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U sklopu rada okarakterizirana su dva nova konstitucijska izomera gvanidinijkarbonil-pirola
(GCP) i 6-bromo-tiazol oranz (cijanin), koji se razlikuju u svojoj povezanosti: kod jednog
konjugata GCP je s cijaninom vezan preko atoma dusika u benzotiazolu, a drugi konjugat je
povezan preko dusika u kinolinu. Spojevi pokazuju razli¢ita svojstva u vodenom mediju, kao i
razli¢itost u prepoznavanju raznih dvolan¢anih DNA 1 dvolanfanih RNA. Specifi¢éna
karakteristika cijanina je povecana sklonost agregiranja u vodenom mediju. Oba spoja se
efikasno vezu na dvolanc¢ane DNA i RNA s mikromolarnim afinitetom, s tim da je benzotiazolni
izomer pokazao izrazitu fluorescentnu selektivnost prema dvolan¢anoj RNA, u usporedbi s
ostalim ispitivanim dvolanc¢anim DNA uzvojnicama, dok je kinolinski analog pokazao slabu
fluorescencijsku selektivnost prema dvolan¢anoj GC-DNA. Vezanjem na DNA ili RNA, samo
je izomer povezan preko kinolina pokazao, po vezanju na DNA/RNA, pojavu induciranog
cirkularnog dikroizma (ICD; 1=450-550 nm), s tim da je pomoc¢u ICD vrpci moguée pouzdano
razlikovati A-T(U) polinukleotide od G-C polinukleotida.
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Two novel constitutional isomers of guanidiniocarbonyl-pyrrole (GCP) and 6-bromo-thiazole
orange (cyanine) were characterized, differing only in linker connectivity between GCP and
cyanine (benzothiazole nitrogen vs quinoline nitrogen). Conjugates revealed distinctively
different properties in aqueous medium, as well as different recognition pattern of various ds-
DNA or ds-RNA sequences. Namely, quinolone-linked was more prone to aggregation in
aqueous medium. Both compounds effectively bind, with micromolar affinity, to double-
stranded DNA and RNA, whereby benzothiazole-linked isomer showed distinct fluorimetric
selectivity toward ds-RNA in comparison to any other tested ds-DNA, whereas the quinolone-
linked analog showed similar fluorescence response to all studied DNA/RNA. By binding to
DNA or RNA, only the quinoline analogue showed induced circular dichroism bands (ICD; A
= 450-550 nm), whereby it was possible to use an ICD bands to reliably differentiate AT (U)

polynucleotides from GC polynucleotides.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Raznovrsna primjena malih fluorescentnih proba usmjerenih na proucavanje DNA i RNA u
biokemijske i biomedicinske svrhe izazvala je ogroman interes, te je zbog svestranosti primjene
postala nezaobilazan alat pra¢enja bioloskih procesa. *

Prethodna istrazivanja DNA i RNA boja uglavnom su bila usmjerena na proucavanje
funkcija nukleinskih kiselina, odnosno selektivnog ili specifiénog obiljezavanja
DNA / RNA. 234 Medutim, ogromna slozenost DNA procesa, koji ne ovise samo o sastavu
parova baza kodiraju¢e DNA sekvence, nego ukljucuju i epigenetiku, tek su nedavno privukla
pozornost. >

Zbog raznolikosti svoje primjene, cijaninske boje su jedne od najkoristenijih
sintetskih boja. Intrinzi¢ki nefluorescentne u vodenom mediju, posjeduju sposobnost vezanja u
dvostruku uzvojnicu DNA ili RNA, pri ¢emu po€inju emitirati izrazito jaku fluorescenciju, §to
ih ¢ini idealnim fluorescentnim markerima. Trenutni interes znanstvenika je prouc¢avanje na¢ina
na koji odredena cijaninska boja nekovalentnim vezanjem prepoznaje razlicite slijedove DNA
ili RNA. Zapazena je velika poveznica izmedu strukture boje i modela vezanja u DNA / RNA,
o &emu ¢e biti rijei u ostatku rada. °

Gvanidinijkarbonil-pirolana jedinica (GCP) ima sposobnost protoniranja te
u¢inkovito veze oksoanione, npr. karboksilate i fosfate, ¢ak i u polarnom, vodenom mediju. ’
Piren-GCP analozi pokazali su se u¢inkovitim viSsenamjenskim probama s moguénoscu
prepoznavanja razli¢itih dvolan¢anih DNA i dvolan¢anih RNA, uz istovremeno pracenje
fluorimetrijskih odgovora i odgovora cirkularnog dikroizma. 8 Piren, kao interkalator,
omogucuje vezanje u helikalnu strukturu DNA, no kombinirajuc¢i ga s gvanidinijkarbonil-
pirolanim kationom, postize se uspjesno, no razli¢ito vezanje piren-GCP analoga u dvostruku
uzvojnicu DNA i RNA. 7 Takoder, mogucée je reverzibilno kontrolirati fluorimetrijsko
prepoznavanje analoga piren-GCP-a pomoéu pH. °

Iz nedavno provedenih istrazivanja ustanovljeno je da su konjugati izostericnog cijanina
s pirenom pokazali razliitu interakciju s DNA, RNA 1 proteinima (BSA) uslijed razlicite
povezanosti s cijaninskim kromoforom. 1° Pripremljen je prvi konjugat cijanina i GCP-a koji je
pokazao obecavajucu fluorimetrijsku i CD selektivnost prema razli¢itim dvolanc¢anim DNA ili

dvolan¢anim RNA. Selektivnost je, zbog prisutnosti GCP-a, dodatno kontrolirana
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§ 1. Uvod 2

pomoc¢u pH. ! Preliminarni rezultati prvog dizajna konjugata cijanina i GCP-a nisu obuhvadali
rezultate istrazivanja fine strukturne razlike, no pretpostavljaju¢i obecavajuée rezultate,

osmisljeni su i pripremljeni novi analozi, prikazani u ovom radu.

Strukture novih spojeva prikazane su na slici 1. Poveznica je produljena u odnosu na
prethodno proucavani analog. ° Napravljena je zamjena supstituenata Cl s Br, jer je poveéani
volumen Br povezan s moguéno$¢u blokiranja DNA / RNA interkaliranja, usmjeravaju¢i male
molekule na vezanje u DNA / RNA utore, $to pridonosi osjetljivijem prepoznavanju okolisa
veznog mjesta i time mogucim razlikovanjem razlicitih slijedova DNA / RNA.

Pripravljeni konjugati (Slika 1) su konstitucijski izomeri. Razlikuju se u povezanosti
GCP dijela molekule na cijanin (preko benzotiazola, odnosno kinolina), $to rezultira u vise
(Spoj 1) ili manje (Spoj 2) zasticenom polozaju pozitivnog naboja u molekuli, prikazanog na
slici 1. U slabo kiselim uvjetima obje molekule imaju moguénost protoniranja zbog GCP
jedinice i time povecanja ukupnog pozitivnog naboja, sto omogucuje kontrolu elektrostatske
interakcije s DNA / RNA promjenom pH. Naime, DNA i RNA su, zbog negativno nabijene
Se¢erno-fosfatne okosnice, polianioni te lako stvaraju elektrostatske interakcije s malim

kationima, pri ¢emu dolazi do stvaranja kompleksa.
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§ 1. Uvod 3

Spoj 2 R;= GCP-click ; Ry= CH;
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Spoj 1 Ry =CH;: R; = GCP-click

Spoj 1 Spoj 2

Slika 1. GORE: op¢a struktura ispitivanih spojeva; DOLJE: kugli¢no-$tapni modeli s
naznac¢enom povrsinom VdW radijusa koja oznacava raspodjelu atomskih naboja (crveno-
negativan naboj; plavo pozitivan naboj). Razlika u izloZenosti stalnog pozitivnhoog naboja

okolisu (crni krugovi).

Izbor dvolancanih DNA i RNA ovisio je o znaajnim razlikama u njihovoj sekundarnoj
strukturi. Odabrane su sljedece alternirajuce, polinukleotidne sekvence: poli dAdT- poli dAdT
lanci posjeduju karakteristiénu B helikalnu strukturu, te se u njihov mali utor lako vezu male
molekule; poli dGdC- poli dGdC imaju mali utor koji je steri¢ki blokiran amino skupinama
gvanina, s ¢ime je ometeno umetanje malih molekula u mali utor; poli A-poli U sadrzi tipi¢nu
RNA A helikalnu strukturu s velikim utorom kao mogué¢im mjestom vezanja malih molekula.
Za usporedbu je koriStena prirodno izolirana ctDNA (eng. calf timus DNA), odnosno DNA iz
teleCeg timusa, koju karakterizira tipi¢na B helikalna struktura s podjednakim udjelom A-T i
C-G baznih parova. 2

Marta Kosc¢ak Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Struktura DNA /RNA
Nukleinske kiseline, DNA i RNA, su nositelji geneticke informacije u stanici. Makromolekula
DNA se sastoji od dva, komplementarna polinukleotidna lanca, medusobno zavijena tako da
poprima oblik dvostruke uzvojnice. ** Osnovna gradevna jedinica nukleinske kiseline je
nukleotid. Svaki se nukleotid sastoji od tri komponente: baze, Secera i fosfata. Okosnica DNA
izgradena je od Secera 2'-deoksiriboze, koji je fosfodiesterskom vezom, vezan s fosfatima.
Geneticka informacija sadrzana je u varijabilnom redosljedu baza, koje su glikozidnom vezom
vezane za $ecer 2'-deoksiribozu. 14

Deoksiribonukleinska kiselina, DNA, sadrzi Secer 2'-deoksiribozu. Naziv 2'-
deoksiriboza ukazuje da Seéer na 2' ugljiku nema vezanu hidroksilnu skupinu, nego samo dva
vodika. 13 Povezivanje baze s 2'-deoksiribozom praéeno je uklanjanjem molekule vode izmedu
1' ugljika Secera i baze formirajuéi glikozidnu vezu. Secer i baza, bez fosfata, ¢ine nukleozid.
Takoder, povezivanje fosfata s 2'-deoksiribozom odvija se uklanjanjem molekule vode izmedu
fosfata i hidroksilne skupine na 5' C atomu Secera, stvarajuéi fosfoestersku vezu i
okosnicu DNA. 3 Monomerne jedinice nukleotida su povezane u polinukleotidni lanac
fosfodiesterskom vezom, koja se stvara vezanjem 3' hidroksilne skupine 2'-deoksiriboze,
jednog nukleotida, s 5" hidroksilnom skupinom 2'-deoksiriboze drugog nukleotida. ,,Diesterska‘
u nazivu ,,fosfodiesterska® oznacava da je Secer jednog nukleotida esterificiran, kroz svoju 3'
OH skupinu, te da je drugi Secer takoder estericifiran, ali kroz svoju 5' OH skupinu. Polaritet
DNA lanca potjece od negativno nabijene Sec¢erno-fosfatne okosnice. Uobicajeno je da DNA
lanac ima slobodan fosfat na 5' kraju i slobodnu 3' OH skupinu. =

