Ispitivanje interakcija halogeniranih i nehalogeniranih
derivata cijanina s dvolancanim DNA i RNA
spektroskopskim metodama

Mihovilovié, Petra

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveucilisSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:889313

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-28

L BTE U 3
QC,\\‘\S Ao

%%,
S %
‘o % . o
> < Repository / Repozitorij:
5> 5 . . . .
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
3 = Zagreb
’-?,ﬂ{ Na
Op ﬁ\‘c&-\
0. MaTEMP

zir.nsk.hr

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:889313
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:10198
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:10198
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:10198

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
Kemijski odsjek

Petra Mihovilovi¢

ISPITIVANJE INTERAKCIJA HALOGENIRANIH |
NEHALOGENIRANIH DERIVATA CIJANINA S
DVOLANCANIM DNA | RNA SPEKTROSKOPSKIM
METODAMA

Diplomski rad

predlozen Kemijskom odsjeku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
radi stjecanja akademskog zvanja

magistre kemije

Zagreb, 2021. godina



Ovaj diplomski rad izraden je u Laboratoriju za biomolekularne interakcije i spektroskopiju
Instituta Ruder BoSkovi¢ pod mentorstvom dr. sc. Marijane Radi¢ Stojkovic¢. Nastavnik

imenovan od strane Kemijskog odsjeka je prof. dr. sc. Iva Juranovi¢ Cindric.

Diplomski rad izraden je u okviru projekta Hrvatske zaklade za znanost pod nazivom
»Molekularno prepoznavanje DNA:RNA hibridnih i viSelan¢anih struktura u bioanalitiCkim i in
vitro sustavima® (HRZZ-IP-2018-01-4694).



Zahvale
Prvenstveno se zahvaljujem dragoj mentorici Marijani Radi¢ Stojkovi¢ na uloZenom vremenu,
iskazanom povjerenju i pruZenoj prilici da sudjelujem u ovom projektu. Hvala na svom

prenesenom znanju kao i na prijateliskom odnosu tokom izrade ovog diplomskog rada.

Zahvaljujem se i svima u Laboratoriju za biomolekulske interakcije i spektroskopiju ugodnoj radnoj
atmosferi. Posebno hvala Ivi na beskonacnom strpljenju i pomoci u svakom trenutku.

Takoder se zahvaljujem i profesorici Ivi Juranovi¢ Cindri¢ na ljubaznosti i svim korisnim savjetima.

Zelim se zahvaliti svojoj obitelji koja mi je omogudila bezbrizno djetinjstvo i obrazovanje. Najvecu
zahvalu dugujem svojoj majci, HVALA TI Sto si uvijek bezuvjetno podrzavala sve moje snove.

Na kraju, hvala Goranu na beskrajnoj ljubavi i razumijevanju.

Veliko hvala svim mojim ljudima koji su tu bili za mene tijekom cijelokupnog obrazovanya.
v



Sadrzaj

714 2 VI
AB ST RACT ..ot r s Vil
L TR I {0 0 PP 1
§2. LITERATURNIPREGLED .......cueneiiiiiiiii e et v r e e s e s r s e e e nr e e 2
2.1. Struktura molekula DNA T RNA...... ..o e 2
2.2. Interakcija malih organskih molekula s polinukleotidima ..................ccoooiiiiiiiiinnnns 7
2.3. Metode ispitivanja nekovalentnih interakcija malih molekula s DNAiRNA....................... 10
2.3.1. UVIVIS SPEKITOSKOPIJA ...ttt sttt sn e stessa s e nnn s e nnes 11
2.3.1.1. TemMpPeraturn0 MEKSANJE .........cccoiueeeeieeeeeeieeee ettt sttt st saesreeeseste e sase s e enne e 13
2.3.2. FluorescencijSKa SPEKIrOSKOPIJA ..........ccueuerueeieieeieieeeeeeest sttt 15
2.3.3. Spektroskopija cirkularnog dikroZima (CD)............ccueeeeeveeresiesesiesie e ieese s 18
2.4, CijaninSKe Doje .......ccoeiuiiiiiiii i 21
2.4.1. Interakcija cijaninskih boja s DNA i RNA moleKulama..............cccooooeeeeoiieeceesiieeeeseeeesee 22
2.4.2. Spektroskopska svojstva CijaninSKil DOJA ............ccccueueeriririseseseeeee et 23
§ 3. EKSPERIMENTALNIDIO ..o et e e e s s e e e n e e e 24
3.1 Materifali ... s 24
B 11, KOIMUKANE. ...ttt s ettt n et n e n e 24
O O - 1o . ST S 26
3.2. Spektroskopska karakterizacija SPOJEVA ........ccvieieiiiiiiiiiii e 26
3.3. IstrazZivanje interakcija spojeva s polinukleotidima ...............cccooiiiiiiiiiiiis 27
3.3.1. FIUOTIMEIII[SKE HIrACIIE.........oceeeeeeeeeeeeeee ettt 27
3.3.2. TempPeraturno MEKSANJE ..........ccuuiueeeieeeeseeee ettt sttt e bt a s snesteeanennens 28
R R A 0 D o - SO ROSS R 29
§4. REZULTATITRASPRAVA. . ... s e as 30
4.1. Spektroskopska karakterizacija spojeva serije AK...........cocoiiiiiiiiiiiii 30
411, UVIVIS SPEKIIOSKOPI[A ...ttt an e s e s nannnes 30
4.1.2. Temperaturna stabilnost vodenih 0t0PING SPOJEVA...........ceoeeieeeeeiiieeiese e 31
4.2. Proucavanje interakcije spojeva AK serije s polinukleotidima................c.ccoeiiiiiiininnnns 32
4.2.1. FIUOIMEIIIJSKE TIEIACITE. ......c.eeeeeeeeeeeeeee ettt nsn s 32
4.2.2. TeMPEIraturNO MEKSANJE ..........oeueeeeeeeeeieeststeste sttt ss ettt sesne s e s e s e e sannnens 36
G.2.3. CD HIFACITE ...ttt as et n et s et es et s et s e e s e e s enenennas 37



§ 5.
§ 6.
§7.
§ 8.
8.1.
8.2.
8.3.

§9.

ZAKLJUCGAK . ......oeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a e e e e naaaaeas 41

POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA ... e e s e as 43
LITERATURNI IZVORI ... et e e e s r e e e e s 45
D L0 1 PPN XV
Podaci i spektri vezani uz spektroskopsku karakterizaciju spojeva ..............ccccveviiiiininnns XV
Podaci i spektri vezani uz metodu fluorimetrijske titracije ..............ccooviiiiii, Xvii
Podaci i spektri vezani uz metodu temperaturnog meksanja..................ccieiiiiiiiinnnnnn. xxii
YA\ (0] 0] SRR XXVI



§ Sazetak vi

Sveutiliste u Zagrebu Diplomski rad

Prirodoslovno-matematicki fakultet

Kemijski odsjek

SAZETAK

ISPITIVANJE INTERAKCIJA HALOGENIRANIH | NEHALOGENIRANIH DERIVATA CIJANINA S
DVOLANCANIM DNA | RNA SPEKTROSKOPSKIM METODAMA

Petra Mihovilovi¢

Cijaninske boje, kao poznate fluorescentne probe, pronalaze primjenu u specificnoj detekciji
nukleinskih kiselina. U okviru ovog diplomskog rada spektroskopski su okarakterizirane tri
novosintetizirane cijaninske boje. Otopine spojeva posjeduju karakteristicni UV/Vis spektar u
valnom podrucju od 220 nm do 600 nm. Intrinzi€no nefluorescentni cijanini, odlikuju se izrazitim
fluorimetrijskim odgovorom uslijed vezanja na polinukleotide. Interakcije cijaninskih boja s
dvolan€anim polinukleotidima ispitane su standardnim spektrofotometrijskim metodama.
Eksperimentima temperaturnog mek3anja i titracijama metodom cirkularnog dikroizma utvrden
je nacCin vezanja spojeva na polinukleotide. Obradom fluorimetrijskih titracija pomocu
Scatchardove jednadZbe metodom nelinearne regresije dobivene su konstante stabilnosti
kompleksa cijaninskih boja s polinukleotidima. Cijanini su pokazali selektivnost u odnosu na na
sekvencu i sekundarnu strukturu nukleinskih kiselina. Dobiveni rezultati ukazuju na mjeSovit
nacin vezanja cijaninskih boja, u kojemu uz interkalaciju dolazi do vezanja dimera ili vecih
agregata u utore polinukleotida.
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Cyanine dyes, as known fluorescent probes, find application in the specific detection of nucleic
acids. Three newly synthesized cyanine dyes were characterized spectroscopically as part of
this thesis. Aqueous solutions of compounds absorbed in the UV/Nis region 220-600 nm.
Intrinsically non-fluorescent cyanines are characterized by a pronounced fluorimetric response
upon binding to polynucleotides. Interactions of cyanine dyes with double-stranded
polynucleotides were examined by standard spectrophotometric methods. The mode of binding
of compounds to polynucleotides was determined by temperature melting experiments and CD
titrations. Stability constants of the complexes with polynucleotides were obtained by processing
fluorimetric titrations using the Scatchard equation. Cyanines have shown selectivity with
respect to the sequence and secondary structure of nucleic acids. The obtained results also
indicate a coexistence of several binding modes, in which intercalation is accompanied by
binding of dimer or higher-order aggregates inside the polynucleotide grooves.

(48 pages, 52 figures, 7 tables, 62 references, original in croatian)

Thesis deposited in Central Chemical Library, Faculty of Science, University of Zagreb,
Horvatovac 102a, Zagreb, Croatia and in Repository of the Faculty of Science, University of
Zagreb

Keywords: absorbance, circular dichroism, cyanine dyes, DNA, fluorescent probes, RNA

Mentor: Dr. Marijana Radi¢ Stojkovi¢, Research Associate
Supervisor (appointed by the Department of Chemistry): Dr. Iva Juranovi¢ Cindri¢, Professor

Reviewers:
1. Dr. Iva Juranovi¢ Cindri¢, Professor
2. Dr. Ines Primozi¢, Professor
3. Dr. Marko Mocibob, Assistant Professor
Substitute: Dr. Tomislav Jednacak, Assistant Professor

Date of exam: 22" Qctober 2021

Petra Mihovilovi¢ Diplomski rad



§1. Uvod 1

§1. UVOD

Specificna detekcija dvolanCanih polinukleotida molekulskim prepoznavanjem posljednjih
dvadesetak godina postala je vrijedan alat u molekularnoj biologiji i medicini." Prepoznavanjem
specificnog slijeda male organske molekule stupaju u interakciju s biomakromolekulama
(nukleinske kiseline, proteini). Upravo zbog uloge nukleinskih kiselina u zivim stanicama,
poznavanje njihovih interakcija s malim organskim molekulama jest klju¢no u razjasnjenju
mehanizma nastanka mnogih bolesti. Takoder, bioloSka aktivnost brojnih lijekova zasniva se na
interakcijama organskih molekula s nukleinskim kiselinama.?® Stoga su osmiSljavanje, sinteza i
ispitivanje bioloSke aktivnosti novih spojeva s ciljanom aktivno$¢éu prema DNA, RNA ili proteinima
izuzetno znacajni.

Cijaninske boje jedne su od najstarijih vrsta sintetickih tvari, koje i dalje pronalaze
primjenu u razli¢itim podrucjima. U svrhu uporabe kao boje za tekstil prva cijaninska boja
sintetizirana je prije viSe od 150 godina.* Posljednjih dvadesetak godina intenzivno se koriste
kao biljezi nukleinskih kiselina. Glavne osobine cijaninskih boja koje ih ¢ine dobrim
fluorescentnim biljezima su: visoki molarni ekstinkcijski koeficijenti u vidljivom dijelu spektra,
niska intrinzi€na fluorescencija te veliko povecanje intenziteta fluorescencije uslijed vezanja na
DNA ili RNA molekule. Kao takve su pronasle primjenu u elektroforezi®$, metodi lancana reakcije
polimeraze PCR, fluorescencijskoj mikroskopiji stanica’, ispitivanju dinamike samih
polinukleotida te vezanja malih molekula na polinukleotide pomocéu metode fluorescentog
rezonancijskog prijenosa energije (FRET)S.

U okviru ovog diplomskog rada spektroskopski su okarakterizirana tri novosintetizirana
spoja, koja sadrze cijaninsku jedinicu. Nadalje, ispitan je afinitet i nacin vezanja na prirodnu DNA
te sintetske DNA i RNA molekule, a ujedno je ispitan utjecaj supstituenta na afinitet i nacin
vezanja. U tu svrhu koristene su metode UV/Vis spektrofotometrije, fluorimetrije i spektroskopije
cirkularnog dikroizma (CD). Titracijama metodom CD i eksperimentima temperaturnog mek3anja
ispitan je nacin vezanja cijaninskih boja na dvolancane polinukleotide. Konstante stabilnosti K
kompleksa ispitivanih spojeva s razliCitim polideoksiribonukleotidima i poliribonukleotidima
odredene su metodom fluorescencijske spektroskopije, a izraunate su temeljem Scatchardove

jednadzbe metodom nelinearne regresije za spektroskopski aktivni kompleks.®

Petra Mihovilovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Struktura molekula DNA i RNA
Nukleinske kiseline su linearni polimeri sastavljeni od strukturno slicnih monomernih jedinica,

nukleotida. Nukleotidi su gradeni od duSine baze, Secera pentoze i fosfatnog ostatka (slika 1).

