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II. Omówienie celu naukowego oraz uzyskanych wyników 

Wprowadzenie 

Równowaga tautomeryczna zasad nukleinowych jest jednym z kluczowych 
czynników odpowiadających za poprawne rozpoznawanie odpowiadających 
sobie zasad w kwasach nukleinowych [1], a jej zaburzenie ma duży wpływ na 
biologiczne procesy, ponieważ może prowadzić do mutacji genetycznych [2]. 
Proces tautomeryzacji puryn oraz zasad nukleinowych został szeroko zbadany 
zarówno przy użyciu metod teoretycznych jak i eksperymentalnych [3-11]. 
Rozwój alternatywnego kodu genetycznego (expanded genetic code) zrodził 
naturalne pytanie o równowagę tautomeryczną jego nowych form – izo-guaniny 
oraz izo-cytozyny [12]. Problem ten był szczególnie interesujący, ponieważ dane 
eksperymentalne ujawniły możliwość mutacji izo-cytozyna->tymina [13]. 
Zsyntetyzowana pochodna guaniny (Gua) – aza-guanina (azaGua) – oraz 
pochodna izo-guaniny (izoGua) – 8-aza-izo-guanina (z8izoGua) – zostały 
rozpoznane jako obiecujące sondy fluorescencyjne [14,15], które mogą znaleźć 
zastosowanie w badaniach ważnych biologicznych procesów. Zamiana węgla C8 
na azot nie wpływa bezpośrednio na interfejs Watsona-Cricka i Hoogsteena, 
chociaż może prowadzić do zmiany równowagi tautomerycznej nowych 
związków w porównaniu do naturalnych puryn, w tym również do Gua oraz 
IzoGua. 
Oprócz konwersji C8->N8, warto również zbadać ewentualny wpływ metylacji na 
równowagę tautomeryczną pochodnych puryn. Metylowana izoGua została 
zbadana przy użyciu metod chemii kwantowej [16], jednak nie pod kątem wpływu 
metylacji w pozycji 9 na równowagę tautomeryczną. W ramach tych badań grupa 
metylowa została umieszczona w pozycji nr 9 izoGua w celu imitowania jej 
obecności w łańcuchu polinukleotydowym. Metylacja umożliwia także wskazanie 
lokalizacji protonu na pierścieniu triazolowym (w niektórych przypadkach także 
pierścienia pirymidynowego) azapuryn za pomocą wyznaczonych 
eksperymentalnie widm absorpcji, co zastosowano min. dla azaGua oraz 
z8izoGua [15]. Co istotne, metylacja tych związków nie doprowadziła do utraty 
właściwości fluorescencyjnych.  
Bardzo interesującym białkiem, które jako substraty wykorzystuje naturalne 
puryny oraz ich analogi, jest fosforylaza nukleozydów purynowych (PNP). PNP jest 
enzymem, który katalizuje odwracalny proces konwersji (rybozylacja i fosforoliza) 
między zasadami nukleinowymi (purynami) i ich nukleozydami. PNP odgrywa 
ważną rolę w metabolizmie nukleotydów, ponieważ uczestniczy w zapasowym 
szlaku metabolicznym syntezy nukleotydów, który wykorzystuje zasady 
nukleinowe i nukleozydy dostępne w komórce. Jest to alternatywna droga do 
bardziej powszechnego, ale energetycznie droższego procesu syntezy de novo 
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[17]. Takie właściwości biochemiczne umożliwiają wykorzystanie PNP w 
procesach farmakologicznych, medycznych i praktycznych. Jedną z negatywnych 
konsekwencji działania enzymu jest fosforoliza leków nukleozydowych, którą 
można złagodzić poprzez zastosowanie odpowiednich inhibitorów [18]. Z drugiej 
strony fosforylazy mogą przyczyniać się do aktywacji proleków, które mogą być 
nukleozydami lub zasadami nukleinowymi [19]. Niektóre z enzymów PNP można 
stosować w terapii genowej raka, w której cytotoksyczny kwas nukleinowy 
uwalnia się w wyniku fosforolizy toksycznych nukleozydów [20]. Wykazano, że 
niedobór lub brak aktywności PNP prowadzi do dysfunkcji komórek T i powoduje 
zmniejszoną odporność komórek. PNP może być również stosowane jako lek 
immunosupresyjny, zapobiegający odrzuceniu przeszczepu, lek na raka 
powodującego nadprodukcję komórek T i lek na choroby autoimmunologiczne, 
takie jak dna moczanowa, reumatoidalne zapalenie stawów, łuszczyca, 
stwardnienie rozsiane [21-23]. Z drugiej strony aktywność enzymatyczna PNP 
może być wykorzystywana do syntezy specyficznych nukleozydów, co stanowi 
alternatywną metodę dla syntezy chemicznej [24-27]. 
Dzięki temu, że 8-azapuryny wykazują mierzalną emisję fluorescencji, to mogą 

znaleźć zastosowane w badaniu kinetyki procesu wiązania do PNP [15]. 

