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Wykaz skrotow stosowanych w pracy:
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K,
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SPR
CD

NMR

wspotczynniki ekstynkcji molowej

calf thymus DNA, DNA z grasicy cielgcej
wewnetrzna stala wigzania

stala agregacji

stata opisujaca wielko§¢ miejsca wigzania, w przypadku DNA jest to ilo§¢ zasad

lub par zasad zajgtych przez czasteczke liganda

pary zasad

gesto$¢ wigzania, stosunek stezenia zwigzanego liganda do stezenia polimeru
temperatura topnienia DNA

parametr kooperatywnos$ci, pomocnicza stata rownowagowa opisujaca przejscie
zwigzanego liganda z izolowanego do jednostronnie ciggtego miejsca wigzania,

lub z jednostronnie ciggtego do dwustronnie ciggltego miejsca wigzania
réznicowa kalorymetria skaningowa

1zotermiczna kalorymetria miareczkowa

powierzchniowy rezonans plazmonowy

dichroizm kotowy

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego



Wprowadzenie

I. WPROWADZENIE

Rozwoj metod leczenia nowotworow, jaki mial miejsce w ostatnich 20 latach
wskazuje na konieczno$¢ poszukiwania wcigz nowych, skuteczniejszych i bardziej
bezpiecznych lekow. Mimo szybkiego rozwoju nowoczesnych sposobow walki
z nowotworami, chemoterapia pozostaje jedng z wazniejszych, a w przypadku niektorych
nowotworow (np. biataczka), jedyng metoda leczenia. Mechanizm dzialania wigkszo$ci
dotychczas opracowanych lekéw przeciwnowotworowych wigze si¢ z ich oddziatywaniem
z DNA. Warto zauwazy¢, ze DNA jest prawdopodobnie najlepiej strukturalnie
scharakteryzowana makromolekuta, co czyni ja atrakcyjnym obiektem dla poszukiwan
nowych zwigzkéw, mogacych by¢ potencjalnymi lekami nakierowanymi na DNA.
Racjonalne planowanie struktur nowych lekow wymaga szczegdtowego zrozumienia
oddziatywan istniejacych juz lekéw z DNA.

W ostatnich latach intensywnie studiowane jest oddziatywanie réznorodnych
matoczasteczkowych ligandow z DNA. Glownym celem tych badan jest nie tylko
uzyskanie informacji na temat struktury kompleksow ligand/DNA i dynamiki tworzenia
tych  komplekséw, ale rdéwniez wyznaczenie poszczegdlnych  parametrow
termodynamicznych procesu. Termodynamiczny opis oddzialywan matoczasteczkowych
ligandow z DNA pozwala bowiem na uzyskanie informacji na temat udzialu
poszczegdlnych typow oddziatywan w catkowitej zmianie entalpii swobodnej, ktora
towarzyszy utworzeniu kompleksu zwigzku z kwasem nukleinowym.

W Katedrze Technologii Lekoéw 1 Biochemii Politechniki Gdanskiej prowadzone sa
od wielu lat poszukiwania nowych zwigzkow o wlasciwosciach przeciwnowotworowych.
W kregu zainteresowan znajdujg si¢ mi¢dzy innymi pochodne akrydyny. Wiele z nich
charakteryzuje si¢ wysoka aktywno$cia biologiczng, w tym rdwniez przeciwnowotworowa.
Mechanizm dziatania przeciwnowotworowych pochodnych akrydyny nie zostat jeszcze do
konca poznany. Wydaje si¢ jednak, ze oddziatywanie tych zwigzkéw z DNA jest jednym
z kluczowych etapow tego mechanizmu.

Liczne zwigzki aromatyczne, w tym niektore pochodne akrydyny, ulegaja
w roztworze wodnym procesowi agregacji. Sitg napedowa tego procesu sa oddziatywania
hydrofobowe. Agregacja stanowi istotne utrudnienie przy badaniu oddziatywania
matoczasteczkowych, aromatycznych ligandow 2z kwasami nukleinowymi. Bez
uwzglednienia tego zjawiska opis oddziatywania jest zafalszowany i moze prowadzi¢ do

btednej interpretacji uzyskanych wynikow.
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Przedmiotem niniejszej pracy jest uzyskanie danych na temat fizykochemicznego
oddziatywania ligandow ulegajacych agregacji w roztworach wodnych z DNA. Gtownym
celem jest wyznaczenie parametrow termodynamicznych poszczegolnych typow
oddzialywan w calkowitej zmianie entalpii swobodnej procesu. Uzyskane dane
termodynamiczne pozwolg oceni¢, ktory fragment struktury zwigzku zaangazowany jest

w selektywne oddziatywanie z DNA.
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II. CZESC TEORETYCZNA

I1.1. Sposoby oddzialywania maloczasteczkowych ligandéw z DNA [1]

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest dlugim, liniowym Iub cyklicznym,
nierozgatezionym polimerem zbudowanym z potaczonych wigzaniem fosfodiestrowym
czterech nukleotydow (adenozyny, guanidyny, cytozyny i tymidyny). DNA w warunkach
fizjologicznych ma zwykle form¢ dwuniciowej helisy. Niektore jego fragmenty moga
jednak przyjmowac struktury wieloniciowe. W dwuniciowej strukturze helisy nici biegna
antyrownolegle (jedna od 5' do 3', druga od 3' do 5'). Od czasu przelomowego odkrycia
dwuniciowej struktury DNA przez Watson“a i Crick"a w 1953 roku [2], zostaly
zidentyfikowane réwniez inne, wieloniciowe struktury tych kwaséw, takie jak
G-kwadrupleks DNA [3] czy tripleks DNA [4]. DNA stuzy przede wszystkim jako
jednostka funkcjonalna do przechowywania informacji genetycznej w organizmach
zywych. Poza przechowywaniem informacji genetycznej DNA zaangazowane jest rOwniez
w szereg procesOw biologicznych, gldéwnie w regulacje ekspresji genoéw [5,6,7,8].

Odkad poznano budowe i1 role kwasow deoksyrybonukleinowych w zywych
organizmach rozpoczg¢to badania zmierzajagce do wyjasnienia wplywu réznorodnych
substancji chemicznych na ich strukturg i funkcje. Jednym z waznych aspektow okazato
si¢ poznanie mechanizmu rozpoznawania specyficznych sekwencji podwodjnej helisy DNA
przez biopolimery oraz zwigzki matoczasteczkowe.

Rozrézniamy dwa podstawowe mechanizmy oddziatlywania substancji chemicznych
z dwuniciowym DNA:
= wigzania kowalencyjne — wigzg si¢ tak zwigzki posiadajagce odpowiednie grupy

funkcyjne (substancje bogate w elektrony, nukleofile, badz substancje z niedoborem
elektronow, elektrofile)

» oddziatywania fizykochemiczne - DNA posiada wiele miejsc zdolnych do tworzenia
silnych oddziatywan fizykochemicznych. Mozliwe jest wigc powstawanie wzglednie
trwatych komplekséw DNA z ligandami o odpowiednich wtasciwosciach.

W celu racjonalnego projektowania nowych ligandow zdolnych do specyficznego
oddziatywania z okre$lonymi sekwencjami DNA niezbedne jest dokladne zrozumienie

sposobu, w jaki czasteczki rozpoznaja 1 wigza si¢ do DNA.
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Podstawowe sposoby niekowalencyjnego oddziatywania matoczasteczkowych zwigzkow
chemicznych z DNA to:

= wigzanie w matym rowku DNA [9,10,11] (Ryc. 1A)

= interkalacja [12,13] (Ryc. 1B)
Procesy te moga by¢ poprzedzone oddziatywaniami elektrostatycznymi, ktore utatwiaja

dotarcie zwigzkéw w poblize podwdjnej helisy DNA.

Rycina 1. Schemat pokazujgcy dwa sposoby niekowalencyjnego oddziatywania ligandow z DNA,
A — wigzanie w rowku, B — interkalacja

I1.1.1. Wiazanie w malym rowku

Zwiazki oddzialujace z DNA w matym rowku posiadaja najczesciej kilka pierscieni
aromatycznych (np. fenylowych, furanowych, pirolowych, tiolowych) potaczonych w taki
sposOb, aby mozliwa byla rotacja pier§cieni 1 dopasowanie ksztaltu zwigzku do ksztattu
rowka [14]. Kompleksy tego typu stabilizowane s3 przez szereg oddziatywan
niekowalencyjnych, przede wszystkim wigzan wodorowych oraz w pewnym stopniu
oddziatywan van der Waalsa 1 oddzialywan hydrofobowych. Wigkszos¢ dotychczas
poznanych molekut oddzialujacych z DNA w matym rowku wykazuje preferencje
w stosunku do fragmentow DNA bogatych w pary AT. Wynika to gtownie z faktu,
iz preferencyjnie dochodzi do utworzenia wigzania wodorowego pomigdzy atomem tlenu
zwigzanym z weglem C2 tyminy lub atomem N3 adeniny oraz donorami tych wigzan
wystepujacymi w strukturze ligandu [15]. Wiele zwiazkow tej klasy to powszechnie
stosowane barwniki oraz niektore leki.

Jedne z pierwszych badan zwiazkéw wigzacych si¢ w matym rowku DNA dotyczyty
pirolowych antybiotykdéw dystamycyny A oraz netropsyny [16]. Zwiazki te zbudowane sa

z kilku pierscieni pirolowych potaczonych liniowo wigzaniami amidowymi. Na koncach
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czasteczki znajduja si¢ dodatnio natadowane grupy funkcyjne guanidyny (Ryc. 2).
Dystamycyna A oraz netropsyna wigze si¢ w matym rowku formy B-DNA dopasowujac
si¢ do ksztaltu helisy. Dla utworzenia stabilnego kompleksu z DNA wymagana jest
obecnos¢ co najmniej 4 par AT [17]. W ostatnim czasie wykazano, ze dystamycyna wigze
si¢ z DNA w formie dimeru, wypetniajac caty maty rowek helisy [18,19,20,21]. Znane s3
analogi tego zwigzku charakteryzujace si¢ wigkszym powinowactwem do DNA oraz

roznorodng selektywnos$cig sekwencyjng [22].

N NH
P NTRY/A\ 0 / /\\@/NH 2
0)\@/ ) y HsC o \ y Z//\NH,<+

NH,

Rycina 2. Struktury chemiczne antybiotykow pirolowych wigzgcych sie w matym rowku:
A — dystamycyna A, B — netropsyna

Prawdopodobnie jednym z najlepiej poznanych zwigzkow, ktory wiagze si¢ w matym
rowku DNA jest barwnik Hoechst 33258 (Ryc. 3). Zwigzek ten stosowany jest do
wybarwiania jader komorkowych podczas badan cyklu komoérkowego oraz procesu
apoptozy. Barwnik Hoechst 33258 nalezy do najczescie] uzywanych znacznikéw DNA,
poniewaz ma tatwo$¢ wnikania do wnetrza komorki. Po wniknigciu do jadra komorki
wigze si¢ z chromosomalnym DNA. Powstaly kompleks wykazuje silng niebieska
fluorescencje, dzigki czemu DNA widoczne jest w mikroskopie fluorescencyjnym (Ryc.
4). Zwiazek ten wykazuje preferencje w stosunku do sekwencji d(AT); [23].

A B

HO
N R ,.CHs
N . 7
O
N\
N

Rycina 3. A — struktura barwnika Hoechst 33258,
B — schemat wigzania si¢ barwinka Hoechst 33258 do DNA [24]

10
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Rycina 4. Komorki CHO traktowane barwnikiem Hoechst 33258 w mikroskopie fluorescencyjnym,
kompleks barwnika z DNA fluoryzuje na niebiesko [25]
W malym rowku wigza si¢ rowniez poliaminy alifatyczne takie jak spermina
1 spermidyna [26].

Zwiazki wigzace si¢ w malym rowku stabilizujg strukture podwojnej helisy.
I1.1.2. Interkalacja

Jako pierwszy, wystgpowanie zjawiska interkalacji do DNA wykazat w 1961 roku
Lerman, w pionierskich badaniach dotyczacych aminoakrydyn [27,28]. Interkalatory
(Ryc. 5, bromek etydyny, sanguinarina) to zwigzki, ktore posiadaja plaski, skondensowany
uktad trzech lub wigcej pierScieni aromatycznych lub heteroaromatycznych, ktory moze
wnika¢ pomigdzy sgsiednie pary zasad w podwojnej helisie DNA. Powstajacy w ten
sposob kompleks jest stabilizowany gtownie przez oddziatywania typu =m-m plaskich
uktadow aromatycznych z ukladami aromatycznymi par zasad. Pewien udziat w
stabilizacji kompleksu interkalacyjnego odgrywaja réwniez oddzialywania hydrofobowe.

Interkalacja ligandu powoduje lokalne zmiany kata skrecenia helisy wywotujac jej
rozwinigcie, usztywnienie oraz wydtuzenie [29]. Zmiany w strukturze DNA zaleza zwykle
od budowy interkalatora i tak odlegtos¢ migdzy sgsiednimi parami zasad moze wzrosnaé
z 0,34 nm do okoto 0,7 - 0,8 nm, natomiast zmiana kata skrecenia moze zawiera¢ si¢
w zakresie od 10 do 26° [30]. Zmiany w strukturze DNA, ktére wystepuja podczas procesu
interkalacji moga by¢ uzywane, jako narz¢dzie diagnostyczne dla okre§lenia mechanizmu
wigzania si¢ ligandu do podwojnej helisy. Dotyczy to szczegdlnie wydtuzenia liniowych
fragmentow DNA 1 zmiany stopnia nadskrecenia form kolistych. Najbardziej trwate
kompleksy interkalatorow z DNA powstaja w wyniku faczenia si¢ ligandu z parami GC
w DNA [31].

11
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Rycina 5. Struktury chemiczne wybranych interkalatorow

Oprécz klasycznych, prostych interkalatoréw znane sa zwigzki o bardziej
skomplikowanym mechanizmie oddzialywania z DNA. Ich cechg charakterystyczng jest
posiadanie ptaskiego ukladu lub uktadow skondensowanych pierscieni aromatycznych,
ktore mogg interkalowa¢ pomigdzy pary zasad DNA (Ryc. 6).

12
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[
\

<> (=

Rycina 6. Schemat oddzialtywania nieklasycznych interkalatorow z DNA, A — interkalatory
przebijajgce, B — bisinterkalatory, C — multinterkalatory

Wisrdd czasteczek tego typu wyrdznié mozna:

1. interkalatory przebijajace [32], (ang. threading intercalators), ktére posiadajg duze
podstawniki po przeciwnych stronach interkalujacego uktadu aromatycznego, Ryc. 6A.
Ptaski uktad wnika pomiedzy pary zasad, a podstawniki lokuja si¢ w malym i duzym
rowku helisy DNA, Ryec. 7.

Aby doszto do utworzenia kompleksu, jeden z podstawnikow musi ,,przej$¢” pomiedzy
parami zasad. W procesie tym dochodzi do chwilowego znieksztatcenia struktury
podwojnej helisy. Znieksztalcenie to jest znacznie wigksze niz w przypadku
tradycyjnej interkalacji. Powstawanie takiego kompleksu przebiega wolniej, ale za to
utworzony kompleks jest bardziej stabilny. Przykladem tego typu czasteczek moze by¢

bisantren (Ryc. 5).

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

2. bisinterkalatory posiadaja dwa uklady skondensowanych pierscieni aromatycznych
potaczone wzglednie gietkim Iacznikiem, Ryc. 6B. Zwykle zwiazki tego typu

wykazuja wigksze powinowactwo do podwojnej helisy DNA niz zawarte w nich
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pojedyncze uktady interkalujace [34].

Jednym z przyktadow zwigzkoéw laczacych si¢ z DNA jako bisinterkalator jest
diterkalina, Ryc. 5. Zwiazek ten tworzy kompleks z oligonukleotydowym dupleksem
d(CGCQG),, w ktorym dwa uktady aromatyczne interkalujag do dwoéch skrajnych miejsc
CpG, pomingwszy $rodkowy uktad GpC w dupleksie, a tacznik wigze si¢ z duzym
rowkiem [35,36,37]. Interkalacja do sasiednich miejsc w dupleksie jest zdecydowanie
niekorzystna termodynamicznie, co prawdopodobnie wigze si¢ z sumarycznym
wptywem efektow sterycznych, elektrostatycznych i1 naprezen konformacyjnych
szkieletu DNA. Schemat oddziatywania analogu diterkaliny z DNA przedstawiono na
Ryec. 8.

Rycina 8. Schemat oddziatywania bisinterkalatora z DNA [38]

. przebijajace bisinterkalatory posiadajace dwa uklady aromatyczne potaczone
kowalencyjnie tacznikami znajdujacymi si¢ po przeciwnych stronach pierscieni.
Czasteczki tego typu maja zwykle strukture makrocykliczng [39]. Przyktadem

bisinterkalatora jest zwigzek przeciwnowotworowy o symbolu SDM (Ryec. 5).

. multi-interkalatory, posiadaja kilka uktadow aromatycznych, z ktorych jednak tylko
trzy moga rownoczesnie interkalowa¢ do DNA [40], schematycznie taki sposob
interkalacji przedstawiono na Ryc. 6C. Przykladowg struktur¢ multi-interkalatora

trisaminoakrydyny zaprezentowano na Ryc. 5.

I1.1.3. Oddzialywanie zalezne od sekwencji

Wsrdd zwiazkéw oddzialujacych z DNA wystepuja czasteczki, ktore w zaleznosci

od sekwencji zasad podwojnej helisy 1 warunkow reakcji, mogg oddziatywaé¢ z DNA badz

na drodze interkalacji, badZ poprzez wigzania si¢ w matym rowku. Przykladem takiego
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zwigzku jest barwnik fluorescencyjny DAPI, (Ryc. 9), ktory wybarwia jadro komorkowe
w mikroskopie fluorescencyjnym na niebiesko. W przypadku fragmentow DNA bogatych
w pary AT zwiazek ten tworzy kompleks w matym rowku. Kompleks ten stabilizowany
jest wigzaniami wodorowymi tworzonymi z grupami funkcyjnymi obecnymi
na krawegdziach par zasad od strony matego rowka. Natomiast w przypadku fragmentow
DNA bogatych w pary GC (brak co najmniej trzech kolejno utozonych par AT) DAPI
interkaluje pomiedzy zasady [41].

A B

NH,

Rycina 9. A — struktura barwnika DAPI, B — jgdra komorkowe wybarwione barwinkiem
DAPI (kolor niebieski)

I1.1.4. Oddzialywanie mieszane

Z punktu widzenia medycyny na szczegéOlne zainteresowanie zashuguja zwiazki
wigzace si¢ z okreslonymi sekwencjami DNA. Przez wiele lat, wydawato si¢, ze moga
to by¢ tylko zwigzki wigzace si¢ w malym rowku. Zwigzki te, tworzac wigzania wodorowe
z odpowiednimi grupami wyscietajacymi rowek, rozpoznaja wigksze fragmenty kwasu
nukleinowego. Interkalatory wchodza pomigdzy sasiadujace pary zasad, zatem generalnie
charakteryzuja si¢ preferencja jedynie wzgledem par AT badz GC [42]. Ostatnio
znaleziono jednak interkalatory zdolne do rozpoznawania bardziej skomplikowanych
sekwencji DNA [43]. Zwigzki tego typu posiadaja poza plaskim ukladem
heteroaromatycznym rowniez fragmenty czasteczki zdolne do specyficznego tworzenia
wigzan wodorowych z atomami lub grupami atoméw znajdujagcymi si¢ w matym badz
duzym rowku kwaséw nukleinowych. Przyktadem takiego zwigzku jest doksorubicyna

(Ryc. 10).
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Rycina 10. A — struktura doksorubicyny, B — schemat wigzania si¢ do DNA [44]

I1.2. Metody badania oddzialywania maloczasteczkowych ligandow z kwasami
nukleinowymi.

Do badania oddzialywania matych ligandow z kwasami nukleinowymi
wykorzystuje si¢ obecnie szereg réznorodnych technik i metod eksperymentalnych. Wybor
metody zalezny jest od rodzaju informacji jaka chce si¢ uzyskaé, poniewaz badanie
kompleksow tworzacych si¢ w wyniku oddziatywan matych czasteczek z kwasami
nukleinowymi mogg dostarczy¢ cennych informacji na temat:

= struktury tworzonych kompleksow,
* rodzaju i sity oddzialywan odpowiedzialnych za tworzenie kompleksow,
* termodynamiki kompleksow,
= stechiometrii powstatych kompleksow.
Zwykle do uzyskania pelnej informacji o mechanizmie oddzialywania konieczne jest

jednoczesne zastosowanie kilku metod, poniewaz techniki te uzupetniaja si¢ wzajemnie.

I1.2.1. Metody pozwalajace wykry¢ oddzialywanie ligand/DNA i okresli¢ jego
parametry

I1.2.1.1. Metody spektroskopowe

W celu wykrycia powstawania komplekséw ligand/DNA stosowane s3g réznorodne
techniki spektroskopowe. W metodach tych wykorzystuje si¢ zmiany wiasciwosci

spektralnych ligandu lub DNA podczas tworzenia kompleksu.

16



Czes¢ Teoretyczna

Spektroskopia absorpcyjna UV-VIS

Najbardziej powszechnie stosowang metoda spektroskopowa jest spektroskopia
absorpcyjna UV-VIS. W metodzie tej mozna wykorzysta¢ zmiany w widmie DNA lub
w widmie ligandu. Absorpcyjne widmo UV-Vis dwuniciowego DNA wykazuje szerokie
pasmo w zakresie 250-350 nm, z maksimum przypadajacym przy dlugosci fali réwnej
260 nm. Pasmo to jest konsekwencja obecnosci uktadéw chromoforowych zawartych
w czasteczkach puryn 1 pirymidyn. Oddziatywanie ligandu z DNA moze by¢
zidentyfikowane poprzez porownanie widm absorpcji UV-Vis wolnego DNA
oraz DNA w obecnosci ligandu. Maksimum absorpcji kompleksu ligand/DNA w zakresie
absorpcji DNA przesunigte jest o 20-70 nm w kierunku fal krotszych oraz ma mniejsza
intensywnos$¢ [45] (Ryc. 11).

Jezeli ligand wykazuje absorbancje $wiatta przy dlugosci fali wigkszej niz
ok. 350 nm, to do wykrycia oddziatywania ligand/DNA mozna wykorzysta¢ widmo
ligandu. Jesli porownujemy widmo ligandu i kompleksu ligand/DNA zwykle widmo
kompleksu przesunigte jest w kierunku fal dluzszych [46].

Metoda ta moze by¢ wykorzystana rowniez do oceny statych wigzania [47,48,49].
State wigzania mozna uzyskac dzicki wyznaczeniu ilo§ciowych zmian w widmie absorpcji
liganda w obecnos$ci rosnacej ilosci DNA. Réwnowagowa stala wigzania otrzymuje si¢
poprzez numeryczne dopasowanie wynikow do modelu Scatcharda [50] lub modelu

McGhee-von Hippel [51].

Rycina 11. Wplyw dodatku liganda na absorpcje UV-Vis DNA [52].
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Spektroskopia fluorescencyjna

Spektroskopia fluorescencyjna i rézne narze¢dzia analityczne oparte na emisji
fluorescencji moga rowniez dostarczy¢ przydatnych informacji o oddziatywaniu ligandow
z DNA. Samo DNA nie wykazuje mierzalnej fluorescencji wiasnej z wyjatkiem niskich
temperatur. Z DNA moga wigzaé si¢ zwigzki wykazujace fluorescencje, takie jak bromek
etydyny czy barwniki akrydynowe. Emisja fluorescencji jest bardzo wrazliwa
na srodowisko. Przeniesienie fluorochroméw ze $rodowiska o niskiej polarnosci do
wysokiej zazwyczaj powoduje przesuni¢gcia widma (o ok. 10-20 nm) w widmach
wzbudzenia 1 emisji ligandu [53]. Rotacja wolnych czasteczek sprzyja ponadto
bezpromienistej dezaktywacji stanow  wzbudzonych, jesli natomiast dochodzi
do unieruchomienia fluorochromu (np. w kompleksie ligand/DNA), to obserwuje si¢
znaczny wzrost natezenia fluorescencji. Do badania oddziatywania ligandu z DNA
najczesciej stosuje si¢ metode fluorescencyjnego miareczkowania réwnowagowego, gdzie
obserwuje si¢ zmiany w widmie zwigzku podczas dodawania kolejnych porcji DNA
(do roztworu zwiazku, badz roztworu zwigzku z DNA). Metoda ta umozliwia wyznaczenie
stezenie zwigzku niezwigzanego i zwigzanego z kwasem nukleinowym w warunkach
rownowagowych, oraz wyznaczenie stalej wigzania K; (poprzez wyznaczenie krzywej
Scatcharda oraz dopasowanie izotermy McGhee-von Hippel [54] metodami regresji
nieliniowej).

Orientacja fluorochroméw ligandoéw 1 ich bliskie polozenie wzgledem par zasad
w DNA mogg by¢ badane przez anizotropi¢ fluorescencji lub fluorescencyjny transfer

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

I1.2.1.2. Denaturacja termiczna

Stabilno$¢ kompleksu zwiazku z dwu- 1 trojniciowymi formami DNA moze by¢
ustalona na podstawie badan termicznej denaturacji DNA [55,56]. Analiza krzywe;j
topnienia stosowana moze by¢ do oceny dysocjacji dwuniciowego DNA podczas
ogrzewania. Wraz ze wzrostem temperatury dochodzi do dysocjacji podwdjnej helisy,
co skutkuje wzrostem intensywnos$ci absorbancji. Temperatura, w ktorej 50% DNA ulega
denaturacji zwana jest temperaturg topnienia (z ang. melting temperature - Ty), cho¢ nie
jest to najdoktadniejsze okreSlenie, poniewaz ma bardzo niewiele wspolnego
z tradycyjnym topnieniem. Dzigki metodzie termicznej denaturacji mozemy wyznaczy¢

statg wigzania kompleksu ligand/DNA.
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Metoda ta jest z powodzeniem stosowana do badania oddzialywan zachodzacych
w wyniku tworzenia kompleksu ligandu z DNA. Interkalatory wnikaja miedzy pary zasad
helisy, a kompleks ligand/DNA stabilizowany jest przez oddzialywania typu m-r ptaskich
uktadow aromatycznych z ukladami aromatycznymi zasad. Takie oddziatywanie
stabilizuje strukture helisy, w wyniku czego podwyzszona zostaje temperatura topnienia
kompleksu.

Gdy ligand wigze si¢ z jedna nicig helisy, destabilizuje to struktur¢ kwasu,
co prowadzi do obnizenia Ty. Wzrost pH badanego roztworu ma negatywny wplyw
na stabilnos¢ DNA, natomiast zwigkszenie stezenia soli w roztworze powoduje

podwyzszenie Ty [57,58].

I1.2.1.3. Metoda powierzchniowego rezonansu plazmonowego SPR

Metoda powierzchniowego rezonansu plazmonowego (ang. Surface Plasmon
Resonance, SPR)stala si¢ ostatnio jedna z najbardziej popularnych metod badania
selektywnego oddzialywania ligandéw z r6znymi biomolekutami [59,60,61].

W  technice tej wykorzystuje si¢ zjawisko wzbudzenia plazmonéw
(powierzchniowych fal elektromagnetycznych) w warstewce metalu — najczesciej ztota
lub srebra) — przez padajaca pod odpowiednim katem wigzke $wiatla spolaryzowanego.
W przypadku oddziatywania ligand/DNA na warstewce metalu znajduje si¢ matryca,
do ktore; immobilizowane jest DNA (Ryc. 12). Matryca omywana jest przez
przeplywajacy bufor o regulowanym sktadzie. Zjawisko rezonansowego wzbudzania
plazmonéw zachodzi tylko przy okreslonym kacie padania $wiatta. Rezonans plazmonowy
jest bardzo czuly na zmiany wilasciwosci osrodka optycznie rzadszego (matrycy) oraz
stalej dielektrycznej. Jezeli w buforze pojawi si¢ ligand oddziatujacy z DNA 1 dojdzie
do powstania kompleksu, to warunki rezonansu ulegng zmianie, a ty samym zmianie
ulegnie intensywno$¢ $wiatla odbitego 1 kat odbicia $wiatta pochtanianego rezonansowo.
Podczas tworzenia kompleksu mozliwe jest monitorowanie odpowiedzi w czasie
rzeczywistym [62]. Poniewaz wartos¢ lokalnej statej dielektrycznej matrycy jest
proporcjonalna do zaabsorbowanej] masy, metoda SPR pozwala na wykrycie
oddziatywania znajdujacego si¢ w buforze ligandu z ,receptorem” obecnym

w matrycy [63].
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Rycina 12. Schemat dzialania powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SRP)
[na podstawie 52].

Technika ta moze by¢ stosowana do badania oddziatywan w kazdym systemie
biologicznym, zar6wno do badania oddzialywan oligonukleotydow, oligosacharydow,
biatek i lipidéw z malymi czasteczkami, czastek wirusowych, bakteryjnych i komorek.
Co wazniejsze, SRP pozwala na bezposrednia obserwacje szybkosci asocjacji i dysocjacji
czasteczek, ktére przyczyniaja si¢ do ogodlnego powinowactwa wigzania.

Przebieg pomiaru sktada si¢ z trzech etapéw roznigcych si¢ sktadem buforu
(Ryc. 13.):

= etap [ — tylko bufor — matryca dochodzi do stanu rownowagi
= etap Il — w buforze pojawia si¢ skokowo ligand o zadanym stgzeniu

= etap III — skokowy powr6t do czystego ligandu.

Analizujgc schemat (Ryc. 13) dla oddziatywania idealnie odwracalnego mozna
wyrézni¢ pie¢ zakresoOw. Poczatkowo wolna matryca obmywana jest przez czysty bufor
(Ryc. 13, etap A). W chwili gdy w przeptywajacym roztworze pojawi si¢ ligand dochodzi
do jego oddziatywania z DNA (Ryc. 13, etap B), az do uzyskania stanu réwnowagi
z czg$ciowo skompleksowang matrycg (Ryc. 13, etap C). Gdy matryca ponownie omywana
jest roztworem czystego buforu, dochodzi do desorpcji ligandu (Ryc. 13, etap D). Ostatnim
etapem jest regeneracja wolnej matrycy (Ryc. 13, E). Czas etapéw B i D zalezy od kinetyki
oddziatywania (sorpcji/ desorpcji). Natomiast na warto$¢ sygnatu w stanie C ma wplyw

stezenie ligandu, stata kompleksowania oraz stechiometria kompleksu.
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Rycina 13. Schemat typowego pomiaru SPR: A — stan rownowagi wolnej matrycy,
B —sorpcja ligandu, C — stan rownowagi z czesciowo skompleksowang matrycq, D — desorpcja
ligandu, E — stan rownowagi wolnej matrycy.

Wazrastajaca dostgpno$¢ instrumentdow do badan oraz duza czulo$§¢ metody
sprawily, ze technika ta jest coraz czgSciej wybierana do badan kinetycznych
oraz rownowagowych [64]. Wielka zaletg takiego podejscia jest mozliwo$¢ stosowania
SPR dla czasteczek, ktore nie absorbujg Swiatta 1 nie fluoryzuja, oraz mozliwos¢ badania
bardzo niskich stezen zwigzkow (od nanomolowych do mikromolowych). Jedyna trudno$¢
sprawia wyznaczenie wspolczynnika zalamania Swiatta, ktory jest rozny dla roéznych

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

11.2.1.4. Metody kalorymetryczne

Metody kalorymetryczne, w szczeg6lnosci izotermiczna kalorymetria miareczkowa
(ang. isothermal titration calorimetry, ITC)[66,67] oraz rdéznicowa kalorymetria
skaningowa (ang. differential scanning calorimetry, DSC) [68,69] sa ostatnio coraz
czgsciej uzywane do bezposredniego wyznaczania parametrow  oddzialywan
migdzyczasteczkowych [70].

