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SAZETAK

ISPITIVANJE INTERAKCUA IMIDAZO-PIRIDINSKIH DERIVATA S DNA | RNA
SPEKTROSKOPSKIM METODAMA

Lea Grgié

U ovom diplomskom radu spektroskopski su okarakterizirane vodene otopine Sest derivata
imidazo[4,5-b]piridina s molekulama DNA i RNA. Spojevi apsorbiraju u podru¢ju 230 — 500
nm i utvrdeno je da u tom koncentracijskom podru¢ju, ne agregiraju. Ispitane su interakcije
spojeva s razlic¢itim dvolancanim polinukleotidima koriste¢i UV/Vis-spektroskopiju (termicka
denaturacija polinukleotida), fluorimetriju i spektroskopiju cirkularnog dikroizma (CD).
Zamijeceno je da na promjenu fluorescencije u titracijama s DNA i RNA utjece polozaj amino
bocnih ogranaka na tetraciklickom prstenu. Na jacinu interakcije s DNA/RNA utjecali su i
polozaj amino bo¢nog ogranka i naboj liganda. Ispitivani spojevi su akiralni te nemaju CD
spektar. Mjerenja CD sa spojevima s amino bo¢nim ogrankom na C2 polozaju upuéuju na
mjesoviti nacin vezanja tih derivata u DNA i RNA. Promjene u CD spektrima s piperazinskim
derivatima upucuju na interkalativni na¢in vezanja, dok kod spojeva s amino bo¢nim ogrankom
na polozaju C5 upuéuju na nespecifi¢no vezanje agregiranih spojeva uz okosnicu DNA/RNA.
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STUDY OF THE INTERACTION OF IMIDAZO-PYRIDINE DERIVATIVES WITH DNA
AND RNA BY SPECTROSCOPIC METHODS

Lea Grgié

Water solutions of six imidazo[4,5-b]pyridine derivatives with DNA and RNA were
spectroscopically characterized. The compounds absorb in the 230-500 nm range and do not
aggregate in that concentration range. Interactions of compounds with different double-stranded
polynucleotides were studied using UV/Vis spectroscopy (thermal denaturation of
polynucleotides), fluorimetry and CD spectroscopy. The change in fluorescence in the titrations
with DNA and RNA was influenced by the position of the amino side pendants on the
tetracyclic ring. DNA/RNA interaction strength was also influenced by the position of the
amino side pendant and lingand's charge. These compunds are achiral and do not have CD
spectrum. CD measurements of derivatives with an amino side pendant at the C2 position
suggest a mixed binding mode to DNA and RNA. Changes in the CD spectra with piperazine
derivatives indicate intercalation binding, whereas compounds with an amino side pendant at
the C5 position indicate nonspecific binding of aggregated compounds along the DNA/RNA
backbone.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Otkricem nukleinskih kiselina i njihovih bioloskih funkcija ustanovljena je veza izmedu
poremecaja njihove grade i1 raznih bolesti, na primjer tumora i genetski prenosivih bolesti.
Molekulske interakcije s nukleinskim Kiselinama intenzivno se istrazuju zbog njihove velike
primjene u medicini i biokemiji.lXl Male, organske molekule mogu se nekovalentno vezati na
prirodne i sintetske molekule DNA i RNA interkaliranjem, vezanjem u mali ili u veliki utor
polinukleotida, te elektrostatskim vezanjem pozitivno nabijenih molekula uz fosfatnu okosnicu.
Interakcija malih organskih molekula s DNA i RNA moze biti jedan od mogu¢ih mehanizama
bioloskog djelovanja. Stoga bi istrazivanje interakcija novosintetiziranih spojeva s nukleinskim
kiselinama moglo doprinijeti lije¢enju mnogih vrsta tumora. [

U ovom diplomskom radu spektroskopski je okarakterizirano Sest novosintetiziranih
derivata imidazo[4,5-b]piridina i istrazene su njihove interakcije s molekulama DNA i RNA.
Derivati se medusobno razlikuju prema tipu i poloZaju bo¢nih ogranaka sa amino skupinama i
prema polozaju dusSikovog atoma u piridinskoj jezgri. Utvrdeno je da je u sli¢énim derivatima,
polozaj dusSikovog atoma u piridinskom prstenu imao znacajni utjecaj na poboljsanje
antiproliferativne aktivnosti.[>4 Interakcije novosintetiziranih spojeva S
polideoksiribonukleotidima i poliribonukleotidima ispitane su UV/Vis spektrofotometrijskim
metodama i fluorescencijskom  spektroskopijom te spektroskopijom cirkularnog
dikroizma (CD).

Lea Grgi¢
Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Imidazo-piridinski derivati
Imidazo[4,5-b]piridin je heterociklicki spoj aromatskog karaktera molekulske formule CeHsNa.
Sastoji se od od dva heterociklicka prstena, imidazolski prsten je kondenziran na piridinsku

jezgru (slika 1).0!
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Slika 1. Strukturna formula imidazo[4,5-b]piridina

Imidazopiridini i njegovi derivati predmet su brojnih istrazivanja zato §to posjeduju
razli¢ite kemijske 1 farmakoloske znacajke koje im pruzaju razna bioloSka svojstva poput
antikancerogenih, antimikrobnih, antivirusnih, protuupalnih i drugih aktivnosti, a navedene
aktivnosti ovise o broju i vrsti supstituenata vezanih na jezgru.®! Derivati
imidazo[4,5- b]piridina, kao male molekule, pokazuju inhibitorno djelovanje na specifi¢ne
enzime vezane uz karcinogenezu. Kao tetraciklicki derivati mogu antitumorsko djelovanje
ostvariti i interkaliranjem. Imidazo[4,5-b]piridin je strukturni analog purina ¢iji derivati lako
stupaju u interakciju s velikim biomolekulama poput RNA, DNA i razli¢itih proteina.l’]

Purin je heterocikli¢ki aromatski spoj, molekulske formule CsHsNas, Kkoji nastaje
kondenzacijom pirimidina i imidazola, a aromatski karakter posljedica je konjugiranih veza te

ih to ¢ini najstabilnijim spojevima u prirodi (slika 2).[8!
~ N
I
"
N N
H

Slika 2. Strukturna formula purina

Lea Grgi¢
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§ 2. Literaturni pregled 3

Adenin i gvanin su purinske baze prisutne u nukleotidima, gradivnim jedinicama RNA
I DNA. Adenin i gvanin u DNA i RNA sparuju se s komplementarnim pirimidinskim bazama-

citozinom, timinom i uracilom.!®!

2.2. Struktura i svojstva nukleinskih kiselina

Nukleinske kiseline, gradivni blokovi svih zivih organizama, su dugolancani polimeri
sastavljeni od nukleotida. To su slozene organske makromolekule koje nose nasljednu
informaciju za sintezu svih proteina te tako izravno ili neizravno kontroliraju strukturu i
funkciju stanice.r!

Postoje dvije vrste nukleinskih kiselina: deoksiribonukleinska kiselina (DNA) i
ribonukleinska kiselina (RNA). Lanac DNA sastoji se od tisu¢a ponovljenih parova nukleotida,
od kojih se svaki sastoji od Secera pentoze (deoksiriboza), fosfatne skupine i dusi¢ne baze.
Dusi¢ne baze su klasificirane kao pirimidini s jednim prstenom, citozin (C) i timin (T) i purini
s dvostrukim prstenom, adenin (A) i gvanin (G).! Vodikovim vezama povezuju se
komplementarni dusi¢ni parovi baza (A-T i G-C) kako bi postigli stukturu karakteristi¢ne
dvostruke zavojnice DNA. Adenin se uvijek sparuje s timinom pomocu dvije vodikove veze, a
gvanin s citozinom preko tri vodikove veze. Svaka duSi¢na baza pric¢vrSéena je na vanjsku
okosnicu Secer pentoza-fosfata s bazama usmjerenim unutar lanca (slika 3). Nukleotidi su
povezani spajanjem fosfatne skupine na 5' ugljiku jednog nukleotida s 3' hidroksilnom
skupinom sljedeceg, komplementarni lanac ide u smjeru 3' prema 5', koji lancu DNA osigurava
polaritet. Lanci su antiparalelni te takve parove zovemo Watson-Crickovim parovima baza.[*%]
Lanci u dvostrukoj zavojnici su medusobno komplementarni. Iako su same duSi¢ne baze
hidrofobne molekule, usmjerenost okosnice $ecer-fosfat rezultira strukturom topivom u vodi.

Dvostruka zavojnica DNA je jako kisela s velikom gustoéom negativnih naboja.[®

Lea Grgi¢
Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Secerna
L——GTe—_—~ |~ fosfatna
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Slika 3. Shematski prikaz strukture deoksiribonukleinske kiseline

Uz DNA i proteine, RNA je takoder vazna bioloSka makromolekula. Ribonukleinske
kiseline jednolancane su molekule (slika 4). Nukleotidi koji grade RNA sastoje se od pentoze
(riboza), a timin je zamijenjen duSi¢nom bazom uracilom (U). Takoder sluze kao prenositelji
geneticke informacije u biosintezi proteina. Tri su osnovna tipa RNA u Zivim stanicama:
ribosomska RNA (rRNA), transportna (tRNA) i glasnicka RNA (mRNA). Molekule RNA
nastaju transkripcijom DNA pomocu enzima koji se nazivaju RNA-polimeraze.
Ribonukleinska kiselina moze djelovati i kao enzim za ubrzavanje kemijskih reakcija. RNA
takoder igra veliku ulogu u regulaciji stani¢nih procesa — od diobe stanica, diferencijacije i rasta

do starenja i apoptoze. [

Lea Grgi¢
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§ 2. Literaturni pregled 5
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Slika 4. Shematski prikaz strukture ribonukleinske kiseline

2.3. Vezanje malih molekula s DNA i RNA
Interakcijama malih organskih molekula s nukleinskim kiselinama moze se razjasniti
djelovanje prirodnih i sintetskih lijekova na DNA/RNA, kao i kontrola osnovnih funkcija DNA
in vivo i in vitro radi primjene u dijagnostici te potencijalno genskoj terapiji.l!

