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1. Roviditések jegyzéke

A - abszorbancia; adenin

A" _ komponens gorbe alatti relativ teriilet

Ala - alanin

BMPCP - mezo-5,10-bisz(4-N-metilpiridil)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin
BMPCP-4P, - BMPCP tetrapeptid konjugatuma

BOC - tert-butiloxikarbonil

BOP - (1H-benzotriazol-1-iloxi)[trisz(dimetilamino)]foszfonium hexafluorofoszfat
bp/Dau - bazispar/daunorubicin molarany

C - citozin

CD - cirkularis dikroizmus

Dau-Arg - daunorubicin arginin konjugatum

Dau/bp - daunorubicin/bazispar molarany

Dau-Gly - daunorubicin glicin konjugatum

Dau-Leu - daunorubicin leucin konjugatum

DIEA - N,N-diizopropiletilamin

DMF - dimetil-formamid

DNaz - dezoxirubonukledz enzim

DNS - dezoxiribonukleinsav

DPPC - dipalmitoilfoszfatidilkolin

€ - molaris extinkcids koefficiens

EDC - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid

EDTA - etilén-diamin-tetraacetat

ESI-MS — elektrospray inonizacids tomegspektrometria

FCS - fetal calf serum

Fmoc - 9-fluorenilmetoxikarbonil

G - guanin

Gly - glicin

GnRH - gonadotropin-releasing hormone (gonadotropin felszabadité hormon
gp - gene protein (T7 fag)

HL-60 - human akut promyelocytas leukémia sejtvonal
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HOMO - legmagasabb betoltott molekula palya

HT-29 — human colon adenocarcinoma sejtvonal

A - hulldmhossz

Ai - komponens gorbe csucsanak hulldmhossza (spektrumfelbontas)
Leu - leucin

Lys - lizin

LUMO - legalacsonyabb betdltetlen molekula palya

M - mol/dm®

MBHA - 4-metilbenzhidrilamin

My, - molekulatomeg

PDT - fotodinamikus terapia

I - bazispar/porfirin molarany

1/r - porfirin/bazispar molarany

RNS - ribonukleinsav

MRNS - messenger RNS

RP-HPLC - forditott fazisti nagynyomasu folyadékkromatografia
rpm — fordulatszdm

SUV - small unilamellar vesicle (kis unilamellaris vezikulum)

T - timin; hdmérséklet

TFA - trifluorecetsav

TMPCP - mezo-tri(4-N-metilpiridil)-mono-(4-karboxifenil)porfirin
TMPCP-4P - TMPCP tetrapeptid konjugatuma

TMPCP-AK -TMPCP polipeptid konjgatuma

TMPyP - tetrakisz(4-N-metilpiridil)porfirin

Tris-HCI - tris(hidroximetil)-aminometan puffer oldat

UV - ultraibolya

w; - teljes szélesség (Gauss fliggvény)

Yo - alapvonal (spektrumfelbontas)
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2. Bevezetés, irodalmi attekintés

2.1. DNS tamadaspontu hatéanyagok

Az onkologiai kemoterapias kezelések sordn jelentés részben olyan
hatéanyagok keriilnek alkalmazasra, melyek hatasmechanizmusaban fontos szerepet
jatszik az oOrokitdanyag. Kozvetleniil hatast fejthetnek ki a DNS-en vagy pedig
kozvetett moédon, a DNS stabilitasat és alkotd elmeinek szintézisét befolyasolo
enzimek gatlasa vagy reaktiv gyokok képzése révén érhetnek el tumorellenes hatést.
A legtobb esetben kotddés jon létre a hatéanyag és a DNS-kozott, mely lehet
kovalens ¢és nem kovalens, az utobbinak gyakorta eldfordulé modja az interkalacié a
bazisparok kozé vagy a DNS kis arkaba torténd kiils6 kotddés. (1,2)

Jollehet a kiilonféle kemoterapids eljarasok sordn hasznalt molekulakkal
kapcsolatban esetenként tobb évtizedes tapasztalat all rendelkezésre, hatékonysaguk
novelése mind a mai napig nem kellden megoldott. Mellékhatasaik sokrétiiek ¢€s
esetenként sulyosak, tovabba a kezelést kovetden maguk is okozhatjak masodlagos
tumorok kialakuldsat. A nem kivénatos kdvetkezményeik legtobbje is DNS karosito
hatasukbol és a rakos sejtekre vald szelektivitds hianyabdl eredeztethetd. Ebbdl
kovetkezik, hogy a hatdanyag kutatas és fejlesztés egyik iranya azokra a molekulékra
Osszpontosit, amelyek kdzvetleniil nem karosithatjak a DNS-t, illetve specifikusabb
moddon jutnak be a célsejtekbe. A konvencionalis terdpia alternativaiként megjelentek
olyan moédszerek is, ahol a koros szovetek szelektiv karositasa a kezelés technikai
elrendezésébdl ered. Erre példa a fotodinamikus terapia, aminek egy ugynevezett
fényérzékenyitd molekula képzi az alapjat. Ez a megfeleld frekvencidju fény hatasara
reaktiv oxigénszarmazékokat hoz létre, amelyek karositjdk a kozelben talalhatod
sejtalkotokat és ez a sejt pusztulasdhoz vezet. A teljes testben kialakuld
fényérzékenység, az esetenként nem kielégitd hatékonysag kovetkeztében a klinikai
gyakorlatba a fotodinamikus terépia eleddig csak szerényebb mértékben kertilt
bevezetésre, igy a fényérzékenyitok fejlesztése ezen a teriileten jelenleg is az
érdeklédés kozéppontjadban van. A fényérzékenyitd vegyiilet leggyakrabban a

ciklikus tetrapirrolok csalddjaba tartoz6 valamely apoléros porfirin szdrmazék. A
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tudomanyos érdeklddés azonban egyre tobb figyelmet szentel a kationos
porfirineknek is, melyek izolalt DNS-hez valo kotddési képességiikrdl ismertek. (3,4)

A hatdanyag tervezést és szintézist kovetden igen Iényeges annak megértése,
hogy a DNS és kiilonféle Gj vagy modositott vegyiiletek kozott pontosan milyen
kolcsonhatas alakul ki, hogy megbecsiilhessiik élettani és terapias hatasaikat. Elsd
Iépésben elengedhetetlen az izoldlt DNS-hez és a szerkezeti fehérjékkel egyiitt
jelenlévé polinukleotidhoz, azaz nukleoprotein komplexhez vald kotédés részletes in
vitro jellemzése, hogy megfelel6 alapot teremthessiink a tovabbi molekulatervezési
1épések szamara.

Jelen dolgozat a DNS tamadaspontu molekulak két fajtajaval foglalkozik, a
kationos porfirinekkel és az antraciklinek kozé tartozo daunorubicinnel, és ezek

modositott szarmazékainak kdlesonhatési profiljat kivanja elemezni.

2.2. Kationos porfirinek és konjugatumaik

2.2.1. Jellemzok és kotodeés polinukleotidhoz

Evtizedekkel ezelétt felfigyeltek a kationos porfirinek azon tulajdonsagéra,
hogy nagy affinitassal kotddnek DNS-hez ¢és nem kellett sok idének eltelnie ahhoz,
hogy a tudomanyos érdeklédés homlokterébe keriiljenek (5). A kationos porfirinek
tulajdonsagai kozt igen elényds, hogy amfifil molekuldk, vizben jol oldédnak, és
kiilonb6z6 kotddési komplexeket alakitanak ki polinukleotidokkal. Tébb tanulmany
foglalkozott a kotodési folyamat vizsgalataval és leirdsaval, legtobb esetben
nukleinsav oligomerek vagy polimerek ¢és kationos porfirin  szdrmazékok
kolcsonhatasanak elemzésén keresztiil (6-11).

Alapvegyiiletként gyakran vizsgéaljdk a négy pozitiv toltéssel rendelkezd
tetrakisz(4-N-metilpiridil)porfirint (TMPyP), amely a mezo-szubsztitualt porfirinek
kozé tartozik, tehat a négy metilpiridil szubsztituens a pirrolgytiriiket 6sszeko6td

metin-hidak szénatomjahoz kapcsolodik. Szerkezetét az 1. abran lathatjuk.
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1. dbra Az egyik legtobbet vizsgalt mez0-szubsztituadlt porfirin szarmazék, a TMPYP
szerkezeti képlete.

Amint mar emlitettiilk, kisméretii molekuldk és kettdsszali DNS kozott
tobbféle modon 1étrejohet kotddés, ezek koziil TMPYP esetében a kdlcsonhatds két
formajat sikeriilt kimutatni: az interkalaciot és a kiilsé kotédést. Az interkalacio
soran a porfirin molekula beékelddik a DNS bazisai kozé, és azokkal jelentds
hidrofob kolcsonhatasokat alakit ki. Hatasara né a DNS molekula hossza, és a kettos
hélix menetmagassaga iS megvaltozik. Kimutattak, hogy interkalacio gyakorta a
guaninban ¢és citozinban gazdag régidkban alakul ki, tehat adodik bizonyos
szelektivitas ezen szekvenciak irant (9). Ennek magyarazatat molekularis modellezés
segitségével dolgoztak ki, amely szerint a timin metil csoportja feltehetéen sztérikus
gatat jelent az interkalacio kialakulasa szempontjabol (10).

A kotédés masik formdja sordn nem jon létre beé¢kelddés és a DNS szerkezetének
jelentds atalakuldsa, hanem kiilsd elhelyezkedésti komplex képzddik a polinukleotid
¢s a porfirin molekula kozott. Ez a fajta kiilsé kotdédés jellemzden a két polinukleotid
szal altal képzett kis arokban alakul ki, bazispreferencidjara pedig foként az
adenin/timin tilstlya régiok dominancidja jellemz0. A kdlcsonhatds ezen formajaban
els6dleges szerepet jatszanak azok az elektrosztatikus kdlcsonhatasok, amelyek a
DNS cukor-foszfat vaza és a porfirinek pozitiv toltésti csoportjai kozt jonnek 1étre
9).

Az eltéré bazispreferenciat kiaknaztak a korai vizsgalatok soran, ugyanis gyakran
csak A-T vagy csak G-C tartalmi szintetikus kettdsszalt oligonukleotidokat
hasznaltak a kisérletekhez, tehat a két kotési format a konnyebb értelmezhetéség

kedvéért kiilon mintakban allitottak el (5-8).
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A kotédés mennyiségi leirasara, a kotodési képesség jellemzésére tobbféle
modellt alkalmaztak, ezek kozott emlithetdé a Schatchard-féle (12) vagy a
daunorubicin szarmazékok targyalasanal késébb részletesebb kifejtett McGhee - von
Hippel kozelités (13). Ezen modellek alkalmazhatosidga tobbféle kotéhely illetve
kotédési mod esetében, mint példaul a vegyes bazis-0sszetétell természetes kétszalu
T7 DNS és porfirinek kdlcsonhatasa azonban meglehetésen pontatlanna €s ezért
korlatozottd valik. Az ilyen rendszerek esetén szamitott koétddési allandok a
valasztott modell fliggvényében igen kiilonbozék lehetnek (14). A probléma
feloldasara célszerti tobbféle optikai spektroszkdpids moddszert parhuzamosan
alkalmazni és a kapott spektrumok elemzésén keresztiil megkisérelni a kdlcsonhatas

jellemzését (15).