U strukturi nukleinskih kiselina razlikujemo purinske i pirimidinske baze. One su, po
svom sastavu, heterociklicki prstenovi izgradeni od ugljikovih 1 dusSikovih atoma na koje su
vezane specifi¢ne skupine. Purinima pripadaju adenin i gvanin, dok su pirimidinske baze citozin
I timin. Stabilnost dvostruke uzvojnice omogucuje veliki broj vodikovih veza, koje povezuju
komplementarne baze; adenin i timin te gvanin i citozin. ** Stabilnosti helikalne strukture
doprinosi i ¢injenica da se hidrofobne baze nalaze u unutrasnjosti strukture, a polarnije skupine,
odnosno Sec¢erno-fosfatna okosnica, su na vanjskog strani uzvojnice, izlozene vodi. Taj

hidrofobni u¢inak omogucuje slaganje baza jednih na druge. Tako sloZene baze privlace se van
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§ 2. Literaturni pregled 5

der Walsovim interakcijama, koje su pojedinacno slabe, no ukupni utjecaj im je vrlo
znacajan. 4

Dva polinukleotidna lanca su antiparalelno uvijena tvore¢i spiralnu uzvojnicu.
Komplementarni polinukleotidni lanci imaju istu spiralnu geometriju ali su suprotne, 5' > 3',
orijentacije, te tako razlikujemo nizvodni lanac, u smjeru 5' = 3' i uzvodni lanac, u smjeru 3'
- 5. Antiparalelna orijentacija lanaca je stereokemijska posljedica povezivanja
komplementarnih baza; adenina i timina te gvanina i citozina. 3 Struktura DNA se ponavlja
svakih 34 A §to odgovara 10 parova baza, tj. nukleotida. Svaki par baza je rotiran u odnosu na
drugi par za 36 °. 14

Struktura DNA obuhvaca dva utora razlicitih dubina i veli¢ina, koji se nazivaju mali i
veliki utor. 1* Postojanje velikog i malog utora posljedica je geometrije komplementarnih
baznih parova. Krajnji dijelovi baznih parova, u velikom i malom utoru, tvore mrezu donora i
akceptora vodikove veze koji, uz jak van der Waaslov efekt, omogucuju proteinima
prepoznavanje specificnog slijeda, te vezanje u veliki utor DNA, uz ostvarivanje odredenog
kontakta s manjeg utora. 3

Geometrija strukture DNA uzrokuju nejednaku udaljenost izmedu Secerno-fosfatne
okosnice na jednoj strani u odnosu na drugu, Sto objasnjava postojanost dva utora razlicite
veli¢ine. Kut izmedu glikozidnih veza, odnosno kut pri kojem dva Secera vire izvan baznog
para, je oko 120 ° ili oko 240 °. Kao rezultat povecane koli¢ine baznih parova koji se slazu
jedan na drugi, uzi kut izmedu Secera na jednom kraju baznog para tvori mali utor, te ve¢i kut
na drugom kraju stvara veliki utor. ** Veliki utor obiluje kemijskim informacijama te ima
sposobnost razlikovanja adenin-timin, odnosno timin-adenin, i gvanin-citozin, tj. citozin-
gvanin, baznih parova. Manji utor nije koristan kod prepoznavanja baznih parova DNA, te ima
manju sposobnost ugradivanja bo¢nih lanaca aminokiselina. Stoga A-T i T-A bazni parovi te
G-Ci C-G, izgledaju sli¢no u malom utoru. No, manji utor moze smjestiti manje molekule koje
utjedu na replikaciju i transkripciju DNA. 13

Dvostruka uzvojnica DNA moze poprimiti A, B i Z konformaciju. U kompleksima s
proteinima prisutna je A konformacija, Z prevladava pri visokim koncenetracijama soli, dok je
B konformacija najcesce prisutna u stanici. S obzirom na konformaciju u kojoj se DNA nalazi,
mijenja se dubina i §irina utora. ** Duljina punog spiralnog okreta B konformacije je 10 baznih
parova, medusobno razmaknutih 3,4 A, §to je po punom okretu priblizno 34 A. A konformacija

je strukturno nabijenija, jer po jednom okretu ima 11 baznih parova koji su odredenog nagiba
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u odnosu na helikalnu os. Z konformacija je specificna za hibride RNA-DNA i RNA-RNA, a
spiralna uzvojnica joj je lijevo zavijena. 1

Ribonukleinska kiselina (RNA) je nerazgranati polimer ¢ija je monomerna jedinica
takoder nukleotid. RNA posjeduje 3 razlike u odnosu na DNA. Seéer u RNA je riboza koja, za
razliku od deoksiriboze, sadrzi 2' — OH skupinu. Takoder, umjesto baze timina sadrzi uracil, te
je najcesce prisutna u jednolanéanom obliku. ** RNA ne sluZi za prijenos genetickog materijala
kao DNA, no posjeduje glasnicka, prijenosna, strukturalna i regulatorna svojstva. Neovisno o

ulozi koju vrsi u stanici, RNA je jednolan¢ana molekula. Umnaza se kopiranjem samo jednog

DNA lanca, te ne sadrzi komplementarni lanac.

mali utor
JOIN THT[2A

b)
Slika 2. a) Strukturni prikaz dvostrukog heliksa DNA u B konformaciji s naznacenim
polozajima velikog i malog utora. b) Prikaz komplementarnih parova baza A=T i C =G,

povezanih vodikovim vezama. 1°
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Karakterizacija interakcija malih molekula s polinukleotidima zahtjeva koriStenje
nekoliko dvolan¢anih DNA i RNA. Svaki polinukleotid ima jedinstvenu Sirinu, dubinu i afinitet
malog utora prema razli¢itim supstituentima. NajéeS¢e koristena DNA je Calf thymus DNA
(ctDNA) koja je sastoji od 58,1 mol % AT parova baza i 41.9 mol % GC parova baza, te
poprima B konformaciju. Izmjenjujuci polinukleotidni lanci, poli dAdT-poli dAdT, poprimaju
B konformaciju koju karakterizira uzak mali utor srednje dubine. Naizmjeni¢ni gvanini u
poli dGdC-poli dGdC lancu, odnosno amino skupine gvanina koje se protezu u mali utor,

onemoguéuju pristup malom utoru. *2

2.2. Nadini vezanja malih molekula na DNA/RNA

Postoji nekoliko mogucih nacina vezanja malih molekula na dvolan¢anu DNA ili RNA. Vrlo
lako dolazi do elektrostatskih interakcija pozitivno nabijenih molekula s negativno nabijenom
DNA. Negativni naboj Secerno-fosfatne okosnice potjece od fosfata koji su odgovorni za
ukupni naboj DNA molekule i njena kisela svojstva. *

Planarne molekule posjeduju sposobnost interkalacije izmedu baznih parova. Rezultat
interkalacije je smanjena gusto¢a nukleinskih kiselina te njihovo izduzivanjem, $to za
posljedicu ima smanjenu helikalnost DNA. Nastali kompleks je stabiliziran z-z interakcijama
izmedu baza DNA i male, najée$¢e aromatske, molekule koja se interkalirala. Molekula koja se
interkalira onemogucuje interkalaciju druge molekule u susjedni par baza, kroz
,princip iskljucenja susjeda“. 12

Molekule u obliku polumjeseca imaju tendenciju vezanja u mali utor DNA, pri ¢emu ne
dolazi do konformacijskih promjena strukture DNA, no predstavlja vrlo specifican nacin
vezanja. U takvom nacinu vezanja interkalirana molekula dolazi u kontakt s dijelovima baza
prisutnim u malom utoru, §to moZe dovesti do specifi¢ne interakcije s tim skupinama. U malom
utoru prisutna je amino skupina baze gvanina, zbog ¢ega molekule koje se vezu u mali utor
pokazuju veci afinitet prema AT baznom paru. Osim toga, helikalna uzvojnica DNA podlozna
je ugradnji malih molekula koje agregiraju u utore dvolanc¢ane DNA. NajceS¢e dolazi do
stvaranja agregata unutar utora, koji se lako primjete u apsorpcijskom spektru i CD spektru

malih molekula. 12
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Slika 3. Prikaz mogu¢ih nac¢ina vezanja malih molekula na dvolanc¢anu DNA ili RNA.
Zelenim pravokutnikom oznaceno je mjesto vezanja. Slika je preuzeta i prilagodena od
Tamare Smidlehner. *?
Relativno je lako dizajnirati moleklu s visokim afinitetom prema DNA, no izazov predstavlja
odredivanje naCina vezanja male molekule u utore DNA zbog razliCite prirode nastalog
kompleksa: DNA / RNA-mala molekula. Nekoliko spektroskopskih metoda omogudéilo je

pracenje tog procesa, te ¢e o njima biti rije¢i u sljede¢im odlomcima.

2.3. Fluorescencijska spektroskopija

Fluorescencija je proces u kojem dolazi do pobudivanja atoma ili molekula kao posljedica
apsorpcije elektromagnetskog zraenja odredene valne duljine, da bi nakon pobude doslo do
relaksacije pobudene vrste u osnovno stanje, praceno emisijom fotona svjetlosti (S1—=>So).
Metoda je izuzetno korisna za pracenje svojstava i interakcija fluorescentne molekule, uz veéi
linearni koncentracijski raspon, u odnosu na apsorpcijsku spektroskopiju. Mjerenje se provodi
pobudom uzorka pri valnoj duljini apsorpcije zracenja, te mjerenjem emisije pri emijsijskoj
valnoj duljini, obavezno vecoj valnoj duljini u odnosu na valnu duljinu pobude.

Fluorofor je molekula koja omogucuje apsorpciju energije pri odredenoj valnoj duljini,
te njenu emisiju pri vecoj valnoj duljini. Intenzitet i valna duljina emisije ovise 0 samom
fluoroforu ali i o uvjetima u kojima se taj fluorofor nalazi. Fluorofori su ujedno i kromofori,
odnosno dio molekule koji je zasluzan za boju spoja. Povezanost kromofora i fluorofora
interpretira se u smislu da kromofori apsorbiraju svjetlost (zracenje) a samo fluorofori dio
absorbiranog zraenja emitiraju pri ve¢im valnim duljinama. '

Pobudena stanja molekula mogu biti singletna i tripletna. Singletna stanja, S,

karakteriziraju spareni elektroni i antiparalelna orijentacija, dok su u metastabilnim tripletnim
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stanjima prisutni nespareni elektroni paralelne orijentacije. Do fluorescencije moze do¢i kroz
nekoliko procesa, prikazanih pomocu dijagrama Jablonskog na slici 4.