Interakcije organskih molekula s nukleinskim kiselinama dijele se na nepovratne
(nastaju kovalentni kompleksi) i ravnotezne (nastaju nekovalentni kompleksi). Ravnotezne,
nekovalentne interakcije ukljucuju nastajanje stabilnog termodinami¢kog kompleksa.
Razlikuju se tri vrste nekovalentnih interakcija malih organskih molekula s DNA ili RNA:
elektrostatske interakcije polikationskih spojeva s negativno nabijenim fosfatima
polinukleotida, vezanje spojeva u manji utor DNA/RNA te umetanje izmedu parova baza

odnosno interkaliranje (slika 5).[?

Slika 5. Nacini vezanja malih molekula na polinukleotide: a) elektrostatske interakcije, b)

vezanje u mali utor DNA, c) interkalacija u DNA

Lea Grgi¢
Diplomski rad
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Elektrostatsko vezanje kationa na negativno nabijenu fosfatnu okosnicu DNA ili RNA
je nespecificno vezanje. U otopini se kationi elektrostatski vezu na nukleinske kiseline koje
neutraliziraju naboj okosnice. Interakcija ion-ion najveéeg je dometa od svih nekovalentnih
interakcija te se na molekule ¢esto dodaju pozitivno nabijeni dijelovi ¢ija je funkcija zblizavanje
molekula DNA i RNA 1%

Mali i veliki utori su vazno strukturno svojstvo polinukleotida. Utori, zavisno o slijedu,
imaju razlicite potencijale sudjelovanja u vodikovim vezama kao donori ili akceptori vodika.[*!]
Vezanje u mali utor nema definiran broj veznih mjesta na polinukleotidu i osjetljivije je od
interkaliranja jer se dijelovi baza dA-dT i dG-dC koji ¢ine mali utor razlikuju. Par baza dG-dC
¢ini pli¢i utor, a gvanin ima i amino skupinu koja strsi u utor i stericki otezava vezanje molekule
pa molekule koje se vezu u manji utor uglavnom pokazuju selektivnost prema paru baza
dA - dT.*2 Mnogi antibiotici i antitumorski lijekovi predmet su istrazivanja jer se njihovo
ljekovito djelovanje temelji na tom nacinu vezanja.

Umetanje molekula izmedu parova baza polinukleotida tj. interkaliranje stabilizira i
ukruéuje polinukleotidni lanac pri kojem dolazi do produljenja uzvojnice, ali i njenog odvijanja
i deformacije.[*®l Takav na¢in vezanja ima kljuénu ulogu u primjeni antitumorskih lijekova te
pojedinih antibiotika. Interkalacija je poseban tip interakcije specifi¢an za planarne aromatske
prstene. Interkalator se umetne izmedu susjednih parova baza, u paralelnoj orijentaciji. n-n
interakcija do koje dolazi izmedu sli¢nih parova baza je energetski nepovoljna zbog odmatanja
uzvojnice i odvajanja parova baza. Medutim, ipak je takvo vezanje stabilno zbog hidrofobnog
i elektrostatskog  doprinosa vezanja, a i van der Waalsovih interakcija.
Interkaliranjem dolazi do odmatanja uzvojnice DNA, razmicanja duSi¢nih baza i produljenja
nukleinske kiseline. Etidijev bromid je najpoznatiji predstavnik te vrste vezanja.[>%
Karakteristika interkalativnog vezanja je princip iskljucenja susjeda prema kojem ne smije doéi

do umetanja molekula u Supljinu pokraj ve¢ umetnute molekule (slika 6).

Lea Grgi¢
Diplomski rad
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Slika 6. Princip isklju¢enja susjeda

Interkalator svojom veli¢inom razmakne nukleobaze koje ga okruzuju i sprjecava
ubacivanje drugih molekula u susjednu Supljinu dvolancane uzvojnice. Time se definira
maksimalni omjer molekula spoja i veznih mjesta, odnosno fostafa na polinukleotidu, koji je
jedna molekula spoja na Cetiri fosfata. Taj omjer se oznacava kao n, te se koristi u razlikovanju
interkaliranja od drugih nagina vezanja.['¥l Posebnu vrstu interkalatora &ine bis-interkalatori
koji se sastoje od povezanih konjugiranih aromatskih sustava. Poveznica mora biti dovoljno
dugacka da preskoci par baza zbog principa iskljucenja susjeda, tako da se oba aromata mogu
umetnuti izmedu baza.!*"!

Spojevi koji ostvaruju interakcije s polinukleotidima predmet su istrazivanja mnogih
antitumorskih i mikrobioloskih studija. Vezanjem spojeva na polinukleotide dolazi do promjene
u njihovoj strukturi $to dovodi i do promjene u bioloskoj aktivnosti kao posljedice vezanja na
DNA.[M

2.4. Polinukleotidni supstrati i metode ispitivanja interakcija s DNA i
RNA

Male, organske molekule nekovalentno se vezu na prirodne i sintetske polinukleotide. Glavna
karakteristika prirodnih polinukleotida je nasumicnost slijeda nukleotida koje sadrze. Najcesce

koriSten prirodni polinukleotid, s otprilike 40 % udjela G-C parova baza i 60 % udjela parova

Lea Grgi¢
Diplomski rad
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baza A-T, je DNA telec¢eg timusa, odnosno ctDNA (calf thymus DNA) ¢iji redoslijed baza nije
poznat. U razli¢itim uvjetima vodene otopine u kojoj se nalaze, kao §to su temperatura, pH te
ionska jakost, prirodni polinukleotidi mogu poprimati razli¢ite konformacije. Varijabilnost
njihove strukture onemoguéava precizno odredivanje specifi¢nosti i selektivnosti vezanja.[*6]

Zbog mogucnosti organske sinteze nukleinskih kiselina, a samim time i postizanja
zeljene strukture, odredene tipom Secera i slijedom nukleotida, sintetski polinukleotidni
supstrati su nezamjenjivi u ispitivanju nekovalentnih interakcija malih organskih molekula s
molekulama nukleinskih kiselina. Za sintetske polinukleotide, ¢iji je redoslijed baza poznat,
koriste se homopolinukleotidi (osnovne strukture poli X — poly Y) i alternirajuci polinukleotidi
(osnovne strukture poli XY — poli XY).

Razlikujemo jednolancane i1 dvolancane polinukleotide, a dvolancani se dijele na ve¢
spomenute homopolinukleotide i alternirajuc¢e polinukleotide. Jednolancani polinukleotidi su
homopolimeri od 100 do 200 kopija ribonukleotida ili dekosiribonukleotida. Dvolancani se
sastoje od dva komplementarna lanca prema shemi poli X —poli Y (A-U, G-C, dA-dT, dG-dC).
Alternirajuci se sastoje od jednakih lanaca sa dva razli¢ita komplementarna nukleotida koji se
izmjenjuju u jednom lancu te su komplementarni prema shemi poli XY — poli XY
(dAdt - dAdT, dGdC - dGdC). Alternirajuci polinukleotidi su stabilniji i koriste se kada pri
odredenim uvjetima ili prilikom vezanja nekih spojeva, dvolan¢ane uzvojnice postaju trostruke
ili druge slozene strukture Sto smanjuje pouzdanost usporedbe afiniteta ispitivanog spoja prema
razli¢itim polinukleotidima. 161

Spektroskopske metode su najc¢escée koriStene za ispitivanje interakcija s DNA i RNA i
imaju najviSe razli¢itih izvedbi. UobiCajeno se koristi IR (u infracrvenom dijelu spektra),
UV/Vis (u ultraljubi¢astom 1 vidljivom dijelu spektra) i Raman spektroskopija, fluorimetrija,
spektroskopija linearnog i cirkularnog dikroizma i dr. ™

Za ispitivanje nekovalentnih interakcija koriste se eksperimentalne metode poput:
promjene viskoziteta otopine DNA/RNA, promjena sedimentacijskog koeficijenta ili
elektroforetske pokretljivosti cirkularne DNA, promjene temperature meksanja dvostruke
zavojnice nakon vezanja spoja, UV/Vis, *H NMR (koji daje visoku rezoluciju i omoguéava
uvid u dinamiku pojedina¢nih atoma) i fluorescencijska spektroskopija te spektroskopija

cirkularnog dikroizma.
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U tekstu ¢e se opisati metode koristene u eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog
rada: promjene temperature meksanja dvostruke zavojnice nakon vezanja spojeva, UV/Vis i

fluorescencijska spektroskopija te spektroskopija cirkularnog dikroizma.

2.4.1. UV/Vis spektroskopija

Ultraljubicasta — vidljiva spektroskopija (engl. ultraviolet-visible spectroscopy, UV/Vis) je
jedna od najkoristenijih metoda za identifikaciju i odredivanje organskih i anorganskih spojeva
koji apsorbiraju ultraljubicasto ili vidljivo zracenje. UV/Vis spektroskopija je apsorpcijska
spektroskopija kod koje uslijed pobude elektrona atoma ili molekula u elektromagnetnom
zracenju dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog u pobudeno elektronsko stanje. Elektroni iz
dvostrukih i trostrukih veza organskih spojeva nisu snazno vezani pa se lakse pobuduju. U
apsorpcijskoj spektroskopiji mjeri se koli¢ina apsorbirane svjetlosti kao funkcija valne duljine.
Tako se dobivaju i kvalitativni i kvantitativni podaci o uzorku. Prednost ove metode su Siroka
primjenjivost, visoka osjetljivost, to¢nost i jednostavnost.[*7]

UV/Vis metoda ukljucuje odredivanje spektroskopskih parametara spoja od kojih je
najvazniji molarni apsorpcijski koeficijent prema Beer-Lambertovu zakonu, odredivanje
vremenske i temperaturne stabilnosti spoja u otopini, najéesce puferu, te pracenje apsorpcijskih
promjena prilikom titracije male organske molekule s polinukleotidom i odredivanje promjene

to¢ke meksanja polinukleotida. Beer-Lambertov zakon glasi:
A=¢ecl

gdje A oznacava apsorbanciju, € molarni apsorpcijski koeficijent (dm® molcm™), ¢ molarnu
koncentraciju (mol dm) te | duljinu optiénog puta (cm).

