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Mnogo malih organskih spojeva prire|eno je s idejom biolo{ke ili biokemijske primjene (terape-
utska primjena, markeri, molekulski alati,…). Biolo{ka i/ili biokemijska ispitivanja vrlo su skupa i
uzimaju dosta vremena, {to ih ~ini nepogodnima za studiranje velike koli~ine novih spojeva.
Osim toga, spomenuta ispitivanja provode se u dosta kompliciranim sustavima unutar kojih je
vrlo te{ko razlikovati utjecaje interakcija pojedinih sudionika na ukupni tok procesa. Stoga je
nakon sinteze novih spojeva po`eljno ispitati njihove nekovalentne interakcije s DNA i RNA u
dobro definiranom i jednostavnom sustavu. Na raspolaganju za takva ispitivanja stoji cijeli niz
jednostavnih i jeftinih eksperimentalnih metoda, koje omogu}uju brzo utvr|ivanje niza parame-
tara nastalih kompleksa.

Sve u ovom radu predstavljene metode mogu}e je relativno lako upoznati i primijeniti. Dobive-
ni rezultati mogu poslu`iti za odre|ivanje selektivnosti/specifi~nosti novih spojeva te usporedbu
s ve} ranije ispitanim analozima. Pogotovo su takva brza i pregledna ispitivanja bitna za detaljno
istra`ivanje interakcija velikih serija vrlo sli~nih strukturnih analoga s DNA i RNA (npr. sustavno
ispitivanje polo`aja odre|enog supstituenta na ve} poznatom DNA/RNA aktivnom spoju). Na
osnovi dobivenih rezultata ~esto je mogu}e iz velike serije analoga izdvojiti nekoliko najatraktiv-
nijih za biolo{ka ispitivanja te posti}i bitnu u{tedu vremena i materijala.

Klju~ne rije~i: DNA, nekovalentne interakcije, interkaliranje, konstante stabilnosti

Uvod

Fizikalna i kemijska svojstava nukleinskih kiselina te nji-
hove interakcije s drugim kemijskim spojevima predmet
su intenzivnih znanstvenih istra`ivanja dana{njice. U zad-
njih 50 godina od prvi put predo~ene strukture dvostru-
ke uzvojnice deoksiribonukleinske kiseline postignut je zna-
tan napredak u razumijevanju osnovnih principa selek-
tivnog prepoznavanja odlomaka DNA pomo}u peptida
i bjelan~evina,1 “antisense” i “triplex” tehnologijama,2
kompleksima oligonukleotida s prijelaznim metalima3

i interakcijama s malim sintetskim organskim moleku-
lama.4

Glavni razlozi intenzivnog istra`ivanja spomenutog podru-
~ja usmjereni su na razja{njenje osnove djelovanja prirod-
nih i sintetskih lijekova koji se ve`u na DNA, odre|ivanje
prirode i uzroka promjena DNA pod utjecajem okoli{a i
kontrola osnovnih funkcija DNA in vivo i in vitro radi gen-
ske terapije te primjena u dijagnostici.

Interakcije malih organskih molekula s nukleinskim kise-
linama mogu se podijeliti na dva osnovna tipa: nepovrat-
ne (npr. nastaju kovalentne veze male molekule s poli-
nukleotidima ili dolazi do raznih tipova cijepanja poli-
nukleotidnog lanca) te ravnote`ne (nastaju nekovalentni
kompleksi).

Budu}i da je tema ovog ~lanka ograni~ena na podru~je
ravnote`nih interakcija malih organskih molekula s prirod-
nim i sintetskim polinukleotidima DNA i RNA, literaturni
pregled dosada{njeg istra`ivanja bit }e ograni~en na spo-
menuto podru~je.

Ravnote`ne interakcije naj~e{}e se svode na nastajanje
termodinami~ki najstabilnijeg kompleksa male molekule s
polinukleotidom iako u nekim slu~ajevima i kineti~ki naj-
povoljniji kompleksi bitno utje~u na odvijanje procesa.
Kod toga treba razlikovati tri osnovna tipa vezanja malih
organskih molekula na DNA i/ili RNA.

TIP 1. Elektrostatske interakcije polikationskih spojeva, na
primjer protoniranih poliamina,5 s negativno nabijenim fo-
sfatima polinukleotida karakterizira direktna ovisnost afini-
teta o broju pozitivnih naboja male molekule. Takvi spojevi
pokazuju malu ili nikakvu selektivnost vezanja s obzirom
na slijed nukleotida u DNA ili RNA, no to ne zna~i da nisu
biolo{ki va`ni. Dobar primjer je niz alifatskih poliamina (ti-
pi~ni predstavnik je spermin), koji sudjeluju u biolo{kom
procesima stanice.

