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§ 1. UVOD 

 

Mnoge male, organske molekule koje se nekovalentno vežu na polinukleotide (DNA i RNA) 

imaju vrlo važnu biološku ili biokemijsku primjenu.1 Kako bi se ispitala svojstva 

novosintetiziranih spojeva, poželjno je ispitati njihove nekovalentne interakcije s 

polinukleotidima.1 Neki od tipova nekovalentnih interakcija su interkaliranje, vezanje u mali 

ili veliki utor polinukleotida te elektrostatsko vezanje pozitivno nabijene molekule uz fosfatnu 

okosnicu.1  

 

 U posljednje vrijeme sve se više pozornosti pridaje kemiji cijaninskih boja.2 Razlog 

tome je njihova široka primjena u nekoliko polja znanosti, tehnologije, inženjeringa, 

farmakologije i medicine.2 Razvijene su razne sintetske metode koje omogućuju pripremu 

cijaninskih boja koje imaju vrlo širok spektar apsorpcije i fluorescencije od 400 do 1000 nm, 

mogućnost topljivosti u velikom broju organskih i vodenih otapala te reaktivne skupine koje 

omogućuju kovalentno vezanje s drugim molekulama.3  

 

 U okviru ovog diplomskog rada ispitana su i spektroskopski okarakterizirana šest 

novosintetizirana spoja koji sadržavaju cijaninsku jedinicu. Interakcije novosintetiziranih 

spojeva s polideoksiribonukleotidima i poliribonukleotidima ispitane su standardnim 

spektrofotometrijskim metodama UV/Vis i fluorescencijske spektroskopije. Način vezanja 

ispitivanih cijaninskih boja na polinukleotide određen je CD spektroskopijom. Vizualizacija 

fluorescentnih kompleksa cijaninskih boja i DNA/RNA unutar stanice provedena je 

konfokalnom mikroskopijom. 
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§ 2. LITERATURNI PREGLED 

2.1. Cijaninske boje 

Cijaninske boje su molekule koje sadrže polimetinski most između dva atoma dušika s 

delokaliziranim nabojem. 

 

 

Slika 1. Općenita strukturna formula cijaninske boje (n = 0, 1, 2, 3)4 

 

Zanimljivo svojstvo cijaninskih boja je da sama vodena otopina spoja ne pokazuje gotovo 

nikakvu fluorescenciju, ali fluorescencija se značajno povećava nakon vezanja DNA.5 Razlog 

toj pojavi je fleksibilnost polimetinskog mosta koji spaja dva heterociklička prstena. Zbog 

brzog neradijativnog povratka iz pobuđenog u osnovno stanje, vodene otopine cijaninskih 

boja ne pokazuju emisiju fluorescencije.6 Vezanje cijaninskih boja na DNA uzrokuje 

ograničenje i smanjenje fleksibilnosti polimetinskog mosta što kao posljedicu ima pojavu jake 

fluorescencijske relaksacije iz pobuđenog stanja.7 

Ovisno o duljini polimetinskog mosta razlikuju se i svojstva spojeva. Polimetinski 

most ima neparni broj ugljikovih atoma pa se pozitivni naboj delokalizira preko dva dušikova 

atoma. Ovisno o broju ugljikovih atoma u polimetinskom lancu razlikujemo: cijanine (jedan 

ugljikov atom), karbocijanine (dva ugljikova atoma), dikarbocijanine (pet ugljikovih atoma) i 

trikarbocijanine (sedam ugljikovih atoma).3  

Daljnja podjela cijaninskih boja odnosi se na simetriju kromofora. Ukoliko se 

cijaninske boje sastoje od identičnih heterocikla povezanih na istom položaju u sustavu, 

pripadaju u skupinu simetričnih cijaninskih boja. Za razliku od simetričnih, asimetrične 
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cijaninske boje sastoje se od dva različita heterocikla ili dva identična heterocikla, ali 

povezana na različitim položajima u sustavu.3  

Najčešći heterocikli su indol, kinolin, benzoksazol i benzotiazol (slika 2). Supstituenti 

postavljeni na različite položaje oko ovih heterocikala koriste se za poboljšanje svojstava 

cijaninskih boja kao što su topljivost u vodi, mogućnost agregacije (koja može biti i pozitivno 

i negativno svojstvo), interakcije s DNA te se mogu mijenjati elektronska svojstva 

kromofora.3  

 

Slika 2. Strukture najčešćih heterocikla u cijaninskim bojama: a) kinolin, b) indol, c) 

benzoksazol i d) benzotiazol 3 

 

Male molekule mogu se vezati na polinukleotide. Tri su najčešća vezanja malih molekula na 

polinukleotide, a to su: nespecifično elektrostatsko vezanje uz fosfatnu okosnicu 

polinukleotida, interkalacija i vezanje u mali utor dvostruke zavojnice. Budući da 

interkaliranje zahtjeva da se dva susjedna para razmaknu jedan od drugog kako bi se stvorio 

vezni džep za ligand, vezanje u mali utor uzrokuje puno manju deformaciju dvostruke 

uzvojnice.3  
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2.2. Struktura i svojstva DNA i RNA 

DNA i RNA su linearni polimeri ograničenog broja monomera.8 Osnovne jedinice DNA su 

nukleozidi, u kojima je šećer deoksiriboza, a baze su: adenin (A), timin (T), gvanin (G) i 

citozin (C). Kod RNA šećer je riboza, a timin je zamijenjen bazom uracil (U). Dušične baze 

mogu se podijeliti u dvije skupine: purinske i pirimidinske baze. U purinske spadaju adenin i 

gvanin, a u pirimidinske citozin, uracil i timin. 

 Sva stanična DNA sastoji se od dvaju dugih, spiralnih polinukleotidnih lanaca 

smotanih oko zajedničke osi. Lanci su antiparalelni, a prema dogovoru, redoslijed baza u 

okosnici piše se u smjeru 5' prema 3'. Okosnica šećer – fosfat obaju lanaca nalazi se na 

vanjskoj strani dvostruke uzvojnice, a baze se nalaze u unutrašnjosti.8 Kako bi se lanci održali 

skupa, parovi baza povezani su vodikovim vezama: adenin se uvijek sparuje s timinom 

pomoću dvije vodikove veze, a gvanin s citozinom preko tri vodikove veze. Takve parove 

nazivamo Watson-Crickovim parovima baza (Slika 3). Posljedica toga je da su lanci u 

dvostrukoj uzvojnici međusobno komplementarni. 

 

Slika 3. Watson-Crickovi parovi baza u DNA; a) adenin i timin su povezani preko dvije 

vodikove veze, b) gvanin i citozin su povezani preko tri vodikove veze9 
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Slika 4. Komplementarnost lanaca u dvostrukoj uzvojnici DNA. Komplementarni, 

antiparalelni lanci DNA slijede Watson-Crick pravila sparivanja10 

 

Oblik B-DNA je najstabilnija struktura molekule DNA. Najzastupljenija je u biološkim 

sustavima i pri fiziološkim uvjetima. Snimanjem kristalnih struktura utvrđeno je da postoje 

još dva tipa DNA konformacija: A- i Z-DNA. Ove tri konformacije DNA prikazane su na slici 

5. Konformacija A šira je i kraća od konformacije B, a njezini parovi baza nisu okomiti na os 

zavojnice, već su vezani pod kutem od 19°. Budući da fosfati u A-uzvojnici vežu manje vode 

nego u B-DNA, dehidratacija potiče stvaranje A-DNA. Z-DNA karakterizira stabilnost pri 
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uvjetima visoke ionske jakosti. Ime je dobila jer su fosfati okosnice bili u cik-cak liniji. A- i 

B-DNA su desne dvostruke uzvojnice, dok je Z-DNA lijeva dvostruka uzvojnica.11 Neke od 

osnovnih karakteristika A-, B- i Z-DNA dane su u tablici 1. 

 

 

 

Slika 5. Struktura A-, B- i Z-DNA11 
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Tablica 1. Pregled glavnih strukturnih svojstava A-, B- i Z-DNA12 

 A-DNA B-DNA Z-DNA 

Oblik najšira srednja najuža 

Zavijenost desna desna lijeva 

Broj parova baza u 

jednom navoju 
11 10,4 12 

Promjer / Å 25,5 23,7 18,4 

Visina navoja / Å 25,3 35,4 45,6 

Glikozidna vezaa anti anti 
naizmjenično 

sin i anti 

Nagib baznog para 

prema osi / º 
19 1 9 

Veliki utor uzak i dubok širok i dubok plosnat 

Mali utor širok i plitak uzak i dubok uzak i dubok 

a Sin i anti se odnose na orijentaciju N-glikozidne veze između baze i deoksiriboze. U anti položaju baza je 

udaljena od deoksiriboze dok je u sin položaju baza iznad deoksiriboze. Pirimidini mogu biti samo u anti 

orjentaciji, dok purini mogu biti i u sin i anti orjentaciji.  

 

2.3. Istraživanje vezanja malih molekula s DNA/RNA 

Male organske molekule se na polinukleotide mogu vezati na dva načina: nepovratno (nastaju 

kovalentni kompleksi malih molekula s polinukleotidima) i ravnotežno (nastaju nekovalentni 

kompleksi malih molekula s polinukleotidima). Kod ravnotežnih interakcija razlikujemo tri 
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osnovna načina vezanja: elektrostatske interakcije polikationskih spojeva s negativno 

nabijenim fosfatima polinukleotida, vezanje malih molekula u manji utor dvolančanih 

uzvojnica te interkaliranje.1  

 

 

Slika 6. Shematski prikaz ravnotežnih interakcija malih molekula s polinukleotidima13 

 

 Interkaliranje, tj. umetanje planarnih aromatskih spojeva između parova baza 

polinukleotida, dovodi do stabilizacije i ukrućivanja polinukleotidnog lanca te do produljenja 

uzvojnice kao i njenog odvijanja i deformacije.14,15 Male molekule se ne mogu interkalirati 

bilo gdje u polinukleotidnom lancu zbog principa „isključenja susjeda“ koji onemogućuje 

istovremeno vezanje između susjednih parova baza1 (Slika 3). 
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Slika 7. Model principa “isključenja susjeda”16 

 

 Elektrostatske interakcije između pozitivno nabijenih spojeva s negativno nabijenim 

fosfatima polinukleotida pokazuju malu ili nikakvu selektivnost s obzirom na slijed 

nukleotida. Afinitet vezanja ovisi o broju pozitivnih naboja molekule spoja. Molekule koje se 

na polinukleotide vežu na ovaj način su npr. alifatski poliamini.17 

Važno strukturno svojstvo polinukleotida jest postojanje velikih i malih utora. Ovisno 

o slijedu, utori imaju različite potencijale sudjelovanja u vodikovim vezama kao donori ili 

akceptori vodika.8 Osim vodikovih veza, važne su i Van der Waalsove interakcije između 

malih molekula spoja i DNA/RNA.18 Mnogi antibiotici i antitumorski lijekovi, predmet su 

mnogih istraživanja jer se njihovo terapeutsko djelovanje temelji na ovom načinu vezanja. 