Dodatkom polinukleotida, spektroskopska krivulja liganda mozZze biti jaceg ili slabijeg
intenziteta (hiperkromni ili hipokromni efekt) te se moZze pomakuti prema manjoj ili vecoj
valnoj duljini, takvi pomaci se nazivaju hipsokromni ili batokromni pomaci. Takve
karakteristiéne promjene mogu ukazati na odredene interakcije koje se javljaju u kompleksu
ligand — polinukleotid. Batokromni pomak i hipokromni efekt spektra liganda su karakteristi¢ni
za n-n interakcije koje se javljaju slaganjem aromatskih jezgara jednih na drugu.[*®! DNA ne
apsorbira u vidljivom spektru za razliku od veéine heterociklickih molekula. Dodani
polinukleotidi mogu pomaknuti spektar liganda prema ve¢im valnim duljinama ili ako dolazi
do dimerizacije ili agregacije, prema manjim valnim duljinama. Ako se na spektru liganda po

dodatku polinukleotida o¢ituje pad apsorpcijskog maksimuma, tada se vezani ligand vjerojatno
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nalazi u manje polarnom okruzenju nego slobodni ligand. Takav slu¢aj mogao bi biti prilikom
interkaliranja.[t”!

Ovom metodom mozemo dobiti informacije o konstanti stabilnosti kompleksa spoja i
polinukleotida te omjer koncentracije vezanog spoja i koncentracije veznih mjesta na

polinukleotidu. Ti se podaci dobivaju obradom spektra prema Scatchardovoj izotermi:
== k,(n—r)
]

u kojoj r predstavlja omjer efektivnih koncentracija spoja i polinukleotida, c, koncentraciju
interkaliranog spoja, Ks konstantu stabilnosti kompleksa spoja i polinukleotida, te n omjer
koncentracija vezanog spoja i veznih mjesta na polinukleotidu. Scatchardova jednadZba je
linearna prilagodba Langmuirove izoterme za povrsinsku adsorpciju na polinukleotide.?!

UV/Vis spektrofotometar je uredaj koji mjeri omjer intenziteta zracenja koje prolazi
kroz uzorak (1) i intenziteta upadnog zracenja (lo). Omjer I/lo Se naziva propusnost ili
transmitancija i obi¢no se izrazava u obliku postotka (%T). Apsorbancija, A, moze se
prikazati izrazem:

A= - 10g(%T/100%)

2.4.2. Promjena temperature meksanja nukleinskih kiselina
Unutar dvolancane zavojnice DNA ostvaruju se vodikove veze preko duSi¢nih veza.
PoviSenjem temperature lanci se mogu razdvojiti pri ¢emu dolazi do destabilizacije, pucanja
vodikovih veza i odvajanja lanaca. Do toga dolazi grijanjem otopine DNA ili dodatkom kiseline
ili luzine §to dovodi do ionizacije baza.[?”l Razdvajanje dvostruke uzvojnice dogada se pri
odredenoj temperaturi. Temperatura meksanja (Tm) definira se kao tocka meksSanja pri kojoj se
priblizno pola dvolanéane uzvojnice razdvojilo (slika 7). 2% Pri spektroskopskom promatranju
primjecuje se poviSenje apsorbancije otopine koje se objasnjava apsorbancijom slobodnih
dusicnih baza. Taj se efekt zove hiperkromni efekt 1 kod genske i DNA iz teleeg timusa se
dogada iznad Tm = 80 °C. [141921]

Dentauracijom molekule DNA mijenja se i njena apsorbancija. DuSikove baze
apsorbiraju svjetlost u ultraljubicastom dijelu spektra. Nakon denaturacije one nisu gusto
slozene pa apsorbiraju oko 40 % vise svjetlosti na svim valnim duljinama u ultraljubi¢astom

dijelu spektra. Taj u¢inak denaturacije na apsorpcijski spektar se zove hiperkromizam.
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Denaturacija zavojnice je kooperativan proces jer razdvajanje zavojnice na jednom mjestu

jako destabilizira ostatak zavojnice i poti¢e njenu daljnju denaturaciju. [*°

jIDNA

Absorbancija
na 260 nm

dIDNA

T

v

Temperatura / °C

Slika 7. Temperatura meksanja DNA

Prac¢enje promjene temperature mekSanja u ovisnosti o omjeru koncentracija daje
informacije o nacinu vezanja. Ako kod interkaliranja dolazi do zasi¢enja veznih mjesta na
omjeru r = 0,25 (r = [spoj])/[polinukleotid]), onda iznad tog omjera odnos povecanja
temperature meksSanja i povecanja omjera vise nije linearan, temperatura ne raste vise iznad tog
omjera. Kod molekula koje se vezu u manji utor i kod omjera r vecih od 0,25 temperatura
mekSanja moze rasti ili ¢ak linearno padati, 1ako se nekad i1 u tom slucaju javljaju zasicenja
veznih mjesta na polinukleotidu, ali u manjoj mjeri. Preduvjet za ovu metodu je termicka

stabilnost spoja na cijelom rasponu temperatura. (4l

2.4.3. Fluorescencijska spektroskopija

Flourescencijska spektroskopija ili fluorimetrija je analiticka metoda kojom se molekule
kromofora pobuduju elektromagnetskim zracenjem u UV/Vis podrucju te povratkom u osnovno
stanje emitiraju zracenje. Fluorescencijska spektroskopija moze biti za osam redova veli¢ine
osjetljivija od apsorpcijske (UV/Vis) spektroskopije zbog Stokesovog pomaka. Zbog visoke
osjetljivosti i selektivnosti, fluorescencija je nasla Siroku primjenu u mnogim podrucjima
analitiCke znanosti. Flourescencijska spektroskopija se koristi u biokemijskim, medicinskim i
kemijskim istraZivanjima te se s njom istrazuje struktura, dinamika i interakcije molekula u

otopini, krutom stanju, a rijede u plinovitom stanju.[”)
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Apsorpcijom zracenja molekula prelazi iz osnovnog u jedno od pobudenih singletnih
elektronskih stanja. Vrlo brzo vibracijskom relaksacijom molekula prelazi u osnovno
vibracijsko stanje istog pobudenog elektronskog stanja, iz kojeg neradijativnim putem
“unutarnjom pretvorbom” prelazi u najnize pobudeno elektronsko stanje ili moze
medusustavnim krizanjem prije¢i u stanje razli¢itog multipliciteta (tripletno stanje). Iz prvog
pobudenog singletnog stanja molekula se vra¢a u osnovno elektronsko stanje procesom
fluorescencije dok se iz tripletnog stanja procesom fosforescencije vraca U isto osnovno stanje.
Pri fluorescenciji ne dolazi do promjene multipliciteta stanja, dok se pri fosforescenciji on
mijenja. Oba navedena procesa nazivamo luminiscencijom. Procesi se prikazuju dijagramom
po Jablonskom (slika 8).[4]

Apsorpeija fotona S = singletno stanje
A —— T = tripletno stanje
h‘\ - .
E % Unutarnja pretvorba
82 '!t
"
H E Y
HEH Medusustavno krizanje
yYVvY
S; —— -
Vibracijska —_— T,
relaksacija -
Fluorescencija
Neradijativni Tripletno stanje
prijelazi
4 Fosforescencija
k
S
0
— >
Ekscitacija Emisija

Slika 8. Dijagram po Jablonskom

Elektroni molekula mogu se vratiti u bilo koje od vibracijskih stanja u osnovnom stanju.
Emitirani fotoni ¢e imati razliCite energije, a time i frekvencije daju¢i vrpcu emitiranog
zraCenja. Zbog pojave Stokesova pomaka sve linije emisijskog zraenja imat ¢e neSto vecu

valnu duljinu i manju energiju od pobudnih linija.l**!
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2.4.4 Cirkularni dikroizam

Cirkularni dikroizam (CD) je spektroskopska i opticka metoda koja daje informacije o
promjenama konformacije na razini sekundarne i tercijarne strukture nukleinskih kiselina i
proteina. Daje informacije o kiralnim vrstama u otopini koje apsorbiraju svjetlost u UV/Vis
podrucju tijekom prijelaza iz osnovnog u jedno ili vi$e pobudenih stanja. Cirkularni dikroizam
se temelji na diferencijalnoj apsorpciji cirkularno polariziranog svjetla, koje moze biti u UV,
vidljivom ili infracrvenom podruc¢ju valnih duljina.

Polarizirana svjetlost je ona vrsta svjetlosti kod koje elektromagnetni valovi titraju u
samo jednoj ravnini. Pojava nesimetri¢nog titranja magnetnog i elektri¢nog polja koje tijekom
Sirenja Cini svjetlost naziva se polarizacija svjetlosti. Svjetlost moze biti linearno i cirkularno
polarizirana. Ako elektri¢no polje konstantno titra u istoj ravnini radi se o linearno polariziranoj
svjetlosti, dok se kod cirkularno polarizirane svjetlosti ravnina titranja elektricnog polja
jednoliko vrti. Ovisno o tome okrece li se ravnina titranja elektri¢nog polja u smjeru kazaljke
na satu ili u suprotnom smjeru, razlikujemo lijevu i desnu polariziranu svjetlost (Slika 9). Takva
svjetlost je kiralna pa ¢e 1 kiralne molekule razli¢ito apsorbirati lijevo i1 desno cirkularno

polariziranu svjetlost.[222%]

Slika 9. Lijevo cirkularno polarizirana svjetlost (lijevo) i desno cirkularno polarizirana

svjetlost (desno) u CD spektroskopiji

Kiralne molekule razli¢ito apsorbiraju lijevo 1 desno cirkularno polarizirano svjetlo.
Vecina polinukleotida su desne zavojnice, i promjene njihove konformacije se mogu proucéavati
na ovaj nacin. Spektar cirkularnog dikroizma se prikazuje kao razlika apsorbancija, 4A, $to je
prema Beer-Lambertovom zakonu ekvivalentno razlici molarnih apsorpcijskih koeficijenata
spoja za lijevu i desnu cirkularno polariziranu svjetlost. Akiralni ili simetri¢ni spojevi nemaju

CD spektar, odnosno jednako apsorbiraju lijevu i desnu polariziranu svjetlost.l Ali, u
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interakciji s polinukleotidima koji jesu kiralni, moguce je da ti spojevi budu orijentacijski
kiralni ili dobiju inducirani CD spektar ili ICD. Dva su uvjeta za ICD koji mogu upuéivati na
odredeni nacin vezanja male molekule na polinukleotid: 1) spojevi moraju imati barem jedan
apsorpcijski maksimum na valnim duljinama ve¢im od 300 nm jer se na manjim valnim
duljinama preklapaju CD spektar polinukleotida i ICD spektar spoja, te 2) veci stupanj
uredenosti i homogenosti interakcije spoja sa polinukleotidom pa prisutnost ICD spektra moze
upucivati na npr. interkaliranje ili vezanje u manji utor kao moguce nacine interakcije spoja i
polinukleotida.