Fluorescencja 8-azapuryn w tym azaGua zależy także od pH i dlatego może być 

stosowana do badania stanów jonizacji zasad nukleinowych w 

ustrukturyzowanym RNA [28]. Ostatnie badania eksperymentalne na 8-aza-

purynach pokazują, że PNP może katalizować rybozylację w różnych pozycjach 

pierścienia triazolowego, niekoniecznie w pozycji kanonicznej nr 9 [29]. Przyczyna 

tej różnorodności może wynikać z różnic w geometrii wiązania przyjętych przez 

badane 8-aza-puryny. Ligandy te mogą eksponować różne atomy azotu (nr 7, 8 

lub 9) pierścienia triazolowego na kanał prowadzący do miejsca wiązania, co 

może powodować rybozylację ligandu w tych eksponowanych pozycjach. 

Złożoność tego procesu potęguje obecność różnych tautomerycznych form 

ligandów, a także równowaga stanów protonacyjnych reszt aminokwasowych 

obecnych w miejscu wiązania.  

W tej rozprawie zaprezentowane zostały wyniki obliczeń metod chemii 

kwantowej zastosowanych do różnych form tautomerycznych z8izoGua oraz 

azaGua, co pozwoliło na przedstawienie obrazu równowagi tautomerycznej tej 

sondy fluorescencyjnej. Wyniki obliczeń zostały porównane z wynikami 

otrzymanymi dla Guaniny i izoGua. Metoda zastosowana dla z8izoGua oraz 

azaGua została także przetestowana na 2,6 – diamino-8-azapurynie (DaaPur). 

Poprawność naszej metodologii została sprawdzona przez obliczenie 

elektronowych stanów wzbudzonych oraz porównanie ich z dostępnymi danymi 

eksperymentalnymi [14,30,31]. Także wpływ metylacji na wybraną azapurynę – 
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z8izoGua – poprzez metylację pozycji N9 (9m-z8izoGua) został zbadany. Grupa 

metylowa imituje pierścień deoxyrybozy, zatem badany układ naśladuje molekułę 

z8izoGua umieszczoną w łańcuchu polinukleotydowym. 9m-z8izoGua ma o 12 

więcej możliwych tautomerów porównując do metylowanej izoGua, co jest 

spowodowane większą ilością stanów protonacyjnych pierścienia triazolowego, 

co z kolei może wpływać na rozkład gęstości elektronowej badanej molekuły. Z 

tego powodu została przeprowadzona także analiza rozkładu ładunków 

Hirshfelda. Obliczenia zostały wykonane na tym samym poziomie teorii 

kwantowej jak ten zastosowany do z8izoGua [32] i porównane do wyników 

otrzymanych za pomocą metod kompozytowych Gaussian-3 [33] oraz Gaussian-

4 [34]. 

W pracy podjęto również próbę wyjaśnienia mechanizmu kanonicznej i 

niekanonicznej rybozylacji dwóch azapuryn przez cielęce PNP, odpowiednio 

azaGua oraz DaaPur, który został zaobserwowany podczas badań 

eksperymentalnych [29]. Na podstawie ustalonej równowagi tautomerycznej 

tych dwóch związków wyselekcjonowano najbardziej prawdopodobne formy, 

które następnie zostały poddane procedurze dokowania w kieszeni wiążącej 

odpowiednio wybranej i przygotowanej konformacji białka. W wyniku dokowania 

odpowiednie mody wiązania zostały zakwalifikowane do dalszych badań. 

Następnie wykorzystano odpowiednie techniki modelowania molekularnego, aby 

odpowiedzieć na pytanie, dlaczego dwa badane analogi puryn są rybozylowane 

w różnych pozycjach. Wyniki zostały omówione w kontekście dostępnych danych 

eksperymentalnych. 
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Cel pracy doktorskiej 
 

Celem pracy jest zbadanie właściwości wybranych 8-aza-puryn: 8-aza-izo-
guaniny, 8-aza-guaniny, 2,6-diamino-azapuryny oraz wyjaśnienie mechanizmu 
niekanonicznej rybozylacji wybranych ligandów – pochodnych 8-aza-puryn – 
przez fosforylazę nukleozydów purynowych (PNP).    
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Omówienie prac wchodzących w skład rozprawy doktorskiej 
 

Na niniejsza rozprawę doktorską składają się trzy oryginalne publikacje, które są 
spójnym tematycznie cyklem artykułów. Prace te zostały opublikowanie w 
indeksowanych czasopismach naukowych o zasięgu międzynarodowym, 
znajdujących się w bazie Journal Citation Report i wypełniają założony plan 
projektu badawczego. 
 
Artykułem otwierającym projekt badawczy jest praca pt. „Theoretical study of 
tautomeric equilibria of 2,6-diamino-8-azapurine and 8-aza-iso-Guanine”. W 
pracy wyznaczono obraz tautomeryczny dwóch wybranych pochodnych 8-
azapuryn - 2,6-diamino-8-azapuryny (DaaPur) oraz 8-aza-izo-guaniny (z8izoGua) 
- w otoczeniu gazowym oraz wodnym. Badania zostały przeprowadzone za 
pomocą metod chemii kwantowej na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) oraz 
BHandHLYP/cc-pVTZ. Wszystkie badane molekuły to formy aminowe, gdyż jak 
wykazano w przypadku izoguaniny (izoGua), formy iminowe są mocno 
niekorzystne z energetycznego punktu widzenia [16]. Procedura wyznaczenia 
równowagi tautomerycznej badanych związków zarówno w gazie jak i w wodzie 
była następująca: 
 