Kiedy dochodzi do wigzania si¢ ligandu z DNA pojawia si¢ efekt cieplny:
wydzielanie badZ pochtanianie ciepta. Metoda ITC pozwala na bezposredni pomiar ilo$ci
ciepta uwalnianego lub zabsorbowanego podczas oddziatywania. Pomiar tego ciepta
pozwala na dokladne okreslenie statych wigzania (Kp), stechiometrii reakcji (n), entalpii
(AH) 1 entropii (AS), tym samym dajac pelny, termodynamiczny profil reakcji

molekularnej w jednym eksperymencie. Wielkg zaleta metody ITC jest bezposredni
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pomiar zmian entalpii reakcji, w porownaniu z metodami posrednimi (np. metodami
spektroskopowymi), w ktéorych oszacowanie entalpii reakcji jest mozliwe tylko
na podstawie réwnan van‘t Hoffa. Dodatkowo, zmiany w pojemnos$ci cieplnej uktadu
moga by¢ w tej technice otrzymane dzigki pomiarom zmiany entalpii w szerokim zakresie
temperatur. Miareczkowanie z zastosowaniem metody ITC wykorzystuje si¢ réwniez
do badania kinetyki oddzialywan makroczasteczek [71,72]. Obecnie technika ITC znajduje
coraz szersze zastosowanie, ze wzgledu na prostote jej wykonania oraz dokladnosé
uzyskiwanych wynikow [73,74].

Druga metoda, DCS, jest nieoceniona dla okreslenia stabilno$ci termicznej
systemow biologicznych. DSC bezposrednio mierzy zmiany ciepta, ktéore wystepuja
w uktadzie podczas kontrolowanego wzrostu lub spadku temperatury. DNA w roztworze
znajduje si¢ w rownowadze pomiedzy stanem natywnym i zdenaturowanym. Potozenie tej
rownowagi ulega gwaltownej zmianie w temperaturze zwanej temperaturg przejscia (Ty).
Im wyzsza Ty tym stabilniejsza jest struktura czasteczki. Oprocz informacji
o temperaturze przej$¢ metoda ta wnosi uzyteczne informacje o zmianach pojemnosci
cieplnej, wykrywanych, gdy probka jest skanowana w szerokim zakresie temperatur.
Dodatkowo na postawie profili cieplnych mozliwe jest badanie odwracalnosci
reakcji [75,76] oraz oszacowanie czynnikow odpowiedzialnych za sity napgedowe reakcji
(w tym oddziatywania hydrofobowe, wigzania wodorowe, entropia konformacyjna czy

srodowisko fizyczne) [50,77].

I1.2.1.5. Footprinting

Eksperymenty typu ,,odcisku stopy™ [78,79] (ang. foot printing) od wielu lat sa
uwazane za skuteczne narzgdzia do badania wigzania zwiazkéw do podwdjnej helisy
DNA. Po raz pierwszy metoda ta zostala uzyta do badania interakcji miedzy biatkami
1 DNA, a od tego czasu wykorzystywana jest do identyfikacji specyficznej sekwencji
oddziatywania wielu ligandéw z DNA [80]. W metodzie tej uzywa sie fragmentow DNA
o okreslonej dtugosci (zwykle od kilkudziesieciu do kilkuset par zasad) znakowanych
na jednym z koncéw (Ryc. 14). Znacznikiem moze by¢ izotop promieniotworczy lub
fluorochrom. Roztwér DNA dzieli si¢ na dwie czgsci 1 jedng z nich inkubuje z ligandem.
Nastepnie obydwie probki poddaje si¢ trawieniu endonukleazg, np. DNAzg 1. Warunki
trawienia dobiera si¢ tak, aby $rednio na kazda czasteczke DNA przypadato tylko jedno

cigcie. Uzyskane mieszaniny fragmentow DNA rozdziela si¢ elektroforetycznie w Zelu
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poliakrylamidowym, stosujac odpowiednie warunki rozdzialu pozwalajace na rozroznienie

fragmentow DNA r6znigcych si¢ miedzy sobg dtugoscia o jeden nukleotyd.

znakowane DNA
specyficznie wigzacy sie

® O ligand

trawienie DNAzg / \( trawienie DNAzg
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fragmenty DNA po elektoforogram fragmenty DNA po
trawieniu enzymatycznym trawieniu enzymatycznym

Rycina 14. Schemat analizy odziatywania ligandu z DNA za pomocq metody footprintig.

Na elektroforogramie probki bez ligandu obserwuje si¢ charakterystyczna
,drabinke”  prazkéw  odpowiadajacych  poszczegdlnym  fragmentom  cze$ciowo
zdegradowanego DNA (kazdy fragment roznigcy si¢ dlugoscia o jeden nukleotyd
od nastgpnego). Jezeli ligand tworzy stabilny kompleks z DNA to w obszarze
kompleksowania  utrudnione lub  niemozliwe jest trawienie enzymatyczne
1 na elektroforogramie nie bedzie prazkow odpowiadajacych rejonowi DNA, z ktorym
potaczyl si¢ dany ligand. Jest to tak zwany "odcisk stopy", ktory wskazuje z jaka
sekwencja DNA oddzialuje badany ligand [81, 82]. Doswiadczenia wykorzystujace
footprinting sg bardzo przydatne przy badaniu nowych zwiazkéw oraz ich powinowactwa

do okreslonych sekwencji w DNA.

I1.2.2. Metody pozwalajgce okresli¢ rodzaj wigzania si¢ ligandu do DNA

11.2.2.1. Metody wiskozymetryczne

Podczas wigzania si¢ ligandu z DNA dochodzi¢ moze do zaburzen w strukturze

podwadjnej helisy. Powoduje to zmiany wlasciwosci hydrodynamicznych czasteczki kwasu.
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Interkalatory wiazace si¢ mig¢dzy pary zasad w helisie DNA powoduja wzgledne
wydhuzenie czasteczki DNA, co prowadzi do wzrostu lepkosci roztworu. Pomiar lepkosci
jest wiec jedng z bezposrednich metod umozliwiajacych wykrycie takich zmian,
a w przypadku braku krystalograficznych danych strukturalnych, jest to niezb¢dny dowod
na poparcie modelu interkalacji [83,84]. W przeciwienstwie do interkalatorow, zwigzki
wigzace si¢ kowalencyjnie do DNA powodujac zaginanie si¢ helisy, zmniejszaja jej
dtugos¢ jak rowniez lepkos¢ roztwordw. Zwigzki wigzgce si¢ w matym rowku

nie wptywaja na struktur¢ DNA, przez co nie zmieniajg lepkosci badanego roztworu.

11.2.2.2. Wypieranie znacznika z DNA

Wypieranie znacznika fluorescencyjnego z DNA (ang. Fluorescent Intercalator
Displacement - FID) [85,86] jest wygodnym 1 praktycznym narzedziem do identyfikacji
ligandow interkalujagcych do DNA i okreslenia ich wzglednego powinowactwa.
W metodzie tej wykorzystuje si¢ znacznik fluorescencyjny, ktory wykazuje silng
fluorescencje dopiero po interkalacji do DNA. Gdy dodamy do roztworu badany ligand,
réwniez interkalujacy pomiedzy pary zasad, to bedzie on wypieral znacznik do roztworu,
w efekcie czego nastgpi spadek fluorescencji. Miareczkujac kompleks DNA-znacznik
ligandem mozemy wyznaczy¢ stezenie cso, przy ktorym zmniejsza si¢ intensywnosé
fluorescencji o potowg w stosunku do warto$ci poczatkowej. Znajac stalg wigzania znacznika,
jego stezenie oraz warto$¢ cso mozemy wyznaczy¢ statg wigzania liganda. Jako znacznika w tej
metodzie zwykle uzywa si¢ bromku etydyny, ktory jest jednym z najlepiej poznanych
interkalatorow [87]. Zwiazki wigzace si¢ w malym rowku DNA nie wypieraja znacznikéw

interkalujacych, wiec nie obserwujemy zmian fluorescencji.

11.2.2.3. Dichroizm kolowy i liniowy

Dichroizm kotowy (ang. Circular Dichroism, CD) jest definiowany jako rdznica
w absorpcji $wiatla spolaryzowanego kotowo w lewo 1 w prawo (réwnanie 1),
CD=¢gr- er @)
gdzie: g1 & to wspotczynniki ekstynkcji molowej odpowiednio dla swiatta
spolaryzowanego kotowo w lewo i w prawo
Dla przej$cia dozwolonego (np. n—n*) ksztatt widma CD jest bardzo zblizony do ksztattu

widma absorpcji (tzw. efekt Cottona).
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Efekt ten wystgpuje w pasmie absorpcyjnym asymetrycznie zaburzonego
chromoforu. Zjawisko dichroizmu kotowego jest skutkiem zaburzenia symetrii
chromoforu. Zaburzenia symetrii chromoforu mogg wynikac z:

= obecnosci chiralnego uktadu znajdujacego si¢ w sasiedztwie achiralnego
chromoforu (asymetrii wewnetrznej),
* asymetrycznego rozmieszczenia symetrycznych chromoforow w  strukturze
biopolimeru lub w kompleksie,
= zaburzenia symetrii chromoforu ligandu pod wptywem oddziatywania
asymetrycznych fragmentéw biopolimerow (asymetria indukowana).
Przyktadem asymetrii indukowanej moze by¢ wystepowanie efektu Cottona w widmach
dhugich czasteczek polimetylenofenoli, ktére oddziatuja z matym rowkiem w podwdjnej
helisie B-DNA. Czasteczka liganda wpasowuje si¢ w maly rowek przyjmujac przy tym
ksztalt linii $Srubowej. Wywotuje to silne asymetryczne zaburzenie chromoforow
tworzacych szkielet czasteczki.

Technika CD jest wyjatkowo wrazliwa na wszelkie spiralne lub chiralne postaci
w strukturze elektronowej molekul, dlatego okazata si¢ bardzo przydatng technika
analityczng do ustalania konformacji podwojnej helisy i do $ledzenia jej zmian wynikajacych
z oddziatywan z ligandem.

Stosujac CD mozemy uzyska¢ informacje o strukturze, kinetyce, termodynamice
i zmianach konformacyjnych [88] badanych makroczasteczek [89,90,91]. Jesli w trakcie
badania oddziatywania chiralnego zwiazku dochodzi do indukowanej zmiany geometrii
chromoforu (np. uktada si¢ on helikoidalnie wzdtuz matego rowka DNA), to w widmie CD
kompleksu obserwuje si¢ nowy, silny dublet ekscytoniczny w obszarze odpowiadajacym
widmu absorpcyjnemu liganda [92].

Metodg dostarczajaca informacji o orientacji liganda w kompleksie jest dichroizm
liniowy (ang. Linear Dichroism, LD). Wykorzystuje on rdéznice w absorpcji $wiatta
spolaryzowanego liniowo w kierunku réwnoleglym 1 prostopadtym do wyrdznionej osi
czasteczki. Dla wystapienia zjawiska dichroizmu liniowego (w odréznieniu od dichroizmu
kolowego) nie jest niezbedne chiralne zaburzenie chromoforu. Niezbedna jest za to
makroskopowa orientacja czasteczek w obrgbie calej probki. Jesli poddamy roztwor
kompleksu dziataniu sit orientujgcych to otrzymamy informacje o orientacji liganda
wzgledem osi diugiej czasteczki. W kompleksach interkalacyjnych ligand utozony jest
prostopadle do osi helisy, a w przypadku kompleksowania w matym rowku prawie

rownolegle [93]. Do badania komplekséw z DNA wykorzystywany jest w tym celu
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przeplyw laminarny, glownie technika FLD (ang. Flow-oriented Linear Dichroism),

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

I1.2.3. Metody pozwalajace okresli¢ strukture powstajacego kompleksu
ligand/DNA

Jednymi z najbardziej popularnych metod pozwalajacych na wyznaczenie struktury
komplekséw sa analiza dyfrakcyjna monokrysztatu oraz techniki magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) [94]. Sa to metody wymagajace duzych naktadow pracy oraz
duzych naktadow finansowych, jednak pozwalajg bezposrednio potwierdzi¢ wnioski

wyciggane z wczesniej zastosowanych metod.

I1.2.3.1. Analiza dyfrakcyjna monokrysztalu

Ponad pigcdziesiat lat temu na podstawie zdj¢¢ rentgenowskich DNA wykonanych
przez mloda doktor Rosalind¢ Franklin, Watson 1 Crick okre$lili strukture podwdjnej
helisy DNA, za co w 1962 roku otrzymali Nagrode Nobla. Wydarzenie to uwazane jest
dzisiaj za przelomowy moment w rozwoju biologii molekularnej i genetyki.

Do okreslenia struktury tréjwymiarowej (3D) kompleksow ligand-DNA za pomoca
analizy dyfrakcyjnej konieczna jest forma krystaliczna badanych kompleksow. Jest to duza
wada tej metody, poniewaz juz samo otrzymanie monokrysztalow nie jest proste [95].
Na strukture kompleksu w krysztale moze mie¢ wptyw tzw. energia sieci krystaliczne;j,
a struktura tego samego kompleksu w roztworze moze by¢ inna. Ponadto do uzyskania
monokrysztaldow nadajacych si¢ do zastosowania krystalografii, wykorzystuje si¢ zwykle
krotkie oligonukleotydy, ktoére duzo tatwiej moga ulega¢ zmianom konformacyjnym
1 dopasowywac si¢ do ligandu w porownaniu z dtuzszymi tancuchami DNA.

Stosujac analiz¢ dyfrakcyjna z wykorzystaniem promieni X otrzymujemy jedynie
przyblizong informacj¢ o potozeniu atomow ,.cigzkich™ — wegla, tlenu, azotu. Potozenie
atomow wodoru mozna jedynie odgadnagé. Do udokladnienia struktury stosuje sie¢
dodatkowo techniki modelowania molekularnego, w szczeg6lnosci mechanike

molekularng (p. II. 2.3.3)

I1.2.3.2. Magnetyczny rezonans jadrowy

W pordéwnaniu z analizg dyfrakcyjng techniki NMR majg t¢ zalete, ze pozwalaja

uzyska¢ informacje o strukturze kompleksu w roztworze, czyli w warunkach zblizonych do
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panujacych w komorce. Poniewaz roztwor najbardziej przypomina naturalne srodowisko
DNA oraz ligandu NMR jest najczgstsza metoda bezposredniego badania oddziatywania
ligand/DNA [96,97,98].

Wszystkie czastki elementarne, ktére buduja $wiat atomoéw posiadajg wiasnosc
okreslang mianem spin. Spektroskopia NMR polega na wzbudzaniu spindow jadrowych
atoméw, ktore znajduja si¢ w zewnetrznym polu magnetycznym, poprzez szybkie zmiany
pola magnetycznego 1 nastgpnie rejestracj¢ powstajacego na skutek relaksacji pola
elektromagnetycznego. Relaksacja jest to powrdt uktadu spindéw jadrowych do stanu
réwnowagi termodynamicznej [99]. Kazde magnetycznie aktywne jadro charakteryzuje si¢
réznymi parametrami, takimi jak: przesunigcia chemiczne (pozycja lub czestotliwosci linii
widmowej), multipletowo$¢ (stopniem degeneracji badanego uktadu), sprz¢zenie
pomiedzy dwoma spinami jadrowymi, czy relaksacja, ktore moga by¢ wykorzystywane
w celu uzyskania szczegdlowych informacji na temat struktury badanej czasteczki.
Wartosci przesuni¢¢ chemicznych w klasycznych jednowymiarowych widmach NMR
zalezne sg od warto$ci lokalnych pdl magnetycznych otaczajacych dane jadro. Zmiana tych
pol, np. na skutek powstania kompleksu, prowadzi do zmiany przesuni¢¢ chemicznych.
Jednak w przypadku widm kwasow nukleinowych i ich komplekséw duza liczba
sygnatéw, ktore polozone sa blisko siebie, skutecznie uniemozliwia dostatecznie
precyzyjne wychwycenie zmian. Dlatego NMR jest ograniczona do czasteczek o masie
czasteczkowej mniejszej niz 35kDa. Ponadto pewnym utrudnieniem przy interpretacji
danych uzyskanych technikami magnetycznego rezonansu jadrowego, jest fakt, ze sa to
dane usrednione po wszystkich typach komplekséw wystepujacych w badanym roztworze.
Dlatego tez najbardziej wiarygodne wyniki uzyskuje si¢ ta metoda dla ligandoéw
tworzacych kompleksy o bardzo duzej statej wigzania.

W porownaniu do jednowymiarowych widm NMR, duzo wigksze zastosowanie do
badania struktury komplekséw maja specjalne techniki rejestracji 1 obrobki widm NMR,
takie jak technika 2D NOESY (ang. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) i COSY
(ang. Correlation Spectroscopy) [100]. Dwuwymiarowe widma NOESY pozwalaja na
otrzymanie sygnaldow odpowiadajacych protonom, ktorych odleglos¢ w przestrzeni jest
mniejsza niz ok. 0,3 nm. Natomiast z widm typu COSY otrzymuje si¢ informacje
o wartosciach katow torsyjnych okreslonych wigzan. Uzyskane informacje nie pozwalajg
zwykle na bezposrednie ustalenie struktury kompleksu 3D. Uzywa si¢ ich jako tzw.
wiezow w modelowaniu molekularnym (p. II. 2.3.3.) [101,102,103].
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11.2.3.3. Modelowanie molekularne

W ostatnim czasie, w dobie duzej dostepnosci szybkiego i stosunkowo niedrogiego
sprzetu komputerowego, nastgpity postepy w rozwoju nowych modeli matematycznych
opisujacych zjawiska chemiczne, gtéwnie oddzialywania wystepujace miedzy atomami
oraz czasteczkami. Narzgdzia te s3 z powodzeniem wykorzystywane w potaczeniu
z tradycyjnymi technikami badawczymi do badania wlasciwosci strukturalnych
istniejgcych zwigzkow oraz do przewidywania wlasciwosci i dziatania nowych czasteczek.
Modelowanie molekularne (ang. Molecular Modeling) jest bardzo uzytecznym narzgdziem
w zrozumieniu mechanizméw wigzania si¢ ligandow do biopolimerow oraz przy
projektowaniu nowych zwiazkow [104,105].

Istniejg trzy podstawowe techniki modelowania molekularnego:

* mechanika molekularna
* dynamika molekularna

* metody statystyczne typu Monte Carlo

Mechanika molekularna

Stosujac mechanike molekularng (ang. Molecular Mechanics, MM) poszukuje si¢
geometrii uktadu o najnizszej energii. Zgodnie z zasadami termodynamiki statystycznej
stan o najnizsze] energii jest stanem najbardziej prawdopodobnym [106,107].
W mechanice molekularnej energi¢ ukladu wyznaczy¢ mozna korzystajac z réznych
metod:

* metoda ab initio — w metodzie tej funkcja falowa uktadu jest kombinacja liniowa
funkcji falowych bazy orbitali elektronowych. Metoda ta wymaga duzych
naktadow obliczeniowych jednak uznawana jest za jedna z najdokladniejszych
1 najbardziej uniwersalnych [108].

* metody polempiryczne — sg to rowniez metody kwantowo-chemiczne, jednak czes¢
parametrow nie pochodzi z obliczen lecz z usrednionych danych
eksperymentalnych

* metody empiryczne — w przeciwienstwie do dwoch powyzszych metod jest to
ujecie klasyczne (nie kwantowe). Metody te wymagaja duzo mniejszego naktadu
czasu obliczeniowego, jednak niezbedna jest szczegotowa parametryzacja dla dane;j

klasy zwigzkéw chemicznych.
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Znalezienie minimum globalnego energii duzego uktadu jest trudne ze wzgledu na
wystepowanie licznych miniméw lokalnych. Duza pomoca s3 dane empiryczne
np. z metod dyfrakcyjnych (gdzie startuje si¢ z geometrii uktadu bliskiej minimum
globalnemu) lub NMR (geometria uktadu musi respektowac tzw. wigzy, np. wartosci

katow torsyjnych niektorych wigzan lub odlegtosci niektorych atoméw).

Dynamika molekularna

W zastosowaniach dynamiki molekularnej atomy uktadu traktowane sg jako punkty
materialne podlegajace klasycznej dynamice Newtona (2). Natomiast wigzania chemiczne
i oddziatywania fizykochemiczne traktowane s3 jako zrodta sit dzialajacych na
poszczegblne punkty materialne.
d'r,

=m. ! 2
= 2

\

gdzie: m; jest masa atomu, a; = d’r; / df’ jest jego przyspieszeniem, F; jest sila

dziatajaca na niego, zalezng od oddzialywan z innymi atomami.

Obliczenia w dynamice molekularnej sprowadzaja si¢ do numerycznego
rozwigzania ukltadu réwnan (2) dla wszystkich atoméw uktadu. W efekcie uzyskuje si¢
tzw. trajektori¢ uktadu, czyli zestaw uporzadkowanych w czasie geometrii uktadu. Przy
odpowiednio dtugim czasie symulacji uzyskuje si¢ reprezentatywny zestaw geometrii jakie
przyjmowa¢ moze uklad w zadanych warunkach brzegowych (np. temperatura i ci$nienie).
Czestos¢ wystgpowania poszczegoélnych geometrii zwiazana jest z ich energiag rGwnaniem
(3).

-AE

N; =Ne T &)
gdzie AE = E; - E;,
R — stata gazowa (8,314 J/molK),

N; 1N, 1lo$¢ czasteczek o energii odpowiednio E; 1 E;.

Metody Monte Carlo

Metody Monte Carlo generuja zestaw reprezentatywnych geometrii ukladu
o energiach zgodnych z rozktadem Boltzmanna (3). Energia uktadu obliczana moze by¢
metodami analogicznymi jak w MM [109,110]. Ze wzgledu na duzg liczbg generowanych
geometrii rzadko uzywa si¢ metody ab initio. W odrdznieniu od zestawu otrzymanego
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z symulacji dynamicznych pomig¢dzy poszczegdlnymi geometriami nie ma nastgpstwa
czasowego. Z zestawu takiego nie mozna wycigga¢ wnioskOw o przemianach
konformacyjnych, a jedynie o prawdopodobienstwie (energii) poszczegolnych stanow.
Istnieje szereg publikacji opisujacych modelowanie molekularne, w ktérych mozna
znalez¢ proby analizy oddziatywan zwigzkéw matoczasteczkowych z fragmentami
kwasow nukleinowych [111,112,113] oraz oszacowania energii tych oddziatywan [114].
Aqvist w 1994 roku przedstawit jedna z metod oszacowania zmian entalpii swobodne;
AGy, zwigzane] z powstawaniem kompleksu. Wartos¢ AG,, oblicza si¢ na podstawie
usrednionych energii oddziatywan elektrostatycznych i1 van der Waalsa liganda
z otoczeniem wykorzystujac przy tym dynamike molekularng [115]. Podejscie to jest
stosunkowo proste 1 szybkie. Metoda ta pozwala wyznaczy¢ niezbgdne wielkosci do
oszacowania zmiany entalpii swobodnej na podstawie dwoch symulacji dynamicznych
[116,117]. Wzor na oszacowang wartos¢ zmiany entalpii swobodnej (4) przedstawiony

zostat ponizej;
AGWA = Aval + AG:/dW = a(<Vlels:zw. > - <I/li{v."?w. >)+ ﬁ(<VZVde;w > - <Vlzdvv‘;w >) (4)
gdzie: <V,i’srzw'> usrednione oddziatywania elektrostatyczne zwigzanego liganda

z otoczeniem,

<V,i’sssw‘> usrednione oddziatywania elektrostatyczne niezwigzanego (swobodnego)

liganda z otoczeniem,

<V,V_‘i,ﬁiwl> usrednione oddziatywania van der Waalsa zwigzanego liganda

z otoczeniem,

<V,Kﬂfvsw‘> usrednione oddziatywania van der Waalsa swobodnego liganda

z otoczeniem,
oa=0.,5,
p = 0,161 (warto$¢ zostata skalibrowana na serii inhibitorow o znanej stalej

wigzania).

Zastosowanie metod modelowania molekularnego utatwia zrozumienie struktury,
dynamiki oraz mechanizmu dzialania zwigzkow, interpretacje zalezno$ci aktywnosci
czy wihasciwosci zwigzkéw od ich struktury, jak réwniez pozwala na projektowanie
zwigzkow o potencjalnie pozadanych wiasciwosciach. Modelowanie molekularne pozwala

na opis takich procesow jak zwijanie sie bialek i ich stabilnos¢, kataliz¢ enzymatyczng
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[118,119], zmiany konformacji zwigzane z aktywnoscia biologiczng, rozpoznawanie
molekularne, struktur¢ DNA czy kompleksow membranowych. Techniki numeryczne nie
zastepuja jednak calkowicie badan eksperymentalnych, a jedynie mogg by¢ ich

uzupelnieniem.

I1.3. Termodynamika tworzenia kompleksow ligand/DNA

Wraz ze wzrostem dostgpno$ci czutych  mikrokalorymetréw  wzrosto
zainteresowanie termodynamika procesow zachodzacych podczas oddziatywania ligandu
z DNA [53,120]. Termodynamika stanowi istotne uzupethienie badan strukturalnych, ktére
wykorzystane same, nie sa w stanie okres$li¢ rodzaju oddziatywan odpowiedzialnych
za tworzenie komplekséw. Poczatkowe, przyblizone proby analizy ciepta oddziatywania
ligand/DNA daty zaskakujacy wynik [67,121]. Badania te wykazaly, ze procesowi
tworzenia kompleksu, zaréwno zwigzkéw wigzacych si¢ w matym rowku [67]
jak 1 interkalatorow [121] towarzyszy istotny spadek pojemnosci cieplnej uktadu,
co sugeruje, ze sitami napgdowymi tego procesu sg oddziatywania hydrofobowe [122].

Schemat wigzania w malym rowku oraz interkalacji mozna poréwna¢ do modeli
klucza i zamka (ang. lock-and-key) oraz indukowanego dopasowania (ang. induced-fit)
wigzania enzym-substrat. Na Ryc. 15 przedstawiono model mechanizmu interkalacji oraz
wigzania w matym rowku. Interkalacja (Ryc. 15A) wymaga utworzenia w helisie niszy
interkalacyjnej. Wiaze si¢ to z lokalng zmiang kata skrecenia helisy. Po wniknieciu liganda
do niszy interkalacyjnej dochodzi do jego zakotwiczenia przez oddziatywania Van der

Waalsa i oddziatywania n-elektronowe.

+*

+ xM’ L
é + - é P =

1]
+)= +M+=§

Rycina 15. Schemat mechanizmu interkalacji (4), oraz wigzania sie w matym rowku (B),
M - kation uczestniczgcy w tworzeniu elektrycznej warstwy podwdjnej wokot polianionu DNA
[123]

W przeciwienstwie do interkalacji, do oddzialywania w matym rowku nie jest

wymagana zmiana konformacji DNA (Ryc. 15B). ,,Poksiezycowy* ksztalt liganda pasuje
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do krzywizny matego rowka DNA, dzigki czemu ligand moze oddzialywa¢ z DNA.
Oba typy ligandow sa zwykle zwigzkami natladowanymi dodatnio. W rezultacie,
utworzenie obu typow kompleksow powoduje uwolnienie czg¢sci kationow tworzacych
elektryczng warstwe podwojng wokot polianionu DNA. Wiasciwosci tej warstwy
podwojnej opisuje teoria polielektrolitu zaproponowana przez Manninga i Recorda [120].
Uwolnienie jonow z elektrycznej warstwy podwojnej wnosi korzystny efekt entropowy do
zmiany entalpii swobodnej wigzania liganda. Wielko$¢ tego efektu zalezy od tadunku

liganda 1 stezenia soli w buforze [124,125].

I1.3.1. Model oddzialywania ligand-DNA [1]

Zaproponowano szereg modeli opisujacych oddzialywania matoczasteczkowych
ligandéw z DNA. Najczesciej stosowanymi sg modele z wykluczonym sasiedztwem
(ang. neighbor exlusion models), w ktorych podwojna helisa DNA traktowana jest jako
nieskonczenie dluga, jednowymiarowa matryca. Jednostka matrycy jest w tym modelu
pojedyncza para zasad. Ligand moze oddzialywac z wigcej niz jedng jednostka matrycy
i nie ma on dostepu do miejsc wigzania tworzacych ciagi krétsze niz liczba zajmowanych
miejsc. Liczba dostgpnych miejsc maleje wigc nieliniowo wraz ze wzrostem stopnia

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

Rycina 16. Schemat oddziatywania liganda z matrycqg w modelach z wykluczonym
sgsiedztwem

Najszersze zastosowanie wsrod modeli tego typu znalazt model zaproponowany
w 1974 przez McGhee i von Hippel [54]. Znane s3 dwie wersje tego modelu. W wersji
prostszej nie uwzglednia si¢ oddziatywan pomigdzy stykajacymi si¢ ligandami i wowczas
réwnanie wyprowadzone przez McGhee i von Hippel ma postac:

1% l—-nv "
Z_K(l_nv)(l—(n—l)vj ©
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gdzie:

L — molowe stezenie wolnego liganda, v — gesto$¢ wigzania, czyli $rednia liczba
czasteczek liganda zwigzana przez jednostke matrycy (v=B/D, B — stezenie molowe
zwigzanego liganda, D — ogo6lne molowe stezenie jednostek matrycy), K — wewngtrzna
stata wigzania, n — wielko§¢ miejsca wigzania (ilo$¢ jednostek matrycy wyeliminowanych

jako potencjalne miejsca wigzania, wyrazona w parach zasad).

W bardziej rozwinigtej wersji tego modelu bierze si¢ dodatkowo pod uwage
mozliwo$¢ oddziatywania pomigdzy sgsiadujacymi ze sobag ligandami. Parametrem
opisujacym takie oddzialywania jest parametr kooperatywnos$ci ®. RoOwnanie
wyprowadzone dla oddziatywan z uwzglednieniem kooperatywnos$ci ma postac:

Qo—1)1 —nv)+v—Rjn_l(l—(n+l)v+Rj2
2(w-1)(1-nv) 2(1-nv)
R=\J(=(n+1W)’ +4av(l-nv)

v
Z—K(I—I’ZV)( (6)

Jezeli ®>1 to mamy do czynienia z wigzaniem kooperatywnym, czyli obecno$¢
zwigzanego liganda sprzyja przylaczeniu w jego najblizszym sasiedztwie kolejnego
liganda. Jezeli <1 jest to wigzanie antykooperatywne: obecno$¢ zwigzanego liganda
przeszkadza zwigzaniu kolejnego liganda w ciggu. Jezeli w=1 wigzanie jest
niekooperatywne, czyli ligand wiaze si¢ z takg samg stalag do wszystkich typoéw miejsc
wigzania. Dla tego typu oddziatywan rownanie (6) upraszcza si¢ do rownania (5).

Model McGhee-von Hippel nie zawsze daje si¢ zastosowaé w praktyce, zdarzaja si¢
bowiem uktady wyraZznie odbiegajace od przyjetych zatozen. Najczesciej jest to wynikiem:

— duzych roéznic w powinowactwie do réznych sekwencji zasad — wiecej niz jedna

stata wigzania,
— r6znic w stechiometrii wigzania — wigcej niz jedna wartos¢ n,
— oddzialywania ligandu nie tylko z najblizszymi ligandami — wigcej niz jedna

wartos¢ .
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I1.3.2. Parametry termodynamiczne oddzialywan ligand-DNA

Wyznaczenie parametrow termodynamicznych procesu tworzenia kompleksow
ligand-DNA pozwala okresli¢ jakie czynniki decyduja o powinowactwie i sile napedowe]
kompleksowania.

