaliczne azotanowych(V) i chlorkowych komplekséw
lantanowcéw erbu(lll), terbu(lll), gadolinu(lll), europu(lll), dysprozu(lll) i neodymu(lll) z
2,6-diacetylopirydyno-bis(2-aminobenzoilohydrazonem) — ligandem L°. Kompleksy
terbu(lll), gadolinu(lll), europu(lll), dysprozu(lll) sg izomorficzne i krystalizujg w uktadzie
jednoskosnym, grupie przestrzennej P21/n. Zwigzek kompleksowy erbu(lll) krystalizuje w
uktadzie tréjskosnym, grupie przestrzennej P-1. Zwigzek kompleksowy neodymu(lll)

krystalizuje w uktadzie rombowym, grupie przestrzennej Pcan.

Otrzymano i scharakteryzowano zwigzki kompleksowe lantanowcéw(lll) z 2,6-
diacetylopirydyno-(2-aminobenzoilohydrazonem) — ligandem L*. Stosunek ligandu do
metalu w tych kompleksach wynosit 1:1 lub 3:2. Zwigzki kompleksowe z ligandem L*
otrzymano metodg bezposrednig. Dowiedziono, ze jest to jedyna metoda umozliwiajgca
otrzymanie tych zwigzkéw. Préby otrzymania tych komplekséw metodg templatowa
(kondensacji in situ) zawsze prowadzity do otrzymania zwigzkéw kompleksowych

zawierajgcych ligand L3

Opracowano trzy skuteczne metody przytgczania do konca 5° 2’0OMe RNA
liganddéw organicznych. Dwie z nich polegaty prowadzeniu reakcji na podfozu statym
CPG, co miato pozwoli¢ na tatwiejsze oczyszczanie poreakcyjne. Trzecia metoda polegata
na prowadzeniu reakcji w roztworze, wymagata jednak dodatkowego oczyszczania
poreakcyjnego. Metoda, w ktorej prekursor syntetycznej rybonukleazy PSR
otrzymywano w roztworze, okazata sie najszybszg, najwydajniejszg. Pierwsze dwie
metody wymagaty prowadzanie wielu reakcji, w ktérych czesto wydajnosci byty niskie.
Otrzymano prekursor syntetycznej rybonukleazy, ktéry nastepnie wykorzystano do

prowadzenia reakcji hydrolizy RNA.

143



POSUMOWANIE WYNIKOW

Podczas prowadzonych badan okazato sie, ze reakcje odciecia od podtoza statego
CPG prekursora syntetycznej rybonukleazy PSR, czesto prowadzity do rozpadu wigzania
amidowego. Fakt ten wymusit opracowanie najlepszej metody odciecia od podtoza
statego CPG prekursora syntetycznej rybonukleazy bez jej rozpadu. Metode

opracowano.

Przeprowadzono reakcje hydrolizy za pomocg syntetycznej rybonukleazy. Podano
najlepsze warunki prowadzenia hydrolizy RNA. Przeprowadzono reakcje hydrolizy, w
ktorych stosowano rézne stosunki stechiometryczne PSR:Ln:RNA. Zmieniano takze czas,
temperature, w ktérych prowadzono hydrolize. Najlepsze rezultaty uzyskano w
przypadku stosowania 20-krotnego nadmiaru PSR wzgledem jonu lantanowca.
Zachodzacy wowczas rozpad wigzania diestrowego zachodzit co prawda w sposéb

nieselektywny, ale z preferencjg do pewnych fragmentéw RNA.

Przeprowadzono reakcje hydrolizy za pomocg zwigzkéw kompleksowych. W
kazdym przypadku, w ktérym nie zastosowano ochronnego 2’0OMe RNA, hydroliza
zachodzita w sposdb nieselektywny. Wczesniejsze utworzenie hybrydy RNA/2’OMe RNA
powodowato, ze hydroliza w wielu przypadkach przebiegata w sposdb selektywny.
Selektywnos¢ trawienia RNA w duzej mierze zalezata od stosunku stechiometrycznego
wprowadzanych zwigzkéw kompleksowych i ochronnego 2’0OMe RNA. W przypadkach,
ktérych hydroliza RNA zachodzita w sposéb nieselektywny, czesto mozna byto
zaobserwowa¢ miejsca, ktdrych rozpad wigzan diestrowych zachodzit w wiekszym

stopniu.
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