• W pierwszym kroku geometria pięciu form tautomerycznych DaaPur oraz 
jedenastu tautomerów azaGua w gazie została zoptymalizowana. W celu 
potwierdzenia znalezienia się cząsteczek w minimum energetycznym 
została przeprowadzona analiza wibracyjna. Geometrie tautomerów 
zoptymalizowanych w próżni zostały użyte jako startowe struktury w 
środowisku wodnym 

• Następnie wykonano obliczenia termochemii, które pozwoliły wyznaczyć 
parametry termodynamiczne tautomerów, tj. energię elektronową, 
entalpię, energię swobodną Gibbsa, wkład entropowy oraz energię 
swobodną solwatacji. Analiza populacyjna została przeprowadzona na 
podstawie rozkładu Boltzmanna 

• W celu walidacji rozważań teoretycznych pierwsze trzy singletowe energie 
wzbudzenia zostały wyznaczone za pomocą czasowo-zależnej metody DFT 
oraz porównane z eksperymentalnie wyznaczonymi maksimami absorpcji. 
Wszystkie obliczenia stanów wzbudzonych zostały wykonane dla 
zoptymalizowanych geometrii stanu podstawowego    

   
Wyniki analizy populacyjnej w gazie dla DaaPur wskazały na dominację tautomeru 
D9, który miał wyraźną przewagę nad kolejną formą – D8 (ΔG = 5.2 kcal/mol). 
Populacja pozostałych tautomerów wydaję się być mocno związana z odległością 
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pomiędzy tautomerycznymi protonami a grupami aminowymi, na co wskazuje 
bardzo duża wartość ΔG dla formy D1, w której proton jest zlokalizowany 
pomiędzy dwoma grupami aminowymi. Solwatacja DaaPur znacząco obniża 
różnicę energii swobodnej Gibbsa pomiędzy tautomerami zajmującymi skrajne 
miejsca w kolejności energetycznej (ΔG spadła z ok. 28 do ok. 12 kcal/mol), jednak 
D9 nadal dominuje nad pozostałymi formami (ΔG = 3.9 kcal/mol). Wyniki obliczeń 
stanów wzbudzonych wskazują na bardzo dobrą zgodność przeskalowanych 
stanów singletowych S1 oraz S3 tautomeru większościowego D9 z maksimami 
absorpcji otrzymanymi eksperymentalnie.  
Analiza energii swobodnych Gibbsa dla z8izoGua w środowisku gazowym 
sugeruje niewielką przewagę form enolowych A29c oraz A29t (ΔG < 1 kcal/mol) 
nad amino-tautomerem A38. Dominujące tautomery enolowe są bardziej 
stabilne niż formy oxo – A39 oraz A19. Z biologicznego punktu widzenia 
najważniejszą podgrupą tautomerów są te protonowane w pozycji N(9)-H, które 
mogą służyć jako modelowe zasady związane z pierścieniem cukru w łańcuchu 
kwasu nukleinowego. Ta ważna podgrupa tautomerów została zdominowana 
przez formy enolowe. Poza pierwszymi trzema wyraźnie dominującymi 
tautomerami, obecność pozostałych form w gazie jest niewielka bądź marginalna. 
Zanurzenie w środowisku wodnym azaGua powoduje, iż najbardziej stabilnym 
tautomerem staje się A38, chociaż solwatacja jest bardziej korzystna dla 
większości pozostałych tautomerów. Dla tautomerów dominujących w gazie – 
A29c, A29t – solwatacja okazała się szczególnie niekorzystną (ΔΔG > 5 kcal/mol). 
Zyskują natomiast ważne biologicznie formy oxo – A39, A19. Ich obecność w 
środowisku wodnym jest znacząca, na co wskazuje ΔG < 3 kcal, z niewielką 
przewagą A39 (ΔG = 0.6 kcal/mol). Bliskość energetyczna A39 oraz A19 sprawia, 
iż ten drugi tautomer, który może formować interfejs Watsona-Cricka z 
izocytozyną, musi rywalizować z tautomerem N(3)-H. Różnica energii swobodnej 
Gibbsa pomiędzy najniżej i najwyżej energetycznym tautomerem zmalała z 22.3 
kcal/mol do 11.0 kcal/mol. Pomimo najkorzystniejszej energii swobodnej 
solwatacji tautomeru A17 (ΔΔG = -10.5 kcal/mol), wciąż jego populacja pozostaje 
bardzo niska. Analiza stanów wzbudzonych w wodzie wskazuje, iż wyznaczone 
teoretycznie przeskalowane energetyczne stany singletowe S1 oraz S3 formy A38 
są bardzo zbliżone do tych otrzymanych eksperymentalnie. Jest to zgodne z 
wynikami obliczeń równowagi tautomerycznej, która wskazuje na tautomer A38 
jako większościowy. 
Zarówno w środowisku gazowym jak i wodnym wkłady entropowe dla obu 
związków nie przekroczyły 1.2 kcal/mol, co świadczy o izoentropowości procesu 
tautomeryzacji. 
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Drugim artykułem wchodzącym w skład pracy doktorskiej jest praca pt. 
„Theoretical investigations of tautomeric equilibrium of 9-methyl-8-azaiso-
Guanine and its electrostatic properties”. Praca zawiera wyniki badań nad 
wpływem metylacji z8izoGua w pozycji N(9) na jego równowagę tautomeryczną 
a także nad jego właściwościami elektrostatycznymi. Obliczenia zostały 
przeprowadzone za pomocą metod wykorzystujących hybrydowe funkcjonały 
(BHandHLYP/cc-pVTZ) oraz metody kompozytowe (G3, G4). Wszystkie możliwe 
formy tautomeryczne 9m-z8izoGua zostały rozważone, w tym formy iminowe. 
Badania zarówno w środowisku gazowym jak i wodnym zostały przeprowadzone 
według poniższej procedury: 
 