Do najczgsciej eksperymentalnie wyznaczanych parametréw termodynamicznych
naleza:

K — wewnetrzna stata wigzania

AH — zmiana entalpii

Wyznaczone eksperymentalnie wartosci stalej wigzania oraz zmiany entalpii
oddziatywan wykorzystuje si¢ do obliczenia zmian standardowej entalpii swobodnej
uktadu oraz entropii uktadu, zgodnie z wzorem:

AG’ =—RTInK = AH® —TAS" )
Dodatkowo, dzigki pomiarom zmiany entalpii w roznych temperaturach mozna wyznaczy¢
zmiany w pojemnosci cieplnej uktadu zgodnie z rGwnaniem [126]:

AC. = d(AH®) _ AH'r,—AH's

vToar (T,~T))

®

Zwiazanie dodatnio naladowanego liganda z DNA prowadzi do uwolnienia jednego
lub wiecej kationow z elektrycznej warstwy podwojnej. Oznacza to, ze tworzenie
kompleksu ligand/DNA oraz sktad elektrycznej warstwy podwojnej wokot DNA sg
powigzane termodynamicznie. Przejawia si¢ to w zaleznosci stalej wigzania K od sity
jonowej buforu [120]. Obserwowang zmian¢ entalpii swobodnej, AGgs, mozna wigc
podzieli¢ na zmiang entalpii swobodnej oddziatywan elektrostatycznych AGy. oraz zmiang
entalpii swobodnej oddziatywanh pozaelektrostatycznych (oddzialywania hydrofobowe,
oddziatywania van der Waalsa, n-elektronowe, itd.), AG:

AG,, =AG,,+AG, )

Warto$¢ AG,. mozna wyznaczy¢ korzystajac z liniowej zaleznosci logarytmu naturalnego
ze stalej wigzania K od logarytmu naturalnego ze stezenia soli, [MX]. Nachylenia tej
zaleznosci jest dane wzorem:

olnkK

_ (10)
St[MX]

gdzie: Z — tadunek liganda, ¥ — wspolczynnik proporcjonalny do liczby przeciwjonow

grup fosforanowych czasteczki DNA (wspotczynnik ten jest rowny 0,88 dla B-DNA).
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Entalpia swobodna oddziatywan elektrostatycznych moze by¢ woéwczas obliczona zgodnie
z zaleznoscia:

AG,, = (SK)RT In[ MX] 11)

Wspomniang juz zmian¢ entalpii swobodng oddziatywan pozaelektrostatycznych,
AGy, mozna z kolei podzieli¢ na 4 cztony:

= zmiang¢ entalpii swobodnej konformacyjnych przeksztatcen DNA 1 liganda, AGyons,

* zmiang entalpii swobodnej wynikajaca z utraty swobody rotacji i translacji podczas
kompleskowania, AG;.,

* zmian¢ entalpii swobodnej oddziatywan hydrofobowych zwigzang z przejSciem
ligandu z roztworu do DNA, AGyyq, oraz

* zmiang entalpii swobodnej stabych oddzialywan niekowalencyjnych (oddziatywan

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

AG,, =AG,, +AG,, +AG,,, +AG, , +AG

mol

(12)

Kazdy z czlonow skladajacych si¢ na calkowita zmiang entalpii swobodnej,
zgodnie z roéwnaniem (12), mozna wyznaczyC teoretycznie badz eksperymentalnie.
Co najmniej dwa cztony przyjmuja zawsze warto$ci dodatnie (AGy+, AGgonf), zatem aby
doszto do utworzenia kompleksu pozostale czlony musza posiada¢ na tyle duza wartos§¢
ujemna, aby catkowita zmiana entalpii swobodnej byta mniejsza od zera. Wykazano, iz dla
wiekszosci interkalatorow oraz zwigzkow wigzacych si¢ z DNA w matym rowku, cztonem
promujacym tworzenie kompleksu ligand-DNA jest czlon opisujacy oddziatywania
hydrofobowe, AGpye (13). Uzyskano empiryczng zalezno$¢ pozwalajaca oszacowad

warto$¢ AGypyq dysponujac wartoscig pojemnosci cieplnej [128]:
AG,,, =(80+£10)AC, (13)

Znajomos$¢ wszystkich czionow sktadajacych si¢ na catkowita zmiang entalpii
swobodnej pozwala oceni¢, ktory fragment struktury zwigzku odpowiada za jego zdolnos¢
do oddzialywania z DNA, a co za tym idzie za jego aktywno$¢ biologiczna. Taka

informacja moze by¢ uzyteczna dla racjonalnego projektowania nowych lekow [129].
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I1.4. Agregacja zwiagzkow organicznych w roztworach wodnych

Zjawisko agregacji jest to proces tworzenia si¢ zorganizowanych struktur
przestrzennych o réznych rozmiarach z pojedynczych czasteczek. Agregacja jest zwykle
wynikiem oddziatlywan zachodzacych pomigdzy sktadnikami uktadu takich jak:

= sity van der Waalsa,

* wigzania wodorowe,

» oddziatywania elektrostatyczne,
» oddziatywania typu n- 7,

oraz pochodnych tych oddzialywan.

Samoistna asocjacja zwiazkOw organicznych jest bardzo waznym zjawiskiem
obserwowanym w réznych zagadnieniach chemicznych i fizykochemicznych, takich jak:
znakowanie materiatu biologicznego, chemia fotografii [130,131,132]
oraz w przypadku czasteczek o znaczeniu biologicznym takichjak czasteczki lekow [133].
Jest to rowniez jeden z podstawowych modeli wielu rdéznorodnych proceséw
molekularnych takich jak: tworzenie form micelarnych przez zwigzki amfifilowe,
oraz wigzanie si¢ matych czasteczek z makromolekutami. Przykladowo zjawisko wigzania
kooperatywnego obserwowane w systemach amfifilowych oraz biatkach, jest
zapoczatkowywane przez asocjacj¢ wigzacych si¢ do makromolekuty ligandow
[134,135,136,137]. Aktualnie prowadzi si¢ bardzo duzo badan zwigzanych
z samoagregacja zwigzkoéw. Zwlaszcza opis termodynamiczny oraz kinetyczny reakcji
agregacji jest bardzo cenny w zrozumieniu oddziatywan jakie zachodza pomigdzy
molekutami. Opis taki umozliwia roéwniez opracowanie mechanizmu procesu
samoasocjacji.

Jedng z technik, ktora umozliwia wyznaczenie parametrow termodynamicznych
reakcji (np. stalej agregacji) jest spektrofotometria absorpcyjna, jezeli widma absorpsyjne
monomeru i dimeru roéznig si¢. W takim przypadku dla wigkszosci dtugosci fal nie jest
spelnione prawo Lamberta-Beera, a zalezno$¢ pomigdzy absorbancjg a stezeniem
catkowitym badanego zwigzku przyjmuje forme¢ nieliniowg. Widma substancji ulegajacych
dimeryzacji lub tworzacych wigksze asocjaty przedstawione w skali ekstynkcji molowej
stajg si¢ zalezne od steZenia. Ze wzrostem st¢zenia badanej substancji zazwyczaj zmienia
si¢ wysoko$¢ maksimum absorpcji (wystgpuje efekt hypochromowy, czyli obnizenie
maksimum widma) oraz ulega ono przesunigciu w kierunku fal dluzszych (efekt

batochromowy) lub krotszych (efekt hipsochromowy). Wyznaczenie catkowitego stezenia
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substancji na podstawie pomiardw spektrofotometrycznych jest wtedy mozliwe jedynie
w punktach izosbestycznych.

Samoistna agregacja zwigzkow moze stanowi¢ istotny problem w interpretacji
wynikow oddzialywania ligandu z DNA. Podczas $ledzenia oddziatywania ligand/DNA
mamy zwykle do czynienia z ukladem monomer-DNA. Jesli czasteczki zwigzku agreguja,
w roztworze pojawiaja si¢ ich dodatkowe formy, a tym samym dochodzi do wzrostu
komplikacji badanego uktadu : monomer-agregat (dimer, trimer, tetramer,..., agregat) -
DNA. Dodatkowo agregacja ma wpltyw na efektywne st¢zenie wolnego ligandu
w roztworze (wielko$¢ L we wzorach (5) 1 (6)). Przy badaniu oddziatywania agregujacego
ligandu z DNA metodami spektroskopowymi, w otrzymanym widmie obserwuje si¢
dodatkowa forme spektralna, ktora powoduje komplikacje w interpretacji wynikow. Inng
metoda stosowang do $ledzenia oddzialywan ligand/DNA jest izotermiczna kalorymetria
miareczkujagca ITC. W metodzie tej stezenie ligandu w strzykawce moze by¢ na tyle
wysokie, ze niektore zwigzki moga wystepowaé w formie zagregowanej. Podczas takiego
miareczkowania oprocz tradycyjnego egzotermicznego oddziatywania zwigzku z DNA
pojawia si¢ dodatkowy efekt cieplny zwigzany z endotermiczng deagregacja zwigzku.
W ramach eksperymentu mamy wiec do czynienia z dwoma rownolegle zachodzacymi
procesami termicznymi, co moze powodowaé niewltasciwa interpretacje wynikow.
Dlatego, z wyzej wymieniony powodow konieczne staje si¢ uwzglednieni procesu
agregacji 1 deagregacji przy analizie wynikow oddzialywania ligand/DNA.

Agregacja jest zazwycza] procesem wieloetapowym, dlatego tez opis
matematyczny jest dosy¢ skomplikowany. Ponizej zostang omoéwione typowe, uproszczone

modele stosowane do opisu tego procesu.

I1.4.1. Dimeryzacja

Najprostszym przyktadem agregacji jest dimeryzacja.
Proces dimeryzacji mozna zapisa¢ za pomocg nastepujagcego réwnania:
M+M ==D (14)
Na jego podstawie mozna zdefiniowac¢ stalg dimeryzacji Kp jako:
Kp = [D]/[M]* (15)
Oznaczajac odpowiednio przez C,, C; i C, stezenie monomeru ([M]), stezenie
dimeru ([D]) oraz stezenie catkowite zwigzku, z bilansu liczby czasteczek wynika, ze:
C,=C, +2C, (16)
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Woéwczas wzor (15) przyjmie postaé:

C -C
KD — t 2m
lub przy uzyciu utamka molowego monomeru (x,,):
1—
K,=—02>

Sa to rownania kwadratowe ze wzgledu na C,, lub x,,. Mozna je réwniez zapisa¢ w postaci
[138]:

2K,C.°+C, —C =0 lub 2K,Cx,’+x,—1=0 (19)

Korzystajac z prawa addytywno$ci mozna przyjaé, ze catkowita absorbancja roztworu (4,)
dla danej dtugosci fali rowna si¢ sumie absorbancji poszczegdlnych sktadnikéw roztworu,
w tym wypadku monomeru (4,,) i dimeru (4,) [139]:

A=A, +4, 20)

Korzystajac za$§ z prawa Lamberta-Beera dla drogi optycznej réwnej 1 cm mozna
przeksztalci¢ powyzszy wzor do postaci:

gtCt = ngm +gdCd = ngm +8d (Ct _Cm) (21)

Cm Ct_Cm
gtzam?jtgd c =5mxm+5d(1—xm)

’ ’ (22)
gdzie dla okreslonej dlugosci fali &, &, & to wspodlczynniki ekstynkcji molowej
odpowiednio mierzonej probki, monomeru 1 dimeru (w tym przypadku stezenie dimeru
liczone jest w jednostkach monomeru).

Wyliczajac C,, z rownania (19) 1 wstawiajac do rownania (22) otrzymujemy:

J1+8K,C, —1 ( 1+8KDC,—1]
=& +&,1-

Lo 4K, C, 4K, C,

(23)
Granice tego wyrazenia przy C, dazacym do 0 (maksymalnie rozcienczony roztwor,
w ktérym wystepuje tylko monomer) oraz do o (nieskonczenie stezony roztwor, gdzie

zwigzek wystepuje tylko w formie dimeru) wynosza odpowiednio &, oraz &,.

lime, (C)=¢,

C,—0" (2 4)
lime,(C,)=¢,

C,—>» (25)

Pozwala to wyznaczy¢ widmo monomeru przez ekstrapolacje zaleznosci &(C;) do C,—0
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(przeciecie wykresu z osig Y) dla kazdej dlugosci fali. Nie jest jednak mozliwe
zastosowanie ekstrapolacji do wyliczenia widma dimeru, gtownie dlatego, ze nie wiadomo,

czy w bardzo wysokich st¢zeniach nie zachodza dalsze procesy agregacji.

Statg dimeryzacji Kp mozna wyznaczy¢ réznymi sposobami. W pierwszym z nich,
opracowanym przez Schwarza [140] i wspoOlpracownikow, wykorzystuje si¢ potaczone

wzory (17) 1 (22) przeksztalcone do postaci liniowe;:

gm_gt — 2KD _ _ Z—KD — 26
J - J|q o) (R =) 6)
E —&

m t

Wykres zalezno$ci od (gm —gt) przecina 0§ poziomg w punkcie o wartosci

t

2K,

. W metodzie tej
e

(gm —Sd), za$ wspotczynnik nachylenia prostej réwny jest —

nie jest niezbedne wyznaczanie ani widma monomeru ani widma dimeru. Warto$ci
K; wyznaczone ta metoda beda obarczone najmniejszymi btedami dla tych dlugosci fal,
dla ktoérych istnieja najwigksze rdznice pomigdzy widmami absorpcyjnymi formy

monomerycznej i zasocjowanej (wyrazone w skali ekstynkcji molowej).

Zgodnie z drugim sposobem [141], nalezy najpierw wyznaczy¢ ekstynkcj¢ molowa
monomeru gyprzez ekstrapolacje zaleznosci = AC;) do C,=0. Wzoér (23) mozna
przeksztalci¢ do postaci pozwalajacej na wyznaczenie wspotczynnika ekstynkcji molowe;j
dimeru:

1+8K,C, -1
—&
C" 4K ,C
g, = pC @7)
1+8K,C, -1
1—
4K ,C,

Mozna teraz na drodze obliczen numerycznych dobra¢ takg wartos¢ Kp by suma

kwadratéw roznic SKR, pomig¢dzy wartoscia srednig £ a1 wartociami dla poszczegblnych

stezen byt jak najmniejsza.
SKR =Y [ea —,(C,)] (28)
i=1

&, (C

ﬁ) - wspotezynnik ekstynkcji molowej dimeru obliczony ze wzoru (27) dla

i-tego stezenia C;, & - $rednia z wartosci ¢,(C, ).
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Stata rownowagi procesu dimeryzacji powigzana jest ze zmiang entalpii swobodne;j
reakcji, ktorg mozna okresli¢ wykorzystujac rownanie Gibasa:

AGo=- RTInKp (29)

gdzie: AGq - jest zmiang standardowej entalpii swobodnej,

R — stata gazowa,
T — temperatura bezwzgledna.
Zmiana standardowej entalpii swobodnej procesu dotyczy sytuacji gdy stezenia
wszystkich indywiduéw bioracych udziat w procesie sg sobie rowne i wynoszg 1 mol/L
Jezeli proces, np. dimeryzacji, przebiega przy innych stezeniach to obowigzuje bardziej
rozbudowany wzor:
AG = - RTInK, + RTIn ([D])/[M]?) (30)
Zmiana entalpii swobodnej procesu zalezy od 2 czynnikdéw:
- zmiany standardowej entalpii swobodnej, ktéra jest charakterystyczna dla danego
procesu
- rzeczywistych warunkow przebiegu procesu, a w szczegdlnosci od stezen
indywidu6éw chemicznych biorgcych udziatl w procesie.

Tak wigc o kierunku przebiegu procesu decyduje zmiana aktualnej, a nie standardowe;j

entalpii swobodne;.

I1.4.2. Trimeryzacja

Dimeryzacja jest najprostszym przyktadem agregacji. Troche bardziej
skomplikowanym przypadkiem jest proces taczenia si¢ trzech czasteczek - trimeryzacja.
Zjawisko trymeryzacji [ 142] mozna opisa¢ w dwojaki sposob: jako reakcje jednoetapowa,
w ktorej trzy czasteczki spotykaja si¢ 1 lacza w nowag forme — trimer. Jednoczesne
spotkanie si¢ 3 czasteczek, czyli tzw. zderzenie trdjcentrowe, jest z punktu widzenia
termodynamiki statystycznej zdarzeniem bardzo mato prawdopodobnym. Duzo bardziej
prawdopodobny jest cigg zdarzen polegajacy na utworzeniu najpierw dimeru [D],
a w kolejnym etapie utworzeniu trimeru [T] na skutek przylaczenia kolejnej czasteczki
monomeru [M]:

2M =D
M+D=T 31)
W procesie tym wystepuja dwie stale rownowagi: stata dimeryzacji K4 (pierwsze

roOwnanie) i stala przylaczenia monomeru K, (drugie réwnanie). Mozna jednak zatozy¢,
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ze stale te sg sobie rowne i traktuje si¢ je jako state agregacji K. Stezenie dimeru oraz

trimeru mozna wtedy wyrazi¢ jako:

[D] = Ki[M]? (32)

[T] = Ko[M][D] = KL [M]’ (33)
Wykorzystujac nastepnie wzor na ogolne stezenie zwigzku:

C = [M] +2[D] + 3[T] = [M] + 2K.[M]? + 3 KL [M]? (34)

logarytmujac rownanie (34), mozna z wykresu zaleznosci logC = f(log[M]) wyznaczy¢

stalg agregacji zwigzku, K.

11.4.3. Agregacja nieograniczona

W wielu przypadkach proces agregacji nie zatrzymuje si¢ na etapie matych
agregatow (dimerdw, trimerdw, itp.), lecz tworzy si¢ cale spektrum agregatow [143,144].
Opis matematyczny takiego procesu jest bardziej skomplikowany.

Najprostszy model nieograniczonej agregacji zaklada etapowy przebieg tego
procesu, w ktorym czasteczki monomeru dotaczajg si¢ do wickszych twordw, z zalozeniem

jednakowej stalej agregacji:

M+M=D=A4, A, = KM

M+A4,=T=A4; As = KAM = KM

M+ A;=Ay As = KA3;M = KM

M+ A, =A4, A, = K,/ IM" (35)

Wykorzystujac rownanie (35) mozna nastgpnie okresli¢ bilans czgsteczkowy c oraz:

¢ =M+ 2KM +3KSM + ... + KM + .. (36)
oraz molowy z:

=M+ KM + KM+ .+ KM+ (37)
Réwnanie (35) definiuje tzw. funkcje podziatu, z.

W przypadku bilansu molowego mamy do czynienia z szeregiem geometrycznym
o ilorazie q = KaM, oraz pierwszym wyrazie a; = M. Bilans molowy mozna wigc
przeksztalci¢ do wzoru:

M

_ 38
1k M %)
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Suma ta ma skonczong wartos¢ w przypadku gdy |q|<1, a wiec

KaM<1l = M<I1/K, Zalezno$¢ ta pokazuje, ze stgzenie monomeru nie rosnie
nieograniczenie, jak w przypadku dimeryzacji czy trymeryzacji, lecz istnieje jego
graniczna wartos¢ MMC = 1/Ka, (ang. Maximal Monomer Conentration, MMC).

Bilans czasteczkowy mozna wyznaczy¢ korzystajac z zaleznos$ci migdzy stezeniem
catkowitym c a funkcja podziatu z:

oz
=M— 39
¢ oM (39)

Wstawiajac rownanie (38) do réwnania (39) otrzymujemy rownanie (40):

c=m 2| M | M - (40)
M(1-K,M ) (1-K,M)

Sredni stopien agregacji mozna opisa¢ zalezno$cia (39). W momencie, gdy stezenie
monomeru M dazy do granicznej wartosci MMC, warto§¢ mianownika w tym réwnaniu
dazy do 0. Oznacza to, ze w tym przypadku stopien agregacji dazy do nieskonczonosci.
¢ M(I-K,M) 1
z (I—K,MyM 1-KM

(41)

Nie zawsze jednak zatozenie, ze state wartosci agregacji maja identyczne warto$ci
jest prawdziwe. Czesto mamy do czynienia z reakcja dwuetapowa, w ktérej poczatkowo
facza si¢ ze sobg dwa monomery tworzac dimer, a w kolejnych etapach agreguja juz nie
pojedyncze czasteczki (monomery), lecz dimery [145,146]. Zwykle w tego typu reakcjach
w uktadach biologicznych obserwuje si¢ tendencje, gdzie stala rownowagi pierwszego
etapu (dimeryzacji) jest duzo wicksza niz nastgpne. Model takiego procesu mozna

przedstawi¢ nastgpujaco:

M+M=D D = KpM?

D+D=A, A, = KAD? = K \Kp°M*

D+ Az = A3 A3 = KAAZD = KAZKD 3'1\/16

D+ Api = An A, = K\"'Kp "M™" (42)

Funkcje podziaty tego procesu mozemy zapisa¢ nastgpujaco:
z=M + KpM? + KaKp?M* + KA2Kp'M° ... + Ka"'M" + ... (43)
Podobnie jak w reakcji nieograniczonej agregacji etapowej, poczawszy od drugiego

wyrazu wyrazenia (43) mamy do czynienia z szeregiem geometrycznym o ilorazie
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q=KxKpM, oraz pierwszym wyrazie a; = KpM’. Funkcje podzialu mozna wicc
przeksztalci¢ do wzoru:
K M’

z=M+—L2"
1-K K M

(44)

Z warunku skonczonej sumy szeregu geometrycznego rowniez przy agregacji
dimerow pojawia si¢ MMC wynoszaca odpowiednio:

e =M (45)

VKK

Oszacowanie statych Kp oraz K, wymaga zastosowania numerycznego
dopasowania krzywej do danych doswiadczalnych.
Calkowite stezenie zwigzku mozna wyznaczy¢ na podstawie zaleznosci (39):

c=m e 2KM -
oM (1-K,K,M)

(46)

Dla zwiazkéw powierzchniowo czynnych stosuje si¢ nieco odmienny model
agregacji zwany agregacja micelarng [147]. Model ten zaklada jeden etap agregacii,
w ktérym n czgsteczek monomeru tworzy agregat zwany micellg:

nM =4 47)
ze stalg agregacji KA" . Stezenie micelli mozna wtedy okresli¢ z zaleznoSci:

A=K/ "M (48)
natomiast catkowite stezenie zwigzku wynosi:

c=M+nA=M+nK,'M 49)

Po zlogarytmowaniu tej zaleznosci otrzymujemy:

loge = logM + log (1+K/"M"") (50)

Jednoznaczne odrdznienie agregacji micellarnej dla n wigkszego niz kilkanascie od
agregacji nieograniczonej jednoetapowej 1 dwuetapowej jest w zasadzie niemozliwe.
Wynika to po pierwsze z faktu wystgpowania nieuniknionych btedow pomiarowych.
Po drugie, nalezy pamieta¢, ze wszystkie 3 modele sa tylko przyblizonymi modelami
rzeczywistego procesu agregacji w ktorym upraszczajace zatozenia poczynione przy

konstruowaniu modeli nie musza by¢ spetnione.
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III. ZALOZENIA I CEL PRACY

W Katedrze Technologii Lekéw 1 Biochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki
Gdanskiej prowadzone s3 poszukiwania nowych zwigzkow o wlasciwosciach
przeciwnowotworowych. W kregu zainteresowan znajduja si¢ miedzy innymi pochodne
akrydyny. Akrydynanalezy do grupy policyklicznych zwigzkéw heteroaromatycznych,
a jej pochodne wykazuja szeroki zakres aktywnos$ci biologicznej obejmujacy aktywnos¢
przeciwpierwotniakowa, przeciwbakteryjna, przeciwwirusowg i przeciwnowotworowa.
Pochodne akrydyny o dzialaniu przeciwnowotworowym wykazujg zroznicowany
mechanizm dziatania na poziomie molekularnym. Z uzyskanych dotychczas danych
wynika, ze etap tworzenia fizykochemicznych kompleksow z DNA wydaje si¢ by¢
niezbedny dla aktywnos$ci biologicznej badanych pochodnych, poniewaz umozliwia
dostatecznie bliski kontakt tych zwigzkéw z DNA.

Powaznym utrudnieniem w badaniach nad oddziatywaniami pochodnych akrydyny
z DNA jest fakt, ze zwigzki te wykazuja silng tendencj¢ do agregacji w roztworach
wodnych.

Celem niniejszej pracy doktorskiej jest opracowanie procedury badawczej
i sposobu opracowywania wynikéw doswiadczalnych, ktore lacznie pozwolilyby na
wyznaczenie parametrow termodynamicznych procesu oddzialywania z DNA
zwigzkow ulegajacych agregacji w roztworach wodnych. Zakres tego zagadnienia
obejmowal wykonanie pomiaréw spektrofotometrycznych oraz mikrokalorymetrycznych
dla sze$ciu, r6znie podstawionych czasteczek akrydyny.

Do swoich badan wybratam 5 analogdéw przeciwnowotworowego imidazoakrydonu
C-1311, syntetyzowanego w Katedrze Technologii Lekow 1 Biochemii 1 znajdujacego si¢
obecnie po drugim etapie badan klinicznych oraz zwigzek referencyjny: proflawine. Proces
agregacji badanych zwiazkéw oraz ich oddziatywanie z DNA zamierzalam badaé
wykorzystujac spektroskopi¢ absorpcyjng w zakresie widzialnym oraz izotermiczng
mikrokalorymetri¢ miareczkowg ITC. Do analizy uzyskanych danych doswiadczalnych
wykorzystane zostang réznorodne modele fizykochemiczne pozwalajace opisa¢ proces
oddziatywania badanych zwigzkéw na poziomie molekularnym. Szczegdlnie interesujace
wyniki  spodziewam si¢ uzyska¢ dzigki bezposrednim pomiarom  wielkosci
termodynamicznych technikg ITC [148,149]. Wazna moze okaza¢ si¢ informacja na temat
tego, jakie cztony skladaja si¢ na catkowita zmiang entalpii swobodnej zwigzanej

z tworzeniem kompleksow z DNA. Na tej podstawie bedzie mozliwe ustalenie, ktore
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fragmenty struktury badanych zwiazkow odpowiadaja za ich zdolno$¢ do oddziatywania
z DNA.
Podczas realizacji gtownego celu mojej pracy doktorskiej mozliwe bedzie zbadanie
1 wyjasnienie szeregu nieznanych dotychczas wtasciwosci badanych zwiazkow, takich jak:
= okreslenie rodzaju procesu samoagregacji pochodnych imidazoakrydonu
roztworach wodnych,
= okreSlenie wplywu sity jonowej oraz temperatury na agregacj¢ wybranych
imidazoakrydonow
= okreslenie wplywu sity jonowej oraz temperatury na oddziatywanie wybranych
pochodnych z DNA, a tym samym ocen¢ znaczenia oddziatywan
elektrostatycznych w tworzeniu si¢ kompleksow
» wykrycie ewentualnych réznic jakosciowych w mechanizmie niekowalencyjnego

oddziatywania badanych zwigzkoéw z DNA w buforach o réznej sile jonowej
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IV. CZESC DOSWIADCZALNA

IV.1. Materialy

W badaniach wykorzystano 5 pochodnych imidazoakrydonu oraz barwnik

akrydynowy — proflawine jako zwigzek referencyjny. Symbole, nazwy systematyczne oraz

struktury chemiczne stosowanych zwigzkow przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Nazwy i struktury chemiczne badanych zwigzkow.

Zwiazek Wzor strukturalny Nazwa systematyczna
X
proflawina O 3,6-diaminoakrydyna
HoN N/ NH,
N
0 —(CHp) CHy
HC-0 e N\/CH3 8-metoksy-5-
C-1330 O | O [(dietyloaminoetylo)amino]imidazo
4,5,1-de]akrydyn-6-on
Y [ Jakrydy
O HN—(CH,),-N CHz
CH
C-1415 : '5—'[(dietyloaminoetylo)amino]
| imidazo[4,5,1-de]akrydyn-6-on
N
I:N
CH
C-1212 CHs 5-‘[(c}imetyloaminopropylo)amino]
| imidazo[4,5,1-de]akrydyn-6-on
N
I:N
CH,
e 8-hydroksy-5
HO CH -ydroksy-o-
C-1371 O | O ’ [(dimetyloaminopropylo)amino]
N imidazo[4,5,1-de]akrydyn-6-on
I:N
CH
O HN—(CH,)s-NT ’
| Nen 8-hydroksy-5-
C-1492 s

[(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 cielgcej (calf thymus, ct DNA) —

Sigma Chemical Company, St.Louis, MO, USA,
= NaCl — Chempur, Piekary Slaskie, Polska
= Hepes — Serva Feinbiochemica Heidelberg, Nowy Jork, USA
= EDTA - Sigma Chemical Company, St.Loius, MO, USA

IV.3. Roztwory wyjsciowe
= Roztwoér DNA przygotowywano w buforze i przechowywano w temperaturze -4°C
» Roztwory badanych zwigzkéw przygotowywane byly bezposrednio przed analiza
poprzez rozpuszczenie zwigzku w odpowiedniej ilosci buforu.
* 5 mM bufor Hepes o sktadzie:1 mM EDTA, pH 7, oraz roznej zawartosci chlorku
sodu (5 mM NaCl, 25 mM NaCl, 50 mM NaCl, 75 mM NaCl, 100 mM NacCl,
125 mM NacCl, 150 mM NacCl, 200 mM NaCl, 250 mM NaCl, 300 mM NacCl).

IV.4. Aparatura

Pomiary absorpcji $wiatta zostaty wykonane przy uzyciu Spektrofotometru UV-Vis
Perkin Elmer, A 45. Do pomiaréw mikrokalorymetrycznych wykorzystano Izotermiczny
Mikrokalorymetr Miareczkujacy 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 stezenia kwasu nukleinowego
Stezenie kwasu dezoksyrybonukleinowego oznaczalam metoda spektrofotometryczng

z wykorzystaniem znanych wartosci ekstynkcji molowej DNA oraz prawa

Lamberta-Beera:
4, = ¢&,cl (51)
gdzie: A,— absorbancja przy danej dlugosci fali Awyrazonej w nanometrach
&— wspotczynnik ekstynkcji molowej przy danej dlugosci fali 4
¢ — stezenie molowe

[ — dtugo$¢ drogi optycznej wyrazonej w centymetrach.
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Dla DNA z grasicy cielgcej mierzona byla absorbancja przy dlugosci fali
A =260 nm, odpowiadajacy tej dlugosci fali wspotczynnik ekstynkcji molowej wynosi
&6y = 6600 Mem™ [150] (stezenie podane jest w molach zasad na objetosé, dlatego
w przypadku dwuniciowych kwaséw nukleinowych uzyskang warto$¢ stezenia nalezy
podzieli¢ przez dwa, by uzyskaé stezenie w molach par zasad na objetos¢). Wszystkie
probki kwasow nukleinowych do pomiaru byty przygotowywane wg zalecen dostawcow,

tak by byta zachowana struktura dwuniciowa.

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

Pomiary spektrofotometryczne wykonane zostaly przy uzyciu Spektrofotometru
UV-Vis Perkin Elmer, A 45 w zakresie dtugosci fal 600 — 350 nm. Kolejne roztwory
zwigzkow przygotowywane byly bezposrednio przed pomiarem wykorzystujac metode
rozcienczen seryjnych. Jako odnos$nik stosowany byt bufor Hepes z odpowiednig
zawarto$cig chlorku sodu (5 1 150 mM NaCl). Wyniki rejestrowano w formie cyfrowej
z gestoscig probkowania 1 nm. Stosowano kuwety o dlugosci drogi optycznej

2;1;0,510,1 cm dobrane odpowiednio w zalezno$ci od badanych stezen zwigzku.

I1V.5.3. Analiza zestawow widm pochodnych akrydyny w roztworach wodnych

Wartos$¢ ekstynkcji molowej uzyskanych widm wyznaczana byla z wykorzystaniem
prawa Lamberta-Berra (punkt 1V.5.1.). Utworzona w ten sposdb macierz Z, zlozona
z n wierszy (dlugosci fal) i m kolumn (widma uzyskane dla kolejnych stgzen zwigzku) byta
poddawana analizie przy uzyciu technik chemometrycznych. Zastosowano metode
gtéwnych sktadowych PCA [151] (ang. Principal Component Analysis) oraz numeryczng
dekompozycje widm [152].

