REVERZIBILNI INTERAKCE DNA
S MALYMI MOLEKULAMI

tfi zakladni typy interakci:

1. nespecifickd vnéjsi vazba podel molekulx DNA -
elektrostatického ptivodu (Na+, Mg2+, [Co(NH3)6]3+, polyaminy)

2. vazba do (malého nebo velkého) zlabku dvouSroubovice -
interakce pfimo s okraji paru bazi,

elektrostatické plus vodikové vazby; /(J/‘L IC)Y o
tvar a flexibilita molekuly ”“*(

Netropsin

d.interkalace - plandrni aromatické (heterocyklické) molekuly
mezi pary bazi; elektrostatické plus vodikové plus stacking
interakce

vyZaduje zménu geometrie dvousSroubovice:

zmeéna torzniho thlu, aby se pary bazi proflavin
(034 nm) H, ' NH,
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Vné;jsi elektrostatické interakce
DNA: vysoce nabity polyelektrolyt: ndboj fosfati ovliviiuje strukturu a

interakce

Manning: teorie kondenzace protiiontli (counterion condensation)
v B-DNA pfipad4 1 ndboj na kazdych 0.17 nm

(dva néboje na Snklecondia 1) bp na otacku)
avSak: v népritomnosti ,,protiionti* by byla molekula nestabilni pfi v&étsi
hustot€ ndboji neZ jeden na 0.7 nm
stabilitu pfi tak vysoké hustoté nédboje zabezpe€uji kationty, které
.kondenzuji* pbdél dvousroubovice dokud hustota ndboje neklesne pod

jeden na 0.7 nm (coZ je sice entropicky nevyhodné, ale vice neZ vyvéZeno vyhodnymi
interakcemi v dvousroubovici)

dalsi ionty jsou vdzdny na zbyvajici zdporné ndboje ve smyslu Debye-
Hiickelovy teorie (iontova atmosféra)

Pro danou konformaci DNA je pocet kondenzovanych iontt (hustota

naboje) konstantni (v Sirokém rozmezi koncentrace iontli v roztoku)

ionty nejsou vazany na specifickém misté, rychle se vymeénuji a migruji

podél molekuly

pokud se odstrani ndboje fosfath (esterifikace, PNA), tvori sice

molekuly dvouSroubovici, ale nejevi obvyklé efekty v zavislosti na
iontové sile (zdvislost Tp,, asociaénich konstant kationickych ligandii)
v B-DNA pfiipadé na jeden fosfét 0.76 .. kondenzovaného*
monovalentniho kationtu a (.88 celkem (kondens. plus Debye-Hiick.)




Vliv ,,kondenzovanych* ionti na konformaci a naopak- se
zménou geometrie dvouSroubovice se méni linedrni hustota ndboje
(napf. interkalace => prodlouZeni molekuly =>uvolnén{ protiiontu -
plati 1 pro nenabity interkaldtor !)

Kationty s vice naboji - siln€jsi interakce, vytésnéni jednovaznych
(pfechodné kovy - navic koordina¢ni vazby na baze, v tomto ptipad& tvori
»pevné* komplexy, tj. ion ,,drZi* na ur€itém mist€. Pokud tento efekt prevazi nad
kondenzaci, zvy$eni koncentrace iontu vede ke sniZeni Tp,: v ss DNA jsou baze p¥istupn&jsi)
tfi- a vicevazné kationty (hexaamminkobaltity, polyaminy) indukuji (v
nepiitomnosti dvou- a jednomocnych iontil) ,,kolaps™ molekul DNA (p¥i
jeji nizké koncentraci) do vysoce kondenzovaného stavu (silnd neutralizace
nabojl plus iontové mustky); pfi vy3si koncentraci DNA se tvofi
agregdty a dochdzi k precipitaci

Yoda siln€ vdzand: interaguje specificky s ndboji fosfatli a poldrnimi
skupinami cukru a bazi; vliv na stabilitu a interakce DNA

dal3i molekuly interaguji méné& pevné->postupny piechod do ,,volného*
stavu '

ifické vnéjsi king‘‘ i
interakce mezi plandrnimi molekulami v roztoku (di- a ,,vicemery*) ve
smyslu vertikdlnich interakci (7t-7)

