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Ranije sintetizirani spojevi kaliks[4]arena i kaliks[6]arena su okarakterizirani u bioloski
relevantnom vodenom mediju. Spojevi pokazuju fluorescenciju iskoriStenu za studij
nekovalentnih interakcija s nukleozid-monofosfatima, no preslabih promjena za studij vezanja
na dvolan¢ane DNA/RNA. Metodom kompeticije vezanja na DNA/RNA s poznatom bojom,
etidijevim bromidom, samo kationski analozi su pokazali afinitet prema DNA i RNA, §to uz
selektivnu stabilizaciju AT-DNA ukazuje na vezanje u mali utor DNA. Na dvolan¢anu RNA
kationski spojevi se vezu u veliki utor. Nenabijeni analozi ne pokazuju bioloski relevantne
interakcije s DNA/RNA, ukazujuéi na vaznost pozitivnog naboja. Kaliksareni s nukleozid-
monofosfatima tvore interkalandni tip kompleksa u kojemu je nukleobaza smjestena izmedu
aromatskih jedinica na jednom od rubova kaliksarena. Neutralni analozi vezu nukleozid-
monofosfate s nesto ve¢im afinitetom nego kationski analozi, koji pokazuju selektivnost
fluorescentnog odogovora prema pirimidinskim nukleobazama, naspram purinskih.
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monophosphates, while interactions with double-stranded DNA/RNA were studied by
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Neutral analogues do not interact with DNA/RNA, stressing importance of positive charge. The
tested calixarenes bind nucleoside-monophosphates to form an intercaland type of calixarene-
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Sintetizirane male molekule koje se vezu s DNA i RNA, ili pak s nukleotidima, privukle su
veliku znatizelju 1 pozornost zbog svoje svestrane primjene u biokemiji i biomedicini. Ta
primjena obuhvaca upotrebu malih molekula kao proba za proucavanje bioloskih procesa te
sposobnost takvih malih molekula da poprime svojstva slicna onim svojstvima lijekova ili pak
odredena $tetna svojstva.l? Istrazivanje interakcija malih molekula s DNA i RNA veéinom se
bazira na promatranju utjecaja malih molekula na funkciju DNA i RNA, ili na specifi¢no i
selektivno obiljezavanje DNA i RNA.2*# Ipak, posljednjih godina veliki su interes privukli
sloZeni procesi koji ovise 0o DNA i RNA. Radi se o procesima koji ne ovise samo o nukleotidnoj
sekvenci DNA i RNA, vec i o epigenetici, odnosno nasljednim promjenama u ekspresiji gena
koje nisu uzrokovane promjenom u nukleotidnoj sekvenci DNA.

Kaliksareni se uobic¢ajeno koriste kao supramolekularni receptori za brojne kationske i
anionske vrste te su u maloj mjeri ispitani s obzirom na njihov bioloski utjecaj ili primjenu.®*
Ipak, pokazano je da se kationski kaliksareni mogu primjenjivati u procesu prijenosa DNA
unutar stanice.>® Takoder, pokazano je da se dimeri kationskih kaliksarena vezu u veliki utor
DNA, $to je pak prili¢no rijetko svojstvo malih molekula.?” Monomeri kationskih kaliksarena
pokazali su nepovoljnu biolosku aktivnost i razli¢ito vezanje s DNA.’

Ispitivani kaliksareni ranije su sintetizirani i strukturno su sli¢ni.®® Ipak, prisutna je
minimalna razlika u njihovoj strukturi, pa tako dva kaliksarena posjeduju dva, odnosno tri
pozitivna naboja, dok su druga dva kaliksarena njihovi neutralni analozi. Ispitivani kaliksareni
su topljivi u vodi te je pokazano da efikasno vezu bakrove(l), odnosno cinkove(ll) ione.

Ovaj diplomski rad se temelji na istrazivanju nekovalentnih interakcija kationskih
derivata kaliksarena s nukleotidima, te dvolancanim polinukleotidima DNA 1 RNA. Cilj ovog
diplomskog rada bio je spektroskopskim tehnikama (UV/Vis, fluorescencija, cirkularni
dikroizam) ispitati nekovalentne interakcije ranije priredenih derivata kaliksarena s razli¢itim
nukleozid-monofosfatima te prirodnim i sintetskim dvolan¢anim nukleinskim kiselinama.
Obradom podataka navedenih eksperimenata okarakterizirani su nastali nekovalentni
kompleksi kaliksarena i nukleotida, odnosno kaliksarena i DNA/RNA, s obzirom na
selektivnost (spektrofotometrijski odgovor) i afinitet (konstantu stabilnosti) prema odredenoj

meti (nukleotid, DNA, RNA) te je odredeno vezno mjesto na DNA/RNA.

Ena Otkovié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kaliksareni

Kaliks areni (n > 4) su makrociklicki oligomeri sastavljeni od fenolnih podjedinica povezanih
metilenskim mostovima u ortho polozaju fenola.’® Njihovo svojstvo molekularnih receptora,
omogucilo im je da pronadu svoj utjecaj i mjesto u suparmolekulskoj kemiji, koja se u najuzem
smislu odnosi na asocijaciju (vezanje, kompleksiranje) molekula ,,domaéina“ i ,,gosta“
ostvarivanjem medusobnih nekovalentnih interakcija u podruéju njihovih veznih mjesta.'!

Isprva su kaliksareni ubrajani u obitelj ciklofanskih spojeva, da bi se 1970-ih izdvojili
kao zasebna klasa spojeva nakon sustavnih istrazivanja C. D. Gutschea, koji im je i nadjenuo
spomenuto opisno ime prema lat. calix = pehar.!! Najéesée se sintetiziraju i istrazuju derivati
kaliksarena s 4, 6 i 8 monomera jer se njihovi kosturi jednostavno mogu prirediti bazno
kataliziranom kondenzacijom p-tert-butilfenola i formaldehida uz odgovarajuce reakcijske
uvjete i stehiometrijski odnos reaktanata. Upravo je prisutnost hidrofobne Supljine i moguénost
ugradnje veznih skupina na gornji i donji rub kaliksarena odgovorno za njihovo efikasno i
selektivno molekularno prepoznavanje (slika 1). Nasuprot tome, kaliksareni s nesupstituiranim
hidroksilnim skupinama fenola nemaju izrazeno svojstvo molekularnog prepoznavanja zbog
vodikovih veza kojima su navedene skupine medusobno povezane.'*

Kaliksareni mogu stvarati interakcije s raznim kemijskim vrstama na brojne nacine.
Moguca je ugradnja neutralnih molekula u kaliksarensku hidrofobnu Supljinu, pri cemu
ostvarivanjem interakcija s aromatskim prstenovima nastaju inkluzijski kompleksi.
Molekularno prepoznavanje kationa ostvaruje se ugradnjom kationa u kaliksarensku Supljinu
te vezanjem kationa s prikladno funkcionaliziranim donjim i gornjim rubom. Ipak, molekularno
prepoznavanje aniona nije moguce ostvariti njthovom ugradnjom u kaliksarensku Supljinu zbog
toga Sto je ona bogata elektronima. Molekularno prepoznavanje aniona moguce je samo s

derivatima kaliksarena koji posjeduju prikladnu anionsku veznu skupinu.?

Ena Otkovié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

somiji rub Supljina

- CHa | _ _
f/{f OH YT \oH
\ - = y oH oH OH i A n3
H"‘-\_._\__ _‘_,_,_,-'-"""F n=4-§ )
R = supstituent donji ub

Slika 1. Shematski prikaz strukture kaliks[n]arena.!

Takoder, osim navedenih interakcija, kaliksareni mogu stvarati komplekse s raznim
biomolekulama®? te tako kationski kaliksareni pokazuju visoku afinitet prema DNA." Ipak, prvi
primjer bioloske aktivnosti kaliksarena i njihove sposobnosti prepoznavanja biomolekula je
zabiljezen 1996. godine.'® Objavljeno je da kaliks[4]aren posjeduje antimikrobijalnu aktivnost
i selektivnost prema Gram-pozitivnim baketrijama te da je njegova efikasnost sli¢na onoj
prirodnog antibiotika vankomicina.}* Sposobnost molekularnog prepoznavanja biomolekula
omogucuju razna svojstva kaliksarena. Najprije, uvodenje nabijenih skupina, ili pak neutralnih,
ali veoma hidrofilnih skupina u strukturu kaliksarena, omogucuje topljivost kaliksarena u
vodenom mediju. Nadalje, veli¢ina, oblik i stereokemija vezanih skupina na donji i gornji rub
omogucuje kaliksarenima efikasno 1 selektivno molekularno prepoznavanje. Takoder, u
strukturi kaliksarena istovremeno su prisutne skupine s razliitim polarnim svojstvima, §to
doprinosi hibridnom karakteru kaliksarena, odnosno kaliksarenima omogucuje razne vrste

interakcija s biomolekulama.*?

2.2.  Nukleinske kiseline
Predstavnici nukleinskih kiselina su deoksiribonukleinska kiselina i ribonukleinska kiselina.
DNA sadrzi geneticku informaciju za funkcioniranje i razvitak svih zivih organizama, dok RNA
sudjeluje u sintezi proteina i u mnogim drugim Zivotno vaznim procesima.’®

Otkri¢e nukleinskih kiselina pripisuje se Svicarskom lije¢niku 1 biologu Friedrichu
Miescheru koji ih je 1869. godine izolirao iz razgradenih leukocita (bijelih krvnih stanica). Veé¢
deset godina kasnije, 1879. godine, A. Kossel je otkrio sastavne dijelove nukleinskih kiselina i
odredio da one ne djeluju niti kao izvor energije u organizmu, niti kao sustav za pohranu

energije. Zatim je pedesetih godina dvadesetog stoljeca Chargaff sa suradnicima otkrio da su

Ena Otkovié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

molarni omjeri purinskih i pirimidniskih baza gotovo uvijek jednaki, ali medusobni omjeri svih
baza nisu jednaki jedan. Razli¢iti omjeri baza su karakteristicni i specifi¢ni za pojedinu vrstu
organizma. S druge strane, tek 1952. godine je od strane A. Hershey i M. Chase potvrdeno da

je DNA uistinu genetski materijal.'®

2.2.1. Grada nukleinskih kiselina
DNA 1 RNA su dugacki linearni polimeri i biomakromolekule koje su izgradene od medusobno
povezanih monomernih jedinica zvanih nukleotidi. Svaka monomerna jedinica se sastoji od
Secera, fosfata i jedne od cCetiriju dusi¢nih baza. Stoga se DNA i RNA razlikuju prema Secernoj
komponenti i prema jednoj od baza.'®

Seéer u deoksiribonukleinskoj kiselini je deoksiriboza. Prefiks deoksi- oznacuje da na
2°-C atomu nema hidroksilne skupine, koja u sastavu ribonukleinske kiseline, to¢nije njezine
Seéerne okosnice riboze, postoji (slika 2).1°> Obje molekule Seéera koje grade nukleinske kiseline
su derivati furanoze i f-D-stereoizomeri.l” Oba $ecera u prostoru nisu planarna, ve¢ postoje u
dvije konformacije ,,omotnice* i ,,stolice. Konformaciju ,,omotnice®, Secer posjeduje kada se
jedan atom nalazi izvan ravnine koju ¢ine preostala Cetiri atoma, a konformaciju ,,stolice* Secer
zauzima kada su mu dva susjedna atoma izvan ravnine, pri ¢emu je jedan atom iznad ravnine,
a drugi ispod ravnine prstena. NajceS¢e jedan od atoma koji se nalazi izvan ravnine prstena vise

odstupa od drugoga.'®*°

deoksiriboza riboza

Slika 2. Struktura Secera riboze i deoksiriboze. Crvenom bojom Su naznacene razlike u

strukturi Secera, a plavom bojom redosljed C-atoma.

Dusicne baze koje grade nukleinske kiseline su adenin (A), timin (T), gvanin (G) i citozin (C).
Kod RNA, timin je zamijenjen bazom uracil (U), koja je zapravo nemetilirana forma timina.

Navedene dusi¢ne baze dijele se na purinske i pirimidinske. U purinske baze spadaju adenin i

Ena Otkovié¢ Diplomski rad
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gvanin, a u pirimidinske citozin, uracil i timin (slika 3). Purinske i pirimidinske baze su

aromatske, planarne i heterocikli¢ke molekule.!®

NH, 0
N
N \
</ | N </ ‘ NH
) N )\
N N H N NH,
adenin gvanin
NH, 0 0
H;C
f\/L \ﬁ‘\ NH fh NH
H H H
citozin timin uracil

Slika 3. Struktura purinskih (crveno) i pirimidinskih (plavo) dusi¢nih baza.

Veza izmedu baze i Seéera naziva se glikozidna veza. Za purinske baze vezane na Secer
glikozidni torzijski kut definiran je s Cetiri atoma O4'-C1'-N9-C4, a za pirimidinske baze s O4'-
C1'-N1-C2.18 Glikozidni torzijski kut moZe poprimiti dvije konformacije: sin i anti. Anti
konformaciju kod purina ¢ini N1-C2 veza usmjerena nasuprot prstenu Secera, a kod pirimidina
C2-N3 veza takoder usmjerena nasuprot prstenu Secera. S druge strane, kod sin konformacije
je veza baza usmjerena na istoj strani prstena $ecera.®

Seéeri su u nukleinskim kiselinama povezani fosfodiesterskim mostovima, to¢nije 3'-
OH skupina jednog Secera u nukleotidu je esterificirana fosfatnom skupinom i zatim vezana na
5-OH skupinu susjednog Secera. Niz medusobno povezanih Secera fosfodiesterskim
mostovima ¢ini okosnicu nukleinskih kiselina. Svaki fosfodiesterski most nosi jedan negativan
naboj zbog prisutnosti fosfatne skupine.}” Prisustvo negativnog naboja odbija nukleofilne
reagense, Sto fosfodiestersku vezu ¢ini manje osjetljivom na hidrolizu. Stoga odsutnost 2°-OH
skupine na Seceru deoksiribozi u molekuli DNA dodatno povecava njezinu otpornost na

hidrolizu. Upravo u toj otpornosti na hidrolizu lezi razlog da je DNA geneticki materijal 1

prenosilac informacija u svim stanicama u odnosu na RNA.*®
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2.2.2. Struktura i vrste DNA

Rosalind Franklin i Raymond Gosling su 1952. godine, uz pomo¢ rendgenske difrakcije, dobili
difrakcijsku sliku DNA poznatu kao fotografija 51 (slika 4). Uz pomo¢ navedene difrakcijske
slike DNA 1i rezultata drugih istrazivanja, Francis Crick i James Watson su izveli strukturni
model DNA kojim su predlozili da se DNA sastoji od dva polinukleotidna lanca, koja se protezu
u suprotnim smjerovima te se omataju oko zajednicke osi i time tvore desnu dvostruku
uzvojnicu. Predlozeni model Watsona i Cricka, poznatiji kao B-DNA-uzvojnica, temelji se na
poznatoj fotografiji 51, a za to su otkrice, zajedno sa M. H. F. Wilkinsom dobili Nobelovu

nagradu iz fiziologije 1962. godine.1>2°

Slika 4. Fotografija dobivena difrakcijom X-zraka s hidratiziranog vlakna DNA.?!

