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Wykaz skrótów stosowanych w pracy: 
 

 współczynniki ekstynkcji molowej  

ctDNA calf thymus DNA, DNA z grasicy cielęcej 

K wewnętrzna stała wiązania  

KA stała agregacji  

n stała opisująca wielkość miejsca wiązania, w przypadku DNA jest to ilość zasad 

lub par zasad zajętych przez cząsteczkę liganda  

pz pary zasad 

 gęstość wiązania, stosunek stężenia związanego liganda do stężenia polimeru  

Tm temperatura topnienia DNA 

ω parametr kooperatywności, pomocnicza stała równowagowa opisująca przejście 

związanego liganda z izolowanego do jednostronnie ciągłego miejsca wiązania, 

lub z jednostronnie ciągłego do dwustronnie ciągłego miejsca wiązania 

DSC różnicowa kalorymetria skaningowa 

ITC izotermiczna kalorymetria miareczkowa 

SPR powierzchniowy rezonans plazmonowy 

CD dichroizm kołowy 

NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego 
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I. WPROWADZENIE 

Rozwój metod leczenia nowotworów, jaki miał miejsce w ostatnich 20 latach 

wskazuje na konieczność poszukiwania wciąż nowych, skuteczniejszych i bardziej 

bezpiecznych leków. Mimo szybkiego rozwoju nowoczesnych sposobów walki 

z nowotworami, chemoterapia pozostaje jedną z ważniejszych, a w przypadku niektórych 

nowotworów (np. białaczka), jedyną metodą leczenia. Mechanizm działania większości 

dotychczas opracowanych leków przeciwnowotworowych wiąże się z ich oddziaływaniem 

z DNA. Warto zauważyć, że DNA jest prawdopodobnie najlepiej strukturalnie 

scharakteryzowaną makromolekułą, co czyni ją atrakcyjnym obiektem dla poszukiwań 

nowych związków, mogących być potencjalnymi lekami nakierowanymi na DNA. 

Racjonalne planowanie struktur nowych leków wymaga szczegółowego zrozumienia 

oddziaływań istniejących już leków z DNA. 

 W ostatnich latach intensywnie studiowane jest oddziaływanie różnorodnych 

małocząsteczkowych ligandów z DNA. Głównym celem tych badań jest nie tylko 

uzyskanie informacji na temat struktury kompleksów ligand/DNA i dynamiki tworzenia 

tych kompleksów, ale również wyznaczenie poszczególnych parametrów 

termodynamicznych procesu. Termodynamiczny opis oddziaływań małocząsteczkowych 

ligandów z DNA pozwala bowiem na uzyskanie informacji na temat udziału 

poszczególnych typów oddziaływań w całkowitej zmianie entalpii swobodnej, która 

towarzyszy utworzeniu kompleksu związku z kwasem nukleinowym.  

W Katedrze Technologii Leków i Biochemii Politechniki Gdańskiej prowadzone są 

od wielu lat poszukiwania nowych związków o właściwościach przeciwnowotworowych. 

W kręgu zainteresowań znajdują się między innymi pochodne akrydyny. Wiele z nich 

charakteryzuje się wysoką aktywnością biologiczną, w tym również przeciwnowotworową. 

Mechanizm działania przeciwnowotworowych pochodnych akrydyny nie został jeszcze do 

końca poznany. Wydaje się jednak, że oddziaływanie tych związków z DNA jest jednym 

z kluczowych etapów tego mechanizmu. 

Liczne związki aromatyczne, w tym niektóre pochodne akrydyny, ulegają 

w roztworze wodnym procesowi agregacji. Siłą napędową tego procesu są oddziaływania 

hydrofobowe. Agregacja stanowi istotne utrudnienie przy badaniu oddziaływania 

małocząsteczkowych, aromatycznych ligandów z kwasami nukleinowymi. Bez 

uwzględnienia tego zjawiska opis oddziaływania jest zafałszowany i może prowadzić do 

błędnej interpretacji uzyskanych wyników. 
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Przedmiotem niniejszej pracy jest uzyskanie danych na temat fizykochemicznego 

oddziaływania ligandów ulegających agregacji w roztworach wodnych z DNA. Głównym 

celem jest wyznaczenie parametrów termodynamicznych poszczególnych typów 

oddziaływań w całkowitej zmianie entalpii swobodnej procesu. Uzyskane dane 

termodynamiczne pozwolą ocenić, który fragment struktury związku zaangażowany jest  

w selektywne oddziaływanie z DNA.  
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II. CZĘŚĆ TEORETYCZNA 

II.1. Sposoby oddziaływania małocząsteczkowych ligandów z DNA [1] 
 

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest długim, liniowym lub cyklicznym, 

nierozgałęzionym polimerem zbudowanym z połączonych wiązaniem fosfodiestrowym 

czterech nukleotydów (adenozyny, guanidyny, cytozyny i tymidyny). DNA w warunkach 

fizjologicznych ma zwykle formę dwuniciowej helisy. Niektóre jego fragmenty mogą 

jednak przyjmować struktury wieloniciowe. W dwuniciowej strukturze helisy nici biegną 

antyrównolegle (jedna od 5' do 3', druga od 3' do 5').  Od czasu przełomowego odkrycia 

dwuniciowej struktury DNA przez Watson‟a i Crick‟a w 1953 roku [2], zostały 

zidentyfikowane również inne, wieloniciowe struktury tych kwasów, takie jak  

G-kwadrupleks DNA [3] czy tripleks DNA [4]. DNA służy przede wszystkim jako 

jednostka funkcjonalna do przechowywania informacji genetycznej w organizmach 

żywych. Poza przechowywaniem informacji genetycznej DNA zaangażowane jest również 

w szereg procesów biologicznych, głównie w  regulację ekspresji genów [5,6,7,8]. 

Odkąd poznano budowę i rolę kwasów deoksyrybonukleinowych w żywych 

organizmach rozpoczęto badania zmierzające do wyjaśnienia wpływu różnorodnych 

substancji chemicznych na ich strukturę i funkcję. Jednym z ważnych aspektów okazało 

się poznanie mechanizmu rozpoznawania specyficznych sekwencji podwójnej helisy DNA 

przez biopolimery oraz związki małocząsteczkowe.  

Rozróżniamy dwa podstawowe mechanizmy oddziaływania substancji chemicznych 

z dwuniciowym DNA: 

 wiązania kowalencyjne – wiążą się tak związki posiadające odpowiednie grupy 

funkcyjne (substancje bogate w elektrony, nukleofile, bądź substancje z niedoborem 

elektronów, elektrofile)  

 oddziaływania fizykochemiczne - DNA posiada wiele miejsc zdolnych do tworzenia 

silnych oddziaływań fizykochemicznych. Możliwe jest więc powstawanie względnie 

trwałych kompleksów DNA z ligandami o odpowiednich właściwościach. 

W celu racjonalnego projektowania nowych ligandów zdolnych do specyficznego 

oddziaływania z określonymi sekwencjami DNA niezbędne jest dokładne zrozumienie 

sposobu, w jaki cząsteczki rozpoznają i wiążą się do DNA.  
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Podstawowe sposoby niekowalencyjnego oddziaływania małocząsteczkowych związków 

chemicznych z DNA to:  

 wiązanie w małym rowku DNA [9,10,11] (Ryc. 1A) 

 interkalacja [12,13] (Ryc. 1B) 

Procesy te mogą być poprzedzone oddziaływaniami elektrostatycznymi, które ułatwiają 

dotarcie związków w pobliże podwójnej helisy DNA. 

 

 
Rycina 1.  Schemat pokazujący dwa sposoby niekowalencyjnego oddziaływania ligandów z DNA,  

A – wiązanie w rowku, B – interkalacja 

II.1.1. Wiązanie w małym rowku 
 

Związki oddziałujące z DNA w małym rowku posiadają najczęściej kilka pierścieni 

aromatycznych (np. fenylowych, furanowych, pirolowych, tiolowych) połączonych w taki 

sposób, aby możliwa była rotacja pierścieni i dopasowanie kształtu związku do kształtu 

rowka [14]. Kompleksy tego typu stabilizowane są przez szereg oddziaływań 

niekowalencyjnych, przede wszystkim wiązań wodorowych oraz w pewnym stopniu 

oddziaływań van der Waalsa i oddziaływań hydrofobowych. Większość dotychczas 

poznanych molekuł oddziałujących z DNA w małym rowku wykazuje preferencje  

w stosunku do fragmentów DNA bogatych w pary AT. Wynika to głównie z faktu,  

iż preferencyjnie dochodzi do utworzenia wiązania wodorowego pomiędzy atomem tlenu 

związanym z węglem C2 tyminy lub atomem N3 adeniny oraz donorami tych wiązań 

występującymi w strukturze ligandu [15]. Wiele związków tej klasy to powszechnie 

stosowane barwniki oraz niektóre leki.  

Jedne z pierwszych badań związków wiążących się w małym rowku DNA dotyczyły 

pirolowych antybiotyków dystamycyny A oraz netropsyny [16]. Związki te zbudowane są 

z kilku pierścieni pirolowych połączonych liniowo wiązaniami amidowymi. Na końcach 
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cząsteczki znajdują się dodatnio naładowane grupy funkcyjne guanidyny (Ryc. 2). 

Dystamycyna A oraz netropsyna wiąże się w małym rowku formy B-DNA dopasowując 

się do kształtu helisy. Dla utworzenia stabilnego kompleksu z DNA wymagana jest 

obecność co najmniej 4 par AT [17]. W ostatnim czasie wykazano, że dystamycyna wiąże 

się z DNA w formie dimeru, wypełniając cały mały rowek helisy [18,19,20,21]. Znane są 

analogi tego związku charakteryzujące się większym powinowactwem do DNA oraz 

różnorodną selektywnością sekwencyjną [22].  
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Rycina 2. Struktury chemiczne antybiotyków pirolowych wiążących się w małym rowku: 

 A – dystamycyna A, B – netropsyna  
 

Prawdopodobnie jednym z najlepiej poznanych związków, który wiąże się w małym 

rowku DNA jest barwnik Hoechst 33258 (Ryc. 3). Związek ten stosowany jest do 

wybarwiania jąder komórkowych podczas badań cyklu komórkowego oraz procesu 

apoptozy. Barwnik Hoechst 33258 należy do najczęściej używanych znaczników DNA, 

ponieważ ma łatwość wnikania do wnętrza komórki. Po wniknięciu do jądra komórki 

wiąże się z chromosomalnym DNA. Powstały kompleks wykazuje silną niebieską 

fluorescencję, dzięki czemu DNA widoczne jest w mikroskopie fluorescencyjnym (Ryc. 

4). Związek ten wykazuje preferencje w stosunku do sekwencji d(AT)3 [23]. 

A       B 

 
Rycina 3. A – struktura barwnika Hoechst 33258,  

B – schemat wiązania się barwinka Hoechst 33258 do DNA [24] 
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Rycina 4. Komórki CHO traktowane barwnikiem Hoechst 33258 w mikroskopie fluorescencyjnym, 

kompleks barwnika z DNA fluoryzuje na niebiesko [25] 
 

W małym rowku wiążą się również poliaminy alifatyczne takie jak spermina  

i spermidyna [26]. 

Związki wiążące się w małym rowku stabilizują strukturę podwójnej helisy. 

II.1.2. Interkalacja 
 

Jako pierwszy, występowanie zjawiska interkalacji do DNA wykazał w 1961 roku 

Lerman, w pionierskich badaniach dotyczących aminoakrydyn [27,28]. Interkalatory  

(Ryc. 5, bromek etydyny, sanguinarina) to związki, które posiadają płaski, skondensowany 

układ trzech lub więcej pierścieni aromatycznych lub heteroaromatycznych, który może 

wnikać pomiędzy sąsiednie pary zasad w podwójnej helisie DNA. Powstający w ten 

sposób kompleks jest stabilizowany głównie przez oddziaływania typu - płaskich 

układów aromatycznych z układami aromatycznymi par zasad. Pewien udział w 

stabilizacji kompleksu interkalacyjnego odgrywają również oddziaływania hydrofobowe. 

Interkalacja ligandu powoduje lokalne zmiany kąta skręcenia helisy wywołując jej 

rozwinięcie, usztywnienie oraz wydłużenie [29]. Zmiany w strukturze DNA zależą zwykle 

od budowy interkalatora i tak odległość między sąsiednimi parami zasad może wzrosnąć  

z 0,34 nm do około 0,7 - 0,8 nm, natomiast zmiana kąta skręcenia może zawierać się 

w zakresie od 10 do 26º [30]. Zmiany w strukturze DNA, które występują podczas procesu 

interkalacji mogą być używane, jako narzędzie diagnostyczne dla określenia mechanizmu 

wiązania się ligandu do podwójnej helisy. Dotyczy to szczególnie wydłużenia liniowych 

fragmentów DNA i zmiany stopnia nadskręcenia form kolistych. Najbardziej trwałe 

kompleksy interkalatorów z DNA powstają w wyniku łączenia się ligandu z parami GC  

w DNA [31]. 
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Rycina 5. Struktury chemiczne wybranych interkalatorów 

 

Oprócz klasycznych, prostych interkalatorów znane są związki o bardziej 

skomplikowanym mechanizmie oddziaływania z DNA. Ich cechą charakterystyczną jest 

posiadanie płaskiego układu lub układów skondensowanych pierścieni aromatycznych, 

które mogą interkalować pomiędzy pary zasad DNA (Ryc. 6). 
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A. B. C.

 

Rycina 6. Schemat oddziaływania nieklasycznych interkalatorów z DNA, A – interkalatory 
przebijające, B – bisinterkalatory, C – multinterkalatory 

 

Wśród cząsteczek tego typu wyróżnić można: 

1. interkalatory przebijające [32], (ang. threading intercalators), które posiadają duże 

podstawniki po przeciwnych stronach interkalującego układu aromatycznego, Ryc. 6A. 

Płaski układ wnika pomiędzy pary zasad, a podstawniki lokują się w małym i dużym 

rowku helisy DNA, Ryc. 7. 

Aby doszło do utworzenia kompleksu, jeden z podstawników musi „przejść” pomiędzy 

parami zasad. W procesie tym dochodzi do chwilowego zniekształcenia struktury 

podwójnej helisy. Zniekształcenie to jest znacznie większe niż w przypadku 

tradycyjnej interkalacji. Powstawanie takiego kompleksu przebiega wolniej, ale za to 

utworzony kompleks jest bardziej stabilny. Przykładem tego typu cząsteczek może być 

bisantren (Ryc. 5).    

 
Rycina 7. Schemat struktury kompleksu interkalatora przebijającego z DNA [33]. 

  

2. bisinterkalatory posiadają dwa układy skondensowanych pierścieni aromatycznych 

połączone względnie giętkim łącznikiem, Ryc. 6B. Zwykle związki tego typu 

wykazują większe powinowactwo do podwójnej helisy DNA niż zawarte w nich 
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pojedyncze układy interkalujące [34].  

 Jednym z przykładów związków łączących się z DNA jako bisinterkalator jest 

diterkalina, Ryc. 5. Związek ten tworzy kompleks z oligonukleotydowym dupleksem 

d(CGCG)2, w którym dwa układy aromatyczne interkalują do dwóch skrajnych miejsc 

CpG, pominąwszy środkowy układ GpC w dupleksie, a łącznik wiąże się z dużym 

rowkiem [35,36,37]. Interkalacja do sąsiednich miejsc w dupleksie jest zdecydowanie 

niekorzystna termodynamicznie, co prawdopodobnie wiąże się z sumarycznym 

wpływem efektów sterycznych, elektrostatycznych i naprężeń konformacyjnych 

szkieletu DNA. Schemat oddziaływania analogu diterkaliny z DNA przedstawiono na 

Ryc. 8. 

 
Rycina 8. Schemat oddziaływania bisinterkalatora z DNA [38] 

 

3. przebijające bisinterkalatory posiadające dwa układy aromatyczne połączone 

kowalencyjnie łącznikami znajdującymi się po przeciwnych stronach pierścieni. 

Cząsteczki tego typu mają zwykle strukturę makrocykliczną [39]. Przykładem 

bisinterkalatora jest związek przeciwnowotworowy o symbolu SDM (Ryc. 5). 

 

4. multi-interkalatory, posiadają kilka układów aromatycznych, z których jednak tylko 

trzy mogą równocześnie interkalować do DNA [40], schematycznie taki sposób 

interkalacji przedstawiono na Ryc. 6C. Przykładową strukturę multi-interkalatora 

trisaminoakrydyny zaprezentowano na Ryc. 5. 

II.1.3. Oddziaływanie zależne od sekwencji 
 

Wśród związków oddziałujących z DNA występują cząsteczki, które w zależności  

od sekwencji zasad podwójnej helisy i warunków reakcji, mogą oddziaływać z DNA bądź 

na drodze interkalacji, bądź poprzez wiązania się w małym rowku. Przykładem takiego 
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związku jest barwnik fluorescencyjny DAPI, (Ryc. 9), który wybarwia jądro komórkowe  

w mikroskopie fluorescencyjnym na niebiesko. W przypadku fragmentów DNA bogatych 

w pary AT związek ten tworzy kompleks w małym rowku. Kompleks ten stabilizowany 

jest wiązaniami wodorowymi tworzonymi z grupami funkcyjnymi obecnymi  

na krawędziach par zasad od strony małego rowka. Natomiast w przypadku fragmentów 

DNA bogatych w pary GC (brak co najmniej trzech kolejno ułożonych par AT) DAPI 

interkaluje pomiędzy zasady [41]. 

A       B 

 
Rycina 9. A – struktura barwnika DAPI, B – jądra komórkowe wybarwione barwinkiem 

DAPI (kolor niebieski) 
 

II.1.4. Oddziaływanie mieszane 
 

Z punktu widzenia medycyny na szczególne zainteresowanie zasługują związki 

wiążące się z określonymi sekwencjami DNA. Przez wiele lat, wydawało się, że mogą  

to być tylko związki wiążące się w małym rowku. Związki te, tworząc wiązania wodorowe 

z odpowiednimi grupami wyściełającymi rowek, rozpoznają większe fragmenty kwasu 

nukleinowego. Interkalatory wchodzą pomiędzy sąsiadujące pary zasad, zatem generalnie 

charakteryzują się preferencją jedynie względem par AT bądź GC [42]. Ostatnio 

znaleziono jednak interkalatory zdolne do rozpoznawania bardziej skomplikowanych 

sekwencji DNA [43]. Związki tego typu posiadają poza płaskim układem 

heteroaromatycznym również fragmenty cząsteczki zdolne do specyficznego tworzenia 

wiązań wodorowych z atomami lub grupami atomów znajdującymi się w małym bądź 

dużym rowku kwasów nukleinowych. Przykładem takiego związku jest doksorubicyna 

(Ryc. 10). 

 

 

N
H
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 A        B 

 
Rycina 10. A – struktura doksorubicyny, B – schemat wiązania się do DNA [44] 

 

II.2. Metody badania oddziaływania małocząsteczkowych ligandów z kwasami 
nukleinowymi. 

 

 Do badania oddziaływania małych ligandów z kwasami nukleinowymi 

wykorzystuje się obecnie szereg różnorodnych technik i metod eksperymentalnych. Wybór 

metody zależny jest od rodzaju informacji jaką chce się uzyskać, ponieważ badanie 

kompleksów tworzących się w wyniku oddziaływań małych cząsteczek z kwasami 

nukleinowymi mogą dostarczyć cennych informacji na temat: 

 struktury tworzonych kompleksów, 

 rodzaju i siły oddziaływań odpowiedzialnych za tworzenie kompleksów, 

 termodynamiki kompleksów, 

 stechiometrii powstałych kompleksów. 

Zwykle do uzyskania pełnej informacji o mechanizmie oddziaływania konieczne jest 

jednoczesne zastosowanie kilku metod, ponieważ techniki te uzupełniają się wzajemnie. 

II.2.1. Metody pozwalające wykryć oddziaływanie ligand/DNA i określić jego 
parametry 
 
 II.2.1.1. Metody spektroskopowe 
 

W celu wykrycia powstawania kompleksów ligand/DNA stosowane są różnorodne 

techniki spektroskopowe. W metodach tych wykorzystuje się zmiany właściwości 

spektralnych ligandu lub DNA podczas tworzenia kompleksu. 
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Spektroskopia absorpcyjna UV-VIS 

 Najbardziej powszechnie stosowaną metodą spektroskopową jest spektroskopia 

absorpcyjna UV-VIS. W metodzie tej można wykorzystać zmiany w widmie DNA lub  

w widmie ligandu. Absorpcyjne widmo UV-Vis dwuniciowego DNA wykazuje szerokie 

pasmo w zakresie 250-350 nm, z maksimum przypadającym przy długości fali równej 

260 nm. Pasmo to jest konsekwencją obecności układów chromoforowych zawartych  

w cząsteczkach puryn i pirymidyn. Oddziaływanie ligandu z DNA może być 

zidentyfikowane poprzez porównanie widm absorpcji UV-Vis wolnego DNA  

oraz DNA w obecności ligandu. Maksimum absorpcji kompleksu ligand/DNA w zakresie 

absorpcji DNA przesunięte jest o 20-70 nm w kierunku fal krótszych oraz ma mniejszą 

intensywność [45] (Ryc. 11). 

Jeżeli ligand wykazuje absorbancję światła przy długości fali większej niż  

ok. 350 nm, to do wykrycia oddziaływania ligand/DNA można wykorzystać widmo 

ligandu. Jeśli porównujemy widmo ligandu i kompleksu ligand/DNA zwykle widmo 

kompleksu przesunięte jest w kierunku fal dłuższych [46]. 

Metoda ta może być wykorzystana również do oceny stałych wiązania [47,48,49]. 

Stałe wiązania można uzyskać dzięki wyznaczeniu ilościowych zmian w widmie absorpcji 

liganda w obecności rosnącej ilości DNA. Równowagową stałą wiązania otrzymuje się 

poprzez numeryczne dopasowanie wyników do modelu Scatcharda [50] lub modelu 

McGhee-von Hippel [51]. 

 

 
Rycina 11. Wpływ dodatku liganda  na absorpcję UV-Vis DNA [52]. 
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Spektroskopia fluorescencyjna 

 Spektroskopia fluorescencyjna i różne narzędzia analityczne oparte na emisji 

fluorescencji mogą również dostarczyć przydatnych informacji o oddziaływaniu ligandów 

z DNA. Samo DNA nie wykazuje mierzalnej fluorescencji własnej z wyjątkiem niskich 

temperatur. Z DNA mogą wiązać się związki wykazujące fluorescencję, takie jak bromek 

etydyny czy barwniki akrydynowe. Emisja fluorescencji jest bardzo wrażliwa 

na środowisko. Przeniesienie fluorochromów ze środowiska o niskiej polarności do 

wysokiej zazwyczaj powoduje przesunięcia widma (o ok. 10-20 nm) w widmach 

wzbudzenia i emisji ligandu [53]. Rotacja wolnych cząsteczek sprzyja ponadto 

bezpromienistej dezaktywacji stanów wzbudzonych, jeśli natomiast dochodzi 

do unieruchomienia fluorochromu (np. w kompleksie ligand/DNA), to obserwuje się 

znaczny wzrost natężenia fluorescencji. Do badania oddziaływania ligandu z DNA 

najczęściej stosuje się metodę fluorescencyjnego miareczkowania równowagowego, gdzie 

obserwuje się zmiany w widmie związku podczas dodawania kolejnych porcji DNA  

(do roztworu związku, bądź roztworu związku z DNA). Metoda ta umożliwia wyznaczenie 

stężenie związku niezwiązanego i związanego z kwasem nukleinowym w warunkach 

równowagowych, oraz wyznaczenie stałej wiązania Ki (poprzez wyznaczenie krzywej 

Scatcharda oraz dopasowanie izotermy McGhee-von Hippel [54] metodami regresji 

nieliniowej). 

Orientacja fluorochromów ligandów i ich bliskie położenie względem par zasad 

w DNA mogą być badane przez anizotropię fluorescencji lub fluorescencyjny transfer 

energii rezonansu (z ang. Förster Resonance Energy Transfer, FRET). 

 

 II.2.1.2. Denaturacja termiczna 
 

Stabilność kompleksu związku z dwu- i trójniciowymi formami DNA może być 

ustalona na podstawie badań termicznej denaturacji DNA [55,56]. Analiza krzywej 

topnienia stosowana może być do oceny dysocjacji dwuniciowego DNA podczas 

ogrzewania. Wraz ze wzrostem temperatury dochodzi do dysocjacji podwójnej helisy,  

co skutkuje wzrostem intensywności absorbancji. Temperatura, w której 50% DNA ulega 

denaturacji zwana jest temperaturą topnienia (z ang. melting temperature - TM), choć nie 

jest to najdokładniejsze określenie, ponieważ ma bardzo niewiele wspólnego 

z tradycyjnym topnieniem. Dzięki metodzie termicznej denaturacji możemy wyznaczyć 

stałą wiązania kompleksu ligand/DNA. 
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Metoda ta jest z powodzeniem stosowana do badania oddziaływań zachodzących  

w wyniku tworzenia kompleksu ligandu z DNA. Interkalatory wnikają między pary zasad 

helisy, a kompleks ligand/DNA stabilizowany jest przez oddziaływania typu - płaskich 

układów aromatycznych z układami aromatycznymi zasad. Takie oddziaływanie 

stabilizuje strukturę helisy, w wyniku czego podwyższona zostaje temperatura topnienia 

kompleksu. 

Gdy ligand wiąże się z jedną nicią helisy, destabilizuje to strukturę kwasu,  

co prowadzi do obniżenia TM. Wzrost pH badanego roztworu ma negatywny wpływ  

na stabilność DNA, natomiast zwiększenie stężenia soli w roztworze powoduje 

podwyższenie TM [57,58]. 

 

 II.2.1.3. Metoda powierzchniowego rezonansu plazmonowego SPR 
 

Metoda powierzchniowego rezonansu plazmonowego (ang. Surface Plasmon 

Resonance, SPR) stała się ostatnio jedną z najbardziej popularnych metod badania 

selektywnego oddziaływania ligandów z różnymi biomolekułami [59,60,61]. 

W technice tej wykorzystuje się zjawisko wzbudzenia plazmonów 

(powierzchniowych fal elektromagnetycznych) w warstewce metalu – najczęściej złota  

lub srebra) – przez padającą pod odpowiednim kątem wiązkę światła spolaryzowanego.  

W przypadku oddziaływania ligand/DNA na warstewce metalu znajduje się matryca,  

do której immobilizowane jest DNA (Ryc. 12). Matryca omywana jest przez 

przepływający bufor o regulowanym składzie. Zjawisko rezonansowego wzbudzania 

plazmonów zachodzi tylko przy określonym kącie padania światła. Rezonans plazmonowy 

jest bardzo czuły na zmiany właściwości ośrodka optycznie rzadszego (matrycy) oraz 

stałej dielektrycznej. Jeżeli w buforze pojawi się ligand oddziałujący z DNA i dojdzie  

do powstania kompleksu, to warunki rezonansu ulegną zmianie, a ty samym zmianie 

ulegnie intensywność światła odbitego i kąt odbicia światła pochłanianego rezonansowo. 

Podczas tworzenia kompleksu możliwe jest monitorowanie odpowiedzi w czasie 

rzeczywistym [62]. Ponieważ wartość lokalnej stałej dielektrycznej matrycy jest 

proporcjonalna do zaabsorbowanej masy, metoda SPR pozwala na wykrycie 

oddziaływania znajdującego się w buforze ligandu z „receptorem” obecnym 

w matrycy [63]. 
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Rycina 12.  Schemat działania powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SRP) 

[na podstawie 52]. 
 

Technika ta może być stosowana do badania oddziaływań w każdym systemie 

biologicznym, zarówno do badania oddziaływań oligonukleotydów, oligosacharydów, 

białek i lipidów z małymi cząsteczkami, cząstek wirusowych, bakteryjnych i komórek.  

Co ważniejsze, SRP pozwala na bezpośrednią obserwację szybkości asocjacji i dysocjacji 

cząsteczek, które przyczyniają się do ogólnego powinowactwa wiązania.  

Przebieg pomiaru składa się z trzech etapów różniących się składem buforu 

(Ryc. 13.): 

 etap I – tylko bufor – matryca dochodzi do stanu równowagi 

 etap II – w buforze pojawia się skokowo ligand o zadanym stężeniu 

 etap III – skokowy powrót do czystego ligandu. 

  

 Analizując schemat (Ryc. 13) dla oddziaływania idealnie odwracalnego można 

wyróżnić pięć zakresów. Początkowo wolna matryca obmywana jest przez czysty bufor 

(Ryc. 13, etap A). W chwili gdy w przepływającym roztworze pojawi się ligand dochodzi 

do jego oddziaływania z DNA (Ryc. 13, etap B), aż do uzyskania stanu równowagi  

z częściowo skompleksowaną matrycą (Ryc. 13, etap C). Gdy matryca ponownie omywana 

jest roztworem czystego buforu, dochodzi do desorpcji ligandu (Ryc. 13, etap D). Ostatnim 

etapem jest regeneracja wolnej matrycy (Ryc. 13, E). Czas etapów B i D zależy od kinetyki 

oddziaływania (sorpcji/ desorpcji). Natomiast na wartość sygnału w stanie C ma wpływ 

stężenie ligandu, stała kompleksowania oraz stechiometria kompleksu. 
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Rycina 13. Schemat typowego pomiaru SPR: A – stan równowagi wolnej matrycy, 
B – sorpcja ligandu, C – stan równowagi z częściowo skompleksowaną matrycą, D – desorpcja 

ligandu, E – stan równowagi wolnej matrycy. 
 

 Wzrastająca dostępność instrumentów do badań oraz duża czułość metody 

sprawiły, że technika ta jest coraz częściej wybierana do badań kinetycznych  

oraz równowagowych [64]. Wielką zaletą takiego podejścia jest możliwość stosowania  

SPR dla cząsteczek, które nie absorbują światła i nie fluoryzują, oraz możliwość badania 

bardzo niskich stężeń związków (od nanomolowych do mikromolowych). Jedyną trudność 

sprawia wyznaczenie współczynnika załamania światła, który jest różny dla różnych 

związków, a na jego podstawie ustalana jest stechiometria reakcji [65]. 

 

 II.2.1.4. Metody kalorymetryczne 
 
 Metody kalorymetryczne, w szczególności izotermiczna kalorymetria miareczkowa 

(ang. isothermal titration calorimetry, ITC) [66,67] oraz różnicowa kalorymetria 

skaningowa (ang. differential scanning calorimetry, DSC) [68,69] są ostatnio coraz 

częściej używane do bezpośredniego wyznaczania parametrów oddziaływań 

międzycząsteczkowych [70].  

 Kiedy dochodzi do wiązania się ligandu z DNA pojawia się efekt cieplny: 

wydzielanie bądź pochłanianie ciepła. Metoda ITC pozwala na bezpośredni pomiar ilości 

ciepła uwalnianego lub zabsorbowanego podczas oddziaływania. Pomiar tego ciepła 

pozwala na dokładne określenie stałych wiązania (KB), stechiometrii reakcji (n), entalpii 

(ΔH) i entropii (ΔS), tym samym dając pełny, termodynamiczny profil reakcji 

molekularnej w jednym eksperymencie. Wielką zaletą metody ITC jest bezpośredni 

sygnał 
SPR

czasbufor buforbufor + ligand

B C D EA
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pomiar zmian entalpii reakcji, w porównaniu z metodami pośrednimi (np. metodami 

spektroskopowymi), w których oszacowanie entalpii reakcji jest możliwe tylko  

na podstawie równań van‟t Hoffa. Dodatkowo, zmiany w pojemności cieplnej układu 

mogą być w tej technice otrzymane dzięki pomiarom zmiany entalpii w szerokim zakresie 

temperatur. Miareczkowanie z zastosowaniem metody ITC wykorzystuje się również  

do badania kinetyki oddziaływań makrocząsteczek [71,72]. Obecnie technika ITC znajduje 

coraz szersze zastosowanie, ze względu na prostotę jej wykonania oraz dokładność 

uzyskiwanych wyników [73,74].  

Druga metoda, DCS, jest nieoceniona dla określenia stabilności termicznej 

systemów biologicznych. DSC bezpośrednio mierzy zmiany ciepła, które występują  

w układzie podczas kontrolowanego wzrostu lub spadku temperatury. DNA w roztworze 

znajduje się w równowadze pomiędzy stanem natywnym i zdenaturowanym. Położenie tej 

równowagi ulega gwałtownej zmianie w temperaturze zwanej temperaturą przejścia (TM). 

Im wyższa TM tym stabilniejsza jest struktura cząsteczki. Oprócz informacji 

o temperaturze przejść metoda ta wnosi użyteczne informacje o zmianach pojemności 

cieplnej, wykrywanych, gdy próbka jest skanowana w szerokim zakresie temperatur. 

Dodatkowo na postawie profili cieplnych możliwe jest badanie odwracalności 

reakcji [75,76] oraz oszacowanie czynników odpowiedzialnych za siły napędowe reakcji 

(w tym oddziaływania hydrofobowe, wiązania wodorowe, entropia konformacyjna czy 

środowisko fizyczne) [50,77]. 

 

 II.2.1.5. Footprinting 
 

Eksperymenty typu „odcisku stopy‟ [78,79] (ang. foot printing) od wielu lat są 

uważane za skuteczne narzędzia do badania wiązania związków do podwójnej helisy 

DNA. Po raz pierwszy metoda ta została użyta do badania interakcji między białkami 

i DNA, a od tego czasu wykorzystywana jest do identyfikacji specyficznej sekwencji 

oddziaływania wielu ligandów z DNA [80]. W metodzie tej używa się fragmentów DNA 

o określonej długości (zwykle od kilkudziesięciu do kilkuset par zasad) znakowanych  

na jednym z końców (Ryc. 14). Znacznikiem może być izotop promieniotwórczy lub 

fluorochrom. Roztwór DNA dzieli się na dwie części i jedną z nich inkubuje z ligandem. 