2.2.2. Fotokémiai reakciok

A porfirin szarmazékok képesek a kornyezetikben 1évé molekuldak
fényérzékenyitésére. Ez a tulajdonsdg tobb UV ¢&s lathatd tartomanyban
fényelnyeléssel rendelkezd anyagra jellemzd, és azon alapszik, hogy az elnyelt
energiat atadjak a kozelben 1évé molekulaknak, amelyek ezaltal aktivalodnak,
reakcioképessé valnak (16). A képzddott reaktiv vegyiiletek kornyezetiikre gyakorolt
hatasat fotodinamids hatasnak nevezziik. A fogalom alatt legtobbszor karositd
folyamatokat értiink, elkiilonitve ezzel az energia bioldgiai rendszerekbe torténd
asszimilacigjatol, a fotoszintézistdl. A reaktiv vegyiiletek modosithatjadk a
membranalkotokat, a fehérjéket és a nukleinsavakat, befolyasolva és 4ltaldban
megsziintetve ezzel biologiai funkciojukat (17-20).

A fotokémiai reakciok két fajtajat kiilonithetjikk el: a direkt és az indirekt
folyamatokat. Direkt reakcio esetén a fény altal aktivalodott érzékenyité vegyiilet
kozvetleniil 1ép reakcioba a kornyezetében 1évé molekuldkkal. Az indirekt reakciok
soran viszont koztitermékek jonnek létre, és tovabbi két csoportra oszthatok: I-es és
ll-es tipusra. Az I-es tipusu fotokémiai reakcid elektron és hidrogéntranszferrel jar,
melyek sordan szabadgyokok képzddnek. A Il-es tipusu reakcio esetében pedig

spinvaltozas jatszodik le: eredményeként az alapéllapotban triplett O2-bdl szingulett
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allapotai O, képzdédik. A fotokémiai reakciok ezen altipusat tekinthetjiik a
legfontosabbnak, igy a fényérzékenyitd molekulak tulajdonségai koziil a szingulett
O, képzés kiemelt jelentdségi (16, 21). A szingulett allapotd O, rovid diffuzids
uthosszal rendelkezik, ezért 1ényeges kérdés a fényérzékenyitd molekula helyzete a

karositani kivant sejtalkotohoz képest.

2.2.3. Fotodinamikus terapia (PDT)

Fotodinamikus terapia alatt manapsag legnagyobbrészt a fotokémiai reakciok
tumor-kezelésben vald alkalmazéasat értik (22). Porfirinek hasznalata ilyen
indikacioban Thomas J. Dougherty vizsgalatai Ota tett szert érdeklédésre, ugyanis
kimutatta, hogy a tumoros sejtek sokkal nagyobb mértékben veszik fel a
hematoporfirin keveréket a kornyezé szoveteknél, és tekintettel arra, hogy a
porfirinek fényérzékenyitd képességgel rendelkeznek, tovabba a toxicitasuk
szisztémas alkalmazads soran elfogadhatonak bizonyult, a vegyiiletcsalad iranti
érdeklédés fokozodott (21). Klinikai alkalmazas soran eldszor a hematoporfirin
keverék tisztitott valtozatat (Photofrin) kezdték alkalmazni, majd intenziv kutatéasi
tevékenység kezdddott kedvezobb, masodik generacids fotoszenzibilizatorok irant. A
fejlesztések soran fontosnak tartottdk, hogy a molekuldk rendelkezzenek bizonyos
szelektiv felhalmozddassal malignus sejtekben, gyorsan tdvozzanak a szervezetbdl,
birjanak kielégitd vizoldékonysaggal, fény hianyaban toxicitasuk minimalis legyen,
¢s minél szélesebb hullamhossz tartomanyban rendelkezzenek fényelnyeléssel (23).

A  masodik generacidés porfirinek kozé tartozik a  tetrakisz-(4-N-
metilpiridil)porfirin (TMPyP) is, amely a porfirin-DNS kd&lcsonhatast vizsgald
kutatasok soran az egyik leggyakrabban alkalmazott vegyiiletté valt. Kimutattak
felhalmozodasat a sejtmagban, illetve bizonyos esetekben a mitokondriumban is.
Tumoros sejtek nagyobb mértékben veszik fel az egészséges szovetekhez képest, igy
remélhetd némi szelektivitas (24,25).

A malignus sejtek karosoddsa PDT soran bekovetkezhet a sejtmembran, a
mitokondrium és a lizoszomak sériilésén keresztiil, mely végs6é soron nekrézishoz

vezet (26), de egyes esetekben nem kizart a kornyezd szovetekre nézve kedvezobb
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apoptozis (programozott sejthalal) eshetésége sem (27). A fotokémiai reakcidkat
eddig elsésorban endobronchialis (28), gasztrointesztinalis (29,30) és nem-festékes

Fotodinamikus hatas kiakndzésa porfirin-szarmazékok alkalmazasan keresztiil
azonban nem csak az onkologia teriiletén, hanem a mikrobioldgiaban is igéretesnek
tlinik (31). Kationos porfirinek egyarant képesek a Gram-pozitiv és a Gram-negativ
baktériumok karositasara (32,33). Lényeges terillet még a fotokémiai
virusinaktivacié is (18). Ennek jelent6sége egyes vérkészitmények sterilizalasaban
lehet, ugyanis a fotokémiai inaktivacid elénydsen hasznalhat6 ki olyan esetekben,
amikor a virus DNS-én kiviil nincsen jelen egyéb nukleinsav (34). Tekintettel a
porfirinek 6rokitd anyag irdnti jelentékeny affinitdsara, vorosvértest koncentratumok

fert6tlenitésében is szerepiik lehet (35).

2.2.4. Porfirin konjugatumok

A kozelmultban a porfirin szarmazékokkal kapcsolatos kutatasokban
jelentdségre tettek szert azok az iranyzatok, amelyek soran a porfirin-gytiriihoz
kiilonb6zd funkcidju molekuldkat kapcsoltak. Célként meriilt fel a porfirinek sejtek
altali felvételének fokozéasa, a tumoros sejtek iranti szelektivitds novelése a
makrociklus szerkezetmoddositasan keresztiil (36). A kationos porfirinek iranti
érdeklédést ugyanis tovabb novelte, hogy fény deriilt guanin-kvadruplexek irant
tanusitott affinitdsara. Ezek a struktirak a kromoszomak végein a telomer-régiokban,
és egyes onkogének transzkripcidjat szabalyozo teriileteken talalhatok meg. A
guanin-kvadruplexekkel valdo kolcsonhatas kovetkezménye lehet az adott DNS
szakasz stabilizdlodasa. Ilyen modon a kotést kialakitd vegyliletek gatolhatjdk a
telomeraz enzimet, amely szintén fontos lehet a daganatterapiaban (37).

Konjugatumok szintetizalasa annak a lehetdségét is felveti, hogy a porfirinek
nukleinsavak irant tanusitott erds kotodési képessége egyéb molekulak DNS
kozelébe juttatdsara is kiaknazhatd legyen, példaul génterdpia esetében (38). Végsd
soron tehat olyan porfirin szarmazékok eldallitasa a cél, amelyek jelentds eldnydket

tudnak felmutatni az egyszeriibb vegyiiletekkel szemben, a PDT-ben alkalmazott
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crer

lehetnek. Kiilonb6z6 molekulak  kapcsolasaval — kisérleteztek a  porfirin-
alapvegyiiletekhez, vizsgalatok torténtek egyebek mellett antrakinon (39),
fenilpiperazin (40), polietilénglikol (41) és kiilonb6z6 cukor konjugatumokkal (42,
43), illetve szteroidok (44), folsav (45), oligonukleotidok (46) és antitestek
kapcsolasaval (47).

Ismert, hogy azok a porfirinek, melyek t6bb aril-csoporttal is rendelkeznek,
hidrofob tulajdonsagaik kovetkeztében nagyobb mennyiségben keriilnek be rékos
sejtek intracellularis terébe. Szelektiv, specifikus felvételrdl azonban korantsem
beszélhetiink, a malignus atvaltozason atesett szovetekben a felgyorsult
metabolizmus ¢és a megvaltozott pH kovetkezményeként alakul ki magasabb
hatoanyag-koncentracio (43). Ezért a tovabbi kutatasok mar amfipatikus
szarmazékokkal végzett kisérletekre 0Osszpontositottak, tervbe véve egyfajta
»Ccelzoberendezés” kifejlesztését. Kisérletek torténtek cukormolekulakkal kapcsolt
porfirinekkel, hiszen jol ismert a szacharidok szerepe a sejtszintli felismerési
folyamatokban. Figyelemremélté eredmények sziilettek négy gliik6z molekulaval
konjugalt pentafluorofenil-porfirinek esetében, sikeriilt kimutatni azt, hogy
emldrakos sejtvonalak sokkal nagyobb mértékben veszik fel az 0j szarmazékot, mint
az egészséges fibrobalsztok. Kideriilt, hogy a molekulak amfipatikus tulajdonsaga
lényeges elem mind a felvétel, mind pedig az elimindcid soran, tehat megfeleld
aranyban kell alkalmazni a hidrofil/hidrofob csoportokat a molekulak tervezésekor
(43). Relevans irany lehet még nukleinsavak kapcsolasa is a porfirinekhez. Duarte és
munkatarsai mRNS szekvencia-specifikus oxidativ karositasat érték el ugy, hogy egy
antiszenz oligonukleotid 5’-végéhez kapcsoltak porfirint. (48).

A konjugatumok tobbsége amid, észter vagy éter kotés kialakitasdval jon létre a
porfirin és a kapcsolt molekula kozt, ezek a kotések pedig a szervezetben hidrolizist
szenvedhetnek. Ez egyszerre lehet hasznos és jelentésen akadalyozd tényezé. Ha a
kotéshasadds mar a sejten beliil torténik meg, akkor kdnnyen létrejohet a kotddés a
porfirin alapmolekula és a DNS kozott, anélkiil, hogy szdmolni kellene a
szerkezetmddositasbol fakadod esetleges gatld tényezodkkel; azonban ha a célsejthez

jutés elott elbomlanak a konjugatumok, az elényos tulajdonsagok elvesznek.
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Vizsgéltdk a konjugatumok sejtekbe vald bejutdsanak mechanizmusat is.
Fény deriilt arra, hogy noha beszélhetiink bizonyos foku aktiv transzportr6l rakos
sejtek és porfirin  konjugatumok esetében (példaul az emlitett gliikkoz
konjugatumoknal), de a felvétel nagyobb része mégis diffuzio utjan kdvetkezik be.
Ennek mértéke kisebbnek bizonyult a négyszeres pozitiv toltésti porfirinek esetében,
mint a konjugatumoknal (43,49). Azonban a sejtekbe torténd nagyobb mértékil
bejutds nem jelenti automatikusan a fotodinamikus hatds erdsodését. A porfirin
makrociklus megvaltozasa a DNS-ko6tddés modosulasat is okozhatja, a molekuldk
toltéseloszlasa és a kiillonbozd sztérikus hatdsok kedvezdtlenebbé valhatnak a
kolesonhatas szempontjabodl, de kialakulhat jelentésebb aggregacids hajlam is, vagy
pedig mas sejtorganellumokban, egyebek mellett a  lizoszomakban,
mitokondriumokban torténhet feldasulas (43, 49-51). Emlitésre mélté azonban, hogy
a jelenleg hasznalatban 1év0 fényérzékenyitok tobbsége nem a sejtmagban
halmozddik fel legnagyobb mértékben, a lizoszomak illetve a mitokondriumok is a
PDT fontos célpontjai lehetnek (52).

