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6DaAaHWDN
Strukturai dinamika deoksiribonukleinske kiseline u vodenim otopinama

BHUL&AD 6HNRQGR

Genetska informacija je pohranjena u deoksiribonukleinskoj kiselini (DNA).
%LRORANH IXQNFLMH QXNOHLQVNLK Ntavied GLiGiDVI'Y X X NRQDpPQLFL SF
trodimenzionalnim (3D) strukturama, uz prisutnost ili odsutstvo proteina u interakciji.
Metode difrakcije rendgenskim zrakama VX PHyX QDMHIHNWLYQLMLP QDpPpLQLPD
dobivanja informacije o 3D strukturama nukleinskih kiselina.
3UYL GRND] SRVHEQRVWL VWUXNWNXUMROS pMBYDR OGN PH GD
JRWRYR MHGQDND NROLpPpLQL WLPLQD X VYDNRP WLSX '1$ ,VWR YULMHGI
,VWUDALYDQMH '1$ PROHNXOD$ WPHRSRSRIDWOPLGVL QHNROLNR
ra] OLPLWLK NRQIRUPDFLMD -DINAMdeshasiAnal Rotadj@® udihics
QDMVWDELOQLMD VWUXNWXUD ]D QDVXPLpQL VOLMHG '"1$ PROHNXOH X Il
WDQND $ IRUPD GHVQRVWUDQD dEds)ih Kutovida BAUBBQALUDQH SR
X]YRMQLFH NDR X % IRUPL NUDWijavDstranad DNAR bsbovida = IRUPD
SRSULRBakBFIL]JOHG L]GXOMHQD L XVND GHWDOMQR VX RSLVDQH X NULV!
.DNR EL VH QRVLOD V RJUDQLpPHQMLPD YROXPHQD XQXWDU VWD
pHVWLFH '1$ VH PRUPDGSRNXDU DWiKnal®®pine, u prisustvu iona i
drugih molekula, izdujHQL '1$ ODQFL VH VNXSOMDMX X NRPSDNWQH SUDYLOQH |
VDGU&H VDPR QHNROLNR PROHNXOD 2YDM SURFHV MH SR]QDW NDR '
opisan je in vitro i in vivo. Glavna potencijalna primjena DNA kondenzacije je dostava
gena u genskoj terapiji.

.OMXpQH DNAWsHUkiura; difrakcijske metode; DNA konformacija; DNA kondenzacija;
genska terapija



Summary

Structure and dynamics of deoxyribonucleic acid in aqueous solutions
3HULAD 6HNRQGR

Genetic information is stored in the deoxyribonucleic acid (DNA) found in the
nucleus.

The biological functions of nucleic acids are ultimately coupled to their three-
dimensional (3D) structures, either in the presence or absence of any interacting
proteins.

Diffraction methods are among the most powerful means of obtaining
information about the 3D structures of nucleic acids and other biological molecules.
The first evidence of the special structure of DNA was the observation that the
amounts of adenine (A) and thymine (T) are almost equal in every type of DNA. The
same applies to guanine (G) and cytosine (C).

Investigations of synthetic DNA molecules have shown that DNA can adopt
several different conformations. By far the most common form is B-DNA (right-
handed helical rotation; the most stable structure for random sequence DNA
molecule under physiological conditions; longer ant thinner).The A form (right
handed; bases are not arranged at right angles to the axis of the helix, as in the B
form; short and broad) and Z form (left handed;the '1$ EDFNERQH WDNHV RQ 3]LJ]DJ?3
appearance; elongated and slim) have been well characterized in crystal structure.

In order to cope with the volume constraints it faces inside a cell or virus
particle, DNA has to pack itself. In the appropriate solution conditions with the help of
ions and other molecules, extended DNA chains collapse into compact, orderly
particles that contain only a few molecules. This process is known as DNA
condensation and it has been described in vitro and in vivo. The main potential
medical application of DNA condesation is gene delivery in gene therapy.

Key words: DNA structure; diffraction methods; DNA conformation; DNA condensation;
gene therapy



1. Uvod

Nukleinske kiseline su centralne molekule u transmisiji, ekspresiji i pohrani

genetske informacije.

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) je biopolimer velike molekularne mase
koji sadr & genetsku informaciju organizma. Sve ave stanice na Zemlji, bez poznatih
nam iznimki, pohranjuju svoju informaciju naslje ya u obliku dvolan fanih molekula
DNA. 4LYL VH RUJDQL]JPL UHSURGXFLUDMX WUDQVPLVLMRP JHQHWVNH L
SRWRPVWYR 7D XELNYLWDUQRVW '1$ QDP SUXaD PRJIJXUQRVW X]LPDQMD
OMXGVNH VWDQLFH QMHJIJRYRJ XQRVD X EDNWHULMX LOL L]YUADYDQM€E
se informacijauspMHAQR pLWD LQWHUSUHWLUD L NRSLUD

OROHNXODUQL ELROR]L L ELRNHPLpDUL VX GHILQLUDOL YUVWH QXN:(
LP VHNYHQFH L SUHGORALOL YH]H L]JPHYX QL]D QXNOHRWLGD L ELRORALI
odnose ne samo na direktno kodiranje aminoki VHOLQVNH VHNYHQFH X SURWHLQLPD YHU I

na regulaciju transkripcije, translacije i replikacije i molekularnu evoluciju.

6OMHGHUL NRUDN ]DKeMijskélRémijska-fzikdiDeO@iRRupe, a taj
korak jest razumijevanje mehanizma na koji sekvenca nukleotiGD SRVWLAH VYRMX
NRGLUDMXUX L UHIJXODFLMVNX IXQNFLMX =D RYR QDP MH SRWUHEQR ]QlI

DNA i ovisnosti tih svojstava o interakciji s ostalim molekulama.



2. Povijesni osvrt

2WNULUOH VWUXNWXUH '1$ RG VWUDQH :D@WVRQD L &ULFND MI
QDMPRQXPHQWDOQLMLK X SRYLMHVWL JQDQRVWL 7DM GRJDYyDM MH R]
QRYLK GLVFLSOLQD WH MH XWMHFDR QD VPMHU YHU XVSRVWDYOMHQLK

Gregor Mendel zasigurno nije bio prvi koji je primjetio da se karakteristike
organizma (npr. oblik sjemenke i ERMD FYLMHWD JUD&AND SUHQRVH QD QMHJR
potomstvo, ali je on 1865. bio prvi koji je opisao njihove predvidljive obrasce
QDVOMHYLYDQMD 'R OHQGHORYL IDNWRUL QDVOMHYLYDQMD VL
SUHSR]QDWL VX NDR GLMHORYL NURHARMWRADIjVAREWRMDPNILP WMHOH&AFD3 NR
mikroskopom (Raven, Johnson, Mason, Losos, & Singer, 2010) .

,VWUDALYDQMH '1$ MH |[DSRpPHR J)ULHGULFK OLHVFKHU NRML MH L]YH
NHPLMVNH VWXGLMH VWDQLpPpQLK MH]IJDUD OLHVFKHU MH L] MH]J
OHXNRFLWD GRELYHQRJ RG RGEDpPpHQLK NLUXUANLK SRYH]D LIROLUDR \
MX MH QD]YDR QXNOHLQ 2WNULR MH GD QXNOHLQ VDGUAL NLVHOL GLR
ED]LpQL GLR SURWHLQ .DVQLMH MH SURQDAaDRosgsaLpQX NLVHOX WYDU X
Tad kad je postalo jasno da su kromosomi sastavljeni od proteina i nukleinskih
kiselina, neki su odbacii QXNOHLQVNH NLVH CeL psiteljd yBnetBkie J X U
informacije zbog manjka kompleksnosti., SDGUAaH RVIpMHWLUL UD]OLpLWH VWUXNWXUQH
jedinice (NUNOHRWLGL GRN VX SURWHLQL VDVWDYOMHQL RG UD]OLDpL\
SRND]XMX YHOLNX UD]QROLN RV WardkteridtikawhB yaXV Y hOQhIO@RL ADREOLN X
su prikladniji za nositele SRUXNH QDVOMHYD ,DNR MH OLHVFKHU SDUFLMDOQR
nukleini SURXpDYDR QMHJRYD VYRMVWYD NRYDOHQWQD SULPDUQD VWU X
SR]QDWD VD VLJXUQR 4 iilX (R SNIDM€)yl 2013).

Miescher i mnogi drugi su sumnjali da je nuklein (nukleinska kiselina) na neki
QDpLQ SRYH]DQ VD VW Dn@hpah dé pr@og diezkindg tiokdxa u prilog
KLSRWH]L GD MH XSUDYR '1$ QRVLWHOM JHQHWVNH LQIRUPDFLMH WUH
RWNULUH 2VZDOGD 7 $YHU\D &ROLQD ODF/HRGD L ODF\OQ OF&DUW\
dokazali da DNA ekstrahirana iz virulentnog soja pneum RNRND JHQHWLpPpNL WUDQVIRUPLUD
QHYLUXOHQWQL VRM RYRJ RUJDQL]PD X YLUXOHQWQX IRUPX $YHU\ L V.
MH '1$ HNVWUDKLUDQD L] YLUXOHQWQRJ VRMD QRVLWHOM QDVOMH
odgovorne za virulenciju (Dahm, 2005) 1LVX VH VYL WICKRRALICPL YD OMXpFLPD



QDYRGHUOL SULVXWQRVW SURWHLQVNLK RQHpPpLAUHQMD X '1$ NDR PRJXil
LQIRUPDFLMH 7D PRJIJXUQRVW MH XVNRUR HOLPLQLUDQD RWNULUHP
SURWHROLWLpPpNLP HQ]JLPLPD QH XQL&WDYD WUDGVIRUPLUDMXUX DNWL
deoksiribonukleazama (DNA-KLGUROL]JLUDMXULP HQ]JLPLP OPrdttRD WDNY X SRVOMHGLF

Cornely, 2013).

1.5 bakterija ubija miga. 2.R bakterija ne ubija misa. 3. Toplinom ubijena S 4. Toplinom ubijena S bakterija i R
bakterija ne ubija misa bakterija ubija misa

Slika2-1 *ULIILWKRYR RWN UL i Hz Y928D GriffithRj&) Rkibid-daNdézopasne bakterije mogu
SRVWDWL YLUXOHQWQH NDG VH %éjeruzididjé BoMst. V(RageN Wkhsdn MR$OD, Losos, &

Singer, 2010, str. 191)
$OIUHG ' +HUVKH\D L ODUWKD &KDVH VYRMLP VX SRNXVRP L] S

YDaDQ L QHRYLVDQ GRND] GD MH '1$ QRVLWHOM JHQHWVNH LQIRUPDI

koristili radioaktivni fosfor (*’P) i radioaktivni sumpor (**S) kao biliege kako bi

pokazali da pri infekciji E. Coli bakteriofagom T2, fosforr VDGUAHUD '1$ YLUXVQH

pHVWLFH D QH QWMBIGLANXP SRBWHLQ NDSVLGH XOD]L X VWDQLFX GRPD!

genetsku informaciju za virusnu replikaciju (Hershey & Chase, 1952) 2YL YDA&QL UDQL

pokusi te mnogi drugi su pokazali da je DNA ekskluzivna kromosomska komponenta

QRVLWHOMLFD JHQHWVNH LQIRUPDFLMH X 4ALYLP VWDQLFDPD



o T2 fagi su obiljezeni radioaktivnim izotopima

Virusni proteinski omotaé Virusna DNA jezgra
obiljezen s 358 obiljezena s 32P

e .
ll |I

\ / v
9 Bakteriofazi inficiraju E.coli

Bakterija

N / /
) @)
N AN
355 radioaktivnost

ostaje u fagu 32P radioaktivnost se

pomice u stanice

Slika 2 -2 Eksperiment Hersheyja i Chase. (Raven, Johnson, Mason, Losos, & Singer, 2010, str. 192)

'R WDG VH ]QDOR GD '1$SRDGRKHULQIUDFMHLK QXNOHRWLGD VNUDIIHQG
SULND]DQH NDR SRpHWQD VORYD S Uia8difs CCMM0iin KG-GXELpQLK ED]D $

gvanin, T-timin).

=D ODQFH VH PLVOLOR GD VH SRMDYOMXMX X MHGQRVWDYQLP SRQDYO
(Nelson & Cox, 2004)

#ACGT- ACGT- ACGT-ACGT-ACGT +

1IDMYDAQLML WUDJ X RWNULYDQMX VWUXNWXUH '1$ MH GRaADR RG UL
njegovih kolega u kasnim 1940-ima. Oni su otkrili da se nukleotidne baze pojavljuju u
UD]OLPLWLP RPMHULPD X '1$ MR&EHRXOD®D]DARDUD]GIDPLVX NROLpPLQH
RGUHYHQLK ED]D EO [(Kvadde, SiRonk&M®,12005). Ovi podaci dobiveni
L] '1$ PROHNXOD PQRJLK YUVWD QDYHOL VX &KDUJDIID GD |DNOMXpL VOI

1. Sastav baza DNA varira interspecijalno;
2. DNA uzorciizoliraniizrazlipLWLK WNLYD LVWH YUVWH LPDMX LVWL VDGUADM EI

4



3. 6DGUADM ED]D '1$ X RGUHYHQRM YUVWL VH QH PLMHQMD RYLVQR R V
VWDWXVX XKUDQMHQRVWL LOL SURPMHQMLYRP RNROL&X

4. 8 VYRM VWDQLpPQRM '1$ QHRYLVQR R YUVWL EURM DGHQR]JLQVNLK U
broju timidinskih (A=T), a broj gvanozinskih je jednak onom citidinskih (G=C).
Iz ovog odnosa slijedi da je zbroj purinskih rezidua jednak broju pirimidinskih
(A+G=T+C)

Ovikvani WDWLYQL RGQRVL SRQHNDG QD]JLYDQL A&KDUJDIIRYD SUDYLO
PQRJLP QDNQDGQLP LVWUDALYDQMLPD WH VX ELOL NOMXpQL X SURPMH
QHGRYROMQR NRPSOHNVQRM SUXALOL VX QD]QDNH R QDpLQX SULMHQR
te pokretanju uttke ]JD RWNULUH QMH]LQH WURG(M\RK®@]&RKPOQH VWUXNWXUH
2004).

Tablica 2-1 Molarni omjeri koji su doveli do Chargaffovih pravila (Chargaff, E., 1951. Federation
Proceedings 10:654 -659)

AG T:C AT G:C Purini : pirimidini

Vol 1.20 1.43 1.04 1.00 1.1
Covjek 1.56 1.75 1.00 1.00 1.0
Koko$ 1.45 1.29 1.06 0.91 0.99
Losos 1.43 1.43 1.02 1.02 1.02
PSenica 1.99 1.18 1.00 0.07 0.99
Kvasac 1.67 1.09 1.03 1.20 1.0
Hemophilus 1.74 1.54 1.07 0.91 1.0
influenzae

E. coli K12 1.05 0.95 1.09 0.99 1.0
Bacil pticje tuberkuloze 0.4 0.4 1.09 L.08 1.1
Serratia marcescens 0.7 0.7 0.95 0.86 0.9
Bacillus schatz 0.7 0.6 1.12 0.80 1.0

Radi boljeg uvida u strukturu DNA, Rosalind Franklin i Maurice Wilkins su
koristili metodu difrakcije X-zraka u analizi vlakana DNA ( DNA suha tvar ili DNA
NRQMHIQJO A'l$. REMEHIOZ0-LK VX SRND]DOL GD '1$ VWYDUD NDUDNWHULVW
difrakcijski obrazac (Reece, i dr., 2010). 1z ovog obrascD VH ]DNOMXpPLOR GD VX '1$
PROHNXOH VSLUDOQH X]YRML W Honkwtjadja, hDi@@jike 3¥ GiYD X]GXAaQD
drugi duljine 34 ¢ Evidentan problem je bio kako formulirati trodimenzionalni model
DNA koji bi pokazivao takav difrakcijski obrazac i uz to zadovoljavao Chargaffove

A=T i G=C jednakosti i bio u suglasju s drugim kemijskim svojstvima DNA.



1953. Watson i Crick su postulirali trodimenzionalni model koji je mogao
MDPpLWL ]D VYH SULNXSOMHQH SRGDWNH 6DGUAL GYD ODQFD '1$ NRM
oko LVWH RVL WLPH VWYDUDMXiL GHVQRVWUDQX GYRVWUXNX X]YRMQI
Hidrofilne okosnice L]PMHQLpPQLK GHRNVLULER]D L IRVIDWQLK JUXSD VX L]YDC
uzvojnice, okrenute prema okolnoj vodi. Furanozni prsten svake deoksiriboze je u
C- 1 HQGRBrm&ei). | Purinske i pirimidinske baze obaju lanaca su poslagane
XQXWDU GYRVWUXNH X]YRMQLFH SUL pHPX VX QMLKRYH KLGURIREQH
SUVWHQDVWH VWUXNWXUH RNRPLWH QD X]GXaQX RV 6DYLMDQMH GYDI
PDOL aOLMHE QD SRSvaka huleot@na$arkl jddndy lanca se sparuje u
istoj ravnini s bazom drugog lanca. Watson i Crick su otkrili da su parovi baza
povezanih vodikovim vezama, G sa C i A sa T, oni koji najbolje pripadaju unutar
VWUXNWXUH SRWYUYyXMXUL XKRIXDNRMYR SUBRYLOBR7GDDAQR MH
QDSRPHQXWL GD VH WUL YRGLNRYH YH]H PR&X XD/ YDWWDYLWL L]JPHYX *
GYLMH L]JPHYyX $ L 7 $ 7 2YR MH MHGDQ RG UD]JORJD WH&HJ UD]GYDMD
YHULP RPMHURP *A& QD SUHPD $ 7 'UXJLIiliSDIWCRMRUED]D QSU * L

UD]JOLPLWX WHQGH Q RBtrtdre Gvo3t\kD E2vanidd F(NMsbn & Cox,
2004).

Slika 2 -3 Model Watsona i Cricka. Model dvostruke uzvojnice DNA uzima u obzir Chargaffova

RSD&DQMD L REUDVFH )UDQNOLQLQEkd.RWRJIUDILMD GLIUDNFLMH ;
(Raven, Johnson, Mason, Losos, & Singer, 2010, str. 196)



BULOLNRP NRQVWUXNFLMH PRGHOD :DWVRQ L &ULFN VX VH PRUDC(
SDUDOHOQRVWL LOL DQWLSDUDOHOQRW\N G LO-D/DHWDQ iR & @ RV @ RV KRLPFH O L
X LVWRP LOL VXSURWQLP VPMHURYLPD SUL pHRAaMH DQWLSDUDOHOQI
QDMXYMHUOMLYLML PRGHO NDVQLMH SRWYUYyHQ ¥M-DGRYLPD V '"1$ SROLF
JUDNDPD 'D EL SUDYLOQR X USHHQ REGNABRGRIV®ISKDsHIQ
modelu vertikalno poslagane parove baza unutar dvostruke uzvojnice udaljili za

c D SRQDYOMDQMD RG c VX GRELYHQD SULVXWQRAauX SDURYD E
kompletnom okretu dvostruke uzvojnice. U vodenoj otopini struktura blago varira od
one u vlaknima pa tako ima 10.5 parova baza po okretu. Polinukleotidni lanci u
dvostrukoj uzvojnici (dupleksu) Watsona i Cricka nisu jednaki u svom nukleotidnom
VOLMHGX VHNYHQFL L VDVWDYX YHU VX NRPSOHPHQWDUQL NDG JRG V
adenin, njemu nasuprot je timin, odnosno, kad je u jednom gvanin,u drugom je
cito]LQ 'XSOHNV QD RNXSX GUaH GYLMH VLOH YRGLNRYH YH]H L]JPHyX N
SDURYD ED]D L VLOH L]PHYX QDVODJRedeK dE2PPDO)XQXWDU GXSOHNVD

9DAQH NDUDNWHULVWLNH PRGHOD GYRVWUXNH X]YRMQLFH '"1$ VX
NHPLMVNLK L ELRORINH® KMRNY]DNR SUHGORALR L PHKDQL]DP WUDQVH
genetske informacije baziran na komplementarnosti lanaca. Watson i Crick su prije
SRWYUyXMXiuLK RSVHUYDFLMD SUHGYLGMHOL UHSOLNDFLMX WDNYH VWU
(2) sintezom komplementarnog lanca zD VYDNL SUL pHPX SRVWRMHUL ODQDF VOXAaL
SUHGORADN 2YD SUHGYLYDQMD VX HNVSHULPHQWDOQR SRWYUYHQD LQTI
QDaHP UD]XPLMHYDQMX EG&GtREAGHBhEAM QMY OMRPBI VYMHGRpPL L
VOMHGHUD DQHJGRWD QDN R@reUlMA EHtRjd odteRiG ¢dQima V W U X
u pubu Eagle, prekoputa laboratoriMD &DYHQGLVK X &R BrodtgGduiHX A2W
ALYRWD 3

Slika2-4 'LIUDNFLMVNL REUD]DF '1$ 7RpNH aWR IRUP ljdgubeiikaimiuLa X VUHGLQL SUHGVWDY

strukturu. Tamne pruge desno i lijevo nastaju od ponavljanih baza. (Nelson & Cox, 2004, str. 282)



Tablica 1 Biografije znanstvenika zaslu &ih za otkri e strukture DNA (Nobelprize.org, 2015; Profiles in
Science, Nat ional Library of Medicine, 2015;

Scitable, 2015)

Francis Harry Compton  Crick

5R Yy HR& VI1916., Northampton,
Ujedinjeno Kraljevstvo

Umro: 28 VII 2004, San Diego,Kalifornija,
SAD

B3RGUXpMD L REUD]JRYDQM
molekularna biologija,neuroznanost

B.Sc: fizika, University College, London,
1937.

PhD: A-Ray Diffraction: Polypeptides

D QG 3 U R Gorille ahtd Caius
College of Cambridge University, 1953.
Radno mjesto u vrijeme nagrade: MRC
Laboratory of Molecular Biology,
Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo
Motivacija za nagradu: A I Baeir
discoveries concerning the molecular
structure of nucleic acids and its
significance for information transfer in
OLYLQJ PDWHULDO?:

3 R G U X pevdtika,molekularna biologija
Udio nagrade 1/3

James Dewey Watson

5 Ry H®IV 1928., Chicago, lllinois, SAD
3RGUXpMD L REUD]IRYDQM
biologija, genetika,zoologija

B.Sc.: zoologija, University of Chicago,
1947.