TIP 2. Spojevi koji se ve`u u manji utor dvolan~anih uzvoj-
nica DNA ili RNA (engl. minor groove binding, u daljnjem
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tekstu utor – ve`u}i spojevi) predmet su opse`nih istra`i-
vanja radi niza antibiotika (berenil6 i dr.) i antitumorskih li-
jekova (netropsin,7 distamicin8 i dr.) ~ije se terapeutsko
djelovanje temelji na spomenutom modelu vezanja. Kon-
veksni oblik molekule karakteristi~an za spomenutu grupu
spojeva odgovara konkavnom obliku utora dvostrukih uz-
vojnica DNA i RNA, dok raspored pozitivnih naboja u mo-
lekuli utor-ve`u}eg spoja omogu}uje interakcije s negativ-
no nabijenim fosfatima polinukleotida. Velika ve}ina spo-
jeva pokazuje izrazitu selektivnost prema manjem utoru
dvostruke uzvojnice DNA u usporedbi s RNA, {to se
obja{njava oblikom dvostruke uzvojnice RNA, ~iji manji
utor je bitno {iri i pli}i te ne odgovara veli~ini i obliku ma-
lih molekula, koje se ve`u spomenutim na~inom.9 Tako-
|er, prevladava afinitet prema dAdT bogatim slijedovima
DNA zbog nepovoljnih steri~kih utjecaja amino-skupina
gvanina u manjem utoru dGdC slijedova DNA te u slu~aju
nekih spojeva s mogu}im vodikovim vezama izme|u utor-
-ve`u}eg spoja i adeninskih baza polinukleotida. Selektiv-
nost spomenute grupe spojeva te ~esto i biolo{ka aktivnost
ovisi o kombiniranom utjecaju vodikovih veza, van der
Waalsovih i hidrofobnih te elektrostatskih interakcija s vez-
nim mjestom polinukleotida.10

TIP 3. Dvolan~ani i neki jednolan~ani polinukleotidi tvore
u vodenim otopinama dobro organizirane helikalne struk-
ture najve}im dijelom zahvaljuju}i aromatskim 
-
 inte-
rakcijama izme|u baza.11,12 Iako su takve strukture vrlo
stabilne, ipak su posljedica dinami~kog ravnote`nog pro-
cesa pri kojem se povr{ina preklapanja aromatskih povr{i-
na kontinuirano mijenja te se slijepljene baze povremeno
razmi~u. Ukoliko se u otopini nalaze planarne aromatske
molekule, spomenuta ravnote`a unutar lanca polinukleoti-
da omogu}uje njihovo umetanje (interkaliranje) izme|u
parova baza.13 Nastajanje takvih interkalativnih kompleksa
zna~ajno stabilizira i ukru}uje polinukleotidni lanac te do-
lazi do produljenja uzvojnice, njenog “odvijanja” i defor-
macije (slika 1).14

Interkalativni na~in vezanja ima klju~nu ulogu u djelovanju
mnogih klini~ki primijenjenih antitumorskih lijekova (am-
sakrin, elipticin, daunomicin, adriamicin) te nekih antibio-
tika (aktinomicin D, nogalamicin i derivati), blokiraju}i dje-
lovanje topoizomeraze II.15

Zanimljivost interkalatora nije ograni~ena samo na bio-
lo{ke u~inke. Fluorescentna i fosforescentna svojstva nekih
fenantridinijevih (etidijev bromid i analozi)16 i akridinijevih
(proflavin, akridin orange i analozi)17 derivata drasti~no se
mijenjaju interkaliranjem u polinukleotide te navedeni spo-
jevi slu`e kao markeri za niz biolo{kih i biokemijskih teh-
nika.

Osnovni pojmovi interkalativnog na~ina
vezanja malih molekula na DNA i RNA

Ispitivanje interkalativnih kompleksa karakterizira izrazit
antikooperativni u~inak u uvjetima bliskim zasi}enju inter-
kalativnih veznih mjesta polinukleotida. Naime, najve}a
eksperimentalno odre|ena vrijednost omjera n = �vezani
interkalator�/�interkalativno vezno mjesto� za neki interka-
lator vi{e je nego upola manja od teorijski mogu}e. Na
osnovi niza istra`ivanja zaklju~eno je da interkaliranje aro-
matske molekule izme|u dva para baza onemogu}uje
istovrsno vezanje izme|u susjednih parova baza (slika 1) te
je ustanovljen princip “isklju~enja susjeda” (engl. neighbo-
ur exclusion principle).18

Iako na prvi pogled interkalativni kompleks planarne aro-
matske molekule umetnute izme|u parova baza izgleda
kao termodinami~ki jednostavan i dobro definiran sustav
kontroliran poglavito 
…
 aromatskim interakcijama, u
stvarnosti rije~ je o kombinaciji niza razli~itih fizikalnih in-
terakcija, koje su dijelom me|usobno ovisne te dio njih ni-
je u potpunosti poznat. Zbog toga do danas nije mogu}e
sa sigurno{}u predvidjeti svojstva kompleksa novoprire|e-
nog interkalatora s odre|enim slijedom baza dvolan~anog
odnosno jednolan~anog polinukleotida. Sam proces na-
stanka interkalativnog kompleksa nije sa sigurno{}u utvr-
|en, no na osnovi trenuta~no najcitiranijih teorija17,19,18

interkaliranje je rezultat sljede}eg niza doga|aja:

a) velika ve}ina interkalatora pozitivno su nabijeni te prvi
kontakt s polinukleotidom ostvaruju putem elektrostatskih
interakcija s negativno nabijenim fosfatima,

b) hidrofobne interakcije ispitivanih (aromatskih) molekula
s DNA i RNA dodatno stabiliziraju nastali elektrostatski
kompleks,

c) tako postignuta visoka lokalna koncentracija molekula
interkalatora uz polinukleotid dodatno pogoduje umetanju
male planarne aromatske molekule izme|u baza u mo-
mentu kada do|e do razdvajanja susjednih parova baza
unutar polinukleotida,

d) da bi do interkaliranja uop}e do{lo, moraju se uzeti u
obzir van der Waalsovi promjeri atoma polinukleotida i in-
terkalatora (interkalator mora fizi~ki stati izme|u susjednih
baza),

e) nakon interkaliranja preklapanje aromatskih povr{ina in-
terkalatora i susjednih baza dodatno stabilizira kompleks