Prema jacini ICD signala mozZe se zakljuciti o kojem se tipu interakcije spoja i
polinukleotida radi. Slabi negativni ili pozitivni ICD signali upucéuju na interkaliranje dok jaci
ICD signali upuéuju da se spoj vezao u mali utor polinukleotida.’?? Ovisno o predznaku ICD
signala moze se zaklju¢iti koja je orijentacija male molekule.l?! Bisignatni signali (pozitivni i

negativni signal) upucuju na vezanje spoja U obliku dimera ili agregata u utor polinukleotida.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije
= Spojevi: oznake spojeva su LB3, LB4, LB15, LB16, LB19 i LB20

LB3 2-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[2'3':4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitril
LB4 2-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino] pirido[3'2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitril
LB15 2-5-(N-piperazin-1-il)pirido[2'3':4,5]imidazo[1,2-a] kinolin-6-karbonitril
LB16 2-5-(N-piperazin-1-il)pirido[3'2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril
LB19 5-(N-izobutilamino)pirido[2'3":4,5] imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril
LB20 5-(N-izobutilamino)pirido[3'2':4,5]imidazo[1,2-a] kinolin-6-karbonitril
Imidazo-piridinski derivati, koji su se koristili u ovom diplomskom radu, sintetizirani su u
grupi koju vodi prof. dr. sc. Marijana Hranjec (Zavod za organsku kemiju, Fakultet kemijskog

inzenjerstva i tehnologije). Strukturne formule spojeva prikazane su na slici 10.

NH(CH,)sN(CHs), H(CH3)sN(CHa)

%@ %@
%@d . %@

C) HN CN

— N/
/ N /
A A
(HaC)aHCH,CHN™ SN (H3C),HCH,CHN N N
e) CN f) CN

Slika 10. Strukturne formule spojeva koriStenih u radu; a) LB3, b) LB4, ¢) LB15, d) LB16, €)
LB19, f) LB20
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Spojevi LB3, LB4, LB15, LB16, LB19, LB20 otopljeni su u redestiliranoj vodi
(c =3x10"3*mol dm?) uz primjenu ultrazvuéne kupelji. Apsorbancije puferiranih vodenih
otopina ispitivanih spojeva bile su proporcionalne njihovim koncentracijama do
c=3x10"°mol dm3. Takvo ponaSanje sugerira da ispitivani spojevi ne agregiraju
intermolekularnim slaganjem u koris$tenim eksperimentalnim uvjetima.

» DNA iz timusne Zlijezde goveda (calf thymus DNA, ctDNA)

= Natrijev kakodilatni pufer (pH = 7,0; 1 = 0,05 moldm™); natrijev kakodilat

= DMSO, dimetil-sulfoksid

* poli dGdC — poli dGdC, (p(dGdC)z,)

* poli dAdT — poli dAdT, (p(dAdT)2)

= poli A—poli U, (pApU)

3.1.2. Instrumenti

= Spektrometar UV/Vis Varian Cary 100 Bio (Agilent Technologies, SAD)

» Fluorimetar Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies, SAD)

»  UV/Vis spektrofotometar NanoDrop Thermo Scientific Nanodrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, USA)

=  Spektrometar JASCO J-8155 CD

3.2. Spektroskopska karakterizacija otopina ispitivanih spojeva

Za izradu bazdarnog pravca za dobivanje molarnih ekstincijskih koeficijenata koriSten je
UV/Vis spektrometar, a koriSten je Scan program. U eksperimentima je koristen kakodilatni
pufer, pH = 7,0, 1 = 0,05 mol dm™. U kvarcnu kivetu (optickog puta 1 cm) stavljen je 1 cm®
pufera (I = 0,05 mol dm), snimljena je bazna linija, tj. apsorbancija pufera te su zatim dodavani
alikvoti otopine spoja. Mjerenja su provodena pri temperaturi od 25 °C, u rasponu valnih duljina
od 230 do 600 nm te koncentracijskom podrucju spojeva od 4 - 5x10 do 2 - 3x10° mol dm™3,
Svi podaci obradeni su u programu OriginPro 7.5.

Za ispitivanje fluorescencije spojeva koriSten je program Scan na instrumentu Agilent
Cary Eclipse. U kvarcnu kivetu opti¢kog puta 1 cm, pipetirano je 2 cm?® pufera te je snimljen

spektar pufera. Nakon §to je snimljen emisijski spektar, o¢itan je maksimum, a ekscitacijski
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spektar je snimljen pri valnoj duljini o€itanog maksimuma. KoriSten je program Scan, a

dobiveni podaci obradeni su u programu OriginPro 7.5.

3.3. Istrazivanje interakcija spojeva s polinukleotidima
U istrazivanjima su koriSteni sljedeéi polinukleotidi: DNA iz timusa goveda (calf thymus DNA,
ct-DNA, Sigma Aldrich, SAD), te sintetski polinukleotidi: poli dGdC - poli dGdC
(poli(dGdC)2), poli dAdT — poli dAdT (poli (dAdT)2), te poli A — poli U (pApU), svi
proizvodaca Sigma Aldrich, SAD. Otopine polinukleotida odredenih koncentracija unaprijed
su pripremljene i ¢uvane na -20 °C. Svi polinukleotidi su dvolan¢ane molekule DNA, odnosno
RNA, a sintetski polinukleotidi sadrze vise od 100 parova baza, koji osiguravaju vise veznih

mjesta duz dvostruke zavojnice.

3.3.1. Fluorimetrijske titracije
Sve fluorimetrijske titracije radene su na instrumentnu Agilent Cary Eclipse, u vodenoj otopini
s kakodilatnim puferom (pH = 7, 1 = 0,05 mol dm™), u kvarcnoj kiveti optickog puta 1 cm
dodano je 2 cm?® pufera te snimljen spektar pufera. Uzorak se pobuduje na valnoj duljini
maksimuma spoja iz UV/Vis spektra s tim da se koristi maksimum pri valnoj duljini ve¢oj od
300 nm kako bi se izbjeglo podrucje apsorpcije DNA/RNA. Izracuna se potreban volumen
otopine ispitivanog spoja kako bi pocetna koncentracija spoja u kiveti bila 5x107 mol dm,
Ishodne otopine polinukleotida bile su koncentracije 5x10° mol dm=. Vrijeme inkubacije
izmedu svakog mjerenja je iznosilo 2 — 4 minute.

Pri racunanju konstante stabilnosti, Ks, kompleksa ispitivanog spoja s DNA/RNA koristi
se Scatchardova jednadzba, koja omogucuje istovremeno racunanje stabilnosti Ks i omjera n

[vezani spoj]/[polinukleotid] nekom od metoda nelinearne regresije.!

3.3.2. Temperaturno meksanje

Za odredivanje temperature mekSanja polinukleotida stabiliziranih derivatima koriSten je
spektrometar UV/Vis Varian Cary 100 Bio i program Thermal. U svaku kvarcnu kivetu stavi
se 1 cm?® pufera (natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm=, pH = 7,0). Mjeren je utjecaj
ispitivanih spojeva na stabilizaciju temperaturnog meksanja ctDNA, p(dAdT)2, pApU te
p(dGdC)2. Spektroskopske promjene pri promjeni temperature od 25 °C na 95 °C pracene su
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pri omjeru koncentracija spoja i polinukleotida od r = 0,3 u puferu. Kao kontrole su se koristile
otopine samog spoja i samog polinukleotida.

Zagrijavanjem polinukleotida dolazi do denaturacije, tj. razdvajanja dvostruke uzvojnice
na dva jednolancana polinukuleotida. Temperatura meksanja (Tm) je temperatura pri kojoj je
priblizno pola dvolancane uzvojnice denaturirano, a karakteristi¢na je za svaki dvolancani
polinukleotid ovisno o sekundarnoj strukturi i tipu nukleobaza. Denaturacijom DNA baze
postaju pokretnije, vise apsorbiraju UV zraCenje te dolazi do povecanja apsorbancije na svim
valnim duljinama u UV podrucju. Ta pojava se zove hiperkromizam.

Dobiveni rezultati prikazuju se u programu OriginPro 7.5., graficki kao krivulje
ovisnosti apsorbancije Azeo nm 0 temperaturi koje su sigmoidalnog oblika. Sve krivulje su
normalizirane, a temperature meksanja odredene su ocitavanjem tocki maksimuma prve

derivacije sigmoidalnih krivulja. Svaka odredena vrijednost ATm je prosjek dva mjerenja.