Następnie obydwie próbki poddaje się trawieniu endonukleazą, np. DNAzą I. Warunki 

trawienia dobiera się tak, aby średnio na każdą cząsteczkę DNA przypadało tylko jedno 

cięcie. Uzyskane mieszaniny fragmentów DNA rozdziela się elektroforetycznie w żelu 
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poliakrylamidowym, stosując odpowiednie warunki rozdziału pozwalające na rozróżnienie 

fragmentów DNA różniących się między sobą długością o jeden nukleotyd.  

 

 
Rycina 14. Schemat analizy odziaływania ligandu z DNA za pomocą metody footprintig. 

 

Na elektroforogramie próbki bez ligandu obserwuje się charakterystyczną 

„drabinkę‟ prążków odpowiadających poszczególnym fragmentom częściowo 

zdegradowanego DNA (każdy fragment różniący się długością o jeden nukleotyd  

od następnego). Jeżeli ligand tworzy stabilny kompleks z DNA to w obszarze 

kompleksowania utrudnione lub niemożliwe jest trawienie enzymatyczne  

i na elektroforogramie nie będzie prążków odpowiadających rejonowi DNA, z którym 

połączył się dany ligand. Jest to tak zwany "odcisk stopy", który wskazuje z jaką 

sekwencją DNA oddziałuje badany ligand [81, 82]. Doświadczenia wykorzystujące 

footprinting są bardzo przydatne przy badaniu nowych związków oraz ich powinowactwa 

do określonych sekwencji w DNA. 

II.2.2. Metody pozwalające określić rodzaj wiązania się ligandu do DNA 
 
 II.2.2.1. Metody wiskozymetryczne 
 
 Podczas wiązania się ligandu z DNA dochodzić może do zaburzeń w strukturze 

podwójnej helisy. Powoduje to zmiany właściwości hydrodynamicznych cząsteczki kwasu. 

znakowane DNA
specyficznie wiążący się
ligand

trawienie DNAzą trawienie DNAzą

fragmenty DNA po 
trawieniu enzymatycznym

fragmenty DNA po 
trawieniu enzymatycznym

elektoforogram
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Interkalatory wiążące się między pary zasad w helisie DNA powodują względne 

wydłużenie cząsteczki DNA, co prowadzi do wzrostu lepkości roztworu. Pomiar lepkości 

jest więc jedną z bezpośrednich metod umożliwiających wykrycie takich zmian, 

a w przypadku braku krystalograficznych danych strukturalnych, jest to niezbędny dowód 

na poparcie modelu interkalacji [83,84]. W przeciwieństwie do interkalatorów, związki 

wiążące się kowalencyjnie do DNA powodując zaginanie się helisy, zmniejszają jej 

długość jak również lepkość roztworów. Związki wiążące się w małym rowku  

nie wpływają na strukturę DNA, przez co nie zmieniają lepkości badanego roztworu. 

 

 II.2.2.2. Wypieranie znacznika z DNA 
 

Wypieranie znacznika fluorescencyjnego z DNA (ang. Fluorescent Intercalator 

Displacement - FID) [85,86] jest wygodnym i praktycznym narzędziem do identyfikacji 

ligandów interkalujących do DNA i określenia ich względnego powinowactwa.  

W metodzie tej wykorzystuje się znacznik fluorescencyjny, który wykazuje silną 

fluorescencje dopiero po interkalacji do DNA. Gdy dodamy do roztworu badany ligand, 

również interkalujący pomiędzy pary zasad, to będzie on wypierał znacznik do roztworu,  

w efekcie czego nastąpi spadek fluorescencji. Miareczkując kompleks DNA-znacznik 

ligandem możemy wyznaczyć stężenie c50, przy którym zmniejsza się intensywność 

fluorescencji o połowę w stosunku do wartości początkowej. Znając stałą wiązania znacznika, 

jego stężenie oraz wartość c50 możemy wyznaczyć stałą wiązania liganda. Jako znacznika w tej 

metodzie zwykle używa się bromku etydyny, który jest jednym z najlepiej poznanych 

interkalatorów [87]. Związki wiążące się w małym rowku DNA nie wypierają znaczników 

interkalujących, więc nie obserwujemy zmian fluorescencji.  

 

 II.2.2.3. Dichroizm kołowy i liniowy 
 

Dichroizm kołowy  (ang. Circular Dichroism, CD)  jest definiowany jako różnica 

w absorpcji światła spolaryzowanego kołowo w lewo i w prawo (równanie 1),  

CD = L- R         (1) 

gdzie:  εl i εr to współczynniki ekstynkcji molowej odpowiednio dla światła  

  spolaryzowanego kołowo w lewo i w prawo 

Dla przejścia dozwolonego (np. *) kształt widma CD jest bardzo zbliżony do kształtu 

widma absorpcji (tzw. efekt Cottona).  
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Efekt ten występuje w paśmie absorpcyjnym asymetrycznie zaburzonego 

chromoforu. Zjawisko dichroizmu kołowego jest skutkiem zaburzenia symetrii 

chromoforu. Zaburzenia symetrii chromoforu mogą wynikać z: 

 obecności chiralnego układu znajdującego się w sąsiedztwie achiralnego 

chromoforu (asymetrii wewnętrznej), 

 asymetrycznego rozmieszczenia symetrycznych chromoforów w strukturze 

biopolimeru lub w kompleksie, 

 zaburzenia symetrii chromoforu ligandu pod wpływem oddziaływania 

asymetrycznych fragmentów biopolimerów (asymetria indukowana). 

Przykładem asymetrii indukowanej może być występowanie efektu Cottona w widmach 

długich cząsteczek polimetylenofenoli, które oddziałują z małym rowkiem w podwójnej 

helisie B-DNA. Cząsteczka liganda wpasowuje się w mały rowek przyjmując przy tym 

kształt linii śrubowej. Wywołuje to silne asymetryczne zaburzenie chromoforów 

tworzących szkielet cząsteczki. 

 Technika CD jest wyjątkowo wrażliwa na wszelkie spiralne lub chiralne postaci 

w strukturze elektronowej molekuł, dlatego okazała się bardzo przydatną techniką 

analityczną do ustalania konformacji podwójnej helisy i do śledzenia jej zmian wynikających 

z oddziaływań z ligandem. 

Stosując CD możemy uzyskać informacje o strukturze, kinetyce, termodynamice 

i zmianach konformacyjnych [88] badanych makrocząsteczek [89,90,91]. Jeśli w trakcie 

badania oddziaływania chiralnego związku dochodzi do indukowanej zmiany geometrii 

chromoforu (np. układa się on helikoidalnie wzdłuż małego rowka DNA), to w widmie CD 

kompleksu obserwuje się nowy, silny dublet ekscytoniczny w obszarze odpowiadającym 

widmu absorpcyjnemu liganda [92]. 

Metodą dostarczającą informacji o orientacji liganda w kompleksie jest dichroizm 

liniowy (ang. Linear Dichroism, LD). Wykorzystuje on różnicę w absorpcji światła 

spolaryzowanego liniowo w kierunku równoległym i prostopadłym do wyróżnionej osi 

cząsteczki. Dla wystąpienia zjawiska dichroizmu liniowego (w odróżnieniu od dichroizmu 

kołowego) nie jest niezbędne chiralne zaburzenie chromoforu. Niezbędna jest za to 

makroskopowa orientacja cząsteczek w obrębie całej próbki. Jeśli poddamy roztwór 

kompleksu działaniu sił orientujących to otrzymamy informacje o orientacji liganda 

względem osi długiej cząsteczki. W kompleksach interkalacyjnych ligand ułożony jest 

prostopadle do osi helisy, a w przypadku kompleksowania w małym rowku prawie 

równolegle [93]. Do badania kompleksów z DNA wykorzystywany jest w tym celu 
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przepływ laminarny, głównie technika FLD (ang. Flow-oriented Linear Dichroism),  

lub silne zewnętrzne pole elektryczne, technika ELD (ang. Electric Linear Dichroism). 

II.2.3. Metody pozwalające określić strukturę powstającego kompleksu 
ligand/DNA 
 
 Jednymi z najbardziej popularnych metod pozwalających na wyznaczenie struktury 

kompleksów są analiza dyfrakcyjna monokryształu oraz techniki magnetycznego 

rezonansu jądrowego (NMR) [94]. Są to metody wymagające dużych nakładów pracy oraz 

dużych nakładów finansowych, jednak pozwalają bezpośrednio potwierdzić wnioski 

wyciągane z wcześniej zastosowanych metod.  

 
 II.2.3.1. Analiza dyfrakcyjna monokryształu 
 
 Ponad pięćdziesiąt lat temu na podstawie zdjęć rentgenowskich DNA wykonanych 

przez młodą doktor Rosalindę Franklin, Watson i Crick określili strukturę podwójnej 

helisy DNA, za co w 1962 roku otrzymali Nagrodę Nobla. Wydarzenie to uważane jest 

dzisiaj za przełomowy moment w rozwoju biologii molekularnej i genetyki.  

 Do określenia struktury trójwymiarowej (3D) kompleksów ligand-DNA za pomocą 

analizy dyfrakcyjnej konieczna jest forma krystaliczna badanych kompleksów. Jest to duża 

wada tej metody, ponieważ już samo otrzymanie monokryształów nie jest proste [95].  

Na strukturę kompleksu w krysztale może mieć wpływ tzw. energia sieci krystalicznej, 

a struktura tego samego kompleksu w roztworze może być inna. Ponadto do uzyskania 

monokryształów nadających się do zastosowania krystalografii, wykorzystuje się zwykle 

krótkie oligonukleotydy, które dużo łatwiej mogą ulegać zmianom konformacyjnym 

i dopasowywać się do ligandu w porównaniu z dłuższymi łańcuchami DNA.  

  Stosując analizę dyfrakcyjną z wykorzystaniem promieni X otrzymujemy jedynie 

przybliżoną informację o położeniu atomów „ciężkich‟ – węgla, tlenu, azotu. Położenie 

atomów wodoru można jedynie odgadnąć. Do udokładnienia struktury stosuje się 

dodatkowo techniki modelowania molekularnego, w szczególności mechanikę 

molekularną (p. II. 2.3.3) 

 
 II.2.3.2. Magnetyczny rezonans jądrowy 
 

 W porównaniu z analizą dyfrakcyjną techniki NMR mają tę zaletę, że pozwalają 

uzyskać informacje o strukturze kompleksu w roztworze, czyli w warunkach zbliżonych do 
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panujących w komórce. Ponieważ roztwór najbardziej przypomina naturalne środowisko 

DNA oraz ligandu NMR jest najczęstszą metodą bezpośredniego badania oddziaływania 

ligand/DNA [96,97,98]. 

 Wszystkie cząstki elementarne, które budują świat atomów posiadają własność 

określaną mianem spin. Spektroskopia NMR polega na wzbudzaniu spinów jądrowych 

atomów, które znajdują się w zewnętrznym polu magnetycznym, poprzez szybkie zmiany 

pola magnetycznego i następnie rejestrację powstającego na skutek relaksacji pola 

elektromagnetycznego. Relaksacja jest to powrót układu spinów jądrowych do stanu 

równowagi termodynamicznej [99]. Każde magnetycznie aktywne jądro charakteryzuje się 

różnymi parametrami, takimi jak: przesunięcia chemiczne (pozycja lub częstotliwości linii 

widmowej), multipletowość (stopniem degeneracji badanego układu), sprzężenie 

pomiędzy dwoma spinami jądrowymi, czy relaksacja, które mogą być wykorzystywane  

w celu uzyskania szczegółowych informacji na temat struktury badanej cząsteczki. 

Wartości przesunięć chemicznych w klasycznych jednowymiarowych widmach NMR 

zależne są od wartości lokalnych pól magnetycznych otaczających dane jądro. Zmiana tych 

pól, np. na skutek powstania kompleksu, prowadzi do zmiany przesunięć chemicznych. 

Jednak w przypadku widm kwasów nukleinowych i ich kompleksów duża liczba 

sygnałów, które położone są blisko siebie, skutecznie uniemożliwia dostatecznie 

precyzyjne wychwycenie zmian. Dlatego NMR jest ograniczona do cząsteczek o masie 

cząsteczkowej mniejszej niż 35kDa. Ponadto pewnym utrudnieniem przy interpretacji 

danych uzyskanych technikami magnetycznego rezonansu jądrowego, jest fakt, że są to 

dane uśrednione po wszystkich typach kompleksów występujących w badanym roztworze. 

Dlatego też najbardziej wiarygodne wyniki uzyskuje się tą metodą dla ligandów 

tworzących kompleksy o bardzo dużej stałej wiązania. 

 W porównaniu do jednowymiarowych widm NMR, dużo większe zastosowanie do 

badania struktury kompleksów mają specjalne techniki rejestracji i obróbki widm NMR, 

takie jak technika 2D NOESY (ang. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) i COSY 

(ang. Correlation Spectroscopy) [100]. Dwuwymiarowe widma NOESY pozwalają na 

otrzymanie sygnałów odpowiadających protonom, których odległość w przestrzeni jest 

mniejsza niż ok. 0,3 nm. Natomiast z widm typu COSY otrzymuje się informacje  

o wartościach kątów torsyjnych określonych wiązań. Uzyskane informacje nie pozwalają 

zwykle na bezpośrednie ustalenie struktury kompleksu 3D. Używa się ich jako tzw. 

więzów w modelowaniu molekularnym (p. II. 2.3.3.) [101,102,103]. 
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 II.2.3.3. Modelowanie molekularne 
 

W ostatnim czasie, w dobie dużej dostępności szybkiego i stosunkowo niedrogiego 

sprzętu komputerowego, nastąpiły postępy w rozwoju nowych modeli matematycznych 

opisujących zjawiska chemiczne, głównie oddziaływania występujące miedzy atomami 

oraz cząsteczkami. Narzędzia te są z powodzeniem wykorzystywane w połączeniu  

z tradycyjnymi technikami badawczymi do badania właściwości strukturalnych 

istniejących związków oraz do przewidywania właściwości i działania nowych cząsteczek. 

Modelowanie molekularne (ang. Molecular Modeling) jest bardzo użytecznym narzędziem 

w zrozumieniu mechanizmów wiązania się ligandów do biopolimerów oraz przy 

projektowaniu nowych związków [104,105].  

Istnieją trzy podstawowe techniki modelowania molekularnego: 

 mechanika molekularna 

 dynamika molekularna 

 metody statystyczne typu Monte Carlo 

 

Mechanika molekularna 

 Stosując mechanikę molekularną (ang. Molecular Mechanics, MM) poszukuje się 

geometrii układu o najniższej energii. Zgodnie z zasadami termodynamiki statystycznej 

stan o najniższej energii jest stanem najbardziej prawdopodobnym [106,107].  

W mechanice molekularnej energię układu wyznaczyć można korzystając z różnych 

metod: 

 metoda ab initio – w metodzie tej funkcja falowa układu jest kombinacją liniową 

funkcji falowych bazy orbitali elektronowych. Metoda ta wymaga dużych 

nakładów obliczeniowych jednak uznawana jest za jedną z najdokładniejszych 

i najbardziej uniwersalnych [108]. 

 metody półempiryczne – są to również metody kwantowo-chemiczne, jednak część 

parametrów nie pochodzi z obliczeń lecz z uśrednionych danych 

eksperymentalnych  

 metody empiryczne – w przeciwieństwie do dwóch powyższych metod jest to 

ujęcie klasyczne (nie kwantowe). Metody te wymagają dużo mniejszego nakładu 

czasu obliczeniowego, jednak niezbędna jest szczegółowa parametryzacja dla danej 

klasy związków chemicznych. 
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 Znalezienie minimum globalnego energii dużego układu jest trudne ze względu na 

występowanie licznych minimów lokalnych. Dużą pomocą są dane empiryczne  

np. z metod dyfrakcyjnych (gdzie startuje się z geometrii układu bliskiej minimum 

globalnemu) lub NMR (geometria układu musi respektować tzw. więzy, np. wartości 

kątów torsyjnych niektórych wiązań lub odległości niektórych atomów). 

 

Dynamika molekularna 

 W zastosowaniach dynamiki molekularnej atomy układu traktowane są jako punkty 

materialne podlegające klasycznej dynamice Newtona (2). Natomiast wiązania chemiczne 

i oddziaływania fizykochemiczne traktowane są jako źródła sił działających na 

poszczególne punkty materialne. 

2

2

dt
rd

mF i
ii





          (2) 

 gdzie: mi jest masą atomu, ai = d2ri / dt2 jest jego przyspieszeniem, Fi jest siłą 

działającą na niego, zależną od oddziaływań z innymi atomami. 

 

 Obliczenia w dynamice molekularnej sprowadzają się do numerycznego 

rozwiązania układu równań (2) dla wszystkich atomów układu. W efekcie uzyskuje się 

tzw. trajektorię układu, czyli zestaw uporządkowanych w czasie geometrii układu. Przy 

odpowiednio długim czasie symulacji uzyskuje się reprezentatywny zestaw geometrii jakie 

przyjmować może układ w zadanych warunkach brzegowych (np. temperatura i ciśnienie). 

Częstość występowania poszczególnych geometrii związana jest z ich energią równaniem 

(3). 

RT
E

ij eNN


          (3) 

gdzie E = Ej - Ei,  

 R – stała gazowa (8,314 J/molK),  

 Ni i Nj, ilość cząsteczek o energii odpowiednio Ei i Ej. 

 

Metody Monte Carlo 

 Metody Monte Carlo generują zestaw reprezentatywnych geometrii układu  

o energiach zgodnych z rozkładem Boltzmanna (3). Energia układu obliczana może być 

metodami analogicznymi jak w MM [109,110]. Ze względu na dużą liczbę generowanych 

geometrii rzadko używa się metody ab initio. W odróżnieniu od zestawu otrzymanego  
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z symulacji dynamicznych pomiędzy poszczególnymi geometriami nie ma następstwa 

czasowego. Z zestawu takiego nie można wyciągać wniosków o przemianach 

konformacyjnych, a jedynie o prawdopodobieństwie (energii) poszczególnych stanów. 

Istnieje szereg publikacji opisujących modelowanie molekularne, w których można 

znaleźć próby analizy oddziaływań związków małocząsteczkowych z fragmentami 

kwasów nukleinowych [111,112,113] oraz oszacowania energii tych oddziaływań [114]. 

Åqvist w 1994 roku przedstawił jedną z metod oszacowania zmian entalpii swobodnej 

ΔGw związanej z powstawaniem kompleksu. Wartość ΔGw oblicza się na podstawie 

uśrednionych energii oddziaływań elektrostatycznych i van der Waalsa liganda  

z otoczeniem wykorzystując przy tym dynamikę molekularną [115]. Podejście to jest 

stosunkowo proste i szybkie. Metoda ta pozwala wyznaczyć niezbędne wielkości do 

oszacowania zmiany entalpii swobodnej na podstawie dwóch symulacji dynamicznych 

[116,117]. Wzór na oszacowaną wartość zmiany entalpii swobodnej (4) przedstawiony 

został poniżej; 

   vdw
s:sw.l

vdw
s:zw.l

el
s:sw.l

el
s:zw.l

vdw
w.

el
w.w. VVβVVαΔGΔGΔG     (4) 

gdzie: el
s:zw.lV   uśrednione oddziaływania elektrostatyczne związanego liganda 

 z otoczeniem, 

 el
s:sw.lV   uśrednione oddziaływania elektrostatyczne niezwiązanego (swobodnego) 

 liganda z otoczeniem, 

 vdw
s:zw.lV   uśrednione oddziaływania van der Waalsa związanego liganda 

 z otoczeniem,  

 vdw
s:sw.lV   uśrednione oddziaływania van der Waalsa swobodnego liganda 

 z otoczeniem, 

 α = 0,5,  

 β = 0,161 (wartość została skalibrowana na serii inhibitorów o znanej stałej 

 wiązania). 

 

Zastosowanie metod modelowania molekularnego ułatwia zrozumienie struktury, 

dynamiki oraz mechanizmu działania związków, interpretację zależności aktywności  

czy właściwości związków od ich struktury, jak również pozwala na projektowanie 

związków o potencjalnie pożądanych właściwościach. Modelowanie molekularne pozwala 

na opis takich procesów jak zwijanie sie białek i ich stabilność, katalizę enzymatyczną 
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[118,119], zmiany konformacji związane z aktywnością biologiczną, rozpoznawanie 

molekularne, strukturę DNA czy kompleksów membranowych. Techniki numeryczne nie 

zastępują jednak całkowicie badań eksperymentalnych, a jedynie mogą być ich 

uzupełnieniem. 

II.3. Termodynamika tworzenia kompleksów ligand/DNA 
 

Wraz ze wzrostem dostępności czułych mikrokalorymetrów wzrosło  

zainteresowanie termodynamiką procesów zachodzących podczas oddziaływania ligandu  

z DNA [53,120]. Termodynamika stanowi istotne uzupełnienie badań strukturalnych, które 

wykorzystane same, nie są w stanie określić rodzaju oddziaływań odpowiedzialnych  

za tworzenie kompleksów. Początkowe, przybliżone próby analizy ciepła oddziaływania 

ligand/DNA dały zaskakujący wynik [67,121]. Badania te wykazały, że procesowi 

tworzenia kompleksu, zarówno związków wiążących się w małym rowku [67]  

jak i interkalatorów [121] towarzyszy istotny spadek pojemności cieplnej układu,  

co sugeruje, że siłami napędowymi tego procesu są oddziaływania hydrofobowe [122].   

Schemat wiązania w małym rowku oraz interkalacji można porównać do modeli 

klucza i zamka (ang. lock-and-key) oraz indukowanego dopasowania (ang. induced-fit) 

wiązania enzym-substrat. Na Ryc. 15 przedstawiono model mechanizmu interkalacji oraz 

wiązania w małym rowku. Interkalacja (Ryc. 15A) wymaga utworzenia w helisie niszy 

interkalacyjnej. Wiąże się to z lokalną zmianą kąta skręcenia helisy. Po wniknięciu liganda 

do niszy interkalacyjnej dochodzi do jego zakotwiczenia przez oddziaływania Van der 

Waalsa i oddziaływania π-elektronowe. 

 

 
Rycina 15. Schemat mechanizmu interkalacji (A), oraz wiązania się w małym rowku (B), 

 M+ - kation uczestniczący w tworzeniu elektrycznej warstwy podwójnej wokół polianionu DNA 
[123] 

 
 W przeciwieństwie do interkalacji, do oddziaływania w małym rowku nie jest 

wymagana zmiana konformacji DNA (Ryc. 15B). „Półksiężycowy‟ kształt liganda pasuje 
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do krzywizny małego rowka DNA, dzięki czemu ligand może oddziaływać z DNA.  

Oba typy ligandów są zwykle związkami naładowanymi dodatnio. W rezultacie, 

utworzenie obu typów kompleksów powoduje uwolnienie części kationów tworzących 

elektryczną warstwę podwójną wokół polianionu DNA. Właściwości tej warstwy 

podwójnej opisuje teoria polielektrolitu zaproponowana przez Manninga i Recorda [120]. 

Uwolnienie jonów z elektrycznej warstwy podwójnej wnosi korzystny efekt entropowy do 

zmiany entalpii swobodnej wiązania liganda. Wielkość tego efektu zależy od ładunku 

liganda i stężenia soli w buforze [124,125]. 

II.3.1. Model oddziaływania ligand-DNA [1] 
 

 Zaproponowano szereg modeli opisujących oddziaływania małocząsteczkowych 

ligandów z DNA. Najczęściej stosowanymi są modele z wykluczonym sąsiedztwem  

(ang. neighbor exlusion models), w których podwójna helisa DNA traktowana jest jako 

nieskończenie długa, jednowymiarowa matryca. Jednostką matrycy jest w tym modelu 

pojedyncza para zasad. Ligand może oddziaływać z więcej niż jedną jednostką matrycy  

i nie ma on dostępu do miejsc wiązania tworzących ciągi krótsze niż liczba zajmowanych 

miejsc. Liczba dostępnych miejsc maleje więc nieliniowo wraz ze wzrostem stopnia 

obsadzenia matrycy. Schematycznie zostało to przedstawione na Ryc. 16. 

 

 
Rycina 16. Schemat oddziaływania liganda z matrycą w modelach z wykluczonym 

sąsiedztwem 
 

Najszersze zastosowanie wśród modeli tego typu znalazł model zaproponowany  

w 1974 przez McGhee i von Hippel [54]. Znane są dwie wersje tego modelu. W wersji 

prostszej nie uwzględnia się oddziaływań pomiędzy stykającymi się ligandami i wówczas 

równanie wyprowadzone przez McGhee i von Hippel ma postać:  
1
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gdzie: 

L – molowe stężenie wolnego liganda,  – gęstość wiązania, czyli średnia liczba 

cząsteczek liganda związana przez jednostkę matrycy (=B/D, B – stężenie molowe 

związanego liganda, D – ogólne molowe stężenie jednostek matrycy), K – wewnętrzna 

stała wiązania, n – wielkość miejsca wiązania (ilość jednostek matrycy wyeliminowanych 

jako potencjalne miejsca wiązania, wyrażona w parach zasad). 

W bardziej rozwiniętej wersji tego modelu bierze się dodatkowo pod uwagę 

możliwość oddziaływania pomiędzy sąsiadującymi ze sobą ligandami. Parametrem 

opisującym takie oddziaływania jest parametr kooperatywności ω. Równanie 

wyprowadzone dla oddziaływań z uwzględnieniem kooperatywności ma postać: 
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(6) 

Jeżeli  > 1 to mamy do czynienia z wiązaniem kooperatywnym, czyli obecność 

związanego liganda sprzyja przyłączeniu w jego najbliższym sąsiedztwie kolejnego 

liganda. Jeżeli  < 1 jest to wiązanie antykooperatywne: obecność związanego liganda 

przeszkadza związaniu kolejnego liganda w ciągu. Jeżeli  = 1 wiązanie jest 

niekooperatywne, czyli ligand wiąże się z taką samą stałą do wszystkich typów miejsc 

wiązania. Dla tego typu oddziaływań równanie (6) upraszcza się do równania (5).  

Model McGhee-von Hippel nie zawsze daje się zastosować w praktyce, zdarzają się 

bowiem układy wyraźnie odbiegające od przyjętych założeń. Najczęściej jest to wynikiem: 

 dużych różnic w powinowactwie do różnych sekwencji zasad – więcej niż jedna 

stała wiązania, 

 różnic w stechiometrii wiązania – więcej niż jedna wartość n, 

 oddziaływania ligandu nie tylko z najbliższymi ligandami – więcej niż jedna 

wartość ω.  
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II.3.2. Parametry termodynamiczne oddziaływań ligand-DNA 
 

Wyznaczenie parametrów termodynamicznych procesu tworzenia kompleksów 

ligand-DNA pozwala określić jakie czynniki decydują o powinowactwie i sile napędowej 

kompleksowania.  

Do najczęściej eksperymentalnie wyznaczanych parametrów termodynamicznych 

należą: 

K – wewnętrzna stała wiązania 

ΔH – zmiana entalpii 

Wyznaczone eksperymentalnie wartości stałej wiązania oraz zmiany entalpii 

oddziaływań wykorzystuje się do obliczenia zmian standardowej entalpii swobodnej 

układu oraz entropii układu, zgodnie z wzorem: 
000 ln STHKRTG        (7) 

Dodatkowo, dzięki pomiarom zmiany entalpii w różnych temperaturach można wyznaczyć 

zmiany w pojemności cieplnej układu zgodnie z równaniem [126]: 
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HdC TT
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(8) 

Związanie dodatnio naładowanego liganda z DNA prowadzi do uwolnienia jednego 

lub więcej kationów z elektrycznej warstwy podwójnej. Oznacza to, że tworzenie 

kompleksu ligand/DNA oraz skład elektrycznej warstwy podwójnej wokół DNA są 

powiązane termodynamicznie. Przejawia się to w zależności stałej wiązania K od siły 

jonowej buforu [120]. Obserwowaną zmianę entalpii swobodnej, ΔGobs, można więc 

podzielić na zmianę entalpii swobodnej oddziaływań elektrostatycznych ∆Gpe, oraz zmianę 

entalpii swobodnej oddziaływań pozaelektrostatycznych (oddziaływania hydrofobowe, 

oddziaływania van der Waalsa, π-elektronowe, itd.), ∆Gt: 

tpeobs GGG          (9) 

Wartość ∆Gpe można wyznaczyć korzystając z liniowej zależności logarytmu naturalnego 

ze stałej wiązania K od logarytmu naturalnego ze stężenia soli, [MX]. Nachylenia tej 

zależności jest dane wzorem: 

 Z
MX
KSK

]ln[
ln





       
(10) 

gdzie: Z – ładunek liganda,  – współczynnik proporcjonalny do liczby przeciwjonów 

grup fosforanowych cząsteczki DNA (współczynnik ten jest równy 0,88 dla B-DNA). 
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Entalpia swobodna oddziaływań elektrostatycznych może być wówczas obliczona zgodnie 

z zależnością: 

]ln[)( MXRTSKGpe         (11) 

  

 Wspomnianą już zmianę entalpii swobodną oddziaływań pozaelektrostatycznych, 

∆Gt, można z kolei podzielić na 4 człony:  

 zmianę entalpii swobodnej konformacyjnych przekształceń DNA i liganda, ∆Gkonf,  

 zmianę entalpii swobodnej wynikającą z utraty swobody rotacji i translacji podczas 

kompleskowania, ∆Gr+t,  

 zmianę entalpii swobodnej oddziaływań hydrofobowych związaną z przejściem 

ligandu z roztworu do DNA, ∆Ghyd, oraz  

 zmianę entalpii swobodnej słabych oddziaływań niekowalencyjnych (oddziaływań 

van der Wasala, interakcji dipol-dipol, itd.), ∆Gmol [127]. 

molhydtrkonfpeobs GGGGGG       (12) 

Każdy z członów składających się na całkowitą zmianę entalpii swobodnej, 

zgodnie z równaniem (12), można wyznaczyć teoretycznie bądź eksperymentalnie.  

Co najmniej dwa człony przyjmują zawsze wartości dodatnie (∆Gr+t, ∆Gkonf), zatem aby 

doszło do utworzenia kompleksu pozostałe człony muszą posiadać na tyle dużą wartość 

ujemną, aby całkowita zmiana entalpii swobodnej była mniejsza od zera. Wykazano, iż dla 

większości interkalatorów oraz związków wiążących się z DNA w małym rowku, członem 

promującym tworzenie kompleksu ligand-DNA jest człon opisujący oddziaływania 

hydrofobowe, ∆Ghyd (13). Uzyskano empiryczną zależność pozwalającą oszacować 

wartość ∆Ghyd dysponując wartością pojemności cieplnej [128]: 

phyd CG  )1080(
        

(13) 

 Znajomość wszystkich członów składających się na całkowitą zmianę entalpii 

swobodnej pozwala ocenić, który fragment struktury związku odpowiada za jego zdolność 

do oddziaływania z DNA, a co za tym idzie za jego aktywność biologiczna. Taka 

informacja może być użyteczna dla racjonalnego projektowania nowych leków [129]. 
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II.4. Agregacja związków organicznych w roztworach wodnych 
 
 Zjawisko agregacji jest to proces tworzenia się zorganizowanych struktur 

przestrzennych o różnych rozmiarach z pojedynczych cząsteczek. Agregacja jest zwykle 

wynikiem oddziaływań zachodzących pomiędzy składnikami układu takich jak: 

 siły van der Waalsa, 

 wiązania wodorowe, 

 oddziaływania elektrostatyczne, 

 oddziaływania typu π- π, 

oraz pochodnych tych oddziaływań. 

 Samoistna asocjacja związków organicznych jest bardzo ważnym zjawiskiem 

obserwowanym w różnych zagadnieniach chemicznych i fizykochemicznych, takich jak: 

znakowanie materiału biologicznego, chemia fotografii [130,131,132]  

oraz w przypadku cząsteczek o znaczeniu biologicznym takichjak cząsteczki leków [133]. 

Jest to również jeden z podstawowych modeli wielu różnorodnych procesów 

molekularnych takich jak: tworzenie form micelarnych przez związki amfifilowe,  

oraz wiązanie się małych cząsteczek z makromolekułami. Przykładowo zjawisko wiązania 

kooperatywnego obserwowane w systemach amfifilowych oraz białkach, jest 

zapoczątkowywane przez asocjację wiążących się do makromolekuły ligandów 

[134,135,136,137]. Aktualnie prowadzi się bardzo dużo badań związanych  

z samoagregacją związków. Zwłaszcza opis termodynamiczny oraz kinetyczny reakcji 

agregacji jest bardzo cenny w zrozumieniu oddziaływań jakie zachodzą pomiędzy 

molekułami. Opis taki umożliwia również opracowanie mechanizmu procesu 

samoasocjacji. 

Jedną z technik, która umożliwia wyznaczenie parametrów termodynamicznych 

reakcji (np. stałej agregacji) jest spektrofotometria absorpcyjna, jeżeli widma absorpsyjne 

monomeru i dimeru różnią się. W takim przypadku dla większości długości fal nie jest 

spełnione prawo Lamberta-Beera, a zależność pomiędzy absorbancją a stężeniem 

całkowitym badanego związku przyjmuje formę nieliniową. Widma substancji ulegających 

dimeryzacji lub tworzących większe asocjaty przedstawione w skali ekstynkcji molowej 

stają się zależne od stężenia. Ze wzrostem stężenia badanej substancji zazwyczaj zmienia 

się wysokość maksimum absorpcji (występuje efekt hypochromowy, czyli obniżenie 

maksimum widma) oraz ulega ono przesunięciu w kierunku fal dłuższych (efekt 

batochromowy) lub krótszych (efekt hipsochromowy). Wyznaczenie całkowitego stężenia 
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substancji na podstawie pomiarów spektrofotometrycznych jest wtedy możliwe jedynie  

w punktach izosbestycznych.  

