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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 

Актуальність теми. Необхідність створення лікарських препаратів нового покоління є  нагальною  проблемою у зв’язку з поширенням нових небезпечних захворювань, таких як СНІД і  гострий респіраторний синдром, та  виникненням стійких до існуючих ліків штамів  низки  патогенних агентів та форм тяжких недуг.  

Відомо, що азотовмісні гетероцикли (азоли, азини, тіазини, тіазоли, оксазоли тощо) відіграють важливу роль у функціонуванні живої клітини. Їхні фрагменти присутні у найважливіших біомакромолекулах будь-якого організму. Крім того,  ці сполуки та їхні похідні є ефективними фармакофорами. Тому пошук біологічно ефективніших представників цього класу сполук  є актуальним як з наукової (інструментарій молекулярно-біологічних досліджень), так і з практичної (хіміотерапевтичні препарати) точки зору. 

Препарати, отримані на основі азапіримідинів, мають широкий спектр біологічної дії. Так, зокрема, похідним 6-азацитозину притаманні противірусні, протипухлинні та антимікробні властивості.  Останнім часом поновився інтерес до ненуклеозидних інгібіторів (ННІ) - модифікованих піримідинів та їхніх азааналогів і нині на основі триазинових та піримідинових сполук вже синтезовано кілька серій  інгібіторів зворотної транскриптази вірусу імунодефіциту людини (ЗТ ВІЛ). Виявилося, що ці препарати здатні суттєво пригнічувати ЗТ мутантних форм ВІЛ,  які вже втратили чутливість до класичних інгібіторів.

Сучасний рівень наукових знань передбачає якісно нові, комплексні підходи до дизайну    селективних  і ефективних хіміотерапевтичних препаратів: комп’ютерне  моделювання просторової структури ліганду, його  докінг із моделлю  сайту зв’язування ферментативної мішені та подальше вдосконалення базової молекули введенням фармакофорних замісників, покликаних підвищувати селективність дії вибраних  сполук та їхню ефективність. Скринінг перспективних лігандів на ферментативних та клітинних модельних системах  дозволяє виявити найперспективніші  молекулярні структури. Такі комплексні підходи дозволяють значно скоротити та здешевити  хімічний синтез та доклінічні дослідження на тваринах і підвищити ступінь розуміння  механізмів біологічної  дії. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційний матеріал відповідає планові науково-дослідних робіт відділу   синтетичних біорегуляторів Інституту молекулярної біології та генетики НАН України. Її виконано за бюджетною темою  „Розробка нових інгібіторів синтезу нуклеїнових кислот на основі кон’югатів функціонально заміщених триазинів та феназинів” (№ держреєстрації 0103U000071, 2003- 2007 рр.) та в рамках науково-дослідних проектів: „Створення нового противірусного і протимікоплазменного препарату на основі субстанції 6-азацитидину” (програма „Фонд прикладних досліджень” ДКНТ України, № держреєстрації 0197U016205, 1997 – 2000 рр.), „Дослідження фізико-хімічних особливостей  внутрішньомолекулярної організації нуклеозидів триазинового ряду, що зумовлюють їхню біологічну активність” (програма НАН України ”Молекулярні основи функціонування геному та його регуляція”, № держреєстрації 0104U000436, 2002 – 2006 рр.) та „Високоефективні інгібітори для боротьби із збудниками мікозів та мікотоксикозів людини на основі заміщених амідів триазиніл-6-пропанкарбонової кислоти” (цільова програма НАН України,  

№ держреєстрації 0106U000541, 2004- 2006 рр.).

 Мета і завдання  дослідження. Мета роботи – комплексний дизайн низки  біологічно активних  сполук – низькомолекулярних регуляторів синтезу нуклеїнових кислот (НК)  на  основі  азапіримідинових основ,  триазинів з оксо-, тіоксо- і аміногрупами та їхніх кон’югатів з фармакофорними молекулами.

Для  досягнення поставленої мети  вирішували такі завдання: 

1. Розробити ефективні методи синтезу похідних азапіримідинів, заміщених різними фармакофорами,  та їхніх кон’югатів з феназин-1-карбоновою кислотою (ФКК-1). Отримати ці сполуки у кількостях, необхідних для експериментальних досліджень, та  підтвердити їхню  будову фізико-хімічними методами.

2. На модельній системі транскрипції експериментально проаналізувати біорегуляторні властивості отриманих сполук та встановити зв’язок „структура-біоактивність.”

3. Сучасними методами квантової хімії здійснити конформаційний аналіз синтезованих азапіримідинів та їхніх феніламінопохідних, а також  дослідити структурно-енергетичні  властивості таутомерних форм. Встановити структуру енергетично найвигідніших комплементарних пар зазначених похідних з природними  нуклеозидами. 

4. Квантово-хімічним методом функціоналу густини змоделювати структуру молекулярної мішені - каталітичного сайту ДНК-залежної РНК полімерази фага Т7 (Т7-РНКП), та вивчити особливості взаємодії з нею базових  азапіримідинових сполук.

5. Неемпіричними квантово-хімічними методами вивчити  конформаційні можливості 6-азацитидину  і деяких  його аналогів та дослідити взаємодію цих сполук з модельним каталітичним сайтом  Т7-РНКП.

Об’єкт дослідження: механізм взаємодії молекулярної  моделі каталітичного центру Т7-РНКП   та похідних 6-азацитозину і 6-азацитидину.

Предмет дослідження: комплексний  дизайн та синтез низькомолекулярних  біорегуляторів.

Методи дослідження: напівемпіричні (РМЗ) і неемпіричні (МР2 6-311++G(3df, 3pd), МР2-6-311++-G(d, p), MP2/6-31G(d,p),  DFT/6-31G(d,p) і НF/6-31G(d,p)) квантово-хімічні методи; метод молекулярної механіки у силовому полі ММFF,  органічний синтез; УФ-, ІЧ- та 1H ЯМР-спектрометрія; тонкошарова хроматографія (ТШХ).