Slika 1. Shematski prikaz (deoksi)ribonukleotida

Dok je fosfatno-Secerna okosnica nepromijenjena duz molekule nukleinske kiseline i igra
strukturnu ulogu, redoslijed baza u polimeru jedinstveno karakterizira nukleinsku kiselinu i
predstavlja oblik geneti¢ke informacije."

DNA i RNA molekule strukturno se razlikuju na dvije razine. Prva obuhvaca vrstu dusicne
baze koja izgraduje molekule DNA i RNA. Dusi¢ne baze su planarne aromatske molekule koje se
dijele na monociklicke pirimidine (citozin, timin i uracil) i biciklike purine (adenin i gvanin) Cije

su strukturne formule prikazane na slici 2.

NH, NH, 0 o)

N N N

SN
</ I ) </ | NH | /‘K | NH | NH
N N/ N /)\ N o /g /&
H H N NH, H lr:ll (o) H (o)

Slika 2. Strukturne formule purinskih (adenin i gvanin) i pirimidinskih baza (citozin, timin, uracil)

Petra Mihovilovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

DNA molekulu izgraduju citozin i timin, dok je RNA molekula gradena od uracila i citozina.
Uracil se od timina razlikuje po tome $to atom C5 umjesto metilne skupine ima vezan atom
vodika. Osim ovih vrsta duSi¢nih baza u nukleinskim kiselinama mogu se pronaci kemijski
modificirani derivati poput metiliranog citozina i gvanozina.'' DuSi¢ne baze vezane su na Secernu
jedinicu preko N-9 atoma purina ili N-1 atoma pirimidina N-B-glikozidnom vezom tako tvoreci
jednu nukleozidnu jedinicu.™
Nadalje, razlikuju se obzirom na vrstu Secerne jedinice koja izgraduje molekulu nukleinske
kiseline. Ribonukleinsku kiselinu izgraduje D-riboza, koja za razliku od deoksi-D-riboze koja
izgraduje DNA molekulu, sadrZzava 2'-hidroksilnu skupinu. Odsutnost 2'-OH skupine u DNA
zasluzna je za otpornost molekule na hidrolizu Cine¢i je idealnom za pohranu genetiCke
informacije.’®" Furanozni prsten pentoze nije planaran, ve¢ poprima jednu od Getiri
konformacija. U svakom slucaju Cetiri atoma se nalaze u jednoj ravnini, dok se jedan C-atom (C-
2" ili C-3') nalazi s iste (endo) ili suprotne (exo) strane ravnine u odnosu na C-5' atom.™

Esterifikacijom C-5' atoma ribofuranoznog prstena omoguceno je povezivanje
nukleotidnih jedinica u linearni polimer. Sukcesivni Seéeri povezuju se fosfodiesterskim
mostovima pri ¢emu je 3'-OH skupina jednog nukleotida povezana s 5'-fosfatnom skupinom
drugog nukleotida.™

Purinske i pirimidinske baze medusobno su komplementarne na nacin da tvore bazne
parove povezane vodikovim vezama. Najpoznatiji parovi baza su Watson-Crick-ovi parovi baza
gdje su adenin-timin, odnosno adenin-uracil povezani dvjema vodikovim vezama, a gvanin-

citozin trima vodikovim vezama (slika 3)."

VELIKI utor VELIKI utor
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Slika 3. Watson-Crickovi parovi baza'
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§ 2. Literaturni pregled 4

Prostorna komplementarnost duSi¢nih baza uz moguénost medusobnog stvaranja vodikovih
veza omogucava stvaranje dvostruke uzvojnice. Dvostruka uzvojnica DNA se sastoji od dva
antiparalelna polinukleotidna lanca koji se uvijaju jedan oko drugog i zajedniCke osi. Unutradnjost
dvostruke uzvojnice ispunjavaju dusi¢ne baze Cineci je hidrofobnom, dok je okolnom vodenom
mediju izloZzena negativno nabijena fosfatno-Secerna okosnica. Negativni naboj okosnice
stabilizira se elektrostatskim interakcijama s proteinima, metalnim ionima i poliaminima. Kako bi
dodatno smanijile svoj doticaj s vodom, medusobno paralelne duSiCne baze ostvaruju interakcije
slaganja (engl. stacking interaction) u kojima uz m-ir interakcije aromatskih sustava znacajan
doprinos imaju i van der Waalsove-interakcije te dipol-dipol interakcije.'*s

Svaku dvostruku uzvojnicu DNA karakterizira postojanje velikog i malog utora koji su
posljedica uvijanja antiparalelnih polinukleotidnih lanaca. Buduci da dvije glikozidne veze nisu
dijametralno suprotna jedna drugoj, svaki par baza posjeduje vecu i manju stranu tako odredujuci
veliki i mali utor. Svaki utor sadrZava potencijalne donore ili akceptore vodikovih veza odgovorne
za specificne interakcije s malim organskim molekulama ili proteinima, dok same dimenzije utora
odreduju dostupnost istog za interakcije. U strukturi B-DNA veliki utor je Siri i dublji u odnosu
na mali utor zbog ¢ega postoji viSe mogucnosti za razlikovanje baznog para.™

Molekula DNA pokazuje visoki stupanj fleksibilnosti uslijed moguce rotacije veza
okosnice DNA, slobodne rotacije C1'-N-glikozidne veze kao i razli€itih konformacija koje zauzima
furanozni prsten deoksiriboze. Posljedi¢no, DNA molekula moZe poprimiti veliki broj razliitih
struktura Cije je postojanje potvrdeno rendgenskom strukturnom analizom. Najpoznatiji

strukturni oblici DNA molekule prikazani na slici 4."

Petra Mihovilovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

Slika 4. Strukture A-DNA, B-DNA i Z-DNA™

U bioloSkim uvjetima najzastupljeniji i najstabilniji je B-oblik DNA koja je klasi¢éna Watson-Crick-
ova uzvojnica s 10,5 baza po okretu pri Cemu se bazni parovi nalaze pod kutom od 6° u odnosu
na os dvostruke uzvojnice. Veliki utor je u B-DNA Sirok i dubok, a mali utor je uzak i dubok.

U uvjetima dehidratacije DNA poprima A-oblik u €ijoj strukturi fosfati veZu manje vode
nego u B-DNA. Radi se o desnoj zavojnici s 11 parova baza po okretu pri ¢emu su parovi baza
nagnuti za 20° u odnosu na os uzvojnice. Uslijed ovih strukturnih promjena veliki utor A-DNA
postaje dublji, a mali utor pli¢i. Neki hibridi RNA-DNA i dijelovi RNA s strukturom dvostruke
uzvojnice poprimaju oblik A-DNA.

Z-DNA drasti¢no se razlikuje od A- i B-DNA. Formira lijevu zavojnicu uz karakteristiCnu
cik-cak strukturu fosfodiesterske okosnice s 12 parova baza po okretu. Takav oblik dvostruke
uzvojnice najceSc¢e poprimaju kratki oligonukleotidi koji u strukturi sadrZe alternirajuce pirimidine
i purine poput poli(dGdC).. Stabilna je u uvjetima visoke ionske jakosti s obzirom na to da je
potrebna dodatna stabilizacija fosfatnih skupina koje su u ovoj strukturi znatno bliZze jedna drugoj
nego kod A- i B-DNA. Struktura Z-DNA je izduZena i tanka sa slabo izraZzenim velikim utorom,
dok je mali utor uzak i dubok. U tablici 1 prikazani su neki od strukturnih parametara za sva tri
oblika DNA."™

Petra Mihovilovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 6

Tablica 1. Usporedba strukturnih karakteristika A-, B- i Z-oblika molekule DNA ™

A-DNA B-DNA Z-DNA
rotacija uzvojnice desni desni lijevi
promjer uzvojnice 25,5 A 23,7 A 18,4 A
broj baznih parova po navoju 11 10,5 12
visinska razlika baznih parova 234 3,4 A 384
nagib baznog para prema osi 19° 1° 9°
zavojnice
konformacija Secera C-3' endo C-2' endo C-2' endo za pirimidine,
C-3' endo za purine
konformacija glikozidne veze anti anti izmjenicno syn i anti
veliki utor uzak i vrlo dubok Sirok i prilicno dubok  plo$an
mali utor veoma Sirok i plitak uzak i prilicno dubok  veoma uzak i dubok

Otkrice strukture DNA te procesa replikacije i transkripcije, koji zahtijevaju razdvajanje lanaca
DNA, potaklo je daljnje istraZivanje stabilnosti dvostruke uzvojnice u ovisnosti o sastavu baznih
parova. Prirodni polinukleotid najceSce koriSten u preliminarnim istrazivanjima je DNA iz timusa
goveda (engl. calf timus DNA, ctDNA) koja u svom sastavu sadrZi 42% GC i 58% AT parova.
Karakterizacija prirodnih polinukleotida otezana je uslijed njihova heterogena sastava i duljine,
pa su sintetski polinukleotidi poznatog sastava i ujednacene duljine lanaca idealni u ispitivanju
nekovalentnih interakcija malih organskih molekula s nukleinskim kiselinama. Geometrijska

obiljeZja za izabrane sintetske polinukleotide sumirana su u tablici 2.

Tablica 2. Dimezije utora sintetskih nukleinskih kiselina®

struktura Sirina utora / A dubina utora / A

veliki utor mali utor  veliki utor  mali utor

B-DNA (ctDNA) 11,7 57 8,5 7,5
poli(dGdC). 1243 9,5 10,0 7,2
poli(dAdT) 11,2 6,3 8,5 7,5
poliA-poliU 3,8 10,9 13,5 2,8

Od sinetskih polinukleotida koriste se homopolinukleotidi osnovne strukture poli X-poli Y (A-U,
A-T, dA-dT, dG-dC) i alternirajuci heteropolinukleotidi osnovne strukture poli XY-poli XY (dAdT-
dAdT, dGdC-dG-dC) za koje su poznati parametri poput oblika uzvojnice te Sirine i dubine utora.
Sljedovi bogati parovima baza A-T imaju izraZzen mali utor, dok je za parove G-C karakteristi¢an
izrazen veliki utor pri ¢emu kod malog utora strSi egzociklicka amino skupina gvanina.

Dvolan¢ane molekule RNA zbog steri¢kih ograni¢enja tvore uzvojnicu slicnu A-obliku DNA.™
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2.2. Interakcija malih organskih molekula s polinukleotidima
Nukleinske kiseline predstavljaju multifunkcionalni receptor za vezanje malih organskih
molekula. Obzirom na to da je grada polinukleotida kompleksna, prilikom interakcije u obzir se
uzima mnoStvo faktora poput elektrostatskih priviacenja fosfata okosnice s malim molekulama,
hidrofobni efekt, Van der Waalsove interakcije, m-m aromatske interakcije te specificna
medudjelovanja (vodikove veze, Londonove disperzijske sile) supstituenata i heterociklickih
atoma interkalatora s polinukleotidom.®

S obzirom na nacin djelovanja interakcije se dijele na one ireverzibilnog i reverzibilnog

tipa (slika 5).

Elektrostatske Vezanje u s i
interakcije veliki utor Oksidacija Bisinterkaliranje

| | / |

\ZAN

Vezanje u
mali utor Alkilacija

\

Interkalacija

Slika 5. Shematski prikaz ireverzilibnih i reverzilbilnih interakcija (malih organskih molekula s
polinukleotidima™

Kod ireverzibilnih interakcija dolazi do kovalentnog povezivanja molekula s polinukleotidom ili
cijepanja polinukleotidnog lanca. U tom procesu sudjeluju dva osnovna tipa spojeva: alkilirajuci
agensi te sredstva za cijepanje DNA. '8
Kod ravnoteznih interakcija dolazi do prepoznavanja polinukleotidnog slijeda od strane male
organske molekule i formiranja termodinamicki najstabilnijeg kompleksa. Ravnotezne
nekovalentne interakcije malih molekula s DNA i RNA dijele se u tri skupine:

I.  elektrostatske interakcije polikationskih spojeva s negativno nabijenim fosfatima

polinukleotida

Il.  vezanje malih molekula u manji utor dvolancanih uzvojnica

lll.  interkaliranje izmedu parova baza'
Medutim, mnoge molekule se vezu kao kombinacija viSe nacina vezanja, Sto ponajprije ovisi 0

polinukleotidnoj sekvenci i strukturi male molekule koja ulazi u interakciju.?
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2.2.1. Elektrostatske interakcije polikationa s negativno nabijenim fosfatima polinukleotida

Pozitivno nabijene molekule poput poliamina veZu se elektrostatski na negativno nabijene
fosfatne skupine okosnice polinukleotida.” Sama priroda vezanja upucuje na to da ne postoji
gotovo nikakva selektivnost prema polinukleotidnom slijedu. U fizioloSkim uvjetima
elektrostatske interakcije su veoma slabe, a afinitet vezanja direktno ovisi o broju pozitivnih
naboja molekule spoja. Medutim, nije poznat to€an mehanizam interakcija poliamina s DNA i

RNA, pogotovo mjesto i geometrija vezanja te utjecaj vezanih molekula na DNA.?'

