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Uvod

Nukleové kyseliny reverzibilné interaguji s rozsahlou
skupinou malych organickych molekul, coz hraje dtlezitou
roli pfi vyzkumu novych 1é¢iv vyvijenych pro 1é¢bu rako-
vinnych a virovych onemocnéni. Mezi tyto latky patii
i ptirodni oligopeptid distamycin A (obr. 1). Ten se neko-
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Obr. 1. Strukturni vzorec distamycinu A
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valentné¢ vaze na DNA do malého Zzlabku, preferencné
v oblastech sekvenci bazi adeninu a thyminu'. Cilem fady
vyzkumnych projektd je syntetizovat dimerni derivaty této
pfirodni formy a sledovat jejich interakci s DNA, pfipadné
docilit lepsich vazebnych schopnosti mimo sekvence ade-
nin-thymin®™*,

V predkladané praci je tato interakce sledovana spekt-
roskopii NMR u fady derivatl dystamicynu, které byly jiz
diive syntetizovany na Ustavu analytické chemie VSCHT
Praha’. Jednotlivé derivaty se od sebe li§i potem N-methyl-
pyrolovych jednotek a oproti ptirodni formé obsahuji navic
v centru molekuly Trogerovu bazi (obr. 2).

Ve spektroskopii NMR jsou intra- ¢i intermolekularni
dynamické procesy oznaCovany pojmem chemickd vymena.
Jeji vliv na vzhled spektra souvisi s rychlosti vymény
a s rozdilem rezonancnich frekvenci signalti sledovaného
jadra v jednotlivych stavech, mezi nimiz vyména probiha.
Pokud je tato vyména pomala, obsahuje spektrum dva signa-
ly, odpovidajici jednotlivym staviim. Je-li vyména rychla,
dojde ve spektru ke splynuti signalii a pozorujeme pouze
jeden pik, ovSem na jiném misté, nez byly ptvodni — u vy-
mény mezi dvéma stejné populovanymi signaly uprostied.
Proto jsou ve spektru pii studiu interakci sledovany dva
zakladni parametry: rozSifovani pikli a chemicky posun
signalli. To odpovid4d chemické vymeéné mezi volnou for-
mou pozorované latky a formou vazanou na jinou molekulu.

Dal§im parametrem pro studium interakce je zména
relaxace, tzn. navratu systému po vybuzeni radiofrekvenc-
nim pulsem zpé&t do rovnovazného stavu. RozliSujeme dva
ruzné relaxacni procesy: spin-miizkovou relaxaci
(podélnd) a spin-spinovou relaxaci (pficnd). V praci jsme
se zamétili na sledovani zmény spin-mfizkové relaxace,
pfi niZ relaxujici jadro predd energii translacnim a rotac-
nim pohyblim jader a elektronil, které tvoii tzv. mfizku,
¢imz7 je oznacovano okoli daného jadra. Rychlost relaxace
je déana rychlostni konstantou 1/7}, kde T; je spin-
miizkovy relaxacni ¢as. Obecné plati pravidlo, Ze ¢im
rychleji se molekula pohybuje, tim vétsi je hodnota 77, tj.
navazanim malé molekuly na vétsi by se hodnota 7} méla
zmenSovat.

Obr. 2. Dimerni derivaty distamycinu; a) n=0 (derivat 0); b) n=1 (derivat 1); ¢) n=2 (derivat 2); d) n=3 (derivat 3)
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Experimentalni ¢ast

Vsechna spektra byla méfena na spektrometru firmy
Varian, model Mercury Plus (300 MHz). Pti pfipraveé roz-
toki DNA byla pouzita michatka VSM-3 (Shelton Scien-
tific) a ultrazvukova lazent (Merck). Pro pfifazeni signalt
distamycinovych derivata v 'H a "*C spektrech byly pouzi-
ty roztoky v dimethylsulfoxidu — ds (99,9 %-D, Aldrich),
kde jsou vSechny derivaty dobie rozpustné. Byla métena
spektra '"H NMR (té2 s potladenim signalu rozpoustédla),
dale °C NMR, apt a dvoudimenzionalni spektra gCOSY,
gHSQC a gHMBC. Relaxac¢ni ¢asy T byly méfeny meto-
dou inverze populaci. Pro méfeni vodikovych spekter bylo
pouzivano 64 skent a snimano 36 000 bodu. Méfeni byla
provadéna za konstantni teploty 298 K. Studované dista-
mycinové derivaty byly syntetizované na Ustavu analytic-
ké chemie VSCHT Praha’, relativni molekulové hmotnosti
(potvrzené hmotnostni spektrometrii; ¢isla derivati odpo-
vidaji poc¢tu N-methylpyrolovych jednotek v molekule, viz
obr. 2): derivat 0 — 484, derivat 1 — 787, derivat 2 — 972,
derivat 3 — 1216. Pouzitd DNA byla zakoupena od firmy
Sigma Aldrich, sonifikovana v ultrazvukové lazni, lyofili-
zovana dvakrat v D,O k dosazeni vymény deuterium-
vodik. Interakci s DNA bylo nutno sledovat ve vodnych
roztocich. Pro zlepSeni rozpustnosti vySSich distamycino-
vych derivati bylo pouzito smésné rozpoustédlo voda
(99,9 %-D, Aldrich) — methanol (99,8 %- D, Aldrich)
v objemovém poméru 2:1. Vypocet piidaného mnozstvi
DNA vychazel z latkovych mnozZstvi jednotlivych deriva-
th a pramérné relativni molekulové hmotnosti pro jeden
par bazi DNA, ktera ¢ini 666.