: (& : i qe: fosfat
pokud jsou nabité (proflavin), odpuzujf se; plandrnf

pokud ovS8em zéroveii interaguji kation
s opacn€ nabitym polyelektrolytem (DNA),
mohou vytvofit stacking komplexy

odél jeho molekul
(vnéj3i stacking plandrnich kationti);

s
=4

efektivni jen pfi nizké iontové sile



Yazba do Zlabku (groove binding-> dile G.B. molekuly)
malé molekuly - vétSinou do malého Zldbku

proteiny, oligonukleotidy - do velkého (oligos: Hoogstenovo
parovani) | ‘

Typickd molekula véazajici se do m.7.: n&kolik aromatickych
kruhi (benzen, furan, pyrol) spojenych vazbami s torzni volnosti

i g N, -molekuly mohou ,,zapadnout™ do Zldbku,
mohou opsat jeho helikalni zakriveni

Ul -vyté€sni molekuly vody
'Sota ety
o {7

-obecné preferuji A:T oblasti - kde ja maly

Zlabek uZsf a 1épe tam piislu§né aromatické

Ho.-@_j:QYN molekuly ,,pasuji“ a vytvéreji ve srovnani s
, M G:C oblastmi siln&j§f INTERAKCE:
o -van der Waalsovy vazby na fetézec, ktery

tvori st€ny Zlabku: v A:T t€snéjsi

-vodikové vazby s bdzemi: na O2-T a N3-A

v GC pérech je sterické branéni aminoskupinou G (tvoii vodikovou vazbu
02-C, ktera sama leZi v malém Zlabku)

-negativni elektrostaticky potencial je vétsi v A:T udsecich neZ v GC
(G.B. molekuly jsou zprévidla katiority)

Obecné existuje u G.B. latek moZnost rozpoznani specifické sekvence
(na rozdil od interkaldtorti): G.B. molekuly mohou obsdhnout nékolik par

bazi podél fetézce (kromé latek vazaiicich se do malého 7labku té7 nant¥.



Netropsin:

zndma krystalova struktura s CH: o o

. ; ‘ N 4 Z o
oligonukleotidem : 0 X\__/)AL’;‘/Q\( &
CGCGAATTCGCG {,N%L)L“ %
vaZe se na sekvenci AATT =M%

Netropsin

tvoti amidové skupiny vodikové
vazby s N3-A a O2-T

pyrolové kruhy jsou vzdjemné zkiiZeny O asi 33 °

vazba netropsinu zpdsobuje ohyb osy dvousrobovice a mirné
zavinuti v A:T oblastech (=> pfiprava pozitivné superhelikdlni
DNA)

v GC - mnohem slab${ vazba; pfi ndhrad& pyrolovych kruhi
imidazolem (=> lexitropsiny), ktery je akceptorem vodikové vazby
z aminoskupiny G => zvySend vazba v G:C oblastech

Hoechst 33258 - antibiotikum, barveni chromozdémi, stranoveni
DNA (fluorescen¢ni komplex)

krystaly se stejnym oligonukleotidem jako netropsin: vazebné misto
je spise ATTC

Hoechst 33258 N
\ \ - ~CHy



Interkalace

zal. 60 let, Lerman: interakce DNA s plandrnimi organickymi Kationty
interkalace - vmezefeni plandrni molekuly mezi sousedni pary bazi

-to vede k prodlouZeni molekuly DNA (o efektivni tloustku
interkalétoru, asi 0.34 nm podle klasického modelu)=>zména

hydrodynamickych vlastnosti
-to je spojeno s vzdjemnou torzni rotacf paru baz zmen3{ se twist (z

obvyklych 36 °) a zvétsi pocet bp na otdcku

cukrfosfat.
_—Kostra
e e |
= . """"lllll'--
par bazi interkaldtor

interkalator _

v kovalentn& uzaviené kruZnicové DNA se v disledku toho zvE&tSi pocet
nadSroubovicovych zdvitl (tj. negativné scDNA se relaxuje, relaxovand
prechdzi na pozitivné sc)

=>pFiprava topoizomerii

(P (b) ' g)
o

+ EtBr

Wr<<0 Wr<0 relaxed Wr>0
Wr=20 L

opoisomerase

Wr=0 Wr>0 Tw<0 Wr<0



zména torzniho thlu (odvinuti dvouSroubovice)- ethidium a
propidium 26 °, akridiny (proflavin) 17 °, daunomycin,
adriamycin - 11 °

