PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
Kemijski odsjek

Petra Katalini¢

Studentica 1. godine poslijediplomskog sveuciliSnog studija Kemija

FotofiziCki procesi i prijenos energije u DNA

Kemijski seminar I

Zagreb, 27. svibnja 2026.






Sadrzaj

§1.
§2.
2.1.
211
2.1.2.
213
214,
2.2,

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.24.

§ 3.
§ 4.

UV OD...iiiiiiinnnicnsnnniissssssiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
LITERATURNI PREGLED.......cccccctiirvurirsrnrcssnrcssnnncssnsscsennes 2
UV-inducirani procesi u DNA: pobudena stanja i prijenos energije 2
UV zracenje i oStecenja u molekuli DINA ............cccoocoeioiiiiiiiiiiiee ittt 2
Singletna i tripletna Stanja u DINA .............ccoooueeiieeiiiiiii ettt 4
Ovisnost triplet-triplet prijenosa energije 0 Udaljenosti...............cccccvveveiieciiiieiieeiieeeiieeeieeennn 5
Forsterov i Dexterov Prijenos @NEFIJE.............cccvuuiiiieueeeieiiieeeeeiieeeeeieeeeesteeeesstaeeesseaaeeesssaeaeeens 6
Sinteza i karakterizacija modificiranih DNA sustava s ugradenim donorsko-akceptorskim

parom 7
Fotosenzitizatori u MOIeRUli DINA .............c.ccoooiiiiiiiiieeeee ettt 7
Sinteza modificirane Molecule DINA ..............cc.cccuoeieiieiiieeiiee ettt seve s 9
Karakterizacija tranzijentnom apsorpcijskom spektroSkOpijom...............ccccoevvveeceeivicnannannnn. 10
Prijenos energije u molekuli DNA ..............c..ccocoovvuvevciiecinannnnnn, Error! Bookmark not defined.
ZAKLIJUCAK couunrnnnirnnnisnsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssmsssssssssssss 14
LITERATURNI IZVORI......iiiiiinrricsisssnnicsssssncssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass XV



§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

IzloZenost sun¢evom ultraljubi¢astom zracenju predstavlja znacajan rizik za integritet molekule
DNA jer inducirana oStecenja, u najtezim slucajevima, mogu dovesti do razvoja razli¢itih oblika
raka koZe. Najces¢i oblik takvih oStec¢enja su ciklobutanski pirimidinski dimeri (CPD), koji
nastaju putem singletnih fotokemijskih reakcija gotovo neposredno nakon apsorpcije energije.
Medutim, novija istrazivanja ukazuju na to da, uz dobro istrazena singletna stanja, klju¢nu
ulogu u procesima oStecenja, poput jednoelektronske oksidacije i1 stvaranja CPD-a, imaju 1
pobudena tripletna stanja.'*

Razumijevanje dinamike prijenosa energije unutar DNA klju¢no je za dokucivanje puteva
nastanka osStecenja, no ono je otezano zbog sloZzenosti same molekule. Dok se singletni prijenos
energije (FRET) odvija putem dugodoseznih dipol-dipolnih interakcija, tripletni prijenos
(TTET) primarno se oslanja na Dexterov mehanizam izmjene. Ovaj mehanizam zahtijeva
izravno preklapanje orbitala donora i akceptora, §to podrazumijeva njihovu prostornu blizinu.
Doseg ovog prijenosa moze se dodatno povecati uvodenjem specifi¢nih "mostnih" jedinica koje
omogucuju kretanje energije kroz kemijske veze putem tuneliranja ili mehanizma "skakanja"
(eng. hopping), ovisno o termodinamickim barijerama unutar sustava.'->

Ovo istrazivanje predstavlja vazan doprinos razumijevanju prijenosa energije u DNA jer donosi
jedan od prvih izravnih dokaza tripletnog prijenosa energije tipa izmjene kroz molekulu DNA.
KoriStenjem metode tranzijentne apsorpcijske spektroskopije, istrazivaci pokuSavaju
nadvladati ograniCenja prethodnih studija i nedvosmisleno potvrditi postojanje Dexterovog

mehanizma.'
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. UV-inducirani procesi u DNA: pobudena stanja i prijenos energije
2.1.1. UV zracenje i ostecenja u molekuli DNA