Male molekule koje se vežu u utore polinukleotida imaju konveksni oblik koji odgovara 

konkavnom obliku utora dvostrukih uzvojnica DNA i RNA.1  

Spojevi koji se vežu na polinukleotide predmet su istraživanja zbog svojih 

terapeutskih, antitumorskih i antibiotskih svojstva. Vezanjem spojeva na polinukleotide dolazi 

do promjene u njihovoj strukturi, a to onda dovodi i do promjene u biološkoj aktivnosti 

polinukleotida.  
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U istraživanjima se mogu koristiti prirodni i sintetski polinukleotidi. Od prirodnih 

polinukleotida najčešće se koristi DNA iz timusa teleta (engl. Calf Thymus DNA, ct DNA). 

čiji redoslijed baza nije detaljno poznat. Za provedbu detaljnijih ispitivanja koriste se sintetski 

polinukleotidi čiji su slijedovi baza poznati. Koriste se homopolinukleotidi (osnovne strukture 

poli X – poli Y) i alternirajući polinukleotidi (osnovne strukture poli XY – poli XY). Spojevi 

koji se vežu u mali utor obično pokazuju veliku selektivnost prema manjem utoru DNA u 

odnosu na RNA, a to se povezuje sa samim oblikom manjeg utora kod DNA i RNA. Manji 

utor RNA je bitno širi i plići što otežava vezanje malim molekulama. Također, vezanje malih 

molekula u utor DNA ovisi i o slijedovima DNA. Kod poli dG – poli dC slijedova DNA u 

malom utoru nalaze se amino skupine gvanina koje imaju vrlo nepovoljan sterički utjecaj te 

zbog toga male molekule preferiraju vezanje na DNA koje su bogate poli dA – poli dT 

slijedovima.1  

 Za ispitivanje nekovalentnih kompleksa koriste se razne eksperimentalne metode kao 

što su: promjena viskoziteta otopine DNA/RNA, promjena sedimentacijskog koeficijenta ili 

elektroforetske pokretljivosti cirkularne DNA, promjena temperature „mekšanja“ dvostruke 

uzvojnice nakon vezanja ispitivanog spoja, UV/Vis, 1H NMR i fluorescencijska 

spektroskopija te cirkularni i linerani dikroizam.1  

U daljnjem tekstu detaljnije će biti opisane metode korištene u eksperimentalnom 

dijelu ovog diplomskog rada: promjena temperature „mekšanja“ dvostruke uzvojnice nakon 

vezanja ispitivanog spoja, UV/Vis i fluorescencijska spektroskopija te cirkularni dikroizam. 

 

2.3.1. UV/Vis spektroskopija 

Ultraljubičasta – vidljiva spektroskopija (engl. ultraviolet – visible spectroscopy, UV/Vis) 

jedna je od najčešće korištenih metoda za identifikaciju i određivanje brojnih organskih i 

anorganskih spojeva. Omogućuje određivanje molekulskih vrsta koje apsorbiraju 

ultraljubičasto ili vidljivo zračenje. UV/Vis spektroskopija je apsorpcijska spektroskopija kod 

koje uslijed pobude elektrona atoma ili molekula u području elektromagnetskog zračenja (100 

– 400 nm za UV i 400 – 800 nm za Vis područje) dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog u 

pobuđeno elektronsko stanje. Prednosti ove metode su široka primjenjivost, velika 

osjetljivost, visoka selektivnost, točnost i jednostavnost.19 

 U apsorpcijskoj spektroskopiji mjeri se količina apsorbirane svjetlosti kao funkcija 

valne duljine. To može dati i kvalitativne i kvantitativne podatke o uzorku. Elektroni koji su 
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uključeni u dvostruke i trostruke veze organskih spojeva nisu tako snažno vezani te se zbog 

toga lakše pobuđuju. Nezasićene organske funkcionalne skupine koje apsorbiraju u UV/Vis 

dijelu elektromagnetskog spektra nazivaju se kromofori. Iako kromofori imaju karakteristične 

valne duljine na kojima apsorbiraju, konjugacija između dva ili više kromofora ima tendenciju 

pomicanja apsorpcijskih maksimuma koji se definiraju na sljedeći način: batokromni pomak 

je pojava pomicanja apsorpcijskih maksimuma prema većim valnim duljinama, a hipsokromni 

pomak je pomak prema manjim valnim duljinama. Ukoliko nekom promjenom uvjeta dolazi 

do povećanja intenziteta apsorpcije, riječ je o hiperkromnom efektu, dok je suprotni efekt 

hipokromni.19  

 Elektronski prijelazi mogu se klasificirati prema tipu orbitala čija se populacija 

mijenja prilikom apsorpcije zračenja. Što je lakše pobuditi elektrone (niži energetski razmak 

između molekulskih orbitala), to je veća valna duljina svjetlosti koju molekula apsorbira. 

 

Slika 8. Tipovi orbitala kod molekula i elektornski prijelazi uzrokovani UV ili Vis zračenjem 

 

Tijekom analize organskih molekula najviše se bavimo π-π* i n-π* prijelazima budući da 

upravo tim prijelazima odgovara energija UV/Vis zračenja. Prijelaz iz molekulske orbitale σ u 

σ* je najteži te se odnosi na niže valno područje. Neće svi prijelazi između kvantnih razina 

biti mogući. Postoje selekcijska pravila koja govore o ograničenjima koja postoje tijekom 

interakcija elektromagnetskog zračenja i tvari.20  
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 Dio svjetla koje prolazi kroz otopinu spoja apsorbiraju molekule spoja, a 

neapsorbirano zračenje mjeri spektrofotometar. Količina apsorbiranog zračenja može se 

izraziti kao transmitancija (T) što je omjer intenziteta transmitiranog zračenja i intenziteta 

upadnog zračenja ili kao apsorbancija (A) što je dano izrazom: 

 

A = -log (%T / 100%). 

 

Što je veći broj molekula koje apsorbiraju zračenje, to je veća apsorpcija. Što molekula 

učinkovitije apsorbira zračenje pri određenoj valnoj duljini, to je apsorpcija veća. Iz ovoga 

proizlazi Beer-Lambertov zakon koji kaže da je apsorbancija proporcionalna koncentraciji  

apsorbirajuće tvari, dok je molarni apsorpcijski koeficijent ε fizikalna veličina koja opisuje 

iznos apsorpcije na određenoj valnoj duljini u određenom koncentracijskom rasponu. Beer-

Lambertov zakon dan je jednadžbom: 

 

A = εcl 

 

gdje je A apsorbancija pri određenoj valnoj duljini, c je molarna koncentracija otopine spoja 

(mol dm-3), l je duljina ćelije (cm), a ε je molarni apsorpcijski koeficijent (dm3 mol-1 cm-1).19  

  

2.3.2. Promjena temperature mekšanja nukleinskih kiselina 

Dva se lanca u dvolančanoj uzvojnici DNA mogu razdvojiti ako se razore vodikove veze 

između parova baza. U laboratoriju se dvostruka uzvojnica DNA može razoriti grijanjem 

otopine DNA ili dodatkom kiseline ili lužine što dovodi do ionizacije baza. Razdvajanje 

dvostruke uzvojnice događa se pri određenoj temperaturi. Temperatura mekšanja (Tm) definira 

se kao temperatura kod koje je pola strukture denaturirano i ona je karakteristična za svaki 

polinukleotid. Ova promjena je popraćena mjerljivim promjenama fizičkih svojstva otopine 

DNA. Primjerice, otopina nativne DNA je viskozna jer se ukočena zavojnica opire 

deformaciji, dok se nakon denaturacije viskoznost otopine bitno smanjuje, jer su odvojeni 

lanci puno savitljiviji.21 

 Denaturacijom molekule DNA mijenja se i njena apsorbancija. Dušikove baze 

apsorbiraju svjetlost u ultraljubičastom dijelu spektra. Nakon denaturacije one više nisu gusto 

složene strukture pa apsorbiraju oko 40% više svjetlosti na svim valnim duljinama u 
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ultraljubičastom dijelu spektra. Taj učinak denaturacije na apsorpcijski spektar naziva se 

hiperkromizam. Denaturacija zavojnice je kooperativan proces jer razdvajanje zavojnice na 

jednom mjestu jako destabilizira ostatak zavojnice i potiče daljnju denaturaciju.20  

 

 

Slika 9. a) Hiperkromni efekt prilikom denaturacije DNA;  b) Krivulja taljenja DNA22 

 
 Čimbenici koji utječu na temperaturu mekšanja DNA su sastav baza, ionska jakost, 

vrijednost pH te molekule koje se vežu na DNA.23 Budući da G - C parove baza povezuju tri 

vodikove veze, te su oni stabilniji od A - T parova baza, potrebna je viša temperatura kako bi 

se ti parovi baza denaturirali. Povećanjem ionske jakosti otopine, povećava se i dielektrična 

konstanta koja dovodi do smanjenja međusobnog odbijanja fosforilnih skupina što stabilizira 

zavojnicu. Bilo koja molekula koja može stvoriti vodikove veze s funkcionalnim skupinama 

baza u DNA može doprinijeti denaturaciji zavojnice. Da bi male molekule denaturirale 

zavojnicu DNA, moraju biti prisutne u velikim koncentracijama, jer je potrebno ostvariti 

prednost natječući se za vodikove veze s bazama drugog lanca DNA. 

 Nekovalentno vezanje malih molekula na dvolančane polinukleotide uzrokuje 

promjene u termičkoj stabilnosti polinukleotida, tj. u njihovim temperaturama mekšanja. 

Vezanje malih molekula na dvolančane polinukleotide može dovesti do stabilizacije 

(pozitivna vrijednost ΔTm)  ili do destabilizacije (negativna vrijednost ΔTm)  dvolančanog 
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polinukleotida. Interkalativni način vezanja stabilizira dvostruku uzvojnicu, dok spojevi koje 

se vežu u utore mogu dati pozitivne ili negativne ΔTm vrijednosti.1  

 

2.3.3. Fluorescencijska spektroskopija 

Fluorescencijska spektroskopija ili fluorimetrija je tip elektromagnetske spektroskopije koja 

analizira fluorescenciju analita u uzorku. Elektroni u molekuli se ekscitiraju zrakom svjetlosti 

(najčešće UV) te se prati emisija svjetla nakon pobude (obično je emisija u vidljivom dijelu 

spektra). Fluorimetrija je komplementarna metoda UV/Vis spektroskopiji. U fluorescencijskoj 

spektroskopiji kemijska vrsta se pobuđuje apsorbirajući foton iz svojeg osnovnog 

elektronskog stanja u različita vibracijska stanja u ekscitiranom elektronskom stanju. Sudari s 

drugim molekulama mogu utjecati na to da molekula izgubi vibracijsku energiju dok ne 

dosegne najniže vibracijsko stanje unutar ekscitiranog elektronskog stanja. Ovi procesi 

vizualiziraju se prema dijagramu po Jablonskom (Slika 10.).24 

 

Slika 10. Dijagram po Jablonskom 
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Struktura većine molekula omogućava vibracijsku relaksaciju  i unutarnju pretvorbu tijekom 

kojih pobuđene molekule pri povratku u osnovno stanje gube energiju bez emisije zračenja. 