A konjugatumok talan legintenzivebben vizsgalt csoportjat a peptidekhez
kapcsolt szarmazékok jelentik. Tobb tanulmany igazolta, hogy a polipeptidekkel
konjugalt porfirinek sokkal nagyobb aranyban keriilnek be a célsejtekbe
anyavegyiileteiknél, és igéretes alternativak lehetnek PDT soran (53-56). Ismeretes,
hogy bizonyos peptidek hordozomolekulaként funkcionalhatnak olyan vegyiiletek
szamara, amelyek kiilonb6z6 okok miatt nem képesek kell mértékben penetralni a
sejtekbe, igy alkalmazasukra szamos Uj terapias eljaras — egyebek mellett a
alakithaté a molekulak hidrofil/hidrofob csoportjainak ardnya, illetve lehetdség nyilik
olyan peptidszekvencidk beépitésére is, amelyeket a transzportfehérjék felismernek,
igy megnyilhat az at a porfirinek aktiv transzportja el6tt. Itt emlitendé Sibrian-
Vazquez és csoportjdnak munkdaja, ugyanis egy sejtbe vald bejutast eldsegitd
motivumot és egy sejtmag lokalizacios szignalt tartalmazo peptidet allitottak eld,
melyet porfirin szarmazékokhoz kapcsoltak, ¢és az 1 molekuldk fokozott
sejtfelvételét tapasztaltak (54).

Szamos kiilonféle, a fényérzékenyitokhdz kapcesolt oligo- és polipeptid koziil

a polilizin vézzal rendelkezd elagazd vagy nem elagazé lancu polipeptidek igéretes
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hordozémolekulanak bizonyultak sejtekbe vald bejutds fokozasara. Eredmények
sziilettek olyan gyodgyszerekkel, mint a metotrexat, a daunorubicin, vagy a GnRH
antagonistak, de bizonyos radiofarmakonokkal és szintetikus antigénekkel is (57,58).
Harom pozitiv toltésii porfirin ilyen tipust konjugatuma esetében a sejtekbe torténd
felvétel fokozodéasa kimutathatéan ndvelte a fotodinamikus eljards hatékonysagat
keratinocitakban (56).

Klorin alapt konjugatummal pedig HeLa sejtekben értek el kedvezd valtozast, a
fényérzékenyitd molekula ebben az esetben a sejtmagban is kimutathato volt. A
hatéanyag sejtmagba valdé bejutdsa nem eldfeltétele a fotodinamikus hatas
elérésének, de a teriilet érzékenységébdl kifolyolag a sejtmagban valo feldusulas a
hatékonysag novekedéséhez vezet (59).

A polilizin vazas peptidekhez kapcsolt hatéanyagok fokozottabb bejutisa
valdszintileg annak koszonhetd, hogy a sejtmembran felszinének negativ toltései
elektrosztatikus  kdlcsonhatasba 1épnek a  polipeptid e-aminocsoportjaival.
Kutatocsoportunk kationos oldallanccal bird, polilizin-vazas peptidek rakos sejtekbe
valo bejutasat Osszehasonlitd kisérletei soran fény deriilt arra, hogy felvételiiket
jelentdsen befolyasolja az oldallancok aminosav Osszetétele €s a hidrofob jelleg.
Membranon vald atjutasuk dontéen makropinocitozissal, illetve kaveolak és lipid
raftok altal kozvetitett endocitozissal torténik. Porfirin-konjugatumok 1étrehozasa
polilizin-vazas peptidekkel tehat igéretes lehetdségnek ttinik mind PDT-ben valo
alkalmazas, mind pedig mas, DNS-kotdédésen alapuld modszerek szamara. Azonban
a porfirin szarmazékok ezen csoportjanak nukleinsavakkal vald koélcsonhatasa még
nem keriilt részletes leirasra, noha a konjugaci6 jelentds valtozast okozhat a
molekulak tulajdonsagaiban, atalakul a toltéseloszlas és megndvekszik a molekula
mérete iS. Ezeknek a tényezOknek pedig szamottevd kovetkezményei lehetnek a
kotédés folyamatara. Fel kell tehat térképezni, hogy miként modosul a porfirinek
kotoédési tulajdonsaga ha polipeptidhez kapcsolddnak, illetve ha csak kisebb
oligopeptidek csatlakoznak a hatéanyaghoz.
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2.3. Daunorubicin és konjugatumai

2.3.1. Jellemzdk és kotddeés polinukleotidhoz

Az antraciklinek kozé tartozo vegyiiletek a legtobbet kutatott DNS-interkalalo

molekuldk kozé tartoznak. Terapids alkalmazasuk az emldrakra, kiilonféle tipust
leukémidkra ¢és a Kaposi szarkémara terjed ki. Karositd hatdssal vannak a
csontvelére, a bor ¢és a tdpcsatorna gyorsan osztédd sejtjeire illetve a
szivizomsejtekre. Ez utobbi kovetkezményeként kialakuld kardiomiopéatia esetenként
stlyos mértékii lehet (1).
Hatasukat azaltal fejtik ki, hogy beckelddésik a DNS bazisparjai kozé
megakadalyozza a topoizomerdz II enzim mikddését, melynek feladata a DNS
szupertekercsek fellazitasa replikacio, illetve transzkripcio soran. A legelfogadottabb
elmélet szerint az interkalacid kovetkeztében a DNS kettds hélix kitekeredik, és ez
feltehetden kedvez a hatéanyag/enzim kolcsonhatds 1étrejottének. A daunorubicin
jelenléte stabilizalja a DNS/topoizomeraz II komplexet. Ebbdl kifolydlag az enzim
altal katalizalt reakcio - a DNS szalak elvagdsa majd Gjraegyesitése - az elvalasztas
lIépése utan félbemarad, és ezéltal torések jonnek létre a DNS lancban. Emlitésre
érdemes, hogy a két kozéps6é gylirin 1év6 kinon-hidroxikinon-csoport elektront
tovabbitd szerepet tolt be, és aktiv gyokok képzését teszi lehetové. Feltételezheto,
hogy a DNS-hez torténd kotddés hatarozza meg a daganatgatld hatast, mig a
kardiotoxicitasért az aktiv szabad gyokok képzddése tehetd feleldssé (61,62).

Szadmos rontgen krisztallografian alapuld tanulmény vizsgalta a daunorubicin
¢és tarsvegylileteinek kolcsonhatasat kiilonféle nukleotidokkal, termodinamikai és
reakciokinetikai leirasok is elérhetéek (63-65). Ebbol a szempontbol az antraciklinek
a DNS ¢és kismolekulak kozott 1étrejovo interakcio altalanos modellvegyiileteinek is
tekinthetdk.

A 2. dbran a daunorubicin szerkezeti képletét lathatjuk.
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,»A” gylrll
szubsztituensek
H-hid képzes

kis arok
gnttrailzl?gn‘ , daunozamin
Interkalacio kis arok

2. abra A daunorubicin szerkezeti képlete a DNS-sel valo kélcsonhatdasdaban fontos
elemek és funkciojuk kiemelésével.

A daunorubicin molekula hiarom fontos részletét érdemes kiemelniink
polinukleotidhoz valdé kotddésének targyaldsakor. Az els6 az antrakinon
gytrirendszer, a molekulanak ezen része ékeldodik be a DNS bazisai kozé. A
masodik, kotddésben szerepet jatszo molekularész a daunozamin, amely a kis arok
irant mutat affinitast. Végiil pedig az ,,A” gylirli masik szubsztituense emlitendd,
mely hidrogénkotések kialakitasdra alkalmas, amelyek mintegy horgonyként
stabilizaljak a kialakul6 DNS/daunorubicin illetve daunorubicin/enzim komplexeket.
A DNS kotédés termodinamikajat elemzé tanulmany kiilonféle modositott
szarmazékok vizsgalata alapjan megallapitja, hogy mindharom régio fontos szerepet
jatszik a kdlcsonhatas kialakitasaban (65).

Tekintettel arra, hogy a daunorubicin esetében a DNS-hez valo kotddés
mechanizmusa az interkaldcio, — ellentétben a porfirinek bonyolultabb kétodésével —
a kotédési allando, a kdlesonahtasra valo készség jo kozelitéssel becsiilhetd korabban
kidolgozott modellek segitségével. Ebben a tekintetben a legalkalmasabb a McGhee
¢és von Hippel altal kidolgozott ,,szomszéd kizardsos” (neighbour exclusion) modell
(13). A statisztikai modell soran egy ,,kotédési izoterma” (telitett kotohelyek/szabad
molekuladk aranya a telitett kotéhelyek fliggvényében) illesztése sziikséges nemlinaris
elméleti fliggvénnyel. A DNS kotddés leirasdba beépithetd az atfedd kotohelyek

illetve a kooperativ hatdsok lehetdsége is.
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2.3.2. Daunorubicin konjugdatumok

Annak érdekében, hogy csokkenthetek legyenek a daunorubicin altal okozott

nemkivant hatasok, megkeriilneté legyen a multidrog rezisztencia és fokozhatd
legyen a tumorsejtekre vald specificitds, a kutatdsok a hatdoanyag modositasara
fokuszaltak (66-69). A daunorubicint konjugaltdk oligo- és polipeptidekhez,
proteinekhez, poliszacharidokhoz, polimerekhez és dextranhoz is (70-75).
Hordozo illetve célzo vegyiilet konjugéalasa a daunorubicin molekula t6bb pontjan is
elvégezhetd, de a leggyakrabban alkalmazott pozicidk a daunozamin aminocsoportja
és az ,,A” gylurli masik szubsztituensének valamelyik eleme. Mindkét pozicio a
hatéanyag olyan részét érinti, amely hozzdjarul a DNS-hez és az enzimhez vald
kotédéshez, ebbdl kovetkezik, hogy a konjugatumokat oly modon kell megtervezni,
mely a sejtbe torténd bejutds utan lehetdvé teszi a daunorubicin felszabadulasat.
Ehhez egy ,,enzimlabilis spacer” szekvencia beépitése sziikséges, amelyet példaul
lizoszémalis enzimek bontani képesek. Az esetek tobbségében azonban még igy is
marad egy-két aminosav az anyavegyiileten és az ilyen formaban jut el
tamadaspontjahoz. Ezért minden 0j konjugitumot létrehoz6 szintetikus megoldés
utan kulcskérdéssé valik, hogy a mddositott daunorubicin tud-e kotédni a DNS-hez,
¢és ha igen, az anyavegyiilethez képest milyen mértékben.

Kutatocsoportunk tobbféle lehetséges célzo-peptidet vizsgal, melyek alkalmas
alanyai lehetnek a daunorubicin szelektivebb konjugatumai szintézisének. Ezek kozé
tartoznak a fag konyvtarakbol kivalasztott, sejttipus-specifikus oligopeptidek és a
GnRH-III. Utobbi azért tarthat szamot érdeklddésre, mert a GnRH receptort bizonyos
rakos sejtek fokozott mértékben expresszaljadk. A GnRH III elénye, hogy
emldsokben csak enyhe hormonhatassal bir (76-78). A korabbi vizsgalatok soran
ezeket a peptideket a megfeleld spaceren keresztiil oxim kotéssel konjugaltak a
hatéanyaghoz.