Purinske i pirimidinske baze nalaze se s unutrasnje strane uzvojnice, dok su fosfati i
deoksiriboze smjesteni s vanjske strane uzvojnice. Adenin se sparuje s timinom preko dvije
vodikove veze, a gvanin i citozin s tri vodikove veze. Takvi parovi nazivaju se Watson-
Crickovim parovima baza (slika 5). U slucaju ribonukleinske kiseline, adenin se sparuje s
uracilom dvjema vodikovim vezama.l’ Prisustvo vodikovih veza izmedu komplementarnih
dusicnih baza te aromatskog slaganja baza ¢ini dvostruku uzvojnicu DNA stabilnom. Stoga,
znac€ajan doprinos u stabilizaciji molekule DNA ¢ini velik broj privlaénih interakcija izmedu

vertikalno polozenih susjednih parova baza.!®
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Dt G RPN =

N / _/ TN
gvanin citozin adenin timin

Slika 5. Watson-Crickovi parovi baza.™®

Studije difrakcije rendgenskog zracenja na hidratiziranim oblicima DNA pokazale su da se
DNA moze nalaziti u tri razli¢ita oblika. Ti oblici ili forme DNA su redom: A-DNA, B-DNA i
Z-DNA (slika 6).1° A- i B-DNA su obje desne dvolancane uzvojnice koje ¢ine antiparalelni
lanci povezani Watson-Crickovim sparivanjem baza. Uzvojnica tipa A S§ira je i kraca od B-
uzvojnice, a njezini su parovi baza nagnuti, a ne okomiti na os uzvojnice. Stani¢cna DNA je
opcéenito u B-obliku, a dvolancane regije RNA i neki hibridi DNA-RNA poprimaju oblike

dvostruke uzvojnice sliéne A-obliku.®®

Slika 6. Struktura A-, B- i Z-DNA.??
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Sve dvostruke uzvojnice nukleinskih kiselina, bez obzira na sastav baza, sadrze dvije vrste

utora: veliki i mali (slika 7).’

mali utor / ‘ v
e

Slika 7. Veliki i mali utor u B-DNA.Y’

Glikozidne veze u jednom baznom paru nisu potpuno nasuprot jedna drugoj, $to za posljedicu
ima nastanak utora (slika 8). Mali utor sadrzava pirimidinski O-2 i purinski N-3 baznog para, a
veliki je utor na suprotnoj strani para. Unutar malog utora N-3 adenina ili gvanina te O-2 timina
(citozina) sluze kao akceptori vodikove veze, a amino skupina vezana na C-2 gvanina sluzi kao
donor u vodikovoj vezi. S druge strane, u velikom utoru, N-7 gvanina (adenina) te O-4 timina
i O-6 gvanina sluze kao potencijalni akceptori vodikove veze, dok amino skupina vezana na C6

adenina i C-4 citozina moZe posluziti kao donor vodikove veze (slika 8).1°

strana vellkog utora strana volikog utora

Heoooorooe CH)

0o S 2 o it o

TR \
ot
glikozidna veza j ko, Yeva
strana malog utora strana malog utora

Slika 8. Shematski prikaz strana velikog i malog utora s potencijalnim donorima (plavo) i

akceptorima (crveno) vodikove veze (plava tockasta linija).™
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2.2.3. Nacini vezanja malih molekula na DNA/RNA sustave

Male organske molekule se na polinukleotide mogu vezati nepovratno, pri ¢emu nastaju
kovalentni kompleksi malih molekula s polinukleotidima, ili ravnotezno, pri ¢emu nastaju
nekovalentni kompleksi malih molekula s polinukleotidima. Kod ravnoteZnih interakcija
razlikuju se tri osnovna nacina vezanja: elektrostatske interakcije polikationskih spojeva s
negativno nabijenim fosfatima polinukleotida, vezanje malih molekula u utore dvolan¢anih

uzvojnica te interkaliranje (slika 9).23

Interkaliranje

Vezanje u veliki utor

Veliki utor

Elektrostatsko vezanje

Mali utor Vezanje u mali utor

Bisinterkaliranje

Slika 9. Shematski prikaz interakcija malih molekula s polinukleotidima.?*

Interkaliranje, tj. umetanje planarnih aromatskih spojeva izmedu parova baza polinukleotida,
dovodi do stabilizacije i ukruéivanja polinukleotidnog lanca te do produljenja uzvojnice kao i
njenog odvijanja i deformacije.?>?® Male molekule se ne mogu interkalirati bilo gdje u
polinukleotidnom lancu zbog principa ,,iskljuenja susjeda* koji onemogucuje istovremeno
vezanje izmedu susjednih parova baza.?

Elektrostatske interakcije izmedu pozitivho nabijenih spojeva s negativno nabijenim
fosfatima polinukleotida pokazuju malu ili nikakvu selektivnost s obzirom na slijed nukleotida.
Afinitet vezanja ovisi 0 broju pozitivnih naboja molekule spoja. Molekule koje se na
polinukleotide vezu na ovaj naéin su npr. alifatski poliamini.?’

Kao $to je navedeno, vazno strukturno svojstvo polinukleotida jest postojanje velikih i
malih utora te ovisno o slijedu, utori mogu sudjelovati u vodikovim vezama kao donori ili
akceptori vodika.® Osim vodikovih veza, vazne su i Van der Waalsove interakcije izmedu

malih molekula i DNA/RNA.?8 Mnogi antibiotici i antitumorski lijekovi, predmet su mnogih
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istrazivanja jer se njihovo terapeutsko djelovanje temelji na ovom nacinu vezanja. Male
molekule koje se vezu u utore polinukleotida imaju konveksni oblik koji odgovara konkavnom
obliku utora dvostrukih uzvojnica DNA i RNA.?

Spojevi koji se vezu na polinukleotide predmet su istrazivanja zbog svojih terapeutskih,
antitumorskih i antibiotskih svojstva. Vezanjem spojeva na polinukleotide dolazi do promjene
u njihovoj strukturi, a to pak dovodi i do promjene u bioloskoj aktivnosti polinukleotida. U
istrazivanjima se mogu Koristiti prirodni i sintetski polinukleotidi. Od prirodnih polinukleotida
naj¢eS¢e se koristi DNA iz prsne Zlijezde teleta (engl. Calf Thymus DNA, ct-DNA), ¢iji
redoslijed baza nije detaljno poznat, no nacelno sadrzi 48% GC i 52 % AT parova baza i time
je dobar primjer B-uzvojnice uprosjeCenih strukturnih svojstava. Za provedbu detaljnijih
ispitivanja koriste se sintetski polinukleotidi ¢iji su slijedovi baza poznati. Koriste se
homopolinukleotidi (osnovne strukture poli X — poli Y) i alterniraju¢i polinukleotidi (osnovne
strukture poli XY — poli XY).

Spojevi koji se vezu u mali utor obi¢no pokazuju veliku selektivnost prema manjem
utoru DNA u odnosu na RNA, a to se povezuje sa samim oblikom manjeg utora kod DNA i
RNA. Manji utor RNA je bitno §iri i plic¢i Sto smanjuje hidrofobni efekt vezanja malih molekula,
atime i utjecaj vodikovih veza izmedu male molekule i DNA. Takoder, vezanje malih molekula
u utor DNA ovisi i 0 slijedovima DNA. Kod poli dG — poli dC slijedova DNA u malom utoru
nalaze se amino skupine gvanina, koje ¢esto imaju nepovoljan stericki utjecaj te zbog toga male

molekule preferiraju vezanje na DNA koje su bogate A-T slijedovima.?

2.3. Spektroskopske metode vezane uz proucavanje interakcija malih
molekula s DNA/RNA sustavima

Za ispitivanje nekovalentnih kompleksa malih molekula s DNA/RNA koriste se razne
eksperimentalne metode kojima se odreduju: promjena viskoziteta otopine DNA/RNA,
promjena sedimentacijskog koeficijenta ili elektroforetske pokretljivosti cirkularne DNA te
promjena temperature ,,meksanja“ dvostruke uzvojnice nakon vezanja ispitivanog spoja. Od
spektroskopskih metoda najvise se primjenjuju 'H NMR, UV/Vis i fluorescencijska
spektroskopija te cirkularni i linearni dikroizam.??

U daljnjem tekstu detaljnije ¢e biti opisane metode koristene u eksperimentalnom dijelu
ovog diplomskog rada: UV/Vis i fluorescencijska spektroskopija, cirkularni dikroizam te
odredivanje promjene temperature ,,mekSanja“ dvostruke uzvojnice nakon vezanja ispitivanog

spoja na temelju UV/Vis spektara.
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2.3.1. UV/Vis spektroskopija

Ultraljubi¢asta-vidljiva spektroskopija (engl. ultraviolet-visible spectroscopy, UV/Vis) jedna je
od najcesce koriStenih metoda za identifikaciju i odredivanje brojnih organskih i anorganskih
spojeva. Omogucuje odredivanje molekulskih vrsta koje apsorbiraju ultraljubicasto ili vidljivo
zracenje. UV/Vis spektroskopija je apsorpcijska spektroskopija kod koje uslijed pobude
elektrona molekula u podrucju elektromagnetskog zrac¢enja (100—-400 nm za UV i 400-800 nm
za Vis podrucje) dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog u pobudeno elektronsko stanje.
Prednosti ove metode su Siroka primjenjivost, velika osjetljivost, visoka selektivnost, tocnost i
jednostavnost.?

U UV/Vis spektroskopiji mjeri se koli¢ina apsorbirane svjetlosti kao funkcija valne
duljine. To mozZe dati i kvalitativne 1 kvantitativne podatke o uzorku. Elektroni koji su ukljuc¢eni
u dvostruke i trostruke veze organskih spojeva nisu tako snazno vezani te se zbog toga lakse
pobuduju. Nezasi¢ene organske funkcionalne skupine koje apsorbiraju u UV/Vis dijelu
elektromagnetskog spektra nazivaju se kromofori. lako kromofori apsorbiraju zracenjepri
karakteristiénim valnim duljinama, konjugacija izmedu dva ili vise kromofora ima tendenciju
pomicanja apsorpcijskih maksimuma koji se definiraju na sljede¢i nacin: batokromni pomak je
pojava pomicanja apsorpcijskih maksimuma prema ve¢im valnim duljinama, a hipsokromni
pomak je pomak prema manjim valnim duljinama. Ukoliko nekom promjenom uvjeta dolazi
do poveéanja apsorbancije, rije¢ je o hiperkromnom efektu, dok je suprotni efekt hipokromni.?®

Elektronski prijelazi mogu se klasificirati prema tipu orbitala ¢ija se populacija mijenja
prilikom apsorpcije zradenja (slika 10). Sto je lak3e pobuditi elektrone (nizi energetski razmak
izmedu molekulskih orbitala), to je ve¢a valna duljina svjetlosti koju molekula apsorbira.
Tijekom analize organskih molekula najvise se bavimo 7-n* i n-n* prijelazima budu¢i da
upravo tim prijelazima odgovara energija UV/Vis zracenja. Prijelaz iz molekulske orbitale ¢ u
o* zahtjeva najvise energije te se odnosi na nize valno podrucje. Nece svi prijelazi izmedu
kvantnih razina biti moguci. Postoje izborna pravila koja govore o ograni¢enjima koja postoje

tijekom interakcija elektromagnetskog zracenja i tvari.*°
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Slika 10. Tipovi orbitala kod molekula i elektronski prijelazi uzrokovani apsorpcijom UV ili

Vis zrafenja.

Dio zrafenja koje prolazi kroz otopinu spoja apsorbiraju molekule spoja, dok propusteno
zratenje mjeri spektrofotometar. Koli¢ina apsorbiranog zraenja moze se izraziti kao
transmitancija (T) $to je omjer intenziteta propustenog zracenja i intenziteta upadnog zracenja
ili kao apsorbancija (A) sto je dano izrazom:
A=-logT
Sto je veéi broj molekula koje apsorbiraju zradenje, to je veéa apsorpcija. Sto molekula
ucinkovitije apsorbira zracenje pri odredenoj valnoj duljini, to je apsorpcija veéa. Iz ovoga
proizlazi Beer-Lambertov zakon koji kaze da je apsorbancija proporcionalna koncentraciji
apsorbirajuce tvari, dok je molarni apsorpcijski koeficijent (¢) konstanta koja opisuje svojstvo
molekule da apsorbira zracenje pri odredenoj valnoj duljini. Beer-Lambertov zakon dan je
jednadZzbom:
A= ecl
gdje je A apsorbancija pri odredenoj valnoj duljini, ¢ je molarna koncentracija otopine spoja, |

je duljina puta zraenja, a ¢ je molarni apsorpcijski koeficijent.?®

2.3.2. Promjene temperature meksanja
Dva su lanca u dvolanc¢anoj uzvojnici DNA povezana nizom nekovalentnih interakcija, gdje
dominiraju vodikove veze i aromatske interakcije slaganja izmedu nukleobaza. Bilo koja

fizikalna promjena koja utjecCe na navedene nekovalentne interakcije moze promjeniti stanje
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DNA uzvojnice pa se tako u laboratoriju dvostruka uzvojnica DNA moze razoriti grijanjem
otopine DNA ili dodatkom kiseline ili baze. Razdvajanje dvostruke uzvojnice na dva
jednolanc¢ana slijeda dogada se pri odredenoj temperaturi meksanja (Tm), koja se definira kao
temperatura pri kojoj je pola strukture denaturirano, te je karakteristi¢na za odredeni slijed baza.
Ova promjena je popracena mjerljivim promjenama fizikalnih svojstva otopine DNA.
Primjerice, otopina nativne DNA je viskozna jer se ukocena zavojnica opire deformaciji, dok
se nakon denaturacije viskoznost otopine bitno smanjuje, jer su odvojeni lanci puno
savitljiviji.l’

Denaturacijom molekule DNA mijenja se i njena apsorbancija. Dusikove baze
apsorbiraju zracenje u ultraljubicastom dijelu spektra. Nakon denaturacije one viSe nisu U
interakciji aromatskog slaganja pa apsorbiraju oko 40% vise zracenja na svim valnim duljinama
u ultraljubicastom dijelu spektra. Taj ucinak denaturacije na apsorpcijski spektar naziva se
hiperkromizam. Denaturacija zavojnice je kooperativan proces jer razdvajanje zavojnice na

jednom mjestu jako destabilizira ostatak zavojnice i poti¢e daljnju denaturaciju.°
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Slika 11. a) Hiperkromni efekt prilikom denaturacije DNA; b) krivulja meksanja DNA.Y

Cimbenici koji utje¢u na temperaturu meksanja DNA su sastav baza, ionska jakost, vrijednost
pH te molekule koje se vezu na DNA 3! Buduéi da GC parove baza povezuju tri vodikove veze,
oni su stabilniji od AT parova baza, te je potrebna visa temperatura kako bi se ti parovi baza
denaturirali. Povec¢anjem ionske jakosti otopine, povecava se i dielektri¢na konstanta koja
dovodi do smanjenja medusobnog odbijanja fosfatnih skupina $to stabilizira zavojnicu. Bilo

koja molekula koja moze stvoriti vodikove veze s funkcionalnim skupinama baza u DNA moze
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doprinijeti denaturaciji zavojnice. Da bi male molekule denaturirale zavojnicu DNA, moraju
biti prisutne u velikim koncentracijama, jer je potrebno ostvariti prednost natjeCuéi se za
vodikove veze s bazama drugog lanca DNA.

