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Uvodenje klora kao substituenta na cijaninski kromofor dobro poznatih cijaninskih boja TOTO i
YOYO, koje se koriste za bojanje i vizualizaciju DNA, rezultirao je znaCajnim promjenama u
molekulskom prepoznavanju razli¢itih DNA i RNA u usporedbi s ishodnim bojama, a isto tako i u
odnosu na odgovaraju¢e monomere 6-CI-TO-1 i 6-CI-YO-1.

Istrazivani novi spojevi tvore nekovalentne komplekse s dvolancanim DNA/RNA, vrlo visoke
stabilnosti, Ks> 107 dm® mol™', s malim razlikama u konstantama stabilnosti reakcije vezanja izmedu
razli¢itih sljedova DNA/RNA. Spoj 6-CI-YOYO-1 je pokazao specificno fluorimetrijsko
prepoznavanje ds-RNA karakteristicnom emisijom na 570 nm, koja se ne pojavljuje dodatkom bilo
koje ds-DNA. Navedena specifi¢na emisija (570 nm) pripisuje se svojstvu agregacije 6-Cl-YOYO-1
boje, te stoga nije prisutna kod analogne boje 6-CI-TOTO-1. 6-CI-TOTO-1 je za razliku od YO
analoga, pokazao vrpcu induciranog cirkularnog dikroizma (ICD) pri 520 nm samo prilikom vezanja
na alterniraju¢e DNA sekvence (GC-GC i AT-AT), §to nije primijeceno prilikom vezanja na homo-
DNA i homo-RNA. Takav obrazac prepoznavanja pripisuje se strukturnim razlikama izmedu
polinukleotida, gdje samo alternirajuée DNA imaju tipi¢nu B-helikalnu strukturu. Dakle, oba
klorirana analoga istrazivanih boja pokazuju nova svojstva molekulskog prepoznavanja u odnosu na
ishodne TOTO i YOYO, koje u kombinaciji sa zanemarivom citotoksi¢nos¢u otvaraju potencijal za
razvoj novih boja za biokemijske i biomedicinske aplikacije.
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Introduction of chloro-substituent at cyanine chromophore of well-known DNA stains TOTO and
YOYO resulted in a significant difference of DNA and RNA recognition with respect to parent
compounds (TOTO; YOYO), as well as in respect to corresponding monomers (6-CI-TO-1 and 6-Cl-
YO-1). Studied novel compounds form non-covalent complexes with ds-DNA/RNA which exhibited
high stability K;> 107 dm® mol™', with minor differences in binding constants between various DNA
and RNA. 6-CI-YOYO-1 revealed specific fluorimetric recognition of ds-RNA in comparison to ds-
DNA by the fluorimetric response at 570 nm, which was attributed to particular aggregation property
of the dye, not present in corresponding 6-CI-TOTO-1 analogue. The 6-CI-TOTO-1, unlike YO-
analogue, showed ICD band at 520 nm only upon binding to alternating DNA sequences (both, GC-
GC and AT-AT), which was not observed for homo-DNA and homo-RNA. Such recognition pattern
was attributed to structural differences between polynucleotides, whereby only alternating-DNAs have
a typical B-helical structure in which 6-CI-TOTO-1 molecule could insert to give particular ICD band
at 520 nm. Thus, both Cl-analogues showed intriguing novel recognition properties in comparison to
parent TOTO and YOYO, which combined with negligible cytotoxicity offer potential for
development of novel dyes for biochemical and biomedical applications.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Specificna detekcija sekvenci dvolancanih DNA/RNA molekulskim prepoznavanjem je
postala vrlo vrijedan dijagnostic¢ki alat u molekularnoj biologiji i medicini.! Fluorescentne
probe su jedne od najkoriStenijih metoda za prepoznavanje i detekciju interakcija malih
molekula s DNA i RNA.? Nekovalentno prepoznavanje DNA/RNA moze ukljucivati nekoliko

nadina vezanja i njihovih kombinacija.>*

U ovom radu je istrazivano i dizajnirano nekoliko klasa malih molekula, cijaninskih boja,
derivata tiazol narancaste (TO) 1 oksazol zute (YO) boje te njihovih homodimera (TOTO i
YOYO) koje prepoznaju DNA/RNA na razli¢ite nacine: kao kombinacija vezanja vodikovim
vezama, agregacije boja unutar DNA/RNA veznih mjesta te promjenom naina vezanja

ovisno o razlikama u DNA i RNA.>¢7

Detaljne kvantnomehani¢ke i spektroskopske studije® osnovnog kromofora TO
pokazale su da se malim promjenama u strukturi ili okruzenju kromofora prilikom interakcije
s DNA moze snazno utjecati na fluorescencijski odziv. Ta istrazivanja potaknula su interes u
istrazivanjima interakcija cijaninskih boja, za koje je uo€eno da pokazuju neobi¢no kineticko
prepoznavanje AT-DNA sekvenci’ kombinirano sa specifi¢nom i netoksi¢nom akumulacijom
u mitohondrijima'® te simultano prepoznavanje jednolan¢anih i dvolan¢anih DNA/RNA.!
Primjerice za komercijalno dostupne i istrazivane homodimere cijaninskih boje TO 1 YO,
naziva TOTO 1 YOYO pokazano je znacajno poboljSanje bojanja DNA/RNA te se ti

fluorofori vrlo &esto koriste za vizualizaciju DNA i RNA in vitro i in vivo.'*!3

Cijaninske boje pokazuju i sklonost agregiranju u vodenim medijima zbog svoje
polarizabilnosti i hidrofobnosti,'* tvoreé¢i ovisno o nacinu slaganja molekula J-tip ili H-tip
agregata. Za nesupstituirane cijaninske boje najpovoljnije je stvaranje H-tipa agregata zbog
stvaranja maksimalnog broja van der Waalsovih veza dok se za supstituirane boje promovira
stvaranje J-tipa agregata zbog sterickih ili elektrostatskih smetnji uzrokovanih

supstituentima.'*

Tijekom godina sintetizirani su mnogi derivati supstituiranih cijaninskih boja TO i1 YO, ili

kao hetero-boje (TO-PRO, BO-TO, itd.) ili kao homodimeri koji se razlikuju po razli¢itim

Andrea RoZman Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 2

supstituentima na TO i YO kromoforima.'®> Primjerice, detaljna studija YOYO i njegovih
bliskih analoga je otkrila da su spektroskopska svojstva (fluorescencija) ovisna o
kompleksnim strukturnim svojstvima kromofora (YQO), njegovim intermolekulskim

svojstvima agregiranja te utjecajima okoline kao $to je otapalo ili DNA/RNA vezna mjesta.'

U ovom radu su istraZivani kloro supstituirani derivati komercijalno dostupnih boja
TO i YO te njihovih homodimera: 6-C1-TO-1, 6-CI-YO-1, 6-CI-TOTO-1 i 6-CI-YOYO-1.
Odabir tih spojeva napravljen je iz sljedecih razloga: TO i YO kromofori su dovoljno razli¢iti
(oksazolni kromofor sadrzi atom kisika dok tiazolni sadrzi sumpor), supstitucija vodika na
poziciji 6 halogenom (-Cl) unosi stericku i elektronegativnu komponentu koja moze imati
drasti¢an utjecaj na spektroskopska i termodinamicka svojstva ispitivanih spojeva u usporedbi
s TO 1 YO te TOTO i YOYO, a kako je klorov atom vrlo lako supstitucijom zamijeniti
drugim supstituentima, otvara se, u slucaju zanimljivih svojstava mogucénost za sintezu niza

bliskih analoga i njihovo daljnje istrazivanje.

Cilj ovog rada je istraziti svojstava novih molekula (6-CI-TOTO-1 i1 6-CI-YOYO-1) i
njihove sposobnosti prepoznavanja/razlikovanja izmedu najces¢ih sekundarnih struktura
dvolan¢anih DNA i RNA primjenom niza spektroskopskih metoda: UV/Vis apsorpcijskom i
fluorescencijskom spektroskopijom te spektroskopijom cirkularnog dikroizma. Zbog toga je
izabran niz sintetskih polinukleotida sa znaCajnom razlikom u primarnoj i sekundarnoj
strukturi. Polinukleotid poli dAdT- poli dAdT karakterizira tipi¢na B-helikalna struktura koja
je pogodna za vezanje malih molekula, dok je poli dGdC-poli dGdC takoder tipi¢na B-
helikalna struktura, ali s malim utorom koji je stericki zaklonjen s alterniraju¢im amino
skupinama gvanina. Poli rA-poli rU je karakteriziran A-helikalnom strukturom s uskim i
dubokim velikim utorom, koji je prikladno vezno mjesto za vezanje malih molekula. DNA
teleCeg timusa (calf thymus, ct-DNA) je karakterizirana B-helikalnom strukturom s 48%
parova baza GC i moze sluziti za usporedbu izmedu AT- i GC-DNA. Nadalje, istrazivani
spojevi (bliski analozi TOTO 1 YOYO s utjecajem elektronegativnog i1 sterickog kloro-
supstituenta) mogu interkalirati i eventualno bisinterkalirati u DNA/RNA, pa je ocekivan
ishod interakcije interkalacija, vezanje u mali ili veliki utor DNA/RNA i razlike u odzivima
prema razli¢itim sekundarnim strukturama DNA/RNA.

Nadalje, uz navedene 6-CI-TOTO-1 1 6-ClI-YOYO-1 istrazivani su 1 njihovi

monomeri (6-CI-TO-1 i1 6-CI-YO-1) nizom metoda, koje uklju¢uju ne samo konvencionalne 1

Andrea RoZman Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 3

siroko koristene spektroskopske metode koje su esencijalne za evaluaciju mnogih
biokemijskih i bioloskih aplikacija (fluorescencija, cirkularni dikroizam, UV/Vis), ve¢ i
morfoloSke metode (viskoznost, DLS). Dodatno u ovom radu je primijenjeno nekoliko
termoanalitickih metoda: uhodana temperaturna denaturacija ds-DNA/RNA s 1 bez ispitivanih
spojeva te izotermna titracijska kalorimetrija (ITC), kojom je mogucée direktno mjeriti toplinu

koja se izmjenjuje prilikom interakcije malih molekula s DNA/RNA.

Andrea RoZman Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Nukleinske kiseline

Nukleinske kiseline su linearni polimeri sastavljeni od monomernih jedinica koje se
nazivaju nukleotidi. Nukleotidi su gradeni od dusi¢ne heterociklicne baze, Secera pentoze te
fosfatnog ostatka.'® Ovisno o nukleotidima te S$efera pentoze razlikujemo

deoksiribonukleinsku 1 ribonukleinsku kiselinu.

Dusicne baze su planarne aromatske molekule koje dijelimo na monociklicke
pirimidine (citozin, timin i uracil) ili bicikli¢cne purine (adenin i gvanin). Adenin, gvanin,
timin 1 citozin grade deoksiribonukleinsku kiselinu, a uracil uz adenin, gvanin i citozin su

sastavne jedinice ribonukleinske kiseline (slika 1).

Purinske baze Pirimidinske baze
NH O NH, 0 O
N S N
¢ f\N & NH | XN NH | NH
N N/) N NV[\NH /& | /& N/K
H H 2 "N” 0 N"o N ©
H H
Adenin (A) Gvanin (G) Citozin (C) Timin (T) Uracil (U)
Slika 1: Molekulske strukture purinskih i pirimidinskih baza

Dusic¢na baza vezana sa Secerom ¢ini nukleozid, dok se nukleotid sastoji od Secera za
koji su vezane fosfatna skupina i dusiéne baze. Secer moze biti D-riboza (kod ribonukleinske
kiseline) ili D-deoksiriboza (kod deoksiribonukleinske kiseline). Fosfat je fosfoesterskom
vezom spojen s 5'-ugljikom u Seceru, dok je baza vezana za 1'-ugljik. Ti nukleotidi povezani

sa fosfatom ¢ine linearni polimer, a primarna struktura odredena im je rasporedom baza.'®
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(2) (b)

Slika 2: Deoksiriboza (a) i riboza (b)

Svojstvo purinskih i pirimidinskih baza je da su one slabo bazi¢ne pa tako adenin,
citozin i gvanin su u protoniranom stanju samo ako je pH manji od 4, dok su amidne NH
grupe u gvaninu, timinu i uracilu deprotonirane pri pH iznad 9. Fosfati su u neutralnom pH

ionizirane i postoje kao anioni, time ¢ine¢i DNA ili RNA polianionskom molekulom.

Purinske i pirimidinske baze su medusobno komplementarne te mogu tvoriti parove
baza povezane vodikovim vezama. Kod deoksiribonukleinske kiseline ti parovi baza su
adenin-timin (AT) te gvanin-citozin (GC). Adenin-timin je medusobno povezan s dvije

vodikove veze dok je gvanin-citozin povezan trima vodikovim vezama (slika 3).!”

Slika 3: Prikaz AT i GC komplementarnih parova baza

Komplementarnost purinskih 1 pirimidinskih baza te moguénost stvaranja medusobnih
veza omogucuje uvijanje dva komplementarna polinukleotidna lanca u dvostruku uzvojnicu.
Nadalje, brojnost AT i GC parova baza u DNA uzvojnici odreduje stabilnost dvostrukog
lanca. Generalno lanac s vise GC parova baza je stabilniji od onog gdje je brojnost AT parova

baza veca. To svojstvo se moze direktno povezati s brojem vodikovih veza koje tvore
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komplementarni parovi baza, pa tako kompleks gvanin-citozin sa svoje tri vodikove veze

direktno utjede na povecanje stabilnosti dvostruke uzvojnice. '*

Dvostruka uzvojnica DNA se sastoji od dva antiparalelna polinukleotidna lanca koji se
uvijaju jedan oko drugog i oko zajednicke osi. Fosfatna okosnica se nalazi s vanjske strane
uzvojnice, zajedno sa Secerima, dok unutrasnjost ¢ine duSicne baze. Unutrasnjost dvostruke
uzvojnice je nepolarna zbog dusi¢nih baza, dok je okosnica koju ¢ine Seceri i1 fosfatne skupine

polarne, izrazito negativno nabijena i izlozena je okolnom vodenom mediju.

Svaku dvostruku uzvojnicu DNA karakterizira postojanje velikog i malog utora koji
su posljedica uvijanja anti-paralelnih polinukleotidnih lanaca. Veliki i mali utor nisu jednakih
dimenzija. U malom utoru DNA se nalazi O2 atom iz pirimidinske baze te N3 atom iz

purinske baze. U velikom utoru se nalaze hetero atomi suprotne strane para te metilna skupina

iz timina."”
AT Veliki utor GC Mali utor
‘ \
. ; ' N g
7
s 'N s NH, O  CH, g N5 60 HN |
6 - 5 9 1 B
9 N NH 6
= N HN 5 4 3
N 1 ’ “2 N1 (’:::‘ ; 2 N
, 3 2 o NH, o
»
¢ ¥
Mali utor o
Veliki utor
Slika 4: Prikaz velikog i malog utora kojeg ¢ine parovi baza AT i GC

Dvolanc¢ane DNA u prirodi mogu postojati u izrazito velikom broju konformacija, od kojih su
najpoznatije A- i B-DNA. Rijetka, ali zanimljiva je i lijeva uzvojnica (Z-DNA). Shematski

prikaz tih struktura je prikazan na slici 5.
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a) b) ©)

Slika S: Strukture a) B-DNA,”’ b) A-DNA?! i ¢) Z-DNA?*

Helikalna struktura dvostruke uzvojnice direktno ovisi o prisutnosti vode i niza drugih
faktora (kationi, itd). Tako na primjer, ds-DNA je pri niskoj relativnoj vlazi u A-konformaciji
desne uzvojnice, koju karakterizira 11 parova baza po zavoju. Baze leZe na udaljenosti 4,4 A

od osi dvostruke uzvojnice i nagnute su 20° sto omogucuje slaganje (engl. stacking).

Pri visokoj relativnoj vlazi (oko 95% relativne vlaznosti, RV) dvostruka uzvojnica
deoksiribonukleinske kiseline se nalazi u B-formi, koju karakterizira 10 parova baza po
zavoju 1 vrlo mala zakrenutost baza (—6°) u odnosu na os dvostruke uzvojnice. U ovoj
konfiguraciji mali i veliki utor su sliéne dubine jer se parovi baza nalaze tocno na osi

uzvojnice.

Z-DNA se drasticno razlikuje od A- i B-DNA. Karakterizira ju lijeva zavojnica te
karakteristi€na cik-cak struktura fosfodiesterske okosnice. Ova konformacija DNA je vrlo
rijetka i pojavljuje se samo u procesu transkripcije. Svojstva razli¢itth DNA su navedena u

tablici 1.

Andrea RoZman Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 8

Tablica 1: Usporedba struktura DNA?

Tip heliksa

A B Z
Opcenite dimenzije Kratka i Siroka Duzaiuza Duza i uska
Rotacija heliksa Desna Desna Lijeva
Pozicija osi heliksa Veliki utor Kroz parove baza Mali utor

Dimenzije velikog utora  Ekstremno uzak, vrlo dubok  Sirok, srednje dubine  Spljosten na povrsini heliksa

Dimenzije malog utora  Vrlo Sirok, plitak Uzak, srednje dubine  Jako uzak, vrlo dubok

Ribonukleinska kiselina za razliku od deoksiribonukleinske kiseline u bioloskim
sustavima postoji kao jednolancana uzvojnica. Ribonukleinska kiselina u prirodi nema
komplementarni lanac s kojim bi mogla tvoriti dvostruku uzvojnicu, no u odredenim
domenama, komplementarni kratki lanci mogu biti asocirani na RNA, ili kako je prikazano na

slici 6, sama RNA moze tvoriti domenu u kojoj tvori dvostruku uzvojnicu.

Kod RNA, parove baza mogu ¢initi A-U, a sposobne su tvoriti dvije vodikove veze.?*

Slika 6: Struktura fenil-alaninske t-RNA izolirane iz kvasca?’

Jo$ od otkri¢a nukleinskih kiselina 1968. godine od strane Friedricha Mieshera®® te
opisivanja strukture nukleinskih kiselina od strane Francisa Cricka i Jamesa Watsona 1953.
godine, interakcije polinukleotida s proteinima, peptidima i malim molekulama izazivaju

pozornost istrazivaca diljem svijeta.
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Otkri¢cem strukture DNA, koja je sastavljena od dva polinukleotidna lanca uvijena u

dvostruku uzvojnicu, te njihovo odvajanje u procesu transkripcije genetickih podataka

pohranjenih u genetskom kodu tj. redoslijedu nukleotida u lancu, izazvao je daljnja

istrazivanja u vidu stabilnosti dvostruke uzvojnice, veza izmedu parova baza te energije koja

je potrebna kako bi se lanci odvojili. Kako su polinukleotidi dobiveni prirodnim putem vrlo

heterogeni u vidu duljine polinukleotidnih lanaca, njihova karakterizacija predstavlja vrlo

velik izazov. Stoga su se istraZivanja okrenula prema sintetskim polinukleotidima ujednacene

duljine lanaca.

Morfoloska svojstva tj. dimenzije utora za izabrane sintetske polinukleotide sumirane

su u tablici 2.

Tablica2:  Dimenzije malog i velikog utora?’

Sirina utora / A

Dubina utora / A

Struktura veliki Mali veliki mali
poli dAdT-poli dAdT 11,2 6,3 8,5 7,5
poli dA-poli dT 11,4 33 7,5 7,9
poli dGdC-poli dGdC 13,5 9,5 10,0 7,2
B-DNA? 11,7 5,7 8,5 7,5
2ct-DNA
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3.1. Interakcije malih molekula s polinukleotidima

U posljednjih dvadesetak godina se intenzivno proucavaju interakcije malih molekula
s DNA i RNA, upravo zbog njihove uloge u zivim stanicama. Naime, poznavanje
mehanizama interakcija malih molekula s DNA 1 RNA jest klju¢no kako bi se mogli objasniti
uzroci nastanka bolesti, strukturne znacajke DNA, ali i odgonetnuti okidac u nastanku raka te

tako do¢i do spoznaja o mehanizmima djelovanja antitumorskih, ali 1 antivirusnih lijekova.

Nukleinske kiseline u zivim organizmima sudjeluju u stani¢nim procesima kao $to su

dioba stanica (replikacija DNA) te sinteza proteina (transkripcija i translatacija).

Prema dostupnoj literaturi veliki broj lijekova ulazi u interakciju s DNA. Ti lijekovi
pokazuju svoje bioloSko djelovanje inhibiraju¢i gensku transkripciju ili inhibiraju DNA
replikaciju. Primjer takvog djelovanja je aktinomicin D koji selektivno inhibira RNA sintezu.
Usprkos mnostvu kemo-terapeutika koji se trenuta¢no nalaze u klinickim ispitivanjima, cilj
istrazivanja je pronaci lijekove koji su selektivni prema tumorskim stanicama. lako su
antitumorski lijekovi od velikog znaCaja za modernu medicinu, neki lijekovi iz drugih
terapeutskih podrucja, kao $to su antibiotici 1 antivirusni lijekovi, takoder ulaze u interakcije s

DNA/RNA.

Mehanizam djelovanja, mjesto djelovanja, nacin te specificnost prema odredenim

sljedovima baza je odlucujuée u dizajniranju novih lijekova.

Vazno je napomenuti da uz male molekule, u interakciju s DNA/RNA mogu u¢i i

makromolekule (polipeptidi, proteini, oligonukleotidi itd.) metali i metalni kompleksi.

Male molekule mogu u¢i u interakciju s DNA na sljede¢e nacine: kroz kontrolu
transkripcije, formiraju¢éi DNA/RNA hibride ili kroz direktno vezanje malih molekula na

DNA/RNA.

U kontroli transkripcije mala molekula se ne veze direktno na molekulu DNA, nego
ulazi u interakciju s proteinom koji se veze na DNA molekulu te tako mijenja funkciju
transkripcije.?®?**° U slucajevima formiranja DNA/RNA hibrida mala molekula se veZe s
ribonukleinskom kiselinom, nakon cega se nastali kompleks veze s DNA, te nastali hibrid

DNA-RNA ometa proces transkripcije.’'*22* Kod direktnog vezanja na DNA, male molekule
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se vezu na dvostruku uzvojnicu DNA. Interakcije mogu biti kovalentne (alkiliraju¢i agensi, i
sl.) ili nekovalentne: elektrostatske interakcije, vezanje u utore ili interkaliranje izmedu

parova baza.

3.1.1. Nepovratne interakcije

Nepovratne interakcije malih molekula s DNA/RNA, kao S§to im naziv govori,
uzrokuju nepovratnu Stetu DNA/RNA stvaranjem kovalentnih veza s polinukleotidima ili
uzrokuju cijepanje polinukleotidnog lanca. U nepovratnim reakcijama sudjeluju dva osnovna

tipa spojeva: alkilirajuéi agensi te sredstva za cijepanje DNA.*

3.1.2. Alkilirajuci agensi

Alkiliraju¢i agensi se mogu definirati kao reaktivna klasa spojeva koja se kovalentno
veze na kemijske grupe koje se nalaze u nukleinskim kiselinama, kao Sto su fosfati, amino
grupe, sulfohidrilne, hidroksilne i imidazolne grupe, unoseci velike promjene u DNA/RNA.
Alkilirajuéi agensi su bili prva klasa antitumorskih lijekova, te unato¢ opasnostima koje nose,
lijekovi prvog izbora u lijeCenju tumora. To su jaki elektrofilni spojevi koji kemijski reagiraju
s nukleofilnim grupama nukleinskih kiselina i tvore kovalentne veze. Nastali adukti

nukleinske kiseline i alkilirajuéeg agensa su nepovratni inhibitori transkripcije i translatacije.