• Geometrie 34 tautomerów 9m-z8izoGua zostały zoptymalizowane. 
Następnie geometrie poszczególnych form zostały poddane procedurze 
weryfikacji minimum energetycznego poprzez analizę wibracyjną. 
Geometrią startową dla obliczeń w wodzie była zoptymalizowana struktura 
gazowa.  

• W kolejnym kroku, na podstawie obliczeń termochemicznych zostały 
wyznaczony parametry termodynamiczne tautomerów: energię 
elektronową, entalpię, energię swobodną Gibbsa, wkład entropowy oraz 
energię swobodną solwatacji. Rozkład populacji tautomerów 9m-izoGua 
został wyznaczony za pomocą rozkładu Boltzmanna.   

• W celu zbadania właściwości elektrostatycznych badanego układu ładunki 
cząstkowe Hirshfelda oraz momenty dipolowe zostały wyznaczone. 

 
Wyniki obliczeń równowagi tautomerycznej 9m-z8izoGua w fazie gazowej 
wskazują na dominację dwóch form amino-enolowych AEc(t). Forma cis jest nieco 
bardziej preferowana z energią swobodną niższą o ok. 1 kcal/mol. Być może 
powodem tej nieznacznej różnicy jest odległość pomiędzy grupą metylową a 
protonem O(2)-H. Populacja pozostałych tautomerów jest właściwie nieznacząca. 
Ich energia swobodna (uwzględniając również biologicznie istotne tautomery 
AO1, AO3 oraz ItO13) jest co najmniej o 4 kcal/mol wyższa od najbardziej 
prawdopodobnego tautomeru. Warto zaznaczyć, że wśród trzech podgrup 
(amino-oxo, imino-oxo, imino-enol), niemalże wszystkie formy protonowane w 
pozycjach N(7) oraz N(8) są najbardziej dyskryminowane w ramach danej 
podgrupy. Tak jak w przypadku równowagi cis-trans, powodem tego zjawiska 
może być odległość pomiędzy protonami N(7)-H oraz N(8)-H a grupą metylową. 
Umieszczenie 9m-aza-izoGua w środowisku wodnym znacząco zreorganizowało 
równowagę tautomeryczną ujawnioną w gazie. Najbardziej preferowanymi 
tautomerami są amino-oxo formy protonowane w pozycji N(1) oraz N(3) (AO1 
oraz AO3) z bardzo niewielką przewagą tego pierwszego. Jako że izoGua może 
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formować interfejs Watsona-Cricka z izo-cytozyną (izoCyt), a także biorąc pod 
uwagę niewielką różnicę pomiędzy dwoma najniżej energetycznymi 
tautomerami, można zakładać że forma protonowana w N(1), która może 
utworzyć stabilną parę typu Watson-Crick z izoCyt, musi rywalizować o proton z 
tautomerem N(3). Najbardziej prawdopodobne formy w środowisku gazowym to 
AEt(c), pomimo niekorzystnej energii solwatacji oraz niskich wartości momentu 
dipolowego (ΔΔG = 6.91 kcal/mol oraz 8.02 kcal/mol; p = 0.90 D oraz 2.85 D, 
odpowiednio) ich obecność w środowisku wodnym jest nadal znacząca (ΔG ≈ 1 
kcal/mol). Szczególnie obecność tautomeru AEc jest godna uwagi, ponieważ 
może ona oddziaływać z tyminą (Tym) poprzez interfejs Watsona-Cricka. 
Większość imino-oxo tautomerów charakteryzują się niższą energią solwatacji niż 
forma AO1. Jak się spodziewano również formy imino-enolowe, pomimo 
relatywnie korzystnej solwatacji, nadal pozostają niestabilne. Izoentropowy 
charakter procesu tautomeryzacji zarówno w środowisku gazowym jak i wodnym 
potwierdza stosunkowo niewielki wkład entropowy (TΔS < 1 kcal/mol). 
Elektryczny moment dipolowy najbardziej preferowanych form zarówno w fazie 
gazowej (AEc(t)) jak i w wodzie (AO1 oraz AO3) nie przekracza 8D. Ponadto suma 
ładunków cząstkowych na każdym z pierścieni dla tych tautomerów oscyluje 
wokół zera. Z drugiej strony wartość momentu dipolowego form protonowanych 
w pozycjach N(7) lub N(8) w większości wypadków jest wysoka (od ok. 7 D do ok. 
24 D). Pierścienie tych specyficznych form są przedmiotem nierównomiernego 
rozkładu ładunku (od -1.07 a.u. na pierścieniu pirydyminowym ItO78 do 0.76 a.u. 
na pierścieniu triazolowym IcO78). Badany układ tautomeryczny zawiera kilka 
tautomerów, które mogą zostać zdefiniowane jako cwiterjony (AO7, IcEc(t)7, 
Ic(t)O17, Ic(t)O37, Ic(t)O38 oraz Ic(t)O78). Charakter cwiterjonowy tych molekuł 
może zostać rozpoznany po zwykłej analizie macierzy rzędów wiązań 
kowalencyjnych. Jednak są również takie formy tautomeryczne (AO8, Ic(t)Ec(t)8 
and Ic(t)O18), które okazują się być cwiterjonami na podstawie analizy rozkładu 
ładunków cząstkowych, a nie w wyniku analizy macierzy rzędów wiązań 
kowalencyjnych.   
Ostatnim artykułem składającym się na dysertację doktorską jest praca pt. „Why 
Purine Nucleoside Phosphorylase Ribosylates 2,6-diamino-8-azapurine in non-
Canonical Positions? A Molecular Modeling Study”. Badania przeprowadzone w 
ramach tej pracy skupiają się na wyjaśnieniu procesu alternatywnej 
(niekanonicznej) rybozylacji – 2,6-diamino-8-azapuryny (DaaPur) w pozycji nr 7 
lub 8 przez fosforylazę nukleozydów purynowych (PNP). W celu walidacji naszych 
wyników również standardowa (kanoniczna) rybozylacja 8-azaguaniny (azaGua) 
w pozycji nr 9 pierścienia triazolowego przez to samo białko została zbadana. 
Metodologia zastosowana do badanych układów może zostać podzielona na 
cztery kroki: 
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• Wyznaczenie równowagi tautomerycznej azaGua z wykorzystaniem metod 
chemii kwantowej na poziomie BHandHLYP/cc-pVTZ. Tautomeria drugiego 
liganda – DaaPur - została zbadana w pierwszej pracy również za pomocą 
wyżej wymienionej metody i bazy 