Nekovalentno vezanje malih molekula na dvolan¢ane polinukleotide uzrokuje promjene
u termickoj stabilnosti polinukleotida, tj. u njihovim temperaturama meksanja. Vezanje malih
molekula na dvolanCane polinukleotide moze dovesti do stabilizacije (pozitivna vrijednost
ATm) ili do destabilizacije (negativha vrijednost ATm) dvolanCanog polinukleotida.
Interkalativni nacin vezanja stabilizira dvostruku uzvojnicu, dok spojevi koje se vezu u utore

mogu dati pozitivne ili negativne AT vrijednosti. 23

2.3.3. Fluorescencijska spektroskopija

Fluorescencijska spektroskopija ili fluorimetrija je spektroskopska metoda koja analizira
fluorescenciju analita u uzorku. Elektroni u molekuli se pobuduju zra¢enjem (najcesée UV) te
se prati emisija zracenja nakon pobude (obi¢no u vidljivom dijelu spektra). Fluorimetrija je
komplementarna metoda UV/Vis spektroskopiji. U fluorescencijskoj spektroskopiji kemijska
vrsta se apsorpcijom fotona pobuduje iz svojeg osnovnog elektronskog stanja u razlicita
vibracijska stanja pobudenog elektronskog stanja. Sudarima s drugim molekulama molekula
gubi vibracijsku energiju dok ne dosegne najnize vibracijsko stanje unutar pobudenog

elektronskog stanja. Ovi procesi prikazani su u dijagramu po Jablonskom (slika 12).%

T, Legenda:

51 _r u= unutarnja pretvorba

r = vibracijska relaksacija

% — medusustavno kriZanje
a— apsorpcija

ala f f - fluorescencija

P p - fosforescencija

I So

Slika 12. Dijagram Jablonskog. Radijativni prijelazi su prikazani plavim strelicama, a

neradijativni prijelazi crvenim strelicama.*
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Struktura ve¢ine molekula omoguc¢ava vibracijsku relaksaciju i unutarnju pretvorbu tijekom
kojih pobudene molekule pri povratku u osnovno stanje gube energiju bez emisije zracenja.
Deaktivacijski proces u kojem pri prijelazu izmedu stanja istog multipliciteta molekula emitira
zracenje naziva se fluorescencija, dok pri prijelazu iz tripletnog pobudenog stanja U 0Snovno
stanje govorimo o fosforescenciji. Ucestalost unutarnje pretvorbe razlog je $to se fluorescencija
javlja pri samo jednoj valnoj duljini, odnosno samo iz prvog pobudenog elektronskog stanja,
neovisno o valnoj duljini pobude. Zbog pojave zvane Stokesov pomak, sve vrpce emisijskog
zradenja imat ée neSto veéu valnu duljinu i manju energiju od pobudnih vrpci.*
Fluorescencijska spektroskopija koristi se u biokemijskim, medicinskim i kemijskim
istrazivanjima. Primjenu ove metode ograni¢ava Cinjenica da istrazivana molekula mora
fluorescirati. Medutim, kada je primjenjiva, ova metoda je veoma osjetljiva.

Jedna od eksperimentalnih metoda koja se Kkoristi kako bi se provjerilo veze li se spoj
na polinukleotid je fluorimetrijska titracija. Ovaj se eksperiment moze provoditi samo ako
barem jedan od reaktanta ima fluorescencijski spektar u eksperimentalnim uvjetima. Vezanje
molekule na polinukleotid moze dovesti do porasta kao i do gasenja fluorescencije. U slobodnoj
maloj molekuli cijanina moguca je rotacija te se procesom vibracijske relaksacije gubi
apsorbirana energija, a posljedica toga je mali ili nikakav intenzitet fluorescencije. Vezanjem
na polinukleotid dolazi do strukturnih promjena koje zakoCe rotaciju i ukrute strukturu $to
znadajno povecava intenzitet fluorescencije.®?

Podatci dobiveni iz fluorometrijskih titracija koriste se za izraCunavanje konstanti
stabilnosti spojeva te za odredivanje gusto¢e vezanja spoja, odnosno omjera koncentracije
vezanog spoja i koncentracije polinukleotida. Kako bi se mogla izracunati konstanta stabilnosti,
vezanje spoja na polinukleotid mora biti ravnotezno te spektroskopske promjene moraju biti

dovoljno velike.?® Za ra¢unanje konstanti stabilnosti koristi se Scatchardova jednadzba. 3%

2.3.4. Cirkularni dikroizam
Cirkularni dikroizam je spektroskopska metoda koja otkriva informacije o kiralnosti molekule.
Daje podatke o kiralnim vrstama u otopini koje apsorbiraju zra¢enje u UV/Vis podrucju tijekom
prijelaza iz osnovnog u jedno ili vise pobudenih stanja. CD se oslanja na razliku u apsorpciji
izmedu lijeve i desne kruzno polarizirane svjetlosti.*®

Ravninski polarizirano zracenje je ona vrsta zracenja kod kojeg se elektromagnetski

valovi sire u samo jednoj ravnini. Pojava nesimetricnog titranja elektricnog i magnetskog polja
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koje tijekom Sirenja ¢ine zracenje naziva se polarizacija zracenja. Zracenje moze biti linearno i
cirkularno polarizirano. Ako elektri¢no polje konstantno titra u istoj ravnini radi se o linearno
polariziranom zraCenju, dok se kod cirkularno polariziranog zracenja ravnina titranja
elektricnog polja jednoliko vrti. Ovisno o tome okrece li se ravnina titranja elektricnog polja u
smjeru kazaljke na satu ili u suprotnom smjeru, razlikujemo lijevo i desno polarizirano zracenje
(slika 13). Takvo zracenje je kiralno pa ¢e i kiralne molekule razli¢ito apsorbirati lijevo i desno

cirkularno polarizirano zracenje.*

Slika 13. U CD spektroskopiji: A) lijevo, cirkularno polarizirano zracenje; B) desno,

cirkularno polarizirano zragenje.*

Nukleinske kiseline, kao 1 mnoge druge bioloSke molekule su kiralne 1 kromoforne. Jedna od
najces¢e koriStenth metoda u karakterizaciji sekundarne strukture DNA 1 RNA je
spektroskopija cirkularnog dikroizma. Budu¢i da su polinukleotidi najées¢e desne zavojnice,
promjene njihove konformacije mogu se pratiti na ovaj nagin.®
Spektar cirkularnog dikroizma prikazuje se kao funkcija molarne elipti¢nosti [mdeg] u

ovisnosti o valnoj duljini. Na odredenoj valnoj duljini postoji razlika izmedu apsorpcije lijevo
i desno cirkularno polariziranog zracenja:

AA =A; — Ap
Primjernom Beer-Lambertovog zakona dobije se sljedeci izraz:

AA = (g, — €p)cl

gdje su eL i ep molarni apsorpcijski koeficijenti za lijevo, odnosno desno cirkularno polarizirano
zraenje, C je molarna koncentracija, a | je duljina opti¢kog puta.

Ae = g —¢p
A¢ je molarni cirkularni dikroizam. Ukoliko se na Ae primijeni koncentracijski korektivni

faktor, dobije se molarna elipti¢nost koja se prikazuje u stupnjevima.
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Simetricne molekule nemaju CD spektar jer jednako apsorbiraju i lijevo i desno
polariziranu svjetlost. Kiralne molekule imaju CD signal u podrucju u kojem se javlja njihova
apsorpcijska vrpca. lako akiralne molekule nemaju svoj CD signal, vezanjem na polinukleotid
moze doci do stvaranja induciranog signala cirkularnog dikroizma (ICD). Uoceno je da se ICD
signali javljaju pri valnim duljinama apsorpcijskih maksimuma kromofora male molekule.*’

Prilikom CD titracija polinukleotida s malim molekulama prate se promjene CD spektra
polinukleotida u rasponu valnih duljina od 200 do 300 nm, gdje apsorbiraju DNA i RNA, te
promjene u spektrima na valnim duljinama iznad 300 nm, gdje se pojavljuje CD spektar malih
molekula ukoliko su molekule kiralne, te eventualni ICD spektar nekiralnih malih molekula.
Promjene koje se dogadaju izmedu 200 i 300 nm povezuju se sa specificnim promjenama u
sekundarnoj strukturi polinukleotida, $to je posljedica kiralnosti fosfatno-secerne okosnice.®
Kod promjena CD spektra iznad 300 nm interpretacija rezultata je jednostavnija jer u tom
podruéju ne apsorbiraju DNA i RNA, te se samo prate promjene spektra male molekule.®

Prema jacini ICD signala moze se zakljuiti o kojem tipu interakcije spoja i
polinukleotida se radi. Slabi negativni ili pozitivni ICD signali upucuju na interkaliranje, dok
jaci ICD signali upuéuju da se spoj vezao u mali utor polinukleotida.*® Ovisno o predznaku ICD
signala, moZe se zakljuciti koja je orijentacija male molekule. Nadalje, tzv. bisignatni signali

(pozitivni i negativni signal) obi¢no upuéuju na vezanje dimera spoja u utor polinukleotida.®®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Spojevi: 11,23-di-tert-butil-26,28-dimetoksi-25,27-di-[(1-metilimidazol-2-il)metoksi]-5,17-
di-[4-(N,N,N-trimetilaminometil)-1,2,3-triazol-1-il]kaliks[4]aren (1),% 11,23,34-tri-tert-butil-
37,39,41-trimetoksi-36,38,40-di-[(1-metilimidazol-2-il)metoksi]-5,17,28-tri-[4-(N,N,N-
trimetilaminometil)-1,2,3-triazol-1-il]kaliks[6]aren (2),° 5,17-diamino-11,23-di-tert-butil-
26,28-dimetoksi-25,27-di-[(1-metilimidazol-2-il)metoksi]kaliks[4]aren (3),® 5,17,28-triamino-
11,23,34-tri-tert-butil-37,39,41-trimetoksi-36,38,40-tri-[ (1-metilimidazol-2-
il)metoksi]kaliks[6]aren (4).° Spojevi su sintetizirani u grupi koju vodi dr. sc. O. Reinaud
(Laboratoire de Chimie, Biochimie Pharmacologiques et Toxicologiques, Université Paris

Descartes). Strukturne formule spojeva prikazane su na slici 14.

Slika 14. Strukture spojeva koristenih u radu.%°
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Spojevi su otopljeni u dimetil-sulfoksidu (DMSQO) uz primjenu ultrazvuéne kupelji te su
koncentracije pripremljenih otopina spojeva iznosile 1 x 10~ mol L. Sve otopine spojeva
pohranjene su pri temperaturi od 8 °C i stabilne su tijekom nekoliko tjedana.

Sva mijerenja provedena su u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™).
Koristeni polinukleotidi (calf thymus DNA, poli A — poli U, poli dA — poli dT, poli dAdT — poli
dAdT i poli dGdC — poli dGdC) otopljeni su prema uputi proizvodaca (Sigma Aldrich, SAD) u
puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™). Koncentracija polinukleotida (izrazena
po nukleobazi/fosfatu) odredena je spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije pri valnoj
duljini te izracunom pomo¢u molarnog ekstinkcijskog koeficijenta definiranima od proizvodaca
(tablica 1). Otopine polinukleotida pohranjene su pri temperaturi od —20 °C te su u takvim

uvjetima stabilne nekoliko mjeseci.

Tablica 1. Molarni apsorpcijski koeficijenti za razlicite polinukleotide pri maksimalnim

valnim duljinama apsorpcije (po uputama proizvodaca).

polinukleotid g/ mol?* dm3cm™
ct-DNA 6600 (Amaks = 260 nm)
poli dAdT — poli dAdT 6600 (Amaks = 262 nm)
poli dGdC — poli dGdC 8400 (Amaks = 254 nm)
poli A —poli U 6000 (Amaks = 260 nm)
poli dA — poli dT 6000 (Amaks = 260 nm)
Tablica 2. Srina i dubina utora razli¢itih polinukleotida.3*4°
§irina utora/ A dubina utora / A
polinukleotid
veliki utor mali utor veliki utor mali utor
poli A —poli U 38 10,9 - -
ct-DNA 11,7 5,7 8,5 7,5
poli dGdC — poli dGdC 13,5 9,5 10,0 7,2
poli dAdT — poli dAdT 11,2 6,3 - -
poli dA — poli dT 11,4 33 - -

Koristeni nukleozid-5'-monofosfati (Sigma Aldrich, SAD): adenozin-5'-monofosfat (AMP),
gvanozin-5'-monofosfat (GMP), citidin-5'-monofosfat (CMP) i uridin-5-monofosfat (UMP),
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otopljeni su u redestiliranoj vodi uz koriStenje ultrazvu¢ne kupelji te su koncentracije
pripremljenih otopina iznosile 1 x 102 mol L™1. Otopine mononukleotida pohranjene su pri
temperaturi od —20 °C te su u takvim uvjetima stabilne nekoliko mjeseci. Takoder, otopina
fluorescentnog analoga adenina (D8-111TFA, slika 15),*! koji je ranije prireden reakcijom
,»CUAAC-klik“ adenina s a-amino skupinom lizina pripremljena je u DMSO-u te je
koncentracija pripremljene otopine iznosila 1 x 103 mol L.

Bakrov(l) jodid (Sigma Aldrich, SAD) otopljen je u redestiliranoj vodi uz koristenje
ultrazvuéne kupelji. Koncentracija pripremljene otopine iznosila je 1 x 102 mol L™ te je
pohranjena pri temperaturi od 8 °C.

Otopine etidijevog bromida (EtBr) i 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAP1)*2 pripremljene
su u DMSO-u. Koncentracija pripremljene otopine etidijevog bromida iznosila je 1 x 10~ mol
L te je pohranjena pri temperaturi od —20 °C. Koncentracija pripremljene otopine DAPI-a

iznosila je 5 x 10~ mol L te je pohranjena pri temperaturi od 8 °C.

