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U okviru ove disertacije pripravljeni su i spektroskopski okarakterizirani novi derivati fenantridina i uree 3-12 te prekursori tih spojeva, 1-2. Interakcije spojeva 6-8 s nukleotidima te spojeva 3, 6-8 i 10-12 s dvolančanim polinukleotidima u vodenim otopinama ispitane su fluorimetrijskim, UV/Vis i CD titracijama te određivanjem točke mekšanja. Na osnovu razlika u vrijednostima molarnih ekstinkcijskih koeficijenata spojeva 3, 6-8, njihovim fluorescencijskim intenzitetima i pK vrijednostima, moglo se zaključiti da određene pK vrijednosti tih spojeva vjerojatno ovise o duljini spojnice između dvaju fenantridina, a time i o određenom stupnju intramolekulskih aromatskih interakcija. 

Vrijednosti konstanti stabilnosti za komplekse spojeva 6-8 s nukleotidima (log Ks = 2 – 3) vrlo su slične što ukazuje na činjenicu da su interakcije slaganja vjerojatno dominantne sile u tvorbi kompleksa. Na temelju fluorimetrijskih titracija pokazalo se da je afinitet vezanja spojeva 3, 6-8 i 10-12 sa svim korištenim polinukleotidima podjednak i na pH = 5 i na pH = 7 (log Ks = 5 – 6). Izuzetak su konstante stabilnosti spojeva 6 i 7 sa poli G–poli C. Takav rezultat može se objasniti nakupljanjem molekula tih spojeva unutar hidrofobnih utora polinukleotida, ali i mogućim prepoznavanjem parova baza G-C od strane bis-urea mostova tih spojeva. Kod spojeva 3, 8 i 10-12 uočeno je gašenje fluorescentne emisije prilikom vezanja na polimere G-C. Takav nalaz vjerojatno je rezultat jakih aromatskih interakcija slaganja fluorofora sa polinukleotidom te podupire interkalativni način vezanja tih spojeva u te polinukleotide. Spojevi 3, 8 i 12, stabiliziraju dvostruku uzvojnicu poli A–poli U za razliku od ostalih ispitivanih spojeva. Ti rezultati kao i uočeni mali pozitivni ICD signali u području valnih duljina većim od 300 nm, upućuju na interkaliranje kao dominantan način vezanja u dvostruku uzvojnicu poli A–poli U. Na osnovu vrijednosti (Tm dobivenih za stabilizaciju dvolančanih DNA sa spojem 6 i značajnog smanjenja intenziteta CD spektara ispitivanih polinukleotida, može se pretpostaviti da se dominantni način vezanja spoja 6 dešava unutar manjeg utora dvolančane DNA.
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In the scope of this thesis new compounds, urea-phenanthridinium derivatives 3-12, and their precursors,  1-2 were prepared and characterized spectroscopicaly. Interactions of 6-8 with nucleotides and compounds 3, 6-8 and 10-12 with double stranded polynucleotides were studied in aqueous media by fluorimetric, UV-Vis and CD titrations, and by melting temperature measurements. Determined pK values of phenanthridine analogues, 3, 6-8 are probably related to the length of the aliphatic linker connecting two urea-phenanthridinium subunits and therefore to the efficiency of intramolecular interactions between those subunits. Such presumption was based on differences in molar extinction coefficients of urea-phenanthridinium derivatives 3, 6-8, their fluorescence intensities and pK values. Values of stability constants of 6-8–nucleotide complexes (log Ks = 2 – 3) were almost the same indicating the predominance of aromatic interactions 6–8 – nucleotide complexes. The comparable binding affinity of compounds 3, 6-8 and 10-12 was obtained in fluorimetric titration experiments (pH = 5, pH = 7) towards most of the studied polynucleotides (log Ks = 5 – 6). Exceptions were stability constants of 6 and 7–poly G–poly C complexes. Such finding could be explained by agglomeration of 6 and 7 inside the polynucleotide hydrophobic grooves and most likely by the recognition of G-C basepairs by bis-urea linkers of 6 and 7. Addition of poly G–poly C to 3, 8 and 10-12 solutions resulted in efficient fluorescence quenching of their fluorescence. This observation presume strong aromatic stacking interactions of fluorophore with polynucleotide and therefore support intercalation of these compounds into double stranded RNA. In comparison to other studied compounds, addition of poly A–poly U to 3, 8 and 12 solutions resulted in good thermal stabilisation of double helices. Those  results observed in melting temperature measurements as well as specific CD effects (weak positive induced CD band in the region between ( = 300 and 350 nm) suggested intercalation as a dominant binding mode to ds-RNA. The thermal stabilisation effect of 6 on the ds-DNA and significant decrease of CD spectra of all studied polynucleotides, indicated that dominant interactions of 6 are formed within ds-DNA minor groove.
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Popis kratica i oznaka
DMF


N,N-dimetil formamid

DMSO


dimetil-sulfoksid

Phen


fenantridin
PhOCO

phenyloxycarbonyl-

NMR


spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije

COSY


korelacijska spektroskopija (COrrelated SpectroscopY) 

ESI-MS

"electron-spray" masena spektroskopija

IR


infracrvena spektroskopija

UV/Vis

ultraljubičasta i vidljiva spektroskopija

AMP


adenozin-5'-monofosfat, dinatrijeva sol

CMP


citidin-5'-monofosfat, dinatrijeva sol

GMP


gvanozin-5'-monofosfat, dinatrijeva sol

UMP


uridin-5'-monofosfat, dinatrijeva sol

DNA


deoksiribonukleinska kiselina

ct-DNA

calf timus deoksiribonukleinska kiselina 

RNA


ribonukleinska kiselina

poli G – poli C
dvolančani homopolinukleotid gvaninske i citozinske kiseline

poli AH+ – poli AH+
dvolančani polinukleotid adeninske kiseline

poli A – poli U
dvolančani homopolinukleotid adeninske i uracilne kiseline

poli dA – poli dT
dvolančani homopolinukleotid adeninske i timinske kiseline

Ks


konstanta stabilnosti kompleksa

n(vezani spoj( / (poli XY(
omjer koncentracije vezanog spoja i koncentracije polinukleotida
r(spoj( / (poli XY(

omjer koncentracije spoja i koncentracije polinukleotida

Tm


temperatura mekšanja dvolančanog polinukleotida

(Tm


promjena temperature mekšanja

(ex


valna duljina pobude (ekscitacije)

(em


valna duljina emisije
ds


dvolančana (double-stranded)
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