Reakcija nukleofilne supstitucije na DNA bazama se deSava Sx1 1 Sn2 mehanizmima.
SN2 mehanizam se odvija u jednom koraku, te nukleofil 1 supstrat sudjeluju u odvijanju
reakcije te odreduju brzinu reakcije. Brzina reakcije je ovisna o koncentraciji supstrata i
nukleofila. Sx1 mehanizam opisuje reakciju koja se odvija u vise koraka koji ukljucuju
nukleofilnu supstituciju, a brzina reakcije je uvjetovana raspadom jedno-molekulskog sustava.
Najreaktivnija mjesta u nukleinskim kiselinama su ona koja su istovremeno nukleofilna te se
nalaze u utorima i izloZeni su okolnom mediju. Primjerice N7 atom gvanina ili N3 atom
adenina su mjesta gdje se mogu odvijati spomenute reakcije, jer su nukleofilni i nalaze se u

utoru. Jednostavni nukleofili kao $to su etilenamini 1 metilni sulfonati se vezu Sn2

mehanizmom, dok se slozeniji nukleofili kao §to su dusSikovi ili sumporovi mustardi

vezu Sn1 mehanizmom.
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Slika 7: Nukleofilnost adenina N3 atom i gvanina N7 atom koji su izloZeni
okolnom mediju u utorima DNA dupleksa

3.1.3. Mustardi

Mehanizam djelovanja mustarda pocinje formiranjem elektrofilnog aziridijskog iona
istiskivanjem kloridnog iona. Aziridin se tada lagano veze s nukleofilnim DNA bazama a
reakcija se moze odviti u jo$ jednom koraku, te se na taj nac¢in mogu povezati dvije uzvojnice

DNA. PredloZeni mehanizam je prikazan na slici 8.
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Slika 8: Mehanizam vezanja mustarda na nukleinske kiseline, mehanizam Sx1

Primjer alkiliraju¢e molekule iz skupine dusikovih mustarda je klorambucil, koji se koristi u

terapiji lijecenja tumora (slika 9).
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Slika 9: Struktura klorambucila

3.1.4. Metilsulfonati

Metilsulfonati alkiliraju gvanin na N7 poziciji. Oni ne ¢ine inter lanCane mostove, ve¢
rade intra lanfane poveznice. Primjer metilsulfonatnog bis-funkcionalnog antitumorskog

lijeka je busulfan (slika 10).

(0]
(0]
Mengo\/\/\ofg‘ Me

Slika 10: Struktura busulfana

3.1.5. Kompleksi platine

Cisplatin i karboplatin su tipi¢ni primjeri kompleksa platine koji se koriste kao
antitumorski lijekovi u terapiji raka testisa 1 jajnika. Cisplatin i karboplatin rade ¢vrste veze
izmedu platine 1 duSika iz adeninskih i gvaninskih baza. Cis-konfiguracija cisplatina pogoduje
stvaranju intra lanc¢anih veze, €ija je posljedica odvijanje heliksa, koje sprecava transkripciju

DNA te uzrokuje stani¢nu smrt.

Za razliku od cisplatina, njegov stereoizomer trans-platin nije aktivan antitumorski
lijek. Zbog svoje konfiguracije on ne moze stvarati intra-lancane veze, ve¢ povezuje dvije
pojedinacne uzvojnice, $to staniéni mehanizam lako moZe popraviti, te posljedi¢no,

transkripcija nije sprijecena.*

Strukture cisplatina 1 karboplatina su prikazane na slici 11 dok je kompleks cisplatina

s DNA prikazan na slici 12.
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Slika 11: Strukture cisplatina(lijevo) i karboplatina (desno)

Slika 12: Trodimenzionalni prikaz strukture cisplatina s DNA; prikazana je
kovalentna veza s N7 atomom gvanina’®
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3.1.6. Sredstva za cijepanje DNA

Cijepanje DNA se redovno deSava u bioloskim sustavima. Primjerice topoizomeraza
cijepa DNA lance ukoliko je doslo do pogresnog repliciranja DNA, a transkripcija 1 ostale
stani¢ne transakcije se deSavaju upravo zbog moguénosti da se DNA pocijepa.’’
Endonukleaze, primjerice, ¢uvaju stanice od stranih DNA kod virusnih infekcija,*® ili kod

uni§tavanja DNA tijekom apoptoze stanice.®
Opcenito, postoje tri nacina na koji se DNA cijepa:
1) cijepanje DNA hidrolizom
2) fotokemijsko cijepanje DNA

3) oksidativno cijepanje DNA

Cijepanje DNA hidrolizom

Hidroliticko cijepanje DNA nastaje cijepanjem fosfo-diesterskih veza Sto generira
fragmente DNA u prisutnosti vode. Hidroliza je omogucena samo u prisutnosti metalnih iona
koji u ovom slucaju djeluju kao Lewisove kiseline. Metalni ioni aktiviraju fosfatne grupe
¢ine¢i ih podloznima nukleofilnom napadu, aktiviraju¢i vodu ili hidroksilne ione kao

nukleofile ili povecavajuéi izlaznu sposobnost alkohola.

Predlozeni mehanizam hidrolize DNA ukljucuje nukleofilni napad na fosfatni kostur
kako bi se formirao intermedijer s fosforovim ionom koordinacije pet, koji se moze
stabilizirati katalizatorom (metalni ion). Nakon toga dolazi do cijepanja ili 3'PO (sli¢no kao
kod enzimskih reakcija) ili 5'PO veza $to dovodi do odcijepljenja dijela DNA. Nakon tog
nukleofilnog napada, izlazi alkoholna skupina.** Shematski prikaz hidrolize DNA je prikazan

na slici 13, a na slici 14 reakcijski mehanizam cijepanja na nukleobazama.
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Slika 13: Reakcijski mehanizam hidrolize DNA*
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Slika 14: Reakcijski mehanizam cijepanja na nukleobazama*®
Oksidativno cijepanje
ili oksidaciju

Cijepanje  DNA oksidacijom ukljucuje oksidaciju deoksiriboze
nukleobaza. Ovaj nacin cijepanja DNA se deSava ukoliko su prisutni vanjski oksidansi, kao

Sto je primjerice vodikov peroksid. Kao i kod hidroliti¢kog cijepanja i oksidativno odvojeni

dijelovi DNA ne mogu biti popravljeni stani¢nim mehanizmima.
Oksidacija na nukleobazama preferirano se deSava na gvaninu, zbog njegovog niskog

oksidacijskog potencijala. Hidroksilni radikali aditivno ulaze u interakciju s DNA. Kod

pirimidina adicija se deSava na C5 ili C6 dvostrukoj vezi, dok se kod purina hidroksilni ioni

vezu na C4, C5 i C8 atome.*!
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Fotokemijsko cijepanje DNA

Fotokemijsko cijepanje DNA deSava se obasjavanjem DNA elektromagnetskim
zradenjem. Cijepanje se moZe desiti na razli¢ite nacine,*” i to odlaskom vodikovog atoma iz
molekule pentoze uzrokovanim fotokemijski generiranim radikalima, ** direktnim prijenosom

elektrona s baza (gvanin),* proizvodnjom kisika ili nastankom adukata baza.*’

I u ovom slucaju se vidi potencijal za razvoj lijekova koji fotokemijski mogu
pocijepati DNA te na taj nacin inhibirati transkripciju, $to dovodi do uniStavanja DNA

tijekom apoptoze stanice.

Spojevi koji uzrokuju cijepanje DNA

Postoje lijekovi iz razli¢itih terapijskih podru¢ja koji uzrokuju cijepanje DNA.
Klasi¢ni antitumorski glikopeptidni antibiotik bleomicin, koji se dobiva iz Streptomyces
verticillus uzrokuje cijepanje DNA (slika 15). Bleomicin se ¢vrsto veze na gvanin u DNA,
posebice u sekvencama bogatim GT 1 GC bazama. Kada ternarni kompleks Fe(II), bleomicina
1 kisika ude u interakciju s DNA, izlucuju se atomi vodika. Rezultat toga su radikali koji

stvaraju peroksidne vrste koje se raspadaju i uzrokuju cijepanje DNA lanaca.
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Slika 15: Struktura bleomicina
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Sljedeca klasa antitumorskih lijekova su enadinski antitumorski antibiotici koji uzrokuju
cijepanje DNA lanaca oksidacijom. Specifi¢nost struktura takvih lijekova, ¢iji je predstavnik
neocarzinostatin (slika 16) je prisutnost makrociklicnog prstena s barem jednom dvostrukom 1
dvije trostruke veze. Oni ulaze u interakciju s malim utorom DNA, a tada tiol ili NADPH

pokrecu reakciju koja producira radikale koji uzrokuju cijepanje DNA lanaca.

Slika 16: Struktura neokarzinostatina

Mala molekula, dinemicin A (slika 17) kombinira svojstva antraciklina i enedijena. On se
veze na DNA kombinacijom interkaliranja i vezanja u mali utor. Dinemicin se moze aktivirati
s NADPH, tiolima ili svjetlom, pa nakon §to je usao u interakciju s DNA uzrokuje cijepanje

DNA.

OH O OH

Slika 17: Struktura dinemicina
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3.2. RavnoteZne (nekovalentne) interakcije malih molekula s
nukleinskim Kiselinama

Kod ravnoteznih interakcija malih molekula s nukleinskim kiselinama najc¢esce nastaju
termodinamicki najstabilniji kompleksi male molekule i1 nukleinske kiseline. Opcenito,

ravnotezne nekovalentne interakcije malih molekula s DNA i RNA dijele se u tri skupine:

1) vezanje u utore DNA
2) interkaliranje izmedu parova baza
3) elektrostatske interakcije poli kationa s negativno nabijenim fosfatima

polinukleotida.*®

Kod interakcija malih molekula s nukleinskim kiselinama ili polinukleotidima, u obzir se
mora uzeti mnoStvo faktora, kao Sto su elektrostatska privladenja fosfata iz DNA/RNA
okosnice s malim molekulama, hidrofobni efekti, Van der Waalsove interakcije, m-m
aromatske interakcije te specificna medudjelovanja supstituenata i heterociklickih atoma
interkalatora s DNA/RNA, kao S§to su vodikove veze, Londonova disperzijska sila,

medudjelovanja itd.

Mnoge molekule se na DNA selektivno vezu ili vezanjem u utor ili interkaliranjem, no
neke molekule mogu pokazivati oba nacina vezanja. Nacin vezanja ¢e ovisiti 0 najpovoljnijoj
slobodnoj energiji za stvaranje kompleksa, a naposljetku ¢e nacin vezanja ovisiti o0 DNA

sekvenci i strukturi male molekule koja ulazi u interakciju.*’
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3.2.1. Vezanje u utore nukleinskih kiselina

Male molekule koje se vezu u utore obi¢no ulaze u interakcije s krajevima parova baza
ili u velikom utoru (GC) ili malom utoru (AT) nukleinskih kiselina. Naj¢eS¢e se male

molekule vezu u mali utor.

Vezanje u mali utor ne uzrokuje velike strukturne promjene nukleinskih kiselina te se
moze smatrati na¢inom vezanja kljuc-brava kakvo je opisano kod enzimskih reakcija. Spojevi
koji se vezu u utor su obi¢no gradeni od serije heterociklickih ili aromatskih prstena, koji ¢ine
zakrivljen sredi$nji dio molekule koji posjeduju sposobnost rotacije, te pozitivno nabijene
skupine i donore vodika na konveksnom kraju. Ta sposobnost rotacije je odlucujuéi faktor, jer
da bi se mala molekula mogla vezati u mali utor nukleinskih kiselina, mora posjedovati
konveksni oblik molekule®® kako bi pristajala u konkavni oblik malog utora. Takoder u
strukturi moraju postojati pozitivni naboji u pogodnom rasporedu kako bi oni mogli u¢i u

reakciju s negativno nabijenim fosfatima polinukleotida.

Kod vezanja u utore mala molekula identificira specificne sekvence DNA koje su u
rasponu 16—18 parova baza koje su pogodne za stvaranje nekovalentne interakcije. Mala
molekula tada ulazi u interakciju s krajevima parova baza u malom ili velikom utoru. Kako bi
doslo do interakcije, voda koja se nalazi u utoru mora biti zamijenjena molekulom koja se

veze u utor.

U literaturi je pokazano da u velikom broju sluc¢ajeva molekule koje se vezu u utore
preferiraju mali utor DNA, za razliku od RNA gdje preferiraju veliki utor.*’ Ta &injenica se
moze jednostavno objasniti dimenzijama malog utora RNA koji je puno $iri i pli¢i od onog
DNA te svojim oblikom ne odgovara ovim spojevima. Nadalje, ve¢ina malih molekula koje
se vezu u mali utor pokazuju izrazitu selektivnost prema A-T bogatim sljedovima baza DNA,
Sto se objaSnjava nepovoljnim sterickim utjecajem amino skupina u G-C sljedovima DNA.

Kod nekih spojeva se stvaraju vodikove veze s adeninskim bazama polinukleotida.

Primjeri molekula koje se vezu u utore su berenil, distamicin, netropsin ili Hoechst
33258. Molekulska struktura berenila i njegov kompleks DNA su prikazani na slici 18 i slici
19.
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NH, NH, "

Slika 18: Molekulska struktura berenila

Slika 19: Vezanje molekule berenila u mali utor DNA>°

Distamicin 1 netropsin su prirodni produkti ¢ije strukture ukljucuju amido grupe te tri

(distamicin) i dva (netropsin) N-metil pirolna prstena (slika 20).

NH,

Oy J/U\ 0

NH HN NH
") 0 H NﬁzN‘)LN ﬂ N

\ H un—C 2 7\ H HN NH,
YA e Ve YD
M (o) N 0 Me o] N 0
Me Me

Slika 20: Strukture distamicina (lijevo) i netropsina (desno)

Distamicin 1 netropsin ulaze u interakciju s AT bogatim sljedovima DNA u malom utoru

stvaraju¢i vodikove veze te hidrofobnim interakcijama. Terminalna amidinska grupa
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molekule je bazi¢na (protonirana pri fizioloskom pH) pa pomocu nje molekule distamicina i
netropsina intereagiraju s negativno nabijenim fosfodiesterskim kosturom DNA. Amino grupa
na gvaninu stericki ometa vezanje distamicina u mali utor DNA, pa distamicin pokazuje

selektivnost prema sljedovima AT.”!

Molekula distamicina se moZe vezati u manji utor nukleinske kiseline samostalno ako
se u slijedu DNA nalaze do 4 uzastopna para baza AT, no ukoliko je u nizu pet parova baza
AT 1ili Cetiri para baza AT 1 jedan par baza GC, dvije molekule distamicina s nabijenim
skupinama na suprotnim stranama smjestit ¢e se u isti utor i tako tvoriti dimer. Molekula
netropsina zbog elektrostatskih odbijanja pozitivno nabijenih krajeva molekule ne moze

stvarati dimer.>?

Molekula Hoechst 33258 (slika 21) se takoder veze u mali utor DNA, a stehiometrija

kompleksa je kao 1 kod netropsina ovisna o slijedu parova baza i moze biti monomerna ili

dimerna, ali se vezanje molekula ostvaruje na drugaciji na¢in nego u slu¢aju distamicina.>?

OH

Slika 21: Molekulska struktura Hoechsta 33258°!
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3.2.2. Interkaliranje izmedu parova baza

Dvolancani polinukleotidi, ali 1 neki jednolancani polinukleotidi u vodenim medijima
tvore uredene helikalne strukture zahvaljuju¢i n-n interakcijama izmedu parova baza. No te
molekule nisu rigidne u toj mjeri da se parovi baza ne bi mogli razmicati. Ukoliko se u mediju
uz nukleinsku kiselinu nalazi i aromatska molekula planarne strukture, ona se moze umetnuti
izmedu parova baza. Taj proces umetanja molekule izmedu parova baza se naziva

interkaliranje.*®

Interkaliranje kao nekovalentno vezanje malih molekula na DNA je prvi otkrio L.
Lerman 1961. godine istrazujuéi derivate akridina.>* Interkalatori su molekule malih
molekulskih masa koje sadrze policiklicke strukture, najéeS¢e aromatske, a kako bi molekula
mogla biti interkalator ona mora biti planarna. Dodatno, interkalator, odnosno van der
Waalsovi promjeri atoma moraju biti dovoljno mali kako bi se mogli smjestiti izmedu parova
baza. Uobicajeno, dulja os aromatske molekule interkalatora je paralelna s duljom osi parova
baza izmedu kojih je aromat interkaliran, na taj nain ostvaruju¢i maksimalni kontakt

aromatskih interakcija.

Primjeri molekula koje djeluju kao interkalatori su berberin, etidijev bromid,

proflavin, daunomicin, doksorubicin, talidomid, karteusin i mnostvo drugih.

Prilikom vezanja interkalatori uzrokuju drasticne promjene u strukturi nukleinskih
kiselina, kao §to je stabilizacija 1 ukruéivanje, odvijanje i deformacije DNA lanaca. Npr.,
odvijanje lanaca uzrokuje produljenje DNA uzvojnice za otprilike 3,4 A, te posljedi¢no

promjenu kiralnih svojstava DNA.

Interkalacija se deSava po principu “iskljuc¢ivanja susjeda” (engl. Neighbour exclusion
principle)*>*¢ §to u praksi znaéi da ukoliko je doslo do interkalacije izmedu odredenog para

baza, interkaliranje izmedu prvog susjednog para baza je zabranjeno (slika 22).
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Slika 22:

Predlozeni mehanizam interkaliranjaukljucuje niz kompleksnih dogadaja.

molekule interkalatora najéesée pozitivno nabijene, dolazi do elektrostatskog privlacenja od
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Shematski prikaz A) DNA lanac prije vezanja interkalatora te B) nakon
vezanja etidijevog bromida. Prije vezanja etidijevog bromida DNA je
ocekivane duljine a nakon vezanja etidijevog bromida lanac je produZen,
odvijen te deformiran. 1) oznacava nukleotid, 2) fosfatnu okosnicu, 3)

interkalirani etidijev bromid (crno obojen).”’

strane fosfata te smjeStanja molekule u blizinu nukleinske kiseline.

55,58,59

Kako su

Dodatno dolazi do hidrofobnih interakcija izmedu aromatskih molekula interkalatora koje

dodatno stabiliziraju nastali elektrostatski kompleks. Visoka koncentracija molekula

interkalatora u blizini nukleotida pogoduje umetanju planarnog dijela molekule izmedu

parova baza. Taj proces je termodinamicki preferiran zbog pozitivnog doprinosa entropije
uzrokovanog micanjem vode koja se nalazi okolo molekula liganda.®® Kako bi se ligand

mogao umetnuti izmedu parova baza DNA mora pro¢i konformacijsku promjenu, djelomic¢no
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se odviti te poveéati vertikalni prostor izmedu susjednih parova baza.®' Kada je ligand
umetnut izmedu parova baza on je stabiliziran mnostvom nekovalentnih interakcija, kao §to su
vodikove veze, Londonove sile, van der Waals i n-n interakcije izmedu aromatskih skupina
interkalatora 1 susjednih baza, smanjenjem odbojnih sila izmedu fosfata koja je posljedica

produljenja polinukleotida itd. 642

Kako bi se povecala efikasnost vezanja interkaliraju¢ih spojeva, dizajnirani su
bifunkcionalni spojevi koji se zovu bisinterkalatori.® Bisinterkalatori sadrze dvije jedinice
koje mogu interkalirati, a odvojene su poveznicom tj. lancem koji mora biti dovoljno dugacak

kako bi se mogla desiti bisinterkalacija, a da se postuje pravilo iskljuc¢enja susjeda.

Kao 1 kod interkalatora, stabilnost nastalog kompleksa se povecava ukoliko je interkalator
pozitivno nabijen. Interkalatori odnosno bisinterkalatori ne pokazuju specificnu selektivnost
prema odredenim sljedovima parova baza kao §to to pokazuju spojevi koji se vezu u mali

utor.

3.2.3. Elektrostatske interakcije polikationa s negativno nabijenim fosfatima polinukleotida

Postoji mnogo klasa malih molekula koje mogu stupiti u interakciju s DNA/RNA. U
bioloskim sustavima, molekule su odgovorne za pojavu raka, ali i upalnih procesa najéesée su
poliamini po kemijskom sastavu.®* To su molekule male molekulske mase i u bioloskim

sustavima se nalaze najées¢e u obliku pozitivno nabijenih kationa.®>%¢

Poliamini, poput putrescina, spermidina i spermina sudjeluju u proliferaciji i
diferencijaciji stanica, replikaciji DNA, sintezi proteina, stabilizaciji membrane te u aktivaciji
enzima kao S$to su kinaze i topoizomeraze. Egzogeni poliamini i njihovi analozi se s lako¢om
transportiraju u stanice, a primje¢ena je njihova povecana koncentracija kod pojave bolesti

kao $to su karcinomi, psorijaza te srpasta anemija.®’

U fizioloskim uvjetima, poliamini se vezu na proteine, ali i nukleinske kiseline. Kako
su u fizioloSkim uvjetima poliamini pozitivno nabijeni oni ulaze u prvenstveno elektrostatske

interakcije s organskim anionima, kao Sto su nabijene fosfatne skupine u DNA/RNA. Sama
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priroda vezanja, a i mnostvo negativno nabijenih skupina u fizioloSkim uvjetima, implicira

malu ili nikakvu selektivnost poliamina prema odredenom slijedu polinukleotida.

Do danas, tofan opis interakcija poliamina s DNA/RNA nije objavljen, pogotovo
mjesta vezanja, geometrija vezanja niti utjecaj vezanih poliamina na supstrat, u ovom slucaju
DNA. Prema dostupnoj literaturi poliamini stabiliziraju DNA prilikom alkalne ili termicke
denaturacije, pucanja lanaca kod primijenjene sile smicanja, pod utjecajem zraCenja te
spreCavaju interkalaciju organskih molekula, itd. Takoder, pokazano je da poliamini i njihovi
acetilirani derivati stabiliziraju Z-DNA, pa samim time mogu stabilizirati konformaciju B-

DNA te RNA.%
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3.3. Cijaninske boje

Cijaninske boje spadaju u jedne od najstarijih sintetskih boja ¢ije ime potjece od prve
sintetizirane boje iz te klase, od strane Williamsa, 1856. godine.® Sintetizirana boja je bila
plava. Kroz sljede¢e stoljece i pol sintetizirane su stotine cijaninskih boja zbog Siroke
primjene u industriji, pogotovo tekstilnoj. Kasnije se zbog vrlo Siroke palete, primjena
cijaninskih boja preselila i na fotografiju jer su omogucavale izradu fotografija vrlo Zivih
boja.”® Najnovija primjena cijaninskih boja leZi u biotehnoloskom sektoru, gdje njihova
primjena pociva na svojstvu cijaninskih boja da mogu emitirati svjetlo tj. fluorescirati. Stovise
njihova primjena je vrlo raSirena u podru¢ju fluorescentnog obiljezavanja 1 senzora za
detekciju 1 obiljezavanje bioloskih materijala. Mnoga od tih svojstava se baziraju na

interakciji cijaninskih boja s DNA i RNA, §to je i predmet ovog istrazivanja.

Cijaninske boje su kationske molekule u kojima su dvije terminalne heterociklicke
dusikove podjedinice povezane polimetinskim lancem koji sadrzi neparan broj C atoma.
Upravo zbog poveznice- polimetinskog lanca, cijaninske boje se jo§ nazivaju i polimetinske
boje.

Cijaninske boje se mogu prikazati i op¢enitom strukturom kako je pokazano na sljedecoj slici

(slika 23).

AN AN
| n |

R R

Slika 23: Opc¢a struktura cijaninskih boja n =1, 3, 5,.., a R = H ili supstituenti.

U praksi dusikovi atomi su najceS¢e dio heterocikli¢ke aromatske grupe i alkilirani su.
Najcesc¢e heterociklicke podjedinice cijaninskih boja su indol, kinolin, benzoksazol te

benzotiazol (slika 24).
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Slika 24: Strukture najceS¢ih heterocikli¢kih aromatskih grupa

Struktura cijaninskih boja sastavljena od dvije heterociklicke podjedinice povezane
polimetinskim mostom omogucuje delokalizaciju pozitivhog naboja izmedu dva dusSika.
Varijacijom duljine polimetinskog lanca te identiteta heterociklicke strukture moguce je
utjecati na apsorpciju i emisiju elektromagnetskog zracenja u rasponu od vidljivog prema
infracrvenom dijelu spektra, Sto omogucava sintezu spojeva oc¢ekivanih i traZzenih svojstava.
Mijenjanjem duljine polimetinskog lanca, supstituenata na dusiku ili heterociklicke strukture
tijekom godina sintetizirano je mnostvo cijaninskih boja s vrlo razli¢itim svojstvima. Neke od

tih boja su komercijalno dostupne.

Cijaninske boje se mogu prema strukturi kromofora podijeliti na simetricne i

nesimetricne. Primjeri simetri¢nih i nesimetri¢nih cijaninskih boja prikazani su na slici 25.

Qs I @»\NQ@
- § 5

fam)
o) \

J

(a) (b)

Slika 25: Strukture cijaninskih boja (a) simetri¢ne i (b) nesimetri¢ne
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Primjeri komercijalno dostupnih simetri¢nih boja kao §to su Cy3 i Cy5 te nesimetri¢nih boja

kao §to je thiazol orange (TO) ili njegov dimer TOTO-1 prikazani su na slici 26.