7N
N NH,

—

N, /== N=N
N
N/ N N\/K/

\=N

COOH

Slika 15. Struktura fluorescentnog analoga adenina D8-111TFA

3.1.2. Instrumentacija
Za UV/Vis apsorpcijska mjerenja koristen je UV/Vis spektrometar Varian/Agilent Cary 100
Bio (Agilent Technologies, SAD). Koristene su kvarcne kivete duljine opti¢kog puta od 1 cm.

Fluorimetrijske titracije izvedene su na fluorimetrima Agilent Cary Eclipse (Agilent
Technologies, SAD) i FS5 (Edinburgh Instruments, UK). KoriStene su kvarcne kivete duljine
optickog puta od 1 cm.

Mjerenja cirkularnog dikroizma provedena su pomoc¢u CD spektrometra JASCO J-815.
Brzina snimanja spektra iznosila je 200 nm min1. Koristene su kvarcne kivete duljine optickog
puta od 1 cm.

Sva mijerenja provedena su u programu Scan, dok su svi eksperimentalni podaci

obradeni koristenjem programa OriginPro 7.5.
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3.2. Spektrofotometrijska karakterizacija otopina ispitivanih spojeva
Pomocéu UV/Vis spektara odredeni su bazdarni pravci te Su iz njih izracunati molarni
ekstincijski koeficijenti ispitivanih spojeva. U kvarcnu kivetu pipetiran je 1 mL pufera natrijeva
kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™) te je snimljen apsorpcijski spektar pufera, odnosno bazna
linija. Potom su dodani alikvoti otopine ispitivanog spoja. Mjerenja su provedena u rasponu
valnih duljina od 200 do 650 nm, pri temperaturi od 25 °C, te u koncentracijskom podruc¢ju
spojeva od 5 x 10° do 2 x 10~°> mol L1 u slu¢aju spojeva 1 i 2, odnosno od 2,5 x 10 do 1 x
1075 mol L™ u slu¢aju spojeva 3 i 4.

Za odredivanje ovisnosti apsorpcije ispitivanih spojeva o promjeni temperature,
snimljeni su UV/Vis spektri spoja koncentracije 2 x 10° mol L™ u temperaturnom rasponu od
25 do 95 °C (AT =5 °C). Nakon hladenja otopine ponovno je snimljen UV/Vis spektar pri 25
°C.

Prilikom ispitivanja fluorescencije spojeva u kvarcnu kivetu pipetirano je 1,5 mL pufera
natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L) te je snimljen spektar pufera (radi utvrdivanja
poloZzaja i intenziteta signala rasprSenog zracCenja). Potom su dodani alikvoti spoja u
koncentracijskom rasponu od 5 x 10~ do 2 x107® mol L. Uzorak je pobuden zraéenjem valne
duljine maksimuma apsorpcije o¢itanog iz prethodno snimljenog UV/Vis spektra te je u slucaju
sva Cetiri ispitivana spoja valna duljina pobude iznosila 300 nm. Emisijski spektar snimljen je
u rasponu od 320 do 600 nm pri odgovarajué¢im Sirinama ulazne i izlazne pukotine. Potom je
snimljen pobudni spektar ispitivanog spoja pri valnoj duljini o¢itanog emisijskog maksimuma.
Takoder, istrazena je ovisnost fluorescencije spoja 2 o temperaturi. Ispitivanje je provedeno
snimanjem emisijskih spektara spoja 2 koncentracije 2 x 10® mol L™! u temperaturnom rasponu
od 25 do 95 °C (AT =5 °C). Nakon hladenja otopine ponovno je snimljen emisijski spektar pri
25 °C.

Provedene su fluorimetrijske titracije s bakrovim(l) ionima kako bi se provjerila
promjena fluorescencije spojeva 1 i 2 prilikom kompleksiranja, odnosno kako bi se provjerilo
je li fluorescencijska spektroskopija dobra metoda za pracenje kompleksiranja. U kvarcnu
Kivetu pipetirano je 1,5 mL redestilirane vode te je snimljen spektar pri valnoj duljini pobude
od 300 nm. Potom je dodana otopina spoja kako bi koncentracija spoja u kiveti iznosila 5 x 10~
® mol L. Zatim su postepeno dodani alikvoti otopine Cu(l) pri ¢emu je podetna koncentracija

metalnog iona u otopini iznosila 5 x 107 mol L2,
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3.3. lIspitivanje interakcija spojeva s polinukleotidima

3.3.1. Metoda istiskivanja etidijevog bromida

Interakcije spojeva s polinukleotidima ispitivane su metodom istiskivanja etidijevog bromida
iz kompleksa s polinukleotidom. U kvarcnu kivetu pipetirano je 1,5 mL pufera natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) te je snimljen spektar pufera pri valnoj duljini pobude od
520 nm i odgovarajuc¢im §irinama ulazne i izlazne pukotine. Potom je dodana otopina etidijevog
bromida kako bi koncentracija etidijevog bromida u kiveti iznosila 5 x 10° mol L™ te je
snimljen emisijski spektar. Nakon toga, dodana je otopina odgovarajuc¢eg polinukleotida kako
bi koncentracija istog u kiveti iznosila 5 x 10° mol L te je snimljen emisijski spektar. Potom
su postepeno dodavani alikvoti ispitivanog spoja kako bi omjer koncentracije etidijevog
bromida i ispitivanog spoja (r = [etidijev bromid]/[spoj]) u kiveti bio u rasponu od 1 do 0,1.
Emisijski spektri snimljeni su u rasponu valnih duljina od 500 do 700 nm. Takoder, vrijeme
inkubacije iznosilo je 1 minutu. Od ocitanih intenziteta emisije se oduzme pocetni intenzitet
etidijevog bromida (bez dodane DNA). Tako dobivene vrijednosti emisije proporcionalne su
postotku etidijevog bromida vezanog na DNA, koji se postepeno smanjuje s dodatkom
ispitivanog spoja. Pri padu intenziteta emisije etidijevog bromida na pola pocetne vrijednosti
(pocetni spektar EtBr/DNA kompleksa) smatra se kako je polovica EtBr istisnuta iz DNA zbog
kompeticije s ispitivanim spojem te se taj omjer r = [EtBr]/[spoj] definira kao 1Cso.

3.3.2. Pokusi cirkularnog dikroizma (CD)

CD spektri spojeva s odgovaraju¢im polinukleotidima snimljeni su pri sobnoj temperaturi. Sva
mjerenja su odradena u puferu natrijevog kakodilata (pH = 7,0; | = 0,05 mol L) s po¢etnom
koncentracijom polinukleotida od 2 x 107> mol L. Najprije je u kivetu pipetirano 1,5 mL
pufera, a potom je snimljen CD spektar otopine polinukleotida. Zatim su snimani spektri
kompleksa polinukleotida s ispitivanim spojevima na nacin da su ispitivani spojevi dodani u
omjerima r = [spoj]/[polinukleotid] = 0,1, 0,3 i 0,5. Svi snimljeni CD spektri su korigirani
oduzimanjem CD spektra pufera.

Takoder, provedena je i metoda istiskivanja DAPI-a*? iz kompleksa s polinukleotidom
poli dAdT — poli dAdT pomocu spojeva 1 i 2. U kvarcnu Kivetu je pipetirano 1,5 mL pufera
natrijeva kakodilata (pH = 7,0; 1 = 0,05 mol L) te je snimljen CD spektar polinukleotida poli
dAdT — poli dAdT koncentracije 2 x 10° mol L. Potom je dodana otopina DAPI-a tako da je

omjer DAPI-a i polinukleotida u Kiveti iznosio 0,6. Nakon toga, postepeno su dodani alikvoti
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otopina spojeva u omjerima r = [spoj]/[polinukleotid] = 0,2, 0,4, 0,8, 1,6 i 3,2. Svi snimljeni

CD spektri su korigirani oduzimanjem CD spektra pufera.

3.3.3. Temperaturno meksanje dvolancanih DNA i RNA

Metodom temperaturnog meksanja ispitivan je utjecaj spojeva na stabilizaciju dvolancane
uzvojnice sljede¢ih polinukleotida uslijed poviSenja temperature: ct-DNA, poli dAdT — poli
dAdT, poli A —poli U te poli dA — poli dT.

Pri odredivanju temperature meksanja najprije je u svaku kivetu pipetiran 1 mL pufera
natrijeva kakodilata (pH = 7,0; 1 = 0,05 mol L) te je ocitana apsorbancija pufera pri
odgovarajucoj valnoj duljini. Dobiveni rezultati se koriste kao nulte vrijednosti otopina, a
potom se u svaku od kiveta pipetira prethodno izracunati alikvot otopine polinukleotida tako da
koncentracija polinukleotida u Kiveti iznosi 2,5 x 10 mol L. U istom programu, o¢ita se
apsorbancija pufera s polinukleotidom te se dobivene vrijednosti unesu u program OriginPro
7.5, ¢ime se izracunaju potrebni alikvoti Spojeva. Sva su mjerenja odradena za dva uzorka
pripravljena na potpuno isti nacin, pri ¢emu je za par kiveta s otopinama polinukleotida bez
spojeva odredena referentna vrijednost Tm. U svakom sljede¢em paru kiveta, dodani su
ispitivani spojevi u omjeru r = [spoj}/[polinukleotid] = 0,3. Potom je mjerena temperatura
meksanja pomoc¢u programa Thermal tako da je cijeli set do maksimalno 12 kiveta (6 parova)
postupno zagrijavan od 25 do 95 °C brzinom od 1 °C/min uz oéitanje vrijednosti apsorbancije
pri odredenoj maksimalnoj valnoj duljini svakih 0,5 °C.

Rezultati su prikazani grafic¢ki kao krivulje ovisnosti apsorbancije pri odredenoj valnoj
duljini (obi¢no 260 nm) o temperaturi. Dobivene sigmoidalne krivulje posjeduju tocku
infleksije koja upravo odgovara vrijednosti temperature mekSanja (Tm). Vrijednosti Tm
odredene su prvom derivacijom krivulje (iz tocke infleksije). Vrijednosti ATm izraunate su
pomocu sljedece formule:

ATy, = mnk — Tm,komp
gdje je Tmnk temperatura meksanja slobodnog polinukleotida, a T'mxomp temperatura meksanja
kompleksa polinukleotida i ispitivanog spoja. Svaka vrijednost ATm je prosjek dvaju mjerenja,

a pogreSka mjerenja iznosi = 0,5 °C.
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3.4. Ispitivanje interakcija spojeva s nukleotidima

3.4.1. Ispitivanje interakcija spojeva s nukleobazom D8-111TFA

Interakcije spojeva 1 i 2 s fluorescentnom nukleobazom D8-111TFA* ispitivane su
fluorimetrijskoim titracijama. Mjerenja su provedena u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; | =
0,05 mol L™1). Najprije je u kivetu pipetirano 1,5 mL pufera te je snimljen emisijski spektar
pufera (bazna linija) pri valnoj duljini pobude od 350 nm.** Potom je u kivetu pipetirana otopina
D8-111TFA tako da je koncentracija nukleobaze u kiveti iznosila’5 x 108 mol L te je snimljen
emisijski spektar. Zatim su postepeno dodavani alikvoti odgovarajuc¢eg spoja pri ¢emu je
pocetna koncentracija spoja u kiveti iznosila 5 x 10° mol L. Vrijeme inkubacije bilo je 1
minutu, a spektri su snimani u rasponu valnih duljina od 370 do 600 nm. Dobiveni podaci
obradeni su u programu OriginPro 7.5 nelinearnom regresijom pomocu eksponencijalne
jednadzbe 1. reda, ¢ime je odredena konstanta stabilnosti kompleksa.

Takoder, provedena je metoda istiskivanja nukleobaze D8-111TFA iz kompleksa sa
spojem 2 pomocu polinukleotida poli A. Mjerenja su provedena u puferu natrijeva kakodilata
(pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™1). Najprije je u kivetu pipetirano 1,5 mL pufera te je snimljen emisijski
spektar pufera (bazna linija) pri valnoj duljini pobude od 350 nm. Potom je u Kivetu pipetirana
otopina nukleobaze tako da koncentracija D8-111TFA u kiveti iznosi 5 x10° mol L™ te je
snimljen emisijski spektar. Nadalje, u kivetu je pipetirana otopina spoja 2 tako da koncentracija
spoja u kiveti iznosi 1 x 10~* mol L™ te je snimljen emisijski spektar. Zatim su postepeno dodani
alikvoti polinukleotida poli A u koncentracijskom rasponu od 5 x 10 do 1 x 10 mol L™
Vrijeme inkubacije iznosilo je 1 minutu, a spektri su snimani u rasponu valnih duljina od 370
do 600 nm.

3.4.2. Ispitivanje interakcija spojeva s nukleozid-monofosfatima

Interakcije spojeva 1 i 2 s nukleozid-monofosfatima AMP, GMP, CMP i UMP ispitivane su
fluorimetrijskim titracijama koriStenjem instrumenta Agilent Cary Eclipse (Agilent
Technologies, SAD) i programa Scan. Mjerenja su provedena u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 = 0,05 mol L™). Najprije je u kivetu pipetirano 1,5 mL pufera te je snimljen emisijski
spektar pufera (bazna linija) pri valnoj duljini pobude od 300 nm. Potom je u Kivetu pipetirana
otopina ispitivanog spoja tako da je koncentracija spoja u kiveti iznosila 1 x107° mol L™ te je
snimljen emisijski spektar. Zatim su postepeno dodavani alikvoti odgovarajuc¢eg nukleotida pri

gemu je podetna koncentracija nukleotida u Kiveti iznosila 5 x 107 mol L™ u slu¢aju nukleotida
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AMP i GMP, odnosno 1 x10~4 mol L™ u slu¢aju nukleotida CMP i UMP. Vrijeme inkubacije
iznosilo je 1 minutu, a emisijski spektri su snimani u rasponu valnih duljina od 320 do 550 nm.
Dobiveni podaci obradeni su u programu OriginPro 7.5 nelinearnom regresijom pomocu
eksponencijalne jednadzbe 1. reda, ¢ime je odredena konstanta stabilnosti kompleksa.
Interakcije spojeva 3 i 4 s nukleozid-monofosfatima AMP, GMP, CMP i UMP
ispitivane su fluorimetrijskoim titracijama koriStenjem instrumenta FS5 Fluorescence
Spectrometer (Edinburgh Instruments, UK) i programa Fluoracle. Mjerenja su provedena u
puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™). Najprije je u kivetu pipetirano 2 mL
pufera i otopina ispitivanog spoja tako da je koncentracija spoja u kiveti iznosila 2 x 10° mol
L! te je snimljen spektar pri valnoj duljini pobude od 300 nm. Zatim su postepeno dodavani
alikvoti odgovaraju¢eg nukleotida pri ¢emu je pocetna koncentracija nukleotida u kiveti
iznosila 2 x 107° mol L. Vrijeme inkubacije bilo je 1 minutu, a spektri su snimani u rasponu
valnih duljina od 320 do 550 nm. Dobiveni podaci obradeni su u programu OriginPro 7.5
nelinearnom regresijom pomocu eksponencijalne jednadzbe 1. reda, ¢ime je odredena konstanta

stabilnosti kompleksa.
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Spektrofotometrijska karakterizacija ispitivanih spojeva

4.1.1. UV/Vis spektroskopija

U sklopu spektrofotometrijske karakterizacije spojeva 1, 2, 3 i 4 pripremljene su ishodne
otopine spojeva u DMSO-u koncentracije 1 x 10 mol L te su snimljeni njihovi UV/Vis
spektri u vodenom mediju, dodavanjem malih alikvota ishodnih otopina, pri cemu je (DMSO)
< 1%. Spektri su snimljeni prema opisu u poglavlju 3.2.