Kazde z widm poddano standaryzacji (autoskalowaniu) zgodnie z ponizszym

wzorem:
S ..
w, =-—1—L (52)

gdzie: 5;; — molowy wspotczynnik ekstynkcji dla i-tej dlugosci fali j-tego widma
1 — warto$¢ srednia molowych wspoteczynnikow ekstynkeji j-tego widma
o; — odchylenie standardowe molowych wspotczynnikow ekstynkeji j-tego widma

uzyskujac w efekcie znormalizowang macierz Z.
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Widmo po autoskalowaniu potraktowa¢é mozna jako wektor o dlugosci
jednostkowej. Zestaw widm tworzy pek wektoréw o wspdlnym poczatku w k—wymiarowe;j
hiperprzestrzeni, gdzie k jest liczbg form spektralnych obecnych w analizowanych
probkach. Pek wektorow zarejestrowanych widm ograniczony jest wektorami
reprezentujagcymi widma czystych sktadnikow.

Konce wektoréw autoskalowanych widm znajdujg si¢ przy tym na k—wymiarowej
hipersferze. Przyklad dla mieszaniny dwusktadnikowej (k = 2) pokazano na Ryc. 17A.
Analiza gltownych sktadowych pozwala ustali¢ tzw. wymiar wewngtrzny macierzy
autoskalowanych widm. Jest on réwny liczbie istotnych gtownych sktadowych tej
macierzy. Jezeli widma form spektralnych nie sa nadmiernie skorelowane, to jest on
jednoczesnie rowny liczbie form spektralnych obecnych w probkach. Niestety
w przypadku, gdy formy spektralne maja bardzo podobne widma, a ma to zwykle miejsce
w przypadku agregacji, do ustalenia liczby form spektralnych nalezy zastosowaé analizg
widm resztowych.

Gléwne sktadowe 1 ich tadunki pozwalaja na catkowite odtworzenie macierzy
autoskalowanych widm zgodnie z rownaniem:

Win = Prambom (53)

gdzie: Pnm— macierz m gtownych sktadowych,

L,m - macierz tadunkdw.

Jezeli przy odtwarzaniu widm zastosujemy tylko j pierwszych gltownych
sktadowych to otrzymamy zalezno$¢:

W, =Pyl + EY (54)

Macierz EY zawiera tzw. widma resztowe rzedu j. Widma resztowe dla j < k maja

przy tym charakter widm réznicowych. Dopiero dla j >k widma resztowe majg postac

szumu losowego. Tym samym analiza widm resztowych kolejnych rzedéw pozwala
okresli¢ poprawng wartos¢ k.

Macierz widm Z, mozna zaprezentowaé w postaci iloczynu dwoch innych macierzy:
macierzy sktadnikow B, w ktorej kolumny przedstawiaja widma czystych form
spektralnych oraz macierzy X, ktorej kolumny zawierajg utamki molowe poszczeg6lnych
form.

W =BX (55)

Analiza gltownych skltadowych umozliwia ustalenie ilosci niezaleznych tworow

spektralnych oraz pierwszego przyblizenia ich widm, nie pozwala jednakich wyznaczy¢
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poszczegblnych twordw, gdyz gtoéwne sktadowe uzyskuje sie przy zatozeniu ich idealnej

ortogonalnosci, co w przypadku widm twordéw spektralnych nie jest prawdziwe.

A B

Rycina 17. Schemat rozlozenia wektorow widm mieszanin dwusktadnikowych w plaszczyznie dwoch
glownych sktadowych: A) widma autoskalowane, B) widma centrowane.

Konce wektoréw centrowanych, ale nie autoskalowanych widm mieszanin
dwusktadnikowych leza na jednej prostej (Ryc. 17B). Nie znamy jednak potozenia widm
czystych sktadnikéw na tej prostej. Dlatego, w celu rozwigzania réwnania (55) wymagane
jest zastosowanie techniki okreslanej mianem iteracyjnej procedury samouzgadniania,
w skrocie NSD (ang. Numerical SpectrumDecomposition).

Skrajne wektory peku, wi 1 wp, maja najwigksze udziaty widm form spektralnych
zgodnie z zalezno$cia:

w = x| + x21f2 x11 =1, x21 =0 (56)

W= Ximf1 + Xomfo Xim =1, Xom =0 (57)

Ponadto, w mieszaninach dwusktadnikowych suma utamkéw molowych obu form

musi by¢ rowna 1:

Xy1 X0 =1 (58)
Ximt Xom = 1 (59)
Z zaleznosci (57)1(58) mozna wyznaczy¢ odpowiednie utamki molowe X1 1 Xom:
X11 =1 - Xp (60)
Xom= 1 — Xim (61)

Po podstawieniu tych ulamkéw do wzordéw (56) oraz (57) otrzymujemy uktad
roéwnan:
{Wl =X/, +(1_x11) 2
Wm = (1 _'x2m )fl + x2mf2

Ukfad ten mozna rozwigza¢ ze wzgledu na widma czystych form. Przyjmujac

(62)

dodatkowe oznaczenia:
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1
a=—~>1
X11 (63)
1
B=—>1 (64)
me

otrzymujemy zaleznosci:
f‘ — an _(a_l)ﬁwm
Y= (a-1)g-1)

pw,, — a(ﬂ ~ l)wl
1-(e-1)B-1)

Warto$ci wspotczynnikéw a i B dobierane sa numerycznie podczas dopasowywania

(65)

f, = (66)

modelu agregacji nieograniczonej (p. I1.4.3.) metoda simpleksow Neldera-Meada
[153,154]. Uzyskanie optymalnych wartosci a 1 B réwnowazne jest okresleniu widm
czystych form spektralnych. Umozliwia to rozwigzanie roéwnania macierzowego (55)
ze wzgledu na utamki molowe.

Uzyskane ta metodg utamki molowe poszczegolnych sktadnikow w roztworach o réznych
stezeniach wykorzystatam do wyznaczenia statej agregacji zwiazku K. Przeksztatcitam

w tym celu wzor (38) (p.11.4.3) uzyskujac zaleznos¢:

K _1— X,
Ai T CX~

it mi

(67)

gdzie: Cy - stezenie catkowite zwigzku w i-tym roztworze,
Xmi - utamek molowy monomeru obliczony z roOwnania (55).
Uzyskalam w ten sposéb m oszacowan wartosci stalej agregacji — po jednym dla kazdego

z roztworow. Nastepnie obliczytam warto$¢ $rednig 1 jej odchylenie standardowe.

IV.5.4.Pomiary mikrokalorymetryczne procesu agregacji

Pomiary mikrokalorymetryczne prowadzone byly za pomocg mikrokalorymetru N-ITC
III, firmy CSC, bedacego wyposazeniem laboratorium badawczego Centrum Doskonato$ci
,,ChemBioFarm”, ktorego zakup zostal czg¢sciowo sfinansowany =z funduszy

strukturalnych Unii Europejskiej w ramach Sektorowego Programu Operacyjnego —
Wzrost Konkurencyjnos$ci Przedsigbiorstw.

W komorze poréwnawczej znajdowata si¢ woda, za§ w pomiarowej 1,3 ml bufor.

Wszystkie probki przed pomiarem byly odgazowywane pod préznig. Za pomoca strzykawki

51



Czes¢ Doswiadczalna

hamiltonowskiej sterowanej komputerowo do komory pomiarowej wprowadzane byty
mate 10 pl objetosci roztworu zwigzku o stezeniu: 2mM dla zwigzkéw C-1330, C-1415,
C-1212, C-1371, C-1492, oraz 1mM dla proflawiny w zatozonych odstgpach czasu - 300 s.
Po kazdej dodanej porcji zwigzku nastepowat pomiar mocy wymaganej do utrzymania statej
temperatury komor. Dane miareczkowania kalorymetrycznego przedstawione s3a na
termogramie zaleznoséci mocy [uJ*s'] od czasu [s]. Wykres przedstawia serie pikow, ktore
odpowiadajg kolejnym etapom miareczkowania. Powierzchnia piku jest proporcjonalna do
efektu cieplnego przemiany. Ciepto procesu deagregacji zostalo oszacowane na podstawie
cyklu nastepujacych doswiadczen [155]:

1. miareczkowanie buforu roztworem ligandu w buforze,

2. miareczkowanie buforu buforem (poprawka wynikajaca z roznicy temperatur

pomiedzy titrantem 1 probki w komorze).

Po odjeciu drugiego efektu cieplnego od pierwszego uzyskuje si¢ ciepto procesu.
Do wuzyskanych w ten sposéb danych eksperymentalnych dopasowano model

matematyczny agregacji.
IV.5.5. Analiza danych mikrokalorymetrycznych agregacji akrydyn

Model matematyczny opracowano zaktadajac, ze mamy do czynienia z agregacja
nieorganiczong, przyjmujac przy tym, ze stale agregacji na kazdym etapie sg takie same
(p.11.4.3):

M
. . (68)
(1 -K,M )
Rozwiagzujac powyzsze réwnanie ze wzgledu na stgzenie monomeru otrzymujemy wzor:
IV 1+2K ,c—4/1+4K ,c

2K ¢

(69)

Liczbe moli monomeru mozna opisa¢ nastepujaco:
Ny, =M;,-v (70)
gdzie: My — stezenie monomeru w strzykawce,

v — objetos¢ nastrzyku,
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Ciepto molowe reakcji mozna obliczy¢ ze wzoru:

0=am 2 (71)
n
gdzie: AH - zmiana entalpii
n — catkowita liczba moli
An,, - przyrost moli monomeru w celce pomiarowej
An, =MV—in, (72)

Nastepnie korzystaja¢ z numerycznego dopadowania danych na zasadzie simpleksu

szacowana byla stata agregacji oraz ciepto molowe reakcji.

Wyznaczone parametry termodynamiczne wykorzystano do obliczenia zmiany

entalpii swobodnej (AG) 1 entropii procesow (AS), zgodnie z wzorem:

AG=—-RTInK =AH -TAS (73)
gdzie: R — stala gazowa

T — temperatura w stopniach Kelwina

IV.5.6. Pomiary kalorymetryczne oddzialywania ligand-DNA

Analogicznie jak w punkcie IV.5.4. wykonano szereg doswiadczen:
1. miareczkowanie buforu roztworem ligandu w buforze (poprawka na efekt rozcienczenia),
2. miareczkowanie buforu buforem (poprawka wynikajaca z réznicy temperatur pomiedzy
titrantem 1 probki w komorze),
3. miareczkowanie roztworu DNA buforem (poprawka na efekt rozcienczenia),
4. miareczkowanie roztworu DNA roztworem ligandu w buforze.
W analizie danych odejmowalam $rednie efekty cieplne miareczkowania buforu buforem,
oraz roztworu DNA buforem, w ten sposob uzyskatam ciepto reakcji.
W komorze poréwnawczej znajdowala si¢ woda, w pomiarowej bufor badz roztwor
DNA w tym buforze, w objgtosci 1,3 ml. Do komory pomiarowej wprowadzane byty,
za pomocg strzykawki hamiltonowskiej sterowanej programem komputerowym, male,
10 pl objetosci drugiego odczynnika w zalozonych odstepach czasu - 300 s. Wszystkie
probki przed pomiarem byty odgazowywane pod proznia.
Po dodaniu kazdorazowo objetosci drugiego odczynnika nastepowal pomiar mocy

wymagane] do utrzymania stalej temperatury miedzy komorami, ktora nastepnie
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przeliczana byla na cieplo reakcji. Dane miareczkowania kalorymetrycznego
przedstawione sa na termogramie zaleznosci mocy [wI*s'] od czasu [s]. Wykres
przedstawia seri¢ pikow, ktore odpowiadajag kolejnym etapom miareczkowania.
Powierzchnia piku jest proporcjonalna do efektu cieplnego przemiany. Do uzyskanych

w ten sposob danych eksperymentalnych dopasowano model oddziatywan.

IV.5.7. Analiza danych mikrokalorymetrycznych oddzialywania akrydyn z
DNA

Otrzymane metoda ITC dane eksperymentalne ciepel oddzialywania ligandow

z DNA zostaly dopasowane do rozwinigtej wersji modelu McGhee i von Hippel [54].
W modelu tym zalozono wystepowanie nastepujacych rodzajow proceséw:

1. wigzanie do liniowej matrycy z wykluczeniem sasiedztwa zgodnie z réwnaniem

McGhee 1 von Hippel bez uwzglednienia kooperatywnosci wigzania:

Y 3 (I-nv)) "
pxomfglm )

gdzie: [L] — molowe st¢zenie wolnego liganda, v, — gestos¢ wigzania, czyli Srednia liczba
czasteczek liganda zwigzana przez jednostke matrycy (vi=[L]1/[M]1, [L]r — stezenie
molowe zwigzanego liganda, [M]r — ogdélne molowe st¢zenie jednostek matrycy),
K, — mikroskopowa stala kompleksowania, n — wielko$¢ miejsca wigzania (ilo$¢ jednostek

matrycy wyeliminowanych jako potencjalne miejsca wigzania, wyrazona w parach zasad).

2. oddzialywanie elektrostatyczne zagregowanej formy liganda 2z grupami

fosforanowymi DNA:

4

gdzie: [A] — molowe stezenie form zagregowanych liganda przeliczone na pojedyncze

=K,(1-v,) (75)

czasteczki, v, - gesto$¢ wigzania, czyli Srednia liczba czasteczek liganda zwigzana przez

zdysocjowang grupe¢ fosforanowg, K, — mikroskopowa stata wigzania.
3. deagregacje liganda na skutek rozcienczenia nastrzyku zgodnie ze wzorem (68).

W celu wyznaczenia parametrow zastosowanego modelu (n, K;, AH;, K, AH;, KA 1 AHy)
zastosowano numeryczne dopasowanie modelu do danych do$wiadczalnych

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

entalpii swobodnej (AG) i entropii procesow (AS), zgodnie z wzorem:

AG, =-RTIhK, = AH, —TAS, (76)
gdzie: 1 — 1, 2 lub A odpowiednio dla statej wigzania, monomerow, statej
wigzania agregatow, oraz de agregacji czasteczek

R — stata gazowa

T — temperatura w stopniach Kelwina
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V. WYNIKI

W literaturze mozna znalez¢ przestanki, ze niektére pochodne akrydyny moga
agregowacé w roztworach wodnych [156,157,158]. Dlatego przed przystapieniem do badan
fizykochemicznego oddziatywania tych zwiazkow z DNA, nalezato sprawdzi¢ czy
zjawisko to wystepuje roéwniez w przypadku badanych w tej pracy zwigzkow. Agregacja
stanowi bowiem istotne utrudnienie przy badaniu oddziatywania matoczasteczkowych,
aromatycznych ligandow z kwasami nukleinowymi. Bez uwzglednienia tego zjawiska opis
oddziatywania jest zafalszowany 1 moze prowadzi¢ do blednej interpretacji uzyskanych
wynikéw. Jako pierwsze podejScie do badania zjawiska agregacji zastosowalam
chemometryczng analize¢ widm uzyskanych dla kolejnych stezen zwigzkoéw. Z danych tych
ustalitam liczbe¢ form spektralnych obecnych w roztworach oraz wyznaczytlam stata
agregacji zwigzkow. Nastepnie podjetam probe termodynamicznej analizy tego zjawiska
wykorzystujac  izotermiczng mikrokalorymetri¢ miareczkowa ITC. Korzystajac
z algorytmu opracowanego w trakcie studium, mogtam oszacowac¢ wartos¢ statej agregacji,
a takze zmiange entalpii molowej oraz inne parametry termodynamiczne towarzyszace temu
procesowi. Analiza ta jest istotna, poniewaz pozwala rozwigza¢ problem agregacji

zwigzkow wigzacych si¢ do DNA.

V.1. Analiza spektroskopowa reakcji agregacji

Badanie przebiegu procesu agregacji badanych zwigzkéw przeprowadzitam
w oparciu o spektroskopi¢ absorpcyjng UV-VIS. Seri¢ widma roznych stezen zwigzkdéw
w buforze Hepes rejestrowano w zakresie dtugosci fal charakterystycznych dla chromoforu
akrydynowego (3007550 nm dla proflawiny, C-1330, C-1371 oraz C-1492 i 310-510 nm
dla pochodnych C-1415 oraz C-1212). Pomiary wykonywane byly w kuwetach
kwarcowych o roznej dlugosci drogi optycznej (2; 1; 0,5 1 0,1 cm). Droga optyczna
dobrana byla odpowiednio w zalezno$ci od badanych stezen zwigzku. Pomiary
przeprowadzane byly w temperaturze pokojowej przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS
Lambda 45, Perkin-Elmer. Metodyka pomiarow zostata szczegdélowo opisana w punkcie

IV.5.2.
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V.1.1. Analiza spektroskopowa agregacji proflawiny

Analize spektroskopowa agregacji badanych zwiazkow rozpoczgtam od zwigzku
referencyjnego - proflawiny. Aby sprawdzié, czy barwnik agreguje w buforze z 5 mM
zawarto$cig NaCl wykonalam za pomocg spektrofotometru UV/VIS seri¢ widm réznych
stezen tego zwigzku. Wizualna analiza serii widm pozwolita mi stwierdzi¢, iz ksztatt
kolejnych widm jest bardzo podobny. Dodatkowo intensywno$¢ poszczegolnych widm jest
zblizona do siebie. Kolejne krzywe przesuwaja si¢ w kierunku fal krétszych.

Kolejnym etapem analizy byla standaryzacja widm, (p.IV.5.3, rownanie (52)).
Zestaw widm standaryzowanych zostal przedstawiony na Ryc. 18. Wida¢ wyraznie,
ze wraz ze wzrostem stezenia maleje nieznacznie intensywno$¢ pasma absorpcji, a jego
maksimum przesuwa si¢ w kierunku fal krétszych. Dochodzi réwniez do nieznacznej

zmiany ksztattu widm dla wyzszych stezen zwigzku.

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

Numeryczng analiz¢ widm rozpocze¢lam od ustalenia liczby form spektralnych
obecnych w roztworze. W Tabeli 2 przedstawiam dane uzyskane dzigki zastosowaniu
programu PCAMAX. Przedstawione ponizej wartosci sugerujg (Tabela 2), ze dwie
pierwsze gtowne skladowe (wyjasniajace lacznie 99,99 % zmienno$ci) sg istotne.
Wskazuje to, ze w roztworze znajduja si¢ dwie formy spektralne: monomer i forma
zagregowana.

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

Stwierdzitam obecno$s¢ dwoch form spektralnych: monomeru 1 agregatu zwigzku.
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Na widmach resztowych III, IV i V rzgdu nie obserwuje si¢ juz pasm absorpcyjnych,

a jedynie szum.

Tabela 2. Zestawienie danych dotyczgcych giownych sktadowych uzyskanych z wykorzystaniem
metody PCA dla proflawiny w buforze z 5 mM NaCl

Glowne skladowe

1 2 3 4 5
wartos$ci wlasne 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 metodg PCA dla proflawiny w roztworze

5 mM NaCl.
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Zastosowanie metody samouzgodnienia oraz opracowanego modelu (opisanego
w Czesci Doswiadczalnej IV.5.3.) dla dwoch form spektralnych pozwolito mi ustali¢
zawarto$¢ molowa monomeru oraz formy zagregowanej w poszczegoOlnych roztworach
zwigzku. Wykres zaleznosci utamka molowego od logarytmu ze stezenia barwnika
przedstawilam na Ryc. 20. W miar¢ wzrostu stezenia zwigzku w roztworze pojawia si¢
wiecej formy zagregowanej barwnika, przy czym juz w poczatkowo niskich stezeniach
mamy do czynienia zar6wno z forma monomeru jak i agregatem. Analiza danych
z wykorzystaniem zaleznosci (67) pozwolita mi wyznaczy¢ statg agregacji, ktéra wyniosta

Ka = (1,044 + 0,105)*10° [M™].
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Rycina 20. Zaleznos¢ utamka molowego od logarytmu ze stezenia proflawiny dla poszczegolnych
form spektralnych w roztworze z 5 mM zawartoscig NaCl, M1,41 — pierwotne utamki molowe
monomeru i agregatu M2,42 — ulamki molowe monomeru i agregatu po dopasowaniu modelu

Kolejnym etapem badan bylo zweryfikowanie, czy sita jonowa buforu ma wptyw
na zjawisko agregacji proflawiny. W tym celu przeprowadzitam analogiczna analize widm
spektroskopowych w buforze zawierajacym 150 mM chlorku sodu. Zestaw widm
sporzadzonych identycznie jak dla buforu niskosolnego przedstawiony zostal na Ryc. 21.
Krzywe widmowe charakteryzuja si¢ podobng zmiang intensywnosci jak w przypadku

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

Analiza metodg PCA oraz wnikliwa obserwacja widm resztowych pozwolily mi
stwierdzi¢, ze mamy do czynienia z dwiema formami spektralnymi: monomerem
1 agregatem. 99.99% sumarycznej zmiennoS$ci jest wyjasniane przez dwie pierwsze glowne
sktadowe. Natomiast na widmach resztowych III, IV i V rzgdu nie obserwuje si¢ juz pasm
absorpcyjnych, a jedynie szum. Dodatkowo, przy uzyciu metody samouzgodnienia
wyznaczylam stalg agregacji zwigzku rowng K, = (1,226 + 0,098)*10° [M™']. Wartos¢ ta
nie jest istotnie rézna od uzyskanej dla buforu niskosolnego na poziomie istotnosci
a=0,05.

Podsumowujac spektroskopowa analize agregacji barwnika akrydynowego
proflawiny moge stwierdzi¢, ze zwigzek ten ulega agregacji w roztworach wodnych
w interesujagcym mnie przedziale stezen. Metoda NDS pozwolita okresli¢ zawartosci
poszczegdlnych form znajdujacych si¢ w roztworze, dzieki temu mozliwe bylo réwniez
wyznaczenie stalych agregacji zwiazku. Dla proflawiny, ktdra nie jest zwigzkiem jonowym
na zjawisko agregacji nie ma wpltywu sila jonowa buforu, zarébwno w przypadku

zastosowania buforu nisko- jak 1 wysokosolnego stata agregacji jest praktycznie taka sama.

V.1.2. Analiza spektroskopowa agregacji C-1330

Analogicznie jak dla proflawiny przeprowadzitam analiz¢ dla pochodnej akrydyny
C-1330 zawierajacej grupe metoksylowa w pozycji 8 ukladu akrydynowego oraz
aminoalkilowy tancuch boczny w pozycji 5 (budowa zwigzku przedstawiona jest

w rozdziale IV.1.). Obecna w strukturze zwigzku alifatyczna grupa aminowa na koncu
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fancucha bocznego jest w buforze o pH =7 sprotonowana i nadaje calej czasteczce
wypadkowy tadunek dodatni.
Na Ryc. 22 przedstawitam zestaw widm standaryzowanych uzyskany dla réznych stezen

zwiazku C-1330 w buforze niskosolnym.

25 - ——0,00002M
0,00003M
0,00005M

27 0,00007M
——0,0001M
157 0,0002M
‘ ——0,0003M
L ——0,0004M
\ 0,0005M

051\ ——0,0007M

0,001M 5 o
0 . .
300 500 550
0,5
_1 - X\
\%
_1’5 .

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

Zwiazek wykazuje silne pasma absorpcji w widzialnym zakresie widma. W widmie
mozna zauwazy¢ dwa maksima. Dla najnizszego st¢zenia zwigzku zlokalizowane s3 one
przy A = 371 nm oraz A = 423 nm. W widmach rzeczywistych wystepuja dwa punkty
1zosbestyczne przy dlugosci fali A = 383 nm, oraz A = 431 nm. W celu zidentyfikowania

liczby tworow spektralnych obecnych w roztworze zastosowatam metodg PCA.

Tabela 3. Zestawienie danych dotyczgcych gtownych sktadowych uzyskanych z wykorzystaniem
metody PCA dla pochodnej C-1330 w buforze z 5 mM NaCl

Glowne skladowe
1 2 3 4 5
wartosci wlasne 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 warto$ci wlasnych, przedstawiona w Tabeli 3, pokazuje,

ze 99,99% zmienno$ci wyjasniane jest przez pierwsze dwie gtowne sktadowe, co sugeruje,
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ze w roztworze obecne s3 dwie formy spektralne. Wnikliwa analiza widm resztowych

(Ryc. 23) potwierdzita, ze w roztworze o niskiej sile jonowej wystepuja 2 typy tworéw

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

Kolejnym krokiem byto przeprowadzenie analizy NDS dla 2 form spektralnych, co
pozwolito mi oszacowa¢ zawarto§¢ molowa monomeru oraz formy zagregowanej
w poszczegolnych roztworach zwigzku. Wyznaczytam rdwniez stala agregacji, ktora
wyniosta K = (6,327 + 0,218)*10° [M].

Nastepnie, aby sprawdzi¢ czy na proces agregacji zwigzku C-1330 majg wptyw

oddziatywania elektrostatyczne przeprowadzilam analogiczne badania w buforze
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o wigkszej sile jonowej (150mM NaCl). Zestaw widm sporzadzonych identycznie jak dla
buforu o zawartosci SmM NaCl przedstawiony jest na Ryc. 24. W przebiegu kolejnych
widm zwigzku, podobnie jak w przypadku doswiadczen w buforze niskosolnym, wystepuja
dwa maksima odpowiednio przy A = 371 nm oraz A = 423 nm. Obserwuje si¢ przesuni¢cie
batochromowe (przesuni¢cie maksimum widma w kierunku fal dtuzszych) kolejnych widm
AL = 6 nm. W widmach rzeczywistych wystgpuja rowniez dwa punkty izosbestyczne (przy
takich samych dlugosciach fali jak w buforze niskosolnym) sugerujace istnienie dwoch
form zwiazku w roztworze.
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Rycina 24. Zestaw standaryzowanych widm dla C-1330 w roztworze 150 mM NaCl

Analiza gléwnych sktadowych i widm resztowych potwierdzita wystgpowanie
dwoch form spektralnych, pokazata, Ze istotne sa dwie pierwsze sktadowe, ktore
wyjasniaja 99,99% sumarycznej zmienno$ci. Zastosowanie analizy chemometrycznej,
zgodnie z procedurg opisang w p.IV.5.3. pozwolito na wyznaczenie utamkoéw molowych
poszczego6lnych form spektralnych oraz na uzyskanie widm monomeru i agregatu, ktorych
charakterystyki spektralne przedstawilam w Tabeli 4. Wyznaczona stata agregacji wynosi
Ka = (7,669 + 0,745)*10° [M™], jest ona istotnie wyzsza niz dla zwiazku w buforze
niskosolnym. Wskazuje to, ze ograniczenie odpychania elektrostatycznego jednoimiennie
natadowanych czasteczek monomeru poprzez zwigkszenie sity jonowej roztworu poteguja

zjawisko agregacji zwigzku C-1330 w roztworze.
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Tabela 4. Charakterystyki spektralne monomeru i agregatu pochodnej C-1330 w buforze Hepes
0 150 mM stezeniu NaCl

C-1330 Amax [NM] Emax [M'em™]
Monomer 422 4028
Agregat 433 3205

V.1.3. Analiza spektroskopowa agregacji C-1415

Kolejng analizowang pochodng akrydyny byt zwigzek o nazwie kodowanej C-1415.
Od C-1330 rozni si¢ on brakiem podstawnika w pozycji 8 pierscienia akrydynowego.
Badanie przebiegu procesu agregacji tego zwigzku przeprowadzitam w oparciu
o spektroskopi¢ absorpcyjng UV-VIS. Poréwnanie dwoch zestawéw widm odpowiednio
dla buforu nisko i wysokosolnego przedstawilam na Ryc. 25.

Zestaw widm uzyskany dla imidazoakrydonu C-1415 ma odmienny charakter niz w
przypadku C-1330. W obydwu przypadkach zwigzek wykazuje silne pasma absorpcji
w widzialnym zakresie widma, jednak w przebiegu widm mozna zauwazy¢ tylko jedno
maksimum, dla najnizszego st¢zenia zwigzku pojawia si¢ ono przy diugosci fali
A =420 nm. W widmach rzeczywistych wystepuja rowniez dwa punkty izosbestyczne przy
dtugosci fali A = 373 nm, oraz A = 425 nm, co moze sugerowac, ze W roztworze mamy
do czynienia z dwiema formami spektralnymi. W buforze o wyzszej sile jonowej bardziej
widoczne jest przesunigcie batochromowe widm.

Analiza PCA oraz analiza widm resztowych sugeruja, ze mamy do czynienia
z dwiema istotnymi gtownymi skladowymi. Zarowno w buforze nisko- jak
1 wysokosolnym wystgpuja dwie formy zwigzku: monomer i agregat.

Zastosowanie analizy NDS dla 2 form spektralnych, pozwolit mi wyznaczy¢
zawarto$¢ molowa monomeru oraz formy zagregowanej w poszczegoOlnych roztworach
zwiagzku. Wykres zalezno$ci utamka molowego od logarytmu ze st¢zenia przedstawitam

na Ryec. 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. Zaleznos¢ utamka molowego od logarytmu ze stezenia C-1331415 dla poszczegdlnych
form spektralnych w roztworze z 5 mM zawartoscig NaCl, M1,A1 — utamki molowe monomeru
i agregatu pierwotne M2,42 — utamki molowe monomeru i agregatu po dopasowaniu modelu

Zastosowanie procedury samouzgodniania widm, pozwolito mi rowniez na

uzyskanie widm monomeru i agregatu, ktore przedstawitam na Ryc. 27.
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Rycina 27. Widmo monomeru (linia czerwona) oraz agregatu (linia niebieska) uzyskane metodg
samouzgodnienia dla zestawu widm w buforze Hepes z SmMNaCl

Wyznaczone stale agregacji wynosza odpowiednio: dla 5mM NaCl
(1,512 £ 0,077)*10° [M™'], dla 150 mM NaCl (2,568 + 0,073)*10° [M']. Stala agregacji
dla imidazoakrydonu C-1415 jest nizsza niz w przypadku C-1330. Wzrost sity jonowej
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buforu podwyzsza stalg agregacji pochodnej C-1415, tak wigc 1 w przypadku tego zwigzku

oddziatywania elektrostatyczne wptywaja istotnie na proces agregacji.

V.1.4. Analiza spektroskopowa agregacji C-1212

Zwiazek C-1212 jest analogiem C-1415. Réznica w budowie tych dwoch zwigzkow
polega na obecnosci réznych podstawnikdw w pozycji 5 pierscienia akrydynowego,
odpowiednio dla C-1212 jest to podstawnik (dimetyloaminopropylo)aminowy, natomiast
dla C-1415 podstawnik (dietyloaminoetylo)aminowy. Widma tych zwiazkow sa bardzo
podobne. Zestawy otrzymanych przebiegbw w buforze nisko 1 wysokosolnym
przedstawione s3 na Ryc. 28.

Dla C-1212 w przebiegu widm wystepuje tylko jedno maksimum przy dtugosci fali
A = 429 nm. W buforze o wyzszej sile jonowej bardziej widoczne jest przesunigcie
batochromowe widm.

Klasyczna analiza wartosci wlasnych, pokazuje, ze 99,99% zmiennos$ci wyjasniane
jest przez pierwsze dwie gldéwne sktadowe, co sugeruje, ze w roztworze obecne sg dwie
formy spektralne. Wnikliwa analiza widm resztowych potwierdzila, ze w roztworach
obecne s3 2 typy twordw. Na widmach resztowych III, IV 1 V rzedu nie obserwuje si¢ juz
pasm absorpcyjnych, a jedynie szum.