Samoistna agregacja związków może stanowić istotny problem w interpretacji 

wyników oddziaływania ligandu z DNA. Podczas śledzenia oddziaływania ligand/DNA 

mamy zwykle do czynienia z układem monomer-DNA. Jeśli cząsteczki związku agregują, 

w roztworze pojawiają się ich dodatkowe formy, a tym samym dochodzi do wzrostu 

komplikacji badanego układu : monomer-agregat (dimer, trimer, tetramer,…, agregat) -

 DNA. Dodatkowo agregacja ma wpływ na efektywne stężenie wolnego ligandu  

w roztworze (wielkość L we wzorach (5) i (6)). Przy badaniu oddziaływania agregującego 

ligandu z DNA metodami spektroskopowymi, w otrzymanym widmie obserwuje się 

dodatkową formę spektralną, która powoduje komplikacje w interpretacji wyników. Inną 

metodą stosowaną do śledzenia oddziaływań ligand/DNA jest izotermiczna kalorymetria 

miareczkująca ITC. W metodzie tej stężenie ligandu w strzykawce może być na tyle 

wysokie, że niektóre związki mogą występować w formie zagregowanej. Podczas takiego 

miareczkowania oprócz tradycyjnego egzotermicznego oddziaływania związku z DNA 

pojawia się dodatkowy efekt cieplny związany z endotermiczną deagregacją związku.  

W ramach eksperymentu mamy więc do czynienia z dwoma równolegle zachodzącymi 

procesami termicznymi, co może powodować niewłaściwą interpretację wyników. 

Dlatego, z wyżej wymieniony powodów konieczne staje się uwzględnieni procesu 

agregacji i deagregacji przy analizie wyników oddziaływania ligand/DNA.   

Agregacja jest zazwyczaj procesem wieloetapowym, dlatego też opis 

matematyczny jest dosyć skomplikowany. Poniżej zostaną omówione typowe, uproszczone  

modele stosowane do opisu tego procesu.  

II.4.1. Dimeryzacja 
 

Najprostszym przykładem agregacji jest dimeryzacja.  

 Proces dimeryzacji można zapisać za pomocą następującego równania: 

 M + M D        (14) 

Na jego podstawie można zdefiniować stałą dimeryzacji KD jako: 

KD = [D]/[M]2        (15) 

Oznaczając odpowiednio przez Cm, Cd i Ct stężenie monomeru ([M]), stężenie 

dimeru ([D]) oraz stężenie całkowite związku, z bilansu liczby cząsteczek wynika, że:  

         (16) dmt CCC 2
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Wówczas wzór (15) przyjmie postać: 

 22 m

mt
D C

CC
K




        (17)
 

lub przy użyciu ułamka molowego monomeru (xm): 

22
1

mt

m
D xC

x
K




        (18)
 

Są to równania kwadratowe ze względu na Cm lub xm. Można je również zapisać w postaci 

[138]: 

02 2
 tmmD CCCK  lub 012 2

 mmtD xxCK    (19) 

Korzystając z prawa addytywności można przyjąć, że całkowita absorbancja roztworu (At) 

dla danej długości fali równa się sumie absorbancji poszczególnych składników roztworu, 

w tym wypadku monomeru (Am) i dimeru (Ad) [139]: 

         (20) 

Korzystając zaś z prawa Lamberta-Beera dla drogi optycznej równej 1 cm można 

przekształcić powyższy wzór do postaci: 

     (21)
 

    (22)
 

gdzie dla określonej długości fali t, m, d to współczynniki ekstynkcji molowej 

odpowiednio mierzonej próbki, monomeru i dimeru (w tym przypadku stężenie dimeru 

liczone jest w jednostkach monomeru). 

Wyliczając Cm z równania (19) i wstawiając do równania (22) otrzymujemy: 
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Granice tego wyrażenia przy Ct dążącym do 0 (maksymalnie rozcieńczony roztwór,  

w którym występuje tylko monomer) oraz do   (nieskończenie stężony roztwór, gdzie 

związek występuje tylko w formie dimeru) wynoszą odpowiednio m oraz d. 

         (24) 

  d
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Pozwala to wyznaczyć widmo monomeru przez ekstrapolację zależności t(Ct) do Ct→0 
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(przecięcie wykresu z osią Y) dla każdej długości fali. Nie jest jednak możliwe 

zastosowanie ekstrapolacji do wyliczenia widma dimeru, głównie dlatego, że nie wiadomo, 

czy w bardzo wysokich stężeniach nie zachodzą dalsze procesy agregacji. 

 

Stałą dimeryzacji KD można wyznaczyć różnymi sposobami. W pierwszym z nich, 

opracowanym przez Schwarza [140] i współpracowników, wykorzystuje się połączone 

wzory (17) i (22) przekształcone do postaci liniowej: 

   tm
dm

D
dm

dm

D

t

tm KK
C
















 22    (26) 

Wykres zależności 
t

tm

C
   od  tm    przecina oś poziomą w punkcie o wartości 

 dm   , zaś współczynnik nachylenia prostej równy jest 
dm

DK
 


2 . W metodzie tej 

nie jest niezbędne wyznaczanie ani widma monomeru ani widma dimeru. Wartości  

Kd wyznaczone tą metodą będą obarczone najmniejszymi błędami dla tych długości fal,  

dla których istnieją największe różnice pomiędzy widmami absorpcyjnymi formy 

monomerycznej i zasocjowanej (wyrażone w skali ekstynkcji molowej). 

 
 Zgodnie z drugim sposobem [141], należy najpierw wyznaczyć ekstynkcję molową 

monomeru mprzez ekstrapolację zależności t= f(Ct) do Ct=0. Wzór (23) można 

przekształcić do postaci pozwalającej na wyznaczenie współczynnika ekstynkcji molowej 

dimeru: 
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       (27) 

Można teraz na drodze obliczeń numerycznych dobrać taką wartość KD by suma 

kwadratów różnic  SKR, pomiędzy wartością średnią d i wartościami dla poszczególnych 

stężeń był jak najmniejsza. 

  



n

i
tidd CSKR

1
       (28) 

 tid C  - współczynnik ekstynkcji molowej dimeru obliczony ze wzoru (27) dla  

i-tego stężenia Ct, d - średnia z wartości  td C . 
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Stała równowagi procesu dimeryzacji powiązana jest ze zmianą entalpii swobodnej 

reakcji, którą można określić wykorzystując równanie Gibasa: 

∆G0= - RTlnKD         (29) 

gdzie: ∆G0 - jest zmianą standardowej entalpii swobodnej, 

 R – stała gazowa, 

 T – temperatura bezwzględna. 

Zmiana standardowej entalpii swobodnej procesu dotyczy sytuacji gdy stężenia 

wszystkich indywiduów biorących udział w procesie są sobie równe i wynoszą 1 mol/l. 

Jeżeli proces, np. dimeryzacji, przebiega przy innych stężeniach to obowiązuje bardziej 

rozbudowany wzór:  

∆G = - RTlnKD + RTln ([D])/[M]2)      (30) 

Zmiana entalpii swobodnej procesu zależy od 2 czynników:  

 - zmiany standardowej entalpii swobodnej, która jest charakterystyczna dla danego 

procesu  

 - rzeczywistych warunków przebiegu procesu, a w szczególności od stężeń 

indywiduów chemicznych biorących udział w procesie.  

Tak więc o kierunku przebiegu procesu decyduje zmiana aktualnej, a nie standardowej 

entalpii swobodnej.  

II.4.2. Trimeryzacja 
 

Dimeryzacja jest najprostszym przykładem agregacji. Trochę bardziej 

skomplikowanym przypadkiem jest proces łączenia się trzech cząsteczek - trimeryzacja. 

Zjawisko trymeryzacji [142] można opisać w dwojaki sposób: jako reakcję jednoetapową, 

w której trzy cząsteczki spotykają się i łącza w nową formę – trimer. Jednoczesne 

spotkanie się 3 cząsteczek, czyli tzw. zderzenie trójcentrowe, jest z punktu widzenia 

termodynamiki statystycznej zdarzeniem bardzo mało prawdopodobnym. Dużo bardziej 

prawdopodobny jest ciąg zdarzeń polegający na utworzeniu najpierw dimeru [D],  

a w kolejnym etapie utworzeniu trimeru [T] na skutek przyłączenia kolejnej cząsteczki 

monomeru [M]:  

  2M = D   

  M + D = T          (31) 

W procesie tym występują dwie stałe równowagi: stała dimeryzacji Kd (pierwsze 

równanie) i stała przyłączenia monomeru Km (drugie równanie). Można jednak założyć,  
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że stałe te są sobie równe i traktuje się je jako stałe agregacji KA. Stężenie dimeru oraz 

trimeru można wtedy wyrazić jako:  

[D] = KA[M]2         (32) 

[T] = KA[M][D] = KA
2[M]3       (33) 

Wykorzystując następnie wzór na ogólne stężenie związku: 

C = [M] + 2[D] + 3[T] = [M] + 2KA[M]2 + 3 KA
2[M]3   (34) 

logarytmując równanie (34), można z wykresu zależności logC = f(log[M]) wyznaczyć 

stałą agregacji związku, KA. 

II.4.3. Agregacja nieograniczona 
 

W wielu przypadkach proces agregacji nie zatrzymuje się na etapie małych 

agregatów (dimerów, trimerów, itp.), lecz tworzy się całe spektrum agregatów [143,144]. 

Opis matematyczny takiego procesu jest bardziej skomplikowany.  

Najprostszy model nieograniczonej agregacji zakłada etapowy przebieg tego 

procesu, w którym cząsteczki monomeru dołączają się do większych tworów, z założeniem 

jednakowej stałej agregacji: 

M + M = D = A2  A2 = KAM2 

M + A2 = T = A3  A3 = KAA2M = KA
2M3

 

M + A3 = A4   A3 = KAA3M = KA
3M4 

…    … 

M + An-1 = An   An = KA
n-1Mn     (35) 

…    … 

Wykorzystując równanie (35) można następnie określić bilans cząsteczkowy c oraz: 

c = M + 2KAM2 + 3KA
2M3 + … + nKA

n-1Mn + …    (36) 

oraz molowy z:  

z = M + KAM2 + KA
2M3 + … + KA

n-1Mn + …    (37) 

Równanie (35) definiuje tzw. funkcję podziału, z. 

 W przypadku bilansu molowego mamy do czynienia z szeregiem geometrycznym  

o ilorazie q = KAM, oraz pierwszym wyrazie a1 = M. Bilans molowy można więc 

przekształcić do wzoru: 

MK
Mz

A


1
         (38) 



Część Teoretyczna 

42 
 

Suma ta ma skończoną wartość w przypadku gdy 1q , a więc  

KAM<1  M<1/KA. Zależność ta pokazuje, że stężenie monomeru nie rośnie 

nieograniczenie, jak w przypadku dimeryzacji czy trymeryzacji, lecz istnieje jego 

graniczna wartość MMC = 1/KA, (ang. Maximal Monomer Conentration, MMC). 

Bilans cząsteczkowy można wyznaczyć korzystając z zależności między stężeniem 

całkowitym c a funkcją podziału z: 

M
zMc




          (39) 

Wstawiając równanie (38) do równania (39) otrzymujemy równanie (40): 

 
 2

AA MK1
M

MK1
M

M
Mc















       (40) 

Średni stopień agregacji można opisać zależnością (39). W momencie, gdy stężenie 

monomeru M dąży do granicznej wartości MMC, wartość mianownika w tym równaniu 

dąży do 0. Oznacza to, że w tym przypadku stopień agregacji dąży do nieskończoności.   

 

  MKMMK
MKM

z
cv

AA

A









1
1

1
1

2       (41) 

Nie zawsze jednak założenie, że stałe wartości agregacji mają identyczne wartości 

jest prawdziwe. Często mamy do czynienia z reakcją dwuetapową, w której początkowo 

łączą się ze sobą dwa monomery tworząc dimer, a w kolejnych etapach agregują już nie 

pojedyncze cząsteczki (monomery), lecz dimery [145,146]. Zwykle w tego typu reakcjach 

w układach biologicznych obserwuje się tendencję, gdzie stała równowagi pierwszego 

etapu (dimeryzacji) jest dużo większa niż następne. Model takiego procesu można 

przedstawić następująco: 

M + M = D  D = KDM2 

D + D = A2  A2 = KAD2 = KAKD
2M4

 

D + A2 = A3  A3 = KAA2D =  KA
2KD

 3M6 

…    … 

D + An-1 = An  An = KA
n-1KD

 nM2n     (42) 

…   … 

Funkcję podziały tego procesu możemy zapisać następująco: 

z = M + KDM2 + KAKD
2M4 + KA

2KD
3M6 … + KA

n-1Mn + …  (43) 

 Podobnie jak w reakcji nieograniczonej agregacji etapowej, począwszy od drugiego 

wyrazu wyrażenia (43) mamy do czynienia z szeregiem geometrycznym o ilorazie  
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q = KAKDM, oraz pierwszym wyrazie a1 = KDM2. Funkcje podziału można więc 

przekształcić do wzoru: 

2

2

1 MKK
MKMz

DA

D


        (44) 

Z warunku skończonej sumy szeregu geometrycznego również przy agregacji 

dimerów pojawia się MMC wynosząca odpowiednio: 

DAKK
MMMC          (45) 

Oszacowanie stałych KD oraz KA wymaga zastosowania numerycznego 

dopasowania krzywej do danych doświadczalnych. 

Całkowite stężenie związku można wyznaczyć na podstawie zależności (39): 

 21
2

MKK
MKM

M
zMc

DA

D







       (46) 

Dla związków powierzchniowo czynnych stosuje się nieco odmienny model 

agregacji zwany agregacja micelarną [147]. Model ten zakłada jeden etap agregacji,  

w którym n cząsteczek monomeru tworzy agregat zwany micellą:  

nM = A         (47) 

ze stałą agregacji KA
n . Stężenie micelli można wtedy określić z zależności:  

A = KA
nMn         (48) 

natomiast całkowite stężenie związku wynosi:  

c = M + nA = M + n KA
nMn       (49) 

Po zlogarytmowaniu tej zależności otrzymujemy:  

logc = logM + log (1+KA
n Mn-1)       (50) 

 

Jednoznaczne odróżnienie agregacji micellarnej dla n większego niż kilkanaście od 

agregacji nieograniczonej jednoetapowej i dwuetapowej jest w zasadzie niemożliwe. 

Wynika to po pierwsze z faktu występowania nieuniknionych błędów pomiarowych.  

Po drugie, należy pamiętać, że wszystkie 3 modele są tylko przybliżonymi modelami 

rzeczywistego procesu agregacji w którym upraszczające założenia poczynione przy 

konstruowaniu modeli nie muszą być spełnione.  
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III. ZAŁOŻENIA I CEL PRACY 
 
 W Katedrze Technologii Leków i Biochemii Wydziału Chemicznego Politechniki 

Gdańskiej prowadzone są poszukiwania nowych związków o właściwościach 

przeciwnowotworowych. W kręgu zainteresowań znajdują się między innymi pochodne 

akrydyny. Akrydynanależy do grupy policyklicznych związków heteroaromatycznych,  

a jej pochodne wykazują szeroki zakres aktywności biologicznej obejmujący aktywność 

przeciwpierwotniakową, przeciwbakteryjną, przeciwwirusową i przeciwnowotworową. 

Pochodne akrydyny o działaniu przeciwnowotworowym wykazują zróżnicowany 

mechanizm działania na poziomie molekularnym. Z uzyskanych dotychczas danych 

wynika, że etap tworzenia fizykochemicznych kompleksów z DNA wydaje się być 

niezbędny dla aktywności biologicznej badanych pochodnych, ponieważ umożliwia 

dostatecznie bliski kontakt tych związków z DNA. 

 Poważnym utrudnieniem w badaniach nad oddziaływaniami pochodnych akrydyny 

z DNA jest fakt, że związki te wykazują silną tendencję do agregacji w roztworach 

wodnych.  

 Celem niniejszej pracy doktorskiej jest opracowanie procedury badawczej  

i sposobu opracowywania wyników doświadczalnych, które łącznie pozwoliłyby na 

wyznaczenie parametrów termodynamicznych procesu oddziaływania z DNA 

związków ulegających agregacji w roztworach wodnych. Zakres tego zagadnienia 

obejmował wykonanie pomiarów spektrofotometrycznych oraz mikrokalorymetrycznych 

dla sześciu, różnie podstawionych cząsteczek akrydyny.  

Do swoich badań wybrałam 5 analogów przeciwnowotworowego imidazoakrydonu  

C-1311, syntetyzowanego w Katedrze Technologii Leków i Biochemii i znajdującego się 

obecnie po drugim etapie badań klinicznych oraz związek referencyjny: proflawinę. Proces 

agregacji badanych związków oraz ich oddziaływanie z DNA zamierzałam badać 

wykorzystując spektroskopię absorpcyjną w zakresie widzialnym oraz izotermiczną 

mikrokalorymetrię miareczkową ITC. Do analizy uzyskanych danych doświadczalnych 

wykorzystane zostaną różnorodne modele fizykochemiczne pozwalające opisać proces 

oddziaływania badanych związków na poziomie molekularnym. Szczególnie interesujące 

wyniki spodziewam się uzyskać dzięki bezpośrednim pomiarom wielkości 

termodynamicznych techniką ITC [148,149]. Ważna może okazać się informacja na temat 

tego, jakie człony składają się na całkowitą zmianę entalpii swobodnej związanej  

z tworzeniem kompleksów z DNA. Na tej podstawie będzie możliwe ustalenie, które 
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fragmenty struktury badanych związków odpowiadają za ich zdolność do oddziaływania  

z DNA.  

Podczas realizacji głównego celu mojej pracy doktorskiej możliwe będzie zbadanie 

i wyjaśnienie szeregu nieznanych dotychczas właściwości badanych związków, takich jak: 

 określenie rodzaju procesu samoagregacji pochodnych imidazoakrydonu  

 roztworach wodnych, 

 określenie wpływu siły jonowej oraz temperatury na agregację wybranych 

imidazoakrydonów  

 określenie wpływu siły jonowej oraz temperatury na oddziaływanie wybranych 

pochodnych z DNA, a tym samym ocenę znaczenia oddziaływań 

elektrostatycznych w tworzeniu się kompleksów 

 wykrycie ewentualnych różnic jakościowych w mechanizmie niekowalencyjnego 

oddziaływania badanych związków z DNA w buforach o różnej sile jonowej 
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IV. CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 

IV.1. Materiały 
 

W badaniach wykorzystano 5 pochodnych imidazoakrydonu oraz barwnik 

akrydynowy – proflawinę jako związek referencyjny. Symbole, nazwy systematyczne oraz 

struktury chemiczne stosowanych związków przedstawiono w Tabeli 1. 

 
Tabela 1. Nazwy i struktury chemiczne badanych związków. 

Związek Wzór strukturalny Nazwa systematyczna 

proflawina 
N NH2NH2  

 
3,6-diaminoakrydyna 

 

C-1330 

 

N
N

O

O

NH (CH2)2 N CH3
CH3CH3

 

8-metoksy-5-
[(dietyloaminoetylo)amino]imidazo 

[4,5,1-de]akrydyn-6-on 

C-1415 

 

N
N

O NH (CH2)2 N CH3
CH3

 

5-[(dietyloaminoetylo)amino] 
imidazo[4,5,1-de]akrydyn-6-on 

C-1212 

 

N
N

O NH (CH2)3 N
CH3

CH3

 

5-[(dimetyloaminopropylo)amino] 
imidazo[4,5,1-de]akrydyn-6-on 

C-1371 

 

N
N

O NH (CH2)3 N
CH3

CH3OH

 
 

8-hydroksy-5-
[(dimetyloaminopropylo)amino] 
imidazo[4,5,1-de]akrydyn-6-on 

C-1492 

 

N
N

O NH (CH2)5 N
CH3

CH3OH

 

8-hydroksy-5-
[(dimetyloaminopentylo)amino] 
imidazo[4,5,1-de]akrydyn-6-on 
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IV.2. Odczynniki chemiczne i biochemiczne 
 Kwas dezoksyrybonukleinowy, DNA z grasicy cielęcej (calf thymus, ct DNA) – 

Sigma Chemical Company, St.Louis, MO, USA, 

 NaCl – Chempur, Piekary Śląskie, Polska 

 Hepes – Serva  Feinbiochemica Heidelberg, Nowy Jork, USA 

 EDTA – Sigma Chemical Company, St.Loius, MO, USA 

IV.3. Roztwory wyjściowe 
 Roztwór DNA przygotowywano w buforze i przechowywano w temperaturze -4C 

 Roztwory badanych związków przygotowywane były bezpośrednio przed analizą 

poprzez rozpuszczenie związku w odpowiedniej ilości buforu. 

 5 mM bufor Hepes o składzie:1 mM EDTA, pH 7,  oraz różnej zawartości chlorku 

sodu (5 mM NaCl, 25 mM NaCl, 50 mM NaCl, 75 mM NaCl, 100 mM NaCl, 

125 mM NaCl, 150 mM NaCl, 200 mM NaCl, 250 mM NaCl, 300 mM NaCl). 

IV.4. Aparatura 
Pomiary absorpcji światła zostały wykonane przy użyciu Spektrofotometru UV-Vis 

Perkin Elmer,  45. Do pomiarów mikrokalorymetrycznych wykorzystano Izotermiczny 

Mikrokalorymetr Miareczkujący firmy Calorimetry Sciences Corp,  model Nano – ITC III 

CSC 5300. Ponadto w trakcie analizy korzystano z wagi analitycznej, vortexu oraz  

pH-metru. 

IV.5.  Stosowane metody 

IV.5.1. Pomiar stężenia kwasu nukleinowego 
Stężenie kwasu dezoksyrybonukleinowego oznaczałam metodą spektrofotometryczną 

z wykorzystaniem znanych wartości ekstynkcji molowej DNA oraz prawa  

Lamberta-Beera: 

clA            (51) 

gdzie: A– absorbancja przy danej długości fali wyrażonej w nanometrach  

 –  współczynnik ekstynkcji molowej przy danej długości fali  

 c – stężenie molowe 

 l – długość drogi optycznej wyrażonej w centymetrach.   
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Dla DNA z grasicy cielęcej mierzona była absorbancja przy długości fali 

 = 260 nm, odpowiadający tej długości fali współczynnik ekstynkcji molowej wynosi 

(360) = 6600 M-1cm-1 [150] (stężenie podane jest w molach zasad na objętość, dlatego  

w przypadku dwuniciowych kwasów nukleinowych uzyskaną wartość stężenia należy 

podzielić przez dwa, by uzyskać stężenie w molach par zasad na objętość). Wszystkie 

próbki kwasów nukleinowych do pomiaru były przygotowywane wg zaleceń dostawców, 

tak by była zachowana struktura dwuniciowa. 

IV.5.2. Spektrofotometryczne badania stanu pochodnych akrydyny w 
roztworach wodnych 
 

Pomiary spektrofotometryczne wykonane zostały przy użyciu Spektrofotometru 

UV-Vis Perkin Elmer,  45 w zakresie długości fal 600 – 350 nm. Kolejne roztwory 

związków przygotowywane były bezpośrednio przed pomiarem wykorzystując metodę 

rozcieńczeń seryjnych. Jako odnośnik stosowany był bufor Hepes z odpowiednią 

zawartością chlorku sodu (5 i 150 mM NaCl). Wyniki rejestrowano w formie cyfrowej  

z gęstością próbkowania 1 nm. Stosowano kuwety o długości drogi optycznej  

2; 1; 0,5 i 0,1 cm dobrane odpowiednio w zależności od badanych stężeń związku.  

IV.5.3. Analiza zestawów widm pochodnych akrydyny w roztworach wodnych 
 

Wartość ekstynkcji molowej uzyskanych widm wyznaczana była z wykorzystaniem 

prawa Lamberta-Berra (punkt IV.5.1.). Utworzona w ten sposób macierz Z, złożona  

z n wierszy (długości fal) i m kolumn (widma uzyskane dla kolejnych stężeń związku) była 

poddawana analizie przy użyciu technik chemometrycznych. Zastosowano metodę 

głównych składowych PCA [151] (ang. Principal Component Analysis) oraz numeryczną 

dekompozycję widm [152]. 

Każde z widm poddano standaryzacji (autoskalowaniu) zgodnie z poniższym 

wzorem: 

j

jij
ij

s
w






         
(52) 

gdzie: sij – molowy współczynnik ekstynkcji dla i-tej długości fali j-tego widma 

 j – wartość średnia molowych współczynników ekstynkcji j-tego widma 

j – odchylenie standardowe molowych współczynników ekstynkcji j-tego widma 

uzyskując w efekcie znormalizowaną macierz Z.  
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Widmo po autoskalowaniu potraktować można jako wektor o długości 

jednostkowej. Zestaw widm tworzy pęk wektorów o wspólnym początku w k–wymiarowej 

hiperprzestrzeni, gdzie k jest liczbą form spektralnych obecnych w analizowanych 

próbkach. Pęk wektorów zarejestrowanych widm ograniczony jest wektorami 

reprezentującymi widma czystych składników. 

Końce wektorów autoskalowanych widm znajdują się przy tym na k–wymiarowej 

hipersferze. Przykład dla mieszaniny dwuskładnikowej (k = 2) pokazano na Ryc. 17A. 

Analiza głównych składowych pozwala ustalić tzw. wymiar wewnętrzny macierzy 

autoskalowanych widm. Jest on równy liczbie istotnych głównych składowych tej 

macierzy. Jeżeli widma form spektralnych nie są nadmiernie skorelowane, to jest on 

jednocześnie równy liczbie form spektralnych obecnych w próbkach. Niestety  

w przypadku, gdy formy spektralne mają bardzo podobne widma, a ma to zwykle miejsce 

w przypadku agregacji, do ustalenia liczby form spektralnych należy zastosować analizę 

widm resztowych. 

Główne składowe i ich ładunki pozwalają na całkowite odtworzenie macierzy 

autoskalowanych widm zgodnie z równaniem: 

Wnm = PnmLnm        (53) 

gdzie:  Pnm – macierz m głównych składowych, 

Lnm  - macierz ładunków. 

 Jeżeli przy odtwarzaniu widm zastosujemy tylko j pierwszych głównych 

składowych to otrzymamy zależność: 

Wnm = PnjLjm + E(j)        (54) 

Macierz E(j) zawiera tzw. widma resztowe rzędu j. Widma resztowe dla kj  mają 

przy tym charakter widm różnicowych. Dopiero dla kj  widma resztowe mają postać 

szumu losowego. Tym samym analiza widm resztowych kolejnych rzędów pozwala 

określić poprawną wartość k. 

Macierz widm Z, można zaprezentować w postaci iloczynu dwóch innych macierzy: 

macierzy składników B, w której kolumny przedstawiają widma czystych form 

spektralnych oraz macierzy X, której kolumny zawierają ułamki molowe poszczególnych 

form. 

W = BX          (55) 

Analiza głównych składowych umożliwia ustalenie ilości niezależnych tworów 

spektralnych oraz pierwszego przybliżenia ich widm, nie pozwala jednakich wyznaczyć 
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poszczególnych tworów, gdyż główne składowe uzyskuje sie przy założeniu ich idealnej 

ortogonalności, co w przypadku widm tworów spektralnych nie jest prawdziwe.  

 

    
Rycina 17. Schemat rozłożenia wektorów widm mieszanin dwuskładnikowych w płaszczyźnie dwóch 

głównych składowych: A) widma autoskalowane, B) widma centrowane. 
 

Końce wektorów centrowanych, ale nie autoskalowanych widm mieszanin 

dwuskładnikowych leżą na jednej prostej (Ryc. 17B). Nie znamy jednak położenia widm 

czystych składników na tej prostej. Dlatego, w celu rozwiązania równania (55) wymagane 

jest zastosowanie techniki określanej mianem iteracyjnej procedury samouzgadniania,  

w skrócie NSD (ang. Numerical SpectrumDecomposition). 

 Skrajne wektory pęku, w1 i wm, mają największe udziały widm form spektralnych 

zgodnie z zależnością: 

w1 = x11f1 + x21f2   x11 ≈1, x21 ≈0    (56) 

wm = x1mf1 + x2mf2   x1m ≈1, x2m ≈0    (57) 

Ponadto, w mieszaninach dwuskładnikowych suma ułamków molowych obu form 

musi być równa 1: 

x11 + x21 = 1         (58) 

x1m+ x2m = 1         (59) 

Z zależności  (57) i (58) można wyznaczyć odpowiednie ułamki molowe x11 i x2m: 

x11 = 1 –  x21         (60) 

x2m = 1 – x1m         (61) 

Po podstawieniu tych ułamków do wzorów (56) oraz (57) otrzymujemy układ 

równań: 

 

 







2212

2111111

1
1

fxfxw
fxfxw

mmm

       (62) 

Układ ten można rozwiązać ze względu na widma czystych form. Przyjmując 

dodatkowe oznaczenia: 

A B 
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11

11


x


         (63) 

11

2


mx

          (64)  

otrzymujemy zależności:  

 
  111

1
1








 mm wwf        (65)  

 
  111

1 1
2








 wwf m        (66) 

Wartości współczynników α i β dobierane są numerycznie podczas dopasowywania 

modelu agregacji nieograniczonej (p. II.4.3.) metodą simpleksów Neldera-Meada 

[153,154]. Uzyskanie optymalnych wartości α i β równoważne jest określeniu widm 

czystych form spektralnych. Umożliwia to rozwiązanie równania macierzowego (55)  

ze względu na ułamki molowe. 

Uzyskane tą metodą ułamki molowe poszczególnych składników w roztworach o różnych 

stężeniach wykorzystałam do wyznaczenia stałej agregacji związku KA. Przekształciłam  

w tym celu wzór (38) (p.II.4.3) uzyskując zależność: 

 
miti

mi
Ai xC

x1
K


         (67) 

gdzie: Cti  - stężenie całkowite związku w i-tym roztworze, 

       xmi - ułamek molowy monomeru obliczony z równania (55). 

Uzyskałam w ten sposób m oszacowań wartości stałej agregacji – po jednym dla każdego  

z roztworów. Następnie obliczyłam wartość średnią i jej odchylenie standardowe. 

IV.5.4.Pomiary mikrokalorymetryczne procesu agregacji 
 

Pomiary mikrokalorymetryczne prowadzone były za pomocą mikrokalorymetru N-ITC 

III, firmy CSC, będącego wyposażeniem laboratorium badawczego Centrum Doskonałości 

„ChemBioFarm”, którego zakup został częściowo sfinansowany z funduszy 

strukturalnych Unii Europejskiej w ramach Sektorowego Programu Operacyjnego – 

Wzrost Konkurencyjności Przedsiębiorstw. 
 W komorze porównawczej znajdowała się woda, zaś w pomiarowej 1,3 ml bufor. 

Wszystkie próbki przed pomiarem były odgazowywane pod próżnią. Za pomocą strzykawki 
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hamiltonowskiej sterowanej komputerowo do komory pomiarowej wprowadzane były 

małe 10 µl objętości roztworu związku o stężeniu: 2mM dla związków C-1330, C-1415,  

C-1212, C-1371, C-1492, oraz 1mM dla proflawiny w założonych odstępach czasu - 300 s. 

Po każdej dodanej porcji związku następował pomiar mocy wymaganej do utrzymania stałej 

temperatury komór. Dane miareczkowania kalorymetrycznego przedstawione są na 

termogramie zależności mocy [μJ*s-1] od czasu [s]. Wykres przedstawia serię pików, które 

odpowiadają kolejnym etapom miareczkowania. Powierzchnia piku jest proporcjonalna do 

efektu cieplnego przemiany. Ciepło procesu deagregacji zostało oszacowane na podstawie 

cyklu następujących doświadczeń [155]: 

1. miareczkowanie buforu roztworem ligandu w buforze, 

2. miareczkowanie buforu buforem (poprawka wynikająca z różnicy temperatur 

pomiędzy titrantem i próbki w komorze). 

Po odjęciu drugiego efektu cieplnego od pierwszego uzyskuje się ciepło procesu. 

Do uzyskanych w ten sposób danych eksperymentalnych dopasowano model 

matematyczny agregacji.   

IV.5.5. Analiza danych mikrokalorymetrycznych agregacji akrydyn 
 

Model matematyczny opracowano zakładając, że mamy do czynienia z agregacja 

nieorganiczoną, przyjmując przy tym, że stałe agregacji na każdym etapie są takie same 

(p.II.4.3): 

 21 MK
Mc

A
         (68) 

Rozwiązując powyższe równanie ze względu na stężenie monomeru otrzymujemy wzór: 

cK
cKcK

M
A

AA
22

4121 
            (69) 

Liczbę moli monomeru można opisać następująco: 

vMn
oM  0                     (70) 

 gdzie: M0 – stężenie monomeru w strzykawce,   

v – objętość nastrzyku, 
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Ciepło molowe reakcji można obliczyć ze wzoru: 

n
nHQ M

                     (71) 

gdzie: ∆H - zmiana entalpii 

 n – całkowita liczba moli 

 Mn  - przyrost moli monomeru w celce pomiarowej 

 Mn  = MV – i
oMn        (72) 

Następnie korzystająć z numerycznego dopadowania danych na zasadzie simpleksu 

szacowana  była stała agregacji oraz ciepło molowe reakcji. 