Deaktivacijski proces u kojem pri prijelazu između stanja istog multipliciteta molekula 

emitira zračenje naziva se fluorescencija, dok pri prijelazu iz tripletnog u osnovno stanje 

govorimo o fosforescenciji. Učestalost unutarnje pretvorbe razlog je što se fluorescencija 

javlja pri samo jednoj valnoj duljini, odnosno samo iz prvog pobuđenog elektronskog stanja, 

neovisno o valnoj duljini pobude. Zbog pojave zvane Stokesov pomak, sve linije emisijskog 

zračenja imat će nešto veću valnu duljinu i manju energiju od pobudnih linija.24  

 Fluorescencijska spektroskopija koristi se u biokemijskim, medicinskim i kemijskim 

istraživanjima. Problem s primjenjivosti ove metode je da molekula mora fluorescirati te je 

zato njezina upotreba jako ograničena. Međutim, kada je primjenjiva, ova metoda je veoma 

osjetljiva. 

 Jedna od eksperimentalnih metoda koja se koristi kako bi se provjerilo veže li se spoj 

na polinukleotid je fluorimetrijska titracija. Ovaj se eksperiment može provoditi samo ako 

barem jedan od reaktanta ima fluorescencijski spektar u eksperimentalnim uvjetima. Vezanje 

molekule na polinukleotid može dovesti do porasta kao i do gašenja fluorescencije. U 

slobodnoj maloj molekuli cijanina moguća je rotacija te se procesom vibracijske relaksacije 

gubi apsorbirana energija, a posljedica toga je mali ili nikakav intenzitet fluorescencije. 

Vezanjem na polinukleotid dolazi do strukturnih promjena koje zakoče rotaciju i ukrute 

strukturu što značajno povećava intenzitet fluorescencije.25 

 Podatci dobiveni iz fluorometrijskih titracija koriste se za izračunavanje konstanti 

stabilnosti spojeva te za određivanje gustoće vezanja spoja, odnosno omjera koncentracije 

vezanog spoja i koncentracije polinukleotida. Kako bi se mogla izračunati konstanta 

stabilnosti, vezanje spoja na polinukleotid mora biti ravnotežno te spektroskopske promjene 

moraju biti dovoljno velike.1 Za računanje konstanti stabilnosti koristi se Scatchardova 

jednadžba.26,27 

 

2.3.4. Cirkularni dikroizam 

Cirkularni dikroizam je spektroskopska metoda koja otkriva informacije o kiralnosti 

molekule. Daje podatke o kiralnim vrstama u otopini koje apsorbiraju svjetlost u UV/Vis 

području tijekom prijelaza iz osnovnog u jedno ili više pobuđenih stanja. CD se oslanja na 

razliku u apsorpciji između lijeve i desne kružno polarizirane svjetlosti.28  
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Polarizirana svjetlost je ona vrsta svjetlosti kod koje elektromagnetski valovi titraju u 

samo jednoj ravnini. Pojava nesimetričnog titranja električnog i magnetskog polja koje 

tijekom širenja čini svjetlost naziva se polarizacija svjetlosti. Svjetlost može biti linearno i 

cirkularno polarizirana. Ako električno polje konstantno titra u istoj ravnini radi se o linearno 

polariziranoj svjetlosti, dok se kod cirkularno polarizirane svjetlosti ravnina titranja 

električnog polja jednoliko vrti. Ovisno o tome okreće li se ravnina titranja električnog polja u 

smjeru kazaljke na satu ili u suprotnom smjeru, razlikujemo lijevu i desnu polariziranu 

svjetlost (slika 11). Takva svjetlost je kiralna pa će i kiralne molekule različito apsorbirati 

lijevo i desno cirkularno polariziranu svjetlost. 

 

Slika 11. Lijevo, cirkularno polarizirana svjetlost (lijevo) i desno, cirkularno polarizirana 

svjetlost (desno) u CD spektroskopiji29 

 

Nukleinske kiseline, kao i mnoge druge biološke molekule su kiralne i kromoforne. 

Jedna od najčešće korištenih metoda u karakterizaciji sekundarne strukture DNA i RNA je 

spektroskopija cirkularnog dikroizma. Budući da su polinukleotidi najčešće desne zavojnice, 

promjene njihove konformacije mogu se pratiti na ovaj način.28  

Spektar cirkularnog dikroizma prikazuje se kao funkcija molarne eliptičnosti [mdeg] u 

ovisnosti o valnoj duljini. Na određenoj valnoj duljini postoji razlika između apsorpcije lijeve 

i desne cirkularno polarizirane svjetlosti: 

 

ΔA = AL - AD 

 

Primjernom Beer-Lambertovog zakona dobije se sljedeći izraz: 
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ΔA = (εL – εD)cl 

 

gdje su εL i εD molarni apsorpcijski koeficijenti za lijevu, odnosno desnu cirkularno 

polariziranu svjetlost, c je molarna koncentracija, a l je dužina optičkog puta.  

 

Δε = εL – εD 

 

je molarni cirkularni dikroizam. Ukoliko se Δε priključi i koncentracijski korektivni faktor 

dobije se molarna eliptičnost koja se prikazuje u stupnjevima. 

 

 Simetrične molekule nemaju CD spektar jer jednako apsorbiraju i lijevo i desno 

polariziranu svjetlost. Kiralne molekule imaju CD signal u području u kojem se javlja njihova 

apsorpcijska vrpca. Iako akiralne molekule nemaju svoj CD signal, vezanjem na polinukleotid 

može doći do stvaranja induciranog signala cirkularnog dikroizma (skraćeno ICD). Uočeno je 

da se ICD signali pojavljuje pri valnim duljinama na kojima se nalaze apsorpcijski 

maksimumi kromofora male molekule.31  

 Prilikom CD titracija polinukleotida s malim molekulama prate se promjene CD 

spektra polinukleotida u rasponu valnih duljina od 200 do 300 nm gdje apsorbiraju DNA i 

RNA te promjene u spektrima na valnim duljinama iznad 300 nm gdje se pojavljuje CD 

spektar malih molekula ukoliko su molekule kiralne, te eventualni inducirani CD spektar 

(ICD) nekiralnih malih molekula. Promjene koje se događaju između 200 i 300 nm povezuju 

se sa specifičnim promjenama u sekundarnoj strukturi polinukleotida što je posljedica 

kiralnosti fosfatno-šećerne okosnice.30 Kod promjena CD spektra iznad 300 nm interpretacija 

rezultata je jednostavnija jer tu ne apsorbiraju DNA i RNA, te se samo prate promjene spektra 

male molekule.28  

 Prema jačini ICD signala može se zaključiti o kojem tipu interakcije spoja i 

polinukleotida se radi. Slabi negativni ili pozitivni ICD signali upućuju na interkaliranje, dok 

jači ICD signali upućuju da se spoj vezao u mali utor polinukleotida.31 Ovisno o predznaku 

ICD signala, može se zaključiti koja je orijentacija male molekule. Nadalje, tzv. bisignatni 

signali (pozitivni i negativni signal) obično upućuju na vezanje dimera spoja u utor 

polinukleotida. 
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2.4. Konfokalna mikroskopija 

Konfokalna mikroskopija je tehnika optičkog snimanja koja se obično koristi za povećanje 

optičke razlučivosti i kontrasta slike. Rutinski problem koji se susreće kod snimanja 

trodimenzionalnih bioloških uzoraka sa složenim svjetlosnim ili fluorescentnim 

mikroskopima je taj što se svjetlost snima u više žarišta kako bi se stvorila 

jednodimenzionalna slika. To može rezultirati izobličenjem slike i gubitkom razlučivosti, ako 

je uzorak dovoljno gust. Za razliku od njih, konfokalna mikroskopija fokusira svjetlost na 

jednu točku unutar definirane žarišne ravnine, eliminirajući svjetlosni šum iz drugih ploha. 

Točno skeniranje omogućuje snimanje dvodimenzionalne slike. Ukoliko je svjetlost 

uzastopno uhvaćena i s drugih ploha, može se upotrijebiti za rekonstrukciju trodimenzionalne 

slike uzorka. Laserski skenirajuća mikroskopija jedna je od najčešće korištenih konfokalnih 

tehnika i može serijski prikazati uzorak pomoću različitih linija laserskih pobuda i filtera za 

emisije, olakšavajući detaljno, stanično, fluorescentno snimanje unutar pojedinih stanica. 

Puna slika u konfokalnom mikroskopu konstruirana je sukcesivnim skeniranjem malih 

dijelova uzorka. Akumulacija informacija dolazi uz pomoć posebnih fotodetektora, a kao 

izvori svjetlosti koji osvjetljavaju uzorak naširoko se koriste laseri s visokim intenzitetom i 

monokromatskim (jednom valnom duljinom) zračenjem. Stoga se takvi uređaji često nazivaju 

konfokalni mikroskopi za skeniranje laserom. Kao rezultat toga, kontrast dobivenih slika je 

puno veći nego u slučaju optičke mikroskopije. Računala se koriste za upravljanje 

cjelokupnim sustavom, oblikovanje i pohranjivanje slika i obradu rezultata. 
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Slika 12. Shematski prikaz konfokalnog mikroskopa32 

 

 Jedan od nedostataka laserski skenirajuće konfokalne mikroskopije (LSCM) je taj što 

se slika snima uzastopno, jedan po jedan piksel, što rezultira duljim vremenima snimanja i 

većom fototoksičnošću.33 
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. Materijali 

3.1.1. Kemikalije 

Spojevi: 3-metil-2-[(E)-2-[4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid 

(simbol: KI73A), 3,5-dimetil-2-[(E)-2-[4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-

3-ijev jodid (simbol: KI73B), 5-brom-3-metil-2-[(E)-2-[4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-

1,3-benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: KI73C), 3-metil-2-[(E)-2-[4-(4-fenilpiperazin-1-

il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: BN73A), 3,5-dimetil-2-[(E)-2-[4-(4-

fenilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: BN73B) i 5-brom-3-

metil-2-[(E)-2-[4-(4-fenilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: 

BN73C) su praškaste krutine. Spojevi serije KI73 su narančasto-crvene boje, dok su spojevi 

BN73 serije ljubičaste boje. Spojevi su sintetizirani u grupi koju vodi dr. sc. A. Vasilev, 

Department of Pharmaceutical and Applied Organic Chemistry, Faculty of Chemistry and 

Pharmacy, Sofia University „St. Kliment Ohridski“. Strukturne formule spojeva prikazane su 

na slici 13. 
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Slika 13. Strukturne formule spojeva korištenih u radu; a) KI73A, b) KI73B, c) KI73C, d) 

BN73A, e) BN73B i f) BN73C 

 

 Spojevi KI73A i KI73B otopljeni su u redestiliranoj vodi uz primjenu ultrazvučne 

kupelji, dok su spojevi KI73C te spojevi BN73 serije slabo topivi u vodi te su otopljeni u 

dimetil-sulfoksidu uz primjenu ultrazvučne kupelji. Volumni udio DMSO-a prilikom mjerenja 

nije prelazio 1%. Pripremljene su otopine spojeva koncentracije 1 x 10-3 mol dm-3. Sve 

otopine čuvane su u hladnjaku na 8°C i stabilne su tijekom nekoliko tjedana. 