...
 aromatskim interakcijama slaganja
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f) specifi~ne interakcije supstituenata i heterocikli~kih ato-
ma interkalatora s odre|enim dijelom polinukleotida
(vodikove veze, Londonova disperzijska me|udjelovanja,
elektrostatske interakcije…) mogu pridonijeti, ali i odmo}i
stabilizaciji nastalog kompleksa. Upravo te interakcije naj-
~e{}e su uzrok selektivnosti (razlike afiniteta) pojedinog in-
terkalatora prema odre|enom tipu polinukleotida. Tako-
|er, posljedica spomenutih interakcija mo`e biti i izrazita
ovisnost spektroskopskog svojstva nastalog kompleksa o ti-
pu polinukleotida.

Iz gore navedenih to~aka a – f vidljivo je da kod interkala-
tivnih kompleksa uvijek imamo ravnote`u elektrostatski
vezane molekule na vanjsku povr{inu polinukleotida (a) s
interkaliranom (e) aromatskom molekulom. Udjel takvog
vanjskog vezanja u ukupnoj stabilnosti kompleksa ovisi o
cijelom nizu ~imbenika, vanjskih (ionska jakost vodene
otopine, tip kationa u otopini …) i unutarnjih (broj induci-
ranih i stalnih pozitivnih naboja u maloj molekuli, mogu}e
vodikove veze, steri~ki ~imbenici…).

Zbog svega navedenog nije jednostavno sa sigurno{}u
utvrditi interkalativni na~in vezanja na DNA i RNA za do
tada nepoznati spoj. Kako bi se moglo s prihvatljivom si-
gurno{}u ustvrditi tvori li nepoznati spoj s DNA / RNA in-
terkalativni tip kompleksa nu`na je upotreba vi{e me|u-
sobno neovisnih metoda.20

Polinukleotidni supstrati

Za preliminarna ispitivanja interakcija spomenutih spojeva
primjenjuje se neka od prirodnih izoliranih dvolan~anih
DNA, npr. iz timusa teleta (calf thymus) (ct DNA), ~iji redo-
slijed parova baza nije detaljno poznat. Za detaljnija ispiti-
vanja upotrebljava se velik broj sintetskih polinukleotidnih
supstrata koji su komercijalno dostupni, a pomo}u ure|aja
za automatsku sintezu mogu}e je pripraviti oligonukleoti-
de `eljenog redoslijeda baza. Uglavnom se nastoji ustano-
viti ovisnost afiniteta i modela vezanja ispitivanog spoja o
tipu baza, vrsti {e}ernog dijela (ribo- odnosno deoksiribo-
derivati) te strukturnim karakteristikama polinukleotidnog
supstrata. Za takva istra`ivanja naj~e{}e se rabe sljede}i,
komercijalno dostupni polinukleotidi:

Jednolan~ani polinukleotidi: poli A, poli G, poli C, poli U
te odgovaraju}i analozi DNA jednostavni su supstrati po-
godni za ispitivanje osnovnih interakcija spojeva s odre-
|enim tipom baze uz manje steri~ke, elektrostatske te
hidrofobne utjecaje od onih koji su prisutni kod dvolan-
~anih analoga. Ve}ina jednolan~anih polinukleotida (izu-
zev{i poli U i poli T) tvori u vodenom mediju kod standar-
dnih uvjeta (pH 6 – 7,5; I 	 0,01 mol dm–3) relativno sta-
bilne jednolan~ane uzvojnice zahvaljuju}i aromatskim 
-

interakcijama izme|u baza.21 Tako|er, u kiselim uvjetima
(pH < 5) dio jednolan~anih polinukleotida (poli A, poli C)
zbog protoniranja tvori dvostruke uzvojnice,21 {to omo-
gu}uje ispitivanje selektivnosti vezanja izme|u dvolan~a-
nih i jednolan~anih analoga.

Dvolan~ani polinukleotidi: a) homopolinukleotidi osnov-
ne strukture poli X-poli Y (A-U, G-C, dA-dT, dG-dC); b) al-
terniraju}i polinukleotidi osnovne strukture poli XY-poli XY
(dAdT-dAdT, dGdC-dGdC)

RNA polinukleotidi uglavnom su dostupni u obliku homo-
polimera te se za usporedbu s njima rabe odgovaraju}i
analozi DNA. No homopolinukleotidi pri odre|enim ek-
sperimentalnim uvjetima te pri vezanju nekih malih mole-
kula lako tvore trostruke uzvojnice,12,21 odnosno komplici-
ranije strukture. Za pouzdanu usporedbu afiniteta ispitiva-
nog spoja prema odre|enim parovima baza slu`e stabilniji
alterniraju}i polinukleotidi. Dvolan~ane uzvojnice G-C pa-
rova baza stabilnije su od A-U(T) analoga zahvaljuju}i ve-
}em broju vodikovih veza.