2.2.2. Vezanje u utore nukleinskih kiselina

Drugi nacin interakcije podrazumijeva smjeStanje u utore dvostruke uzvojnice na nacin da se
male organske molekule veZu na krajeve parova baza. Spomenuta skupina spojeva posjeduje
karakteristicnu strukturu polumjeseca (engl. crescent-shape molecules) koja odgovara
konkavnom obliku utora uzvojnice, a samu fleksibilnost strukture osiguravaju serijski povezani
heterociklicki prsteni (slika 6). Raspored pozitivnih naboja u molekuli utor-vezujuceg spoja
omogucuje dodatne interakcije s negativno nabijenim fosfatima.?2% Vezanje se temelji na
principu klju¢-brava zbog ¢ega je vazno da molekula ostvari povoljne interakcije sa dijelovima
dusicnih baza koje ¢ine povrsSinu utora. Selektivnost vezanja ovisi 0 kombiniranom utjecaju
vodikovih veza, van der Waalsovih, hidrofobnih i elektrostatskih interakcija s veznim mjestom

polinukleotida.'®'

Slika 6. Kompleks utor-vezujuceg spoja netropsina s oligonukleotidnom 24
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Male organske molekule veCinom se vezu u mali utor DNA, dok u slu¢aju RNA molekule
preferiraju veliki utor. Ovakav nacin vezanja je posljedica dimenzija malog utora RNA koji je puno
Siri i pli¢i Sto ne odgovara obliku male organske molekule. Takoder, veliki utor Cesto je vezno
mjesto proteina, ¢ija je a-uzvojnica prevelika za vezanje unutar malog utora.?? Strukturne razlike
parova baza dA-dT i dG-dC unutar utora reflektiraju se u selektivnosti prema sekvenci. Vecina
utor-vezujucih molekula pokazuje izrazitu selektivnost prema dA-dT bogatim sljedovima baza.
Par baza dG-dC €ini plitak utor, a gvanin sa strSecom amino skupinom stericki dodatno oteZava

vezanje molekule."”

2.2.3. Interkaliranje izmedu parova baza

Interkalacija podrazumijeva umetanje planarnih heterocikala u paralelnoj orijentaciji izmedu
parova baza polinukleotida. Ova vrsta interakcije omogucena je svojstvom fleksibilnosti
dvostruke uzvojnice pri ¢emu interkalator ne ometa vodikove veze komplementarnih duSicnih
baza. Klasi¢ni predstavnik etidijev bromid u svojoj strukturi sadrzi aromatske prstenove koji
interkaliranjem mijenjaju svoja luminiscentna svojstva te se stoga etidijev bromid Cesto koristi
kao biljeg nukleinskih kiselina.?®

Nastajanje interkalativnog kompleksa popraceno je drastiCnim promjenama u strukturi
polinukleotida. Dolazi do razmatanja, deformacije i produljenja uzvojnice (3,4 A), $to rezultira
stabilizacijom i ukrucivanjem polinukleotidnog lanca.? Mehanizam interkaliranja sloZen je proces
koji ukljuCuje niz dogadaja. Pozitivno nabijene molekule prvotno ostvaruju elektrostatske
interakcije s fosfatima smijestajuéi se u blizinu polinukleotida.’® Visoka koncentracija spoja
pogoduje umetanju planarnog dijela molekule izmedu parova baza, a proces je termodinamicki
povoljan zbog pozitivnog doprinosa entropije uzrokovanog desolvatacijom liganda.?® Jednom
umetnuti ligand stabiliziran je mnoStvom nekovalentnih interakcija poput vodikovih veza, van der
Waalsovih i m-mr interakcija izmedu aromatskih prstenova interkalatora i susjednih baza te
smanjenjem odbojnih sila fosfatnih skupina kao posljedica produljenja polinukleotida.?>?® U
usporedbi s utor-vezuju¢im spojevima interkalatori su manje selektivni i viSe preferiraju dG-dC

sekvence.?®
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VaZna karakteristika ove vrste interakcija je pravilo isklju¢enja susjeda (engl. neighbour

exclusion principle) koji govori da dolazi do umetanja ograni¢enog broja interkalatora, a

interkaliranje izmedu prvog susjednog para baza strogo je zabranjeno (slika 7).

-

dopusteno

interkaliranje zabranjeno

interkaliranje

Slika 7. Princip isklju¢enja susjeda®’

Istovremeno vezanje spoja izmedu susjednih parova baza onemoguceno je iz razloga $to dolazi

do velikog naru$avanja lokalne strukture DNA.622

Bisinterkalatori su spojevi koji u svojoj strukturi sadrZe dvije aromatske domene

premoStene lancem razliCitih duljina. Planarni prstenovi interkaliraju izmedu parova baza

nukleinske kiseline ukoliko su zadovoljeni stericki i elektrostatski uvjeti, dok premosnica ostaje

izloZzena okolnom mediju. Kako bi se postivalo pravilo iskljuenja susjeda, premosnica mora biti

odgovarajucée duljine.?2?

2.3. Metode ispitivanja nekovalentnih interakcija malih molekula s DNA i RNA

NajceSCe primjenjivane eksperimentalne metode za ispitivanje nekovalentnih kompleksa malih

organskih molekula s DNA ili RNA molekulama mogu se podijeliti u nekoliko osnovnih skupina:

a. eksperimenti koji prate promjene strukture i stabilnosti polinukleotida uzrokovane

vezanjem ispitivanog spoja:

promjena viskoziteta otopine DNA/RNA

promjena sedimentacijskog koeficijenta ili elektroforetske pokretljivosti
cirkularne DNA

pomaci u nize magnetsko polje signala fosfatnog dijela polinukleotida u 3'P NMR
spektru polinukleotida

promjena temperature mekSanja dvostruke uzvojnice nakon vezanja ispitivanog

spoja

Petra Mihovilovié¢
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b. metode temeljene na promjeni spektroskopskih svojstava ispitivanog spoja: UV/VIS,
fluorescencijska i spektroskopija'"H NMR

c. metode koje upucuju na pravilnost orijentacije molekula ispitivanog spoja te dinamiku i
homogenost nacina vezanja na polinukleotid: spektroskopija CD i LD, polarizacija

fluorescencije i anizotropija fluorescencije.

2.3.1. UV/Vis spektroskopija

UltraljubiCasta i vidljiva spektroskopija (engl. ultraviolet-visible spectroscopy, UVNVis) jedna je
od najceSce koriStenih metoda za identifikaciju i karakterizaciju organskih i anorganskih specija.
Prednosti ove metode su Siroka primjenjivost, velika osjetljivost, visoka selektivnost, tocnost i
jednostavnost.*®

Ultraljubi¢asto i vidljivo zraCenje odgovara dijelu elektromagnetskog spektra s valnim
duljinama u rasponu vrijednosti od 100 do 400 nm i od 400 do 800 nm. Pobuda molekule
elektromagnetskim zraenjem UV/Vis spektralnog podrucja uzrokuje apsorpciju kvanta energije
hv. Apsorpcijom nastaje pobudena molekula Ciji su elektroni vanjske ljuske presli u jedno od
kratkotrajnih pobudenih elektronskih stanja (10° do 10~ s). Zatim slijedi relaksacija molekule,
odnosno povratak elektrona u osnovno stanje uz oslobadanje topline.*'

Elektronski prijelazi objaSnjavaju se molekularno orbitalnom teorijom prema kojoj
molekulske orbitale opisuju distribuciju elektrona u molekuli. Slika 8 prikazuje Cetiri moguca
prijelaza m—-+mt*, n=»n*, 0»0* i n—+0*, a odgovarajuca energija elektronskog prijelaza prati niz:
0-0*>n-0*>m-r*>n-*.%° Energijska razlika elektronskih stanja odreduje potrebnu valnu duljinu
fotona za ekscitaciju pojedinih elektrona. Prijelazi o =+0™ i n—=+0™ izuzetno su rijetki iz razloga jer
zahtijevaju pobudu vakuumskim UV zraenjem (A < 200 nm). Elektroni uklju¢eni u formiranje
nezasic¢enih veza nisu jako vezani pa ih je moguce pobuditi zraCenjem u valnom podrucju A =
200-800 nm. Stoga, veéina organskih molekula sadrZi apsorpcijske vrpce koje su posljedica

prijelaza m—»m* i n»m*.%
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o" protuvezna

E T orbitala

a—=+ag”

n—+g*

" protuvezna
orbitala

n—=+11*

n nevezna orbitala

TT=+T1"

T vezna orbitala

o vezna orbitala

Slika 8. Shematski prikaz molekulskih orbitala i elektronskih prijelaza uslijed pobude UV/Vis zracenjem

Kromofori su dijelovi molekule zasluzni za apsorpciju UV/Nis zraCenja i uobiCajeno sadrZe
nezasicene funkcionalne skupine poput etilenske, karbonilne, amidne, nitro, tiocianatne skupine
te aromatske i konjugirane sustave.®' Sliéni UV/Vis spektri razli¢itin organskih spojeva posljedica
su prisutnosti istih kromofora.® Valna duljina apsorpcije karakteristi¢na je za kromofor. Medutim,
prisutnost konjugiranih sustava i auksokroma utjeCe na poloZaj i intenzitet maksimuma
apsorpcije. Rezultat je povecanje (hiperkromni efekt), odnosno smanjenje (hipokromni efekt)
intenziteta maksimuma apsorpcije. Kao i pomak apsorpcijskog maksimuma prema veéim
(batokromni efekt), odnosno manjim (hipsokromni efekt) vrijednostima valnih duljina. NajceS¢i
auksokromi su polarne skupine poput OH, NH,, F, Cl, Br, COCHs;, COOH, C=N.*

Molekulska apsorpcijska spektroskopija mjeri koli¢inu apsorbiranog zracenja kao funkciju
valne duljine, Sto omogucuje kvalitativnu i kvantitativhu analizu uzorka. Koli¢ina apsorbiranog
zraCenja definira se kao apsorbancija, a izrazava se kao logaritam omjera intenziteta upadnog i

propustenog zraCenja:
4 =1og (/)

Koli€ina apsorbiranog zracenja izravno je proporcionalna koncentraciji tvari u otopini, to je

opisano Lambert-Beer-ovim zakonom:

A=¢bc
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gdje A predstavlja apsorbanciju uzorka pri definiranoj valnoj duljini, € molarni ekstinkcijski
koeficijent izrazen u mol-' dm® cm', b duljinu optickog puta izrazenu u cm i ¢ molarnu
koncentracija ispitivanog spoja izrazenu u mol dm=. Molarni ekstinkcijski koeficijent predstavlja
mjeru efikasnosti elektronskog prijelaza. Karakteristi¢an je za svaku kemijsku vrstu i u slu€aju
organskih spojeva poprima vrijednosti do 10° mol-" dm3 cm". U kvantitativnoj analizi pozZeljne su
Sto vece vrijednosti kako bi se postigla Zeljena osjetljivost metode. Lambert-Beerov zakon
podlijeze svojstvu aditivnosti, Sto znacCi ukoliko se u sustavu nalazi viSe specija koje apsorbiraju
zragenje, ukupna apsorbancija jednaka je sumi pojedinacnih apsorbancija za svaku speciju.®

U principu Lambert-Beerov zakon primjenjiv je na razrijedene otopine (c < 2x1072 mol
dm=3). Pri visokim koncentracijama ostvaruju se interakcije otapalo-analit te analit-analit ¢ime se
mijenja naboj ispitivanog spoja. Posljedicno, mijenja se apsorptivnost analita i dolazi do
odstupanja od linearnosti Lambert-Beerovog zakona. Do odstupanja moZe doci i uslijed
asocijacije, disocijacije ili reakcije ispitivanih molekula s otapalom pri ¢emu nastaju specije

drugacdijih apsorpcijskih karakteristika.*

2.3.1.1. Temperaturno mekSanje

Temperaturno mekSanje (engl. UV Melting Studies) je eksperiment koriSten u svrhu odredivanja
stabilnosti sekundarne strukture molekula DNA i RNA.2* Dvolan¢ani polinukleotidi su termicki
nestabilni, $to znaCi da poviSenjem temperature medija dolazi do denaturacije molekule.
Denaturacija je proces naru$avanja uredene strukture polinukleotida pri ¢emu dolazi do pucanja
vodikovih veza izmedu du8iCnih baza, razdvajanja lanca i oslobadanja dviju jednolancanih
polinukleotidnih molekula. Medusobni omjer A-T(U) i G-C parova baza odreduje termicku
stabilnost DNA i RNA molekule. Ovo svojstvo direktna je posljedica broja vodikovih veza koje
ostvaruju komplementarni parovi baza. Dakle, molekule koje sadrZze veci udio A-T(U) parova
denaturiraju se pri nizim temperaturama od molekula bogatih G-C parovima.'"