A\~
No n N TO
R /
Cy3:n=1 / ®
Cy5:n=2 [ QS = Nf\/\/l\l\
\ - =
\ N Z
)@ | 2
TOTO-1
(a) (b)
Slika 26: Primjeri komercijalno dostupnih simetri¢nih (a) i nesimetri¢nih (b)

cijaninskih boja

Opcenito cijaninske boje s polinukleotidima ulaze u interakciju na dva nacina: vezanjem u
mali utor ili interkaliranjem (bisinterkaliranjem).!* Planarne heterociklicke strukture koje se
nalaze na krajevima molekula s DNA ulaze u interakciju kao interkalatori, dok je polimetinski
lanac dovoljno fleksibilan da se moze saviti u oblik pogodan za vezanje u utore. Promjena u
duljini polimetinskog lanca, supstituenata ili ¢ak i u slijedu polinukleotida u lancu nukleinskih

kiselina, kao posljedicu moze imati razli¢it nacin vezanja.

Interakcije cijaninskih boja s polinukleotidima se mogu razlikovati obzirom na
simetriju molekula. Cesto se nadini vezanja simetri¢nih cijaninskih boja razlikuje od vezanja

nesimetri¢nih cijaninskih boja.
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3.3.1. Simetricne cijaninske boje

Simetri¢ne cijaninske boje se mogu na polinukleotide vezati nekovalentnim interakcijama kao

1,”! koji se na DNA veZe u utor, ili intekaliranjem kako je u

Sto je pokazano za pinacijano
literaturi pokazano za pseudoizocijanin.”? Oni se takoder mogu vezati i mjeSovitim na¢inom
kao interkalatori i vezanjem u mali utor, kako je pokazano za trikationsku cijaninsku boju

DiSC3:(5).”

O S 7~ O < :7—-5 sfg )
e - o g - o~
N N

n = 1: Pinocijanol . ®
n = 0: Pseudoizocijanin DiSC3.(5) : R = (CH2)3N(CHa)3
Slika 27: Molekulske strukture simetri¢nih cijaninskih boja'4

Novije simetricne cijaninske boje, pogotovo analozi DiSC s modificiranim polimetinskim
mostom su pokazale viSestruko pojacanje fluorescencije prilikom vezanja na polinukleotide,
koji je primjerice za DiSC1(3) 4,6 puta veci nego za slobodnu boju, dok je za Cyan2, u kojem
je metilna skupina vezana na polimetinski lanac, to poveéanje fluorescencije 178 puta.'*

Molekulska strukture analoga DiSC je prikazan na slici 28.
Qs 2 s
NNF
e \

DiSC4(3):R=H
Cyan2 :R=CH;

Slika 28: Molekulske strukture analoga simetri¢nih cijaninskih boja DiSC'

Tako drasticna razlika u povecanju fluorescencije pripisuje se drugacijoj stereokemiji
trimetinskog lanca zbog supstituenta R, koji je u slu¢aju Cyan2 metilna skupina (slika 28).
Sintezom se Cyan2 dobiva u cis-obliku koji je nefluorescentan, dok prilikom vezanja na

DNA dominira trans-oblik, koji je fluorescentan. Simetricne cijaninske boje pokazuju
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sklonost stvaranju agregata, a primjer boje koja u prisutnosti hibridne ds-DNA radi helikalne

strukture je DiSCz(5).

s PP s

J® k

DiSC,(5)

Slika 29: Molekulska struktura DISC»(5) '

3.3.2. Nesimetricne cijaninske boje

Nesimetri¢ne cijaninske boje se sastoje od dva razliCita aromatska prstena povezana vezom

koja je dio konjugiranog sustava.”

Postoji mnostvo sintetiziranih nesimetri¢nih cijaninskih boja koje su i komercijalno dostupne.
Fluorescencijska svojstva nesimetri¢nih cijaninskih boja su razlog brojnim istrazivanjima.
Naime, nesimetri¢ne cijaninske boje su intrinzi¢no ne fluorescentne ili pokazuju vrlo malu
fluorescenciju. Razlog tome je Sto se inicijalno pobudeno stanje relaksira ne emitirajuci
svjetlo, kroz torzijsku relaksaciju koja je omogucena zbog polimetinskog mosta koji povezuje
dva kromofora.” Ta konformacijska mobilnost je znacajno smanjena uslijed vezanja na DNA,
pogotovo ako se radi o interkaliranjui izmedu dva para baza, pa se za nesimetri¢ne cijaninske

boje redovito dobiva pojacana emisija zracenja, koja je vrlo ¢esto reda veli¢ine 1000x ili veca.

Thiazol orange (TO) 1 Oxazol yellow (YO) su primjeri nesimetri¢nih cijaninskih boja
Cija se struktura bazira na benzotiazolnim, benzooksazolnim i kinolinskim heterociklima
(slika 30). Fluorescencijska svojstva tiazol narancaste 1 oksazol Zute boje su dovela do brojnih
istrazivanja njihovih svojstava, ali i sinteza mnoStva derivata tih boja. Mnoge od tih boja su
komercijalno dostupne, a redovno se koriste kao probe za detekciju DNA te ¢ak kao probe za

detekciju strukture nukleosoma.
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Slika 30: Struktura nesimetric¢ne cijaninske boje, tiazol narancasto (TO) X =S,
oksazol Zuto (YO) X =0

Tiazol narancasto (TO) se veZze na dvostruku uzvojnicu DNA sa stehiometrijom
karakteristicnom za interkalatore, tj. jednom molekulom boje na dva para baza.”® Za spoj TO
su radena mnostva ispitivanja, a viskozimetrijska ispitivanja su pokazala da se uslijed vezanja
TO na DNA viskoznost povecava u odnosu na Cistu DNA, Sto je dokaz interkalativnog
vezanja.”” Analogno tome, i YO pokazuje dominantno interkalacijsko vezanje.

Spektroskopska svojstva tiazol narancaste boje (TO) su ispitana UV/Vis 1 fluorescencijskim

).”* Rezultati njihovih ispitivanja

mjerenjima od strane Nygrena, Svanvika i Kubiste (1998
pokazuju da TO agregira u vodenom medijiu. Monomer boje je moguce dobiti samo pri vrlo
niskim koncentracijama ili pri visokim temperaturama. Nadalje, autori su proveli ispitivanja
interakcija TO s polinukleotidima i to cz-DNA, poli dAdT-poli dAdT, poli dGdC-poli dGdC,

poli dA, poli dG, poli dC i poli dT.

Rezultati tih ispitivanja su sumirani u tablici 3. Rezultati pokazuju da se uslijed vezanja TO
na polinukleotide dramati¢no povecava fluorescencija. Isto tako, pokazano je da se TO veZe
na polinukleotide AT i GC s istom konstantom, dakle ne pokazujuci posebnu specificnost

prema odredenom slijedu polinukleotida.”
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Tablica 3: Sumarni rezultati ispitivanja interakcija TO s polinukleotidima’
Kompleks Kvantni prinos fluorescencije log K
(25 °C)
TO 0,0002 -
TO-c-DNA 0,11 5,5
TO- poli dAdT-poli dAdT 0,07 5,5
TO- poli dGdC-poli dGdC 0,11 5,5
TO-poli(dA) 0,09 4,8
TO-poli(dG) 0,39 4,8
TO-poli(dC) 0,06 3,4
TO-poli(dT) 0,01 23

Interakcije cijaninske boje oksazol Zzuto (YO) i njegovog homo dimera YOYO s DNA
istrazivane su pomocu opti¢kih pinceta (engl. Optical Tweezers) te fluorescencijskom
mikroskopijom, a pokazano je da konstante ravnoteze reakcije vezanja na DNA rastu kao
funkcija sile. Odredena je konstanta ravnoteZe reakcije vezanja YO 1 YOYO na DNA pri sili
jednakoj nuli i ona za YO iznosi 5,78 x 10° mol™' dm? (log Ks = 5,76) dok za YOYO iznosi
3.875x 10° mol™ dm?® (log Ks = 6,6).”® Odredena vrijednost Konstante ravnoteze reakcije
vezanjaYOYO na DNA je puno manja od objavljene teorijske konstante ravnoteZe reakcije

vezanja koja iznosi 10'° mol™' dm*-10"> mol™' dm?.”

Tijekom godina, sintetizirani su i karakterizirani mnogi derivati boja TO i YO, a neki primjeri
kao S§to su TO-PRO-1, TO-PRO-3 ili YO-PRO-1 u ovisnosti o duljini polimetinskog lanca

pokazuju razliku u odnosu na TO 1 YO.

Strukture tih spojeva su prikazane na slici 31.

O]
@X Z N7 N(CHg)s
~ P a\
N

21
n
TO-PRO-1: X=S,n=1
TO-PRO-3: X=S,n=1
YO-PRO-1: X=0,n=1
Slika 31: Struktura derivata TOi YO
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Za dikationski spoj YO-PRO-1, analoga oksazol Zute boje je pokazano da se takoder veze s
DNA kao interkalator, dok se za TO-PRO-3 u odnosu na TO-PRO-1 utvrdilo da pokazuje
mjesSovite nacine vezanja. Produljenjem lanca, ti derivati uz interkalativan nacin vezanja na

DNA, pokazuju i vezanje koje je karakteristi¢no za spojeve koji se vezu u utor.

Homo dimeri TO i YO, TOTO-1 i YOYO-1 ¢ija je struktura prikazana na slici 32 u

interakciju s DNA ulaze kao bis interkalatori.

® n
N/\/\N/\/\ﬁ/\/\N
LN %
Y s
TOTO-1: X=S
X SN ®N/ X

f ECD YOYO-1: X=0 f f

Slika 32: Struktura homodimera TO i YO, TOTO-1i YOYO-1

Struktura kompleksa YOYO-1% i TOTO-18! s A- i B- ds-DNA odredena je spektroskopijom
NMR, a autori su pokazali da se policiklic¢ki dijelovi molekule bis-interkaliraju izmedu parova
baza, dok se polimetinski lanac nalazi u malom utoru DNA. Kod kompleksa TOTO-1 s B- ili
A- ds-DNA dolazi do distorzije strukture DNA, te njenog produljenja. Uzvojnica se uslijed
interkaliranja odvija za 60°, te tada sadrzi 12 parova baza po zavoju. Uslijed vezanja takoder
dolazi i do promjene stereokemije benzotiazolnog prstena koji se savija prema kinolinskom

prstenu, za razliku od slobodnog TOTO.

TOTO-1 je pokazao znacajnu selektivnost prema CTAG-CTAG domenama, §to autori
objasnjavaju njegovom sposobnosti da se prilagodi osnovnom paru baza dvolancane DNA
kako bi se optimizirala molekulska slaganja i hidrofobna interakcija izmedu timidinske

metilne skupine i benzotiazolnog prstena.’!

Za TOTO-1 je nadeno da se fluorescencija povecava za 3000 puta uslijed vezanja na
dvolancanu DNA. To je omoguceno ukru¢ivanjem strukture, koja se kod slobodnog TOTO-1

moze slobodno rotirati oko metinskih veza te se relaksacija iz pobudenog stanja deSava bez
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emisije elektromagnetskog zracenja. Kad je TOTO-1 vezan na DNA, njegovi benzotiazolni i
kinolinski prsteni su fiksirani nukleobazama $§to onemogucava rotaciju oko te veze, pa se

apsorbirana energija kromofora otpusta emisijom zracenja.

Vizualizacija sekundarne strukture B-DNA uslijed vezanja TOTO-1 kao bis-interkalatora

prikazana je na sljede¢em trodimenzionalnom prikazu (slika 33).

Slika 33: Prikaz bisinterkalativnog vezanja TOTO-1 na B-DNA, PDB 108D?!
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§ 4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. IstraZivani spojevi

U izradi rada koriSteni su modificirani dimeri i monomeri komercijalno dostupnih cijaninskih
boja Thiazol orange (TO, TOTO-1) i Oxazol Yellow (YO, YOYO-1), sintetizirani u
laboratoriju izv. prof. T. Deligeorgieva, Kemijskog fakulteta u Sofiji, Bugarska.'> Navedeni
spojevi su dobiveni supstitucijom vodika na polozaju C6 tiazolnog odnosno oksazolnog

prstena. Dobiveni spojevi su koriSteni bez dodatnog procis¢avanja.

6-C1-TOTO-1

Cl

4r

1,1'-(4,4,7,7-Tetrametil-4,7-diazaundekametilen)-bis-4-(3-metil-2,3-dihidro-(6-kloro-benzo-
1,3-tiazol)-2-metiliden)-kinolin tetra jodid

6-C1-TO-1

\
0 CH,
| \
o:?:o N\
CH
/O 3

1,1-metill-4-[-(3-metil-2,3-dihidro-(6-kloro-benzo-1,3-tiazol)metil Jkinolin tosilat
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6-C1-YOYO-1

Cl

4

1,1'-(4,4,7,7-Tetrametil-4,7-diazaundekametilen)-bis-4-(3-metil-2,3-dihidro-(6-kloro- benzo-

1,3-oksazol)-2-metiliden)-kinolin tetra jodid

6-Cl-YO-1

\
o) CH,
| .
O:?:O \
0 CH,
HaC

1,1-metill-4-[-(3-metil-2,3-dihidro-(6-kloro-benzo-1,3-oksazol)metil]kinolin tosilat
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4.2. Kemikalije

Natrijev kakodilat, p. a., Sigma

Calf thymus DNA (ct-DNA), p.a., Aldrich
poli dA-poli dT, p.a., Sigma

poli dAdT-poli dAdT, p.a., Sigma

poli dG-poli dC, p.a., Sigma

poli dGdC-poli dGdC, p.a., Sigma

poli rA-poli rU, p.a., Sigma

DMSO-d6, ¢istoca za NMR analizu, Sigma
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4.3. Priprema otopina

4.3.1. Otopine polinukleotida

Otopine polinukleotida poli dA-poli dT, poli dAdT- poli dAdT, poli dG-poli dC, poli dGdC-
poli dGdC, poli rA-poli U te ct-DNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) pripremljene su
otapanjem u puferu natrijevog kakodilata, pH = 7, I = 0,05 mol dm>, pri 25 °C. Otopina ct-
DNA je dodatno sonificirana te profiltrirana kroz filtar s velicinom pora od 0,45 um kako bi

82

se ujednacila duljina lanaca. Koncentracija ishodnih otopina odredena je

spektrofotometrijski kao koncentracija fosfata.

4.3.2. Otopine cijaninskih boja

Mala koli¢ina 0,5—1 mg cijaninskih boja odvagano je na analitickoj vagi u odmjernu tikvicu
volumena 2,00 mL te nadopunjeno do oznake demineraliziranom vodom (za pokuse
odredivanja molarnih apsorpcijskih koeficijenata) ili u kakodilatnom puferu pH =7, I = 0,05

mol dm™3.
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4.4. Materijali i metode

4.4.1. Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije

Spektri nuklearne magnetske rezonancije (NMR) snimljeni su na instrumentu Bruker DRX
500, 5 mm PABBI proba na 25 °C. Uzorci su otopljeni u deuteriranom dimetilsulfoksidu
(DMSO-d6). Koristena je koncentracija uzorka od 12 mg/mL. Kao unutrasnji standard
koriSten je tetrametilsilan (TMS), prema kojem su pomaci izrazeni u ppm, a konstante
homonuklearne skalarne sprege (J) u Hz. Signali su oznaceni kao s (singlet), d (dublet), t

(triplet), q (kvartet) i m (multiplet).

4.4.2. Masena spektrometrija

Analiza masene spektrometrije visoke razlu¢ivosti (HRMS) elektrorasprSenjem s analizatorom
vremena leta MS (ESI-TOF) uzorka je proveden na instrumentu Synapt G2-Si (Waters),
metodom direktnog ubrizgavanja uzorka. Koristena je ishodna otopina uzorka 6-CI-TOTO-1

u DMSO, koncentracije 12 mg/mL.

4.4.3. Infracrvena spektroskopija

FT-IR spektar uzorka 6-CI-TOTO-1 sniman je na instrumentu Nicolet 6700 koriste¢i
prigusenu totalnu refleksiju (ATR) s kristalom dijamanta. Spektar je sniman u podrucju valnih
brojeva 4000-400 cm!, uz razlu¢ivanje 2 cm'. Spektar je dobiven usrednjavanjem 32
snimaka. Za ATR tehniku, nije potrebna priprema uzorka, mala koli¢ina uzorka je direktno

stavljena na kristal. Kao pozadina snimljen je spektar zraka.

4.4.4. Diferencijalma pretrazna kalorimetrija

Termogram diferencijalne pretrazne kalorimetrije (DSC) uzorka 6-CI-TOTO-1 je snimljen na
instrumentu  DSCQ2000 (TA Instruments) u temperaturnom podrucju 20-300 °C, u
standardnoj aluminijskoj posudici, s brzinom zagrijavanja 10 °C/min. Kao plin za ispiranje

koristen je dusik brzine protoka 50 mL/min.
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4.4.5. Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza uzorka 6-CI-TOTO-1 je provedena na instrumentu TGAQ5000
(TA Instruments). Analize su provedene u temperaturnom podruc¢ju od 25 °C do 500 °C, u
otvorenoj platinskoj posudici, s brzinom zagrijavanja 10 °C/min. Kao plin za ispiranje

koriSten je dusik brzine protoka 25 mL/min.

4.4.6. UV/Vis spektroskopija

UV/Vis spektri su snimani na spektrofotometrima Varian Cary 50 i Varian Cary 100 Bio. Svi
uzorci su tijekom snimanja termostatirani ¢ = (25 ‘C + 0,1) "C, koriste¢i kvarcne kivete
optickog puta 1 cm.

UV/Vis spektri su snimljeni tako da je u kvarcnu kivetu, duljine puta 1 cm, pipetirano
1,00 mL redestilirane vode, kojoj je snimljena bazna linija. U tu kivetu su dodavani alikvoti
ishodne otopine cijaninske boje tako da su dobivene otopine u koncentracijskom rasponu od 7

x 107" mol dm™> do 2 x 107> mol dm™.

4.4.7. UV/Vis titracije

UV/Vis titracije su provedene tako da je u otopinu cijaninske boje u malim alikvotima
dodavana ishodna otopina polinukleotida.

Mjerenja su napravljena u rasponu valnih duljina od 220 nm do 750 nm.

U sklopu UV/Vis pokusa provedeni su i eksperimenti termicke stabilnosti otopina
cijaninskih boja, tako da je u termostatiranom bloku pri (25 + 0,1) °C, pa postupnim
zagrijavanjem sve do 90 °C u intervalima od 10 °C sniman spektar. Nakon toga je ponovno
snimljen spektar ispitivane boje na 25 °C. UV/Vis spektri su snimani na spektrofotometru

Varian Cary 100 Bio.
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4.4.8. Odredivanje temperature meksanja

Meksanje polinukleotida odnosno disocijacija dvostruke zavojnice DNA 1 RNA (poli dA-poli
dT, poli dAdT-poli dAdT, poli rA-poli rU, c-DNA) i njihovih kompleksa s cijaninskim
bojama odredena je spektrofotometrijski koriste¢i UV/VIS spektrofotometar Cary 100 Bio
(Varian) prema ranije opisanim metodama prate¢i promjene apsorbancije pri 260 nm kao
funkciju temperature. * Analize su provedene u temperaturnom podrucju od 25 °C do 98 °C u
koracima od 0,5 °C koriste¢i kvarcne kivete optickog puta 1 cm. Temperature meksSanja, fm,
su odredene u tocki infleksije krivulje ovisnosti promjene apsorbancije o promjeni
temperature derivacijom te provjerom dobivenih vrijednosti metodom tangente.'®> Vrijednosti
Atm su izracunate oduzimanjem vrijednosti fm slobodne nukleinske kiseline od vrijednosti fm
kompleksa nukleinske kiseline s ispitivanim bojama. Izrazene vrijednosti Afm (s greSkom

instrumenta + 0,5 °C) su srednje vrijednosti najmanje dva paralelna mjerenja.

4.4.9. Fluorescencijske titracije

Fluorescencijski spektri su snimani na spektrofotometru Perkin Elmer LS55, koriste¢i
kvarcne kivete optickog puta 1 cm. Svi uzorci su tijekom snimanja termostatirani na (25 *

0,1) °C, a spektri su pohranjeni kao datoteke ASCII.

Sve otopine su pripremljene u kakodilatnom puferu pH = 7 ionske jakosti / = 0,05 mol dm™.
Fluorimetrijske titracije su provedene tako da je u otopinu cijaninske boje u malim alikvotima
dodavana ishodna otopina polinukleotida.

Koncentracije cijaninskih boja u kiveti bile su:

a) 6-CI-TOTO-1 (c = 2,79 x 107 mol dm™ (poli dA-poli dT), ¢ = 8,4 x 108 mol dm™ (poli
dAdT-poli dAdT, poli A—poli U), ¢ =2,79 x 10~¥ mol dm™3 (poli dGdC-poli dGdC), ¢ = 1,67x
1077 mol dm™* (poli dG-poli dC)),

b) 6-CI-YOYO-1 (c = 7,69 x 10°® mol dm™ (poli dA-poli dT, poli dAdT-poli dAdT, poli
dGdC-poli dGAC), ¢ = 1,53 x 107" mol dm 3 (poli dG-poli dC)),

¢) 6-CI-TO-1(c = 5,47 x 107" mol dm™) te

d) 6-C1-YO-1 (¢ = 1,15 x 1077 mol dm™ (poli dA-poli dT, poli dAdT-poli dAdT, poli dGdC-
poli dGdC, poli dG-poli dC), ¢ =2,32 x 107" mol dm™ (poli A—poli U)).
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Za sva mjerenja koriStene su kvarcne kivete volumena 3,00 mL. Nakon svakog dodatka
alikvota polinukleotida otopina je inkubirana 3 minute u mraku kako bi se omogucilo vezanje
boje u polinukleotid. Za pobudu su koristene valne duljine (Aexe = 483 nm (6-CI-TOTO-1, 6-
CI-TO-1) i Aexc = 440 nm (6-CI-YOYO-1, 6-Cl-YO-1). Valne duljine pobude odabrane su
tijekom razvoja metode. U svim eksperimentima koriStena je Sirina ekscitacijskih i emisijskih

pukotina 10 nm.

4.4.10. Izotermna tittracijska kalorimetrija

Kalorimetrijska mjerenja su provedena na instrumentu MicroCal VP-ITC (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Svedska) s otopinom polinukleotida u ¢éeliji i otopinom cijaninske
boje u Strcaljki, pri 25 °C. Sve otopine su pripremljene u kakodilatnom puferu pH = 7, ionske

jakosti 7= 0,05 mol dm.

4.4.11. Izracunavanje konstanti stabilnosti iz rezultata fluorimetrijskih titracija

Konstante ravnoteze reakcije vezanja (Ks) dobivene su nelinearnom regresijom podataka iz
rezultata fluorimetrijskih titracija prema Scatchardovoj jednadzbi.’! Za sve navedene rezultate
korelacijski faktor izmedu eksperimentalnih i izracunanih vrijednosti bio je ve¢i od 0,99.

Rezultati titracija analizirani su pomoc¢u Scatchardove jednadZbe postupkom nelinearne

regresije prema jednadzbi (1):

I=I+((im— D)/ 2xe) x(c+nxec+1/Ki—((ctnxcs+1/K)—4xcxnxc)?) 1)

pri emu je

¢ - koncentracija ispitivanog spoja u otopini

¢s - koncentracija polinukleotida

n — recipro¢na vrijednost broja nukleotida koji tvore vezno mjesto
Io - relativni intenzitet fluorescencije Cistog spoja

I - relativni intenzitet fluorescencije reakcijske smjese nakon dodatka polinukleotida
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Lim - relativni intenzitet fluorescencije kompleksa kad vise nema slobodnog spoja u
otopini (u slucaju spektroskopski neaktivnog kompleksa, Ziim je nula)

K - konstanta ravnoteze reakcije kompleksiranja.

Prilikom racunanja n i1 konstante ravnoteze reakcije vezanja Ks nisu uzete u obzir razlike
izmedu kooperativnog, ne-kooperativnog i anti-kooperativnog vezanja molekule interkalatora.
No, pretpostavljeno je da je kod dvolancanih polinukleotida nemoguce vezanje aromatske

molekule izmedu dva susjedna para baza.3¢

4.4.12. Izracunavanje konstanti stabilnosti simultano iz rezultata UV/Vis i fluorimetrijskih
titracija

Konstante ravnoteze reakcije vezanja (log Ks ) izraCunate su simultano iz fluorimetrijskih i
UV/Vis titracija prema Scatchardovoj jednadZzbi uz konstantnu vrijednost parametra n od 0,2 i
to za komplekse spojeva 6-CI-TOTO-1, 6-ClI-YOYO-1, 6-CI-TO-1 i 6-CI-YO-1 s
dvolanc¢anim polinukleotidima. Postupak regresijske analize proveden je pomocu racunalnog

programa GlobalFif®” napisanog u programskom jeziku Wolfram Mathematica.