G.B. molekuly DNA neodvijeji (néropsin: zavinuti)

dichroismus - plandrni cyklické systémy poskytuji podobné
chiroptické parametry jako pary bazi | |
anizotropie polarizace fluorescence (napf. ethidium):
studium konformace DNA

(G.B. molekuly mivaji dichroismus opaény)

interkalace vede ke e
zplosténi ,,vrtulového ﬁ E // @‘
zkrutu“ part bazi,

Tilt

Roll

interkalator a prfilehlé

bp maji navic ,,tilt*

20-25° (zesilent 2 7-
ooz =y
stacking interakci s e @
interkal4atorem) e
Twist Propellor Twist

avSak: interkalace nezptisobi celkovy ohyb DNA (lokélni zmény

parametrd se zpruméruji)

INTERAKCE:

elektrostatické - kationické interkaldtory vs. fosfaty
stacking - s pary bazi

vodikové vazby (obvykle exocyklickych aminoskupin - napf.
ethidia, proflavinu - na kysliky v fosfodiesterovych vazbéch)



STRUKTURA: klasické interkaldtory obsahuji 2 - 3
kondenzované aromatické (heterocyklické) kruhy a kladn€ nabité
skupiny (€asto amino-, kvartérni dusik...)

(G.B. molekuly: cykly nejsou kondenzované, mohou vzdjemng rotovat - ale té%

413

~neklasické” interkaldtory)

proflavin

Br - ,
ethidium (bromid)

CH,CH;propidium: misto ethylové skupiny
-(CH2)3N+(CH3)(Cz2Hs)2 (byv4 jako 1odid)

fenylova skupina brani dokonalé

|+
A

NH;

interkalaci=> ur¢ity ,,kink” v misté vazby

tyto postranni skupiny v malém Zldbku

barveni gell, jader, stanoveni DNA (fluorescencni komplex)

piiprava topoizomerd, izolace scDNA v CsCl-gradientu

CH,CH3  Chloroquin
CHs /N—CHzc.Ha slabsi interkaldtor
NH—CH—(CH,)3 -stanoveni superhelikalni
hustoty gelovou elektroforézou
I o - -2D-elektroforéza: sledovani
Z strukturnich prechodd v

scDNA

fada antibiotik: adriamycin, daunomycin, doxorubicin



Vazebna specificita
jednoduché interkaldtory interaguji jen s dv€ma bp

(G.B. molekuly s vice)
=> deset moZnost{ vazebnych mist:

5 3 5 ¥ . (postranni fet€zce mohou
= = -
FA €6 ovliviiovat i dal3i bp)
ATy )
\A T) \G C Woowe . » (=]
mps N vétSina interkaldtori ponekud
-/:;:3\'- =) " A
T 6 & preferuje G:C pary
f':g—%fi) f‘fn"_'.%; (G.B. molekuly AT)
.C Ge | A T> diivod - obecné vEtSi ynitini
= ‘o= o y )
L R dipSlmoment v G:C péru, ktery
3 5° 3 5
indukuje polarizaci v molekule
interkaldtoru

interkal. s preferenci k A:T byly syntetizovény
obecné je selektivita G.B. molekul vE&t8i neZ interkaldtort (protoze

wdutiny” mezi A:T a G:C péry se malo li8i co do elektrostatickych, van der Waalsovych,
hydrofobnich atd. interakci; na druhé strané Zlabky v A:T a G:C oblastech jsou velmi
rozdilné)

»Vylouceni sousedniho mista* (neighbour exclusion):
obecné by mohl interkaldtor obsadit viechna mista mezi bp (gj.
stejny pocet molekul jako bp), ale v praxi je saturovand DNA

S

interkaldtorem obsazena jen asi z 1/2 - stfidavé, jen kaZzdé druhé
misto:

jestliZe je jedno misto obsazeno, na sousedni se nenavaze

-z konformaénich diivodl (zména indukovand interkalaci dalsi
interkalaci v sousedstvi znemoZni)

-z elektrostatickych divodi (prvni interkal4tor neutralizuje negativni
naboj DNA, vazba druhého cv sousedstvi je méné vyhodnéu)

- n€které bisinterkaldtory >> toto pravidlo porusuji




Bisinterkalatory

syntetické: dva plandrni interkalujici cyklické systémy spojené
fetézcem, ktery miZe mit varabilni délku (napf. methylenové
skupiny)

-zvySeni vazebné konstan_tyu(-vyznam napt. u léki)