Jelen munkaban a daunozamin aminocsoporthoz amidkdtéssel konjugalt

szarmazékokat vizsgaljuk, a konjugadtum szemléltetése lathato a 3. abran.
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GIp-His-Trp-Scr-His-Asp-Trp-Ly.Is-Pro-GIy- NH,

GnRH Il r¥pe

Ac-Cys-Xaa,-Xaa,-Xaa;-X
Spacer c-Cys-Xaa;-Xaa,-Xaa3-Xaa,,

3. abra Daunorubicin GnRH III konjugdatumanak képlete az egyes komponensek
jelolésével. A ,,spacer” peptid aminosav-szekvenciaja tobbféle lehet.

A konjugatumok szintézise soran olyan ,,spacer” keriil a molekuldba, amely érzékeny
a lizoszomak protedzara, a katepszin B enzimre, €s a hasitast kovetéen mar csak
egyetlen aminosav marad a daunorubicin molekulan. Mivel ez az aminosav a DNS-
kotédés szempontjabdl 1ényeges pozicidban taldlhatd, kotddési vizsgalatok

segitségével kell dontést hozni a legkedvezObb aminosav kivalasztasarol.

2.4. Vizsgalati lehetoségek

Szdmos  DNS-hez  kotddé  molekula  kiterjedt  delokalizalt -
elektronrendszerrel rendelkezik, igy szamottevo fényabszorpciot mutatnak az UV és
a lathatdo fény hullamhossztartomanyaban. Ez lehetdséget teremt a folyamatok
optikai spektroszkopiai kovetésére. Spektroszkopiai vizsgalatok soran a molekuldk
esetleges aggregacioja, a tobbféle kdtdhely spektralis jellemzdinek elkiilonitése, és a
kotddés optikai tulajdonsagainak koncentracioval torténd valtozasai azok a
koriilmények, amelyek kihivast jelenthetnek kiértékelés soran (79).

Bér az abszorpcids spektroszkopia egy egyszerli, napjainkban mindinkabb
hattérbe szoruld spektroszkopiai modszer, megfeleld kisérleti koriilmények kozott a
DNS-kotédési folyamatok soran mégis elény0s lehet a hasznalata. Ismeretes, hogy az

interkaldci6 kialakuldsa altalaban a spektrum vorods irdnyua eltolodéasat eredményezi,
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hiszen a nukleinsav bazisok és a kromofor elektronrendszere ilyenkor igen kozeli
kontaktusba keriilnek (6,9). A kiils6 kotddést kevésbé hatarozott eltolodas jellemzi,
azonban van lehetdség arra, hogy a spektrum alapos elemzése soran a két kotési
forma hozzajarulasat a teljes spektrumhoz elkiilonitsiik egymastol (11, 15, 79).

A fluoreszcencia spektroszkopiai mddszereknek, a gerjesztési és emisszios
szinképek felvételének haszna a nagyobb specificitdsban nyilvanul meg. Adott
hullamhossziisagu gerjesztd fény hatasara kibocsatott fluoreszcencia jellemzdi, a
hullamhossz és az intenzitds, a kérdéses anyagra nézve egyediebbek az elnyelési
szinkép paramétereinél, igy lehetdség nyilhat komplexebb rendszerekben is a
kiértékelés elvégzésére. A fluoreszcencia spektrum szintén valtozik kotédés 1étrejotte
nyoman (80,81). Daunorubicin és szarmazékai esetében ez lehetOséget teremt
kotodési allandok szamitasara (82).

A fluoreszcencia iddbeli lecsengése is fontos mérendé paraméter lehet -
kiilondsen a porfirinek esetében - és az egyes kotott formak jelenlétének kimutatasara
hasznalhato, hiszen DNS-sel valé kolcsonhatas kovetkeztében a fluoreszcencia
¢lettartama is valtozason megy at (80).

A lumineszcencian alapulé eljarasok tovabbi valfaja az energiatranszfer
vizsgalata, ekkor a gerjesztést az UV-C tartomanyban, vagyis a DNS abszorpcios
sdvjaban végezzik, mikozben a kotddé molekula szinképének valtozasat figyeljiik
meg. Kotdédés létrejottét mutatja, ha a vizsgalt molekula fluoreszcencia
kvantumhatasfoka megné DNS jelenlétében. A DNS-t6]l a kotddé molekuldk felé
megvaldsuld energiatranszfer kialakuldsahoz a nukleinsav bézisok ¢s a ligandum
elektron-rendszerének kozeli kapcsolatara van sziikség, ezért a jelenséget leginkabb
interkalacioval kot6dé molekulak esetében figyelték meg (10, 83).

Alkalmazhat6 a kromoforok optikai aktivitasat vizsgald spektroszkopia is, a
cirkularis dikroizmus. Egyes anyagok a sikban polarizalt fény két, ellentétes irdnyba
forgé komponensére nézve eltérd térésmutatot és extinkcios koefficienst mutatnak,
ennek kovetkeztében az eredetileg linedrisan polaros fény dathaladas kdzben
elliptikusan polérossd valik. Az ellipticitas mértéke a két gyengitési egyiitthato
kiilonbségébdl adoddik, ¢€s hullamhossztol valod fliggésének vizsgalata értékes
anyagszerkezeti megallapitasokra ad Ilchet6séget. Porfirin-DNS  rendszerek

elemzésekor kihasznalhatdo a kotddés kimutatasara az, hogy az Onmagukban
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optikailag inaktiv porfirinek a DNS-spiralhoz kotddve optikai aktivitasra tesznek
szert, tehat az indukalt cirkuléris dikroizmus jelenségét mutatjak. A mérések legtobb
esetben a kotési formak elkiilonitésére is alkalmat adnak (10, 84-86). CD
spektrometria segitségével a DNS ¢és nukleoprotein komplexek szerkezetvaltozasa is
kovethetd valik a kotddési folyamatok soran, mely tovabbi értékes informéciot jelent.

Indukalt optikai aktivitast felhasznald eljards még a linedris dikroizmus is,
mely segitségével az abszorbealod elektronrendszer és a nukleinsav makromolekuldk
tengelyének szoge hatarozhatd meg (87).

A vizsgald mddszerek némileg kiilon szegmensét jelentik az optikai olvadasi
gorbék (,,melting”) felvétele. Melting vizsgalatok soran a DNS abszorpcidjanak
vizsgalatara kertil sor a hdmérséklet fliggvényében. A DNS fényelnyelése A=260 nm-
en megnd a kettds hélix szétvaldsa kovetkeztében, tehat a modszer pontosan
meghatarozhatova teszi a denaturacié hémérsékletét. Ehhez az abszorbancia vagy az
extinkcios egyiitthaté valtozasat az ido fiiggvényében abrazold derivalt olvadasi
gorbe elemzésére van sziikség. A denaturdcidé hOmérséklete megvaltozhat a
kiilonb6z6 kotddd molekuldk hatdsara, még pedig annak fliggvényében, hogy az egy-
vagy kétszali DNS irant mutatnak nagyobb affinitdst. Ha a ligandum a kétszalu
DNS-hez kotédik jelentdsebb mértékben, akkor a stabilizacio kovetkeztében nd a
jobban a kotddést, akkor a denaturdcidos hdmérséklet értelemszeriien csokken.
Nukleoprotein komplexek vizsgalata sordn lehetdség nyilik a fehérjék
denaturdciojanak megfigyelésére 1is, ezaltal jelezheti a hatdanyag-fehérje
kolcsonhatasokat (88, 89).

Kiilonb6z6 kalorimetrids moddszerek is alkalmazhatok nukleinsavakhoz
torténd kotddés vizsgalatdra, meghatarozhatdé a reakcié soran felszabadult vagy
elnyel6dott hdmennyiség, termodinamikai Osszefiiggések alapjan kotddési allandok
kertilhetnek meghatarozasra (90).

A vizsgalatok kiilon csoportjat képzik a rontgen-krisztallografids mérések és a
molekularis modellezés. Rontgen-krisztallografiaval — oligonukleotid-ligandum
komplexek térszerkezete, az egyes atomok relativ helyzete ¢és egyméashoz
viszonyitott tavolsaga hatarozhaté6 meg. A mddszer jelentds hatranya azonban, hogy

csak a megfeleld6 méretli és mindségli kristaly alkalmazhaté a mérés soran, igy
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csupan specialis koriilmények kozt érvényes megallapitasok teheték a kotodést
illetéen. Sziilettek eredmények porfirin-DNS komplexek térszerkezetének leirasat
célozé kisérletek alkalmaval, amelyek oligonukleotidok és TMPP-fémkomplexek
kotodését elemezték. Megallapitottdk az interkalacio és a kiilsd kotddés térbeli
viszonyait, tovabba a nukleotid-lancra gyakorolt hatdsukat: interkalacid soran
jelentés konformaciovaltozas tapasztalhatd, nukleinsav bdazisok lancon kiviilre
szorulasaval és a hélix csavarodasi szogének megvaltozasaval, mig a kiils6 komplex
soran a porfirin hidat képez a kisarokban, és csak kisebb mértékii torzulast okoz az
oligonukleotid szerkezetében (91, 92).

Molekularis modellezéssel szintigy oligonukleotidok ¢és ligandum
kotddésének elméleti analizisére nyilik lehetdség. Kezdeti feltételezésekbdl kiindulva
megkisérelhetd egy hipotetikus molekula-komplex viszonyainak leirdsa. Azonban a
moddszer hatarait jelenti, hogy nehézségek adodhatnak nagyobb nukleinsav lancok,
komplexebb rendszerek esetén szamitdsi korlatokbol kovetkezéen. Az eddigi
modellezési eredmények a porfirinek esetében a kétféle kotési forma jelenlétét,
tovabba az ezek esetében kimutatott bazispreferenciat és a kotddés formainak
elméleti energetikai leirasat adjak meg (93-96).

Végezetiil emlitésre méltd még a molekularis bioldgiai eljarasok alkalmazasa
a kolcsonhatas vizsgalatara. [lyen modszer a DNS-hasitasan alapul6 ,,footprinting” és
az affinitason alapul6 lanchasitas. Footprinting soran egy ismert hasité anyag DNS-
degradacios hatdsanak megvaltozasa keriil elemzésre nukleinsavakhoz ko6tddo
molekuldk jelenlétében. A DNS hasitasat altalaban methidium-propil-EDTA,
KMnO,, DNaz I agensek egyikének adagolasaval végzik, a fragmentumok
elkiilonitésére elektroforézist alkalmaznak (95, 97). Affinitason alapuld lanchasitas
soran pedig magdnak a ligandumnak a hasitasi képességébdl vonhatok le
kovetkeztetések a molekula kotohelyeirdl és a szekvencia-specificitasrol. Ismert

példaul, hogy a TMPYP mangan komplexe rendelkezik DNS hasito képességgel (98).
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2.5. A T7 bakteriofag

A bakteriofagokat széles korben alkalmazzdk ionizdlé és nem ionizald
sugarzasok hatdsanak, gyodgyszerek és vegyszerek genotoxicitasanak vizsgalatakor,
hiszen nukleoprotein komlexként jol modellezik bioldgiailag fontos kémiai és
fotokémiai reakciok tamadaspontjat, a DNS-t és az azt koriilvevd fehérjéket (79). A
jelen dolgozatban bemutatott kisérletek soran nukleoprotein komplexként T7
baketriofagot hasznaltunk, ezért sziikséges fobb jellemzdinek bemutatésa.