Tako|er, treba uzeti u obzir da svaki od spomenutih dvo-
lan~anih analoga ima karakteristi~nu sekundarnu struktu-
ru, {to mo`e utjecati na vezanje steri~ki zahtjevnih malih
molekula.

Najbolji primjer su izrazito razli~ita svojstva poli dA – dT
homopolinukleotida u usporedbi sa svim ostalim dvolan-
~anim analozima te time uzrokovane razli~itosti vezanja
malih molekula.22,23 Kompleksi spomenutih spojeva s RNA
analognom (poli A – U) bitno se razlikuju u stabilnosti
upravo zbog spomenutih strukturnih razlika.24 Strukture
dvolan~anih polinukleotida nakon otapanja po uputama
proizvo|a~a treba provjeriti odre|ivanjem temperature
mek{anja Tm.

Metode ispitivanja nekovalentnih
interakcija malih molekula s DNA i RNA;
kako utvrditi interkalativni na~in vezanja

Kristalne strukture interkalativnih kompleksa

Kristalne strukture kompleksa interkalatora s oligonukleoti-
dima25 smatraju se jednim od najpouzdanijih dokaza in-
terkaliranja. Ipak, treba uzeti u obzir da su svojstva i struk-
ture kratkih dvolan~anih oligonukleotida, koji se koriste
kod dobivanja kristala s interkalatorima, ~esto bitno razli-
~ita od svojstava polinukleotida. Osim toga, op}e je po-
znato da situacija u kristalu ne ukazuje nu`no na stanje u
otopini, koje je rezultat niza ravnote`nih procesa uzroko-
vanih hidrofobnim, elektrostatskim i 
-
 aromatskim in-
terakcijama.

Tako|er, prire|ivanje kristala kompleksa malih molekula s
oligonukleotidima dugotrajan je i neizvjestan postupak, k
tome i dosta skup zbog cijene kratkih oligonukleotida te
skupih ure|aja za dobivanje dovoljno kvalitetnog skupa re-
fleksa kristala.

Naj~e{}e primjenjivane eksperimentalne metode

Naj~e{}e primjenjivane eksperimentalne metode za ispiti-
vanje nekovalentnih kompleksa malih molekula s DNA/RNA
mogu se podijeliti u nekoliko osnovnih grupa.

a) Eksperimenti koji prate promjene strukture i stabilnosti
polinukleotida uzrokovane vezanjem ispitivanog spoja:

– promjena viskoziteta otopine DNA/RNA

– promjena sedimentacijskog koeficijenta ili elektroforet-
ske pokretljivosti cirkularne DNA
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– pomaci u ni`e magnetsko polje signala fosfatnog dijela
polinukleotida u 31P NMR spektru polinukleotida

– promjena temperature “mek{anja” dvostruke uzvojnice
po vezanju ispitivanog spoja.

b) Metode temeljene na promjeni spektroskopskih svojsta-
va ispitivanog spoja (UV/VIS, fluorescencijska i 1H NMR
spektroskopija).

c) Metode koje upu}uju na pravilnost orijentacije moleku-
la ispitivanog spoja te dinamiku i homogenost na~ina ve-
zanja na polinukleotid – CD i LD spektroskopija, polariza-
cija fluorescencije, anizotropija fluorescencije.

Promjena temperature “mek{anja”
dvolan~anih polinukleotida

Dvostruke uzvojnice dvolan~anih polinukleotida termi~ki
su nestabilne. Grijanjem njihovih vodenih otopina dolazi
do pucanja vodikovih veza izme|u baza te prelaska jed-
nog dvolan~anog u dva jednolan~ana polinukleotida. Slije-
dovi A-T(U) stabilizirani samo dvjema vodikovim vezama
odvajaju se pri ni`im temperaturama od slijedova G-C sta-
biliziranih trima vodikovim vezama.12 Svaki od dvolan~anih
polinukleotida karakterizira temperatura “mek{anja” (Tm),
to jest temperatura pri kojoj je pribli`no pola dvolan~ane
uzvojnice pre{lo u dvije jednolan~ane.21

Proces mek{anja mo`e se pratiti nizom spektroskopskih
metoda (CD, NMR, kalorimetrija), no naj~e{}e se rabi UV
spektroskopija. Naime, “mek{anje” je pra}eno izrazitim
hiperkromnim u~inkom UV spektra (slika 2).

Utjecaj razli~itih na~ina vezanja malih molekula na prom-
jenu Tm dvolan~anih polinukleotida detaljnije je opisan u
nekim preglednim radovima.24 Op}enito se mo`e zaklju-
~iti da interkalativni na~in vezanja stabilizira dvostruku uz-
vojnicu te daje pozitivne �Tm vrijednosti, dok spojevi koji
se ve`u u utore DNA/RNA mogu uzrokovati pozitivne, ali i
negativne (destabilizacija dvostruke uzvojnice) �Tm vrijed-
nosti.