 

 Wyznaczone parametry termodynamiczne wykorzystano do obliczenia zmiany 

entalpii swobodnej (ΔG) i entropii procesów (ΔS), zgodnie z wzorem: 

 

STHKRTG  ln        (73) 

  gdzie: R – stała gazowa 

   T – temperatura w stopniach Kelwina 

IV.5.6. Pomiary kalorymetryczne oddziaływania ligand-DNA 
 

Analogicznie jak w punkcie IV.5.4. wykonano szereg doświadczeń: 

1. miareczkowanie buforu roztworem ligandu w buforze (poprawka na efekt rozcieńczenia), 

2. miareczkowanie buforu buforem (poprawka wynikająca z różnicy temperatur pomiędzy 

titrantem i próbki w komorze), 

3. miareczkowanie roztworu DNA buforem (poprawka na efekt rozcieńczenia), 

4. miareczkowanie roztworu DNA roztworem ligandu w buforze. 

W analizie danych odejmowałam średnie efekty cieplne miareczkowania buforu buforem, 

oraz roztworu DNA buforem, w ten sposób uzyskałam ciepło reakcji. 

 W komorze porównawczej znajdowała się woda, w pomiarowej bufor bądź roztwór 

DNA w tym buforze, w objętości 1,3 ml. Do komory pomiarowej wprowadzane były,  

za pomocą strzykawki hamiltonowskiej sterowanej programem komputerowym, małe,  

10 µl objętości drugiego odczynnika w założonych odstępach czasu - 300 s. Wszystkie 

próbki przed pomiarem były odgazowywane pod próżnią. 

 Po dodaniu każdorazowo objętości drugiego odczynnika następował pomiar mocy 

wymaganej do utrzymania stałej temperatury między komorami, która następnie 
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przeliczana była na ciepło reakcji. Dane miareczkowania kalorymetrycznego 

przedstawione są na termogramie zależności mocy [μJ*s-1] od czasu [s]. Wykres 

przedstawia serię pików, które odpowiadają kolejnym etapom miareczkowania. 

Powierzchnia piku jest proporcjonalna do efektu cieplnego przemiany. Do uzyskanych  

w ten sposób danych eksperymentalnych dopasowano model oddziaływań. 

IV.5.7. Analiza danych mikrokalorymetrycznych oddziaływania akrydyn z 
DNA 
 

Otrzymane metodą ITC dane eksperymentalne ciepeł oddziaływania ligandów  

z DNA zostały dopasowane do rozwiniętej wersji modelu McGhee i von Hippel [54].  

W modelu tym założono występowanie następujących rodzajów procesów: 

1. wiązanie do liniowej matrycy z wykluczeniem sąsiedztwa zgodnie z równaniem 

McGhee i von Hippel bez uwzględnienia kooperatywności wiązania: 

   

1n

1

1
11

1

)1n1(
)n1()n1(K

L

















        (74) 

 

gdzie: [L] – molowe stężenie wolnego liganda, 1 – gęstość wiązania, czyli średnia liczba 

cząsteczek liganda związana przez jednostkę matrycy (1=[L]T/[M]T, [L]T – stężenie 

molowe związanego liganda, [M]T – ogólne molowe stężenie jednostek matrycy),      

K1 – mikroskopowa stała kompleksowania, n – wielkość miejsca wiązania (ilość jednostek 

matrycy wyeliminowanych jako potencjalne miejsca wiązania, wyrażona w parach zasad). 

2. oddziaływanie elektrostatyczne zagregowanej formy liganda z grupami 

fosforanowymi DNA: 

 
)1( 22

2 


 K
A

         (75) 

gdzie: [A] – molowe stężenie form zagregowanych liganda przeliczone na pojedyncze 

cząsteczki, 2 - gęstość wiązania, czyli średnia liczba cząsteczek liganda związana przez 

zdysocjowaną grupę fosforanową, K2 – mikroskopowa stała wiązania. 

3. deagregację liganda na skutek rozcieńczenia nastrzyku zgodnie ze wzorem (68). 

W celu wyznaczenia parametrów zastosowanego modelu (n, K1, H1, K2, H2, KA i HA) 

zastosowano numeryczne dopasowanie modelu do danych doświadczalnych  

z wykorzystaniem metody simpleksów. 
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Wyznaczone parametry termodynamiczne wykorzystano do obliczenia zmiany 

entalpii swobodnej (ΔG) i entropii procesów (ΔS), zgodnie z wzorem: 

 

 iiii STHKlnRTG        (76) 

  gdzie: i – 1, 2 lub A odpowiednio dla stałej wiązania, monomerów, stałej 

  wiązania agregatów, oraz de agregacji cząsteczek 

R – stała gazowa 

   T – temperatura w stopniach Kelwina 
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V. WYNIKI 
 

W literaturze można znaleźć przesłanki, że niektóre pochodne akrydyny mogą 

agregować w roztworach wodnych [156,157,158]. Dlatego przed przystąpieniem do badań 

fizykochemicznego oddziaływania tych związków z DNA, należało sprawdzić czy 

zjawisko to występuje również w przypadku badanych w tej pracy związków. Agregacja 

stanowi bowiem istotne utrudnienie przy badaniu oddziaływania małocząsteczkowych, 

aromatycznych ligandów z kwasami nukleinowymi. Bez uwzględnienia tego zjawiska opis 

oddziaływania jest zafałszowany i może prowadzić do błędnej interpretacji uzyskanych 

wyników. Jako pierwsze podejście do badania zjawiska agregacji zastosowałam 

chemometryczną analizę widm uzyskanych dla kolejnych stężeń związków. Z danych tych 

ustaliłam liczbę form spektralnych obecnych w roztworach oraz wyznaczyłam stałą 

agregacji związków. Następnie podjęłam próbę termodynamicznej analizy tego zjawiska 

wykorzystując izotermiczną mikrokalorymetrię miareczkową ITC. Korzystając  

z algorytmu opracowanego w trakcie studium, mogłam oszacować wartość stałej agregacji, 

a także zmianę entalpii molowej oraz inne parametry termodynamiczne towarzyszące temu 

procesowi. Analiza ta jest istotna, ponieważ pozwala rozwiązać problem agregacji 

związków wiążących się do DNA. 

 

V.1. Analiza spektroskopowa reakcji agregacji 
  

Badanie przebiegu procesu agregacji badanych związków przeprowadziłam  

w oparciu o spektroskopię absorpcyjną UV-VIS. Serię widma różnych stężeń związków  

w buforze Hepes rejestrowano w zakresie długości fal charakterystycznych dla chromoforu 

akrydynowego (300†550 nm dla proflawiny, C-1330, C-1371 oraz C-1492 i 310-510 nm 

dla pochodnych C-1415 oraz C-1212). Pomiary wykonywane były w kuwetach 

kwarcowych o różnej długości drogi optycznej (2; 1; 0,5 i 0,1 cm). Droga optyczna 

dobrana była odpowiednio w zależności od badanych stężeń związku. Pomiary 

przeprowadzane były w  temperaturze pokojowej przy użyciu spektrofotometru UV-VIS 

Lambda 45, Perkin-Elmer. Metodyka pomiarów została szczegółowo opisana w punkcie 

IV.5.2. 
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V.1.1. Analiza spektroskopowa agregacji proflawiny 
 
Analizę spektroskopową agregacji badanych związków rozpoczęłam od związku 

referencyjnego - proflawiny. Aby sprawdzić, czy barwnik agreguje w buforze z 5 mM 

zawartością NaCl wykonałam za pomocą spektrofotometru UV/VIS serię widm różnych 

stężeń tego związku. Wizualna analiza serii widm pozwoliła mi stwierdzić, iż kształt 

kolejnych widm jest bardzo podobny. Dodatkowo intensywność poszczególnych widm jest 

zbliżona do siebie. Kolejne krzywe przesuwają się w kierunku fal krótszych.  

Kolejnym etapem analizy była standaryzacja widm, (p.IV.5.3, równanie (52)). 

Zestaw widm standaryzowanych został przedstawiony na Ryc. 18. Widać wyraźnie,  

że wraz ze wzrostem stężenia maleje nieznacznie intensywność pasma absorpcji, a jego 

maksimum przesuwa się w kierunku fal krótszych. Dochodzi również do nieznacznej 

zmiany kształtu widm dla wyższych stężeń związku.  

 
Rycina 18.  Zestaw standaryzowanych widm dla proflawiny w roztworze 5 mM NaCl. 

 

Numeryczną analizę widm rozpoczęłam od ustalenia liczby form spektralnych 

obecnych w roztworze. W Tabeli 2 przedstawiam dane uzyskane dzięki zastosowaniu 

programu PCAMAX. Przedstawione poniżej wartości sugerują (Tabela 2), że dwie 

pierwsze główne składowe (wyjaśniające łącznie 99,99 % zmienności) są istotne. 

Wskazuje to, że w roztworze znajdują się dwie formy spektralne: monomer i forma 

zagregowana. 

Podobne wyniki uzyskałam po wnikliwej analizie widm resztowych (Ryc. 19). 

Stwierdziłam obecność dwóch form spektralnych: monomeru i agregatu związku.  



Wyniki 

58 
 

Na widmach resztowych III, IV i V rzędu nie obserwuje się już pasm absorpcyjnych,  

a jedynie szum. 
 

Tabela 2. Zestawienie danych dotyczących głównych składowych uzyskanych z wykorzystaniem 
metody PCA dla proflawiny w buforze z 5 mM NaCl 

 
Główne składowe 

1 2 3 4 5 

wartości własne 9,9827 0,0170 0,0002 0,0001 0,0000 

% informacji 99,83 0,16 0,01 0,00 0,00 

sumaryczny % 99,83 99,99 100,00 100,00 100,00 
 

  

  

 
Rycina 19. Kolejne widma resztowe uzyskane w oparciu o metodę PCA dla proflawiny w roztworze  

5 mM NaCl. 
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Zastosowanie metody samouzgodnienia oraz opracowanego modelu (opisanego  

w Części Doświadczalnej IV.5.3.) dla dwóch form spektralnych pozwoliło mi ustalić 

zawartość molową monomeru oraz formy zagregowanej w poszczególnych roztworach 

związku. Wykres zależności ułamka molowego od logarytmu ze stężenia barwnika 

przedstawiłam na Ryc. 20. W miarę wzrostu stężenia związku w roztworze pojawia się 

więcej formy zagregowanej barwnika, przy czym już w początkowo niskich stężeniach 

mamy do czynienia zarówno z formą monomeru jak i agregatem. Analiza danych  

z wykorzystaniem zależności (67) pozwoliła mi wyznaczyć stałą agregacji, która wyniosła 

KA = (1,044 ± 0,105)*103 [M-1]. 

 
Rycina 20. Zależność ułamka molowego od logarytmu ze stężenia proflawiny dla poszczególnych 

form spektralnych w roztworze z 5 mM zawartością NaCl,  M1,A1 – pierwotne ułamki molowe 
monomeru i agregatu M2,A2 – ułamki molowe monomeru i agregatu po dopasowaniu modelu 

 

Kolejnym etapem badan było zweryfikowanie, czy siła jonowa buforu ma wpływ 

na zjawisko agregacji proflawiny. W tym celu przeprowadziłam analogiczna analizę widm 

spektroskopowych w buforze zawierającym 150 mM chlorku sodu. Zestaw widm 

sporządzonych identycznie jak dla buforu niskosolnego przedstawiony został na Ryc. 21. 

Krzywe widmowe charakteryzują się podobną zmianą intensywności jak w przypadku 

buforu niskosolnego. 
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Rycina 21.  Zestaw standaryzowanych widm dla proflawiny w roztworze 150 mM NaCl 

 

 Analiza metodą PCA oraz wnikliwa obserwacja widm resztowych pozwoliły mi 

stwierdzić, że mamy do czynienia z dwiema formami spektralnymi: monomerem  

i agregatem. 99.99% sumarycznej zmienności jest wyjaśniane przez dwie pierwsze główne 

składowe. Natomiast na widmach resztowych III, IV i V rzędu nie obserwuje się już pasm 

absorpcyjnych, a jedynie szum. Dodatkowo, przy użyciu metody samouzgodnienia 

wyznaczyłam stałą agregacji związku równą KA  = (1,226 ± 0,098)*103 [M-1]. Wartość ta 

nie jest istotnie różna od uzyskanej dla buforu niskosolnego na poziomie istotności 

=0,05. 

Podsumowując spektroskopową analizę agregacji barwnika akrydynowego 

proflawiny mogę stwierdzić, że związek ten ulega agregacji w roztworach wodnych  

w interesującym mnie przedziale stężeń. Metoda NDS pozwoliła określić zawartości 

poszczególnych form znajdujących się w roztworze, dzięki temu możliwe było również 

wyznaczenie stałych agregacji związku. Dla proflawiny, która nie jest związkiem jonowym 

na zjawisko agregacji nie ma wpływu siła jonowa buforu, zarówno w przypadku 

zastosowania buforu nisko- jak i wysokosolnego stała agregacji jest praktycznie taka sama. 

V.1.2. Analiza spektroskopowa agregacji C-1330 
  

 Analogicznie jak dla proflawiny przeprowadziłam analizę dla pochodnej akrydyny 

C-1330 zawierającej grupę metoksylową w pozycji 8 układu akrydynowego oraz 

aminoalkilowy łańcuch boczny w pozycji 5 (budowa związku przedstawiona jest  

w rozdziale IV.1.). Obecna w strukturze związku alifatyczna grupa aminowa na końcu 
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łańcucha bocznego jest w buforze o pH = 7 sprotonowana i nadaje całej cząsteczce 

wypadkowy ładunek dodatni. 

Na Ryc. 22 przedstawiłam zestaw widm standaryzowanych uzyskany dla różnych stężeń 

związku C-1330 w buforze niskosolnym.  

 

 
Rycina 22.  Zestaw standaryzowanych widm dla C-1330 w roztworze 5 mM NaCl 

 

Związek wykazuje silne pasma absorpcji w widzialnym zakresie widma. W widmie 

można zauważyć dwa maksima. Dla najniższego stężenia związku zlokalizowane są one 

przy λ = 371 nm oraz λ = 423 nm. W widmach rzeczywistych występują dwa punkty 

izosbestyczne przy długości fali λ = 383 nm, oraz λ = 431 nm. W celu zidentyfikowania 

liczby tworów spektralnych obecnych w roztworze zastosowałam metodę PCA.  

 

Tabela 3. Zestawienie danych dotyczących głównych składowych uzyskanych z wykorzystaniem 
metody PCA dla pochodnej C-1330 w buforze z 5 mM NaCl 

 
Główne składowe 

1 2 3 4 5 

wartości własne 10,9491 0,0503 0,0006   0,0000 0,0000 

% informacji 99,54 0,45 0,01 0,00 0,00 

sumaryczny % 99,54 99,99 100,00 100,00 100,00 
 

Klasyczna analiza wartości własnych, przedstawiona w Tabeli 3, pokazuje,  

że 99,99% zmienności wyjaśniane jest przez pierwsze dwie główne składowe, co sugeruje, 
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że w roztworze obecne są dwie formy spektralne. Wnikliwa analiza widm resztowych 

(Ryc. 23) potwierdziła, że w roztworze o niskiej sile jonowej występują 2 typy tworów 

spektralnych. 

  

  

 
 

Rycina 23. Kolejne widma resztowe uzyskane w oparciu o metodę PCA dla C-1330 roztworze                      
5 mM NaCl. 

 

Kolejnym krokiem było przeprowadzenie analizy NDS dla 2 form spektralnych, co 

pozwoliło mi oszacować zawartość molową monomeru oraz formy zagregowanej  

w poszczególnych roztworach związku. Wyznaczyłam również stałą agregacji, która 

wyniosła KA = (6,327 ± 0,218)*103 [M-1]. 

Następnie, aby sprawdzić czy na proces agregacji związku C-1330 mają wpływ 

oddziaływania elektrostatyczne przeprowadziłam analogiczne badania w buforze  
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o większej sile jonowej (150mM NaCl). Zestaw widm sporządzonych identycznie jak dla 

buforu o zawartości 5mM NaCl przedstawiony jest na Ryc. 24. W przebiegu kolejnych 

widm związku, podobnie jak w przypadku doświadczeń w buforze niskosolnym, występują 

dwa maksima odpowiednio przy λ = 371 nm oraz λ = 423 nm. Obserwuje się przesunięcie 

batochromowe (przesunięcie maksimum widma w kierunku fal dłuższych) kolejnych widm 

Δλ = 6 nm. W widmach rzeczywistych występują również dwa punkty izosbestyczne (przy 

takich samych długościach fali jak w buforze niskosolnym) sugerujące istnienie dwóch 

form związku w roztworze. 

 
Rycina 24.  Zestaw standaryzowanych widm dla C-1330 w roztworze 150 mM NaCl 

 

Analiza głównych składowych i widm resztowych potwierdziła występowanie 

dwóch form spektralnych, pokazała, że istotne są dwie pierwsze składowe, które 

wyjaśniają 99,99% sumarycznej zmienności. Zastosowanie analizy chemometrycznej, 

zgodnie z procedurą opisaną w p.IV.5.3. pozwoliło na wyznaczenie ułamków molowych 

poszczególnych form spektralnych oraz na uzyskanie widm monomeru i agregatu, których 

charakterystyki spektralne przedstawiłam w Tabeli 4. Wyznaczona stała agregacji wynosi 

KA = (7,669 ± 0,745)*103 [M-1], jest ona istotnie wyższa niż dla związku w buforze 

niskosolnym. Wskazuje to, że ograniczenie odpychania elektrostatycznego jednoimiennie 

naładowanych cząsteczek monomeru poprzez zwiększenie siły jonowej roztworu potęgują 

zjawisko agregacji związku C-1330 w roztworze.  
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Tabela 4. Charakterystyki spektralne monomeru i agregatu pochodnej C-1330 w buforze Hepes  
o 150 mM stężeniu NaCl 

C-1330 λmax [nm] max [M-1cm-1] 

Monomer 422 4028 

Agregat 433 3205 

 

V.1.3. Analiza spektroskopowa agregacji C-1415 
  

 Kolejną analizowaną pochodną akrydyny był związek o nazwie kodowanej C-1415. 

Od C-1330 różni się on brakiem podstawnika w pozycji 8 pierścienia akrydynowego. 

Badanie przebiegu procesu agregacji tego związku przeprowadziłam w oparciu  

o spektroskopię absorpcyjną UV-VIS. Porównanie dwóch zestawów widm odpowiednio 

dla buforu nisko i wysokosolnego przedstawiłam na Ryc. 25.  

Zestaw widm uzyskany dla imidazoakrydonu C-1415 ma odmienny charakter niż w 

przypadku C-1330. W obydwu przypadkach związek wykazuje silne pasma absorpcji 

w widzialnym zakresie widma, jednak w przebiegu widm można zauważyć tylko jedno 

maksimum, dla najniższego stężenia związku pojawia się ono przy długości fali 

λ = 420 nm. W widmach rzeczywistych występują również dwa punkty izosbestyczne przy 

długości fali  λ = 373 nm, oraz λ = 425 nm, co może sugerować, że w roztworze mamy  

do czynienia z dwiema formami spektralnymi. W buforze o wyższej sile jonowej bardziej 

widoczne jest przesunięcie batochromowe widm.  

Analiza PCA oraz analiza widm resztowych sugerują, że mamy do czynienia  

z dwiema istotnymi głównymi składowymi. Zarówno w buforze nisko- jak  

i wysokosolnym występują dwie formy związku: monomer i agregat.  

 Zastosowanie analizy NDS dla 2 form spektralnych, pozwolił mi wyznaczyć 

zawartość molową monomeru oraz formy zagregowanej w poszczególnych roztworach 

związku. Wykres zależności ułamka molowego od logarytmu ze stężenia przedstawiłam  

na Ryc. 26. 
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Rycina 25.  Zestawy widm standaryzowanych pochodnej C-1415 w buforze Hepes: A - 5 mM NaCl   

 i B - 150 mM NaCl, pH=7 
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Rycina 26. Zależność ułamka molowego od logarytmu ze stężenia C-1331415 dla poszczególnych 
form spektralnych w roztworze z 5 mM zawartością NaCl,  M1,A1 – ułamki molowe monomeru 
 i agregatu pierwotne M2,A2 – ułamki molowe monomeru i agregatu po dopasowaniu modelu 

 

 Zastosowanie procedury samouzgodniania widm, pozwoliło mi również na 

uzyskanie widm monomeru i agregatu, które przedstawiłam na Ryc. 27. 

 
Rycina 27.  Widmo monomeru (linia czerwona) oraz agregatu (linia niebieska) uzyskane metodą 

samouzgodnienia dla zestawu widm w buforze Hepes z 5mMNaCl 
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buforu podwyższa stałą agregacji pochodnej C-1415, tak więc i w przypadku tego związku 

oddziaływania elektrostatyczne wpływają istotnie na proces agregacji. 

V.1.4. Analiza spektroskopowa agregacji C-1212 
 

Związek C-1212 jest analogiem C-1415. Różnica w budowie tych dwóch związków 

polega na obecności różnych podstawników w pozycji 5 pierścienia akrydynowego, 

odpowiednio dla C-1212 jest to podstawnik (dimetyloaminopropylo)aminowy, natomiast 

dla C-1415 podstawnik (dietyloaminoetylo)aminowy. Widma tych związków są bardzo 

podobne. Zestawy otrzymanych przebiegów w buforze nisko i wysokosolnym 

przedstawione są na Ryc. 28.  

Dla C-1212 w przebiegu widm występuje tylko jedno maksimum przy długości fali 

λ = 429 nm. W buforze o wyższej sile jonowej bardziej widoczne jest przesunięcie 

batochromowe widm.  

Klasyczna analiza wartości własnych, pokazuje, że 99,99% zmienności wyjaśniane 

jest przez pierwsze dwie główne składowe, co sugeruje, że w roztworze obecne są dwie 

formy spektralne. Wnikliwa analiza widm resztowych potwierdziła, że w roztworach 

obecne są 2 typy tworów. Na widmach resztowych III, IV i V rzędu nie obserwuje się już 

pasm absorpcyjnych, a jedynie szum. 

Zastosowanie analizy chemometrycznej, pozwoliło wyznaczyć ułamki molowe 

poszczególnych form spektralnych, oraz oszacować stałą agregacji. Wartości stałych 

agregacji wynoszą odpowiednio: dla związku w buforze z 5 mM zawartością NaCl 

(4,333 ± 0,246)*103 [M-1], dla 150 mM NaCl (5,163 ± 0,409)*103 [M-1]. Wartości obydwu 

stałych są zdecydowanie wyższe niż dla związku C-1415, co sugeruje, że na zdolność 

pochodnych imidazoakrydonu do agregacji ma wpływ nie tylko budowa części 

aromatycznej, ale również struktura łańcucha bocznego. Podobnie jak dla pochodnej 

C-1415 wzrost siły jonowej buforu podwyższa stałą agregacji związku C-1212. 
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Rycina 28.  Zestawy widm standaryzowanych pochodnej C-1212 w buforze Hepes: A - 5 mM NaCl   

 i B - 150 mM NaCl, pH=7 
 

 

V.1.5. Analiza spektroskopowa agregacji C-1371 
 
 Imidazoakrydon C-1371 jest pochodną związku C-1212 posiadającą dodatkową 

grupę hydroksylową w pozycji 8 pierścienia akrydynowego. Grupa hydroksylowa stwarza 

dodatkową możliwość do tworzenia wiązań między molekułami. Badanie przebiegu 

procesu agregacji tego związku przeprowadziłam analogicznie jak dla poprzednich 

związków. Na Ryc. 29 przedstawiłam zestawy widm odpowiednio dla buforu nisko  

i wysokosolnego. W obydwu buforach widoczny jest wyraźnie efekt batochromowy 

(przesunięcie maksimum widma w kierunku fal dłuższych). 
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Rycina 29.  Zestawy widm standaryzowanych pochodnej C-1371 w buforze Hepes: 

 A - 5 mM NaCl i B - 150 mM NaCl, pH=7 
 

Numeryczną analizę widm C-1371 rozpoczęłam od ustalenia liczby form 

spektralnych obecnych w roztworze. W Tabeli 5  przedstawiam wyniki analizy głównych 

składowych uzyskane dzięki zastosowaniu programu PCAMAX dla zestawu widm 

zarejestrowanych w buforze z 150 mM NaCl. Analogiczne wyniki uzyskałam dla widm 

roztworów w buforze niskosolnym. Wyniki te wskazują, że istotne są jedynie dwie 

pierwsze główne składowe wyjaśniające łącznie 99,99 % zmienności. Podobne wyniki 

uzyskałam po analizie widm resztowych. Sugeruje to występowanie w roztworach C-1371 

jedynie dwóch form spektralnych: monomeru i agregatu związku. 
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Tabela 5. Zestawienie danych dotyczących głównych składowych uzyskanych z wykorzystaniem 
metody PCA dla pochodnej C-1371 w buforze z 150 mM NaCl 

 
Główne składowe 

1 2 3 4 5 

wartości własne 9,9635 0,0350 0,0012 0,0002 0,0000 

% informacji 99,64 0,35 0,01 0,00 0,00 

sumaryczny % 99,64 99,99 100,00 100,00 100,00 
 

Do uzyskanych zestawów widm zastosowałam iteracyjną procedurę 

samouzgodnienia, co pozwoliło wyznaczyć widma form spektralnych (charakterystyki 

widm przedstawione są w Tabeli 6), oszacować wartości ułamków molowych tych form  

w badanych roztworach oraz obliczyć stałe agregacji. Wyznaczone stałe agregacji wynoszą 

odpowiednio: dla 5 Mm NaCl (6,809 ± 0,602)*103 [M-1], dla 150 mM NaCl 

(8,363 ± 0,82)*103 [M-1]. Wartość stałych jest podobna, jak w przypadku pochodnej  

C-1330, co sugeruje, że pochodne akrydyny posiadające w pozycji 5 pierścienia 

akrydynowego polarną grupę hydroksylową łatwiej ulegają agregacji w roztworze 

wodnym, a osłabienie oddziaływania elektrostatycznego w roztworach o dużej sile jonowej 

potęgują to zjawisko.  

 

Tabela 6. Właściwości spektralne monomeru i agregatu pochodnej C-1371 w buforze Hepes  
o 5 mM stężeniu NaCl 

C-1371 λmax [nm] max [M-1cm-1] 

Monomer 433 3533 

Agregat 437 2305 

 

V.1.6. Analiza spektroskopowa agregacji C-1492 
 

 Związek C-1492 jest homologiem pochodnej C-1371 zawierającym dłuższy,  

bo (dimetyloaminopentylo)aminowy łańcuch boczny. Jego widmo (Ryc. 30) posiada dwa 

maksima w zakresie długofalowym (λ = 367 nm oraz λ = 442 nm). W widmach 

rzeczywistych obserwuje się również dwa punkty izosbestyczne (λ = 392 nm oraz 

λ = 463 nm).  
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Rycina 30.  Zestawy widm standaryzowanych pochodnej C-1492 w buforze Hepes: 

 A - 5 mM NaCl i B - 150 mM NaCl, pH=7 
 

Analiza głównych składowych i widm resztowych potwierdziła występowanie  

w zestawach widm jedynie dwóch form spektralnych. Zastosowanie procedury 

samouzgodnienia widm pozwoliło na wyznaczenie ułamków molowych obydwu form 

spektralnych w poszczególnych badanych roztworach oraz oszacowanie stałej agregacji. 

Pozwoliło mi również uzyskać widma monomeru i agregatu, Ryc. 31. Wyznaczona stała 

agregacji wynosi KA = (2,634 ± 0,291)*103 [M-1] dla roztworu z 5 mM NaCl  

i KA = (5,022 ± 0,644)*103 [M-1] dla 150 mM chlorku sodu. W przypadku tej pochodnej 

zwraca uwagę duża różnica między stałymi agregacji, co świadczy o dużym wpływie 

oddziaływań elektrostatycznych na proces agregacji. 
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Rycina 31. Widmo monomeru (linia czerwona) oraz agregatu (linia niebieska) dla związku C-1492 

w buforze zawierającym 5 mM NaCl uzyskane metodą samouzgodnienia widm 
 

  

V.2. Podsumowanie analizy spektroskopowej agregacji pochodnych akrydyny 
  

Analiza spektroskopowa procesu agregacji badanych pochodnych akrydyny 

pokazała, że wszystkie badane związki ulegają agregacji w roztworach wodnych.  

We wszystkich przypadkach dwie pierwsze składowe wyjaśniają ok. 99,99% zmienności,  

a widma resztowe III. IV. i V. rzędu nie wykazują pasm absorpcyjnych, a jedynie 

zmienność losową.  

Porównując uzyskane wartości stałych agregacji dla badanych związków,  

Tab. 7, można stwierdzić, że budowa chemiczna pochodnych imidazoakrydonu ma wpływ 

na wartość stałej agregacji. Związki C-1330 i C-1371, które posiadają podstawnik 

hydroksylowy lub metoksylowy w pozycji 8 układu imidazoakrydonowego oraz krótki 

łańcuch boczny wykazują wyższą stałą agregacji niż ich analogi pozbawione takich 

podstawników (C-1415 i C-1212). Na wartość stałej agregacji ma również wpływ budowa 

i długość łańcucha bocznego w pozycji 5. Np. wydłużenie łańcucha z 3 (C-1371)  

do 5 atomów węgla (C-1492) skutkuje wyraźnym spatkiem stałej agregacji.  

Charakterystyczny jest również wpływ siły jonowej roztworu na wartość stałej 

agregacji. Dla związku referencyjnego, proflawiny, nie posiadającego w pH 7 

wypadkowego ładunku cząsteczki nie stwierdziłam wpływu siły jonowej roztworu na 

wartość stałej agregacji. Wpływ taki występuje jednak dla wszystkich badanych 

pochodnych imidazoakrydonu, których alifatyczna grupa aminowa w łańcuchu bocznym 
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jest sprotonowana w pH 7. Wartości stałych agregacji tych związków są istotnie większe  

w roztworach o wiekszej sile jonowej. Wskazuje to, że na proces agregacji ma wpływ 

odpychanie elektrostatyczne dodatnio naładowanych czasteczek. Te oddziaływania 

elektrostatyczne maleją wraz ze wzrostem siły jonowej roztworu. Charakterystyczne jest 

przy tym, że najwieksza różnica w wartościach stałej agregacji występuje dla pochodnej 

C-1492, w której sprotonowana grupa aminowa jest najbardziej odsunięta od układu 

imidazoakrydynowego. 
 

Tabela 7. Zestawienie oszacowanych stałych agregacji badanych pochodnych w roztworach 
 o różnej sile jonowej 

Związek 
KA *10-3 [M-1] 

5 mM NaCl 150 mM NaCl 

Proflawina 1,044 ± 0,165 1,226 ± 0,098 

C-1330 6,327 ± 0,218 7,669 ± 0,745 

C-1415 1,512 ± 0,077 2,568 ± 0,73 

C-1212 4,333 ± 0,246 5,163 ± 0,409 

C-1371 6,809 ± 0,602 8,363 ± 0,823 

C-1492 2,634 ± 0,291 5,022 ± 0,644 

 

V.3. Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnych akrydyny 

V.3.1. Analiza termodynamiczna procesu agregacji proflawiny 
 

Analizę termodynamiczną rozpoczęłam od badań mikrokalorymetrycznych 

związku referencyjnego proflawiny. Zbadałam wpływ stężenia soli NaCl oraz temperatury 

na zjawisko rozpadu agregatów na pojedyncze cząsteczki na skutek rozcieńczania 

roztworu. Dla każdego badanego układu przeprowadziłam dwie odrębne serie 

doświadczeń, bowiem na zmiany cieplne obserwowane podczas miareczkowania buforu 

roztworem związku składać się mogą efekty cieplne dwóch zachodzących jednocześnie 

procesów: efekt cieplny rozcieńczania roztworu związku buforem oraz efekt cieplny 

rozcieńczania buforu buforem. We wszystkich badanych układach rozcieńczanie buforu 

buforem dawało bardzo małe efekty termiczne, dlatego pominęłam je w dalszych 

rozważaniach.  

Wyniki uzyskane dla rozcieńczania roztworu związku buforem o różnej sile 

jonowej (5 mM NaCl, 25 mM NaCl, 50 mM NaCl, 100 mM NaCl, 125 mM NaCl, 
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150 mM NaCl, 200 mM NaCl, 250 mM NaCl, 300 mM NaCl) w pH 7,0 przedstawiłam na 

Ryc.32. Podczas badań spektroskopowych roztworów proflawiny o różnym stężeniu 

stwierdziłam (p. V.1.1), iż związek ten w wyższych stężeniach ma tendencję do tworzenia 

agregatów. W przypadku badań mikrokalorymetrycznych zaobserwowałam istotny, 

endotermiczny efekt rozcieńczania roztworu związku buforem. Efekt cieplny towarzyszący 

kilku pierwszym nastrzykom roztworu barwnika (w porcjach po 10 l) do naczynka 

pomiarowego zawierającego na początku tylko bufor jest najsilniejszy Jest to związane  

z początkowo prawie całkowitą deagregacją związku. Efekt ten stopniowo maleje i pod 

koniec miareczkowania utrzymuje się na mniej więcej na stałym poziomie. W naczynku 

pomiarowym tworzy się bowiem równowaga pomiędzy formą monomeryczną  

i zagregowaną i pod koniec miareczkowania stopień rozcieńczania jest zdecydowanie 

mniejszy niż na początku. Analizując termogramy rozcieńczania  

w buforach o różnej zawartości soli NaCl można zauważyć, że wraz ze wzrostem siły 

jonowej buforu, obserwujemy nieznaczny wzrost efektów termicznych w początkowej 

fazie doświadczenia (z 5 kJ/mol dla buforu z 5 mM NaCl do 7 kJ/mol dla buforu  

z 200-300 mM NaCl). Wszystkie zarejestrowane termogramy (Ryc. 32) mają charakter 

monotoniczny, co świadczy o zachodzeniu w naczynku pomiarowym tylko jednego 

procesu.  