• Wyznaczenie stanów protonacyjnych miareczkowalnych reszt białka za 
pomocą serwera sieciowego h++ w eksperymentalnym pH (6.6) 

• Dokowanie najniżej energetycznych tautomerów do struktur 
krystalicznych białka oraz selekcja odpowiednich modów ze względu na 
mapę wiązań wodorowych w kieszeni wiążącej białka, a także orientacji 
geometrycznej ligandów względem kanału prowadzącego do tej kieszeni 

• Zastosowanie bardziej wyrafinowanych metodologii (Molecular Mechanics 
Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-PBSA) w połączeniu z Normal Mode 
Analysis (NMA)) do wybranych modów wiązania otrzymanych w wyniku 
dokowania. Metody te pozwalają na wyznaczenie względnych energii 
swobodnych Gibbsa modów wiązania 

 
W pierwszej pracy wchodzącej w skład pracy doktorskiej wyniki obliczeń 
równowagi tautomerycznej DaaPur wskazują na wyraźną dyskryminacje formy z 
protonem zlokalizowanym w pozycji nr 1 (ΔG ≈ 12 kcal/mol). Wyniki zastosowania 
tej samej metodologii dla azaGua pokazały, że wszystkie trzy najniżej 
energetycznie tautomery w środowisku wodnym są protonowane w pozycji nr 1 
i różnią się protonacją pierścienia triazolowego, który może być uprotonowany 
we wszystkich trzech dostępnych pozycjach: 9 (najniższa energia), 8 (ΔΔG = 2.9 
kcal/mol) oraz 7 (ΔΔG = 4.4 kcal/mol). Tylko populacyjnie znaczące (ΔG < 5 
kcal/mol) tautomery zostały zakwalifikowane do dokowania, tj. D8 oraz D9 dla 
DaaPur i A17, A18 oraz A19 dla azaGua. Najbardziej prawdopodobne mody 
wiązania DaaPur wewnątrz kieszeni wiążącej PNP eksponują azot N8, co stoi 
częściowo w zgodzie z wynikami eksperymentu, w którym postuluje się 
równowagę pomiędzy produktami rybozylowanymi w pozycjach N7 oraz N8. 
Pomimo że najniżej energetyczny mod eksponujący azot N7 jest dopiero szósty 
w kolejności pod względem energii swobodnej, to jego obecność in vitro nie może 
zostać całkowicie wykluczona. Niska pozycja tego modu wiązania w rankingu jest 
spowodowana największym spadkiem entropii spośród wszystkich badanych 
modów wiązania. Jeśli rozważymy tylko wkład entropowy, to ten mod wiążący 
awansuje na czwartą pozycję, tracąc do podium jedynie 0.1 kcal/mol. W 
przypadku drugiego badanego liganda – azaGua – najbardziej prawdopodobny 
mod wiązania eksponuje pozycję nr 9, co jest zbieżne z wynikami eksperymentu. 
Chociaż następny w kolejności mod eksponuje pozycje nr 8, to następujące po 
nim trzy mody wiązania eksponują również pozycję nr 9. Analiza kombinacji 
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energii swobodnych Gibbsa oraz entalpii ligandów, białek oraz kompleksów 
wskazuje na ekspozycję N8 dla DaaPur oraz N8 lub N9 dla azaGua. Kolejny istotny 
wynik tej pracy jest związany z kluczową resztą aminokwasową obecną w kieszeni 
wiążącej – Glu201. Obydwa miareczkowania teoretyczne wykonane za pomocą 
serwera sieciowego h++ oraz symulacji dynamiki molekularnej w stałym pH formy 
apo białka w środowisku wodnym pokazały, że pKa tego łańcucha bocznego jest 
znacząco wyższe niż to wyznaczone eksperymentalnie dla układu modelowego, a 
zatem populacja protonowanej formy nie jest zaniedbywalna i musi zostać wzięta 
pod uwagę w dokowaniu. Analiza populacji tautomerów azaGua oraz DaaPur w 
połączeniu z teoretycznym miareczkowaniem oraz analiza dokowanie/MM-
PBSA/NMA pokazały, że analogi puryn z podstawnikami 6-oxo i 6-amino powinny 
wiązać się do białek znajdujących się w różnych stanach protonacyjnych kieszeni 
wiążącej. Nasze wyniki sugerują, że azaGua (6-oxo podstawnik) wiąże się do 
kieszeni ze zdeprotonowanym Glu-201 (forma ujemnie naładowana), natomiast 
DaaPur (6-amino podstawnik) wiąże się do kieszeni z uprotonowanym Glu-201 
(forma neutralna), która zgodnie z naszymi teoretycznymi wynikami 
miareczkowania powinna być znacząco populowana w środowisku wodnym.  
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Wnioski 
 