PhD: ZAhe biological properties of X-ray
LQDFWLYDWHG EDFWHULR
University, 1950.

Radno mjesto u vrijeme

nagrade: Harvard University, Cambridge,
MA, SAD

Motivacija za nagradu: AIRU WKHL
discoveries concerning the molecular
structure of nucleic acids and its
significance for information transfer in
OLYLQJ PDWHULDO?:

3 R G U X pgevdtika,molekularna biologija
Udio nagrade 1/3




Maurice Hugh Frederick  Wilkins
5RyHH. X1916., Pongaroa, New
Zealand

Umro: 5. X 2004., London, Ujedinjeno
Kraljevstvo

B3RGUXpMD L REUD]JRYDQM
fizika,molekularna biologija

B.Sc.: ILILND 6W -RKQTV &H
Cambridge, 1938.

PhD: ARQ W KskhhliRydrapped
electrons in phosphors, and of theory of
phosphorescence, in terms of electron
traps with continous distribution of trap

G H S W Biviingham University, 1940
Radno mjesto u vrijeme

nagrade: London University, London,
Ujedinjeno Kraljevstvo

Motivacija za nagradu: "for their
discoveries concerning the molecular
structure of nucleic acids and its
significance for information transfer in
living material"

3 R G U X pevdtika,molekularna biologija
Udio nagrade 1/3

Rosalind Elsie Franklin

5 Ry H@B. VIl 1920., London,
Ujedinjeno Kraljevstvo

Umrla: 16. IV. 1958., London, Ujedinjeno
Kraljevstvo

BRGUXpPpMD L RE kem]j& XDQM
kristalografija

B.Sc.: fizikalna kemija, Cambridge
University, 1941

PhD: A7KH SK\VLFDO FKHPL
organic colloids with special reference to
FRDO 3 &DPEULGJH 8QLY

! Naziv doktorske teze nedostupan.



3. LRORANH XORJH QXNOHLQVNLK NLVHOLQD

Genetska informacija je pohranjena u linearnom slijedu (sekvenci) nukleotida
DNA. Svaka molekula DNA je dvostruka uzvojnica sastavlena od dva
NRPSOHPHQWDUQD ODQFD QXNOHRWLGD NRMH QD RNXSX GU&H YRGLNR"
EDJD JYDQLQD L FLWR]JLQD * L & DGHQLQD L WLPLQD $ L 7 8GYRVYV
LQIRUPDFLMH VH GRJDYD SULOLNRP legfhBnatnBdH ldichDiaLMH QRYRJ NRPS
svakom od starih lanaca dvostruke uzvojnice tijekom DNA replikacije. Mutacije,
promjene u genetskom materijalu, rezultat su promjena u sekvenci baza, primjerice,
zamjena (supstitucija) jednog nukleotida drugim, umetanje (insercija) ili gubitak
GHOHFLMD MHGQRJ LOL YLAH QXNOHRWLGD

Stari  Stari

& 17 &=
Stari Novi Novi Stari

Slika3-1'1$ UHSOLNDFLMRP VH GRELYDMX GYD '1$ GXSOHNVD ANUHUL?® LGHQWLpPpQD AURGLWH
PROHNXOL 6YDNL RG RULJLQDOQLK ODQDFD GYRVWUXNH X]YRMQLFH VOX&aL NDR AGDEORQD3
nukleotida u svako m od njih kopira u novi komplementarni lanac DNA polimerazom. (Garrett & Grisham,
2012, str. 357)
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Jednolancana DNA 5[ 13
G| |A

'l' \(i IMJ [A 'l' [l
1‘ M
L M
G A C T
on potmersa ™\ 7 /]7’9—’

+ dATP “3-OH
dTTP v v
dCTP : et
AGTP Slaganje poletnice s komplementarnom
regijom DNA stvara kratki fragment
dvolancane DNA

Slika 3-2 DNA polimeraza kopira ssSDNA inviro X] pHWLUL GHRNVLQXNOHRWLGQD PRQRPHUD X]
DUWLILFLMHOQR VWYDUDQMH GYRODQPDQH UHJLMH GRGDYDQMHP ASULPHUD?® SRpHWQLFH 3
VORERGQX NUWDM RG NRMHJ uH UDV W(GaQettNGHsRam [ 2B81Q LsttO3B&) D F

Ekspresija genetske nfRUPDFLMH SRKUDQMHQH X '1$ XNOMXpXMH WUDQV
linearne sekvence nukleotida u ko-linearnu sekvencu aminokiselina u proteinu, sa
VSHFLILPQRVWLPD SURNDULRWVNLK L HXNDULRWVNLK VWDQLFD 2JUDQL
prepisan (transkribiran) u komplementarni niz RNA. Ovakav primarni RNA (pre-
P51$ WUDQVNULSW MH SRWRP SRGORAHQ LJUH]JLYDQMX AVSOLFLQJ?
VHNYHQFL LOWHUYHQLUDMXuUH VHNYHQFH SURWHLQ QHNRGLUDMXUL
stabilnih kompleksa malih nuklearnih ribonukleoproteina (snRNP) sastavljenim od

PDOLK QXNOHDUQLK 51% VQ51% L VSHFLILPpQLK SURWHLQD VWYDUDNW
(MRNA) (Reece, i dr., 2010).
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Prokarioti RNA polimeraza

Gen A Gen B Gen C
DNA segment 3" } : f - -1 5
_— —
Ribosom I @ T TO
\ T _— DNA-ovisna RNA
- @y C polipeptid . -
— N polimeraza prepisuje
| — @ - 4 8 polipeptid DNA gena A, BiC
A protein B protein Rib i
MRNA N N ibosomi prevode mRNA
A polipeptid u proteine A, BiC.
Eukarioti
Egzoni su protein-kodirajuce regije
koje se spajaju
po uklanjanju introna, Gen A
nekodirajuéih umetnutih DNA segment ¥ 1 | | ] 5
sekvenci. Proces uklanjanja Exon 1 Intron Exon 2
introna i egzonskog spajanja
se naziva izrezivanjem.
hmRNA . 5 regijakoja [—1 } | —|anaas- regija koja se ne
(kodira samo jedan se ne prevadi Exon 1 Intron Exon 2 prevodi
peolipeptid)
Izrezivanje Prijenos u citoplazmu
sa snRNPima Poli (A) rep se dodaje
nakon transkripcije
MRNA 5 | |—aaaas
Fxon 1 Exon 2
mMRNA se prevodi u
Translacija protein
citoplazmatskim

ribosomima

=y
@;/g Protein A

Slika 3 -3 Svojstva mMRNA molekula u prokariotskim i eukariotskim stanicama, tijekom
transkripcije i translacije.  (Garrett & Grisham, 2012, str. 342)

8 NRQDpQLFL VH P51% SUHYRGL WUDQVODWLUD X SURWHLQ QL]
ribosomima. Aminokiseline koje se koriste za proteinsku sintezu su vezane za obitelj
SULMHQRVQLK AWUDQVIHU3 51%$ W51$ VYDND ijgt&a NRMLK NRPSOHPHQ
VSDULYDQMD ED]ID SUHSR]JQDMH RGUHYHQL VHW RG WUL QXNOHRWLC
Sekvenca nukleotida mRNA se prevodi od jednog do drugog kraja u setovima po tri
nukleotida, prema univerzalnom genetskom kodu.

Druge RNA molekule u stanicama imaju funkciju katalizatora nalik enzimima.
7DNYH 51% PROHNXOH VH VYLMDMX QD QDpLQ GD QD VYRMRM SRYUAaALQL
NRML SRVWDMX QHRELpQR UHDNWLYQL -HGDQ RG WDNYLK NDWDOL]DW
RNA (rRNA), koja katalizira stvaranje peptidnih veza tijekom proteinske sinteze
(Alberts, i dr., 2013).
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-

Slika 3 -5 Sekundarna struktura ribosomske RNA i transferne RNA . (Garrett & Grisham, 2012, str.
343 i 344)

Translacija Ribosom "'\ ;;

protein

Slika 3 -6 Fundamentalni procesi prijenosa informacije u stanicama. Informacija kodirana u
QXNOHRWLGQRM VHNYHQFL '1$ VH SUHSLVXMH VLQWH]RP 51%$ PROHNXOH pLMD VHNYHQFD MH
VHNYHQFRP yLWDQMHP VHNYHQFH 51$%$ X JUXSDPD RG WUL VXVOMHGQD QXNOHRWLGD NRPSRQH
za proteinsku sintezu, RNA sekvenca se prevodi u slijed aminokiselina u proteinu.  (Garrett & Grisham,
2012, str. 328)

ORQRPHUL QXNOHLQVNLK NLVHOLQD QXNOHR]JLGL L QXNOHRWLGL LPELC
HQHUJHWVNH AYDOXWH?3 N R HE)Mdnfield, GIt), 2000).JODVQLFL LWG
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Slika3-7 ITHNL NRHQ]JLPL NRML VDGU&H DGHQR]JLQ $GHQRJLQVNL GLR MH RVMHQpDQ VYMHWOR FU
ima funkciju prijenosa acilnih grupa, NAD  *ima ulogu u prijenosu hidrida, a FAD, aktivna forma vitamina
B (riboflavina) ima ulogu u prijenosu elektrona. (Nelson & Cox, 2004, str. 301)

4. Baze, nukleozidi i nukleotidi

Sve nukleinske kiseline su sastavljene od nukleotida, koji su pak sastavljeni
RG ED]H &HUuUHUD id®peQdze) Ditsiatd.

%D]H NRMH VH QDOD]JH X QXNOHLQVNLP NLVHOLQDPD VX DURPDWYV
sastavnice derivirane od pirimidina ili purina. Pet ovakvih baza su glavne
NRPSRQHQWH QXNOHLQVNLK NLVHOLQD X VYLK 4aLYLK ELUD S3XULQVNH |
Adez) i gvanin (Gua) i pirimidinske baze citozin (Cyt) su prisutne i u RNA i u DNA.
Naprotiv, uracil (Ura) se nalazi samo u RNA. U DNA, uracil je zamjenjen timinom
(Thy), 5-PHWLO GHULYDWRP XUDFLOD 1HRELpPQH PRGLILFLUDQH ED]H SUR
vrstama DNA i RNA (primjerice tRNA) (Koolman & Roehm, 2004). Modifikacije baza
XNOMXpXMH P HWaduD Rtetaciju J OddNkRiju.  Modificirana baza u
QXNOHRWLGQRP VOLMHGX PRAH SRPRiUL QMHQRM SUHSR]QDWOMLYRVW
HQJLPD LOL QMHQRM |DAWLWL [E&riet2013).DGQMH QXNOHD]DPD

22YLVQR R OLWHUDWXUL GX&LpQH ED]H VH CytNThpilka@iRkaSAl GND]XMX NDR $GH *XD
7L8 8 RYRP UDGX VH X RVWDOLP SRJODYOMLPD NRULVWH MHGQRVORYQH VNUDUHQLFI
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Slika 4 -1 a) sustav prstena pirimidina; b) sustav prstena purina. (Garrett & Grisham, 2012, str. 328)

Slika4-2 'X4LpQH ED]H QXN O H L QqBeNy, RymbtKd &S19ed, 2010, str. 4)

Slika4-3 1HRELpQH ED]SHVFHD$GRXULGLQ ULERWLPLGLOPND NLVHOLQD L UDWQH PHWLOLUDQH
(Garrett & Grisham, 2012, str. 344)

Kad se baza nukleinske kiseline N-JOLNR]JLGQR YH&aH V-ULER]RP LOL
deoksiribozom, nastaje nukleozid. Primjerice nukleozid adenozin (skraUHQR  $
IRUPLUDQ MH QD RYDM QDpLQ RG DGHQLQD L ULER]J]H 2GJRYDUDMXUL G
JYDQR]LQ * XULGLQ 8 WLPLGLQ 7 L FLWLGLQ & .DG MH &aHuUH!
2-GHRNVLULER]D SURGXNW MH GHRNVLULERQ@XSID HR]LHU DG $ 8 VWDOQLFI
QXNOHR]LGD MH RELPQR HVWHULIL FdetkBitnidlinl @ W) IpRedch@ RP NLVHOLQRP 1
WRPH GOadksitimidin- fPRQRIRVIDW G703 $NR VH 9 IRVIDWQD UH]JLGXD YF

preko kisele-anhidridne veze za dodatne fosfatne rezidue, nastaju nukleozidni
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trifosfati-npr. ADP i ATP. Svi ovi nukleozidni fosfati se nazivaju nukleotidima. U

nukleozidima i nukleotidima, pentozne rezidue, 2-deoskiriboza i riboza, su prisutne u

IXUDQR]QRP REOLNX aHUHULOOLHER]HG\QRF H]BRPAH)PHYX &

u N-9 purinskog odnoshno N- SLULPLGLQVNRJ SUVWHQD 2YD YH]D XYLMHN SRSU!
-konfiguraciju (Devlin, 1997).

Slika4-4 -JOLNR]LGQH YH]D SRYH]XMH GX&aLpQX ED]X L (bbieti® IRUPLUDMXUL QXNOHR]LG
Grisham, 2012, str. 331)

8 QXNOHR]JLGLPD URWDFLMD ED]JH RNR JOLNR]JLGQH YH]H MH VW
uglavnhom od vodikovog atomana C- § IXUDQR]JH 3RVOMHGLPQR QXNOHR]JLGL L QXNO
SRVWRMH X MHGQRM RG GYLMH NRQIRUPDHRD)MBN.NRMH VH R]QDpXMX
Za pirimidine u syn konformaciji, supstituent kisika na poziciji C- OHAaL QHSRVUHGQR
L]IQDG IXUDQR]JQRJ SUVWHQD X DQWL NRQIRUPDFLML VWHULpPpND LQWH
Stoga pirimidinski nukleozidi favoriziraju anti konformaciju. Purinski nukleozidi mogu
poprimiti i syn i anti konformaciju. U svakoj od konformacija, gotovo planarni
furano]QL L ED]LPpQL SUVWHQGRL LY KL VOH &NHR SSOROIGQ BMUtBrd LOLNH SUDYLP
jedan prema drugom. (Garrett & Grisham, 2012)
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Slika4-5 5RWDFLMD RNR JOLNR]LGQH Y H({G4rrbtt& Grishidral 21, IstrY3FBgH Q D

OROHNXOH IRVIRUQH NLVHOLQH PRJX IRUPLUDWL NLVHOH DQKLGULG
SD MH WDNR PRJXUH GYDPD QXNOHRWLGLPD ELWL SRYH]DQLPD SUHNF
Ovako nastaju dinukleotidi sa strukturom anhidrida fosforne kiseline. Ova grupa
XNOMXpXMH NRHOQICBA kadsi flavinski derivat FAD . (Yurkanis Bruice,
2013)

$NR IRVIDWQD UH]LGXD Q X08 igrRpsht Griyoty huRISdtidhD V

rezultat je dinukleotid sa strukturom diestera fosforne kiseline. Dinukleotidi ove vrste

LPDMX VORERGQOX IRVIDWQX UH]JLGXX QD 9 NUDMX L VORERGQX 2+ JUXS
tome, dinukleotidi mogu biti produljeni dodatnim mononukleotidima dodavanjem

fosfornih diesterskih veza. NaovDM QDpLQ VH VLQWHWL]LUDMX ROLJRQXNOHRWLGL |
SROLQXNOHRWLGL ULERQXNOHRWLG VDGUAaHUH ULERQXNOHLQVNH NL
sastavljene deoksiribonukleotidnih monomera (DNA). Za opisivanje strukture

SROLQXNOHRWLGD VNUDUHRQFK MWNOHRBALGYELK GRMBYD QD GHVQR 1:
! VPMHUX 3R]JLFLMD IRVIDWQH UH]JLGXH VH NDWNDG R]QDpDYD V ASS3
L O L ABddiman & Roehm, 2004).
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Slika4-6 1XNOHLQVNH NLVHOLQH VH VDVWRMH RG ODQFD SHWHURpPODQLK SUVWHQRYD aHuH
IRVIDWQLP JUXSDPD 6Y D-NL RRS] B HXU Bddfiksi YP-riboza u DNA) je povezan s
KHWHURFLNOLpPpNLP DPgldzignos BezRF (Yurkanis Bruice, 2013, str. 1208)

Slika4-7 1XNOHR]LGQL IRVIDWL 2SuD VWhonoNIW Xiifdsfata XNNPiIHNOIRL iGN T )
injhov H VWDQGDUGQH VNUDWHQUERQ NOHRYLG IRVIDWLPD G103L GZ%'3L L G173L SHQWR]D MH 1
deoksi -D-riboza. (Nelson & Cox, 2004, str. 300)

4.1 Svojstva pirimidina i purina

SURPDWLPQRVW SLULPLGLQVNLK L SXULQVNLK SUVWHQDVWLK VWUXN
priroda njihovih #H i #NH, supstituenata daje im kapacitet za keto-enolnu
tautomerizaciju, tj. pirimidini i purini postoje u tautomernim parovima. Keto-tautomer

se naziva laktamom, dok je enolna forma laktim. Laktam forma predominira pri
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neutralnom pH. pKa YULMHGQRVWL RPB X&lLNRKYXUDWLOX SULPMHULFH VX YHUH

od 8. Za razliku od uracila, prema formi citozina koja prevladava pri pH 7, pK, za N-3
X RYRP SLULPLGLQX MH 60LPpQR VH WDXWRPHUQH IRUPH PRJX SUL
gvaninski N-1 pK; je 9.4 i manji od 5 za N-3. Ove pK, vrijednosti specificiraju
DVRFLUDQRVW YRGLNRYRJ DWRPD V UD]J]QLP GXaALNRYLP DWRPLPD SUL QI
SRPDaX X RGUHYLYDQMX XORJH WLK GX&ALNRYLKeZ#WRPD NDR GRQRUD L

9DAQH IXQNFLR QD O QaiticiplvajuSiHfolhRd\jl todikovih veza su amino
JUXSH FLWR]JLQD DGHQLQD L JYDQLQD GX&dLNRYL DWRPL SUVWHQD QD

poziciji 1 purina; jako elektronegativni atomi na poziciji 4 uracila i timina, poziciji 2
citozina i poziciji 6 gvanina. JRa MHGQR VYRMVWY Ra jB [akbldpsotpti@ D L SXUL
UV svjetlostir NRMD MH WDNRYyHU SRVOMHGLFD DURPDWLPpQRVWL QMLKRY

prstenastih struktura. Ovo svojstvo je posebice korisno u kvantitativnoj i kvalitativnoj

analizi nukleotida i nukleinskih kiselina. (Nelson & Cox, 2004)

Tablica 4.1 -1 Protonske disocijacijske konstante (pKa vrijednosti) za nucleotide

Slika 4 -8 Tautomerizacija purina, gvanina . (Garrett & Grisham, 2012, str. 330)
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Slika 4 -7 Pirimidinske baze citozin, uracil, timin  +u tautomerni m formama predominantnim pri
pH7. (Garrett & Grisham, 2012, str. 329)

Slika 4 -8 Purinske baze +adenin i gvanin *u tautomernim formama predominantnim pri pH 7
(Garrett & Grisham, 2012, str. 329)
Pentoze nukleotida i nukleinskih kiselina su D-ribofuranoza za RNA
i 2-deoksi-D-ribofuranoza za DNA. U nukleotidima se njihovi atomi numeriraju kao
1 T T LWG NDNR EL LK VH UD]J]OLNRYDOR R@leBDivadRPD SUVWHQD GXaLpQ
UDJOLND X KLGURNMRQRIMIUXD XD QNH QD VHNXQGDUQH VWUXNWXUH
RNA i DNA, kao i njihove relativne susceptibilnosti kemijskoj (baze i kiseline) i

enzimatskoj hidrolizi.
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Slika 4 -9 Strukture furanoza +riboze i deoksiriboz e. (Garrett & Grisham, 2012, str. 331)

4.2 Base-pairing i base -stacking.

'YD ODQFD '1$ VH GU&AH ]DMHGQR EURMQLP VODELP LQWHUDNFLM
YHIDPD LQWHUDNFLMDPD VODJDQMD ED]D AEDVH VWDFNLQJ® L HOHNWI
(interakcijama naboj-naboj). Od nabrojenih, interakcije poslaganih parova baza su
QDM]QDpDMQLMH 6QDJD WLK LQWHUDNFLMD RYLVL R ED]JDPD 1DMVQDAaC
G-& SDURYD ED]D L QDMVOMAE pdvoia baral ¥ WRIURNMNHEQL HIHNW VODAaH
parove baze jedne na druge. Poslagani SDURYL ED]D V ldn 8&J Wea&sbvind 9
VLODPD NDUDNWHULYWLpQLRRHDHBEIDWDQRG AEDVH VWDFNLQJ3 X '1$ MH
IDYRUL]JLUDQ NRQIRUPDFLMDPD GRQHNOH ULJLGQLK SHWHURpPODQLK &H
LIPHYX ED]D VX VODEH @& 4dbilQild UKy stYuktari heliks.

:DWVRQ L &ULFN VX SURQDA&AOL GD VX YRGLNRYLP YH]DPD SRYH]DQ
*V& $V 7 RQL NRML QDMEROMH SULVWDMX '"1$ VWUXNWXUL 7UL VX W
WH GYLMH L]PHYX $ L 7 =ERJ WRJ MH WH&Hpaldvd BegRMLWL '1$ ODQFH V Y
A-T parova. S druge strane, A-T parovi destabiliziraju strukturu dvostruke uzvojnice.