Na podstawie zmierzonych efektów ciepłnych oraz wykorzystując opracowany 

wcześniej model agregacji (p. VI.5.5.) wyznaczyłam stałą agregacji oraz zmianę entalpii 

towarzyszące temu procesowi w każdym z wyżej zaprezentowanych układów. Zebrane 

wyniki dla wszystkich buforów przestawiłam na Ryc. 33. i w Tab. 8.  

 

Z przedstawionych danych można wnioskować, że siła jonowa buforu nie ma 

wpływu na stałą agregacji proflawiny. Jest to zgodne z wynikiem uzyskanym metodą 

spektroskopową (p. V.1.1). Ujemna wartość zmiany entalpii procesu, ∆H, świadczy o tym, 

że reakcja jest egzotermiczna we wszystkich badanych warunkach. Efekt cieplny wydaje 

się przy tym wzrastać wraz ze wzrostem siły jonowej buforu, przynajmniej w zakresie 

stężenia soli od 25 do 300 mM. 

Zbadałam również wpływ temperatury na przebieg procesu deagregacji proflawiny. 

W temperaturze 35C (Ryc. 34) w przebiegu termogramu obserwujemy praktycznie stały 

efekt endotermiczny, towarzyszący kolejnym nastrzykom. Jest on prawdopodobnie 

związany ze zwykłym rozcieńczaniem miareczkowanego związku. W tej sytuacji 

określenie parametrów termodynamicznych deagregacji było niemożliwe. 
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 32. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o różnej sile jonowej proflawiną  

o stężeniu1 mM, 25°C,  pH 7,0. 
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A 

 

B 

 
Rycina 33. Wykresy zależności: A – logarytmu ze stałej agregacji, B – zmiany entalpii od 
logarytmu ze stężenia chlorku sodu dla proflawiny we wszystkich badanych buforach 

 
 

 
Rycina 34.  Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes proflawiną o stężeniu 1 mM,  

pH 7,0, w temperaturze 35°C. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu barwnika. 
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 Na podstawie uzyskanych danych wyznaczyłam resztę parametrów 

termodynamicznych procesu w każdym z wyżej zaprezentowanych miareczkowań 

(Tabela 8). Agregacji towarzyszy wzrost entropii układu i jest on prawdopodobnie siłą 

napędową tego procesu. Wobec znacznych efektów cieplnych wzrost ten przekłada się na 

spadek entalpii swobodnej. Na podstawie wartości parametrów termodynamicznych 

przedstawionych w Tabeli 8.  stwierdziłam, iż proces rozpadu zagregowanej formy 

proflawiny nie jest zależny od siły jonowej buforu, natomiast podwyższenie temperatury 

do 35C całkowiecie zaburza ten proces. 

 

Tabela 8. Parametry termodynamiczne procesu agregacji proflawiny w buforach o różnym 
składzie. 

Parametry procesu KA*10-3 [M-1] H [kJ/mol] G [kJ/mol] TS [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,10 ± 0,1) (-11,75 ± 1,1) (-17,35 ± 0,09) (5,60 ± 1,2) 

25 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,02 ± 0,09) (-10,25 ± 1,5) (-17,17 ± 0,09) (6,92 ± 1,6) 

50 mM NaCl, 25°C, pH 7 (0,98 ± 0.08) (-9,12 ± 1,0) (-17,09 ± 0,08) (7,96 ± 1,1) 

75 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,0 ± 0,07) (-8,79 ± 0,91) (-17,12 ± 0,07) (8,33 ± 1,0) 

100 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,12 ± 0,11) (-9,36 ± 0,92) (-17,40 ± 0,1) (8,03 ± 1,0) 

125 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,03 ± 0,10) (-10,32 ± 1,2) (-17,20 ± 0,1) (6,88 ± 1,3) 

150 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,32 ± 0,11) (-9,62 ± 1,0) (-17,81 ± 0,08) (8,19 ± 1,1) 

200 mM NaCl, 25°C, pH 7 (0,91 ± 0,1) (-8,21± 0,91) (-16,89 ± 0,1) (8,68 ± 1,01) 

250 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,03 ± 0,09) (-9,22 ± 0,98) (-17,19 ± 0,09) (7,98 ± 1,1) 

300 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,25 ± 0,12) (-10,39 ± 1,0) (-17,67 ± 0,1) (7,30 ± 1,1) 

25 mM NaCl, 35°C, pH 7 (0,12 ± 0,02)  nw nw nw 

nw - nie wyznaczone 

 

V.3.2. Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnej C-1330 

 
 Z badań spektroskopowych pochodnej C-1330 (p. V.1.2) wynika, iż związek  

w wyższych stężeniach ma tendencję do tworzenia agregatów. Badania 

mikrokalorymetryczne przeprowadziłam zgodnie z procedurą opisaną w punkcie IV.5.4. 

Zbadałam wpływ stężenia soli (NaCl) na proces rozpadu agregatów na cząsteczki 
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monomeru. Wyniki uzyskane dla rozcieńczania roztworu związku o stężeniu 2 mM 

buforem o różnej sile jonowej (5 mM NaCl, 25 mM NaCl, 50 mM NaCl, 100 mM NaCl, 

125 mM NaCl, 150 mM NaCl, 200 mM NaCl, 250 mM NaCl, 300 mM NaCl)  

w temperaturze 25°C, pH 7,0 przedstawiłam na Ryc. 35. Efekt cieplny towarzyszący kilku 

pierwszym nastrzykom roztworu związku do buforu z 5 mM NaCl (w porcjach po 10 l) 

jest rzędu 7 kJ/mol. Jest on związany z początkowo silną deagregacją związku. Efekt ten 

stopniowo maleje i na końcu utrzymuje się mniej więcej na stałym poziomie, tworzy się 

bowiem równowaga pomiędzy formą monomeryczną i zagregowaną. Analizując 

termogramy rozcieńczania w buforach o różnej zawartość soli NaCl można zauważyć,  

że wraz ze wzrostem siły jonowej  buforu, obserwujemy wzrost efektu termicznego  

w początkowej fazie doświadczenia (z 7 kJ/mol dla buforu z 5 mM NaCl do 10 kJ/mol dla 

buforu z 300 mM NaCl).  
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 35. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o różnej sile jonowej  

pochodną C-1330 o stężeniu 2 mM, 25°C,  pH 7,0. 
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Zarejestrowane termogramy scałkowałam oddzielnie dla każdego nastrzyku 

uzyskując wartości efektów cieplnych wywołanych przez każdy z nich. Na podstawie 

uzyskanych efektów cieplnych oraz wykorzystując opracowany wcześniej model agregacji 

(p.IV.5.5.) wyznaczyłam stałą agregacji oraz zmianę entalpii towarzyszące temu procesowi 

w każdym z wyżej zaprezentowanych miareczkowań. Przykładowy wynik dopasowania 

modelu do danych eksperymentalnych przedstawiłam na Ryc.36.  

 
Rycina 36. Dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych dla 2 mM C-1330,  

w buforze Hepes, 25 mM NaCl 
 
 

Zebrane wyniki dla wszystkich buforów przestawiłam na Ryc. 37. 

Z przedstawionych danych, można wnioskować, że siła jonowa buforu ma wpływ  

na agregację związku C-1330. Począwszy od buforu z 25 mM chlorkiem sodu do buforu ze 

150 mM NaCl wraz ze wzrostem siły jonowej wzrasta również stała agregacji związku,  

co świadczy o tym, że oddziaływania elektrostatyczne mają wpływ na agregację pochodnej 

C-1330. Dla buforów o wyższej zawartości soli stała agregacji utrzymuje się już na tym 

samym poziomie. Punktem odbiegającym od reszty jest zarówno stała agregacji jak 

i zmiana entalpii dla reakcji w buforze niskosolnym (Rys. 37 A i B). Może być  

to spowodowane obecnością dodatkowych oddziaływań zachodzących w tych warunkach, 

lub inną strukturą związku powstającego agregatu. 

Zbadałam również wpływ zmiany temperatury na przebieg miareczkowania. 

W wyższej temperaturze (35°C) dochodzi do zmiany profilu efektów termicznych, nie ma 

tak bardzo widocznego etapu ustabilizowania się przebiegu. W tej temperaturze nadal 

obserwuje się zjawisko deagregacji związku w czasie miareczkowania. Na podstawie 

termogramów wnioskuję, że proces agregacji pochodnej C-1330 zachodzi również 

w wyższej temperaturze, jednak jest on zdecydowanie słabszy.  
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 Na podstawie uzyskanych danych wyznaczyłam resztę parametrów 

termodynamicznych towarzyszących temu procesowi w każdym z wyżej 

zaprezentowanych miareczkowań (Tabela 9). Agregacji C-1330 towarzyszy 

w temperaturze 25C wyraźny wzrost entropii układu. Jednak sytuacja zmienia się 

w temperaturze 35C: oszacowana wartość zmiany entropii jest praktycznie równa zero. 

Wskazuje to, że w tych warunkach siłą napędową procesu są jedynie efekty energetyczne 

oddziaływań miedzycząsteczkowych. 

 

A 

 

B 

 
 

Rycina 37. Wykresy zależności: A – logarytmu ze stałej agregacji, B – zmiany entalpii  
od logarytmu ze stężenia chlorku sodu dla wszytskich badanych buforów. 

 

 

 

 

3,2

3,3

3,4

3,5

3,6

3,7

3,8

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

lo
gK

log[NaCl]

-20

-18

-16

-14

-12

-10

-8

-6
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0


H

 

log[NaCl]



Wyniki 

82 
 

Tabela 9. Parametry termodynamiczne procesu agregacji pochodnej C-1330 w buforach o różnym 
składzie. 

Parametry procesu KA*10-3 [M-1] H [kJ/mol] G [kJ/mol] TS [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,14 ± 0,01) (-13,75 ± 0,1) (-20,64 ± 0,002) (6,88 ± 0,102) 

25 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,25 ± 0,02) (-9,12 ± 0,6) (-19,13 ± 0,008) (10,1 ± 0,608) 

50 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,38 ± 0,03) (-11,45 ± 0,1) (-19,27 ± 0,08) (7,82 ± 0,18) 

75 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,59 ± 0,01) (-11,75 ± 0,3) (-19,48 ± 0,004) (7,74 ± 0,304) 

100 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,70 ± 0,01) (-12,25 ± 0,4) (-20,36 ± 0,003) (8,11 ± 0,403) 

125 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,57 ± 0,009) (-14,15± 0,15) (-20,27 ± 0,002) (6,12 ± 0,152) 

150 mM NaCl, 25°C, pH 7 (5,15 ± 0,1) (-18,57 ± 0,9) (-21,17 ± 0,001) (2,60 ± 0,901) 

200 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,98 ± 0,02) (-16,13 ±0,12) (-21,09 ± 0,005) (4,96 ± 0,125) 

250 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,15 ± 0,03) (-15,6 ± 0,18) (-20,64 ± 0,01) (5,0 ± 0,19) 

300 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,20 ± 0,01) (-16,3 ± 0,36) (-20,67 ± 0,01) (4,45 ± 0,37) 

25 mM NaCl, 35°C, pH 7 (1,21 ± 0,1)  (-17,5 ± 0,21) (-17,59 ± 0,1) (0,09 ± 0,31) 

 
 

V.3.3. Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnej C-1415 
 

Kolejnym analizowanym związkiem była pochodna C-1415. Dla tego związku 

przeprowadziłam analogiczne doświadczenia mikrokalorymetryczne jak dla związków 

poprzednich. Proces rozcieńczania roztworu tego związku wykazuje silny charakter 

endotermiczny. Jednak efekty cieplne są mniejsze niż dla pochodnej C-1330. Otrzymane 

termogramy przedstawione zostały na Ryc. 38. Analizowałam również wpływ zmiany 

temperatury na przebieg miareczkowania. W wyższej temperaturze (35°C) dochodzi do 

całkowitej zmiany profilu termodynamicznego (Ryc. 39). Nie obserwuje się w ogóle 

efektów cieplnych w początkowej fazie eksperymentu.  
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 38. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o różnej sile jonowej  

pochodną C-1415 o stężeniu 2 mM, 25°C,  pH 7,0. 
 

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-7

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-7

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-7

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0
0 2000 4000 6000 8000

czas [s]

m
oc

 [ m
J/

s]

czas [s] 
czas [s] 

 

 czas [s] 

 czas [s] 



Wyniki 

84 
 

 

 
Rycina 39.  Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes pochodną C-1415 o stężeniu  
2 mM, pH 7,0, w temperaturze 35°C. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu związku. 

 
 

Oszacowane stałe agregacji oraz parametry termodynamiczne przedstawiłam 

w Tabeli 10. Wraz ze wzrostem siły jonowej roztworu wzrasta nieznacznie stała agregacji 

(Ryc. 40). Dla reakcji przy wyższej temperaturze nie udało mi się wyznaczyć stałych 

termodynamicznych ponieważ całkowicie zaburzony został termogram reakcji 

rozcieńczania. Ciepło molowe reakcji oraz stałe agregacji są niższe niż w przypadku 

pochodnej C-1330. 

 
Rycina 40. Wykresy zależności logarytmu ze stałej agregacj od logarytmu ze stężenia 

chlorku sodu dla wszytskich badanych buforów 
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Tabela 10. Parametry termodynamiczne procesu agregacji pochodnej C-1415 w buforach  
o różnym składzie. 

Parametry procesu KA*10-3 [M-1] H [kJ/mol] G [kJ/mol] TS [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,74 ± 0,1) (-9,12 ± 0,1) (-18,49 ± 0,2) (6,88 ± 0,3) 

25 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,70 ± 0,2) (-10,1 ± 0,2) (-19,58 ± 0,06) (10,1 ± 0,26) 

50 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,08 ± 0,6) (-7,23 ± 0,3) (-18,94 ± 0,4) (7,82 ± 0,7) 

75 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,41 ± 0,3) (-9,12 ± 0,8) (-17,98 ± 0,04) (7,74 ± 0,84) 

100 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,20 ± 0,1) (-8,73 ± 0,9) (-19,07 ± 0,3) (8,11 ± 1,2) 

125 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,27 ± 0,08) (- 5,36 ± 0,1) (-19,14 ± 0,1) (6,12 ± 0,2) 

150 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,16 ± 0,1) (-10,89 ± 0,3) (-19,03 ± 0,001) (2,60 ± 0,301) 

200 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,61 ± 0,3) (-8,41 ± 1,0) (-19,50 ± 1,2) (4,96 ± 2,2) 

250 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,91 ± 0,05) (-5,45 ± 0,7) (-18,73 ± 0,3) (5,0 ± 1,0) 

300 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,98± 0,1) (-10,86 ± 0,6) (-18,82 ± 0,2) (4,45 ± 0,8) 

25 mM NaCl, 35°C, pH 7 nw  nw  nw nw 

nw – nie wyznaczone  

V.3.4. Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnej C-1212 
 

Analizę mikrokalorymetryczną pochodnej C-1212 przeprowadziłam analogicznie 

jak powyżej opisaną pochodną. Miareczkowanie wykonałam w dziesięciu buforach 

różniących się stężeniem NaCl. Termogramy przedstawiłam na Rys.41. Proces 

rozcieńczania roztworu tego związku wykazuje silny charakter endotermiczny. Efekt 

cieplny towarzyszący kilku pierwszym nastrzykom związku do buforu z 5 mM NaCl 

(w porcjach po 10 l) jest rzędu 7 kJ/mol. Wzrost stężenia soli w buforze powoduje 

większe efekty termiczne początkowego etapu reakcji odpowiedzialnego za proces 

deagregacji (rzędu 11 kJ/mol dla 200 mM NaCl). Przebieg reakcji w wyższej temperaturze 

ma również charakter monotoniczny, jednak ciepła reakcji są tu znacznie mniejsze.  

Na podstawie uzyskanych efektów cieplnych oraz wykorzystując opracowany 

wcześniej model agregacji (p.IV.5.5) wyznaczyłam stałą agregacji. Zebrane wyniki dla 

wszystkich buforów prezentuję na Ryc. 42. Wyraźnie zauważalny jest wzrost stałej 

agregacji wraz ze wzrostem siły jonowej buforu w przedziale stężeń NaCl  

od 25 do 300 mM. Dla buforu niskojonowego (5 mM NaCl) znowu obserwuje się wyraźne 

odstępstwo od tego trendu.  
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Rycina 41. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o różnej sile jonowej  

pochodną C-1212 o stężeniu 2 mM, 25°C,  pH 7,0. 
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Rycina 42. Wykres zależności logarytmu ze stałej agregacji od logarytmu ze stężenia chlorku 

sodu dla związku C-1212 
 

Oszacowane parametry termodynamiczne procesu agregacji przedstawiłam 

w Tabeli 11. Na uwagę zasługuje spadek entropii procesu w podwyższonej temperaturze. 

 

Tabela 11. Parametry termodynamiczne prcoesu agregacji pochodnej C-1212 w buforach  
o różnym składzie. 

Parametry procesu KA*10-3 [M-1] H [kJ/mol] G [kJ/mol] TS [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,79 ± 0,2) (-14,63 ± 0,2) (-18,57 ± 0,1) (3,94 ± 0,3) 

25 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,05 ± 0,1) (-17,33 ± 0,2) (-17,24 ± 0,08) (-0,09 ± 0,28) 

50 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,47 ± 0,05) (-15,07 ± 0,2) (-18,07 ± 0,2) (2,99 ± 0,4) 

75 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,01 ± 0,3) (-20,33 ± 0,2) (-19,84 ± 0,05) (-0,48 ± 0,25) 

100 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,01 ± 0,2) (-16,2 ± 1,0) (-18,85 ± 0,3) (2,65 ± 1,3) 

125 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,27 ± 0,12) (-12,31 ± 1,3) (-19,15 ± 1,1) (6,84 ± 2,4) 

150 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,33 ± 0,31) (-17,65 ± 0,2) (-20,10 ± 0,09) (2,46 ± 0,29) 

200 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,57 ± 0,32) (-26,59 ± 1,9) (-20,27 ± 0,3) (-6,31 ± 2,2) 

250 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,78 ± 0,18) (-7,11 ± 0,7) (-18,55 ± 1,1) (11,44 ± 1,8) 

300 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,05 ± 0,2) (-15,98 ± 1,2) (-18,89 ± 0,5) (2,91 ± 1,7) 

25 mM NaCl, 35°C, pH 7 (1,1 ± 0,2)  (-6,12 ± 0,1) (-0,24 ± 0,02) (-5,88 ± 0,102) 
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V.3.5. Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnej C-1371 
 

Imidazoakrydon C-1371 jest pochodną związku C-1212 posiadającą dodatkową 

grupę hydroksylową w pozycji 8 pierścienia akrydynowego. Tak dołączona grupa 

hydroksylowa stwarza dodatkową możliwość do tworzenia wiązań między molekułami  

w roztworze. Na Ryc.43. przedstawiłam termogramy uzyskane dla miareczkowań związku 

w buforach o różnej sile jonowej (5 mM NaCl – 300 mM NaCl) w temperaturze 25°C, 

pH 7,0. Dla imidazoakrydonu C-1371 wszystkie miareczkowania mają przebieg 

monotoniczny świadczący o deagregacji związku do buforu. Proces rozcieńczania 

wykazuje silny charakter endotermiczny, przy czym dla kilku początkowych nastrzyków w 

kolejnych buforach jest on rzędu 10 kJ/mol.  

Wszystkie przebiegi są monotoniczne, jednak w przypadku reakcji w podwyższonej 

temperaturze (Ryc. 44 ), można zauważyć wolniejszy efekt końcowej stabilizacji reakcji 

deagregacji. Co można tłumaczyć tym, że podczas całego eksperymentu mamy  

do czynienia z deagregacją związku, a nie jak w przypadku dwóch wcześniejszych 

miareczkowań, gdzie deagregacji zachodziła tylko w początkowej fazie doświadczenia.  

Analizując oszacowane stałe agregacji (Ryc. 45, Tabela 12) można zauważyć,  

że przebieg zmian tego parametru agregacji dla związku C-1371 jest odmienny od 

wcześniej badanych związków. Wraz ze wzrostem stężenia soli w przedziale  

25 mM NaCl – 125 mM NaCl obserwuje się spadek stałej agregacji, natomiast dla 

kolejnych stężeń soli jej wzrost.  
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
 

75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 43. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o różnej sile jonowej  

pochodną C-1371 o stężeniu 2 mM, 25°C,  pH 7,0. 
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Rycina.44.  Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes pochodną C-1371 o stężeniu  
2 mM, pH 7,0, w temperaturze 35°C. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu związku. 

 
 

 
Rycina 45. Wykres zależności logarytmu ze stężenia chlorku sodu od logarytmu ze stałej 

agregacji dla związku C-1371 
 

Uzyskane wartości parametrów termodynamicznych procesu przedstawiłam 

w Tabeli 12. Widać wyraźny wpływ siły jonowej na wartości parametrów, co świadczy 

o tym, że oddziaływania elektrostatyczne mają wpływ na agregację pochodnej C-1371.  

Na uwagę zasługuje zmiana znaku członu entropowego dla roztworów o stężeniu soli 

powyżej 50 mM. Może to tłumaczyć niemonotoniczny przebieg zmian wartości stałej 

agregacji wraz ze wzrostem siły jonowej. 

Natomiast wzrost temperatury pomiaru osłabia zdolność C-1371 do tworzenie agregatów, 

jednak zjawisko to zachodzi. Procesowi agregacji w tych warunkach towarzyszy dodatni 

przyrost entropii (odmiennie niż w temp. 25C), chociaż jest on niewielki. 
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Tabela.12. Parametry termodynamiczne procesu agregacji pochodnej C-1371 w buforach  
o różnym składzie. 

Parametry procesu KA*10-3 [M-1] H [kJ/mol] G [kJ/mol] TS [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,04 ± 0,3) (-21,04 ± 0,1) (-20,58± 0,02) (-0,46 ± 0,12) 

25 mM NaCl, 25°C, pH 7 (5,20 ± 0,5) (-22,42 ± 0,3) (-21,20 ± 0,01) (-1,22 ± 0,31) 

50 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,74 ± 0,3) (-22,95 ± 0,5) (-20,39 ± 0,02) (-2,57 ± 0,52) 

75 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,57 ± 0,09) (-17,24 ± 0,6) (-19,46 ± 0,04) (2,22 ± 0,604) 

100 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,13 ± 0,1) (-13,85 ± 0,7) (-18,99 ± 0,003) (5,14 ± 0,703) 

125 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,17 ± 0,1) (-15,34 ± 1,2) (-19,03 ± 0,001) (3,69 ± 1,201) 

150 mM NaCl, 25°C, pH 7 (5,46 ± 0,4) (-17,88 ± 0,8) (-21,32 ± 0,002) (3,44 ± 0,802) 

200 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,14 ± 0,3) (-11,09 ± 1,0) (-19,95 ± 0,003) (8,85 ± 1,003) 

250 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,41 ± 0,15) (-14,31 ± 0,2) (-20,79 ± 0,05) (6,48 ± 0,25) 

300 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,68 ± 0,3) (-17,32 ± 0,1) (-20,67 ± 0,01) (3,61 ± 0,11) 

25 mM NaCl, 35°C, pH 7 (2,94 ± 0,2)  (-15,2 ± 0,2) (-19,79 ± 0,1) (4,59 ± 0,3) 

 

V.3.6. Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnej C-1492 
 

Kolejną badaną pochodną akrydyny był związek o nazwie kodowanej C-1492.  

Jest to pochodna imidazoakrydonu zawierająca grupę hydroksylową w pozycji 8, lecz 

w pozycji 5 podstawnik (dimetyloaminopentylo)aminowy – zdecydowanie dłuższy niż 

w pozostałych pochodnych. Badania mikrokalorymetryczne przeprowadziłam zgodnie 

z procedurą opisaną w punkcie IV.5.4. Wyniki uzyskane dla rozcieńczania roztworu 

związku buforem o różnej sile jonowej przedstawiłam na Ryc. 46. Dla wszystkich 

badanych buforów profile mają przebieg monotoniczny, co świadczy o początkowej 

deagregacji związki w buforze. Śledząc kolejne rozcieńczenia związku można zauważyć 

(podobnie jak dla pochodnej C-1330) stopniowy wzrost agregacji do stężenia 300 mM 

chlorku sodu. Podobny obraz dają oszacowane na podstawie ciepeł stałe agregacji 

przedstawione na Ryc. 47 oraz Tabeli 13.  
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Rycina 46. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o różnej sile jonowej  

pochodną C-1492 o stężeniu 2 mM, 25°C,  pH 7,0. 
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A 

 

B 

 
Rycina 47. Wykresy zależności logarytmu ze stężenia chlorku sodu od: A – logarytmu ze stałej 

agregacj C-1492 i, B – zmiany entalpii C-1492, dla wszytskich badanych buforów 

 

Wykres w panelu B ryciny 45 mógłby sugerować, że w przypadku pochodnej  

C-1492, wzrost stężenia soli w buforze powoduje wzrost zmian entalpii procesu. Wrażenie 

to wynika z faktu, że oszacowana wartość zmian entalpia w buforze niskosolnym 

(5 mM NaCl) ma zdecydowanie najmniejszą wartością. Oszacowanie tej wartości 

obarczone jest jednak dużą niepewnością, z powodu słabego dopasowania modelu do 

danych eksperymentalnych (Ryc. 48). 

W Tabeli 13 zamieściłam parametry termodynamiczne otrzymane przy pomocy 

modelu agregacji (p.IV.5.5). Wzrost siły jonowej roztworu powoduje zmiany wartości 

parametrów termodynamicznych, co świadczy o tym, że oddziaływania elektrostatyczne 

mają wpływ na agregację pochodnej C-1371. Procesowi agregacji towarzyszą małe, 

dodatnie wartości zmian entropii. Może to sugerować udział oddziaływań hydrofobowych 
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w powstawaniu agregatów. Jedynie dla buforu niskosolnego otrzymałam spadek entropii 

układu. Jak wspomniałam powyżej może to być jednak artefakt obliczeniowy. 

 Podwyższenie temperatura nie ma istotnego wpływu na agregację C-1492. Stała 

agregacji w temperaturze 35ºC nie jest istotnie różna od uzyskanej w temp. 25ºC. 

 

 

Rycina 48. Dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych dla rozcieńczania 2 mM roztworu 
 C-1492  buforem Hepes, 5 mM NaCl 

 
Tabela 13. Parametry termodynamiczne procesu agregacji pochodnej C-1492 w buforach  
o różnym składzie. 

Parametry procesu KA*10-3 [M-1] H [kJ/mol] G [kJ/mol] TS [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C, pH 7 (2,81 ± 0,4) (-33,48 ± 0,1) (-19,67± 0,02) (-13,81 ± 0,12) 

25 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,98 ± 0,5) (-15,54 ± 0,2) (-21,10 ± 0,01) (1,55 ± 0,3) 

50 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,78 ± 0,3) (-15,16 ± 0,1) (-20,99 ± 0,02) (5,83 ± 0,12) 

75 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,60 ± 0,2) (-20,06 ± 0,1) (-20,29 ± 0,04) (0,23 ± 0,14) 

100 mM NaCl, 25°C, pH 7 (3,77 ± 0,3) (-12,75 ± 0,3) (-20,41 ± 0,003) (7,56 ± 0,303) 

125 mM NaCl, 25°C, pH 7 (5,33 ± 0,7) (-18,93 ± 0,2) (-21,26 ± 0,001) (2,33 ± 0,201) 

150 mM NaCl, 25°C, pH 7 (5,83 ± 0,9) (-15,92 ± 0,8) (-21,49 ± 0,002) (5,57 ± 0,802) 

200 mM NaCl, 25°C, pH 7 (5,17 ± 0,4) (-12,71 ± 0,1) (-21,19 ± 0,003) (8,48 ± 0,103) 

250 mM NaCl, 25°C, pH 7 (5,96 ± 0,1) (-7,11 ± 0,1) (-21,54 ± 0,05) (14,43 ± 1,05) 

300 mM NaCl, 25°C, pH 7 (7,67 ± 0,2) (-15,98 ± 0,1) (-22,19 ± 0,01) (6,18 ± 0,11) 

25 mM NaCl, 35°C, pH 7 (5,12 ± 0,1)  (-15,2 ± 0,2) (-21,16 ± 0,3) (5,96 ± 0,4) 
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V.4. Podsumowanie analizy termodynamicznej agregacji pochodnych 
akrydyny 
 

 Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnych akrydyny, potwierdziła, 

że badane związki ulegają agregacji w roztworach wodnych.  Dla wszystkich pochodnych 

imidazoakrydonu stwierdziłam, że siła jonowa roztworu ma wpływ na wartości 

parametrów termodynamicznych agregacji. Jest to niewątpliwie związane z faktem,  

ze w warunkach pomiaru cząsteczki związków sa sprotonowane. Wpływ siły jonowej jest 

szczególnie wyraźny dla związków posiadających grupę hydroksylową (C-1492, C-1371) 

lub metoksylową (C-1330) w pozycji 8 rdzenia imidazoakrydonu. Tym samym 

wykazałam, że oddziaływania elektrostatyczne odgrywają istotną rolę w procesie 

agregacji. Wzrost siły jonowej prowadzący do osłabienia oddziaływań elektrostatycznych 

sprzyja przy tym procesowi agregacji. Proces agregacji proflawiny, która w warunkach 

pomiaru nie posiada wypadkowego ładunku elektrycznego, nie jest zależny od siły jonowej 

buforu. 

 W przypadku co najmniej 3 pochodnych imidazoakrydonu (C-1330, C-1212 

i C-1371) wyniki uzyskane w buforze niskosolnym (5 mM NaCl) wyraźnie odbiegają od 

trendu wpływu siły jonowej na stałą agregacji i inne parametry termodynamiczne 

obserwowanego przy wyższej sile jonowej. Może to sugerować, że przy bardzo niskiej sile 

jonowej roztworu agregacja zachodzi według odmiennego modelu lub powstają agregaty 

o odmiennej strukturze. 

 Podwyższenie temperatury pomiaru prowadzi do obniżenia zdolności agregacyjnej 

badanych związków (C-1330, C-1212, C-1371 i C-1492) lub do całkowitego zaniku 

agregacji (proflawina, C-1415). Temperatura ma również wpływ na zmiany entropii 

procesu. 

 Porównując stałe agregacji uzyskane metodą spektroskopową 

i mikrokalorymetryczną stwierdzić można dużą zbieżność uzyskanych wartości tego 

parametru zarówno w buforze nisko- jak i wysokosolnym, Ryc. 49. 
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Rycina 49. Wykres korelacyjny wartości stałych agregacji uzyskanych metodą spektralną 

i mikrokalorymetryczną 

 

 Jedynie w dwóch przypadkach (C-1212 w buforze niskosolnym i C-1492 w buforze 

wysokosolnym) obserwuje się odchylenia od linii trendu dla wartości stałych agregacji 

uzyskanych różnymi metodami. 

 Z przedstawionych powyżej wyników widać wyraźnie, że oddziaływania 

elektrostatyczne mają istotny wpływ na zachowanie się związku w buforze. Dlatego efekt 

ten należy uwzględnić przy badaniu oddziaływań pochodnych imidazoakrydonu z DNA. 

 

V.5. Analiza termodynamiczna oddziaływań ligandów z DNA 
 

Na podstawie wcześniejszych pomiarów spektrofotometrycznych oraz 

mikrokalorymetrycznych dokonałam wstępnej charakterystyki właściwości 

fizykochemicznych pochodnych imidazoakrydonu w roztworach wodnych,  

a w szczególności ich zdolności do agregacji. Badania oddziaływania związków z DNA 

wykonałam z wykorzystaniem izotermicznej kalorymetrii miareczkowej, ITC. Analiza 

termodynamiczna oddziaływania tych pochodnych z DNA jest uzupełnieniem badań 

prowadzonych w Katedrze Technologii Leków i Biochemii Politechniki Gdańskiej nad 

istotą niekowalencyjnych oddziaływań pochodnych akrydyny z DNA.  
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V.5.1. Analiza termodynamiczna oddziaływań proflawiny z ctDNA 
 

Analizę termodynamiczną oddziaływań małych ligandów z ctDNA rozpoczęłam  

od zbadania procesu tworzenia kompleksu proflawiny z DNA. Proflawina jest jednym 

z najlepiej poznanych interkalatorów DNA może więc być potraktowana jako związek 

referencyjny. Zbadałam wpływ stężenia NaCl na proces tworzenia kompleksu związku 

z ctDNA. Dla każdego badanego układu przeprowadziłam trzy odrębne doświadczenia, 

ponieważ na całkowity efekt cieplny miareczkowania DNA roztworem związku składają 

się z efektów cieplnych kilku zachodzących jednocześnie procesów: rozcieńczania 

związku, kwasu dezoksyrybonukleinowego oraz oddziaływania związku z ctDNA. Wyniki 

uzyskane dla miareczkowania ctDNA roztworem związku w buforze niskosolnym 

(5mM NaCl) w temperaturze 25°C przedstawiłam na Ryc. 50.  

 

Rycina 50. Pomiary mikrokalorymetryczne oddziaływania proflawiny z ctDNA w 25ºC, kolor 
czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem proflawiny, kolor różowy – miareczkowanie buforu 
roztworem proflawiny, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego 
roztworu roztworuproflawiny 1mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM stężeniu NaCl. 

Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu proflawiny 
 

Z wcześniejszych badań roztworów proflawiny wynika (p.V.3.1), że w roztworze  

o stężeniu 1 mM obecna jest zarówno monomeryczna jak i zagregowana forma tego 

związku. Formy te znajdują się w stanie równowagi określonej przez ogólne stężenie 

związku i jego stałą agregacji. Po nastrzyku dochodzi do około 100-krotnego rozcieńczania 

związku, podczas którego zachodzi rozpad znaczącej części agregatów i uwolnienia formy 

monometycznej. Procesowi temu towarzyszą znaczące efekty cieplne (krzywa różowa na 

Ryc. 50). Obecna w naczynku pomiarowym proflawina oddziałuje teraz z DNA. 
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Oddziaływanie to zachodzić może na kilku różnych drogach. Przede wszystkim  

monomeryczna forma proflawiny tworzyć będzie kompleksy interkalacyjne z DNA. Przy 

opisie tego procesu istotne jest uwzględnienie aktualnego stężenia formy monomerycznej, 

zwłaszcza że pod koniec miareczkowania znacząca część związku występuje w formie 

zagregowanej. Proflawina w pH 7 nie posiada wypadkowego ładunku elektrycznego, 

jednak obecne w cząsteczce dwie aromatyczne grupy aminowe i heterocykliczny atom 

azotu powodują, że jest ona dipolem. Nie można więc wykluczyć występowania 

oddziaływań elektrostatycznych typu dipol-ładunek z polianionem DNA. Z literatury 

wynika, że w oddziaływaniu takim uczestniczą najczęściej ligandy polarne lub jonowe  

w formie zagregowanej [157]. 

Jakościowa analiza termogramu przedstawionego na Ryc. 50 sugeruje, że mamy do 

czynienia z dwoma typami oddziaływań. Pierwsze oddziaływanie (11 pierwszych 

nastrzyków) jest najsilniejsze przy niskim stężeniu proflawiny występujacej 

prawdopodobnie w formie monomerycznej. W kolejnych nastrzykach efekt cieplny tego 

oddziaływania następnie zanika. Niestety nie jest do końca jasne, czy oddziaływanie  

to dotyczy formy monomerycznej czy zagregowanej. Następnie, w miarę wzrostu stężenia 

monomeru i ogólnego stężenia ligandu ujawnia się drugi typ oddziaływania. Mianowicie 

dochodzi prawdopodobnie do interkalacji cząsteczek pomiędzy pary zasad helisy DNA. 

W chwili, gdy wszystkie możliwe miejsca wiązania zostały wysycone Pod koniec 

miareczkowania (po 20 nastrzyku) na termogramie obserwowany jest efekt cieplny 

rozpadu agregatów. Na tym etapie analizy przypisanie efektów cieplnych obserwowanych 

w początkowej i środkowej części miareczkowania jest niemożliwe. Jednoznacznie można 

jedynie zidentyfikować końcowy fragment termogramu jako efekty cieplne deagregacji. 

Analiza termodynamiczna takiego termogramu nie jest rzeczą trywialną. 

Postanowiłam dokonać tego budując odpowiedni model oddziaływań i dopasowując go  

do zmierzonych efektów cieplnych każdego nastrzyku. Przeprowadziłam symulacje 

numeryczne szeregu różnych modeli oddziaływań. Ostatecznie wybrałam model, który 

najlepiej odtwarzał typowe przebiegi zmian efektów termicznych podczas miareczkowania 

ctDNA przez różne ligandy i przy różnym stężeniu soli. W modelu tym (p. IV.5.7) 

założyłam jednoczesne występowanie trzech następujących procesów: 

1. wiązanie liganda do liniowej matrycy z wykluczeniem sąsiedztwa zgodnie 

z równaniem McGhee i von Hippel bez uwzględnienia kooperatywności wiązania 

(proces interkalacji) 
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2. oddziaływanie elektrostatyczne zagregowanej formy liganda z grupami 

fosforanowymi DNA: 

3. deagregację liganda na skutek rozcieńczenia nastrzyku zgodnie z modelem agregacji 

nieograniczonej. 

W modelu tym występuje 7 parametrów: n, K1 i H1 opisujace proces wiązania się liganda 

do liniowej matrycy, K2 i H2 opisujące elektrostatyczne oddziaływanie agregatów  

z polianionem DNA oraz KA i HA opisujace deagregację liganda. Model ten 

dopasowywany był do danych doświadczalnych poprzez dobór optymalnych wartości 

parametrów metodą simpleksów z wykorzystaniem algorytmu Neldera-Meada.  

Po wyznaczeniu wartości parametrów modelu możliwa była dekompozycja całkowitych 

efektów cieplnych na efekty poszczególnych oddziaływań. Przykład takiej dekompozycji 

dla termogramu z ryciny 51 przedstawia panel A) ryciny 51.  

Dzięki przeprowadzonej dekompozycji całkowitych efektów cieplnych stała się możliwa 

pełniejsza interpretacja termogramu. Po kilku pierwszych nastrzykach dochodzi do prawie 

całkowitej deagregacji proflawiny, a jej forma monomeryczna tworzy kompleks 

interkalacyjny z DNA. Po wysyceniu większości miejsc wiązania proces deagregacji ulega 

zahamowaniu i po kolejnych nastrzykach wzrasta stężenie agregatów w roztworze. 

Agregaty te oddziałują elektrostatycznie z polianionem DNA. W efekcie całkowite efekty 

cieplne kolejnych nastrzyków wzrastają. W końcowej fazie miareczkowania szybkość 

przyrostu stężenia obu rodzajów kompleksów maleje i w całkowitym efekcie cieplnym 

przewagę zdobywa efekt cieplny deagregacji. 

 

Kolejnym krokiem było sprawdzenie czy na oddziaływanie proflawiny z ctDNA 

ma wpływ siła jonowa buforu. Przeprowadziłam serię analogicznych miareczkowań dla 

dziesięciu buforów różniących się stężeniem chlorku sodu (5 mM NaCl, 25 mM NaCl, 

50 mM NaCl, 100 mM NaCl, 125 mM NaCl, 150 mM NaCl, 200 mM NaCl, 

250 mM NaCl, 300 mM NaCl). Uzyskane termogramy dla wszystkich doświadczeń 

przedstawiłam na Ryc. 52. Wraz ze wzrostem siły jonowej buforu zaobserwować można 

wyraźne zmiany kształtu termogramów.  
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A B 

  

C 

 

Rycina. 51. Udział efektów cieplnych poszczególnych oddziaływań w całkowitych efektach cieplnych 
miareczkowania ctDNA roztworem proflawiny: kolor czarny – efekt cieplny interkalacji (Q1), kolor zielony 

– efekt cieplny elektrostatycznego wiązania agregatów (Q2), kolor niebieski – efekt cieplny deagregacji 
(Qa), kolor czerwony - całkowity efekt cieplny nastrzyku (Q).Stężenie wyjściowego roztworu proflawiny 

1 mM,stężenie ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A), 150 mM (B) oraz 300 mM (C) stężeniu NaCl 

 

 Do danych eksperymentalnych uzyskanych w trakcie pomiarów 

mikrokalorymetrycznych został następnie dopasowany wcześniej opracowany model 

oddziaływań, zgodnie z procedurą opisaną p. IV.5.7 (Ryc. 53 A2, B2, C2). W ten sposób 

zostały wyznaczone podstawowe parametry termodynamiczne oddziaływania monomerów 

(K1, ΔH1, n) oraz agregatów (K2, ΔH2) proflawiny z DNA oraz parametry procesu 

deagregacji (KA, ΔHA) w buforach z różną zawartością chlorku sodu. Następnie 

korzystając z zależności opisanej równaniem (76) wyznaczone zostały zmiana entalpii 

swobodnej oraz entropii towarzyszące oddziaływaniom. Otrzymane wartości stałych 

zebrane zostały w Tabeli 14. 
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM  NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 52. Termogramy oddziaływania proflawiny z ctDNA w 25ºC, kolor czarny – miareczkowanie ctDNA 

roztworem proflawiny, kolor różowy – miareczkowanie buforu roztworem proflawiny, kolor zielony – 
miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego roztworu proflawiny 1mM,stężenie ctDNA 0,06mM pz, 

bufor Hepes o wzrastającym stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu proflawiny 
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A1 A2 

 
 

 
B1 

 
B2 

 
 

 
C1 

 
C2 

 
 

Rycina 53. A1, B1, C1: Pomiary mikrokalorymetryczne oddziaływania proflawiny z ctDNA w 25ºC, 
kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem proflawiny, kolor różowy – miareczkowanie 

buforu roztworem proflawiny, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie 
wyjściowego roztworu proflawiny 1 mM, stężenie ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A1), 
150 mM (B1) oraz 300 mM (C1) stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu 

proflawiny. A2, B2 C2: dopasowanie modelu do izoterm oddziaływania proflawiny z cudna 
 w 25ºC odpowiadajcych termogramom A1, B1 i C1 
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Tabela 14. Parametry termodynamiczne oddziaływania proflawiny z ctDNA w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

K1*10-4         
[M-1] n 

H1 
[kJ/mol] 

G1 
  [kJ/mol] 

TS1 
[kJ/mol] 

K2*10-4         
[M-1] 

H2   
[kJ/mol] 

G2  
[kJ/mol] 

TS2 
[kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C 4,33 ± 0,62 0,64 ± 0,1 -28,42 ± 3,27 -26,46 ± 0,02 -1,97 ± 0,04 0,51 ± 0,05 -40,23 ± 1,80 -21,19 ± 0,02 -19,04 ± 0,08 

25 mM NaCl, 25°C 5,86 ± 0,88 0,88 ± 0,02 -27,43± 0,88 -27,20 ± 0,07 -0,22± 0,01 0,33 ± 0,14 -41,33 ± 1,09 -20,08 ± 0,69 -21,25 ± 0,23 

50 mM NaCl, 25°C 3,78 ± 0,21  1,71 ± 0,2 -31,83± 2,71 -26,11 ± 0,12 -5,72 ± 0,02 0,14 ± 0.02 -42,10 ± 2,31 -17,96 ± 1,32 -24,14 ± 0,02 

75 mM NaCl, 25°C 2,38 ± 0,01 1,28 ± 0,12 -28,23± 1,38 -24,98 ± 1,34 -3,25± 1,24 0,12 ± 0,01 -28,17 ± 1,87 -17,47 ± 0,62 -11,30 ± 1,07 

100 mM NaCl,  25°C 0,89 ± 0,10 1,21 ± 0,2 -48,68± 0,24 -22,52 ± 0,98 -26,44± 1,24 0,17 ± 0,04 -20,42 ± 0,10 - 18,45 ± 0,21 -16,04 ± 2,01 

125 mM NaCl, 25°C 1,08 ± 0,07 1,85 ± 0,23 -31,13± 1,89 - 23,02 ± 0,74 -8,11 ± 0,14 0,21 ± 0,01 -10,49 ± 1,19  -33,99 ± 1,54 -6,43 ± 0,03 

150 mM NaCl, 25°C 0,48 ± 0,01 1,26 ± 0,15 -60,40± 0,15 -21,01 ± 1,00 -39,39 ± 0,53 0,33 ± 0,07 -20,46 ± 0,20 -20,10 ± 0,83 -0,36 ± 0,01 

200 mM NaCl, 25°C 0,44 ± 0,07 1,49 ± 0,30 -51,52± 1,37 -20,33 ± 0,56 -30,69± 0,81 0,06 ± 0,03 -29,38 ± 2,22 -15,97 ± 1,09 -13,41 ± 0,43 

250 mM NaCl, 25°C 0,36 ± 0,01 1,51 ± 0,36 -46,77± 1,73 -20,33 ± 0,34 -26,44 ± 1,02 0,05 ± 0,01 -27,61 ± 0,20 -15,72 ± 0,98 -11,89 ± 1,01 

300 mM NaCl, 25°C 0,52 ± 0,06 1,81 ± 0,20 -34,52± 1,79 -21,15 ± 0,13 -13,38± 0,95 0,04 ± 0,01 -34,65 ± 1,35 -14,67 ± 0,23 -19,98 ± 0,30 

25 mM NaCl, 35°C 3,04 ± 0,50 1,53 ± 0,39 -30,90± 2,41 -26,44± 0,67 -4,46± 0,45 0,15 ± 0,04 -46,12 ± 3,45 -18,82± 1,02 -27,30 ± 0,25 
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 Analizując uzyskane wyniki (Tabela 14), można zauważyć, że wraz ze wzrostem 

siły jonowej buforu, zarówno oddziaływanie monomerów jak i form zagregowanych 

proflawiny z ctDNA jest coraz słabsze (spadek stałej K1 oraz K2). Stałe wiązania 

monomeru z DNA w buforach niskosolnych są rzędu 104, podczas gdy stałe wiązania 

agregatów rzędu 103. Na oddziaływanie profawina-ctDNA na również wpływ temperatura 

układu. W doświadczeniach przeprowadzonych w wyższej temperaturze (35ºC) obserwuje 

się  spadek stałych wiązania o połowę. 

 

 Kolejnym krokiem było wyznaczenie zmian entalpii swobodnej, G1,  

dla poszczególnych stężeń soli w buforze. 

 W momencie wiązania silnie polarnego liganda z DNA dochodzić może  

do uwolnienia jednego lub więcej kationów z elektrycznej warstwy podwójnej. Oznacza 

to, że tworzenie kompleksu ligand/DNA oraz skład elektrycznej warstwy podwójnej wokół 

DNA są powiązane termodynamicznie i mogą być przedstawione jako liniowa zależność 

stałej wiązania od logarytmu ze stężenia soli w buforze [159]. Zastosowanie dziesięciu 

buforów różniących się siłą jonową, pozwoliło mi wyznaczyć udział zmian entalpii 

swobodnej oddziaływań elektrostatycznych, ΔGpe, w całkowitej zmianie entalpii 

swobodnej podczas tworzenia danego rodzaju kompleksu. Do wyznaczenia entalpii 

swobodnej oddziaływań elektrostatycznych ΔGpe wykorzystałam liniową zależność 

między logarytmem ze stałej wiązania oraz stężeniem soli w buforze (Rys. 54) zgodnie  

ze wzorem (11). Wyznaczony współczynnik nachylenia prostej SK wynosi -1,21±0,10  

i mieści się w zakresie wartości od -0,80 do -1,24 wyznaczonych dla ligandów wiążących 

się do DNA [160,161,162]. Podczas wyznaczania współczynnika nachylenia prostej 

odrzuciłam punkt odpowiadający buforowi niskosolnemu, ponieważ stała wiązania w tym 

buforze różniła się znacznie od trendu zmian reprezentowanego przez pozostałe wartości 

lnK1 (Rys. 54). Odrzucenie tego punktu znajduje również potwierdzenie w danych 

spektroskopowych – w tym buforze mamy prawdopodobnie do czynienia z inną strukturą 

kompleksu. Tak wyznaczona wartość SK pozwoliła na oszacowanie udziału zmian entalpii 

swobodnej oddziaływań elektrostatycznych (Tabela 15). Wraz ze wzrostem stężenia soli w 

buforze wyznaczona wartość ΔGpe systematycznie maleje. Zmiany entalpii swobodnej 

oddziaływań pozaelektrostatycznych utrzymują się natomiast na zbliżonym poziomie  

i stanowią ok. 60-80 % udziału w całkowitej zmianie entalpii swobodnej. 
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Rycina 54. Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania proflawiny K1 od logarytmu 

naturalnego ze stężenia soli, [NaCl] 

 Aby wyznaczyć pojemność cieplną układu, dla jednego z buforów 

przeprowadziłam analogiczne miareczkowanie w temperaturze 35°C. Zgodnie z danymi 

literaturowymi w tej temperaturze, w buforze Hepes DNA występuje w postaci 

dwuniciowej [163]. Uzyskany termogram przestawiłam na Ryc. 55 A1. Dopasowany 

model oddziaływań (Ryc. 55 A2) pozwolił na oszacowanie stałej wiązania oraz zmiany 

entalpii interkalacji (Tabela. 14.). Dla tak uzyskanych wartości została obliczona 

pojemność cieplna układu zgodnie z równaniem (8) (Tabela. 15.). Mając oszacowana 

wartość Cp interkalacji mogłam wyznaczyć zmianę entalpii swobodnej oddziaływań 

hydrofobowych [128] wykorzystując do tego następującą zależność: 

ΔGhyd = 80(±10) *∆Cp 

A1 
 

A2 

  
Rycina 55. Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania proflawiny z ctDNA w 35ºC, 
kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem proflawiny, kolor różowy – miareczkowanie 

buforu roztworem proflawiny, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie 
wyjściowego roztworu proflawiny 1 mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 25 mM  stężeniu NaCl 

(A1). Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu proflawiny; A2: dopasowanie modelu do 
izotermy oddziaływania proflawiny z ctDNA w 35ºC 
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Tabela 15. Zmiany entalpii swobodnych  oddziaływania monomerów proflawiny z ctDNA  
w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

Gobs 
  [kJ/mol] 

Gpe 
  [kJ/mol] 

Gt 
  [kJ/mol] 

Cp 
  [J/(molK)] 

Ghyd 
  [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C -26,46 ± 0,02 nw nw   

25 mM NaCl, 25°C -27,20 ± 0,07 -11,06 ± 1,01 -16,14 ± 1,60 -247,42 ± 50,23 -19,79 (±10) 

50 mM NaCl, 25°C -26,11 ± 0,12 -8,98 ± 0,98 -17,13 ± 0,09   

75 mM NaCl, 25°C -24,98 ± 1,34 -7,77 ± 0,12 -17,21 ± 0,23   

100 mM NaCl,  25°C -22,52 ± 0,98 -6,90 ± 0,14 -15,763 ±1,06   

125 mM NaCl, 25°C - 23,02 ± 0,74 -6,23 ± 0,01 -16,79 ± 0,53   

150 mM NaCl, 25°C -21,01 ± 1,00 -5,69 ± 0,14 -15,33 ± 0,34   

200 mM NaCl, 25°C -20,33 ± 0,56 -4,82 ± 0,02 -16,00 ± 0,24   

250 mM NaCl, 25°C -20,33 ± 0,34 -4,15 ± 0,42 -16,17 ± 0,92   

300 mM NaCl, 25°C -21,15 ± 0,13 -3,61 ± 0,20 -17,54 ± 1,03   

25 mM NaCl, 35°C -26,44± 0,67 -16,42 ± 1,24 10,02 ± 0,47   

nw – nie wyznaczone 

 
 W trakcie wnikliwego przeszukiwania literatury nie natknęłam się na informacje 

pokazujące, że podczas wiązania się interkalatora z DNA może dochodzić do zmian 

konformacyjnych w strukturze liganda. Dlatego w mojej pracy zakładam, że zmiana 

entalpii swobodnej przekształceń konformacyjnych jest związana tylko ze zmianami 

konformacyjnymi makromolekuły. Podczas interkalacji konieczne jest dostarczenie energii 

pozwalającej na lokalną zmianę kąta skręcenia podwójnej helisy. Ilość energii potrzebnej 

do takiej zmiany zależy głównie od struktury kwasu nukleinowego, sekwencji zasad oraz 

rodzaju interkalatora [76]. Według literatury, dla klasycznych interkalatorów ΔGkonf, 

wynosi 16,72 kJmol-1 (ΔGkonf wyznaczane jest na podstawie równowagowej stałej 

konformacyjnych zmian ctDNA, równowagowa stała konformacyjnych zmian DNA 

wynosi 10-3) [121,164].  

 Kolejną składową całkowitej zmiany entalpii swobodnej jest zmiana entalpii 

swobodnej wynikająca z utraty swobody rotacji i translacji podczas kompleskowania, 

ΔGr+t, [23,75] wyznaczana ze wzoru: 

ΔGr+t  = TΔSr+t 
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 Właściwa wartość ΔSr+t była w ostatnich latach tematem wielu publikacji 

[165,166,167]. Jednak najczęściej stosowaną w ostatnich latach wartością jest wartość 

ΔSr+t równa 209(±10) Jmol-1K-1 [164]. Obliczona wartość ΔGr+t dla temperatury 298 K 

wynosi wtedy 62,28 kJmol-1.  

 Wstawiając wyżej wymienione zmiany entalpii swobodnych do równania 

opisującego całkowitą zmianę entalpii swobodnej:  

molhydtrkonfpeobs GGGGGG  
, 

otrzymujemy: 

ΔGobs = -11,06 +16,72 + 62,28 + (-19,79) + ΔGmol = -27,20 

Zmiana entalpii swobodnej słabych oddziaływań niekowalencyjnych w buforze z 25 mM 

chlorkiem sodu wynosi wtedy ΔGmol = -75,35 kJmol-1. 

 
Rycina 56. Wkład poszczególnych zmian entalpii swobodnej do całkowitej, obserwowanej zmiany 

entalpii swobodnej dla interkalacji proflawiny do ctDNA w buforze Hepes o 25  mM stężeniu NaCl 
w temperaturze 25ºC 

 

 Analizując diagram przedstawiony na Ryc. 56 można stwierdzić, że podczas 

oddziaływania proflawiny z ctDNA utworzenie kompleksu następuje głównie  w wyniku 

uwolnienia energii podczaspowstawania nowych oddziaływań niekowalencyjnych, ΔGmol, 

przede wszystkim oddziaływań van der Waalsa oraz oddziaływania typu п-п. Korzystny 

udział w tym procesie ma również energia wynikajaca z przeniesienia aromatycznej 

cząsteczki z roztworu wodnego do hydrofobowego wnętrza podwójnej helisy DNA, ΔGhyd, 

oraz oddziaływania elektrostatyczne polarnego liganda z polianionem DNA, ΔGpe. 

Szczegółowa analiza termodynamiki elektrostatycznych oddziaływań 

zagregowanych cząsteczek proflawiny z polianionem DNA nie była przedmiotem moich 
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badań. Jednak analizując Tabelę 14 oraz Ryc. 57 można zauważyć, że wraz ze wzrostem 

siły jonowej buforu obserwuje się spadek stałej wiązania agregatów do ctDNA. Jedynie 

dwa punkty (bufor z 125 mM oraz 150 mM NaCl) odbiegają od tego ogólnego trendu. 

 
Rycina. 57. Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania zagregowaych cząsteczek 

proflawiny K2 od logarytmu ze stężenia soli, [NaCl] 
 

V.5.2. Analiza termodynamiczna oddziaływań imidazoakrydonu C-1330  
z ctDNA 
 

Analogicznie jak dla proflawiny, wykonałam pomiary mikrokalorymetryczne dla 

oddziaływań pochodnej C-1330 z ctDNA. Przedstawiony na Ryc. 58 termogram 

oddziaływania C-1330 z ctDNA sugeruje, że podobnie jak w przypadku proflawiny,  

mamy tutaj do czynienia z dwoma typami oddziaływań.  

 
Rycina 58. Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania pochodnej C-1330 z ctDNA w 25ºC, 

kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1330, kolor różowy– miareczkowanie buforu 
roztworem pochodnej C-1330, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego 

roztworu C-1330 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes o 5 mM stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami 
po 10 l roztworu pochodnej C-1330 
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Analogicznie jak dla proflawiny na Ryc. 59.A przedstawiłam profile efektów 

cieplnych poszczególnych rodzajów oddziaływań występujących podczas miareczkowania 

(efekt cieplny odpowiadający intekalacji, efekt cieplny wiązania agregatów, efekt cieplny 

deagregacji, całkowity efekt cieplny nastrzyku) w buforze niskosolnym. Jak widać  

z zaprezentowanych profili, na całkowity efekt cieplny przeprowadzonego doświadczenia 

składają się jednocześnie trzy rodzaje oddziaływań, dlatego interpretacja termodynamiczna 

takiego przebiegu  bez jego dekompozycji jest praktycznie niemożliwa. 

A B 

  

C 

 

Rycina 59. Udział poszczególnych efektów cieplnych: kolor czarny – efekt cieplny interkalacji 
(Q1), kolor zielony – efekt cieplny wiązania agregatów (Q2), kolor niebieski – efekt cieplny 

deagregacji (Qa), kolor czerwony - całkowity efekt cieplny nastrzyku (Q).Stężenie wyjściowego 
roztworu C-1330 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A), 150 mM (B) oraz 300 mM (C) 

stężeniu NaCl 

 

Oddziaływanie ligand - DNA śledziłam w dziesięciu buforach różniących się 

stężeniem chlorku sodu. Otrzymane termogramy dla wszystkich badanych roztworów 

przedstawiłam na Ryc. 60.  
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 60. Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania pochodnej C-1330 z ctDNA w 25ºC, kolor czarny – 
miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1330, kolor różowy – miareczkowanie buforu roztworem pochodnej  

C-1330, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego roztworu C-1330 2 mM, ctDNA0,1 mM  
pz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu pochodnej C-1330 
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Do uzyskanych danych eksperymentalnych został następnie dopasowany 

przedstawiony wcześniej model oddziaływań, zgodnie z procedurą opisaną p. IV.5.7. 

Izotermy dopasowania modelu przedstawiłam na Ryc. 61 w panelach A2, B2, C2.  

A1 A2 

  
 
B1 

 
B2 

 
 

 
C1 

 
C2 

 
 

Rycina 61. A1, B1, C1: cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania C-1330 z ctDNA  
w 25ºC, kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem C-1330, kolor różowy – miareczkowanie 
buforu roztworem C-1330, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego 
roztworu C-1330 2mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A1), 150 mM (B1) oraz 300 mM 

(C1) stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu proflawiny. A2, B2 C2: 
dopasowanie modelu do izoterm oddziaływania C-1330 z ctDNA w 25ºC odpowiadajcych 

termogramom A1, B1 i C1 
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Oszacowane zostały w ten sposób parametry termodynamiczne oddziaływania 

monomerów (K1, ΔH1, n) oraz agregatów (K2, ΔH2) C-1330 z DNA w dziesięciu buforach. 

Uzyskane wartości parametrów zebrane zostały w Tabeli 16. Wraz ze wzrostem siły 

jonowej buforu obserwuje się spadek stałej wiązania monomerów z ctDNA (K1), przy 

jednoczesnym wzroście stałej wiązania zagregowanych cząsteczek do ctDNA (K2), 

(Tabela 16). Odmiennie niż w przypadku proflawiny, oddziaływaniu monomerów  

z ctDNA towarzyszy dodatni przyrost entropii, z jednoczesnym spadkiem entalpii. Taki 

profil termodynamiczny jest charakterystyczny dla związków wiążących się w małym 

rowku DNA. Można więc wnioskować, że łańcuch boczny pochodnej C-1330 lokuje się  

w rowku podwójnej helisy.  

 Aby wyznaczyć zmianę entalpii oddziaływań elektrostatycznych wyznaczyłam 

nachylenie prostej, opisującej zależność funkcję lnK=f(ln[NaCl]), Ryc. 62. Podczas 

wyznaczania współczynnika nachylenia prostej odrzuciłam punkt odpowiadający buforowi 

z 5 i 25 mM chlorkiem sodu, ponieważ stała wiązania w tych buforach odbiegała znacznie 

od pozostałych wartości (Ryc. 62). Wyznaczony współczynnik nachylenia prostej SK 

wynosi -1,21±0,15. Następnie na podstawie wartości SK oszacowałam udziały zmian 

entalpii swobodnej oddziaływań elektrostatycznych (Tabela 17). Wraz ze wzrostem 

stężenia soli w buforze wyznaczona wartość ΔGpe maleje. Zmiany entalpii swobodnej 

oddziaływań pozaelektrostatycznych utrzymują się natomiast na zbliżonym poziomie 

i stanowią ok. 69-84 % udziału całkowitej entalpii swobodnej. 

 

 
Rycina 62. Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania K1 dla C-1330 od logarytmu 

naturalnego ze stężenia soli, [NaCl] 
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Tabela 16. Parametry termodynamiczne oddziaływania C-1330 z ctDNA w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

K1*10-4         
[M-1] n 

H1 
[kJ/mol] 

G1 
  [kJ/mol] 

TS1 
[kJ/mol] 

K2*10-4         
[M-1] 

H2   
[kJ/mol] 

G2  
[kJ/mol] 

TS2 
[kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C 6,60± 0,58 0,62 ± 0,01 -26,39 ± 7,54 -27,50 ± 1,09 1,11± 0,90 2,22 ± 0,55 -20,01 ± 3,43 -24,80 ± 1,07 -24,73 ± 0,25 

25 mM NaCl, 25°C 4,34 ± 0,20 0,75 ± 0,03 -24,54 ± 9,21 -26,49 ± 0,20 1,95± 0,35 1,27 ± 0,36 -43,61 ± 3,50 -23,41 ± 0,39 -20,19 ± 1,90 

50 mM NaCl, 25°C 12,97 ± 0,20 1,02 ± 0,13 -52,09 ± 1,21 -29,17± 0,87 6,88± 0,21 3,71 ± 0,03 -51,21 ± 0,21 -26,08 ± 0,26 -24,88± 1,03 

75 mM NaCl, 25°C 8,46 ± 0,56 1,08 ± 0,05 -23,08 ± 1,41 -28,11  ± 1,06 5,02± 0,21 6,10 ± 0,32 -59,24 ± 1,42 -27,30 ± 0,18 -31,94 ± 0,14 

100 mM NaCl,  25°C 7,62 ± 0,85 0,99 ± 0,01 -19,66 ± 3,63 -27,86  ± 0,79 8,20± 0,15 5,99 ± 0,17 -42,21± 7,03 -27,26± 0,01 -15,25 ± 0,65 

125 mM NaCl, 25°C 6,32 ± 0,26 0,98 ± 0,33 -17,54 ± 0,75 -27,39 ± 0,89 9,86± 0,92 7,26 ± 1,38 -27,71 ± 3,43 -27,73 ± 0,13 -0,03 ± 0,01 

150 mM NaCl, 25°C 7,34 ± 1,64 0,69 ± 0,03 -15,55 ±  1,63 -27,79± 1,54 12,24± 1,03 8,99 ± 0,51 -31,74 ± 1,45 -28,27 ± 0,02 -3,48 ± 0,15 

200 mM NaCl, 25°C 1,41 ± 0,19 0,71 ± 0,01 -15,83 ± 10,41 -23,67 ± 0,58 7,85 ± 0,01 6,07 ± 0,36 -19,54 ± 1,21 -27,29 ± 0,19 7,75 ± 0,02 

250 mM NaCl, 25°C 3,06 ± 0,56 1,35 ± 0,18 -13,04 ± 0,18 -25,59 ± 1,02 12,55± 1,03 0,47 ± 0,07 -58,51 ± ,218 -20,60 ± 0,76 -37,91 ± 0,12 

300 mM NaCl, 25°C 0,81 ± 0,13 1,32 ± 0,12 -12,96 ± 1,37 -22,29 ± 0,34  9,33± 0,21 1,41 ± 0,50 -15,15 ± 0,73 -23,67± 0,28 8,52 ± 1,00 

25 mM NaCl, 35°C 4,23± 0,34 1,53 ± 0,11 -28,93± 1,09 -27,28± 0,62 -1,65± 0,38 2,44 ± 0,09 -48,90 ± 1,09 -25,87± 0,12 -23,03± 1,98 
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Tabela 17. Zmiany entalpii swobodnych oddziaływania monokationów C-1330 z ctDNA  
w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

Gobs 
  [kJ/mol] 

Gpe 
  [kJ/mol] 

Gt 
  [kJ/mol] 

Cp 
  [J/(molK)] 

Ghyd 
  [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C -27,50 ± 1,09 nw nw   

25 mM NaCl, 25°C -26,49 ± 0,20 nw nw -253,99 ± 51,96 -20,32 (±10) 

50 mM NaCl, 25°C -29,17± 0,87 -9,00 ± 0,10 -20,16 ± 0,12   

75 mM NaCl, 25°C -28,11 ± 1,06 -7,79 ± 0,90 -20,33 ± 0,19   

100 mM NaCl,  25°C -27,86 ± 0,79 -6,92 ± 0,23 -20,93 ± 1,09   

125 mM NaCl, 25°C -27,39 ± 0,89 -6,25 ± 0,50 -21,14± 1,26   

150 mM NaCl, 25°C -27,79 ± 1,54 -5,70 ± 0,52 -22,09 ± 0,91   

200 mM NaCl, 25°C -26,50± 0,58 -4,84 ± 1,09 -21,66 ± 0,24   

250 mM NaCl, 25°C -25,59 ± 1,02 -4,16 ± 0,25 -21,43 ± 1,04   

300 mM NaCl, 25°C -22,29 ± 0,34  -3,62 ± 0,27 -18,67 ± 0,79   

25 mM NaCl, 35°C -27,28± 0,62 -15,92 ± 0,82 -11,35 ± 0,56   

nw – nie wyznaczone 

Podobnie jak w badaniach proflawiny, dla pochodnej C-1330 udało mi się również 

wyznaczyć stałe wiązania i zmianę entalpii dla reakcji zachodzącej w 35°C. Dzięki temu 

możliwe było wyznaczenie wartości zmian pojemności cieplnej układu, ∆Cp, co z kolei 

pozwoliło określić udział oddziaływań hydrofobowych w procesie, ΔGhyd.  

 Analogicznie jak w przypadku proflawiny założyłam, że w trakcie wiązania 

monokationów C-1330 nie dochodzi do zmian konformacyjnych w strukturze liganda.  

Nie ma jednak aktualnie danych wartości funkcji termodynamicznej ΔGkonf dla 

interkalatorów, które w swojej strukturze posiadają dodatkowe łańcuchy boczne, dlatego 

też w tej pracy założyłam, taką samą wartość wartość ΔGkonf jak dla klasycznych 

interkalatorów:  ΔGkonf = 16,72 kJmol-1 [121, 164].  Założenie to prawdopodobnie 

obarczone jest błędem.  