Prikazana molekula posjeduje 3 razliCita elektronska stanja: osnovno stanje So i dva
pobudena stanja S1 i Sp. Unutar jednog elektronskog stanja prisutno je nekoliko vibracijskih
stanja. Apsorpcijom zrac¢enja dolazi do pobudivanja elektrona iz osnovnog u neko od pobudenih
stanja, iza ¢ega mogu slijediti nekoliko procesa kojima molekula otpusta apsorbiranu koli¢inu
energije. Molekula se relaksira izmedu razlicitih vibracijskih stanja procesom vibracijske
moguéa je 1 neradijativna relaksacija izmedu nizih vibracijskih stanja u pobudenom
elektronskom stanju i visih vibracijskih razina drugog pobudenog elektronskog stanja, poznata
pod nazivom unutra$nja konverzija. 1

Prelazak iz najnizeg singletnog vibracijskog stanja, S1 u neko od osnovnih vibracijskih
stanja So, uzrokuje emisiju fluorescentnog fotona. Medutim, ukoliko se vibracijske razine
elektronske energije preklapaju, pobudeni elektron moze preci iz viseg elektronskog stanja u
elektronski nize stanje procesom unutrasnje konverzije. Tim procesom ne dolazi do emisije
fotona, odnosno fluorescencije. ® Stokesov pomak predstavlja pojavu da se emitirano zra¢enje
nalazi pri ve¢oj valnoj duljini od apsorbiranog zracenja, jer su emitirani fotoni manje energije

te su stoga pomaknuti prema viim valnim duljinama. '
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Slika 4. Dijagram Jablonskog koji prikazuje procese tijekom (a) apsorpcije, (b)
neradijativne relaksacije i (c) fluorescencijske emisije molekule. Prikazan je osnovni
energetski nivo, Eo, te prvo i drugo pobudeno stanje E1 i E2, izmedu kojih su 1-4 vibracijski
nivoi. 1
S obzirom da polinukleotidi nisu fluorofori, primjenjivost fluorescentne spektroskopije u
odredivanju interakcija malih molekula s polinukleotidima, zahtjeva da prouc¢avana molekula

posjeduje fluorescenciju. *?

Fluorimetrijske titracije pokazale su se prikladnim za ispitivanje proucavanih spojeva
zbog svoje visoke osjetljivosti i postavka instrumenta, kao Sto su Sirina proreza. lako iz
fluorimetrijskih titracija ne mozemo dobiti uvid u geometriju kompleksa pri vezanju
liganda, one su vrlo korisne za pracenje promjene fluorescencije ispitivanog spoja u prisutnosti

polinukleotida, te za dobivanje konstanti vezanja i kvantnih prinosa. *

2.4. Polarizacijska spektroskopija — Cirkularni dikroizam (CD)

Cirkularni dikroizam (CD) je spektroskopska metoda koja proucava razliku apsorpcija lijevo 1
desno kruzno polariziranog zracenja, teé omogucuje pracenje kiralnih spojeva u otopini. Kiralne
molekule razli¢ito apsorbiraju lijevo i desno polarizirano svjetlo, te CD spektar moze biti
koristan pri identifikaciji i odredivanju konfiguracije kiralnog spoja, sekundarne strukture
proteina 1 pracenju procesa vezanja malih molekula (liganada). Prilicno mali CD signal je
prisutan u pojedina¢nim nukleotidima, no njihovo spajanje u polinukleotide i dvostruku

zavojnicu, dovodi do spiralne kiralnosti. 1% 8
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Pra¢enje se temelji na apsorpciji UV/Vis svjetlosti §to za posljedicu ima prijelaz
elektrona iz osnovnog u pobudena stanja. Kiralnost potice mehanizam ekscitacijskog
povezivanja izmedu razli¢itih z—x* prijelaza nukleobaza. > Stoga je CD jedna od
njihovog vezanja s ligandima. S obzirom na prirodu CD-a, odnosno njegove ovisnosti o razlici
apsorpcija lijevo i desno kruzno polariziranog svjetla, dva reda veli¢ine je manje osjetljiva
metoda u odnosu na apsorpcijsku spektroskopiju. CD spektroskopija daje uvid u strukturalne
informacije temeljene na elektricnom 1 magnetskom prijelaznom momentu susjednih
kromofora i njihove medusobne orijentacije. Metoda je ovisna o sekundarnoj strukturi
nukleinskih kiselina te daje karakteristicne CD spektre kao rezultat slijeda baznih parova u
dvostrukoj uzvojnici DNA/RNA kromofora i eksperimentalnih uvjeta. Takoder je vrlo korisna
metoda za pracenje konformacijskih promjena koje se dogadaju pri vezanju liganda na
nukleinske kiseline. Zanimljivo je da akiralni ligandi, vezanjem za DNA ili RNA, mogu izazvati
pojavu induciranog CD spektra. To je ucestala pojava kada su prijelazni momenti liganda
jednoliko orijentirani s obzirom na kiralnu os DNA / RNA. Time se dobiju korisne informacije
o0 geometriji vezanja i na¢inima interakcije. 18
Proucavanje nastanka kompleksa male molekule (liganda) i DNA / RNA s CD
spektroskopijom, opéenito se moze podijeliti u dva podrucja valnih duljina:

1. Podrucje valnih duljina 200-300 nm karakterizira intrinzi¢ni sSpektar DNA / RNA, te
su vidljive promjene povezane sa specificnom promjenom sekundarne strukture polinukleotida,
koje se dogadaju prilikom vezanja liganda, uz uvjet da ligand ne apsorbira u tom podrucju
valnih duljina. Znacajno smanjenje CD signala u ovom rasponu valnih duljina, moze biti
pokazatelj smanjenja helikalne kiralnosti DNA / RNA uzvojnice uzrokovano na primjer
interkalacijom liganda ili iskrivljenja DNA / RNA zavojnice uslijed stericki zahtjevnog vezanja
liganda. Slaba promjena CD spektra DNA / RNA, oznac¢ava oCuvanost uzvojni¢ne strukture
prilikom vezanja liganda. Postoji nekoliko mogucih razloga o¢uvanosti: ligand se vezao u neki
od utora, vezao se za vanjsku povrsinu, slabo se vezao ili se uopce nije vezao. Ukoliko ligand
apsorbira svjetlosti u rasponu od 200-300 nm, vidljive promjene se ne mogu pouzdano pripisati
samo promjeni helikalnosti DNA/RNA. One mogu biti i rezultat tesko predvidljivog
induciranog CD signala liganda kombiniranog s intrinzi¢nim CD spektrom polinukleotida. 12

2. Maksimum apsorpcije DNA i RNA je oko 260 nm, te se pojava CD signala iznad 300

nm pripisuje isklju¢ivo ligandu jer polinukleotidi u tom podrucju ne apsorbiraju zracenje.
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Umetanjem akiralnih liganada u kiralno okruzenje dvolancanih polinukleotida, te njihovim
vezanjem za DNA/RNA, dobiva se inducirani CD spektar (ICD). ‘8 Najjednostavniji je slucaj
u kojem geometrija vezanja odreduje veli¢inu i predznak ICD spektra. Negativni ICD s
omjerom zasi¢enja r=0,2-0,3 (r=[ligand] / [polinukleotid]) ukazuje najvjerojatnije na
interkalaciju liganda, s vektorom prijelazog momenta uzduz dulje osi liganda paralelno
orijentiranim u odnosu na dulju os susjednih parova baza. Jaki pozitivni ICD signal, takoder pri
omjerom r=0,2-0,3, je pokazatelj vezanja liganda u utor, s tim da vektorom prijelazog momenta
uzduz dulje osi liganda pod kutom od oko 45 stupnjeva u odnosu na DNA kiralnu os. No,
interkalacijsko vezanje liganda vektorom prijelazog momenta uzduz dulje osi liganda,
orijentiranim okomito na dulju os susjednih parova baza, moze biti razlog pojave slabog
pozitivnog ICD-a. U uvjetima suviska liganda u odnosu na polinukleotid, moze do¢i do
agregiranja molekula liganda (obi¢no unutar utora DNA / RNA) $to dovodi do pojave
ekscitonsko-bisignantnih ICD signala. Elektrostatskim interakcijama fosfatne okosnice i
liganda, dolazi do vezanja liganda na vanjsku povrSinu polinukleotida, no takvi na¢ini vezanja
obi¢no nemaju ujednacenu orijentiranost molekula liganda s obzirom na DNA / RNA i stoga
su ICD spektri zanemarivog inteziteta i nepouzdani. *2

Ukoliko je ligand kiralan posjeduje intrinzi¢ni CD spektar te se multikomponentnom
analizom titracije DNA / RNA s ligandom moze dobiti CD spektar nastalog kompleksa.
Promjenu CD spektra moze uzrokovati: a) strukturna promjena nastala vezanjem liganda koja
mijenja fundamentalnu kiralnost liganda; b) umetanje liganda u kiralno vezno mijesto

uzrokuje ICD; c) ekscitacijsko povezivanje visestruko agregiranih liganda. 8

2.5. Cijaninske boje

2.5.1. Porijeklo i primjena cijaninskih boja

Cijaninske boje su najstarije koriStene sintetske boje, koje su i danas u Sirokoj primjeni. lako je
naziv ,.cijanin®“ u danaSnje vrijeme rasprostranjen, sustavno ispravniji izraz za ovu skupinu
spojeva je polimetinska boja, kako ju je Konig nazvao 1920. godine. U daljnjem tekstu je za
imenovanje ove grupe spojeva koristen, danas usvojen naziv, cijaninske boje. Otkri¢e ovih
sintetskih boja seze u 19. stoljece, toc¢nije 1856. godinu kada je Williams sintetizirao prvu
sintetsku boju 1 nazvao ju ,,cijanin®“ zbog njene plave boje. Zbog svoje raznolike mogucénosti
primjene, znanstvenici koriste ovu skupinu boja skoro dva stolje¢a, a prvotno su nasle primjenu
u tekstilnoj industriji, fotografskom filmu i u biotehnologiji. Osnova koriStenja cijaninskih boja

u biotehnologiji je njihova sposobnost uc¢inkovite apsorpcije svjetlosti, pri odredenim valnim
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duljinama u vidljivom podruéju spektra, te njihovim fluorescencijskim svojstvima, odnosno
emisiji fotona. Danas se Cesto koriste kao fluorescentni markeri i senzori za pracenje i detekciju
bioloskih procesa. Svoju primjenu su pronasle i kao fluorescentne probe u genetskoj analizi i
DNA sekvenciranju. Brojne primjene oslanjaju se na interakciji cijaninskih boja s nukleinskim
kiselinama, DNA i RNA, jer se struktura cijaninskih boja smatra molekularnim senzorom
sekundarne strukture nukleinskih kiselina. °

2.5.2. Opca struktura cijaninskih boja

Cijaninske boje su najéesée pozitivno nabijene molekule, iako mogu biti neutralne ili anioni.
Terminalni dusSici heterociklickog prstena vezani su pomocu polimetinskog mosta, §to je
prikazano na slici 5. Polimetinski most je izgraden od neparnog broja ugljikovih atoma $to

omogucéuje delokalizaciju pozitivnog naboja izmedu dva dusika. 12

heterocikli

TN

WQ
I : |
R~ . R
polimetinski most
Slika 5. Op¢a struktura cijaninske boje. Dva heterocikli¢ka prstena su povezana

pomoéu polimetinskog mosta. 2

Duljina polimetinskog mosta, kao i vrsta heterocikla ili supstituenata koji se nalaze na
heterociklu ili polimetinskom mostu, utjee na maksimum apsorpcije i emisije boje. Umetanjem
samo jednog vinilnog ostatka u polimetinski most, apsorpcijski spektar cijanina moze biti
pomaknut do 100 nm. Osim toga, ova promjena kao i uvodenje supstituenata na polimetinski
most, moZe utjecati na smanjenje emisije fluorescencije. Dolazi do povecanja rasipanja
neradijativne energije prvog pobudenog stanja. Uvodenjem istog supstituenta na heterociklicki
prsten dolazi do povecanja kvantnog prinosa fluorescencije, posebno u prisustvo auksokroma,
kao $to su halogeni atomi ili sulfonska kiselina. 12