8OWUDOMXELpDVWR VYMHWOR PRAaH GHWHNWLUDWL SRVODJDQ
QHSRVODJDQRVW AXQVWDFNHG3: ED]D 3RVODJDQH ED]JH XQXWDU GYRYV
JDAWLWRP VX RG M4pscipalj® DV svViglaRdvBstruke uzvojnice DNA puno
PDQMH QHJR RQD MHGQRODQpPDQH '1$ 2YD NDUDNWHULVWLND MH SR]Q
efekt: manje Aoje3 H Q H Ud leMititano iz dvostruke uzvojnice DNA molekule.
Temperatura taljenja (T, ) je temperatura na kojoj je 50% molekula DNA u
konformaciji dvostruke uzvojnice, a ostatak M H G Q R O D £0piBl Q Rompoziciji baza
paje prePD WRP '1$ V YQ adjdgonr RQD V YLAMRBo dna s YHULP
VDGUAD-MHPLWMDQMHP GVYIBRONVYPDQHODQDF UH VH X NRQDpPQLFL VHSDULU|
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(odvojiti) kidanjem YRGLNRYLK YH]D L-]derbjuXac§dDDNR. YD denaturaciji,

UD]GYRMHQL ODQFL VH VSRQWDQR SRY H]¥AVprekbfivdie. UDM X UL GYRVWUXNL
ADQQHDOLQJ® 8 ELR O R@gNdePdvjxtivdanatyradii rekaljivanje.

Helikaze koriste kemijsku energiju (iz ATP-D ]D SUHNLGDQMH GYRODQpPDQH '1%
molekule. ,VWUDANVBRYRBEQRVWL SUHND O MlLurdikgvihih ganske/ X YDAQ

strukture i ekspresie 9 RGLNRYH YH]H W DUNR fpindcijivVROBaeksaiK M

struktura (tercijarnih), povezivanjem baza u istom lancu- pHVWR VH X RYDNYLP
VWUXNWXUDPD GROD]L GR ANULYR?3® VSDUHQLK ED]D a4WR X NRQDpPQLFL |
lokalne strukture. (Nelson & Cox, 2004)

Slika 4-10 UV apsorpci MVNL VSHNWUL ]D pHVWH ULERQXNOHRWLGH 6SHNWUL ULERQXNOHRWLGD GHRNV
QXNOHRIJLGD VX X JRWGAr&t & Grisiany, 2p1Q,Istr. 330)

Slika 4 -11 Mehanizam denaturacije DNA grijanjem. Temperatura pri kojoj je 50% parova baza denaturira no
se naziva temperaturom taljenja,T m. (Marmur, J.,1959. Nature 183:1427-1429)
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5. .HPLMVNH L HQJLPDWVNH PHWRGH X LVWUDALYDQMX '1$%$

6SRVREQRVW RGUHyYLYDQMD L NRQVWUXLUDQMD '1%$ L 51% VHNYH

pove]LYDQMH V IXQNFLMRP RGUHYyXMHtehvika MoleRHBRMBOLNR NOMXpQLK
biologije.

Prva od njih se zasniva na repertoaru enzima koji djeluju na nukleinske
NLVHOLQH S5HVWULNFLMVNL HQJLPL VX NOMXpQD JUXSD PHyX QMLPD
SUHSR]QDMX VSHFLILPpQH VHNYHQFH GYRVWUXNH X]JYRMQLFH '1$ WH

fRUPLUDMXUL VSHFLILPQH XORPNH IUDJPHQWH '1$ B5HVWULNFLMVNL |
mogu separirati i prikazati gel elektroforezom (Bloomfield, i dr., 2000).

6HSDUDFLMVNL REUD]DF GRELYHQ JHO HOHNWURIRUH]RP SUHGVWD Y
DNA molekule. DNA ITUDJPHQW NRML VDGUAL RGUHYHQX VHNYHQFX VH PRAH LC
KLEULGL]DFLMRP V R]QDpHQRP MHGQRODQpPDQRP '1$ SURERP AEX.
BRXWKHUQX ABRXWKHUQ EORWWLQJ® 60LpDQ SRVWXSDN W]Y AQRUWI

RNA fragmentima, dok se za karakterizacLMX SURWHLQD NRULVWH SURWXWLMHOD W]Y
EORWWLQJS
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5D]JUDGQMD '1$ V UHVWULNFLMVNLP HQGRQXNOHD]DPD

Slika 5-1 ASouthern blotting 3
'1$ IUDJPHQWL VH UD]GYDMDMX SR YHO

(OHNWURIRUH]D QD DJDUR]JQRP JHOX '1$ IUDJPHQDWD
UV VYMHWORP DNR JHO EFDRRIAGE HWBGLMHYRY EXJDPpHQOMH WHIQ QR WILAWHRFMHIDXOR]QL ILO

WHKQLNH SR 6RXWKHUQX '1$ IUDJPHQWL VX YH]DQL ]D ILOWHU QD SR]LFLMLPD LGHQWLpPQLP

Hibridizacija filt eUD V UDGLRDNWLYQR RELOMH&H QR RteBalhRERIBenskod\fiMBR]LFLMD |

Rezultat je autoradiogram s prikazan im hibridiziranim DNA fragmentima.  (Garrett & Grisham, 2012, str. 411)

Tehnike brzog sekvenciranja su razvijene s ciliem daljinje analize DNA
PROHNXOD '1$ VH PR&H VHNYHQFLUDWL NRQWUROLUDQLP SUHNLGI

Producirani  fragmenti se razdvajaju gel elekroforezom i vizualiziraju
autoradiografijom 3 R]QDNH QD § NUDMX LOL SUHNR IOXRUHVFHQWQLK R]JQDND
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Slika 5-2 Sangerova metoda . Metoda prekidanja lanca ili dideoksi metoda DNA sekvencioniranja.
(a) Reakcija DNA polimeraze. (b) Struktura GLGHRNVLQXNOHRWLGD F yHWLUL UHDNFLMVNH VPMHVH V QXNOH
WULIRVIDWLPD SOXV MHGDQ GLGHRNVLQXNOHR]LG WULIRVIDW G (OHNWURIRUHWRJUDP 1XNO
NUDMD SUHPD SRpHWNX JHOD X UHGRVOLMHGX GRGDYDQMH QXNOHRWLGD RG VWUDQH '1$
(Garrett & Grisham, 2012, str. 359)

Slka5-3 6KHPDWVNL GLMDJUDP PHWRGRORJLMH NRMD VH NRULVWL L X IOXRUHVFHQWQRP RE

automatiziranom sekvenciranju DNA . (Garrett & Grisham, 2012, str. 363)
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DNA probe za hibridizacijske reakcije, kao i novi geni se mogu sintetizirati
PHWRGRP DXWRPDWL]LUDQH VROLGQH IDJH ADXWRPDWHG VROLG SKDVH
QD GRGDYDQMX GHRNVLIRMHRQRRDGRWIDGIMHEDQ QD GUXJL SUL pHPX '\
GRELYD UD\WWX tdkol®D €diina nukleotida vezan za netopljivu podlogu
(oligonukleotidni lanci redovito ne prelaze duljinu od dvjesto nukleotidnih rezidua
JERJ SUDNWL b Q L K(BRaAUIEYOE lyet, Q99 7).

/IDQpDQD UHDNFLMD SROLPHUD]RP A S@®30 \P38ED VH FKDLQ UHDF
RPRJIXUDYD ]QDpBEE@MMNPERHFLILPp QLK VikiviffoH ReDij idju 1 $
uUH VH DPSOLILFLUDWL VH RGUHYyXMH SRVWDYOMDQMHP SDUD SRpHWQLF
primeri). Uz njih se cilinoj DNA dodaju i termostabiina DNA polimeraza i
deoksiribonukleozid trifosfati. Izvanredna osjetljivost PCR-D pLQH JD WHKQLNRP L]JERUD
X JHQRWLSL]DFLML GHWHNFLML SDWRJHQD L WXPRUVNLK PDUNHUD WH
starih fosila (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010).

Slika 5-4 Dva ciklusa PCR-a. Oli JRQ XN OHR W L G Q KorSgRemenNamE Eilinoj sekvenci  se
NRULVWH X SRQDYOMDMXULP FLNOXVLP DDSAMrepbatieU Bfojkdpija cljdré DY QDY D QM D
sekvence se XGY RV W UsyaKavitciklusu UHSOLNDFLMH X NRQDpPQLFL QDGP&am@XMXiuL EURM RVWDOLK VHNY
koje mogu biti prisutne.  (Yurkanis Bruice, 2013, str. 1230)
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5.1 Rekombinantna DNA tehnologija

Rekombinantna DNA tehnologija (moderne tehnike genskog kloniranja u
kojima se koristi rekombinantna DNA-DNA dobivena spajanjem genskih materijala iz

U D ]t lizpdra; genski L Qriéting) revolucionalizirala je sve aspekte biologije.

1RYL JHQL VH PRJX NRQVWUXLUDWL X ODERUDWRULMX XQLMHWL
eksprimirati. Nove DNA molekule se rade spajanjem fragmenata koji imaju
komplementarne kohezivne krajeve dobivene djelovanjem restrikcijskog enzima.
DNA ligaza zatvara pukotine u DNA lancima. Vektori za propagiranje, kloniranje DNA
XNOMXpXMX SOD]PLGH IDJ WH DUWHILFLMH(QIgHs, NURPRVRPH EDNWHUL
dr., 2013). 6 SHFLILpQL JHQ klonitéti iP Rendmske biblioteke (od engl.
AJHQRPLF OLEUDU\® NRULAWHQMHP '1$ L 51%$ SUREL 6WUDQD '1$ VH PR3
LQVHUFLML SULNODGQLP YHNWRURP X SURNDULRWVNX LOL HXNDULR
mutacije se mogu generirati in vitro za dobivanje novih proteina. Mutantni protein sa
VDPR MHGQRP DPLQRNLVHOLQVNRP VXSVWLWXFLMRP VH PR&H VWYRU
UHSOLNDFLMH NRUL&AWHQMHP ROLJRQXNOHRWLGD NRML NRGLUD QRYX

PRJX SULSUHPLWL WDNR GD GRSXaWDHMX B8D0OBQNRMRPHIUHQOMNMQRY NDVHW
mutacijom.

Do danas su sekvencirani i analizirani kompletni genomi mnogih organizama,

SUL pHPX VX ]QD ) eksp&imetd@RPRGHOD L ]1QDpDM@®Bé&r, SDWRJIHQD
Tymoczko, & Stryer, 2010).

=DSRPHOR VH DQDOL]RP [otb® Riakerijy LWKVX NRQDpPQLFL

eukarota V. PLOLMDUGH SDURYD ED]D GXJLP KXPDQLP JHQRPRP =DVDG VI
KXPDQRP JHQRPX SRVWRML RG -MGRGLUWMXXLR SHW@WHLEDpDMQR
PDQML EURM QHJR &W Rulnper8y) OEHQMLYDOR

.RPSDUDWLYQD JHQRPLND MH SRVWDOD ]QDpDMQR RUXyH X LVWUDA
JHQRPD L |D LVWUDALYDQMH HYROXFLMH 8] WR FMHORJHQRPVNL REUD\
PRJX LVSLWDWL NUR] XS R \urkpEnay,J20QY NLK pLSRYD

PURPMHQH X JHQVNRM HNVSUHVLML VH PRJX XWYUGLWL NRUL:
kvantitatinog PCR-D L KLEULGL]DFLMRP QD PLNURSRVWURMX APLFURDUUD\3 PL
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6WYDUDQMH WUDQVJHQLpPpQLK PLAHYD GDMH L]YUVWDQ XYLG X SDW
terapije (Reece, i dr., 2010).

YXQNFLMH RGUHYHQLK JH Q Dnaktitirdhjem Xjegaeveldsprésij¥ D W L
X HNVSHULPHQWDOQRP PR@Géfi@aX odSRISIK Whetbdadjp RNA
LOQOWHUIHUHQFLMD NRMD RYLVL R-ugie \WRNAWBKKIelUpQH GYRVWUXNR
eukariotske stanice (Nelson & Cox, 2004) 1RYD '1$ VH PRAH XQLMHWL YHNWRULPD
MDNLP HOHNWULPQLP SROMLPDRERWERPEPUCGURDPEMWERFOBD 6 WLP
SRYH]IDQD JHQVND WHUDSLMD SXQR REHUDYD nj€iRelL GDOMH RVWDMX P
primjene (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010).

52 OdrHyLYDQMH avhe Netc) @rne struktur e

S aspekta analize strukture DNA, gore su opisani postupci sekvencioniranja,
RGUHYyLYDQMD SULPDUQH VWUXNWXUH .HPLMVNH L HQ]JLPDWVNH PHWF
RGUHYLYDQMH VHNYHQFH YHUO VH PRByLYDRMWHHEFEGNRYODWUQH |ID RG
tercijarne strukture. Reaktivnost DNA i RNA molekula s kemijskim i enzimatskim
SUREDPD RYLVL R SRORADMX QXNOHRWLGD XQXWDU LOL YDQ GYRVWUX
VWUXNWXUD D SRQHNDG L R NDUDNWHUL ¥ (ididd@a SDNLUDQMD AIROGI
struktura) (Bloomfield, i dr., 2000). Enzimatske probe su nukleaze = enzimi koji
KLGUROL]JLUDMX IRVIRGLHVWHUVNH YH]H QSU '1$]D , QHVSHFLILpQD
6DPEURRN L GU L HIJRQXNOHD]D VOH]JHQRNAIRVIRGLHVWHUD]D ,,
egzonukleaza) (Bernardi i Bernardi, 1971). Endonukleaze prekidaju fosfodiesterske
YHIH QD VSHFLILPQRP PMHVWX XQXWDU SROLQXNOHRWLGQRJ ODQFD
KLGUROLJLUDMX YH]H L]JPHYX QXNOH DavirGI®IYD NUDMX '1$ PROHNXOH

Reakcija s kkmiMVNLP UHDJHQVLPD MH RGOLpQD PHWRGD |]D LVSLWLYDC
svakog reaktivnog mjesta na svakom nukleotidu. Reaktivhost svake baze je
MHGLQVWYHQD DOL VSHFLILpPpQL RNROL& VYDNRJ QXNOHRWLGD PRGX(
atoma. .RQIRUPDFLMD GYRODQDPDROWMHPHSQ® UHDNWLYQRVW ODOH SURPMH
X VWUXNWXUL NDR aWR V XhdilnakhQtvréd uzrdxbavavix ¥ 18 €@ MIH LYpHDQ PN
VHNYHQFDPD XMHGQR UH SURPMHQLWL EU]JLQH UHDNFLMD 3UHFL]QH OF
ili lijekova se mogu odrediti razlikama u reaktivnosti vezanih i ogoljenih nukleinskih
kiselina (Bloomfield, i dr., 2000). Za RNA, kovalentne reakcije mogu otkriti koje su
ED]JH MHGQRODQpPDQH RGQRVQR QHSRYH]DQH V NRPSOHPHQWDUQLP ED
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ODQFD SD SUHPD WRPH L REl¢§ QRu spardhihHsBRuMAIMM@LMH NR
VWUXNWXUDPD WH NRMH VX XNOMXpdobafieldXi d/,HOLMDUQH VWUXNWXUH
-HGQRODQpDQH UHIJLMH VH WDNRYHU PRJX SRMDYLWL X GYRODQpPDQRM
SDOLQGURPDVND REUQXWR SRQDYOMD@aMtkosnic?/ Ra YRGL VWYDUDQMX
VXSURWQRP ODQFX WDNYH RPpH VH PRJX GHWHNWLUDWL UHDJHQVL
MHG QR O D Q p ORMdaemfieHi JiLdvl,F2000). Nesparene baze se osim u opisanim

NUXFLIRUPQLP UHJLMDPD PRJX SRMDYLWL L X WURODQPDQLP L MXQNFL
NRMH VX pHVWR SRVOMHGXPOLQBIQMWI L YRIRMHVEKISWWR NRULAWHQH PHWRG!
RGUHYLYDQMH UHODWLYQH UHDNWLYQRVWL QXNOHRWLGD X QXNOHLQV
UHIDQMH ODQFD V RELONMMBEHQQPA AN BRMHP: AHQBMHVWX PRGLILFLUDQH E
itHUPLQDFLMD ODQFD UHYHU]QRP WUDQVNULSWD]RP QD WRP PMHVWX
VHNXQGDUQH VWUXNWXUH NRULVWLPR NHPLMVNH SUREH L QXNOHD]H =
VWUXNWXUH '1$ NRULVWLPR PHWRGH NULAQRJ SRYH]JLYDQMD NHPLM
svjetlosnog i ultrau ELpPDVWMHWORVQRJ NUL&AQRJ SRY (NelsyDSQMD ASKRWRFURVVS3
Cox, 2004).

Slka5-6 D -HGDQ WLS UHDNFLMH OLMHYR UH]XOWLUD IRUPLUD®RIKEP FLNOREXWLOQLP SUVWHQR
susjednih pirimidinskih rezidua. Alternativna reakcija (desno) rezultia 6 - IRWRSURGXNWRP V YH]RP L]JPHYX
C-6 jednog pirimidinai C -4 njegovog susjeda (b) f ormiranje ciklobutanskog pirimidinskog dimera uvodi
zakrivljenje u DNA . (Nelson & Cox, 2004, str. 295)
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6. )LILNDOQH PHWRGH X LVWUDALYDQMX '1%

2VLP SULMH RSLVDQLK NHPLMVNLK L HQJLPDWVNLK PHWRGD ]D RGU
dinamike nukleinskih kiselina UDVSRODAHPR L V ILILNDOQLPRzrBKAWRGDPD GLIUDNFLMF
(ogiba rendgenskih zraka), nuklearne magnetske rezonancije (NMR) te elektronske i

vibracijske spektroskopije.

6.1 Difrakcija X -zraka

3RORAaDM DWRPD X NULVWDOQRM UHAHWFLkrig#Ea&JDVFX pHVWLPQRJ VO
trodimenzionalne krutine formirane regularnim ponavljanjem pakiranja atoma, iona ili
PROHNXOD PR&H VH RGUHGLWL PMHUHQMHRci@QRNBFLMH L LOQWHQ]JLWHMW
fotografskom fimu X-]JUDNDPD RGUHVHQH YDOQH GXOMLQH OQDNRQ GLIUDNFLM!
elektronima atoma kristala. Primjerice, analiza X-zrakama pokazuje da su Na* i CI
LRQL DUDQALUDQL X MHGQRVWDYQX NXELpQX UHAHWNX =D UD]JOLNX R
kristala soli, tehnike za analizu kristala kompleksnih organskih molekula su puno
zahtevQLMH NDG MH UHSHWLFLMVNL REUD]DF NULVWDOD YHOLND PROHN?>
'l$ EURMQL DWRPL PROHNXOH GDMX WLVXiutahtehdilUDNFLMVNLK WRpPpDND

kompjutersku analizu (Nelson & Cox, 2004).

=D UD]XPLMHYDQMH RY RIHSSURAHWHEIRWOXBUWQMD VOLNH X VYMHWOR
PLNURVNRSX 6YMHWORVW L] WRpNDVWRJ LJ]YRU VH IRNXVLUD QD REME}
UbVSUaxXMX QD REMHNWX WH VH SRWRP UHNRPELQLUDMX QL]JRP OHUD N
VOLNX REDVMDQRJ REMHNWDYV HL DANMPIDXNW X RE MAHRNAM [RIGATHG LWL WDNYLF
sustavom, odnosno UHJ]ROXFLMVNRP PRUL PLNURVNRSD RGUHYHQD MH YDOQR
VYMHWORVWL X RYRP VOXpDMX YLGOMLYH VYMHWORVWL V YDOQLP GXC
Objekti manjih dimenzija od polovice valne duljine svjetlostt VH QH PRJX UD]OXpLWL
=D UD]OXpLYDQMH PDQMLK REMHNDWD jeSdbdaspiMébjgitFH SURWHLQD SRWI
V'Y M HW@IRIE dufina X UDVSRQX RG c GR c OHBRWLP QP
QH SRVWR Mrdkobhbiriakiju] Bkupljanje X-zraka i formiranje slike; umjesto toga
difrakcijski obrazac X-zraka se izravno skuplja, a slika se potom rekonstruira
PDWHPDWLpPpNLP WHKQLNDPD
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6.2 Spektroskopijarend JHQVNLP JUDpHQMHP

2SUHQLWR JRYRUHUOL RJLE YDORYD MH SRMDYD NRMRP VH RSLVXMH
SUHSUHNH 5D]OLpLWR RJLEDQL YDORYL X SURVWRUX L]D SUHSUHNH
LOQWHUIHUHQFLMVNH VSHNWUH NRMLY%JWDQGWEW IUPIGBMAPELMH R SUHSUHF
InformaciMH GR NRMLK PRaHPR GRuUuL QD WDM QDpLQ VX YMHURGRVWRMOC
prepreka kao sistema s pravilnom prostornom raspodjelom detalja na kojima se val
RJLED .ULVWDOQD VWUXNWXUD RSLVDQD NULVWDOQRP UH&HWNRP
ubjlPMHaAWDM DWRPUPXHRMWMWHEDQE® (UH L]JJOHG LQWHUIHUHQFLMVNLK V
ovisiti 0 smjeru promatranja kristala. X-JUDNH VH UDVSU&XMX QD HOHNWURQVNLP REOD
DWRPD X NULVWDOQRM UHAHWFL 9DOQD GXOMLQD HOHNWURPDJQHWVN|
RG GLPHQIJLMD GHWDOQMB E+R GREARANKPMDO PDNURPROHNXOD XRELpDMHQR VH
UHQGJHQVNH JUDNH YDOQH GXOMLQH RNR QP SURL]YHGHQH VLQNUR
Operativno, postoji nekoliko koraka u analizi strukture dobivene ogibom X-zraka.
Jednom kad je kristal dobiven (za ilusrt DFLMX WHAaLQH WRJ SRVWXSND NULVWDORJUL
SURFHV GRELYDQMD SURWHLQVNLK NdikogWwnj® Rugk M SRUHGLOL V GUAaADQM
SRPRUO FHORIDQVNH IROLMH SRVWDY OiMputy KztakPtégeX L]YRUD L GHWHNWR
dobiva difrakcijska slika kristalne strukture kao pravilnog W R p dgD V2dtka.
'LIUDNFLMVND VOLND NULVWDOQH UHAHWNH MH GYRGLPHQ]JLMVND SURM
atoma u kristalu. Tako dobivena mDSD HOHNWURQVNH JXVWRUH VH UHNRQVWUXLI
cjelokupnog difrakcijskog obrasca uporabom Fourierovog teorema (neharmonijska
funkcija prikazuje se kao zbroj kona fmog broja harmonijskih funkcija koje su
definirane frekvencijom i amplitudom). Model strukture se gradi tako da bude
NRQJLVWHQWDQ V PDSRP HAkihs &/dd Ra@IE,RGL1). X VWR U H

Fizikalni ok ROL&4 XQXWDU NULVWDOD QLMH MHGQDN RQRP X RWRSLQL I
Kristal predstavlja prostorni i vremenski prosjek strukture koja se dobiva iz njegove
analize, a difrakcija X-zraka na kristalu daje malo informacija o molekularnim
gibanjima unutar proteina. Konformacija makromolekula u kristalu mogu u principu
ELWL SRG XWMHFD WHRPEQ NIINDR O/RAWNX KVOXPpDMQL LOQWHUPROHNXODUQL N
XQXWDU NULVWDOD 0H yriéWforfacdeDdebivaie VODJ NP XML P WHKQLNDP D
(primjerice NMR-om) XVSRUHGH QMLKRYD D QD OfuhkriofaRén UH]XOWLUDWL

konformacijom (Nelson & Cox, 2004).
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Slika6.2-1 SRULMHNOR REUDVFD GRELYHQRhaUDrsdUENAQ A HARojnicu

PRAHPR RSLVDWL NDR QL] UDYQLQDLLUMPHYXLRRMURHYH NRWMLKRMNH XW
difrakcije jednog seta ravnina pojavljuju se pod kutom . X RGQRVX QD YHUWLNDOX X]YRMQLFH GDMXuL MHGDQ
NUDN GLIUDNWRJUDPD X REOLNX VORYD ; D WRpNtBMGU XGRMXHW B UXIISRIMDXOMXMX SRG
a . Donja polovica se pojavljuje jer uzvojnica ima simetriju gore -GROMH X RYRP DUDQaPDQX F 9DQMVNL
QL]JRYL WRpPDND X }&odgovdrdjdpivdm, drugom ... redu difrakcije (n=1,2...)