Pogodna metoda za pracenje temperature mekSanja DNA jest UV/Vis spektrofotometrija.
Dusi¢ne baze u svom sastavu sadrze aromatske sustave, $to za posljedicu ima apsorpciju
zratenja u UVNis spektralnom podrucju.® Prilikom denaturacije molekule DNA dolazi do
konformacijske promjene dvostruke uzvojnice, odnosno duSi¢ne baze se oslobadaju iz gusto

zbijene tercijarne strukture i postaju razmjerno pokretne. Posljedicno dolazi do porasta
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apsorbancije za oko 40 % pri svim valnim duljinama. U¢inak denaturacije na apsorpcijski spektar

poznat je kao hiperkromni efekt (slika 9.a).%3¢

jednolanéani polinukleotid

Apsorbancija

05

dvostruka uzvojnica temperatura

1F // meksanja Tm
1 1 1

Valna duljina / nm 1.0

0 L1
200 250 260 300

Relativna apsorbancija pri 260 nm

60 70 80
Temperatura / °C

Slika 9. a. Hiperkromni efekt prilikom denaturacije polinukleotida®” b. Denaturacijska krivulja
polinukleotida3®

Do hiperkromnog efekta dolazi u uskom temperaturnom podrucju $to ukazuje na kooperativnost
procesa, odnosno razdvajanje zavojnice na jednom mjestu destabilizira ostatak zavojnice i potiCe
daljnju denaturaciju.*®

Krivulja taljenja DNA predstavlja prikaz apsorbancije DNA molekule pri odredenoj valnoj
duljini u ovisnosti o temperaturi medija (slika 9.b). Krivulja je sigmoidalnog oblika, $to je u
slaganju s tvrdnjom o kooperativnosti procesa. Temperatura meksanja T, koja se definira kao
temperatura pri kojoj je 50% dvolantane uzvojnice preslo u jednolancani oblik, odgovara tocki
infleksije denaturacijske krivulje.3*% Temperatura mekS$anja karakteristicna je za svaki
polinukleotid, a na vrijednost osim sastava baza utjeCu ionska jakost i pH-vrijednost otopine te
prisutnost malih organskih molekula koje se vezu na DNA molekulu. Ekstremne promjene pH-
vrijednosti otopine uzrokuju ionizaciju funkcionalnih skupina duSicnih baza Sto za posljedicu ima
nemogucnost ostvarivanja vodikovih veza, odnosno dolazi do destabilizacije i denaturacije DNA
molekule. Stabilizacija zavojnice postiZze se visokom ionskom jako$¢u. Dodatkom soli visoke
koncentracije povecava se dielektricna konstanta medija pri Cemu se zasjenjuju negativni naboji
fosfatnih skupina, koji inaCe destabiliziraju zavojnicu.®** Ligand utjeCe na termicku stabilnost
dvolan¢anih polinukleotida ostvarujuci vodikove veze s funkcionalnim skupinama dusi¢nih baza.
Medutim, potrebna je visoka koncentracija prisutnog liganda kako bi mogao konkurirati bazama

komplementarnog lanca.
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Razlika T. vrijednosti otopine slobodnog polinukleotida i otopine polinukleotida u
kompleksu s malom organskom molekulom vazan je faktor u karakterizaciji interakcija malih
molekula i polinukleotida. VeliCina promjene ovisi o afinitetu i nainu vezanja liganda za
polinukleotid. Vezanje malih organskin molekula uzorkuje termicku stabilizaciju (pozitivha
vrijednost ATy) ili destabilizaciju (negativna vrijednost AT.) dvolanCanog polinukleotida.
Interkalativni naCin vezanja stabilizira dvostruku uzvojnicu, dok utor-veZuci spojevi mogu dati
pozitivne ili negativne AT, vrijednosti. U slucaju kada ispitivani spoj s polinukleotidom tvori viSe

razli¢itih tipova kompleksa javlja se karakteristi¢na viSefazna denaturacijska krivulja.™

2.3.2. Fluorescencijska spektroskopija

Fluorescencijska spektroskopija je analiticka metoda koja promatra pojavu fluorescencije analita,
a predstavlja vazan istraZivacki alat u biokemijskim, medicinskim i kemijskim istraZivanjima zbog
visoke osjetljivosti i selektivnosti.®°

Temelji se na pobudi molekule apsorpcijom UV/is zracenja u viSe elektronsko stanje, nakon
Cega slijedi relaksacija molekule uz povratak u osnovno elektronsko stanje. Dijagram Jablonskog

prikazan na slici 10 najbolje vizualizira procese koji se odvijaju u molekulama u pobudenom

stanju.
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Slika 10. Dijagram molekulskih energijskih razina i prijelaza (Jablonski dijagram)

Molekula iz osnovnog elektronskog singletnog stanja S, apsorpcijom zraenja odgovarajuce

valne duljine prelazi u jedno od brojnih vibracijskih stanja pobudenog singletnog stanja S ili S..
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Molekula u sudarima s drugim molekulama ili ¢vrstom povrSinom gubi vibracijsku energiju dok
ne dosegne najniZe vibracijsko stanje unutar pobudenog elektronskog stanja. Iz tog stanja prelazi
u nize elektronsko stanje istog multipliciteta unutarnjom pretvorbom ili razli¢itog multipliciteta
medusustavnim krizanjem. Radijativni oblik relaksacije podrazumijeva fluorescenciju, koja se
definira kao deaktivacijski proces u kojem prijelazom izmedu stanja istog multipliciteta molekula
dolazi do emisije zraCenja. Takoder, ukoliko se molekula nade u tripletnom stanju povratak u
osnovno stanje zahtjeva emisiju fosforescencije. Prijelaz izmedu stanja razli€itih multipliciteta
strogo je zabranjen, pa je fluorescencija (10-'° do10-5 s) znatno brZza u odnosu na fosforescenciju
(10 do 10 s). Medutim, struktura vecine molekula pogoduije vibracijskoj relaksaciji i unutarnjoj
pretvorbi, tijekom kojih pobudene molekule pri povratku u osnovno stanje gube energiju bez
emisije zraCenja. UCestalost unutarnje pretvorbe razlog je pojavi fluorescencije pri samo jednoj
valnoj duljini neovisno o valnoj duljini pobude. Ovaj efekt poznat kao Stokesov pomak odnosi se
na pojavu emisijske vrpce pri ve¢oj valnoj duljini u odnosu na apsorpcijsku vrpcu.4!42

U teoriji sve molekule koje apsorbiraju elektromagnetsko zracenje mogu fluorescirati.
Medutim, struktura vecine molekula pogoduje brZzoj neradijativnoj relaksaciji. Fluorescenciji
osobito pogoduje rigidnost strukture €ime se smanjuje brzina neradijativne relaksacije i
osigurava dovoljno vremena za relaksaciju fluorescencijom. NajéeSée, molekule koje u svojoj
strukturi sadrze aromatski prsten pokazuju svojstvo fluorescencije, pri €emu kvantni prinos raste
s brojem prstenova i stupnjem kondenzacije.®

Uz definiranu valnu duljinu pobude i emisije intenzitet fluorescencije F definira se
sliede¢om jednadzbom:

F=Klycleg

gdje K predstavlja konstantu instrumenta, /y intenzitet pobudnog zraCenja, ¢ molarnu
koncentraciju tvari u otopini izraZenu u mol dm=3, / duljinu puta zraCenja izrazenu u cm, ¢ molarni
ekstinkcijski koeficijent izrazen u mol~' dm?® cm=' i ® kvantni prinos.*4

Fluorescencijska spektroskopija daje viSe informacija u odnosu na UV/Vis spektroskopiju

jer omogucava snimanje emisijskog i ekscitacijskog spektra (slika 11).
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Stokesov pomak

Aex,max  Aem, max
v

Emisijska
vrpca

Relativni intenzitet

Valna duljina / nm

Slika 11. Shematski prikaz ekscitacijskog i emisijskog spektra*

Ekscitacijski spektar prikazuje ovisnost intenziteta fluorescencije o valnoj duljini pobude, a snima
se pri definiranoj valnoj duljini emisije. Dok emisijski spektar pokazuje ovisnost fluorescencije o
valnoj duljini emisije pri definiranoj valnoj duljini pobude. Pobudni i emisijski spektar pokazuju
zrcalnu simetriju i karakteristiéni su za molekule koje fluoresciraju, $to €ini fluorescencijsku
spektroskopiju selektivnom metodom.*

U sirovom emisijskom spektru uzorka prikazanom na slici 12 pojavljuju se dodatni signali koji

ne potjeCu od fluorescencijske emisije.

A

Relativni intenzitet fluorescencije

\ 4

Valna duljina / nm

Slika 12. Fluorescencijski spektar uzroka: (1) Rayleigovo rasprsenije, (2) Ramanovo rasprsenje otapala,
(3) fluorescencija uzorka, (4) rasprsenje drugog reda valne duljine pobude

NajceSc¢a je pojava signala uslijed rasprSenja zraCenja na molekulama otapala. Rasprsenje se
moZe pojaviti pri valnoj duljini pobude i tada govorimo o Rayleighovom rasprdenju (1). Dok
Ramanovo rasprsenje podrazumijeva rasprSenje zracenja pri vecoj ili manjoj valnoj duljini od

pobudnog zraCenja (2). Razlikovanje signala postize se promjenom valne duljine pobudnog
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zraCenja pri Cemu signal koji odgovara emisiji uzorka ostaje na istom mjestu, dok signal
rasprdenog zraCenja varira ovisno o valnoj duljini. Raspr3enje drugog reda javlja se na valnoj
duljini dvostruko vec¢oj od valne duljine pobude (4). Ono se uklanja iz spektra upotrebom filtera
koji ne propustaju rasprseno zraCenje koje je posljedica emisije. Osim toga pojavljuju se dodatni
signali koji potjeCu od necistoca kao posljedica kontaminacija samog otapala ili zagadenja kiveta.

Ovaj problem se rjeSava oduzimanjem spektra otapala od spektra uzorka.*

2.3.3. Spektroskopija cirkularnog dikrozima (CD)

Cirkularni dikroizam je spektroskopska metoda koja pruza informacije o opticki aktivnim
svjetlosti u UVNis spektralnom podrucju Sto uzrokuje ekscitaciju molekule u jedno ili vide
pobudenih stanja.*

Elektromagentsko zraCenje definira se kao sinusoidni val sastavljen od elektricnog i magentskog
polja Ciji vektori osciliraju u medusobno okomitim ravninama. Za vecinu izvora zracenja vrijedi
da se oscilirajuci vektori nalaze u fazi i osciliraju u svim smjerovima okomito na smjer Sirenja
zraCenja. Suprotno tome, polarizirano zraCenje karakterizira pojava nesimetricne oscilacije
elektriénog i magnetnog polja. Ukoliko vektor elektricnog polja oscilira u jednoj ravnini radi se o
linearno polariziranoj svjetlosti. Za cirkularno polariziranu svjetlosti vrijedi da vektor elektricnog
i magnetskog polja rotira oko osi duz koje se Siri uz konstantni intenzitet.#” Ovisno o smjeru

rotacije oscilirajuceg elektricnog polja, razlikujemo lijevu i desnu polariziranu svjetlost (slika 13).

b.

Slika 13. A. desno i b. lijevo cirkularno polarizirano svjetlo*
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Ako elektricni vektor rotira u smjeru kazaljke na satu rijeC je o desno cirkularno polariziranom
zraCenju, dok se kod rotacije u smjeru obrnutom od kazaljke na satu radi o lijevo cirkularno
polariziranom zraCenju. Ovakva vrsta elektromagnetskog zraCenja posjeduje svojstvo kiralnosti,

pa ¢e i kiralne molekule razli¢ito apsorbirati lijevo i desno cirkularno polariziranu svjetlost.*

U CD eksperimentu jednake koliCine lijevo i desno cirkularno polariziranog svjetla
definirane valne duljine naizmjeni¢no obasjavaju kiralni uzorak. Cirkularno polarizirano zracenje
medudijeluje s elektricnim i magnetskim prijelaznim momentom kiralnog medija Sto rezultira
apsorpcijom zraCenja. Prolaskom cirkularno polariziranog svjetla kroz kiralni medij, brzina i
apsorpcijski koeficijent se razlikuju za lijevu i desnu komponentu zbog €ega dolazi do pomaka u
fazi i razlike u intenzitetima vektora elektricnog polja Cija suma daje rezultantni rotirajuci vektor.

Rezultatni vektor oscilira iscrtavajuci elipsu, a okarakteriziran je kutom elipticnosti y:

Y=T/ (eutp)

gdje su ew i €p apsorpcijski koeficijenti za lijevu i desnu polariziranu komponentu, a izrazava se
kao radijan po jedinici duljine puta. Upravo iz tog razloga CD spektar se prikazuje kao funkcija
molarne eliptiCnosti [mdeg] u ovisnosti o valnoj duljini.