U slucaju spojeva 1 i 2 apsorpcija zracenja linearno se povecava S povecanjem
koncentracije spoja u koncentracijskom rasponu od 5 x107® do 2 x10™° mol L™, $to odgovara
Beer-Lambertovom zakonu (slika 16). U slucaju spojeva 3 i 4, pri istim uvjetima, znacajno se
podize bazna linija u podruc¢ju valnih duljina ve¢em od 500 nm (gdje spojevi ne apsorbiraju
zracenje) S poveCanjem Koncentracije spojeva, $to pak sugerira nastanak koloida u kiveti
(dodatak, slika D2). Upravo su zbog toga snimljeni UV/Vis spektri spojeva 3 i 4 u
koncentracijskom rasponu 2,5 x 107 do 1 x 10> mol L u kojem nije opaZen isti fenomen, a
linearno povecanje apsorbancije s pove¢anjem koncentracije spojeva 3 i 4 odgovara Beer-
Lambertovom zakonu (slika 17).

Svi spojevi imaju maksimum apsorpcije u ultraljubi¢astom dijelu spektra, kako je i
odekivano za kaliksarenske strukture,®° za koje su odredeni molarni ekstincijski koeficijenti

dani u tablici 3.
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£(260 nm)= 27090,51838 +/- 126,16366
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Slika 16. Lijevo: UV/Vis spektri spoja 2 u koncentracijskom rasponu od 5 x 10 do 2 x 10°°
mol L snimljeni u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L) uz ¢(DMSO) <

0,1%; Desno: Ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja 2 pri 260 nm.
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Slika 17. Lijevo: UV/Vis spektri spoja 4 u koncentracijskom rasponu od 2,5 x 107 do 1 x 10"
® mol Lt snimljeni u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L) uz ¢(DMSO) <

0,1%; Desno: Ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja 4 pri 300 nm.

Tablica 3. Molarni ekstincijski koeficijenti () ispitivanih spojeva

Spoj Amaks/ Nm £/ 10% mol-* dm3cm
1 259 12,8 +/-0,2
2 260 27,1+/-0,1
3 292 7,5+/-04
4 300 31,8+/-1,0
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4.1.2. Stabilnost vodenih otopina spojeva pri grijanju

Stabilnost vodenih otopina spojeva 1, 2, 3 i 4 pri zagrijavanju provjerena je na nacin kako je
opisano u poglavlju 3.2. Na apsorpciju otopina spojeva 1, 2 i 4 grijanje nema utjecaja, dok
utjece na apsorpciju spoja 3 (slika 18). Zagrijavanjem otopine spoja 3 do temperature od 65 °C
apsorbancija raste, dok zagrijavanje iznad temperature od 65 °C uzrokuje pad apsorbancije
spoja 3. Kontinuirano podizanje bazne linije u podru¢ju valnih duljina ve¢ih od 400 nm sugerira

natanak taloga ili koloida.

079 ——25C 057 —25C

——35C —35C

06 —45C ——45C

——55C 0,4 4 ——55C

05 ——65C ——65C

- 75¢C —75C

04 —85C 03 ——85C

< —95C < ——095C
—— 25 C povrat —— 25 C povrat

0,3

0,2

0,1

0,0 T T T T T T T T 0,0 T T T T T T T T T 1
250 275 300 325 350 375 400 425 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Al nm Al nm

Slika 18. Utjecaj temperature na apsorpciju spoja 1 (lijevo; ¢ = 2,5 x 10° mol L) i spoja 3
(desno; ¢ = 1 x 107° mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) u
temperaturnom rasponu od 25 do 95 °C, uz ¢(DMSO) < 0,1%.

4.1.3. Fluorescencija spojeva

Fluorescencija vodenih otopina ispitivanih spojeva provjerena je na nacin kako je opisano u
poglavlju 3.2. Strukture ispitivanih spojeva prikazane su na slici 1. Struktura spojeva 1 i 2
sadrzava 4-fenil-1,2,3-triazolni dio te pozitivne naboje. Spoj 1 posjeduje dva, a spoj 2 tri
pozitivna naboja. U strukturi spojeva 3 i 4 izostaje pozitivan naboj i navedeni 1,2,3-triazolni
dio, koji je zamijenjen amino skupinama.

Najprije je ispitana fluorescencija pozitivno nabijenih spojeva 1 i 2. lako sami spojevi
ne fluoresciraju jako, pokazuju mjerljivu fluorescenciju kada se primjene maksimalne Sirine
ulazne i izlazne pukotine instrumenta od 20,0 nm (slika 19). Maksimalna emisija spojeva
pojavljuje se pri valnoj duljini od 400 nm. Literaturnim pretrazivanjem, nadeno je da spoj, koji
sadrzi sli¢an fenil-1,2,3-triazolni dio, pokazuje maksimalnu emisiju pri slicnoj valnoj duljini od

430 nm.*® To sugerira da je kromofor odgovoran za fluorescenciju spojeva 1 i 2 upravo 4-fenil-
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1,2,3-triazol. Takoder, uoceno je dobro slaganje pobudnog spektra i odgovaraju¢eg UV/Vis
spektra, Sto ukazuje kako je kromofor UV spektra ujedno i fluorofor.

120 5x 10" mol L*
——1x10°molL?

-7 -1

—15x10°mol L? 180 - 5x 107 mol L
100 ——2x10°mol L* ——1x10° mol L*
——1,5x10°mol L*
80 1501 ——2x10°mol L*
E_:L 60 120

RIF

90
40

60
20
30 _WW

T T T T T T T T T 1
325 350 375 400 425 450 475 500 525 550

Lo 350 375 400 42;/::10 475 500 525 550
Slika 19. Spektri fluorescencije spoja 1 (lijevo) i 2 (desno) snimljeni u koncentracijskom
rasponu od 5 x 10~ do 2 x 10°® mol L™ u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L~
1y pri valnoj duljini pobude 300 nm.

Potom je ispitana fuorescencija nenabijenih spojeva 3 i 4. S obzirom da je u njihovoj strukturi
kromofor (1,2,3-triazol) zamijenjen s amino skupinom, ocekivalo se da ¢e spojevi promjeniti
fluorescentna svojstva. Primjeéen je hipsokromni pomak maksimuma emisije (slika 20) spojeva
314 (Amaks = 370 nm) u usporedbi s pozitivno nabijenim analozima 1 i 2 (Amaks = 400 nm).
Potrebno je napraviti detaljniju fotofizikalnu analizu ispitivanih spojeva, kako bi se detaljnije
objasnila njihova fluorescencija.

Spoj 3, isto kao i prethodno ispitani spojevi, pokazuje mijerljivu fluorescenciju pri
maksimalnim Sirinama ulazne i izlazne pukotine od 20,0 nm (slika D5). Fluorescencija spoja 4
je intenzivnija od fluorescencije prethodno opisanih spojeva. Ipak, u spektrima spoja 4, podize
se bazna linija pri visim koncentracijama spoja, Sto sugerira nastanak koloida u kiveti (slika
D5). Takoder, snimljeni pobudni spektri vodenih otopina spojeva 3 i 4 pri valnoj duljini

maksimuma emisije, podudaraju se s njihovim UV/Vis spektrima.
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Slika 20. Usporedba valnih duljina maksimuma emisija spojeva 1, 2, 3 i 4. Koncentracije
spojeva iznose 2 x 10~° mol L™, osim koncentracije spoja 4 (c = 1 x 10° mol L) zbog
podizanja bazne linije spektra pri visim koncentracijama. Sva mjerenja su provedena u puferu

natrijeva kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L1) pri valnoj duljini pobude 300 nm.

Tijekom ovog dijela mjerenja, provjeren je i utjecaj temperature na fluorescenciju spoja 2 kako
je opisano u poglavlju 3.2. Grijanje otopine uzrokuje smanjenje fluorescencije spoja 2, no
hladenjem uzorka na prvotnu temperaturu od 25 °C emisija zraenja vraca se na pocetne

vrijednosti prije grijanja (slika 21).
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Slika 21. Temperaturna ovisnost fluorescencije spoja 2 (c = 2 x 10° mol L) u puferu
natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L) u temperaturnom rasponu od 25 do 95 °C, pri
valnoj duljini pobude 300 nm.

Takoder, tijekom ovog dijela istrazivanja napravljene su i fluorimetrijske titracije s ionima
Cu(l) kako je opisano u poglavlju 3.2 u svrhu provjere promjene fluorescencije spojeva 1 i 2
prilikom kompleksiranja. Dodatak kationa uzrokovao je mjerljivi pad fluorescencije spojeva
(slike D6 i D7), u skladu s rezultatima drugih metoda opisanim u radovima.®?

4.2. Ispitivanje interakcija s polinukleotidima
Nakon spektrofotometrijske karakterizacije, ispitane su interakcije spojeva 1, 2, 3 i 4 s
dvolan¢anim polinukleotidima. U tu svrhu koristene su metode istiskivanja etidijevog bromida,

odredivanja temperature meksanja dvolancanih polinukleotida i CD spektroskopija.

4.2.1. Temperatura meksanja polinukleotida

Promjene temperature meksanja dvolancanih polinukleotida ct-DNA, poli A — poli U, poli
dAdT — poli dAdT (alternirajuci polinukleotid) i poli dA — poli dT (homopolinukleotid) u
interakciji sa spojevima 1, 2, 3 i 4 ispitane su kako je opisano u poglavlju 3.3.3. Temperatura
meksanja Tm je karakteristi¢na temperatura pri kojoj je 50% DNA denaturirano, odnosno mjera
je stabilnosti DNA te stabilnija DNA ima viSu Tm. Temperature mekSanja odredene su
ocitavanjem tocki maksimuma prve derivacije sigmoidnih krivulja ovisnosti apsorbancije o

temperaturi. Promjene temperature meksanja prosjek su dvaju mjerenja i dane su u tablici 4.
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Niti jedan od ispitivanih spojeva nije utjecao na temperaturu meksanja polinukleotida
ct-DNA. Kationski spojevi 1 i 2 stabilizirali su RNA polinukleotid poli A — poli U za 1 °C,
odnosno 2 °C, dok nenabijeni spojevi 3 i 4 nisu utjecali na stabilizaciju istog (slike D8-D11).
Izostanak stabilizacije u slucaju spojeva 3 i 4 je oc¢ekivan, zbog toga $to u njihovoj strukturi
nema pozitivnog naboja (slika 14), ¢ime je umanjen broj veznih interakcija s DNA i RNA.
Takoder, nenabijeni spojevi 3 i 4 nisu stabilizirali niti homopolinukleotid poli dA — poli dT niti
alternirajuci polinukleotid poli dAdT — poli dAdT (slike D12 i D13). Spojevi 1 i 2 stabilizirali
su homopolinukleotid poli dA — poli dT za 1 °C, odnosno 3 °C (slika 22). Uocena je zna¢ajna
stabilizacija alternirajuc¢eg polinukleotida poli dAdT — poli dAdT, sa spojem 1 za 1 °C, te sa
spojem 2 za 10 °C (slika 23).

Polinukleotidi poli dA — poli dT i poli dAdT — poli dAdT se uobicajeno Koriste za
ispitivanje vezanja molekula u mali utor DNA, koje u slu¢aju efikasnog vezanja uzrokuju
znacajnu stabilizaciju navedenih polinukleotida.** Razlika u $irini malog utora poli dA — poli
dT (3,3 A) i poli dAdT — poli dAdT (6,3 A) (tablica 2),* pogodna je mjera za ispitivanje idealne
Sirine male molekule koja se umece u mali utor. Posljedi¢no, mozemo zakljuciti kako se veci
spoj (2) bolje uklapa u mali utor poli dAdT — poli dAdT od manjeg (1), vjerojatno bolje
popunjavajuci raspolozivi prostor 1 time ucinkovitije istiskuju¢i molekule vode (hidrofobni
efekt), a moguce i ostvarujuci povoljnije van der Waalsove vezne kontakte. Mali utor poli dA
— poli dT je ocigledno preuzak za oba spoja te zahjeva stericku promjenu polinukleotida
(odmatanje i proSirenje), pa je konacna temperaturna stabilizacija je manja.

Stabilizacija dvolan¢ane RNA (poli A — poli U) usporediva je s poli dA — poli dT,
vjerojatno posto je Sirina velikog utora RNA (uobi¢ajenog veznog mjesta malih molekula) vrlo
sli¢na $irini malog utora poli dA — poli dT. Odsustvo stabilizacije ct-DNA mozemo pripisati
48% GC parova baza, gdje amino skupina gvanina u malom utoru steri¢ki ometa vezanje malih
molekula, te je time broj efikasno vezanih molekula nedovoljan da bi uzorokovao mjerljivu

stabilizaciju dvolan¢anih DNA.
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Slika 22. Krivulje temperature meksanja polinukleotida poli dA — poli dT (c(poli dA —
poli dT)) = 2,5 x 10~ mol L, ryspojy/polinukiectia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva kakodilata
(pH 7,0; 1 = 0,05 mol L) nakon dodatka spojeva 1 i 2. Greska u vrijednostima ATm iznosi
+0,5 °C. Prve derivacije sigmoidnih krivulja ovisnosti apsorbancije o temperaturi prikazane

su u Dodatku.
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Slika 23. Krivulje temperature mekSanja polinukleotida poli dAdT — poli dAdT (c(poli dAdT
—poli dAdT) = 2,5 x 107> mol L2, rpspojypolinukiestia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) nakon dodatka spojeva 1 i 2. Greska u vrijednostima
ATm iznosi 20,5 °C. Prve derivacije sigmoidnih krivulja ovisnosti apsorbancije o temperaturi

prikazane su u Dodatku.
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Tablica 4. Vrijednosti ATm (°C)? polinukleotida ct-DNA, poli A — poli U, poli dAdT — poli
dAdT i poli dA — poli dT nakon dodatka spojeva 1, 2, 3 i 4 (r = 0,3)° pri pH 7,0 (pufer: natrijev
kakodilat, I = 0,05 mol L), c(polinukleotid) = 2,5 x10° mol L.