Наукова новизна одержаних результатів. Отримано серію раніше не описаних в літературі  функціонально заміщених  похідних азапіримідинових основ та їхніх кон’югатів  з ФКК-1. В результаті вперше проведених досліджень низки нових фенілзаміщених похідних азапіримідинових основ та їхніх кон’югатів на модельній системі транскрипції in vitro виявлено їхні біорегуляторні властивості. Вперше проведено конформаційний аналіз низки нових амінопохідних 6-азапіримідинів, кон’югатів на основі похідних ФКК-1 і триазинів та аномального нуклеозиду 6-азацитидину квантово-хімічним  методом ab initio на рівні теорії B3LYP/6-31G(d, p) //HF6-31G(d, p).  

Отримані результати  істотно розширюють і поглиблюють існуючі  уявлення про конформаційну варіабельність та протонну рухливість похідних азапіримідинових основ, та про можливі молекулярні механізми біологічної дії останніх. Виявлені особливості сполук  дозволяють стверджувати, що досліджені структури мають “універсальний” характер, оскільки утворюють водневі зв’язки  як з канонічними пуриновими,  так  і з  піримідиновими основами ДНК. 

Сучасними  методами обчислювальної біології вперше створено молекулярну  модель каталітичного сайту Т7-РНКП та in silico вивчено особливості  взаємодії  створених сполук з цією молекулярною мишенню. Встановлено можливий молекулярний  механізм  дії на мішень амінопохідних 6-азапіримідинів, композитних сполук та нуклеозидів 6-азацитозину. Застосування цього підходу дозволило виявити втручання азануклеозиду у тонкий механізм відбору “правильного” нуклеотиду, яке  відіграє вирішальну роль у пригніченні транскрипції, що підтверджене  в експериментах  in vitro. 

Практичне значення одержаних результатів. Розроблено високоефективні та технологічно зручні методи синтезу біологічно активних похідних азапіримідинових основ та їхніх кон’югатів з ФКК-1. На модельній системі транскрипції in vitro вперше виявлено групу   ефективних регуляторів  біосинтезу РНК. Встановлено, що саме замісники у 2- та 4-положеннях гетероциклу відповідають власне за   біорегуляторні властивості сполук, а природа фармакофорного замісника визначає  рівень їхнього прояву. Отримані результати щодо таутомерних та конформаційних властивостей досліджених сполук і  особливостей  взаємодії цих речовин з каталітичним сайтом ферменту можуть бути корисними для планування експериментів з конструювання нових біологічно-активних сполук. Скринінг синтезованих препаратів на різних тест-системах дає підстави сподіватися  на можливість використання їх як перспективних антимікробних та протипухлинних засобів. 

Результати роботи підтверджують продуктивність обраного комплексного підходу: він може бути корисним як  при  дизайні нових біологічно-активних сполук, так і при вивченні їхніх молекулярних  механізмів дії.  

Особистий внесок здобувача. У всіх опублікованих у співавторстві наукових працях за темою дисертації особистий внесок здобувача полягає у власноруч проведених хімічних експериментах, комп’ютерних  обчисленнях,   аналізі та інтерпретації отриманих результатів і зіставленні їх із літературними даними, обговоренні результатів, написанні наукових праць та оприлюдненні отриманих результатів на наукових конференціях, з’їздах тощо. Дослідження протипухлинної активності проводилися у Національному інституті раку (США) та в Інституті експериментальної патології, онкології та радіобіології ім. Р.Е. Кавецького НАН України. Дослідження на бактеріях та міцеліальних і дріжджеподібних грибах проведено на кафедрі мікробіології ветеринарного факультету Національного аграрного університету УААН. Тестування іn vitro з використанням Т7-РНКП виконані в Інституті молекулярної біології та генетики НАН України у відділі синтетичних біорегуляторів. Постановку наукових завдань дослідження та подальшу інтерпретацію результатів здійснено спільно з науковим керівником к.х.н. Пальчиковською Л.Г. та науковим консультантом д.б.н. Шведом А.Д. Розробку методик  хімічного синтезу проводили спільно  з к.х.н. Алексєєвою І.В. Консультацію з постановки  розрахункових експериментів та аналізу їхніх результатів проведено з  д.б.н., проф., член-кор. НАНУ Говоруном Д.М.  Тестування на бактеріях та  міцеліальних і дріжджеподібних грибах проведено спільно з к.б.н. Баштою Е.В.

Апробація результатів дисертації. Матеріали  дисертаційної роботи доповідалися на XVIII Українській конференції з органічної хімії ( Дніпропетровськ, 1998), XII Міжнародному симпозіумі з хімії природних сполук (Бухара, Узбекістан,  1998),  Міжнародній конференції “Хімія азотовмісних гетероциклів” (Харків, 2000), 1 Міжнародній конференції „Біологія та генетика„ ( Київ, 2001), XIII Міжнародному симпозіумі „Молекулярні аспекти хіміотерапії” (Гданськ, Польща, 2001), 8-му Українському біохімічному з’їзді  (Чернівці, 2002),  4-ій Парнасівській конференції “Молекулярні механізми клітинної активації: біологічні сигнали та їх ферментативні мішені” ( Вроцлав, Польща, 2002), Молодіжній конференції з молекулярної біології  (Київ,  2003) та  Міжнародній конференції  “Сучасні проблеми теоретичної фізики”  (Київ, 2003), ІІІ Міжнародній конференції “Зв'язок та молекулярна взаємодія” (Київ, 2006). 

Публікації. За темою дисертації опубліковано 19 наукових праць, із них – 8 статей у фахових журналах, та тези 11 доповідей у збірниках матеріалів з’їздів і конференцій.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається з вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, експериментальної частини, узагальнення одержаних результатів, висновків і списку використаних джерел. Повний обсяг дисертації складає 124 сторінки, містить 30 рисунків і 15 таблиць. Cписок використаних джерел складає 138 найменувань.