Felépitését tekintve a T7 bakteriofag egy kettds szala DNS-t tartalmazo,
ikozaéderes szimmetriaval rendelkezd, peplon nélkiili virus. Gazdasejtként az
Escherichia coli baktériumot hasznalja. A fagpartikulum tomege 52 MDa, melynek
50%-at fehérje, 50%-at nukleinsav teszi ki. A fagpartikulum nativ atméréje
hozzavetblegesen 40-60 nm (79, 99). Szerkezetét és az azt felépité fehérjéket az 4.

abra szemlélteti vazlatosan.

m Kapszid
gp10A,gp10B

Fej

gps,gp7
11,gp12
w . Farok

Farok rost

gpl?

4. Abra A T7 bakteriofig felépitése (gp: gene protein).

A DNS konformacidja eltér a hagyomanyos Watson-Crick modelltdl, torzult-B
konformacidban van jelen; Osszetételét tekintve 39936 bazisparbol all, jol ismert a
bazisszekvencidja, a gének elhelyezkedése. Egyenld aranyban talalhat6 a bazisparok

kozott guanin-citozin és adenin-timin par (79, 100-102). A vizsgalatok azt mutatjak,
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hogy a DNS elsésorban a fehérjeburokkal van szoros kapcsolatban, nem pedig a
belsé maggal (99, 102).

Kotodési vizsgalatok soran vald felhasznalasa szempontjabol a T7
bakteriofag 1ényeges tulajdonsaga, hogy a kapszid és DNS kozti kélcsonhatasok 50
°C felett meggyengiilnek, tovabbi melegités sordn pedig a burok jorészt elvalik az
orokitdanyagtol. A DNS ekkor konvenciondlis B konforméciot vesz fel és
hozzaférhetobbé valik. A kapszid részei azonban tovabbra is kapcsolatban
maradhatnak a DNS-sel, rendezetlen aggregatum formajaban (79, 100, 101). Elényei
kozé tartozik, hogy a kevés lehetséges kotohely egyszeriibbé teszi a faghoz kétddo
részecskék megoszlasanak kovetését, viszonylag konnyen tenyészthetd és az emberi
szervezetre veszélytelen virus. Optikai tisztasdgu preparatumok allithatok eld beldle,

ezért megfeleld valasztasnak tekinthet6 spektroszkopiai vizsgalatokhoz (101, 103).
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3. Célkitiuzések

Munkank célja kationos porfirinek és peptid konjugatumaik, illetve

daunorubicin aminosav  konjugatumok kolcsonhatasainak  jellemzése annak

érdekében, hogy alapot teremtsiink a hatdanyag tervezés tovabbi 1épései szamara. Az

alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

3.1. Kationos porfirinek és peptid konjugatumok

1.

Kotédnek-e az 1) szarmazékok izolalt DNS-hez ¢és nukleoprotein
komplexhez?

Mely kotddési formak jellemzoek a kdlcsonhatésra?

Hogyan befolyésolja a toltések szama, eloszlasa illetve a molekula mérete a
kotodést?

Hogyan véltozik meg a DNS és a nukleoprotein komplex szerkezete a
kolesonhatas soran?

Létre jon-e kotddés a kapszidfehérjék és a porfirinek kozt?

Milyen mértékben jutnak be az 0j szdrmazékok a sejtekbe? A toltés és a
molekulaméret hogyan befolyasolja a vegyliletek felvételét?

A sejten beliil hol dusulnak fel a legnagyobb mértékben?

3.2. Daunorubicin aminosav konjugatumok

1.

Kotédnek-e az 1) szarmazékok izoldlt DNS-hez ¢és nukleoprotein
komplexhez?

Hogyan befolyasolja a konjugatum szerkezete a kdlcsonhatast?

Hogyan valtozik meg a DNS ¢és a nukleoprotein komplex szerkezete a
kolesonhatéas soran?

Létre jon-e kotédés a kapszidfehérjék és a daunorubicin szarmazékok kozt?

A tervezett daunorubicin-spacer-hordozé peptid rendszerben melyik

aminosavat valasszuk a spacer szekvencia kialakitasakor?
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4. Modszerek

4.1. Kationos porfirinek és peptid konjugatumaik

Meéréseinkhez 6t vegyliletet hasznaltunk: a mezo-tri(4-N-metilpiridil)-mono-
(4-karboxifenil)porfirin-t (tovabbiakban TMPCP), ennek tetrapeptid konjugatumat
(tovabbiakban TMPCP-4P) és polipeptid konjugatumat (tovabbiakban TMPCP-AK);
a mezo-5,10-bisz(4-N-metilpiridil)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin-t (BMPCP) ¢és
tetrapeptid konjugatumat (BMPCP-4P,). A vegyiiletek szerkezeti képlete a 5. abran,
a TMPCP-AK illusztracidja a 6. abran lathato.

BMPCP

5. Abra A felhasznalt porfirin alapvegyiiletek (TMPCP, BMPCP) és tetrapeptid
konjugatumaik (TMPCP-4P, BMPCP-4P,).
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poli-lizin

oligo(pL-alanin)

l I |
TMPCP elagazo lancu polipeptid
(AK)

6. Abra A TMPCP eldgazé lancii polipeptiddel kialakitott konjugdatumdanak (TMPCP-
AK) szemléltetése.

Lényeges kiemelni, hogy a TMPCP harom, mig a BMPCP két pozitiv
toltéssel bir a metil-piridil csoport kvaterner nitrogénjén. Mint lathato, a tetrapeptid
konjugatumok esetében olyan oligopeptid kapcsolodik az alapvegyiiletekhez, mely 3
alanint és egy lizint tartalmaz. A konjugacié a karboxil csoporton keresztiil valosul
meg, és ennek megfeleléen a TMPCP-hez egy, a BMPCP-hez két tetrapeptid
kapcsolodik. A BMPCP ¢és a TMPCP beszerzése a Frontier Scientific-tdl (Carnfort,
UK) tortént. A porfirineket 4°C-on taroltuk por formajaban illetve torzsoldatként
desztillalt vizben vagy metanolban oldva. A kisérletek eldtt a torzsoldatokat 20 mM

Tris-HCI és 50 mM NaCl tartalmt, pH=7,4-re beallitott puffer oldattal higitottuk.

4.2. Ac-Lys-(H-Ala-D-Ala-Ala)-NH, tetrapeptid szintézise

Az Ac-Lys-(H-Ala-p-Ala-Ala)-NH; tetrapeptidek eléallitasa szilard fazisu
peptid szintézissel tortént 4-metilbenzhidrilamin (MBHA) gyantan, standard Boc-
stratégiaval. A peptidet folyékony hidrogén fluoriddal p-krezol (0,5 mg/10 ml HF)

jelenlétében tavolitottuk el a gyantarol 0°C-on 1 ora alatt. A termék tisztitasat RP-
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HPLC-vel végeztiikk, szerkezetét pedig HPLC ¢és tomegspektrometria (ESI-MS)

segitségével ellendriztiik.

4.3 Ac-Lys-(H-Ala-D-Ala-Ala)-NH; konjugalasa porfirinekhez

A tetrapeptidek konjugalasa a porfirinekhez DMF oldatban tortént kapcsolo
agens segitségével, amely vagy (1H-benzotriazol-1-
iloxi)[trisz(dimetilamino)]foszfonium hexafluorofoszfat (BOP-reagens) volt, vagy
pedig 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)  karbodiimid (EDC). A TMPCP-4P
eldallitasanal BOP reagenssel, a BMPCP-4P, esetében EDC-vel értiink el jobb
hatasfokot. A konjugatumok tisztitisa RP-HPLC-vel, szerkezetiik ellendrzése ESI-
MS-sel tortént.

Az analitikai RP-HPLC méréseket egy Knauer (H. Knauer, Bad Homburg,
Németorszag) rendszeren Phenomenex Jupiter C18 oszloppal (250 mmx 4.6 mm)
végeztik 5 um szilika (300 A pérusméret) (Torrance, CA) allofazissal. Linearis
gradiens eluciot alkalmaztunk (O perc 0% B; 5 perc 0% B; 50 perc 90% B) eluens A
(0,1% trifluorecetsav vizben) és eluens B (0.1% trifluorecetsav acetonitril-vizben
(80:20, v/v)), aramlasi sebesség 1 ml/perc volt. A csucsokat A= 220 nm-en és A= 280
nm-en detektaltuk a konjugélatlan porfirineknél. A durva termékeket Phenomenex
Jupiter C18 oszloppal (250 mmx 10 mm) tisztitottuk 10 pm szilika allofazissal (300
A pérusméret). Izokratikus elici6 10% eluens B-vel 0-t6l 5 percig keriilt
alkalmazasra azutan 5-50 perc gradiens eltucio kovetkezett 10-55% eluens B-vel 4
ml/perc aramlasi sebességgel. A csucsokat A= 220 nm-en detektaltuk.

A tomegspektrometrids vizsgalatot egy Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus
(Bréma, Németorszag) ioncsapdas tomegspektrométerrel végeztiik el, folyamatos
mintainjektalassal 4 pl/perc aramlasi sebességgel. A peptidkonjugatumoka 50%
acetonitril/viz elegyben oldottuk. A spektrumokat pozitiv ion moédban az m/z 200—

1500 tartomanyban vettiik fel.
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4.4. Polipeptid porfirin konjugatum szintézise

A poli[Lys-(pL-Ala)m], késobbiekben ,,AK” (A - alanin, K - lizin), elagazo
lancu polilizin vazas polipeptid szintézise a kovetkezé modon tortént: a poli[L-Lys]
eléallitasa az N-karboxi-N-benziloxikarbonil-lizin anhidrid polimerizacidjaval tortént
olyan koriilmények kozott, hogy a polimerizéacio foka kozelitdleg 250 legyen. A védo
csoportokat HBr segitségével hasitottuk és pr-alanin oligomereket kapcsoltunk a
polilizin lanc g-aminocsoportjaihoz N-karboxi-pL-alanin anhidrid polimerizacidjaval.
A mintdk desztilldlt viz ellenében keriiltek dializéldsra. A polilizin atlagos
polimerizacids fokat és az atlagos molaris tomeget viszkozimetrids mérés alapjan
szamitottuk ki. Az elagaz6 lancu AK atlagos molaris tomegének becslését a polilizin
vaz polimerizacios fokanak és az oldallancok aminosav Osszetételének ismeretében
becsiiltiik.