OptiCki aktivna molekula u interakciji sa zraCenjem apsorbira razli¢itu koli€inu lijevo i desno

cirkularno polariziranog zracenja:

A = AL_ AD

Koli¢ina diferencijalno apsorbiranog lijevog i desnog cirkularno polariziranog zracenja kvantificira

se primjernom Beer-Lambertovog zakona:

M= ( -¢ep)cl=Accl

gdje su & i o molarni apsorpcijski koeficijenti za lijevu, odnosno desnu cirkularno polariziranu
svjetlost, ¢ je molarna koncentracija, a / je duljina opti¢kog puta.*®
CD spektroskopija pronalazi primjenu u istraZivanju strukture nukleinskih kiselina, kao i njihove

interakcije s malim organskim molekulama. Analiza CD spektra provodi se obzirom na dva
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spektralna podrucja. Prvo podrucje obuhvaca valne duljine u rasponu A = 180-300 nm u kojemu
UVNis zraéenje apsorbiraju DNA i RNA molekule.* lako su duSi¢ne baze same po sebi akiralne
molekule, poprimaju svojstvo kiralnosti vezanjem za fosfatno-SeCernu okosnicu koja sadrZi
kiralne centre. Takoder, DNA posjeduje i kiralnu helikoidalnu 0s."™ Svaka spektralna promjena
pripisuje se odgovaraju¢im promjenama u sekundarnoj strukturi polinukleotida uslijed formiranja
kompleksa s ligandom. Medutim, ukoliko ligand apsorbira u istom podrucju spektralne promjene
nije moguce jednoznacno interpretirati.>

Valno podrucje iznad 300 nm, u kojemu DNA i RNA molekule ne apsorbiraju zracenje,
prati iskljucivo spektralne promjene spektra liganda u kompleksu s polinukleotidom.*® Kiralne
molekule posjeduju vlastiti CD signal u podrucju apsorpcijske vrpce analita. Medutim, male
organske molekule koje se vezu na nukleinske kiseline u pravilu su akiralne ili se nalaze u obliku
racemicne smjese zbog Cega su optiCki neaktivne. Akiralne molekule u interakciji s DNA uzrokuju
pojavu induciranog CD signala (engl. induced circular dichroism, 1CD) pri valnoj duljini
maksimuma apsorpcije kromofora male molekule. Signal je posljedica sprege elektri¢nih
prijelaznih momenata liganda i DNA koji daju rezultantni prijelazni moment paralelan s vektorom
elektri€nog polja cirkularno polarizirane svjetlosti. Takoder, signal moZe biti i posljedica promjene
u strukturi i simetriji male molekule nakon vezanja na DNA.%'

Temeljem jacine ICD signala odreduje se tip interakcija male molekule i polinukleotida.
Za elektrostatske interakcije karakteristiCna je odsutnost signala zbog heterogene orijentiranosti
molekule liganda u odnosu na kiralnu os polinukleotida. Slabi negativni ili pozitivni ICD signali
upuéuju na interkaliranje (A¢ < 10 mol~' dm® cm™") pri ¢emu intenzitet i predznak signala ovise
o orijentaciji i polozaju liganda. Slab signal je posljedica interakcije prijelaznog momenta male
molekule s prijelaznim momentima dusi¢nih baza koje okruzuju interkalator.5' Utor-vezuéi spojevi
pokazuju ICD signale i do dva puta veceg intenziteta nego interkalatori. Jak pozitivni signal
oCekuje se u slu€aju prijelaznog momenta liganda orijentiranog duZ utora pod kutem od 45° u
odnosu na ravninu dusicnih baza. Bisignatni signali karakteristiCni su za vezanje dimera spoja

unutar utora, a posljedica su sprege prijelaznih momenata susjednih kromofora.52
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2.4. Cijaninske boje

Cijaninske boje pojavile su se joS prije 150 godina, a 1856. godine objavljena je prva sinteza
plave krutine po ¢emu su zapravo i dobile ime.5® Radi se o spojevima koji pronalaze Siroku
primjenu u brojim industrijskim granama. Prvotno su se koristile u razvoju fotografskih filmova,
a zatim kao luminiscentni biljezi biomakromolekula i osjetljive probe za pracenje svojstava u
okoliSu poput viskoznosti ili polarnosti.®* U sintetskim laboratorijima pripravljene su cijaninske
boje koje apsorbiraju u podrucju valnih duljina od 400 do 1000 nm,? topive su u vodi i Sirokom
spektru organskih otapala, te posjeduju reaktivne skupine koje omogucuju povezivanje s drugim
molekulama.

Cijaninske boje prikazuju se opéenitom strukturnom formulom kao na slici 14.

Slika 14. Opcenita strukturna formula cijaninskih boja

Radi se o kationskim molekulama u kojima su dva terminalna duSikova atoma povezana
polimetinskim lancem. S obzirom da konjugacijski sustav sadrZi neparan broj atoma ugljika
pozitivan naboj je delokaliziran rezonancijom preko oba duSikova atoma. Ovisno o broju
ugljikovih atoma u polimetinskom lancu razlikujemo cijanine (1), dikarbocijanine (5) i
trikarbocijanine (7).

Uobicajeno, dusikovi atomi su dio heterociklicke aromatske skupine koje su nerijetko i
dodatno alkilirane. Naj¢eS¢e heterociklicke podjedinice cijaninskih boja (kinolin, indol,

benzooksazol, benzotiazol) prikazane su na slici 15.

a. b. c. d.
X 0 S
soNesNes e
°) h \° i
R R R R

Slika 15. Strukturne formule a. kinolina, b. indola c. benzooksazola i d. benzotiazola
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Supstituenti postavljeni na razliite poloZaje aromatskog sustava koriste se za poboljSanje
svojstava cijaninskih boja poput topljivosti u vodi, sklonosti agregaciji, interakcija s DNA kao i
promjena elektronskih svojstava kromofora.*

Daljnja podijela cijaninskih boja odnosi se na simetriju kromofora. Ukoliko se molekula
sastoji od identiCnih heterocikala povezanih na istom poloZaju u sustavu, pripada u skupinu
simetri¢nih cijaninskih boja. Za razliku od simetricnih, asimetri¢ne cijaninske boje sastoje se od
dva razliCita heterocikla ili dva identicna heterocikla, ali povezana na razliCitim polozajima u

sustavu (slika 16).*

/ N me
" T T U

Slika 16. Strukturna formula a. simetri¢ne i b. nesimetrine cijaninske boje

a.

2.4.1. Interakcija cijaninskih boja s DNA i RNA molekulama

Cijaninske boje, kao male organske molekule, medudjeluju s nukleinskim kiselinama na vise
razliCitih naCina. Promjena duljine polimetinskog lanca, supstituenata ili nukleotidnog sastava
nukleinske kiseline reflektira se u razliCitom nacinu vezanja cijaninskih boja.

U fiziolo8kim uvjetima, elektrostatske interakcije kationa s negativno nabijenom
fosfodiesterskom okosnicom su veoma slabe, dok je vezanje u veliki utor rijetko. Najceséi tip
vezanja cijaninskih boja upravo je interkaliranje ili vezanje u mali utor dvostruke uzvojnice.*
Planarni heterociklicki sustavi pokazuju tendenciju (bis)interkaliranja, dok fleksibilni polimetinski
lanac omogucuje savijanje molekule u oblik pogodan za vezanje u utore. Buduci da interkaliranje
zahtjeva razmicanje dva susjedna para baza u svrhu stvaranja veznog dZepa za ligand, preferirano

je vezanje u mali utor koje uzrokuje puno manju deformaciju strukture DNA.5":%8
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2.4.2. Spektroskopska svojstva cijaninskih boja

Cijaninske boje apsorbiraju svjetlost u ultraljubi¢astom, vidljivom i bliskom infracrvenom
podrucju elektromagnetskog spektra. Apsorpciju omogucavaju T-elektroni delokalizirani duz
polimetinskog mosta, a ekstincijski koeficijenti dosezu vrijednosti do 10° mol' dm3 cm™.
ProSirenje polimetinskog mosta za svaku podjedinicu uzrokuje batokromni pomak za 100 nm.*
Cijaninske boje, kao slobodni ligandi, ne pokazuju emisiju fluorescencije. Razlog toj pojavi je brza
neradijativna relaksacija iz pobudenog stanja kroz torzijsko gibanje polimetinskog mosta.
Suprotno tome, u kompleksu s polinukleotidom dolazi do naglog pojacanja emisijskog signala
zbog ograniCenja konformacijske mobilnosti. Onemogucavanjem rotacije jednostruke veze
polimetinskog mosta osigurava se dovoljno vremena za relaksaciju molekule fluorescencijom.®
Pri nizim temperaturama, visokoj ionskoj jakosti otopine i velikim koncentracijama, cijaninske
boje pokazuju sklonost agregaciji $to proizlazi iz polarizabilnosti i hidrofobnosti molekule.
Agregacija dovodi do promjene u fizikalno-kemijskim svojstvima, poput viskoznosti, gustoce i
povrSinske napetosti medija, u usporedbi s monomernom formom. Takoder, fenomen
agregacije uzorkuje niz spektralnih promjena poput pojave dodatnih vrpca uz pomak valnih
duljina apsorpcije i emisije.®!

Cijaninske boje ovisno o nacinu slaganja u prostoru tvore J-tip ili H-tip agregata (slika 17). Za
nesupstituirane cijaninske boje dominantno je stvaranje agregata H-tipa zbog maksimalnog broja
ostvarenih van der Waalsovih interakcija. Supstituirane cijaninske boje preferiraju stvaranje J-
tipa agregata gdje molekule samoasociraju tvoreci lanCaste strukture uslijed sterickih ili

elektrostatskih smetnji uzrokovanih supstituentima.*

Slika 17. Prikaz a. H-tip i b. J-tip agregata cijaninskih boja®

Petra Mihovilovi¢ Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 24

§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

U okviru ovog rada koriStene su tri cijaninske boje: 6-fluoro-3-metil-2-{[(4E)-1-[3-(piridin-1-ijev-
1-il)propil]-1,4-dihidrokinolin-4-iliden)metil}-1,3-benzotiazol-3-ijev  dijodid (AK-1), 3-metil-2-
{[(4E)-1-[3-(1-metilpirolidin-1-ijev-1-il)propil]-1,4-dihidrokinolin-4-iliden)metil}-1,3-benzotiazol-
3-ijev dijodid (AK-2), 6-kloro-3-metil-2-{[(4E)-1-[3-(piridin-1-ijev-1-il)propil]-1,4-dihidrokinolin-
4-iliden)metil}-1,3-benzotiazol-3-ijev dijodid (AK-3). Spojevi AK serije, Cije su strukture prikazane
na slici 18, praskaste su krutine narancasto-crvene boje. Spojevi su ujedno i strukturni analozi
komercijalno dostupne boje TO (engl. thiazole orange). Spojevi su sintetizirani u grupi dr. sc. A.
Kurutosa (/nstitute of Organic Chemistry with Centre of Phytochemistry, Bulgarian Academy of

Sciences, Sofija, Bugarska).

N
/
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Slika 18. Strukturne formule molekula AK-1, AK-2 i AK-3
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Ishodne otopine spojeva su pripravljene otapanjem male koliine spojeva u redestiliranoj vodi

prema tablici 3 uz primjenu ultrazvucne kupelji.

Tablica 3. Priprava ishodnih otopina za spektrofotometrijsku karakterizaciju spojeva AK serije u
vodenom mediju

mimg V/pL M/gmol? ¢/ moldm3

AK-1 1,57 959,49 683,37 2,39x 1073
AK-2 1,21 1060,43 671,42 1,70 x 107
AK-3 1,50 1128,68 699,82 1,90 x 107

S obzirom da su ishodne otopine pokazale sklonost agregaciji pripravljene su radne otopine za
eksperimente fluorimetrijske titracije razrjedivanjem s redestiliranom vodom u omjeru 1:10 te
za ostale eksperimente otopine konacne koncentracije ¢ = 8x10* mol dm. Sve otopine su
Cuvane pri sobnoj temperaturi.

Kao medij za provedbu eksperimenta pripravljen je pufer natrijeva kakodilata (/ = 0,05
mol dm-3, pH = 7,00) mijeSanjem odgovaraju¢eg volumena vodene otopine natrijevog kakodilata
(¢ = 0,2 mol dm=®) i klorovodi¢ne kiseline (¢ = 0,1 mol dm=), razrjedivanjem do konacnog
volumena i pode$avanjem kona¢nog pH pomocu pH-metra.

Polinukleotidi koristeni u eksperimentima (Sigma Aldrich, SAD) otopljeni su u puferu
natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm=3, pH = 7,00) prema uputama proizvodaca. Otopina ctDNA
je dodatno sonicirana i filtrirana preko filtra veli¢ine pora 0,45 um kako bi se uklonili veci lanci
DNA i dobila Sto homogenija otopina. Koncentracije otopina polinukleotida odredene su
spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije prema
podacima proizvodaca (tablica 4), a izrazene su kao koncentracije fosfata. Otopine polinukleotida

¢uvane su u hladnjaku na -18 °C.
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Tablica 4. Molarni ekstinkcijski koeficijenti € dvolan€anih polinukleotida i pripadne valne duljine
maksimuma apsorbancije Amax

polinukleotid £/ mol' dm?® cm™ Amax/ nm
calf-timus DNA 6600 260
poli A-poli U 6000 260
poli dA-poli dT 6000 260
poli dAdT-poli dAdT 6600 262
poli dGdC-poli dGdC 8400 254

3.1.2. Uredaji
e Spektrofotometar Varian Cary Bio 100 s internom kontrolom temperature i automatskim
drzaCem 12 kiveta (Agilent Technologies, SAD)
e Fluorimetar Varian Cary Eclipse s automatskim drzacem 4 kivete (Agilent Technologies,
SAD)
e Spektrometar JASCO J-815 CD
o Analiticka vaga Mettler Toledo

3.2. Spektroskopska karakterizacija spojeva

Prije istrazivanja interakcije spojeva s polinukleotidima provedena je spektroskopska
karakterizacija spojeva snimanjem UVNis spektra u termostatiranim kivetama (7 = 25 °C £ 0,1
°C) u rasponu valnih duljina 210-600 nm koriStenjem programa spektrofotometra Scan UV/\Vis.

Bazdarni dijagram izraden je na nacin da je prvo snimljen spektar pufera natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mmol dm=3, pH 7,00). Zatim su u kvarcnu kivetu duljine opti¢kog puta 1 cm,
koja sadrZi prethodno nadodan 1,00 mL pufera natrijeva kakodilata, dodavani alikvoti ishodne
otopine cijaninske boje (¢ = 8 x10~* mol dm=3) tako da su dobivene otopine u koncentracijskom
rasponu od 5x107 do 4x10° mol dm=. Za svaki dodatak je snimljen UV/Vis spektar, koji je u
programu automatski korigiran obzirom na baznu liniju natrijeva kakodilata. Svi dobiveni podaci
obradeni su programom OriginPro 7.5.