Sintezom pravilne strukture cijaninske boje, moguce je podesiti spektroskopska svojstva
u rasponu od vidljivog do infracrvenog dijela spektra. Za proucavanje nukleinskih kiselina i
proteina prikladni su se pokazali monometini i trimetini, zbog apsorpcije valne duljine vidljivog

dijela spektra, te ne preklapanja apsorpcijskih spektara boja i makromolekula. 12 1°

Marta Kosc¢ak Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 14

Cijaninske boje po svojoj strukturi mogu biti simetrine i asimetricne, s obzirom
posjeduju li iste ili razli¢ite heterocikle spojene polimetinskim mostom. °
2.5.3. Povezivanje cijaninskih boja i nukleinskih kiselina
Cijaninske boje se nekovalentnim reakcijama vezu s dvolancanim DNA. Moguca su dva nacina
vezanja:

1. Interkaliranje koje se ogleda u umetanju boje izmedu dva susjedna bazna para $to za
posljedicu ima stvaranje z-kompleksa;

2. Vezanjem u mali utor DNA, u koji se boja ugraduje cijelom svojom duzinom. °
2.5.4. Spektroskopska svojstva boja
Elektronski prijelazi duz polimetinskog mosta cijaninskih boja omogucuju apsorpciju u
vidljivom do infracrvenom podrucju. Broj ugljikovih atoma u polimetinskog mostu, odreduje
podrucje apsorpcije svjetlosti. Polimetinski most pokazuje uske apsorpcijske linije i vrlo velike
ekstincijske koeficjente ( ¢ak do £=200000 mol* dm® cm™ ). U uvjetima niske temperature,
visoke ionske jakosti te pri visokoj koncentraciji cijanina, cijaninske boje imaju sklonost
samoagregiranju. ® Dodatkom nukleinskih kiselina, cijanini takoder agregiraju. Agregati se
najcesce uglave u mali utor DNA i u veliki utor dvolan¢ane RNA. CD eksperimenti omogucuju
pracenje agregacije. Naime, u prisutnosti agregata u CD spektru imamo pojavu intezivnog
inducirane CD vrpce u apsorpcijskom podrucju cijaninske boje. Do te pojave dovodi kiralno
svojstvo agregata, uzrokovana umetanjem boje u kiralne utore nukleinskih kiselina. *°

Cijanini ne pokazuju fluorescentna svojstva u vodenim otopiama, no njihovim
kompleksiranjem s nukleinskim kiselinama dolazi do znacajnog porasta fluorescencije. Porast
u fluorescenciji nastaje kada je ogranicena rotacija polimetinskog mosta izmedu dva aromatska
sustava. Cijanini ne moraju biti planarni kako bi pokazali znacajno pojacanje fluorescencije.
Sposobnost stvaranja fluorescentnih kompleksa s biomakromolekulama ucinila ih je
zanimljivim za biotehnoloSke eksperimente, jer ne dolazi do pozadinske fluorescencije
nevezane boje. Stokesov pomak cijanina je obi¢no oko 30 nm. *2

Predmet interesa ovog rada bile su dvije monometinske cijaninske boje tiazol oranz (eng.
thiazole orange, TO). TO je asimetri¢cna monometinska cijaninska boja gradena od kinolinskog
i benzotiazolnog heterocikla. Boja je nefluorescentna u vodenom mediju, a do porasta
fluorescencije dolazi njihovim vezanjem za nukleinsku kiselinu. Asimetri¢ne cijaninske boje,
poput tiazol oranz (TO) pokazuju najbolja fluorescencijska svojstva u prisutnosti

polinukleotida. Karakteristicno, TO ima vrlo niske kvantne prinose fluorescencije u vodenim
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otopinama, no vezanjem za nukleinske kiseline dolazi do 100-1000 puta povecanja kvantnih
prinosa. 1?

Valna duljina maksimalne apsorpcije monomera TO cijanina je pri 501 nm. *?
Ukoliko su prisutni agregati to je u spektru vidljivo u obliku dodatnih vrpci koje se pojavljuju
s lijeve ili desne strane u odnosu na monomernu vrstu. Monomer TO ima prisutnu vrpcu
agregata uglavnom pri 471 nm, ovisno o ionskoj jakosti. Ovaj tip agregata je H-agregat te je on
najstabilniji oblik cijaninskih agregata. Zahvaljuju¢i antiparalelnom rasporedu nukleinskih
kiselina, odbojne sile izmedu dva pozitivno nabijena TO su minimizirane. Cesto u spektru
dolazi do pojave izosbesti¢ne tocke, koja predstavlja maksimalnu valnu duljinu apsorpcije
uzorka, odnosno ravnotezu monomera i agregata. ° H-agregati pokazuju hipsokromatski
pomak, suzavanje apsorpcijske trake, te vrlo nisku ili nepostoje¢u fluorescenciju. Drugi tip
agregata je slabije zastupljen u cijaninskim bojama, no postoji moguénost njegova nastanka. J-
agregat je druga vrsta agregata koji posjeduje batokromatski pomaknutu apsorpcijsku traku u
odnosu na monomer i emisiju fluorescencije s malim Stokesovim pomakom. *2 Stvaranje H i J

agregata je moguce kontrolirati spustituiranjem cijaninske jezgra i pravilnim odabirom

heterocikla pri sintezi boje. *2
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Sinezu spoja 1 (benzotiazol analog) i spoja 2 (kinolin analog) provela je dr. sc. Tamara
Smidlehner za vrijeme rada u Laboratoriju za biomolekularne interakcije i spektroskopiju
Instituta Ruder Boskovi¢, u sklopu projekta HrZZ 1477 ,,VisSenamjenska molekularna detekcija
DNA / RNA sekundarne strukture kemijskim senzorima“ (voditelj Ivo Piantanida). U daljnjem
tekstu prilozeni su 'H NMR, *C NMR i HRMS (MALDI-TOF/TOF) spektri svakog spoja

pojedinac¢no. Na slici 6. prikazani su spojevi strukturnom formulom.

Spoj 1 (benzotiazol analog; (E)-5-bromo-3-(4-(4-(2-(5-(carbamimidoylcarbamoyl)-1H-
pyrrole-2-carboxamido)-3-methoxy-3-oxopropyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)butyl)-2-((1-
methylquinolin-4(1H)-ylidene)methyl)benzo[d]thiazol-3-ium)

IH NMR (600 MHz, DMSO) & 12,47 (s, 1H, NH), 10,93 (s, 1H, NH), 8.84 (dd, J = 18,6, 7,6
Hz, 1H, Ar), 8,75 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar), 8,71 (d, J = 7,2 Hz, 1H, Ar), 8,25 — 8,09 (m, 5H, Ar
+ NH), 8,07 — 8,01 (m, 2H, Ar), 7,95 (dd, J = 26,2, 17,8 Hz, 2H, Ar), 7,85 - 7,81 (m, 1H, Ar),
7,55 (dd, J = 8,3, 1,6 Hz, 1H, Ar), 7,43 (d, J = 7,0 Hz, 1H, Ar), 6,99 (dd, J = 4,0, 2,4 Hz, 1H,
Ar), 6,87 (s, 1H, CH), 4,67 (dd, J = 15,1, 7,0 Hz, 1H, CH), 4,56 — 4,50 (m, 1H, CH), 4,43 (t, J
=6,7 Hz, 1H, CH), 4,23 (s, 3H, CH3), 3,59 (s, 3H, CHz), 3,18 — 3,01 (m, 2H, CH>), 2,10 — 1,97
(m, 2H, CHy), 1,87 — 1,63 (m, 4H, 2X CH>) ppm.

13C NMR (151 MHz, DMSO) § 159,37, 155,94, 149,79, 145,88, 141,95, 138,51, 133,89,
132,17, 127,78, 127,32, 126,19, 124,88, 124,70, 123,59, 123,40, 121,74, 118,80, 115,68,
115,56, 109,25, 88,21, 67,21, 53,66, 52,90, 49,31, 46,43, 43,18, 27,69 ppm.

HRMS (MALDI-TOF/TOF) m/z calcd for CssHa7BrN1o04S** ([M-H]") 773,1806, found
773,1809.

Spoj 2 (kinolin analog; (E)-5-bromo-2-((1-(4-(4-(2-(5-(carbamimidoylcarbamoyl)-1H-
pyrrole-2-carboxamido)-3-methoxy-3-oxopropyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)butyl)quinolin-
4(1H)-ylidene)methyl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium)
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IH NMR (600 MHz, DMSO) & 12,69 (s, 1H, NH), 12,46 (s, 1H, NH), 10,95 (s, 1H, NH), 8,83
(dd, J = 24,5, 13,1 Hz, 1H, Ar), 8,65 (d, J = 38,3 Hz, 1H, Ar), 8,16 (d, J = 12,2 Hz, 2H, Ar),
8,06 — 8,00 (m, 3H, Ar + NH), 7,98 — 7,91 (m, 2H, Ar), 7,76 (d, J = 7,3 Hz, 2H, Ar), 7,67 (d, J
=8,2 Hz, 1H, Ar), 7,56 (d, J = 5,0 Hz, 1H, Ar), 7,38 (d, J = 15,1 Hz, 1H, Ar), 7,03 (t, J = 25,5
Hz, 1H, Ar), 6,93 — 6,82 (m, 2H, Ar), 6,70 (s, 1H, CH), 4,63 (dd, J = 57,4, 14,8 Hz, 2H, CH2),
4,43 4,30 (m, 1H, CH), 4,00 (s, 3H, CH3), 3,84 (d, J = 22,3 Hz, 2H, CH2), 3,60 (s, 3H, CH3),
2,97 — 2,86 (m, 2H, CH2), 1,97 — 1,69 (m, 4H, 2XCH2) ppm.

13C NMR (151 MHz, DMSO) & 162,81, 160,09, 154,96, 149,00, 144,84, 142,34, 142,07,
137,15, 133,61, 127,54, 126,84, 125,85, 125,00, 124,30, 123,21, 121,52, 121,06, 116,70,
115,57, 108,36, 88,38, 83,51, 54,22, 52,43, 34,30, 33,95, 26,11 ppm.

HRMS (MALDI-TOF/TOF): m/z calcd for CssHs7BrN1004S?* ([M-H]*) 773,1980, found
773,1982.
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N

! / / COOMe o
NH NH
W W

3

Chemical Formula: Cy5H3,Br,N;40,4S
Molecular Weight: 1027,51

Chemical Formula: C35H3,Brl,N;,O0,4S
Molecular Weight: 1027,51

Slika 6. Strukturni prikaz spojeva: GORE- Spoj 1; DOLJE — Spoj 2.