Spoj - - .ATm/ i - - -
ct-DNA | poli A —poli U | poli dAdT — poli dAdT | poli dA —poli dT
1 0 2 1 1
2 0 1 10 3
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0

4Greska ATm=+0,5
br = [spoj]/[polinukleotid]

4.2.2. Metoda istiskivanja etidijevog bromida

Metodom istiskivanja etidijevog bromida iz kompleksa s odredenim polinukleotidom, ispitane
su interakcije spojeva 1, 2, 3 i 4 s dvolan¢anim polinukleotidima: ct-DNA, poli A — poli U, poli
dAdT — poli dAdT te poli dGdC — poli dGdC. Metoda je provedena kako je opisano u poglavlju
3.3.1. Etidijev bromid tek po interkaliranju u DNA pokazuje intenzivnu fluorescenciju pri
valnoj duljini od 520 nm.**“° Metoda se temelji na sposobnosti drugih molekula koje se
nekovalentno vezu na dvolancanu DNA, da istisnu etidijev bromid iz kompleksa s DNA, pri
gemu se emisija etidijevog bromida skoro u potpunosti gasi.*® Rezultat metode prikazan je kao
parametar ICso koji predstavlja omjer koncentracije etidijevog bromida i koncentracije
ispitivanog spoja u trenutku kada je 50% etidijevog bromida istisnuto iz kompleksa s
polinukleotidom, odnosno predstavlja efikasnost vezanja ispitivanog spoja s polinukleotidom.
Znaci, vecéa vrijednost parametra 1Cso predstavlja efikasnije vezanje spoja s polinukleotidom,
odnosno veéi afinitet spoja za polinukleotid te se moze koristiti kao parametar relativne
usporedbe afiniteta serije slicnih spojeva prema pojedinoj DNA ili RNA.

Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 5. Najprije se mogu usporediti rezultati spojeva
koji posjeduju pozitivni naboj u svojoj strukturi. Spoj 1 u svojoj strukturi posjeduje dva
pozitivna naboja, dok spoj 2 posjeduje tri pozitivna naboja (slika 14). Budu¢i da spoj 2 nosi
viSe pozitivnih naboja nego spoj 1, efikasnije se veze s ispitivanim polinukleotidima, $to
ukazuje na znacajan doprinos elektrostatskih interakcija pozitivno nabijenih dijelova male
molekule s negativno nabijenom okosnicom DNA/RNA. Posljedi¢no, odredene su vece
vrijednosti parametra ICso za spoj 2, nego za spoj 1, §to upucuje na veéi afinitet spoja 2 prema

ispitivanim polinukleotidima. Navedena razlika, veoma je uocljiva u primjeru istiskivanja
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etidijevog bormida iz kompleksa s polinukleotidom poli A — poli U. Parametar ICso u slucaju
istiskivanja etidijevog bromida sa spojem 1 iznosi 0,09 (slika 24), dok za spoj 2, parametar I1Cso
iznosi 0,68 (slika 25). Odnosno, potrebno je dodati manju koli¢inu spoja 2, nego spoja 1, kako
bi se istisnulo 50% etidijevog bromida iz kompleksa. 1z toga se moze zakljuciti da spoj 2 ima

veci afinitet prema polinukleotidu poli A — poli U, nego spoj 1.

Tablica 5. Omijeri etidijevog bromida i spojeva 1, 2, 3 i 4 (ICso = [EtBr]/[spoj]) odredeni
istiskivanjem etidijevog bromida (¢ = 5 x 10 mol L™) iz kompleksa s ispitivanim
polinukleotidom (¢ = 5 x 10> mol L1). Mjerenja su provedena u puferu natrijeva kakodilata
(pH 7,0; 1 =0,05 mol L™).

ICso
Spoj ct-DNA | poli dAdT - poli dAdT | poli dAdT - poli dAdT | poli A —poli U
1 0,15 0,10 0,11 0,09
2 0,34 0,47 0,68 0,68
3 NP? - - -
4 NP? - - -

NP = nema promjene emisije kompleksa

Nadalje, moze se usporediti afinitet spojeva 1 i 2 za polinukleotid ct-DNA s afinitetom spojeva
314 zaisti polinukleotid. Spojevi 3 i 4 nemaju pozitivne naboje u svojim strukturama. Rezultati
dobiveni istiskivanjem etidijevog bromida iz kompleksa s polinukleotidom ct-DNA sa
spojevima 3 i 4 prikazani su slikama 26 i 27. Uocava se da pri istim uvjetima, nema znacajne
promjene u emisiji kompleksa etidijev bromid/ct-DNA. S druge strane, dobivene vrijednosti za
parametar I1Cso u slucaju spojeva 1 i 2 iznose 0,15, odnosno 0,34 (tablica 5). Time se pokazalo
da je afinitet spojeva, koji nemaju pozitivne naboje u svojoj strukturi (3 i 4), prema DNA, barem
za dva reda veli¢ine manji od afiniteta spojeva s pozitivnim nabojima u strukturi (1 i 2) prema
DNA. To ponovo ukazuje na znacaj elektrostatskih interakcija ovdje ispitivanih kaliksarena s

negativno nabijenom okosnicom DNA/RNA.
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Slika 24. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10 mol L™?;
Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom poli A — poli U (c =5 x 10~° mol L™?), sa
spojem 1 u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L™); B) Ovisnost relativnog

intenziteta fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 1.
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Slika 25. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10°° mol L,
Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom poli A — poli U (c =5 x 10° mol L), sa
spojem 2 u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L™); Desno: Ovisnost relativnog
intenziteta fluorescencije pri 593 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 2.
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Slika 26. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10 mol L™?;

Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom ct-DNA (c =5 x 10° mol L), sa spojem 3 u

puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta

RIF

fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 3.
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Slika 27. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10 °°mol L,

Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom ct-DNA (¢ =5 x 10~°mol L), sa spojem 4 u

puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta

fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 4.

4.2.3. Cirkularni dikroizam

CD spektroskopijom pracene su interakcije dvolanéanih polinukleotida ct-DNA, poli dAdT —

poli dAdT i poli A —poli U sa spojevima 1 i 2. Metoda je provedena kako je opisano u poglavlju

3.3.2. U rasponu od 200 do 300 nm, DNA i RNA apsorbiraju zra¢enje pa se promjene spektra

mogu povezati s promjenom sekundarne strukture dvostruke uzvojnice polinukleotida zbog
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vezanja spoja.® Pri valnim duljinama iznad 300 nm, DNA i RNA ne apsorbiraju zradenje, stoga
se svi inducirani CD (ICD) spektri mogu pripisati isklju¢ivo spojevima.®®

Nisu opazeni ICD signali pri valnim duljinama iznad 300 nm tijekom proucavanja
interakcija navedenih dvolancanih polinukleotida sa spojevima 1 i 2 (slike D28 i D29) te je
primijenjena metoda istiskivanja DAPI-a. DAPI je fluorescentna, akiralna (nema intrinzi¢ni CD
spektar) boja, koja se selektivno veze u mali utor AT-slijedova DNA te se po vezanju u CD
spektru pojavljuje inducirani CD signal pri 376 nm.* Srednja vrijednost afiniteta DAPI-a za
DNA bogate AT-slijedovima omogucuje provodenje metode istiskivanja DAPI-a i ispitivanje
vezanja drugih molekula s DNA.*” Metodom istiskivanja DAPI-a ispitane su interakcije spojeva
112 s dvolané¢anim polinukleotidom poli dAdT — poli dAdT.

Metoda je provedena kako je opisano u poglavlju 3.3.2 te su dobiveni rezultati prikazani
na slikama 28 i 29. Uocava se ICD signal pri valnim duljinama iznad 300 nm koji se pripisuje
vezanju DAPI-a za dvolanc¢ani polinukleotid poli dAdT — poli dAdT. Postepenim dodavanjem
spojeva, smanjuje se navedeni signal, odnosno istiskuje DAPI iz kompleksa s dvolan¢anim
polinukleotidom. Rezultat metode je parametar r koji ozna¢ava omjer koncentracije DAPI-a i
spoja u trenutku kada je 50% DAPI-a istisnuto iz kompleksa s polinukleotidom.

U slucaju spoja 1, parametar r iznosi 2,78, a u slucaju spoja 2 iznosi 0,67. Time je

potvrdeno da se spojevi 1 i 2 uistinu vezu u mali utor DNA.
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Slika 28. Lijevo: CD spektri pri istiskivanju DAPI-a (¢ = 2 x 10~ mol L) spojem 2 nakon
vezanja s polinukleotidom poli dAdT — poli dAdT (c = 2 x 10~ mol L) u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™); Desno: Ovisnost ICD signala pri valnoj duljini 376 nm

0 omjeru koncentracija DAPI-a i spoja 2.
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Slika 29. Lijevo: CD spektri pri istiskivanju DAPI-a (¢ = 2 x 10° mol L 1) spojem 1 nakon
vezanja s polinukleotidom poli dAdT — poli dAdT (¢ = 2 x 10° mol L) u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L™); Desno: Ovisnost ICD signala pri valnoj duljini 376 nm

0 omjeru koncentracija DAPI-a i spoja 1.

4.3. Ispitivanje interakcija s nukleotidima
4.3.1. Interakcije spojeva 1 i 2 s fluorescentnom nukleobazom
Ispitane su interakcije spojeva 1 i 2 s fluorescentnom nukleobazom D8-111TFA.*! Interakcije

su ispitane fluorimetrijskim titracijama kako je opisano u poglavlju 3.4.1. Metoda se temelji na
promatranju promjene emisije fluorescentne nukleobaze s postepenim dodavanjem spojeva.
Rezultati fluorimetrijskih titracija su obradeni pomoc¢u pomocu nelinearne regresije primjenom

eksponencijalne jednadzbe prvog reda u svrhu odredivanja vrijednosti konstante vezanja (log

Ks) .
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Slika 30. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji D8-111TFA (c =5 x 10°® mol

LL; Zex = 350 nm) spojem 2 (¢ =5 x 10° mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; | =

0,05 mol L1). Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini 430 nm
0 koncentraciji spoja 2.

Analiza snimljenih spektara tijekom fluorimetrijske titracije nukleobaze D8-111TFA spojem 2
(slika 30) ukazala je na nastanak samo jednog tipa kompleksa (izoemisijske tocke), te je
obradom rezultata nelinearnom regresijom za stehiometriju kompleksa spoj 2 : D8-111TFA =
1: 1 odredena konstanta vezanja log Ks = 4,0. S druge pak strane, postepeni dodatak spoja 1,
nije uzrokovao promjenu u emisiji nukleobaze DB-111TFA (slika D30). 1z toga se zakljucuje
da navedena nukleobaza pokazuje selektivnost prema spoju 2. Promjena fluorescencije
nukleobaze D8-111TFA po vezanju 2 se iskoristila za ispitivanje interakcija spoja 2 i
jednolan¢anog polinukleotida poli A na nacin koji je opisan u poglavlju 3.4.1. Metoda se
temeljila na istiskivanju nukleobaze iz kompleksa sa spojem pomocu jednolan¢anog
polinukleotida. Ipak, postepenim dodavanjem polinukleotida poli A nije doslo do promjene
emisije kompleksa (slika D31). To sugerira da je nekovalentni kompleks spoja 2 i nukleobaze
D8-111TFA bitno stabilniji od eventualnog kompleksa navedenog spoja i jednolan¢anog
polinukleotida. Posto poli A ima negativno nabijenu okosnicu, koja bi u principu trebala tvoriti
elektrostatske interakcije s trostruko pozitivno nabijenim 2, iz toga slijedi kako za primjeceni
visoki afinitet kaliksarena prema dvolan¢anim AT-DNA i AU-RNA nije dovoljna
elektrostatska interakcije ve¢ je nuzno umetanje u utor sa znac¢ajnim hidrofobnim i van der

Waalsovim interakcijama.
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4.3.2. Interakcije ispitivanih spojeva s nukleozid-monofosfatima
S ciljem Sto boljeg razumijevanja interakcija ispitivanih spojeva s DNA 1 RNA ispitane su i
interakcije spojeva s nukleozid-5-monofosfatima AMP, GMP, CMP i UMP. Struktura
nukleozid-5'-monofosfata (NMP) se sastoji od purinske ili pirimidinske baze, koja bi mogla
tvoriti aromatske interakcije slaganja s aromatima ispitivanih spojeva, vezane na 1'-C atom
Secera riboze, te na 5'-C atom Secera vezane fosfatne skupine, koja nosi negativne naboje i s
kojima bi kationski dio 1 ili 2 mogao tvoriti elektrostatske interakcije. Interakcije spojeva 1, 2,
3 1 4 s navedenim nukleotidima ispitane su fluorimetrijskom titracijom kako je opisano u
poglavlju 3.4.2. Svi rezultati fluorimetrijskih titracija su obradeni pomocu nelinearne regresije
primjenom eksponencijalne jednadzbe prvog reda (koja odgovara nastanku kompleksa
stehiometrije 1 : 1) sa svrhom odredivanja vrijednosti konstante vezanja (log Ks). Metoda se
temelji na pracenju promjene intenziteta emisije ispitivanog spoja uslijed postepenog dodavanja
odredenog nukleotida (slike 31-33).

Za vec¢inu provedenih fluorimetrijskih titracija dobivena su vrlo dobra slaganja
eksperimentalnih i ra¢unskih podataka (koeficijent korelacije > 0,99). lzra¢unate konstante
stabilnosti nastalih kompleksa sumirane su u tablici 6, zajedno s relativnom promjenom emisije

spoja po nastanku kompleksa (ARIF).
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Slika 31. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 1 (¢ =1 x 10~ mol L;
Jex =300 nm) s nukleotidom CMP (c = 1 x10~% mol L™); Desno: Emisijski spektri pri
fluorimetrijskoj titraciji spoja 2 (¢ = 1 x 10~ mol L™%; Jex = 300 nm) s nukleotidom CMP (c =
1 x 10~ mol L™2). Titracije su provedene u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol
LY.
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Slika 32. Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 410 nm spoja 1 o koncentraciji
nukleozid-5’-monofostata u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L™1). Konstante
stabilnosti (log Ks) odredene su obradom podataka fluorimetrijske titracije metodom

nelinearne regresije po modelu kompleksa stehiometrije spoj: NMP =1 : 1.
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Slika 33. Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 410 nm spoja 2 o koncentraciji
nukleozid-5’-monofostata u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L™). Konstante
stabilnosti (log Ks) odredene su obradom podataka fluorimetrijske titracije metodom

nelinearne regresije po modelu kompleksa stehiometrije spoj: NMP =1 : 1.
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Tablica 6. Vrijednosti konstanti stabilnosti (log Ks) kompleksa spojeva 1, 2, 3 i 4 s nukleozid-

monofosfatima i promjene emisije spojeva u kompleksu (ARIF)?* u puferu natrijeva kakodilata

(pH 7,0; 1 = 0,05 mol L ™).

log Ks
Spoj
AMP GMP UMP CMP
1 |43(ARIF=0,8)|4,8(ARIF=0,6) | 2,5 (ARIF=0,3) | 3,1 (ARIF =0,4)
2 |40 (ARIF=0,9) |34 (ARIF=0,6) | 24 (ARIF=0,4) | 3,2 (ARIF=0,2)
3 |50(ARIF=0,8) | 4,7 (ARIF =0,8) | 4,1 (ARIF = 0,6) NPP
4 | 4,7 (ARIF=0,6) | 5,0 (ARIF=0,5) | 5,0 (ARIF =0,6) | 4,7 (ARIF =0,6)

4 ARIF = RIF (100% kompleks) / RIF (spoj)
® NP = premale promjene intenziteta emisije za pouzdanu obradu podataka

Analizom konstanti stabilnosti (log Ks, tablica 6) uocljivo je kako neutralni spojevi 3 i 4
pokazuju nesto veéi afinitet prema nukleotidima u usporedbi s kationskim analozima 1 i 2, te
se ujedno samo neutralni spojevi 3 i 4 ne razlikuju po afinitetu za purinske (A,G) i primidinske
(U, C) baze. Promjer ispitivanih kaliksarena ne dozvoljava inkluziju nukleobaza unutar
kaliksarenske Supljine, no fleksibilnost i razmak aromatskih podjedinica na oba ruba
kaliksarena (slika 34) omogucéuje eventualno umetanje aromatskih liganada (primjerice

nukleobaza) u formi interkalandnog tipa supramolekulskog kompleksa.