Tautomeria 8-aza-izo-guaniny (z8izoGua), 2,6-diamino-aza-puryny (DaaPur), 8-
aza-guaniny (azaGua)   

 
• Najbardziej stabilnym tautomerem DaaPur w wodzie jest forma 

protonowana w pozycji N(9) 

• Amino-oxo tautomer azaGua protonowany w pozycjach N(1) oraz N(9) jest 
najbardziej stabilnym tautomerem w wodzie 

• Spośród tautomerów z8izoGua, najniżej energetyczną formą A38 jest ta, 
której maksima absorpcji znajdują się najbliżej przeskalowanych energii 
wzbudzenia, silnie wskazując protonację pozycji N(3) pierścienia 
pirymidynowego, czego wyniki eksperymentalne nie wyjaśniają 

• W porównaniu do guaniny kolejność energetyczna form A19 oraz A39 

z8izoGua jest odwrócona, a więc efekt mutacji izoCyt→Tym 

zaobserwowany dla alternatywnego kodu genetycznego może być 
spodziewany również przypadku zamiany izoGua na z8izoGua 
  

 Metylacja z8izoGua 

 

• Dla metylowanej w pozycji N(9) z8izoGua formy amino-oxo AO1 oraz AO3 
dominują w środowisku wodnym 

• Metylacja z8izoGua znacząco zwiększa populację amino-enolowych form 
Aec(t). Ten efekt nie jest spowodowany solwatacją, lecz raczej zmianami w 
strukturze elektronowej molekuły 

• Jako że tautomer AEc może być zarówno donorem jak i akceptorem 
wiązania wodorowego, może to skutkować utworzeniem trzech wiązań 
wodorowych z tyminą. Znacząca obecność AEc może doprowadzić do 

mutacji genetycznej izoCyt → Tym 

• Tautomery 9m-izoGua z uprotonowanym pierścieniem triazolowym 
wykazują charakter cwiterjonowy 

•  Dla kilku tautomerów niemożliwe jest rozpoznanie cwiterjonowości na 
podstawie analizy rzędów wiązań. Ich cwiterjonowy charakter może być 
potwierdzony tylko poprzez analizę rozkładu ładunków wyznaczoną za 
pomocą metod chemii kwantowej 
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Powinowactwo DaaPur oraz azaGua do PNP 
 

• Dwa najbardziej prawdopodobne mody wiązania DaaPur wewnątrz 
kieszeni wiążącej cielęcego PNP eksponują azot N8, co jest częściowo 
zgodne z wynikami eksperymentu, które wskazują na równowagę 
pomiędzy produktami rybozylowanymi w pozycjach N7 i N8 
  

• W przypadku azaGua najbardziej prawdopodobny mod wiązania eksponuje 
pozycję N9, co jest zbieżne z wynikami eksperymentu. Jak można zauważyć 
drugi w kolejności mod wiązania eksponuje pozycję N8, jednak następne 
trzy mody wiązania wskazują na potencjalną rybozylację w pozycji N9 
 

• pKa kluczowej reszty aminokwasowej w kieszeni wiążącej – Glu-201 – jest 
znacząco wyższe niż to wyznaczone eksperymentalnie dla układu 
modelowego, a zatem populacja protonowanej formy nie jest 
zaniedbywalna i musi zostać wzięta pod uwagę w procedurze dokowania 
 

• azaGua (6-oxo podstawnik) wiąże się z białkiem zawierającym 
zdeprotonowaną resztę Glu-201, natomiast DaaPur (6-amino podstawnik) 
z białkiem zawierającym uprotonowaną resztę Glu-201 
 