 Tijekom istraživanja korišten je kakodilatni pufer. Prilikom istraživanja spojeva KI73 

serije korišten je kakodilatni pufer pH 5,00 (c = 0,05 mol dm-3), dok je prilikom istraživanja 

spojeva BN73 serije korišten kakodilatni pufer pH 7,08 (c = 0,05 mol dm-3). Kakodilatni 

pufer pripremljen je miješanjem vodene otopine natrijevog kakodilata i kloridne kiseline, a 

konačni pH podešen je pomoću pH-metra. 

 Polinukleotidi korišteni u radu (calf thymus DNA, poli A – poli U, poli dA – poli dT, 

poli dAdT – poli dAdT i poli dGdC – poli dGdC) kupljeni su (Sigma Aldrich, SAD) i 

otopljeni prema uputi proizvođača u kakodilatnom puferu (pH = 7,0, c = 0,05 mol dm-3). 

Konačna koncentracija polinukleotida određena je spektrofotometrijskim mjerenjem 

apsorbancije pri određenoj valnoj duljini, a izražena je kao koncentracija fosfata.
34,35 Otopine polinukleotida čuvane su u hladnjaku na -18°C.  
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3.1.2. Uređaji 

Za mjerenja UV-Vis zračenja korišten je spektrometar UV/Vis Varian Cary 100 Bio. 

Korištene su kvarcne kivete od 1 cm3 s optičkim putem od 1 cm. 

 Fluorimetrijske titracije rađene su na instrumentu Agilent Cary Eclipse. Korištene su 

kvarcne kivete od 3 cm3 s optičkim putem od 1 cm. Prilikom fluorimetrijskih titracija korišten 

je program Scan. 

 Mjerenja spektroskopije cirkularnog dikroizma provedena su na JASCO J-815 CD 

spektrometru. Ovisno o kombinaciji ispitivanog spoja i polinukleotida, korištena je visoka ili 

standardna osjetljivost detektora. Brzina skeniranja za sve spojeve iznosila je 200 nm min-1. 

 Za vizualizaciju fluorescentnih kompleksa cijaninskih boja i DNA/RNA unutar stanice 

korišten je konfokalni mikroskop Leica SP8 X FLIM.  

 

3.2. Spektroskopska karakterizacija otopina ispitivanih spojeva 

Za izradu baždarnog pravca za dobivanje molarnih ekstincijskih koeficijenata korišten je 

UV/Vis spektrometar. Korišten je program Scan. Ovisno o ispitivanom spoju korišten je 

odgovarajući kakodilatni pufer. U kvarcnu kivetu (optičkog puta 1 cm) stavljen je 1 mL 

odgovarajućeg pufera (c = 0,05 mol dm-3), snimljena je apsorbancija pufera, tj. bazna linija te 

su zatim dodavani alikvoti otopine spoja. Mjerenja su provođena pri temperaturi od 25°C. 

Mjerenja su provođena u rasponu valnih duljna: 220 (tj. 240) – 650 (tj. 700) nm te 

koncentracijskom području spojeva od cca 5 x 10-6 do 2 x 10-5 mol dm-3. Svi dobiveni podaci 

obrađeni su u program OriginPro 7.5. 

Za određivanje termičke stabilnosti snimljeni su UV/Vis spektri ispitivanih spojeva 

(koncentracija spojeva bila je između 1 – 2 x 10-5 mol dm-3) pri temperaturama 25, 30, 40, 50, 

60, 70 i 80°C u kvarcnoj kiveti od 1 cm3, optičkog puta od 1 cm. Nakon hlađenja ponovno je 

snimljen UV/Vis spektar pri 25°C. Korišten je program Scan, a dobiveni podaci obrađeni su u 

programu OriginPro 7.5. 

 Za ispitivanje fluorescencije spojeva korišten je program Scan na instrumentu Agilent 

Cary Eclipse. U kvarcnu kivetu optičkog puta 1 cm, pipetirano je 2 mL odgovarajućeg pufera 

(za seriju spojeva KI73 kakodilatni pufer pH 5,00, a za BN73 seriju spojeva kakodilatni pufer 

pH 7,08) te je snimljen spektar pufera. Uzorak se prvo pobuđivao na valnoj duljini 
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maksimuma iz UV/Vis spektra. Nakon što je snimljen emisijski spektar, očitan je maksimum. 

Ekscitacijski spektar snimljen je pri valnoj duljini očitanog maksimuma. 

 

3.3. Istraživanje interakcija spojeva s polinukleotidima 

3.3.1. Fluorimetrijske titracije 

Sve fluorimetrijske titracije rađene su na instrumentu Agilent Cary Eclipse. U kvarcnu kivetu 

duljine optičkog puta 1 cm stavljeno je 2 mL odgovarajućeg kakodilatnog pufera (za seriju 

spojeva KI73 kakodilatni pufer pH 5,00, a za BN73 seriju spojeva kakodilatni pufer pH 7,08) 

te se snimi spektar pufera. Uzorak se pobuđuje na valnoj duljini maksimuma iz UV/Vis 

spektra. Izračuna se potrebna količina otopine ispitivanog spoja kako bi početna koncentracija 

spoja u kiveti bila 3/4/6 x 10-7 mol dm-3. Također, izračuna se potreban alikvot kako bi 

početna koncentracija polinukleotida iznosila 5 x 10-4 mol dm-3. Alikvoti polinukleotida (2 – 

100 µL) dodavani su dok se ne postigne zasićenje. Vrijeme inkubacije između svakog 

mjerenja je iznosilo 2 - 4 minute. Za svako mjerenje rađena je i kontrola vremena inkubacije 

na način da se je nakon šestog dodatka alikvota snimio spektar nakon 2 minute te ponovno 

nakon 10 minuta. Spektri su snimani u rasponu valnih duljina od 470 (tj. 500) do 650 (tj. 700) 

nm. Spojevi su pobuđeni pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije u vidljivom dijelu spektra 

(442 – 508 nm). Dobiveni podaci obrađeni su u programu OriginPro 7.5 i računati pomoću 

Scatchardove jednadžbe.26,27  

Sa spojevima BN73B i BN73C nisu napravljene fluorimetrijske titracije sa 

polinukleotidima poli dA – poli dT i poli dGdC – poli dGdC jer su promjene fluorescencije 

prilikom titracija s ostalim polinukleotidima bile zanemarivo male. Prilikom računanja 

konstanti stabilnosti za spojeve BN73 serije, linije su korigirane na način da je od svih 

podataka oduzet pufer. 

 

3.3.2. Temperaturno mekšanje 

Molekula DNA je biopolimer koji se sastoji od dva polinukleotidna lanca i pri fiziološkim 

uvjetima postoji kao dvostruka zavojnica. Lanci DNA međusobno su povezani vodikovim 

vezama koje nastaju između adenina i timina (dvije veze), između gvanina i citozina (tri veze) 

i Van der Waalsovim interakcijama između dušikovih baza usporedno s osi zavojnice. 
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Promjenom temperature dolazi do denaturacije DNA. Denaturacija se prati mjerenjem 

apsorbancije dušikovih baza u ultraljubičastom dijelu spektra u ovisnosti o temperaturi. 

Denaturacijom DNA baze postaju slobodnije i pokretnije, više apsorbiraju UV zračenje te 

dolazi do povećanja apsorbancije za otprilike 40% na svim valnim duljinama u UV području. 

Ta pojava naziva se hiperkromizam. 

Temperature mekšanja određene su korištenjem programa Thermal na UV/Vis 

spektrofotometru Varian Cary 100 Bio. U svaku kvarcnu kivetu, optičkog puta od 1 cm, 

stavljen je 1 mL odgovarajućeg kakodilatnog pufera. U programu Advanced Read očitana je 

apsorbancija pufera te zatim apsorbancija pufera s polinukleotidom. Dobivene vrijednosti 

unesene su u program OriginPro 7.5. i izračunati su potrebni alikvoti spojeva. U programu 

Thermal namjeste se postavke snimanja: mjeri se apsorbancija pri 260 nm, temperatura se 

povećava brzinom 1°C / minuti. Mjerenje se provodi u rasponu od 25 do 95°C. Kako 

polinukleotid poli dGdC – poli dGdC  ima temperaturu mekšanja veću od 95°C, izostavljen je 

iz mjerenja. Podaci se spremaju u ASCII formatu. Sva se mjerenja rade u duplikatu. U dvije 

kivete ostaju samo pufer i polinukleotid, dok se u ostale kivete dodaju spojevi u omjeru r 

[ispitivani spoj]/[polinukleotid] = 0,3. 

 Rezultati se prikazuju grafički u programu OriginPro 7.5. Kao rezultat se dobiju 

krivulje sigmoidalnog oblika. Svaka krivulja je normalizirana, a temperature mekšanja 

određene su očitavanjem točki maksimuma prve derivacije sigmoidalnih krivulja. Sve 

temperature mekšanje su prosjek dvaju mjerenja. 

  

3.3.3. Cirkularni dikroizam 

Sve CD titracije provedene su na JASCO J-815 CD spektrometru. Paralelno sa CD spektrima, 

istovremeno su snimani i UV/Vis spektri. Brzina skeniranja spektra iznosila je 200 nm min-1. 

Mjerenja su provedena u kvarcnim fluorimetrijskim/CD kivetama duljine optičkog puta 1 cm. 

Titracije su provedene tako da su u otopinu polinukleotida dodavani alikvoti ispitivanog 

spoja. Od svakog spektra oduzet je spektar prethodno snimljenog pufera. Promjena 

cirkularnog dikroizma kod spojeva KI73A s polinukleotidom poli A – poli U i spoja BN73A s 

polinukleotidom poli dA – poli dT praćena je pri standardnoj osjetljivosti detektora, dok je 

kod svih ostalih spojeva i polinukleotida osjetljivost detektora bila visoka. Za svaki spektar 

rađene su dvije akumulacije, osim za spoj KI73B s polinukleotidom poli dAdT – poli dAdT 

gdje su snimane tri akumulacije. CD spektri su snimani pri sljedećim valnim duljinama: spoj 



§ 3. Eksperimentalni dio 25 

Silvia Pšeničnik Diplomski rad 

KI73A 600 – 220 nm (osim u slučaju sa polinukleotidom poli dA – poli dT 600 – 230 nm), 

spoj KI73B 600 – 230 nm, te svi ostali spojevi 650 – 240 nm. Prilikom mjerenja prati se CD 

spektar polinukleotida i eventualno pojavljivanje induciranih CD spektara spoja. Sami spojevi 

su akiralni te nemaju intrinzični CD spektar. Svi dobiveni podaci su obrađeni u programu 

OriginPro 7.5. 