Slika 34. Shematski prikaz spoja 1 s okvirnim udaljenostima izmedu aromatskih supstituenata

gornjeg i donjeg ruba (prikazano pomocu programa Chem3D 12.0).

Ena Otkovi¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 44

Vrijednosti konstanti stabilnosti log Ks >> 4 sugeriraju nastanak interkalandnog tipa kompleksa
nukleobaza-kaliksaren, gdje je nukleobaza umetnuta izmedu dvije (1, 3) ili tri (2, 4) imidazolne
podjedinice s kojima tvori aromatske interakcije slaganja, a u skladu s okvirnim udaljenostima
izmedu aromatskih supstituentata gornjeg i donjeg ruba (slika 34). Takav interkalandni tip
kompleksa s umetnutom nukleobazom izmedu aromatskih podjedinica je okarakteriziran
ranije,*®47 te uzevsi u obzir strukture ispitivanih spojeva, za neutralne analoge 3 i 4 moze se
pretpostaviti vezno mjesto nukleobaze izmedu imidazolnih podjedinica kaliksarena. Za
kationske analoge, osim vezanja smjeStanjem izmedu imidazolnih podjedinica, postoji i
dodatna moguénost vezanja izmedu kationskih triazolnih podjedinica, te su u tijeku dodatna
ispitivanja koja bi trebala utvrditi to¢no vezno mjesto.

Dodatak nukleotida bilo kojem spoju u pravilu gasi njegovu fluorescenciju, no
detaljnom analizom efikasnosti gaSenja emisije (ARIF, tablica 6) vidljiva je odredena
selektivnost. Glavna strukturna razlika izmedu ispitivanih kaliksarena je u tome Sto spojevi 1 i
2 u svojoj strukutri sadrze dva, odnosno tri pozitivna naboja, dok su spojevi 3 i 4 njihovi
neutralni analozi.

Purinska baza adenin ne pokazuje odredenu selektivnost prema nabijenim ili neutralnim
analozima, odnosno dodatak nukleotida AMP-a rezultira sli¢nim vrijednostima ARIF za
ispitivane spojeve. Takoder, dobivene su 1 slicne vrijednosti konstante stabilnosti (log Ks), ¢iji
je iznos veci od 4. To pak sugerira nastanak, gore navedenog, interkalandnog tipa kompleksa
nukleobaza-kaliksaren. Isti zakljuc¢ak vrijedi i za purinsku bazu gvanin. Dodatak nukleotida
GMP-a ispitivanim spojevima rezultira sli¢nim vrijednostima ARIF te nije prisutna odredena
selektivnost baze gvanina prema nabijenim ili neutralnim analozima ispitivanih spojeva.
Dobivene su vrijednosti konstanti stabilnosti ve¢e od 4, odnosno vezanjem ispitivanih spojeva
i nukleobaze gvanina nastaje interkalandni tip kompleksa. Treba spomenuti da u sluéaju
trikationskog kaliksarena 2 dodatak GMP-a rezultira konstantom stabilnosti u iznosu od 3,4 (<
4). Ipak, ponasanje njemu srodne purinske baze adenin, sugerira da vezanjem GMP-a i 2
takoder nastaje interkalandni tip kompleksa nukleobaza-kaliksaren. Znacajna razlika u
selektivnosti uocava se kod pirimidinskih baza (C i U) koje su u pravilu svojom veli¢inom
manje od purinskih baza (A 1 G). Za kationske kaliksarene (1 i 2) dodatak bilo koje pirimidinske
baze je rezultirao bitno jac¢im gasenjem fluorescencije u usporedbi s purinskim bazama. Dok je
za neutralne analoge (3 i 4) dodatak pirimidinskih baza rezultirao sli¢énim vrijednostima ARIF

onima dobivenim dodatkom purinskih baza. Takoder, slicne su i vrijednosti konstanti
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stabilnosti. To sugerira da neutralni analozi ispitivanih spojeva ne pokazuju selektivnost izmedu
purinskih i1 pirimidinskih baza. Ipak, uocene razlika fluorimetrijskih odgovora kationskih
analoga ukuzuje na odredenu selektivnost kationskih kaliksarena prema manjim pirimidinskim
bazama naspram purinskih baza. Dodatak UMP-a je rezultirao veoma sli¢énim vrijednostima
konstanti stabilnosti i ARIF u slu¢aju oba kationska kaliksarena. Takoder, dodatak CMP-a je
rezultirao sli¢nim vrijednostima konstanti stabilnosti u slu¢aju oba kationska kaliksarena, s
neSto nizom vrijednosti ARIF u slucaju trikationskog kaliksarena nego dikationskog
kaliksarena. Iako su dobivene niZe vrijednosti konstanti stabilnosti, dobiveni rezultati sugeriraju
da u slucaju kationskih kaliksarena takoder nastaje interkalandni tip kompleksa kaliksaren-
nukleobaza, no vjerojatno manja pirimidinska baza dublje ulazi u strukturu kaliksarena te na taj
nacin jace utjee na njegovu emisiju.

Odredivanje to¢nog veznog mjesta kationskih kaliksarena je izvan opsega istraZivanja
ovog diplomskog rada, te su u tijeku dodatna ispitivanja kojima bi se trebalo utvrditi to¢no

vezno mjesto.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Prethodno sintetizirani spojevi kaliksarena su okarakterizirani spektrofotometrijski u bioloski
releventnom vodenom mediju. Spojevi su pokazali slabu, no primjenjivu fluorescenciju koja je
u korelaciji sa spojevima koji sadrze sliénu gradevnu jedinicu.®® To nalaZe da ispitivani
kaliksareni i njima strukturno sli¢ni spojevi fluoresciraju te je potrebno napraviti detaljnu
fotofizikalnu karakterizaciju spojeva kako bi se objasnila uoc¢ena fluorescencija. Buduéi da je
prethodno objavljeno da ispitivani spojevi kompleksiraju bakrove(l) ione, provedene su
fluorimetrijske titracije ispitivanih spojeva s Cu(l) u svrhu istrazivanja fluorescencije
kaliksarena prilikom kompleksiranja nekovalentnim interakcijama. Dodatak bakrovih(l) iona
rezultirao je smanjenjem fluorescencije ispitivanih kaliksarena te je izracunata konstanta
stabilnosti odgovarala prethodno objavljenim rezultatima. Time je potvrdeno da je
fluorescencija ispravna metoda za analizu nekovalentnih interakcija ispitivanih kaliksarena. U
skladu s time, vezanje nukleotida je uzrokovalo mjerljive promjene fluorescencije, no dodatak
dvolan€anih polinukleotida nije rezultirao mjerljivom promjenom fluorescencije ispitivanih
kaliksarena. To nalaze da je za pracenje nekovalentnih interakcija ispitivanih kaliksarena
pomocu fluorescencije vaZzan nastanak inkluzijskih kompleksa u kojima se ligand veze u
kaliksarensku Supljinu.

Vezanje doti¢nih kaliksarena i1 dvolancanih polinukleotida ispitano je metodom
istiskivanja etidijevog bromida iz kompleksa s dvolancanim polinukleotidima. Kationski
kaliksareni pokazali su efikasno istiskivanje etidijevog bromida iz kompleksa s dvolan¢anim
polinukleotidima s vrijednostima parametra 1Cso u rasponu od 0,1 do 0,8. Budu¢i da je etidijev
bromid bioloski relevantan spoj*, dobiveni rezultati nalazu da su i analizirani kationski
kaliksareni bioloski relevantni spojevi. Nadalje, trikationski kaliksaren (2) pokazao je veci
afinitet za ispitivane polinukleotide, nego dikationski kaliksaren (1). To ukazuje na znacajan
doprinos elektrostatskih interakcija pozitivno nabijenih dijelova male molekule s negativno
nabijenom okosnicom DNA/RNA. U skladu s time, afinitet neutralnih kaliksarena (3 i 4) prema
DNA je za dva reda veli¢ine manji od afiniteta spojeva s pozitivnim nabojima u strukturi (1 i
2). To ponovo ukazuje na znacaj elektrostatskih interakcija ispitivanih kaliksarena s negativno

nabijenom okosnicom DNA/RNA.
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Interakcije ispitivanih kaliksarena s DNA/RNA ispitane su pra¢enjem promjene
temperature meksanja dvolancanih polinukleotida uslijed dodatka kaliksarena. Polinukleotidi
poli dAdT — poli dAdT i poli dA — poli dT s idealnim oblikom malog utora za vezanje malih
molekula uobicajeno se koriste za ispitivanje vezanja molekula u mali utor DNA u usporedbi s
GC-DNA, gdje je mali utor djelomicno stericki blokiran. Znacajna stabilizacija polinukleotida
uocena je uslijed dodatka trikationskog kaliksarena (2) polinukleotidu poli dAdT — poli dAdT.
Takoder, uocena stabilizacija veca je nego stabilizacija istog polinukleotida uslijed dodatka
manjeg kationskog kaliksarena (1). Navedeno je vjerojatno posljedica tri pozitivna naboja te
povoljnijeg sterickog efekta: veci spoj (2) efikasnije popunjava raspolozivi prostor i time
ucinkovitije istiskuje molekule vode (hidrofobni efekt), a moguce i da ostvaruje povoljnije van
der Waalsove interakcije. Mala stabilizacija polinukleotida poli dA — poli dT uslijed dodatka
kationskih kaliksarena sugerira da je mali utor navedenog polinukleotida preuzak za oba spoja
(upola uzi od poli dAdT — poli dAdT) te zahtjeva stericku promjenu polinukleotida. Nadalje,
stabilizacija dvolancane RNA (poli A — poli U) usporediva je s poli dA — poli dT, vjerojatno
zato Sto je Sirina velikog utora RNA (uobicajenog veznog mjesta malih molekula) vrlo sli¢na
Sirini malog utora poli dA — poli dT. lzostanak stabilizacije ct-DNA moze se pripisati sadrzaju
48% GC parova baza, gdje amino skupina gvanina u malom utoru stericki ometa vezanje malih
molekula, ¢ime je broj efikasno vezanih molekula nedovoljan da bi uzorokovao mjerljivu
stabilizaciju dvolancane ct-DNA. Takoder, neutralni kaliksareni nisu utjecali na promjenu Tm
polinukleotida, $to dodatno naglaSava znacdaj elektrostatskih interakcija prilikom vezanja
ispitivanih kaliksarena s DNA/RNA. Nadalje, vezanje ispitivanih kationskih kaliksarena u mali
utor DNA/RNA potvrdeno je 1 metodom cirkularnog dikroizma, odnosno metodom istiskivanja
DAPI-a iz malog utora polinukleotida poli dAdT — poli dAdT. Kationski kaliksareni efikasno
su istisnuli DAPI iz kompleksa s polinukleotidom ¢ime je dodatno potvrdeno da se kationski
kaliksareni uistinu vezu u mali utor DNA. U dvolan¢anu RNA spojevi se najvjerojatnije vezu
u veliki utor, budu¢i da je veliki utor RNA sli¢ne Sirine kao mali utor DNA, dok je mali utor
RNA presirok 1 preplitak za vezanje malih molekula.

Vezanje ispitivanih kaliksarena i nukleotida AMP, GMP, CMP i UMP je ispitano
fluorimetrijskim titracijama. Promjer ispitivanih kaliksarena ne dozvoljava inkluziju
nukleobaza unutar kaliksarenske Supljine. Neutralni kaliksareni (3 i 4) pokazali su nesto veéi
afinitet prema nukleotidima, nego kationski kaliksareni (1 i 2), vjerojatno zbog vece

hidrofobnosti neutralnih molekula. Strukture liganda (NMP) i receptora (kaliksaren) te moguce
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vezne interakcije, kao i dobivene vrijednosti konstanti stabilnosti sugeriraju nastanak
interkalandnog tipa kompleksa nukleobaza-kaliksaren, gdje je nukleobaza umetnuta izmedu
dvije (1, 3) ili tri (2, 4) imidazolne podjedinice (donji rub kaliksarena) s kojima tvori aromatske
interakcije slaganja. No, za kationske kaliksarene ne moze se iskljuciti vezanje nukleotida na
kationskoj strani kaliksarena, izmedu triazolnih jedinica, uz dodatne elektrostatske interakcije
pozitivnog naboja s negativno nabijenom fosfatima nukleotida. Odredivanje to¢nog veznog
mjesta kationskih kaliksarena zahtjeva detaljnu analizu strukturno informativnijim metodama,
poput spektroskopije NMR ili kristalografije, $to je zbog zahtjevnosti metoda i problemati¢ne
topivosti spojeva izvan opsega istrazivanja ovog diplomskog rada.