Za odredivanje termiCke stabilnosti snimljeni su UV/Vis spektri ispitivanih spojeva (¢ =
4x10-¢ mol dm=3) pri temperaturama 25, 45, 70 i 95 °C u kvarcnoj kiveti od 1,00 mL optickog

puta zraCenja od 1 cm. Nakon hladenja ponovno je snimljen UV/Vis spektar pri 25 °C.
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3.3. Istrazivanje interakcija spojeva s polinukleotidima

3.3.1. Fluorimetrijske titracije

Za snimanje fluorescencijskih spektara koristi se fluorimetar Varian Cary Eclipse. Ispitivani
spojevi pobuduju se pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije s tim da je koristen maksimum pri
A > 300 nm kako bi se izbjegla apsorpcija polinukleotida (A(AK-1) = 508 nm, .A(AK-2) = 507 nm,
A(AK-3) = 510 nm). Emisija je pracena u rasponu valnih duljina od 512 do 650 nm, a odabir
Sirine pukotina je proveden na nacin da su snimljeni emisijski spektri spoja uz dodatak ctDNA
pri razli€itim Sirinama pukotina, a odabrana je ona koja je dala najbolji odziv instrumenta.
Fluorimetrijske titracije provode se u kvarcnim fluorimetrijskim kivetima duljine optikog
puta 1 cm u 2,00 mL pufera natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mmol dm=3, pH 7,00). Najprije je
snimljena bazna linija, odnosno spektar pufera natrijeva kakodilata (/= 0,05 mol dm=3, pH =
7,00), a onda spektar vodene otopine spoja u puferu nakon dodatka alikvota spoja do konacne
koncentracije ¢ = 2 x 107 mol dm=3. Zatim su dodavani alikvoti ishodnih otopina polinukleotida
u kivetu s otopinom cijaninske boje, poCevsi od omjera rspojjpotinukiociia = 0,5 sve dok se ne
postigne zasi¢enje, odnosno kada daljnjim dodatkom ne dolazi do promjene u intenzitetu
fluorescencije. Po svakom dodatku polinukleotida i nakon 5 minuta inkubacije snimljen je
fluorescencijski spektar ispitivanog spoja. Provedena je kontrola stabilnosti novonastalog
kompleksa na nacin da je kod svakog petog dodatka nakon 2 dodatne minute inkubacije ponovno
snimljen spektar. Koncentracija polinukleotida tijekom titracije mijenjala se u podrucju 10~ do
10~° mol dm= §to u vecini slu€ajeva odgovara nastanku kompleksa u kojem je vezano 20-80 %
ispitivanog spoja. Dobiveni spektri obradeni su u programu OriginPro 7.5. Svaki spektar korigiran
je obzirom na baznu liniju, a volumeni su korigirani za razrjedenje uslijed dodatka polinukleotida.
Buduci da interkalativni model vezanja jedini pruza mogucnost jasne definicije veznih
mjesta na polinukleotidu, razvijen je niz jednadzbi za izraCun konstante stabilnosti nastalih
kompleksa na osnovi podataka titracije ispitivanog spoja s polinukleotidom.’™ Konstanta
stabilnosti Ks i omjer N [ezani spojipolinukieotia iZracunati su temeljem Schatchardove inacice
Langmuirove izoterme metodom nelinearne regresije za spektroskopski aktivan kompleks prema

jednadzbi:

[=1y+ ((/”m_l‘))/z*c) (c +n*cg+ 1 Ky ((c +n*cg + 1/KS)Q) - (4*c*n*cS)1/2)

Petra Mihovilovi¢ Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 28

gdje je ¢ koncentracija ispitivanog spoja u otopini, ¢s koncentracija polinukleotida, n omjer
koncentracije vezanog spoja i polinukleotida (Nezani spojypolinukiecticr), fo Spektrofotometrijski odgovor
Cistog spoja, / spektrofotometrijski odgovor nakon dodatka odredene koliine supstrata, fim
spektrofotometrijski odgovor kompleksa kada vise nema slobodnog spoja u otopini i K

konstanta stabilnosti kompleksa.®

3.3.2. Temperaturno mek3anje

Eksperimentom temperaturnog mek3anja polinukleotida odreden je utjecaj ispitivanih spojeva
na vrijednost temperature mek3anja polinukleotida. Jedino je izostavljen poli(dGdC), s obzirom
da je njegova temperatura mek3sanja izvan mjernog podrudja instrumenta (7 > 95 °C).

Za eksperiment koridten je spektrometar UV/is Varian Cary 100 Bio. U svaku kvarcnu
kivetu duljine optickog puta 1 cm stavljen je 1,00 mL pufera natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol
dm-3, pH = 7,00). Koriste¢i program Simple Reads ocitane su vrijednosti apsorbancije pufera pri
valnoj duljini maksimuma apsorpcije odabranog polinukleotida (tablica 4), koje se onda koriste
kao nulte vrijednosti otopine. Nadodan je alikvot polinukleotida do priblizne konacne
koncentracije ¢ =2,2 x 10-° mol dm= nakon ¢ega je ponovno ocitana apsorbancija radi provjere
koncentracije. Temeljem izmjerene vrijednosti apsorbancije i pripadnih vrijednosti molarnih
ekstinkcijskih koeficijenata (tablica 4) odreden je potrebni dodatak ispitivanog spoja tako da
odgovara unaprijed odredenom molarnom omjeru spoja i polinukleotida. Kao kontrola koristi se
otopina Cistog polinukleotida, dok ostale kivete sadrZavaju otopine ispitivanog spojeva i
polinukleotida u omjerima r (spojyipoiinuioetia) = 0,05, 0,1 i 0,2 s time da se sva mjerenja rade u
duplikatu. U programu Thermal postavljeni su parametri zagrijavanja: uzorak je zagrijavan
postupno u temperaturnom rasponu od 25 °C do 95 °C brzinom od 1 °C min~ uz o€itanje
vrijednosti apsorbancije svakih 0,5 °C.

Dobiveni rezultati prikazani su grafiCki u programu OriginPro 7.5 kao krivulje ovisnosti
apsorbancije pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije polinukleotida o temperaturi. Svaka krivulja
je normalizirana. Vrijednosti temperature mek3anja T, odredene su ocCitavanjem tocki
maksimuma prve derivacije sigmoidalnih krivulja i provjerene grafiCki metodom tangenti.
Vrijednosti AT, izraCunate su oduzimanjem vrijednosti 7. slobodnog polinukleotida od
vrijednosti T, kompleksa ispitivanih spojeva s polinukleotidima. Izrazene vrijednosti AT (s

pogreSkom * 0,5 °C) predstavljaju srednju vrijednost dva paralelna mjerenja.
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3.3.3. CD titracije

CD spektri snimaju se na JASCO J-815 CD spektrometru pri sobnoj temperaturi i uz konstantan
protok duSika. Spektri su snimani uz standardnu osjetljivost instrumenta i brzinu skeniranja 200
nm min-". Za svaki spektar radene su dvije akumulacije, a konac¢ni spektar rezultat je njihovog
uprosjecCivanja. Istodobno je pracena promjena cirkularnog dikroizma i UV/is apsorpcije u
podrucju od 220 nm do 650 nm.

Eksperiment se provodi u kvarcnim fluorimetrijskim kivetama duljine optickog puta 1 cm.
Najprije je snimljena bazna linija, odnosno spektar pufera natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm~
8, pH = 7,00). Zatim je snimljen spektar odabranog polinukleotida nadodanog u 2,00 mL pufera
do konacne koncentracije ¢ = 3,00 x 10 mL dm=3. Naposlijetku slijedi dodatak alikvota vodenih
otopina spojeva (¢ = 8 x 10~ mol dm=3) u zadanim molarnim omjerima spoja i polinukleotida (r
= 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 0,5). Snimljeni CD spektar nakon svakog dodatka korigiran je obzirom
na spektar prethodno snimljenog pufera, a dobiveni spektri su obradeni programom OriginPro
7.5.
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Spektroskopska karakterizacija spojeva serije AK

4.1.1. UV/Vis spektroskopija

U svrhu utvrdivanja eksperimentalnih uvjeta za istrazivanje interakcija novosintetiziranih
cijaninskih boja s dvolan¢anim polinukleotidima provedena je spektrofotometrijska
karakterizacija ispitivanih spojeva. Snimljeni su UV/Nis spektri pripravljenim puferiranim
otopinama spojeva kao $to je opisano u poglavlju 3.2. UV/is spektri (slika 19 i D1-D2) prikazani
su kao ovisnost apsorbancije o valnoj duljini u koncentracijskom rasponu ¢ = 5x10"-4x10-° mol
dm-3. Kod svih ispitivanih spojeva dolazi do linearnog povecanja apsorbancije UV/Vis zracenja s
povecanjem koncentracije spoja sukladno Beer-Lambertovom zakonu (poglavlje 2.3.1.).
Proporcionalni odnos apsorbancije i koncentracije spoja u gore navedenom koncentracijskom
podrucju potvrduje da ne dolazi do formiranja agregata cijaninskih boja koji bi uzrokovali

hipokromni efekt.

b
0,35 = 508
93 £=78 1342296
226 R=0,99996
0,30 1 Linear Fit of Data_A508
Linear Fit of Data_A293
0.25 4 Linear Fit of Data_A226
" 0,20 - £ =56 743341
-1 R=0,99989
< -
0,15
"
0,10
- £=11 367175
R=0,99987
0,05 4
T T T T T T T 1 0,00 T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 0,00 7.50x107  1,50x10% 225x10® 3,00x10° 3,75x10° 4 50x10°®
Alnm ¢ (AK-1) / mol dm~2

Slika 19. a. koncentracijska ovisnost UV/Vis spektara spoja AK-1 (¢ = 5x107 - 4 x107° mol dm=) u
puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm~3, pH = 7,00) b. ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja
AK-1 pri valnim duljinama maksimuma apsorpcije A = 226 nm, 293 nm i 508 nm.
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UV/Vis spektri spojeva pokazuju po tri apsorpcijska maksimuma u valnim podrucjima A = 225-
228 nm, A =289-293 nm i A = 507-510 nm. Za svaki apsorpcijski maksimum izraCunat je molarni
ekstincijski koeficijent linearnom regresijom ovisnosti apsorbancije o koncentraciji ispitivanog
spoja, kao Sto je prikazano u tablici 5.

Tablica 5. Molarni ekstinkcijski koeficijenti i valne duljine maksimuma apsorpcije spojeva AK-1, AK-2 i
AK-3 u puferu natrijeva kakodilata (/= 0,05 mol dm=, pH=7,00)

Admax/0M  g/moltdmicm™  Anw/nm g/ mol'dmicm” A /nm &/ mol' dm3cm

226 56 743 228 64 778 225 57 660
293 11 367 289 13 227 290 11 461
508 78 134 507 74 181 510 71631

IzraCunate vrijednosti molarnih ekstinkcijskih koeficijenata za sva tri ispitivana spoja poprimaju
medusobno usporedive vrijednosti, a ujedno dobivene vrijednosti odgovaraju literaturnim

podacima za cijaninske boje.

4.1.2. Temperaturna stabilnost vodenih otopina spojeva

Nakon snimljenih UV/Vis spektara svih spojeva ispitana je i termicka stabilnost vodenih otopina
spojeva (¢ = 4x10-° mol dm=) na nacin koji je opisan u poglavlju 3.2. Slike 20 i D3-D4 prikazuju
UVNis spektre vodenih otopina spojeva AK-1, AK-2 i AK-3 nakon temperaturnog zagrijavanja.
Uocljiva je neznatna promjena u vrijednostima apsorbancije i valne duljine maksimuma
apsorpcije. Nakon hladenja spektri se gotovo poklapaju s polaznim UV/Vis spektrima. Ovakva
opazanja potvrduju termicku stabilnost vodenih otopina spojeva AK-1, AK-2 i AK-3, a time i

prikladnost za eksperimente temperaturnog meksanja.
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Slika 20. Temperaturna ovisnost UV/Vis spektra spoja AK-1 (¢ = 4 x 107° mol dm~®) u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm~3, pH = 7,00)

4.2. Proucavanje interakcije spojeva AK serije s polinukleotidima

4.2.1. Fluorimetrijske titracije

Afinitet vezanja ispitivanih spojeva prema razli¢itim polinukleotidima odreden je pomocu
fluorimetrijskih titracija. Eksperimenti su provodeni pri niskim koncentracijama spojeva (¢ = 2,0
x 107" mol dm™) kako ne bi doSlo do agregacije spojeva. U takvim uvjetima, emisijski odgovor
predstavlja vezanje neovisne molekule spoja na dvolan¢ani polinukleotid. Spojevi AK serije su
cijaninske boje koje ne pokazuju intrinzicnu emisiju fluorescencije. No, dodatak polinukleotida
rezultira znaCajnim hiperkromnim efektom (slika 21 i D5.a-D15.a) uslijed zakoCenja mehanizma
vibracijske relaksacije cijaninskih boja (poglavlje 2.4.2.).% Opcenito visok intenzitet emisije
cijaninskih boja upucuje na vezanje spojeva s polinukleotidima. Dodatak vecine polinukleotida

uzrokovao je blagi batokromni ili hipsokromni pomak (A=1-4 nm) emisijskog maksimuma.
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Slika 21. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-1 (¢ = 2,0 x 10~ mol dm) tijekom titracije s
ctDNA (¢ =1,0 x107 - 6,2 x 10° mol dm=) uz pobudu pri Aec = 508 nm
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Slika 22. Ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 528 nm o koncentraciji ctDNA u puferu natrijeva

kakodilata (/ = 0,05 mol dm=, pH 7,00)
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Eksperimenti su provodeni u suviSku polinukleotida (r < 0,1) kada se smatra da se molekule
interkalatora veZu na izolirana, medusobno neovisna vezna mjesta. U takvim uvjetima, kada je
zapravo zanemariv kooperativni utjecaj na vezanje liganda, za odredivanje afiniteta ispitivanih
spojeva prema polinukleotidima temeljem podataka fluorimetrijske titracije koriStena je
Scatchardova jednadZba (slika 22 i D5.b-D15.b)." Dobivene vrijednosti konstanti stabilnosti K i