4.4.13. Izracunavanje konstanti vezanja i stehiometrija dobivenih kompleksa iz rezultata ITC
titracija

Iz rezultata ITC titracija izraCunane su konstante ravnoteze reakcije vezanja (Ks) pomocu
programa Origin 7.0, uz koriStenje modela koji opisuju vezanje liganda na jednu vrstu veznih

mjesta (One set of sites) ili na makromolekulu s dvije vrste veznih mjesta (7wo set of sites).
Pocetna koncentracija polinukleotida (M) u éeliji je M’ (mol dm™>). Volumen reakcijske

¢elije kalorimetra je Vo, volumen i-tog dodatka titransa je AVi a ukupni volumen titransa koji

je dodan tijekom eksperimenta, AV, jednak je sumi svih individualnih dodataka.

Model vezanja na jednu vrstu veznog mjesta
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Jednadzba kemijske reakcija koje ukljucuje jednu vrstu veznih mjesta na makromolekuli

moze se napisati na sljede¢i nacin:
M*+X 2 MX

Gdje M*oznacava vezno mjesto na makromolekuli koji sadrzi vise nukleotida.

Konstanta ravnoteze reakcije vezanja liganda X na polinukleotid definirana je jednadzbom:

Ks = aom 0

Analiti¢ka koncentracija veznih mjesta M; definirana je kao:
M; = nM, 2)

Iz bilance mase za ligand X slijedi izraz za analiticku koncentraciju liganda X,:
X; = [X] + anM, 3)

gdje izraz nM,oznacava koncentraciju veznih mjesta na nukleotidu.

Kombinacija jednadzbi (1) 1 (3) daje:

O(Z—a[l+£+—1 ]+£=0 (4)
th TlKMt th

Gdje su :

Ks - konstanta ravnoteze reakcije vezanja

n - recipro¢ni broj nukleotida koji tvore vezno mjesto

Vo -volumen reakcijske ¢elije kalorimetra

M: - analiticka koncentracija nukleotida u ¢eliji kalorimetra

[M]- ravnotezna koncentracija slobodnog polinukleotida u ¢eliji kalorimetra
Xt - analiticka koncentracija liganda u ¢eliji kalorimetra

[X] - ravnotezna koncentracija slobodnog liganda u ¢eliji kalorimetra

a - udio popunjenih veznih mjesta odnosno stupanj nastanka kompleksa
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Jednadzba za kumulativni toplinski efekt uslijed reakcije vezanja liganda na nukleotid u

ovisnosti o stupnju nastanka kompleksa je:
Q = anM,A HV, (5)

gdje je A-H reakcijska entalpija vezanja liganda. RjeSavanjem jednadZbe (4) za a 1

uvrStavanjem u jednadzbu (5) daje izraz:

Q(i)=—"MfAHV°I1+ﬁ+ - —\/(1+ﬁ+ : )2—ﬂ 6)

2 th nKMt th nKMt th
Toplina oslobodena nakon i-tog dodatka titransa, QO (i, i-1), je:

.. . av; ] i—1 .
QG i—1) = Q) + [ EEED] — o - 1) (7
0
Model vezanja na dvije vrste veznih mjesta

Jednadzbe kemijskih reakcija koje ukljucuju dvije vrste veznih mjesta na makromolekuli

mogu se napisati na sljede¢i nacin:
MY + X 2 M¥X
M?* + X 2 M#*X

gdje M *oznadava vezno mjesto prve vrste na makromolekuli , a M%*oznacava vezno mjesto

druge vrste na makromolekuli M.

Izrazi za konstante ravnoteze vezanja liganda na polinukleotud na prvu vrstu veznog mjesta

K¢, 1na drugu vrstu veznog mjesta K, glase:

=_ %

K1 = amoom ®)
— a

Ks2 = G ©)

Analiti¢ke koncentracije veznih mjesta M}* i MZ*definirane su kao:
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M} =n,M, (10)
M:* = n, M, (11)

Iz bilance mase za ligand X slijedi analiticka koncentracija liganda X, :

Xe = [X] + M (ny0q + npa5) (12)
Gdje su:

n1 — recipro¢ni broj nukleotida koji tvore prvu vrstu veznog mjesta
n2— reciprocni broj nukleotida koji tvore drugu vrstu veznog mjesta
K1 — konstanta reakcije vezanja liganda na polinukleotid na prvu vrstu veznog mjesta

K« — konstanta reakcije vezanja liganda na polinukleotid na drugu vrstu veznog mjesta
o, — udio popunjenih veznih mjesta prve vrste

a,— udio popunjenih veznih mjesta druge vrste

Rjesavanjem jednadzbi (8) za o i (9) za a2 i uvr§tavanjem u jednadzbu (12) daje

[ ] nyM[X]Ks1 | naM[X]Ks,

Xe = 1+[X]Ky; | 1+[XIKs

(13)
Rjesavanjem jednadzbe (13) dolazi se do kubne jednadzbe u formi:
[X]° +plX]* + qlX]+7 =0 (14)

Gdje su:

1 1
—+—+ + M, —X
Ko ' K (ny +ny)M, t

<n1+n2)M (1+1)X+ 1
Ko Ko/ ' " KoK

p

q

Ks1Ks2

r
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4.4.14. Spektroskopija cirkularnog dikroizma

Spektri cirkularnog dikroizma snimljeni su na spektropolarimetru J-815 (Jasco), pri 25 °C u
kvarcnim kivetama optickog puta 1 cm. Sve otopine su pripremljene u kakodilatnom puferu
pH = 7, ionske jakosti / = 0,05 mol dm™. Mjerenja su provedena na na¢in da je u otopinu
polinukleotida (¢ = 1 x 10> mol dm™ ) dodavana ishodna otopina cijaninske boje minimalno
u rasponu molarnih omjera rispoj)/ipolinukicotia) = 0,05—0,3. Mjerenja su izvedena u rasponu valnih

duljina od 220 nm do 750 nm, usrednjavanjem tri mjerenja po spektru.

4.4.15. Odredivanje viskoznosti

Odredivanje viskoznosti otopina pufera, cz-DNA i kompleksa cijaninskih boja 6-CI-TOTO-1,
6-Cl-YOYO-1, 6-Cl TO-1 1 6-CI-YO-1 s ct-DNA provedeno je na instrumentu Rolling ball
Lovis 2000 M/ME (Anton Paar) koriste¢i kapilaru 400 s ¢elicnom kuglicom pri nagibu 42°.
Analize su napravljene pri dvije temperature 20 °C i 25 °C. Svaki uzorak je sniman pet puta.
Instrumentom su odredena vremena prolaska kuglice kroz kapilaru. 1z pet mjerenja je
izraCunana srednja vrijednost koja je koriStena za odredivanje L/Lo.. Sve otopine su
pripremljene u kakodilatnom puferu pH = 7, ionske jakosti / = 0,05 mol dm™. Kompleksi
cijaninskih boja s c#~-DNA su pripremljene u rasponu molarnih omjera #(spoj] / [c+- DNA] = 0,05—

0,2.

4.4.16. Raspodjela velicina Cestica

Raspodjela veli¢ine cestica c-DNA 1 kompleksa cijaninskih boja 6-CI-TOTO-1, 6-Cl-
YOYO-1, 6-C1 TO-1 i 6-CI-YO-1 s c-DNA mjerena je na instrumentu Zetasizer Nano ZS
(Malvern UK). Analize su napravljene pri 25 °C koriste¢i jednokratne plasti¢ne kivete
optickog puta 1 cm. Mjerenja su napravljena pri kutu od 173° (engl. backscatter) s
automatskim odabirom atenuatora i duljine mjerenja. Za racunanje raspodjele veli¢ine Cestica
koristeni su indeks loma koji odgovara vecini peptida/proteina R.1. = 1,450 1 apsorpcija 0,001.
Svaki uzorak je pripremljen i analiziran u triplikatu te je izraunata srednja vrijednost. Sve

otopine su pripremljene u kakodilatnom puferu pH = 7, ionske jakosti / = 0,05 mol dm>.
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Kompleksi cijaninskih boja s cz~-DNA su pripremljene u molarnom omjeru #{spoj}/fc- DNA] = 0,2.
Zbog izrazene polidisperznosti ct-DNA, a time i velike varijabilnosti rezultata, svi uzorci su
filtrirani kroz membranski filtar za Sprice s veli¢inom pora od 100 nm direktno u kivetu.
Nakon filtracije, svi uzorci su ostavljeni pet minuta kako bi se eliminirao mehanicki stres

kojem je DNA podvrgnuta tijekom filtracije te kako bi se DNA vratila u nativno stanje.

4.4.17. Odredivanje zeta potencijala

Zeta-potencijal ({) cz-DNA i kompleksa cijaninskih boja 6-CI-TOTO-1, 6-Cl-YOYO-1, 6-Cl
TO-1 1 6-C1-YO-1 s ct-DNA mjeren je na instrumentu Zetasizer Nano ZS (Malvern UK).
Analize su napravljene pri 25 °C koriste¢i jednokratne savijene plasti¢ne kivete namijenjene
za odredivanje zeta potencijala, s ugradenim bakrenim elektrodama. Mjerenja su provedena
pri kutu od 13° s automatskim odabirom atenuatora i napona. Svaki uzorak je pripremljen i
analiziran u triplikatu te je izracunata srednja vrijednost. Sve otopine su pripremljene u

kakodilatnom puferu, pH = 7, ionske jakosti / = 0,05 mol dm™.

Kompleksi cijaninskih boja s cz-DNA su pripremljeni u molarnom omjeru Fpojyer- pna; = 0,2.
Zbog izrazene polidisperznosti cz-DNA a time i velike varijabilnosti rezultata svi uzorci su
filtrirani kroz membranski filtar za Sprice s veli¢inom pora od 100 nm direktno u kivetu.
Nakon filtracije, svi uzorci su ostavljeni pet minuta kako bi se eliminirao mehanicki stres

kojem je DNA podvrgnuta tijekom filtracije te kako bi se DNA vratila u nativno stanje.
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§ 5. REZULTATI I RASPRAVA

5.1. Karakterizacija 6-C1-TOTO-1

Istrazivane boje 6-CI-TO-1, 6-CI-YO-1 i 6-CI-YOYO-1 pripremljene su prema prethodno
objavljenoj proceduri i njihove karakteristike su publicirane.!* Spoj 6-CI-TOTO-1 je
pripremljen prema istoj proceduri. Kako bi se potvrdila struktura i Cistoca spoja, spoj 6-Cl-
TOTO-1 je karakteriziran tehnikom HRMS te nuklearnom magnetskom rezonancijom
(NMR) i infracrvenom spektroskopijom. Taljenje je odredeno razlikovnhom pretraznom

kalorimetrijom (DSC).

5.1.1. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija je jedna od primarnih tehnika koja se redovno koristi za analizu i
potvrdu struktura. Moze se koristiti za kvalitativna 1 kvantitativna istrazivanja. Uzorci se
mogu snimati na razli¢ite nacine: kao pastile u alkalijskom halogenidu (KBr ili KCI) koje
nemaju karakteristican spektar u infracrvenom podrucju, kao disperzija u mineralnom ulju,
kao otopina u pogodnom otapalu itd., ili direktno tehnikom prigusene totalne refleksije

(ATR), §to je koristeno u ovom slucaju.

Kod IR spektroskopije energija upadnog infracrvenog zracenja mora odgovarati razlici
energije izmedu dva vibracijska stanja da bi molekula apsorbirala fotone i presla iz osnovnog
u vise vibracijsko stanje. Nakon prolaska zradenja kroz uzorak detektira se smanjenje
intenziteta upadnog zracenja. Faktori koji odreduju apsorpcijski polozaj vrpce su jacina veze i
masa atoma u vezi (uz istu jakost veze), a jaCinu veze odreduje energija disocijacije

promatrane molekule.

Analizom uzorka 6-CI-TOTO-1 ATR spektroskopijom dobiven je IR spektar prikazan na
slici 34. Vibracijske vrpce su asignirane prema predlozenoj strukturi te teoretskim podacima o
vibracijama u dostupnoj literaturi.?®® Karakteristicne frekvencije funkcionalnih grupa su

sumirane u tablici 4.
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Analizom dobivenog IR spektra pronadene su i asignirane glavne funkcionalne skupine

uzorka 6-CI-TOTO-1, potvrdujuéi strukturu spoja.
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Slika 34: FT-IR spektar uzorka 6-CI1-TOTO-1.

Tablica4:  Vibracijske vrpce u IR spektru uzorka 6-C1-TOTO-1

Valni broj / cm™! Vibracija

3448, 3414 N-H istezanje

3084, 3026, 3004 =C-H istezanje

2965 -CHa- istezanje

1609, 1590 C=C istezanje poli nuklearnog aromatskog kompleksa
1544 C=N istezanje

1521, 1517 -C=C-istezanje benzotiazolnog prstena
1466 -C=C-1=C-H istezanje Ar

1400 N-CH3 istezanje

1105 Ar-Cl istezanje

901, 882 =C-H deformacija izvan ravnine
759,739, 715 ~-CH2- njihanje
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5.1.2. Spektroskopija NMR

"HNMR i CNMR spektri otopina boja su snimljeni u deuteriranom DMSO. Takoder
snimljeni su i dvo-dimenzijski spektri, HSQCM i COSY.

Dobiveni signali iz "THNMR i '*CNMR spektara su asignirani. Rezultati su prikazani na
slikama 35 i 36. Asignacija NMR spektara provedena je iz '*C i 'H NMR spektara, te dvo-
dimenzijskih spektara uzorka 6-CI-TOTO-1. Rezultati NMR analize su:

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): 6 = 2,38 (br m, 6H, CHz), 3,19 (s, 12H, N-CH>), 3,71 (4,
8H, 3Jun = 7.9, N'CH2), 3,91 (s, 6H, N'CH3), 4,71 (t, 4H, 3Jun= 7.3, N°CH2), 6,88 (s, 2H,
CH), 7,57-8,90 (m, 18H, Ar).

3C.NMR (125 MHz,DMSO-de): & = 17,2 (CH2), 22,6 (CHz), 34,2 (NCH3), 50,7 (N*CH),
50,8 (N*CH3),59.9 (N*CHa), 60,2 (N"CHb), 88.6 (CH), 108,2 (CH), 114,2 (CH), 118,2 (CH),
122,4(CH), 124,1 (Cq), 125,1 (CH), 125.6 (CH), 126,9 (CH), 128,2 (Ca), 128,4 (Cq), 133,5
(CH), 136,9 (Cy), 139,5 (CH), 144,4 (Cq), 148,7 (Cq), 160,1 (Ca).

Ovom analizom je potvrdena predloZena struktura spoja 6-CI-TOTO-1.

SpinWorks 3: arozman

6-CI-TOTO-1
PLIVA

mmmmm
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Slika 35: THNMR spektar uzorka 6-Cl1-TOTO-1
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SpinWorks 3: arozman
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T
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Slika 36:
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13C NMR spektar 6-CI-TOTO-1

5.1.3. Masena spektrometrija

80 70 60 50

40 30 20
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Masena spektrometrija spoja 6-CI-TOTO-1 potvrdila je da molekulske mase fragmenata

C19Hs6N6S2Cl213" i C49HssNeS2Clal2 " odgovaraju teoretski ra¢unatim vrijednostima.

Rezultati su prikazani u tablici 5.

TablicaS:  Rezultati MS (ESI-TOF) za fragmente spoja 6-C1-TOTO-1
Teoretska vrijednost Odredena vrijednost
Fragment Greska
M; M
C49Hs6NsS2CLaI5" 1243,0519 1243,0492 —2,2 ppm
C49Hs5N6S2CLL" 1115,1396 1115,1368 —2,5 ppm

Prikazani rezultati odredivanja M, za dva fragmenta uzorka 6-ClI-TOTO-1 pokazuju izvrsno

slaganje s teoretskim vrijednostima za predloZenu strukturu.
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5.1.4. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija

DSC krivulja spoja 6-CI-TOTO-1 pokazuje viSe uzastopnih endotermnih dogadaja. Prvi

siroki endoterm koji se opaza na krivulji u temperaturnom podrucju 45-120 °C odgovara

izlasku vode. Kako voda izlazi pri relativno niskim temperaturama, od sobne temperature pa
do 100 °C, okarakterizirana je kao adsorbirana voda. Daljnjim zagrijavanjem se na
termogramu moze opaziti stakliSte amorfnog dijela spoja, s ofitanom temperaturom u tocki
infleksije na 131 °C. Daljnjim zagrijavanjem opaZa se endoterm taljenja kristalne strukture
koje pocinje pri temperaturi 245 °C te raspad molekule daljnjim zagrijavanjem (slika 37).

Rezultati DSC analize su u skladu s termogravimetrijskom analizom.

Toplinski
tok (W/g)

t/°C

Slika 37: DSC krivulja uzorka 6-CI-TOTO-1.
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5.1.5. Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza spoja 6-CI-TOTO-1 pokazuje da uzorak gubi na masi u dva
glavna koraka. Prvi gubitak mase deSava se u temperaturnom podruc¢ju od sobne temperature
do 125 °C a moze se pripisati izlasku adsorbiranih molekula vode (4,9 %). Daljnjim
zagrijavanjem do 200 °C uzorak viSe ne gubi na masi. Zbog toga je fazni prijelaz u DSC
analizi karakteriziran kao stakliSte. Drugi gubitak na masi uslijed zagrijavanja deSava se na

temperaturi iznad 225 °C, a odgovara raspadu spoja (slika 38).

=
L
o
=

! % (dm / d#) / % °C"

t/°C

Slika 38: TGA Kkrivulja uzorka 6-CI-TOTO-1.
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5.2. Fizikalno-kemijska svojstva vodenih otopina ispitivanih spojeva

Svi ispitivani spojevi djelomi¢no su topljivi u redestiliranoj vodi (iznad 1 x 10™* mol dm™).
Sve vodene otopine ispitivanih spojeva stabilne su unutar dva mjeseca ako se Cuvaju pri
temperaturi 2°C—8°C.

Apsorbancije vodenih otopina 6-CI-TOTO-1, 6-CI-YOYO-1 i 6-CI-YO-1 su
proporcionalne njihovim koncentracijama u koncentracijskom podru&ju ¢ = 7,1 x 1077 mol
dm>-4,6 x 10 mol dm™ §to potvrduje da u otopinama nema zna¢ajnog molekulskog
slaganja §to bi u protivnom vodilo do hipokromnih efekata. Termicka stabilnost 6-CI-TOTO-
1, 6-CI-YOYO-1 i 6-CI-YO-1 je takoder ispitana, zagrijavanjem vodenih otopina ispitivanih
spojeva. Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti da nema znacajne razlike u UV/Vis spektrima
boja snimanih pri 25 °C u odnosu na viSe temperature $to potvrduje stabilnost uzoraka i
njihovu prikladnost za daljnja ispitivanja, posebice temperature mekSanja. Rezultati su

prikazani na slikama 39 do 41.

0,6+
1,64 _ o5ec

——35°C
A 1,44 A 054 — 45°C \
—— 55°C I
1,24 N I\ “
10 4 75°C i ‘\‘
09 —— 85°C \
| 0,34 95°C ‘

—— 25 °C hladenje

0,2+

014 /

0,0 == —

) — = T - T T T T T T 1
200 300 400 500 600 250 300 350 400 450 500 550 600 650
A/ nm Alnm

Slika 39: UV/Vis spektri otopine 6-ClI-TOTO-1, u vodi u koncentracijskom
podruéju 1,66 x 107 mol dm™ — 1,64 x 105 mol dm™ kao funkcija
koncentracije (lijevo) pri 25 °C, te promjene u UV/Vis spektrima kao
funkcija temperature (desno).
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Slika 40: UV/Vis spektri otopine 6-Cl-YOYO-1, u vodi u koncentracijskom
podrugju : 7,1 x 10~ 7 mol dm™ — 1,04 x 10~ 5 mol dm™ kao funkcija
koncentracije (lijevo) pri 25 °C, te promjene u UV/Vis spektrima kao
funkcija temperature (desno).
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Slika 41: UV/Vis spektri otopine 6-CI-YO-1, u vodi u koncentracijskom podruéju:
1,4 x 10~ ® mol dm™ — 2,0 x 10~ > mol dm™3 kao funkcija koncentracije
(lijevo) pri 25 °C, te promjene u UV/Vis spektrima kao funkcija
temperature (desno)

UV/VIS spektri cijaninske boje 6-CI-TO-1 pri ¢ > 1,3 x 10 mol dm™ pokazali su
nelinearnu ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja (slika 42). 1z literature je poznato da
mnoge cijaninske boje pokazuju tendenciju stvaranja agregata u vodenim medijima zbog
njihove hidrofobnosti i polarizabilnosti.'* U literaturi se spominju dva tipa agregata: H-tip i J-
tip, koji se medusobno razlikuju u nacinu na koji se molekule cijaninskih boja slazu u
prostoru. Za nesupstituirane cijaninske boje karakteristiCno je stvaranje H-tipa agregata koje
je energetski najpovoljnije zbog ostvarivanja maksimalnog broja Van Der Waals-ovih veza,

koje u velikom obimu sprecavaju priblizavanje molekule otapala, u ovom slu¢aju molekula

Andrea RoZman Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 58

vode, molekulama boje. Kod supstituiranih cijaninskih boja dominantno je stvaranje J-tipa
agregata, kod kojih se molekule boja samo-asociraju u lancaste strukture, koje je povoljno
zbog sterickih i elektrostatskih smetnji uzrokovanih atomima supstituenata.

U apsorpcijskom spektru cijaninske boje 6-CI-TO-1 moze se opaziti promjena izgleda
spektra povecavanjem koncentracije spoja u otopini posebice u promjeni intenziteta
maksimuma apsorpcije na 472 i 501 nm. Pri nizim koncentracijama 6-CIl-TO-1 maksimum na
501 nm je dominantan. Taj maksimum najvjerojatnije pripada monomeru boje. Povecanjem
koncentracije opaza se hipsokromni pomak (—29 nm) i dominantan je maksimum na 472 nm,
koji najvjerojatnije potjeCe od stvaranja agregata boje pri viSim koncentracijama.

Omjer vrijednosti apsorbancija za maksimum na 501 nm i 472 nm se takoder znacajno
smanjuje porastom koncentracije, od podetne vrijednosti 1,4 za koncentraciju 5 x 10° mol
dm™ pa do vrijednosti 0,7 za koncentraciju 4 x 10 mol dm™ (slika 42). Ta ¢injenica
implicira da se molekule samo asociraju porastom koncentracije spoja u otopini. Cinjenica da
se pri visSim koncentracijama ispitivanog spoja pojavljuje maksimum pri nizim valnim
duljinama upuéuje na stvaranje H-tipa agregata, §to je ve¢ ranije publicirano za cijaninske!* ili

za merocijaninske” boje.

1,54
1,61 L]

1,41
1,31 \
12\
1,11 "

1,0+ u
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0,7
0,6
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/

—pn
e
—
—m_
u -

1,0x10°  2,0x10°  3,0x10°  4,0x10°
¢(6-CI-TO-1) / mol dm™

Slika 42: UV/Vis spektri otopine 6-CI-TO-1, u vodi u mikromolarnim
koncentracijama (lijevo) i omjer As01 nm/4472 nm kao funkcija koncentracije
(desno) pri 25 °C.
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Slika 43: UV/Vis spektri u ovisnosti o temperaturi 6-CI-TO-1, ¢ =1 x 10~> mol
dm,

Dodatno, za 6-CI-TO-1 se u pokusima ispitivanja termicke stabilnosti vodene otopine uoc¢ava
1 promjena u UV/Vis spektrima uslijed zagrijavanja (slika 43). Pri temperaturama vec¢im od
35 °C uocava se nestanak maksimuma na 472 nm dok se pojavljuje maksimum na 501 nm.
Izgled UV/Vis spektra 6-CI-TO-1 je sli¢an proporcionalno pomnozenom spektru pri
koncentraciji 3 x 10 mol dm™. Dakle, pri koncentraciji ¢ > 1 x 10> mol dm spoj 6-Cl-

TO-1 formira agregate.

Odredene su molarni apsorpcijski koeficijenti ispitivanih spojeva u vodenom mediju (tablica

6). Usporedba spektara ispitivanih spojeva prikazana je na slici 44.
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Slika 44:

Tablica 6:

1,2x10°4 | —6-Cl-TOTO-1
——6-Cl-YOYO-1
s ——6-CI-TO-1
F'E 1,0x10°1 | ——6-Cl-YO-1
[$]
£ 8,0x10*-
©
o) "
£ 6,0x10
N
4,0x10*
2,0x10*
010 T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600
Al nm

UV/Vis spektri uzoraka 6-CI-TOTO-1, 6-C1-YOYO-1, 6-CI-TO-1 i 6-Cl-
YO-1, u vodenom mediju..

Molarni apsorpcijski koeficijenti uzoraka 6-C1-TOTO-1, 6-C1-YOYO-1, 6-
CI-TO-1i 6-Cl-YO-1.