3.3.3. Cirkularni dikroizam

Sve CD titracije su provedene na spektrometru JASCO J-815 CD uz konstantan protok dusika.
Brzina skeniranje spektra je iznosila 200 nm min . Mjerenja su provedena u kvarcnim
fluorimetrijskim/CD kivetama duljine opti¢kog puta 1 cm. U otopine polinukleotida dodavani
su alikvoti ispitivanog spoja. Od svakog spektra ru¢no je oduzeta prethodno snimljena bazna
linija koju je ¢inio Cisti pufer. Prilikom mjerenja prati se CD spektar polinukleotida i
pojavljivanje induciranih CD spektara spoja. CD spektri su snimani pri valnim duljinama 500-
230/220 nm. Pocetna koncentracija polinukleotida je bila ¢ = 3x10"°>mol dm, a titriralo se u
omjerimar =0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,51 0,6, a u nekim slué¢ajevima i 0,7. Svi dobiveni podaci su

obradeni u programu OriginPro 7.5.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. CiljistraZivanja

Cilj istrazivanja ovog rada bio je ispitivanje interakcija imidazo-piridinskih derivata sa
prirodnom DNA 1 sa sintetskim dvolancanim polinukleotidima spektroskopskim metodama u
vodenim otopinama. Prije ispitivanja interakcija, okarakterizirano je Sest novosintetiziranih
spojeva: 2-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[2'3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitril (simbol: LB3), 2-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[3'2":4,5]imidazo[1,2-
aJkinolin-6-karbonitril ~ (simbol: LB4), 2-5-(N-piperazin-1-il)pirido[2'3"4,5]imidazo[1,2-
aJkinolin-6-karbonitril (simbol: LB15), 2-5-(N-piperazin-1-il)pirido[3'2":4,5]imidazo[1,2-
a]kinolin-6-karbonitril ~ (simbol: LB16), 5-(N-izobutilamino)pirido[2'3":4,5]imidazo[1,2-
a]kinolin-6-karbonitril (simbol: LB19), 5-(N-izobutilamino)pirido[3'2":4,5]imidazo[1,2-
a]kinolin-6-karbonitril (simbol: LB20).

4.2. Spektroskopska karakterizacija spojeva
4.2.1. UVIVis spektroskopija
U ovom smo radu za istrazivanje interakcija novosintetiziranih derivata s polinukleotidima
koristili spektrofotometrijske metode, UV/Vis i fluorescenciju. Prije analize, proveli smo
karakterizaciju spojeva u vodenoj otopini (slika 14, 8. DODATAK, slike D1-D6). Spektri su
snimljeni prema opisu iz poglavlja 3.2. Kod svih spojeva je doslo do linearnog povecanja
apsorbancije zraCenja povecanjem koncentracije spoja prema Beer-Lambertovom zakonu.
Apsorbancije puferiranih vodenih otopina ispitivanih spojeva bile su proporcionalne njihovim
koncentracijama do ¢ = 2-3x10° mol dm™, sto ukazuje da ispitivani spojevi ne agregiraju
medumolekulskim slaganjem u eksperimentalnim uvjetima.
Odredeni molarni ekstincijski koeficijenti dani su u tablici 1. Svi UV/Vis spektri

prikazani su kao ovisnost apsorbancije o valnoj duljini (slika 14, 8. DODATAK, slike D1- D6).
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05+
——LB31e-5
——LB41e5
044 LB15 1e-5
—— LB16 9e-6
LB19 8e-6
034 N —LB20 1e-5

Abs

Slika 14. UV/Vis spektar spojeva koncentracije ~1x10° mol dm pri pH 7,0, u kakodilatnom

puferu, | = 0,05 mol dm
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Tablica 1. Molarni ekstincijski koeficijenti (&) ispitivanih spojeva

pH =7,02
ex 108/
ﬂ,max / nm
mmol-! cm?

294 25,4
LB3

428 18,8

294 28,3
LB4

428 20,2

294 24,4
LB15

408 20,5

291 235
LB16 355 17,4

397 18,8

258 32,1
LB19 298 21,0

364 24,8

298 11,1
LB20

365 13,2

Natrijev kakodilatni pufer (pH = 7,0; 1 = 0,05 mol dm)

4.2.2. Fluorescencija spojeva

Provjerena je i fluorescencija samih spojeva. Intenzitet emisije puferiranih vodenih otopina
(Na-kakodilatni pufer, 1 = 0,05 mol dm=, pH = 7,0) ispitivanih spojeva bio je proporcionalan
njihovim koncentracijama do ¢ = 6 x 10 mol dm™ (8. DODATAK, slike D7-D13).

4.2.3. pH ovisnost spojeva
Imidazo-piridinski derivati mogu biti protonirani na vise duSikovih atoma. Da bi utvrdili utjecaj
naboja molekule na interakcije sa DNA i RNA pri fizioloSkom pH (pH = 7,0), morali smo

istraziti pH ovisnost spojeva. lzracuni vrijednosti pKa napravljeni su pomocu izracuna
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ChemAxon u online softverskom programu MarvinSketch.[?6I Na slikama 11, 12 i 13 prikazane
su raspodjele protonirane i deprotonirane forme za spojeve LB3, LB15 i LB19. Kod spojeva
LB3 i LB4 dominantna forma pri pH 7,0 je struktura s jednim pozitivnim nabojem. Spojevi
LB19 i LB20 nemaju naboja pri fizioloskom pH dok kod spojeva LB15 i LB16 dominantna
forma je struktura s dva pozitivna naboja.

100 +

807 —— Microspecies #1

—— Microspecies #2
—— Microspecies #3

Microspecies #4
—— Microspecies #5
Microspecies #6

60

40 4

20

Raspodjela mikrospecija (%)

Slika 11. Raspodjela protonirane i deprotonirane forme spoja LB3 napravljena u programu
MarvinSketch pomocu alat ChemAxon
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Slika 12. Raspodjela protonirane i deprotonirane forme spoja LB15 napravljena u programu

MarvinSketch pomocu alat ChemAxon

100 +

] —— Microspecies #1
80 —— Microspecies #2
T —— Microspecies #3

Raspodjela mikrospecije (%)

60 -
40 N/Q
] H3C. N N \N
20 H
T HsC
3 Né

pH

Slika 13. Raspodjela protonirane i deprotonirane forme spoja LB19 napravljena u programu

MarvinSketch pomocu alat ChemAxon

4.3. Interakcije spojeva s polinukleotidima
Temperatura mekSanja (Tm), fluorimetrijske titracije 1 CD spektroskopija koristene su kao
metode za odredivanje jaCine 1 nacina vezanja ispitivanih spojeva na DNA 1 RNA. Pomocu
Scatchardove jednadzbe metodom nelinearne regresije izracunate su konstante stabilnosti (Ks)

ispitivanih spojeva.

4.3.1. Fluorimetrijske titracije

Polinukleotid poli(dGdC). kod svih spojeva gasi fluorescenciju spojeva(slike 15, 16, 8.
DODATAK, slike D17, D24, D30 i D34). Jedan od razloga gasenja fluorescencije mogla bi biti
struktura malog utora koji je bogat amino skupinama gvanina koji imaju nepovoljan steric¢ki
utjecaj Sto otezava vezanje spoja u utor te stoga spojevi radije interkaliraju u poli(dGdC): ili se
vezu u obliku agregata najvjerojatnije unutar veéeg utora (slike 15, 16).1 Takoder, dodatkom
ctDNA dolazi do smanjenja fluorescencije kod vecine spojeva ¢emu je razlog mjesSoviti sastav

baznih parova (oko 42 % GC parova baza).
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Rel.fluo.int.(a.u.)
Rel.fluo.int.(a.u.)/465 nm

T T T T T T
— 0.0 6.0x10°  1.2x10° 1.8x10° 2.4x10° 3.0x10°
600

c(poly(dGdC),) / mol dm™®
Al nm

Slika  15. Lijevo: fluorimetrijska  titracija  spoja LB4 (Aexc = 428 nm,
c(LB4) = 2,0 x10°® moldm3) s polinukleotidom poli(dGdC), (c = 2,0 x 10° —
3,2 x 10°>mol dm); desno: ovisnost apsorpcije LB4 pri Amax = 465 nm o c(poli(dGdC).) pri
pH=7, Na-kakodilatni puffer, | = 0,05 mol dm

= 469 nm
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clply(9GAC)) mal
Slika  16.  Lijevo:  fluorimetrijska  titracija  spoja  LB16  (Aexc=397  nm,
c(LB16) =15 x 10 °moldm?3) s polinukleotidom poli(dGdC), (c= 1,5 x 10% —
2,1 x 10"° mol dm™); desno: ovisnost apsorpcije LB16 pri Amax =469 nm o c(poli(dGdC).) pri
pH=7, Na-kakodilatni puffer, | = 0,05 mol dm

Titracijom s polinukleotidima pApU i p(dAdT). u otopinama LB15, LB16, LB19 i
LB20 doslo je do povecanja emisije (slika 17, 8. DODATAK, slike D22, D23, D26, D28, D29,
D32 i D33,) dok se kod LB3 i LB4 emisija tih spojeva smanjila (8. DODATAK, slike D15,
D16, D19 i D20).
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Slika 17. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB16 (c= 1,5 x 10® mol dm, 1exc=397 nm) s
P(dAdT)2 (¢ = 1,5 x 10° — 3,1 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB16 pri
Amax = 469 nm o c(p(dAdT).), pH = 7,0, kakodilatni pufer | = 0,05 mol dm

PoloZaj amino bo¢nih ogranaka na tetraciklickom prstenu najvjerojatnije je utjecao na
promjene fluorescencije buduéi da, u slu¢aju LB3 i LB4, dodatak AT- i AU-sekvenci nije
uzrokovao povecanje njihove emisije. Polozaj i priroda supstituenta na heterocikli¢kom prstenu
imaju znacajan utjecaj na elektronsku gusto¢u aromatskih sustava §to zauzvrat moZze utjecati na
njegovu orijentaciju vezanja i svojstva fluorescencije nakon interakcije s nukleinskim
kiselinama. Kod imidazo-piridinskih derivata, amino bo¢ni ogranci na ugljiku C2 (kod LB3 i
LB4) i na ugljiku C5 (kod LB15, LB16, LB19 i LB20) uzrokuju preraspodjelu elektronske
gustoée u aromatskoj jezgri §to dovodi do smanjenja fluorescencije, kod LB3, LB4 sa svim
polinukleotidima i kod LB15, LB16, LB19 i LB20 s GC sekvencama, ili njezinog povecanja
(kod LB15, LB16, LB19 i LB20 s AT/AU sekvencama) (slika 18).