Zastosowanie analizy chemometrycznej, pozwolilo wyznaczy¢ ulamki molowe
poszczegdlnych form spektralnych, oraz oszacowacé stalg agregacji. Wartosci stalych
agregacji wynosza odpowiednio: dla zwiazku w buforze z 5 mM zawartos$cia NaCl
(4,333 +0,246)*10° [M™'], dla 150 mM NaCl (5,163 + 0,409)*10° [M™']. Warto$ci obydwu
stalych sa zdecydowanie wyzsze niz dla zwigzku C-1415, co sugeruje, ze na zdolnos¢
pochodnych imidazoakrydonu do agregacji ma wpltyw nie tylko budowa czesci
aromatycznej, ale réwniez struktura tancucha bocznego. Podobnie jak dla pochodnej

C-1415 wzrost sity jonowej buforu podwyzsza statg agregacji zwigzku C-1212.

67



Wyniki

2 A ——0,00002M
0,00003M
0,00005M
0,00007M
——0,0001M
0,0002M
——0,0003M
——0,0004M
0,0005M

. ——0,0007M
A \ 0001M 3 [nm]
. s
490 510
x
—— 0,00002M
0,00003M
0,00005M
0,00007M
—0,0001M
0,0002M
——0,0003M
—— 0,0004M
0,0005M
B ——0,0007M

0,001M A [nm]

490 510

1,5

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 pochodng zwigzku C-1212 posiadajaca dodatkowsg
grupe hydroksylowa w pozycji 8 pierscienia akrydynowego. Grupa hydroksylowa stwarza
dodatkowa mozliwo$¢ do tworzenia wigzan mi¢dzy molekutami. Badanie przebiegu
procesu agregacji tego zwiagzku przeprowadzitam analogicznie jak dla poprzednich
zwigzkow. Na Ryc. 29 przedstawilam zestawy widm odpowiednio dla buforu nisko
1 wysokosolnego. W obydwu buforach widoczny jest wyraznie efekt batochromowy

(przesunigcie maksimum widma w kierunku fal dtuzszych).
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Rycina 29. Zestawy widm standaryzowanych pochodnej C-1371 w buforze Hepes:
A-5mM NaCliB - 150 mM NaCl, pH=7

Numeryczng analiz¢ widm C-1371 rozpoczgtam od ustalenia liczby form
spektralnych obecnych w roztworze. W Tabeli 5 przedstawiam wyniki analizy gldéwnych
sktadowych uzyskane dzigki zastosowaniu programu PCAMAX dla zestawu widm
zarejestrowanych w buforze z 150 mM NaCl. Analogiczne wyniki uzyskalam dla widm
roztworé6w w buforze niskosolnym. Wyniki te wskazuja, ze istotne sa jedynie dwie
pierwsze glowne skladowe wyjasniajace tacznie 99,99 % zmiennosci. Podobne wyniki
uzyskatam po analizie widm resztowych. Sugeruje to wystepowanie w roztworach C-1371

jedynie dwoch form spektralnych: monomeru 1 agregatu zwigzku.
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Tabela 5. Zestawienie danych dotyczgcych giownych sktadowych uzyskanych z wykorzystaniem
metody PCA dla pochodnej C-1371 w buforze z 150 mM NaCl

Glowne skladowe
1 2 3 4 5
wartosci wlasne 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 zestawow widm  zastosowalam iteracyjng procedure
samouzgodnienia, co pozwolito wyznaczy¢ widma form spektralnych (charakterystyki
widm przedstawione sg w Tabeli 6), oszacowaé warto$ci utamkéw molowych tych form
w badanych roztworach oraz obliczy¢ state agregacji. Wyznaczone state agregacji wynosza
odpowiednio: dla 5 Mm NaCl (6,809 + 0,602)*10° [M™'], dla 150 mM NaCl
(8,363 £ 0,82)*10° [M']. Warto§¢ statych jest podobna, jak w przypadku pochodnej
C-1330, co sugeruje, ze pochodne akrydyny posiadajace w pozycji 5 pierScienia
akrydynowego polarng grupe hydroksylowa flatwiej ulegaja agregacji w roztworze
wodnym, a ostabienie oddziatywania elektrostatycznego w roztworach o duzej sile jonowe;j

poteguja to zjawisko.

Tabela 6. Wiasciwosci spektralne monomeru i agregatu pochodnej C-1371 w buforze Hepes
0 5 mM stezeniu NaCl

C-1371 Amax [nm] Emax [M'em™]
Monomer 433 3533
Agregat 437 2305

V.1.6. Analiza spektroskopowa agregacji C-1492

Zwigzek C-1492 jest homologiem pochodnej C-1371 zawierajacym dluzszy,
bo (dimetyloaminopentylo)aminowy tancuch boczny. Jego widmo (Ryc. 30) posiada dwa
maksima w zakresie dlugofalowym (A = 367 nm oraz A = 442 nm). W widmach
rzeczywistych obserwuje si¢ rowniez dwa punkty izosbestyczne (A = 392 nm oraz

A =463 nm).

70



Wyniki

——0,00002M
0,00003M
0,00005M
0,00007M

——0,0001M
0,0002M

——0,0003M

—— 0,0004M
0,0005M

——0,0007M

A 0,001M A [nm]
T )
500 550
—— 0,00002M
0,00003M
0,00005M
0,00007M
——0,0001M
0,0002M
—— 0,0003M
——0,0004M
0,0005M
B ——0,0007M

0,001M 2 [nm]

500 550

-115 i

Rycina 30. Zestawy widm standaryzowanych pochodnej C-1492 w buforze Hepes:
A -5mM NaCliB - 150 mM NaCl, pH=7

Analiza gléwnych skltadowych i widm resztowych potwierdzita wystgpowanie
w zestawach widm jedynie dwoéch form spektralnych. Zastosowanie procedury
samouzgodnienia widm pozwolito na wyznaczenie utamkéw molowych obydwu form
spektralnych w poszczegélnych badanych roztworach oraz oszacowanie statej agregacji.
Pozwolito mi réwniez uzyska¢ widma monomeru i agregatu, Ryc. 31. Wyznaczona stata
agregacjii wynosi Ka=(2,634+0,291)*10° [M"'] dla roztworu z 5 mM NaCl
i Kp= (5,022 + 0,644)*10° [M™'] dla 150 mM chlorku sodu. W przypadku tej pochodnej
zwraca uwage duza réznica migdzy stalymi agregacji, co §wiadczy o duzym wplywie

oddziatywan elektrostatycznych na proces agregacji.
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Rycina 31. Widmo monomeru (linia czerwona) oraz agregatu (linia niebieska) dla zwigzku C-1492
w buforze zawierajgcym 5 mM NaCl uzyskane metodg samouzgodnienia widm

V.2. Podsumowanie analizy spektroskopowej agregacji pochodnych akrydyny

Analiza spektroskopowa procesu agregacji badanych pochodnych akrydyny
pokazata, ze wszystkie badane zwiazki ulegaja agregacji w roztworach wodnych.
We wszystkich przypadkach dwie pierwsze sktadowe wyjasniajg ok. 99,99% zmiennosci,
a widma resztowe IIl. IV. i V. rzgdu nie wykazujg pasm absorpcyjnych, a jedynie
zmiennos$¢ losowa.

Poréwnujac uzyskane wartosci staltych agregacji dla badanych zwigzkow,
Tab. 7, mozna stwierdzi¢, ze budowa chemiczna pochodnych imidazoakrydonu ma wptyw
na warto$¢ stalej agregacji. Zwiagzki C-1330 1 C-1371, ktére posiadaja podstawnik
hydroksylowy lub metoksylowy w pozycji 8 uktadu imidazoakrydonowego oraz krotki
fancuch boczny wykazuja wyzsza stala agregacji niz ich analogi pozbawione takich
podstawnikéw (C-1415 1 C-1212). Na warto$¢ statej agregacji ma rowniez wptyw budowa
1 dlugo$¢ tancucha bocznego w pozycji 5. Np. wydluzenie tancucha z 3 (C-1371)
do 5 atomow wegla (C-1492) skutkuje wyraznym spatkiem statej agregacji.

Charakterystyczny jest rowniez wplyw sily jonowej roztworu na warto$¢ statej
agregacji. Dla zwigzku referencyjnego, proflawiny, nie posiadajgcego w pH 7
wypadkowego tadunku czasteczki nie stwierdzitam wplywu sily jonowej roztworu na
warto$¢ stalej agregacji. Wplyw taki wystepuje jednak dla wszystkich badanych

pochodnych imidazoakrydonu, ktorych alifatyczna grupa aminowa w tancuchu bocznym
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jest sprotonowana w pH 7. Wartosci statych agregacji tych zwiazkow sg istotnie wigksze
w roztworach o wiekszej sile jonowej. Wskazuje to, ze na proces agregacji ma wpltyw
odpychanie elektrostatyczne dodatnio natadowanych czasteczek. Te oddzialywania
elektrostatyczne malejg wraz ze wzrostem sity jonowej roztworu. Charakterystyczne jest
przy tym, ze najwieksza roznica w wartosciach statej agregacji wystepuje dla pochodne;j
C-1492, w ktoérej sprotonowana grupa aminowa jest najbardziej odsunicta od uktadu

imidazoakrydynowego.

Tabela 7. Zestawienie oszacowanych stalych agregacji badanych pochodnych w roztworach
o0 roznej sile jonowej

K, *107 [M]
Zwiazek
5 mM NacCl 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

Analiz¢ termodynamiczng rozpoczetam od badan mikrokalorymetrycznych
zwigzku referencyjnego proflawiny. Zbadalam wptyw stezenia soli NaCl oraz temperatury
na zjawisko rozpadu agregatdow na pojedyncze czasteczki na skutek rozcieficzania
roztworu. Dla kazdego badanego ukladu przeprowadzitam dwie odregbne serie
do$wiadczen, bowiem na zmiany cieplne obserwowane podczas miareczkowania buforu
roztworem zwiazku sktada¢ si¢ moga efekty cieplne dwodch zachodzacych jednoczesnie
procesow: efekt cieplny rozcienczania roztworu zwiazku buforem oraz efekt cieplny
rozcienczania buforu buforem. We wszystkich badanych uktadach rozcienczanie buforu
buforem dawalo bardzo mate efekty termiczne, dlatego pominelam je w dalszych
rozwazaniach.

Wyniki uzyskane dla rozcienczania roztworu zwigzku buforem o rdznej sile

jonowej (5 mM NaCl, 25 mM NaCl, 50 mM NaCl, 100 mM NacCl, 125 mM NaCl,
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150 mM NacCl, 200 mM NaCl, 250 mM NacCl, 300 mM NaCl) w pH 7,0 przedstawitam na
Ryc.32. Podczas badan spektroskopowych roztworéw proflawiny o réznym st¢zeniu
stwierdzitam (p. V.1.1), iz zwigzek ten w wyzszych stezeniach ma tendencje¢ do tworzenia
agregatow. W przypadku badan mikrokalorymetrycznych zaobserwowatam istotny,
endotermiczny efekt rozcienczania roztworu zwigzku buforem. Efekt cieplny towarzyszacy
kilku pierwszym nastrzykom roztworu barwnika (w porcjach po 10 pl) do naczynka
pomiarowego zawierajacego na poczatku tylko bufor jest najsilniejszy Jest to zwigzane
z poczatkowo prawie catkowita deagregacja zwiazku. Efekt ten stopniowo maleje i pod
koniec miareczkowania utrzymuje si¢ na mniej wigcej na stalym poziomie. W naczynku
pomiarowym tworzy si¢ bowiem réwnowaga pomiedzy forma monomeryczng
1 zagregowang i pod koniec miareczkowania stopien rozcienczania jest zdecydowanie
mniejszy niz na poczatku. Analizujac termogramy rozcienczania
w buforach o roznej zawartosci soli NaCl mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem sity
jonowej buforu, obserwujemy nieznaczny wzrost efektow termicznych w poczatkowe;j
fazie doswiadczenia (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) maja charakter
monotoniczny, co $wiadczy o zachodzeniu w naczynku pomiarowym tylko jednego
procesu.

Na podstawie zmierzonych efektow ciepinych oraz wykorzystujac opracowany
wczesniej model agregacji (p. VI.5.5.) wyznaczytam statg agregacji oraz zmiang entalpii
towarzyszace temu procesowi w kazdym z wyzej zaprezentowanych ukladdéw. Zebrane

wyniki dla wszystkich buforéw przestawitam na Ryc. 33. 1w Tab. 8.

Z przedstawionych danych mozna wnioskowaé, ze sila jonowa buforu nie ma
wplywu na stalg agregacji proflawiny. Jest to zgodne z wynikiem uzyskanym metoda
spektroskopowa (p. V.1.1). Ujemna warto§¢ zmiany entalpii procesu, AH, §wiadczy o tym,
ze reakcja jest egzotermiczna we wszystkich badanych warunkach. Efekt cieplny wydaje
si¢ przy tym wzrasta¢ wraz ze wzrostem sity jonowej buforu, przynajmniej w zakresie
stezenia soli od 25 do 300 mM.

Zbadatam rowniez wptyw temperatury na przebieg procesu deagregacji proflawiny.
W temperaturze 35°C (Ryc. 34) w przebiegu termogramu obserwujemy praktycznie staty
efekt endotermiczny, towarzyszacy kolejnym nastrzykom. Jest on prawdopodobnie
zwigzany ze zwyklym rozcienczaniem miareczkowanego zwiazku. W tej sytuacji
okreslenie parametrow termodynamicznych deagregacji byto niemozliwe.
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Rycina 33. Wykresy zaleznosci: A — logarytmu ze statej agregacji, B — zmiany entalpii od
logarytmu ze stezenia chlorku sodu dla proflawiny we wszystkich badanych buforach

Rycina 34. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes proflawing o stezeniu 1 mM,
pH 7,0, w temperaturze 35°C. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu barwnika.
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Na podstawie uzyskanych danych wyznaczylam reszt¢ parametrow
termodynamicznych procesu w kazdym z wyzej zaprezentowanych miareczkowan
(Tabela 8). Agregacji towarzyszy wzrost entropii uktadu i1 jest on prawdopodobnie sitg
napedowa tego procesu. Wobec znacznych efektow cieplnych wzrost ten przektada si¢ na
spadek entalpii swobodnej. Na podstawie wartosci parametréw termodynamicznych
przedstawionych w Tabeli 8. stwierdzilam, iz proces rozpadu zagregowanej formy
proflawiny nie jest zalezny od sity jonowej buforu, natomiast podwyzszenie temperatury

do 35°C calkowiecie zaburza ten proces.

Tabela 8. Parametry termodynamiczne procesu agregacji proflawiny w buforach o roznym
sktadzie.

Parametry procesu K107 [M"] | AH [kd/mol] | AG [kJ/mol] | TAS [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) | (-1025+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) | (-1032+1,2) | (-17,200,1) (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,pH7 | (0,91=0,1) | (-821£091) | (-16,89+0,1) (8,68 + 1,01)
250 mM NaCl, 25°C,pH 7 | (1,03£0,09) | (-922+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 badan spektroskopowych pochodnej C-1330 (p. V.1.2) wynika, iz zwigzek

w wyzszych stezeniach ma tendencj¢ do tworzenia agregatow. Badania

mikrokalorymetryczne przeprowadzilam zgodnie z procedurg opisang w punkcie IV.5.4.

Zbadatam wplyw stezenia soli (NaCl) na proces rozpadu agregatdéw na czasteczki
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monomeru. Wyniki uzyskane dla rozcienczania roztworu zwigzku o stezeniu 2 mM
buforem o ro6znej sile jonowej (5 mM NaCl, 25 mM NaCl, 50 mM NacCl, 100 mM NacCl,
125 mM NaCl, 150 mM NaCl, 200 mM NaCl, 250 mM NaCl, 300 mM NaCl)
w temperaturze 25°C, pH 7,0 przedstawitam na Ryc. 35. Efekt cieplny towarzyszacy kilku
pierwszym nastrzykom roztworu zwigzku do buforu z 5 mM NaCl (w porcjach po 10 ul)
jest rzedu 7 kJ/mol. Jest on zwigzany z poczatkowo silng deagregacja zwigzku. Efekt ten
stopniowo maleje i na koncu utrzymuje si¢ mniej wigcej na statym poziomie, tworzy si¢
bowiem rownowaga pomiedzy formg monomeryczng 1 zagregowang. Analizujac
termogramy rozcienczania w buforach o réznej zawarto$¢ soli NaCl mozna zauwazyc,
ze wraz ze wzrostem sity jonowej buforu, obserwujemy wzrost efektu termicznego
w poczatkowej fazie do§wiadczenia (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 roznej sile jonowej
pochodng C-1330 o stezeniu 2 mM, 25°C, pH 7,0.
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Zarejestrowane termogramy scatkowalam oddzielnie dla kazdego nastrzyku
uzyskujac wartosci efektow cieplnych wywotanych przez kazdy z nich. Na podstawie
uzyskanych efektow cieplnych oraz wykorzystujac opracowany wczesniej model agregacji
(p.IV.5.5.) wyznaczytam stalg agregacji oraz zmian¢ entalpii towarzyszgce temu procesowi
w kazdym z wyzej zaprezentowanych miareczkowan. Przyktadowy wynik dopasowania

modelu do danych eksperymentalnych przedstawitam 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 buforéw przestawitam na Ryec. 37.
Z przedstawionych danych, mozna wnioskowa¢, ze sita jonowa buforu ma wplyw
na agregacje¢ zwigzku C-1330. Poczawszy od buforu z 25 mM chlorkiem sodu do buforu ze
150 mM NaCl wraz ze wzrostem sity jonowej wzrasta rOwniez stata agregacji zwiazku,
co $wiadczy o tym, ze oddziatywania elektrostatyczne maja wplyw na agregacje pochodnej
C-1330. Dla buforow o wyzszej zawartosci soli stata agregacji utrzymuje si¢ juz na tym
samym poziomie. Punktem odbiegajacym od reszty jest zaré6wno stata agregacji jak
izmiana entalpii dla reakcji w buforze niskosolnym (Rys.37 Ai1B). Moze by¢
to spowodowane obecno$cia dodatkowych oddziatywan zachodzacych w tych warunkach,
lub inng strukturg zwigzku powstajacego agregatu.

Zbadalam réwniez wplyw zmiany temperatury na przebieg miareczkowania.
W wyzszej temperaturze (35°C) dochodzi do zmiany profilu efektéw termicznych, nie ma
tak bardzo widocznego etapu ustabilizowania si¢ przebiegu. W tej temperaturze nadal
obserwuje si¢ zjawisko deagregacji zwigzku w czasie miareczkowania. Na podstawie
termogramoéw wnioskuje, ze proces agregacji pochodne; C-1330 zachodzi rowniez

w wyzszej temperaturze, jednak jest on zdecydowanie stabszy.
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Na podstawie uzyskanych danych wyznaczylam reszt¢ parametrow
termodynamicznych  towarzyszacych temu procesowi w kazdym z wyzej
zaprezentowanych  miareczkowan  (Tabela 9).  Agregacji C-1330  towarzyszy
w temperaturze 25°C wyrazny wzrost entropii ukladu. Jednak sytuacja zmienia si¢
w temperaturze 35°C: oszacowana warto$¢ zmiany entropii jest praktycznie réwna zero.
Wskazuje to, ze w tych warunkach sitg napgdowa procesu sg jedynie efekty energetyczne

oddzialywan miedzyczasteczkowych.
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Rycina 37. Wykresy zaleznosci: A — logarytmu ze stalej agregacji, B — zmiany entalpii
od logarytmu ze stezenia chlorku sodu dla wszytskich badanych buforow.
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Tabela 9. Parametry termodynamiczne procesu agregacji pochodnej C-1330 w buforach o roznym

skiadzie.

Parametry procesu

K, *10° [M]

AH [kJ/mol]

AG [kJ/mol]

TAS [kJ/mol]

5 mM NacCl, 25°C, pH 7
25 mM NaCl, 25°C, pH 7
50 mM NaCl, 25°C, pH 7
75 mM NaCl, 25°C, pH 7
100 mM NaCl, 25°C, pH 7
125 mM NaCl, 25°C, pH 7
150 mM NaCl, 25°C, pH 7
200 mM NaCl, 25°C, pH 7
250 mM NaCl, 25°C, pH 7
300 mM NaCl, 25°C, pH 7

25 mM NaCl, 35°C, pH 7

(4,14 % 0,01)
(2,25 % 0,02)
(2,38 % 0,03)
(2,59 % 0,01)
(3,70 + 0,01)
(3,57 = 0,009)
(5,154 0,1)
(4,98 % 0,02)
(4,15 % 0,03)
(4,20 % 0,01)

(1,21£0,1)

(-13,75£0,1)
(-9,12 + 0,6)
(-11,45+0,1)
(-11,75+0,3)
(-12,25+0,4)
(-14,15+0,15)
(-18,57 £0,9)
(-16,13 £0,12)
(-15,6+0,18)
(-16,3 +0,36)

(-17,5+0.21)

(-20,64 £ 0,002)
(-19,13 £ 0,008)
(-19,27 £ 0,08)
(-19,48 £ 0,004)
(-20,36 + 0,003)
(-20,27 £ 0,002)
(-21,17 £0,001)
(-21,09 £ 0,005)
(-20,64 £0,01)
(-20,67 % 0,01)

(-17,59 +0,1)

(6,88 = 0,102)
(10,1 £ 0,608)
(7,82 +0,18)
(7,74 % 0,304)
(8,11 % 0,403)
(6,12 % 0,152)
(2,60 % 0,901)
(4,96 % 0,125)
(5,0 £0,19)
(4,45 = 0,37)

(0,09+0,31)

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

Kolejnym analizowanym zwigzkiem byla pochodna C-1415. Dla tego zwiazku

przeprowadzitam analogiczne doswiadczenia mikrokalorymetryczne jak dla zwigzkow

poprzednich. Proces rozcienczania roztworu tego zwiazku wykazuje silny charakter

endotermiczny. Jednak efekty cieplne sa mniejsze niz dla pochodnej C-1330. Otrzymane

termogramy przedstawione zostaty na Ryc. 38. Analizowatam rowniez wplyw zmiany

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

catkowite] zmiany profilu termodynamicznego (Ryc. 39). Nie obserwuje si¢ w ogole

efektow cieplnych w poczatkowej fazie eksperymentu.
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Rycina 38. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o roznej sile jonowej
pochodng C-1415 o stezeniu 2 mM, 25°C, pH 7,0.

83




Wyniki

Rycina 39. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes pochodng C-1415 o steZeniu
2 mM, pH 7,0, w temperaturze 35°C. Miareczkowanie nastrzykami po 10 pl roztworu zwigzku.

Oszacowane stale agregacji oraz parametry termodynamiczne przedstawilam
w Tabeli 10. Wraz ze wzrostem sily jonowej roztworu wzrasta nieznacznie stata agregacji
(Ryc. 40). Dla reakcji przy wyzszej temperaturze nie udato mi si¢ wyznaczy¢ statych
termodynamicznych poniewaz catkowicie zaburzony zostal termogram reakcji
rozcienczania. Ciepto molowe reakcji oraz state agregacji sa nizsze niz w przypadku

pochodnej C-1330.
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Rycina 40. Wykresy zaleznosci logarytmu ze stalej agregacj od logarytmu ze stezenia
chlorku sodu dla wszytskich badanych buforow
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Tabela 10. Parametry termodynamiczne procesu agregacji pochodnej C-1415 w buforach
o roznym skiadzie.

Parametry procesu KA*10” [M"]| AH [kJ/mol] | AG [kJ/mol] |TAS [kJ/mol]

5 mM NacCl, 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,pH7 | (270£02) | (-10,1£02) | (-19,58+0,06) | (10,1+0,26)
50 mM NaCl, 25°C, pH7 | (2.08+06) | (-723£03) | (-18,94+04) | (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, pH7 | (220=0,1) | (87309 | (-19,07£03) | (811=12)
125 mM NaCl, 25°C, pH 7 | (2.27+0,08) | (-536+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,pH7 | (2.61£03) | (841100 | (-1950+1,2) (4,96 £2.2)
250 mM NaCl, 25°C, pH 7 | (1.91£0,05) | (-545+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

Analiz¢ mikrokalorymetryczna pochodnej C-1212 przeprowadzitam analogicznie
jak powyzej opisang pochodng. Miareczkowanie wykonalam w dziesigciu buforach
roznigcych si¢ stezeniem NaCl. Termogramy przedstawilam na Rys.41. Proces
rozcienczania roztworu tego zwigzku wykazuje silny charakter endotermiczny. Efekt
cieplny towarzyszacy kilku pierwszym nastrzykom zwigzku do buforu z 5 mM NaCl
(w porcjach po 10 pl) jest rzedu 7 kJ/mol. Wzrost stezenia soli w buforze powoduje
wicksze efekty termiczne poczatkowego etapu reakcji odpowiedzialnego za proces
deagregacji (rzedu 11 kJ/mol dla 200 mM NaCl). Przebieg reakcji w wyzszej temperaturze
ma réwniez charakter monotoniczny, jednak ciepta reakcji sg tu znacznie mniejsze.

Na podstawie uzyskanych efektow cieplnych oraz wykorzystujac opracowany
wczesniej model agregacji (p.IV.5.5) wyznaczytam stalg agregacji. Zebrane wyniki dla
wszystkich buforow prezentuj¢ na Ryc. 42. Wyraznie zauwazalny jest wzrost stalej
agregacji wraz ze wzrostem sily jonowej buforu w przedziale stgzen NaCl
od 25 do 300 mM. Dla buforu niskojonowego (5 mM NaCl) znowu obserwuje si¢ wyrazne

odstepstwo od tego trendu.
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5 mM NaCl 125 mM NaCl
25 mM NacCl 150 mM NacCl
50 mM NaCl 200 mM NacCl
75 mM NaCl 250 mM NaCl
100 mM NaCl 300 mM NaCl

Rycina 41. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o roznej sile jonowej
pochodng C-1212 o stezeniu 2 mM, 25°C, pH 7,0.

86




Wyniki

3,6

3,5

3,4

3,3

logK

3,2

3.1

2,9
-2,5

-1,5 -1

log[NacCl]

-0,5

Rycina 42. Wykres zaleznosci logarytmu ze stalej agregacji od logarytmu ze stezenia chlorku

Oszacowane parametry termodynamiczne procesu agregacji

sodu dla zwigzku C-1212

przedstawitam

w Tabeli 11. Na uwage zasluguje spadek entropii procesu w podwyzszonej temperaturze.

Tabela 11. Parametry termodynamiczne prcoesu agregacji pochodnej C-1212 w buforach

o roznym sktadzie.

Parametry procesu K,*107° [M"] | AH [kJ/mol] AG [kJ/mol] TAS [kJ/mol]
5 mM NaCl, 25°C, pH 7 (1,79+02) | (-14,63+02) | (-18,57+0,1) (3,94 +0,3)
25 mM NaCl, 25°C,pH7 | (1,05£0,1) (-1733£02) | (-17,24+0,08) | (-0,09+0,28)
50 mM NaCl, 25°C, pH7 | (1,47£0,05) | (-1507£02) | (-18,07=0,2) (2,99 + 0,4)
75 mM NaCl, 25°C,pH7 | (3,01+0,3) (-2033£02) | (-19,84+0,05) | (0,48 £0,25)
100 mM NaCl, 25°C,pH7 | (2,01+0,2) (-16,2 £ 1,0) (-18,85+0,3) (2,65 + 1,3)
125 mM NaCl, 25°C, pH7 | (227+0,12) | (-1231=1,3) | (-19,15+1,1) (6,84 +2,4)
150 mM NaCl, 25°C, pH7 | (333+031) | (-17,65+£0.2) | (-20,10+0,09) | (2.46+0,29)
200 mM NaCl, 25°C,pH 7 | (3,57£032) | (-26,59+1,9) | (-2027=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,pH7 | (2.05+02) | (-1598+12) | (-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)

87




Wyniki

V.3.5. Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnej C-1371

Imidazoakrydon C-1371 jest pochodng zwigzku C-1212 posiadajaca dodatkowa
grupe hydroksylowa w pozycji 8 pierscienia akrydynowego. Tak dolaczona grupa
hydroksylowa stwarza dodatkowa mozliwos¢ do tworzenia wigzan mi¢dzy molekutami
w roztworze. Na Ryc.43. przedstawitam termogramy uzyskane dla miareczkowan zwigzku
w buforach o réznej sile jonowej (5 mM NaCl — 300 mM NaCl) w temperaturze 25°C,
pH 7,0. Dla imidazoakrydonu C-1371 wszystkie miareczkowania majg przebieg
monotoniczny $wiadczacy o deagregacji zwigzku do buforu. Proces rozcienczania
wykazuje silny charakter endotermiczny, przy czym dla kilku poczatkowych nastrzykow w
kolejnych buforach jest on rzedu 10 kJ/mol.

Wszystkie przebiegi s3 monotoniczne, jednak w przypadku reakcji w podwyzszone;j
temperaturze (Ryc. 44 ), mozna zauwazy¢ wolniejszy efekt koncowej stabilizacji reakcji
deagregacji. Co mozna tlumaczy¢ tym, ze podczas calego eksperymentu mamy
do czynienia z deagregacja zwigzku, a nie jak w przypadku dwoch wczesniejszych
miareczkowan, gdzie deagregacji zachodzita tylko w poczatkowej fazie do§wiadczenia.

Analizujac oszacowane stale agregacji (Ryc. 45, Tabela 12) mozna zauwazyc,
ze przebieg zmian tego parametru agregacji dla zwigzku C-1371 jest odmienny od
wczesniej badanych zwigzkow. Wraz ze wzrostem stgzenia soli w  przedziale
25 mM NaCl - 125 mM NaCl obserwuje si¢ spadek statej agregacji, natomiast dla

kolejnych stezen soli jej wzrost.
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5 mM NaCl 125 mM NaCl
25 mM NacCl 150 mM NacCl
50 mM NaCl 200 mM NacCl
75 mM NaCl 250 mM NaCl
100 mM NaCl 300 mM NaCl

Rycina 43. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o roznej sile jonowej
pochodng C-1371 o stezeniu 2 mM, 25°C, pH 7,0.
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Rycina.44. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes pochodng C-1371 o stezeniu
2 mM, pH 7,0, w temperaturze 35°C. Miareczkowanie nastrzykami po 10 pl roztworu zwigzku.

3,8

3,7

36 *

3,5 &

logK

3.4 ®

PSR 4
3,3

3,2

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
log[NaCl]

Rycina 45. Wykres zaleznosci logarytmu ze stezenia chlorku sodu od logarytmu ze statej
agregacji dla zwigzku C-1371
Uzyskane wartosci parametréw termodynamicznych procesu przedstawilam
w Tabeli 12. Wida¢ wyrazny wptyw sity jonowej na warto$ci parametrow, co swiadczy
o tym, ze oddzialtywania elektrostatyczne maja wplyw na agregacj¢ pochodnej C-1371.
Na uwage zastuguje zmiana znaku cztonu entropowego dla roztworéw o stezeniu soli
powyzej 50 mM. Moze to ttumaczy¢ niemonotoniczny przebieg zmian wartosci stalej

agregacji wraz ze wzrostem sily jonowe;.

Natomiast wzrost temperatury pomiaru ostabia zdolnos¢ C-1371 do tworzenie agregatow,
jednak zjawisko to zachodzi. Procesowi agregacji w tych warunkach towarzyszy dodatni

przyrost entropii (odmiennie niz w temp. 25°C), chociaz jest on niewielki.
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Tabela.12. Parametry termodynamiczne procesu agregacji pochodnej C-1371 w buforach

o roznym skiadzie.