• Porównanie wyznaczonych modów wiązania badanych ligandów z 
inhibitorami obecnymi w strukturach krystalicznych sugeruje, że 
modyfikacja inhibitora (S)-PMPDAP, w którym łańcuch 2- (fosfonometoksy) 
propylowy jest przyłączony w pozycji 8 zamiast w pozycji 9, może zwiększyć 
jego powinowactwo wiązania się do białka PNP 

 

• Podział modów wiązania ligandów na cztery rodziny ekspozycyjne 
(eksponujące atomy N3, N7, N8 i N9) oraz analiza ich zmian energii 
swobodnej Gibbsa w procesie wiązania do białka PNP wskazuje na 
ekspozycję N8 dla DaaPur oraz N8 lub N9 dla azaGua. Analiza rodzin 
ekspozycyjnych uwzględnia populacje różnych form tautomerycznych 
ligandów oraz form protonacyjnych reszty Glu-201 
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III. Streszczenie w języku polskim 
 

Równowaga tautomeryczne form aminowych 2,6-diamino-8-azapuryny, 8-aza-

izo-guaniny oraz 8-azaguaniny została wyznaczona za pomocą obliczeń DFT na 

poziomie B3LYP/6311+G(d,p) oraz BHandHLYP/cc-pVTZ. Najbardziej 

prawdopodobny tautomer 2,6-diamino-8-azapuryny jest protonowany w pozycji 

N(9), co jest zbieżne z wynikami dostępnymi danymi eksperymentalnymi. 

Tautomer o najniższej energii swobodnej 8-aza-izo-guaniny jest protonowany w 

pozycjach N(3) i N(8). W przypadku ważniejszego biologicznie tautomeru N(9)-H 

prawdopodobieństwo protonacji w pozycji N(3) jest wyższe niż w N(1). Ten wynik, 

obserwowany również dla izo-guaniny, pokazuje odwrócone 

prawdopodobieństwo protonacji w pozycjach N(3) i N(1) w porównaniu z 

guaniną, a więc efekt mutacji izocytozyna->tymina, zaobserwowany dla 

alternatywnego kodu genetycznego, może również mieć miejsce w przypadku, 

kiedy izo-guanina zostanie zastąpiona 8-aza-izo-guaniną. Wyraźnie dominującym 

tautomerem 8-aza-guaniny jest forma uprotonowana w pozycji N(1) oraz N(9), co 

jest zgodne z wynikami otrzymanymi dla guaniny. Zatem guanina może z 

powodzeniem zostać zastąpiona przez 8-aza-guaninę, ponieważ nie niesie to ze 

sobą konsekwencji w postaci zaburzenia interfejsu Watsona-Cricka. Obliczone 

energie stanów wzbudzonych dla 8-aza-izo-guaniny oraz 2,6,-diamino-8-

azapuryny pozostają w dobrej zgodności z dostępnymi danymi 

eksperymentalnymi i wskazują na najbardziej prawdopodobne tautomery, jako 

te odpowiedzialne za absorpcję.  

Obraz tautomeryczny 9-metylo-8-aza-izo-guaniny został zbadany również 

metodami hybrydowej chemii kwantowej (BHandHLYP/cc-pVTZ) oraz dodatkowo 

metodami kompozytowymi (G3, G4). Najbardziej dominującymi tautomerami są 

formy amino-oxo, które są protonowane w pozycjach N(1) i N(3). Ta kolejność 

dominacji jest zgodna z wynikami tautomerii otrzymanych dla 8-aza-izo-guaniny, 

ale metylacja badanej cząsteczki powoduje znaczny wzrost populacji form amino-

enolowych protonowanych w pozycji O(2). Analiza właściwości 

elektrostatycznych 9-metylo-8-aza-izo-guaniny pokazuje, że dominujące 

tautomery mają równomierny rozkład ładunku, ale zdecydowana większość 

wysokoenergetycznych form protonowanych na pierścieniu triazolowym to 

cwiterjony.  

Fosforylaza nukleozydów purynowych (PNP) jest enzymem, który katalizuje 

odwracalny proces konwersji (rybozylacja i fosforoliza) między zasadami 

nukleinowymi (purynami) i ich nukleozydami. Badania eksperymentalne 
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wykazały, że cielęce PNP rybozyluje analogi purynowe w określonych pozycjach - 