32 mg AK-t oldottunk 500 pl desztillalt vizben majd higitottunk 5 ml DMF-
fel. 20,3 mg harom pozitiv toltéssel rendelkez6 meso-tri(4-N-metilpiridil)-mono(4-
karboxifenil)porfirint és (TMPCP) 44,2 mg BOP reagenst 45 ml DMF-ben
elegyitettiink. Ez utan 34 pl DIEA (N,N-diizopropiletilamint) keriilt az oldatba. Az
AK-t és a porfirint tartalmaz6 oldatokat ezek utan 9sszedntottikk és egy éjszakan at
szobahOmérsékleten kevertettilk. Ezek utdn az el nem reagalt TMPCP-t és a
melléktermékeket dializis segitségével tavolitottuk el majd a termék liofilizalasra
keriilt. 29 mg TMPCP-AK-t eredményezett a szintézis. A konjugatum TMPCP
tartalmat spektrofotometridsan hataroztuk meg a TMPCP-4P molaris extinkcios
egyiitthatojat alkalmazva A=426 nm-en (e=4,62*105 M™cm™). Feltételeztiik, hogy az
AK oldallancainak a-amino csoportjaihoz konjugalt TMPCP ugyanazzal az
extinkcios egyiitthatoval rendelkezik, mint abban az esetben, ha az Ac-Lys(H-Ala-D-
Ala-Ala)-NH; tetrapeptid a-amino csoportjahoz kapcsolodik.
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4.5. Daunorubicin aminosav konjugatumok és szintézisiik

A daunorubicin-aminosav konjugatumokat az alabbi modon szintetizaltuk: az
Fmoc (9-fluorenilmetoxikarbonil) véddcsoporttal ellatott aminosavakat (Fmoc-Leu-
OH) (Fmoc-Arg-OH) (Fmoc-Gly-OH) ekvivalens mennyiségli daunorubicinnel
reagaltattuk szobahdmérsékleten. Kapcsoloszerként arginin €s leucin esetében BOP-
ot (benzotriazol-1-il-oxi-trisz(dimetilamino)-foszfonium hexafluorofoszfat), glicin-
nél PyBOP-ot (benzotriazol-1-il-oxi)-tripirrolidinofoszfonium-hexafluorofoszfat),
bazisként DIEA-t (N,N-diizopropiletilamint) alkalmaztunk. A reakcié oldoszere
DMF, a koncentraci6 az aminosav szarmazékra nézve 10 mg/ml volt. Az aminosavak
a-aminocsoportjat védé Fmoc véddcsoportot 10% piperidin/DMF hasito eleggyel
tavolitottuk el. Jeges hiités utan 300 ul TFA, 700 upl piridin, 2 ml DMF elegyet
adtunk hozza és reakcidelegyet vakuumban beparoltuk.

A nyerstermék RP-HPLC-vel keriilt tisztitasra, a frakciokat liofilizaltuk. A
hasitas kozben 1étrejott dibenzofulvén-piperidin addukt miatt sziikség volt tobbszori
tisztitasra, kiilonb6z6é koriilmények kozott. A terméket ESI-MS-sel azonositottuk,
tisztasagat analitikai RP-HPLC-vel vizsgaltuk. A reakci6 kovetését és a reakcioelegy
tisztitasat Knauer HPLC-vel (H. Knauer, Bad Homburg, Németorszag) rendszeren
Phenomenex Jupiter C18 oszloppal (250 mmx 4,6 mm) végeztik 10 pum szilika
allofazissal (100 A pérusméret). Linearis gradiens elticiot alkalmaztunk (0 perc 30%
B; 5 perc 30% B; 60 perc 90% B) eluens A (0,1% trifluorecetsav vizben) és eluens B
(0,1% trifluorecetsav acetonitril-vizben (80:20, v/v)), aramlasi sebesség 4 ml/perc
volt. A csucsokat A= 280 nm-en detektaltuk.

A tomegspektrometrias mérések elektrospray ionozacios (ESI-MS) Bruker
Daltonics Esquire 3000 Plus tipusu késziilékkel torténtek. A vegyiileteket 50%
acetonitril-viz elegyében oldottuk fel. Folyamatos mintaadagolas mellett (sebesség
240 pl/h) 50-2000 m/z tartomanyban, pozitiv ilizemmodban vettik fel a

spektrumokat.

29



DOI:10.14753/SE.2019.2231

A 7. dbrén lathat6 a harom 0j aminosav konjugatum szerkezeti képlete.

HN 0 HN 0

H,N HoN
Daunorubicin-leucin

Daunorubicin-arginin (Dau-Leu) HyC CH,

(Dau-Arg) HN

OH

HN 0
Daunorubicin-glicin \i

NH,

(Dau-Gly)

7. Abra A vizsgdlt daunorubicin aminosav konjugdtumok (Dau-Arg, Dau-Leu, Dau-
Gly) szerkezeti képlete

4.6. A T7 bakteriofag

Tenyésztése és tisztitasa laboratoriumunkban a Strauss és Sinsheimer altal
leirt modszer szerint tortént (104). A fag-szuszpenziot CsCl gradiensen

toményitettiik és 20 mM Tris-HCI és 50 mM NaCl (pH=7,4) puffer oldattal szemben

crer

£260=7,3*10° (mol nukleotid bazis * |1« Cm'l) molaris extinkcids koefficienst
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hasznalva hataroztuk meg. Vizsgalataink sordn felhasznaltuk a 65°C-on hokezelt T7
bakteriofagot is, ugyanis ebben a fehérjeburok meglazulasaval a DNS jobban
hozzaférhetové valik, és atmeneti rendszer jon létre az izolalt DNS ¢és a nativ

bakteriofag kozott.

4.7. T7 bakteriofag DNS izolalasa

A DNS elvalasztasa a bakteriofag fehérjekomponenseitdl a kovetkez6 modon
tortént: a fag tartalma oldatot 30 percig inkubaltuk 0,5% natrium-dodecil-szulfattal
65°C-on, majd 1M KCI oldattal tortént a csapadékképzés 10 percig, jeges hiités
alkalmazéasa kozben. Ezt kovette a kétszeri 10 perces centrifugaldas Eppendorf
centrifugdval 13000 rpm fordulatszdmon. A DNS kicsapéasa etanollal tortént a
feliiluszobol, végiil a bakteriofag szuszpenziot pH=7,4-es tris-(hidroximetil)-
aminometan puffer oldattal készitettiik el (20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl). A DNS
mennyiségét abszorpcios spektrofotometria segitségével allapitottuk meg A=260 nm-
en, a mindségi ellendrzést gélelektroforézis és a spektrum vizsgélata alapjan

végeztiik el.

4.8. Abszorpcios spektroszkopia

A vizsgalt vegyiiletek spektrumat szobahémérsékleten Tris-HCI pufferben
(pH=7,4) vettiik fel Cary 4E (Varian, Mulgrave, Australia) spektrofotométerrel 1 nm-
es lépéskozzel, 2 nm-es savszélességgel A=200-750 nm tartomanyban, allando
hatéanyag és valtozd nukleinsav koncentracidé mellett. A porfirinek koncentracioja a
mérések soran c=1 uM, a daunorubicineké c=10 uM volt. Az oldatok dsszetételét a

crcr

kovetkezdkben az ,,r” jelolést kapja (1. képlet):

__ [bazispar]
- [porfirin]

31



DOI:10.14753/SE.2019.2231

A daunorubicines méréseknél pedig az alabbi arannyal dolgoztunk (II. képlet):

bp/Dau _ [bazispar] .

[daunorubicin]

Abszorpcios spektrumok felbontdsa porfirinek esetében:

Ellendriztiik, hogy az alkalmazott koncentracioban a porfirin vegyiiletek
monomer formaban vannak jelen, ugyanis az abszorbancia a koncentracidval
egyenes aranyban novekedett a kérdéses tartomanyban. Megemlitendd, hogy a
porfirinek képesek adszorbealodni a kiivetta falara, ami modosithatja a kapott
eredményeket. Ellendrzé kisérleteink azt mutattdk, hogy 30 perces vizsgélati
id6tartamon beliil maradva az adszorpciobol fakadd veszteség kevesebb, mint 5%.
Ez a spektrumok értékelhetdsége szempontjabodl elhanyagolhatonak tekinthetd.

A spektrumfelbontast a Microcal Origin program segitségével végeztiik el.
Alapvetd cél volt, hogy a leheté legkevesebb szamti komponenst hasznaljuk fel az
illesztéshez, ezért csak egy viszonylag sziik hullamhossz tartomanyt (A=370-490 nm)
elemeztiink.

Az illesztés hibajat az alabbiak szerint szamitottuk (I11. képlet):

490 ’
Z [A(Z’)mért - A(/l)széml'tott] 1
2 _ 1=370 .
A = 490
Z A(ﬂ’ )mért
A=370

Ennek értéke egyik esetben sem volt tobb 0,5 nm-nél.
Az illesztett Gauss-komponensek az alabbi fiiggvénnyel irhatok le (IV. képlet):
A —2(A-4)°

A1) = ZWGXD " + Y, V.

i=1 W [

Az egyes allapotokat jellemz6 Gauss-komponenseket az egyenletbdl kovetkezéen az

alabbi paraméterekkel jellemeztilk: a fliiggvények maximumhelyeivel (%), a
szélességiikkel (wi), valamint a gorbe alatti teriiletekkel (A;). Yo az alapvonalat jeloli.

Ugy taldltuk, hogy az egyetlen paraméter, mely megvaltozik az adott porfirin
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populaci6 mennyiségének valtozasaval a gorbe alatti teriilet, a tobbi paraméter

konstansnak veheto.

4.9. Fluoreszcencia spektroszkopia

A gerjesztési és emisszios spektrumokat Fluorolog 4 (Jobin Yvon, France)
spektrofluoriméter segitségével mértiik ki c=1 pM porfirin illetve c=10 uM
daunorubicin és valtozo DNS vagy fag koncentracioknal Tris-HCI pufferben
(pH=7,4). Az emisszios spektrumok felvételénél a gerjesztést az egyes szarmazékok
abszorpciés maximumanak megfelelé hullamhosszasagli fénnyel végeztik (A=423
nm porfirineknél és A=480 nm daunorubicineknél). Az emisszi6 detektaldsdnak
tartomanya A=600-800 nm (porfirin) és A=495-800 nm (daunorubicin).

A daunorubicin-szarmazékok kotédési allandoit az emisszids spektrumok
alapjan szamitottuk a ,neighbour exclusion model” szerint (13, 82). Ehhez az
integralt fluoreszcencia intenzitasok aranyat hasznaltuk DNS jelenléte nélkiil (Ip) és
DNS jelenlétében (I) mérve. Az aldbbi egyenlet (V. képlet) felhasznalasaval

szamitottuk ki a kotott daunorubicin mennyiségét:

C szabad= C teljes (”IO - P)/(l - P) V.

ahol C ljes a kiindulasi Dau koncentracid, P= LJ/lo pedig a legnagyobb DNS
mennyiségnél (L) és szabad Dau-val (lp) mért intenzitasok aranya.

A kotott daunorubicin mennyiségét a kiindulasi érték és a szabad formara kapott
érték kiilonbségeként kaptuk meg.

A kotddési allando szamitasahoz az alabbi (V1.) képletet hasznaltuk:

! =K(1—nr)[ 1= nr ]" V1.