Amax / NM g/ mol! dm3 cm!
483 94935+ 193
6-CI-TOTO-1
510 69366 £ 91
461 122505 £ 356
6-Cl-YOYO-1
486 97873 +£ 1079
472 35140 + 640
6-CI-TO-1
501 35139 + 639
6-Cl-YO-1 476 53169 + 280
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UV/Vis spektri boja u kakodilatnom puferu ( = 0,05 mol dm ™, pH = 7) su vrlo sli¢ni
UV/Vis spektrima boja u vodi. Vodene otopine uzoraka 6-CI-TOTO-1, 6-CI-TO-1 i 6-CI-
YO-1 koncentracije ¢ = 1 x 107" mol dm ™ pokazuju zanemarivu fluorescenciju nakon pobude
na njihovim maksimumima apsorpcije. Za razliku od njih uzorak 6-Cl-YOYO-1 pokazuje
znacajnu fluorescenciju (slika 45), najvjerojatnije zbog izraZenijeg svojstva aromatskog

slaganja molekula u agregate, §to onemogucava ne emisijski nacin relaksacije nakon pobude

na 440 nm.

600+
] — 6-CI-TOTO-
500 ——6-Cl-YOYO-1
. | 6-CI-TO-1
: —— 6-C-YO-1
>
LU./ 400
< 300-
o
S ]
L 200-
© |
x
100 1
0+ T T T T T T T T T T 1
500 525 550 575 600 625 650

A/lnm

Slika 45: Spektri fluorescencije 6-CI-TOTO-1 (¢ = 8,2 x 1078 mol dm™3, Aexc - 483
nm), 6-CI-YOYO-1 (¢ =7,69 x 1078 mol dm3, Aexc - 440 nm), 6-CI-TO-1 (¢
= 5,47 x 1077 mol dm™3, Aexc = 483 nm) i 6-C1-YO-1( ¢ = 2,32 x 1077 mol
dm3, Aexc =440 nm), u vodi.
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5.3. Ispitivanje interakcija 6-CI-TOTO-1, 6-Cl-YOYO-1, 6-C1-TO-1 i 6-
Cl-YO-1 boja s dvolanéanim DNA i RNA

5.3.1. UV/Vis titracije

Dodatak dvolan€anih polinukleotida (DNA i1 RNA) u otopine boje rezultira znacajnim
hipokromnim efektima i umjerenim batokromnim pomacima (4—6 nm) u UV/Vis spektrima 6-
CI-TOTO-1, 6-CI-YOYO-1, 6-CI-TO-1 i 6-CI-YO-1 spojeva. No, iz UV/Vis titracija nije
bilo moguce izraCunati konstante stabilnosti kompleksa, a ni stehiometriju nastalih kompleksa
jer su uo¢ene promjene u UV/Vis spektrima posljedica mjeSovitog nacina vezanja koje je bilo

nadjacano agregacijom ispitivanih spojeva u vodenim medijima.

Naime kod doti¢nih spojeva pokazano je da su te boje dominantno u monomernom
obliku samo kod koncentracija nizim od 1 x 10® mol dm™. U suvisku boje u otopini, pri
F{spoj]/[polinukleotid] > 0,2 promjene u UV/Vis spektrima mogu se pripisati agregaciji molekula
boja koje ne mogu pronaci slobodno vezno mjesto na polinukleotidu. Dakle kod molarnog
omjera Fispoj)/[polinukleotid] > 0,2 dominantni nacini vezanja su agregacija 1 mjeSoviti nacin
vezanja. Pri uvjetima koji pogoduje samo jednom dominantnom nacinu vezanja boje
(Pispojl/polinukleotid] < 0,1) (interkalacija i/ili bisinterkalacija) nije bilo moguce skupiti dovoljno

eksperimentalnih podataka.

Posljedi¢no to je onemogucilo obradu dobivenih podataka iz UV/Vis titracija
jednadzbom po Scatchardu.’! Primjer tipi¢nih UV/Vis titracija 6-CI-TOTO-1 prikazan je na
slici 46.

Andrea RoZman Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 63

1,59 1,4+
\I
\I
12 L
A E 129 w
0,9 ] “a
' < \,
\ 1,0 1 \
0,64 | I\
0,34 0.6 _\
\ .\-\.7.7././l—-—-/'/./.~.
0,0- — = s s s S P
250 300 350 400 450 500 550 600 0,0 2,0x10 4,0x10 6,0x10 8,0x10 1,0x10
Alnm c(ct-DNA) / mol dm™
a) b)

Slika 46: a) UV/Vis titracija 6-CI-TOTO-1 (¢ = 1,4 x 1075 mol dm™) s ct-DNA; b)
Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TOTO-1 na Amax = 483 nm kao
posljedica titracije s c--DNA, u kakodilatnom puferu, pH =7, I = 0,05 mol
dm™ pri 25 °C.

Rezultati UV/Vis titracije 6-CI-TOTO-1 s ct-DNA pokazuju da je u suviSku boja
agregirana, ¢ine¢i pretezno H-tip agregata s dominantnom vrpcom na 483 nm. Dodatkom ct-
DNA te posljedi¢no vezanjem dijela boje u kompleks s polinukleotidom, maksimum na 501
nm postaje dominantan, $to upucuje na Cinjenicu da se boja djelomicno de-agregira te vrpca
monomera postaje dominantna. Ta ¢injenica implicira da se na DNA prvenstveno vezu

monomeri boje.

Dodatan dokaz vezanja monomera 6-CI-TOTO-1 moze se vidjeti iz “obrnute” titracije
(slika 47) gdje je vidljivo da dodatak malih koli¢ina ispitivane boje u otopinu DNA rezultira
dominantnim UV/Vis spektrom monomera. Ta titracija rezultirala je gotovo linearnim
porastom intenziteta apsorpcije na 510 nm 1 483 nm. Ako se spektri dobiveni “obrnutom”
titracijom usporede s UV/Vis spektrima 6-CI-TOTO-1 iz pokusa odredivanja molarnog
apsorpcijskog koeficijenta (slika 39) ili sa spektrima snimljenim prilikom titracije 6-Cl-
TOTO-1 s ct-DNA (slika 46) gdje je intenzitet apsorpcije na 4 = 510 nm rastao dok je
intentitet apsorpcije na 4 =483 nm smanjivao, moze se zakljuciti da se u slucaju suviska boje

simultano deSava vezanje boje na polinukleotid 1 de-agregacija boje, dok je u obrnutoj
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titraciji, prilikom suviska veznih mjesta agregacija onemoguéena i moze se opaziti samo

linearan porast maksimuma koji odgovara monomeru.

1,5- 1,6 4
L}
1.4 "
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Slika 47: a) UV/Vis titracija ct-DNA (c = 1,07 x 10 mol dm3) s 6-CI-TOTO-1 (¢ =
8,4 x 107 mol dm3); b) Promjene u UV/Vis spektru ct-DNA i 6-CI-TOTO-
1 na Amax = 510 nm kao posljedica titracije s 6-CI-TOTO-1, u
kakodilatnom puferu, pH =7, I = 0,05 mol dm3 pri 25 °C.

Tipi¢ne UV/Vis titracije spojevima 6-Cl-YOYO-1 (slika 48), 6-CI-TO-1 (slika 49 ) i 6-Cl-
YO-1 (slika 50) polinukleotidima ukazuju na snazne interakcije s DNA/RNA, ali je zbog
kompleksnosti dobivenih spektara, odredenog stupnja agregacije boja u puferu i/ili prilikom
vezanja na DNA/RNA vrlo tesko odrediti nacin i1 stehiometriju vezanja. Intrinzi¢no svojstvo
cijaninskih boja da znafajno povecaju fluorescencijsku emisiju pri vezanju na DNA/RNA
omogucilo je provedbu titracija pri vrlo niskim koncentracijama boje, kod kojih su cijanini

ve¢inom u monomernom obliku.
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Slika 48:
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c(poli dG-poli dC) / mol dm™

a) UV/Vis titracija 6-CI-YOYO-1 (¢ = 1,4 x 10~° mol dm™) s poli dG-poli

dC; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-ClI-YOYO-1 na Amax = 460 nm kao

posljedica titracije s poli poli dG-poli dC, u kakodilatnom puferu, pH =7,

I=0,05 mol dm™ pri 25 °C.

A473 nm
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Slika 49:
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a) UV/Vis titracija 6-CI-TO-1 (¢ = 3,7 x 1073 mol dm™) s poli dGdC-poli

dGdC; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TO-1 na Amax = 473 nm kao

posljedica titracije s poli dGdC-poli dGdC, u kakodilatnom puferu, pH =

7, 1= 0,05 mol dm3 pri 25 °C.
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Slika 50: a) UV/Vis titracija 6-C1-YO-1 (¢ = 1,4 x 107> mol dm™>) s poli dAdT-poli
dAdT; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-Cl-YO-1 at Amnax = 476 nm kao
posljedica titracije s poli dAdT-poli dAdT, u kakodilatnom puferu, pH =
7, 1= 0,05 mol dm3 pri 25 °C.
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5.3.2. Fluorimetrijske titracije

Intrinzi¢no nefluorescentne, odnosno slabo fluorescentne boje 6-CI-TOTO-1, 6-ClI-
TO-1, 6-C1-YO-1 su dodatkom DNA/RNA pokazale snazni porast intenziteta fluorescencije,
Sto je u skladu s opcéepoznatim mehanizmom vezanja cijaninskih boja na polinukleotide.
Intrinzi¢na fluorescencija cijaninske boje 6-ClI-YOYO-1 je dodatkom polinukleotida takoder
pokazala porast intenziteta emisije. Opazene promjene su omogucile fluorimetrijske titracije u
vrlo niskim koncentracijama cijaninskih boja (kod kojih su one uglavnom neagregirane) te
dodatno u uvjetima znacajnog suviska polinukleotida u odnosu na cijaninske boje. Kako je pri
tim uvjetima (Fspoj)/[polinukleotid] < 0,1) dominantan samo jedan nacin vezanja, bilo je moguce
analizirati dobivene podatke Scatchardovom jednadzbom te odrediti konstante ravnoteze

reakcije vezanja. °!%2

Fluorescencijske titracije su napravljene na nacin da su optimizirane za izracun
konstanti vezanja, gdje je vecina toCaka izmedu 20-80 % formiranog kompleksa, pri
Fspojl/[polinukleotid] < 0,1. Kako bi se vizualno mogao procijeniti afinitet odredene boje prema
polinukleotidima, napravljen je graficki prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije
normaliziran na najvisi intenzitet emisije (zadnja tocka titracije). Rezultati su prikazani na

slici 51.
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Slika 51: Promjene intenziteta fluorescencije normalizirane na najvisi intenzitet

emisije u titraciji za a) 6-CI-TOTO-1 (co = 2,79 x 1078 mol dm3 (titracija s
poli dA—poli dT, poli dGdC-poli dGdC), ¢y = 8,4 x 108 mol dm™ (titracija
s poli dAdT-poli dAdT, poli A—poli U), co=1,67 x 1077 mol dm3 (titracija
s poli dG—poli dC) Aexc = 483 nm), b) 6-CI-YOYO-1 ((co = 7,69 x 10°% mol
dm™ (titracija s poli dA—poli dT, poli dAdT-poli dAdT, poli dGdC-poli
dGdC), ¢y = 1,53 x 107 mol dm3 (titracija s poli dG—poli dC) , Aexc - 440
nm)), ¢) 6-CI1-TO-1 (co = 5,47 x 1077 mol dm™3, Aexc - 483 nm), te d) 6-Cl-
YO-1 (co = 1,15 x 1077 mol dm™ (titracija s poli dA—poli dT, poli dAdT-
poli dAdT, poli dGdC-poli dGdC, poli dG—poli dC), (co = 2,32 x 10”7 mol
dm (titracija s poli A—poli U), Aexc - 440 nm), kao posljedica titracije s
polinukleotidima u kakodilatnom puferu, pH = 7, I = 0,05 mol dm™ pri 25
°C.
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Podatci prikazani na slici 51 jasno pokazuju kako 6-CI-TOTO-1 tvori stabilniji kompleks s
poli dA—poli dT i poli dGdC-poli dGdC u usporedbi s ostalim DNA/RNA, dok njegov

monomer 6-CI-TO-1 ne pokazuje selektivnost u vezanju na polinukleotide.

Mala promjene u strukturi spojeva tj. zamjena TO s YO kromoforom je uzrokovala bitnu
razliku u vezanju 1 mnogo kompleksnije rezultate. 6-ClI-YOYO-1 ne pokazuje selektivnost
koju pokazuje 6-CI-TOTO-1 prema poli dA—poli dT i poli dGdC-poli dGdC, a umjesto toga
pokazuje visoku selektivnost i mjeSovit na¢in vezanja s poli dAdT-poli dAdT (Slika 51b).

450'. m 570nm
400 & 510nm
1510nm 4001
| = 350 .
500 = o o s
~300- . PSS
E [ ] ® -»
H—I—H
400 S 200
[
—: 150
& .
300 4 100 .
mn
0.0 3.0x107 6.0x107 9.0x107

¢ (poli A-poli U) / mol dm™

Fluo. Int. (a.u.)

500 550 600 650 700

A/ nm

Slika 52: Fluorescencijska titracija 6-CI-YOYO-1 (¢ = 1,53 x 1077 mol dm™) s poli
A—poli U, Aexc - 440 nm, kakodilatni pufer, pH = 7, I = 0,05 mol dm3, pri
25 °C . Umetak: Promjene u intezitetu fluorescencije 6-CI-YOYO-1 na

Amax =570 nm (crno) i Amax =510 nm (crveno).

Jo§ zanimljivije ponaSanje pokazuje fluorimetrijska titracija 6-Cl-YOYO-1 s RNA.
Fluorescencijska titracija spoja 6-Cl-YOYO-1 nakon dodatka poliA-poliU pokazala je
smanjenje intenziteta fluorescencije na maksimumu 4 = 510 nm te poveéanje intenziteta i
pojava novog maksimuma fluorescencije na 4 = 570 nm, §to nije opazeno za ostale spojeve i

polinukleotide, ve¢ je specificno za RNA (slika 52). Sustavna devijacija od izosbestiCke tocke
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te sigmoidalni oblik titracijske krivulje upuéuju na postojanje barem triju fluorofornih
spojeva. Kako je struktura RNA specifi¢na u odnosu na DNA, te je karakterizira duboki i uski
veliki utor,”® vezno mjesto u velikom utoru RNA moZe primiti molekulu boje i dimer boje.
Kako monomer boje i dimer boje u ovom slucaju imaju drugaciju emisiju, predloZeni nacin
vezanja se moze detektirati fluorescencijskim titracijama. Emisijski maksimum na 570 nm je
specifi¢an za kompleks 6-CI-YOYO-1/RNA 1 nastaje pri velikom suvisku RNA u odnosu na
boju, te se moze pripisati intramolekulskom slaganju monomera boje unutar RNA veznog
mjesta. Takav nacin intramolekulskog slaganja 6-Cl-YOYO-1 unutar veznog mjesta RNA je
dodatno podrzan u potpunosti drugacijim emisijskim odgovorom 6-CI-YO-1 prilikom vezanja

na RNA, koji je pokazao samo povecanje emisije na 506 nm.

Podatci fluorimetrijskih titracija obradeni su nelinearnom regresijom prema Scatchardovoj
jednadzbi i izraGunane su konstante ravnoteZe reakcije vezanja Ks te parametar n.%'%2
Rezultati dobiveni obradom za 7 su bili u rasponu 0,1 do 0,4. Koeficijenti korelacije su za sve

titracije bili u rasponu 0,988—0,999.
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5.3.3. Izracunavanje konstanti vezanja simultano iz rezultata fluorescencijskih i UV/Vis
titracija

Kako bi se dobio cjeloviti uvid u interakcije ispitivanih spojeva s nizom polinukleotida,
napravljen je izracun Kkonstanti ravnoteze reakcije vezanja simultano iz UV/Vis i
fluorescencijskih titracija. Racun je napravljen nelinearnom regresijom procedurom GlobalFit
prema Scatchardovoj jednadzbi koriste¢i Wolfram Mathematica softver.

U prvom koraku su izracunate Ks, sa slobodnim omjerom stehiometrije vezanja n. Kako su
tako dobiveni podatci dali Sirok raspon za n od 0,1 do 0,4, ti podatci se ne mogu medusobno
usporedivati. Zato je u sljedecoj iteraciji proveden racun s fiksnim omjerom n = 0,2 (Tablica

7).

Tablica 7 Konstante ravnoteZze reakcije vezanja log K odredene simultano iz
fluorescencijskih i UV/Vis titracija za 6-CI-TOTO-1, 6-Cl-YOYO-1, 6-Cl-
TO-11i 6-CI-YO-1 s polinukleotidima (kakodilatni pufer, pH =7,0; I = 0,05
mol dm™).

poli dA-polidT  poli dAdT-poli  poli dG-poli dC  poli dGdC-poli  poli A-poli U

dAdT dGdC
6-Cl-TOTO-1 8,7 6,8 7,5 9,3 6,0
6-Cl-YOYO-1 7,4 5,6 7,8 7,9 7,3
6-C1-TO-1 5,5 7,3 7,0 8,1 7,0
6-Cl-YO-1 6,6 6,2 8,4 6,2 5,6

Rezultati ukazuju na vrlo velik afinitet istrazivanih boja prema polinukleotidima, s log Ks
vrijednostima u rasponu od 5 pa sve do 9. Rezultati takoder ukazuju na snazniji afinitet
dimera 6-CI-TOTO-1 te 6-CI-YOYO-1 prema polinukleotidima nego monomera 6-CI-TO-1
1 6-Cl-YO-1.

Vizualnom analizom podataka dobivenih fluorimetrijskim titracijama za spoj 6-CI-TOTO-1
(slika 51) moze se opaziti znacajno ostriji nagib titracijskih krivulja te istovremeno relativno
visi afinitet vezanja (log Ks, tablica 7) Sto upuéuje da se 6-CI-TOTO-1 veze na homo
polinukleotide (poli dA—poli dT, poli dG—poli dC) skoro 2 reda veli¢ine ja¢im afinitetom nego
na alternirajuée ds-DNA ili RNA polinukleotide. Monomer 6-CIl-TO-1 pokazuje skoro
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jednaki afinitet prema sipitivanim DNA/RNA polinukleotidima. Ta cinjenica potvrduje

selektivnost dimera 6-CI-TOTO-1 prema polinukleotidima u odnosu na 6-CI-TO-1.

Podatci ukazuju i na zanimljivu Cinjenicu da za spoj 6-CI-YOYO-1 (log K tablica 7)
selektivnost nije toliko izrazena u wusporedbi s analognim spojem 6-CI-TOTO-1,
najvjerojatnije zbog vece sklonosti agregacije. Daljnja analiza parametara vezanja dovodi do
zakljucka da dimeri ispitivanih boja (6-CI-TOTO-1 1 6-ClI-YOYO-1) ne pokazuju
proporcionalno jac¢e vezanje na polinukleotide u usporedbi s monomerima, $to upucuje da
interkalativni nacin vezanja nije promoviran u bisinterkalaciju dimera koji bi prema dostupnoj
literaturi pokazao barem tri reda veliine jaci afinitet prema polinukleotidima.3 Navedeno
upucuje da dimeri ulaze u interakciju na dva moguca nacina:

a) mono-interkalacija i dodatna interakcija pozitivno nabijenog lanca s fosfatnom

okosnicom te pozicioniranje neinterkaliranog cijanina unutar DNA/RNA utora, ili
b) agregacija dimera boje unutar DNA/RNA utora usporedno s interakcijom pozitivno

nabijenog lanca s fosfatnom okosnicom.

5.3.4. Izotermna titracijska kalorimetrija

Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC) je tehnika koja omogucava direktno mjerenje
oslobodene ili apsorbirane topline kod interakcija molekula. Parametri koji se mogu odrediti
iz ITC eksperimenta su konstanta ravnoteze reakcije vezanja K, parametar n, reakcijska
entalpija AcH 1 reakcijska entropija A:S pri odredenoj temperaturi. Nekovalentna interakcija
dviju molekula se deSava samo kada je odgovarajuca reakcijska Gibbsova energija A:G

negativna, pri demu je AG = AcH —TA:S.2*9>9

Provedena je titracija sintetskih polinukleotida: poli dAdT-poli dAdT, poli dA-poli dT,
poli dG-poli dC, poli dGdC-poli dGdC i poli A-poli U s cijaninskim bojama 6-CI-TOTO-1,
6-Cl-YOYO-1, 6-CI-TO-1 te 6-CI-YO-1.

Vedina titracijskih eksperimenata je rezultirala negativnim promjenama entalpije

sugerirajuci da su procesi vezanja egzotermni.
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Rezultati su jasno razlikovali vezanje cijaninske boje na polinukleotid pri molarnom
omjeru  Fspojl/[polinukleotid] < 0,1 koji je karakteriziran interakcijom pojedinacne molekule
cijaninske boje s izoliranim veznim mjestom na polinukleotidu od vezanja cijaninske boje na
polinukleotid pri molarnom omjeru r [spoj}/[polinukieotid] > 0,1 koji je karakteriziran suviskom boje
u odnosu na vezna mjesta polinukleotida i gdje se daljnja vezanja vrSe na kooperacijski nacin

(slike 53-56).
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Slika 53: ITC titracije poli dA- poli dT (lijevo) i poli dGdC-poli dGdC (desno) s 6-
CI-TOTO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-CI-TOTO-1 u otopinu
polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni podaci (m) i sukladnost
podataka s modelom “#wo set of sites” (==).
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Slika 56: ITC titracija poli dA-poli dT (lijevo) i poli dGdC-poli dGdC(desno) s 6-Cl-
YO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-Cl-YO-1 u otopinu polinukleotida.
Dolje: eksperimentalno dobiveni podatci (m) i sukladnost podataka s

modelom “one set of sites” (==).

Parametri dobiveni nelinearnom regresijom podataka dobivenih iz ITC titracija poli A-
poli U, poli dG-poli dC, poli dGdC-poli dGdC, poli dAdT-poli dAdT 1 poli dA-poli dT s 6-
Cl-YOYO-1, 6-CI-TOTO-1, 6-CI-TO-1 te 6-Cl-YO-1 su prikazani u tablici 7.
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Tablica 7:  Parametri dobiveni nelinearnom regresijom podataka dobivenih iz ITC
titracija poli A-poli U, poli dG-poli dC, poli dGdC-poli dGdC, poli dAdT-
poli dAdT i poli dA-poli dT s 6-CI-YOYO-1, 6-CI-TOTO-1, 6-CI-TO-1 te

6-Cl-YO-1.
) ) ) AcH/ ArS/ TA.S/ AcG/
Spoj Polinukleotid " log K ) ymol!  JK mol!  kJmol!  kJ mol!
A ooli U 0.11 6.3 403 14.8 4.4 36,0
p P 0,24 8,5 26,1 75.0 22,4 -48.5
poli dG -poli dC 021 63 283 28.0 83 36,0
. . 0.13 8.4 17,5 103,0 30,7 47,9
poli dA -poli dT > g > > ) ’

6.CLTOTO.1 0,09 6.5 375 0,5 -0,1 371
poli dGdC-poli 0,08 7.1 275 43,5 13,0 -40,5
dGdcC” 0,18 8,0 -10,2 119,3 35,6 45,7
poli dAdT-poli 0.11 83 152 107.6 32.1 47 4
dAdT * 0,26 6.1 2294 18,4 55 348
i A -ooli U° 0,05 6,4 79.8 _145.0 432 36,5
POl A -pott 0,22 7.4 213 70,5 21,0 422
poli dG -poli dC 0.18 6.4 425 -19.1 5.7 36,5
poli dA -poli dT 0.18 6.4 737 370.0 110.3 36,5
GCLYOYO-1 i dGdC-poli 0,04 7,0 69,1 97,1 29,0 40,0
dGdC” 0,12 7,6 225 69,9 20,8 -43.4
poli dAdT-poli 0,09 72 502 302 9.0 411
dAdT * 0,11 8,6 -13,7 118,1 352 -49,1
poli A -poli U 0,02 6.7 13.6 174,0 51,9 382
poli dG -poli dC 0.1 6.2 42 104,6 312 35,7
poli dA —poli dT 0,06 6.2 37.1 2430 725 354

6-CI-TO-1 poli dGdC-poli
Cdc 03 6,1 4.1 131,4 392 34,8

poli dAdT-poli
AdT 0.2 7.0 6,9 157,0 46,8 -40,0
poli A -poli U 0,03 6.7 93 159,0 47.4 2382
. . 0.1 72 45 4 13.6 41 411
poli dG -poli dC 0,3 6,7 11,2 166,7 49,7 2382
poli dA -poli dT 0.25 58 15.8 163,0 48.6 331
6-CLYO-1 = i dGdC-poli 0,13 8.1 84 126,0 37.6 46,2
dGdC 034 6.9 11,9 172,9 51,6 394

poli dAdT-poli
AT 0.4 6.4 4.6 138,2 412 -36,5

* Parametri dobiveni nelinearnom regresijom podataka s modelom “two set of sites”

Iz rezultata se moze vidjeti da dimeri boja u vecini slucajeva uslijed vezanja s
polinukleotidima pokazuju vezanje u dva stupnja. Prvi dogadaj se dogada pri Fspoj/[polinukleotid]

< 0,1 koji se moze povezati s interkalacijom boje u polinukleotid. Drugi dogadaj, pri
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molarnom omjeru 7 [spoj)/[polinukleotid] > 0,1 s€ moZe povezati s mjeSovitim nacinom vezanja koji
ukljucuje interkalaciju, neselektivno vezanje boja u utore polinukleotida te agregaciju boja.
Kako su u ITC eksperimentima bile koriStene visoke koncentracije polinukleotida i
boje, procesi mjeSovitog nacina vezanja su dominantni. Dobivene Konstante ravnoteze
reakcije vezanja dimera boja su u dobroj korelaciji s rezultatima dobivenim fluorimetrijskim

metodama za Fispoj)/[polinukleotid] > 0, 1.