ОСНОВНИЙ  ЗМІСТ РОБОТИ
Матеріали і методи дослідження. Низькомолекулярні біорегулятори на основі функціонально заміщених 3(5)-амінотриазинонів одержували реакцією  вихідних 3(5)-алкілмеркаптопохідних з  відповідним амінозамісником. Феназино-триазинові кон’югати отримували  конденсацією  натрієвої солі 5-меркапто-6-азаурацилу з галоїдвмісними похідними ФКК-1 та 4-алкілмеркапто-6-азаурацилу з N1-(2-аміноетил)-амідом  або гідразидом ФКК-1. Перебіг реакцій контролювали методом ТШХ  на   пластинах  “Merck”  (Німеччина). Індивідуальність та чистоту синтезованих сполук контролювали сукупністю фізико-хімічних методів, а саме -УФ, ІЧ- та ЯМР-спектроскопією. Оптичні спектри електронного поглинання записували на спектрофотометрі Specord UV- VIS (“Сarl Zeiss”, Німеччина). Спектри  1Н ЯМР реєстрували на спектрометрі  “VARIAN”-300  (США)  в  DMSO-d6  з використанням тетраметилсилану як внутрішнього стандарту. 

Напівемпіричні квантово-хімічні розрахунки проводили  методом РМ3, неемпіричні  - методом ab initio на рівні теорії  МР2 6-311++G(3df, 3pd) // МР2-6-311++-G(d, p). Коливальні спектри розраховували в гармонійному наближенні, використовуючи  масштабний множник для частот 0,94. Застосовано вільно поширювані  програмні пакети GAMESS ( US)   та  NWChem 4.5.  Використано такі просторові моделі Т7-РНКП, PDB ID: 1QLN, 1S77, 1S0V, 1MSW, 1CEZ та 1H38. До моделі активного центру полімерази залучали найближчі амінокислотні  залишки, а саме -  TYR 639, HIS 788, ARG 423, ARG 425, HIS 811 і   TYR 422  (PBI ID: 1S0V). 

Усі обчислювальні експерименти виконано на високопродуктивному кластері Інформаційно – обчислювального центру Київського національного університету імені Тараса Шевченка.    
Результати досліджень та їх обговорення.

Синтез похідних 6-азапіримідинонів та їхніх кон’югатів з феназин-1-карбоновою кислотою. Введення функціональних груп в електронодефіцитні положення 6-азапіримідинового циклу  здійснювали  нуклеофільним заміщенням реакційноздатних метилмеркапто- або бензилмеркаптогруп відповідними аміно замісниками (В). Використання як вихідного 2-бензилмеркапто-6-азатиміну (A)  дозволило синтезувати його 2-амінопохідні 1-11 з  достатньо  високими виходами (рис.1).

Рис. 1. Схема синтезів 2- та 4-амінопохідних 6-азапіримідинів

 Отримані сполуки - кристалічні,  безбарвні, з  високою температурою плавлення, стабільні  при зберіганні,   розчинність речовин у воді та спиртах обмежена, фізико-хімічний аналіз підтвердив можливість їхнього існування  в аміно- та іміно-  таутомерних формах.

Встановлено нееквівалентність протонів екзо-аміногрупи  6-азацитозину.  Імовірне пояснення - утворення одним з атомів водню Н-зв’язку з сусіднім атомом азоту  у положенні 3 циклу. Натомість  екзо-циклічна група 5-метил-6-аза-ізоцитозину   не має такої аномалії.   

Аналізуючи спектральні дані синтезованих 2-бензиламінопохідних базової сполуки 1 суттєвих змін у ЯМР- та УФ- спектрах, які слугують джерелом інформації  про  таутомерний статус  сполук,  не зафіксовано. Сигнал протонів  метиленової групи у складі С2-замісника розщеплений екзо-амінопротоном (спектр 1Н ЯМР) і  реєструється у вигляді дублету, що виключає існування іміноформи. Порівнюючи зареєстровані нами  величини хімічних зсувів амінопротонів триазинового кільця і протонів екзо-NH груп з літературними даними, можна припустити, що  вищезгадані  сполуки існують у формі пара-хіноїдних таутомерів (рис.1). УФ-спектри одержаних похідних також свідчать про пара-хіноїдну структуру. Основна смуга поглинання амінопохідних 3 – 11 знаходиться поблизу максимуму  6-aza-isoCyt або має прихований максимум поблизу 250 нм, що збігається з даними для відповідних амінопохідних триазин-нуклеозидів  з фіксованою парахіноїдною структурою. У такий же спосіб доведено існування 4-бензиламіно-таутомерів для досліджуваних похідних 6-азацитозину.  
Щодо  арилзаміщених аміно-похідних базових основ 1 і 12, то вплив природи і положення замісника у фенільному радикалі значно ускладнює визначення таутомерної форми амінопохідних 3-5, 14-16, 18-22  через значні розбіжності у перерозподілі електронної густини  у таких структурах порівняно з  базовою молекулою. Це суттєво відбивається як на положенні  максимумів поглинання  УФ спектрів, так і значеннях хімзсувів сигналу протону  груп  NH.

Властивість похідних феназину „обманювати„ множинну резистентність до лікарських препаратів спонукала нас до залучення ФКК-1 як другого композиційного фрагмента при створенні кон’югатів феназин-1-карбонової кислоти (28) та похідних 6-азапіримідинів. Це передбачає конструювання лінкерного ланцюжка, що з’єднує обидва гетероцикли. Спейсер нарощували за рахунок введення різних алкілдіаміногруп  до молекули ФКК-1. Для формування триазинового фрагмента використано 4- та 5- меркаптопохідні (38, 39) 6-азаурацилу,  38 - для конденсації  з сполуками 31 та 32, які мають вільну NН2 групу, 39 - з галоїд похідними ФКК-1 30 та 36 ( рис. 2). Такому підходу було надано перевагу, беручи до уваги структурні особливості  феназинового гетероциклу, які дозволяють отримувати  монозаміщені аміди, застосовуючи  симетричні алкілдіаміни. Подальша модифікація  амідів  ФКК-1  подовжує спейсерний ланцюг і утворює нову групу галоїдвмісних реакційноздатних синтонів. 