Prednosti su ove metode jednostavnost i brza izvedba, jef-
tini ure|aji, male koli~ine spoja i polinukleotida potrebne
za mjerenje. Nedostatci su prijeko potrebna termi~ka sta-
bilnost ispitivanih spojeva, temperature bitno vi{e od stan-
dardne (25 °C) i fiziolo{ke (37 °C) te nemogu}nost me|u-
sobnog uspore|ivanja rezultata za spojeve koji se ve`u na
polinukleotid razli~itim na~inima (npr. interkalativni, nein-
terkalativni model).

Ovom metodom mogu}e je pri istim eksperimentalnim uv-
jetima uspore|ivati utjecaj niza spojeva koji se ve`u istim
na~inom na stabilizaciju dvostruke uzvojnice odre|enog
polinukleotida, odnosno uspore|ivati utjecaj vezanja jed-
nog spoja na stabilizaciju dvostruke uzvojnice vi{e raz-
li~itih polinukleotida.

Pomo}u ove metode mogu}e je i prosuditi maksimalnu za-
si}enost polinukleotida s ispitivanim interkalatorom, tj. vri-
jednost omjera n �vezani interkalator�/�polinukleotid�.
Naime, kod velikog suvi{ka polinukleotida (r �interkala-
tor� / �polinukleotid� < 0,1) stabilizacija dvostruke uzvojni-
ce (�Tm vrijednost) proporcionalna je pove}anju koncen-
tracije interkalatora. Kod omjera r �interkalator� / �poli-
nukleotid� bliskih zasi}enju interkalativnih veznih mjesta
(princip “isklju~enja susjeda”, slika 1, poglavlje 2), promje-
na vrijednosti �Tm za ista pove}anja koncentracije inter-
kalatora smanjuje se. Ekstrapoliranjem vrijednosti �Tm u
podru~je platoa mogu}e je prosuditi vrijednost omjera
n �vezani interkalator� / �polinukleotid�.

Ukoliko ispitivani spoj tvori s polinukleotidom vi{e bitno
razli~itih tipova kompleksa dobivaju se vi{efazne denatura-
cijske krivulje (slika 2).

Na slici 2 donji temperaturni fazni prijelaz, koji je pri ni`im
omjerima r bitno ja~e izra`en odgovara utjecaju interkala-
tivnog vezanja, dok gornji fazni prijelaz dominantan pri
uvjetima suvi{ka ADAP s obzirom na vezna mjesta odgova-
ra neinterkalativnom na~inu vezanja.26

Viskozimetrija

Utjecaj ispitivanog spoja na duljinu polinukleotidne uzvoj-
nice uglavnom se prati mjerenjem viskoziteta otopine
sonificiranih, {tapi}astih fragmenata DNA polinukleotida
(molekulska masa oko 2,5 x 105) kao funkcije razli~itih
omjera r = �ispitivani spoj� / �polinukleotid�. Pokazalo se
da pri spomenutim uvjetima viskoznost otopine ovisi o
produljenju uzvojnice uzrokovanom vezanjem spoja po
jednad`bi (1):27

L / L0 = 1 + m r, (1)

gdje je L/L0 relativno produljenje, omjer r = (�spoj� / �poli-
nukleotid�), a m nagib pravca ovisnosti L/L0 o r.
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S l i k a 2 – Primjer dvofazne temperaturne denaturacijske krivu-
lje poli dA - dT pri raznim molarnim omjerima r (�ADAP� / �poli-
nukleotid�), pH 7, I = 0,02 mol dm–3

F i g . 2 – Example of the byphasic thermal denaturation curves
of poly dA - dT at different molar ratios r (�ADAP� / �polinucleoti-
de�), pH 7, I = 0.02 mol dm–3



Klasi~ni interkalatori poput etidijevog bromida i akridinije-
vih derivata daju vrijednosti m 	 0,8 – 0,9. Interkaliranje
mora uzrokovati produljenje dvolan~ane uzvojnice te se
bitno manja vrijednost m od gore spomenute smatra po-
tvrdom neinterkalativnog na~ina vezanja. Obrnuti zaklju-
~ak ne vrijedi budu}i da neki spojevi, koji se ve`u u manji
utor DNA i RNA, uzrokuju produljenja sli~na vrijednostima
interkalatora. Na osnovi rezultata viskozimetrije ~esto je
mogu}e razlikovati mono-interkalatore od bis-interkalatora
(molekula koje sadr`e dvije aromatske jedinice koje inter-
kaliraju u DNA/RNA) jer potonji uzrokuju pribli`no dvo-
struko produljenje DNA lanca kod istog omjera r.

Nedostatci metode su relativno visoke koncentracije spoja
i DNA potrebne za mjerenje (c 	 10–5 – 10–4 mol dm–3) te
nepouzdanost rezultata u slu~aju ispitivanih spojeva koji
vezanjem uzrokuju savijanje {tapi}aste dvostruke uzvojni-
ce time prividno smanjuju}i produljenje uzrokovano inter-
kaliranjem. Tako|er, ova metoda ne razlikuje doprinos ne-
interkalativnog na~ina vezanja prisutnog kod ve}ine inter-
kalatora pri uvjetima bliskim zasi}enju interkalativnih vez-
nih mjesta DNA (r 	 0,25).