Ultraljubicasto zracenje jedan je od glavnih uzro¢nika fotofizi¢kih procesa u DNA. Nukleotidne
baze snazno apsorbiraju UV-B zracenje u podrucju oko 260 nm, pri ¢emu se generiraju
kratkozivuca pobudena elektronska stanja. Ta pobudena stanja se, u ve€ini slucajeva, vrlo brzo
relaksiraju natrag u osnovno stanje putem unutarnje konverzije i vibracijske relaksacije.
Medutim, dio apsorbirane energije vodi u fotokemijske reakcije koje rezultiraju stvaranjem
kovalentno povezanih fotoprodukata izmedu susjednih baza. Najvazniji medu njima su
ciklobutanski pirimidinski dimeri (CPD) 1 6-4 fotoprodukti (6-4PP), kao 1 njihovi Dewarovi
izomeri, pri cemu CPD ¢&ine oko 75%, a 6-4PP oko 25% ukupnog fotokemijskog oStecenja.

Ostecenja su prikazana na Slici 1.

Slika 1. Strukture DNA dupleksa koje prikazuju prisutnost lezija (zeleno): (a) CPD, (b) 6-4PP

i (¢) 6-4 Dewarov dimer.*
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§ 2. Literaturni pregled 3

Nastanak CPD temelji se na [2+2] cikloadiciji izmedu C5—C6 susjednih pirimidina, dok 6-4PP
nastaju dvostupanjskim mehanizmom preko oksaetanskog (za 3’ timin) ili azetidinskog (za 3’
citozin) meduprodukta i naknadnog preuredenja u kovalentnu vezu C4—C6. Daljnja apsorpcija
fotona od strane 6-4PP omogucuje fotoizomerizaciju u Dewarove izomere, pri cemu novi vezni
odnosi (npr. N3—C6 u pirimidinu) odrazavaju dodatnu redistribuciju apsorbirane energije u
kemijsku vezu. Nastali fotoprodukti, ¢iji je mehanizam nastajanja prikazan na Slici 2., bitno
mijenjaju lokalnu i1 globalnu konformaciju dvostruke zavojnice te time mijenjaju nac¢in na koji
se energija i elektroni prenose duz DNA. Strukturne studije NMR i1 rendgenske kristalografije
pokazuju da cis-CPD uzrokuje promjenu lokalnog usmjerenja zavojnice iz lijevo- u desno-
orijentiranu. Ove konformacijske promjene mijenjaju elektronsku strukturu lokalnog segmenta

DNA, utjeCu na razinu delokalizacije m-sustava baza te na ucinkovitost i smjer naknadnih

prijenosa energije 1 elektrona, ukljucujuéi interakcije s proteinima.
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Slika 2. Put nastanka lezija induciranih ultraljubicastim zra¢enjem; (a) T-T 1 T-C (b) CPD, 6-

4PP-ova i njihovih Dewarovih izomera.*
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§ 2. Literaturni pregled 4

Fotofizicki procesi u DNA nisu ograni¢eni na izravnu apsorpciju na bazama. Osim direktne
fotokemije, UV-A i1 dio UV-B spektra pokre¢u fotofizi¢ki prijenos energije s endogenih
kromofora na molekularni kisik, generirajuci singletni kisik i1 slobodne radikale (ROS, eng.
reactive oxygen species). Spomenuti ROS oksidiraju baze u vise od stotinu razli¢itih produkata,
ukljucuju¢i  formamidopirimidine, 8-oksogvanin 1 2-hidroksiadenin, te napadaju
Sec¢erno-fosfatnu okosnicu uzrokujuéi jednolancane prekide koji se, kada su prostorno bliski,