2,6-diamino-8-azapuryna w pozycjach 7 lub 8 i 8-azaguanina w pozycji 9 

pierścienia triazolowego. Przyczyną tego zjawiska może być różna ekspozycja 

substratów purynowych na kanał prowadzący do miejsca wiązania. Tę hipotezę 

zweryfikowano przez zastosowanie technik modelowania molekularnego do 

dwóch kompleksów analogów purynowych 2,6-diamino-azapuryny - cielęce PNP 

(kod pdb: 1LVU) i 8-azaguaniny - cielęce PNP (kod pdb: 2AI1). Wyniki uzyskane w 

połączeniu z metodami chemii kwantowej, dokowania i dynamiki molekularnej 

wykazały jakościową trafność naszej hipotezy. Energie swobodne wiązania 

układów białko-ligand pokazały, że najbardziej prawdopodobne mody wiązania 

eksponują azot N(8) w przypadku kompleksu z 2,6-diamino-8-azapuryną i azot N9 

dla kompleksu z 8-azaguaniną w kierunku kanału wiążącego, a także wykluczają 

ekspozycję N9 dla 2,6-diamino-8-azapuryny i N7 dla 8-azaguaniny, co jest 

częściowo zgodne z danymi eksperymentalnymi. Innym ważnym wynikiem 

uzyskanym w tym badaniu jest znacznie większa populacja protonowanej formy 

kluczowej reszty Glu-201 (ze względu na jej obecność w kieszeni wiążącej), w 

porównaniu ze standardową protonacją niezwiązanego kwasu glutaminowego w 

roztworze. Wynik ten w połączeniu z populacjami postaci tautomerycznych obu 

badanych układów silnie sugeruje, że 2,6-diamino-8-azaguanina i 8-azaguanina 

są rozpoznawane przez białka odpowiednio ze zdeprotonowaną i protonowaną 

resztą Glu-201. Porównanie wyznaczonych modów wiązania badanych ligandów 

z inhibitorami obecnymi w strukturach krystalicznych sugeruje, że modyfikacja 

inhibitora (S)-PMPDAP, w którym łańcuch 2- (fosfonometoksy) propylowy jest 

przyłączony w pozycji 8 zamiast w pozycji 9, może zwiększyć jego powinowactwo 

wiązania się do białka PNP. 
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IV. Streszczenie w języku angielskim 
 
Tautomeric equilibrium of the 2,6-diamino-8-azapurine, 8-aza-iso-guanine and 8-

azaguanine amino forms was determined by DFT calculations at 

B3LYP/6311+G(d,p) and BHandHLYP/cc-pVTZ level of theory. The most populated 

tautomer of 2,6-diamino-8-azapurine is protonated at position N(9), which is 

consistent with the results available from experimental data. The tautomer with 

the lowest free energy of 8-aza-iso-guanine is protonated at positions N(3) and 

N(8). In case of the biologically important N(9)-H tautomer, the probability of 

protonation at the N(3) position is higher than at N(1). This result, also observed 

for iso-guanine, shows the inverse probability of protonation at positions N(3) 

and N(1) compared to guanine, and thus the effect of the isocytosine->Thymine 

mutation, observed for the alternative genetic code, can also occur if iso-guanine 

is replaced by 8-aza-iso-guanine. The clearly dominant tautomer of 8-aza-guanine 

is the form protonated at the positions N(1) and N(9), which is consistent with 

the results obtained for guanine. Therefore, guanine can be successfully replaced 

by 8-aza-guanine, because it does not affect a Watson-Crick interface. The 

calculated energies of the excited states for 8-aza-iso-guanine and 2,6-diamino-

8-azapurine are in good agreement with available experimental data and indicate 

the most likely tautomers as those responsible for absorption. 

The tautomeric picture of 9-methyl-8-aza-iso-guanine was also examined by 

hybrid quantum chemistry (BHandHLYP /cc-pVTZ) and additionally by composite 

methods (G3, G4). The most dominant tautomers are amino-oxo forms that are 

protonated at positions N(1) and N(3). This order of dominance is consistent with 

the results of tautomerism obtained for 8-aza-iso-guanine, but the methylation 

of the molecule under investigation causes a significant increase in the 

population of amino-enol forms protonated at position O(2). Analysis of the 

electrostatic properties of 9-methyl-8-aza-iso-guanine shows that the dominant 

tautomers have uniform distribution of charge, but the vast majority of high-

energy forms protonated on the triazole ring are zwitterions. 

Purine nucleoside phosphorylase (PNP) is an enzyme, that catalyzes reversible 
conversion process (ribosylation and phosphorolysis) between nucleobases 
(purines) and their nucleosides. Experimental studies showed 
that calf PNP ribosylates purine analogs in specific positions – 2,6-diamino-8-
azapurine in positions 7 or 8 and 8-azaguanine in position 9 of the triazole ring. 
The reason of this phenomena can be a result of different exposition of purine 
substrates to the channel leading to the binding site. This hypothesis was verified 
by application of molecular modelling techniques to two complexes of purine 
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analogs 2,6-diamino-azapurine – calf PNP and 8-azaguanine – calf PNP (pdb-
code: 1LVU and 2AI1, respectively). The results obtained with combination of 
quantum chemistry, docking and molecular dynamics methods 
showed qualitative validity of our hypothesis. Binding free energies of protein-
ligand systems showed that most probable binding poses expose N8 nitrogen 
for 2,6-diamino-8-azapurine and N9 nitrogen for 8-azaguanine into the binding 
channel and ruled out exposition of N9 for 2,6-diamino-8-azapurine and N7 for 8-
azaguanine, partially in agreement with the experimental data. The other 
important result obtained in this study is a significantly higher population of 
protonated form of crucial residue Glu-201 present in the binding pocket, 
compared to the standard protonation of free glutamic acid in solution. This 
result combined with populations of tautomeric forms of both investigated 
systems strongly suggests that 2,6-diamino-8-azaguanine and 8-azaguanine is 
recognized by proteins with deprotonated and protonated Glu-201 residue, 
respectively. Comparison of computed binding poses of the investigated ligands 
to the inhibitors present in crystal structures suggests that modification of (S)-
PMPDAP inhibitor, in which 2-(phosphonomethoxy) propyl chain is attached at 
position 8 instead of position 9, might increase its binding affinity.  
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