Spektroskopske titracije

Vezanje malih molekula na polinukleotide ~esto uzroku-
je bitne promjene u njihovim spektroskopskim svojstvima
(UV/VIS, fluorescencija, 1H NMR), koje mogu pru`iti niz
korisnih informacija. Tako na primjer izosbesti~ne to~ke u
UV/VIS titracijama ispitivanog spoja s polinukleotidima
upu}uju na nastajanje samo jednog tipa kompleksa, dok
smjer pomaka signala u 1H NMR spektrima te NOE inte-
rakcije mogu pru`iti niz podataka o strukturi kompleksa u
vodenoj otopini.28 Karakteristi~ne promjene fluorescencij-
skih spektara nekih interkalatora (etidijev bromid, profla-
vin, akridin orange) po vezanju na nukleinske kiseline u~i-
nile su ih nezaobilaznim markerima pri radu s genetskim
materijalom. Osim toga visoka osjetljivost fluorescencijskih
metoda omogu}ila je eksperimente pri mikromolarnim
i ni`im koncentracijama ispitivanog spoja, tj. u uvjetima
sli~nim onima u biolo{kim sustavima.

Ukoliko se radi o ravnote`nom procesu te su spektroskop-
ske promjene dovoljno velike i proporcionalne udjelu na-
stalog kompleksa, mogu}e je izra~unati ili prosuditi afinitet
ispitivanog spoja prema polinukleotidu. Budu}i da interka-
lativni model vezanja jedini pru`a mogu}nost jasne defini-
cije veznih mjesta na polinukleotidu (poglavlje 2., slika 1),
razvijen je niz jednad`bi za izra~un konstante stabilnosti
(Ks) nastalih kompleksa na osnovi podataka titracije ispiti-
vanog spoja s polinukleotidom. Osnova svih jednad`bi je
Scatchardova ina~ica29 Langmuirove izoterme, jednad`ba
(2):

r / cv = Ks (n – r), (2)

gdje je cv koncentracija interkaliranog spoja, n je omjer
�vezani spoj�/�polinukleotid�, omjer r = �spoj�/�polinukleo-
tid� i Ks konstanta stabilnosti kompleksa. Treba napome-
nuti da se u literaturi mogu na}i razne varijante omjera n
ovisno o tome da li je koncentracija polinukleotida �poli-
nukleotid� definirana kao koncentracija baza, parova baza
odnosno naj~e{}e koncentracija fosfata (tako|er i u ovom
radu).

Pri povoljnim eksperimentalnim uvjetima interkaliranje da-
je linearnu ovisnost r/cv o r te je iz dobivenog pravca mo-
gu}e izra~unati konstantu stabilnosti Ks i vrijednost omjera
n. Spomenuta jednad`ba stavlja puno ve}u signifikantnost
na prvu (0 % nastalog kompleksa) i zadnju to~ku (100 %
nastalog kompleksa) te je iz tog razloga pouzdanija analiza
podataka titracije pomo}u Scatchardove jednad`be neli-
nearnom regresijskom metodom.17,30

Model opisan Scatchardovom jednad`bom (2) ne uzima u
obzir mogu}nost kooperativnog odnosno antikooperativ-
nog utjecaja molekule interkalatora na interkaliranje slje-
de}e molekule u susjedna vezna mjesta. Koliko su spome-
nuti utjecaji bitni, najbolje }e predo~iti primjer principa
“isklju~enja susjeda” opisan u poglavlju 2, slika 1.

Teorijski modeli, koje su izveli McGhee i von Hippel31 uveli
su u Scatchardovu jednad`bu parametar kooperativnosti
�. Osnovni problem pri uporabi spomenutih jednad`bi bi-
la je nemogu}nost razlikovanja kooperativnog utjecaja in-
terkaliranja od doprinosa neinterkalativnih na~ina vezan-
ja19,32,33 pri uvjetima bliskim zasi}enju veznih mjesta poli-
nukleotida. Osim toga, kod ve}ine spektroskopskih titraci-
ja nije mogu}e dose}i uvjete od 100 % nastalog komplek-
sa, te je bila nu`na obrada podataka temeljem spomenutih
jednad`bi pomo}u metoda nelinearne regresije. Pri tome
zbog izravne me|usobne ovisnosti tri varijable (Ks, n i �) te
vrlo ~esto dodatne varijable koja opisuje spektroskopska
svojstva nastalog kompleksa (npr. Abslim, Intlim) ra~unski su
dobivene krivulje vrlo {irokih i plitkih minimuma kod kojih
je mogu}e varirati vrijednosti Ks, n i � u {irokom raspo-
nu34,35 bez znatnog utjecaja na koeficijente korelacije ek-
sperimentalnih i ra~unskih podataka.