pretvaraju u dvostruke lomove.*

2.1.2. Singletna i tripletna stanja u DNA

UV apsorpcija u DNA u prvom se koraku odvija na razini pojedinih baza. Zbog toga je vazno
razumjeti gdje se nalaze njihova najniza tripletna stanja te koje su njihove geometrijske i
elektronske znacajke. Upravo one odreduju vjerojatnost medusustavnog krizanja, stabilnost
pobudenih stanja 1 mogucnost prijenosa energije. Elektronske strukture uracila, timina, citozina,
gvanina i adenina, kao i1 halogeniranih derivata uracila, proucavane su metodama kvantne
kemije visokog stupnja pouzdanosti, ¢cime se dobivaju konzistentne vrijednosti singlet—triplet
razlika energije. Dobiveni rezultati pokazuju da se najnize tripletno stanje svih razmatranih baza
nalazi priblizno 3.5-3.8 eV iznad osnovnog singletnog stanja, ali i oko 1 eV ispod prvog
pobudenog singleta, Sto znaci da je triplet u izoliranoj bazi zapravo prvo pobudeno stanje. Time
se potvrduje da je medusustavno krizanje iz S: u T1 energetski povoljan proces, a tripletna stanja
postaju prirodni ,,rezervoari energije iz kojih se nadalje mogu odvijati fotokemijske reakcije
ili prijenos energije na susjedne kromofore. Strukturna analiza pokazuje da su tripletna stanja
dominantno valentnog m—mn* karaktera, pri ¢emu klju¢ne promjene zahvacaju C=C veze u
prstenovima (primjerice C5—-C6 u pirimidinima) koje iz izraZzeno dvostrukog karaktera u
osnovnom stanju prelaze u duljine blize jednostrukoj vezi, uz izrazene izlaske vodikovih atoma
iz ravnine. Takva geometrijska relaksacija pridonosi stabilizaciji tripletnog stanja za oko 0.7—
0.8 eV u odnosu na vertikalnu pobudu, Sto implicira da fotofizi¢ki put So — Si — T: ukljucuje
1 znacajnu reorganizaciju strukture prije nego Sto triplet sudjeluje u daljnjim procesima

prijenosa energije.’
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§ 2. Literaturni pregled 5

2.1.3. Ovisnost triplet-triplet prijenosa energije o udaljenosti

Kada se govori o tome koliko daleko energija moze putovati unutar molekule DNA, klju¢no je
razumjeti odnos izmedu brzine prijenosa i udaljenosti donora i akceptora. Taj se odnos
matematicki opisuje logaritamskom jednadzbom (1) u kojoj sredisSnju ulogu igra faktor
slabljenja, poznat kao . Ovaj faktor nam zapravo govori kolika je energetska barijera koja se
mora svladati. Sto je S veéi, to energija brze opada s udaljeno$éu, $to znaci da je medij kroz

koji putuje, u ovom sluc¢aju DNA, losiji vodic.

kpa = ko-exp(—=f - 1pa) (1)

U svijetu molekularne fotokemije, energija se moZe prenositi na dva glavna nacina:
tuneliranjem ili skakanjem (eng. hopping). Tuneliranje je moguée samo na vrlo kratkim
udaljenostima. S druge strane, mehanizam skakanja funkcionira i na ve¢im udaljenostima.

Dosadasnja istraZivanja sugerirala su da DNA dopusta mehanizam skakanja.’
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§ 2. Literaturni pregled 6

2.1.4. Forsterov i Dexterov prijenos energije

U molekuli DNA prijenos pobudne energije izmedu kromofora odvija se putem razlicitih
fotofizickih mehanizama, ¢ija u¢inkovitost snazno ovisi o medusobnoj udaljenosti i orijentaciji
molekula.! Najvazniji medu njima su Forsterov rezonantni prijenos energije (FRET) i Dexterov
mehanizam, koji se razlikuju po prirodi interakcije 1 prostornom dosegu djelovanja. Forsterov
rezonantni prijenos energije (FRET) temelji se na Coulombovoj interakciji izmedu prijelaznih
dipolnih momenata donora i akceptora pa ne trazi izravno preklapanje orbitala. Klju¢ni uvjet je
spektralno preklapanje emisijskog spektra donora 1 apsorpcijskog spektra akceptora, Sto se
opisuje Forsterovim integralom preklapanja Ji,.. Brzina FRET-a proporcionalna je radijativnoj
brzini donora, Jx, orijentacijskom faktoru »°, te obrnuto proporcionalna potenciji udaljenosti
(ovisnost ocr ), §to FRET ¢&ini ué¢inkovitim na udaljenostima do nekoliko nanometara.®

Dexterov prijenos energije je razmjenski proces u kojem dolazi do simultane razmjene
elektrona izmedu donora i akceptora, pa zahtijeva znacajno preklapanje molekulskih orbitala
tih dviju jedinki. Zbog toga brzina opada eksponencijalno s udaljenosc¢u i efektivni doseg je
reda nekoliko A, §to znadi da je presudna lokalna geometrija i konjugacija u podrucju spoja.