Neutralni kaliksareni ne razlikuju se po afinitetu prema purinskim (A i G) i
pirimidinskih bazama (U i C), dok kationski kaliksareni za red veli¢ine jace vezu purinske
nukleobaze, vjerojatno zbog njihove vece aromatske povrSine. No, gaSenje fluorescencije
kationskih analoga je znacajno izrazenije po dodatku manjih, pirimidinskih nukleotida, §to
sugerira da manja pirimidinska baza dublje ulazi u strukturu kaliksarena i time vise utjeCe na

neradijativnu relaksaciju pobudenog stanja kaliksarenskog fluorofora.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

1 11,23-di-tert-butil-26,28-dimetoksi-25,27-di-[(1-metilimidazol-2-il)metoksi]-5,17-di-[4-(N,N,N-
trimetilaminometil)-1,2,3-triazol-1-il]kaliks[4]aren

2 —11,23,34-tri-tert-butil-37,39,41-trimetoksi-36,38,40-di-[ (1-metilimidazol-2-il)metoksi]-5,17,28-tri-
[4-(N,N,N-trimetilaminometil)-1,2,3-triazol-1-il]kaliks[6]aren

3 —5,17-diamino-11,23-di-tert-butil-26,28-dimetoksi-25,27-di-[(1-metilimidazol-2-
il)metoksi]kaliks[4]aren

4 —5,17,28-triamino-11,23,34-tri-tert-butil-37,39,41-trimetoksi-36,38,40-tri-[ (1-metilimidazol -2-
il)metoksi]kaliks[6]aren

A — purinska baza adenin

A — apsorbancija

C — pirimidinska baza citozin

CD - cirkularni dikroizam

ct-DNA — deoksiribonukleinska kiselina iz timusa teleta
D8-111TFA — fluorescentna nukleobaza

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol

ARIF — relativna promjena emisije ispitivanog spoja po nastanku kompleksa s odredenim
nukleotidom, RIF (100% kompleks) / RIF(spoj)

DMSO - dimetil-sullfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina
EtBr — etidijev bromid

G — purinska baza gvanin

ICso — [EtBr]/[ispitivani spoj] u trenutku kada je 50% etidijevog bromida istisnuto iz kompleksa s
polinukleotidom

ICD — inducirani cirkularni dikroizam

RIF — relativni intenzitet fluorescencije

log Ks — konstanta vezanja

NMP — nukleozid-monofosfat

poli A —poli U - dvostruka uzvojnica homopolimera adenilata i uridilata

poli dA — poli dT — dvostruka uzvojnica homopolimera deoksiadenilata i deoksitimidilata
poli dAdT — poli dAdT — dvostruka uzvojnica heteropolimera alternirajuc¢ih deoksiadenilata i

deoksitimidilata
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poli dGdC — poli dGdC — dvostruka uzvojnica heteropolimera alterniraju¢ih deoksigvanilata i
deoksicitidilata

r — [ispitivani spoj]/[polinukleotid] ili [DAPI]/[ispitivani spoj] u trenutku kada je 50% DAPI-a
istisnuto iz nastalog kompleksa

RNA — ribonukleinska kiselina
Tm— temperatura meksanja
U — pirimidinska baza uracil

UV/Vis — ultraljubicasto/vidljivo elektromagnetsko zracenje
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Slika D1. Lijevo: UV/Vis spektri spoja 1 u koncentracijskom rasponu od 5 x 108 do 2 x 10°°
mol Lt snimljeni u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L) uz ¢(DMSO) <
0,1%; Desno: Ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja 1 pri 259 nm.
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Slika D2. UV/Vis spektri spoja 3 (lijevo) i 4 (desno) u koncentracijskom rasponu od 5 x
10" do 2 x 10 mol L snimljen u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L) uz
»(DMSO) < 0,1%.
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Slika D3. Lijevo: UV/Vis spektri spoja 3 u koncentracijskom rasponu od 2,5 x 108 do 1 x 10
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® mol L *snimljeni u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L) uz ¢(DMSO) <
0,1%; Desno: Ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja 3 pri 292 nm.
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Slika D4. Utjecaj temperature na apsorpciju spoja 2 (lijevo; ¢ = 2,5 x 10° mol L™) i spoja 3
(desno; ¢ =1 x 107> mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L) u
temperaturnom rasponu od 25 °C do 95 °C, uz ¢(DMSO) < 0,1%.
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Slika D5. Lijevo: Spektri fluorescencije spoja 3 snimljeni u koncentracijskom rasponu od 5 x
107" do 5 x 10° mol L™*; Desno: Spektri fluorescencije spoja 4 snimljeni u koncentracijskom
rasponu od 5 x 107 do 2 x 107® mol L. Spektri su snimljeni u puferu natrijeva kakodilata
(pH 7,0; 1 = 0,05 mol L) pri valnoj duljini pobude 300 nm.
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Slika D6. Lijevo: Emisijski spektri pri fuorimetrijskoj titraciji spoja 1 (c =2 x 108 mol L) s
Cul snimljeni u redestiliranoj vodi pri valnoj duljini pobude 300 nm; Desno: Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 400 nm o koncentraciji Cul.
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RIF

Slika D7. Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 2 (c =2 x 10 mol L) s Cul
snimljeni u redestiliranoj vodi pri valnoj duljini pobude 300 nm.
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Slika D8. Krivulje temperature meksanja polinukleotida poli A — poli U i ct-DNA
(c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L™, rispojy/gpotinukieatia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 1. Greska u vrijednostima ATm

iznosi 0,5 °C.
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Slika D9. Krivulje temperature meksanja polinukleotida poli A — poli U i ct-DNA
(c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L, rispojy/[polinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 2. Greska u vrijednostima ATm
iznosi £0,5 °C.
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Slika D10. Krivulje temperature mekSanja polinukleotida poli A — poli U i ct-DNA
(c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L, rispojy/[polinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 3. Greska u vrijednostima AT

iznosi 0,5 °C.

-
el
& —m—poli A - poli U
H —4—poli A - poli U + spoj 4
———— T
30 35 40 45 50" 55 60 65 70 75 80

m Cct-DNA
0,10 ee00e
® Cct-DNA +spoj 4 ,-"" ]

o
0,08 o®
900% |

0,06 -f

! ——
0,044 qunnt®

0,02 4 -

0,00

Slika D11. Krivulje temperature meksanja polinukleotida poli A — poli U i ct-DNA
(c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L™, rispojy/[polinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 4. Greska u vrijednostima AT

iznosi +0,5 °C.

024

022 aaabh b bbb bsbhhbid b
0204 K‘k
018 /
015 J
14]
—=— poli dAT - poli dAdT
12 —a—poli dAdT - poli dAdT + spoj 4
4 5 55 5 E 7
14

2

1 ] = poli dAdT - poli dAdT
002 Jqumn poli dAdT - poli dAdT + spoj 3

Slika D12. Krivulje temperature meksanja polinukleotida poli dAdT — poli dAdT
(c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L, rispojy/[polinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 3 i spoja 4. Greska u vrijednostima

ATm iznosi 0,5 °C.
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Slika D13. Krivulje temperature meksanja polinukleotida poli dA — poli dT (c(polinukleotid)
=2,5x 10> mol L, rispojy/polinukieatia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; |

= 0,05 mol L) nakon dodatka sp
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oja 3 i spoja 4. Greska u vrijednostima ATm iznosi 0,5 °C.
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Slika D14. Prve derivacije krivulje temperature meksanja polinukleotida poli dA — poli dT

(c(polinukleotid) = 2,5 x 10° m

ol L%, rspoj/[polinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva

kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 1 i spoja 2. Greska u vrijednostima
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ATm iznosi 0,5 °C.
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Slika D15. Prve derivacije krivulje temperature meksanja polinukleotida poli dAdT — poli
dAdT (c(polinukleotid) = 2,5 x 10> mol L2, rispojypolinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu
natrijeva kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 1 i spoja 2. Greska u
vrijednostima ATm iznosi £0,5 °C.
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—— ct-DNA
—— ct-DNA + spoj 1

prva derivacija krivulje temperature mekganja

Slika D16. Prve derivacije krivulje temperature mekSanja polinukleotida poli A — poli U i ct-
DNA (c(polinukleotid) = 2,5 x 10~° mol L™, Fspojpolinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu
natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 1. Greska u vrijednostima

ATm iznosi 0,5 °C.

rivulje temperature mekanja

Slika D17. Prve derivacije krivulje temperature mekSanja polinukleotida poli A — poli U i ct-
DNA (c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L2, rispojypolinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu
natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 2. Greska u vrijednostima

prva derivacija krivulje temperature meksanja

ATm iznosi 0,5 °C.
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Slika D18. Prve derivacije krivulje temperature mekSanja polinukleotida poli A — poli U i ct-
DNA (c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L2, ryspojypolinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu
natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 3. Greska u vrijednostima

ATm iznosi 0,5 °C.
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Slika D19. Prve derivacije krivulje temperature mekSanja polinukleotida poli A — poli U i ct-
DNA (c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L2, ryspojjpotinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu
natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 4. Greska u vrijednostima

ATm iznosi 0,5 °C.
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Slika D20. Prve derivacije krivulje temperature meksanja polinukleotida poli dAdT — poli
dAdT (c(polinukleotid) = 2,5 x 10> mol L2, ryspojypolinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu
natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 3 i 4. Greska u

prva derivacija krivulje temperature meksanja

vrijednostima AT iznosi £0,5 °C.
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Slika D21. Prve derivacije krivulje temperature meksanja polinukleotida poli dA — poli dT
(c(polinukleotid) = 2,5 x 107> mol L, rispojy/[polinukieotia] = 0,3) snimljene u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L) nakon dodatka spoja 3 i 4. Greska u vrijednostima ATm

iznosi 0,5 °C.
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Slika D22. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10° mol L%,

Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom ct-DNA (¢ =5 x 10™° mol L™?), sa spojem 1 u

puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™1); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta
fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 1.
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Slika D23. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10 mol L™;
Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom poli dGdC — poli dGdC (c =5 x 107° mol L~
1y, sa spojem 1 u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L1); Desno: Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 1.
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Slika D24. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10° mol L,
Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom poli dAdT — poli dAdT (c =5 x 107° mol L),
sa spojem 1 u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™); Desno: Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 1.
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Slika D25. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10 ° mol L%,

Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom ct-DNA (c = 5 x 10° mol L), sa spojem 2 u

puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™1); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta
fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 2.
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Slika D26. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10°° mol L,
Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom poli dAdT — poli dAdT (c =5 x 10° mol L),
sa spojem 2 u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; 1 = 0,05 mol L™1); Desno: Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 2.
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Slika D27. Lijevo: Emisijski spektri pri istiskivanju etidijevog bromida (c =5 x 10 mol L™;
Jex = 520 nm) nakon vezanja s polinukleotidom poli dGdC — poli dGdC (¢ =5 x 10> mol L~
1y, sa spojem 2 u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; | = 0,05 mol L™); Desno: Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 600 nm o omjeru koncentracije EtBr i spoja 2.
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Slika D28. CD spektri polinukleotida ct-DNA, poli dAdT — poli dAdT i poli A —poli U
(c(polinukleotid) = 2 x 10~°>mol L) nakon dodatka spoja 1 (rfspojj/polinukieotia] = 0,1; 0,3; 0,6) te
CD spektar spoja 1 (c = 1 x 10~°>mol L1). Svi spektri snimljeni su u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L™Y).
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Slika D29. CD spektri polinukleotida ct-DNA, poli dAdT — poli dAdT i poli A —poli U
(c(polinukleotid) = 2 x 10°>mol L!) nakon dodatka spoja 2 (Ifspojy/polinukieotia] = 0,1; 0,3; 0,6) te
CD spektar spoja 2 (¢ = 1 x 10 mol L ™). Svi spektri snimljeni su u puferu natrijeva
kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L™%).
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Slika D30. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji D8-111TFA (c =5 x 10°° mol
L1; dex = 350 nm) sa spojem 1 (c =5 x 107® mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; |
= 0,05 mol L1). Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini 430

nm o koncentraciji spoja 1.
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Slika D31. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji D8-111TFA (c =5 x 10°° mol
L1; Zex = 350 nm) jednolanéanim polinukleotidom poli A nakon vezanja sa spojem 2 (C = 1 x
10~* mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH 7,0; I = 0,05 mol L™1). Desno: Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini 430 nm o koncentraciji polinukleotida
poli A.
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Slika D32. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 1 (c =1 x 10° mol L,
Jex = 300 nm) s nukleotidom AMP (c =5 x 107° mol L™) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™1); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

AMP-a pri valnoj duljini 400 nm.
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Slika D33. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 1 (c =1 x 10° mol L,
Jex = 300 nm) s nukleotidom GMP (¢ = 5 x 10°° mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™?); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

GMP-a pri valnoj duljini 400 nm.
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Slika D34. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 1 (c =1 x 10° mol L,
Jex = 300 nm) s nukleotidom UMP (¢ = 1 x 10~* mol L™) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™?); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

UMP-a pri valnoj duljini 400 nm.
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Slika D35. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 2 (c =1 x 10° mol L%,
Jex = 300 nm) s nukleotidom AMP (c =5 x 107° mol L™) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1=0,05 mol L™?); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

AMP-a pri valnoj duljini 413 nm.
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Slika D36. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 2 (c =1 x 10™° mol L,
Jex = 300 nm) s nukleotidom GMP (c = 5 x 107® mol L™) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™1); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

GMP-a pri valnoj duljini 409 nm.
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Slika D37. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 2 (c =1 x 10™° mol L,
Jex =300 nm) s nukleotidom UMP (c = 1 x 10* mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™1); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

UMP-a pri valnoj duljini 410 nm.
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Slika D38. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 3 (¢ = 2 x 10 mol L;
Jex = 300 nm) s nukleotidom AMP (c = 2 x 10°° mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

AMP-a pri valnoj duljini 360 nm.
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Slika D39. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 3 (¢ = 2 x 10 mol L?;
Jex = 300 nm) s nukleotidom GMP (¢ = 2 x 10°° mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

GMP-a pri valnoj duljini 360 nm.
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Slika D40. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 3 (c = 2 x 10 mol L™;
Jex = 300 nm) s nukleotidom UMP (¢ = 2 x 10 mol L™) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

UMP-a pri valnoj duljini 360 nm.
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Slika D41. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 3 (¢ = 2 x 10 mol L;
Jex = 300 nm) s nukleotidom CMP (c = 2 x 10~® mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™?); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

CMP-a pri valnoj duljini 360 nm.
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Slika D42. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 4 (c =2 x 10°° mol L,
Jex = 300 nm) s nukleotidom AMP (c = 2 x 107° mol L™) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™1); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

AMP-a pri valnoj duljini 360 nm.
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Slika D43. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 4 (c = 2 x 10 mol L™;
Jex = 300 nm) s nukleotidom GMP (¢ = 2 x 10°° mol L™) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

GMP-a pri valnoj duljini 360 nm.
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Slika D44. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 4 (c =2 x 10°° mol L,
Jex = 300 nm) s nukleotidom CMP (c = 2 x 10-® mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

CMP-a pri valnoj duljini 360 nm.
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Slika D45. Lijevo: Emisijski spektri pri fluorimetrijskoj titraciji spoja 4 (c = 2 x 10 mol L™;
Jex = 300 nm) s nukleotidom UMP (¢ = 2 x 10° mol L) u puferu natrijeva kakodilata (pH
7,0; 1 =0,05 mol L™?); Desno: Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji

UMP-a pri valnoj duljini 360 nm.
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