] Vp/./
1.2 /
—m— CctDNA

L —e— poli(dAdT
€ 0.9+ P .( )2.
= —A—poli A - poli U
- —v—poli(dGdC),
c
— 0.6+

0.3+

0.0 r

T T T 1
0.0 1.0x10° 2.0x10° 3.0x10° 4.0x10°

¢ (polinukleotid) / mol dm™
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Slika 18. Promjene fluorescencije LB16 (¢ = 1,5-2 x 10 mol dm™; 1ex=397 nm) u titraciji sa
ctDNA (m), poli(dAdT)2(e), poli A-poli U (A), poly(dGdC), (V).

Sli¢ni fluorescentni odgovori s AT i GC sekvencama, primije¢eni s LB15, LB16, LB19
i LB20, uoceni su prije kod nekoliko spojeva (derivati akridina i fenantridina, kationi 4,9-
diazapirenija).[?>?®1 Takve su promjene povezane s interkaliranjem gore spomenutih
hetero/policiklickih spojeva u dvolanéanu DNA/RNA buduci da samo 77 interakcije slaganja
s nukleobazom gvaninom koja ima najizrazenija elektron-donorska svojstva, rezultiraju
u¢inkovitim gagenjem fluorescencije.?]

Rezultati fluorimetrijskih titracija obradeni su u programu OriginPro 7.5 prema
Scatchardovoj jednadzbi i dali su konstantu vezanja spojeva sa polinukleotidima kao i omjera

[vezani spoj]/[polinukleotid] (tablica 2).
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Tablica 2. Konstante vezanja (logKs)® spojeva s polinukleotidima i omjeri n® ([vezani
spoj]/[polinukleotid]) izracunati iz fluorimetrijskih titracija spojeva sa dvolan¢anim

polinukleotidima pri pH 7,0 (Na-kakodilatni pufer 1 = 0,05 mol dm)

Spoj CtDNA pApU p(dAdT)2 p(dGdC):
logKs n  I/1o® | logks n  1/le® | logks n  1/1e® | logKs n I/l
LB3 | 6,0 04 05 55 04 08 64 04 08 | 56 04 04
LB4 | 55 06 05 63 01 08 |69 102 07|58 02 04
LB15| 6,4 0,1 0 65 01 18 |68 <01 13| 6,6 02 0
LBi6| 63 03 0,1 6,6 01 20 6,8 02 15 6,8 0,3 <0,1
LB19| 45 <0,1 22 4.7 01 71 |51 <01 83|55 <01 05
LB20o| ¢ 4 53 <01 25 |46 01 104 4 4 d

& Koeficijenti korelacije bili su > 0,9 za sve izracunate Ks

Obrada podataka titracije pomoéu Scatchardove jednadzbe dala je vrijednost omjera n=[vezani
spoj]/[polinukleotid] osim u titracijama LB16 s p(dAdT)2i LB19 s pApU gdje je omjer n morao
biti fiksiran na odredenu vrijednost

®lo-pocetni intenzitet fluorescencije spojeva LB3, LB4, LB15, LB16, LB19, LB20; | -intenzitet
fluorescencije kompleksa spoj / polinukleotid izra¢unat prema Scatchardovoj jednadzbi

9mala ili linearna promjena fluorescencije onemoguéila je izradunavanje konstante stabilnosti

Na jacinu interakcije s DNA/RNA utjecali su i poloZaj amino bo¢nog lanca i naboj
liganda. Tako su LB3 i LB4 s amino bo¢nim supstituentom (dimetilaminopropilamino) na
polozaju C2 s jednim pozitivnim nabojem 1 LB15 1 LB16 s piperazinom na poloZajima C2 1 C5
s dva pozitivna naboja pokazali vece afinitete prema dvolan¢anim DNA i RNA u usporedbi s

LB19 i LB20 s izobutilamino skupinom na polozaju C5 koji nema pozitivnih naboja na pH 7,0.

4.3.2. Temperaturno meksanje polinukleotida

Eksperimentima temperaturnog meksSanja polinukleotida istrazuje Se utjecaj spoja na
stabilizaciju polinukleotida nakon njihove interakcije. 1z ovisnosti apsorbancije o temperaturi
moze se oCitati temperatura mekSanja, Tm. Tm je temperatura pri kojoj je 50 % DNA
denaturirano, odnosno Tm je mjera stabilnosti DNA. ATn je razlika izmedu vrijednosti Tm

slobodnog polinukleotida i kompleksa s malom molekulom. Opcenita pravila ukazuju na
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oc¢ekivane vrijednosti ATm za odredene nacine vezanja malih molekula na dvolanc¢ane DNA ili
RNA. Interkaliranjem se stabiliziraju dvolancane nukleinske kiseline i daju pozitivne
vrijednosti ATm dok vezanje u mali utor dvolan¢anih uzvojnica DNA ili RNA moze uzrokovati
stabilizaciju (ATm> 0) ili destabilizirati dvolan¢anu DNA ili RNA (ATm < 0). Za vrijednosti
ATm <2 °C mala molekula se najvjerojatnije veze uzduz DNA/RNA uzvojnice elektrostatskim
1 hidrofobnim vezama, ne utje¢uc¢i na stabilnost uzvojnice. Za ATm = 2 - 5 °C moguca vezna
mjesta su utori DNA/RNA ili djelomi¢no interkaliranje. Vrijednosti ATm > 6 °C ukazuju na
znacajnu stabilizaciju DNA/RNA S§to moZze biti posljedica interkaliranja, vezanja u utor
DNA/RNA vecim brojem vodikovih veza, ali i mijeSani nacin vezanja (ukljucuje istovremeno
prisustvo nekoliko razli¢itih tipova veznih mjesta).

Spojevi LB3, LB4, LB15 1 LB16 pokazali su umjerene do velike stabilizacijske u€inke
CtDNA i pApU/p(dAdT)2 polinukleotida dok LB19 i LB20 imaju mali ili nikakav
stabilizacijski u¢inak (slika 19, 8. DODATAK, slika D35 i D36). Taj zanemarivi stabilizacijski
ucinak najvjerojatnije je posljedica prisustva amino boc¢nog ogranka na polozaju CS5
heterociklickog prstena i $to spojevi LB19 i LB20 nisu nabijeni pri pH 7,0. Vece vrijednosti
ATm primjecene kod spojeva LB3, LB4, LB15 i LB16 prema polinukleotidima AT/AU u odnosu
na ctDNA mogu se pripisati mjeSovitom sastavu parova baza ctDNA.

Spoj LB4 je pokazao vece vrijednosti ATm za polinukleotide p(dAdT). i pApU od
njegovog regioizomera konstitucijskog izomera LB3.
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Slika 19. Krivulje taljenja p(dAdT)2 nakon dodatka LB3, LB4, LB15, LB16, LB19 i LB20 pri
omijeru, r = ([spoj]/[polinukleotid]) = 0,3, pH = 7,0, Na-kakodilatni pufer, 1 = 0,05 mol dm

Tablica 3. #ATm vrijednosti (°C) prou¢avanih polinukleotida nakon dodatka spojeva LB3, LB4,
LB15, LB16, LB19 i LB20 (omjer r° = 0,3) pri pH = 7,0 (Na-kakodilatni pufer,
| = 0,05 mol dm™3)

br=0,3 LB3 LB4 LB15  LB16 LB19  LB20

ct-DNA 4,2 6,6 6,6 7,5 0 08
pApU °4,5/16,5 °©9,5/23.5 °©13,57275 °©1527 0,6 0

P(dAdT); 9,9 18,2 11,1 14,3 0,4 0,8

aGreska ATm: £0,5°C;
br = [spoj]/[polinukleotid]

¢dvofazni prijelaz

4.3.3. Cirkularni dikroizam
U eksperimentima snimanja CD spektara polinukleotida tijekom titracije sa spojem koristeni su
svi polinukleotidi koji su se koristili i pri snimanju fluorimetrijskih titracija. Cirkularni

dikroizam je kiroopticka, visoko informativna metoda za proucavanje konformacijskih
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promjena u sekundarnoj strukturi kiralnih sustava, poput DNA ili RNA.?Y Akiralne male
molekule koje nemaju CD spektar, mogu pokazati inducirani CD (ICD) spektar nakon vezanja
na kiralnu DNA/RNA kao posljedicu jednoznacnog vezanja na kiralnu uzvojnicu
polinukleotida. S obzirom da se male molekule obi¢no vezu na jedan tip veznog mjesta, takvi
ICD spektri mogu pomoc¢i u odredivanju tog veznog mjesta.

Pratile su se promjene na CD spektru samog polinukleotida (4 <300 nm), te u podrucju
valnih duljina iznad 300 nm, gdje DNA i RNA ne apsorbiraju svjetlost, a ispitivani spojevi
apsorbiraju.