U literaturi je taj problem {irokog raspona vrijednosti re-
zultata rje{avan na razne na~ine, na primjer fiksiranjem
omjera n = 0,17 – 0,2 prema vrijednostima standardnih
interkalatora (etidijev bromid,33 akridinijevi derivati36) te
bis-interkalatora (n = 0,075),37 odre|ivanjem vrijednosti n
neovisnim metodama (ovisnost �Tm o omjeru r).38

Najpouzdaniji rezultati Ks i n mogu se dobiti temeljem ti-
tracija provedenih pri ve}em suvi{ku veznih mjesta poli-
nukleotida (omjer r < 0,1) kod kojeg se mo`e smatrati da
se molekule interkalatora ve`u na izolirana, me|usobno
neovisna vezna mjesta. Ukoliko je mogu}e, omjer n treba
odrediti s barem dvije neovisne metode (npr. UV/VIS
ili fluorimetrijska titracija, ovisnost vrijednosti �Tm o omje-
ru r).

U slu~aju titracija ispitivanog spoja s dvolan~anim polinuk-
leotidom kod uvjeta gdje je konstanta stabilnosti interkala-
tivnog kompleksa (Ks) >> 1 / cispitivani spoj rezultati obrade
podataka nisu pouzdani zbog “prezasi}enosti” polinukleo-
tida u ve}em dijelu titracije. Na primjer, kad je cspoj 	 10–5

mol dm–3, a Ks >>105 dm3 mol–1, prve promjene u spek-
trima javljaju se pri cpolinukleotid < 10–5 mol dm–3, tako da je
spoj ve}im dijelom titracije u velikom suvi{ku s obzirom na
vezna mjesta polinukleotida, kao {to je opisano nejed-
nad`bom (3):

rs(�spoj�/�polinukleotid�)>n(�vezani spoj�/�polinukleotid�). (3)

U takvim uvjetima u ukupnoj konstanti stabilnosti kom-
pleksa ~esto pridonose i neinterkalativni na~ini vezanja29–31
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na vanjsku povr{inu ili u utore polinukleotida te se kao re-
zultat obrade titracije Scatchardovom jednad`bom dobiva-
ju vrijednosti n ve}e od teorijski mogu}ih te bitno ve}e Ks.
Vrlo ~esto vidljiva su i odstupanja od izosbesti~ke to~ke,
{to tako|er ukazuje na vi{e vrsta nastalih kompleksa. Za
omjer koncentracije ispitivanog spoja i polinukleotida na
kraju titracije (plato, slika 3) mo`e se pretpostaviti da je
r = n, {to je vrlo korisna informacija za obradu podataka
fluorimetrijskih mjerenja.

Posredno odre|ivanje afiniteta spoja prema DNA/RNA

Nisu rijetki slu~ajevi kada interakcije ispitivanog spoja s
polinukleotidima nije mogu}e pratiti kroz promjenu spek-
troskopskog svojstva spoja. U takvom slu~aju afinitet ispiti-
vanog spoja prema polinukleotidu mo`e se odrediti i po-
sredno kompeticijskim eksperimentima sa standardnim
spojem za pretpostavljeni model vezanja. Naj~e{}e se rabi
“IC50” metoda,16 temeljena na koli~ini ispitivanog spoja
koji je potrebno dodati da bi se 50 % etidijevog bromida
(EB) prethodno interkaliranog u polinukleotid istisnulo iz
kompleksa. Metoda se temelji na izuzetno velikoj razlici
fluorescencije EB (8 – 40 puta) u slobodnom (slaba fluore-
scencija) i interkaliranom stanju (jaka fluorescencija). Prvo
se polinukleotid zasiti etidijevim bromidom kako bi sva in-
terkalativna mjesta bila popunjena. Postupnim dodava-
njem otopine ispitivanog spoja EB biva istisnut iz komplek-
sa s polinukleotidom, {to uzrokuje ga{enje fluorescencije
EB (slika 4, A). Kad se u eksperimentu postigne fluorescen-
cija sli~na onoj nevezanog EB, iz grafa B (slika 4) jedno-
stavno je odrediti kod kojeg je omjera cEB/cispitivani spoj (IC50)
je istisnuto 50 % EB.

Ovako dobivene vrijednosti omjera gruba su prosudba
usporedbe afiniteta EB i ispitivanog spoja te se u slu~aju
ispitivanja novih interkalatora tek razlike u IC50 vrijednosti-
ma od reda veli~ine mogu smatrati bitnima. Zbog spome-
nutih ograni~enja metode preporu~ljivo je za nepoznati
spoj, ukoliko je ikako mogu}e, odrediti konstantu stabilno-

sti i omjer n nekom od direktnih metoda (poglavlje Spek-
troskopske titracije).