Dexterov mehanizam u konacnici ima moguénost o¢uvanja spina elektrona.

ISC

3.88 ——n

3 2.76 2.70

3.08 3.05
i 2

DEXTER :

1.73 1.77

Slika 3. Dijagram Jablonski mehanizma prijenosa energije u donor—most—akceptor (DBA)
sustavima. Putevi Forsterovog tipa prijenosa energije prikazani su naran¢astim punim linijama,
a putovi Dexterovog tipa zelenim isprekidanim linijama. Energije singletnog stanja akceptora
odredene su eksperimentalno i prikazane kao procjene 0—0 prijelaza, dok su energije tripletnog
stanja akceptora izraCunate TD-DFT metodom koriste¢i geometriju osnovnog singletnog

stanja.b
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§ 2. Literaturni pregled 7

2.2. Sinteza i karakterizacija modificiranih DNA sustava s ugradenim
donorsko-akceptorskim parom

2.2.1. Fotosenzitizatori u molekuli DNA

Fotosenzitizatori su kemijske vrste koje nakon apsorpcije svjetlosti prelaze u pobudena stanja
te tu energiju prenose na okolne biomolekule, pri ¢emu poticu fotokemijske transformacije
poput osteéenja DNA.” U ovom radu ulogu fotosenzitizatora imaju naftalen i tioksanton,

prikazano na Slici 4.!
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Slika 4. Shematski prikaz DNA dupleksa u kojima je Ntl (naftalen) ugraden u zavojnicu DNA,

koristen za analizu ovisnosti kinetike TTET-a o udaljenosti unutar DNA.!

Naftalen, kao jednostavan aromatski m-kromofor, jasno pokazuje da raspodjela izmedu
fluorescencije, medusustavnog krizanja (ISC) 1 unutarnje konverzije uvelike ovisi o otapalu i
supramolekulskom okruzenju. U organskim otapalima karakterizira ga dugo fluorescencijsko
vrijeme zivota (~100 ns) uz visok kvantni prinos medusustavnog krizanja, dok se u vodi vrijeme
zivota znaCajno skraduje (priblizno 2,5 puta), bez promjene triplet—triplet apsorpcijskog
spektra. Takvo ponaSanje upucuje na selektivno ubrzanje ISC-a u vodenom mediju, vjerojatno
kao posljedicu promjene relativnih energija singletnih 1 tripletnih stanja te specifi¢nih
interakcija izmedu vode 1 m-sustava. Inkluzija naftalena u Supljine a- 1 B-ciklodekstrina

predstavlja model hidrofobnih dzepova u biomakromolekulama. U tim kompleksima
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§ 2. Literaturni pregled 8

fluorescencijsko vrijeme Zivota i svojstva tripletnog stanja postaju slicna onima u organskim
otapalima. Triplet—triplet apsorpcijski pojasevi se suzavaju, a gasenje tripleta molekularnim
kisikom usporava. Strukturna modeliranja ukazuju na tipove geometrije koje osiguravaju
djelomi¢nu zastitu kromofora uz zadrzavanje odredene konformacijske fleksibilnosti. Takva
prostorno ograni¢ena 1 relativno hidrofobna mikrookolina konceptualno je analogna
interkalacijskim veznim mjestima u DNA, gdje baze ili vezani aromatski ligandi mogu imati
produljena vremena zivota pobudenih stanja 1 povecanu populaciju tripletnih stanja, ¢ime se
povedéava potencijal za prijenos energije ili elektrona unutar DNA.%°

Dokazano je da isti aromatski sustav nakon metabolicke aktivacije moze tvoriti stabilne DNA
komplekse, pri ¢emu metabolit 1,2-naftokinon pokazuje znatno vecu reaktivnost u odnosu na
polazni spoj. Time se fotofizicka svojstva aromatskog m-sustava, posebice formiranje
dugovjecnih tripletnih stanja i njihova osjetljivost na okoli§, povezuju s bioloskim ishodima,
odnosno kemijskom modifikacijom DNA. Zajedno, ovi rezultati naglaSavaju da su fotofizika
aromatskih kromofora, utjecaj otapala i supramolekulskog okruzenja te prijenos energije i
elektrona na DNA medusobno nerazdvojni u razumijevanju nastanka fotokemijskih oSte¢enja i
DNA adukata potencijalno kancerogenih spojeva.’