OmJera n[vezani spoj]/[polinukleotid] prlkazanl SUuu tab“Cl 6

Tablica 6. Konstante stabilnosti (logK;)*® kompleksa spojeva AK serije s polinukleotidima, izradunate
obradom spektara fluorimetrijskih titracija po Scatchardovoj jednadzbi® u puferu natrijeva kakodilata (/ =
0,05 mol dm™3, pH 7,00)

logK

CtDNA  poli-poliU  poli(dGdC),  poli(dAdT),

AK-1 6,47 5,50 7,24 6,10
AK-2 6,36 6,08 7,52 5,70
AK-3 7,32 6,67 6,78 5,24

*Obrada podataka titriracije pomoc¢u Scatchardove jednadzbe dala je vrijednosti omjera npezani spojy/polinukieotia]
=0,1-0,3, za lakSu usporedbu sve vrijednosti logK; postavljene su na n = 0,2. Koeficijenti korelacije iznose
> 0,99 za vecinu izraCunatih K

U slucaju titracije AK-3 s ctDNA logK; je izraCunat za fiksiranu vrijednost n = 0,5 radi preciznijeg
prilagodavanja krivulje eksperimentalnim podacima

Rezultati ukazuju na vrlo visok afinitet istraZivanih spojeva prema polinukleotidima, s logKs
vrijednostima u rasponu od 5 do 7,5. Za vizualnu procjenu afiniteta odredene boje prema
polinukleotidima, napravljen je grafiCki prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o koncentraciji
polinukleotida normaliziran na ekstrapoliranu vrijednost maksimalnog intenziteta emisije (slika
23-25). Unatoc relativno slicnom afinitetu prema vecini polinukleotida, spojevi AK serije pokazuju
preferenciju prema poli(dGdC).. Takoder, spoj AK-3 pokazuje znatno veéi afinitet za ctDNA u
odnosu na spojeve AK-1 i AK-2. S obzirom na usporediv afinitet spojeva prema svim
polinukleotidima, slijedi da se spojevi veZu na sli¢no vezno mjesto pri Cemu je razlika u afinitetu

posljedica sekundarne strukture polinukleotida i strukturnih razlika ispitivanih spojeva.
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Slika 23. Promjene intenziteta fluorescencije normalizirane na najvisi intenzitet emisije u ovisnosti o
koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja AK-1 s polinukleotidom (Aex. = 508 nm, ¢ =2 x 10~
mol dm=) u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm=, pH 7,00)
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Slika 24. Promjene intenziteta fluorescencije normalizirane na najvisi intenzitet emisije u ovisnosti o
koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja AK-2 s polinukleotidom (Aex. = 507 nm, ¢ =2 x 10~
mol dm-®) u puferu natrijeva kakodilata (/= 0,05 mol dm=, pH 7,00)
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Slika 25. Promjene intenziteta fluorescencije normalizirane na najvisi intenzitet emisije u ovisnosti o
koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja AK-3 s polinukleotidom (Aex. =510 nm, ¢ =2 x 10~
mol dm-®) u puferu natrijeva kakodilata (/= 0,05 mol dm=, pH 7,00)

Petra Mihovilovi¢

Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 36

4.2.2. Temperaturno mek3anje

Interakcija spojeva AK serije s ctDNA, poli(dAdT), i poli A-poli U pratila se mjerenjem
apsorbancije na valnoj duljini karakteristinoj za pojedini dvolan¢ani polinukleotid (A = 262 nm
za ctDNA i poli(dAdT), te A = 260 nm za poli A-poli U). Slike D17-D25 prikazuju ovisnost
apsorbancije polinukleotida o temperaturi, a vrijednost T, odgovara tocCki infleksije
denaturacijske krivulje. Tablica 7 sadrzava promjene temperature mek3anja (AT.) dvolan€anih
DNA i RNA polinukleotida uslijed vezanja ispitivanih spojeva pri razli¢itim omjerima r spojypolinuieotia,
a prikazani rezultati odgovaraju srednjoj vrijednosti dviju izmjerenih vrijednosti T, za svaki spoj

i polinukleotid.

Tablica 7. AT,? vrijednosti dvolancéanih polinukleotida uslijed dodatka spojeva AK serije u omjeru r° =
0,05, 0,1 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm=, pH 7,00)

AT./°C

ctDNA poli(dAdT), poliA-poliU

0,05 4,7 15,1 -2,0/11,0
AK-1 0,1 7,5 17,4 11,8 /29,7
0,2 10,3 23,8 11,4 /40,2

0,05 8,2 21,7 -2,6 /18,0

AK-2 0,1 11,4 26,6 8,7/21,8
0,2 - 31,5 11,4 /23,2

0,05 6,0 14,3 0,8/8,4

AK-3 0,1 8,4 17,3 6,0/11,1
0,2 11,6 22,5 6,1/12,8

2 instrumentna pogreSka mjerenja AT,: + 0.5°C
® molarni Omjer r (spoj  fpolinukieotidl
¢ T vrijednost je izvan mjernog podrucja instrumenta (7, > 100 °C)

Spojevi AK serije pri svim omjerima rispojpoinukiesiqy Umjereno do jako stabiliziraju ispitivane
polinukleotide. Pozitivne AT, vrijednosti rezultat su znaCajnog stabilizacijskog efekta
karakteristi¢no za interkalativni nacin vezanja. O¢ekivano, stabilizacija denaturacije polinukleotida
raste s porastom omjera r. Spoj AK-2 pokazuje najveci stabilizacijski uCinak na Tn vrijednost
dvolan¢anih DNA i RNA molekula. Takav efekt vjerojatno je posljedica pozitivno nabijenog

pirolidinskog prstena. Sve cijaninske boje pokazuju najmanji u€inak na vrijednost T ctDNA
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uslijed mijeSanog sastava baza polinukleotidnog lanca (48% GC i 58% AT parova baza) kao $to
je vidljivo na slikama D17-D19.

Suprotno DTy, eksperimentima s ctDNA i alterniraju¢im AT polinukleotidom, cijanini u interakciji
s poli A-poli U daju bifazne denaturacijske krivulje polinukleotida (slika D23-D25) pri ¢emu
najvecCu stabilizaciju daje spoj AK-1. U principu, vrijednost prvog prijelaza je znatno manja u
odnosu na drugi prijelaz, a ponekad €ak i negativna. Takvi bifazni profili ukazuju na razliCite
nacine vezanja. Dakle, ¢ak i u suvisku veznih mjesta polinukleotida u odnosu na koncentraciju
ispitivanih spojeva (r < 0,1) dolazi do mjeSovitog nacina vezanja, interkalacije popracene

vezanjem agregata u veliki utor polinukleotida.

4.2.3. CD titracije

Ono Sto se moZze opaziti iz prikazanih rezultata da spojevi AK serije uzrokuju smanjenje CD signala
u podrucju apsorpcijske vrpce polinukleotida (A = 260-275 nm) $to ukazuje na znacajni utjeca;
na sekundarne strukture nukleinskih kiselina. Spojevi AK serije kao akiralni spojevi ne posjeduju
intrinziCni CD spektar, pa se pojava snaznih ICD signala u regiji koja odgovara apsorpcijskim
vrpcama ispitivanih spojeva (A = 300-570 nm) jednoznacno pripisuje interakcijama spoja s
kiralnom osi polinukleotida (slika 26-28). Promjene u tom podrucju indikativne su za nacin
vezanja spoja za polinukleotid. Oblik ICD krivulja kod svih ispitivanih spojeva mijenjao se u

ovisnosti o0 molarnom omjeru I'spojl/[polinukleotid]
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Slika 26. CD titracija a. ctDNA, b. poli(dGdC)., c. poli(dAdT). i d. poli A-poli U (¢ = 3 x 10-° mol dm™)
sa spojem AK-1 pri razli€itim molarnim omjerima r (spojj / polinukieotia] U puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05
mol dm=3, pH 7,00)
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Slika 27. CD titracija a. ctDNA, b. poli(dGdC)., c. poli(dAdT). i d. poli A-poli U (¢ = 3 x 10°> mol dm)
sa spojem AK-2 pri razli€itim molarnim omjerima r (spojj / polinukieotia U puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05
mol dm=, pH 7,00)
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Slika 28. CD titracija a. ctDNA, b. poli(dGdC),, c. poli(dAdT). i d. poli A-poli U (¢ = 3 x 10> mol dm)
sa spojem AK-3 pri razli€itim molarnim omjerima r (spojj / [polinukieotia U puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05
mol dm=3, pH 7,00)

Profili ICD vecine titracija odgovara mjeSovitom nacinu vezanja. Pri nizim omjerima (r = 0,05 i
0,1) uocljivi su slabi negativni ICD signali u valnom podrucju A ~ 300 nm i A=505-515 nm §to je
karakteristicno za interkalativni nacin vezanja. No, pri viS§im omjerima (r > 0,1) pojavljuju se
bisignatne vrpce s pozitivnim maksimumom pri 520 nm i negativnim maksimumom pri 480 nm.
Jaki simetri¢ni ICD signali posljedica su sprege susjednih kromofora koje potje€u od vezanja
dimera ili vecCih agregata cijaninskih boja unutar utora polinukleotida. Nulta toCka prijelaza
bisignatne vrpce u valnom podrucju A=507-510 nm poklapa se s apsorpcijskim maksimumima
spojeva AK serije. Dokaz mjeSovitog nacina vezanja je i opaZzanje da ICD signali indikativni za
interkalaciju u valnom podrucju A=300-320 nm ne nestaju pri viS§im omjerima r. Potvrda ove
tvrdnje je i odsutnost izoeliptiCke toCke, koja se pojavljuje u slu¢aju dominantnog nacina vezanja

jedne vrste specija.
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Iskljucivo se kod spoja AK-1 u interakciji s poli(dGdC), mogao zamietiti pozitivni ICD signal pri A
=340 nm. Ova promjena ukazuje na interkalativni naCin vezanja gdje je ligand orijentiran okomito
u odnosu na os susjednih parova baza. RazliCita orijentacija kromofora AK-1 u odnosu na spoj
AK-3 mogla bi biti posljedica prisutnosti razli¢itih halogena na benzotiazolnom prstenu.

Titracije poli(dGdC), i poli(dAdT), s cijaninima daju slicne ICD profile uz razliCiti intenzitet
maksimuma. Ovakvi spektri posljedica su sliCne orijentacije spoja u odnosu na kiralnu os DNA.
Dakle, spojevi se vezu istim ili slicnim naCinom na polinukleotid. Rezultati su u skladu i s
rezultatima fluorimetrijskih titracija koje su pokazale preferencijalno vezanje spojeva prema
poli(dGdC)..

Suprotno tome, spojevi AK serije uzrokuju drugacije ICD profile interakcije s RNA molekulama.
Pri nizim omjerima (r < 0,1) pojavljuje se pozitivni ICD signal pri A = 527 nm, koji pri viSim
omjerima poprima bisignatni profil. Bisignatna vrpca s pozitivnim maksimumom pri A = 480 nm
i negativnim maksimumom pri A = 450 nm hipsokromatski je pomaknuta u odnosu na ICD signal
polideoksiribonukleotida. Takoder, pri A = 510 nm je vidljiv dodatni manji maksimum pozitivnog
predznaka. Ovakav ICD profil ukazuje na mjeSoviti nacin vezanja pri viS§im omjerima, odnosno uz
interkalaciju prisutno je i vezanje agregata unutar velikog utora. Na osnovu svega navedenog,
moze se zakljuCiti da spojevi AK serije razlikuju sekundarnu strukturu DNA i RNA molekula. S
obzirom da je mali utor RNA molekula plitak i Sirok ne dozvoljava vezanje malih organskih
molekula. Stoga, veliki utor RNA, koji je Siri i dublji u odnosu na klasi¢ni mali utor dvostruke

uzvojnice (tablica 2), omogucava smjestaj vecih agregata cijaninskih boja.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog rada spektroskopski su okarakterizirane tri novosintetizirane cijaninske broje AK-
1, AK-2 i AK-3. Ispitivani spojevi pokazuju linearno povecanje apsorbancije s povecanjem
koncentracije spoja u koncentracijskom podrucju od ¢ = 5x107-4x10° mol dm= sukladno
Lambert-Beerovom zakonu. Proporcionalni odnos ovih dviju fizikalnih veli¢ina dokaz je
odsutnosti intermolekulskog slaganja cijaninskih boja u navedenom koncentracijskom podrucju.
Ocekivano, cijanini ne pokazuju zna€ajnu intrinzicnu fluorescenciju.

Interakcije cijaninskih boja s razliitim sintetskim polinukleotidima istrazene su
standardnim spektrofotometrijskim metodama (UV/Vis spektrofotometrija, fluorimetrija, CD
spektrofotometrija). Provedena istraZivanja pokazala su povezanost strukture s afinitetom i
nac¢inom vezanja spojeva. Strukturne razlike spojeva, odnosno prisutnost razli¢itih halogena i
ciklickih amina, utjeCu na interakciju s polinukleotidima.