(Atkins & de Paula, 2011, str. 424)

Slika6.2-2 8pLQDN XQXWDUQMH VWUXNWXUH X]YR MQkaR4) SyiktRdEe DVFX GLIUDNFLMH ;
jedinice (rezidue) PDNURPROHNXOH VX SUHIJHQWLUDQH WRPpNDPD E SDUDOHOQH UDYQLQH X NRMLP Ot}
okomite na os molekule (c) ravnine daju jaku difrakciju s kutom NRMD QDP RPRJXUXMH RGUHYLYDQMH
XGDOMHQRVWL LJPHYX UDYQLQD K (Alkivs 8 @ePRUGATOML, str.ki24) Q A

6.3 Nuklearna magnetska rezonancija

105 MH YDaQD NRPSOHPHQWDUQD PHWRGD ]D RGUHYLYDQMH WUR
strukture makromolekula. ORGHUQH 105 WHKQLNH VH NRULVWH |D RGUHYLYDQMH \
makromolekula N D R & WuBljikobidrati, nukleinske kiseline, male L SURVMH&#QR YHOLN
proteine 3UHGQRVW 105 VWXGLMD MH 4WR VH L]YRGH QD PDNURPROHNXOD
je kristalografija X-zrakama ogUDQLPpHQD QD kéjeR €& HhoYUOKtistalizirati.

105 PR&H WDNRYyHU GDWL XYLG X GLQDPLNX VWUXNWXUD XNOMXpXN
promjene i interakcije s drugim molekulama.
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NMR se temelji na interakciji magnetskog polja i spinskog angularnog
momenta jezgre NYDQWQRMHX B QLN R G © féggreQ XN O M XHy,X M X i L
B¢, N, °F i 3P, posjeduju VSLQ L QMHPX SULSDGDMXiL VSUQVNL DQJXODUQL PR
FLOMX ODN&HJ UD]XPLMHYDQMD WDNR VORAHQH SRMDYH PRaHPR ]DPL
spinski angularni moment kao magnetski dipol. 8 WRM VOLFL PRaAHPR ]JDPLVOLWL NDNR
jako, stalno magnetsko polje u otopini NRMD VDGUAL MHGDQ WijeSaPDNURPROHNXOH
posljedicu orjentiranje magnetskih dipola u smjeru polja, paralelno (niske energije) ili
suprotno od smjera polja, antiparalelno (visoke energije). .UDWNL § V SXOV
elektromagnetske energije WRpPpQR R G U H yH Q,Hz. WatNordveQfrekwdridije,
RPRJXUXMH SRYHUDQMH EURMD MH]JDUD. Makrégkapsla HQHUJLMVNRP VWD (
magnetizacija je odUHYHQD ]JEURMHP VSLQVNLK PDJQHWVNLK PRPHQDWD L FLM
precesira oko osi + smjera stalnog magnetskog polja. Primjenom pulsa
HOHNWURPDJQHWVNRJ JUDPpHQMD ORQJLWXGLQDOQD NRPSRQHQWD
magnetskog polja) raste. Za vrijeme trajanja relaksacije longitudinalna komponenta
PDIJQHWL]DFLMH VH VPDQMXMH D WUDQVYHU]DOQD UDVWH "HWHI
WUDQVYHU]DOQH NRPSRQHQWH PDJQHWL]DFLMH PRAHPR GRELWL LQIRU
RGDEUDQLK MH]JDUD 8 VNRSLML MH QDMpHalUHje MH]JUD YRGLND 7DN
informaciju 0 QMLKRYRP WUHQXWQRP NHPLMXIMNgPrdNaRILAX 3RGDFL L]
pokusa na istom uzorku VH XVUHGQM X Ms¢ o§j& Signa/MX P W Hakg H
dobiva NMR spektar (Nelson & Cox, 2004).
'+ MH RG SRVHEQH YDAQRVWL ]DzbdgO Svojel Nigdkéi ULPHQW H
osjetljivosti i prirodne pojavnosti. '+ 105 VSHNWUL VX LJUD]JLWR NRPSOLFLUDQL MHU pD
SURWHLQL VD GHU DAV R WIR W W@Rktihhe HIpX§eOi e dindddmenzionalni NMR
spekar prekompleksan za analizu. Razvijanjem posebnih spektroskopskih
GYRGLPHQ]JLRQDOQLK 105 WHKQLND RPRJXUHQD MH VWUXNWXUQD
makromolekula. Takva je primjerice metoda NOESY - dvodimenzionalna
spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije koja se temelji na mjerenju se
udaljenosti ovisnog sparivanja nuklearnih spinova susjednih atoma u prostoru
nuklearni Overhauserov efekt (NOE). Totalnom korelacijskom spektroskopijom
(TOCSY) pak se mjeri sparivanje nuklearnih spinova u atomima povezanim
kovalentnim vezama.
BUHYRYHQMH GYRGLPHQ]LR Q Diogorthult®@8imergidmdlwiU D X
strukturu je zahtjevan proces. NOE signali daju informacije o uWlDOMHQRVWLPD L]JPHYX
pojedinih atoma, ali za valjano ]|D N O M X |pbtvebnQ j ktlentificirati koji atomi daju
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VYDNL RG VLJQDOD .RPSOHPHQWDUQ Lu i tlérgifikaeijNNOEHULPHQWL SRPDa
VLIJQDOD NRML RGJRYDUDMX DWRPLPD SRYH]DQLP NRYDOHQWQLP YH]DF
12( VLIJQDOD VX SRYH]DQL VD VHNXQGDUQ L&zvojniwdJ XNWXUDPD NDR aWF
*H Q H WLLQrféing je koristan za pripravu proteina koji koriste rijetke izotope *3C ili

5N. Novi NMR signali producirani ovim atomima i sparivanje s *H signalima koji su

UH]XOWDW RYH VXSVWLWXFLMH RPRJMN@EXSignEHQeWLILNDFLMX LQGLYLC
VWYDUDQMH WURGLPHQ]JLRQDOQH VWUXNWXUH QLHIHXPMRDOR VH XQRVH
XGDOMHQRVWL DWRPD L SR]IQDWD JHRPHWULMVND RJUDQLpHQMD NDR a
UD]JPMHAWDM DWRPD X PROHNXOL NRMD QH PRAHIASRNORSLWL? PROHL!
JUFDOQRJ UD]JPMH&AWDMD DWRPD PROHNXOD MH DNLUDOQD NDG QMFE
razlikujemo od originala), van der Waalsovi radijusi, duljine veza i kutevi 5DpXQDOR

generira skup bliskih struktura koje prezentiraju raspon konformacija konzistentan s

RJUDQLPHQMLPD =D QHVLJXUQRVW R~ WM XE MWHUMNR PHIDHOXADGH 105
molekularne YLEUDFLMH AGLVDQMH3 X @Q\NeMoD & COaXM200NWXUH X RWRSLQL

Slika6.3-1 ,]JJOHG WLSLpQRJ 105 MStkind &dé R&ula\VZQLD str. 519)

6WUXNWXUH RGUHYVHQHzrakdna/iWBR RPUDHLRBEHQLWR GREUR
podudaraju. Primjena obje tehnike je u srcu brze dostupnosti strukturnih informacija o
PDNURPROHNXODPD 4LYLK VWDQLFD
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6.4 Elektronska i vibracijska spektroskopija

(OHNWURQVNL VSHNWUL QDVWDMX DSVRUSFLMRP XOWUDOMXELpPD
HOHNWURPDJQHWVNRJ JUDPRQNBXQADNRY RWERL MBHOD HQHUJLMX PRAaH GR
do porasta temperature otopine AWRH QDMpH&UD SRMDYD LOL GMHORPLPQH SUHW
energije fotona u kemijsku energiju + fotokemijske reakcije te fluorescencije ili
fosforescencije.  Fluorescencija i fosforescencija su tipovi molekularne
(foto)luminiscencije (PLVLMVNL VSHNWDU PRaH SUXALWL NYDOLWDWLYQH L
podatke. Pri fluorescenciji QDVWDMH N DOV d) FSERLEYXigHeRion kojemu se
ne mijenja spin. Tijekom fosforescenciH QDVWDMH SREXkbéjephu sdOHNWURQ
mijenja spin.

$SVRUSFLMRP LQIUDFUYHQRJ JUDPpHQMD QDVWDMX YLEUDFLMVNL V¢
vibracijske spektroskopije treba spomenuti i Ramanovu spektroskopiju (koristi
UDVSUGHQMH (ORENDH IMNDRULVWH X RGéhbtagvb WBEVIQM X VWUXNWXUH L
(Hrvatska enciklopedija, 2015)

Slika6.4-1 ,]JOHG WLSLpQRJ DSVRUSFLMVNRJ VSHNWURPHWUD (NVFLWLUDMXuUH JUDNH JUDpH(
LIPMHQLPQR NUR] X]JRUDN L UHIHUHQWQX VWDQLFX D GHWHNWRU VH VLQNURQL]JLUD V QMLPD
relativna apsorpcija. (Atkins & de Paula, 2011, str. 465)

65 5DpXQDOQH PHWRGH

Uz opisane tehnike rada u strukturnoj biologiji, NMR spektroskopiju i
kristalografiju X-zrakama, za atomsku rezoluciMX NRULVWLPR L UDpXQDOQH PRGHOH
6WUXNWXUH GRELYHQH NULVWDORJUDILMRP L 105 VSHNWURVNRSLMRP
NULVWDORJUDILMRP VH GLUHNWQR GHWHNWLUD SR]JLFLMD DWRPD D ]D
kristali; NMR-om se pozicija indirektno detektira preko udaljenosti vodik-vodik, a
iZYRGL VH X RWRSLQL OHYyXWLP NULVWDORJUDILMD L 105 QH VOXA&H XY
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strukture- SUREOHP SUHGVWDYOMDMX NULVWDOL]DFLMD ]D NULVWDORJUDIL
za NMR. =DWR VH VOXA&LPR U D pX:QiidlekQiarRimPskhuRifarDePkdje

predstavljgu NRQYHUWLUDQMH HNVSHULPHQWDOQLK SRGDWDND X VWUXNWX L
PXWDFLMD SURPMHQD X RNROL&X XYLG X PROHNA®ODUQD NUHWDQMD Lt
NDUDNWHUL]DFLMD NHPLMVNLK VYRMVWDYD QSU SRYU&LQH ]D SUH)

predikcija strukture: sekundarne- algoritamski iz sekvence (Chazin, 2015).

Tablica 6.5 -1 Usporedba metoda u analizi strukture DNA. (Chazin, 2015)

Kristalografija X-zrakama | NMR spektroskopija 5DpXQDOQR PRGH
X 6WUXNWXUH x U otopini X Modelira bez
rezolucije X 2PRJIJXUXMH U eksperimenta
X 9% U & DNRRS uvjete X Vrlo brza
spektroskopije X ORA&H X Fundamentalno
okarakterizirati razumijevanje
GLQDPLpPpNH strukture, dinamike i
LQWHUDJLUD interakcija
sustave i kretanja
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7. Struktura deoksiribonukleinske kiseline

DNA je izvanredno savitiiva PROHNXOD =QDpDMQH URWDFLMH VX PRJXUH R
EURMQLK Y H]Bo3athdj (id$fddedksiriboznoj) okosnici, a W H U P flykiuatije
PRJX X]JURNRYDWL VDYLMDQMH LVWH]DQMH L RGYDMDQMH RWDSDQMH
GHYLMDFLMH RG '1$ VWUXNWXUH :DWVRQD L &ULFND VH QDOD]H X VWD
QHNH LOL VYH LPDMX J]QDpDMQH XORJH X '1$ PHWDEROL]JPX 2YH VWL
XJODYQRP QH GMHOXMX QD NOMXpQD VYRMVWYD 'l$ GHILQLUDQH RG
komplementarnost lanaca, antiparalelnost lanaca i ispunjenje zahtieva |D $ 7 L *A&

parova baza (Garrett & Grisham, 2012).

7.1  Sekundarna struktura

Rane difrakcijske studije X-zrakDPD UD]JOLpLWLK IRUPL YODNDQD QXNOHLQV
NLVHOLQD VX UH]XOWLUDOH V QHNROLNR NDUDNWHULVWLpPQLK L SRVH
IMLKRYD DQDOL]D MH UH]XOWLUDRUpin¥ mddlal BvOdtrii®e SUHGORA&HQLK
uzvojnice. Od njih su se samo tri modela naknadno potvrdile provedenim
difrakcijskim studijama jednog NULVWD O BPFUAVMWRDI@H ROLJRQXNOHRWLGQLK GXSOHN\
To su DNA forme Ai B, te A-51% IRUPD yHW YAJovda otkrifa se prvo
metodom difrakcije X-zrakama na jednom kristalu te je naknadno ponovno otkrivena
difraktogramima vlakana DNA 'DNOH GYRODQPDQD '1$ PROHNXOD SRSULPD MHGQ

sekundarnih struktura koje nazivamo A, B ili Z (Bloomfield, i dr., 2000).

Strukturne YDULMDFLMH X '1$ UHIOHNWLUDMX WUL SUHGXYMHWD UL
NRQIRUPDFLMH GHRNVLULER]JH URWDFLMH RNR NRQWLQXWHWD YH]D NR
stup i slobodnu rotaciju oko C- 1 JOLNR]JLOQH YH]JH =ERJ VWHULPpNLK SURVWRL
RJUDQLpPHQMD SSXUDRQVNXKP XQXNOHRWLGLPD RJUDQLpPHQL QD GYLMH
NRQIRUPDFLMH VLQ L DQWL X RGQRVX QD GHRNVLULER]X 3LULPLGLQL
QD DQWL NRQIRUPDFLMX JERJ VWHULPNLK LQWHUIHUHQFLMD L]JPHYX &aHC

na C-2 pirimidina.
U osnovi dYRODQpPDQD '1$ MH XRELpDMHQD GYRODQpDQD VWUXNWXUD
YH]IDPD L]JPHYyX QDVXSURWQLK ED]JD 7DNYH YRGLNRYH YH]H VX PRJXI
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DQWLSDUDOHOQLK ODQDFD 3RODUQL QL] @&HUHUD L IRVIDWD MH L]YDQI
XQXWDU VWUXNWXUH R ¥Hu,KzHOY VJjR F L-I€ktrdnskith dblBKa,

hidrofobne na svojim plohama. Jedna potpuno hipotetska konformacija GYRO D@ pD Q

ustroo EL ELOD VWUXNWXUD QDOLN OMHVWYDPD SUL pHPX VX SDURYL ED]
fiksnu udaljenost od 0,6 nm 8 W R RaBaJaljenosti LIPHYyX GYDMX VXVMHGQLK @aHUHUD
2YDNYD NRQIRUPDFLMD MH HQHUJHWVNL QHSRYROMQ@D MHU EL PROHNXC
SULVWXS X SURVWRU L]JPHyX KLGURIREQLK SRYUALQD ED]D 2YD VWUXN\
pretvara u uzvojnicu jednostavnim desnostranim okretom. Tada dobivamo strukturu

NRMD MH YHRPD QDOLN QD YHU RSLVDQL PRGHO GYRVWUXNH X]YRMQLF

razmakom od O, QP LIPHYyX ED]ID NRMD SUHGVWDYOMD QDMpHaUGX NRQIRUPD
otopini (Nelson & Cox, 2004).

7.1.1 B-DNA

Model Watsona i Cricka se naziva i B-formom DNA ili B-DNA i najstabilnija je
VHNXQGDUQD VWUXNWXUD ]D QDVXPLPpQX VHNYHQFX '1$ PROHNXOH X IL
SD MH VWRJD UHIHUHQWQDV WRD &iDsRVMKB.NR njom se

XVSRUHyXMX GYLMH JRUH VS RzHaQefavme: AGIREWedIinkaN & UDNWH
Roehm, 2004).
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Slika7.1.1-1 D 'YRODQpPpDQD '1$ |DPLAOMHQD NDR VWUXNWXUD QDOLN OMHVWYDPD E MHGQRVWDY!

okret ljestve pretvara u uzvojnicu . (Garrett & Grisham, 2012, str. 363)

Slika 7.1.1-2 Bazeuparubaz D QLVX GLUHNWQR MHGQD QDVXSURW GUXJRM X RVL KHOLNVD X]GXa& QHNRJ S
YHUO VX (RDSDEPMHAWHQH 2Y Ri sl brigataeia @ikbkidnih veza koje povezuju baze
]D AHIHIRYRDWQX RVRYLQX YRGL VWYDUDQMX Nrdiuivogmkenjohicg.LWLK YHOLpLQD X FLO
(Garrett & Grisham, 2012, str. 365)

Slika 7.1.1-3 B-DNA. (Koolman & Roehm, 2004, str. 87)
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7.1.2 A-DNA

Alternativna forma desnostranoj dvostrukoj uzvojnici je A-DNA. A-DNA
molekula se razlikueodB-'1$ X PQRJR NDUDNWHULVWLND 1DJLE ASLWFK3 LOL G
je potrebna za jedan kompletni okret uzvojnice MH U D]O L-pNAViEnosB3,%nm,
dok je u A-DNA 2,46 nm. Takav jedan okret u A-DNA zahtjeva 11 bp, dok u B-formi,
RYLVQR R ORNDOQRM VHNYHQ F,b bp WKAVDNA paiviLa2 dnisxi L
YLAH JRWRYR RNRPLWR SRVWDYOMHQL QD RV KHOLNVD YHUO VX QDJQXW
Uzastopni parovi baza su postavljeni svakih 0,23 nm dok su u B-DNA svakih 0,332
nm. B-DNA je prema tome dulja i tanja u odnosu na kratku i zdepastu A-DNA, koja
VYRMH SDURYH ED]D LPD VPMHaAWHOQH(GaNeR & Brigh&n,QD RVL KHOLNVD
2012).

Slika 7.1.2-1 A-DNA. (Koolman & Roehm, 2004, str. 87)

lako relativno dehidrirana DNA vlakna mogu poprimiti A-konformaciju u
ILILROR&NLP XYMHWLPD QHMDVQR MH SRSULRDvVEOL LNDG '1$ RYX NR
OHYyXWLP GYRVWUXNR X]YRMLWL '1$ 51$ KLEULGL YMHURMDWQR SRSULP
naA-'1$ -+ X 51% VWHULpPNL SUH Y2ddjte tkBijeGRXR Mnida XN R
poprime B-IRUPX KHOLNDOQRJ XVWURMD 8] WR GYRODQpDQH UHJIJLMH X

poprimaju konformaciju nalik na A, s bazama jako nagnutim na os uzvojnice.

40



7.1.3 Z-DNA

Konformaciju Z-DNA je kao prvu otkrio Alexander Rich s kolegama s MIT-ja,
analizom U DV S U &HzaZtakaha sintetiziranom deoksinukleotidu dCpGpCpGpCpG,
koji je bio kristaliziran u antiparalelnu dvostruku uzvojnicu QHRpHNLYDQH NRQIRUPDFLMH
,( JPMHQLpPpQD -gitingkaP PGRUY sekvenca ovog nukleotida je kljXp QD ]D
QMHJRYD QHRELDpPNKpdikoANInéR WxeWgvBninskih G-rezidua u ovom
LIPMHQLpQRP NRSROLPHUX VX URWLUDQH f V REJLURP QD QMLKRYX
DNA, tako da je sad purinski prsten u syn, a ne u anti konformaciji. Citozinske ((comment [s1]: _nisam siguma )
rezidue ostaju X DQWL IRUPL .DNR MH * SUVWHQ ARNUHQXW3 & SUVWHQ VH
RNUHQXWL NDNR EL VH ]DGUAaDOIRF N RASPLQ YR QNDMVVERDQD OHYXWLP
SLULPLGLQVNL QXNOHR]LGL QH SRSULPDMX ODNR VLQ NRQIRUPDFLM
interferencijH L]P Hy X SL 0d @- @dikowddNatoma i atoma u pentozi. Citozinski [Comment [S2]: hrvatski ]
prsten se ne rotira u odnosu na pentozu pa se stoga cijei C-QXNOHR]LG ED]D L d8HUHU
PRUD URWLUDWL ]D f 7RSRORAN Lisy HdP e IXnukled@i® * Comment[S3} _* RPLWR GD Q}
URWLUD ]D f E H]posoxrie Dugpdsiavd. G:C vodikovih veza. Drugim
ULMHpPLPD iMijdlarX N WeXX & VH PR &Hki®a6iy YW]IDEIHPHYX DWRPD

Slika 7.1.3-1 Z-DNA. (Koolman & Roehm, 2004, str. 87)
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,(JPMHQLPpQL QXNOHRWLGL SRSULPDMX BROQDEOWMBD MWWRI@ RUPDFLMH
jedinica zadanog lanca u Z-uzvojnici dinukleotid- ]|D ]|DGDQL EURM ED]D Q X]GXa MHGQRJ
lanca, - MH EURM GLQXNOHRWLGD 3ULPMHULFH *S&S*S& SRGVNXS VH
jednog lanca sastavljen je od tri uzastopne dinukleotidne jedinice: GpC, CpG i GpC.