Vysledky a diskuse

Ve vodikovych spektrech derivatu 0 béhem ptidavku
DNA (obr. 3) je patrno, Zze dochazi k rozsifovani signalu,
coz odpovidd chemické vyméné mezi riznymi formami,
v tomto ptipadé formou volnou a formou ¢i formami vaza-
nymi na DNA — ztoho lze usuzovat na vz4jemnou in-
terakci. Nejvice jsou ovlivnény signal 2 odpovidajici sku-
piné CH, Trogerovy baze, a dale pak signal 5, patiici sku-
piné CH v pyrolovém kruhu. Titrace byla provedena téz
v deuterované vodé¢, pricemz vysledky byly srovnatelné
jako pfi pouziti smésného rozpoustédla voda-methanol. Pti
pridavcich DNA k derivatu 1 (obr. 4) dochézelo k velmi
podobnym zménam jako u mensiho derivatu, ovSem spekt-
ra se vyrazn¢ zmeénila jiz pfi nepatrném piidavku. Z toho
plyne, ze interakce je ovlivnéna poctem N-methyl-
pyrolovych jednotek a Ze vazba na DNA probiha podob-
nym zpisobem jako u derivatu 0. RozSifovani signald
u obou predchozich derivati hned po pridavku malého
mnozstvi DNA ma za nasledek zhorSené méfeni relaxac-
nich ¢ast 7). Pfesto jsme zjistili, Ze dochdzi k jejich snizo-
vani.

Zmény ve vodikovych spektrech derivatu 2 pii pfi-
davcich DNA nebyly tak patrné jako pro ptredchozi dva
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Obr. 3. PFidavky DNA k derivatu 0 (vlevo uveden pomér
n(derivatu) : n(DNA))
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derivaty. Pouze v oblasti skupin CH zaclenénych do pyro-
lovych kruhil je zfetelny posun jednoho ze signalti. Da se
17 tedy predpokladat interakce s DNA i pro tento derivat.
Interakce derivatu 3, ktery vykazuje velmi $patnou
A WAL B rozpustnost i ve smésném rozpoustédle voda-methanol,
by Y o E byla prozatim zkouména pouze pomoci cirkulérniho di-
1y R 7Y W/qst fe chroismu. Ukézalo se, Ze se derivat 3 specificky vaze na
HsC Y DNA. Pro derivaty 0 a 1 spektra cirkularniho dichroismu
nevykazuji zadné pozorovatelné zmény signalli, coz na-
znacuje, ze probihajici vazebna interakce je nespecificka.
1:0,24
Tato prace vznikla za financni podpory Vyzkumného
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J. Foltynova, M. Tkadlecova, M. Valik, L. Palivec,
and V. Kral (Department of Analytical Chemistry, Institu-
te of Chemical Technology, Prague): Interaction of Novel
Dimeric Distamycin Derivatives with DNA: NMR Stu-
dy

A series of novel dimeric distamycin derivatives with
0 increasing number of 1-methylpyrrole units, was synthe-
sized. In comparison with natural distamycin, the dimeric
H,0 CHOH derivatives contain a Troger base as a bridging unit in the
centres of their molecules. The main goal of this work was
to study the influence of interaction with calf thymus DNA
on the the distamycin derivative molecule by 'H NMR
15 2a 2b 10 12|13 11 spectrometry and to determine the binding site. It was ob-
J.J 1 served that addition of DNA caused broadening of hydro-
‘ ‘ ‘ gen signals and also changes in corresponding relaxation
pom v 70 - > ' times. Both facts are in accordance with the assumed inter-
action. The results are discussed for different derivatives in
dependence on the possible binding site and compared
with those from circular dichroism.

Obr. 4. Pfidavky DNA k derivatu 1; (vlevo uveden pomér
n(derivatu) : n(DNA))

212