Рис. 2. Схема  синтезу  кон’югатів - похідних ФКК та похідних 6-азапіримідинів

Кон’югати з найкоротшим та найдовшим спейсерним    ланцюгом    (33  та  37)  отримано     конденсацією   натрієвої    солі 5-меркапто-6-азаурацилу з галоїдвмісними похідними ФКК-1. Кон’югати 34 та 35  одержували конденсацією відповідно N1- (2-аміноетил)-аміду  ФКК-1  (31) та  її гідразиду   (32)  з  4-метилмеркапто-6-азаурацилом.

Запропонована нами схема синтезу забезпечує відносну швидкість та продуктивність  процесу конденсації. Одержані кон’югати - кристалічні, забарвлені (смуга поглинання при 370 - 400 нм) сполуки з високими температурами плавлення.

Розчинність  синтезованих сполук у воді та  спирті при кімнатній температурі обмежена; будову одержаних речовин підтверджено фізико-хімічними методами. В сполуках  35 і 37, що містять гідразогрупи, амінопротони реєструють у вигляді слабких  розширених сигналів  в ділянці 12,5-11,5 м.ч., тобто знаходяться у частковому обміні, і не можуть бути  визначені достеменно. В той же час протон  екзо-аміногрупи триазину  потрапляє,  на нашу думку, у ділянку екранування неподіленою парою електронів сусіднього атому азоту  і реєструється при 8,6 м.ч. 

За даними конформаційного аналізу встановлено принципові ознаки формування “складеної” просторової структури композитів - це внутрішньомолекулярні водневі зв’язки та стекінг-взаємодія ароматичних систем обох гетероциклів, що стабілізують конформації молекул (рис. 3).          

Рис. 3. Геометрична структура енергетично найвигідніших конформерів композитів за даними квантово-хімічних розрахунків методом аb initio на рівні теорії B3LYP 6-31G(d, p)/ HF6-31G(d, p )

 Дані  1Н-ЯМР- і УФ- спектроскопії підтверджують, що основними чинниками утворення “складеної” структури композитів є взаємодія між структурними елементами композитних доменів через Н-зв’язки.

Конформаційний аналіз модельних структур 6-азапіримідинів та їхніх  феніламінопохідних. Модельні молекули мають арил- та арилалкільні фрагменти  у положеннях 2 та 4 гетероциклу: N-феніл- та N-бензилпохідні 6-азацитозину (6-azaCyt), 6-аза-ізоцитозину (6-aza-isoCyt) і 5-метил-6-аза-ізоцитозину (5Me-6-aza-isoCyt).

 Встановлено, що бензиламінопохідне 6-аza-іsоСyt посідає особливе місце поміж досліджуваних структур. Вісім енергетично найвигідніших його ізомерів -  чотири прототропні таутомери та їхні чотири поворотні конформери - (6а-г, 6а*-г*, рис. 4)  мають близькі значення відносних енергій, що лежать у межах 0:1,7 ккал/моль. Інші  амінозаміщені  6-аza-іsоСyt  і  6-аzaСyt такого широкого спектра енергетично близьких таутомерів не мають. 

Енергетично найвигідніші таутомери досліджуваних сполук  реалізуються завдяки міграції  атома водню між атомами  азоту N2 і N4 триазинового гетероциклу  та екзоциклічним атомом азоту,  утворюючи, в тому числі (поряд з іншими), парахіноїдні структури. Енольні таутомери виявилися менш поширені. 
         6а         6 б             6в             6г              6а*          6 б*               6в*            6г*
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Рис. 4. Прототропні таутомери  5Ме-6-aza-isoCyt та їхні поворотні конформери  (розрахунок на рівні теорії B3LYP 6-31G(d, p)/ HF6-31G(d, p ) ; ДЕ подано у ккал/моль) 

Для моделювання специфічної взаємодії амінопохідних 6-азаоснов з природними нуклеозидами відбирали їхні  низькоенергетичні  таутомери з  найбільш вигідним і зручним для Н-зв’язування розміщенням донорних і акцепторних центрів та  гідрофобного  фрагмента у молекулах чотирьох модельних амінопохідних ( 3, 6, 14, 17) 6-аза-основ.

Відносна енергія утворення комплексів  свідчить про  реальну можливість їхнього існування. Пари, стабілізовані двома Н-зв’язками, мають енергію взаємодії (ДЕвз) у межах 15-18 ккал/моль, що відповідає енергії пари А:Т(U) (10,8 – 14,4 ккал/моль);  пари з трьома водневими  зв’язками (рис. 5)   мають ДЕвз у межах 22-32 ккал/моль,  що відповідає або перевищує енергію пар C:G (23-28 ккал/моль), а пара V  має винятково високу ДЕвз -  40 ккал/моль. 

Коли тип водневого зв’язку повністю збігається з існуючим  у канонічній парі G:C, ДЕвз у парі найбільша, попри її  конфігурацію ( Вотсон-Криківська -V, IX, XII, XIII;  перевернута Вотсон-Криківська - IV ); просторове розташування гідрофобного фрагмента  у комплексах V і IX відповідає   положенню арильного замісника у парі  Козарелі-Райта ХІV.
Таутомери аза-основ 3б і 6б, утворюючи комплекси, що імітують А:Т взаємодію, здатні і до нетрадиційного спарювання (Wobblе-пари ). Їхня ДЕвз дорівнює або перевищує верхню межу значень енергії  канонічної А:Т пари, орієнтація гідрофобного фрагмента у цих парах  відповідає очікуваній.   

Більшість амінозаміщених триазинів, залучених до утворення пар, надають перевагу Н-зв’язуванню з канонічними пуринами (рис.5). Проте бензиламінопохідне 6 (у формі таутомерів 6а, 6а*, 6б, 6в) може виступати у ролі „універсальної основи”,  взаємодіючи як з піримідинами,  так і з пуринами,  що, на наш погляд, є наслідком низького енергетичного бар’єру інтерконверсії таутомерів (наприклад, перехід 6а* у 6в, тобто перенесення  протону із положення N2 у N3 “коштує” всього лише 0,2 ккал/моль ( рис. 4) ).