UB-'1$ QXNOHRWLGQH NRQIRUPDFLMH VX X ELWL XQLIRUPQH L SRQDY(
PRQRQXNOHRWLG ,] WRJ VOLMHGL GD MH &S* VHNYHQFD NRQIRUPDFLI
VHNYHQFH X]GX4& L]PM HQdstuRe iev@niz€ Rdnidrmacijske promjene

u prijelazu iz B u Z prestrojavaM X AH aHRWQBRW QX RV SoRradcliLkbji inde

OLMHYRVWUDQX RULMHQWDFLMX 1$R WBRERENRNIFWLL G@D X ¥ LAGR
NRMHP *S&S*S SRGVNRSXDWIHS® IRUPLUDMX KRUL]JRQWDOQL A]JLJ3 GRN
AHUHUQL VHIPBIQYWUWURDWQL A]lDJ® 6UHGQML URWPFLMVNL NXW RNR R\
za CpG korak i - f ]D *S& NRUDN - XNXBOQRLOQXNOHRWLGQR SRQDYOMDQMH
OLQXV R]QDpDYD OLMHYRVWUDQX LOL URWDFLMX X VPMHUX REUQXWRP
osi heliksa. Z-DNA je izduljenija i tanjaod B-'1$ = NRQIRUPDFLMD PR&H QDVWDWL L X
VHNYHQFDPD NRMH QLVX AVWURJR3 VDVWDYOMH®H. RG LIPMHQLPQLK SLL
Primjerice, heksanukleotid MCGAT™CG, Py-Pu-Pu-Py-Py-3X VHNYHQFD NRMD VDGUaAL

dva 5-metilcitozina (™°C), kristalizira kao Z-DNA. Za in vivo metilaciju C na 5-poziciji

se vjeruje da favorizira prijelaz B u Z, jer bi se u B-DNA ove hidrofobne metilne grupe

SUXADORGHQL RNROLA YHOLNH NULYLQH GHVBPNBE4OL]JLUDMXUL QMHQX V
metilne grupe mogu formiUD WL VW D E L @idrptobrd M Xsloj.

Vjerojatno se Z-NRQIRUPDFLMH SULURGQR GRJDYyDMX X VSHFLILpQLP UHJLM
'1$ NRMD MH LQDpH S U H®ER RsihDdpay Qdiladja%e vezanu uz

regulaciju gena, pa bi pojavnost Z-DNA mogla utjecati na ekspresiju genetske

informacije (Garrett & Grisham, 2012).
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Slika 7.1.3-2 Usporedba deoksigvanozinske konformaciieuB  -iZ-DNA.UB-'1$ & -§-9
glikozilna veza je uvijek u anti poziciji. U lijevostranoj Z -DNA strukturi, ova veza se rotira kako bi

poprimila sin  (syn) konformaciju. (Garrett & Grisham, 2012, str. 369)

Slika7.1.3-3 B3URPMHQD X WRSROR&GNLP RGQRVURDI$SDIRYDHRDW EAHYW SDURYD
baza B-DNA je konvertiran u Z -DNA rotacijom parova baza. Purinski prstenovi (zeleno)

deoksigvanozinskih nukleozida se rotiraju promjenom konformacije gvanozin -deoksiribozn e glikozidne
YH]H L] DQWL X VLQ SRORA4DM SLULPLGLQVNL SUVWHQRYL SODYR VH URWLUDMX RNUHWDQMHP
nukleozida. Posljedica ovih konformacijskih promjena jest ta da parovi baza u Z-DNA regiji ne dijele YLaH

EE LQWHUDNF LM Kusjediind B cOMMArediama . (Garrett & Grisham, 2012, str. 369)
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KONFORMACIJA*

2SUH SURS

Udaljenost
LIPHyYX SDI
baza

Dijametar
pakiranja
uzvojnice

Rotacija heliksa
Parovi baza po
ponavljanju
uzvojnice
Parovi baza po
okretu uzvojnice
Srednja rotacija
po paru baza
Nagib po okretu
uzvojnice

Nagib para
baza na
okomicu
Sredniji
propelerski
okret para baza

Lokacija osi
uzvojnice

Proporcije

velike krivine®

Proporcije male
krivine

Konformacija
glikozilne veze

.UDWND L &

23 ¢C

255 ¢

Desnostrana
1

Velika krivina

Ekstremno uska i
veoma duboka

9HRPD &LUFE
plitka

anti

Dulja i tanja

332 ¢ * c

Desnostrana

Kroz parove baza

airoka s
intermedijarnom
dubinom

Uska s
intermedijarnom
dubinom

anti

Izduljena i tanka

38 ¢

Lijevostrana
2

12

§ f

Mala krivina

,JUDYQDQD QD S

heliksa

Ekstremno uska i veoma

duboka

antinaC,synna G

® ULYLQD &4OLMHE LOL XWRU RG HQJHH QU RRFBIMR Y HORRY HNHIENDIGID NULY L QD
APLQRU JUTRRBI¥a¥.1.3 -1 Tip dvostruke uzvojnice.  (Garrett & Grisham, 2012; Bloomfield, i dr., 2000)
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Slika 7 .1.3-4 Usporedba A -, B- i Z-formi DNA dvostruke uzvojnice. Udaljenost potreb na za jedan
kompletni RNUHW MH MDNM®regoXB$'1$ ,]JPMHQLpPpQD Plriddk®de®/kr@a Z -DNA je
NOMXpQD ]D O L MizVdjitce. WG tR\GVisham, 2012, str. 367)

Slika 7 .1.3-5 Watson -Crick A:T i G:C parovi baza. Sve H -veze u oba para baza su ravne, sa svakim
DWRPRP YRGLND + XVPMHUHQLP LJUDYQR SUHPD QMHJRYRP DWRPX DNFHSWRUX GX&aLNX 1 LOL N
H-YH]H VX QDMVQDAaQLMH 9H]DQMH YHULK SXULQaéaranjup®@®@abam SLULPLGLQLPD YRGL VW
LGHQWLpPQLP GLPHQ]JLMDPD RPRJX&RMWXDW GLYD RN RWQHEMARD SRSULPDQMH LGHQWLpPQLK

konformacija uzvojnice.  (Garrett & Grisham, 2012, str. 364)
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Slika 7.1.3-6 Okret uzvojnice i propelerski okret u DNA. (a) Uzastopni parovi baza u B-DNA su
URWLUDQL MHGDQ SUHPD GUXJRP ]D RWSULOLNH f WDM RNUHW VH |[DPMHUXMH SUL SRJOHGX
(b) Rotacija u drugoj dimenziji ~ +propelerski okret *RPRJXUXMH EROMH SUHNODSDQMH SDURYD ED]D 3RJOHG
ovdje je s ruba dva uzastopna p ara baza u jednom DNA lancu (kao da su dvije baze u desnom DNA lancu
'1$ X VOLFL D JOHGDQH V GHVQH PDUJLQH RYH VWUDQLFH WRpPNLFH SUHGVWDYOMDMX SRJOH
NRMH VX XVPMHUHQH SUHPD SURPDWUDpPX 5RWDFLMD X VpPiMapozxivh D] DOMNH QD VDWX SULND]DQ
SUHG]QDN F 'YLMH ED]H OLMHYRJ ODQFD '1$ QD VOLFL D WDNRYHU SRND]XMX SR]LWLYQL S
(rotacija u smjeru kazaljke na satu dvaju baza kad se gledaju s lijeve margine ove stranice). (Garrett &
Grisham, 2012, str. 365)

7.2 Tercijarna struktur a DNA

'RVDG RSLVDQH NRQIRUPDFLMH '1$ VX YDULMDFLMH NRMH GLMI
sekundarnu strukturnu temu, dvostruku uzvojnicu, u kojoj je DNA u regularnoj,
OLQHDUQRM IRUPL OHYXWLP '"1$ PRAH SRSULPLWL SUDYLOQH VWUXNWX
Q HNR O L N RGQretps @ibham, 2012).

8 GYRODQpDQRM '1$ GYD ODQFD VH RPDWDMX MHGDQ RNR GUXJRJ
10 bp (duljina potrebna za jedan potpuni RNUHW 'YRODQpPDQD NUXaQD '1$ SOD]PLGL
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bakterijski kromosomi, DNA raznih animalnih virusa) i inHDUQL '1$ GXSOHNVL pLML

krajevi nisu slobodni za rotaciju, formiraju super-X]YRMQLFH AVXSHUFRLOV3® DNR VX ODQFL

QHGRYROMQR QHJDWLYQR VXSHU ]DYLMHQL AQHJDWLYHO\ VXSHUFRL(
SR]JLWLYQR VXSHU ]JDYLMHQL A S RojhoNaediQUpeRSITMA FRLOHG3 1HGR

imaju manji broj zavoja, dok prezaviena DNA ima v L 8 DNA super-zavijanje je

DQDORJQR ]DYLMDQMX LOL RGYLMDQMX XaHWD pLMD VX RED NUDMD ILN

naprezanje. Negativno super-zavijanje stvara torzijsko naprezanje koje pogoduje

odmatanju desnostrane B-DNA dvostruke uzvojnice, dok pozitivnho super-zavijanje

prezavija takav heliks. Obje vrste super- ][ DYLMDQMD NRPSDNWLUDMX '1$ WDNR GD VH EL

sedimentira ultracentrifugacijski, odnosno SRNUHEWHAH X HOHNWg@$RIRUH]QRP

usporedbi s relaksiranom DNA (DNA koja nije super-zavijena) (Hammond, i dr.,

1997).

Slka7.221 TRURLGQR L LVSUHSOLUXiH ALQWH UZRX@eGja. (3 DNAMRVdnM H '1$ VXSHU
VSLUDOQR RNR ]DPL&OMHQRJ W R UR L-@BtenRoEsiadtaNor@Delekidmeagnatdks N X 2
]JDYRMQLFH E '1$ VH LVSUHSOLIiH L ]DYoinMdu 8ulycR livedrBGIDNA 6 X SHU X ]
RUJDQL]LUDQRM X RPpH pL M LtrivadelNiorbasirhske DNA V (QArPe@ & Grisham, 2012, str. 375)
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Slka7.2-2 6XSHUX]YLMHQD '1$ QD WRURLGQL QDpLQ VH ODNR RPDWD RNR SURWHLQVNLK AaSXOD:3 =

linearneDN $ V GYLMH QHJDWLYQH VXSHUX]YRMQLFH D VH PR&H VSDNLUDWL X WRURLGQX NRQIRUP

NUDMHYL SULEOLA&H E 2PDWDQMH '1$ WRURLGD RNR SURWHLQVNLK AGaSXOD3 VWDELOL]LUD |
superuzvijene DNA (c). (Garrett & Grisham, 2012, str. 377)

DNA VHNYHQFH NRMH VX REUQXWD SRQDYOMDQMD ALQYHUWHG UHSHI
LPDMX SRWHQFLMDO IRUPLUDQMD NULaQH XNULAHQH NUXFLIRUPQH
strukture (Devlin, 1997) 3DOLQGURPL VX ULMHpL IUD]JH LOL UHpPpHQLFH NRMH VH
sljeva L |GHVQD A$QD YROL OLORYDQD3 AUDGDU3® AQHYHQS:3 8YMHW ]D '
]JDPMHQD QRUPDOQRJ PHYyXODQpPpDQRJ ALQWHU3 SRYH]LYDQMD ED]D R
ALQWUDVWUDQG?: 7R ]D SRVOMHGLFX LPD VYLMDQMH VYDNRJ '1$ ODQF
se formira struk WXUD QDOLN XNRVQLFL KDLUSLQ NDNR EL VH RPRJXULC
palinromskih sekvenci (Nelson & Cox, 2004) . 7DNYH NULaQH VWUXNWXUH QLNDG QLVX
VWDELOQH NDR QRUPDOQL '1$ GXSOHNVL ]DWR &@&WR SRVWRMH QHVSDL
WDNYH XNRVQLFH OH Yy X WrkzBvijaQjéd uzBoWije YoReRzirso Prekidanje
P HYy X O D Q peaali gromociju formiranja N U L &€@llji. Kruciformne strukture imaju
dvostruku rotacijsku simetriju oko svojih centara i vjerojatno stvaraju posebna mjesta
prepoznavanja za DNA-YH]XUH SURWHLQH

Uz navedene, postoje i brojne druge strukturne varijacije koje ovise o sekvenci
WH VX WDNYH RWNULYHQH XQXWDU YHiULK NURPRVRPD L ]D QMLK VH
metabolizam i funkciju DNA segmenata u neposrednoj blizini (Nelson & Cox, 2004) .

Primjerice, nagibi DNA se nalaze u DNA uzvojnicama gdje god se uzastopce
SRMDYL pHWLUL LOL YL&H DGHQR]JLQVNLK UH]JLGXD X MHGQRP ODQFX
XJURNXMH VDYLMDQMH RG RWSULOLNH f 6YLMDQMH AEHQGLQJ3® NRN
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drugih sekvenci PRaH LPDWL XORJX X YH]DQMX QKPdrekh SURWHLQD QD '1$
Hatfield, 1996).

IHNROLNR QHRELPQLK '"1$ VWUXNWXUD XNOMXpXMH WUL LOL pDN pH
VWUXNWXUQH YDULMDFLMH LPDMX WHQGHQFLMX SRMDYQRVWL QD PMHV!
reguiraMX ]QDpDMQL SURFHVL 1% PHWDEROL]PD UHSOLNDFLMD UF
transkripcija). Nukleotidi koji sudjeluju u sparivanju parova baza mogu formirati brojne
dodatne vodikove veze, posebice s funkcionalnim grupama prisutnim u velikom
utoru. Primjerice, protoniUDQD FLWLGLQVND UH]JLGXD VH PRAaH XSDULWL V JYDQ
UHJLGXRP *A& QXNOHRWLGQRJ SDUD D WLPLNdWVAD V DGHQR]JLQRP $ 7
Cox, 2004). N’, 0°%i N° purina, atomi koji participiraju u vodikovim vezama trostruke
(tripleks) DNA, nazivaju se Hoogsteenovim pozicijjama, a ne-Watson-Crickovo
uparivanje se naziva Hoogsteenovim uparivanje (Karst Hoogsteen, 1963. prvi
SUHSR]QDR SRWHQFLMDO ]D RYDNYD QHRELpPQD VSDULYDQMD +RRJ\
RPRIJXUXMH IRUPLUDQMH WULSOHNV '1$ pi7 BiskohL pVjerLSOHNVL VX QDMVWEL
*A & A A&htjevaju protonirani citozin (Devlin, 1997). U tripleksima, pKj citozina je
! YHUL X RGQRVX QD QRUPDOQX YULMHGQRVW RG 7TULSOHNVL VH (
GXJLK VHNYHQFL NRMH VDGUAH VDPR 8dnbm RhaB.LNgk LOL VDPR SXULQH
WULSOHNVL 'l$ VDGU&H GYD SLULPLGLQVND ODQFD L MHGDQ SXULQV

purinska i jedan pirimidinski.

BRVHEQR HJ]JRWLpPpQD '1$ VWUXNWNBDnaleBiRQ DWD NDR +
polipirimidinskim ili polipurinskim lancima koji inkorporiraju zrcalna ponavljanja.
-HGQRVWDYDQ SULPMHU MH GXJL QL] iDWwAMVsth@iufaQe K 7 L & UH]JLGXD +
WURODQPDQD GYD RGISWWURYWYKNRKI (KHOLNVD VDGUAH SLULPLGLQH D
VDGUAL (8lxddh &Ebx, 2004).

8 '1$ ALYLK VWDQLFD P Mauwsakentar WISH 5 UIH 8- X 6 L
proteini su organizirana u palindrome, a polipirimidinske ili polipurinske sekvence
NRMH PRJX IRUPLUDWL WURVWISBXWH KRYRMQURG@DLOLXRPXNWBU UHJLMD
XNOMXpHQLK X UHJXODFLMX HN VW& HIAL MahgQ&Wakdtied XNDULRWVNLK
2008) 8 SULQFLSX VLQWHWLpPNL '1$ ODQFL GLIDMQLUDQL ]D VSDULYDQM
mogu formirati triplekse DNA i uzrokovati smanjivanje genske ekspresije. Ovaj
SULVWXS NRQWUROH VWDQLpPQRJ PHWDiER®é&died U&#D SRWHQFLMDOQH D!
Wang, & Vasquez, 2008).
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Slika7.2-3H-'1$ D 6OLMHG L]PMHQLpPQLK 7 L & MHGLQLFD VH PR4H VPDWUDWL JUFDOQLP SRQDY
FHQWUDOQRJ 7 LOL & E 2YL VOMHGRYL IRUPLUDMX QHRELPpQH VWUXNWXUH X NRMHP VX ODQFL
ponavljanja odvojeni i pirimidin - -VDGU&HUL ODQDF il Rxdde) ses@ijll nd drugu polovicu
SRQDYOMDQMD IRUPLUDMXUL WURVWUXNX X]JYRMQLFX 3XULQVNL ODQDF SRQDYOMDMXUH $ L * L
2YD VWUXNWXUD VWYDUD R &NAISOR&\CEN, ROk IA8H 1 $

Slika7.2-4 )RUPLUDQMH NULAQH VWUXNWXUH L] SDOLQGURPVNH VHNYHQFH XQXWDU '1$
6DPRNRPSOHPHQWDUQD REUQXWD SRQDY O MbDyshPe VddikoRiR Jé¢athd DUDQALUDWL ]D
SRYH]DQH NULAEQ L(GCavakt B Bishénd, 2012, str. 378)
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7.3 Kvartarna struktura DNA

Kvartarnom strukturom DNA nazivamo kompleksno sklapanje (slaganje;
AIROGLQJ® YHOLNLK NURPRVRPD XQXWDU HXNDULRWVNRJ NURPDWLQD L

7LSLpQD KXPDQD VWDQLFD MH P X SURPMHUX 1MHQ JHQHWYVNL PI
SDUD GYRODQpPDBYHL$1$X IRUPL NURPRVRPD SURVMHpPQD GXOMLQD NR
3x10° bp/23 ili 1,3x10® nukleotidnih parova. Pri 0,34 nm/bp u B-DNA, ovakav
NURPRVRP VDGUAL '1$ PROHNXOX GXOMLQH FP =DMHGQR RYDNYH G
VDGU&H SUHNR P '1$ NRMDWH » RMHPIEXNIURPMHUD P -DVQR MH GD V
'l$ PRUD NRQGHQ]JLUDWL 1D °| D R WERWU JPEIDLWRES VH SRVWLAaH ILQLP
namatanjem DNA oko proteina histona pa dobivamo nukleosom; potom se ti
QXNOHRVRPL SDNLUDMX X KHOLNDOQH IL®@DB HRIAHI RUIJDQL]JLUDQH X RP
PDWULNY NRVWXU LOL VNHOH SURWHLQD NRML RPRJXUXMX VWUXNWXU
(Garrett & Grisham, 2012)

'l1$ X HXNDULRWVNLP VWDQLpQLP MH]JUDPD WLMHNRP LQWHUID]
nukleoproteinski kompleks kromatin. Kromatinski proteini se mogu svrstati u dva
razreda: histone i nehistonske kromosomalne proteine. Histoni su strukturni proteini i
LPD LK X LIRELOMX GRN SURWHLQD QHKLVWRQVNRJ UDJUHGD LPD SR Q
SURWHLQD XNOMXpHQLK XADbEr,H W.V20X3).UHisthXi G rElatvinéd
mali, pozitivho nabijeni, argininom ili lizinom bogati proteini koji stupaju u interakciju
preko ionskih veza s negativno nabijenim fosfatnim grupama stupa polinukleotida.
3HW MH UD]OLpPpLWLK KLVWRQD SR]QBrviRhistena H2AS H2B,% + L +
H3 i H4 agregiraju i stvaraju RNWDPHUQX VUHGLEAQMX VWUXNWXUX QXNOHRVRPD RN
namata DNA uzvojnica. Kromatin naglo nabubri X YRGHQRP RNUXA&HQMX L WDNR
pripremlien za elektronsku mikroskopiju pokazuje nukleosome NDR ASHUGHL®D YU

AQDQL]DQH NXJOLFH3 AEHDGV RQ D VWULQJ3® SUL pHPX MH YUSFD

strukturu bez DNA je kristalografijom X-zrakama otkrio laboratorij E. N.
Moudrianakisa, a s DNA T. J. Richmond i suradnici (Garrett & Grisham, 2012).
2NWDPHU LPD SoRnakédkioj® Vadéd DNA oko oktamera; 146 bp B-DNA u
ravnoj, lijevostranoj super- X ]YRMLWRM NRQIRUPDFLML pLQL RNUHWD RNR KLVWF
NRMD MH VDPD SURWHLQVNL VXSHUKHOLNVY NRML VDGUAL VSLUDOQL SR\
Histon 1, protein s ti dRPHQH VOXaL NDR ]DWYDUDp NUDMHYD '1$ RNUHWD
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nukleosomske jezgre i za organizaciju dodatnih 40 do 60 bp duge DNA koja ( comment[s4):  nukleosomske?