Sustavno se ispitivao i utjecaj polarnosti i sposobnosti stvaranja vodikovih veza otapala na
kinetiku medudusustavnog krizanja (ISC) tioksantona. Primjenom apsorpcijske spektroskopije
pokazano je da nastajanje tripletnog stanja ne slijedi jednostavan mehanizam Si—Ti, veé
ukljucuje dvije singletne (S2, Si) 1 dvije tripletne razine (T2, T:). Tripletno stanje nastaje
dvostrukom kinetikom: vrlo brzim prijelazom iz viSeg singletnog stanja S: izravno u T: te
sporijim putem koji ukljucuje slijed Si—T>—T:. U DNA i DNA-modificiranim sustavima
lokalna polarnost, vodikove veze i prostorna ogranic¢enja mogu presudno utjecati na dinamiku

pobudenih stanja §to je bitno za razumijevanje ucinkovitosti triplet—triplet prijenosa energije.'°
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§ 2. Literaturni pregled 9

2.2.2. Sinteza modificirane molekule DNA

Sredis$nji dio ovog istrazivanja temelji se na dizajnu donorsko-akceptorskog para ugradenog u
strukturu DNA kako bi se izravno pratila migracija tripletne energije. Kao donor tripletne
energije odabran je tioksanton (TX), dok je naftalen (Ntl) posluzio kao akceptor. Ovaj je par
izabran zbog svojih izrazito povoljnih spektroskopskih i kinetickih svojstava; oba kromofora
posjeduju duga zivotna vremena tripletnih stanja koja premasuju 10 ps, Sto omogucuje
detekciju Cak 1 sporijih procesa gasenja energije koji se javljaju pri ve¢im medusobnim
udaljenostima. Vazna karakteristika ovog sustava je Cinjenica da energija tioksantona nije
dostatna za izravnu senzibilizaciju baza DNA, ¢ime se osigurava da se opazeni procesi odnose
iskljucivo na prijenos energije izmedu odabranog para, a ne na pozadinske reakcije s okosnicom
DNA. Eksperimentalni model obuhvatio je tri dvolan¢ana DNA sustava (TX-Ntl-n, gdje je n
=0, 1, 2), u kojima su donor i akceptor razmaknuti razli¢itim brojem adenin-timin baza. Ti su
kromofori integrirani kao C-nukleozidi u komplementarne lance. Kako bi se dobila precizna
procjena utjecaja akceptora na fotokemiju sustava, pripremljeni su i referentni uzorci (TX—n) u
kojima je naftalenska jedinica zamijenjena prirodnom bazom timinom. Ovakav sustavan pristup
omogucuje izravno pracenje ovisnosti prijenosa energije o udaljenosti unutar dvostruke
zavojnice.

Sinteza ovih specificnih modificiranih gradivnih jedinica zahtijevala je precizan kemijski
pristup. Naftalenski C-nukleozid pripravljen je Heckovom reakcijom, pri ¢emu su kao kljucne
komponente koristeni TBDMS-zasti¢eni glikal i 1-bromonaftalen. U ovoj se reakciji kataliticki
sustav sastavljen od Pd2(dba)3 i liganda Q-Phos pokazao najucinkovitijim, postigavsi visok
prinos od 79 %. Posebno je znacajna stereoselektivnost reakcije; zastitna TBDMS skupina u 2'-
polozaju usmjerila je napad tako da se dobio iskljucivo prirodno srodan B-anomer. Nakon
pocetne sinteze, uslijedili su koraci uklanjanja zastite, stereoselektivne redukcije karbonilne
skupine te zavrSna pretvorba u fosforamiditni oblik prikladan za automatsku sintezu
oligonukleotida. Zavr$na faza pripreme uzoraka ukljucivala je automatiziranu sintezu DNA na
¢vrstoj fazi, nakon ¢ega je uslijedilo rigorozno proc¢is¢avanje metodom RP-HPLC s frakcijskim
skupljanjem. Identitet i Cistoca sintetiziranih lanaca potvrdeni su naprednim analitiCkim
tehnikama poput NMR spektroskopije i MALDI-TOF-MS masene spektrometrije. Formiranje
dvolancanih struktura (hibridizacija) postignuto je kontroliranim postupkom zagrijavanja na 90