ITC titracijama za 6-CI-TOTO-1 dobivene konstante stabilnosti reakcije nastajanja
kompleksa najvece su za polinukleotode poli A-poli U, poli dA-poli dT, poli dGdC-poli
dGdC i poli dAdT-poli dAdT (tablica 7). Rezultati za poli dA-poli dT i poli dGdC-poli dGdC
su u skladu s fluorescencijskim titracijama, dok su za poli A-poli U, i poli dAdT-poli dAdT
dobivene konstante ravnoteZze najvjerojatnije posljedica mjeSovitog nacina vezanja. Za
navedene polinukleotide se morala napraviti nelinearna regresija koja podrazumijeva vezanje
na dva vezna mjesta. Konstante nastajanja su iznimno visoke, unato¢ nepovoljnom
koncentracijskom podrucju u kojem su ispitivanja napravljena, pa se unato¢ mjeSovitom

nacinu vezanja redovno oc€itavaju log Ks vrijednosti iznad 6.

I spoj 6-CI-YOYO-1 je pokazao jaki afinitet prema ispitivanim polinukleotidima, no
njegove su log Ks vrijednosti ipak nize u odnosu na 6-CI-TOTO-1, i u rasponu su 6-8,6.
Najjacu tendenciju vezanja ovaj spoj je pokazao s poli dAdT-poli dAdT , $to je u skladu s

podatcima dobivenim fluorimetrijskim titracijama.

Za monomerni oblik cijaninskih boja uocava se vezanje u jednom koraku, gdje je racunom
dobiveni stehiometrijski parametar u rasponu 0,02—-0,4. Konstante ravnoteze reakcije te boje
su nesto nizi u odnosu na dimere i u rasponu su log Ks =5,2-8,1.

Nadalje, iz navedenih pokusa moze se zakljuciti da boja 6-CI-TO-1 ovom tehnikom ne
pokazuje posebnu selektivnost prema odredenom polinukleotidu, dok 6-Cl-YO-1 pokazuje

selektivnost prema poli dGdC-poli dGdC, s log Ks 8,1 prin=0,1.

Inicijalno je planirano da se konstante log Ks izraCunaju simultano iz UV/Vis,

fluorescencijskih 1 ITC titracija. No, zbog kompleksnosti ITC podataka, te koncentracijskog
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podruéja u kojem se vrlo teSko mogu opisati interakcije pojedina¢ne molekule cijaninske boje

s izoliranim veznim mjestom na polinukleotidu, od tog cilja se odustalo.

Usporedba konstanti vezanja log Ks izracunanih GlobalFit procedurom (GF) prema
Scatchardovoj jednadzbi simultano iz fluorimetrijskih 1 UV/Vis titracija te vrijednosti log Ks
(prve konstante koja odgovara vezanju pojedinacne molekule cijaninske boje s izoliranim
veznim mjestom na polinukleotidu) dobiveni nelinearnom regresijom podataka dobivenih iz

ITC titracija prikazani su u Tablici 8.
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Tablica 8: Konstante ravnoteZe reakcije vezanja (log K ), pri fiksnom omjeru n = 0,2
za spojeve 6-CI-TOTO-1, 6-Cl-YOYO-1, 6-CI-TO-1 i 6-CIl-YO-1 s
dvolancanim- polinukleotidima izra¢unatim procedurom GlobalFit (GF)?*
prema Scatchardovoj jednadZzbi simultano iz fluorimetrijskih i UV/Vis
titracija i izraunatih iz ITCP® titracija (kakodilatni pufer, pH = 7,0, I =
0,05 mol dm™).

6-CI-TOTO-1  6-CI-YOYO-1 6-CI-TO-1 6-CI-YO-1

GF*/ITCP* GF?*/1TCP* GF?*/1TCP* GF?*/1TCP*
poli dA-poli dT 8,7%/8,45¢ 7,4%/6,4° 5,5/6,2° 6,6"/5,8°
poli dAdT-poli dAdT 6,8"/8,30¢ 5,6%/7,2%¢ 7,3*/7,0° 6,2%/6,4°
poli dG-poli dC 7,5%/6,3° 7,8%/6,4° 7,0*/6,2° 8,4%/72°
poli dGdC-poli dGdC 9,3%/7,1°¢ 7,9%/7,0%¢ 8,1%/6,1° 6,2°/8,1°
poli A -poli U 6,0% /6,3 >< 7,3%/ 6,4°¢ 7,0%/6,7° 56%/6,7°

2 Podatci dobiveni titracijama su procesirani procedurom GlobalFit prema Scatchardovoj jednadzbi koristeéi
program Wolfram Mathematica simultano iz fluorimetrijskih i UV/Vis titracija. Koeficijenti korelacije su bili u

rasponu 0,988—0,999 za sve izraunane K.

b Konstante ravnoteZe reakcije vezanja(log Ks ) dobivene nelinearnom regresijom podataka dobivenih iz ITC

titracija prema modelu “one set of sites” Dobivena stehiometrija iz ITC titracija je u rasponu n = 0,02—0,4.

¢ Konstante ravnoteze reakcije vezanja(log Ks ) dobivene nelinearnom regresijom podataka dobivenih iz ITC
titracija prema modelu *wo set of sites”. Prikazane vrijednosti (log Ks) odgovaraju prvom procesu vezanja pri
Plspoj}[polinukleotid] < 0,1 karakteriziraju¢i interakciju pojedina¢ne molekule cijaninske boje s izoliranim veznim
mjestom na polinukleotidu DNA/RNA. Dobivena stehiometrija iz ITC titracija je u rasponu n = 0,04—0,13.

Usporedbom rezultata dobivenih procedurom GlobalFit simultano iz UV/Vis i
fluorescencijskih titracija s podatcima dobivenim ITC titracijama uocava se dobro slaganje
kod kompleksa poli dA-poli dT i poli dAdT-poli dAdT i ispitivanih spojeva. Za te sustave su
dobivene log Ks vrijednosti unutar reda veli¢ine, dok su za poli dG-poli dC i poli dGdC-poli
dGdC vrijednosti log Ks dobivene iz ITC titracija nize od onih dobivenih spektroskopskim

metodama.

Andrea RoZman Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 80

Razlog za razlike opazene u log Ks dobivenih Global Fit procedurom i iz ITC titracija moze
biti posljedica razlike u osjetljivosti upotrijebljenih analitickih tehnika. Primjerice, odziv u
UV/Vis 1 fluorescenciji je direktno ovisan o kromoforu, tj. njegovoj interakciji s
polinukleotidima, dok se koriste¢i mikrokalorimetriju detektiraju sve interakcije koje kao
posljedicu imaju izmjenu topline. Tako se mikrokalorimetrijom, za razliku od

spektroskopskih metoda mogu detektirati i interakcije u kojima kromofor ne sudjeluje.

5.3.5. Odredivanje temperature meksanja

Kidanje vodikovih veza izmedu parova baza se naziva denaturacija nukleinskih
kiselina, a za posljedicu 1ima odvajanje lanaca. Temperatura mekSanja (fm)
deoksiribonukleinske kiseline ili ribonukleinske kiseline oznacava temperaturu pri kojoj je 50
% DNA/RNA denaturirana. Opc¢e je poznato da se pod utjecajem topline dvostruke uzvojnice
polinukleotida kidaju u dva lanca pri odredenoj temperaturi fm. Nekovalentno vezanje malih
molekula na dvostruku uzvojnicu polinukleotida obi¢no ima utjecaja na termicku stabilnost
heliksa, te se za takve sustave ocekuje razlika u temperaturi meksanja u odnosu na Cisti
polinukleotid. Razlika izmedu temperature meksanja slobodnog polinukleotida i njegovog
kompleksa s malom molekulom (Afm) je vrlo vazan faktor u karakterizaciji interakcija malih

molekula s polinukleotidima pogotovo ako se u obzir uzmu i dobivene konstante vezanja.®*

Pozitivna vrijednost Afm ukazuje na znacajni stabilizacijski efekt male molekule na
dvolancani polinukleotid, zbog snaznih interakcija izmedu male molekule i polinukleotida
primjerice kod interkalacije, bisinterkalacije ili vezanja u mali utor polinukleotida.
Stabilizacija se ostvaruje kroz postojanje viSe dostupnih vodikovih veza koje mogu

stabilizirati kostur polinukleotida.

Kod Afm vrijednosti koje su bliske nuli, upu¢uju da molekula nije usla u snaznu
interakciju s DNA/RNA, ve¢ je najvjerojatnije doslo do samo-agregacije boje u hidrofobnim
utorima DNA/RNA $§to nema utjecaja na termicku stabilnost polinukleotida. Isto tako,

konstanta vezanja dobivena za takve sustave je posljedica samo-agregacije boja.

Negativna vrijednost Afm ukazuje na to da se mala molekula preferencijalno veze na

jedan polinukleotid, a ne izmedu parova baza. S takvim vezanjem, smanjuje se broj vodikovih
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veza koje stabiliziraju dvostruku uzvojnicu, pa je takav kompleks termicki nestabilniji od

nativhe DNA.

U sklopu ovog rada ispitan je utjecaj interakcija Cetiri istrazivane boje 6-CI-TOTO-1, 6-CI-
YOYO-1, 6-CI-TO-1 1 6-CI-YO-1 s tri DNA polinukleotida (cz-DNA, poli dAdT-poli dAdT 1
poli dAdT) te s RNA poli A-poli U. DNA polinukleotidi bogati parovima baza GC nisu
istrazivani zbog tocke meksanja koja se deSava pri vrlo visokim temperaturama (iznad 80 °C).
Kako se kod interakcija s istrazivanim bojama ocekuje stabilizacija DNA s znacajnom
promjenom fm, eksperimenti s GC polinukleotidima nisu provedeni, jer su ocekivane fm izvan

mjernog podrucja instrumenta.

Dimeri boja 6-CI-TOTO-1 1 6-ClI-YOYO-1 stabiliziraju polinukleotide DNA i RNA u
mnogo vecoj mjeri nego njihovi monomeri 6-CI-TO-1 i 6-CI-YO-1 (tablica 9). Stabilizacija
polinukleotida moze se opaziti ve¢ pri molarnom omjeru 7 [spoj}/[polinukieotid] = 0,05. Izrazena je
znacajna stabilizacija dvostrukih uzvojnica pri omjeru 0,1 koja iznosi 10 °C za poli dA-dT te
vise od 20 °C za ostale polinukleotide. U slucaju boje 6-Cl-YOYO-1, pri molarnom omjeru

0,1 opaza se znacajna stabilizacija DNA (Atm> 30 °C) dok je za RNA Atm= 15 °C.
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Tablica 9: Ovisnost vrijednosti A7y, / °C analiziranih dvolancanih polinukleotida

uslijed dodatka cijaninskih boja (kakodilatni pufer, pH =7; I = 0,05 mol

dm™).
At | °C
Spoj Polinukleotid
br =0,05 bp=10,1 bp=10,2
ct-DNA >204 >204
poli dAdT-poli dAdT 37 37
6-CI-TOTO-1
poli dA-poli dT 2 10
poli A-poli U 3 6;28°
ct-DNA >30¢ >30¢
poli dAdT-poli dAdT 5 >30¢ >304
6-Cl-YOYO-1 . .

poli dA-poli dT <1 >30¢ >304
poli A-poli U 5 34
ct-DNA <1 <1
poli dAdT-poli dAdT <1 <1

6-CI1-TO-1 . )
poli dA-poli dT 8 10
poli A-poli U 2 <1;25°
ct-DNA 6 8
poli dAdT-poli dAdT 9 11

6-Cl-YO-1 . )
poli dA-poli dT 13 29
poliA-poli U 13; 42¢ >4(0¢

2 Instrumentalna pogreska u Atm =+ 0,5 °C
"molarni omjer  fspoj] / [polinukleotid]
krivulja s dva prijelaza

dtm je izvan mjernog podrucja instrumenta

Slika 57 pokazuje usporedbu krivulja termicke denaturacije poli dAdT-poli dAdT
uslijed dodatka spojeva 6-CIl-TO-1 i njegovog dimera 6-CI-TOTO 1, dok slika 58 pokazuje
krivulje termicke denaturacije poli dAdT-poli dAdT uslijed dodatka spojeva 6-Cl-YO-1 i
njegovog dimera 6-Cl-YOYO-1.
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Krivulje termicke denaturacije poli dAdT-poli dAdT uslijed dodatka 6-

CI-TO-1 (a) i 6-CI-TOTO-1 (b) pri razli¢itim omjerima r [spoj)/[polinukieotid]s
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Slika 57:
kakodilatni pufer, pH =7, I = 0,05 mol dm™.
m r=01
® r=02
0144 4 poli dAdT-poli dAdT
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Slika 58:

Krivulje termicke denaturacije poli dAdT-poli dAdT uslijed dodatka 6-

Cl-YO-1 (a) i 6-CI-YOYO-1 (b) pl‘i razlié¢itim omjerima F[spoj]/[polinukleotid]s
kakodilatni pufer, pH =7, I = 0,05 mol dm™.

Kod istrazivanja interakcija boja 6-CI-TOTO-1, 6-CI-YOYO-1 (slika 59) i 6-CI-YO-1 s

RNA opazene su krivulje denaturacije s dva prijelaza. Ta dva prijelaza upucuju na dva

razli¢ita na¢ina vezanja ispitivanih spojeva na RNA.
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Slika 59: Krivulje termicke denaturacije poli A-poli U uslijed dodatka 6-CI-TOTO-
1 (a) i 6-CI-YOYO-1 (b) pl‘i omjeru F[spoj]/[polinukleotid] = 0,1, kakodilatni
pufer, pH = 7; I = 0,05 mol dm3.

Kod monomera boja 6-CI-TO-1 i1 6-CI-YO-1 vidljiva je slaba stabilizacija ispitivanih DNA
polinukleotida. Prema literaturi, te prema pokusima titracija na UV, ITC i CD ispitivane boje
6-CI1-TO-1 i 6-CI-YO-1 nisu usle u snaznu interakciju s DNA, ve¢ je najvjerojatnije doslo do
samoagregacije boje u hidrofobnim utorima DNA §to nema utjecaja na termicku stabilnost
polinukleotida. Za razliku od DNA, kod RNA polinukleotida je boja 6-CI-TO-1 stabilizirala
uzvojnicu za 2 °C pri Fspojl/polinukleotid] = 0,1 dok stabilizacija pri omjeru rspojl/[polinukieotid] = 0,2
iznosi 25 °C. 6-Cl-YO-1 je ve¢ pri omjeru Fspojl/polinukleotid] = 0,1 stabilizirao RNA za 13 °C
odnosno 42 °C (dvofazna krivulja).
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5.3.6. Spektroskopija cirkularnog dikroizma

Cirkularni dikroizam se definira kao nejednaka apsorpcija lijevo i desno kruzno
polarizirane svjetlosti, a nastaje u sluc¢aju kada analizirana molekula sadrzi jedan ili viSe
kiralnih kromofora.

Spektroskopija cirkularnog dikroizma (CD) je spektroskopska tehnika u kojoj se CD signal
mjeri u rasponu razli¢itih valnih duljina. Koristi se za istrazivanje svojstava razliCitih
molekula no najveéu primjenu ima u istraZzivanju bioloskih molekula. Primarna svrha
cirkularnog dikroizma je istrazivanje sekundarne strukture ili konformacije makromolekula,
posebice proteina, peptida i nukleinskih kiselina.

Vaznost primjene i prakticna primjena se bazira na kemiji makromolekula ¢ija sekundarna
struktura direktno ovisi o okruZenju u kojem se nalazi, primjerice o temperaturi ili pH, pa se
CD spektroskopija koristi u svrhu istrazivanja promjene konformacije makromolekula
podvrgnutih promjenama uvjeta ili prilikom proucavanja interakcija s drugim molekulama.

Iz spektra cirkularnog dikroizma mogu se dobiti vrijedne informacije o strukturnim,
termodinamickim 1 kinetickim svojstvima makromolekule. Kako bi se dobio uvid u
konformacijske promjene polinukleotida uslijed interakcije s istrazivanim bojama, odabrana
je spektroskopija cirkularnog dikroizma kao tehnika koja je visoko osjetljiva na promjene u
sekundarnoj strukturi polinukleotida.’’

Nadalje akiralne molekule, kojima pripadaju i ispitivani spojevi mogu uslijed vezanja
pokazati inducirani cirkularni dikroizam (ICD), koji isto tako moze dati vrijedne informacije o
nadinu vezanja istih na polinukleotid.”®®’

Dodatak 6-CI-TOTO-1 1 6-ClI-YOYO-1 dimernih boja je uzrokovao drasti¢ne
promjene CD vrpci poli dA-poli dT i poli dAdT-poli dAdT (230-290 nm) $to upucuje na
znacajne strukturne deformacije dvostrukih uzvojnica (slike 60 i 61). Monomeri ispitivanih
boja 6-CI-TO-1 i 6-CI-YO-1 uslijed vezanja na poli dA-poli dT i poli dAdT-poli dAdT nisu

uzrokovale znac¢ajne promjene u CD spektrima (slike 62 1 63).

Ono §to se moze opaziti iz prikazanih rezultata za sve boje je pojava vrpci induciranog
cirkularnog dikroizma u podrucju valnih duljina 400-500 nm. Vrpce induciranog cirkularnog
dikroizma su snazne za dimerne boje 6-CI-TOTO-1 i1 6-Cl-YOYO-1 dok monomerne boje 6-
CI-TO-1 i 6-Cl-YO-1 pokazuju vrpce slabijeg intenziteta. Oblik krivulja ICD kod svih

ispitivanih spojeva ovisi 0 molarnom omjeru #[spoj] / [polinukleotid].
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Titracija poli dAdT polinukleotida s 6-CI-TOTO-1 uzrokuje pojavu bisignatne ICD
vrpce veé pri Fspojl/polinukleotid] = 0,05 1 Flspojl/polinukleotid] = 0,1 s negativnim maksimumom pri
450 nm i pozitivnim maksimumom pri 520 nm. Opaza se i pojava izoelipti¢ne tocke pri 468
nm $§to je indikacija da je u uzorcima formirana jedna vrsta specije, najvjerojatnije dimera. Pri
molarnim omjerima Ffspoj}/[polinukleotid] = 0,2 1 viSim, opaza se pojava treéeg, pozitivhog

maksimuma, pri 480 nm S$to ukazuje na stvaranje visih agregata.

0 A —— poli A -poli U /¥
0 /—_\‘v@\, — - — - —= -

10 r= 8,(1)5

r==u,
poli dG-poli dC r=0,2

7dB r=0,3
0

-7

—— poli (dGdC)2

CD [mdeg]

Slika 60: CD titracija poli A-poli U (A) poli dG-poli dC (B) poli dGdC-poli dGdC
(C) poli dA-poli dT (D) poli dAdT-poli dAdT (E) s 6-CI-TOTO-1 pri
molarnim  omjerima  Fspojj/jpolinukicotiay =  0,05-0,3. Koncentracija
polinukleotida je ¢ =1 x 10~ mol dm3, kakodilatni pufer, pH= 7, I = 0,05
mol dm™ pri 25 °C.
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Titracija poli dA-poli dT polinukleotida s 6-ClI-YOYO-1 pri omjeru #{spoj}/[polinukleotid] =

0,05 uzrokuje pojavu jednog negativnog ICD maksimuma pri 500 nm. Jedan ICD maksimum

je karakteristican za interkalacijski nafin vezanja. Pri rispoj)/[polinukieotida] = 0,1 opaza se drugi

pozitivni maksimum pri 460 nm, dok se pri #spoj)/[polinukieotid] > 0,2 pojavljuje treca ICD vrpca

pri 430 nm.
10dA —— poli A-poli U
-10
—— poli dG-poli dC
— poli (dGdC)2
— %71C
g 6
A -12
© —— poli dAT
144D
7
0 N e
1 7
o E —— poli (dAdT)2
g (\\/4\\/ ==
-16 Yy
' T T 74
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Slika 61: CD titracija poli A-poli U (A) poli dG-poli dC (B) poli dGdC-poli dGdC
(C) poli dA-poli dT (D) poli dAdT-poli dAdT (E) s 6-CI-YOYO-1 pri

molarnim omjerima

F[spoj]/[polinukleotid] = 0,05—0,3. Koncentracija

polinukleotida je ¢ = 1 x 1075 mol dm3, kakodilatni pufer, pH= 7, I = 0,05

mol dm™ pri 25 °C.
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6-CI-TO-1 1 6-CI-YO-1 takoder pokazuju pojavu ICD, ali pri {spoj)/[polinukieotid] > 0,1 za 6-CI-

TO-1 te rispojl/[polinukleotid] > 0,3 za 6-Cl-YO-1.
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Slika 62: CD titracija poli A-poli U (A) poli dG-poli dC (B) poli dGdC-poli dGdC
(C) poli dA-poli dT (D) poli dAdT-poli dAdT (E) s 6-CI-TO-1 pri

molarnim omjerima

F[spoj]/[polinukleotid]

0,05-0,3. Koncentracija

polinukleotida je ¢ =1 x 10~ mol dm3, kakodilatni pufer, pH= 7, I = 0,05

mol dm™ pri 25 °C.
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CD [mdeq]

Slika 63: CD titracija poli A-poli U (A) poli dG-poli dC (B) poli dGdC-poli dGdC
(C) poli dA-poli dT (D) poli dAdT-poli dAdT (E) s 6-CIl-YO-1 pri
molarnim  omjerima  Fispojj/jpolinukicotiay = 0,05-0,3. Koncentracija
polinukleotida je ¢ =1 x 10~ mol dm3, kakodilatni pufer, pH= 7, I = 0,05
mol dm™ pri 25 °C.

U slucaju titracija poli dAdT - poli dAdT bisignatne ICD vrpce se opazaju pri 7 [spoj] /
[polinukleotid] > 0,2 za spojeve 6-CI-YOYO-1, 6-CI-TO-1 te 6-CI-YO-1. Vezanje 6-CI-TOTO-1
na poli dAdT - poli dAdT je uzrokovala nestanak/promjenu predznaka tre¢eg opazenog ICD

maksimuma (512 nm) iz negativnog u pozitivan za r [6-CI-TOTO-1] /[polinukleotid] > 0,2.
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Ispitivane boje 6-CI-TOTO-1 te 6-ClI-YOYO-1 su uzrokovale jo$ izrazenije
strukturne promjene dvostruke uzvojnice uslijed vezanja na GC-DNA u odnosu na AT-DNA.
Polinukleotidi poli dGdC- poli dGdC te poli dGdC su uslijed vezanja 6-CI-TOTO-1 i 6-Cl-
YOYO-1 pokazale sli¢na svojstva, snazne promjene u podrucju valnih duljina 220-310 nm,
dok njihovi monomeri nisu uzrokovali promjene u strukturi ispitivanih DNA. Kao §to je bilo
opazeno i kod AT-DNA, i u slucaju vezanja ispitivanih boja na GC-DNA pojavljuju se spektri
induciranog cirkularnog dikroizma, za 6-CI-TOTO-1, 6-CI-YOYO-1 te 6-CI-TO-1 pri
F(spoj]/[polinukleotid] > 0,05 dok za 6-CIl-YO-1 pri r{spoj}/[polinukleotid] > 0,2.