C szabad 1- r(n - 1)

ahol r a kotott daunorubicin és a bazisparok molaranya, n a kizdrasi paraméter
bazisparban mérve és K a kotddési allandé. A DNS koncentraciot a A=260 nm-en

mért fényelnyelés alapjan szamitottuk.
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Porfirinek esetében a fluoreszcencia energia transzfer mérése soran a
gerjesztést A=260 nm-en, a DNS abszorpciés maximumanak megfeleld
hullamhosszon végeztiik, az emisszid detektalasanak tartomanya pedig A=525-800
nm volt, névekvé bazispar/porfirin moélarany mellett. A porfirin koncentracio c=1
uM, oldészer: Tris-HCI (pH=7,4). Mivel a porfirinek szabad formajukban is
mutatnak fluoreszcencia emissziot a A=260 nm-es gerjesztésnél, ezért a kotott
formara vonatkozo intenzitast a korrekcid elvégzése utan kaptuk meg. Ehhez a
porfirin DNS-mentes oldatarol késziilt spektrumot integraltuk és ezt az értéket

levontuk a nukleinsav jelenlétében mért spektrumokbol.

4.10. Fluoreszcencia élettartam

Porfirinek esetében az egyes kotott formak tovabbi azonositasara
fluoreszcencia élettartam mérések is torténtek, amelyeket az 1SS Chronos BH
spektrofluorométerrel végeztiik. A fluoreszcencia jelek A=550 nm f6lott kertiltek
detektalasra Tris-HCl (pH=7,4) pufferben, az egyes szarmazékok abszorpcios
maximumanak megfelelé hullamhossziisagh fénnyel vald gerjesztés mellett. Az
izolalt DNS-sel végzett mérések egységesen r=6 bazispar/porfirin aranynal késziiltek,
a porfirinek koncentracidja c=2 uM volt. Az intenzitas csokkenésének adatait az ISS
kiértékeld szamitogépes programja segitségével fliggvényillesztéssel elemeztiik. Az
¢lettartamok megallapitdsa a szabad porfirin, az izolalt DNS-porfirin, és a

crer

telitési értékeknek megfelelden allitottuk be.

4.11. Cirkularis dikroizmus

A cirkularis dikroizmus (CD) méréseket Jasco-810 dikrograffal végeztiik
szobahémérsékleten Tris-HCI pufferoldatban (pH=7,4), 1 cm optikai uthosszusagi

kvarc kiivettat alkalmazva. A porfirin indukalt CD jeleinek mérésekor a
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spektrumokat A=380-500 nm kozott vettiik fel, allando porfirin (c=1 uM) és névekvo
DNS és fag koncentraciok mellett.

A kolcsonhatas kovetkeztében kialakuld6 DNS és nukleoprotein komplex szerkezet
valtozasok kovetésére a spektrumokat allando DNS vagy fag és valtozo porfirin
koncentraciok mellett regisztraltuk 200 és 500 nm kozott. A DNS és a fag bazisparra
vonatkoztatott koncentracigja ¢=250 uM volt. A koncentricidaranyokat
porfirin/bazispar (1/r) (VIIL. képlet), illetve daunorubicin/bazispar (Dau/bp) (VIII.
képlet) modlaranyokban fejeztiik ki:

__[porfirin]
1/r= [bazispar] Vil
__ [daunorubicin]
Dau/bp = azispir] VIII,

Alapvonalként az oldoszer referencia spektrumat hasznaltuk, amely a mérés kozben

automatikusan levonasra keriilt a mintak spektrumabol.

4.12. Abszorpcios és cirkularis dikroizmus olvadasi gorbék

Az optikai olvadasi (melting) mérések Cary 4E spektrofotométerrel, illetve
Jasco-810 dikrograffal késziiltek, egy Peltier hdmérséklet-szabalyozo hasznalataval.
A T7 bakteriofagot tartalmazé mintdk koncentracidja bazisparban kifejezve c¢=50
uM, a flités sebessége pedig 0,5°C/perc volt. Tris-HCI pufferben (pH=7,4) mérve. A
kisérletek a 25-98°C homérséklet tartomanyban torténtek. Abszorpcids melting
esetében A=260 nm-en mértiik az abszorbancia valtozasat, CD melting esetében
A=220 ¢és 283 nm-en. Parhuzamosan 0t minta mérésére keriilt sor, referenciaként
pedig az lres puffer oldatban mért adatokat hasznédltuk. A mintak hémérséklet-
ingadozéasat adekvat szigeteléssel kiiszoboltiik ki. A gorbék kiértékelése a Microcal
Origin programmal tortént, melynek segitségével derivalt melting gorbéket
allitottunk eld. A kapott gorbéket eldszor szobahdmérsékletre normalizaltuk, majd
elvégeztiik a differencidlast. A derivalt melting gorbe cstcsdhoz tartozo adatot

tekintettik a fazisatalakulas hdmérsékletének.
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4.13. Porfirin szarmazékok bezarasa liposzomakba

Kis unilamellaris vezikulumokat (SUV) készitettiink L-a-dipalmitoil-
foszfatidilkolinbol (DPPC). A DPPC kloformos torzsoldatat filmrétegre szaritottuk
rotacios szarito-berendezéssel. A lipideket foszfatpufferrel hidrataltuk. A szonikaciot
MSE Ultrasonic Desintegrator segitségével végeztiik, a frekvencia 20 kHz, a hullam
amplitddé 8 um, a teljesitmény 150 W volt. Tiszta oldatokat 15-20 perc alatt
kaptunk. A liposzémak atlagos atmérdje 80 nm volt a dinamikus fényszorasmérés
alapjan. A foszfolipid koncentracio a torzsoldatban c=1,5 mM volt.

A porfirin-szarmazékokat ¢=0,1 uM-os koncentracioban inkubaltuk a DPPC
liposzémakkal foszfat pufferben (pH=7,4). A foszfolipid koncentraciot ugy
valtoztattuk, hogy megfeleld legyen a porfirin teljes bezarédasdhoz. Ha a
hatéanyaghoz képest magas a foszfolipidek koncentricidja, akkor feltételezhetd,
hogy a vezikulumok betoltottségi allapota nincs rahatassal a tovabbi molekulakkal
vald kolcsonhatasra. Ilyen mdodon a rendszer leirhato ugy, hogy csak a hatéanyagra
¢s annak kornyezetére dsszpontositunk (105).

Ezen megfontolasok figyelembe vételével az asszociacios egyensulyi allandé (K. ) a

kovetkezd modon definialhato:

_ [Pp]
KL= merq X

ahol Py, és Psz a bezart és a szabad porfirint jelentik. Az alkalmazott koncentracio
tartomanyban feltételezhetd, hogy mindkét forma 4altal emittalt fluoreszcencia
intenzitas egyenesen aranyos a koncentracioval (106). Egy adott porfirin
koncentraci6 mellett az asszocidcios dallandé megéllapithatd a fluoreszcencia

intenzitas segitségével az alabbi modon:

K1, [DPPC]

[=1o+ (Ie — Io) 1+K,, [DPPC]

X.

ahol Ip és I, a nem liposzomaban 1év6 €s a teljesen bezart porfirinhez tartozo

fluoreszcencia intenzitasok.
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4.14. Sejtkulturak az in vitro vizsgalatokhoz

Az in vitro sejtfelvételi vizsgalatokhoz kétféle sejttipust, a HL-60-at (107) és
HT-29-et (108) valasztottuk ki. A HL-60-at, mely egy human akut promyelocytas
leukémia sejtvonal 10% ho altal inaktivalt FCS, L-glutaminnal (2 mM) ¢és
gentamicinnel (160 pg/ml) kiegészitett Iscove Modified Dulbecco Mediumban
tartottuk. A HT-29 human vastagbél adenocarcinoma sejteket 10% FCS, L-glutamin
¢s gentamicin elegyével kiegészitett RPMI-1640-ben tenyészettiik. A sejteket
milanyag sejttenyészté edényekben tartottuk 37°C-on 5% CO,/95% levegd

keverékben.

4.15. Aramlasi citometria

Az in vitro sejtfelvételi vizsgalatokat aramlasi citométer (BD LSR II, BD
Biosciences, USA) segitségével végeztiik HL-60-as sejtekkel. A sejtek a novekedés
logaritmikus fazisaban keriiltek begylijtésre majd egy 24 lyukkal rendelkezd
szovetkultira-lemezre helyeztiik dket 105 sejt/1 ml médium ardnyban iliregenként,
egy nappal a mérések eldtt. A vizsgalandd vegyiileteket szérummentes RPMI-1640
médiumban oldottuk fel és a tovabbi higitasok soran is ezt a médiumot alkalmaztuk.
A sejteket 2,5-20 uM koncentracié tartomanyban kezeltilk a hatéanyagokkal, az
inkubacios id6k fél oratol 5 oraig terjedtek. Kontrollként az elébbiekkel azonos
moddon, de hatéanyag nélkiili médiummal kezelt sejteket hasznaltunk. Az inkubéciods
id6 letelte utan a kezelé oldatokat eltavolitottuk majd a sejteket kétszer mostuk
szérummentes médiummal (109-111). A mosasi 1épéseket kovetéen 100 ul 1 mM-0s
tripszinoldatot juttattunk a sejtekre. A tripszin hatasat 10% FCS-t tartalmazd 900 pl
Hepes pufferrel allitottuk le (HPMI; 100 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 0.4 mM MgCl,,
0,04 mM CaCl,, 10 mM Hepes, 20 mM gliik6z, 24 mM NaHCO3 és 5 mM Na,HPO,
pH=7,4-en) (112). A sejteket citometrias csovekbe helyeztiik at és centrifugaltuk
(1000 rpm, 5 perc, 4°C) majd a feliiltiszot eltavolitottuk. Ezt kdvetden a sejteket 500
ul HPMI-ben szuszpendaltuk és az aramlési citométer segitségével meghataroztuk az

intracellularis fluoreszcencia intenzitast. A kontroll sejtek autofluoreszcencidjadhoz
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képest mért relativ fluoreszcencia intenzitas keriilt mérésre, és ennek alapjan tortént a
fluoreszcenciat mutatd sejtek szamlalasa. A gerjesztéshez A=488 nm-en emittald
1ézert hasznaltunk ¢és a fluoreszcencia intenzitdst A=670-735 nm kozott detektaltuk.
Az adatokat a FACSDiVa 5.0 szoftver segitségével értékeltiik ki. Minden mérést

ellendrzés céljabol megismételtiink.

4.16. Konfokalis mikroszkopia

A porfirin szarmazékok sejten Dbeliili elhelyezkedését konfokalis
mikroszképpal (Zeiss LSM-710, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Németorszag)
vizsgaltuk annak 63-szoros nagyitasu olaj immerzios objektivjét alkalmazva. A HT-
29 sejteket Lab-Tek II 8 iiregli lemezekre helyeztiik 30 000 sejt/iireg aranyban 24
oraval a mérés kezdete eldtt. A felvételek elkészitése eldtt a sejteket 3 dran keresztiil
inkubaltuk a porfirinszarmazékokat ¢=20 pM koncentracioban tartalmazé RPMI
médiummal. A kolokalizacios vizsgéalatokhoz a Molecular Probes-tol (Eugene,
Orgeon, USA) Dbeszerzett sejtorganellum specifikus fluoreszcens festékeket
hasznaltunk. A DNS megjelolésére a nukleinsavakhoz k6tddé SYBR Green I-et
alkalmaztuk c=400 nM-os inkubacids koncentracioban, a lizoszomakat a Lyso
Tracker Green DND-26-tal festettik ¢=50 nM-os oldat segitségével, mig a
mitokondriumokat c=50 nM MitoTracker Deep Red FM hasznalataval azonositottuk.
A festékeket RPMI médiummal higitottuk a kivant koncentracid eléréséig,
figyelembe véve a sejteken talalhatd inkubald médium tovabbi higitd hatdsat, és a
porfirinekkel egy iddben kezeltik a sejteket, azonban az inkubacié ideje a
festékekkel 30 perc volt. A sejteket HPMI médiummal kétszer mostuk majd azonnal
elkészitettiik a konfokalis mikroszkdpos felvételeket.