Spojevi LB3, LB4, LB15 1 LB16 uzrokovali su veé¢e promjene u CD spektrima
polinukleotida u usporedbi s LB19 i LB20. Dodatkom LB3 i LB4 u otopinu polinukleotida
p(dAdT). dolazi do povecanja intenziteta CD signala oko 273 nm i do pojave pozitivhog ICD
signala na 305 nm (slika 20, 8. DODATAK slika D37). Takoder, kod spoja LB4 zamjecuje se
nastanak bisignatnih signala u podruéju 370 - 490 nm dok u CD spektru sa spojem LB3 uocljiv
je negativan ICD signal sa maksimumom oko 445 nm. To moze biti posljedica mijesanog
nadina vezanja — vezanje u manji utor dvolananih uzvojnica 1 vezanja molekula uz
polinukleotidnu okosnicu, najvjerojatnije unutar hidrofobnog utora. U spektrima p(dGdC)2 pri
dodatku LB3 i LB4 uoceni su sli¢ni ICD signali kao sa (poli dAdT)., ali manjeg intenziteta.
Razlog tome je najvjerojatnije amino skupina gvanina koja strsi u manji utor i na taj na¢in ometa
interakciju. Dodatkom LB3 i LB4 u otopinu pApU doslo je do smanjenja intenziteta CD spektra
RNA i stvaranja slabih negativnih ICD signala oko 305 nm. Takve promjene u ICD signalima
obi¢no ukazuju na interkalativno vezanje pri ¢emu je ligand sa svojom duljom osi postavljen
paralelno na dulju os susjednog para baza.[?¢]

U titracijama LB15 i LB16 primjeCen je nastanak slicnih ICD signala sa svim
ispitivanim polinukleotidima. U veéini titracija nastaje pri omjeru r < 0,1 slab negativan ICD
signal u podrucju od 300 do 450 nm dok se pri omjerima r ve¢im od 0,1 primjecuje jaci
negativan signal (slika 21, 8. DODATAK slika D37). Promjene pri nizim omjerima
najvjerojatnije se mogu pripisati interkaliranju dok su pri ve¢im omjerima vjerojatno rezultat
vezanja agregiranith molekula uzduz polinukleotidne okosnice. Ova vrsta vezanja je dominantna
pri veéim omjerima zbog Vvolumiznosti piperazinskih skupina koje ometaju umetanje

tetraciklickog prstena izmedu dusi¢nih baza.
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Medutim, budu¢i da su ti spojevi izazvali razliCite fluorescencijske odgovore sa
AT- DNA (povecanje emisije) i GC-DNA (gaSenje emisije), moguce je da pri nizim omjerima
I, ti spojevi djelomicno interkaliraju samo u GC-DNA.

U CD titracijama sa spojevima LB19 i LB20 primjecene su znacajnije promjene Samo
sa polinukleotidom p(dAdT).. Dodatkom LB20 u otopinu ctDNA dolazi do pojave malih,
negativnih CD signala oko 305 nm $to bi moglo upucivati na interkaliranje, ali kako ti spojevi
ne stabiliziraju dvolan¢éanu DNA/RNA ne radi se o interkaliranju. Blago smanjenje intenziteta
CD spektra p(dGdC). moze biti posljedica djelomi¢nog interkaliranja ili vezanja tetraciklickog
prstena i susjednih parova baza pod kutem koji rezultira medusobnim poni$tavanjem pozitivnih
I negativnih signala (slika 22, 8. DODATAK slika D37). Ove zanemarive promjene primjecene
u vecini CD titracija s LB19 i LB20 podudaraju se s izraGunatim afinitetima vezanja, manjim u

odnosu na druge spojeve, i odsutno$c¢u termicke stabilnosti DNA i RNA.
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Slika 20. CD titracija p(dAdT)z, ¢ =3,0 x 10°mol dm sa spojevima LB3 (lijevo) i LB4 (desno)
pri razliitim omjerima r = [spoj]/[polinukleotid], pH = 7,0, Na-kakodilatni pufer,
I = 0,05 mol dm™
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Slika 21. CD titracija p(dAdT)z, ¢ = 3,0 x 10 mol dm™ sa spojevima LB15 (lijevo) i LB16

(desno) pri razli¢itim omjerima r = [spoj]/[polinukleotid], pH = 7,0, Na-kakodilatni pufer,

| =0,05 mol dm™
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Slika 22. CD titracija p(dAdT)z, ¢ = 3,0 x 10 mol dm™ sa spojevima LB19 (lijevo) i LB20

(desno) pri razli¢itim omjerima r = [spoj]/[polinukleotid], pH = 7,0, Na-kakodilatni pufer,

| =0,05 mol dm™
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§ 5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog diplomskog rada spektroskopski je okarakterizirano Sest derivata
imidazo[4,5- b]piridina: LB3, LB4, LB15, LB16, LB19, LB20. UV/Vis spektroskopijom su
odredeni molarni ekstincijski koeficijenti te valne duljine maksimuma apsorpcije. Svi spojevi
imaju maksimum apsorpcije i u vidljivom dijelu spektra. Otopine ispitivanih spojeva ponasaju
se prema Beer-Lambertovom zakonu u koncetracijskom podru&ju od 4,99 x 107 mol dm™ do
2,98 x 10°° mol dm™ i ne dolazi do intermolekulskog slaganja molekula spoja.

Dodatak polinukleotida pApU i p(dAdT)2 u otopine spojeva LB15, LB16, LB19 i LB20
doveo je do povecéanja njihove fluorescencije. Dodatak polinukleotida p(dGdC). uzrokovao je
gaSenje fluorescencije svih ispitivanih spojeva sto se vjerojatno moze pripisati u¢inkovitim 7z
7 interakcijama slaganja sa nukleobazom gvanin koja ima najizrazenija elektron-donorska
svojstva, ali i ¢injenici da amino skupina gvanina, koja str§i u manji utor, ometa vezanje spojeva
na to vezno mjesto. Vezanje spojeva LB3 i LB4 na ispitivane polinukleotide dovelo je do
gaSenja njihove fluorescencije. Na jacinu interakcije s DNA/RNA utjecali su i polozaj amino
bocnog lanca i naboj liganda. Spojevi LB19 i LB20 pokazuju manji afinitet vezanja prema
skoro svim polinukleotidima, osobito ctDNA (log Ks = 4,5 — 5,5) u usporedbi sa drugim
spojevima (log Ks = 5,5 —6,9). To je najvjerojatnije posljedica prisustva amino bo¢nog ogranka
na ugljiku C5 heterocikli¢kog prstena i ¢injenice da ti spojevi nisu nabijeni pri ispitivanom pH
(pH =7,0).

Spojevi LB3, LB4, LB15 1 LB16 vezu se na dvolancane polinukleotide pri ¢emu ih
stabiliziraju tj. dobivaju se pozitivne vrijednosti ATm. Pokazali su umjerene do velike
stabilizacijske ucinke ctDNA i pApU/p(dAdT). polinukleotida. Za razliku od njih, spojevi
LB19 i LB20 ne pridonose stabilizaciji dvolanc¢anih polinukleotida ili imaju mali stabilizacijski
ucinak.

Dodatkom spojeva dolazi do smanjenja ili povecanja CD signala dvolan¢anih
polinukleotida u ultraljubi¢astom podrucju (A4 = 240 - 300 nm). Sami spojevi su akiralni i
nemaju CD spektar, ali u interakciji s dvolancanim polinukleotidima javljaju se inducirani CD
signali (ICD) u podru¢ju valnih duljina preko 300 nm u kojem polinukleotidi ne apsorbiraju.

Pri nizim omjerima spoja prema polinukleotidu (r < 0,1), pozitivni ICD signali u podrucju
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273 - 305 nm za p(dAdT)2 i p(dGdC)2 i slabi negativni ICD signali oko 305 nm za pApU
sugeriraju da se LB3 i LB4 vezu unutar malog utora p(dAdT)2 i p(dGdC) i interkaliraju u
pApU. Pri visim omjerima (r > 0,1), LB4 uzrokuje nastajanje bisignatnih ICD signala u
podru¢ju od 370 do 490 nm dok je LB3 uzrokovao pojavu negativnih ICD signala s
maksimumom oko 445 nm. Takve promjene mogle bi biti posljedica mijeSanog nacina vezanja
—Vvezanja u manji utor i vezanja agregiranih molekula LB3 i LB4 uzduz okosnice polinukleotida
te vjerojatno unutar veceg utora.

Derivati s piperazinom, LB15 i LB16, najvjerojatnije interkaliraju izmedu nukleobaza
DNA i RNA (negativni ICD signali). Odsutnost toplinske stabilnosti polinukleotida, slabo
izrazeni ICD signali kao i nizi afiniteti prema polinukleotidima ukazuju na neinterkalativni
nacin vezanja najvjerojatnije agregaciju LB19 i LB20 molekula uzduz polinukleotidne

okosnice.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

A - apsorpcija

LB3 - 2-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[2'3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitril

LB4 - 2-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[3'2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitril

LB15 - 2-5-(N-piperazin-1-il)pirido[2'3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril
LB16 - 2-5-(N-piperazin-1-il)pirido[3'2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril
LB19 - 5-(N-izobutilamino)pirido[2'3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril

LB20 - 5-(N-izobutilamino)pirido[3'2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril

¢ — molarna koncentracija

ctDNA - deoksiribonukleinska kiselina iz timusa goveda

DMSO - dimetil-sulfoksid

Na-kakodilat — CoHsAsNaO2 x 3H20

ICD — inducirani cirkularni dikroizam

Int. fluo. — intrinzi¢na fluorescencija

Ks — konstanta stabilnosti

n —omjer koncentracije vezanog spoja i koncentracije polinukleotida

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

RNA — ribonukleinska kiselina

Tm - temperatura meksanja

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

poli dAdT — poli dAdT — dvostruka uzvojnica heteropolimera alterniraju¢ih deoksiadenilata i

deoksitimidilata

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

deoksicitidilata

UV/Vis spektroskopija — ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija
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§ 8. DODATAK
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Slika D 1. lijevo: UV/Vis spektar spoja LB3 u koncentracijskom rasponu 2,5 x 10®
- 1,99 x 10 mol dm pri pH = 7,0, u kakodilatnom puferu | = 0,05 mol dm; desno: ovisnost

apsorbancije spoja LB3 o koncentraciji pri 294 i 428 nm

—1
—2
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Slika D 2. lijevo: UV/Vis spektar spoja LB4 u koncentracijskom rasponu 5 x 10 —
1,99 x 10 mol dmpri pH = 7,0, u kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm3; desno: ovisnost
apsorbancije spoja LB3 o koncentraciji pri 294 i 428 nm
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Slika D 3. lijevo: UV/Vis spektar spoja LB15 u koncentracijskom rasponu 5 x 10 —
1,99 x 105 mol dmpri pH = 7,0, u kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm3; desno: ovisnost

apsorbancije spoja LB3 o koncentraciji pri 294 i 408 nm
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Slika D 4. lijevo: UV/Vis spektar spoja LB16 u koncentracijskom rasponu 5 x 10 —
1,99 x 10°° mol dmpri pH = 7,0, u kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm3; desno: ovisnost

apsorbancije spoja LB3 o koncentraciji pri 291, 355 i 397 nm
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Slika D 5. lijevo: UV/Vis spektar spoja LB19 u koncentracijskom rasponu 4 x 10 —
1,59 x 107 mol dm=pri pH = 7,0, u kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm; desno: ovisnost

apsorbancije spoja LB3 o koncentraciji pri 258, 298 i 364 nm
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Slika D 6. lijevo: UV/Vis spektar spoja LB20 u koncentracijskom rasponu 9,98 x 10 —
2,98 x 10° mol dm pri pH = 7,0, u kakodilatnom puferu I = 0,05 mol dm3; desno: ovisnost

apsorbancije spoja LB3 o koncentraciji pri 298 i 365 nm
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Slika D 7. Emisijski i ekscitacijski spektri spoja LB3 u koncentracijskom rasponu 4,95 x107 —

1,98 x 10 mol dm™3 pri Aexc=294 nm i 428 nm, pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm
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Slika D 8. Emisijski i ekscitacijski spektri spoja LB4 u koncentracijskom rasponu 4,95 x 10

—1,98 x 10°° mol dm= pri Aexc=294 nm i 428 nm, pH = 7,0, kakodilatni pufer
| =0,05 mol dm 2
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Slika D 9. Emisijski i ekscitacijski spektri spoja LB15 u koncentracijskom rasponu 4,95 x 107

— 1,98 x 10 mol dm= pri Aexc=294 nm i 408 nm, pH = 7,0, kakodilatni pufer 1 = 0,05 mol dm™3

250 o

200 o

100 o

Rel. fluo. int. (a. u.)