Parametry procesu K.*10° [M"]| AH [kJ/mol] | AG [kJ/mol] | TAS [kJ/mol]
5 mM NaCl, 25°C, pH 7 (4,04+03) | (21,04+0,1) | (-20,58£0,02) | (-0,46+0,12)
25 mM NaCl, 25°C,pH7 | (520=05) | (-2242+03) | (-21,20£0,01) | (-1.22+031)
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,pH7 | (2,57+0,09) | (-17,24+0,6) | (-19,46+0,04) | (2,22 +0,604)
100 mM NaCl, 25°C, pH7 | (2.13£0,1) | (-13,8520,7) | (-18,99+£0,003) | (5,14+0,703)
125 mM NaCl, 25°C, pH7 | (217=0,1) | (-1534+12) |(-19,03£0,001) | (3,69 1,201)
150 mM NaCl, 25°C, pH7 | (5.46=04) | (-17,88£0,8) | (-21,32£0,002) | (3.44+0,802)
200 mM NaCl, 25°C, pH7 | (3.14£03) | (-11,09+1,0) |(-19,95+0,003) | (8,85 = 1,003)
250 mM NaCl, 25°C, pH7 | (4,41£0,15) | (-1431+02) | (-20,79+0,05) | (6,48 £0,25)
300 mM NaCl, 25°C,pH7 | (4,68+03) | (-17,32+0,1) | (-20,67+0,01) | (3,61=0,11)
25 mM NaCl, 35°C,pH7 | (2,94+0.2) (-152+02) | (-19,79+0,1) (4,59 +0,3)

V.3.6. Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnej C-1492

Kolejng badang pochodng akrydyny byl zwigzek o nazwie kodowanej C-1492.
Jest to pochodna imidazoakrydonu zawierajgca grupe hydroksylowa w pozycji 8, lecz
w pozycji 5 podstawnik (dimetyloaminopentylo)aminowy — zdecydowanie dluzszy niz
w pozostatych pochodnych. Badania mikrokalorymetryczne przeprowadzitam zgodnie
z procedura opisang w punkcie IV.5.4. Wyniki uzyskane dla rozcienczania roztworu
zwigzku buforem o rdéznej sile jonowej przedstawilam na Ryc. 46. Dla wszystkich
badanych buforéw profile majg przebieg monotoniczny, co $§wiadczy o poczatkowe]
deagregacji zwigzki w buforze. Sledzac kolejne rozcienczenia zwiazku mozna zauwazyé
(podobnie jak dla pochodnej C-1330) stopniowy wzrost agregacji do stezenia 300 mM
chlorku sodu. Podobny obraz dajg oszacowane na podstawie ciepet state agregacji

przedstawione na Ryc. 47 oraz Tabeli 13.

91



Wyniki

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 46. Miareczkowanie mikrokalorymetryczne buforu Hepes o roznej sile jonowej
pochodng C-1492 o stezeniu 2 mM, 25°C, pH 7,0.
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Rycina 47. Wykresy zaleznosci logarytmu ze stezenia chlorku sodu od: A — logarytmu ze stalej
agregacj C-1492 i, B — zmiany entalpii C-1492, dla wszytskich badanych buforow

Wykres w panelu B ryciny 45 moglby sugerowaé, ze w przypadku pochodnej
C-1492, wzrost stezenia soli w buforze powoduje wzrost zmian entalpii procesu. Wrazenie
to wynika z faktu, Zze oszacowana warto$¢ zmian entalpia w buforze niskosolnym
(5 mM NaCl) ma zdecydowanie najmniejszg warto$cig. Oszacowanie tej wartosci
obarczone jest jednak duza niepewnos$cia, z powodu stabego dopasowania modelu do

danych eksperymentalnych (Ryc. 48).

W Tabeli 13 zamie$citam parametry termodynamiczne otrzymane przy pomocy
modelu agregacji (p.IV.5.5). Wzrost sily jonowej roztworu powoduje zmiany warto$ci
parametrow termodynamicznych, co $wiadczy o tym, ze oddzialywania elektrostatyczne
maja wplyw na agregacj¢ pochodnej C-1371. Procesowi agregacji towarzysza mate,

dodatnie warto$ci zmian entropii. Moze to sugerowa¢ udziat oddziatywan hydrofobowych
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w powstawaniu agregatow. Jedynie dla buforu niskosolnego otrzymatam spadek entropii

uktadu. Jak wspomnialam powyzej moze to by¢ jednak artefakt obliczeniowy.

Podwyzszenie temperatura nie ma istotnego wptywu na agregacj¢ C-1492. Stata

agregacji w temperaturze 35°C nie jest istotnie rézna od uzyskanej w temp. 25°C.
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Rycina 48. Dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych dla rozcienczania 2 mM roztworu
C-1492 buforem Hepes, 5 mM NaCl

Tabela 13. Parametry termodynamiczne procesu agregacji pochodnej C-1492 w  buforach

o roznym skiadzie.

Parametry procesu

K, *107 [M]

AH [kJ/mol]

AG [kJ/mol]

TAS [kJ/mol]

5 mM NacCl, 25°C, pH 7
25 mM NaCl, 25°C, pH 7
50 mM NacCl, 25°C, pH 7
75 mM NacCl, 25°C, pH 7
100 mM NaCl, 25°C, pH 7
125 mM NacCl, 25°C, pH 7
150 mM NacCl, 25°C, pH 7
200 mM NacCl, 25°C, pH 7
250 mM NaCl, 25°C, pH 7
300 mM NaCl, 25°C, pH 7

25 mM NaCl, 35°C, pH 7

(2,81 +0,4)
(4,98 £0,5)
(4,78 £0.3)
(3,60 +0,2)
(3,77+0.3)
(5,33 +0,7)
(5,83 +0,9)
(5,17+0,4)
(5,96 + 0,1)
(7,67+0,2)

(5,124 0,1)

(-33,48 £0,1)
(-15,54 £0,2)
(-15,16 £0,1)
(-20,06 £ 0,1)
(-12,75£0,3)
(-18,93 £0,2)
(-15,92+£0,8)
(-12,71+0,1)
(-7,11+0,1)
(-15,98 £0,1)

(-152+0.2)

(-19,67+ 0,02)
(-21,10 +0,01)
(-20,99 + 0,02)
(-20,29 + 0,04)
(-20,41 = 0,003)
(-21,26 £0,001)
(-21,49 £ 0,002)
(-21,19 £ 0,003)
(-21,54 = 0,05)
(-22,19+0,01)

(21,16 +0,3)

(-13,81 £0,12)
(1,55+0,3)
(5,83 +0,12)
(0,23 +0,14)

(7,56 % 0,303)

(2,33 +0,201)

(5,57 £ 0,802)

(8,48 £ 0,103)

(14,43 £ 1,05)
(6,18+0,11)

(5,96 + 0,4)
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V.4. Podsumowanie analizy termodynamicznej agregacji pochodnych
akrydyny

Analiza termodynamiczna procesu agregacji pochodnych akrydyny, potwierdzita,
ze badane zwigzki ulegajg agregacji w roztworach wodnych. Dla wszystkich pochodnych
imidazoakrydonu stwierdzitam, ze sita jonowa roztworu ma wplyw na warto$ci
parametréw termodynamicznych agregacji. Jest to niewatpliwie zwigzane z faktem,
ze w warunkach pomiaru czasteczki zwigzkoéw sa sprotonowane. Wptyw silty jonowej jest
szczegOlnie wyrazny dla zwigzkow posiadajacych grupe hydroksylowa (C-1492, C-1371)
lub metoksylowa (C-1330) w pozycji 8 rdzenia imidazoakrydonu. Tym samym
wykazatam, ze oddziatywania -elektrostatyczne odgrywaja istotng rolg¢ w procesie
agregacji. Wzrost sily jonowej prowadzacy do ostabienia oddzialywan elektrostatycznych
sprzyja przy tym procesowi agregacji. Proces agregacji proflawiny, ktéora w warunkach
pomiaru nie posiada wypadkowego tadunku elektrycznego, nie jest zalezny od sity jonowej
buforu.

W przypadku co najmniej 3 pochodnych imidazoakrydonu (C-1330, C-1212
1 C-1371) wyniki uzyskane w buforze niskosolnym (5 mM NaCl) wyraznie odbiegaja od
trendu wptywu sity jonowej na stala agregacji i inne parametry termodynamiczne
obserwowanego przy wyzszej sile jonowej. Moze to sugerowac, ze przy bardzo niskiej sile
jonowej roztworu agregacja zachodzi wedtug odmiennego modelu lub powstaja agregaty
o odmiennej strukturze.

Podwyzszenie temperatury pomiaru prowadzi do obnizenia zdolno$ci agregacyjnej
badanych zwigzkow (C-1330, C-1212, C-1371 1 C-1492) lub do catkowitego zaniku
agregacji (proflawina, C-1415). Temperatura ma réwniez wplyw na zmiany entropii

procesu.

Poréwnujac stale agregacji uzyskane metoda spektroskopowa
1 mikrokalorymetryczng stwierdzi¢ mozna duzg zbiezno$¢ uzyskanych wartosci tego

parametru zarbwno w buforze nisko- jak i wysokosolnym, Ryc. 49.
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Rycina 49. Wykres korelacyjny wartosci statych agregacji uzyskanych metodq spektralng
i mikrokalorymetryczng

Jedynie w dwoch przypadkach (C-1212 w buforze niskosolnym i C-1492 w buforze
wysokosolnym) obserwuje si¢ odchylenia od linii trendu dla wartos$ci stalych agregacji
uzyskanych r6znymi metodami.

Z przedstawionych powyzej wynikow wida¢ wyraznie, ze oddziatywania
elektrostatyczne majg istotny wptyw na zachowanie si¢ zwigzku w buforze. Dlatego efekt

ten nalezy uwzgledni¢ przy badaniu oddziatywan pochodnych imidazoakrydonu z DNA.

V.5. Analiza termodynamiczna oddzialywan ligandow z DNA

Na podstawie wcze$niejszych  pomiarow  spektrofotometrycznych  oraz
mikrokalorymetrycznych dokonatam wstepnej charakterystyki wlasciwosci
fizykochemicznych ~ pochodnych  imidazoakrydonu ~w  roztworach  wodnych,
a w szczeg6lnosci ich zdolnosci do agregacji. Badania oddzialywania zwigzkow z DNA
wykonatam z wykorzystaniem izotermicznej kalorymetrii miareczkowej, ITC. Analiza
termodynamiczna oddziatywania tych pochodnych z DNA jest uzupelieniem badan
prowadzonych w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii Politechniki Gdanskiej nad

istotg niekowalencyjnych oddziatywan pochodnych akrydyny z DNA.
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V.5.1. Analiza termodynamiczna oddzialywan proflawiny z ctDNA

Analize¢ termodynamiczng oddziatywan matych ligandéow z ctDNA rozpoczg¢tam
od zbadania procesu tworzenia kompleksu proflawiny z DNA. Proflawina jest jednym
z najlepiej poznanych interkalatorow DNA moze wigc by¢ potraktowana jako zwigzek
referencyjny. Zbadatam wptyw stezenia NaCl na proces tworzenia kompleksu zwigzku
z ctDNA. Dla kazdego badanego uktadu przeprowadzitam trzy odrebne doswiadczenia,
poniewaz na catkowity efekt cieplny miareczkowania DNA roztworem zwigzku sktadaja
si¢ z efektow cieplnych kilku zachodzacych jednocze$nie procesOw: rozcienczania
zwigzku, kwasu dezoksyrybonukleinowego oraz oddziatywania zwigzku z ctDNA. Wyniki
uzyskane dla miareczkowania ctDNA roztworem zwigzku w buforze niskosolnym
(5mM NaCl) w temperaturze 25°C przedstawilam na Ryc. 50.
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Rycina 50. Pomiary mikrokalorymetryczne oddziatywania proflawiny z ctDNA w 25°C, kolor
czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem proflawiny, kolor rozowy — miareczkowanie buforu
roztworem proflawiny, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego
roztworu roztworuproflawiny ImM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM stezeniu NaCl.
Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu proflawiny

Z wczesniejszych badan roztwordéw proflawiny wynika (p.V.3.1), Ze w roztworze
o stezeniu 1 mM obecna jest zarbwno monomeryczna jak i zagregowana forma tego
zwigzku. Formy te znajdujg si¢ w stanie rownowagi okreslonej przez ogolne stezenie
zwigzku i jego stalg agregacji. Po nastrzyku dochodzi do okoto 100-krotnego rozcienczania
zwigzku, podczas ktorego zachodzi rozpad znaczacej czesci agregatow 1 uwolnienia formy
monometycznej. Procesowi temu towarzyszg znaczace efekty cieplne (krzywa ré6zowa na

Ryc. 50). Obecna w naczynku pomiarowym proflawina oddziatuje teraz z DNA.
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Oddzialywanie to zachodzi¢ moze na kilku réznych drogach. Przede wszystkim
monomeryczna forma proflawiny tworzy¢ bedzie kompleksy interkalacyjne z DNA. Przy
opisie tego procesu istotne jest uwzglednienie aktualnego stgzenia formy monomerycznej,
zwlaszcza ze pod koniec miareczkowania znaczaca cze$S¢ zwigzku wystepuje w formie
zagregowanej. Proflawina w pH 7 nie posiada wypadkowego tadunku elektrycznego,
jednak obecne w czasteczce dwie aromatyczne grupy aminowe i heterocykliczny atom
azotu powodujg, ze jest ona dipolem. Nie mozna wigc wykluczy¢ wystepowania
oddzialywan elektrostatycznych typu dipol-tadunek z polianionem DNA. Z literatury
wynika, ze w oddziatywaniu takim uczestnicza najczesciej ligandy polarne lub jonowe

w formie zagregowanej [157].

Jakosciowa analiza termogramu przedstawionego na Ryc. 50 sugeruje, ze mamy do
czynienia z dwoma typami oddziatywan. Pierwsze oddziatywanie (11 pierwszych
nastrzykéw) jest najsilniejsze przy niskim stgezeniu proflawiny wystepujacej
prawdopodobnie w formie monomerycznej. W kolejnych nastrzykach efekt cieplny tego
oddziatywania nastepnie zanika. Niestety nie jest do konca jasne, czy oddzialywanie
to dotyczy formy monomerycznej czy zagregowanej. Nastepnie, w miar¢ wzrostu stezenia
monomeru i ogdlnego stezenia ligandu ujawnia si¢ drugi typ oddziatywania. Mianowicie
dochodzi prawdopodobnie do interkalacji czasteczek pomiedzy pary zasad helisy DNA.
W chwili, gdy wszystkie mozliwe miejsca wigzania zostaly wysycone Pod koniec
miareczkowania (po 20 nastrzyku) na termogramie obserwowany jest efekt cieplny
rozpadu agregatow. Na tym etapie analizy przypisanie efektow cieplnych obserwowanych
w poczatkowej 1 srodkowej czgsci miareczkowania jest niemozliwe. Jednoznacznie mozna

jedynie zidentyfikowaé koncowy fragment termogramu jako efekty cieplne deagregacji.

Analiza termodynamiczna takiego termogramu nie jest rzecza trywialng.
Postanowilam dokona¢ tego budujac odpowiedni model oddzialywan i dopasowujac go
do zmierzonych efektow cieplnych kazdego nastrzyku. Przeprowadzitam symulacje
numeryczne szeregu roznych modeli oddziatywan. Ostatecznie wybratam model, ktory
najlepiej odtwarzal typowe przebiegi zmian efektéw termicznych podczas miareczkowania
ctDNA przez rozne ligandy i przy réznym st¢zeniu soli. W modelu tym (p. IV.5.7)
zatozylam jednoczesne wystepowanie trzech nastepujacych procesow:

1. wigzanie liganda do liniowej matrycy z wykluczeniem sgsiedztwa zgodnie
z rdbwnaniem McGhee i1 von Hippel bez uwzglednienia kooperatywno$ci wigzania

(proces interkalacji)
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2. oddziatywanie elektrostatyczne zagregowanej formy liganda 2z grupami

fosforanowymi DNA:

3. deagregacje liganda na skutek rozcienczenia nastrzyku zgodnie z modelem agregacji

nieograniczone;.

W modelu tym wystepuje 7 parametrow: n, K; 1 AH; opisujace proces wigzania si¢ liganda
do liniowej matrycy, K, i AH, opisujace elektrostatyczne oddziatlywanie agregatow
z polianionem DNA oraz K, i AHa opisujace deagregacje liganda. Model ten
dopasowywany byl do danych doswiadczalnych poprzez dobdr optymalnych wartosci
parametrow metoda simpleksow z wykorzystaniem algorytmu Neldera-Meada.
Po wyznaczeniu warto$ci parametréw modelu mozliwa byla dekompozycja catkowitych
efektow cieplnych na efekty poszczegélnych oddziatywan. Przykiad takiej dekompozycji
dla termogramu z ryciny 51 przedstawia panel A) ryciny 51.

Dzigki przeprowadzonej dekompozycji catkowitych efektow cieplnych stata si¢ mozliwa
petniejsza interpretacja termogramu. Po kilku pierwszych nastrzykach dochodzi do prawie
catkowitej deagregacji proflawiny, a jej forma monomeryczna tworzy kompleks
interkalacyjny z DNA. Po wysyceniu wigkszo$ci miejsc wigzania proces deagregacji ulega
zahamowaniu 1 po kolejnych nastrzykach wzrasta st¢zenie agregatow w roztworze.
Agregaty te oddziatuja elektrostatycznie z polianionem DNA. W efekcie catkowite efekty
cieplne kolejnych nastrzykow wzrastajg. W koncowej fazie miareczkowania szybko$¢
przyrostu stezenia obu rodzajow kompleksow maleje 1 w catkowitym efekcie cieplnym

przewage zdobywa efekt cieplny deagregacji.

Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie czy na oddzialywanie proflawiny z ctDNA
ma wplyw sila jonowa buforu. Przeprowadzilam seri¢ analogicznych miareczkowan dla
dziesigciu buforéw réznigcych si¢ stezeniem chlorku sodu (5 mM NaCl, 25 mM NacCl,
50mM NaCl, 100 mM NaCl, 125 mM NaCl, 150 mM NaCl, 200 mM NacCl,
250 mM NaCl, 300 mM NaCl). Uzyskane termogramy dla wszystkich do$wiadczen
przedstawilam na Ryc. 52. Wraz ze wzrostem sity jonowej buforu zaobserwowa¢ mozna

wyrazne zmiany ksztattu termogramow.
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Rycina. 51. Udzial efektow cieplnych poszczegolnych oddziatywan w catkowitych efektach cieplnych
miareczkowania ctDNA roztworem proflawiny: kolor czarny — efekt cieplny interkalacji (Q1), kolor zielony
— efekt cieplny elektrostatycznego wigzania agregatow (Q2), kolor niebieski — efekt cieplny deagregacji
(Qa), kolor czerwony - catkowity efekt cieplny nastrzyku (Q).Stezenie wyjsciowego roztworu proflawiny
1 mM,stezenie ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes 0 5 mM (A), 150 mM (B) oraz 300 mM (C) stezeniu NaCl

Do danych  eksperymentalnych

uzyskanych

w  trakcie

pomiaréw

mikrokalorymetrycznych zostal nastgpnie dopasowany wczesniej opracowany model

oddzialywan, zgodnie z procedurg opisang p. IV.5.7 (Ryc. 53 A2, B2, C2). W ten sposob

zostaly wyznaczone podstawowe parametry termodynamiczne oddziatywania monomerow

(Ky, AH,, n) oraz agregatow (K,, AH,) proflawiny z DNA oraz parametry procesu

deagregacji (Ka, AH,) w buforach z ro6zng zawarto$ciga chlorku sodu. Nastepnie

korzystajac z zalezno$ci opisanej rownaniem (76) wyznaczone zostaly zmiana entalpii

swobodnej oraz entropii towarzyszace oddziatywaniom. Otrzymane wartosci statych

zebrane zostaty w Tabeli 14.
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Rycina 52. Termogramy oddzialywania proflawiny z ctDNA w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA
roztworem proflawiny, kolor rozowy — miareczkowanie buforu roztworem proflawiny, kolor zielony —
miareczkowanie ctDNA buforem. Stgzenie wyjsciowego roztworu proflawiny 1mM, stezenie ctDNA 0,06mM pz,
bufor Hepes o wzrastajqcym stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 pl roztworu proflawiny
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Rycina 53. A1, Bl, Cl: Pomiary mikrokalorymetryczne oddziatywania proflawiny z ctDNA w 25°C,
kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem proflawiny, kolor rozowy — miareczkowanie
buforu roztworem proflawiny, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie
wyjsciowego roztworu proflawiny 1 mM, stezenie ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A1),
150 mM (B1) oraz 300 mM (C1) stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu

proflawiny. A2, B2 C2: dopasowanie modelu do izoterm oddziatywania proflawiny z cudna

w 25°C odpowiadajcych termogramom A1, Bl i CI
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Tabela 14. Parametry termodynamiczne oddzialywania proflawiny z ctDNA w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Parametry termodynamiczne procesu

Warunki procesu |« AH, AG, TAS, K,*10°* AH, AG, TAS,
M) n [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [M] [kJ/mol] | [kJ/mol] [kJ/mol]
5 mM NaCl, 25°C 433+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 NaC(l, 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 NacCl, 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]-1796 1,32 | -24,14+0,02
75 mM NacCl, 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 Na(l, 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 Nac(l, 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+2,221-1597+1,09]| -13,41+0,43
250 mM NacCl, 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 NaC(l, 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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Analizujac uzyskane wyniki (Tabela 14), mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem
sity jonowej buforu, zar6wno oddzialywanie monomeréw jak i form zagregowanych
proflawiny z ctDNA jest coraz slabsze (spadek statej K; oraz K,). Statle wigzania
monomeru z DNA w buforach niskosolnych sa rzedu 10*, podczas gdy stale wiazania
agregatow rzedu 10°. Na oddziatywanie profawina-ctDNA na rowniez wplyw temperatura
uktadu. W do$wiadczeniach przeprowadzonych w wyzszej temperaturze (35°C) obserwuje

si¢ spadek statych wigzania o potowg.

Kolejnym krokiem bylo wyznaczenie zmian entalpii swobodnej, AGy,
dla poszczeg6lnych stezen soli w buforze.

W momencie wigzania silnie polarnego liganda z DNA dochodzi¢ moze
do uwolnienia jednego lub wigcej kationdw z elektrycznej warstwy podwdjnej. Oznacza
to, ze tworzenie kompleksu ligand/DNA oraz sktad elektrycznej warstwy podwoéjnej wokot
DNA sa powigzane termodynamicznie i moga by¢ przedstawione jako liniowa zaleznos¢
statej wigzania od logarytmu ze st¢zenia soli w buforze [159]. Zastosowanie dziesigciu
buforow roznigcych si¢ sitg jonowa, pozwolito mi wyznaczy¢ udzial zmian entalpii
swobodne] oddziatywan elektrostatycznych, AGp., w catkowitej zmianie entalpii
swobodnej podczas tworzenia danego rodzaju kompleksu. Do wyznaczenia entalpii
swobodnej oddziatywan elektrostatycznych AG,. wykorzystalam liniowa zalezno$¢
miedzy logarytmem ze statej wigzania oraz st¢zeniem soli w buforze (Rys. 54) zgodnie
ze wzorem (11). Wyznaczony wspotczynnik nachylenia prostej SK wynosi -1,21+0,10
1 miesci si¢ w zakresie wartosci od -0,80 do -1,24 wyznaczonych dla ligandéw wigzacych
sic¢ do DNA [160,161,162]. Podczas wyznaczania wspdiczynnika nachylenia prostej
odrzucitam punkt odpowiadajacy buforowi niskosolnemu, poniewaz stala wigzania w tym
buforze réznita si¢ znacznie od trendu zmian reprezentowanego przez pozostate wartosci
InK; (Rys. 54). Odrzucenie tego punktu znajduje réwniez potwierdzenie w danych
spektroskopowych — w tym buforze mamy prawdopodobnie do czynienia z inng strukturg
kompleksu. Tak wyznaczona warto$¢ SK pozwolita na oszacowanie udziatu zmian entalpii
swobodnej oddziatywan elektrostatycznych (Tabela 15). Wraz ze wzrostem stezenia soli w
buforze wyznaczona wartos¢ AGy. systematycznie maleje. Zmiany entalpii swobodnej
oddziatywan pozaelektrostatycznych utrzymuja si¢ natomiast na zbliZzonym poziomie

1 stanowig ok. 60-80 % udziatlu w catkowitej zmianie entalpii swobodne;.
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Rycina 54. Zaleznos¢ logarytmu naturalnego ze statej wigzania proflawiny K; od logarytmu
naturalnego ze stezenia soli, [NaCl]

Aby wyznaczy¢ pojemno$¢ cieplng ukladu, dla jednego =z buforow
przeprowadzilam analogiczne miareczkowanie w temperaturze 35°C. Zgodnie z danymi
literaturowymi w tej temperaturze, w buforze Hepes DNA wystepuje w postaci
dwuniciowej [163]. Uzyskany termogram przestawitam na Ryc. 55 Al. Dopasowany
model oddziatywan (Ryc. 55 A2) pozwolil na oszacowanie statej wigzania oraz zmiany
entalpii interkalacji (Tabela. 14.). Dla tak uzyskanych warto$ci zostala obliczona
pojemno$¢ cieplna ukladu zgodnie z réwnaniem (8) (Tabela. 15.). Majac oszacowana
warto$¢ AC, interkalacji moglam wyznaczy¢ zmiang¢ entalpii swobodnej oddziatywan
hydrofobowych [128] wykorzystujac do tego nastepujacag zaleznos¢:

AGhyq = 80(£10) *AC,

Al A2
8 7 3 dandeleksperymentalne
7 - 13 A \ model
6 1 X
11 \
5 1 X
—_— \
74 2o !
_’:L 1 e \
E ° g ¢ ‘\
o
€2 7 '\.\
11 >
0 f f . 51 > - -~
ddasdidddas “eo
1 2000 ||| laood' ' ecoo ' 00 e,
3 ; ; ‘
2 czass] 0 5 10 15 20 25

numer nastrzyku
Rycina 55. Cykl pomiarow mikrokalorymetrycznych oddziatywania proflawiny z ctDNA w 35°C,
kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem proflawiny, kolor rozowy — miareczkowanie
buforu roztworem proflawiny, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie
wyjsciowego roztworu proflawiny 1 mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 25 mM stezeniu NaCl
(A1). Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu proflawiny; A2: dopasowanie modelu do
izotermy oddzialtywania proflawiny z ctDNA w 35°C
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Tabela 15. Zmiany entalpii swobodnych oddziatywania monomerow proflawiny z ctDNA

w buforach o roznym st

ezeniu NaCl i w rozZnej temperaturze
Parametry termodynamiczne procesu
Warunki procesu AGp, AG,. AG; AC, AGyya
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [J/(molK)] [kJ/mol]
5 mM NacCl, 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 NacCl, 25°C | -26,11+0,12| -8,98+0,98 |-17,13+0,09
75 mM NaCl, 25°C | -2498+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 NaC(l, 25°C |-23,02+0,74| -6,23+0,01 |-16,79+0,53
150 mM Nad(l, 25°C | -21,01+1,00| -5,69+0,14 |-15,33+0,34
200 mM NacCl, 25°C [-20,33+0,56 | -4,82+0,02 |-16,00+ 0,24
250 mM Nad(l, 25°C | -20,33+0,34| -4,15+0,42 |-16,17+0,92
300 mM NacCl, 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 natkngtam si¢ na informacje
pokazujace, ze podczas wigzania si¢ interkalatora z DNA moze dochodzi¢ do zmian
konformacyjnych w strukturze liganda. Dlatego w mojej pracy zakladam, ze zmiana
entalpii swobodnej przeksztalcen konformacyjnych jest zwigzana tylko ze zmianami
konformacyjnymi makromolekuty. Podczas interkalacji konieczne jest dostarczenie energii
pozwalajacej na lokalng zmiang kata skrecenia podwojnej helisy. [lo$¢ energii potrzebnej
do takiej zmiany zalezy gléwnie od struktury kwasu nukleinowego, sekwencji zasad oraz
rodzaju interkalatora [76]. Wedtug literatury, dla klasycznych interkalatoréw AGiony,
wynosi 16,72 kImol' (AGyes Wyznaczane jest na podstawie rownowagowej stalej
konformacyjnych zmian ctDNA, rownowagowa stala konformacyjnych zmian DNA
wynosi 107) [121,164].

Kolejng sktadowag catkowitej zmiany entalpii swobodnej jest zmiana entalpii
swobodnej wynikajaca z utraty swobody rotacji i translacji podczas kompleskowania,
AGq, [23,75] wyznaczana ze wzoru:

AGy = TAS+
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Wiasciwa warto§¢ AS;;; byla w ostatnich latach tematem wielu publikacji
[165,166,167]. Jednak najczg$ciej stosowang w ostatnich latach warto$cig jest wartos¢
AS;+ téwna 209(x10) Jmol 'K [164]. Obliczona warto$¢ AGyy dla temperatury 298 K
wynosi wtedy 62,28 kimol ™.

Wstawiajac wyzej wymienione zmiany entalpii swobodnych do rdéwnania
opisujacego calkowita zmiang entalpii swobodne;j:

AG,,,=AG,, +AG,,, +AG,  +AG, ,+AG

mol >
otrzymujemy:
AGgps =-11,06 +16,72 + 62,28 + (-19,79) + AGpol = -27,20
Zmiana entalpii swobodnej stabych oddziatywan niekowalencyjnych w buforze z 25 mM
chlorkiem sodu wynosi wtedy AGy,o = -75,35 kJmol ™.
100 -
80 | AGobs AGmot  AGri¢  AGyont AGhya AG.

AG [kJ/mol]
8 o

A
S

-60

-80 1

-100 -

Rycina 56. Wkiad poszczegolnych zmian entalpii swobodnej do catkowitej, obserwowanej zmiany
entalpii swobodnej dla interkalacji proflawiny do ctDNA w buforze Hepes o 25 mM stezeniu NaCl
w temperaturze 25°C

Analizujagc diagram przedstawiony na Ryc. 56 mozna stwierdzi¢, ze podczas
oddziatywania proflawiny z ctDNA utworzenie kompleksu nastepuje gldownie w wyniku
uwolnienia energii podczaspowstawania nowych oddziatywan niekowalencyjnych, AGpol,
przede wszystkim oddziatywan van der Waalsa oraz oddziatywania typu n-n. Korzystny
udziat w tym procesie ma roOwniez energia wynikajaca z przeniesienia aromatycznej
czasteczki z roztworu wodnego do hydrofobowego wnetrza podwdjnej helisy DNA, AGpyq,
oraz oddziatywania elektrostatyczne polarnego liganda z polianionem DNA, AG,,..

Szczegdtowa  analiza  termodynamiki  elektrostatycznych  oddziatywan

zagregowanych czasteczek proflawiny z polianionem DNA nie byta przedmiotem moich
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badan. Jednak analizujac Tabele 14 oraz Ryc. 57 mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem
sity jonowej buforu obserwuje si¢ spadek statej wigzania agregatow do ctDNA. Jedynie
dwa punkty (bufor z 125 mM oraz 150 mM NaCl) odbiegaja od tego ogodlnego trendu.

4,0 1
3,6

3,2 A

log K,

R?= 0,521
2,8 1

2,4 A

2,0 T T T T d
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
log [NaCl]

Rycina. 57. Zaleznos¢ logarytmu naturalnego ze stalej wigzania zagregowaych czgsteczek
proflawiny K, od logarytmu ze stezenia soli, [NaCl]

V.5.2. Analiza termodynamiczna oddzialywan imidazoakrydonu C-1330
z ctDNA

Analogicznie jak dla proflawiny, wykonatam pomiary mikrokalorymetryczne dla
oddziatywan pochodnej C-1330 z ctDNA. Przedstawiony na Ryc. 58 termogram
oddziatywania C-1330 z ctDNA sugeruje, ze podobnie jak w przypadku proflawiny,

mamy tutaj do czynienia z dwoma typami oddziatywan.