Wstawiając wyżej wymienione zmiany entalpii swobodnych dla buforu z 50 mM 

chlorkiem sodu do równania: 

molhydtrkonfpeobs GGGGGG  
,  

otrzymujemy: 
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ΔGobs = -9,00 + 62,28 + 16,72 + ΔGmol + (-20,32) = -29,17 

ΔGmol = -78,85 kJmol-1 

 Podobnie jak w przypadku proflawiny, utworzenie kompleksu interkalacyjnego  

C-1330 z ctDNA następuje głównie wskutek tworzenia nowych wiązań 

niekowalencyjnych, ΔGmol, oraz energii uzyskanej z przeniesienia aromatycznej cząsteczki 

z roztworu wodnego do wnętrza podwójnej helisy DNA, ΔGhyd,(Ryc. 63). Niewielki udział 

mają również oddziaływania elektrostatyczne, ΔGpe. 

 
Rycina 63. Wkład poszczególnych zmian entalpii swobodnej w całkowitej, obserwowanej zmianie 
entalpii swobodnej dla oddziaływania C-1330 z ctDNA w buforze Hepes o 50mM stężeniu NaCl w 

temperaturze 25ºC 
 

Analizując oddziaływanie elektrostatyczne agregatów C-1330 z ctDNA (Tabela 16 

oraz Ryc. 64) można zauważyć, że dla tej pochodnej wraz ze wzrostem stężenia soli  

w buforze w przedziale stężeń soli od 25 do 200 mM obserwujemy wzrost stałej wiązania 

agregatów z ctDNA. Odstępstwa od tego trendu dla dwóch najwyższych stężeń mogą być 

wynikiem niepewności oszacowania odpowiednich parametrów termodynamicznych.  
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Rycina 64. Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania zagregowaych cząsteczek C-1330 

K2 od logarytmu ze stężenia soli, [NaCl] 
 
 

V.5.3. Analiza termodynamiczna oddziaływań imidazoakrydonu C-1415  
z ctDNA 
 
 Kolejnym badanym związkiem był imidazoakrydon C-1415. Pomiary 

mikrokalorymetryczne wykonałam zgodnie z procedura zamieszczoną w p.IV.5.6. 

Przeprowadziłam serię miareczkowań roztworu DNA roztworem związku w buforach 

o różnej sile jonowej (5 - 300 mM NaCl). Uzyskane przebiegi miareczkowań 

przedstawiłam na Ryc. 65.  

Do uzyskanych danych doświadczalnych dopasowałam następnie opracowany 

model oddziaływań, zgodnie z procedurą opisaną p. IV.5.7. przykłady dopasowania 

modelu do trzech przykładowych izoterm oddziaływania przedstawiłam na Ryc. 66.  

W wyniku dopasowania modelu oszacowane zostały wartości parametrów modelu  

w dziesięciu buforach o różnych stężeniach soli (Tabela 18). Analogicznie jak dla 

pochodnej C-1330 siła jonowa buforu ma wpływ na stałą wiązania cząsteczek do DNA. 

Wraz ze wzrostem siły jonowej buforu obserwuje się spadek stałej wiązania monomerów  

z ctDNA (K1), przy jednoczesnym wzroście stałej wiązania zagregowanych cząsteczek 

(K2), (Tabela 18). Stałe wiązania są rzędu 104, jednak są one wyraźnie niższe niż  

w przypadku pochodnej C-1330. Parametry termodynamiczne dla reakcji prowadzonych 

w buforze w podwyższonej temperaturze wyznaczone w wyniku dopasowania modelu 

oddziaływań obarczone były tak dużym błędem oszacowania, że nie uwzględniłam ich  

w dalszych rozważaniach. Wartości tych nie umieściłam również w Tabeli 18.  
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
 

Rycina 65. Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania pochodnej C-1415 z ctDNA w 25ºC, kolor czarny – 
miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1415, kolor różowy – miareczkowanie buforu roztworem pochodnej  

C-1415, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego roztworu C-1415 2 mM, ctDNA 0,1 mM 
pz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu pochodnej C-1415 
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A1 A2 

  
 
B1 

 
B2 

  
 
C1 

 
C2 

  
Rycina 66. A1, B1, C1: Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania C-1415 z ctDNA  

w 25ºC, kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem C-1415, kolor różowy – miareczkowanie 
buforu roztworem C-1415, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego 
roztworu C-1415, 1 mM, ctDNA 0,06 mM, bufor Hepes o 5 mM (A1), 150 mM (B1) oraz 300 mM 

(C1) stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu C-1415. A2, B2 C2: 
dopasowanie modelu do izoterm oddziaływania C-1415 z ctDNA w 25ºC odpowiadajcych 

termogramom A1, B1 i C1 
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Tabela 18. Parametry termodynamiczne oddziaływania C-1415 z ctDNA w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

K1*10-4         
[M-1] n 

H1 
[kJ/mol] 

G1 
  [kJ/mol] 

TS1 
[kJ/mol] 

K2*10-4         
[M-1] 

H2   
[kJ/mol] 

G2  
[kJ/mol] 

TS2 
[kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C 13,68 ± 0,20   0,80 ± 0,01 -24,95 ± 1,87 -29,30 ± 0,23 4,35 ± 0,12 0,75 ± 0,10 -38,46 ± 1,71 -12,13 ± 1,07 -16,33 ± 1,02 

25 mM NaCl, 25°C 4,93 ± 0,43 0,98 ± 0,04 -21,62 ± 1,94 -26,78 ± 0,54 5,15 ± 2,09 3,96 ± 0,10 -38,48 ± 6,13 -26,24 ± 2,00 -12,24 ± 0,68 

50 mM NaCl, 25°C 4,23 ± 0,40 1,16 ± 0,38 -22,12 ± 1,15 -26,39 ± 0,48 4,28 ± 1,05 0,99 ± 0,38 -37,97 ± 1,72 -22,81 ± 1,01 -15,16 ± 1,04 

75 mM NaCl, 25°C 3,59 ± 0,34 1,37 ± 0,33 -20,04 ± 1,23 -25,99 ± 1,02 5,59 ± 0,23 0,38 ± 0,10 -27,11 ± 8,66 -20,44 ± 0,57 -6,67 ± 0,66 

100 mM NaCl,  25°C 3,37 ± 0,97 1,68 ± 0,13 -17,34 ± 3,72 -25,83 ± 0,79 7,49 ± 2,01 0,47 ± 0,16 -9,71 ± 1,37 -20,97 ± 0,24 11,96 ± 1,03 

125 mM NaCl, 25°C 2,30 ± 0,97 1,39 ± 0,15 -15,10 ± 4,54 -24,89 ± 0,29 9,79 ± 0,12 3,46 ± 0,32 -14,46 ± 2,06 -25,90 ± 0,36 11,43 ± 0,83 

150 mM NaCl, 25°C 2,14 ± 0,81 1,71 ± 0,25 -14,49 ± 2,06 -24,71 ± 1,03 10,22 ± 1,89 2,87 ± 0,13 -5,57 ± 0,14 -25,44 ± 0,52 19,87 ± 1,92 

200 mM NaCl, 25°C 2,06 ± 0,31 2,50 ± 0,50 -15,90 ± 1,90 -24,61 ± 0,92 8,71 ± 2,09 3,09 ± 0,76 -13,98 ± 1,98 -25,62 ± 1,00 11,66 ± 1,19 

250 mM NaCl, 25°C 1,32 ± 0,09 2,2 ± 0,44 -14,46 ± 2,08 -23,51 ± 1,05 9,05 ± 1,08  3,99 ± 0,17 -10,10 ± 1,53 -26,25 ± 1,05 16,15 ± 1,52 

300 mM NaCl, 25°C 1,21 ± 0,08 1,34 ± 0,38 -10,47 ± 1,05 -23,28 ± 1,21 12,81 ± 2,04 4,14 ± 0,31 -20,41 ± 1,45 -26,77 ± 0,90 6,66 ± 0,15 

25 mM NaCl, 35°C nw nw nw nw nw nw nw nw nw 

nw – nie wyznaczone 
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 Aby wyznaczyć zmianę entalpii oddziaływań elektrostatycznych wyznaczyłam 

nachylenie prostej zależności logarytmu naturalnego ze stałej wiązania K1 do logarytmu 

naturalnego ze stężenia soli NaCl w buforze, Ryc. 67. Wyznaczony współczynnik 

nachylenia prostej SK wynosi -0,59±0,07. Następnie, na podstawie wartości SK 

oszacowałam udziały zmian entalpii swobodnej oddziaływań elektrostatycznych 

(Tabela 19). Wraz ze wzrostem stężenia soli w buforze wyznaczona wartość ΔGpe maleje. 

Zmiany entalpii swobodnej oddziaływań pozaelektrostatycznych utrzymują się natomiast 

na zbliżonym poziomie i stanowią ok. 73-92 % udziału całkowitej zmiany entalpii 

swobodnej. 

 
Rycina 67. Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania C-1415 K1 od logarytmu 

naturalnego ze stężenia soli, [NaCl] 
 
 

Analogicznie jak w przypadku proflawiny i C-1330 założyłam, że w trakcie 

wiązania monokationów C-1415 nie dochodzi do zmian konformacyjnych w strukturze 

liganda, w tym wypadku wartość ∆Gkonf jest generowana przez zmiany w strukturze 

podwójnej helisy. Wartość ΔGkonf wynosi wtedy 16,72 kJmol-1[121, 164]. 

Wstawiając wyżej wymienione zmiany entalpii swobodnych dla buforu z 25 mM 

chlorkiem sodu do równania: 

molhydtrkonfpeobs GGGGGG  
,  

otrzymujemy: 

ΔGobs = -5,39 + 62,28+ 16,72+ ΔGhyd +ΔGmol = -26,78 

Ponieważ nie udało mi się wyznaczyć doświadczalnie zmian pojemności cieplnej układu, 

Cp, byłam w stanie oszacować jedynie łączną zmianę entalpii odziaływań hydrolobowych 

i niekowalencyjnych: 

(ΔGhyd + ΔGmol) = -100,39 kJmol-1 
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Tabela 19. Zmiany entalpii swobodnych  oddziaływania monokationów C-1415 z ctDNA  
w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

Gobs 
  [kJ/mol] 

Gpe 
  [kJ/mol] 

Gt 
  [kJ/mol] 

Cp 
  [J/(molK)] 

Ghyd 
  [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C -29,30 ± 0,23 nw nw 

nw nw 

25 mM NaCl, 25°C -26,78 ± 0,54 -5,39 ± 0,06 -2,38 ± 1,34 

50 mM NaCl, 25°C -26,39 ± 0,48 -4,38 ± 0,03 -22,01 ± 0,78 

75 mM NaCl, 25°C -25,99 ± 1,02 -3,79 ± 0,21 -22,20 ± 0,31 

100 mM NaCl,  25°C -25,83 ± 0,79 -3,04 ± 0,08 -22,47 ± 0,38 

125 mM NaCl, 25°C -24,89 ± 0,29 -2,77 ± 0,29 -21,85 ± 0,56 

150 mM NaCl, 25°C -24,71 ± 1,03 -2,35 ± 0,14 -21,93 ± 0,12 

200 mM NaCl, 25°C -24,61 ± 0,92 -2,35 ± 0,02 -22,26 ± 1,95 

250 mM NaCl, 25°C -23,51 ± 1,05 -2,03 ± 0,17 -21,48 ± 0,57 

300 mM NaCl, 25°C -23,28 ± 1,21 -1,76 ± 0,01 -21,52 ± 1,26 

25 mM NaCl, 35°C nw nw nw 

nw – nie wyznaczone 

 

 Analizując diagram wkładów poszczególnych zmian entalpii swobodnych 

(Ryc. 68) można zauważyć, że podobnie jak w przypadku proflawiny oraz C-1330, 

tworzenie kompleksu C-1415 z ctDNA następuje głównie wskutek tworzenia nowych 

wiązań niekowalencyjnych i energii uzyskanej dzięki przeniesieniu aromatycznej 

cząsteczki z roztworu wodnego do wnętrza podwójnej helisy DNA, (ΔGhyd +ΔGmol). 

Udział zmian entalpii swobodnej oddziaływań elektrostatycznych jest w przypadku tej 

pochodnej wyjątkowo mały. 
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Rycina 68. Wkład poszczególnych zmian entalpii swobodnej w całkowitej, obserwowanej zmianie 
entalpii swobodnej dla oddziaływania C-1415 z ctDNA w buforze Hepes o 25mM stężeniu NaCl  

w temperaturze 25ºC 

 
Dla oddziaływania agregatów z ctDNA podobnie jak dla pochodnej C-1330 

obserwuje się nieznaczny wzrost stałej wiązania K2 wraz ze wzrostem siły jonowej buforu, 

(Tabela 18, Ryc 69). 

 
Rycina 69.  Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania zagregowaych cząsteczek C-1415 

K2 od logarytmu ze stężenia soli, [NaCl] 
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V.5.4. Analiza termodynamiczna oddziaływań imidazoakrydonu C-1212  
z ctDNA 
 

Kolejnym badanym związkiem była pochodna C-1212. Wyniki uzyskane podczas 

miareczkowania ctDNA tym związkiem w buforze niskosolnym (5 mM NaCl) 

w temperaturze 25°C przedstawiłam na Ryc 70.  

 

 
Rycina 70. Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania pochodnej C-1212 z ctDNA  
w 25ºC, kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1212, kolor różowy – 
miareczkowanie buforu roztworem pochodnej C-1212, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA 

buforem. Stężenie wyjściowego roztworu C-1212 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes o 5 mM 
stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu pochodnej C-1212 

 
Aby sprawdzić jak siła jonowa buforu wpływa na oddziaływania ligand-DNA, 

wykonałam analogiczne doświadczenia w dziesięciu buforach różniących się stężeniem 

chlorku sodu w zakresie stężeń 5 – 300 mM. Zestaw uzyskanych termogramów 

przedstawiłam na Ryc 71.  

Aby wyznaczyć parametry termodynamiczne oddziaływania pochodnej C-1212 

z ctDNA do danych doświadczalnych dopasowałam opracowany model oddziaływań, 

zgodnie z procedurą opisaną p. IV.5.7.  Dopasowanie modelu do wybranych izoterm 

oddziaływania przedstawiłam na Ryc. 72. Oszacowane stałe zamieściłam w Tabeli 20.  

Dla tej pochodnej można zaobserwować również wpływ siły jonowej buforu oraz 

temperatury reakcji na parametry termodynamiczne. Parametry termodynamiczne 

odziaływania agregatów z ctDNA dla reakcji prowadzonej w buforze w podwyższonej 

temperaturze obarczone były dużym błędem oszacowania i dlatego nie uwzględniłam ich 

w dalszych rozważaniach, wartości te nie zostały również umieszczone w Tabeli 20. 
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 71. Cykl pomiarów oddziaływania pochodnej C-1212z ctDNA w 25ºC, kolor czarny – 
miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1212, kolor różowy – miareczkowanie buforu roztworem 
pochodnej C-1212, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego roztworu C-1212 
2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu pochodnej C-1212 
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A1 A2 

 
 

 
B1 

 
B2 

 
 

 
C1 

 
C2 

  
Rycina 72. A1, B1, C1: Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania C-1212 z ctDNA  
w 25ºC, kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem C-1212, kolor różowy– miareczkowanie 
buforu roztworem C-1212, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego 
roztworu C-1212, 1 mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A1),  
150 mM (B1) oraz 300 mM (C1) stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu 
 C-1212. A2, B2 C2: dopasowanie modelu do zoterm oddziaływania C-1212 z ctDNA w 25ºC 
odpowiadajcych termogramom A1, B1 i C1 
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Tabela 20. Parametry termodynamiczne oddziaływania C-1212 z ctDNA w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

K1*10-4        
[M-1] n 

H1 
[kJ/mol] 

G1 
  [kJ/mol] 

TS1 
[kJ/mol] 

K2*10-4         
[M-1] 

H2   
[kJ/mol] 

G2  
[kJ/mol] 

TS2 
[kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C 5,54 ± 0,61 0,79 ± 0,03 -23,58 ± 1,32 -27,06 ± 0,89 3,49 ± 2,09 5,19 ± 0,16 -91,78 ± 14,75 -26,90 ± 0,94 -64,88 ± 4,07 

25 mM NaCl, 25°C 6,21 ± 0,11 0,80 ± 0,01 -21,81 ± 7,97 -27,35 ± 0,35 5,54 ± 0,78 3,33 ± 7,97 -31,62 ± 2,48 -25,80 ± 0,73 -5,82 ± 0,72 

50 mM NaCl, 25°C 10,07 ± 0,98 0,93 ± 0,01 -20,52 ± 1,90 -28,54 ± 0,23 8,02 ± 0,99 2,99 ± 0,02  -99,07 ± 10,07 -25,54 ± 0,12 -73,53 ± 6,08 

75 mM NaCl, 25°C 11,72 ± 0,07 0,89 ± 0,00 -20,75 ± 6,88 -28,92 ± 0,87 8,17 ± 1,25 4,55 ± 0,19 -66,74 ± 3,33 -26,58 ± 1,78 - 40,16 ± 0,37 

100 mM NaCl,  25°C 8,51 ± 1,16 0,66 ± 0,07 -18,18 ± 3,16 -28,13 ± 1,09 9,95 ± 0,76 7,05 ± 1,15 -39,15 ± 4,90 -27,66 ± 0,94 -11,49 ± 0,83 

125 mM NaCl, 25°C 6,09 ± 0,35 0,49 ± 0,01 -15,33 ± 2,06 -27,30 ± 0,93 11,97 ± 0,92 10,51 ± 0,66 -34,65 ± 1,57 -28,65 ± 0,28 -6,00 ± 0,98 

150 mM NaCl, 25°C 5,13 ± 0,11 0,40 ± 0,01 -14,17 ± 4,29 -26,87 ± 0,24 12,70 ± 0,37 7,50 ± 0,24 -39,85 ± 7,29 -27,82 ± 0,93 -12,04 ± 1,07 

200 mM NaCl, 25°C 1,39 ± 0,33 1,06 ± 0,15 -15,07 ± 2,1 - 23,63 ± 0,97 8,56 ± 0,72 1,85 ± 0,01 -24,60 ± 0,62 -24,36 ± 1,39 -0,25 ± 0,01 

250 mM NaCl, 25°C 1,12 ± 0,21 1,20 ±0,21 -17,87 ± 1,23 -23,11 ± 0,28 5,24 ± 1,06 2,59 ± 0,23 -15,61 ± 0,12 -25,18 ± 0,23 -9,51 ± 0,67 

300 mM NaCl, 25°C 3,20 ± 0,16 2,05 ± 0,13 -12,86 ± 2,90 -25,70 ± 1,02 12,84 ± 1,87 1,46 ± 0,06 -12,91 ± 6,15 -23,76 ± 0,57 -9,15 ± 0,26 

25 mM NaCl, 35°C 9,81 ± 0,87 1,12 ± 0,12 -28,89 ± 2,24 -29,44 ± 0,23 0,55 ± 0,12 nw nw nw nw 

nw – nie wyznaczone 
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Kolejnym krokiem było oszacowanie zmiany entalpii oddziaływań 

elektrostatycznych. W tym celu wyznaczyłam nachylenie zależności lnK=f(ln[NaCl]), 

Ryc. 73. Wyznaczony współczynnik nachylenia prostej SK wynosi -1,21±0,18. Podczas 

wyznaczania współczynnika nachylenia prostej odrzuciłam punkty odpowiadające 

buforom z 5 i 25 mM chlorkiem sodu, ponieważ wartość stałej wiązania w tych buforach 

odbiegała znacznie od trendu obserwowanego dla pozostałych wartości (Ryc. 70). Na 

podstawie wartości SK oszacowałam udziały zmian entalpii swobodnej oddziaływań 

elektrostatycznych (Tabela 21).  

 

 
Rycina 73. Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania C-1212 K1 od logarytmu 

naturalnego ze stężenia soli, [NaCl] 
 

 

 

Analogicznie jak w przypadku powyżej opisanych związków założyłam,  

że w trakcie wiązania się monokationów C-1212 nie dochodzi do zmian konformacyjnych 

w strukturze liganda. Wartość ΔGkonf dla klasycznych interkalatorów wynosi wtedy 

16,72 kJmol-1. Wartość ΔGr+t dla temperatury 298 K przyjęłam 62,28 kJmol-1.  

Wstawiając wyżej wymienione zmiany entalpii swobodnych dla buforu z 25 mM 

chlorkiem sodu do równania: 

molhydtrkonfpeobs GGGGGG  
,  

otrzymujemy: 

ΔGobs = -8,96 + 62,28 + 16,72 + (-42,51) + ΔGmol = -28,54 

ΔGmol = -56,07 kJmol-1 
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Tabela 21. Zmiany entalpii swobodnych  oddziaływania monokationów C-1212 z ctDNA  
w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

Gobs 
  [kJ/mol] 

Gpe 
  [kJ/mol] 

Gt 
  [kJ/mol] 

Cp 
  [J/(molK)] 

Ghyd 
  [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C -27,06 ± 0,89 nw nw   

25 mM NaCl, 25°C -27,35 ± 0,35 nw nw -531,37 ± 41,22 -42,51 (±10) 

50 mM NaCl, 25°C -28,54 ± 0,23 -8,96 ± 0,78 -19,58 ± 1,03    

75 mM NaCl, 25°C -28,92 ± 0,87 -7,75 ± 1,09 -21,17 ± 1,90   

100 mM NaCl,  25°C -28,13 ± 1,09 -6,89 ± 0,32 -21,24 ± 1,28   

125 mM NaCl, 25°C -27,30 ± 0,93 -6,22 ± 0,65 -21,08 ± 1,21   

150 mM NaCl, 25°C -26,87 ± 0,24 -5,67± 0,31 -21,20± 0,92   

200 mM NaCl, 25°C - 23,63 ± 0,97 -4,81 ± 1,03 -18,82 ± 0,26   

250 mM NaCl, 25°C -23,11 ± 0,28 -4,14 ± 0,84 -18,97 ± 0,68   

300 mM NaCl, 25°C -25,70 ± 1,02 -3,60  ± 0,27 -22,10 ± 0,23   

25 mM NaCl, 35°C -29,44 ± 0,23 -15,84 ± 1,73 -13,59 ± 0,24   

nw – nie wyznaczone 

 

 Profil termodynamiczny tworzenia kompleksu interkalacyjnego C-1212 z ctDNA, 

Ryc. 74, jest zbliżony do profili uzyskanych dla wcześniej badanych związków: Ryc. 56 

i Ryc. 63. Różnica dotyczy przede wszystkim zmniejszenia wkładu zmiany entalpii 

swobodnej oddziaływań niekowalencyjnych, ΔGmol, i zwiększenia wpływu zmiany entalpii 

swobodnej oddziaływań hydrofobowych, ΔGhyd, do ogólnej zmiany entalpii swobodnej 

interkalacji.  
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Rycina 74. Wkład poszczególnych zmian entalpii swobodnej do całkowitej, obserwowanej zmiany 
entalpii swobodnej interkalacji dla oddziaływania C-1212 z ctDNA w buforze Hepes o 50 mM 

stężeniu NaCl w temperaturze 25ºC 

 

Analiza termodynamiczna oddziaływania agregatów z ctDNA nie była 

przedmiotem niniejszej pracy, jednak analizując Tabelę 20, oraz wykres Ryc. 75 można 

stwierdzić, że stałe wiązania agregatów z ctDNA utrzymują się mniej więcej na stałym 

poziomie (są rzędu 104) niezależnie od siły jonowej, stałe te. Wraz ze wzostem siły 

jonowej buforu maleje natomiast zmiana entalpii tworzenia tego kompleksu, Tab. 20. 

 
Rycina 75.  Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania zagregowaych cząsteczek C-1212 

K2 od logarytmu ze stężenia soli, [NaCl] 
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V.5.5. Analiza termodynamiczna oddziaływań imidazoakrydonu C-1371  
z ctDNA 
 

Analizę mikrokalorymetryczną pochodnej C-1371 przeprowadziłam analogicznie 

jak dla powyżej opisanych związków. Miareczkowanie wykonałam w dziesięciu buforach 

różniących się stężeniem chlorku sodu. Otrzymane termogramy dla wszystkich badanych 

roztworów przedstawiłam na Ryc. 76. Proces rozcieńczania związku wykazuje silny 

charakter endotermiczny, natomiast oddziaływanie C-1371 z DNA charakter 

egzotermiczny.  

Do uzyskanych danych eksperymentalnych został dopasowany opracowany model 

oddziaływań, zgodnie z procedurą opisaną p. IV.5.7. Izotermy dopasowania modelu 

przedstawiłam na Ryc. 77 A2, B2, C2. Wyznaczone zostały parametry termodynamiczne 

oddziaływania monomerów (K1, ΔH1, n) oraz agregatów (K2, ΔH2) C-1371 z DNA 

w dziesięciu buforach. Oszacowane wartości parametrów zebrane zostały w Tabeli 22. 

Wraz ze wzrostem siły jonowej buforu obserwuje się spadek stałej wiązania monomerów 

z ctDNA (K1), przy jednoczesnym wzroście stałej wiązania zagregowanych cząsteczek do 

ctDNA (K2), (Tabela 22). Stałe wiązania monomerów są rzędu 105, natomiast stałe 

wiązania agregatów 104. Oddziaływaniu monomerów z ctDNA towarzyszy dodatni 

przyrost entropii, z jednoczesnym spadkiem entalpii.  

Do wyznaczenia entalpii swobodnej oddziaływań elektrostatycznych ΔGpe 

wykorzystałam liniową zależność między logarytmem ze stałej wiązania oraz stężeniem 

soli w buforze (Ryc. 78) zgodnie ze wzorem (11). Wyznaczony współczynnik nachylenia 

prostej SK wynosi -1,31±0,12 i jest zbliżony do wartości wyznaczonych dla innych 

monokationów wiążących się do DNA [161,162,166]. Podczas wyznaczania 

współczynnika nachylenia prostej odrzuciłam punkt odpowiadający buforowi 

niskosolnemu, ponieważ stała wiązania w tym buforze odbiegała znacznie od trendu 

obserwowanego dla pozostałych wartości (Rys. 78). Tak wyznaczona wartość SK 

pozwoliła na oszacowanie udziały zmian entalpii swobodnej oddziaływań 

elektrostatycznych (Tabela 22). Wraz ze wzrostem stężenia soli w buforze wyznaczona 

wartość ΔGpe maleje. Zmiany entalpii swobodnej oddziaływań pozaelektrostatycznych 

utrzymują się natomiast na zbliżonym poziomie i stanowią ok. 67-87 % udziału całkowitej 

entalpii swobodnej. 
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 76.Cykl pomiarów oddziaływania pochodnej C-1371 z ctDNA w 25ºC, kolor czarny –miareczkowanie 
ctDNA roztworem pochodnej C-1371,  kolor różowy – miareczkowanie buforu roztworem pochodnej C-1371, 

kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego roztworu C-1371 2 mM, ctDNA 
0,1 mMpz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu pochodnej C-1371 
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A1 A2 

 
 

 
B1 

 
B2 

 
 

 
C1 

 
C2 

 
 

Rycina 77. A1, B1, C1: Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania C-1371 z ctDNA  
w 25ºC, kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem C-1371, kolor różowy – miareczkowanie 
buforu roztworem C-1371, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego 
roztworu C-1371, 1 mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A1), 150 mM (B1) oraz  
300 mM (C1) stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu C-1371. A2, B2 C2: 
dopasowanie modelu do izoterm oddziaływania C-1371  z ctDNA w 25ºC odpowiadajcych 
termogramom A1, B1 i C1 
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Tabela 22. Parametry termodynamiczne oddziaływania C-1371z ctDNA w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

K1*10-5         
[M-1] n 

H1 
[kJ/mol] 

G1 
  [kJ/mol] 

TS1 
[kJ/mol] 

K2*10-4         
[M-1] 

H2   
[kJ/mol] 

G2  
[kJ/mol] 

TS2 
[kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C 4,98 ± 0,11 0,57 ± 0,01 -28,48 ± 3,50 -32,51 ± 2,09 3,67 ± 0,05 0,29 ± 0,08 -20,79 ± 3,6 -19,80 ± 0,35 -0,99 ± 0,07 

25 mM NaCl, 25°C 24,5 ± 1,72 1,33 ± 0,02 -25,91 ± 2,69 -36,46 ± 3,90 10,55 ± 0,02 1,02 ± 0,37 -10,54 ± 2,62 -22,87 ± 1,20 12,33 ± 1,02  

50 mM NaCl, 25°C 12,09 ± 1,04 1,15 ± 0,10 -21,61 ± 7,57 -34,70 ± 1,64 13,09 ± 0,05 1,34 ± 0,49 -11,38 ± 4,63 -23,63 ± 1,94 12,25 ± 1,20 

75 mM NaCl, 25°C 9,06 ± 1,04 0,91 ± 0,05 -24,21 ± 4,68 -33,99 ± 0,97 9,78 ± 1,00 2,81 ± 0,24 -22,34 ± 1,04 -25,38 ± 0,86 3,04 ± 0,24 

100 mM NaCl,  25°C 2,51 ± 0,26 0,73 ± 0,01 -20,88 ± 1,23 -30,81 ± 1,24 9,93 ± 0,04 2,51 ± 0,13 -22,16 ± 1,54 -25,01 ± 1,05 2,95 ± 1,00  

125 mM NaCl, 25°C 1,70 ± 0,36 0,75 ± 0,02 -16,39 ± 1,74 -29,94 ± 2,70 13,56 ± 1,20 5,01 ± 0,87 -57,57 ± 3,89 -26,84 ± 1,39 -30,73 ± 1,04 

150 mM NaCl, 25°C 0,36 ± 0,02 0,67 ± 0,01 -14,63 ± 5,60 -26,01 ± 1,28 11,38 ± 0,45 1,61 ± 0,07 -26,45 ± 7,63 -24,01 ± 0,24 -2,44 ± 0,10 

200 mM NaCl, 25°C 1,27 ± 0,47 0,91 ± 0,05 -10,21 ±1,68 -29,11 ± 0,92 18,69 ± 0,01 2,81 ± 0,24 -22,34 ± 1,04 -28,27 ± 1,78 -3,40 ± 0,23 

250 mM NaCl, 25°C 2,79 ± 0,27 1,43 ± 0,23 -11,69 ± 2,85 -31,08 ± 0,86 19,69 ± 0,97 6,05 ± 0,65 -39,51 ± 1,60 -27,28 ± 1,17 -12,33 ± 2,03 

300 mM NaCl, 25°C 1,34 ± 0,11 0,84 ± 0,01 -10,38 ± 1,37 -29,26 ± 0,02 18,88 ± 0,42 8,23 ± 0,31 -26,13 ± 4,00 -28,05 ± 1,07 1,93 ± 0,78 

25 mM NaCl, 35°C 2,22 ± 1,11 0,96 ± 0,11 -32,88 ± 3,01 -31,53 ± 1,03 -1,35 ± 0,98 4,55 ± 0,23 -22,72 ± 1,28 -27,47 ± 1,20 4,75 ± 0,01 
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Rycina 78. Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania C-1371 K1 od logarytmu 

naturalnego ze stężenia soli, [NaCl] 

 

Tabela 23. Zmiany entalpii swobodnych  oddziaływania monokationów C-1371 z ctDNA 
 w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

Gobs 
  [kJ/mol] 

Gpe 
  [kJ/mol] 

Gt 
  [kJ/mol] 

Cp 
  [J/(molK)] 

Ghyd 
  [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C -32,51 ± 2,09 nw nw   

25 mM NaCl, 25°C -36,46 ± 3,90 -11,99 ± 0,19 -24,46 ± 0,01 -403,93 ± 34,90 -32,31(±10) 

50 mM NaCl, 25°C -34,70 ± 1,64 -9,74 ± 1,02 -24,96 ± 0,92   

75 mM NaCl, 25°C -33,99 ± 0,97 -8,42 ± 0,29 -25,57 ± 0,95   

100 mM NaCl,  25°C -30,81 ± 1,24 -7,49 ± 0,92 -23,32 ± 0,03   

125 mM NaCl, 25°C -29,94 ± 2,70 -6,76± 0,74 -23,18 ± 0,20   

150 mM NaCl, 25°C -26,01 ± 1,28 -6,17 ± 0,38 -19,84 ± 0,32   

200 mM NaCl, 25°C -29,11 ± 0,92 -5,23 ± 0,27 -23,88 ± 0,55   

250 mM NaCl, 25°C -31,08 ± 0,86 -4,50 ± 0,16 -26,57 ± 0,29   

300 mM NaCl, 25°C -29,26 ± 0,02 -3,91 ± 0,12 -25,35 ± 0,35   

25 mM NaCl, 35°C -31,53 ± 1,03 -17,80 ± 0,15 -13,73 ± 0,25   

nw – nie wyznaczone 
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Następnie, zakładając wartości ΔGkonf = -16,72 kJmol-1, oraz ΔGr+t= 62,28 kJmol-1 

wyznaczyłam zmianę entalpii swobodnej słabych oddziaływań niekowalencyjnych ΔGmol 

korzystając z zależności: 

molhydtrkonfpeobs GGGGGG  
,  

otrzymujemy: 

ΔGobs = -11,99 + 62,28 + 16,72 + (-32,31) +ΔGmol = -36,46 

ΔGmol = -71,16 kJmol-1 

 Zgodnie z zamieszczonym poniżej wykresem, Ryc. 79, można stwierdzić,  

że tworzenie kompleksu monomerów pochodnej C-1371 z ctDNA następuje dzięki 

tworzenia nowych wiązań niekowalencyjnych, ΔGmol, oraz efektów hydrofobowych 

wynikających z przejścia aromatycznej cząsteczki z roztworu wodnego do wnętrza 

podwójnej helisy DNA, ΔGhyd. 