Eksperimentima temperaturnog mek3anja utvrdena je umjerena do jaka stabilizacija
dvolanc¢anih polinukleotida. Spoj AK-2, koji posjeduje pozitivno nabijeni pirolidinski prsten,
pokazuje najizrazeniji stabilizacijski u¢inak. Vezanje spojeva na ctDNA uzrokuje manju stabilizaciju
dvostruke uzvojnice u usporedbi s drugim polinukleotidima najvjerojatnije zbog heterogenog
sastava baza polinukleotidnog lanca.

Fluorimetrijskim titracijama utvrden je vrlo visok afinitet cijanina prema polinukleotidima
(logKs=5-7,5). OpaZeno je preferencijalno vezanje prema poli(dGdC),. Pokazano je da spojevi
tvore isti tip kompleksa uz razli€it afinitet kao posljedica sekundarne strukture polinukleotida i
strukturnih razlika ispitivanih spojeva.

CD profili spojeva pri niskim molarnim omjerima (r<0,1) odgovaraju interkalativnom nacinu
vezanja. Medutim, pri viSim molarnim omjerima (r=0,1) dolazi do pojave snaznih bisignatnih ICD
signala Sto ukazuje na vezanje dimera ili veCih agregata cijaninskih boja unutar utora
polinukleotida. Takoder, pri vi§im molarnim omjerima (r = 0,1) jo$ su uvijek prisutni i ICD signali
indikativni za interkaliranje Sto upucuje na mjeSovit nacCin vezanja spojeva pri tim omjerima.
Takoder, zbog steriCkih i elektrostatskih ograni¢enja uslijed prisutnosti razliitog halogena kod

spojeva AK-1 i AK-3 dolazi do razliitih orijentacija liganada unutar interkalativnog veznog mjesta.
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Spojevi AK serije pokazali su mogucnost razlikovanja sekundarne strukture DNA i RNA
molekula. Cijanini u interakciji s poli A-poli U daju bifazne denaturacijske krivulje polinukleotida
pri Cemu najvecu stabilizaciju daje spoj AK-1. Bifazni profili ukazuju na razliCite naCine vezanja,
odnosno dolazi do interkalacije uz vezanje dimera ili veCih agregata u veliki utor polinukleotida.
Ovo opazanje potvrdeno je i CD titracijama. ICD signal, koji pri niZim molarnim omjerima (r =
0,05 i 0,1) poprima pozitivnu vrijednost, pri viSim omjerima poprima bisignatni profil. Plitak i
Sirok mali utor RNA ne dozvoljava vezanje malih organskih molekula, dok je znaCajno dublji veliki
utor dostatan za vezanje vecih agregata cijaninskih boja.

Na temelju provedenih istraZivanja moZemo zakljuciti da spojevi pokazuju bioloSki
znaCajne interakcije s DNA i RNA molekulama, zbog Cega bi u buducnosti mogle pronaci

primjenu kao potentni luminiscentni senzori u specifinoj detekciji nukleinskih kiselina.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

A — apsorbancija
AK-1-6-fluoro-3-metil-2-{[(4E)-1-[3-(piridin-1-ijev-1-il)propil]-1,4-dihidrokinolin-4-iliden)metil}-
1,3-benzotiazol-3-ijev dijodid
AK-2-3-metil-2-{[(4E)-1-[3-(1-metilpirolidin-1-ijev-1-il)propil]-1,4-dihidrokinolin-4-iliden)metil}-
1,3-benzotiazol-3-ijev dijodid
AK-3-6-kloro-3-metil-2-{[(4E)-1-[3-(piridin-1-ijev-1-il)propil]-1,4-dihidrokinolin-4-iliden)metil}-
1,3-benzotiazol-3-ijev dijodid

¢ — mnoZinska koncentracija

CD - cirkularni dikroizam (engl. circular dichrosim)

ctDNA - DNA iz timusa goveda (engl. calf timus DNA)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

€ — molarni ekstinkcijski koeficijent

h - Planckova konstanta (6,626 x 10 34 J s)

| - intenzitet

ICD - inducirani cirkularni dikroizam (engl. induced circular dicrosim)

Ks — konstanta stabilnosti kompleksa (engl. stability constant)

A —valna duljina

L-CP - lijevo cirkularno polarizirana svijetlost (engl. left circular polarised light)

LD - linearni dikroizam (engl. linear dichroism)

v — frekvencija

n — omjer koncentracije vezanog spoja i polinukleotida

poli rA - jednolanCani homopolinukleotid adeninske kiseline

poli rA-poli rU — dvolan¢ani homopolinukleotid adeninske i uracilne kiseline

poli dAdT-poli dAdT - dvolancani alternirajuci polinukleotid adeninske i timinske kiseline

poli dGdC-poli dGdC - dvolancani alternirajuci polinukleotid gvaninske i citozinske kiseline
R-CP - desno cirkularno polarizirana svijetlost (engl. right circular polarised light)

r — omjer koncentracije spoja i polinukleotida
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RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

T — transmitancija

T'» — temperatura mek3$anja

AT, — promjena temperature mekSanja

TO - tiazol oranz (engl. thiazole orange)

UVANis - ultraljubi¢asto/vidljivo elektromagnetsko zraCenje (engl. ultraviolet/visible
electromagnetic radiation)

w - kut elipti€nosti (engl. degree of ellipticity)
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§ 8. Dodatak XV

§8. DODATAK

8.1. Podaci i spektri vezani uz spektroskopsku karakterizaciju spojeva

a. b.
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Slika D1. a. koncentracijska ovisnost UV/Vis spektara spoja AK-2 (¢ = 5x107-4x10° mol dm=®) u puferu
natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm™, pH = 7,00) b. ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja AK-2
pri valnim duljinama maksimuma apsorpcije A = 228 nm, 289 nm i 507 nm.

a. 0,301 b.
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Alnm ¢ (AK-3) / mol dm-?

Slika D2. a. koncentracijska ovisnost UV/Vis spektara spoja AK-3 (¢ = 5x107-4x10° mol dm=3) u puferu
natrijeva kakodilata (/= 0,05 mol dm3, pH = 7,00) b. ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja AK-3
pri valnim duljinama maksimuma apsorpcije A =225 nm, 290 nm i 510 nm.
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Slika D3. Temperaturna ovisnost UV/Vis spektra spoja AK-2 (¢ = 4x107® mol dm™) u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm™, pH = 7,00)
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Slika D4. Ovisnost UV/Vis spektra spoja AK-3 o temperaturi (¢ = 4x 107° mol dm~®) u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm™3, pH = 7,00)
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§ 8. Dodatak xvii
- . . . . . .
8.2. Podaci i spektri vezani uz metodu fluorimetrijske titracije
a. 550 —70 —m1| b.
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Slika D5. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-2 (¢ = 2,0 x 107 mol dm™®) tijekom titracije s
ctDNA (¢ = 1,0 x107-5,2 x 10" mol dm) uz pobudu pri Ae; = 508 nm u puferu natrijeva kakodilata (/ =
0,05 mol dm=3, pH 7,00) b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 529 nm o koncentraciji ctDNA
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n [E3 0
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Slika D6. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-3 (¢ = 2,0 x 107 mol dm™®) tijekom titracije s
¢tDNA (c = 1,0 x107-1,5 x 10°° mol dm) uz pobudu pri Aec = 508 nm u puferu natrijeva kakodilata (/ =
0,05 mol dm=, pH 7,00) b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 533 nm o koncentraciji ctDNA
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Slika D7. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-1 (¢ = 2,0 x 107 mol dm™®) tijekom titracije s

poli(dGdC), (c = 1,0 x107-4,4 x 10 mol dm) uz pobudu pri Aex: = 508 nm u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm=, pH 7,00) b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 530 nm o
koncentraciji poli(dGdC),
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Slika D8. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-2 (¢ = 2,0 x 10" mol dm™®) tijekom titracije s
poli(dGdC), (c = 1,0 x107-3,7 x 10 mol dm) uz pobudu pri Aex: = 508 nm u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm=, pH 7,00) b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 531 nm o

koncentraciji poli(dGdC),
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Xix
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Slika D9. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-3 (¢ = 2,0 x 107 mol dm™®) tijekom titracije s
poli(dGdC); (¢ = 1,0 x107-6,0 x 10 mol dm=) uz pobudu pri Aex: = 508 nm u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm=3, pH 7,00) b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A =531 nm o

koncentraciji poli(dGdC).
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Slika D10. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-1 (¢ = 2,0 x 10~ mol dm) tijekom titracije s
poli(dAdT). (¢ = 1,0 x107-7,1 x 10-° mol dm®) uz pobudu pri Aec = 508 nm u puferu natrijeva kakodilata
(/=10,05 mol dm, pH 7,00) b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 529 nm o koncentraciji

poli(dAdT),
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Slika D11. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-2 (¢ = 2,0 x 10”7 mol dm™®) tijekom titracije s
poli(dAdT); (¢ = 1,0 x107-8,2 x 10° mol dm®) uz pobudu pri Ae: = 508 nm (/ = 0,05 mol dm=3, pH
7,00) b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 530 nm o koncentraciji poli(dAdT). u puferu natrijeva

kakodilata
b. o
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Slika D12. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-3 (¢ = 2,0 x 10~ mol dm) tijekom titracije s
poli(dAdT). (¢ = 1,0 x107-1,0 x 10-° mol dm®) uz pobudu pri Aec = 508 nm u puferu natrijeva kakodilata
(/=10,05 mol dm=, pH 7,00)b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 530 nm o koncentraciji

poli(dAdT),
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xxi
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Slika D13. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-1 (¢ = 2,0 x 10 mol dm™®) tijekom titracije s
poli A-poli U (¢ = 1,0 x107-1,2 x 10° mol dm) uz pobudu pri Aex: = 508 nm u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm=3, pH 7,00) b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 536 nm o

koncentraciji poli A-poli U
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Slika D14. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-2 (¢ = 2,0 x 10~ mol dm=) tijekom titracije s
poli A-poli U (¢ = 1,0 x107-7,5 x 10°° mol dm®) uz pobudu pri Aex: = 508 nm u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm=, pH 7,00)b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 538 nm o

koncentraciji poli A-poli U
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Slika D15. a. Promjene u fluorescencijskom spektru AK-3 (¢ = 2,0 x 10" mol dm™®) tijekom titracije s
poli A-poli U (¢ = 1,0 x107-1,1 x 105 mol dm®) uz pobudu pri Ae: = 508 nm u puferu natrijeva
kakodilata (/ = 0,05 mol dm=3, pH 7,00)b. ovisnost intenziteta fluorescencije pri A = 541 nm o
koncentraciji poli A-poli U

8.3. Podaci i spektri vezani uz metodu temperaturnog meksanja
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ti°c toc
Slika D16. a. krivulja mek$anja ctDNA (¢ = 1,06 x 102 mol dm=®) uz dodatak AK-1 u omjerima r
(spojy/ipolinukiectia] = 0,05, 0,11 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm3, pH 7,00) b. prva
derivacija denaturacijske krivulje ctDNA
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Slika D17. a. krivulja mek$anja ctDNA (c = 1,06 x 10~ mol dm=)uz dodatak AK-2 u omjerima r
spojy/polinukiectia] = 0,05 1 0,1 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm3, pH 7,00) b. prva derivacija
denaturacijske krivulje ctDNA
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Slika D18. a. krivulja mek$anja ctDNA (c = 1,06 x 10 mol dm®) uz dodatak AK-3 u omjerima r
spoiy/[polinukieatia] = 0,05, 0,11 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm=3, pH 7,00) b. prva
derivacija denaturacijske krivulje ctDNA
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Slika D19. a. krivulja mek$anja poli(dAdT) (¢ = 2,10 x 102 mol dm™3) uz dodatak AK-1 u omjerima r
spoi)/[polinukieatia] = 0,05, 0,11 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm=, pH 7,00) b. prva
derivacija denaturacijske krivulje poli(dAdT).
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Slika D20. a. krivulja meksanja poli(dAdT), (¢ = 2,10 x 102 mol dm™®) uz dodatak AK-2 u omjerima r
spojy/ipolinukieotia] = 0,05, 0,11 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm3, pH 7,00) b. prva
derivacija denaturacijske krivulje poli(dAdT).
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Slika D21. a. krivulja mek$anja poli(dAdT) (¢ = 2,10 x 102 mol dm™3) uz dodatak AK-3 u omjerima r
(spojy/ipolinukiectia] = 0,05, 0,11 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm3, pH 7,00) b. prva
derivacija denaturacijske krivulje poli(dAdT).
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Slika D22. a. krivulja mek$anja poli A-poli U (¢ = 1,26 x 10~ mol dm) uz dodatak AK-1 u omjerima r
(spojy/ipolinukiectia] = 0,05, 0,11 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm=, pH 7,00) b. prva
derivacija derivacija denaturacijske krivulje poli A-poli U
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Slika D23. a. krivulja mek3$anja poli A-poli U (¢ = 1,26 x 102 mol dm=®) uz dodatak AK-2 u omjerima r
ispoiy/ipolinukiectia] = 0,05, 0,11 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm3, pH 7,00) b. prva
derivacija derivacija denaturacijske krivulje poli A-poli U
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Slika D24. a. krivulja mek$anja poli A-poli U (¢ = 1,26 x 102 mol dm) uz dodatak AK-3 u omjerima r
(spojy/ipolinukiectia] = 0,05, 0,11 0,2 u puferu natrijeva kakodilata (/ = 0,05 mol dm3, pH 7,00) b. prva
derivacija derivacija denaturacijske krivulje poli A-poli U
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