 

3.4. Konfokalna mikroskopija 

Učinak monometinskih cijaninskih derivata ispitan je na humanim tumorskim stanicama 

karcinoma vrata grlića maternice HeLa. Na dan 0, HeLa stanice u koncentraciji 1 x 104 

stanica/mL nasađene su na petrijeve zdjelice sa staklenim dnom (MatTek corp., SAD). 

Stanice su inkubirane kroz 24 sata pri 100% vlažnosti, 5% CO2 i 37°C. Spojevi koncentracije 

1 x 10-6 mol dm-3 sljedeći su dan dodani u tako uzgojene stanice, a zatim je uslijedila dodatna 

inkubacija od dva sata. Stanice su analizirane pomoću konfokalnog mikroskopa Leica SP8 X 

FLIM uz pobudu λexc = 496 nm i emisijski filter λem = 520 – 600 nm. Lucija Horvat i dr. sc. 

Ivo Crnolatac napravili su eksperimentalni dio i obradu slika dobivenih konfokalnom 

mikroskopijom. 
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA 

4.1. Cilj istraživanja 

Cilj istraživanja i ovog rada bio je okarakterizirati šest novosintetiziranih spojeva: 3-metil-2-

[(E)-2-[4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: KI73A), 

3,5-dimetil-2-[(E)-2-[4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid 

(simbol: KI73B), 5-brom-3-metil-2-[(E)-2-[4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-

benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: KI73C), 3-metil-2-[(E)-2-[4-(4-fenilpiperazin-1-

il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: BN73A), 3,5-dimetil-2-[(E)-2-[4-(4-

fenilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: BN73B) i 5-brom-3-

metil-2-[(E)-2-[4-(4-fenilpiperazin-1-il)fenil]etenil]-1,3-benzotiazol-3-ijev jodid (simbol: 

BN73C). Također, ispitivale su se i interakcije spojeva sa prirodnom DNA i sa sintetskim 

dvolančanim polinukleotidima spektroskopskim metodoma u vodenim otopinama te biološki 

utjecaj ispitivanih spojeva na humane tumorske stanice karcinoma vrata grlića maternice. 

 

4.1.1. pH ovisnost spojeva 

KI73 serija spojeva na pH 5,00 nalazi se u protoniranom obliku u veoma velikom postotku, a 

pKa metilpiperazinske skupine je 7,9. Zbog toga je KI73 serija spojeva mjerena pri pH 5,00 

kako bi se osiguralo da molekule spoja budu u protoniranoj formi i da se izbjegne smjesa 

protoniranog / deprotoniranog oblika. Nadalje, protoniranje osigurava dodatni pozitivni naboj 

te povećava vjerojatnost vezanja spojeva na DNA/RNA. S druge strane, BN73 serija ima pKa 

vrijednost fenilpiperazinske skupine 3,6 te su zbog toga BN73 spojevi deprotonirani na pH 

5,00, kao i na fiziološkom pH 7,00. Stoga je BN73 serija spojeva mjerena pri fiziološkoj 

vrijednosti pH 7,00, kako bi se kasnije moglo korelirati rezultate ispitivanja interakcija s 

DNA/RNA s budućim ispitivanjima biološke aktivnosti spojeva. 

 Izračuni pKa vrijednosti napravljeni su pomoću ChemAxon izračuna u on-line 

softverskom programu MarvinSketch. Na slikama 15 i 17 prikazane su distribucije 

protonirane i deprotonirane forme za KI73A i BN73A spojeve. 
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Slika 14. Izračun pKa vrijednosti spoja KI73A koristeći alat ChemAxon u program 

MarvinSketch36 

 

 

Slika 15. Distribucija protonirane i deprotonirane forme spoja KI73A napravljena koristeći 

alat ChemAxon u program MarvinSketch36 
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Slika 16. Izračun pKa vrijednosti spoja BN73A koristeći alat ChemAxon u program 

MarvinSketch36 

 

 

Slika 17. Distribucija protonirane i deprotonirane forme spoja BN73A napravljena koristeći 

alat ChemAxon u program MarvinSketch36 
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4.2. Spektrofotometrijska karakterizacija spojeva 

4.2.1.  UV/Vis spektroskopija 

U sklopu ovog rada pripremljene su puferirane otopine svih spojeva različitih koncentracija te 

su snimljeni UV/Vis spektri. Spektri su snimljeni prema opisu iz poglavlja 3.2. Kod svih 

spojeva došlo je do linearnog povećanja apsorbancije zračenja povećanjem koncentracije 

spoja do koncentracije spoja [1 - 2 x 10-5 mol dm-3] što odgovara Beer-Lambertovom zakonu.  

 Svi spektri imaju maksimum apsorbancije u vidljivom dijelu spektra za koje su 

određeni molarni ekstincijski koeficijenti koji su dani u Tablici 4. Svi UV/Vis spektri 

prikazani su kao ovisnost apsorbancije o valnoj duljini. 
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Slika 18. UV/Vis spektar spoja KI73A u rasponu koncentracija 4,97 x 10-6 – 4,31 x 10-5 mol 

dm-3 pri pH 5,00, u kakodilatnom puferu c = 0,05 mol dm-3 
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Slika 19. Ovisnost apsorbancije spoja KI73A o koncentraciji pri 442 nm 

 

Tablica 2. Molarni ekstincijski koeficijenti (ε) ispitivanih spojeva  

spoj λmax / nm ε / mmol-1 cm2 

KI73A 442 20188 

KI73B 442 23075 

KI73C 458 34230 

BN73A 456 23033 

BN73B 480 18554 

BN73C 508 22148 

 

Molarni ekstincijski koeficijenti ispitivanih spojeva su slični i istog reda veličine.  

 

 

4.2.2. Temperaturna stabilnost vodenih otopina spojeva 

Nakon snimljenih UV/Vis spektara svih spojeva, provjerena je i termička stabilnost samih 

spojeva na način koji je opisan u poglavlju 3.2. Kod spojeva KI73A i KI73B dolazi do 



§ 4. Rezultati i rasprava 31 

Silvia Pšeničnik Diplomski rad 

povećanja apsorbancije zračenja povećanjem temperature. Hlađenjem na 25°C i ponovnim 

snimanjem UV/Vis spektra, ovi spojevi imaju veću apsorbanciju zračenja u odnosu na prvu 

apsorbanciju zračenja prije zagrijavanja uzorka. Na apsorbanciju spoja KI73C promjena 

temperature nema utjecaja. Povećanje temperature ne dovodi do povećanja apsorbancije 

zračenja kod spojeva BN73A i BN73B već samo do blagog batokromnog pomaka 

apsorpcijskog maksimuma. Kod spoja BN73C prati se apsorbancija na dva maksimuma: na 

340 i 508 nm. Pri 340 nm, tijekom zagrijavanja od 25°C do 80°C i zatim hlađenja do 25°C 

dolazi do stalnog porasta apsorbancije zračenja. S druge strane, na maksimumu 508 nm, 

tijekom zagrijavanja od 25°C do 80°C i hlađenja do 25°C dolazi do stalnog pada apsorbancije 

i pomaka maksimuma apsorbancije batokromno. 
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Slika 20. Prikaz ovisnosti UV/Vis spektra spoja KI73A (c = 4 x 10-5 mol dm-3) o temperaturi 

pri pH 5,00, u kakodilatnom puferu, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika 21. Prikaz ovisnosti UV/Vis spektra spoja KI73C (c = 1,96 x 10-5 mol dm-3) o 

temperaturi pri pH 5,00, u kakodilatnom puferu, I = 0,05 mol dm-3 

 

 

4.2.3. Fluorescencija 

Provjerena je i fluorescencija samih spojeva. Iako sami spojevi ne fluoresciraju jako, spojevi 

KI73 serije ipak imaju mjerljivu fluorescenciju. Na slici 22 prikazani su emisijski i 

ekscitacijski spektri spoja KI73A. Ekscitacijski spektar podudara se s UV/Vis spektrom spoja. 
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Slika 22. Usporedba ekscitacijskog i emisijskog spektra  spoja KI73A (c = 2 x 10-6 mol dm-3, 

pH = 5,00, Na kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm-3) 

 

4.3. Interakcije spojeva s polinukleotidima 

Osim same karakterizacije ispitivanih spojeva, potrebno je bilo napraviti i karakterizaciju 

ispitivanih spojeva u interakciji s dvolančanim polinukleotidima. Temperatura mekšanja (Tm), 

fluorimetrijske titracije i CD spektroskopija korištene su kao metode za određivanje jačine i 

načina vezanja ispitivanih spojeva na DNA i RNA. Pomoću Scatchardove jednadžbe26,27 

metodom nelinearne regresije izračunate su konstante stabilnosti (Ks) ispitivanih spojeva. 

 

4.3.1. Fluorimetrijske titracije 

Spojevi serije KI73 imaju vrlo mali intenzitet emisije, no on se značajno povećavao dodatkom 

polinukleotida što je karakteristično za cijanine, osim poli dGdC – poli dGdC koji gasi 

intenzitet emisije otopine spoja. Povećanje intenziteta fluorescencije prilikom dodatka 

polinukleotida može se pripisati ukrućivanju strukture spoja prilikom vezanja na 
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polinukleotid. Svaki dodatak alikvota polinukleotida poli A – poli U dovodi do blagog 

batokromnog pomaka maksimuma intenziteta fluorescencije. 
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Slika 23. gore: fluorimetrijska titracija spoja KI73A s polinukleotidom ct DNA, λ = 442 nm, c 

(KI73A) = 4 x 10-7 mol dm-3; dolje: eksperimentalni (▪) i izračunati (---) intenzitet 

flurescencije spoja KI73A pri λem = 575 nm nakon dodatka ct DNA (pH = 5,00, Na 

kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm-3) 
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Podaci o titracijama obrađeni su Scatchard-ovom jednadžbom26,27 za izračunavanje konstanti 

stabilnosti i omjera [vezani spoj] / [polinukleotid] u program OriginPro 7.5 (Tablica 3).  

 

Tablica 3. Konstante vezanja (log Ks)a spojeva s polinukleotidima, izračunate obradom 

spektara fluorimetrijskih titracija po Scatchardu, pri pH = 5,00 u Na – kakodilatnom puferu, I 

= 0,05 mol dm-3 

log Ksa / nb 

 ct - DNA 
poli rA – poli 

rU 

poli dA – 

poli dT 

poli dAdT – 

poli dAdT 

poli dGdC – 

poli dGdC 

KI73A 5,50 / fix 0,2 4,65 / fix 0,2 
6,30 / fix 0,2 

6,11 / 0,27 
6,53 / fix 0,2 c 

KI73B 5,73 / fix 0,2 c 
7,27 / fix 0,2 

6,16 / 0,65 
6,67 / fix 0,2 c 

KI73C 
5,34 / fix 0,2 

4,93 / 0,47 
c 

6,31 / fix 0,2 

6,74 / 0,13 

6,29 / fix 0,2 

6,29 / 0,2 
c 

a,b Obrada podataka o titraciji pomoću Scatchard-ove jednadžbe i / ili Global Fit postupka dala 

je konstante stabilnosti i vrijednosti omjera n = [vezani spojevi] / [polinukleotid]; koeficijenti 

korelacije bili su > 0,9 za sve izračunane Ks 

c mala / linearna promjena fluorescencije / bez promjene fluorescencije / velika odstupanja 

intenziteta fluorescencije → onemogućen je proračun konstante stabilnosti 
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Slika 24. Ovisnost fluorescencije o koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja KI73A 

s polinukelotidom (λexc = 442 nm, c = 3 / 4 x 10-7 mol dm-3). Izmjereno pri pH 5,00 u 

kakodilatnom pufer, I = 0,05 mol dm-3. Vrijednosti su normalizirane s obzirom na prvu točku. 
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Slika 25. Ovisnost fluorescencije o koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja KI73B 

s polinukleotidom (λexc = 442 nm, c = 3 / 6 x 10-7 mol dm-3). Izmjereno pri pH 5,00 u 

kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm-3. Vrijednosti su normalizirane s obzirom na prvu 

točku. 