°C i sporim hladenjem na sobnu temperaturu, ¢ime je osigurano pravilno sparivanje baza.!
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§ 2. Literaturni pregled 10

2.2.3. Karakterizacija tranzijentnom apsorpcijskom spektroskopijom

U istrazivanju se koriste napredne metode opticke spektroskopije — tranzijentna apsorpcijska
spektroskopija. Tranzijentna apsorpcijska spektroskopija (TAS) eksperimentalna je metoda
kojom se proucavaju vrlo brzi fotofizicki 1 fotokemijski procesi u molekulama, na vremenskim
skalama od femtosekundi (107'° s) do nanosekundi. Temelji se na tzv. pump—probe pristupu. U
tom eksperimentu prvi, pobudni (pump) laserski puls pobuduje dio molekula iz osnovnog u
pobudeno elektronsko stanje. Nakon kontroliranog vremenskog kasnjenja dolazi drugi, probni
(probe) puls koji mjeri promjenu apsorpcije uzorka, izrazenu kao AA(A, t), ovisno o valnoj
duljini 1 vremenu. Na taj se naCin prati kako se sustav razvija neposredno nakon pobude.

Ukupni signal promjene apsorpcije (AA) sastoji se od nekoliko doprinosa. Prvi pokazuje
smanjenje apsorpcije jer je dio molekula napustio osnovno stanje. Drugi je stimulirana emisija,
koja se takoder ocituje kao negativan signal u spektralnom podruc¢ju emisije. Tre¢i doprinos je
apsorpcija pobudenog stanja (ESA), pri ¢emu molekule iz ve¢ pobudenog stanja prelaze u jos
viSe pobudeno stanje, $to daje pozitivan signal. Kona¢no, mogu se pojaviti i signali koji potjecu
od novih kemijskih vrsta nastalih nakon pobude, primjerice tripletnih stanja, stanja prijenosa
naboja (CT) ili fotoizomera. Zbroj svih tih doprinosa ¢ini eksperimentalno opazeni spektar.

Rezultat mjerenja je dvodimenzionalni skup podataka AA(A, t). !

niz dioda

sonda

Slika 5. Shematski prikaz rada metode tranzijentne apsorpcijske spektroskopije.!!
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U slozenim biomolekulama TAS omoguéuje izravno pracenje procesa kao Sto su prijenos
energije, prijenos elektrona, unutarnja konverzija i medusustavni prijelazi. Posebno je znacajna
mogucnost detekcije stanja koja slabo ili uopée ne fluoresciraju, ali imaju karakteristicnu
apsorpciju pobudenog stanja. Ta je sposobnost klju¢na za razumijevanje fotofizickih procesa u
DNA i drugim bioloski relevantnim sustavima, gdje vazni zastitni ili fotokemijski kanali ¢esto
ukljucuju upravo takva opticki slabo vidljiva medustanja.'!

Prva vazna opaska uocena je ve¢ pri samom snimanju apsorpcijskih spektara. Naime,
tioksantonski kromofor (TX) pokazao je znacajan pomak prema crvenom dijelu spektra kada
je ugraden u DNA u usporedbi s njegovim ponaSanjem u organskim otapalima. Ova pojava
potvrduje da se TX uspjesno interkalirao unutar slaganja baza DNA, gdje ga okruzuje specifi¢na
polarna okolina koja stabilizira njegova pobudena stanja. Klju¢no je bilo 1 to Sto na koristenoj
valnoj duljini lasera A = 355 nm samo TX apsorbira energiju, dok naftalen 1 prirodne baze DNA
ne apsorbiraju, Sto je omogucilo Cisto pracenje procesa od samog pocetka.