Vezanje ispitivanih boja na RNA nije uzrokovalo strukturne promjene dvostruke
uzvojnice za niti jedan ispitivani omjer. Inducirani CD spektri su opazeni za sve ispitivane
spojeve 1 u svim ispitivanim omjerima r(spoj}/[polinukicotid]. SVi uzorci pokazuju bisignatne vrpce
koje su sli¢nog oblika, karakteriziran s dva maksimuma; negativni maksimum pri 420—460
nm 1 pozitivhog maksimuma iznad 440 nm, te izoelipti¢ne tocke u podrucju 430-470 nm
ovisno o ligandu. Takve bisignatne ICD vrpce se uobicajeno mogu pripisati formaciji dimera
boja unutar malog utora DNA/RNA, dok izoelipti¢na tocka ukazuje na formaciju samo jednog
tipa agregata, najvjerojatnije dimera. Pojava viSih agregata bi uzrokovala pomake u polozaju

maksimuma i promjene izgleda bisignatnih vrpca.!®

Dobiveni rezultati potvrduju da se ispitivane boje vezu na polinukleotide mijeSanim
nac¢inom, posebno kao interkalatori te vezanjem u mali utor DNA. Pri velikom suvisku
dostupnih veznih mjesta boje se kao monomeri vezu na DNA dok se ve¢ pri omjeru
Fspojl/[polinukleotid] > 0,1 stvaraju dimeri boja. Nadalje, pri molarnim omjerima #{spoj)/[polinukleotid]
iznad 0,2 uoceno je stvaranje visih agregata boja. Rezultati CD spektroskopije su u skladu s

rezultatima ITC titracija 1 fluorescencijskih titracija.
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5.3.7. Odredivanje viskoznosti

Odredivanje viskoznosti je jedna od najceSce koriStenih metoda u istrazivanju
interakcija malih molekula s polinukleotidima. Poznato je da male molekule mogu uéi u
interakciju s polinukleotidima na nekoliko nacina, medu kojima su najinteresantniji
interkalacija te vezanje u mali utor. Prilikom vezanja male molekule na DNA/RNA kroz
interkalativni nacin vezanja, a u velikom broju slucaja i kroz vezanje u mali utor dolazi do
znacajnog porasta viskoznosti DNA.!%:192 Razlog tome je $to se prilikom vezanja male
molekule na Stapicasti fragment polinukleotida duljina lanca produljuje. Opcéenito se utjecaj
ispitivanog spoja na produljenje polinukleotidnih lanaca prati kao funkcija razli¢itih omjera

F[spoj)/[polinukleotid].

Pokazalo se da pri spomenutim uvjetima viskoznost otopine ovisi o produljenju uzvojnice

uzrokovanom vezanjem spoja po jednadzbi:
L/Lo=1+mr

gdje je L/Lo relativno produljenje, omjer rispojl/polinukleotid], @ 72 nagib pravca ovisnosti L/Lo o

1".101’46

Kako bi se dobio detaljniji uvid u mehanizam interakcija ispitivanih spojeva s DNA
napravljen je niz mjerenja viskoznosti svih ispitivanih boja s c-DNA kao modelnim
polinukleotidom, pri razliitim omjerima Fspojl/[polinukleotid] Koriste¢i metodu kapilarne

viskozimetrije. Mjerenja su napravljena pri dvije temperature 20 °C 1 25 °C.

Rezultati analiza su prikazani u tablici 10 i na slici 64.

Tablica 10: Sumarna tablica viskoznosti

L/Ly
F(spojl/[polinukleotid] 6-Cl-YOYO-1 6-C1-TOTO-1 6-C1-TO-1 6-Cl-YO-1
20°C  25°C 20°C  25°C 20°C 25°C 20°C 25°C

0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0,05 1,17 1,17 1,28 1,28 1,10 1,09 1,05 1,05
0,1 1,23 1,22 1,23 1,23 1,11 1,11 1,09 1,09
0,2 1,32 1,32 1,22 1,22 1,14 1,13 1,12 1,12
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Slika 64: Ovisnost promjene viskoznosti c~-DNA uslijed vezanja cijaninskih boja pri

omjerima  Fspoj)/[polinukleotid=0,05—0,2. Mjerenja su napravljena u

kakodilatnom puferu, pH =7, I = 0,05 mol dm3 pri 20 °C i 25 °C.

Iz grafickog prikaza moze se vidjeti kako su rezultati vrlo slicni za obje ispitivane
temperature. Nadalje, rezultati pokazuju da prilikom dodatka ispitivane boje viskoznost ct-
DNA znacajno raste. Isto tako, moze se primijetiti kako porast viskoznosti nije linearan, pa
nije bilo moguce izracunati nagib pravca.

Dimeri ispitivanih spojeva, 6-CI-TOTO-1 i 6-CI-YOYO-1 pokazuju puno vece
promjene viskoznosti pri svim ispitivanim omjerima  Fspojl/[polinukleotid], poOsebice pri
F(spoj]/[polinukleotid] = 0,05 u odnosu na monomere 6-CI-TO-1 i 6-CI-YO-1, $to upucuje na
bisinterkalaciju. NajviSa viskoznost izmjerena je za 6-Cl-YOYO-1, pri omjeru
Flspoj)/[polinukleotid] = 0,2.

Promjena viskoznosti c--DNA uslijed stvaranja kompleksa sa 6-CI-TOTO-1 pokazuje
drugaciji profil. Posebno kod tog spoja, u usporedbi s ostalim ispitivanim spojevima opazeno
je da kod omjera rispojy/polinukleotid] = 0,05 dolazi do najjaceg porasta viskoznosti. Danjim
povecavanjem omjera Fispoj)/[polinukleotid] = 0,1—0,2 opaZa se opadanje viskoznosti.

Ti podatci su u korelaciji s podatcima dobivenim eksperimentima cirkularnog

dikroizma gdje je pokazano da se interkalacija ispitanih spojeva u polinukleotide dogada u
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nizim molarnim omjerima, dok se za vrijednosti F{spojl/[polinukleotid] > 0,1 opaZa mijesani nacin
vezanja te agregacija molekula boja u H-tip agregata te u malom utoru.!® Ta boja se
najvjerojatnije veze na fosfatnu okosnicu te uzrokuje kondenzaciju dvostruke uzvojnice DNA,

te posljedi¢no pad viskoznosti.

5.3.8. Raspodjela velicina Cestica

Raspodjela veli¢ine Cestica napravljena je tehnikom dinamickog rasprSenja svjetlosti
(engl. Dynamic Light Scattering, DLS). Dinamicko rasprenja svjetlosti (DLS) je tehnika za
mjerenje veli¢ine Cestica u submikronskom podrucju. Teorija ove tehnike se zasniva na
Brownovom gibanju Cestica u otapalu, a deSava se zbog sudara Cestica s molekulama otapala
koje ga okruzuju. Logika nalaze da ¢e se male Cestice brze gibati u odnosu na velike Cestice.
No, kod mjerenja veliCine Cestica vrlo su bitni uvjeti temperature pri kojima se mjerenje vrsi,
obzirom da temperatura utjece na viskoznost medija u kojem se mjerenje vrsi.

Kod nekovalentnih interakcija malih molekula s DNA, kao $to su interkalacija ili
vezanje u mali utor, dolazi do promjene u dimenzijama DNA. Interkalativno djelovanje male
molekule uzrokuje produljivanje lanca DNA, dok se kod vezanja u mali utor moze ocekivati
ili produljenje lanca ili skra¢ivanje lanaca zbog hidrofobnih interakcija. U nekim slucajevima
ne dolazi do nikakvih promjena u dimenzijama DNA. Isto tako, vezanje molekule na fosfatni
kostur takoder moze imati utjecaj na veli¢inu lanaca. Veli¢ina Cestica koja se mjeri tehnikom
DLS izrazava se kroz promjer sfere koja difundira jednakom brzinom kao i mjerena Cestica.

DLS tehnika je koriStena kako bi se izmjerila raspodjela veliCina Cestica ct-DNA prije
i nakon interakcije s istrazivanim bojama. Dobiveni rezultati, prikazani u tablici 11 1 na slici
65 ukazuju na povecanje veliine cCestica, tj. srednjeg polumjera sfere koja difundira
jednakom brzinom kao 1 mjerena Cestica. Poveclanje veli¢ine Ccestica tj. srednjeg
hidrodinamic¢kog radijusa DNA je u skladu s mjerenjima viskoznosti. Znacajna promjena u
srednjem hidrodinamickom radijusu je opazena kod monomernih boja 6-C1-TO-1 i 6-CIl-YO-
1, za razliku od njihovih dimernih oblika gdje je ta promjena diskretna.

Nadalje, DLS rezultati pokazuju da vezanjem monomera na c~-DNA nije doSlo do tolikog
produljenja lanaca da bi se opazile znacajne promjene u viskoznosti, nego najvjerojatnije

dolazi do mjeSovitog nacina vezanja, te najvjerojatnije i do agregacije boja u utoru DNA i
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boja medusobno, te moguc¢im hidrofobnim interakcijama, Sto kao posljedicu ima i veliku

promjenu srednjeg hidrodinamickog radijusa kod 6-CI-TO-1 i 6-Cl-YO-1.

Tablica 11: Raspodjela velic¢ina Cestica c~-DNA te njenih kompleksa s 6-CI-TOTO-1,
6-Cl-YOYO-1, 6-CI-TO-1 i 6-CI-YO-1 pri omjerima F[spoj]/[polinukleotid] = 0,2.

Analize su napravljene u kakodilatnom puferu, pH = 7, I = 0,05 mol dm™3

pri 25 °C.
Srednji hidrodinamicki radijus Indeks
Uzorak r/nm Polidisperznosti
ct —-DNA 22,54 0,372
6-CI-TOTO-1 + ct-DNA 28,66 0,385
6-Cl-YOYO-1 + ct-DNA 25,01 0,269
6-CI-TO-1 + ct-DNA 32,13 0,308
6-Cl-YO-1 + ct-DNA 43,10 0,260
157
I/ % T
10T
5 -
0 f L e e B i mmas |
0.1 1 1000 10000
r/ nm
Slika 65: Raspodjela veli¢ina Cestica uzoraka cz-DNA (crveno) te njenih kompleksa

s 6-CI-TOTO-1 (zeleno), 6-CI-YOYO-1 (plavo), 6-CI-TO-1 (ljubicasto) te
6-C1-YO-1 (crno) pri omjerima rspojy/ic--pNa] = 0,2. Analize su napravljene u

kakodilatnom puferu, pH =7, I = 0,05 mol dm™ pri 25 °C.
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5.3.9. Zeta potencijal

Zeta potencijal (elektrokineti¢ki potencijal, {) je potencijal na plohi klizanja koloidne Cestice
koja se krece pod utjecajem elektricnog polja. Elektri¢ni potencijal povrSine je rad koji je
potreban kako bi se jedinica pozitivnhog naboja u mirovanju privukla od beskonac¢nosti do
povrsine koloidne Cestice. Zeta potencijal (ZP) odrazava potencijalnu razliku izmedu EDL
(elektrini dvosloj) Cestica koji se elektroforetski krecu i sloja disperzijskog sredstva oko njih

na plohi klizanja.'*

Kako je DNA negativno nabijeni poli-elektrolit, dodatak pozitivno nabijenih boja u
teoriji bi mjerenje zeta potencijala Ciste DNA i njezinih kompleksa trebalo dati vrijedne
informacije o nafinu vezanja. Literaturno dostupni podaci o zeta potencijalu c--DNA ukazuju
da iznos zeta potencijala drasticno ovisi o pH, a vrijednosti dobivene za Cistu DNA su u

rasponu od —20 mV do —80 mV.

Razlike u zeta potencijalu, odnosno distribucije zeta potencijala Ciste DNA i
kompleksa DNA s malim molekulama, moZe upucivati na razlike u na¢inu i mjestu vezanja
male molekule. O¢ekuje se da molekule koje ulaze u interakciju interkalacije ili vezanja u utor
nec¢e znacajno promijeniti iznos zeta potencijala, dok molekule koje se neselektivno vezu na
fosfate u kosturu DNA, agregiraju ili ulaze u hidrofobne interakcije mogu imati znacajni
utjecaj na zeta potencijal. Molekule koje se vezu na fosfate mogu lokalno promijeniti naboj na

Cestici DNA.

Kako dimeri ispitivanih boja posjeduju cetiri pozitivha naboja, u slucaju njihove
agregacije ili neselektivnog vezanja na fosfate za njih se moze ocekivati promjena zeta
potencijala. Ukoliko je dominantno njihovo vezanje kao interkalatora (Sto je dokazano u
prethodnim pokusima fluorescencije, viskoznosti, CD, temperature mekSanja) promjene u

zeta potencijalu nece biti znacajne.

Za razliku od dimera, za monomere je pokazano intrinzi¢no svojstvo samo-agregacije
u puferima, u CD eksperimentima je pokazano da njihova interakcija s DNA/RNA ne
uzrokuje promjene u strukturi DNA, pa se usprkos samo jednom dostupnom pozitivnom

naboju oc¢ekuju vece promjene u zeta potencijalu.
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Kako bi se ispitala svojstva povrSine DNA prije i nakon interakcije s istrazivanim spojevima,
pripremljene su otopine ct-DNA te njezinih kompleksa s istrazivanim bojama pri

F[spojl/[polinukleotid] = 0,2. Svi uzorci su analizirani pri istim parametrima metode.

Dobiveni rezultati ZP su prikazani u tablici 12, dok je distribucija zeta potencijala
prikazana na slici 66. Rezultati pokazuju da ¢ista DNA ima zeta potencijal —34 mV, §to je u
skladu s negativno nabijenom povrSinom. Isto tako vrijednost —34 mV ukazuje na stabilnost

pripremljene otopine DNA u odabranom puferskom sustavu.

Kao $§to je 1 oCekivano, usprkos Cetiri pozitivna naboja dimera boja 6-CI-TOTO-1 i 6-
Cl-YOYO-1 nije doslo do drasti¢ne promjene zeta potencijala u odnosu na ¢istu DNA. I

monomer boje 6-CI-TO-1 je pokazao sli¢ni zeta potencijal onome odredenom za c-DNA.

Za razliku od navedenog, uzorak 6-Cl-YO-1 pokazuje znaCajnu razliku u zeta
potencijalu u odnosu na ¢istu DNA, —21 mV. Rezultati upuéuju na agregaciju boje 1
izlozenost mnoSstva pozitivnih naboja okolnom disperzantu. Isto tako, odredeni zeta potencijal
upucuje na smanjenu stabilnost kompleksa u odnosu na cistu DNA, te mogucnost agregacije.
Ti rezultati zeta potencijala su u skladu s rezultatima raspodjele veliina Cestica, gdje je

upravo kompleks 6-Cl-YO-1 s DNA pokazivao najve¢i srednji hidrodinamicki radijus.

Tablica 12: Zeta potencijal, pokretljivost i provodljivost za uzorke c-DNA te njezine
komplekse s 6-CI-TOTO-1, 6-Cl-YOYO-1, 6-CI-TO-1 i 6-Cl-YO-1, pri
omjeru rspojl / [-DNA] = 0,2. Analize su napravljene u kakodilatnom puferu,

pH =7, I=0,05 mol dm™ pri 25 °C.

Uzorak Zeta potencijal (() / Pokretljivost / Provodnost /
mV m>Vis! mS cm!
ct-DNA 33,6 2,636 x 10 78 4,65
ct-DNA + 6-CI-YO-1 —20,7 ~1,625x 10 8 4,45
ct-DNA + 6-CI-TO-1 -33,1 2,592 x 1078 3,73
ct-DNA + 6-ClI-YOYO-1 —28,2 2,209 x 1078 3,46
ct-DNA + 6-CI-TOTO-1 —33,2 2,601 x 10 8 3,13
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Slika 66: Distribucija Zeta potencijala uzoraka c~-DNA (crveno) te njenih

kompleksa s 6-CI-TOTO-1 (rozo), 6-Cl1-YOYO-1 (crno), 6-CI-TO-1 (plavo)
te 6-ClI-YO-1 (zeleno) pri omjerima rispojyie-pna] = 0,2. Analize su

napravljene u kakodilatnom puferu, pH = 7, I = 0,05 mol dm™ pri 25 °C.

Ako se pazljivo analizira graficki prikaz distribucije zeta potencijala, uocava se da najsiru
distribuciju zeta potencijala pokazuje upravo kompleks c-DNA s 6-CI-YO-1, dok su za ostale

komplekse distribucije uze. Ta ¢injenica isto upucuje na nehomogeno i neselektivno vezanje

navedenog spoja s DNA.
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§ 6. ZAKLJUCAK

Ispitivane cijaninske boje 6-CI-TOTO-1, 6-ClI-YOYO-1, 6-CI-TO-1 1 6-Cl-YO-1 su
djelomicno topljive u vodi i ve¢ pri mikromolarnim koncentracijama pocinju stvarati H-tip
agregata. Zbog toga su svi spektroskopski eksperimenti provedeni u uvjetima u kojima je

agregacija zanemariva ili u slu¢aju 6-CI-YOYO-1 dobro definirana.

Boje 6-CI-TOTO-1, 6-CI-TO-1 i 6-Cl-YO-1 u mikromolarnom podru¢ju ne
fluoresciraju 1 dominantno su u monomernom stanju, dok 6-ClI-YOYO-1 pokazuje

fluorescenciju.

Svi rezultati konzistentno ukazuju da se 6-CI-TOTO-1, 6-CI-YOYO-1, 6-CI-TO-1 i
6-Cl-YO-1 snazno vezu na dvolancane DNA 1 RNA s odgovaraju¢im konstantama ravnoteze
Ks> 107 dm® mol™. Nacin vezanja je interkalacija u slucaju suviska DNA/RNA u odnosu na
boje. Dimeri ispitivanih boja pokazuju umjereni porast afiniteta i termicku stabilizaciju
dvolancanih polinukleotida u odnosu na monomere. No, unato¢ tome $to prema strukturi
postoji moguénost bis-interkalacije homodimera ispitivanih boja, rezultati analiza to ne
potvrduju, iako se bis-interkalacija ne moze iskljuciti.

Nadalje, homodimeri ispitivanih boja 6-CI-TOTO-1 i 6-CI-YOYO-1 pokazuju
odredenu selektivnost prema odredenim polinukleotidima, pokazujuc¢i sinergisticki efekt dva
cijaninska kromofora povezana kovalentno preko oligoaminskog mosta. Monomeri 6-CI-TO-
11 6-CI-YO-1 nisu pokazali selektivnost prema odredenim polinukleotidima.

Pri suvisku boje u odnosu na DNA/RNA, Fspojl/polinukleotid] > 0,1 za sve ispitivane spojeve,
opazena je agregacija boje uz polinukleotid, a u nekim slucajevima opazeno je da boja
prepoznaje odredene slijedove polinukleotida.

6-CI-TOTO-1 pokazuje umjerenu selektivnost prema poli dA-poli dT 1 poli(dGdC)z u
usporedbi s ostalim ispitivanim polinukleotidima, ali dostupni rezultati ne nude ocito
objasnjenje za opazeno. Pri uvjetima u kojima boja agregira Fispojl/[polinukleotid] > 0,1 6-Cl-
TOTO-1 je u CD spektrima pokazao negativnu ICD vrpcu pri 520 nm samo prilikom vezanja
na alterniraju¢e DNA sekvence (GC-GC i1 AT-AT) $to nije slucaj za homo-DNA ili homo-

RNA. Takvo molekulsko prepoznavanje se moZze pripisati strukturnim razlikama izmedu
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polinukleotida, gdje samo alterniraju¢a DNA pokazuje tipicnu B-heliks strukturu koja diktira

nacin agregacije sa selektivnom ICD vrpcom.

Zamjena TO sa YO kromoforom kao posljedicu ima dramaticne efekte na svojstva
boja i na interakcije s DNA/RNA. Primjerice, boja 6-CI-YOYO-1 je pokazala viSu sklonost
samo-agregaciji u odnosu na 6-CI-TOTO-1 analog te su interakcije s polinukleotidima
kontrolirane agregacijom. Boja 6-ClI-YOYO-1 pokazuje vrlo zanimljiv i specifican odziv
fluorescencije na 570 nm prilikom vezanja na RNA. Ta specifi¢nost je pokazana i u CD
spektroskopskim titracijama gdje se pri sliénim uvjetima pojavljuje specificna vrpca
induciranog cirkrkularnog dikroizma na 430 nm. Niti jedan od navedenih signala nije opazen
prilikom interakcija 6-CI-YOYO-1 s ostalim DNA polinukleotidima, a isto tako analog 6-Cl-
TOTO-1 nije pokazao selektivnost prema RNA. Dakle, takva selektivnost se moZe pripisati
medudjelovanju agregacijskih svojstava ispitivane boje 6-Cl-YOYO-1 (koje su puno
naglasenije u odnosu na 6-CI-TOTO-1) i specifi¢nih strukturnih svojstava RNA. Dubok i
uzak veliki utor DNA je u sluc¢aju 6-ClI-YOYO-1 dozvolio svojstvenu agregaciju boje $to je

uzrokovalo pojavu specifi¢nih vrpci ICD (430 nm) 1 fluorescencije (570 nm).

Rezultati izotermne titracijske kalorimetrije pokazuju da je veéina istrazivanih reakcija
egzotermna. Rezultati su jasno diferencirani za procese vezanja u suvisku DNA
(PIspojl/polinukleotid] < 0,1) koja je karakterizirana interakcijom jedne molekule boje na izolirano
vezno mjesto u DNA/RNA te dogadaje u kojima je rspoj)/[polinukieotid] > 0,1 gdje je boja u
suvisSku u odnosu na DNA/RNA vezna mjesta. Za reakcije spojeva 6-CI-TOTO-1 i 6-Cl-
YOYO-1 s polinukleotidima oba dogadaja su egzotermna, a induvidualna vezna mjesta
kompleksa najvjerojatnije kooperativno utjecu jedno na drugo. Pri visokim koncentracijama

boje, samoagregacija boja u malom utoru se dogada uz interkalativno vezanje na DNA/RNA.

Rezultati ITC titracija su u skladu s rezultatima CD eksperimenata, koji su za 6-CI-TOTO-1 i
6-Cl-YOYO-1 pokazali da se pri malim koncentracijama boja (¥[spoj}/[polinukieotid] < 0,1) dogada
interkalacija, drasti¢no mijenjajuci strukturu heliksa DNA $§to se vidi iz promjena u izgledu
CD vrpci u podru¢ju 230—300 nm. Povecanjem koncentracije boje (#{spojl/[polinukicotid] > 0,1) su
se za sve boje pojavile bisignatne vrpce induciranog cirkularnog dikroizma §to je potvrdilo da
se ispitivani spojevi agregiraju u malom utoru DNA/RNA. Za monomere boja 6-CI-TO-1 i 6-
Cl-YO-1 nisu opazene drasticne promjene strukture DNA/RNA, Sto bi se opazilo kao

promjene u CD vrpcama u podrucju 230—300 nm, ali su opaZene bisignatne ICD vrpce
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karakteristi¢ne za dimere boja u utorima pri visokim koncentracijama boja (#{spojl/[polinukleotid] >

0,1).

Rezultati mjerenja viskoznosti i1 raspodjele velicina cestica (DLS) ukazuju na
produljenje duljine dvostruke uzvojnice c-DNA uslijed dodatka svih ispitivanih boja.
Povecanje viskoznosti je opazeno za sve boje s povecanjem molarnog omjera Fspoj/[polinukleotid],
osim za spoj 6-CI-TOTO-1, gdje je najveca viskoznost dobivena za molarni omjer
Fspojl/[polinukleotid] = 0,05, koji odgovara bisinterkalativnom nacinu vezanja boje. Povecanjem

F{spoj]/[polinukleotid] Za taj spoj se viskoznost smanjuje, Sto je u skladu s CD 1 ITC analizama.

Rezultati odredivanja zeta potencijala pokazuju da ¢ista DNA ima zeta potencijal —34
mV, §to je u skladu s negativno nabijenom povrSinom te ukazuje na stabilnost pripremljene

otopine DNA u odabranom puferskom sustavu.

Dodatkom dimera boja 6-CI-TOTO-1 1 6-CI-YOYO-1 u ct-DNA nije doSlo do drasti¢ne
promjene zeta potencijala u odnosu na ¢istu DNA, usprkos Cetiri pozitivna naboja dimera. I
dodatkom monomera boje 6-CI-TO-1 u ct-DNA uocen je sli¢ni zeta potencijal onome

odredenom za ct-DNA.