N W »

LY N
o TR T

o

moc [ud/s]

czas[s]

Rycina 58. Cykl pomiarow mikrokalorymetrycznych oddzialywania pochodnej C-1330 z ctDNA w 25°C,
kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1330, kolor rozowy— miareczkowanie buforu
roztworem pochodnej C-1330, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego
roztworu C-1330 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes o 5 mM stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami
po 10 ul roztworu pochodnej C-1330
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Analogicznie jak dla proflawiny na Ryc. 59.A przedstawitlam profile efektow
cieplnych poszczegolnych rodzajow oddziatywan wystepujacych podczas miareczkowania
(efekt cieplny odpowiadajacy intekalacji, efekt cieplny wigzania agregatow, efekt cieplny
deagregacji, catkowity efekt cieplny nastrzyku) w buforze niskosolnym. Jak wida¢
z zaprezentowanych profili, na catkowity efekt cieplny przeprowadzonego doswiadczenia
sktadajg si¢ jednoczesnie trzy rodzaje oddziatywan, dlatego interpretacja termodynamiczna

takiego przebiegu bez jego dekompozycji jest praktycznie niemozliwa.

A B
— a1 —at
70,0 —Q2 900 7 —Q2
—Qa 7861
40,0 A -
40,0
3 10,0 1 3
) ‘ : e — s ‘ ‘ -
2 5 10 2 5 1007 5 10 15 20 5
© 20,0 | E
50,0 -60,0 -
-80,0 -
numer nastrzyku -110,0 - numer nastrzyku
10,0 1 —Q1
—Q2
—Qa
50 1 —Q
= 0,0 T T T T 1
= 5 10 25
2
S
2
S 50
-10,0 1
-15,0 - numer nastrzyku

Rycina 59. Udziat poszczegolnych efektow cieplnych: kolor czarny — efekt cieplny interkalacji
(O1), kolor zielony — efekt cieplny wigzania agregatow (Q2), kolor niebieski — efekt cieplny
deagregacji (Qa), kolor czerwony - catkowity efekt cieplny nastrzyku (Q).Stezenie wyjsciowego
roztworu C-1330 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (4), 150 mM (B) oraz 300 mM (C)
stezeniu NaCl

Oddziatywanie ligand - DNA $ledzitam w dziesieciu buforach rdéznigcych sig
stezeniem chlorku sodu. Otrzymane termogramy dla wszystkich badanych roztworow

przedstawitam na Ryc. 60.
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Rycina 60. Cykl pomiaréw mikrokalorymetrycznych oddziatywania pochodnej C-1330 z ctDNA w 25°C, kolor czarny —
miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1330, kolor roZowy — miareczkowanie buforu roztworem pochodnej
C-1330, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego roztworu C-1330 2 mM, ctDNAO,1 mM
pz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu pochodnej C-1330
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Do uzyskanych danych eksperymentalnych zostal nastepnie dopasowany
przedstawiony wczesniej model oddziatywan, zgodnie z procedura opisang p. IV.5.7.

Izotermy dopasowania modelu przedstawilam na Ryc. 61 w panelach A2, B2, C2.
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Rycina 61. A1, Bl, Cl: cykl pomiarow mikrokalorymetrycznych oddzialywania C-1330 z ctDNA
w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem C-1330, kolor rozowy — miareczkowanie
buforu roztworem C-1330, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego
roztworu C-1330 2mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A1), 150 mM (B1) oraz 300 mM
(C1) stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu proflawiny. A2, B2 C2:
dopasowanie modelu do izoterm oddziatywania C-1330 z ctDNA w 25°C odpowiadajcych
termogramom Al, Bl i Cl
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Oszacowane zostaly w ten sposob parametry termodynamiczne oddziatywania
monomerow (K;, AHj, n) oraz agregatow (K, AH,) C-1330 z DNA w dziesigciu buforach.
Uzyskane wartos$ci parametrow zebrane zostaty w Tabeli 16. Wraz ze wzrostem sity
jonowej buforu obserwuje si¢ spadek statej wigzania monomerow z ctDNA (K,), przy
jednoczesnym wzroScie statej wigzania zagregowanych czasteczek do ctDNA (K»),
(Tabela 16). Odmiennie niz w przypadku proflawiny, oddzialywaniu monomeréw
z ctDNA towarzyszy dodatni przyrost entropii, z jednoczesnym spadkiem entalpii. Taki
profil termodynamiczny jest charakterystyczny dla zwigzkéw wigzacych si¢ w matym
rowku DNA. Mozna wigc wnioskowac, ze tancuch boczny pochodnej C-1330 lokuje si¢

w rowku podwojnej helisy.

Aby wyznaczy¢ zmian¢ entalpii oddzialywan elektrostatycznych wyznaczylam
nachylenie prostej, opisujacej zaleznos¢ funkcje InK=f(In[NaCl]), Ryc. 62. Podczas
wyznaczania wspotczynnika nachylenia prostej odrzucitam punkt odpowiadajacy buforowi
z 5125 mM chlorkiem sodu, poniewaz stata wigzania w tych buforach odbiegata znacznie
od pozostatych wartosci (Ryc. 62). Wyznaczony wspotczynnik nachylenia prostej SK
wynosi -1,21+0,15. Nastepnie na podstawie wartosci SK oszacowatam udzialy zmian
entalpii swobodnej oddzialywan elektrostatycznych (Tabela 17). Wraz ze wzrostem
stezenia soli w buforze wyznaczona wartos¢ AG,. maleje. Zmiany entalpii swobodnej
oddziatywan pozaelektrostatycznych utrzymuja si¢ natomiast na zbliZonym poziomie

1 stanowig ok. 69-84 % udziatlu catkowitej entalpii swobodne;.

In[NaCl]

Rycina 62. Zaleznos¢ logarytmu naturalnego ze statej wigzania K; dla C-1330 od logarytmu
naturalnego ze stezenia soli, [NaCl]
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Tabela 16. Parametry termodynamiczne oddzialywania C-1330 z ctDNA w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Parametry termodynamiczne procesu

Warunki procesu | g «19* AH, AG, TAS, K,*10°* AH, AG, TAS,
M) n [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [M] [kJ/mol] | [kJ/mol] [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 NacCl, 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 NacCl, 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+1421-27,30+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 Nad(l, 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 NacCl, 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 | -1583+ 10,41 | 23,67+0,558 | 7.85+001 | 607+036 |-1954+1,21|-2729+0,19| 7,75+0,02
250 mM NacCl, 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

113




Wyniki

Tabela 17. Zmiany entalpii swobodnych oddziatywania monokationow C-1330 z ctDNA
w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Parametry termodynamiczne procesu
Warunki procesu AGo, AG,, AG, AC, AGna
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [J/(molK)] [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 NacCl, 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 Nad(l, 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 NacCl, 25°C | -26,50+ 0,58 -4,84+ 1,09 |-21,66+0,24
250 mM Nad(l, 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 NaC(l, 35°C -27,28+0,62 | -1592+0,82 |-11,35+0,56

nw — nie wyznaczone

Podobnie jak w badaniach proflawiny, dla pochodnej C-1330 udato mi si¢ rowniez
wyznaczy¢ stale wigzania 1 zmiang¢ entalpii dla reakcji zachodzacej w 35°C. Dzigki temu
mozliwe bylo wyznaczenie warto$ci zmian pojemnosci cieplnej uktadu, AC,, co z kolei
pozwolito okresli¢ udziat oddziatywan hydrofobowych w procesie, AGyyq.

Analogicznie jak w przypadku proflawiny zalozylam, ze w trakcie wigzania
monokationow C-1330 nie dochodzi do zmian konformacyjnych w strukturze liganda.
Nie ma jednak aktualnie danych wartosci funkcji termodynamiczne] AGyions dla
interkalatorow, ktére w swojej strukturze posiadajag dodatkowe tancuchy boczne, dlatego
tez w tej pracy zalozylam, takg samg wartos¢ warto$¢ AGyes jak dla klasycznych
interkalatorow:  AGyons= 16,72 kJmol™' [121, 164]. Zalozenie to prawdopodobnie
obarczone jest btedem.

Wstawiajac wyze] wymienione zmiany entalpii swobodnych dla buforu z 50 mM

chlorkiem sodu do réwnania:

AG,, =AG,, +AG,,  +AG, , +AG, , +AG

mol °

otrzymujemy:
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AGgps =-9,00 + 62,28 + 16,72 + AGp + (-20,32) =-29,17
AGor = -78,85 kJmol”!

Podobnie jak w przypadku proflawiny, utworzenie kompleksu interkalacyjnego
C-1330 z <ctDNA nastgpuje glownie wskutek tworzenia nowych wigzan
niekowalencyjnych, AGy,,), oraz energii uzyskanej z przeniesienia aromatycznej czasteczki
z roztworu wodnego do wnetrza podwojnej helisy DNA, AGpyq,(Ryc. 63). Niewielki udziat

maja rowniez oddziatywania elektrostatyczne, AGy.

100 -
80 - A(}obs AGmol AGrH A(;konf AGh,\’d AGI)e

AG [kJ/mol]
8 o

A
S

-60

-80

-100 -

Rycina 63. Wktad poszczegolnych zmian entalpii swobodnej w catkowitej, obserwowanej zmianie
entalpii swobodnej dla oddziatywania C-1330 z ctDNA w buforze Hepes o 50mM stezeniu NaCl w
temperaturze 25°C

Analizujac oddzialywanie elektrostatyczne agregatow C-1330 z ctDNA (Tabela 16
oraz Ryc. 64) mozna zauwazy¢, ze dla tej pochodnej wraz ze wzrostem st¢zenia soli
w buforze w przedziale st¢zen soli od 25 do 200 mM obserwujemy wzrost stalej wigzania
agregatow z ctDNA. Odstepstwa od tego trendu dla dwoch najwyzszych stezen moga by¢

wynikiem niepewnosci oszacowania odpowiednich parametrow termodynamicznych.
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Rycina 64. Zaleznosé logarytmu naturalnego ze statej wigzania zagregowaych czgsteczek C-1330
K, od logarytmu ze stezenia soli, [NaCl]

V.5.3. Analiza termodynamiczna oddzialywan imidazoakrydonu C-1415
z ctDNA

Kolejnym badanym zwigzkiem byl imidazoakrydon C-1415. Pomiary
mikrokalorymetryczne wykonalam zgodnie z procedura zamieszczong w p.IV.5.6.
Przeprowadzitam seri¢ miareczkowan roztworu DNA roztworem zwigzku w buforach
oroznej sile jonowej (5-300 mM NaCl). Uzyskane przebiegi miareczkowan
przedstawilam na Ryc. 65.

Do uzyskanych danych doswiadczalnych dopasowatam nastgpnie opracowany
model oddziatywan, zgodnie z procedurg opisang p. IV.5.7. przyktady dopasowania
modelu do trzech przyktadowych izoterm oddziatywania przedstawitam na Ryc. 66.
W wyniku dopasowania modelu oszacowane zostaly warto$ci parametréw modelu
w dziesigciu buforach o roznych stezeniach soli (Tabela 18). Analogicznie jak dla
pochodnej C-1330 sila jonowa buforu ma wplyw na stala wigzania czasteczek do DNA.
Wraz ze wzrostem sity jonowej buforu obserwuje si¢ spadek statej wigzania monomerow
z ctDNA (K)), przy jednoczesnym wzroscie state] wigzania zagregowanych czgsteczek
(K), (Tabela 18). Stale wiazania sa rzedu 10*, jednak sa one wyraznie nizsze niz
w przypadku pochodnej C-1330. Parametry termodynamiczne dla reakcji prowadzonych
w buforze w podwyzszonej temperaturze wyznaczone w wyniku dopasowania modelu
oddzialywan obarczone byly tak duzym bledem oszacowania, ze nie uwzglednitam ich

w dalszych rozwazaniach. Wartos$ci tych nie umiescitam rowniez w Tabeli 18.
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Rycina 65. Cykl pomiaréw mikrokalorymetrycznych oddzialywania pochodnej C-1415 z ctDNA w 25°C, kolor czarny —
miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1415, kolor rozowy — miareczkowanie buforu roztworem pochodnej
C-1415, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego roztworu C-1415 2 mM, ctDNA 0,1 mM
pz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu pochodnej C-1415
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Rycina 66. A1, Bl, Cl: Cykl pomiarow mikrokalorymetrycznych oddziatywania C-1415 z ctDNA
w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem C-1415, kolor rozowy — miareczkowanie
buforu roztworem C-1415, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego
roztworu C-1415, 1 mM, ctDNA 0,06 mM, bufor Hepes o 5 mM (A1), 150 mM (B1) oraz 300 mM
(C1) stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu C-1415. A2, B2 C2:
dopasowanie modelu do izoterm oddziatywania C-1415 z ctDNA w 25°C odpowiadajcych

termogramom Al, B1i Cl
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Tabela 18. Parametry termodynamiczne oddzialywania C-1415 z ctDNA w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Parametry termodynamiczne procesu

Warunki procesu | g +1¢+ AH, AG, TAS, K,*10™ AH, AG, TAS,
[M7] Lol [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] M7 [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]

5 mM Nad(l, 25°C 13,68 £ 0,20 | 0,80+ 0,01 | -24,95+1,87 -29,30 £ 0,23 435+0,12 0,75+0,10 |-38,46+1,71 | -12,13 £1,07 | -16,33+1,02
25 mM NaCl, 25°C 493+0,43 10,98+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 NacCl, 25°C 423+040 | 1,16+0,38 | -22,12+1,15 -26,39 +£ 0,48 4,28 + 1,05 0,99+0,38 |-3797+1,72 | -22,81 £1,01 | -15,16 = 1,04
75 mM NacCl, 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 NacCl, 25°C 2,30+£0,97 | 1,39+0,15 | -15,10+4,54 -24,89 + 0,29 9,79 + 0,12 346+0,32 |-14,46+£2,06 | -2590+0,36| 11,43+0,83
150 mM NacCl, 25°C 2,14+081 | 1,71+0,25 | -1449+2,06 | -24,71 +1,03 10,22 + 1,89 2,87+0,13 | -5,57+0,14 | -2544+£0,52 | 19,87+1,92
200 mM NacCl, 25°C 2,060,31 | 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 NacCl, 25°C 1,32 +0,09 2,2+0,44 -14,46 +£2,08 -23,51 £1,05 9,05+1,08 399+0,17 |-10,10£1,53 | -26,25+1,05] 16,15+ 1,52
300 mM NacCl, 25°C 1,21+£0,08 | 1,34+0,38 | -10,47 £1,05 -2328 +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 wyznaczy¢ zmian¢ entalpii oddzialywan elektrostatycznych wyznaczytam
nachylenie prostej zaleznosci logarytmu naturalnego ze statej wigzania K; do logarytmu
naturalnego ze stezenia soli NaCl w buforze, Ryc. 67. Wyznaczony wspotczynnik
nachylenia prostej SK wynosi -0,59+0,07. Nastepnie, na podstawie wartosci SK
oszacowalam udzialy zmian entalpii swobodnej oddziatywan elektrostatycznych
(Tabela 19). Wraz ze wzrostem stgzenia soli w buforze wyznaczona warto$¢ AG,. maleje.
Zmiany entalpii swobodnej oddzialywan pozaelektrostatycznych utrzymujg si¢ natomiast
na zblizonym poziomie i stanowig ok. 73-92 % udzialu calkowitej zmiany entalpii

swobodne;.

9,6 1

9,1

6 5 4 3 2 a4 0

In[NaCl]
Rycina 67. Zaleznos¢ logarytmu naturalnego ze statej wigzania C-1415 K; od logarytmu
naturalnego ze stezenia soli, [NaCl]

Analogicznie jak w przypadku proflawiny 1 C-1330 zalozytlam, Zze w trakcie
wigzania monokationéw C-1415 nie dochodzi do zmian konformacyjnych w strukturze
liganda, w tym wypadku warto$¢ AGygonr jest generowana przez zmiany w strukturze
podwdinej helisy. Warto$¢ AGyon wynosi wtedy 16,72 kimol'[121, 164].

Wstawiajac wyzej wymienione zmiany entalpii swobodnych dla buforu z 25 mM
chlorkiem sodu do rownania:

AG,, =AG,, +AG,,  +AG, , +AG, , +AG,,
otrzymujemy:

AGgps = -5,39 + 62,28+ 16,72+ AGpyq +AGot = -26,78

Poniewaz nie udato mi si¢ wyznaczy¢ do$wiadczalnie zmian pojemnosci cieplnej uktadu,

AC,, bytam w stanie oszacowa¢ jedynie taczng zmiang entalpii odziatywan hydrolobowych

1 niekowalencyjnych:
(AGhyd + AGmor) = -100,39 kJmol™!
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Tabela 19. Zmiany entalpii swobodnych oddzialywania monokationow C-1415 z ctDNA

w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Warunki procesu

Parametry termodynamiczne procesu

AG s AG,, AG¢ AC, AGhyq
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [J/(molK)] [kJ/mol]
5 mM NacCl, 25°C -29,30 £ 0,23 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+038
125 mM Nad(l, 25°C | -24,89+0,29 | -2,77+0,29 [-21,85+0,56 nw nw
150 mM NaCl, 25°C | -24,71+1,03 | -2,35+0,14 [-21,93+0,12
200 mM Nad(l, 25°C | -24,61+0,92| -2,35+0,02 |-22,26+1,95
250 mM Nad(l, 25°C | -23,51+1,05| -2,03+0,17 |-21,48+0,57
300 mM NacCl, 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
Analizujac  diagram wkladéw poszczegdlnych zmian entalpii swobodnych

(Ryc. 68) mozna zauwazy¢, ze podobnie jak w przypadku proflawiny oraz C-1330,

tworzenie kompleksu C-1415 z ctDNA nastepuje gldéwnie wskutek tworzenia nowych

wigzan niekowalencyjnych 1 energii uzyskanej dzigki przeniesieniu aromatycznej

czasteczki z roztworu wodnego do wnetrza podwdjnej helisy DNA, (AGpya +AGmol).

Udziat zmian entalpii swobodnej oddziatywan elektrostatycznych jest w przypadku tej

pochodnej wyjatkowo maty.
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Rycina 68. Wkiad poszczegolnych zmian entalpii swobodnej w catkowitej, obserwowanej zmianie
entalpii swobodnej dla oddziatywania C-1415 z ctDNA w buforze Hepes o 25mM stezeniu NaCl
w temperaturze 25°C

Dla oddziatywania agregatow z ctDNA podobnie jak dla pochodnej C-1330
obserwuje si¢ nieznaczny wzrost statej wigzania K, wraz ze wzrostem sity jonowej buforu,
(Tabela 18, Ryc 69).
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Rycina 69. Zaleznos¢ logarytmu naturalnego ze statej wigzania zagregowaych czgsteczek C-1415
K od logarytmu ze stezenia soli, [NaCl]
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V.5.4. Analiza termodynamiczna oddzialywan imidazoakrydonu C-1212
z ctDNA

Kolejnym badanym zwiazkiem byta pochodna C-1212. Wyniki uzyskane podczas
miareczkowania ctDNA tym zwigzkiem w buforze niskosolnym (5 mM NaCl)

w temperaturze 25°C przedstawitam na Ryc 70.
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Rycina 70. Cykl pomiarow mikrokalorymetrycznych oddziatywania pochodnej C-1212 z ctDNA
w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1212, kolor rozowy —
miareczkowanie buforu roztworem pochodnej C-1212, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA
buforem. Stezenie wyjsciowego roztworu C-1212 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes o 5 mM
stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu pochodnej C-1212

Aby sprawdzi¢ jak sita jonowa buforu wptywa na oddziatywania ligand-DNA,
wykonalam analogiczne doswiadczenia w dziesigciu buforach roznigcych si¢ stezeniem
chlorku sodu w zakresie stezen 5—300mM. Zestaw uzyskanych termograméw

przedstawilam na Ryc 71.

Aby wyznaczy¢ parametry termodynamiczne oddzialywania pochodnej C-1212
z ctDNA do danych doswiadczalnych dopasowatam opracowany model oddziatywan,
zgodnie z procedurg opisang p. IV.5.7. Dopasowanie modelu do wybranych izoterm
oddzialywania przedstawitam na Ryc. 72. Oszacowane state zamieScitam w Tabeli 20.
Dla tej pochodnej mozna zaobserwowaé rowniez wplyw sity jonowej buforu oraz
temperatury reakcji na parametry termodynamiczne. Parametry termodynamiczne
odziatywania agregatow z ctDNA dla reakcji prowadzone; w buforze w podwyzszonej
temperaturze obarczone byly duzym btedem oszacowania i dlatego nie uwzglednitam ich
w dalszych rozwazaniach, wartosci te nie zostaty réwniez umieszczone w Tabeli 20.
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Rycina 71. Cykl pomiarow oddziatywania pochodnej C-1212z ctDNA w 25°C, kolor czarny -
miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1212, kolor rozowy — miareczkowanie buforu roztworem
pochodnej C-1212, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego roztworu C-1212
2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 pl roztworu pochodnej C-1212
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Rycina 72. Al, Bl, Cl: Cykl pomiarow mikrokalorymetrycznych oddziatywania C-1212 z ctDNA
w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem C-1212, kolor rozowy— miareczkowanie
buforu roztworem C-1212, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego
roztworu C-1212, 1 mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (Al),
150 mM (Bl1) oraz 300 mM (Cl) stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu

C-1212. A2, B2 C2: dopasowanie modelu do zoterm oddziatywania C-1212 z ctDNA w 25°C
odpowiadajcych termogramom A1, Bl i Cl
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Tabela 20. Parametry termodynamiczne oddzialywania C-1212 z ctDNA w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Warunki procesu

Parametry termodynamiczne procesu

K,*10™ AH, AG, TAS, K,*10™ AH, AG, TAS,
M) n [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] M7 [kJ/mol] [kJ/mol] [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 NacCl, 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 NacCl, 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 Nad(l, 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 NacCl, 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 NacCl, 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 320+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

126




Wyniki

Kolejnym  krokiem bylo oszacowanie zmiany entalpii  oddziatywan
elektrostatycznych. W tym celu wyznaczytam nachylenie zalezno$ci InK=f(In[NaCl]),
Ryc. 73. Wyznaczony wspotczynnik nachylenia prostej SK wynosi -1,21+0,18. Podczas
wyznaczania wspotczynnika nachylenia prostej odrzucitam punkty odpowiadajace
buforom z 5 1 25 mM chlorkiem sodu, poniewaz warto$¢ stalej wigzania w tych buforach
odbiegata znacznie od trendu obserwowanego dla pozostalych wartosci (Ryc. 70). Na
podstawie wartosci SK oszacowatam udziaty zmian entalpii swobodnej oddziatywan

elektrostatycznych (Tabela 21).

12,1 1

9,6 1

9,1

In[NaCl]

Rycina 73. Zaleznos¢ logarytmu naturalnego ze statej wigzania C-1212 K; od logarytmu
naturalnego ze stezenia soli, [NaCl]

Analogicznie jak w przypadku powyzej opisanych zwiazkow zalozytam,
ze w trakcie wigzania si¢ monokationéw C-1212 nie dochodzi do zmian konformacyjnych
w strukturze liganda. Warto$¢ AGyes dla klasycznych interkalatoréw wynosi wtedy
16,72 kJmol™. Warto$¢ AG,y dla temperatury 298 K przyjetam 62,28 kimol ™.

Wstawiajac wyzej wymienione zmiany entalpii swobodnych dla buforu z 25 mM
chlorkiem sodu do réwnania:

AG,, =AG,,+AG,, +AG,,, +AG, , +AG

mol ?
otrzymujemy:

AGgps = -8,96 + 62,28 + 16,72 + (-42,51) + AGpo = -28,54
AGuol = -56,07 kJmol™!
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Tabela 21. Zmiany entalpii swobodnych oddzialywania monokationow C-1212 z ctDNA
w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Warunki procesu

Parametry termodynamiczne procesu

AG s AG,. AG, AC, AGhyq
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [J/(molK)] [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 +4122| -42,51 (£10)
50 mM NacCl, 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 Nad(l, 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 Nad(l, 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 NacCl, 25°C | -25,70+1,02| -3,60 +0,27 |-22,10+0,23
25 mM NaC(l, 35°C -29,44 +£ 023 | -1584+1,73 | -13,59+£0,24

nw — nie wyznaczone

Profil termodynamiczny tworzenia kompleksu interkalacyjnego C-1212 z ctDNA,

Ryc. 74, jest zblizony do profili uzyskanych dla wczes$niej badanych zwiazkéw: Ryc. 56

1 Ryc. 63. Roznica dotyczy przede wszystkim zmniejszenia wkladu zmiany entalpii

swobodnej oddzialywan niekowalencyjnych, AGp,1, 1 zwiekszenia wptywu zmiany entalpii

swobodnej oddziatywan hydrofobowych, AGpy, do ogdlnej zmiany entalpii swobodnej

interkalacji.
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Rycina 74. Wkiad poszczegolnych zmian entalpii swobodnej do catkowitej, obserwowanej zmiany
entalpii swobodnej interkalacji dla oddziatywania C-1212 z ctDNA w buforze Hepes o 50 mM
stezeniu NaCl w temperaturze 25°C

Analiza termodynamiczna oddzialywania agregatow z ctDNA nie byla
przedmiotem niniejszej pracy, jednak analizujac Tabelg¢ 20, oraz wykres Ryc. 75 mozna
stwierdzi¢, ze statle wigzania agregatow z ctDNA utrzymuja si¢ mniej wigcej na statym
poziomie (sa rzedu 10%) niezaleznie od sity jonowej, stale te. Wraz ze wzostem sity

jonowej buforu maleje natomiast zmiana entalpii tworzenia tego kompleksu, Tab. 20.

55 +
5,0 *
¢ ¢
A * R2=0,076
4 L 4
o 45 . N
*
8 .
4,0 1
3,5 1
3,0 T T T T ]
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
log [NaCl]

Rycina 75. Zaleznos¢ logarytmu naturalnego ze statej wigzania zagregowaych czgsteczek C-1212
K> od logarytmu ze stezenia soli, [NaCl]
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V.5.5. Analiza termodynamiczna oddzialywan imidazoakrydonu C-1371
z ctDNA

Analize mikrokalorymetryczng pochodnej C-1371 przeprowadzitam analogicznie
jak dla powyzej opisanych zwigzkow. Miareczkowanie wykonatam w dziesigciu buforach
roéznigcych si¢ stezeniem chlorku sodu. Otrzymane termogramy dla wszystkich badanych
roztworOw przedstawitam na Ryc. 76. Proces rozcienczania zwigzku wykazuje silny
charakter endotermiczny, natomiast oddzialywanie C-1371 z DNA charakter
egzotermiczny.

Do uzyskanych danych eksperymentalnych zostat dopasowany opracowany model
oddziatywan, zgodnie z procedurg opisang p. IV.5.7. Izotermy dopasowania modelu
przedstawilam na Ryc. 77 A2, B2, C2. Wyznaczone zostaly parametry termodynamiczne
oddziatywania monomeréw (K;, AH;, n) oraz agregatow (K, AH,) C-1371 z DNA
w dziesigciu buforach. Oszacowane warto$ci parametrow zebrane zostaly w Tabeli 22.
Wraz ze wzrostem sity jonowej buforu obserwuje si¢ spadek statej wigzania monomerow
z ctDNA (K), przy jednoczesnym wzroscie statej wigzania zagregowanych czasteczek do
ctDNA (K,), (Tabela 22). Stale wigzania monomeréw sa rzedu 10°, natomiast state
wiazania agregatéow 10°. Oddziatywaniu monomeréw z ctDNA towarzyszy dodatni

przyrost entropii, z jednoczesnym spadkiem entalpii.

Do wyznaczenia entalpii swobodnej oddziatywan elektrostatycznych AG.
wykorzystalam liniowa zalezno$¢ miedzy logarytmem ze stalej wigzania oraz st¢zeniem
soli w buforze (Ryc. 78) zgodnie ze wzorem (11). Wyznaczony wspdtczynnik nachylenia
prostej SK wynosi -1,3140,12 1 jest zblizony do wartosci wyznaczonych dla innych
monokationow wigzacych si¢ do DNA [161,162,166]. Podczas wyznaczania
wspélczynnika nachylenia prostej odrzucitam punkt odpowiadajacy buforowi
niskosolnemu, poniewaz stala wigzania w tym buforze odbiegata znacznie od trendu
obserwowanego dla pozostalych wartosci (Rys. 78). Tak wyznaczona wartos¢ SK
pozwolita na oszacowanie udzialy zmian entalpii swobodnej oddziatywan
elektrostatycznych (Tabela 22). Wraz ze wzrostem st¢zenia soli w buforze wyznaczona
warto$¢ AGp. maleje. Zmiany entalpii swobodnej oddziatywan pozaelektrostatycznych
utrzymujg si¢ natomiast na zblizonym poziomie 1 stanowig ok. 67-87 % udziatu catkowitej

entalpii swobodne;.
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Rycina 76.Cykl pomiarow oddzialtywania pochodnej C-1371 z ctDNA w 25°C, kolor czarny —miareczkowanie
ctDNA roztworem pochodnej C-1371, kolor rézowy — miareczkowanie buforu roztworem pochodnej C-1371,
kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stgzenie wyjsciowego roztworu C-1371 2 mM, ctDNA
0,1 mMpz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 pl roztworu pochodnej C-1371
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Rycina 77. Al, Bl, Cl: Cykl pomiarow mikrokalorymetrycznych oddziatywania C-1371 z ctDNA
w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem C-1371, kolor rozowy — miareczkowanie
buforu roztworem C-1371, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego
roztworu C-1371, 1 mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (A1), 150 mM (Bl) oraz
300 mM (C1) stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu C-1371. A2, B2 C2:
dopasowanie modelu do izoterm oddziatywania C-1371
termogramom Al, Bl i Cl

z ctDNA w 25°C odpowiadajcych
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Tabela 22. Parametry termodynamiczne oddzialywania C-1371z ctDNA w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Parametry termodynamiczne procesu

Warunki procesu | g «p¢5 AH, AG, TAS, K,*10° AH, AG, TAS,
M n [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [M] [kJ/mol] | [kJ/mol] [kJ/mol]
5 mM NaCl, 25°C 498 £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 NacCl, 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 NacCl, 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 Nad(l, 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 NacCl, 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 NacCl, 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|-2728+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 222+1,11 096+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. Zaleznos¢ logarytmu naturalnego ze statej wigzania C-1371 K; od logarytmu

naturalnego ze stezenia soli, [NaCl]

Tabela 23. Zmiany entalpii swobodnych oddzialywania monokationow C-1371 z ctDNA
w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Warunki procesu

Parametry termodynamiczne procesu

AG ps AG,,. AG, AC, AGhyq
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [J/(molK)] [kJ/mol]
5 mM NaCl, 25°C -32,51+2,09 nw nw
25 mM NaCl, 25°C -36,46 £390 | -11,99+0,19 | -24,46+0,01 |-403,93 +34,90| -32,31(x10)
50 mM NacCl, 25°C 3470+ 1,64 -9,74+1,02 |-24,96+0,92
75 mM NacCl, 25°C -33,99+£097 | -8,42+0,29 |-25,57+0,95
100 mM NaCl, 25°C | -30,81+1,24 | -7,49+092 |-23,32+0,03
125 mM NaCl, 25°C [ -29,94 £2,70 -6,76+ 0,74 -23,18 £0,20
150 mM NacCl, 25°C | -26,01 £1,28 | -6,17+0,38 [-19,84 £0,32
200 mM NacCl, 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 NacCl, 35°C -31,53+£1,03| -17,80+0,15 | -13,73 £0,25

nw — nie wyznaczone
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Nastepnie, zaktadajac wartosci AGyons = -16,72 kJmol'l, oraz AG.= 62,28 kJmol™
wyznaczylam zmiane entalpii swobodnej stabych oddzialywan niekowalencyjnych AGyy,

korzystajac z zalezno$ci:

AG,, =AG,, +AG,, +AG, , +AG, ,+AG

mol >
otrzymujemy:

AGgps =-11,99 + 62,28 + 16,72 + (-32,31) +AGpel = -36,46

AGino = 71,16 kJmol™!