50/

|
150

T
250

T
300

T
350

T T
400 450

r/nm

T
500

T
550

T T
600 650

Rel. fluo. int. (a. u.)

2004

1004

——397nm T1
——397nm T2

397nm T3 =
——397nmT4 0
x468nm T1
x468nm T2
! x468nm T3
/ | ——x468nm T4

= 1206812 085
Re099847

Fluo. int (a1 / 468 nm

12000 1600°  2000°

©(30)/ mol dm”®

800

Slika D 10. Emisijski i ekscitacijski spektri spoja LB16 u koncentracijskom rasponu 4,95 x 10~

- 1,979 x 108 mol dm pri Aexc=291 nm i 397 nm, pH = 7,0, kakodilatni pufer 1 =0,05 mol dm-3
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Slika D 11. Emisijski i ekscitacijski spektri spoja LB19 u koncentracijskom rasponu 4,99 x 10"’
— 1,99 x 10°® mol dm= pri Aexc=298 nm i 364 nm, pH = 7,0, kakodilatni pufer I =0,05 mol dm™3
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Slika D 12. Emisijski i ekscitacijski spektri spoja LB20 u koncentracijskom rasponu 4,95x10"’
—1,98 x 10 mol dm™ pri Aexc=295 nm i 365 nm, pH = 7,0, kakodilatni pufer 1 =0,05mol dm
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Slika D 13. Emisijski spektri od LB3 (Aexc=294nm), LB4 (Aexc=294nm), LB15 (Aexc=294nm),
LB16 (Aexc=291nm), LB19 (Aexc=298nm) i LB20 (Aexc=298nm) pri koncentraciji,
¢ =2 x10"%mol dm™3; (Sexc=2.5,Sem=5), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 14. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB3 (¢ = 2,0 x 10® mol dm™, Aexc = 428 nm)
s CtDNA (c= 2,0x10°-8,1x 10° mol dm?); desno: Ovisnost apsorbancije LB3 pri
Amax = 465 nm o ¢(ctDNA), pH = 7,0, kakodilatni pufer | = 0,05 mol dm
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Slika D 15. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB3 (c= 2,0 x 10 mol dm3, Aexc=428 nm) s
P(dAdT)2 (c= 2,0 x 10® — 2,6 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB3 pri Amax =
465 nm o c(p(dAdT)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm™
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Slika D 16. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB3 (¢ = 1,0 x 10 mol dm™, dexc = 428 nm)
s pApU (c= 1,0 x 10° — 6,1 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB3 pri
Amax = 465 nm o c(pApU), pH = 7,0, kakodilatni pufer 1 = 0,05 mol dm
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Slika D 17. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB3 (c= 2,0 x 10 mol dm3, Aexc=428 nm) s

p(dGdC), (c= 2,0 x 10° — 4,4 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB3 pri

Amax = 465 nm 0 ¢(p(dGdC)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 18. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB4 (¢ = 1,0 x 10® mol dm™3, dexc = 428 nm)

s CtDNA (c= 2,0 x 10% — 8,1 x 10° mol dm); desno: Ovisnost apsorbancije LB4 pri

Amax = 465 nm o ¢(ctDNA), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm
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Slika D 19. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB4 (c= 2,0 x 10 mol dm3, Aexc=428 nm) s

p(dAdT)2 (c= 2,0 x 10% — 2,8 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB4 pri

Amax = 465 nm o ¢(p(dAdT)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer | = 0,05 mol dm
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Slika D 20. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB4 (¢ = 2,0 x 10 mol dm™, dexc = 428 nm)

s pApU (c=2,0x10%-8,6 x 10°mol dm?); desno: Ovisnost apsorbancije LB4 pri

Amax = 465 nm o c(pApU), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm
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Slika D 21. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB15 (¢ = 2,0 x 10 mol dm™, 1exc=408 nm)

s ctDNA (c= 2,0x10° — 9,6 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB15 pri

Amax = 465 nm o ¢(ctDNA), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 22. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB15 (¢ = 2,0 x 10 mol dm™, 1exc=408 nm)

s p(dAdT)2 (c= 2,0 x 10 — 3,8 x 10° mol dm®); desno: Ovisnost apsorbancije LB15 pri

Amax = 465 nm o ¢(p(dAdT)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm™
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Slika D 23. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB15 (¢ = 2,0 x 10 mol dm™, 1exc=408 nm)

s pApU (c= 2,0 x 10® — 6,5 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB15 pri

Amax = 465 nm o c(pApU), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 24. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB15 (c = 2,0 x 10 mol dm™, Jexc = 408 nm)

s p(dGdC), (c= 2,0 x 10° — 6,5 x 10° mol dm=3); desno: Ovisnost apsorbancije LB15 pri

Amax = 468 nm 0 ¢(p(dGdC)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 25. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB16 (¢ = 2,0 x 10® mol dm™, Aexc=397 nm)

s CtDNA (c= 1,5 x 10— 2,4 x 10> mol dm3); desno: Ovisnost apsorbancije LB16 pri

Amax = 469 nm o c(ctDNA), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm
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Slika D 26. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB16 (¢ = 1,5 x 10 mol dm™, 1exc=397 nm)

s pApU (c= 1,5 x 10% — 8,3 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB16 pri

Amax = 469 nm o c(pApU), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 27. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB19 (¢ = 2,6 x 10 mol dm™=, Aexc=364 nm)

s CtDNA (c= 2,6 x 10° — 4,2 x 10™* mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB19 pri

Amax = 446 nm o c(ctDNA), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 28. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB19 (c = 2,0 x 10 mol dm™, Jexc = 364 nm)

s p(dAdT)2 (c= 2,0 x 10° — 6,7 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB19 pri

Amax = 446 nm o ¢(p(dAdT)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm™
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Slika D 29. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB19 (c= 2,0 x 10 mol dm, Aexc=364 nm)
s pApU (c=2,0 x 10% —1,9 x 10* mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB19 pri
Amax = 446 nm o ¢(pApU), pH = 7,0, kakodilatni pufer 1 = 0,05 mol dm
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Slika D 30. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB19 (¢ = 2,0 x 10 mol dm™=3, 1exc=364 nm)
s p(dGdC)2 (c= 2,0 x 10°%-1,5x 10* mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB19 pri
Amax = 446 nm o ¢(p(dGdC)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 31. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB20 (c= 2,0 x 10 mol dm, Aexc=365 nm)

s CtDNA (c= 2,0 x 10® — 1,3 x 10 mol dm=); desno: Ovisnost apsorbancije LB20 pri

Amax = 445 nm o ¢(ctDNA), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 32. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB20 (c= 2,0 x 10 mol dm, Aexc=365 nm)
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s p(dAdT)2 (c= 2,0 x 10° — 1,2 x 10* mol dm); desno: Ovisnost apsorbancije LB20 pri

Amax = 445 nm o c(p(dAdT)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer | = 0,05 mol dm™

Lea Grgi¢

Diplomski rad



§ 8. Dodatak

XXX

Rel.fluo.int.(a.u.)

T T T T T T T 1
00 2,0x10° 40x10° 6,0x10° 80x10° 10x10° 1,2x10" 14x10*
c(poly(AU)) / mol dm™

Slika D 33. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB20 (c= 2,0 x 10° mol dm, 1exc=365 nm)

s pApU (c= 2,0 x 10® — 1,3 x 10* mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB20 pri

Amax = 445 nm o c(pApU), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 34. lijevo: Fluorimetrijska titracija spoja LB20 (¢ = 2,0 x 10 mol dm, Aexc = 365 nm)

s p(dGdC), (c= 2,0 x 10° — 7,7 x 10° mol dm™); desno: Ovisnost apsorbancije LB20 pri

Amax = 445 nm o ¢(p(dGdC)2), pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm=
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Slika D 35. Krivulja taljenja ctDNA nakon dodavanja spojeva LB3, LB4, LB15, LB16, LB19
i LB20 u omjeru, r ([spoj]/[polinukleotid]) = 0,3, pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm-3
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Slika D 36. Krivulja taljenja pApU nakon dodavanja spojeva LB3, LB4, LB15, LB16, LB19 i
LB20 u omjeru, r ([spoj]/[polinukleotid]) = 0,3, pH = 7,0, kakodilatni pufer I = 0,05 mol dm
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Slika D 37. CD titracije ctDNA, p(dGdC). i pApU (c = 3,0 x 10° mol dm®) sa spojevima LB3,
LB4, LB15, LB16, LB19 i LB20, razli¢itim molarnim omjerima r = [spoj]/[polinukleotid]
(pH = 7,0, kakodilatni pufer, I = 0,05 mol dm)
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