SRYH]XMH VXVMHGQH QXN O HRAsENErH2008DLQNHU '1$3

Slika 7 .3-1Histonski oktamer. Nukleosomi se sastoje od dva okreta DNA superuzvijene oko histonske
RNWDPHUVNH (Saret] & Gisham, 2012, str. 341)

Slika 7 .3-2 Nukleosomi su vidljivi elektronskim mikroskopom. (A) kromatin izoliran iz interfazne jezgre na
elektronskom mikroskopu izgleda kao kro  matinsko vlakno debljine oko 30  nm; dio tog vlakna je pokazan
ovdje. (B) Ova elektron -mikroskopska slika pokazuje dio kromatinskog vlakna koje je eksperimentalno
otpakirano, ili dekondenzirano, po izolaciji za prikaz izg OHGD AQDQL]DQLK NXJOLRADEQKNOHRVRPD
dr., 2013, str. 185)
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Slika7.3-3 OLWRWLpPNL NURPRVRP VDGUAL NURPDWLQ NRML MISBRWHBEBEMDIMXWHR SDNLUDQ 2YD VOL!
elektronskog mikroskopa (SEM) pRND]XMH SRBOKX|pXMMKUDMD W L Kdgtk€@Rdsofnia VE&Rswakip
LIERpLQX VH PLVOL GD SUHGVWDYOMD YUGDN RGYRMHQH RPpH NURPDWLQD .URPRVRP VH GXSO
VHVWULQVNH NURPDWLGH NRMH VX MR&4 XYLMHN MDNR EOL]X MHGQD GUXJRM .UDMHYL NURPDW
desnom kraju slike. (Alberts, i dr., 2013, str. 188)

9LAL VWXSDQM NURPDWLQVNH VWUXNWXUH VH VWYDUD NDG VH Q>

NDUDNWHULVWLPQRP PRWLYX ASHUOL QD YUSFL® RPDWDMX &dHVW QXI
PRWLYX AVROHQRLG?® (0 ]DYRMQLFH 5H]XOW D W kadjeH QP GHEHOR NURF
VDGUAL RNR ES X VYDNRP RG VYRMLK |[DYRMD ,QWHUDNFLMH L]JPHY
susljednih nuklesoma stabilizira 30 nm filament. Ovaj 30 nm filament formira duge
'1$ RPpH SHWOMH YDULMDELOQH GXOMLQH RG NRMLK VYDND VDGUS?3

L WLV XuUD E Snik(dSkdpsks LhRaliza humanog kromosoma 4 sugerira
da je WDNYLK RPpL SRWRP NDUXJQERUPIQXDMXUL PLQLSUXJDVWX MHGLQ
APLQLEDQG XQLws 3UHPD RY(RRYIDFNG/I-H@)@LRQWSUKG)DI\M-IH DUDQALUDQR
RNR VUHGLAQMH RVL X VYDNRM RG NURPDWLGEmaKa®PDQRJ NURPRVRPD
& Grisham, 2012) 8 QDWRpPp LQWHQ]JLYQLP VWXGLMDPD PQRJR PpLQMHQLFD R NI
VWUXNWXUDPD YL&4HJ UHGD RVWDMH QHSR]QDWR
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Slika 7.3 -4 Model kromosomske strukture, humani kromosom 4. Dvost UXNL KHOLNV '"1$ a8LULQH QP VH
nDYLMD GYD SXWD RNR KLVWRQVNRJ RNWDPHUD NDNR EL VWYRULR QXNOHRVRPH RG QP VYDNI
bp (80 po okretu). 3RWRP VH a8HVW QXNOHRVRPD ]DY L MflantentR U &vbro modeluQ3® aLURNL
QP ILODPHQWL IRUPLUDMX GXJH '1$ RPpH VYDND RG NRMLK VDGUAL RNR ES SRYH]DQLK VYF
QXNOHDUQL PDWULNYV 2VDPQDHVW RYDNYLK RPpL MH SRWRP UDGLMDOQR QDQL]DQR RNR RSVH.
formiranje jedinice minipruge  kromosoma. Otprilike 10 ® ovakvih minipruga se pojavljuje u svakoj od
kromatida humanog kromosoma 4  tijekom mitoze . (*NROLNR MH SXWD RGUHYHQL VWXSDQM SDNLUDQMD '1$ GYRVW
X]JYRMQLFH JX&iH VOR&AHQ RG SRpPpHWQRJ VWX SGartét & RBERamY2QIR, GYBYWUXNH X]YRMQLFH

55



Slika 7.3-5 (a) Izvedena struktura nukleosomske jezgre omotane s 1.65 okreta DNA (146 bp). DNA je
prikazana kao vrpca. (lijevo) Pogled niz os nukleosoma; (desno) pogled okomito na os. (b) Jedna polovica
nuklesomske jezgre sa 73 bp DNA, pogled niz nukleosomsku os. DNA VH QH RPDWD X MHGQROLpPQRP NUXJIX
RNR KLVWRQVNH MH]JUH YHUO SUDWL SXW NRML VH VDVWRML RG GRQHNOH UDYQLK VHIJPHQDWDLC
(Garrett & Grisham, 2012, str. 380)

Slika7.3-6 yHWLUL SRJOHGD QD KLVWRQVNL RNWDPHU SRGEBHDNQE MXWHP MHGDQ QD GUXJL R
kristalografjom X -]JUDNDPD D VSULMHGD E RGR]JR+pogled niiiguoBGLVN YLHZ3
NURPDWLQVNRJ YODNQD 8 SHUVSHNWLYL F '1$ GYRVWUXND X]YRMQLFD VH RPDWD RNR RNWD
DNA superuzvojnice okomita na ravninu slike. (d) Opisani izgled nukleosoma s omotanom DNA.  (Garrett &
Grisham, 2012, str. 379)

7.4 Odnos struktura -funkcija

BWUXNWXUD '1$ VQDA&QR LOXVWULUD VRL®REQROFEMMH&QLPNL SULQ
makromolekula: blizak RGQRV L]PHyX VWUXNWXUH L IXQNFLMH ,]YDQUHGQD VY
NHPLMVNH WYDUL RPRJXiUXMX MRM IXQNFLMX YHRPD HILNDVQRJ L UR

pohranu informacija.

8 VWUXNWXUL '1$ PROHNXOH PRAHPR SUHSR]QDWL LVSXQMHQMH W
pred genetskim materijalom (Bio-Nica.info, 2015).
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6YDNL JHQHWVNL PDWHULMDO PRUD LPDWL VSRVREQRVW WRpPQH L
LQIRUPDFLMD NRMX QRVL SUHFL]QR UHSOLFLUD L SURVOMHYyXMH X VWD
NRPSOHPHQWDUQR VSDULYDQMH EP]G YAWR WUBH@WLIIH |8 YR I WRQXM H

uzvojnice u procesu replikacije.

*HQHWVNL PDWHULMDO PRUD WDNRYHU LPDWL NDSDFLWHW SRKU
SRWUHEQLK |]D XSUDYOMDQMH RUJDQL]DFLMRP L PHWDEROLpPNLP DNWLY
YHULQH JHQD MH S URWdlimenariDoksBliGaHPoXicija aminokiselina u
SURWHLQX RGUHYyXMH QMHJIJRYD NHPLMVND LakintéezBhDOQD VYRMVWYD *HC
proteinskog produkta i jedan od zahtjeva pred materjalom gHQHWVNRJ QDVOMHYD MH
upravljanje redoslijedom dodavanjaamiQRNLVHOLQD QD NUDM UDVWXiUHJ SURWHLQVNRJ
U DNA, ovaj zahtjev je ispunjen postojanjem genetskog koda u kojem grupe od tri
ED]JH RGUHYXMX DPLQRNLVHOLQH

*HQHWVNL PDWHULMDO PRUD WDNRYHU ELWL VSRVREDQ SUROD]LYV
u kojem se informacjD NRMX QRVL PLMHQMD &4WRYL&H NDNR EL PXWDFLMH EL
PXWLUDQH PROHNXOH PRUDMX VH PRUL UHSOLFLUDWL YMHUQR NDR L U
VYRMVWYR MH QXaQR ]D HYROXFLMX UD]J]QROLNLK RUJDQL]DPD VSRURP I
mutacija. Watson i Crick sX SUHGORALOL GD VX KHULWDELOQH PXWDFLMH '1$ P
ULMHWNLP SRJUH&AQLP VSDULYDQMHP ED]D V UH]XOWDWRP LQNRUS

nukleotida u novi DNA lanac tijekom replikacije.

Slika 7 .4-1 Kodiranje genetske informacije.  (Koolman & Roehm, 2004, str. 85)
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8. DNA u vodenim otopinama

'XJDpND1% X RWRSLQL QLMH ULJLGQL UDYQL awbDS 1DSURWLY '1$ V
G L Q D P spAjljwa molekula. Lokalizirane WHUPL@XNWXDFLMH SULYUHPHQR L]JRNUHUOX L
deformiraju DNA strukturu u njezinim segmentima % D]H L Aa-fbsidtnd QRsnica
VDVWDYOMHQH RG EURMQLK DWRPD SrdrRe@dRgHl imely®] HODVWLPQH NUHWQ|
nanosekunda. Dijelom ovi efekti prezentiraju promjene u rotacijskim kutevima veza
polinukleotidne okosnice 1D RYH SURPMHQH XWMHpX Li&ije3vVHNYHQFL RYLVQH Y
VODJDQMD ED]D Pdshedida ol je Qalse uzvojnica blago savija SD PRaHPR
UHUGL GD MH SROXVDYLWOMLYL awDS ]D NRMKad s¢H pLQL GD VH QDV)
spomenute varijacije uzmu u obzir na cijeloj duljinii DNA molekule, RpHNLYDQL
N R Q b peultat savijanja je dvostruka uzvojnica izgleda poput sfere (Garrett &
Grisham, 2012).

7UHED WDNRJHU QDSRPHQXWL GD VH SUL SRPQRP SUHJOHGX SRY
X]YRMQLFH RQD QH pLQL JODWNRP L EH]JREOLpPQRP 5D]OLPLWD VHNYH
UD]JOLPLWLP SRWSLVLPD QD L]JJOHGX PROHNUXBHKWXSWLOQLP SURPMHQI
LIPHYyX RVL XLYBRWQU&EHQD E D]Dj rigidhdsK REYUIAOIR proteini se

YH&X QD MHGLQVWYHQD PMHVWD QD '1$ ]JERJ VYRMH VSRVREQRVWL

strukturnih karakteristika DNA ovisnih o lokalnoj nukleotidnoj sekvenci.

,QWHUNDOLUDMXUH VH WY RiUposratd Riér@dhné MiolelulzkN URFLNO L
VDVWDYOMHQH RG SRYH]DQLK -kKehid¥et hrétrid, adt@dnpdilKi SUVWHQRYD
dr) XPHUXY ODNRUOURP XQXWDU GYRVWUXNH X]JYRMQLFH UD]JPLpXUL SRVO
XJURNXMXuL RGPDWDQMH X]YRMQLFH mMa V(BEMIXK,NI@OX)UX YLAH QDOLN OMH
Ovakvo lako umetanje tvari unutar dvostrukog heliksa pokazuje da se van der
:DDOVRYH VLOH NRMH VH IRUPLUDMX L]JPHYyX WLK WYDUL L ED]D HQH
RGQRVX QD VOLpQH YH]H L]PHYyX VDPLK ED]D 8] QDYHGHQR GDMH VH
RVQRYL AXNOL]DYDQMD3® WDNYLK DJHQDVD GD VH GYRVWUXND X]YRMC
odmotati i pritom prezentirati praznine za njihovo umetanje. To jest, DNA dvostruki
heliks u otopini mora poprimati oblik iz skupa metastabilnih alternativa standardnoj B-
konformaciji (Bloomfield, i dr., 20000 2YH DOWHUQDWLYH VWYDUDMX WUHSHUHUOL UF
GLQDPLpPpNLK VWUXNWXUD
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Slika 8.1 Struktutre etidjevog EURPLGD DNULGLQ RUDQAD L DNWLQRPLFLQD '
QMLKRYLK XpLQDND Q D(GArfethBUsKANMMR12 Xstr. 371)

WUL LQWHUNDOLUDMXUuUD C

, VDPR IXQNFLRQLUDQMH '1$ MH YH]DQR X] LQWHUDNFLMX V PROHNXO|
PROHNXODUQL RNROL& MH V uMRMEIDNOHQ idddl Uk htjet‘b}(HJ{(:omment[SS]z 2 poznato mi j, ali ne

]QDP &WR MH WR

iona na interakcije DNA s ostalim nabijenim ligandima, bitno je razmotriti utjecaj vode

i iona na konformaciju, a time i svojstva DNA (Bloomfield, i dr., 2000).

7DM XWMHFDM MH WDNDY GD VX 3ULYH L RVWDOL XVWYUGLOL
SHW VWUXNWXUQLK HOHPHQDWD D QH RG Wd4Jhii®R]QDWLK QDP ED]JL &
XUHYHQLK [LYR/GIHDQLK SURWXLRQD ® 6WXGLMH X HNYComment[ss spbcHa )

NRQFHQWUDFLMH VROL LOL AFRVROYHQWD?: GUXJR RWDSDOR NRMH VH
PRU RWDSDQMD SUYRJ RG YDAQRVWL VX |]D RFUWDYDQMH NRQIRUPD
NUNOHLQVNLK NLVHOLQD 8] WR WDNYL XYMHWL PRJX LPDWL ELRORA&NL
MDNR VODQLP XYMHWLPD D DNWLYQRVW YRGH XQXWDU VWDQLFH MH ]Q
koncentracijama proteina i nukleinskih kiselina. Takva varijabilnost se mora uzeti u

obzir kad se razmatra odnos struktura-funkcija (Bloomfield, i dr., 2000).
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3ULMH QR &WR UD]JPRWULPR LQWHUDNFLMH '1$ V QMHQLP RNROLA&HI
iHPR XORJH NRYDOHQWOQLK L nerdNSRKDIOHs@MIrQdtikkay H]D X

svojstva vode.

8.1 Interakcije u DNA

1DMVQDAQLMH YH]H VX NRYDOHQWQH YH]JH WDNYH VH YH]H QDOD]
unutar individualnih baza. Kovalentna veza je formirana dijeljenjem para elektrona
LIPHYX VXVMHGQLK DWRPD -Ugli§ (®Q)Dim¥ iylfinu XL.B® ML N
energijom veze od 355 kJ/mol (85 kcal/mol). Zbog takve jakosti veze, znatna energija
VH PRUD XORAaLWL ]D QMLKRYR UD]GYDMDQMH 9Ld&H RG MHGQRJ HOHNYV
GLMHOLWL L]PHYX GYD DWRR®BDV \DovilBthR LwiaQpvitjerice
dvostruka kovalentna veza C=0O s energijom od oko 730 kJ/mol (175 kcal/mol) i
QHAWR NUDURP GXOMLQRP =D QHNH VH PROHNXOH PRA&H QDSLVDWL YLE
NRYDOHQWQRJ YH]DQMD SD VH WDNR DGHQLQ PRé&H QDSLVDWL X GYLN
strukture. Ove adeninske strukttuUH RSLVXMX DOWHUQDWLYQH DUDQ&APDQH MHGQRYV
GYRVWUXNLK YH]D NRMH VX PRJXUH XQXWDU LVWRJ VWUXNWXUQRJ RNY|
DGHQLQVND VWUXNWXUD MH VOR&HQD RG QMHJRYLK GYDMX UH]JRQDQ
LIPHYyX GYDMX VXVMHGQLK PRNVRW DR RMWDWY>RNMVXRE MH LIPHYX MHGQRVWL
GYRVWUXNH YH]JH OROHNXOD NRMD VH PR&H RSLVDWL NDR QHNROLNR
RWSULOLNH MHGQDNLK HQHUJLMD LPD YHUX VWDELOQRVW QHJR PROHI
(Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010).

Slika 8.1-1 Rezonantna struktura adenina.  (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 7)

Slika 8 .1-2 Kovalentna struktura DNA.  (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 4)
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Nekovalentne veze su slabije od kovalentnih, DOL NOMXpQH ]D ELRNHPLMVNH
SURFHVH NDR &@&WR MH SULPMHULFH IR WRBKibodaQ ROBS)GY RVWUXNH X]YRMQL
yHWLUL RVQRYQH YUVWH QHNRYDOHQWQLK YH]D VX HOHNWURVWDWVNH
van der Waalsove interakcije i hidrofobne interakcije. Razlikuju se u geometriji,

MDNRVWL L VSHFLILPQRVWLVXVIRGW R DIp PaRH)Hajinia
vode.

(OHNWURVWDWVNH LQWHUDNFLMH IDELMHQD JUXSD MHGQH PRC

suprotno nabijenu grupu druge molekule. Energija elektrostatske interakcije je
opisana Coulombovim zakonom: E=kq;q./Dr; gdje je E energija, q1 i g2 naboji dvaju
atoma, r udaljenost dvaju atoma (LJUD&AHQX XQJVWUHPLPD na GLHOHNWULD
konstanta sredstva i k konstanta proporcionalnosti (k=1389, za energije u kJ/mal, ili
332 kcal/mol). Po dogovoru, SULY OibigrekBjMse pridjeljuje negativna energija.
Elektrostatska interakcija dva jednovalentna iona suprotnog naboja na udaljenosti od

c X YRGL ¢ kbaskthinté\80,Lirha energiju od 5,8 kJ/mol. Za istovrsne ione
QD LVWRM XGDOMHQRVWL X QHSRODUQRPNRKeB@MEPX NDR aWR MH KHNVD
energija interakcije iznosi -232 kJ/mol.

2. Vodikove veze. Ove interakcije su fundamentalno elektrostatske interakcije.
Vodikov atom u vodikovoj vezi je G MH@® Fpbdijelien od strane dvaju
HOHNWURQHJDWLYQLK DWRPD NDR a8WR VX GX&LN LOL NLVLN 'RQRU YRC
XNOMXpXMH L DWRP ]D NRMHJ MH YRGLNRY DWRP pYU&aUuH YH]DQ WH VDF
akceptor vodikove veze atom slabije povezan s vodikom. Elektronegativni atom
povezan s vodikovim atomom kovalenthom vezom SRPLpH F elekivoiske
J XV W®livodikovog atoma, koji time razvia GMHORBRAQWLY QL).@®rERM /
WRPH YRGLNRY DWRP PRaH VWXSLWL X HOHNWURVWDWVNX LQWHUDN
SDUFLMDOQL QHJ)DMikyw@ kez@ BLEmbo slabije od kovalentnih veza.
(QHUJLMD VX RG GR N- PRO 1HAWR VX GXOMH RG NRYDOHQWQLK
YRGLNRYLK YH]D,MdH WL]JPeBHYXUHPD WRPH XGDOMHQRVW L]JPHYyX GYDMX Q
vodikovih atRPD X YRGLNRYRM YH]l MH ¢ ]ARBDWKMDpH YRGLNRYH YH]H
imaju tendenciju biti ravne: GRQRU YRGLNRY DWRP L DNFHSWRU YRGLNRYH YH]H
ravnoj liniji.
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Slika8.1-3 9RGLNRYH YH]H 9RGLNRYH YH]H VX SULND]DQH JHOHQLP FUWLFDPD 3R]JLFLMH SDUFLMDC
I su prikazane. (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 8)

3. . Van der Waalsove interakcije. Osnova van der Waalsove interakcije je u
vremenskoj fluktuaciji distribucije elektronskog naboja atoma. U bilo kojem trenutku,
GLVWULEXFLMD QDERMD QLMH VDYU&8HQR VLPHWULPQD 2YD SUROD]QD
oblaka atoma elektrostatskim interakcijama inducira komplementarnu asimetriju
elektronske distribucije u okolniP DWRPLPD 7DGD GROD]L GR SULYODpHQMD L]JPHYX D
L OMHJRYLK VXVMHGD 2YR SULYODpHQMH VH SRMDpDYD SULEOLaDYD
njihovog razdvajanja na van der Waalsovoj XGDOMHQRVWL 1D XGDOMH[Comment[sn: QH ]QDP aWR}
YDQ GHU :DDOVRYH NRQWDNW Qtbojes Hl© dbmiQimjy {¥lse VQDAQH
vanjski elektronski oblaci preklapaju. Energije povezane s van der Waalsovim
LOQOWHUDNFLMDPD VX SRSULOLPpQR QLVNBWRED OGRYyXWL-PPRO SR SDUX
SULEOLADYDQMHP GYDMX SRYUALQD YHOLNLK PROHNXOD VYHOLN EUR

:DDOVRYRP NRQWDNWX SD MH XNXSQL HIHNW ]JEUDMDQMHP LQWHUDNEFI
DWRPVNLK SDURYD PRaH ELWL ]QDpDMDQ

Slika8.1-4 (QHUJLMD YDQ GHU :DDOVRYH LQWHUDNFLMH GRN VH GYD DWRPD SULEOLADYDMX (QHUJL
na van der Waalsovoj kontaktnoj udalje  nosti. Zbog elekron -elektron odbijanja, energija brzo raste na

XGDOMHQRVWLPD NUDULP RG N@EQyVTYNOZROHS SE/Er 016, QiRS) W L
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8.2 Svojstva vode.

9RGD MH RWDSDOR X NRMHP VH YHULQD ELRNHPLMVNLK UHDNFLMD
VYRMVWYD NOMXpQD ]D IRUPLUDQMH PDNURPROHNXODUQLK VWUXNWXI

reakcija (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010). Dva svojstva vode su posebice

relevantna:

1. Voda je polarna molekula. Voda je savijena, ne linearna, prema tom je
GLVWULEXFLMD QDERMD DVLPHWULPQD -H]JJUD NLVLND RGYODpPpL HOHN
MH]JDUD RVWDYOMDMXuUuL UHJLMX RNRkuphMDPORIINIMRGLNRYRJ DWRPD V
QDERMHP 7R PROHNXOX YRGH pLQL HOHNWULpPQL SRODUQRP VWUXNWXU

Slika8.2-1 (OHNWULpPQL GLSRO (B& FyMocekb, &SRr@H 2010, str. 8)

2. 9RGD MH MDNR NRKH]JLYQD OROHNXOH YRGH VX X VQDAQRM LQW
drugom preko YRGLNRYLK YH]D 2YH LQWHUDNFLMH VX RVRELWR RpPpLWH X VWL
YRGLNRYLK YH]D GUAL VWUXNWXUX QD RNXSX VOLpQH LQWHUDNFLMH S
WHNXURM YRGL SUHPGD MH MHGQD pHWYUWLQD YRGLNRYLK YH]D SUL\
Polarna priroda YRGH MH RGJRYRUQD ]DnuYKoNsRahX iz@Gokdd 8O0HN W UL p
Molekule u vodenoj otopini interagiraju s molekulama vode formacijom vodikovih
YH]D L SUHNR LRQVNLK LQWHUDNFLMD 7R YRGX pLQL VYHVWUDQLP RW

otapanja mnogo vrsta, osobito polarnih i nabijenih tvari koje mogu sudjelovati u ovim

interakcijama.