3.1.1. Kemikalije
Dimetilsulfoksid, DMSO, p.a., Alfa, Njemacka
DNA iz timusa goveda (calf thymus DNA, ct-DNA), Sigma Aldrich, SAD
natrijev kakodilatni pufer, pH=7,0; I = 0,05 mol dm3; natrijev kakodilat, p.a., Sigma Aldrich,
SAD
poli dGdC - poli dGdC (poli (dGdC).), Sigma Aldrich, SAD
poli dAdT - poli dAdT (poli (dAdT).), Sigma Aldrich, SAD
poli A — poli U (pApU), Sigma Aldrich, SAD
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3.1.2. Uredaji
analiticka vaga (Mettler Toledo, USA)
UV/Vis spektrofotometar Aligent Technologies Varian Cary 100 Bio (Agilent
Technologies, SAD)
UV/Vis spektrofotometar NanoDrop Thermo Scientific Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, USA)
fluorimetar Agilent Technologies Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies, SAD)
CD spektrofotometar Jasco J-815 (Jasco, Japan)
NMR spektrometri Bruker AV600 i Bruker AV300 (Bruker, SAD)
maseni spektrometar MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, SAD)

3.2. Pracenje fizikalno-kemijskih svojstava vodenih otopina

Otopine spojeva 1 i 2 pripremljene su otapanjem spojeva u DMSO-u (dimetil sulfoksidu),
mnozinske koncentracije ¢ =1 x 10 mol dm. Otopine su pohranjivane na temperaturi od -8
°C, dok su pri mjerenju drzane pri sobnoj temperaturi od +25 °C. Tijekom nekoliko mjeseci
koristenja nije doslo do vidljivog taloZenja ili degradacije otopina.

NMR spektri su snimljeni na AV600 i AV300 MHz spektrometrima (Bruker BioSpin
GmbH, Rheinstetten, Njemacka), rade¢i na 600,13 ili 300,13 MHz za H jezgre i na 150,92
MHz za 13C, sto je standardni postupak za odrzavanje kvalitete 13C spektra, uz upotrebu DMSO-
d6 kao unutras$njeg standarda.

Masena spektrometrija provedena je na Agilent 6410 Triple Quad masenom
spektrometru (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), a maseni spektri visoke rezolucije
(HRMS) dobiveni su pomoc¢u Q-Tof2 hibridnog kvadrupolnog masenog spektrometra s

analizatorom vremena leta (Micromass) Cary, NC, SAD).

3.1.3. Odredivanje molarnih ekstinkcijskih koeficijenata vodenih otopina spojeva

Sva spektrofotometrijska mjerenja izvedena su u vodenim otopinama natrijevog kakodilatnog
pufera, pH = 7,00, I = 0,05 mol dm=. Mjerenja UV/Vis spektrofotometrije provedena su
pomocu spektrometra Varian Cary 100 Bio, a fluorimetrijska mjerenja pomoc¢u fluorimetra

Agilent Cary Eclipse. Za sva mjerenja su se koristile kvarcne kivete (optickog puta 1 cm).
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Snimljeni su UV/Vis spektri spojeva za izradu bazdarnog pravca kako bi izracunali
molarni ekstinkcijski koeficijent svakog spoja pri odredenom apsorpcijskom maksimumu.

Snimljeno je po 5 spektara svakog spoja u podruéju koncentracija 2 x 10— 1 x 10> mol dm™.

3.3. Proucavanje DNA / RNA interakcija

Spektroskopski je odredena koncentracija polinukleotida mjerenjem apsorbancije na
odgovaraju¢em UV/Vis maksimumu polinukleotida, definiranog od proizvodaca, te
koristenjem odgovarajuc¢ih molarnih ekstincijskih koeficijenata. Dobivena je koncentracija za

nukleobazu, $to u pravilu oznacava koncentraciju fosfata.

3.3.1. Fluorimetrijske titracije

Pocetna koncentracija cijaninske boje u Kiveti je 5 x 1077 mol dm™. Ishodne otopine
polinukleotida bile su koncentracije 1 x 10> mol dm™. Alikvoti ishodnih otopina
polinukleotida su dodavani u kivetu s otopinom cijaninske boje, pocevsi od ekvimolarnog
omjera rspojjpolinuklectiaq] = 1 te je za svaki dodatak snimljen fluorescencijski spektar
cijaninske boje. Sakupljeno je dvadesetak tocaka titracije, do omjera rspoj)/[polinuklectid] KOd kojeg
viSe ne dolazi do znacajnijeg povecanja fluorescencije s novim dodatkom polinukleotida.

Pri raCunanju konstante stabilnosti, Ks, kompleksa ispitivanog spoja s DNA/RNA Koristi
se Scatchardova jednadzba, 2% 2! izvedena iz Langmuirove izoterme (jednadzbe 1 i 2), koja
omogucuje istovremeno raCunanje konstante stabilnosti Ks i omjera n [vezani
spoj]/[polinukleotid] nekom od metoda nelinearne regresije.

Scatchardova izoterma vezanja u slucaju spektrofotometrijski aktivnog kompleksa

moZe se prikazati izrazom:

(1) 1=lo+ ((lim—lo)/(2xc)x(c+nxcs+1/Ks—((C+Nnxcs+1/Ks)>—4xcxnx cg)?)

dok se Scatchardova izoterma vezanja u slucaju spektroskopski neaktivnog kompleksa moze

prikazati izrazom:

(2 I=lo—(lo/@2xc)x(C+nxcs+1/Ks—((C+nxcs+1/Ks)?—4xcxnxcg)l?)

gdje je ¢ koncentracija ispitivanog spoja u otopini, ¢s koncentracija polinukleotida, n omjer

koncentracije vezanog spoja i polinukleotida (Npvezani spojiipoli xv1), lo Spektrofotometrijski
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odgovor cistog spoja, | spektrofotometrijski odgovor nakon dodatka odredene koliCine
supstrata, liim spektrofotometrijski odgovor kompleksa kada vise nema slobodnog spoja u

otopini i Ks konstanta stabilnosti kompleksa.

3.3.2. Temperaturno meksanje
Za eksperimente temperaturnog meksanja polinukleotida stabiliziranih konjugatima cijaninskih
boja koriSten je spektrometar UV/Vis Varian Cary 100 Bio i program Thermal. Mjeren je
utjecaj ispitivanih spojeva na temperaturno meksanje dvolanc¢anih uzvojnica CtDNA, p(dAdT):
te pApU, dok je polinukleotid p(dGdC)2 izostavljen jer je njegova tocka meksanja previsoka
(> 95 °C). Zagrijavanjem polinukleotida dolazi do denaturacije, tj. razdvajanja dvostruke
uzvojnice na dva jednolancana polinukleotida. Temperatura mekSanja (Tm) je temperatura pri
kojoj je priblizno pola dvolan¢ane uzvojnice denaturirano, a karakteristicna je za svaki
dvolancani polinukleotid ovisno o sekundarnoj strukturi i sastavu nukleobaza. Za odredivanje
temperature meksanja koristi se UV/Vis spektroskopija, gdje se razdvajanje polinukleotida prati
mjerenjem rezultirajuéeg hiperkromnog efekta (pri 260 nm) u ovisnosti o0 temperaturi
otopine. 2223

Pripremi se parni broj kvarcnin UV/Vis kiveta od 1 cm® (opti¢ki put je 1 cm) s
prislonjenim teflonskim &epom. U svaku kivetu stavi se 1 cm?® pufera (natrijev kakodilatni
pufer, 1 = 0,05 mol dm™, pH = 7,0). Koriste¢i program Simple reads o¢itaju se apsorbancije
pufera pri 260 nm (A2e0 nm) i rezultati koriste kao nulta vrijednost otopine. Potom se u svaku
kivetu doda izracunati alikvot otopine polinukleotida tako da koncentracije polinukleotida u
kiveti budu 2 x 107> mol dm™, nakon ¢ega se ponovno oéita apsorbancija radi provjere
koncentracije polinukleotida pomocu literaturno poznatih molarnih ekstinkcijskih
koeficijenata. Sva se mjerenja rade u duplikatu: u dvije Kivete ostaju samo otopine
polinukleotida, a u sljede¢e parove kiveta dodaju se ispitivani spojevi u omjerima
Iispojl/fpotinukleotid] = 0,1 1 0,2. Kivete s polinukleotidima te u smjesi sa spojem raznih omjera se
zagrijavaju se postupno do 98 °C brzinom od 1 °C min™ uz ogitanje vrijednosti Azso nm Svakih
0,5 °C. Dobiveni rezultati prikazuju se graficki kao krivulje ovisnosti apsorbancije A2sonm 0
temperaturi, koje su sigmoidalnog oblika. Vrijednosti Tm su tocke infleksije sigmoidalnih
krivulja odredene prvom derivacijom krivulje (tocka maksimuma) 1 graficki provjerene

metodom tangenti. Vrijednosti ATmizraCunate su oduzimanjem vrijednosti Tm Same nukleinske
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kiseline od vrijednosti Tm kompleksa. 2 Svaka ovdje odredena vrijednost ATn bila je prosjek

najmanje dva mjerenja. Pogreska ATm je = 0,5 °C.

3.3.3. CDtitracije
Eksperimenti cirkularnog dikroizma (CD) provedeni su dodavanjem odredenog alikvota
otopine spoja otopini polinukleotida. U kvarcnu Kivetu stavi se 2 cm?® pufera ( natrijev
kakodilatni pufer, 1 = 0,05 mol dm™, pH = 7,0 ili pH = 5) te se puferu doda polinukleotid tako
da koncentracija polinukleotida u Kiveti iznosi 2 x 10° mol dm™. Pripremljena otopina
polinukleotida titrira se s alikvotom spoja 1 ili 2 tako da je raspon molarnih omjera r = [spoj] /
[polinukleotid] od 0,10 do 0,50. Koristeni program je Spectra Measurement uz podesene
parametre: osjetljivost: high (5 mdeg); 2 = 650 — 210 nm; visina podataka: 0,2; nac¢in skeniranja:
kontinuiran; brzina skeniranja: 200 nm/min; odziv: 1 s; $irina vrpce: 2 nm; akumulacija: 3.
Titracijom otopine polinukleotida s odredenim alikvotom racemicne smjese spojeva
dolazi do promjene u CD spektru na podruc¢ju A < 300 nm, kao i pojave induciranog (I) CD
spektra pri A= 450-500 nm. %
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Struktura spojeva
Strukture spojeva 1 i 2 prikazane su naslici 7.

COOMe

Chemical Formula: C35H;,Brl,N;(04S Chemical Formula: C35H3,BrI,N;,0,S
Molecular Weight: 1027,51 Molecular Weight: 1027,51

Slika 7. Strukturni prikaz spojeva: LIJEVO — spoj 1; DESNO — spoj 2.