§ 4. Rezultati i rasprava 37 

Silvia Pšeničnik Diplomski rad 

0,0 5,0x10
-6

1,0x10
-5

1,5x10
-5

2,0x10
-5

2,5x10
-5

0

2

4

6

8

10

12

14

16

 ct DNA 584 nm

 poli A - poli U 595 nm

 poli dA - poli dT 585 nm

 poli dAdT - poli dAdT 588 nm

 poli dGdC - poli dGdC 581 nm

In
t.
 f
lu

o
. 
(a

rb
. 
u

)

c (polinukleotid) / mol dm
-3

 

Slika 26. Ovisnost fluorescencije o koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja KI73C 

s polinukleotidom (λexc = 458 nm, c = 6 x 10-7 mol dm-3). Izmjereno pri pH 5,00 u 

kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm-3. Vrijednosti su normalizirane s obzirom na prvu 

točku. 

 

Iz slika 24, 25 i 26 vidljivo je sljedeće: kod spojeva KI73A-C ovisnost intenziteta 

fluorescencije o koncentraciji polinukleotida poli A – poli U je linearna pa se može zaključiti 

da u ispitivanom koncentracijskom području nije došlo do nastajanja kompleksa u značajnom 

postotku (20 – 80%) što bi omogućilo računanje konstante stabilnosti. Spojevi preferiraju 

vezanje u utor DNA, a ne u utor RNA koji je plići i širi od utora DNA. Polinukleotid poli 

dGdC – poli dGdC kod svih spojeva gasi fluorescenciju, a promjene su vrlo male. Gašenje 

fluorescencije može se pripisati samoj strukturi malog utora koji je bogat amino skupinama 

gvanina koji imaju vrlo nepovoljan sterički utjecaj što otežava vezanje spoja u utor, te je 

vjerojatnije da ispitivani spojevi s malim afinitetom interkaliraju u poli dGdC – poli dGdC. 

Spojevi pokazuju najveći afinitet vezanja prema polinukleotidima poli dA – poli dT i poli 

dAdT – poli dAdT te se spojevi mogu koristiti kao potencijalno dobri fluorescentni senzori za 

te polinukleotide. Spojevi KI73 serije vežu se na polinukleotid ct DNA, ali im je afinitet 

vezanja manji nego prema polinukleotidima poli dA – poli dT i poli dAdT – poli dAdT. 
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Slika 27. Ovisnost fluorescencije o koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja 

BN73A s polinukleotidom (λexc = 456 nm, c = 6 x 10-7 mol dm-3). Izmjereno pri pH 7,08 u 

kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm-3. Vrijednosti su normalizirane s obzirom na prvu 

točku.  

0,0 1,0x10
-6

2,0x10
-6

3,0x10
-6

4,0x10
-6

5,0x10
-6

6,0x10
-6

7,0x10
-6

0,4

0,6

0,8

1,0

 ct DNA 585 nm

 poli A - poli U 588 nm

 poli dAdT - poli dAdT 584 nm

In
t.
 f
lu

o
. 
(a

rb
. 
u

)

c (polinukleotid) / mol dm
-3

 

Slika 28. Ovisnost fluorescencije o koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja BN73B 

s polinukleotidom (λexc = 480 nm, c = 6 x 10-7 mol dm-3). Izmjereno pri pH 7,08 u 

kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm-3. Vrijednosti su normalizirane s obzirom na prvu 

točku. 
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Slika 29. Ovisnost fluorescencije o koncentraciji polinukleotida tijekom titracije spoja BN73C 

s polinukleotidom (λexc = 508 nm, c = 6 x 10-7 mol dm-3). Izmjereno pri pH 7,08 u 

kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm-3. Vrijednosti su normalizirane s obzirom na prvu 

točku. 
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Slika 30. gore: fluorimetrijska titracija spoja BN73C s polinukleotidom ct DNA, λ = 456 nm, 

c (BN73C) = 6 x 10-7 mol dm-3; dolje: eksperimentalni (▪) i izračunati (---) intenzitet 

flurescencije spoja BN73C pri λem = 600 nm nakon dodatka CT DNA (pH = 7,08, Na 

kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm-3) 

 

Titriranje spojeva BN73 serije sa svim polinukleotidima dovodi do gašenja fluorescencije. 

Kod svih titracija intenziteti emisije i promjene su premale da bi se konstante stabilnosti 

mogle izračunati sa sigurnošću (slike 27, 28, 29 i 30). Može se zaključiti da se spojevi vežu na 

DNA/RNA, ali se ne mogu s potrebnom točnošću izračunati konstante stabilnosti kompleksa. 

Samo jedna promjena u strukturi između KI73 i BN73 serije (fenilna skupina na piperizinu 

umjesto metilne, što dovodi do različitog protoniranja molekule) dovodi do velikih promjena 

u intenzitetu fluorescencije. Fenilpiperazinska skupina je veća od metilpiperazinske skupine te 

dovodi do steričkih smetnji i otežava interakcija spojeva BN73 serije s polinukleotidima. 
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4.3.2. Temperaturno mekšanje polinukleotida 

Iz ovisnosti apsorbancije o temperaturi može se očitati temperatura mekšanja, Tm. Tm je 

karakteristična temperatura pri kojoj je 50% DNA denaturirano, odnosno Tm je mjera 

stabilnosti DNA; otpornija DNA ima višu Tm. Temperature mekšanja određene su 

očitavanjem točki maksimuma prve derivacije sigmoidalnih krivulja. Promjene temperature 

mekšanja prosjek su dvaju mjerenja i dane su u Tablici 4. 

Svi spojevi KI73 serije pokazali su značajan utjecaj na termalnu denaturaciju DNA i 

mali / zanemariv učinak na toplinsku denaturaciju RNA. Za razliku od spojeva KI73 serije, 

spojevi BN73 serije pokazali su mali / zanemariv učinak na toplinsku denaturaciju DNA i 

RNA. 
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Slika 31. Krivulje taljenja ct DNA dodavanjem KI73A, c (DNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r 

= [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I 

= 0,05 mol dm-3 
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Slika 32. Krivulje taljenja poli A – poli U dodavanjem KI73B, c (RNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, 

omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, pH = 5,00, Na – kakodilatni 

pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika 33. Krivulje taljenja poli dA – poli dT dodavanjem KI73C, c (DNA) = 2 x 10-5 mol dm-

3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, pH = 5,00, Na – 

kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika 34. Krivulje taljenja poli dAdT – poli dAdT dodavanjem BN73B, c (DNA) = 2 x 10-5 

mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, pH = 7,08, Na – 

kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 

 

Tablica 4. ΔTm vrijednosti (°C) proučavanih polinukleotida nakon dodatka spojeva (omjer rb 

= 0,3) pri pH = 5,00 za spojeve KI73 serije, tj. pri pH = 7,08 za spojeve BN73 serije (Na 

kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3), c (DNA / RNA) = 1-2 x 10-5 mol dm-3 

ΔTm
a / °C 

spoj ct DNA 
poli dAdT – poli 

dAdT 

poli dA – poli 

dT 

poli rA – poli 

rUc 

KI73A +6,1 +12,9 +13,5 +4,1 / -1,6 

KI73B +8,9 +13,2 +14,8 +4,6 / 0 

KI73C +9,8 +16,2 +15,8 +7,3 / 0 

BN73A +0,7 0 +2,2 0 

BN73B 0 0 0 0 

BN73C 0 0 +0,8 0 

aGreška ΔTm: ± 0,5 

br = [spoj] / [polinukleotid] 
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cdvofazni prijelaz: prvi prijelaz pri Tm = 47°C pripisuje se denaturaciji poli rA – poli rU, a 

drugi prijelaz pri Tm = 69°C pripisuje se denaturaciji poli rAH+ - poli rAH+ jer je poli rA pri 

pH = 5,00 uglavnom protonirani i tvori ds – polinukleotid 

 

Iz tablice 4 može se uočiti da spojevi KI73 serije jako pridonose stabilizaciji dvostruke 

uzvojnice svih DNA polinukleotida i u puno manjoj mjeri pridonose stabilizaciji RNA. Za 

razliku od njih, spojevi BN73 serije ne pridonose stabilizaciji dvolančanih polinukleotida. 

Blagu stabilizaciju pokazuju u interakciji s polinukleotidom poli dA – poli dT. 

 

 

4.3.3. Cirkularni dikroizam 

CD spektroskopija odabrana je za praćenje konformacijskih promjena polinukleotidne 

sekundarne strukture inducirane vezanjem malih molekula.37 U rasponu od 200 – 300 nm, 

DNA i RNA apsorbiraju svjetlost pa se promjene spektra mogu povezati s promjenom 

sekundarne strukture zbog vezanja spoja.28 U rasponu >300 nm DNA i RNA ne apsorbiraju 

svjetlost, stoga se svi inducirani CD (ICD) spektri mogu pripisati isključivo spojevima. U 

Tablici 5 dani su rezultati, odnosno prikazano je koji spojevi i polinukleotidi pokazuju ICD, a 

koji ne. 

 

Tablica 5. Pojava ICD signala na valnim duljinama većim od 300 nm; “+” označava pozitivni 

ICD signal, a “-“ negativni ICD signal 

spoj ct DNA poli A – poli U 
poli dA – poli 

dT 

poli dAdT – 

poli dAdT 

poli dGdC – 

poli dGdC 

KI73A nema ICD nema ICD jaki + / slabi - jaki + nema ICD 

KI73B nema ICD nema ICD jaki + / slabi - jaki + nema ICD 

KI73C jaki - / jaki + slabi + / jaki - jaki + / slabi - jaki + nema ICD 

BN73A jaki + / jaki - slabi - jaki + / slabi - jaki + / slabi - nema ICD 

BN73B slabi + / slabi - jaki + / jaki - slabi - jaki + / jaki - nema ICD 

BN73C nema ICD slabi - nema ICD nema ICD nema ICD 
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Slika 35. CD titracija poli dAdT – poli dAdT (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojem KI73C, 

različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I 

= 0,05 mol dm-3) 
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Slika 36. CD titracija poli A – poli U (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojem KI73C, različitim 

molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 

mol dm-3) 
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Slika 37. CD titracija poli dAdT – poli dAdT (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojem BN73B, 

različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I 

= 0,05 mol dm-3) 
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Slika 38. CD titracija poli dGdC – poli dGdC (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojem BN73B, 

različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I 

= 0,05 mol dm-3) 
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Slika 39. CD titracija ct DNA (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojem BN73A, različitim molarnim 

omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 

 

Pojava snažnog ICD signala s pozitivnim predznakom na valnim duljinama oko 500 nm 

ukazuje na snažno vezanje u manji utor polinukleotida. Sami spojevi ne pokazuju CD spektre. 