Zaklju~ak

Zbog izuzetne atraktivnosti znanstvenog podru~ja interak-
cija malih molekula s DNA/RNA velik broj organskih sintet-
skih grupa u Hrvatskoj bavi se pripravom potencijalnih
DNA/RNA liganada. S druge strane, niz istra`iva~kih grupa
ispituje utjecaj malih organskih molekula na biolo{kim i
biokemijskim sustavima, koriste}i skupe i dugotrajne me-
tode. Osnovni cilj ovog rada bio je ukazati na jednostav-
nost i upotrebljivost danas u Hrvatskoj lako dostupnih fizi-
kalno-kemijskih metoda za brzo i pregledno ispitivanje ne-
kovalentnih interakcija malih molekula s DNA i RNA te ko-
risnosti rezultata takvog pristupa u izboru najatraktivnijih
kandidata za biolo{ka ispitivanja, odnosno upotrebljivosti
dobivenih rezultata u dizajnu novih analoga.
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S l i k a 3 – Primjer UV/VIS titracije za slu~aj kad je cspoj � 10–5

mol dm–3, a konstanta stabilnosti Ks >> 105 dm3

mol–1

F i g . 3 – Example of the UV/VIS titration for c(studied compound)
� 10–5 mol dm–3 and stability constant Ks >>
105 dm3 mol–1

S l i k a 4 – Primjer kompetitivnog eksperimenta istiskivanja eti-
dijevog bromida iz interkalativnog kompleksa s DNA
pomo}u ispitivanog spoja

F i g . 4 – Example of competitive ethidium bromide displace-
ment from the intercalative complex with DNA by
studied compound
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SUMMARY

Methods for Study of Noncovalent Interactions of Small Organic Molecules with DNA and RNA.
More Detailed Overview of Intercalative Mode of Binding.

I. Piantanida

A number of compounds are designed and prepared with the aim of biological and/or biochemical im-
plementation (therapeutic usage, markers, molecular devices...). Study of noncovalent inteactions of
small organic molecules with natural and synthetic polynucleotides in aqueous media is a logical choice
for fast screening after preparation of novel DNA and RNA active substances. Today, a number of rather
simple and handy experimental methods is available for the study and characterisation of the complexes
between the polinucleotide and a small molecule of interest.

Thermal denaturation

The bases of RNA and DNA are active chromophores. The thermal denaturation of nucleic acid can be
monitored by measuring the change in UV absorbance of a nucleic acid solution as a function of temper-
ature. A significant hyperchromicity (a higher molar extinction coefficient) of the nucleic acid at 260 nm
is observed upon the melting of duplex regions into single stands. The temperature of melting (Tm) is de-
fined as the temperature where 1/2 of the DNA or RNA becomes denatured; for duplex nucleic acids
this transition is highly cooperative and appears as an inflection point in the plot of absorbance versus
temperature.

The Tm can be monitored in the presence of small molecule ligands to examine relative binding energies.
In most cases, the small molecule binds to the duplex nucleic acid with a higher affinity than to the sin-
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gle-stranded form, thus stabilizing the duplex form. Stabilization shifts the Tm to higher temperatures. The
change in the Tm (�Tm) is proportional to the ligand’s affinity to the folded form of nucleic acid weighed
by its affinity to the melted form.

Spectroscopic titrations and analysis of binding data

UV-VIS absorbance and/or fluorescence emission spectroscopy are routinely used to probe RNA or DNA
binding of small molecules. The sensitivity of each technique is, however, significantly different. Fluores-
cence emission measurements are often 100 – 1.000 fold more sensitive than absorbance spectroscopy.
By measuring the spectral changes of the ligand as a function of nucleic acid concentration, binding iso-
therms can be generated and used to calculate affinities. Analysis of direct binding data must take into
account the concentration of the observable species relative to the affinity of the small molecule –
DNA/RNA interaction being studied. For most titrations, the concentration of the observable species is
kept constant, while the non-observable species is titrated in. If the concentration of the observable spe-
cies is much lower than the Kd of the interaction, then the binding isotherm is sensitive only to the
highest affinity binding site.

Linear analysis

If the binding interaction is non-cooperative, direct binding data can be analyzed using a Scatchard plot.
This plot can simultaneously determine, both, binding stoichiometry and the average affinity of each site.
A Scatchard plot is made by plotting r versus r/Cf. The slope of this plot will equal Keq, and the X-intercept
will equal the number of binding sites. Large errors with Scatchard analysis are often encountered. The
data points for the 100 % free and the 100 % bound states are “weighed” much more heavily than the
points in the middle of the titration. Non-linear analysis of binding data can help reduce the errors associ-
ated with quantifying the spectral properties of these “extreme” (and often inaccurate) data points.

Non-linear analysis

Line shape analysis can eliminate much of the error associated with quantifying the spectral properties of
the 100 % “free” versus the 100 % “bound” states of the observable species. Non-linear analysis typically
weighs all data points equally and fits all the points to a theoretical curve.

Ethidium bromide displacement

The fluorescence intensity of ethidium bromide typically increases upon the binding of nucleic acids.
Subsequent displacement of ethidium is apparent by a decrease in emission intensity upon addition of a
competitive inhibitor. Since it binds to most DNAs and RNAs, ethidium displacement experiments can be
conducted using a wide range of nucleic acids. The concentration of competitive inhibitor needed to dis-
place 1/2 of the ethidium bromide is marked as IC50. However, direct binding isotherms are more ther-
modynamically meaningful than activity measures (IC50 values).

Conclusions

Methods mentioned in this text are simple to learn and unexpensive to handle. Results obtained from
these methods allow the determination of eventual selectivity or specificity of studied compounds and
comparison with the previously studied analogues. This methodological approach is especially suitable
for the systematic study of the large series of structuraly close analogues. Results obtainied for the large
series of analogues often allow the choice of the most attractive substances for the biological studies, in
this way saving time and material.
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