Slika8.2-3 6WUXNWXUD OHGD 9RGLNRYH YH]JH JHOHQH FUWLFH VH IRUPLUDMX L]PHyX PROHNXOD

VWYRULOH MDNR XUHYHQX LBBrY Rtk & Stryét) 20M00sK. 9)X
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4. Hidrofobni efekt. Posljednja fundamentalna interakcija, koja se naziva
KLGURIREQLP XpLQNRP MH PDQLIHVWDFLMD VYRMVWDYD YRGH 1HNH
molekule) ne mogu participirati u vodikovim vezama ili ionskim interakcijama.
Interakcije nepolarnih molekula s molekulama vode nisu tako energetski povoljne kao
LOQWHUDNFLMH L]PHYyX VDPLK PROHNXOD YRGH OROHNXOH YRGH X NRC
PROHNXODPD VWYDUDMX ANDYH]H® RNR QMLK SRVWDMXiuL EROMH XU
PROHNXOH YRGH X RWRSLQULDNOHYy XGWLAVMHNDE S\RDODUQH PROHNXOH SULEC
QHAWR PROHNXOD YRGH VH RVOREDYD RPRJXUXMXUL LP LQWHUDNFLWM
5H]XOWDW WRJ MHVW MDpD WHQGHQFLMD SRYH]LYDQMD QHSRODUQLK P
vodi, nego u drugim manje polarnim i manje samo-X G UWXMXULP NRKH]LYQLP
otapalima. Ova tendencija se naziva hidrofobnim efektom, a s tim povezane

interakcije hidrofobnim interakcijama.

Slika8.2-4 +LGURIREQL HIHNW 6NXSOMDQMHP QHSRODUQLK JUXSD X YRGL GROD]L GR RWSXaWDQMCLC
YRGH NRMH VX LQLFLMDOQR ELOH X LQWHUDNFLML V QHSRODUQLP JUXSDPD X RVWDWDN YRGHQ
PROHNXOD YRGH X RWRSLQX pLQL DJUHJDFLMX QHSRODUQLK JUXSD SRYROMQRP

(Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 9)

Gore opisane nekovalentne interakcije djeluju zajedno u povezivanju dvaju

lanaca DNA u dvostruku uzvojnicu.

Slika8.2-5'1$ UHSOLNDFLMD $NR VH '1$ PROHNXOD RGYRML X kalypDz2DODQFD VYDNL ODQDF PR&H EL!

stvaranje svog partnerskog lanca.  (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 6)
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Slika 8. 2-6 Formiranje dvostruke uzvojnice. Kad se dva DNA lanca s prikladnim, komplementarnim
VHNYHQFDPD SRPLMHaADMX RQL VH VSRQWDQR SRYH]X BxgyMhYobzkoDM X i X GYRVWUXNX X]YRMQLFX
Stryer, 2010, str. 6)

1. Svaka fosfatna grupa u DNA nosi negativni naboj. Ove negativnho nabijene
JUXSH VX X QHSRYROMQRM PHYXVREQRM LQWHUDNFLML QL] '1% Z
elektrostatske interakcije se odvijaju pri povezivanju dvaju lanaca DNA. Fosfatne
JUXSH VX XGDOMHQH YLaAH RG ¢ DOL EUddn fakhindniluUQWHUDNFLMD MH Y H(
dvostruke uzvojnice. Snaga ovih odbojnih elektrostatskih interakcija je smanjena
YLVRNRP GrdOkdrstahtdmpvode REUQXWR MH SURSRUFLRQDOQD GLHOHNWU
konstant) L SULVXWQRAUX LRQVNLK *YiuMg¥ niNiDoRopiaiw®e VX 1D
SRILWLYQR QDELMHQH YUVWH LQWHUDJLUDMX V IRVIDWQLP JUXSDPD L

njihov negativan naboj.

Slika8.2-7 (OHNWURVWDWVNH LQWHUDNFLMH X '1$ 6YDND MHGLQLFD XQXWDU GYRVWUXNH X]YRMQL
QDELMHQX IRVIDWQX JUXSX DWRP IRVIRUD MH SULND]DQ OMXELpPpDVWR 1IHSRYROMQH LQWHUD
nekolicinom drugih su prikazane crvenim linijama. Ove odboj ne interakcije se protive formiranju

dvostruke uzvojnice . (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 10)

9RGLNRYH YH]H VX YDAQH X RGUHYLYDQMX IRUPDFLMH VSHFLILpPQ
GYRVWUXNRM X]JYRMQLFL OHYyXWLP X MHGQRODQWDQRM '1$ GRQRUL I
YH]D VX L]JORAHQL RWRSLQL L PRJX VWYDUDWL YRGLNRYH YH]H V F

Povezivanjem dvaju lanaca, vodikove veze s vodom se prekidaju i nove vodikove
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YH]H L]PHyX ED]D VH IRUPLUDMX =ERJ IRUPLUDQMD LVWRJ EURMD YRGI
se i prekida, vodiINRYH YH]H QH SULGRQRVH ]QDpDMQR YRYHQMX SURFHVD
GYRVWUXNRJ KHOLNVD OHYyXWLP ]QDpDMQR SULGRQRVH VSHFLIL
BUHWSRVWDYLPR GD VH SRYHaX GYLMH ED]H -CriegkeMd QH PRJX SRYH]DWL
parove baze. Kontaktom baza vodikove veze s vodom se moraju prekinuti.

,JRVWDQNRP NRPSOHPHQWDUQRVWL ED]D SR VW&odAlWXUL QH PRaH VH Y
zamijeniti vodikovim vezama baza-baza. Zato je formiranje dvostruke uzvojnice

LIPHYyX QHNRPSOHPHQWDUQLK VHNYHQFL QHSRYROMQR

Slika8.2-8 )RUPLUDQMH YRGLNRYLK YH]D IFpRuirgnfe @vDsthike ixvEHickD entropija.

.DG VH RWRSLQH NRMH VDGU&H '1$ ODQFH NRPSOHPHQWDUQLK VHNYHQFL SRPLMH&aADMX ODQF

dvostruke uzvojnice. Ovaj proces rezultira smanjenjem entropije sustava LQGLFLUDMXuUL SUHGDMX WRSOLQH

okolini po drugom zakonu termodinamike.  (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 10)
3. Unutar dvostruke uzvojnice, parovi baza su paralelni i poslagani gotovo
jedan na drugi (Wikibooks, 2015) 7LSLpQD X GD O MH Q Raviwhalslifjddiix GY DM X
baza je 3, ¢ D XGDOMHQRVWL L]JPHYX QDMEOQLAatK 2WRPD VX SULEOLAQ
separacijska duljina odgovara van der Waalsovoj kontaktnoj udaljenosti. Baze imaju
WHQGHQFLMX VODJDQMD pDN L X MHGQRODQpPDQLP '1$ PROHNXODPD

VWDFNLQJ® L YH]DQH YDQ GHU :DDOVRYH LQWMHKUBNFLMH VX JRWRYR F
dvostruke uzvojnice.

+LGURIREQL HIHNW WDNRYyHU SULGRQRVL SRYROMQRVWL VODJD
vVODJDQMH ED]D SRPLpH QHSRODUQH SRYUALQH ED]D RG YRGH X PHYy
.RPSOHPHQWDUQRVW SRYUALQD MH NOMXpQD NDUDNWHULVWLND ND
SRYUEGLQH QDWRGER®RHLYH]H VOD&X VH V DNFHSWRULPD D QHSRODUQ
VH SRYH]XMX PDNVLPL]LUDMXuL YDQ GHU :DDOVRYH LQWHUDNFLMH L Pl
SRYUALQX HNVSRQLUDQX YRGHQRP RNROL&AX G6YRMVWYD YRGH LJUD!
RGUHYLYDQMX YDAQRVWL RYLK LQWHUDNFLMD
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Slika 8. 2-9 Slaganje baza. U DNA dvostrukoj uzvojnci, susjedni parovi baza su poslagani gotovo jedan
povrh drugog, i toliko mnogo atoma u svakom od parova baza je udaljeno za van der Waalsovu kontaktnu
udaljenost. Centralni par baza je prikazan tamno pla ~ vom, a dva susjedna svijetlo plavom bojom. Nekoliko

van der Waalsovih kontakata je prikazano crveno. (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 10)

Slka 8.2-10 )RUPLUDQMH GYRVWUXNH X]YRMQLFH L HQWURSLMD .DG VH RWRSLQH NRMH VDGU&H
NRPSOHPHQWDUQLK VHNYHQFL SRPLMHEDMX ODQFL VH SRYH]XMX X GYRVWUXNH X]YRMQLFH 2°
VPDQMHQMHP HQWURSLMH VXVWDYD LQGLFL U DdvLgam zakoWStaranvdiDamMed WRSOLQH X RNROL& SR
(Berg, Tymoczko, & Stryer, 2010, str. 13)
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8.3 Interakcija DNA s ionima

Od ranije opisanih studija difrakcije X-zraka na vlaknima, poznato je da DNA
SRVWRML X YLAH RG MHGQH NRQIRUPDFLMH X RMdij®QRVWL R NRQFHQWUI
metalnim ionima itd. Kako su nukleinske kiseline polianioni, one zahtjevaju protuione
za neutralizaciju negativno nabijenih fosfatnih grupa. Eksperimentalni rezultati
pokazuju da metalni ioni interagiraju in vitro s nukleinskim kiselinama i stabiliziraju ili
destabiliziraju dvostruku uzvojnicu. U ovim reakcijama vrsta metala, njegov naboj i
YHOLpLQD XWMHpX QD NRQIRUPDFLMX L VWUXNWXUX QXNOHRWLGD GL
molekula vode. Pokazano je da ovim interakcijama metal-DNA, ioni metalnog iona
VWXSDMX X LQWHUDNFLMX V 1 SXULQD L 1 SLWLIRLGLQD IRUPLUDMXUOL
M-1 7TDNRYyHU LQWHUDJLUDMX V IRVIDWQLP JUXSDPD RVQRYLFH '1$ S
nabijenih kisikovih atoma fosfatnih grupa i koordinacijskih molekula vode (Bloomfield,
i dr., 2000).

,QWHUDNFLMX LRQD V '1$ SURXpPLW GHPR QD SULPMHUX PDJQH]LMD
[IA grupe periodnog sustava elemenata i prema tome alkalni-zemljani element s
1s? 2s? 2p® 3s® konfiguracijom. Zbog malog radijusa iona i bivalentnosti, Mg?* formira
VWDELOQH NRPSOHNVH GR VSHFLILPQRJ VWXSQMD 8NXSQL WMHOHVQL
LIQRVL PPRO RG NRMLK MH X NRVWLPD D X VWDQLFDPD YHULQ
i tkivima, u slobodnoj i vezanoj formi. Magnezijevi ioni su esencijalniza RGUHYHQL EURM
VWDQLpQLK UHDNFLMD L UD]OLpLWLK PHWDEROLPNLK L ILIJLROR&NLK IXH
VYLP DQDEROLpPpNLP L NDWDEROLPNLP IXQNFLMDPD ODJQH]JLM DNWLYL!
VXVWDYH V NOMXpQLP XORJBPIDNR FHXWICENRDOOQMXIRNVDDWD]D SHSWLGD]H
enzimi za prijenos fosfata. Hidroliza ATP-D X $'3 MH QDM]QDpDMQLMD NDWDOLWLPND X
PDJQH]LMD X VWDQLPpQRP HQHUJHWVNRP PHWDEROL]JPX ,QWUDFHOXOD
SRQDMYL&H X YH]DQRM IRUPL ODIDQRIGMHWMHQX NRREBWQBEMMVND
PMHVWD QD '1$ V GUXJLP PHWDOQLP LRQLPD 6°5IBMWURVNRSLMRP MH Q
LPDMX ]QDpDMQ@X XORJX X VWDELOL]DFLML VHNXQGDUQH L WHUFLMDUC
XVSMHAQR QDWMHpX |D WD PMHVWD V PRQRADKaH®LWQLP LRQLPD YLALK
AVORERGQL?® KHNVD S ULUDWLRQIJYHAH ]D '1$ LOL 51%$ IRUPLUD
VXSHUPROHNXODUQX VWUXNWXUX 9HAH VH YRGLNRYLP YH]DPD ]D C
JYDQLQVNRP PMHVWX L 2 WLPH EORNLUDMXuL SULVWXS GHQDWXUD
reducira lokalnu JXVWRUX QHIJDWLYQRJ QDERMD L VWDELOL]JLUD '"1$ VWUXNW:
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konformaciji, B-'1$ 2YDM HIHNW VH QD]JLYD ASURWHNWLYQLPS3 OHYyXWLP
(pentahidrirani) magnezij (Mg(H»0)s>* YHaAH NRYDOHQWQR ]D '1% IRUPLUD
koordinacijski kompleks s Mg-O koordinativnom vezom u unutarnjoj sferi

NRRUGLQDFLMH 8 RYRP VOXpDMX OH]LMD MH MDpD L LPDPR ORNDOQX (
WRPH ASRMDpDQMH3 GLVWRU]JLMH VYLMDQMD GYRVWUXNH X]YRMQLFH 2
VWDQLFH 3UL YLALP NRQFHQWUDFLM p&sjePobal @feki MD QDMYMHURMD W (
PDJQH]LMD QD '1$ V WLP GD MH HIHNW ASRMDpDQMD3® MDpL MHU SUL
YL4H PDJQH]LMD NRY DO H@WQaRsdpoub &LThedphanides, 2002).

Slika 8 .3-1 Magnezij i dvostruka uzvojnica.  (Anastassopoulo & Theophanides, 2002)

8.4 Hidracija

9RGD MH NDNR MH YHi RSLVDQR JODYQR RWDSDOR ]D QXNOHLQV
ELRORANL UHOHYDQWQLP VLWXDFLMDPD QMH]LQH NRQFHQWUDFLMH VX
YHULQX GUXJLK YUVWD PDQMH RG PROarha 8a Wdk@iaP GLIUDNFLMVNLP VW
SRND]DQR MH GD VDGUADM YRGH LOL UHODWLYQD YOD&QRVW AKXPL
KHOLNDOQX VWUXNWXUX % IRUPD VH SRMDY®O8%MH SUL YLVRNRM UH(
$ IRUPD VH SRMDYOMXMH SUL UHODWL YeOrgaMizida@eDair@eR VWL L]JPHYX L [
LIPHYyX L UHODWLYQH YOD&QRVWL .DVQLMH MH SRND]DQR GD VDVW
QD RYH YULMHGQRVWL ,QWHUDNFLMH YRGH V QXNOHLQVNLP NLVHOL
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utjecaja interakcija drugih molekula s DNA na njenu strukturu. IR spektroskopske

studije i kristalografija X-]JUDNDPD VOX&H X RGUHYLYDQMX UHODWLYQH VQDJH L:
YRGH V UD]QLP PMHVWLPD QD QXNOHLQVNLP NLVHOLQDPD WH ]D R
YRGLNRYLP YH]DPD YH]DQH YRGH V UD]QLP PMHVWLPD QD '1$ ]D NRMH
YDAQHDENVOW.]DFLML RGUHYHQLK KHOLNDOQLK IRUPL 8] NULVWDORJUDILN
hidracije koriste se i metode IR spektroskopije, gravimetrijske i hidrodinamske

PHWRGH VOX&H RGUHYLYDQMX KLGUDFLMVNLK PMHVWD L HQHUJHWLI
hidracije u kontroli geometrije uzvojnice, sparivanja hidracije i vezanja iona i liganada

WH YDAQRVWL VWUXNWXUH R \BR&DIEDI df., 2DIONRQGHQ]DFLML

8.5 Prirodni produkti koji modificiraju DNA

9LAH RG WUL pHWYUWLQH NOLQLp NrirodhiGRdEkIHIGGEIK OLMHNRYD ]D UDN
derivirane iz biljaka, morskih organizama ili mikroba, koje interagiraju s DNA
(Yurkanis Bruice, 2013). Zbog karakteristike nekontroliranog rasta stanica raka, tvari
koje interferiraju s replikacijom ili transkripcijom DNA ga zaustavljaju. Ove tvari mogu
interferirati s DNA vezajXiiL VH L]PHYX SDURYD ED]D aiXQMHWHNDODFLMD LOL YH]
veliki ili mali utor ,QWHUNDOLUDMXUH WYDUL VH XWLVNXMX L]JPHYyX SDURYD ¢
'1$ NDR X VHQGYLpX &WR SURL]OD]LUo lajorqatdkeksRiXttleSODQDUQH L pHV
9H]DQMH '1$ MH pHVWR VWDELOL]JLUDQR LQWHUDNFLMDPD VODJDQMD V
baza. Aktinomicin D je primjer interkalatora. Vezaj XiL VH ]D '1$ UHPHWL GYRVWUXNX
X]YRMQLFX LQKLELUDMXuL UHSOLNDFLMMXRULWWLRQNON OLSHPMHQ MBNWLQRP
raznih vrsta raka (Chemocare, 2015) /LMHNRYL NRML VH YH&X |]D YHOLNX LOL PDOX I
pLQH WR NRPELQDFLMRP YRGLNRYLK YH]D YDQ GHU :DDOVRYLK LQWHU
SULYO®DWHID aWR LK SURWHLQL NRULMMWamydiD jeYpgdhEQMH VXSVWUDWD
FLWRVWDWLND NRML VH YHAH QDJedhb@ Lvbizan, Xamanycinl$ PROHNXOH
alkilira N-7 poziciju purinskog prstena (Viswesh, Gates, & D., 2010). Bleomycin se
YH&H ]DiutrbD'@$ 7DPR NRULVWL DWRP YH]DQRJ [@MeRPD AHOMH]D ]D XNC
vodikovog atoma iz DNA, prvog koraka u cijepanju DNA. Odobren je za terapiju
Hodgkinovog limfoma. Sva tri lijeka su izolirana iz bakterije Streptomyces, koju

nalazimo u tlu (Yurkanis Bruice, 2013).
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Slika 8. 4-1 Prirodni produkti koji modificiraju DNA. (Yurkanis Bruice, 2013, str. 1217)

9. DNA kondenzacija

3RKUDQD L SURFHVLUDQMH JHQHWVNH LQIRUPDFLMH NRGLUDQH X '1

WYDUL NRMH YH&aX VDYLMDMX SHWOMDMX L PRGLILFLUDMX '1$ WH
uzvRMQLFL SUHSR]QDYDMX VH L FLOMDMX QRYH '1$ YH]XUH WYDUL 1D
GRGDWQR NRPSOLFLUDM Xin vivQdd\ijadia i RaRo Ko raktRovhRtav.
NRQGHQ]JLUDQRP '1$ VWDQMX =QDQVWYHQLFL VH EDYH SURXpDYDQMHP
RG RWNULUD QXNOHLQVNLK NLVHOLQD OHYXWLP RG QHGDYQRJ UD]YRN
DQDOL]H MHGQRJ JHQD GR DQDOL]H FLNMRWOIRUYDHQRPNORNRPFRUKQR MH S
HNVSHULPHQDWD V PHKDQLFLVWLpNLIiRVSdH TS RAMedPd JHQVNH UHJXODFLMI
brojnih novih koncepata i do re-evaluacije nekih starih (Teif & Bohinc, 2011).

Slika 9-1 In vivo je DNA jako kompaktna . Slika prikazuje DNA E. Coli i DNA T2 bakteriofaga nakon
RVPRWVNRJ aRND X G H Yhiske @hskeDa®@BRtY YR®BIR MH RPRIXULOR HNVSDQ]LMX L] QMLKRYLK PQRJR
kompaktnijih in vivo konfiguracija. (Slika E.coli Y ODV QL &W YaRero,Blegenes Inc., Los Angeles
(1994); T2 slika iz Kleinschmidt et al. Biophys. Biochim. Acta 1962, 61, 252. )
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9.1 Koncept DNA kondenzacije

DNA je dug i jako nabijeni heteropolimer koji nosi u prosjeku jedan
elementarni negativni naboj svakih 0,17 nm. Promijer joj je oko 2 nm, dok joj duljina, u
RYLVQRVWL R RUJDQL]PX PRa48H ELWL GR QHNROLNR GHVHWDND FH
karakteristike DNA dvostruke uzvojnice SULGRQRVH QMHQRM MDNRM NUXWRVWL PHKED
VY RMYV WY D-foéfatriieH abQoRice, elektrostatska odbijanja fosfata, interakcije
slaganja baza svakoJ RG ODQDFD L LQWHUDNFLMH L]JPHYyX ODQDFD OMHUD '1%
duljina ustrajnosti ili tvrdokornosti dWR SUHGVWXYORIMQGKY MNRIMND |]DGUADYD
N UX W RV W DuinaDtgrBokornostt ASHUVLVWHQFH OHQJWK3 GYRODQpPDQH '1$ X
ILILRORANLP XYM FWhnP BviskbHOVDNARs&kiRenci. Ovako velika duljina
tvrdokornosti pLQL '1$ MHGQLP RG QDMNUXiULK SULURGQLK SROLPHUD QR WI
RGQRVX QD FLMHOX WLSLpQX .®xkEMQD G XIGMI QP PR PIRODPHULP
od duljine tvrdokornosti '1$ SRQDNMIDR IOHNVLELOQR X&H D QD PDOLP VNDODPD N
NUXWL awDS 3RSXW FULMHYD ]D SROLMHYDQMD YUWD '1%$ EL QDVXPFI
YROXPHQ QHJR NDG MH XUHYHQR SDNLUDQD

Slika 9.1-1 Duljina tvrdokornosti BURVMHPQD SURMENFD Y DpH GNDXLQ@uljinG DM H
WYUGRNRUQRVWL /DQDFHUDHH [SNRNBF@WLRK RGUHYHQRM NRQIRUPDFLML YULMHGQRVW GXOM
tvrdokornostt MH SURVMHpPQD YULMHGQRVW NRMD VH GRELMH L] VYLK NRQIRUPDFLMD

Prostor dostupan DNA in vivo je mnogo maniji od prostora kojeg bi zauzimala
SULOLNRP VORERGQH GLIX]LMH X RWRSLQL .DNR EL VH QRVLOD V RJL
'1$ LPD VSRVREQRVW SDNLUDQMD X SULNODGQLP XYMHWLPD X RWRSLQL

PROHNXOD 2ELPQR VH '1$ NRQGHQ]DFLMD GHILQLUD NDR A NRODSV L]G X
kompak WQH XUHYyHQH pHVWLFH NRMH VDGU&H MHGQX LOL QHNROLNR PROH
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SRVWRMH L GUXJH GHILQLFLMH NRMH SULNODGQLMH RSLVXMX UD]OI

konceptualno se pod DNA kondenzacijom razumijeva koncentrirana
makromolekularna faza u kojoj su susjedni DNA segmenti odvojeni sa samo nekoliko
VORMHYD PROHNXOD RWDSDOD 3UHPD WRPH ORNDOQR SRUDYQDYD

posljedica kondenziranog stanja.