 Svi spojevi, osim spoja BN73C, imaju velike ICD signale na oko 500 nm s 

polinukleotidima poli dA – poli dT i poli dAdT – poli dAdT.  

Kod interakcija spojeva s polinukleotidom poli dGdC – poli dGdC ne dolazi do pojave 

ICD signala što se pripisuje nepovoljnom steričkom utjecaju amino skupina gvanina u malom 

utoru polinukleotida te neujednačenom vezanju ispitivanih spojeva u odnosu na kiralnu 

fosfatnu okosnicu polinukleotida. 

Mali utor kod poli A – poli U je bitno širi i plići nego kod drugih polinukleotida te se 

zbog toga spojevi KI73 serije ne vežu u njega, ali postoji mogućenost vezanja dimera spoja u 

veliki utor polinukleotida. Spoj KI73C u interakciji s polinukleotidom pola A – poli U ima 

dva ICD signala: jako negativni na oko 440 nm i slabo pozitivni signal na oko 550 nm te se 

takav signal naziva bisignatnim signalom i ukazuje na to da se spoj veže kao dimer u veliki 

utor polinukleotida. Spojevi BN73 serije ne vežu se u utor polinukleotida poli A – poli U, već 

interkaliraju. 
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4.4. Konfokalna mikroskopija 

Leica SP8 X FLIM konfokalni mikroskop korišten je za snimanje živih stanica (HeLa 

stanica). Stanice su nasađene na petrijeve zdjelice sa staklenim dnom i inkubirane preko noći 

što im omogućuje da se pričvrste na stakleno dno petrijeve zdjelice. Stanice se inkubiraju sa 

spojevima dva sata prije konfokalne mikroskopije, što im omogućuje dovoljno vremena za 

ulazak u stanicu te dolazak do željenog subcelularnog mjesta. Slike su obrađene u softverskim 

paketima LAS X Leica Microsystems. 

 

  

Slika 40. Konfokalna fotomikrografija živih stanica HeLa nakon inkubacije s KI73A (c = 1 x 

10-6 mol dm-3); lijevo: fluorescencija, desno: fazni kontrast, snimili: L. Horvat i dr. sc. I. 

Crnolatac 
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Slika 41. Konfokalna fotomikrografija živih stanica HeLa nakon inkubacije s KI73B (c = 1 x 

10-6 mol dm-3); lijevo: fluorescencija, desno: fazni kontrast, snimili: L. Horvat i dr. sc. I. 

Crnolatac 

 

 

  

Slika 42. Konfokalna fotomikrografija živih stanica HeLa nakon inkubacije s KI73C (c = 1 x 

10-6 mol dm-3); lijevo: fluorescencija, desno: fazni kontrast, snimili: L. Horvat i dr. sc. I. 

Crnolatac 
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Stanice tretirane spojevima KI73A i KI73B izgledaju bez vidljivih znakova stresa. Za razliku 

od njih, stanice tretirane spojem KI73C nalaze se u apoptozi. Kod stanica tretiranih spojem 

KI73C fluorescencija je uočena i u citoplazmi u i jezgri. Fluorescencija spojeva KI73A i 

KI73B ukazuje na prisutnost spojeva u citoplazmi s vrlo velikom vjerojatnošću nakupljanja 

spojeva na mitohondrijima. Spoj KI73B prisutan je i u jezgri, a uglavnom se nakuplja u 

jezgrici. 

 

  

Slika 43. Konfokalna fotomikrografija živih stanica HeLa nakon inkubacije s BN73A (c = 1 x 

10-6 mol dm-3); lijevo: fluorescencija, desno: fazni kontrast, snimili: L. Horvat i dr. sc. I. 

Crnolatac 
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Slika 44. Konfokalna fotomikrografija živih stanica HeLa nakon inkubacije s BN73B (c = 1 x 

10-6 mol dm-3); lijevo: fluorescencija, desno: fazni kontrast, snimili: L. Horvat i dr. sc. I. 

Crnolatac 

 

  

Slika 45. Konfokalna fotomikrografija živih stanica HeLa nakon inkubacije s BN73C (c = 1 x 

10-6 mol dm-3); lijevo: fluorescencija, desno: fazni kontrast, snimili: L. Horvat i dr. sc. I. 

Crnolatac 

 

Stanice tretirane spojevima BN73 serije uglavnom su u apoptozi (stanice tretirane spojem 

BN73A su mrtve ili u krajnjem stadiju apoptoze, dok su stanice tretirane spojevima BN73B i 
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BN73C u nižim stadijima apoptoze). Kod spoja BN73A slaba fluorescencija ukazuje na 

prisutnost spoja u citoplazmi i u jezrgi, dok je kod spoja BN73B i BN73C fluorescencija 

prisutna u citoplazmi, ali bez specifičnog nakupljanja u nekom od organela. Nedostatak 

fluorescencije ukazuje da spojevi ne ulaze u jezgru. 

 Ono što je bitno napomenuti je da su ovo preliminarni rezultati. Ono što zbunjuje je 

činjenica da na antiprolferacijskom testu nije dobivena jaka aktivnost, dok je na konfokalnom 

mikroskopu uočena jaka fluorescencija stanica koje su tretirane ispitivanim spojevima. 
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§ 5. ZAKLJUČAK 

U okviru ovog diplomskog rada spektroskopski su okarakterizirana šest novosintetizirana 

spoja: KI73A, KI73B, KI73C, BN73A, BN73B i BN73C. UV/Vis spektroskopijom su 

određeni molarni ekstincijski koeficijenti te valne duljine maksimuma apsorpcije. Svi spojevi 

imaju maksimum apsorpcije u vidljivom dijelu spektra. Otopine ispitivanih spojeva ponašaju 

se prema Beer-Lambertovom zakonu u koncentracijskom području od 1 x 10-5 do 2 x 10-5 mol 

dm-3 i ne dolazi do intermolekulskog slaganja molekula spojeva. 

 Kod spojeva KI73A i KI73B zagrijavanjem otopina spojeva dolazi do povećanja 

apsorbancije zračenja. Hlađenjem na početnih 25°C, spojevi pokazuju veću apsorbanciju 

zračenja u odnosu na početnu apsorbanciju zračenja. Otopina spoja KI73C je termički stabilna 

te zagrijavanje otopine spoja ne utječe na apsorbanciju zračenja. Povećanje temperature ne 

dovodi do povećanja apsorbancije zračenja kod spojeva BN73A i BN73B već samo do 

oblagog batokromnog pomaka apsorpcijskog maksimuma. Kod spoja BN73C prati se 

apsorpcija na dva maksimuma: na 340 i 508 nm. Pri 340 nm dolazi do stalnog porasta 

apsorpcije zračenja, dok na maksimumu pri 508 nm dolazi do stalnog pada apsorpcije i 

batokromnog pomaka maksimuma apsorpcije. 

 Spojevi KI73 serije imaju vrlo mali intenzitet fluorescentne emisije, no on se značajno 

povećavao dodatkom polinukleotida što je karakteristično za cijanine, osim kod dodatka poli 

dGdC – poli dGdC koji gasi intenzitet emisije otopine spoja. Povećanje intenziteta 

fluorescencije prilikom dodatka polinukleotida može se pripisati ukrućivanju strukture spoja 

prilikom vezanja na polinukleotid. Spojevi pokazuju najveći afinitet vezanja prema 

polinukleotidima poli dA – poli dT i poli dAdT – poli dAdT te se spojevi mogu koristiti kao 

potencijalno dobri senzori za te polinukleotide. Nešto manji afinitet vezanja pokazuju prema 

ct DNA. Afinitet vezanja na polinukleotid poli A – poli U nije visok te se može pretpostaviti 

kako spojevi preferiraju vezanje u mali utor DNA, a ne u utor RNA koji je širi i plići. 

Polinukleotid poli dGdC – poli dGdC kod svih spojeva KI73 serije gasi fluorescenciju, a 

promjene su vrlo male. 

 Spojevi BN73 serije imaju jednu razliku u strukturi u odnosu na KI73 seriju spojeva. 

Metilpiperazin kod KI73 serije spojeva zamijenjen je s fenilpiperazinom. Iako je promjena 
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relativno mala, dovodi do gašenja fluorescencije kod svih ispitivanih polinukleotida. 

Promjene su bile premale da bi se konstante stabilnosti mogle izračunati sa sigurnošću. 

Svi spojevi KI73 serije vežu se na dvolančane polinukleotide pri čemu ih stabiliziraju, 

tj. dobivaju se pozitivne vrijednosti ΔTm. Spojevi najviše stabiliziraju poli dA – poli dT i poli 

dAdT – poli dAdT polinukleotide,  a zatim ct DNA. Spojevi u puno manjoj mjeri pridonose 

stabilizaciji RNA. Za razliku od njih, spojevi BN73 serije ne pridonose stabilizaciji 

dvolančanih polinukleotida. Blagu stabilizaciju pokazuju u interakciji s polinukleotidom poli 

dA – poli dT. 

Nakon dodatka spojeva KI73A, KI73B, KI73C, BN73A, BN73B i BN73C dolazi do 

smanjenja ili povećanja CD signala dvolančanih polinukleotida u ultraljubičastom području (λ 

= 240-300 nm). Sami spojevi su akiralni i nisu CD aktivni, ali prilikom interakcije s 

dvolančanim polinukleotidima javlja se inducirani CD signal (ICD) u vidljivom području (λ = 

450-650 nm) koje odgovara apsorpcijskim vrpcama ispitivanih spojeva. Na polinukleotide 

poli dA – poli dT i poli dAdT – poli dAdT spojevi se vjerojatno vežu u male utore. Niti jedan 

spoj se ne veže u utor polinuleotida poli dGdC – poli dGdC, ali možda se s malim afinitetom 

vežu elektorstatski ili djelomično interkaliraju. Spojevi KI73A i KI73B vežu se slabo na 

RNA. Spoj KI73C veže se na RNA kao dimer u veliki utor polinukleotida. Spojevi BN73 

serije ne vežu se u utor RNA, već interkaliraju. 

Vizualizacija spojeva unutar živih humanih tumorskih stanica karcinoma vrata grlića 

maternice provedena je konfokalnom mikroskopijom. Vidljivo je da spojevi ulaze u stanicu i 

prilikom toga imaju jaki fluorescencijski signal te zbog toga mogu biti senzori za stanice. 