4.2. Karakterizacija cijaninskih konjugata u vodenom mediju

Oba spoja su otopljena u DMSO-u, §to omogucuje pripravu otopina u mM koncentracijama
koje su, ukoliko su pohranjene u hladnjaku, stabilne tijekom duljeg vremena. Protonirani i
neprotonirani oblici GCP-a praceni su UV/Vis spektrima spojeva 1 i 2, prikupljenih pri pH 7,0
i pH 5,0. Pri oba pH (Slika 8) vidljiva su dva izrazena apsorpcijska podrucja kod oba spoja.
Jedno podruc¢je potjece od preklopljenih apsorbancija gvanidinijkarbonil-pirola, GCP-a, i
triazola (Amax 0ko 300 nm). Druga apsorpcijska vrpca prisutna je u vidljivom dijelu spektra, te
potjece od cijaninske boje (Amax = 480-510 nm). Apsorbancije oba spoja, pri mikromolarnim
koncentracijama, proporcionalne su koncentraciji (Dodatak D1-D4), §to omogucuje

odredivanje molarnog ekstincijskog koeficjenta (Dodatak, tablica D1).
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Slika 8. LIJEVO: UV/Vis spektri spoja 1 i spoja 2 (c =2 x 10 M) pri pH 7,0 i pH 5,0
(natrijev kakodilatni pufer, 1 = 0,05 mol dm). Primje¢ena je razlika u omjeru,
r (505nm / 485nm) za spoj 2 pri razli¢itim pH, ali ne i za spoj 1. DESNO: ovisnost
apsorbancije o koncentraciji spoja 2; opazena promjena omjera r (505nm / 485nm) ovisna o

koncentraciji.

Detaljnija analiza dobivenih UV/Vis podataka pokazuje znacajne razlike izmedu spoja 1 i 2,
koje se mogu pripisati s poveznicom prema GCP dijelu preko benzotiazola, odnosno kinolina.
Naime, spoj 1 (GCP- benzotiazol analog) pokazuje dominantan maksimum pri A=505 nm na
UV/Vis spektru. Konstantan omjer r (505 nm/485 nm) zadrzan je tijekom ¢itavog raspona
mikromolarnih koncentracija (Dodatak D1 a) i D2 a)), te je neovisan o promjeni pH (Dodatak,
slika D5, lijevo). Prikazana svojstva su karakteristiCna za neagregirajuce cijanine.

Za razliku od spoj 1, UV/Vis spektar kinolin-analoga spoja 2, mijenja se unutar
mikromolarnih koncentracija (slika 8., DESNO). U slucaju spoja 2 smanjenje omjera r (505
nm/485 nm) mozZe Se pripisati povecanoj H-tip agregaciji cijanina, §to podupire promjena
ekvivalenta uzrokovana smanjenjem temperature (Dodatak, slika D5, desno). & 2 Osim toga,
pH ovisna razlika u omjeru r (505nm / 485nm) (slika 8., LIJEVO) jasno ukazuje na u¢inkovitiju
agregaciju u neutralnim uvjetima u usporedbi s pH 5. U kiselim uvjetima postoji moguénost
ometanja ucinkovitog aromatskog slaganja, potrebnog za agregaciju, koje je uzrokovano
odbojnim interakcijama izmedu protoniranih gvanidinijkarbonil-pirolnih jedinica.

Prethodno istrazivana agregacijska svojstva cijanina-GCP u UV/Vis spektru
usporedivana s najblizim analogom spojem 2, pokazuju da su analozi cijanina konjugirani s
GCP-om preko kinolina, skloniji agregiranju od benzotiazolnih analoga ( npr. spoj 1). °
UV/Vis spektri proucavanih boja prikazani su u Dodatku, tablica D1.
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Vodene otopine oba spoja ne emitiraju fluorescenciju zbog jako poznate neemisijske
relaksacije cijanina u slobodnom stanju, te bez obzira $to su oba spoja kiralna, njihov CD
spektar je zanemarivog intenziteta u ispitivanim uvjetima zbog prisutnosti spojeva u obliku

racemicne smjese (podaci nisu prikazani).

4.3 Istrazivanja interakcija spoja 1 ispoja 2 s dvolan¢anom DNA / RNA
4.3.1 Pokusi termicke denaturacije
Pokusi temicke denaturacije osiguravaju informacije termicke stabilnosti dvostruke uzvojnice,
kao funkcije interakcije s dodanom malom molekulom. 2 Razlika temperature meksanja, T,
slobodnih dvolancanih polinukleotida, te polinukleotida u kompleksu s malom molekulom je
vazan Cimbenik karakterizacije interakcije polinukleotida i male molekule. Primjerice,
umjerena do jaka stabilizacija (ATm > 5 °C) potvrduje interakciju u obliku interkalacije ili
vezanja u mali utor. Suprotno tome, slaba stabilizacija (ATm = 0 - 5 °C) je pokazatelj vezanja
hidrofobnim uéinkom potpomognutim slabim vodikovim vezama i / ili elektrostatskim
interakcijama. 2

Pokusi temic¢ke denaturacije provedeni su koriste¢i UV-Vis spektrofotometar, te su
biljezene apsorbancije, kao funkcija temperature, pri otprilike 260 nm. Denaturacija dvostruke
zavojnice vodi do porasta apsorbancije i promjene sigmoindalne denaturacijske krivulje.
Maksimum prve derivacije apsorbancije polinukleotida odgovara vrijednosti temperature
meksanja. %’

Utjecaj konjugata 1 i 2 bio je prili¢no slab i slican za sve prou¢avane DNA i RNA,
s obzirom na stabilizaciju dvolanéanih polinukleotida u neutralnim uvjetima, $to je prikazano
u tablici 1, iskljuujuéi klasi¢nu interkalaciju kao dominantni nacin vezanja. Medutim,
stabilizacija spoja 2 / ctDNA i spoja 2 / AU-RNA kompleksa, znatno se povecala pri pH 5, §to
se moze pripisati protonaciji GCP-a i njegovim dodatnim elektrostatskim interakcijama s
negativno nabijenom okosnicom DNA ili RNA. Zanimljivo je da pH nije imao ucinka na
stabilizaciju spoja 2 / AT-DNA. Za spoj 1 kiseli pH imao je snazan utjecaj isklju¢ivo na
stabilizaciju AU-RNA, pokazuju¢i vaznost dodatnih elektrostatskih interakcija prisutnih

isklju¢ivo u RNA kompleksu.
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Tablica 1. ATm vrijednosti® (°C) za razli¢ite omjere °r spojeva 1 i 2 dodanih polinukleotidima.

br ctDNA p(dAdT): pPApU
spoj 1, pH 7,0 0,1 2,0 0,6 1,0
0,2 2,0 0,3 1,0
spoj 1, pH 5,0 0,1 2,0 1,3 €7,0; 2,0
0,2 2,0 2,6 °6,0; 1,0
spoj 2, pH 7,0 0,1 1,1 1,0 2,0
0,2 1,7 1,1 3,0
spoj 2, pH 5,0 0,1 6,0 1,0 5,0; 2,0
0,2 2,0 1,1 “8,0; 1,0

2 ATm-vrijednosti; °r=[spoj]/[polinukleotid]; ‘bifazni prijelazi; prvi prijelaz pri Tm 28,5 °C
pripisuje se denaturaciji poli A—poli U, adrugi prijelaz pri Tm 80,1 ° C pripisuje se denaturaciji
poliAH" - poliAH* jer je poli A pri pH 5 veéinom protoniran, tvoreé¢i dvolancani
polinukleotid 28:2°,

4.3.2 Spektrofotometrijske titracije

Sklonost boja da agregiraju pri ¢ > 1 umol dm ometa preciznu titraciju u UV / Vis mediju.
Medutim, dobro poznato svojstvo cijaninskih boja je pojava jake fluorescencije uslijed

njihovog vezanja na DNA ili RNA,

Sto je omogudilo fluorimetrijsku titraciju u
neagregiraju¢im uvjetima.

Puferirane otopine spojeva 1 i 2, intrinzi¢no nefluorescentne, su doista pokazale jaku
fluorescenciju nakon dodavanja bilo koje dvolancane DNA ili dvolan¢ane RNA. Intenzitet
emisije je bio jako ovisan o strukturi spoja te o sekundarnoj strukturi odredenog dvolancanog
polinukleotida, $to je vidljivo na slici 9.

Konjugat 1 pokazao je jaku emisijsku selektivnost prema dvolan¢anoj RNA, u
suprotnosti sa svojim izomerom, spojem 2, koji najjac¢e emitira po vezanju na GC-DNA. Obje
boje imaju najslabiju emisiju za AT-DNA. Toliko razli¢iti odzivi upucuju na to da se obje boje
vezu na sli¢an nacin s AT-DNA, dok se njihovo vezanje na GC-DNA odnosno AU-RNA
znacajno razlikuje. Razlike su posljedica finog medudjelovanja strukture boje i specifi¢nih
svojstava veznih mjesta DNA i RNA. Naime, AT-DNA ima mali utor prikladan za vezanje
malih molekula, u koji se spojevi 1 i 2 sli¢no vezu. Mali utor AU-RNA je suvise plitak i Sirok

te se male molekule najvjerojatnije vezu u veliki utor, dok mali utor GC-DNA Kkarakterizira
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ometanje vezanja zbog brojnih amino skupina gvanina, koje stericki ometaju vezanje i

ograniCavaju smjes$taj malih molekula. Stoga se u slucaju GC-DNA, male molekule

preusmjeravaju na interkalaciju ili eventualno aglomeraciju u veliki utor.
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Slika 9. Promjene u flourescenciji: LIJEVO: spoj 1 (Aeksc = 505 nm, ¢ =5 x 107" mol dm?);
DESNO: spoj 2 (Aeksc = 505 nm, ¢ =5 x 107" mol dm™3); nakon dodavanja polinukleotida.
Provedeno pri pH 7,0 koriste¢i natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05 mol dm,
Fluorimetrijske titracije provedene su i pri pH 5, pri kojem je GCP jedinica protonirana, te je, s
dodatnim pozitivnim nabojem, podlozna interakciji s negativno nabijenom okosnicom
DNA ili RNA, povecavaju¢i ukupni afinitet (Dodatak, slike D20 i D30). Zanimljivo,
fluorimetrijski odziv spoja 1 bio je identi¢an eksperimentima provedenim pri pH 7, dok su
rezultati prepoznavanja fluorescencije spoja 2 spoja bili razli¢iti. Pri pH 5, spoj 2 je pokazivao
najjacu emisiju za ctDNA, a zatim za GC-DNA te AU-RNA. Svi titracijski podaci obradeni su
nelinearnom  prilagodbom na Scatchardovu jednadzbu (McGhee, vonHippelov

formalizam) 2% 2 dajudi konstante vezanja, prikazane u Tablici 2.