-pokud je spojujici fetézec prili$ kratky, molekula miiZe porusit
(CH,), :
Hs N/- \N _H

| . l
H H

napi. bisakridin s oligomethylenovym linkerem

pro n<4 se vaZe jen jako monointerkaladtor, druhd akridinova

skupina je vn

n=6 - bisinterkalace s poru§enim pravidla vylouceni

n>8 - bisin lace bez poruSeni
m] vz
vz
b c

(modelovy systém, ktery tak ve skutednoati moZn4 nefunguje; existujf viak

rigidni molekuly, které se prokazatelng bisinterkaluji s poru$enim pravidla)



echinomycin a triostin A
pfirodni antitumorova antibiotika

cyklické peptidy tvoFici relativné rigidni rovinu se dvéma chinoxalinovymi
kruhy kolmymi k této roviné

J . _ o G Ol CHe L-NMeVal
idedlni konfigurace pro 5 o 9 e ol o

I : o . g‘ﬁnc ;C—zfﬁu—!_-r‘q—m-c~n—cu—c'
bisinterkalaci (neporuSuje QINT T W/ by

- w p . = or Il R ICH’ "

ravidlo vyloudeni: mezi se e [ WS
g ’ Sl PN CI0
vejdou dva bp) _ ey 8 &y

3 L-NMeVal
Tricstin A, R = —CHz—5 — S —CH, —

. Echinomyein, R “‘?H"S‘-CHI—
preferuji G:C péary mezi ey
interkalujicimi skupinami

10-114

krystalovi struktura
triostinu s GCGTACGC
cyklicky peptid je v malém Zlabku

NH skupiny alaninovych zbytki tvofi vodikové vazby s N3 obou G. jejich
karbonylové skupiny s aminoskupinami G=> diivod specificity

v krystalu maji adeniny v A:T parech opaénou konfiguraci (syn-) a tvofi
Hoogstenovo parovdni, stejné jako koncové G:C (tam je to prakvapujici, protoze C

v Hoogstenové paru by mél byt protonizovan)

(to neplati pro ,,dlouhou*) DNA v roztoku

B - 5 Base-pair type
G c T s
(§ GI) w-C tyto krajn& neobvyklé konforma&ni
e C) ek zmény DNA jsou energeticky kryty
(T A H <— tvorbou komplexu
A T H .g— -toje obecnny jev u konforma&nich zm&n
(c G) W-C | indukovanych vazbou jakékoli molekuly
| 1
G c W-C
(e .



Neklasické interkalatory

Interkalétory s vice objemngmi skupinami - pokud jsou na opa&nych stranéch
molekuly, musi se jedna z nich pfi tvorb& komplexu ,,protlait” skrz dvouSroubovici
mezi bp => pomaly krok, kineticky blok pro tvorbu komplexu (zejména pokud jsou postranni
fetdzce nabité nebo poldrn)

H:c\a /CH: V OH O NHCH!CH::H:CH:CH;O’H
N Ne . » :
A~ |2 i TR :
— mitoxantron
N ®
‘ H O NHCH:_CH:NH:CH:CH:OH
L R ;
i (O kationické
=" porfyriny
Z = \ vazba jednoduchého klasického interkaldtoru (proflavin)
}’N ‘ 8 9 je dvoustupiiova:
K- , CHy 1. nespecifick4 iontov4 interakce s DNA a linedrnf difuse
X = 2H, TMPyP k mistu, kde 2. vstoupf do interkalaZnfho komplexu
o T TP u molekul s objemnymi skupinami vyZaduje druhy krok

vyznamnou distorzi struktury DNA nebo i pferufeni
vodikovych vazeb v bp => pomalu

boéni Fetézce tvofi vyhodné interakce napf. ve Zlabcich, nebo elektrostatické s fosfaty
=> vysoké vazebné konstanty (navic je kineticky blokovéna i disociace interkalatniho

komplexu

Interkaldtory s .vrtulovym zkrutem® - nekondenzované cyklické systémy (jako G.B.