Zgodnie z zamieszczonym ponizej wykresem, Ryc. 79, mozna stwierdzié,
ze tworzenie kompleksu monomeréw pochodnej C-1371 z ctDNA nastepuje dzigki
tworzenia nowych wigzan niekowalencyjnych, AGyuo, oraz efektow hydrofobowych
wynikajacych z przejScia aromatycznej czasteczki z roztworu wodnego do wnetrza
podwdjnej helisy DNA, AGpyq.
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Rycina 79. Wkiad poszczegolnych zmian entalpii swobodnej do catkowitej, obserwowanej zmiany
entalpii swobodnej interkalacji dla oddziatywania C-1371 z ctDNA w buforze Hepes o 25mM
stezeniu NaCl w temperaturze 25°C

Analizujac  oddzialywanie agregatow pochodnej C-1371 z ctDNA mozna
zaobserwowac¢, podobnie jak dla pochodnej C-1330, wzrost stalej wigzania wraz
ze wzrostem sily jonowej buforu. Wyzsze stezenie chlorku sodu w buforze powoduje

réwniez wigksze efekty cieplne procesu (Tabela 22 oraz Ryc. 80.)
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Rycina 80. Zaleznosé¢ logarytmu ze statej wigzania zagregowaych czgsteczek C-1371 K,
od logarytmu ze stezenia soli, [NaCl]

V.5.6. Analiza termodynamiczna oddzialywan imidazoakrydonu C-1492
z ctDNA

Analogicznie jak dla poprzednio badanych zwigzkow wykonatam pomiary
mikrokalorymetryczne dla oddziatywan pochodnej C-1492 z ctDNA. Miareczkowanie
wykonalam w dziesigciu buforach roznigcych si¢ stgzeniem chlorku sodu. Otrzymane

termogramy dla wszystkich badanych roztworéw przedstawitam na Ryc. 81.

Do uzyskanych danych eksperymentalnych zostat nast¢pnie dopasowany model
oddzialywan, zgodnie z procedurg opisang p. IV.5.7. Przyktady dopasowania modelu
do doswiadczalnych izoterm oddzialywania przedstawilam na Ryc. 82, panele A2, B2, C2.
Wyznaczone zostaly parametry termodynamiczne oddziatywania monomeréw (K;, AH;, n)
oraz agregatow (K, AH;) pochodnej C-1492 z DNA w dziesigciu buforach. Oszacowane
wartosci stalych zebrane zostaly w Tabeli 24. Wraz ze wzrostem sily jonowej buforu
obserwuje si¢ spadek statej wigzania monomeréw z ctDNA (K;), przy jednoczesnym
wzroscie stalej wigzania zagregowanych czasteczek do ctDNA (K,), (Tabela 24). Wyzsza
temperatura nie hamuje procesu, jednak statle wyznaczone dla oddziatywania agregatow
z DNA byly obarczone duzym bledem oszacowania, dlatego nie uwzglednitam ich

w dalszych obliczeniach.
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Rycina 81. Cykl pomiarow oddzialywania pochodnej C-1492 z ctDNA w 25°C, kolor czarny —
miareczkowanie ctDNA roztworem pochodnej C-1492, kolor rozowy — miareczkowanie buforu roztworem
pochodnej C-1492, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. Stezenie wyjsciowego roztworu C-1492
2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufor Hepes. Miareczkowanie nastrzykami po 10 pl roztworu pochodnej C-1492
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Rycina 82. Al, Bl, Cl: Cykl pomiarow mikrokalorymetrycznych oddziatywania C-1492 z ctDNA
w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztworem C-1492, kolor rozowy — miareczkowanie
buforu roztworem C-1492, kolor zielony — miareczkowanie ctDNA buforem. SteZenie wyjsciowego
roztworu C-1492, 1 mM, ctDNA 0,06 mM pz, bufor Hepes o 5 mM (Al), 150 mM (Bl) oraz
300 mM (C1) stezeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po 10 ul roztworu C-1371. A2, B2 C2:
dopasowanie modelu dozoterm oddziatywania C-1492 z ctDNA w 25°C odpowiadajcych
termogramom Al, Bl i Cl
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Tabela 24. Parametry termodynamiczne oddziatywania C-1492 z ctDNA w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Warunki reakcji

Parametry termodynamiczne procesu

K*10° AH, AG, TAS, K,*10™ AH, AG, TAS,
[M] n [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] (M7 [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]
5 mM Nad(l, 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 NaC(l, 25°C 11,01 £0,99 | 0,55+0,02 | -24,53 £1,69 -33,49 £ 0,23 9,94 + 0,32 390+0,33 |-17,57+4,61]-26,19 £1,02 8,63+0,23
50 mM NacCl, 25°C 931+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 NacCl, 25°C 6,65+0,51 1,06 £ 0,01 | -23,31+0,41 -33,22 +£0,34 991 +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+289 | 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+ 049 | -21,18£5,65|-23,19+0,14 | 2,02+0,48
150 mM Nac(l, 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 |249+084 | -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 NacCl, 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 NaC(l, 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 oszacowatam zmiany entalpii oddzialywan elektrostatycznych.
W tym celu wyznaczytam nachylenie zalezno$ci InK;=f(In[NaCl]), Ryc. 83. Oszacowany
wspotczynnik nachylenia prostej, SK, wynosi -0,72+0,10. Podczas wyznaczania
wspotczynnika nachylenia prostej odrzucitam punkt odpowiadajagcy buforowi
niskosolnemu (Ryc. 83). Nastegpnie, na podstawie warto$ci SK oszacowatam udzialy zmian
entalpii swobodnej oddziatywan elektrostatycznych (Tabela 25). Wraz ze wzrostem
stezenia soli w buforze wyznaczona warto$¢ AG,. maleje. Zmiany entalpii swobodne]
oddzialywan pozaelektrostatycznych utrzymuja si¢ natomiast na zblizonym poziomie
1 stanowig ok. 85-92 % udziatlu catkowitej entalpii swobodne;j.

14,5
14,0

13,5

InK
*

13,0 1

12,5 A

12,0
In[NaCl]

Rycina 83. Zaleznosé¢ logarytmu naturalnego ze statej wigzania C-1492 K; od logarytmu
naturalnego ze stezenia soli, [NaCl]

Tak jak w przypadku pozostatych zwigzkow roéwniez dla pochodnej C-1492
zatozylam, ze w trakcie wigzania monokationéw nie dochodzi do zmian konformacyjnych
w strukturze liganda, w tym wypadku warto§¢ AGyens jest generowana przez zmiany
w strukturze podwojnej helisy. Warto$é AGyenr wynosi wtedy 16,72 kimol™ [121, 164].
Wstawiajac wyzej wymienione zmiany entalpii swobodnych oszacowane dla buforu
z 25 mM chlorkiem sodu do rownania:

AG,, =AG,, +AG,, +AG, , +AG, , +AG

mol ?
otrzymujemy:

AGops = -6,59 + 62,28 + 16,72 + (-29,40) + AG o = -34,47
AGinor = -77,48 kImol ™!
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Tabela 25. Zmiany entalpii swobodnych oddzialywania monokationow C-1492 z ctDNA
w buforach o roznym stezeniu NaCl i w roznej temperaturze

Parametry termodynamiczne procesu

Warunki procesu AGy, AG,. AG, AC, AGna
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [J/(molK)] [kJ/mol]
5 mM NacCl, 25°C -33,02+0,90 nw nw
25 mM NaCl, 25°C | -33,47+023 | -6,59+0,08 |-27,88+1,47 |-367,54+42,95| -29,40 (+10)
50 mM NacCl, 25°C |-34,06+1,89 | -535+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 Nad(l, 25°C | -31,97+1,04| -3,72+0,18 | -28,25+0,27
150 mM NacCl, 25°C | -32,28+2,11 | -3,39+0.23 |-28,89+0,25
200 mM NacCl, 25°C [ -31,95+0,56 | -2,88+0,37 |-29,07+0,74
250 mM NacCl, 25°C | -30,27+0,48 | -2,48+025 |-27,80+0,26
300 mM NaCl, 25°C | -30,05+0,12 | -2,15+043 |-27,90+1,76
25 mM NaC(l, 35°C | -34,68 0,23 -9,47+ 0,78 -2521+045
nw — nie wyznaczone
Podobnie jak dla wczesniej analizowanych pochodnych imidazoakrydonu

tworzenie kompleksu C-1492 z ctDNA nastgpuje wskutek tworzenia nowych wigzan

niekowalencyjnych, AGy,,, Oraz energii uzyskanej z przeniesienia aromatycznej czasteczki

z roztworu wodnego do wngtrza podwojnej helisy DNA, (Ryc. 84).
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Rycina 84. Wkiad poszczegolnych zmian entalpii swobodnej do catkowitej, obserwowanej zmiany

entalpii swobodnej interkalacji dla oddziatywania C-1492 ctDNA w buforze Hepes o 25mM
stezeniu NaCl w temperaturze 25°C

Analizujac oddziatywanie agregatow pochodnej C-1492 z ctDNA mozna
zaobserwowaé, ze wraz ze wzrostem sily jonowej buforu stale wigzania agregatow
z ctDNA, K,, utrzymuja si¢ mniej wigcej na stalym poziomie niezaleznie od st¢zenia soli.

Stale te sa rzedu 3x10* (Tabela 24 oraz Ryc. 85.).

5,5 1
5,0 A
. *e
* *
Py * R2= 0,052
4,5 1 *
o~
X
o *
2 *
4,0 1
3,5 1
3,0 T T T T !
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
log [NaCl]

Rycina 85. Zaleznos¢ logarytmu ze statej wigzania zagregowaych czgsteczek C-1492 K,
od logarytmu ze stezenia soli, [NaCl]
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VI. DYSKUSJA WYNIKOW

Mechanizm  dziatania  wigkszosci  dotychczas ~ opracowanych  lekow
przeciwnowotworowych wiaze si¢ z ich oddzialywaniem z DNA. W ostatnich latach
intensywnie studiowane jest oddzialywanie ré6znorodnych matoczasteczkowych ligandoéw
z DNA. Gtownym celem tych badan jest nie tylko uzyskanie informacji na temat struktury
kompleksow ligand/DNA 1 dynamiki tworzenia tych kompleksow, ale rowniez
wyznaczenie poszczego6lnych parametrow termodynamicznych procesu.
Termodynamiczny opis oddzialywan matoczasteczkowych ligandow z DNA pozwala
bowiem na uzyskanie informacji na temat udziatlu poszczegdlnych typow oddziatywan
w catkowitej zmianie entalpii swobodnej, ktéra towarzyszy utworzeniu kompleksu
zwigzku z kwasem nukleinowym. Poréwnujac parametry termodynamiczne
poszczegblnych rodzajow oddziatywan dla serii zwigzkow mozna ocenié, ktére fragmenty
struktury zwigzku odpowiadajg za jego zdolnos¢ do selektywnego oddziatywania z DNA.
Liczne zwigzki aromatyczne, w tym réwniez te tworzace silne kompleksy z DNA, ulegaja
w roztworze wodnym procesowi agregacji. Glowng sila napedowa tego procesu
sa oddziatywania hydrofobowe. Agregacja stanowi istotne utrudnienie przy badaniu
oddzialywania matoczasteczkowych, aromatycznych lub heteroaromatycznych ligandow
z kwasem deoksyrybonukleinowym. Istnienie w roztworze kilku form liganda
znajdujacych si¢ w rownowadze wymaga uzycia skomplikowanych modeli oddziatywania.
Bez uwzglednienia tego zjawiska opis oddziatywania bedzie zafalszowany i1 moze
prowadzi¢ do biednej interpretacji uzyskanych wynikow. To samo dotyczy wartosci
wyznaczanych parametrow, np. statych wigzania. Agregacja liganda w roztworze wodnym
moze przebiega¢ na wiele roznych sposobow. Dlatego dla danego rodzaju liganda nalezy
najpierw okresli¢ rodzaj agregacji. Dopiero po uzyskaniu tych danych mozna przystapi¢
do tworzenia modelu uwzgledniajacego zarowno agregacje jak 1 oddziatywanie liganda
z DNA.

W wielu o$rodkach badawczych zajmujacych sie¢ fizykochemia lub biofizyka
kwasow nukleinowych stosuje si¢ odmienne podejscie. Polega ono na znalezieniu takich
warunkow eksperymentalnych, w ktorych nie wystepuje agregacja liganda. Warunki
te jednak zwykle odbiegaja od warunkéw panujacych w komodrce. Tym samym
przydatnos$¢ uzyskanych wynikoéw przy projektowaniu nowych lekow, ktorych mechanizm

dziatania opiera si¢ na oddziatywaniu z DNA jest bardzo ograniczona.
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W Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki
Gdanskiej prowadzone s3 poszukiwania nowych zwigzkéw o wlasciwosciach
przeciwnowotworowych. W kregu zainteresowan znajduja si¢ miedzy innymi pochodne
akrydyny. Pochodne akrydyny o dzialaniu przeciwnowotworowym wykazujg
zréznicowany mechanizm dzialania na poziomie molekularnym. Z uzyskanych dotychczas
danych wynika jednak, ze etap tworzenia fizykochemicznych kompleksow z DNA jest
niezb¢dny dla aktywnos$ci biologicznej badanych pochodnych. Powaznym utrudnieniem
w badaniach biofizycznych nad oddziatywaniami pochodnych akrydyny z DNA jest fakt,
ze zwigzki te wykazujg silng tendencje do agregacji w roztworach wodnych. Przedmiotem
mojej pracy doktorskiej bylo opracowanie procedury badawczej i sposobu opracowywania
wynikéw doswiadczalnych, ktore lacznie pozwolityby na wyznaczenie parametrow
termodynamicznych procesu oddziatywania z DNA zwigzkéw ulegajacych agregacji
w roztworach wodnych. Zatozytam przy tym, ze warunki pomiaru powinny by¢ mozliwie
zblizone do warunkéw fizjologicznych. Opracowang procedure zamierzalam nastepnie
wykorzysta¢ do wuzyskania parametréw termodynamicznych oddzialywania serii
pochodnych imidazoakrydonu z DNA z grasicy cielgcej, ctDNA.

Najlepszym sposobem wyznaczania parametréow termodynamicznych oddzialywan
nickowalencyjnych jest dokonanie bezposrednich pomiaréw kalorymetrycznych
efektow cieplnych wystepujacych podczas oddziatywania reagentow [127, 128, 168, 169,
170, 171] Postep jaki dokonat si¢ w ciagu ostatnich lat w zakresie budowy kalorymetréw
umozliwia dokonywanie takich pomiaréw w skali mikro: objetos¢ robocza ok. 1 ml,
stezenia reagentOw na poziomie stezen mili- a nawet mikromolowych, mozliwos¢
precyzyjnej rejestracji  efektow cieplnych rzedu wulamka pJ. Dlatego zalozytam,
ze opracowywana przeze mnie procedura badawcza wykorzystywaé bedzie glownie
technikg¢ izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego.

Do swoich badah wybratam 5 analogdéw przeciwnowotworowego imidazoakrydonu
C-1311, syntetyzowanego w Katedrze Technologii Lekéw 1 Biochemii 1 znajdujacego si¢
obecnie po drugim etapie badan klinicznych oraz zwigzek referencyjny: proflawing.
Wybrane imidazoakrydony charakteryzuja si¢ zréznicowana aktywnoscig cytotoksyczna.

Struktury tych zwigzkéw przedstawione sag w Tab. 1.

Pierwszym etapem moich badan byto ustalenie, czy wszystkie z tych zwigzkow
ulegaja agregacji w temp. 25°C w buforze Hepes o pH=7,0 w zakresie stezen

1 do 1000 uM. Postanowitam tez zbadaé, czy sita jonowa buforu ma wpltyw na proces
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agregacji. Wykorzystalam w tym celu spektroskopi¢ absorpcyjng w zakresie widzialnym
i bliskiego nadfioletu (p. V.1). Numeryczna analiza zarejestrowanych zestawoéw widm
wykazata, ze w badanych roztworach, niezaleznie od ich sily jonowej, wystepuja dwie
formy spektralne ktérych wzajemna proporcja zalezna jest od ogolnego stezenia badanego
zwigzku. Uznatam, ze jedng z tych form spektralnych jest monomer a drugg agregat. Profil
zmian st¢zen tych form w funkcji stezenia ogdlnego byt przy tym zgodny z modelem
agregacji nieograniczonej (p. [1.4.3). Zarejestrowane zestawy widm wykorzystalam wiec
do wyznaczenia wartoéci stalych agregacji. Stale te byly rzedu 10° —10% [M™], Tab. 7.
Wykazatam roéwniez, ze sila jonowa roztworu ma wplyw na stala agregacji jedynie
w przypadku imidazoakrydonoéw, ktéore w tym pH wystepuja jako monokationy. Stata
agregacji proflawiny, ktéora w pH 7 nie posiada tadunku wypadkowego, byta taka sama
zardwno w buforze nisko- jak 1 wysokosolnym.

Poréwnujac widma form zagregowanych w buforze nisko- i wysokosolnym dla Zzadnego
z badanych zwigzkdéw nie stwierdzitam istotnych réznic w potozeniu i ksztalcie najbardziej
dlugofalowego pasma absorpcji. Moze to sugerowac, ze struktura powstajacych agregatow
nie jest zalezna od sity jonowej buforu.

Kolejnym etapem badan byly pomiary mikrokalorymetryczne efektow cieplnych
podczas rozcienczania roztwordw badanych zwigzkéw w buforach o 10 réznych stezeniach
NaCl w zakresie od 5 do 300 mM, p.V.3. Monotoniczny, gladki przebieg wszystkich
zarejestrowanych termogramoéw potwierdzit, zZe agregacja tych zwigzkow zachodzi
zgodnie z jednym mechanizmem. Przebieg izoterm deagregacji w funkcji stezenia byt przy
tym zgodny z modelem agregacji nieograniczone;.

Stwierdzitam, Ze dla wszystkich badanych imidazoakrydonow sita jonowa ma wplyw
na parametry termodynamiczne procesu agregacji. Tym samym wykazatam,
ze oddziatywania elektrostatyczne odgrywaja istotng rol¢ w procesie agregacji badanych
imidazoakrydonoéw. Wzrost sity jonowej prowadzacy do ostabienia oddzialywan
elektrostatycznych sprzyja przy tym procesowi agregacji. Wplywu takiego nie
stwierdzitam w przypadku zwigzku referencyjnego: proflawiny.

Analizujac zalezno$¢ stalej agregacji od sily jonowej buforu zauwazytam, Zze co najmnie;j
dla 3 pochodnych imidazoakrydonu (C-1330, C-1212 i C-1371) wyniki uzyskane
w buforze niskosolnym (5 mM NaCl) wyraznie odbiegaja od trendu wptywu sity jonowe;j
na stalg agregacji obserwowanego przy wyzszej sile jonowej. Moze to sugerowac, ze przy
bardzo niskiej sile jonowej roztworu agregacja zachodzi pod wplywem innej sity

napedowej lub ze powstajace agregaty znajdujg si¢ w otoczeniu lokalnym o odmienne;j
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strukturze. Biorgc pod uwage brak istotnych réznic w widmach elektronowych agregatow
nalezy raczej wykluczy¢ przypuszczenie, ze rdéznig si¢ one przestrzennym

rozmieszczeniem czasteczek liganda.

Gtownym etapem moich badan byly pomiary kalorymetryczne efektow cieplnych
wystepujacych podczas oddziatywania badanych ligandéw z DNA. Juz pierwsze uzyskane
termogramy wykazaly, ze proces oddziatywania ligand-DNA jest bardziej skomplikowany
niz mozna si¢ byto spodziewa¢. W wielu termogramach mozna bylo wyr6ézni¢ 3 zakresy
miareczkowania, np. Ryc.50. Podczas pierwszych kilku nastrzykow wystepuja silne lecz
malejagce w kolejnych nastrzykach efekty egzotermiczne. Jednakze po kilku kolejnych
nastrzykach efekty te zaczynaja ponownie wzrasta¢ osiggajagc maksimum przy 10— 15
nastrzyku. Pod koniec miareczkowania efekty cieplne zmieniaja znak przechodzac
w endotermiczne efekty deagregacji. Taki przebieg izotermy oddziatywania sugeruje,
ze poza deagregacja ligandu dochodzi do co najmniej dwoéch oddziatywan
egzotermicznych — prawdopodobnie powstaja dwa roézne kompleksy ligand-DNA.
Nie mozna rowniez wykluczy¢, ze w przypadku izoterm o prostszym przebiegu efekty
cieplne jednego z potencjalnych oddziatywan ,,chowaja si¢” w silniejszych efektach
cieplnych drugiego z nich.

W tej sytuacji podjetam obliczenia symulacyjne réznorodnych modeli oddziatywan.
W ich wyniku wytypowatam model, ktory najlepiej odtwarzal ksztalty uzyskanych przeze
mnie izoterm eksperymentalnych. W modelu tym (p. IV.5.7) zalozylam jednoczesne

wystepowanie trzech nastepujacych procesow:

1. wigzanie liganda do liniowej matrycy z wykluczeniem sgsiedztwa zgodnie
z rownaniem McGhee 1 von Hippel bez uwzglednienia kooperatywnosci wigzania
(proces interkalacji)
2. oddzialywanie elektrostatyczne zagregowanej formy liganda z grupami
fosforanowymi DNA:
3. deagregacje liganda na skutek rozcienczenia nastrzyku zgodnie z modelem
agregacji nieograniczonej.
W modelu tym wystepuje 7 parametrow: n, K; 1 AH; opisujace proces interkalacji,
K, 1 AH; opisujace elektrostatyczne oddziatywanie agregatow z polianionem DNA oraz
Kas 1AHA opisujace deagregacje liganda. Model dopasowywany byt do danych
doswiadczalnych poprzez dobdr optymalnych warto$ci parametrow metoda simpleksow

z wykorzystaniem algorytmu Neldera-Meada. Po wyznaczeniu warto$ci parametrow
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modelu mozliwa byla dekompozycja calkowitych efektow cieplnych na efekty
poszczegolnych  oddziatywan. Przyklad takiej dekompozycji dla termogramu
z ryciny 50 przedstawia panel A) ryciny 51.

Dzigki przeprowadzonej dekompozycji catkowitych efektow cieplnych stata si¢ mozliwa
pelniejsza interpretacja uzyskanych izoterm, nawet tych o skomplikowanym przebiegu.
Podczas kilku pierwszych nastrzykow dochodzi do prawie catkowitej deagregacji
proflawiny, a jej forma monomeryczna tworzy kompleks interkalacyjny z DNA.
Po wysyceniu wigkszo$ci miejsc wigzania proces deagregacji ulega zahamowaniu
i podczas kolejnych nastrzykéw wzrasta st¢zenie agregatow w roztworze. Agregaty te
oddziatuja elektrostatycznie z polianionem DNA. W efekcie catkowite efekty cieplne
kolejnych nastrzykow wzrastaja. W koncowej fazie miareczkowania szybko$¢ przyrostu
stezenia obu rodzajow komplekséw maleje i w catkowitym efekcie cieplnym przewage
zdobywa efekt cieplny deagregacji. Obserwowane zroznicowane ksztatty izoterm zalezg od
wzajemnych relacji pomiedzy poszczegdlnymi oddziatywaniami. Na przykladzie szeSciu
przebadanych pochodnych akrydyny wykazatam, ze model ten dobrze odtwarza ksztalty
izoterm eksperymentalnych zarejestrowanych dla roztworow o roznej sile jonowej
i w roznych temperaturach. Zdarzaja si¢ jednak sytuacje, gdy jako$¢ oszacowania
niektorych parametréw modelu jest niezadawalajaca.

Dzigki opracowanemu modelowi oddziatywan mozliwe byto wyznaczenie interesujacych
mnie parametréw termodynamicznych procesu interkalacji. Wyznaczone stale wigzania
monomerdw, K, (Tabele: 14, 16, 18, 20, 22 oraz 24) sg rzedu: 10° dla zwigzkow C-1492
oraz C-1371, a ok. 10* dla analogow C-1212, C-1415, C-1330. Dla zwiazku
referencyjnego stata wigzania K, jest rowniez rzgdu 10%, jednak warto$ci stalej sg nizsze
niz w przypadku innych zwigzkow. Proflawina ma w swojej strukturze szkielet
trojpierScieniowy (reszta zwiazkOw - czteropierScieniowy) oraz pozbawiona jest
fancuchéw bocznych, wskutek czego ma mniejsze mozliwosci oddziatywania
z makromolekuly. Dodatkowo jako zwigzek niejonowy, czasteczka proflawiny jest stabiej
przyciagana przez ujemnie naladowane reszty grup fosforanowych podwdjnej helisy DNA.
Analizujagc  wpltyw stezenia NaCl na interkalacje badanych zwigzkow do DNA
(Ryc. 54, 62, 67, 73, 78, 83) zauwazylam, ze wraz ze wzrostem sily jonowej dochodzi do
spadku statej wigzania monomeréw z DNA. Punktami odbiegajacymi od tego trendu sg
state 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 sity jonowej
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buforu procesowi oddziatywania towarzyszyly coraz to mniej ujemne wartosci (o ok. 20%)
zmiany entalpii swobodnej AG.

Na postawie profili termodynamicznych zamieszczonych w Tabelach 14, 16, 18,
20, 22 oraz 24 moglam stwierdzi¢, ze oddzialywanie monomeréw wszystkich badanych
w tej pracy pochodnych akrydyny jest egzotermiczne. Wystepuja jednak istotne roznice
w znaku efektu entropowego tego oddzialywania. Ujemny przyrost entropii stwierdzony
dla oddzialywania proflawiny z DNA $wiadczy o typowej interkalacji czasteczki
proflawiny pomiedzy pary zasad w DNA. Natomiast dodatnia zmiana entropii
zaobserwowana dla wszystkich badanych pochodnych imidazoakrydonu interpretowana
jest zwykle jako przestanka oddziatywania zwigzkéw w malym rowku DNA. Jednakze
istotne zmiany widma elektronowego imidazoakrydonéw zaobserwowane podczas
tworzenia przez nie kompleksow z DNA [172] wskazuja na udzial fragmentow
aromatycznych tych zwigzkow w procesie interkalacji. Mogloby to sugerowaé, ze tylko
fancuchy boczne tych zwiazkéw lokuja si¢ w matym rowku helisy DNA.
Charakterystyczny jest przy tym wplyw sity jonowej buforu na wielko$¢ efektu
entropowego. Dla wszystkich badanych imidazoakrydonéw wraz ze wzrostem st¢zenia
NaCl w roztworze, w zakresie 5 mM -150 mM NaCl, obserwowatam ponad dwukrotny
wzrost dodatniej wartos$ci TAS. Dla buforéw o wigkszej sile jonowej (200 - 300 mM NaCl)
kierunek 1 =zakres zmian warto$ci cztonu entropowego zalezal od budowy
zwiazku. Zgodnie z literaturg wystgpowanie duzego cztonu entropowego w oddziatywaniu
ligandow z DNA zwigzane moze by¢ ze zmiang sktadu otoczki hydratacyjnej 1 podwdjnej
warstwy elektrycznej zarowno liganda jak i makromolekuty [170]. Stwierdzenie to moze
sugerowac, ze zmiany czlonu entropowego w réznym zakresie st¢zen chlorku sodu moga
by¢ rowniez zwigzane z obecnoscig aminoalkilowych fancuchéw bocznych w czasteczkach
badanych imidazoakrydonow.

Przeprowadzenie miareczkowania kalorymetrycznego w roznych temperaturach
umozliwito mi wyznaczenie zmiany pojemnosci cieplnej, AC,, zwigzanej z utworzeniem
kompleksu ligand/DNA dla pigciu analizowanych zwigzkow (proflawiny, C-1330, C-1212,
C-1492 oraz C-1371). Uzyskana duza ujemna wartosci AC, moze by¢ zwigzana
z uwalnianiem podczas oddziatywania czgsteczek wody z otoczki hydratacyjnej liganda,
jak rowniez z przeniesieniem czg¢sci niepolarnych zwigzku (uklad pierScieni
aromatycznych) do wnetrza helisy DNA [173].

Analizujac Ryciny: 56, 63, 68, 74, 79 oraz 84 zaobserwowatam, ze dla wszystkich
badanych zwigzkéw wraz ze wzrostem sity jonowej buforu maleje zmiana entalpii

148



Dyskusja Wynikow

swobodnej oddzialywan elektrostatycznych. Natomiast zmiany entalpii swobodnej
oddziatywan pozaelektrostatycznych utrzymuja si¢ na zblizonym poziomie: dla proflawiny
stanowig 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 catkowitej zmiany entalpii swobodnej dla
tego oddziatywania.

Wszystkie powyzsze wnioski pokazuja, ze oddziatywania elektrostatyczne maja znaczacy
wpltyw na wigzanie si¢ badanych pochodnych akrydyny z ctDNA i sg one korzystne dla
tego wigzania. Dotyczy to rowniez proflawiny, ktéra w pH 7 nie posiada wypadkowego
fadunku. Ze wzgledu na swoja budowe posiada jednak nierdownomierny rozktad gestosci
elektronowej i niezerowy wypadkowy moment dipolowy. Tym samym moze uczestniczy¢
w oddziatywaniach elektrostatycznych typu dipol-tadunek lub dipol-dipol.

Wyznaczenie wartosci zmiany pojemnosci cieplnej, AC,, dla proflawiny, C-1330,
C-1212, C-1492 oraz C-1371, pozwolito mi réwniez wykazaé, ze na proces tworzenia
kompleksow badanych zwigzkow z DNA maja réwniez wplyw oddziatywania
hydrofobowe (Ryciny: 56, 63, 68, 74, 79 oraz 84). Najistotniejszy wpltyw tych
oddzialywan zauwazylam w przypadku zwiazku C-1212 (AGpy¢=-42,51(£10) kJ/mol).
Laczny ujemny efekt AGpe, AGpyd, AGmot kompensuje z nadwyzka dodatnig zmiang entalpii
wynikajacg z utraty swobody rotacji i translacji podczas kompleksowania, AGyy, oraz
zmian konformacyjnych w strukturze liganda, AGyenr. W efekcie ogdlna zmiana entalpii
swobodnej jest ujemna 1 proces powstawania kompleksu interkalacyjnego przebiega
samorzutnie.

Oszacowanie wartosci poszczegolnych cztonow wchodzacych w sklad obserwowanej
zmiany entalpii swobodnej pozwolilo mi ustali¢, Ze sita napgdowa tworzenia kompleksu
interkalacyjnego badanych akrydyn z DNA jest uwolnienie energii w wyniku tworzenia si¢
nowych stabych oddziatywan  migdzyczasteczkowych, glownie  oddziatywan
van der Waalsa 1 oddzialywan m-m oraz przeniesienia aromatycznych czasteczek z

roztworu wodnego do hydrofobowego srodowiska helisy DNA.

Podsumowujac, wykonane przez ze mnie badania spektrofotometryczne,
mikrokalorymetryczne, oraz zastosowanie opracowanego modelu oddziatywan pozwolity
na szczegblowa analize procesOw zachodzacych podczas tworzenia kompleksu
imidazoakrydyn z ctDNA. Dekompozycja efektéw cieplnych zarejestrowanych podczas
pomiarow kalorymetrycznych na udziaty trzech oddzielnych proceséw pozwolita mi na

poprawne oszacowanie parametroOw termodynamicznych procesu najbardziej istotnego
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z punktu widzenia aktywnoS$ci biologicznej imidazoakrydonow — tworzenia kompleksow
interkalacyjnych. Uzyskane parametry pozwolity z kolei na okreslenie sity napedowej oraz
efektow wptywajacych na zmiany tego procesu (sita jonowa buforu, temperatura, budowa
liganda). Zgromadzone informacje mogg by¢ istotnym uzupelnieniem badan dotyczacych
mechanizmu  przeciwnowotworowego  dzialania  pochodnych  imidazoakrydonu

prowadzonych w Katedrze Technologii Lekéw i1 Biochemii Politechniki Gdanskie;j.
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