Afiniteti boja prema svim dvolan¢anim polinukleotidima bili su sli¢ni, §to ukazuje da
opazena razlika u odzivu emisije nije posljedica jacine interakcija, nego je vjerojatnije
posljedica sitnih razlika u pozicioniranju cijanina unutar mjesta vezanja i slobodne rotacije oko
metinske veze. Nadalje, jace vezanje pri pH 5 u usporedbi s pH 7, slaze se s gore spomenutim
jacim stabilizacijskim efektima (Tablica 1) te se moze pripisati protonaciji GCP skupine u slabo

kiselim uvjetima, dajuc¢i dodatne interakcije vezanja.

Tablica 2. Konstante vezanja i spektroskopska svojstva kompleksa (?log Ks ) konjugata

1 i 2 s dvolan¢anim polinukleotidima, izracunatih obradom fluorimetrijskih titracija
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(c =5 x 107" mol dm™), pri pH = 7,0 i pH = 5,0, natrijev kakodilatni pufer,
| = 0,05 mol dm3.

ctDNA p(dAdT): p(dadC): pApU
spoj1,pH7,0 | 61/143 6,2/8,8 6,4/7,8 6,2 /15,8
spoj1,pH5,0 | 62/138 6,3/9,3 6,4/10,1 6,5/24,3
spoj2,pH7,0 | 62/130 6,1/14,4 6,2/16,8 5,6/373,9
spoj 2, pH 5,0 | 6,5/220,8 6,5/13,9 6,5/13,0 6,0/190,3

2 Obradom podataka titracije pomo¢u Scatchard jednadzbe 2% 2° dobivene su vrijednosti omjera
n [vezana boja] / [polinukleotid] = 0,1 i 0,2, za lakSu usporedbu sve log Ks vrijednosti su

ponovno izraunate za fiksni n = 0,1. Koeficijenti korelacije bili su> 0,99 za sve izracunate Ks.

4.3.3 Eksperimenti cirkularnog dikroizma (CD)
Detaljniju analizu strukturnih  svojstava nastalih kompleksa omogucila je CD
spektrofotometrija. *° Vezanjem na polinukleotide, mala molekula mozZe izazvati inducirani ()
CD signal, postavljen na apsorpcijskim vrpcama male molekule, u ovom sluc¢aju u rasponu
450- 500 nm, koji se ne podudara s CD signalima DNA / RNA. Izgled i veli¢ina ICD signala
predstavljaju vrijedne informacije za odredivanje nacina vezivanja malih molekula
(interkalacija, aglomeracija, vezanje u utore, itd.). 3 Vezanjem u mali utor dvolancane DNA,
uzrokuje orijentaciju liganda priblizno 45 ° u odnosu na kiralnu os DNA, dajuci jaku pozitivnu
ICD vrpcu. Interkalacija postavlja aromatsku skupinu liganda u koplanarni raspored s parovima
baza, dajuci slabu ICD vrpcu. Taj signal je, u veéini slucajeva, negativnog predznaka zbog
paralelne orijentacije tranzicijskog vektora liganda i dulje osi okolnih baznih parova. 1t 30

Zbog prisutnosti racemi¢nih smjesa spojeva, intenziteti CD spektara u rasponu
230 —500 nm su zanemarivi s obzirom na CD spektre polinukleotida, Sto omogucuje to¢nu
korekciju CD titracija.

Dodavanje boja rezultiralo je opéim smanjenjem CD vrpca DNA/ RNA (240-290 nm,
Dodatak D41 i D42), sto je izraZenije vidljivo za spoj 2 u usporedbi s spojem 1. Smatra se da
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je takvo smanjenje kiralnosti DNA / RNA povezano s induciranim odmotavanjem dvostruke
zavojnice polinukleotida, uzrokovano vezanjem malih molekula 3% 32,

Zanimljivo, spoj 1 izaziva najve¢e smanjenje AU-RNA CD spektra, §to bi moglo biti
povezano s najjac¢im povecanjem emisije fluorescencije spoja 1 nakon dodavanja AU-RNA,
vidljivo na slici 10. S druge strane, spoj 2 je izazvao sli¢ne promjene u CD spektru svih
DNA / RNA, u skladu sa slicnim povecanjem emisije. Odstupanje od svih, prethodno
proucavanih, aril-GCP konjugata ’ te cijanin-GCP ! konjugata (vrlo bliski analoga spoja 2),
nisu uo¢ene ICD vrpce GCP kromofora (na A = 300 nm), isti¢u¢i da za oba spoja, 1 i 2, GCP
jedinica nije bila ravnomjerno orijentirana u odnosu na polinukleotidnu kiralnu os. 3! Detaljna
analiza raspona 4 = 450 - 600 nm (Dodatak, D41 i D42) pokazala je vrlo slabe ili zanemarive
ICD vrpce za spoj 1 pri oba pH, i mnogo izrazenije ICD vrpce za Spoj 2, prikazano na slici 10.,
$to je u korelaciji s jakim ICD vrpcama njegova bliskog analoga Cy-GCP.

Budu¢i da svi spojevi (1, 2 i Cy-GCP ) vezu DNA / RNA sa sli¢nim afinitetom
(Tablica 2), ¢ini se da analozi u kojima je GCP vezan za kinolin (spoj 2 i Cy-GCP 1) postizu
jednoli¢niju orijentaciju u odnosu na kiralnu os polinukleotida, $to rezultira dobro definiranim
ICD vrpcama 3! u usporedbi sa slabo orijentiranim cijaninom iz analoga 1 (GCP vezan na
benzotiazol). ICD vrpce spoja 2 bile su smjeStene u rasponu apsorpcije cijanina, (Slika 10.,
450 - 600 nm), nalik onima prethodno ispitivanog analoga Cy-GCP . ICD vrpce spoj 2 bile
su isklju¢ivo pozitivne za AT-DNA i AU-RNA, §to je tipi¢no za vezanje jedne molekule u mali
ili veliki utor. 3! To je u suprotnosti s ICD vrpcama GC-DNA, koje su jedine karakteristi¢ne
po pojavi spregnutog pozitivnog i negativnog ICD spektra u podrucju apsorpcije cijanina,
uslijed agregacije / dimerizacije cijaninskih boja, 3! vjerojatno u velikom utoru GC-DNA jer

je manji utor stericki blokiran amino skupinama gvanina. 2/
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Slika 10. CD titracija dvolan¢ane DNA i dvolandane RNA (==; ¢ = 2 X 10° mol dm3) s
spojem 2 u molarnim omjerima r [spoj 2] / [polinukleotid] = 0,3 (==) 1 0,5 (==). Potrebno je zamjetiti
kako je okvirom oznaceni raspon 450-550 nm pomnozen s 5 za bolju vidljivost. Provedeno

pri pH 7 uz natrijev kakodilatni pufer, 1 = 0,05 mol dm.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Iz provedenih istrazivanja moze se zakljuciti da mjesto vezanja gvanidinijkarbonil-pirola
(GCP) na cijanin preko benzotiazola ili kinolina, utjee na intrinzi¢na svojstva cijanin-GCP
konjugata u vodenom mediju. Povecana izloZenost stalnog pozitivnog naboja otapalu,
derivata 2, uzrokuje vecu sklonost agregiranju u vodenim otopinama u odnosu na analog s
centriranim pozitivnim nabojem, spojem 1. Takoder, spojevi 1 i 2 pokazali su razli¢ite
fluorimetrijske rezultate 1 rezultate cirkularnog dikroizma pri mjerenjima s razliitim
dvolanc¢anim DNA i dvolanc¢anim RNA. Spoj 1 je pokazao izrazeniju fluorimetrijsku i CD
selektivnost prema AU-RNA, dok spoj 2 pokazuje vrlo malu fluorimetrijsku selektivnost
izmedu raznih DNA i RNA. Medutim, samo je izomer 2 pokazao mjerljive inducirane (I) CD
vrpee, dajudi razlicite spektre za AT (U)-polinukleotide i GC-polinukleotide.

Interakcije ispitivanih spojeva s DNA i RNA su do odredene mjere kontrolirane
promjenom pH uslijed GCP protonacije, dajuci jaci afinitet i termalnu stabilizaciju pri pH 5.
Medutim pH kontrola nije pridonijela znacajnijim razlikama u fluorimetrijskom prepoznavanju,

za razliku od ranije primjecene selektivnosti u analoga pirena PEL.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

CD - cirkularni dikroizam

() CD — inducirani cirkularni dikroizam

CtDNA - DNA iz teleceg timusa (calf thymus DNA)

DMSO — dimetil sulfoksid

GCP - gvanidinijkarbonil-pirol

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

p(dAdT)2 — polinukleotid s alterniraju¢im AT parovima baza
p(dGdC), — polinukleotid s alterniraju¢im GC parovima baza
pApU — dvolancani polinukleotid nadinjen od lanca baze A i njemu komplementarnog lanca
nacinjenog od baze U

TO — tiazol oranz (eng. thiazole orange)

UV/Vis — ultraljubi¢asto/vidljivo zracenje
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§8. DODATAK

8.1. Pracenje fizikalno-kemijskih svojstava vodenih otopina
8.1.1 Topljivost
Otopina spojeva 1 i 2 pripremljena je otapanjem spojeva u DMSO-u, mnozinske koncentracije
¢ = 10 mol dm. Otopine su pohranjivane na temperaturi od -8 °C, dok su pri mjerenju drzane
na sobnoj temperaturi od +25 °C. Tijekom nekoliko mjeseci koristenja otopina nije doslo do

vidljivog taloZenja ili degradacije.

8.1.2 Ispitivanje stabilnosti pomocu UV/Vis i fluorescentnog spektra
Mjerenja su provodena u puferskoj otopina natrijeva kakodilatnog pufera, pri pH = 7,0,
I = 0,05 mol dm™. Izmjerene apsorbancije spojeva 1 i 2, bile su proporcionalne koriitenom

rasponu koncentracija.
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e
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T T T T — T T
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Al nm ¢ (T-228) / mol dm™

Slika D1. a) Ovisnost UV/Vis spektra o koncentraciji spoja 1; b) Ovisnost apsorbancije pri
504 nm o mnozinskoj koncentraciji spoja 1, pri pH = 7,0 uz natrijev kakodilatni puffer, | =
0,05.
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= Abs
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Slika D2. a) Ovisnost UV/Vis spektra o koncentraciji spoja 1; b) Ovisnost apsorbancije pri
504 nm o mnozinskoj koncentraciji spoja 1, pri pH = 5,0 uz natrijev kakodilatni puffer,
| =0,05.
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Al nm ¢(T-226)/ moldm™*

a) b)
Slika D3. a) Ovisnost UV/Vis spektra o koncentraciji spoja 2; b) Ovisnost apsorbancije pri
504 nm o mnozinskoj koncentraciji spoja 2, pri pH = 7,0 uz natrijev kakodilatni pufer,
| =0,05.
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= Abs
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a) b)
Slika D4. a) Ovisnost UV/Vis spektra o koncentraciji spoja 2; b) Ovisnost apsorbancije pri
504 nm o mnozinskoj koncentraciji spoja 2, pri pH = 5,0 uz natrijev kakodilatni puffer,
| =0,05.
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8.1.3 Temperaturna ovisnost

0.20 25 °C: 1(505nm / 485nm) = 1.1 0.20 1 — 25°C; r(505nm / 485nm) = 0.94
50 ——50°C
e ——70°C
o - 90 °C; r(505nm / 485nm) = 1.1
015 90 °C; r(505nm / 485nm) = 1.1 015

I

g 4 g
2 o101 & 2 o104 -\\ /
2 A,
0.051 \ 0.05
T T T T T T = T T T T T T = 1
250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600
A/nm A/nm

Slika D5. UV/Vis spektar temperaturne ovisnosti spojeva (c = 1.0 x 10° mol dm™) pri pH
7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05. Na slici lijevo je prikazan spoj 1, a desno

spoj 2.
Tablica D1. Prikaz apsorpcijskih podataka spojeva 1 i 2 odredenih iz slika 1-4.