molekuly) - maji torzni volnost

4.6-difenylpyrimidin (a derivéty):
/i struktura odpovidajici G.B., ale jde o
I )2N(CHa):
i siln)’/ interkalator (odviji scDNA, prodluZuje

molekuly DNA)

twist v molekule miiZe kopirovat

propeller-twist pard bazi




Interkalace vs. vazba do Zlabku

fada molekul m4 podobnou strukturu, ale vdZe se odliSnym
zptsobem

o tom, jestli se bude molekula interkalovat, nebo G.B., rozhoduje
termodynamika tvorby toho kterého komplexu (tj jak vyhodné

interakce mohou vzniknout pfi tom ktrerém zpisobu)
G.B. molekula SN6999 vs. interkaltor chloroguin:

obsahuji stejnou &4st molekuly
-SN6999 miiZe vytvofit fadu
vyhodnych interakci ve Zlabku

CH,

(vodikové vazby, van der Waals,
cHf

elektrostatické)

~chloroquin nem4 pro tyto interakce vyhodnou strukturu a jeho

cyklicky systém se (pom&mg slabé - md jen dva cykly) interkaluje

G.B. vs. ..vrtulové® (nekondenzované) interkaldtory:

difenylpyrimidin nemé skupiny, které by byly donory vodikovych

vazeb => vazba do 7ldbku neni vyhodna

DAPI (4‘,6-diamidino-2-fenylindol): (barveni jader)

, . \ O
zpisob vazby odrdZi vlastnosti,
DNA v zavislosti na sekvenci:
v A:T oblastech se vaZe do Zlabku
v G:C oblastech se interkaluje
(v A:T mistech je vazba do Zlabku Y)’(hodnéj‘éi neZ v G:C, pii interkalaci je tomu

mimné naopak)



Cinidla $tépici DNA
antibiotika - bleomycin A2 a derivaty

N, H. NH2 NH; bithiazolova ¢ast se
interkaluje nebo G.B.

(0]

NH | & N ’u\ 2
HN MJ NH(CHy:SMe;

N
HO\M

OH

l
ZI

Tom

/z = oo

i

tato ¢dast muiZe tvofit komplexy s kovy

oH ©

o)\m.,

bleomycin §t€pi DNA se selektivitou pro Pu.Py sekvence,
zna¢ny podil dvoufetézcovych zlomu

nejcastéji komplexy s Fe(Il), aktivovany je terndrni komplex
bleo-Fe(I1)-O2_ po jednoelektronové redukci na radikél (dalii

molekulou bleo-Fe(II)->bleo(Fe(IIl); oxidovany komplex se miZe reaktivovat
thioly nebo askorbatem; reakci s peroxidem vodiku vznik4 aktivovany komplex

pfimo r bleo-Fe(III))

' ; X reakce zacne
o]
3_“3/ g o o odtrZzenim vodiku z 4°
/ -
% uhliku deoxyribézy,
’1‘ T . g—CH==CH—CHO
B8 v 2 A . . »
°">¢7/ M\ﬁ sweposest &fm7 vznikne radikél v
H¢" bleomycin” ;
(o) s}
e w Ny o DNA
gEiy - v kone&ném diisledku
HO
< LA do vznikaji volné baze a
l bdzemi substituované

OR :
o={_s¥o +wom propenaly, a zlomy v



Uméla Cinidla $tépici DNA (vesmés kovové komplexy)
-porfyriny
-[Cu(IT)(phen)2]

HzN

-methidiumpropyl(EDTA) (MPE):

/R

/{CHZ):NH COCH;N\
I\ CH;CHaNR;
L EDTA —

R = CH3C0:°

&inidlo pro footprinting, neselektivni chemickd nukledza v
pritomnosti Fe(Il), Oz a reduk¢nich Cinidel

methidiova Cast se interkaluje

EDTA je v malém Zlabku

v reakénf smési jsou generovany hydroxylové radikély (ty jsou
- na rozdil od bleomycinu - volné, mohou difundovat - ale na
rozdil od volného Fe/EDTA ¢&inidla - vznikaji pfimo v blizkosti
DNA, kterou Stépi

distamycin-EDTA : podobny, ale selektivita pro A:T oblasti

adukty EDTA s homoPy oligonukleotidy: St€peni v

homoPu.homoPy sekvencich, které s ¢inidlem tvofi triplex



Metalointerkalatory

centralni atom: Ru, Rh, Os, Co... et | : 6

naboj ovliviuje zpusob intarkce (interkalace vs. elektrostaticky)

struktura ligandu rovnéZ (interkalace vs. do Zldbku)

¥ >
h/\— e P
/ g
1,10-
fenantrolin
interkalace

studie struktury DNA
prenosu ndboje v DNA
hybridizace DNA, vyvoj senzoru

interakci s proteiny