Za razliku od navedenog, uzorak 6-Cl-YO-1 pokazuje znacajnu razliku u zeta potencijalu u
odnosu na ¢istu DNA tj. —21 mV. Rezultati upucuju na agregaciju boje i izloZenost mnoStva
pozitivnih naboja okolnom otapalu. Isto tako, odredeni zeta potencijal upucuje na smanjenu
stabilnost kompleksa u odnosu na Cistu DNA, te mogucnost agregacije. Ti rezultati zeta su u
skladu s rezultatima odredivanja raspodjele veli€ina Cestica, gdje je upravo kompleks 6-Cl-

YO-1 s DNA pokazao najve¢i srednji hidrodinamicki radijus.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

DNA — deoksiribonukleinska kiselina
RNA — ribonukleinska kiselina

A —adenin
G — gvanin
C — citozin
T — timin
U — uracil

UV — ultraljubicasto zracenje

VIS — vidljivo zracenje

CD- cirkularni dikroizam

ICD — inducirani cirkularni dikroizam

IR — infracrveno zracenje

DSC —razlikovna pretrazna kalorimetrija

TGA- Termogravimetrijska analiza
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§8. DODATAK

8.1.1. UV/Vis titracije
8.1.1.1. 6-C1-TOTO-1

1,44,
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0,74 p R S
230 300 330 400 450 500 550 600 680 00  20x10° 4,0x10° 60x10° 8,0x10° 1,010°
Al nm c(ct-DNA) / mol dm™®
a) b)
Slika 1 a) UV/Vis titracija 6-CI-TOTO-1 (c = 8,2 x 10™* mol dm™) s ct-DNA; b)

Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TOTO-1 pri Amax = 483 nm kao
posljedica titracije s Ct-DNA, u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol
dm™ pri 25 °C.

1,2
\
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s
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A/nm c(poli dA-poli dT) / mol dm
a) b)
Slika 2 a) UV/Vis titracija 6-CI-TOTO-1 (¢ = 8,2 x 10~* mol dm™) s poli dA-poli

dT; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TOTO-1 pri Amax = 483 nm kao
posljedica titracije s poli dA-poli dT, u kakodilatnom puferu, pH =7, | =
0,05 mol dm™ pri 25 °C.
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Slika 3
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a)

a) UV/Vis titracija 6-CI-TOTO-1 (c = 8,2 x 10™* mol dm™) s poli dAdT-
poli dAdT; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TOTO-1 pri Amax = 483

nm kao posljedica titracije s poli dA

puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™ pri 25°

400 450 500 550 600 650
A/ nm

250 300 350

b)

a) UV/Vis titracija 6-CI-TOTO-1 (c = 8,

0,60+

0,554

0,504

0,454

0,404

0,354

0,304

dT-poli dAdT, u kakodilatnom
C.

0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10° 2,5x10° 3,0x10°
c(poli dGdC-poli dGdC)/ mol dm™

2 x 107* mol dm™) s poli dGdC-

poli dGdC; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TOTO-1 pri Amax = 483

nm kao posljedica titracije s poli dGdC-poli dGdC, u kakodilatnom
puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3 pri 25 °C.
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a) b)
Slika 5 a) UV/Vis titracija 6-CI-TOTO-1 (c = 8,2 x 107 mol dm™) s poli A-poli U;

b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TOTO-1 pri Amax = 483 nm kao
posljedica titracije s poli A-poli U, u kakodilatnom puferu, pH =7, | =
0,05 mol dm™3 pri 25 °C.

8.1.1.1. 6-ClI-YOYO-1
0,8 o,sA\
A A L]
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044N\ 0,6 \
o2\ 051 \\
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Alnm c(poli dG-poli dC) / mol dm™
a) b)
Slika 6 a) UV/Vis titracija 6-ClI-YOYO-1 (Cc = 6,98 x 107° mol dm™) s poli dG-poli

dC; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YOYO-1 pri Amax = 460 nm kao
posljedica titracije s poli dG-poli dC, u kakodilatnom puferu, pH =7, 1 =
0,05 mol dm™3 pri 25 °C.
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a)

Slika 7. a) UV/Vis titracija 6-CI-YOYO-1 (C = 6,98 x 107° mol dm™3) s poli dA-poli
dT; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-ClI-YOYO-1 pri Amax = 460 nm kao
posljedica titracije s poli dA-poli dT, u kakodilatnom puferu, pH =7, | =
0,05 mol dm™ pri 25 °C.
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b)
a)
Slika 8 a) UV/Vis titracija 6-CI-YOYO-1 (c = 1,4 x 10~°> mol dm™3) s poli dAdT-

poli dAdT; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YOYO-1 pri Amax = 460
nm kao posljedica titracije s poli dAdT-poli dAdT, u kakodilatnom
puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3 pri 25 °C.
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Slika 9.

b)

a) UV/Vis titracija 6-CI-YOYO-1 (C = 6,98 x 107® mol dm™) s poli dGdC-
poli dGdC; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YOYO-1 pri Amax = 460

nm kao posljedica titracije s poli dGdC-poli dGdC, u kakodilatnom
puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3 pri 25 °C.

0,85
0,80
0,75
0,70
0,65 S

0,60 \-\'\'
0,55

0,50 N
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Slika 10.

0,45 : T :
0,0 1,0x10°  2,0x10°  3,0x10°  4,0x10°

c(poli A-poli U) / mol dm®

b)

a) UV/Vis titracija 6-CI-YOYO-1 (C = 6,98 x 107° mol dm™3) s poli A-poli
U; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YOYO-1 pri Amax = 460 nm kao
posljedica titracije s poli A-poli U, u kakodilatnom puferu, pH =7, | =
0,05 mol dm™3 pri 25 °C.
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Slika 11

n
0,654

L
0,604 "
0,55
0,50
0,45
0,40

0,35

1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10°
c(ct -DNA) / mol dm™

a) UV/Vis titracija 6-CI-YOYO-1 (c = 4,45 x 107 mol dm™3) s ct-DNA; b)
Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YOYO-1 pri Amax = 461 nm kao

posljedica titracije s ct-DNA, u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol
dm3 pri 25 °C.
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8.1.1.1. 6-Cl-TO-1
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Alnm c(poli dG-poli dC) / mol dm™

a) b)

Slika 12. a) UV/Vis titracija 6-C1-TO-1 (c = 3,7 x 1073 mol dm™) s poli dG-poli dC;
b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TO-1 pri Amax = 473 nm kao posljedica
titracije s poli dG-poli dC, u kakodilatnom puferu, pH = 7, | = 0,05 mol
dm™ pri 25 °C.
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A/nm c(poli dA-poli dT) / mol dm™
a) b)

Slika 13. a) UV/Vis titracija 6-C1-TO-1 (c = 3,7 x 1073 mol dm™3) s poli dA-poli dT;
b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TO-1 pri Amax = 473 nm kao posljedica
titracije s poli dA-poli dT, u kakodilatnom puferu, pH = 7, | = 0,05 mol
dm™ pri 25 °C.
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Slika 14. a) UV/Vis titracija 6-CI-TO-1 (c = 3,7 x 107> mol dm™3) s poli dAdT-poli

dAdT; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TO-1 pri Amax = 473 nm kao
posljedica titracije s poli dAdT-poli dAdT, u kakodilatnom puferu, pH =
7, 1 = 0,05 mol dm3 pri 25 °C.
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Slika 15.
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c(poli dGdC-poli dGdC) / mol dm®

350 400 450 500 550 600 650
Alnm

b)

a) UV/Vis titracija 6-CI-TO-1 (c = 3,7 x 107> mol dm™>) s poli dGdC-poli
dGdC; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TO-1 pri Amax = 473 nm kao
posljedica titracije s poli dGdC-poli dGdC, u kakodilatnom puferu, pH =
7, 1 = 0,05 mol dm™ pri 25 °C.
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Slika 16. a) UV/Vis titracija 6-CI-TO-1 (c = 3,7 x 105 mol dm3) s poli A-poli U; b)
Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TO-1 pri Amax = 473 nm kao posljedica

titracije s poli A-poli U, u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3
pri 25 °C.
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a)

Slika 17. a) UV/Vis titracija 6-CI-TO-1 (c = 1,76 x 10~° mol dm™) s ct-DNA; b)
Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-TO-1 pri Amax = 473 nm kao posljedica

titracije s ct-DNA, u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3 pri
25°C.
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8.1.1.1. 6-Cl-YO-1
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Slika 18. a) UV/Vis titracija 6-Cl-YO-1 (c = 1,3 x 105 mol dm™3) s poli dG-poli dC;
b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CIl-YO-1 pri Amax = 476 nm kao
posljedica titracije s poli dG-poli dC, u kakodilatnom puferu, pH=7, 1 =
0,05 mol dm™3 pri 25 °C.
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Slika 19: a) UV/Vis titracija 6-Cl-YO-1 (c = 1,53 x 1075 mol dm™3) s poli dA-poli dT;
b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CIl-YO-1 pri Amax = 476 nm kao
posljedica titracije s poli dA-poli dT, u kakodilatnom puferu, pH="7, | =
0,05 mol dm™ pri 25 °C.
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Slika 20. a) UV/Vis titracija 6-CI-YO-1 (c = 1,4 x 1073 mol dm™) s poli dAdT-poli
dAdT; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YO-1 pri Amax = 476 nm kao
posljedica titracije s poli dAdT-poli dAdT, u kakodilatnom puferu, pH =
7, 1 = 0,05 mol dm3 pri 25 °C.
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Slika 21. a) UV/Vis titracija 6-C1-YO-1 (¢ = 1,9 x 10~5 mol dm™) s poli dGdC-poli

dGdC; b) Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YO-1 pri Amax = 476 nm kao
posljedica titracije s poli dGdC-poli dGdC, u kakodilatnom puferu, pH =
7, 1 = 0,05 mol dm™ pri 25 °C.
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Slika 22 . a) UV/Vis titracija 6-CI-YO-1 (¢ = 1,4 x 10~> mol dm™) s poli A-poli U; b)
Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YO-1 pri Amax = 476 nm kao posljedica
titracije s poli A-poli U, u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™3
pri 25 °C.
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Slika 23. a) UV/Vis titracija 6-CI-YO-1 (¢ = 1,92 x 105 mol dm™) s ct-DNA; b)
Promjene u UV/Vis spektru 6-CI-YO-1 pri Amax = 476 nm kao posljedica

titracije s ct-DNA, u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™3 , pri
25 °C.
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8.1.2. Fluorescencijske titracije

8.1.2.1. 6-CI-TOTO-1
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Slika 24. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TOTO-1 (¢ = 1,4 x 1078 mol dm™3, Aexc =

483 nm, Aem=500—700nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10

nm) s Ct-DNA; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-CI-TOTO-1 pri

Amax = 570 nm kao posljedica titracije s cCt-DNA, u kakodilatnom puferu,
pH =17, 1=0,05 mol dm3, pri 25 °C.

Rel. Fluo. int. (a.u.)
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Slika 25.

c(poli dA-poli dT)/ mol dm™

b)

a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TOTO-1 (¢ = 2,79 x 10~® mol
dm>3, dee = 483 nm, Aem=500-700nm; Sirina ekscitacijskih i
emisijskih pukotina 10 nm) s poli dA-poli dT; b) Promjene u
intenzitetu fluorescencije 6-ClI-TOTO-1 pri Amax = 570 nm kao
posljedica titracije s poli dA-poli dT, u kakodilatnom puferu, pH =
7, 1 = 0,05 mol dm™3, pri 25 °C.
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a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TOTO-1 (c = 8,4 x 1078 mol dm™3, Aexe =

483 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina

10nm) s poli dAdT-poli dAdT; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-

CI-TOTO-1 pri Amax = 570 nm kao posljedica titracije s poli dAdT-poli
dAdT, u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™, pri 25 °C.
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a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TOTO-1 (c = 2,79 x 1078 mol dm3, Aexc =

483 nm, Aem = 500—700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10

nm) s poli dGdC-poli dGdC; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-
CI-TOTO-1 pri Amax = 570 nm kao posljedica titracije s poli dGdC-poli
dGdC, u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™3, pri 25 °C.
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Slika 28. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TOTO-1 (c = 1,67x 10”7 mol dm3, Aexc =
483 nm, Aem = 500-700nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli dG-poli dC; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-Cl-
TOTO-1 pri Amax = 570 nm kao posljedica titracije s poli dG-poli dC, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm, pri 25 °C.
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Slika 29. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TOTO-1 (c = 8,2 x 1078 mol dm™3, Aexc =
483 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli A-poli U; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-CI-TOTO-
1 pri Amax = 570 nm kao posljedica titracije s poli A-poli U, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm, pri 25 °C.
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8.1.2.1. 6-CI-YOYO-1
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Slika 30. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-YOYO-1 (c = 7,69 x 107 mol dm™, Aexc
=440 nm, Aem= 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli dA-poli dT; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-Cl-
YOYO-1 pri Amax = 513 nm kao posljedica titracije s s poli dA-poli dT, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 31. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-YOYO-1 6-Cl-YOYO-1 (c = 7,69 x 1078
mol dm>3, Aexe = 440 nm, Aem = 500-700nm; Sirina ekscitacijskih i
emisijskih pukotina 10 nm) s poli dAdT-poli dAdT; b) Promjene u
intenzitetu fluorescencije 6-ClI-YOYO-1 pri Amax = 511 nm kao posljedica
titracije s poli dAdT-poli dAdT, u kakodilatnom puferu, pH = 7, | = 0,05
mol dm3, pri 25 °C.
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Rel. Fluo. int. (a.u.)

Slika 32.
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a) Fluorescencijska titracija 6-CI-YOYO-1 (¢ = 7,69 x 1078 mol dm™, Aexc=

440 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10

nm) s poli dGdC-poli dGdC; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-
CI-YOYO-1 pri Amax = 510 nm kao posljedica titracije s poli dGdC-poli
dGdC u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 33
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a) Fluorescencijska titracija 6-Cl1-YOYO-1 (¢ = 1,53 x 1077 mol dm™, Aexe =

440 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10

nm) s poli dG-poli dC; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-Cl-

YOYO-1 pri Amax = 512 nm kao posljedica titracije s poli dG-poli dC, u

kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 34 a) Fluorescencijska titracija 6-Cl-YOYO-1 (¢ = 1,53 x 1077 mol dm™3, Aexc =

440 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10

nm) s poli A-poli U; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-Cl-YOYO-

1 pri Amax = 570 nm Kkao posljedica titracije s

poli A-poli U, u

kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 35
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b)
a) Fluorescencijska titracija 6-CI1-TO-1 (C = 5,47 x 1077 mol dm™3, Aexe =
483 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s Ct-DNA; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-CI-TO-1 at Amax

= 527 nm kao posljedica titracije s Ct-DNA, u kakodilatnom puferu, pH =
7, 1 = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 36
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b)

a) Fluorescencijska titracija 6-CI1-TO-1 (c = 5,47 x 1077 mol dm™, Aexe =
483 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli dA-poli dT; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-C1-TO-1
pri Amax = 534 nm kao posljedica titracije s poli dA-poli dT, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™3, pri 25 °C.
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Slika 37. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TO-1 (c = 5,47x 10”7 mol dm ™3, Aexc =483
nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10 nm) s
poli dAdT-poli dAdT; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-CIl-TO-1
pri Amax = 527 nm kao posljedica titracije s poli dAdT-poli dAdT, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 38. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TO-1 (¢ = 5,47x 1077 mol dm3, Aexc =483
nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10 nm) s
poli dGdC-poli dGdC; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-C1-TO-1
na Amax = 537 nm kao posljedica titracije s poli dGdC-poli dGdC, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm, pri 25 °C.
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Slika 39. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TO-1 (c = 5,47 x 1077 mol dm™3, Aexc =
483 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli dG-poli dC; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-C1-TO-1
na Amax = 538 nm kao posljedica titracije s poli dG-poli dC, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 40. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-TO-1 (¢ = 5,47 x 1077 mol dm™3, Aexc =

483 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli A-poli U; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-C1-TO-1
na Amax = 527 nm kao posljedica titracije s poli A-poli U u kakodilatnom

puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™3, pri 25 °C.
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Slika 41 a) Fluorescencijska titracija 6-CI-YO-1 (c = 2,32 x 1077 mol dm™3, Aex =
440 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s Ct-DNA; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-Cl1-YO-1 na Amax
= 506 nm nm kao posljedica titracije s ct-DNA, u kakodilatnom puferu,
pH =7, 1= 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 42 a) Fluorescencijska titracija 6-ClI-YO-1 (c = 1,15 x 1077 mol dm3, Aexc =

440 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli dA-poli dT; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-CI-YO-1
na Amax = 514 kao posljedica titracije s poli dA-poli dT, u kakodilatnom
puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™3, pri 25 °C.
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Slika 43. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-YO-1 (c = 1,15 x 1077 mol dm3, Aexc =
440 nm, Aem = 500-700 nm, Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli dAdT-poli dAdT; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-Cl-
YO-1 na Anax = 506 nm kao posljedica titracije s poli dAdT-poli dAdT, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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Slika 44. a) Fluorescencijska titracija 6-CI-YO-1 (c = 1.15 x 1077 mol dm™3, Aex =
440 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli dGdC-poli dGdC; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-
Cl-YO-1 na Amax = 514 nm kao posljedica titracije s poli dGdC-poli dGdC,
u kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm™3, pri 25 °C.
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Slika 45. a) Fluorescencijska titracija 6-C1-YO-1 (c = 1,16 x 1077 mol dm™3, Aexe =
440 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10
nm) s poli dG-poli dC; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-Cl-YO-1
na Amax = 514 nm kao posljedica titracije s poli dG-poli dC, u
kakodilatnom puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm, pri 25 °C.
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Slika 46 a) Fluorescencijska titracija 6-CI-YO-1 (¢ = 2,32 x 1077 mol dm3, Aexc =

440 nm, Aem = 500-700 nm; Sirina ekscitacijskih i emisijskih pukotina
10nm) s poli A-poli U; b) Promjene u intenzitetu fluorescencije 6-Cl-YO-1
na Amax = 506 nm posljedica titracije s poli A-poli U, u kakodilatnom
puferu, pH =7, | = 0,05 mol dm3, pri 25 °C.
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8.1.3. Izotermna titracijska kalorimetrija

Slika 47:

Slika 48:

P/ puwW

(AH / An(6-cl-TOTO-1)) / kJ mol™

t/ min
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ITC titracije poli-dAdT (lijevo) i poli dAdT-poli dAdT (desno) s 6-Cl-
TOTO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-CI-TOTO-1 u otopinu
polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni podaci (m) i sukladnost
podataka s modelom “two set Of Sites” (==).
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ITC titracije poli dG-poli dC (lijevo) i poli dGdC-poli dGdC (desno) s 6-
CI-TOTO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-CI-TOTO-1 u otopinu
polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni podatci (m) te sukladnost
podataka s modelom*“one set of sites” za poli dG-poli dC model “one set of
sites” i “two set of sites” za poli dGdC-poli dGdC (=).
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Slika 49:

Slika 50:

P /uw

(AH / An(6-Cl-YOoYO-1)) / kJ mol™

P /pw

(AH / An(6-CI-TOTO-1)) / kJ mol™
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ITC titracija poli A-poli U s 6-CI-TOTO-1; Gore: sirovi podatci dodatka
6-C1-TOTO-1 u otopinu polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni
podatci (m) te sukladnost podataka s modelom“two set of Sites” (==).
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[6-Cl-YOYO-1)/[poli dA-poli dT]

' 16-CI-YOYO-1J[poli dAdT-poli dAdT]

ITC titracija poli dA-poli dT (lijevo) i poli dAdT-poli dAdT s 6-CI-YOYO-
1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-Cl-YOYO-1 u otopinu polinukleotida.

Dolje: eksperimentalno dobiveni podatci (m) i te sukladnost podataka s

modelom*“two set of Sites” (=).
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P/ uw

(AH / An(6-Cl-YoYO-1)) / kJ mol™

Slika 51:

Slika 52:

' (6-CI-YOYO-1)/[poli dG-poli dC]

t/ min t/ min
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ITC titracija poli dG-poli dC (lijevo) i poli dGdC-poli dGdC (desno) s 6-
CI-YOYO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-Cl-YOYO-1 u otopinu

polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni podatci (m) te sukladnost

podataka s modelom “one set of sites” za poli dG-poli dCi “two set of
sites”za poli dGdC-poli dGdC (=).
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ITC titracija poli A-poli U s 6-Cl-YOYO-1; Gore sirovi podatci dodatka 6-
CI-YOYO-1 u otopinu polinukleotida. Dolje eksperimentalno dobiveni
podatci (m) i te sukladnost podataka s modelom “two set of sites” (==).
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Slika 53: ITC titracija poli dA-poli dT (lijevo) i poli dAdT-poli dAdT s 6-CIl-TO-1;
Gore: sirovi podatci dodatka 6-CI-TO-1 u otopinu polinukleotida. Dolje:
eksperimentalno dobiveni podatci (m) i te sukladnost podataka s

modelom*“one set of Sites” (==).
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Slika 54: ITC titracija poli dG-poli dC (lijevo) i poli dGdC-poli dGdC (desno) s 6-
CI-TO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-CI-TO-1 wu otopinu
polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni podatci (m) i te

sukladnost podataka s modelom“one set Of Sites” (==).
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Slika 55: ITC titracija poli A-poli U s 6-CI-TO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-
CI-TO-1 u otopinu polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni

podatci (m) i te sukladnost podataka s modelom“one set of Sites” (==).
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Slika 56: ITC titracija poli dA-poli dT (lijevo) i poli dAdT-poli dAdT (desno) s 6-Cl-
YO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-Cl-YO-1 u otopinu polinukleotida.
Dolje: eksperimentalno dobiveni podatci (m) i te sukladnost podataka s

modelom “one set of Sites” (==).
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Slika 57: ITC titracija poli dG-poli dC (lijevo) i poli dGdC-poli dGdC (desno) s 6-
CIl-YO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-Cl-YO-1 u otopinu
polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni podatci (m) i te
sukladnost podataka s modelom “one set of sites” za poli dG-poli dC te
“two set of sites” za poli dGdC-poli dGdC (==).
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Slika 58: ITC titracija poli A-poli U s 6-CI-YO-1; Gore: sirovi podatci dodatka 6-
Cl-YO-1 u otopinu polinukleotida. Dolje: eksperimentalno dobiveni

podatci (m) i te sukladnost podataka s modelom “one set of sites” (==).
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8.1.4. Odredivanje temperature meksanja
8.14.1. 6-CI-TOTO-1
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Slika 59: Krivulje termicke denaturacije poli dAdT-poli dAdT (a) i poli dA-poli dT
(b) uslijed dodatka 6-CI-TOTO-1 pri razli¢itim omjerima rspoj)/ipolinukieotid]s
kakodilatni pufer, pH =7, | = 0,05 mol dm™.
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A M A I
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0,241 . 0279 ¢ r-01
A =02
Y 0,24+
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e r=01 % -
0,20 r=.0,1 '
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(@ (b)
Slika 60: Krivulje termicke denaturacije poli A-poli U (a), ct-DNA (b) uslijed

dodatka 6-CI-TOTO-1 pri razli¢itim omjerima I[spojj/[polinukicotid]s
kakodilatni pufer, pH = 7; | = 0,05 mol dm.
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8.14.1. 6-Cl-YOYO-1
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Slika 61: Krivulje termicke denaturacije poli dA-poli dT (a, c¢) i poli dAdT-poli
dAdT (b,d), uslijed dodatka 6-ClI-YOYO-1 pri razli¢itim omjerima
I [spojl/[polinukleotid], Kakodilatni pufer, pH = 7; | = 0,05 mol dm.
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Slika 62: Krivulje termicke denaturacije poli A-poli U (a), ct-DNA (b) uslijed

dodatka

6-Cl1-YOYO-1

pri

razlié¢itim

kakodilatni pufer, pH =7, | = 0,05 mol dm.

omjerima

r[spoj]/[polinukleotid],
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Slika 63: Krivulje termicke denaturacije poli dAdT-poli dAdT (a) i poli dA-poli dT
(b) uslijed dodatka 6-CI-TO-1 pri razli¢itim omjerima [spoj)/polinukieotid]s
kakodilatni pufer, pH =7; | = 0,05 mol dm™.
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Slika 64: Krivulje termicke denaturacije poli A-poli U (a,b) te ct-DNA (c) uslijed
dodatka 6-CIl-TO-1 pri razli¢itim omjerima [Ispojy/polinukieotia, Kakodilatni
pufer, pH=7, | = 0,05 mol dm3.
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8.1.4.2. 6-Cl1-6-Cl-YO-1
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Slika 65: Krivulje termicke denaturacije poli dAdT-poli dAdT (a) i poli dA-poli dT
(b) uslijed dodatka 6-Cl-YO-1 pri razli¢itim omjerima Ispoj/polinukieotid]s

kakodilatni pufer, pH = 7; | = 0,05 mol dm.
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Slika 66: Krivulje termicke denaturacije poli A-poli U (a) i ct-DNA (b) uslijed
dodatka 6-Cl-YO-1 pri razlic¢itim omjerima Ispojj/polinukicotida}, kKakodilatni pufer, pH =7; |

= 0,05 mol dm™.
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