 
Rycina 79. Wkład poszczególnych zmian entalpii swobodnej do całkowitej, obserwowanej zmiany 

entalpii swobodnej interkalacji dla oddziaływania C-1371 z ctDNA w buforze Hepes o 25mM 
stężeniu NaCl w temperaturze 25ºC 

 

 Analizując oddziaływanie agregatów pochodnej C-1371 z ctDNA można 

zaobserwować, podobnie jak dla pochodnej C-1330, wzrost stałej wiązania wraz  

ze wzrostem siły jonowej buforu. Wyższe stężenie chlorku sodu w buforze powoduje 

również większe efekty cieplne procesu (Tabela 22 oraz Ryc. 80.) 
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Rycina 80.  Zależność logarytmu ze stałej wiązania zagregowaych cząsteczek C-1371 K2  

od logarytmu ze stężenia soli, [NaCl] 

 

V.5.6. Analiza termodynamiczna oddziaływań imidazoakrydonu C-1492  
z ctDNA 
 

Analogicznie jak dla poprzednio badanych związków wykonałam pomiary 

mikrokalorymetryczne dla oddziaływań pochodnej C-1492 z ctDNA. Miareczkowanie 

wykonałam w dziesięciu buforach różniących się stężeniem chlorku sodu. Otrzymane 

termogramy dla wszystkich badanych roztworów przedstawiłam na Ryc. 81.  

 Do uzyskanych danych eksperymentalnych został następnie dopasowany model 

oddziaływań, zgodnie z procedurą opisaną p. IV.5.7. Przykłady dopasowania modelu  

do doświadczalnych izoterm oddziaływania przedstawiłam na Ryc. 82, panele A2, B2, C2. 

Wyznaczone zostały parametry termodynamiczne oddziaływania monomerów (K1, ΔH1, n) 

oraz agregatów (K2, ΔH2) pochodnej C-1492 z DNA w dziesięciu buforach. Oszacowane 

wartości stałych zebrane zostały w Tabeli 24. Wraz ze wzrostem siły jonowej buforu 

obserwuje się spadek stałej wiązania monomerów z ctDNA (K1), przy jednoczesnym 

wzroście stałej wiązania zagregowanych cząsteczek do ctDNA (K2), (Tabela 24). Wyższa 

temperatura nie hamuje procesu, jednak stałe wyznaczone dla oddziaływania agregatów 

z DNA były obarczone dużym błędem oszacowania, dlatego nie uwzględniłam ich 

w dalszych obliczeniach. 
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5 mM NaCl 

 

125 mM NaCl 

 
25 mM NaCl 

 

150 mM NaCl 

 
50 mM NaCl 

 

200 mM NaCl 

 
75  mM NaCl 

 

250 mM NaCl 

 
100 mM NaCl 

 

300 mM NaCl 

 
Rycina 81. Cykl pomiarów oddziaływania pochodnej C-1492 z ctDNA w 25ºC, kolor czarny – 
miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1492, kolor różowy – miareczkowanie buforu roztworem 
pochodnej C-1492, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego roztworu C-1492 
2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu pochodnej C-1492 
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Rycina 82. A1, B1, C1: Cykl pomiarów mikrokalorymetrycznych oddziaływania C-1492 z ctDNA  
w 25ºC, kolor czarny – miareczkowanie ctDNA roztworem C-1492, kolor różowy – miareczkowanie 
buforu roztworem C-1492, kolor zielony – miareczkowanie ctDNA buforem. Stężenie wyjściowego 
roztworu C-1492, 1 mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A1), 150 mM (B1) oraz 
300 mM (C1) stężeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 l roztworu C-1371. A2, B2 C2: 
dopasowanie modelu dozoterm oddziaływania C-1492  z ctDNA w 25ºC odpowiadajcych 
termogramom A1, B1 i C1 
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Tabela 24. Parametry termodynamiczne oddziaływania C-1492 z ctDNA w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki reakcji 
Parametry termodynamiczne procesu 

K1*10-5        
[M-1] n 

H1 
[kJ/mol] 

G1 
  [kJ/mol] 

TS1 
[kJ/mol] 

K2*10-4         
[M-1] 

H2   
[kJ/mol] 

G2  
[kJ/mol] 

TS2 
[kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C 6,12 ± 0,01 0,66 ± 0,11 -28,71 ± 0,20 -33,02 ± 0,90 4,30 ± 0,03 3,59 ± 0,12 -13,51 ± 0,02 -25,99 ± 0,53 12,48 ± 0,34 

25 mM NaCl, 25°C 11,01 ± 0,99 0,55 ± 0,02 -24,53 ± 1,69 -33,49 ± 0,23 9,94 ± 0,32 3,90 ± 0,33 -17,57 ± 4,61 -26,19 ± 1,02 8,63 ± 0,23 

50 mM NaCl, 25°C 9,31 ± 1,28 0,93 ± 0,02 -28,90 ± 4,89 -34,06 ± 1,89 5,16 ± 1,31 3,00 ± 0,13 -11,59 ± 1,11 -25,55 ± 0,28 13,95 ± 0,32 

75 mM NaCl, 25°C 6,65 ± 0,51 1,06 ± 0,01 -23,31 ± 0,41 -33,22 ± 0,34 9,91 ± 1,92 7,16 ± 0,16 - 11,66 ± 0,04 -27,70 ± 1,80 16,64 ± 1,90 

100 mM NaCl,  25°C 4,99 ± 0,08  1,33 ± 0.01 -21,91 ± 0,01 -32,51 ± 1,09 10,60 ± 2,89 1,74 ± 0,15 -7,66 ± 0,00 -24,19 ± 0,11 16,53 ± 0,78 

125 mM NaCl, 25°C 4,01 ± 0,50  0,81 ± 0,15 -20,43 ± 0,15 -31,97 ± 1,04 11,54 ± 0,12 1,16 ±  0,49 -21,18 ± 5,65 -23,19 ± 0,14 2,02 ± 0,48 

150 mM NaCl, 25°C 4,55 ± 0,03 1,72 ± 0,17  -17,53 ± 1,07 -32,28 ± 2,11 14,76 ± 0,98 5,36 ± 0,81 -16,38 ± 4,55 -26,93 ± 1,19 10,60 ± 1,87 

200 mM NaCl, 25°C 3,98 ± 0,43 2,49 ± 0,84 -16,66 ± 2,76 -31,95 ± 0,56 15,29 ± 0,73 8,08 ± 0,13 -27,96 ± 3,53 -28,90 ± 1,27 0,04 ± 0,09 

250 mM NaCl, 25°C 2,02 ± 0,12 1,27 ± 0,13 -15,67 ± 1,25 -30,27 ± 0,48 14,60 ± 1,90 7,59 ± 0,33 -30,10 ± 8,00 -27,85 ± 0,67 -2,25 ± 0,06 

300 mM NaCl, 25°C 1,85 ± 0,16 1,61 ± 0,03 -11,51± 1,70 -30,05 ± 0,12 18,54 ± 1,47 5,34 ± 0,62 -24,73 ± 3,67 -27,00 ± 0,67 2,26 ± 0,68 

25 mM NaCl, 35°C 7,61 ± 0,87 1,42 ± 0,12 -32,39 ± 3,24 -34,68 ± 0,23 2,29 ± 0,22 nw nw nw nw 
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W kolejnym kroku oszacowałam zmiany entalpii oddziaływań elektrostatycznych. 

W tym celu wyznaczyłam nachylenie zależności lnK1=f(ln[NaCl]), Ryc. 83. Oszacowany 

współczynnik nachylenia prostej, SK, wynosi -0,72±0,10. Podczas wyznaczania 

współczynnika nachylenia prostej odrzuciłam punkt odpowiadający buforowi 

niskosolnemu (Ryc. 83). Następnie, na podstawie wartości SK oszacowałam udziały zmian 

entalpii swobodnej oddziaływań elektrostatycznych (Tabela 25). Wraz ze wzrostem 

stężenia soli w buforze wyznaczona wartość ΔGpe maleje. Zmiany entalpii swobodnej 

oddziaływań pozaelektrostatycznych utrzymują się natomiast na zbliżonym poziomie 

i stanowią ok. 85-92 % udziału całkowitej entalpii swobodnej. 

 
Rycina 83. Zależność logarytmu naturalnego ze stałej wiązania C-1492 K1 od logarytmu 

naturalnego ze stężenia soli, [NaCl] 
 

Tak jak w przypadku pozostałych związków również dla pochodnej C-1492 

założyłam, że w trakcie wiązania monokationów nie dochodzi do zmian konformacyjnych 

w strukturze liganda, w tym wypadku wartość ∆Gkonf jest generowana przez zmiany  

w strukturze podwójnej helisy. Wartość ΔGkonf  wynosi wtedy 16,72 kJmol-1 [121, 164]. 

Wstawiając wyżej wymienione zmiany entalpii swobodnych oszacowane dla buforu  

z 25 mM chlorkiem sodu do równania: 

molhydtrkonfpeobs GGGGGG  
,  

otrzymujemy: 

ΔGobs = -6,59 + 62,28 + 16,72 + (-29,40) + ΔGmol = -34,47 

ΔGmol = -77,48 kJmol-1 
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Tabela 25. Zmiany entalpii swobodnych  oddziaływania monokationów C-1492 z ctDNA 
 w buforach o różnym stężeniu NaCl i w różnej temperaturze 

Warunki procesu 
Parametry termodynamiczne procesu 

Gobs 
  [kJ/mol] 

Gpe 
  [kJ/mol] 

Gt 
  [kJ/mol] 

Cp 
  [J/(molK)] 

Ghyd 
  [kJ/mol] 

5 mM NaCl, 25°C -33,02 ± 0,90 nw nw   

25 mM NaCl, 25°C -33,47 ± 0,23 -6,59 ± 0,08 -27,88 ± 1,47 -367,54 ± 42,95 -29,40 (±10) 

50 mM NaCl, 25°C -34,06 ± 1,89 -5,35 ± 0,29 -28,70 ± 0,42   

75 mM NaCl, 25°C -33,22 ± 0,34 -4,63 ± 0,13 -28,59 ± 0,28   

100 mM NaCl,  25°C -32,51 ± 1,09 -4,11 ± 0,24 -28,40 ± 0,26   

125 mM NaCl, 25°C -31,97 ± 1,04 -3,72 ± 0,18 -28,25 ± 0,27   

150 mM NaCl, 25°C -32,28 ± 2,11 -3,39 ± 0,23 -28,89 ± 0,25    

200 mM NaCl, 25°C -31,95 ± 0,56 -2,88 ± 0,37 -29,07 ± 0,74   

250 mM NaCl, 25°C -30,27 ± 0,48 -2,48 ± 0,25 -27,80 ± 0,26   

300 mM NaCl, 25°C -30,05 ± 0,12 -2,15 ± 0,43 -27,90 ± 1,76   

25 mM NaCl, 35°C -34,68 ± 0,23 -9,47± 0,78 -25,21 ± 0,45   

nw – nie wyznaczone 

 

 Podobnie jak dla wcześniej analizowanych pochodnych imidazoakrydonu 

tworzenie kompleksu C-1492 z ctDNA następuje wskutek tworzenia nowych wiązań 

niekowalencyjnych, ΔGmol, oraz energii uzyskanej z przeniesienia aromatycznej cząsteczki 

z roztworu wodnego do wnętrza podwójnej helisy DNA, (Ryc. 84). 
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Rycina 84. Wkład poszczególnych zmian entalpii swobodnej do całkowitej, obserwowanej zmiany 
entalpii swobodnej interkalacji dla oddziaływania C-1492 ctDNA w buforze Hepes o 25mM 

stężeniu NaCl w temperaturze 25ºC 
 

Analizując oddziaływanie agregatów pochodnej C-1492 z ctDNA można 

zaobserwować, że wraz ze wzrostem siły jonowej buforu stałe wiązania agregatów 

z ctDNA, K2, utrzymują się mniej więcej na stałym poziomie niezależnie od stężenia soli. 

Stałe te są rzędu 3104 (Tabela 24 oraz Ryc. 85.). 

 
Rycina 85.  Zależność logarytmu ze stałej wiązania zagregowaych cząsteczek C-1492 K2  

od logarytmu ze stężenia soli, [NaCl] 
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VI. DYSKUSJA WYNIKÓW 
 

 Mechanizm działania większości dotychczas opracowanych leków 

przeciwnowotworowych wiąże się z ich oddziaływaniem z DNA. W ostatnich latach 

intensywnie studiowane jest oddziaływanie różnorodnych małocząsteczkowych ligandów  

z DNA. Głównym celem tych badań jest nie tylko uzyskanie informacji na temat struktury 

kompleksów ligand/DNA i dynamiki tworzenia tych kompleksów, ale również 

wyznaczenie poszczególnych parametrów termodynamicznych procesu. 

Termodynamiczny opis oddziaływań małocząsteczkowych ligandów z DNA pozwala 

bowiem na uzyskanie informacji na temat udziału poszczególnych typów oddziaływań  

w całkowitej zmianie entalpii swobodnej, która towarzyszy utworzeniu kompleksu 

związku z kwasem nukleinowym. Porównując parametry termodynamiczne 

poszczególnych rodzajów oddziaływań dla serii związków można ocenić, które fragmenty 

struktury związku odpowiadają za jego zdolność do selektywnego oddziaływania z DNA. 

Liczne związki aromatyczne, w tym również te tworzące silne kompleksy z DNA, ulegają 

w roztworze wodnym procesowi agregacji. Główną siłą napędową tego procesu  

są oddziaływania hydrofobowe. Agregacja stanowi istotne utrudnienie przy badaniu 

oddziaływania małocząsteczkowych, aromatycznych lub heteroaromatycznych ligandów 

z kwasem deoksyrybonukleinowym. Istnienie w roztworze kilku form liganda 

znajdujących się w równowadze wymaga użycia skomplikowanych modeli oddziaływania. 

Bez uwzględnienia tego zjawiska opis oddziaływania będzie zafałszowany i może 

prowadzić do błędnej interpretacji uzyskanych wyników. To samo dotyczy wartości 

wyznaczanych parametrów, np. stałych wiązania. Agregacja liganda w roztworze wodnym 

może przebiegać na wiele różnych sposobów. Dlatego dla danego rodzaju liganda należy 

najpierw określić rodzaj agregacji. Dopiero po uzyskaniu tych danych można przystąpić  

do tworzenia modelu uwzględniającego zarówno agregację jak i oddziaływanie liganda 

z DNA. 

W wielu ośrodkach badawczych zajmujących się fizykochemią lub biofizyką 

kwasów nukleinowych stosuje się odmienne podejście. Polega ono na znalezieniu takich 

warunków eksperymentalnych, w których nie występuje agregacja liganda. Warunki  

te jednak zwykle odbiegają od warunków panujących w komórce. Tym samym 

przydatność uzyskanych wyników przy projektowaniu nowych leków, których mechanizm 

działania opiera się na oddziaływaniu z DNA jest bardzo ograniczona. 
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W Katedrze Technologii Leków i Biochemii Wydziału Chemicznego Politechniki 

Gdańskiej prowadzone są poszukiwania nowych związków o właściwościach 

przeciwnowotworowych. W kręgu zainteresowań znajdują się między innymi pochodne 

akrydyny. Pochodne akrydyny o działaniu przeciwnowotworowym wykazują 

zróżnicowany mechanizm działania na poziomie molekularnym. Z uzyskanych dotychczas 

danych wynika jednak, że etap tworzenia fizykochemicznych kompleksów z DNA jest 

niezbędny dla aktywności biologicznej badanych pochodnych. Poważnym utrudnieniem  

w badaniach biofizycznych nad oddziaływaniami pochodnych akrydyny z DNA jest fakt, 

że związki te wykazują silną tendencję do agregacji w roztworach wodnych. Przedmiotem 

mojej pracy doktorskiej było opracowanie procedury badawczej i sposobu opracowywania 

wyników doświadczalnych, które łącznie pozwoliłyby na wyznaczenie parametrów 

termodynamicznych procesu oddziaływania z DNA związków ulegających agregacji  

w roztworach wodnych. Założyłam przy tym, że warunki pomiaru powinny być możliwie 

zbliżone do warunków fizjologicznych. Opracowaną procedurę zamierzałam następnie 

wykorzystać do uzyskania parametrów termodynamicznych oddziaływania serii 

pochodnych imidazoakrydonu z DNA z grasicy cielęcej, ctDNA. 

Najlepszym sposobem wyznaczania parametrów termodynamicznych oddziaływań 

niekowalencyjnych jest dokonanie bezpośrednich pomiarów kalorymetrycznych 

efektów cieplnych występujących podczas oddziaływania reagentów [127, 128, 168, 169, 

170, 171] Postęp jaki dokonał się w ciągu ostatnich lat w zakresie budowy kalorymetrów 

umożliwia dokonywanie takich pomiarów w skali mikro: objętość robocza ok. 1 ml, 

stężenia reagentów na poziomie stężeń mili- a nawet mikromolowych, możliwość 

precyzyjnej rejestracji efektów cieplnych rzędu ułamka J. Dlatego założyłam,  

że opracowywana przeze mnie procedura badawcza wykorzystywać będzie głównie 

technikę izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego. 

Do swoich badań wybrałam 5 analogów przeciwnowotworowego imidazoakrydonu 

C-1311, syntetyzowanego w Katedrze Technologii Leków i Biochemii i znajdującego się 

obecnie po drugim etapie badań klinicznych oraz związek referencyjny: proflawinę. 

Wybrane imidazoakrydony charakteryzują się zróżnicowana aktywnością cytotoksyczną. 

Struktury tych związków przedstawione są w Tab. 1.  

 Pierwszym etapem moich badań było ustalenie, czy wszystkie z tych związków 

ulegają agregacji w temp. 25C w buforze Hepes o pH = 7,0 w zakresie stężeń  

1 do 1000 M. Postanowiłam też zbadać, czy siła jonowa buforu ma wpływ na proces 
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agregacji. Wykorzystałam w tym celu spektroskopię absorpcyjną w zakresie widzialnym 

i bliskiego nadfioletu (p. V.1). Numeryczna analiza zarejestrowanych zestawów widm 

wykazała, że w badanych roztworach, niezależnie od ich siły jonowej, występują dwie 

formy spektralne których wzajemna proporcja zależna jest od ogólnego stężenia badanego 

związku. Uznałam, że jedną z tych form spektralnych jest monomer a drugą agregat. Profil 

zmian stężeń tych form w funkcji stężenia ogólnego był przy tym zgodny z modelem 

agregacji nieograniczonej (p. II.4.3). Zarejestrowane zestawy widm wykorzystałam więc 

do wyznaczenia wartości stałych agregacji. Stałe te były rzędu 103 – 104 [M-1], Tab. 7. 

Wykazałam również, że siła jonowa roztworu ma wpływ na stałą agregacji jedynie  

w przypadku imidazoakrydonów, które w tym pH występują jako monokationy. Stała 

agregacji proflawiny, która w pH 7 nie posiada ładunku wypadkowego, była taka sama 

zarówno w buforze nisko- jak i wysokosolnym. 

Porównując widma form zagregowanych w buforze nisko- i wysokosolnym dla żadnego  

z badanych związków nie stwierdziłam istotnych różnic w położeniu i kształcie najbardziej 

długofalowego pasma absorpcji. Może to sugerować, że struktura powstających agregatów 

nie jest zależna od siły jonowej buforu. 

 Kolejnym etapem badań były pomiary mikrokalorymetryczne efektów cieplnych 

podczas rozcieńczania roztworów badanych związków w buforach o 10 różnych stężeniach 

NaCl w zakresie od 5 do 300 mM, p.V.3. Monotoniczny, gładki przebieg wszystkich 

zarejestrowanych termogramów potwierdził, że agregacja tych związków zachodzi 

zgodnie z jednym mechanizmem. Przebieg izoterm deagregacji w funkcji stężenia był przy 

tym zgodny z modelem agregacji nieograniczonej.  

Stwierdziłam, że dla wszystkich badanych imidazoakrydonów siła jonowa ma wpływ  

na parametry termodynamiczne procesu agregacji. Tym samym wykazałam,  

że oddziaływania elektrostatyczne odgrywają istotną rolę w procesie agregacji badanych 

imidazoakrydonów. Wzrost siły jonowej prowadzący do osłabienia oddziaływań 

elektrostatycznych sprzyja przy tym procesowi agregacji. Wpływu takiego nie 

stwierdziłam w przypadku związku referencyjnego: proflawiny. 

Analizując zależność stałej agregacji od siły jonowej buforu zauważyłam, że co najmniej 

dla 3 pochodnych imidazoakrydonu (C-1330, C-1212 i C-1371) wyniki uzyskane 

w buforze niskosolnym (5 mM NaCl) wyraźnie odbiegają od trendu wpływu siły jonowej 

na stałą agregacji obserwowanego przy wyższej sile jonowej. Może to sugerować, że przy 

bardzo niskiej sile jonowej roztworu agregacja zachodzi pod wpływem innej siły 

napędowej lub że powstające agregaty znajdują się w otoczeniu lokalnym o odmiennej 



Dyskusja Wyników 

146 
 

strukturze. Biorąc pod uwagę brak istotnych różnic w widmach elektronowych agregatów 

należy raczej wykluczyć przypuszczenie, że różnią się one przestrzennym 

rozmieszczeniem cząsteczek liganda. 

 Głównym etapem moich badań były pomiary kalorymetryczne efektów cieplnych 

występujących podczas oddziaływania badanych ligandów z DNA. Już pierwsze uzyskane 

termogramy wykazały, że proces oddziaływania ligand-DNA jest bardziej skomplikowany 

niż można się było spodziewać. W wielu termogramach można było wyróżnić 3 zakresy 

miareczkowania, np. Ryc.50. Podczas pierwszych kilku nastrzyków występują silne lecz 

malejące w kolejnych nastrzykach efekty egzotermiczne. Jednakże po kilku kolejnych 

nastrzykach efekty te zaczynają ponownie wzrastać osiągając maksimum przy 10 – 15 

nastrzyku. Pod koniec miareczkowania efekty cieplne zmieniają znak przechodząc 

w endotermiczne efekty deagregacji. Taki przebieg izotermy oddziaływania sugeruje,  

że poza deagregacją ligandu dochodzi do co najmniej dwóch oddziaływań 

egzotermicznych – prawdopodobnie powstają dwa różne kompleksy ligand-DNA.  

Nie można również wykluczyć, że w przypadku izoterm o prostszym przebiegu efekty 

cieplne jednego z potencjalnych oddziaływań „chowają się” w silniejszych efektach 

cieplnych drugiego z nich. 

 W tej sytuacji podjęłam obliczenia symulacyjne różnorodnych modeli oddziaływań. 

W ich wyniku wytypowałam model, który najlepiej odtwarzał kształty uzyskanych przeze 

mnie izoterm eksperymentalnych. W modelu tym (p. IV.5.7) założyłam jednoczesne 

występowanie trzech następujących procesów: 

1. wiązanie liganda do liniowej matrycy z wykluczeniem sąsiedztwa zgodnie 

z równaniem McGhee i von Hippel bez uwzględnienia kooperatywności wiązania 

(proces interkalacji) 

2. oddziaływanie elektrostatyczne zagregowanej formy liganda z grupami 

fosforanowymi DNA: 

3. deagregację liganda na skutek rozcieńczenia nastrzyku zgodnie z modelem 

agregacji nieograniczonej. 

W modelu tym występuje 7 parametrów: n, K1 i H1 opisujace proces interkalacji,  

K2 i H2 opisujące elektrostatyczne oddziaływanie agregatów z polianionem DNA oraz  

KA i HA opisujace deagregację liganda. Model dopasowywany był do danych 

doświadczalnych poprzez dobór optymalnych wartości parametrów metodą simpleksów 

z wykorzystaniem algorytmu Neldera-Meada. Po wyznaczeniu wartości parametrów 
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modelu możliwa była dekompozycja całkowitych efektów cieplnych na efekty 

poszczególnych oddziaływań. Przykład takiej dekompozycji dla termogramu  

z ryciny 50 przedstawia panel A) ryciny 51. 

Dzięki przeprowadzonej dekompozycji całkowitych efektów cieplnych stała się możliwa 

pełniejsza interpretacja uzyskanych izoterm, nawet tych o skomplikowanym przebiegu. 

Podczas kilku pierwszych nastrzyków dochodzi do prawie całkowitej deagregacji 

proflawiny, a jej forma monomeryczna tworzy kompleks interkalacyjny z DNA. 

Po wysyceniu większości miejsc wiązania proces deagregacji ulega zahamowaniu 

i podczas kolejnych nastrzyków wzrasta stężenie agregatów w roztworze. Agregaty te 

oddziałują elektrostatycznie z polianionem DNA. W efekcie całkowite efekty cieplne 

kolejnych nastrzyków wzrastają. W końcowej fazie miareczkowania szybkość przyrostu 

stężenia obu rodzajów kompleksów maleje i w całkowitym efekcie cieplnym przewagę 

zdobywa efekt cieplny deagregacji. Obserwowane zróżnicowane kształty izoterm zależą od 

wzajemnych relacji pomiędzy poszczególnymi oddziaływaniami. Na przykładzie sześciu 

przebadanych pochodnych akrydyny wykazałam, że model ten dobrze odtwarza kształty 

izoterm eksperymentalnych zarejestrowanych dla roztworów o różnej sile jonowej  

i w różnych temperaturach. Zdarzają się jednak sytuacje, gdy jakość oszacowania 

niektórych parametrów modelu jest niezadawalająca. 

Dzięki opracowanemu modelowi oddziaływań możliwe było wyznaczenie interesujących 

mnie parametrów termodynamicznych procesu interkalacji. Wyznaczone stałe wiązania 

monomerów, K1, (Tabele: 14, 16, 18, 20, 22 oraz 24) są rzędu: 105 dla związków C-1492 

oraz C-1371, a ok. 104 dla analogów C-1212, C-1415, C-1330. Dla związku 

referencyjnego stała wiązania K1 jest również rzędu 104, jednak wartości stałej są niższe 

niż w przypadku innych związków. Proflawina ma w swojej strukturze szkielet 

trójpierścieniowy (reszta związków - czteropierścieniowy) oraz pozbawiona jest 

łańcuchów bocznych, wskutek czego ma mniejsze możliwości oddziaływania  

z makromolekułą. Dodatkowo jako związek niejonowy, cząsteczka proflawiny jest słabiej 

przyciągana przez ujemnie naładowane reszty grup fosforanowych podwójnej helisy DNA. 

Analizując wpływ stężenia NaCl na interkalację badanych związków do DNA  

(Ryc. 54, 62, 67, 73, 78, 83) zauważyłam, że wraz ze wzrostem siły jonowej dochodzi do 

spadku stałej wiązania monomerów z DNA. Punktami odbiegającymi od tego trendu są 

stałe wyznaczone dla buforu z 5 mM NaCl (dla proflawiny, C-1415, C-1492, C-1371), 

oraz dla buforu z 5 mM oraz 25 mM NaCl. Dodatkowo, wraz ze wzrostem siły jonowej 
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buforu procesowi oddziaływania towarzyszyły coraz to mniej ujemne wartości (o ok. 20%) 

zmiany entalpii swobodnej G. 

 Na postawie profili termodynamicznych zamieszczonych w Tabelach 14, 16, 18, 

20, 22 oraz 24 mogłam stwierdzić, że oddziaływanie monomerów wszystkich badanych  

w tej pracy pochodnych akrydyny jest egzotermiczne. Występują jednak istotne różnice  

w znaku efektu entropowego tego oddziaływania. Ujemny przyrost entropii stwierdzony 

dla oddziaływania proflawiny z DNA świadczy o typowej interkalacji cząsteczki 

proflawiny pomiędzy pary zasad w DNA. Natomiast dodatnia zmiana entropii 

zaobserwowana dla wszystkich badanych pochodnych imidazoakrydonu interpretowana 

jest zwykle jako przesłanka oddziaływania związków w małym rowku DNA. Jednakże 

istotne zmiany widma elektronowego imidazoakrydonów zaobserwowane podczas 

tworzenia przez nie kompleksów z DNA [172] wskazują na udział fragmentów 

aromatycznych tych związków w procesie interkalacji. Mogłoby to sugerować, że tylko 

łańcuchy boczne tych związków lokują się w małym rowku helisy DNA. 

Charakterystyczny jest przy tym wpływ siły jonowej buforu na wielkość efektu 

entropowego. Dla wszystkich badanych imidazoakrydonów wraz ze wzrostem stężenia 

NaCl w roztworze, w zakresie 5 mM -150 mM NaCl, obserwowałam  ponad dwukrotny 

wzrost dodatniej wartości TS. Dla buforów o większej sile jonowej (200 - 300 mM NaCl) 

kierunek i zakres zmian wartości członu entropowego zależał od budowy 

związku. Zgodnie z literaturą występowanie dużego członu entropowego w oddziaływaniu 

ligandów z DNA związane może być ze zmianą składu otoczki hydratacyjnej i podwójnej 

warstwy elektrycznej zarówno liganda jak i makromolekuły [170]. Stwierdzenie to może 

sugerować, że zmiany członu entropowego w różnym zakresie stężeń chlorku sodu mogą 

być również związane z obecnością aminoalkilowych łańcuchów bocznych w cząsteczkach 

badanych imidazoakrydonów.  

 Przeprowadzenie miareczkowania kalorymetrycznego w różnych temperaturach 

umożliwiło mi wyznaczenie zmiany pojemności cieplnej, ∆Cp, związanej z utworzeniem 

kompleksu ligand/DNA dla pięciu analizowanych związków (proflawiny, C-1330, C-1212, 

C-1492 oraz C-1371). Uzyskana duża ujemna wartości ∆Cp może być związana  

z uwalnianiem podczas oddziaływania cząsteczek wody z otoczki hydratacyjnej liganda, 

jak również z przeniesieniem części niepolarnych związku (układ pierścieni 

aromatycznych) do wnętrza helisy DNA [173]. 

Analizując Ryciny: 56, 63, 68, 74, 79 oraz 84 zaobserwowałam, że dla wszystkich 

badanych związków wraz ze wzrostem siły jonowej buforu maleje zmiana entalpii 
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swobodnej oddziaływań elektrostatycznych. Natomiast zmiany entalpii swobodnej 

oddziaływań pozaelektrostatycznych utrzymują się na zbliżonym poziomie: dla proflawiny 

stanowią one 60-80 %, 69-84 % dla C-1330, 73-92 % dla C-1415, 72-93 % dla C-1212, 

67-87 % dlaC-1371 oraz 85-92 % dla C-1492 całkowitej zmiany entalpii swobodnej dla 

tego oddziaływania.  

Wszystkie powyższe wnioski pokazują, że oddziaływania elektrostatyczne mają znaczący 

wpływ na wiązanie się badanych pochodnych akrydyny z ctDNA i są one korzystne dla 

tego wiązania. Dotyczy to również proflawiny, która w pH 7 nie posiada wypadkowego 

ładunku. Ze względu na swoją budowę posiada jednak nierównomierny rozkład gęstości 

elektronowej i niezerowy wypadkowy moment dipolowy. Tym samym może uczestniczyć 

w oddziaływaniach elektrostatycznych typu dipol-ładunek lub dipol-dipol. 

 Wyznaczenie wartości zmiany pojemności cieplnej, ∆Cp, dla proflawiny, C-1330, 

C-1212, C-1492 oraz C-1371, pozwoliło mi również wykazać, że na proces tworzenia 

kompleksów badanych związków z DNA mają również wpływ oddziaływania 

hydrofobowe (Ryciny: 56, 63, 68, 74, 79 oraz 84). Najistotniejszy wpływ tych 

oddziaływań zauważyłam w przypadku związku C-1212 (∆Ghyd=-42,51(±10) kJ/mol). 

Łączny ujemny efekt ∆Gpe, ∆Ghyd, ∆Gmol kompensuje z nadwyżką dodatnią zmianę entalpii 

wynikającą z utraty swobody rotacji i translacji podczas kompleksowania, ∆Gr+t, oraz 

zmian konformacyjnych w strukturze liganda, ∆Gkonf. W efekcie ogólna zmiana entalpii 

swobodnej jest ujemna i proces powstawania kompleksu interkalacyjnego przebiega 

samorzutnie. 

Oszacowanie wartości poszczególnych członów wchodzących w skład obserwowanej 

zmiany entalpii swobodnej pozwoliło mi ustalić, że siłą napędową tworzenia kompleksu 

interkalacyjnego badanych akrydyn z DNA jest uwolnienie energii w wyniku tworzenia się 

nowych słabych oddziaływań międzycząsteczkowych, głównie oddziaływań  

van der Waalsa i oddziaływań - oraz przeniesienia aromatycznych cząsteczek z 

roztworu wodnego do hydrofobowego środowiska helisy DNA. 

 Podsumowując, wykonane przez ze mnie badania spektrofotometryczne, 

mikrokalorymetryczne, oraz zastosowanie opracowanego modelu oddziaływań pozwoliły 

na szczegółową analizę procesów zachodzących podczas tworzenia kompleksu 

imidazoakrydyn z ctDNA. Dekompozycja efektów cieplnych zarejestrowanych podczas 

pomiarów kalorymetrycznych na udziały trzech oddzielnych procesów pozwoliła mi na 

poprawne oszacowanie parametrów termodynamicznych procesu najbardziej istotnego  
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z punktu widzenia aktywności biologicznej imidazoakrydonów – tworzenia kompleksów 

interkalacyjnych. Uzyskane parametry pozwoliły z kolei na określenie siły napędowej oraz 

efektów wpływających na zmiany tego procesu (siła jonowa buforu, temperatura, budowa 

liganda). Zgromadzone informacje mogą być istotnym uzupełnieniem badań dotyczących 

mechanizmu przeciwnowotworowego działania pochodnych imidazoakrydonu 

prowadzonych w Katedrze Technologii Leków i Biochemii Politechniki Gdańskiej. 
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