Analizom sustava u kojem su donor (TX) i akceptor (Ntl) neposredni susjedi, istrazivaci su
primijetili izuzetno brz prijenos energije. Zapravo, proces je toliko brz da se odvija gotovo
trenutacno nakon laserskog impulsa. Zanimljivo je da su u ovom sustavu oba tripletna stanja
postojala istovremeno i nestajala istom brzinom, Sto ukazuje na uspostavu svojevrsne
ravnoteze. Mjerenja provedena na ekstremno niskim temperaturama dodatno su potvrdila ove
energetske odnose, jer se u tim uvjetima povratni prijenos energije usporava, omogucujuci

jasnije razlu¢ivanje svakog pojedinog stanja. !
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Slika 6. Proucavanje spojeva TX-Ntl-0 (tamnoplava krivulja) i TX-0 (svijetloplava krivulja) uz
laserske impulse od 355 nm. (A) Transzijentni apsorpcijski spektri snimljeni 100 ns nakon
pobudbe; triplet-triplet apsorpcijski pojas NtIDNA istaknut ljubicasto. (B)—(C) Vremenski
razlucena mjerenja na razli¢itim valnim duljinama detekcije i vremenskim intervalima. (D)
Vremenski ograni¢ena emisija TX-a pri 77 K u MeCN-u (isprekidana linija) i TX-Ntl-0 u
vodenom puferu (250 mM NacCl, 10 mM Na-Pi pufer, pH 7,0), integrirani u intervalima 10 ms
— 100 ms (plava) i 4,0 — 4,3 s (ljubic¢asta) nakon laserske pobude.!
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2.2.4. Prijenos energije u molekuli DNA

Kao §to je ranije spomenuto, u¢inkovitost prijenosa energije kroz DNA snazno ovisi o faktoru
slabljenja B i mehanizmu kojim se prijenos odvija. Opéenito, kada je B manji od 0,5 A", to
upucuje na mehanizam skakanja, jer energija moze relativno lako putovati na ve¢e udaljenosti,
dok vrijednosti B manje od 1,0 A~! ukazuju na tuneliranje kroz izolacijsku barijeru, pri ¢emu
prijenos energije naglo opada s udaljenoscu.

Medutim, ovo istrazivanje stavlja posve drugaciju perspektivu na taj proces. Rezultati su
pokazali da je u ovom sustavu faktor slabljenja B iznosio 1,15 A, $to je znatno visa vrijednost
od onih koje bi upuc¢ivale na mehanizam skakanja, ali 1 iznad tipi¢nog raspona za uc¢inkovito
tuneliranje kroz DNA. To nam govori da je za tioksanton, koji ima niZu tripletnu energiju, DNA
zapravo izolator, a ne vodi¢. Budu¢i da energija donora iznosi oko 2,63 eV, a baze DNA
zahtijevaju oko 3,0 eV da bi sudjelovale u prijenosu, energija jednostavno ne moze savladati tu
energetsku barijeru. Umjesto prijenosa duz lanca baza, energija je prisiljena na tuneliranje kroz
prostor, proces koji postaje gotovo zanemariv ve¢ na udaljenosti od Cetiri para baza, odnosno
priblizno 17 A. Ovo otkri¢e ima vazne bioloske implikacije i moZe se promatrati kao evolucijski

zastitni mehanizam.!
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§ 3. ZAKLJUCAK

U radu su analizirani fotofizicki procesi u DNA s naglaskom na ulogu tripletnih pobudenih
stanja 1 mehanizme triplet—triplet prijenosa energije. UV zraCenje inducira oSte¢enja poput
ciklobutanskih pirimidinskih dimera, a tripletna stanja, zbog svoje relativne stabilnosti i duljeg
vremena zivota, mogu imati kljuénu ulogu u tim procesima. Primjenom tranzijentne
apsorpcijske spektroskopije na posebno dizajniranim DNA sustavima s ugradenim
tioksantonom (donor) 1 naftalenom (akceptor), prvi je put izravno potvrden Dexterov
mehanizam prijenosa energije kroz DNA. Dobivena vrijednost faktora slabljenja p = 1,15 A
pokazuje da ucinkovitost prijenosa naglo opada s udaljenos¢u, $to znaci da DNA u ovom
slu¢aju djeluje kao izolator tripletne energije.

Ovi rezultati imaju vaznu bioloSku implikaciju jer ogranieno Sirenje tripletne energije moze
predstavljati prirodni zastitni mehanizam koji smanjuje opseg fotokemijskih oStec¢enja

genetskog materijala.
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