Рис. 5 .  Конформації та енергетичні характеристики Н-зв’язаних пар канонічних основ з похідними азаоснов (оптимізація на рівні теорії B3LYP 6-31G(d, p) // HF 6-31G(d, p) ; ДЕвз подано у ккал/моль)

Таким чином, поєднання  теоретичних та експериментальних досліджень виявило, що 2-амінопохідні 6-aza-isoCyt найбільше корелюють із структурними можливостями  6-ариламіноурацилу.  Два таутомери феніл- та бензиламінопохідних 6-aza-isoCyt ( 3г* та 6в ), імітуючи пуринову основу, утворюють  доволі сильні Н-зв’язки з цитозином. Відносна енергія утворених пар  дорівнює  40,1 та 28,0 ккал/моль відповідно. 

Модельювання ділянки каталітичного сайту ДНК-залежної РНК полімерази фага Т7.  За  очікуваним механізмом  дії ариламіди азаоснов мають формувати непродуктивний  комплекс з матрицею і полімеразою. При цьому передбачається, що азапіримідинова основа утворює три Н-зв`язки  з   цитозином матричного ланцюга, імітуючи гуанін, а  арильний фрагмент зв'язується з гідрофобною ділянкою ферменту і у такий спосіб стабілізує  комплекс, що утворюється, перешкоджаючи нормальному перебігу ферментативної реакції.  

 Синтезовані сполуки, що відповідали змодельованим структурам, показали очікувану пригнічувальну дію на  транскрипцію у безклітинній системі із використанням Т7-РНКП. 

РНК-полімерази вивчають тривалий час, але механізм дії цих ферментів сформульовано лише в загальних рисах. Це пов’язано з наявністю багатьох субодиниць у складі більшості РНК-полімераз, що ускладнює їхнє вивчення. У зв’язку з цим, для вирішення дослідницьких завдань, зручно використовувати міні-РНК-полімерази – ферменти, здатні здійснювати повний транскрипційний цикл, які мають більш просту будову, як наприклад, Т7-РНКП. 

Спираючись на дані рентгеноструктурного аналізу, нами побудовано молекулярну модель   активного центру комплексу Т7-РНКП з матрицею, як найбільш вірогідну ділянку для контакту з ариламідами азаоснов. До її  складу  входять канонічна пара  C:G та  амінокислотні залишки  Tyr 639, His 784, Arg 423, Arg 425,  His 811, Tyr 427, які безпосередньо  оточують та/або взаємодіють з нею і,  як відомо, беруть участь у  впізнаванні полімеразою “правильної” пари.  Потім  у модельному комплексі G було замінено  на інгібітор, який утворює Wobble-пару з цитозином матричного ланцюга, та проведено розрахунки, які визначили характер взаємодії неканонічної пари з амінокислотним оточенням (рис. 6).     

За аналізом модельного комплексу встановлено, що His784, Arg 425 та Tyr 639 безпосередньо взаємодіють з бензиламіно-6-аза-ізоцитозином, стабілізуючи потрійний непродуктивний комплекс інгібітор:матриця:полімераза  завдяки   водневим зв'язкам та стекінг-взаємодіям. Відносна стабільність утвореного комплексу підтверджується результатами біологічного тестування, при якому спостерігається пригнічення синтезу РНК в  безклитинній системі за участі Т7-РНКП.

Рис. 6.  Модель взаємодії пари інгібітор:1-MeC  у  каталітичному сайті Т7-РНКП  (розрахунок на рівні теорії  B3LYP/6-31G (d, p))

Конформаційні можливості аномального нуклеозиду 6-азацитидину (6-azaCyd).  Конформаційний аналіз глікозидного похідного 6-азацитозину, для якого встановлено противірусну та протипухлинну дію, проводили у два етапи. Спочатку на рівні теорії HF/6-31G (d, p) в режимі повної оптимізації сканували гіперповерхню потенціальної енергії 6-azaCyd. Було виявлено усі локальні мінімуми –11 конформерів (включаючи глобальний мінімум – основний конформаційний стан),  які лежать у діапазоні відносних енергій ∆ Е< 8,5 ккал/моль. П’ять енергетично найвигідніших із них утворюють такий ряд стабільності ( отриманий на рівні теорії MP2/6-31++G (d, p) // MP2/6-31G(d, p). Відносна енергія включає нульову коливальну енергію, яку розраховано  у гармонійному  наближенні): С2' -endo-syn* = С2'-endo-syn < С3'-endo-anti  < С3'-endo-syn <  С2'-endo-anti.

Ці конформації є високополярними – їхні дипольні моменти лежать у діапазоні 4,4 – 10,4 D. Характерно, що перехід із основного конформаційного стану С2'-endo-syn* у вироджений з ним за енергією стан С2'-endo-syn відбувається шляхом синхронного повороту гідроксилів у положеннях С2' і С3' на кут 180о навколо ординарних зв’язків C2'-O2' і C3'-O3' відповідно (рис. 7).

Також зафіксовано суттєву залежність пірамідалізації аміногрупи основи від конформації нуклеозиду. Оскільки на відміну від ізольованої основи, де пірамідалізація аміногрупи має дзеркально-симетричний характер, у нуклеозиді ці властивості  порушуються,  то  можна  говорити  про  неплощинну   будову   фрагмента > C4NH2  гетерооснови 6-azaCyd. Ми розцінюємо таку поведінку амінного фрагмента як прояв далекосяжного аномерного ефекту за участі вільної електронної пари аміногрупи та дипольного моменту цукрового залишку. Наголосимо, що всі ці структурні особливості 6-azaCyd мають внутрішньомолекулярне походження.