]JDMHGQLpPNL VYLP ELRORANLP VWUXNWXUDPD PRJX VH REML
OLMHYR (OH

Slika9.1-2 9LVRNR XUHYyHQL VNORSRYL
maORJ EURMD IXQGDPHQWDOQLK VLOD NRMH GMHOXMX PHYyX PDNURPROHNXODPD

slika dijela stanic e eWDSLUD OMXGVNRJ RND V SULND]DQLP PXOWLOD(Ré¢s€2DUQLP GYRVORMQLP DJUHJDW
R.G. i Kardon, R.H., Tissues and Organs, W.H. Freeman and  Co., San Francisco, CA, 1979.)
(sredina) Elektronmikroskopska slikain  -YLYR NROHVWHULpPpNH ID]H.Cbl§. GLYOMHJ WLSD
(Prema Frankiel Krispin, D. etal.; EMBO J., 2001, 20,1184.) Za usporedbu je ispod prikazan isti tip
strukture DNA in vitro.  (Prema Loforestier, A. | Livolant, F., Biophys. J., 1993, 65, 56.)
GHVQR .ULRPLNURVNRSVNH L UDpXQDOQRIPURPHBUUNQHRPOLWHYBQRYD1$

omatanja unutar glava virusa.  (Prema Cerritelli, M.E., Cheng, N., Rosenberg, A.H., MCPherson, C.E., Booy,
F.P. i Stevenes, A.C., Cell, 1997, 91,271.)

9.2 DNA kondenzacija in vitr o

9.2.1 Eksperimentalne metode

Kondenzirana DNA stanja se in vitro SURXpDYDMX GRGDYDMXuL UD]JOLpLWH
NRQGHQ]JLUDMXiUH DIJHQVH RG MHGQRVWDYQLK DQRUJDQVNLK LRQD GR
pLPH VH GRELYDMX YD&AQL PRGHOL ]D UD ]iX@JMHY VMDPMRYHE IXQNFLRQLUD
za postizanje kontrolirane dostave lijekovD X JHQVNRM WHUDSLML 7LMHNRP pHWLUL GHYV
WDNYLK HNVSHULPHQDWD '1$ NRQGHQ]DFLMD VH SURXpDYDOD PHWRGI
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disperzije svjetlosti, viskozimetrije, osmotsk LP X U D Y Q R WIR,aN/Q RathBnove
spektroskopije, elektronske mikroskopije, mikroskopije atomskim silama, kapilarne
HOHNWURIRUH]JH WH RSWLpPpNLP L PDIQHWVNLP WHKQLNDPD LVSLWLYDQN

922 .RQGHQ]LUDMXuUL DJHQVL

DNA kondenzacija in vito VH PRA&H LQGXFLUDWL SULPMHQRP YDQMVNH VLOF
RVPRWVNL WODN |]D JEOXADRMQIVAD G ORVMOAWMNFLMRP SULYODpPQLK LQWI
LIPHYX '1$ VHJPHQDWD PXOWLYDOHQWQLP NDWLRQVNLP OLJDQGLPCL
SURPMHQMLYLP HOHNWULpQIIPFERUNHPRVYDSLNR BGRORANLP VXVWDYLPD
QHXWUDOQL SROLPHUL NDR &W Ra'MHm@tRaehtHiVpioieh) JOLNRO SOX
(ligandi). Uvjet pojave kondenzacije DNA u vodenim otopinama je prisutnost
protuiona AFRXQWHULRQV3 V QDERMHP RG LOL YL&H 8 HNVSHULPHQW
koriste o YDOHQWQL PHWDOQL LRQL L DQRUNHZYV NirooDWLRQL NDR aAWR Mt
SROLDPLQL L QMLKRYL DQDOR]JL SURWDPLQL SULURGQL L VLQWHWLD
bakterijski nukleoid-asocirani proteini i eukariotski kromatinski proteini. Monovalentni
SURWXLRQL NDRnogWiRduditéti KbBdenzaciju uz dodatni osmotski talk
induciran neutralnim polimerom (npr. PEG). Divalentni ioni ne mogu izazvati DNA
kondenzaciju lineranih DNA molekula u vodenim otopinama, ali mogu uz prisutnost
OLSLGD NRML RGYDMDMX '1$ PROHNXOH X ODRKOPRPUQH VWUXNWXUH QD
'l$ FLUNXODUQD &aWR JRYRUL X SULORJ '1$ VXSHUX]YLMDQMD NDR ID?"

kondezaciju.

8VSMHAQRVW LQGXNFLMH NRQGHQ]DFLMH QH RYLVL VDPR R QDERFR
QMHJRYRM YUVWL SULMH O kQjiLstrata Welzrbsthtdk® infevslRijeM H 0 Q
V '1$ IRVIDWLPD L NHODWQH NRPSOHNVH L GUXJH LQWHUDNFLMH V '1%
NRQGHQJLUDMXuUH WYDUL X XVSRUHGEL V DONDOQLP PHWDOLPD NRML V
fosfatima.

9.2.2.1 DNA kondenzacija inducirana metalnim kompleksima
Co(NH3)s*" je dobro poznati anorganski kation koji mo & inducirati DNA
kondenzaciju; brojni drugi kompleksi su ispitivani kao DNA kondenziraju i agensi:

co(llly, Co(ll), Fe(ll), Ca(ll), Cull), Ni(ll), Zn(ll), Ru(ll), Pt(ll) i La(lll). Korisno je ove

komplekse podijeliti u skupine ovisno o0 mehanizmu DNA kondenzacije: (i) kompleksi
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s jakim pozitivnim nabojima koji kondenziraju DNA elektrostatskim interakcijama, (ii)
kompleksi s planarnim interkalativnim ligandima koji kondenziraju DNA preko EE
(van der Waalsovih) interakcija, (iii) kompleksi o ve & DNA vodikovim vezama, i (iv)

kompleksi do se kovalentno ve & za DNA (Guan-Ying, Liang-Nian, & Hui, 2014).

Slika 9.2.2.1-1 Hipotetski model DNA kondenzacijskog mehanizma preko E @Enterakcija. (Guan-Ying,
Liang-Nian, & Hui, 2014)

Slika 9.2.2.1-2 Hipotetske model DNA kondenzacijskog mehanizma preko procesa povezivanja H vezama.
(Guan-Ying, Liang-Nian, & Hui, 2014)
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Slika 9.2.2.1-3 Hipotetski model DNA kondenzacijskog mehanizma preko procesa k ovalentnog
povezivanja. (Guan-Ying, Liang-Nian, & Hui, 2014)

9.2.3 Morfologije konde nzirane DNA

1IDNRQ GRELYDQMD NULWLPpQLK NRQFHQWUDFLMD NRQGHQ]JLUDMXuH
'l$ PROHNXOH VH NRQGHQ]LUDMX L] QDVXPLPpQLK QDPRWDMD X WRU
sofisticiranije strukture. Morfologija kondenzata ovisi 0 svojstvima otopine i strukturi
N R QGHQ]L Udgéhsail HaJ vrsta kondenzacije, monomolekularni kolaps ili
PXOWLPROHNXODUQD DJUHJDFLMD R GXOMLQL '1% 'L$ PROHNXOH N
tvrdokornostilRUPLUDMX XUHYHQH IDJH WHNXUHJ NULVWDOD (NVSHULPHC
NRQGHQ]DWL VX VWDELOQL XQXWQWUDBRWRNRQGHQYIDUDIMXRHJ OLJDQG
BRYHUDYDMXiL NRQFHQWUDFLMH OLJDQGD '1%$ MINRQGHQ]DFLMD MH ¢
prijelazom: agregati se ponovno otope W]Y AUHHQWUDQW:3 NRQGHQ]DFLMD

9.2.4 Uvidi iz fizike

9.2.4.1 Prielaz AFRLOREXOH?3

.RQGHQ]DFLMD GXJDpNH GYRVWUXNR X]YRMLWH '1$ MH RaAWUD WUDC
RGYLMD X XVNRP LQWHUYDOX NRQFHQWUDFLMIBO REXI®HPGD 2SiD VYRM\
WUDQ]JLFLMH VX YHULQRP RGUHYHQD GXOMLQRP '1$ NRQFHQWUDFLMDP
tvari u otopini L WHPSHUDWXURP D QMHQRP VHNYHQFRP NDR dWR MH VOXpb
'T$ VHNYHQFD RGUHYyXMH ORNDOQH LQWHUDNFLMH L SUHSR]QDYDQMFE
uzvojnica u kondenziranoj DNA fazi. DNA je jako krut polimer pa je tranzicija iz forme
QDPRWDMDXAPRIADVWX AJORREXOH3 |IRUPX
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9.2.4.2 Hidracijske sile

Kako dvostruke uzvojnice stoje jako blizu jedne drugima u kondenziranoj fazi,
WR YRGL UHVWUXNWXULUDQMX PROHNXOD YRGH pLPH QDVWDMX KLGUDI
dipol koji se orijentrau HOHNWULpPpQRP SROMX SRYUALQH VXVMHGQH '1$ 'LSROL V
RULMHQWLUDMX RNRPLWR QD QDELMHQX SRYUALQX 7TDNYR RULMH(
eksponencijalno s udaljenosti R G SRYDNAQHAH VLOH PRJX ELWL SULYODpPQH LOL
odbojne, a njihova snaga ovisio XUHWHQYWMGH QD QDELMHQRKINS RYU&ALQL GRN
slablienja L SUHG]QDN eSilUbadbifamd, e@sMo strukturi vode na dvama
SRYUELQDPD 3ULYODpHQMH MH UH]XOWDW NRPSOHPHQWDUQRJ D R

strukturiranja.

9.2.4.3 Kondenzacija protuionima

DNA je jako nabijena negativna molekua WH QH PRAaH SRVWRMDWL X RWRSLQL EH]
drugih iona, pa tako DNA ustvari postoji kao sol Na* ili drugih alkalnih metala.
JLILROR&ANH RWRSLQH WDNRYyHU VDGUaH YHOLNH NROLPLQH GLYDOHQW
esencijalni za funkcioniranje enzima i imaju strukturne uloge u DNA, RNA i
SURWHLQLPD 8] QODYHGHQH RNUX&HQD MH L GUXJLP QDELMHQLP PROHN:
poliamini (spermidin®* i spermin®*) i proteini. Distribucija multivalentnih iona u vodenoj
otopini u blizini PDNURLRQD X YHULQL MH RGUHYHQD NRPSHWLFLMRP L]JPHYX H
LOQWHUDNFLMD X VXVWDYX L HQWURSLMRP NRQVWLWXHQDWD RWRSLQH
SURWXLRQL V@DSQDEXPHIX SR Y UdiL@vojerGiR e rabie, keRse
stvara difuznieOHNWULPpQL GYRVWUXNL VORM

Slika9.2.43-1 . HPLMVND VWUXNWXUD NRQGHQ]LUDMXuULK DIJHNJD®2B3B- OLSLGQRJ DJHQVD '270%
dioleiloksi )propil ]-N,N,N-trimetilamonijev  klorid ) (1), heksaminokobalt (Ill) (2), speridin 3 (3) i spermidin a
(4). (Guan-Ying, Liang-Nian, & Hui, 2014)

*HUDOG 0DQQLQJ MH RSLVDR VYRMVWYD LRQVNRJ REODND RNR FL
NRMD SUHGVWDYOMD SROLHOHNWUROLW X RWRSLQL ,]JQDG NULWLpPpQH
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SURWXLRQL VH NRQGHQ]JLUDMX QD FLOLQGUX L UHGXFLUDMX QMHJRY X
vrijednosti.  Kondenzacija protuionima je posliedica dominantne ASREMHGH:3

Coulombove potencijalne energije nad entropijom. Iz tog koncepta slijjedi da

vezanjem liganda za DNA, ligand treba zamijeniti nekoliko monovalentnih iona u

Manningovu sloju ( S R G U Xzwisljek DNA).

9.2.4.4 Protuionske korelacije

Za razumijevanje DNA-'1$ SULYODpHQMD PRUDPR UD]JPRWULWL NRUHODFLMF
protuiona. Jednostavna interpretacija mehanizma koji vodi SULYODpHQMX VH PRAH GRELWL
QD WHPSHUDWXUL QXOD NDG VH SURWXLRQL NRQGHQ]JLUDMX QD QDEL

SRILWLYQLK L QHJDWLYQLK QDERMD QD skRiYddojnth. MH GRELYHQD &RX
PHYXGMHORYDQMHP

Slika 9.2.4.4-1 llustracija DNA -DNA interakcija p reko protuionskih korelacija. (A) DNA -'1$ SULYODpHQMH
SURL]OD]L L] XVNODYHQLK SRVWDYOMDQMD YH]DQLK OLJDQDGD % 3URWXLRQL YH&X '1$ QD NR
slici A, ali sad se u obzir uzima i helikalna priroda DNA. Segmenti DNA uzvojnica, u registru, se SULYODpH
dok se oni van registra odbijaju.  (Teif & Bohinc, 2011)
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9245 SURWXLRQVNR NULAQR SRYH]LYDQMH SUHPRAWHQMH AEULGJLQJ:®

/LJDQGH PRAHPR SULND]DWL NDR WRPNDVWH VIHULPQH ]JYRQROL
QDERMH SUL pHPX SRVOMHGQML DSURNVLPLUDMX PDOH SURWXLRQH I
SURWHLQH QHNL EDNWHULMVNL SURWHLQL 8 SULVXWQRVWL &aWDSLI
najpovoljnija udalienosW L]PHYyX QDELMHQLK SRYU&ALQD GYDMX '1l$ PROHNXOD R
duljini takvog liganda. Na ovoj udaljenosti postoje dvije najvjerojatnije orijentacije
awbDSLUubVWLK pHVWLFD SDUDOHOQD LOL RNRPLWD QD QDELMHQH SR
pokazuju tendenciju kontakta L]JPHYyX SRJLWLYQLK QDERMD SURWHLQD L QHJDWLY
SRYUALQH 2NRPLWR SRVWDYOMHQH pHVWLFH SRYH]XMX SRYU&LQH SR
SRYH]LYDQMH PRaH YRGLWL SULYODpHQMX L]JPHYX '1$

Slka9.2.45-1 ,0XVWUDFLMD '1$ NUL&QRJ SRYH]LY D QM@) BWijensdativbo/nabijgheS URW XLRQLP D
SRYUALQH VX XURQMHQH X HOHNWUROLWQX RWRSLQX NRMD VDGU&L SR]LWLYQR QDELMHQH &
SURWXLRQH % ,RQL VH RULMHQWLUDMX SDUDOHOQR L RNRPLWR QD PDNURLRQVNH SRYU&LQH
VWYDUDMX S U HBifRaBsHHhE RODL)

9246 '1$ SUHRNUHWDQMH QDERMD AFKDUJH UHYHUVDO?S3

U nukleoproteinskim kompleksima DNA i histona, negativhi DNA naboj je u
PQRJLP VOXpDMHYLPD SUHRNUHQXW SR]JLWLYQR QDELMHQLP YH]DQLP
PRaH SRVWLUL OLSLGLVRD DS DRWHXPLRMMHYDQMH QDP SRPDaH NRQFHSW
IUDNFLRQDOL]DFLMH QDERMD .RQFHSW MH ED]JLUDQ QD LGHML GD V|
SURWXLRQL X NRQWDNWX V '"1$ QH YHAX X VWRLKLRPHWULPNRM UDYQI
ApHWNLFH3 L VO L QMLKRYYMNHNKX RGL QDERWD PIREHHE LW L
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Slika 9.2.4.6-1 Elektrostatski mehanizmi DNA resolubilizacije. (A) Nekompletno ionska disocijacija. Pri

UD]JOLPLWLP NRQFHQWUDFLMDPD LRQD X RWRSLQL PXOWLYDOHQWQL LRQL PRJX PLMHQMDWL V'

Kompeticijiaza DNA' YH]DQMH L]PH§X SURWXLRQD UD]OLPpLWLK QDERMD RGUHyXMH MH OL '1$ NRQGHQ]L

(B) DNA preokretanje naboja vezanim multivalentnim protuionima. (Guan-Ying, Liang-Nian, & Hui, 2014)

9.2.4.7 DNA-DNA prepoznavanje

Simetrija DNA uzvojnice PRaH GDWL RowsHNDNA-DNA interakcije.Za
KRPRSROLPHUH WR ]QDpL GD VH '1$ VHIPHQWL X IDJL SULYODpH D RQI

=D KHWHURSROLPHUH WR ]QDpL GD VX VLOH L]JPHYyX VHIJPHQDWD RYLV(
2YL PHKDQL]PL VN \@RWYUJHQL

9.3 Primjena DNA kondenzacije

Glavna potencijalna aplikacija DNA kondenzacije u medicini je njena upotreba
za dostavu gena u genskoj terapiji.

6RPDWVND JHQVND WHUDSLMD XNOMXpXMH GRVWDYOMDQMH LVSUD
VWDQLFH ]JDKYDUHQLK WNLY Dpa S¥rbatakdj gRNskpjReraQifh e® WoV W X
i in vivo. U prvom se geni transferiraju stanice izvan tijela te se potom te stanice
uvode u tkiva koja trebaju korekciju. U drugom pristupu gen se direktno dostavlja.
*HQ VH PRAH GRVWDYLWL Y L-UsvGrrRetydd. Br&dddRtRirus@ih Q H

YHNWRUD MH UHODWLYQD ODNRUD XODVND X VWDQLFH GRPDULQD OHyYX
YLUXVD NDSDFLWHW SULMHQRVD

D SO L N D F L NPésshired ROREY.

RYLVQRVW R VWDQLpQRM SUROLIH!
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Slika 9.3-1 Osnove genske terapije na primjeru iz hematologije. (Passarge, 2006, str. 421)

Uz probleme s virusnim vektorima i drugim metodama dostave gena, u
JHQVNRM WHUDSLML SRVWRMH L SUREOHPL YH]DQL X] SUHSR]QDYDQMH
mora ciljati umjetnim DNAili 51$ NRQVWUXNWLPD L PRGLILNDFLMH PHWH QDpLQ S
PHWH RG VWUDQH NRQVWUXNWD 2ELPQR VH SRWUDJD ]D GRVWDYOM
RGYLMD HNVSHULPHQWDOQLP SURELURP X NRPELQDWRULMVNLP NQMLAQ
OLSLGD GHULYDWD &HWHDWX LGWK® M NRRMR. YRVWRURP QDERMD REOLNRP
ODQFD KLGURIREQR&UX L SUHPD WRP H(IeMBVEQREWL '1$ NRQGHQ]DFLNMN

2011).

.DNR EL VH GRELOD XpLQNRYLWD JHQVND WHUDSLMD ]JDKWMHYQL C
]JlD GRVWDYOMDpHP VH PRUD NRPELQLUDWL V UDpXQDOQRP VHOHNFLMRF

lijek-dostava-meta (Wu QW, 2004) .

8 ELRWHKQRORJLML '1$ VH PRA&H IbideRebra VeAKaBOWL L ]D VWYDUDQMH
RVQRYQD JUDYyHYQD MHGLQLFD QDQRVWUXNWXUDV-XOSURJUDPLUDQRP V

DVVHPEO\3
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Slka9.3-2 6DPRVNODSDQMH QDQRVNDODUQLK '1$ NXWLMD V SRNORSFHP pLMH VH RWYDUDQMH PRa

Slika 9.3-3 Sklapanje DNA za stvaranje nanoskalarnih oblika i obrazaca.

(Andersen, 2009)

(Rothemund, 2006)

Tablica 9.3-1 Koncepti u istra dvanju kondenzirane DNA. DNA krutost i fleksibilnost odre juju njezina
svojstva kao polimera ; naboj DNA joj odre yuje polielektrolitha svojstva . Na polielektrolitna svojstva su
RGUHYHQD PROHNXODPD L LRQLPD X RWRSLQL

kolektivna svojstva.

(Teif & Bohinc, 2011)

.DR UH]XOWDW '1$ NRPSDNFLMH QRYD SRMDYOM)>

DNA svojstva polimera

Polielektrolitna svojstva

Svojstva u otopini

Tranzicija AFRIO®RE XO

Neutralizacija naboja DNA

Kondenzacija protuionima

'1$ WHNXUL NULYV

DNA preokretanje naboja

Protuionske korelacije

Stvaranje petlji i

supeuzvijanje

Frakcionalizacija naboja

Inkompletna ionska

disocijacija

"YH]XUD UHaAHWI

DNA-'1$ SULYODDH

Makromolekularno

grupiranje

=DMHGQLpPpND VYRMVWYD

Pozicioniranje u 3D-u

DNA-DNA prepoznavanje

Promjene brzina reakcija

AYDFLOLWDWHG

20DNAaADQL SURWI

5DGLR RNVLGDQ\
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11. aLYRWRSLYV

5RYyHQ VDPNRORYR]D X '"XEURYQLNX 2VQRYQX aNROX VDP ]DYU3?3
'XEURYQLNX 6UHGQMR&NROVNR REUD]IRYDQMH VDP VWHNDR X *LPQD]L
smjer, gdje sam maturirao 2009. godine. Iste godine sam upisao Medicinski Fakultet

u Zagrebu.
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