Alnm g/ mmol?!cm?

spoj 1, pH 7,0 504 18018
spoj 1, pH 5,0 504 18868
spoj 2, pH7,0 | 508 18629
spoj 2, pH 5,0 505 20917
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8.2. Proucavanje interakcija spojeva 1 i 2 s dvolanéanom DNA / RNA u
vodenom mediju

8.2.1 Fluorimetrijske titracije sa spojem 1
Op¢i uvjeti fluorimetra: prorezi: 5-10; emisija: 530 nm; pobudivanje: 505 nm
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a) b)

Slika D11. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 1 (¢ = 5.0 x 107" mol

5!

)
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y T T T
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°

dm3, Jdeksc = 505 nm) s ctDNA,; b) Ovisnost inteziteta spoja 1 pri Amax = 532 nm o mnozinskoj
koncentraciji ctDNA pri pH 7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D12. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 1 (¢ = 5.0 x 107" mol

N
(=]
o
2
S

dm3, Zeksc = 505 nm) s ctDNA; b) Ovisnost inteziteta spoja 1 pri Amax = 531 nm o mnozinskoj

koncentraciji ctDNA pri pH 5,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D13. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 1 (¢ =5.0 x 10”7 mol
dm3, Zekse = 505 nm) s p(dAdT)2; b) Ovisnost inteziteta spoja 1 pri Amax = 533 nm o
mnozinskoj koncentraciji p(dAdT). pri pH 7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D14. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 1 (c=5.0 x 10”7
mol dm3, Jeksc = 505 nm) s p(dAdT)2; b) Ovisnost inteziteta spoja 1 pri Amax = 533 nm 0
mnozinskoj koncentraciji p(dAdT). pri pH 5,0, uz natrijev kakodilatni pufer, 1 = 0,05.

Marta Kosc¢ak Diplomski rad



§ 8. Dodatak XX

175 - T
150 -
/\. n
S 140 -
< 125 4 ’; e
~ @ 120 "
+— 100 e
= € 100 /
: o
o 754 @ g
3 s
L = eo]
. c 'l
) S 4o !’
X o =)
L 20
520 540 560 580 600 0,0 1,0x10°  2,0x10°  30x10°  4,0x10°  50x10°
A/ nm ¢(p(dGdcC),) / M
a) b)

Slika D15. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije SPOJ 1 (¢ =5.0 x 10”7
mol dm3, Zeksc = 505 nm) s p(dGdC)2; b) Ovisnost inteziteta SPOJ 1 pri Amax = 530 nm o
mnozinskoj koncentraciji p(dGdC)2 pri pH 7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D16. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 1 (¢ =5.0 x 107" mol
dm3, dekse = 505 nm) s p(dGdC)2; b) Ovisnost inteziteta spoja 1 pri Amax = 530 nm 0
mnozinskoj koncentraciji p(dGdC)2 pri pH 5,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D17. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 1 (¢ =5.0 x 10”7 mol

dm3, Jexc = 505 nm) s pApU; b) Ovisnost inteziteta spoja 1 pri Amax = 534 nm o mnozinskoj

Rel. Fluo. Int. (a.u.)

koncentraciji pApU pri pH 7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05.
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Slika D18. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 1 (¢ =5.0 x 10”7 mol

dm3, Jeksc = 505 nm) s pApU; b) Ovisnost inteziteta spoja 1 pri Amax = 534 nm o mnozinskoj

koncentraciji pApU pri pH 5,0, uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05.
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B CtDNA, A = 532 nm
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Slika D19. Usporedba promjena u fluorescenciji spoja 1 (¢ =5 x 107 mol dm, Aeksc = 505

nm) titracijom s razli¢itim polinukleotidima pri pH 7,0.
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Slika D20. Usporedba promjena u fluorescenciji spoja 1 (¢ =5 x 107 mol dm, Aeksc = 505

nm) titracijom s razli¢itim polinukleotidima pri pH 5,0.
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8.2.2 Fluorimetrijske titracije sa spojem 2
Op¢i uvjeti fluorimetra: prorezi: 5-10; emisija: 530 nm; pobudivanje: 505 nm
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a) b)

Slika D21. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 2 (¢ = 5.0 x 107" mol
dm3, Zeksc = 505 nm) s ctDNA; b) Ovisnost inteziteta spoja 2 pri Amax = 528 nm o mnozinskoj

koncentraciji ctDNA pri pH 7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D22. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 2 (¢ = 5.0 x 10”7 mol
dm3, Jexc = 505 nm) s ctDNA,; b) Ovisnost inteziteta spoja 2 pri Amax = 527 nm o mnozinskoj

koncentraciji ctDNA pri pH 5,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D23. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 2 (¢ =5.0 x 10”7 mol
dm3, Zexc = 505 nm) s p(dAdT)2; b) Ovisnost inteziteta spoja 2 pri Amax = 526 nm 0
mnozinskoj koncentraciji p(dAdT)z pri pH 7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, |1 = 0,05.
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Slika D24. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 2 (¢ =5.0 x 10”7 mol
dm3, Zeksc = 505 nm) s p(dAdT)2; b) Ovisnost inteziteta spoja 2 pri Amax = 526 nm o
mnozinskoj koncentraciji p(dAdT). pri pH 5,0, uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05.
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Slika D25. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 2 (¢ =5.0 x 107 mol
dm3, Jeksc = 505 nm) s p(dGdC)2; b) Ovisnost inteziteta spoja 2 pri Amax = 528 nm 0
mnozinskoj koncentraciji p(dGdC) pri pH 7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05.
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Slika D26. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 2 (¢ =5.0 x 107 mol
dm3, dekse = 505 nm) s p(dGdC)2; b) Ovisnost inteziteta spoja 2 pri Amax = 528 nm 0
mnozinskoj koncentraciji p(dGdC)2 pri pH 5,0, uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D27. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 2 (¢ =5.0 x 10”7 mol

dm3, Jeksc = 505 nm) s pApU; b) Ovisnost inteziteta spoja 2 pri Amax = 533 nm o mnozinskoj

koncentraciji pApU pri pH 7,0, uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05.
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Slika D28. a) Promjene fluorescencijskog spektra prilikom titracije spoja 2 (¢ =5.0 x 10”7 mol

dm3, Zeksc = 505 nm) s pApU; b) Ovisnost inteziteta spoja 2 pri Amax = 532 nm o mnozinskoj

koncentraciji pApU pri pH 5,0, uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05.
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Slika D29. Usporedba promjena u fluorescenciji spoja 2 (¢ = 5 x 107 mol dm, Aeksc = 505
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Slika D30. Usporedba promjena u fluorescenciji spoja 2 (¢ =5 x 10”7 mol dm,

Jeksc = 505 nm) titracijom s razli¢itim polinukleotidima pri pH 5,0.

Marta Koséak

Diplomski rad



XXVili

§ 8. Dodatak

8.2.3 CD titracije sa spojem 1
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Slika D31. CD titracije a) ctDNA, b) p(dAdT)2, ¢) p(dGdC)z, d) pApU (c =2 x 10° mol dm)
sa spojem 1 pri molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] pri pH 7,0 uz natrijev
kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D32. CD titracije a) ctDNA, b) p(dAdT)2, ¢) p(dGdC),, d) pApU (¢ =2 x 10> mol dm)
sa spojem 1 pri molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] pri pH 5,0 uz natrijev
kakodilatni pufer, I = 0,05.
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8.2.4 CD titracije sa spojem 2
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Slika D41. CD titracije a) ctDNA, b) p(dAdT)2, ¢) p(dGdC)z, d) pApU (c =2 x 10° mol dm)
sa spojem 2 pri molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] pri pH 7,0 uz natrijev
kakodilatni pufer, I = 0,05.
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Slika D42. CD titracije a) ctDNA, b) p(dAdT)2, ¢) p(dGdC)z, d) pApU (c =2 x 10° mol dm)
sa spojem 2 pri molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] pri pH 5,0 uz natrijev

kakodilatni pufer, I = 0,05.
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8.2.5 Temperaturno meksanje — mjerenje ATy spoja 1
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Slika D51. Krivulja meksanja ctDNA nakon dodatka r =0,1ir =0,2 (r = [spoj] /
[polinukleotid]) spoja 1 pri pH 7,0 uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05; b) graf ovisnosti

prve derivacije apsorbancije o temperaturi.
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Slika D52. Krivulja mek$anja ctDNA nakon dodatka r=0,1ir=0,2 (r = [spoj] /

[polinukleotid]) spoja 1 pri pH 5,0 uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05; b) graf ovisnosti

prve derivacije apsorbancije o temperaturi.
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Slika D53. Krivulja meksanja p(dAdT)2 nakon dodatka r = 0,1ir =0,2 (r = [spoj] /
[polinukleotid]) spoja 1 pri pH 7,0 uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05; b) graf ovisnosti

prve derivacije apsorbancije o temperaturi.
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Slika D54. Krivulja meksanja p(dAdT)2 nakon dodatka r =0,1ir =0,2 (r = [spoj] /
[polinukleotid]) spoja 1 pri pH 5,0 uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05; b) graf ovisnosti

prve derivacije apsorbancije o temperaturi.
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Slika D55. Krivulja meksanja pApU nakon dodatka r =0,1ir=0,2 (r = [spoj] /
[polinukleotid]) spoja 1 pri pH 7,0 uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05; b) graf ovisnosti

prve derivacije apsorbancije o temperaturi.
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Slika D56. Krivulja meksanja pApU nakon dodatka r =0,1ir=0,2 (r = [spoj] /

[polinukleotid]) spoja 1 pri pH 5,0 uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05; b) graf ovisnosti

prve derivacije apsorbancije o temperaturi.
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a)

8.2.6 Temperaturno meksanje — mjerenje ATy spoja 2
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Slika D61. Krivulja meksanja ctDNA nakon dodatka r =0,1ir=0,2 (r = [spoj] /

[polinukleotid]) spoja 2 pri pH 7,0 uz natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05; b) graf ovisnosti

Rel. Abs (260 nm)
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prve derivacije apsorbancije o temperaturi.
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Slika D62. Krivulja meksanja ctDNA nakon dodatka r=0,1ir =0,2 (r = [spoj] /

[polinukleotid]) spoja 2 pri pH 5,0 uz natrijev kakodilatni pufer, | = 0,05; b) graf ovisnosti

prve derivacije apsorbancije o temperaturi.
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