Рис. 7.  Конформери молекули 6-аzаСуd
Цікаву інформацію отримано щодо внутрішньомолекулярних Н-зв’язків, які стабілізують енергетично найвигідніші конформації 6-azaCyd в ізольованому стані. Всі без винятку конформації 6-azaCyd мають внутрішньомолекулярний H-зв’язок О3'H...O2' (О2'H...O3' для конформації С2'-endo-syn*), локалізований у цукровому залишку. Найсильніший внутрішньомолекулярний Н-зв’язок O5'H...О2 спостерігається у конформації 6-azaCyd С2'-endo-syn*: вірогідно для цього тут складаються найсприятливіші стереоелектронні умови, внаслідок чого частота коливання н (О5'H) знижується на 120 см –1 порівнянно з незбуреним значення (середнє значення 80 см –1). 

Крім того, показано, що конформація С3'-endo-anti/ар, яка є найближчою до тієї, що стабілізується у кристалі, має у вільному стані на 5,8 ккал/моль  вищу енергію, ніж основні конформації С2'-endo-syn* і С2'-endo-syn 6-azaCyd. Таким чином, рентгеноструктурний аналіз дає обмежене уявлення про конформаційні можливості 6-azaCyd.

 Нарешті, останній висновок стосується біохімічного значення одержаних даних. Як засвідчують отримані нами результати, немає вагомих підстав пов’язувати біологічну активність 6-azaCyd з конформацією, що спостерігається у кристалічному стані, як це нерідко зустрічається у літературних джерелах. Конформаційні можливості цього аномального нуклеозиду значно ширші – існує принаймні п’ять його конформацій з помітно нижчою енергією, ніж вищезгадана у кристалі, - що можуть бути найімовірнішими кандидатами на біологічно-активну “робочу” конформацію. 

Порівняльний аналіз поведінки 6-азацитидину та його глікозидного аналога - ксилофуранозиду 6-азацитозину - у модельній системі ДНК залежної РНК полімерази фага Т7. Аналіз, проведений методом молекулярної механіки (ММ) у силовому полі MMFF для ксилофуранозиду 6-азацитозину, з урахуванням оточення свідчить про те, що  положення гетероциклу у  модельній системі майже не змінюється,  порівняно з рибофуранозидом (за даними рентгеноструктурного аналізу). Що ж стосується цукрового залишку, то він, маючи свободу обертання  навколо глікозидного зв’язку,  утворює 3 неканонічні координаційні зв’язки з іоном Mg2+, які стабілізують інше положення глікозиду цього азануклеозиду в каталітичному сайті. 

Оптимізація геометрії комплексу  Mg2+- ксилофуранозид 6-азацитозину  показала, що  іон Mg2+  координований  атомами   О3`, О4`, О5` та N6  азануклеозиду з довжиною координаційних зв’язків  2,05; 1,99;  2,09 та 2,12 Ǻ , відповідно. Значення  заряду на атомі азоту N6 гетероциклічної основи при такій конфігурації комплексу  становить  0,418е,   що  майже на порядок перевищує аналогічний заряд для молекули у вільному стані - 0,053е. Тобто,   атом азоту N6 набуває властивості утворювати сильні координаційні зв’язки.

 Ускладнення системи введенням залишку тирозину, призводить до додаткової координації іона Mg2+ фенільним гідроксилом тирозину, утворюючи “павутину” відповідних координаційних зв’язків з атомами О3`, О4, О5, N6   ксилофуранозиду та гідроксилом тирозину  на   відстанях  - 2,08;  2,08;  2,19;  2,26 та 2,01 Ǻ  відповідно. У такій конфігурації ароматичне кільце тирозину та  6-азацитозину є планарними і лежать  майже в одній площині  (рис.8), що є важливим для комплементарної взаємодії з відповідною нуклеотидною основою. 

Рис.  8. Оптимізація геометрії комплексу  Mg2+- ксилофуранозид 6-азацитозину – Tyr 639, з урахуванням оточення, на рівні теорії B3LYP/6-31G (d, p)

У випадку рибофуранозиду 6-азацитозину ми отримали іншу картину:  координація іона Mg2+  в утвореному комплексі здійснюється  чотирма, а не п’ятьма, як у попередньому випадку, центрами - О4’, О5’ рибози, N6 основи та ОН тирозину, оскільки атом О3’ цукрового фрагмента просторово недоступний. Площини ароматичних кілець основи і тирозину розміщуються  під  кутом  одна  до одної.

Таким чином, методами обчислювальної біології  на моделі  каталітичного сайту  Т7-РНКП вперше  виявлено, що азануклеозиди можуть втручатися в механізм відбору правильного субстрату для синтезу НК. Низка сильних  координаційних  зв’язків  іона  Mg2+  з азануклеозидом і  з ОН групою Tyr 639 перешкоджають або значно ускладнюють як  впізнавання субстрату, так і  подальшу участь металу у каталітичному акті.  Це має суттєве значення у пригніченні процесу транскрипції, яке спостерігається в експерименті  іn vitro.

Дослідження біологічної активності змодельованих та синтезованих похідних 6 – азапіримідинів. Скринінг синтезованих похідних азапіримідинів та кон’югатів виявив серед похідних 5-метил-6-аза-ізоцитозину  низку перспективних  інгібіторів росту деяких видів бактерій та міцеліальних і дріжджеподібних грибів. 
Протипухлинну активність  сполук досліджували на 60 лініях пухлинних клітин. Найбільш виражений цитотоксичний ефект  отримано для кон’югатів 6-(2-оксо-2-феназин-1-іл-етил)-2H-[1,2,4]триазин-3,5-діон, феназин-1-карбонова кислота [2-(3,5-діоксо-2,3,4,5-тетрагидро-[1,2,4]триазин-6-іламіно)-етил]-амід (33 та 37) щодо деяких клітинних ліній лейкемії, меланоми, пухлин  передміхурової залози та головного мозку. 

Тестування похідних азапіримідинів та їхніх кон’югатів в безклітинній системі транскрипції з використанням Т7-РНКП (матриця pTZ19, зі вставкою 341 н.п.) виявило інгібіторні властивості вищезгаданих сполук. Ефективність пригнічення синтезу істотно залежить від структури та положення замісників у фармакофорних фрагментах (рис. 9).