Ukoliko se u budućnosti pokaže da su spojevi i citotoksični, o njima se može razmišljati i kao 

o lijekovima. 
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA  

A - apsorpcija 

BN73A – (E)-3-metil-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)stiril)benzo[d]tiazol-3-il jodid 

BN73B – (E)-3,5-dimetil-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)stiril)benzo[d]tiazol-3-il jodid 

BN73C – (E)-5-bromo-3-metil-2-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)stiril)benzo[d]tiazol-3-il jodid 

c – molarna koncentracija 

CD – cirkularni dikroizam 

CO2 – ugljikov (IV) oksid 

ct DNA – deoksiribonukleinska kiselina iz timusa teleta 

DMSO – dimetil-sullfoksid 

DNA – deoksiribonukleinska kiselina 

HeLA – humane tumorske stanice karcinoma vrata grlića maternice 

ICD – inducirani cirkularni dikroizam 

Int. fluo. – intrinzička fluorescencija 

KI73A – (E)-3-metil-2-(4-(4-metilpiperazin-1-il)stiril)benzo[d]tiazol-3-il jodid 

KI73B – (E)-3,5-dimetil-2-(4-(4-metilpiperazin-1-il)stiril)benzo[d]tiazol-3-il jodid 

KI73C – (E)-5-bromo-3-metil-2-(4-(4-metilpiperazin-1-il)stiril)benzo[d]tiazol-3-il jodid 

Ks – konstanta stabilnosti 

n – omjer koncentracije vezanog spoja i koncentracije polinukleotida 

Na-kakodilat – C2H6AsNaO2 · 3H2O 

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

poli dA – poli dT – dvostruka uzvojnica homopolimera deoksiadenilata i deoksitimidilata 

poli dAdT – poli dAdT – dvostruka uzvojnica heteropolimera alternirajućih deoksiadenilata i 

deoksitimidilata 

poli dGdC – poli dGdC − dvostruka uzvojnica heteropolimera alternirajućih deoksigvanilata i 

deoksicitidilata  

RNA – ribonukleinska kiselina 

Tm – temperatura mekšanja 

UV/Vis spektroskopija – ultraljubičasta i vidljiva spektroskopija 
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§ 8. DODATAK 
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Slika D 1. lijevo: UV/Vis spektar spoja KI73B u koncentracijskom rasponu 6,95 x 10-6 – 2,15 
x 10-5 mol dm-3 pri pH 5,00 , u kakodilatnom puferu c= 0,05 mol dm-3; desno: ovisnost 

apsorbancije spoja KI73B o koncentraciji pri 442 nm 
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Slika D 2. lijevo: UV/Vis spektar spoja KI73C u koncentracijskom rasponu 6,95 x 10-6 – 1,96 
x 10-5 mol dm-3 pri pH 5,00 , u kakodilatnom puferu c= 0,05 mol dm-3; desno: ovisnost 

apsorbancije spoja KI73C o koncentraciji pri 458 nm 
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Slika D 3. lijevo: UV/Vis spektar spoja BN73A u koncentracijskom rasponu 4,98 x 10-6 – 
1,38 x 10-5 mol dm-3 pri pH 7,08 , u kakodilatnom puferu c= 0,05 mol dm-3; desno: ovisnost 

apsorbancije spoja BN73A o koncentraciji pri 456 nm 
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Slika D 4. lijevo: UV/Vis spektar spoja BN73B u koncentracijskom rasponu 4,98 x 10-6 – 
1,38 x 10-5 mol dm-3 pri pH 7,08 , u kakodilatnom puferu c= 0,05 mol dm-3; desno: ovisnost 

apsorbancije spoja BN73B o koncentraciji pri 480 nm 
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Slika D 5. lijevo: UV/Vis spektar spoja BN73C u koncentracijskom rasponu 4,98 x 10-6 – 
1,38 x 10-5 mol dm-3 pri pH 7,08 , u kakodilatnom puferu c= 0,05 mol dm-3; desno: ovisnost 

apsorbancije spoja BN73C o koncentraciji pri 508 nm 
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Slika D 6. Prikaz UV/Vis spektra spoja KI73B (lijevo) koncentracije 1,96 x 10-5 mol dm-3 i 
spoja BN73A (desno) koncentracije 1,4 x 10-5 mol dm-3 o temperature pri pH 5,00, tj. pH 

7,08, u kakodilatnom puferu, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 7. Prikaz UV/Vis spektra spoja BN73B (lijevo) koncentracije 1,4 x 10-5 mol dm-3 i 
spoja BN73C (desno) koncentracije 1,4 x 10-5 mol dm-3 o temperature pri. pH 7,08, u 

kakodilatnom puferu, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 8. Krivulje taljenja CT DNA dodavanjem KI73B (lijevo) i KI73C (desno), c (DNA) = 
2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, pH = 

5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 9. Krivulje taljenja CT DNA dodavanjem BN73A (lijevo) i BN73B (desno), c (DNA) 
= 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, pH = 

7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 10. lijevo: krivulje taljenja CT DNA dodavanjem BN73C (lijevo), c (DNA) = 2 x 10-5 
mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, pH = 7,08, Na – 

kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3; desno: krivulje taljenja poli A – poli U dodavanjem 
KI73A, c (RNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u 

grafičkoj legend, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 11. Krivulje taljenja poli A – poli U dodavanjem KI73C (lijevo) i BN73A (desno), c 
(RNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, 

pH = 5,00, tj. pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 12. Krivulje taljenja poli A – poli U dodavanjem BN73B (lijevo) i BN73C (desno), c 
(RNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, 

pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 13. Krivulje taljenja poli dA – poli dT dodavanjem KI73A (lijevo) i KI73B (desno), c 
(DNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, 

pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 14. Krivulje taljenja poli dA – poli dT dodavanjem BN73A (lijevo) i BN73B (desno), 
c (DNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj 

legend, pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 15. lijevo: krivulje taljenja poli dA – poli dT dodavanjem BN73C (lijevo), c (DNA) = 
2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u grafičkoj legend, pH = 
7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3; desno: krivulje taljenja poli dAdT – poli 

dAdT dodavanjem KI73A, c (DNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] 
označeni su u grafičkoj legend, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 16. Krivulje taljenja poli dAdT – poli dAdT dodavanjem KI73C (lijevo) i KI73C 
(desno), c (DNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u 

grafičkoj legend, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 17. Krivulje taljenja poli dAdT – poli dAdT dodavanjem BN73A (lijevo) i BN73C 
(desno), c (DNA) = 2 x 10-5 mol dm-3, omjeri r = [spoj] / [polinukleotid] označeni su u 

grafičkoj legend, pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 

450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725

0

50

100

150

200
KI73b + ct DNA  c1

 c2

 c3

 c4

 c5

 c6

 c7

 c8

 c9

 c10

 c11

 c12

 c13

In
t.

 f
lu

o
. 

(a
rb

. 
u

)

 / nm

 

500 550 600 650 700

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900
In

t.
 f
lu

o
. 
(a

rb
. 
u

)

 / nm

KI73c + ct DNA

 

Slika D 18. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73B (lijevo) i KI73C (desno) s 
polinukleotidnom CT DNA, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 19. Fluorimetrijske titracije spojeva BN73A (lijevo) i BN73B (desno) s 
polinukleotidnom CT DNA, pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 20. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73A (lijevo) i KI73B (desno) s 
polinukleotidnom poli A – poli U, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 21. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73C (lijevo) i BN73A (desno) s 
polinukleotidnom poli A – poli U, pH = 5,00, tj. pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 

mol dm-3 
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Slika D 22. Fluorimetrijske titracije spojeva BN73B (lijevo) i BN73C (desno) s 
polinukleotidnom poli A – poli U, pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 23. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73A (lijevo) i KI73B (desno) s 
polinukleotidnom poli dAdT – poli dAdT, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol 

dm-3 
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Slika D 24. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73C (lijevo) i BN73A (desno) s 
polinukleotidnom poli dAdT – poli dAdT, pH = 5,00, tj. pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I 

= 0,05 mol dm-3 
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Slika D 25. Fluorimetrijske titracije spojeva BN73B (lijevo) i BN73C (desno) s 
polinukleotidnom poli dAdT – poli dAdT, pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol 

dm-3 
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Slika D 26. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73A (lijevo) i KI73B (desno) s 
polinukleotidnom poli dGdC – poli dGdC, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol 

dm-3 
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Slika D 27. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73C (lijevo) i BN73A (desno) s 
polinukleotidnom poli dGdC – poli dGdC, pH = 5,00, tj. pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I 

= 0,05 mol dm-3 
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Slika D 28. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73A (lijevo) i KI73B (desno) s 
polinukleotidnom poli dA – poli dT, pH = 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 29. Fluorimetrijske titracije spojeva KI73C s polinukleotidnom poli dA – poli dT, pH 
= 5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3 
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Slika D 30. CD titracija CT DNA (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima KI73A (lijevo) i 
KI73B (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 5,00, Na – 

kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 

250 300 350 400 450 500 550 600 650

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5 KI73c +ct DNA

 / nm

C
D

 [
m

d
e

g
]

 DNA

 r=0.1

 r=0.3

 r=0.5

 r=0.7

 

300 400 500 600

-2

0

2

BN73b + CT DNA

 / nm

C
D

 [
m

d
e

g
]

 DNA

 r=0.1

 r=0.3

 r=0.5

 r=0.7

 

Slika D 31. CD titracija CT DNA (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima KI73C (lijevo) i 
BN73A (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 5,00, tj. pH 

= 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 32. CD titracija CT DNA (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojem BN73C (lijevo) i CD 
titracija poli A – poli U sa spojem BN73C (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / 

[polinukleotid] (pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 33. CD titracija poli A – poli U (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima KI73A (lijevo) i 
KI73B (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 5,00, Na – 

kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 34. CD titracija poli A – poli U (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima BN73A (lijevo) i 
BN73B (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 7,08, Na – 

kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 35. CD titracija poli dAdT – poli dAdT (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima KI73A 
(lijevo) i KI73B (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 

5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 36. CD titracija poli dAdT – poli dAdT (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima BN73A 
(lijevo) i BN73C (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 

7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 37. CD titracija poli dA – poli dT (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima KI73A (lijevo) 
i KI73B (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 5,00, Na – 

kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 38. CD titracija poli dA – poli dT (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima KI73C (lijevo) 
i BN73A (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 5,00, tj. pH 

= 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 39. CD titracija poli dA – poli dT (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima BN73B 
(lijevo) i BN73C (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 

7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 40. CD titracija poli dGdC – poli dGdC (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima KI73A 
(lijevo) i KI73B (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 

5,00, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 41. CD titracija poli dGdC – poli dGdC (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojevima KI73C 
(lijevo) i BN73A (desno), različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 

5,00, tj. pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm-3) 
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Slika D 42. CD titracija poli dGdC – poli dGdC (c = 2 x 10-5 mol dm-3) sa spojem BN73C, 
različitim molarnim omjerima r = [spoj] / [polinukleotid] (pH = 7,08, Na – kakodilatni pufer, I 

= 0,05 mol dm-3) 
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