Як РНК-, так і ДНК- полімерази каталізують одну й ту ж хімічну реакцію – утворення  фосфодіефірного  зв’язку   при  взаємодії  3’ -  гідроксильної  групи  з 

(-фосфатом субстратної молекули (d)NTP. Досягнутий останнім часом прогрес в галузі рентгеноструктурного аналізу ферментів обміну нуклеїнових кислот виявив значну топологічну подібність тривимірних структур еволюційно далеких і функціонально різних полімераз. Особливо подібні субдомени ″долоні″, де зосереджено саме консервативні мотиви А і С, що здійснюють каталітичну функцію ферментів і присутні в усіх без винятку РНК- і ДНК-полімеразах. На нашу думку біологічна активність змодельованих та синтезованих сполук може реалізуватися через синтез РНК і ДНК.

ВИСНОВКИ

Використання підходу, що охоплює комплексне моделювання інгібіторів з урахуванням структури потенційної мішені та синтезу змодельованих сполук, дозволило виявити декілька серій нових сполук - регуляторів синтезу РНК. Запропоновано молекулярний механізм їхньої дії на прикладі модельної (Т7-РНКП) полімерази.

1. Синтезовано серію (близько 100) нових функціонально заміщених похідних азапіримідинових основ та їхніх кон’югатів  з ФКК-1. Розроблено високоефективні та технологічно зручні методи синтезу біологічно активних представників  сполук цієї серії. 

2. Виявлено “універсальний” характер амінопохідних 6-азапіримідинів, а саме - здатність утворювати водневі зв’язки  як з канонічними пуриновими,  так  і  піримідиновими основами ДНК. 

3. Встановлено, що формування “сендвічевої” просторової структури композитів залежить від довжини спейсерного ланцюга і визначається внутрішньомолекулярними Н-зв’язками та стекінг-взаємодією ароматичних систем обох гетероциклів. 

4. Вперше    змодельовано   взаємодію синтезованих сполук з  ділянкою каталітичного сайту    ДНК-залежної РНК - полімерази фага Т7 та встановлено, що стабілізація потрійного непродуктивного комплексу інгібітор:матриця:полімераза  відбувається за рахунок  безпосередньої взаємодії бензиламіно-6-аза-ізоцитозину з His784, Arg 425 та Tyr 639.  Вперше зафіксовано також здатність азануклеозидів втручатися у механізм відбору „правильного” субстрату, координуючи разом з ОН групою Tyr 639  іон Mg2+, що перешкоджає або ускладнює подальшу участь металу у каталітичному акті. 

5. На модельній системі транскрипції in vitro та  на тест-культурах деяких видів бактерій та  міцеліальних і дріжджеподібних грибів зафіксовано інгібіторні властивості нових фенілзаміщених похідних азапіримідинових основ та їхніх кон’югатів. Цитотоксичний ефект  виявлено для кон’югатів  та глікозидних аналогів 6-азацитидину щодо деяких клітинних ліній лейкемії, меланоми, пухлин молочної і передміхурової залози та пухлин головного мозку.
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АНОТАЦІЯ

Платонов  М.О. Дизайн, синтез та дослідження регуляторних властивостей похідних 6 - азапіримідинів. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.03 - молекулярна біологія. – Інститут  молекулярної біології та генетики НАН України, Київ, 2007. 

Синтезовано серію нових функціонально заміщених похідних азапіримідинових основ  та їхніх кон’югатів з ФКК-1, квантово-хімічним  методом ab initio, на рівні теорії B3LYP/6-31G(d, p)//HF/6-31G(d, p), досліджено особливості їхньої просторової  будови. Вперше  змодельовано   взаємодію цих сполук з  каталітичним сайтом  Т7-РНКП. Встановлено можливий молекулярний  механізм  дії амінопохідних 6-азапіримідинів та композитних сполук на  модельну мішень. Методами обчислювальної біології вперше виявлено здатність азапіримідин-нуклеозидів  втручатися в механізм відбору „правильного” субстрату для синтезу НК. На модельній системі транскрипції in vitro вперше  серед синтезованих сполук виявлено групу ефективних регуляторів процесу синтезу РНК. З поміж  синтезованих сполук виявлено також  низку перспективних речовин з фунгістатичними та протипухлинними властивостями, які  заслуговують на подальше удосконалення.  

Ключові слова: молекулярний  механізм  дії, модельна мішень, квантово-хімічний  метод ab initio, регулятори процесу синтезу РНК,  протипухлинна активність.

АННОТАЦИЯ

Платонов   М.О. Дизайн, синтез и исследование регуляторных свойств производных 6-азапиримидинов. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.00.03 - молекулярная биология. – Институт  молекулярной биологии и генетики НАН Украины, Киев, 2007. 

Синтезировано серию новых функционально замещенных производных азапиримидиновых оснований и их коньюгатов с ФКК-1,   квантово-химическим  методом ab initio исследовано особенности их пространственного строения. 

Установлено, что формирование “сендвичевой” пространственной структуры композитов зависит от длины и природы спейсерной цепочки и определяется внутримолекулярными Н-связями и стэкинг взаимодействием ароматических систем обоих гетероциклов

 Экспериментально подтверждено, что структуры полученных N3(5)-аминозамещенных триазинов  входят в семейство низкоэнергетических таутомеров. Высокая степень таутомерной и конформационной подвижности аминопроизводных 6-аза-изоцитозина  обуславливает их “универсальный” характер – способность образовывать водородные связи как с каноническими пуриновыми, так и с  пиримидиновыми основаниями ДНК. 

Исследования РНК-полимераз ведутся уже не одно десятилетие, но механизм действия этих ферментов сформулирован только в общин чертах. Это связано с присутствием нескольких субъединиц в составе большинства РНК-полимераз, что усложняет их изучение. В связи с этим, для решения исследовательских задач, удобно использовать мини-РНК-полимеразы – ферменты, способные осуществлять полный транскрипционный цикл, которые имеют более простое строение, как например, ДНК-зависимой РНК  полимеразы  фага Т7. 

Опираясь на данные рентгеноструктурного анализа, нами построена молекулярная модель   активного центра комплекса Т7-РНКП с матрицей, как наиболее вероятный участок для контакта с ариламидами азаоснований. В её состав входят: каноническая  пара  C:G и  аминокислотные остатки  Tyr 639, His 784, Arg 423, Arg 425,  His 811, Tyr 427, которые непосредственно окружают и/или взаимодействуют с ней и,  как известно, принимают участие в узнавании полимеразой “правильной” пары. 

Исходя из анализа модельного комплекса установлено, что His784, Arg 425 и Tyr 639 непосредственно взаимодействуют с  бензиламино-6-аза-изоцитозином, стабилизируя тройной непродуктивный комплекс ингибитор:матрица:полимераза  благодаря водородным связям и стэкинг взаимодействию.

Тестирование производных азапиримидинов и их коньюгатов в безклеточной системе транкрипции с использованием Т7-РНКП (матрица pTZ19, с вставкой 341 н.п.) показало ингибиторные свойства вышеупомянутых соединений. Эффективность угнетения синтеза существенно зависит от структуры и положения заместителей в фармакофорных фрагментах.

Впервые неэмпирическим квантово-химическим методом ab initio на уровне теории MP2/6-31++G (d, p) // MP2/6-31G(d, р) проведен конформационный анализ аномального нуклеозида 6-азацитидина, биологигически активного биоизостера природного цитидина, в свободном состоянии. Для пяти энергетически наиболее выгодных его конформаций, которые лежат в диапазоне относительных энергий 0ч3,7 ккал/ моль и образуют ряд стабильности: С2'-endo-syn* =С2'-endo-syn > C3'-endo-anti > C3'-endo-syn > C2'-endo-anti, определены и охарактеризованы по геометрическим и спектрально-колебательным признакам внутримолекулярные  Н-связи.

Наконец, последний вывод касается биохимического значения полученных данных. Как показывают полученные нами результаты, нет серьезных оснований  связывать биологическую активность 6-azaCyd с конформацией, которая реализуется в кристаллическом состоянии, как это нередко делается в литературе.

Методами вычислительной биологии впервые установлено способность азапиримидин-нуклеозидов  вмешиваться в механизм отбора  „правильного” субстрата для синтеза НК: блокирование иона Mg2+ дополнительным взаимодействием с атомом азота N6 в комплексе   азануклеозид - металл - фенольный гидроксил Tyr 639 уменьшает скорость элонгации, что экспериментально подтверждено существенным уменьшением количества синтезированной  РНК в единицу времени.

На модельной системе транскрипции in vitro впервые среди синтезированных соединений найдена группа эффективных регуляторов процесса синтеза РНК. Установлено, что заместители в 3- и 5-положениях триазина отвечают за   регуляторные свойства соединений, а природа фармакофорного заместителя определяет уровень их активности. Среди  синтезированных соединений найдены также несколько серий перспективных веществ с фунгистатическими и противоопухолевыми свойствами, которые заслуживают дальнейшего изучения.  

Скрининг синтезированных производных азапиримидинов и их коньюгатов позволил найти среди производных 5-метил-6-аза-изоцитозина серию перспективных ингибиторов роста некоторых видов бактерий, мицелиальных и дрожжеподобных грибов. 

 Противоопухолевую активность соединений исследовали на 60 линиях опухолевых клеток. Наибольший  цитотоксический эффект по отношению к некоторым   клеточным   линиям   лейкемии  и  меланомы  получен  для  соединения

 6-(2-оксо-2-феназин-1-ил-этил)-2H-[1,2,4]триазин-3,5-дион.

Ключевые слова: молекулярний  механизм  действия, модельная мишень, квантово-химический  метод ab initio, регуляторы процесса синтеза РНК,  противоопухолевая активность.
SUMMARY

Platonov M. O.   Design, synthesis and research of regulator features of  6 –azapyrimidine derivatives. – Manuscript.
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 On the base of phenazine-1-carboxilic acid and 6-azauracil derivatives a number of compounds have been constructed and synthesized. High tautomeric and conformation variability of the 6-aza-iso-cytosine aminoderivatives has been first found by the ab initio quantum chemical method on the B3LYP/6-31G(d, p)//HF/6-31G(d, p) theory level. This fact allows suggesting “universal nature” of these aminoderivatives, i. e. their ability to form pairs with both purine and pyrimidine canonic nucleic bases. Proceeding from the theoretical conformation analysis based on the functionally substituted 3- and 5-aminoderivatives as-triazine through the target synthesis the design of the potential inhibitors of NA synthesis was performed. 

By the quantum-chemistry approach at the HF/6-31G (d, p) theory level for the first time considerable increase in the charge value of the atom N6 of azanucleosides in the model of catalytic site of phage T7 DNA-dependent RNA-polymerase was recorded. The blocking of Mg2+ ion by the additional interaction with N6 atom in the azanucleoside─metal─Tyr639 complex seems to reduce the rate of elongation, that was confirmed experimentally by the significant decrease in the amount of synthesized RNA in a unit of time.

The some members of the new series azapyrimidine derivatives showed the effective RNA synthesis inhibition in the in vitro transcription assay. The series of substances with potent antifungal and antitumor properties were revealed among the synthesized compounds too.

Key words: molecular activity mechanism, model target, quantum-chemical method ab initio, regulators of RNA synthesis, anticancer activity.
Рис. 9. Вплив похідних  6-азацитозину та 5-Ме-6-азаізоцитозину на синтез РНК в безклітинній  системі транскрипції 


1-контроль; 2-4, 6 – синтез РНК у присутності похідних 6-азацитозину; 5, 7 – пригнічення синтезу в присутності 5-Ме-6-азаізоцитозину. Концентрація сполук – 75 мкM