Az 1. tdblazatban a vizsgalt anyagok és festékek gerjesztésére hasznalt 1ézerek és a

detektalas hullamhosszai lathatok.
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1. Tablazat A konfokalis mikroszkopidas mérések sorant vizsgalt anyagok
gerjesztésére és fluoreszcencia emissziojuk detektalasara hasznalt hullamhosszak.

kromofor gerjesztés (nm) detektalas (nm)
porfirin 488 650-750
SYBR Green 488 520

Lyso Tracker Green 488 510

Mito Tracker Deep Red | 633 665

Kontroll mintaként az egyes festékekkel kiilon illetve festék mentes médiummal
kezelt sejteket hasznaltunk. A mikroszkopos felvételeket az Image] szoftver

segitségével dolgoztuk fel.
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5. Eredmények

5.1. Kationos porfirinek és peptid konjugatumaik

5.1.1. Szintézis

Az Ac-Lys(H-Ala-D-Ala-Ala)-NH, elagazo tetrapeptidet - mely a
poli[Lys(DL-Alay)] (AK) polipeptid egy alkotéelemének tekinthetd — szilard fazisu
fehérjeszintézissel allitottuk el6 MBHA gyantan 84 %-os kitermeléssel. A tetrapeptid
N-terminalis végén talalhatd o-amino csoportot a porfirin szarmazékok karboxil
csoportjahoz konjugaltuk. Két kapcsolasi eljarast alkalmaztunk kiilonb6zo
reagensekkel. A BOP reagens hasznalata viszonylag jo eredménnyel jart TMPCP
esetében (53%-os kitermelés), mig a BMPCP esetében tobb melléktermék is 1étrejott
a konjugacié soran. A BOP reagens lecserélése vizben 0ldodd karbodiimid EDC
reagensre jelentOsen javitott ezen a probléman és igy sikeriilt 47%-o0s kitermeléssel
eldallitani a BMPCP konjugatumat, ez a mddszer viszont a TMPCP esetében nem
fokozta a hatékonysagot. Elmondhat6 tehat, hogy BOP alkalmazasa eldnydsebb a
TMPCP esetében, mig a BMPCP-4P, szintézise soran az EDC ajanlott. Az elkésziilt
vegyliileteket forditott fazisi HPLC-vel ¢és tomegspektrometriaval (ESI-MS)

jellemeztiik. A 2. tablazat foglalja 6ssze a mérések adatait.

2. Tablazat A tetrapeptid, a porfirin alapvegyiiletek és tetrapeptid konjugatumaik
HPLC retencios ideje, szamitott és mért molekulatomege (M,,). A mérések RP-
HPLC-vel és ESI-MS-sel torténtek.

vegyiilet RP-HPLC My (szémitott) | My, (mért)
retencids 1d6
(perc)
Ac-Lys(Ala-D-Ala-Ala)-NH; | 12,8 400,5 400,4
BMPCP 29,2 734,8 734,8
BMPCP-4P, 24,2 1499,8 1500,0
TMPCP 29,8 706,8 706,8
TMPCP-4P 28,3 1089,3 1089,3
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TMPCP konjugélasdt az AK polipeptidhez a karbodiimid eljards segitségével
végeztiikk, a TMPCP karboxil csoportja és az AK oldallancainak a-amino csoportjai
kozt hoztunk létre amidkotést. Viszkozimetrids mérések alapjan a polilizin lanc
atlagos polimerizaciés foka 250 volt. Az aminosav analizis alapjan a polimer
Ala/Lys aranya 2,7 (Ma/Mys). A monomer egység [Lys-(DL-Alay7)] atlagos
tomege 320 Da. Az atlagos porfirin/ monomer szubsztiticidos arany

(MTM PCP/M monomer %) 17,8%-

5.1.2. Spektroszkopiai tulajdonsagok

A kotédési vizsgalatok eldtt sziikséges volt az ) vegyliletek jellemzése.
Vizsgalatunk soran tobbféle optikai spektroszkopia modszer segitségével jellemeztiik
az uj porfirin szarmazékok kolcsonhatasait. Méréseink gerincét az abszorpcids
spektrometria képezte, amelyet kiegészitettiink abszorpcidos olvadasi gorbék
felvételével, és - amennyiben az mélyebb megértési lehetdségekkel kecsegtetett -
lumineszcencia spektrometrids alkalmazasokkal €s cirkularis dikroizmus mérésével.

A porfirinek fényelnyelése a lathaté tartomany jelentés hanyadaban (A=660
nm-ig) és az ultraibolya egy részében is mérheté. A spektrum alakjat a
kovetkezokkel jellemezhetjiik: a A=400-450 nm-es tartomanyban talalhato
abszorpcidés maximum savjaval, amelyet az irodalom Soret-savként emlit, és az ett6l
vords irdnyban talalhato Q-sdvokkal, amelyek fémmentes porfirineknél négy
csticsbol allnak. A jelen munka soran vizsgélt porfirin szarmazékok a piridil-
csoportok jelenléte kovetkeztében a DNS-bazisokra jellemzé A=250-260 nm-es
tartomanyban is rendelkeznek szerényebb mértékii abszorpcioval.

Az elnyelési szinkép a négy orbitdl modell segitségével értelmezhetd. Ezen
leiras szerint a Soret- és Q-savok n-n* adtmenetekbdl szarmaznak, a két legmagasabb
betoltott (HOMO = highest occupied molecular orbitals) és a két legalacsonyabb
betdltetlen (LUMO = lowest unoccupied molecular orbital) nivo kozotti elektron-
atmeneteknek feleltetheték meg (113). Az altalunk hasznalt szarmazékok

abszorpciés spektrumat metanolban és pH=7,4-es Tris-HCI pufferben is felvettiik.
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Szemléltetésként a TMPCP spektrumai lathatok a két kiilonb6z6 olddszerben a 8.

abran.
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8. Abra TMPCP normalizdlt abszorpcios spektruma metanolban (piros) és Tris-HCI
pufferben (pH=7,4) (fekete)

A felvett spektrumok mindkét olddszerben a monomer formaban jelenlévé porfirinek
jellemzo6it mutatja. A=400 nm koriil intenziv Soret-savot lathatunk majd ett6l
magasabb hullamhosszakon a Qy és Qy savokat, A=500-700 nm kozott pedig ezek
vibracioés komponenseit. 10 uM-ig a Soret-sav kiszélesedése nem volt tapasztalhato.
A kétszeresen, illetve haromszorosan pozitiv toltésii szarmazékok spektrumai igen
hasonloak egymashoz, a négy lehetséges Q-sav koziil csak kettd figyelhetd meg. A 9.
abran az alapvegyiiletek és konjugatumaik Soret-savjanak dsszevetése lathato.
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9. Abra A normalizalt Soret-savok dsszehasonlitdsa Tris-HCI pufferben (pH=7,4):
TMPCP (fekete); TMPCP-4P (bibor); TMPCP-AK (sdrga); BMPCP (kék); BMPCP-
4P, (z61d)
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Megfigyelhet6, hogy a TMPCP spektruma nem valtozik szamottevé modon a
konjugacio hatasara, mig a BMPCP Soret-savjanak szélessége lecsokken. A Q-savok
struktarajaban egyik esetben sem kovetkezett be valtozas. Az 0j szarmazékok maés
mezo-szubsztitualt ~ porfirinekhez ~ hasonlé  abszorpciés  tulajdonsagokkal
rendelkeznek, mig a hematoporfirinektdl némileg nagyobb intenzitast jeleket adnak
(114-116).

A fluoreszcencia emisszios spektrumok vizsgélata szintugy ajanlatos lehet
porfirinek kotddésének elemzése soran. A 10. abrdn a TMPCP-4P emisszios
spektrumait lathatjuk Tris-HCI puffer oldatban, illetve metanolban. A minta

gerjesztése a Soret-sav maximumanak megfeleld hulldmhosszon tortént.
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10. Abra TMPCP-4P (¢=1 uM) normalizalt fluoreszcencia emissziés spektruma
metanolban (kék), Tris-HCI pufferben (pH=7,4) (fekete). Gerjesztés: 1=423 nm.

Lathat6, hogy a vizes oldatban az 1) szarmazék spektruma egy széles ¢és
strukturalatlan savbol all, melynek maximuma A=695-700 nm ko6zé esik. A tobbi
szarmazék is hasonld szinképpel rendelkezett. A jel alakja megfelel az irodalomban
koradbban kozolt kationos porfirinek szinképeinek. Szerves oldoszerben a spektrum
megvaltozik és egy kétsavos szerkezet jelenik meg a A=600-800 nm-ig terjedo
tartomanyban (81).

Amennyiben DNS kozzaadasara is valtozasok latszanak az emisszios
spektrumokban, az felveti annak lehetOségét, hogy részletesebb informaciokat

szolgaltato fluoreszcens vizsgalati modszereket is bevethessiik a mérések soran. Ezek
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kozé tartozik a fluoreszcencia élettartam €s az energia transzfer mérése is, melyek
segithetnek a kotési formak tisztazasaban.

A lumineszcencian alapuld modszerek utdn meg kell emliteniink még a
cirkularis dikroizmus spektroszkopiat is. A polipeptid konjugatumot leszamitva a
tobbi négy vegyiilet oGnmagaban nem rendelkezik CD spektrummal.

Az emlitett moddszerek koziil célszeri minél tobbet bevetni az egyes
szarmazekok polinukleotidhoz vald kotddésének vizsgalatanal, hiszen a kiilonb6zo
modszerek eredményei jol kiegészitik egymast, igy jellemezheté lesz az 1j
szarmazékok orokitd anyaggal vald kdlcsonhatasa anélkiil, hogy kilépnénk az optikai
spektroszkopids moddszerek teriiletérdl. Természetesen az, hogy mely vizsgalati
modszerek haszndlhatok sikeresen, erdsen fligg a kolcsonhatasban részt vevo

molekuldk szerkezetétol, a rendszer komplexitasatol.

5.1.3. Kotodés izolalt DNS-hez

A BMPCP, BMPCP-4P,, TMPCP és TMPCP-4P izolalt DNS-hez valé kotddésének
vizsgalatat tudomanyos diakkori és szakdolgozati munkam soran bemutattam (117).
Az 0j eredmények értelmezéséhez és megfelelé kontextusba helyezéséhez azonban

elengedhetetlen ezen eredmények targyalasa a doktori dolgozatban is.

5.1.3.1. Abszorpcios spektroszkopia — TMPCP, TMPCP-4P, BMPCP, BMPCP-4P,
Amennyiben nukleinsavat adunk katinos porfirinek oldatdhoz, majd
fokozatosan noveljiik annak mennyiségét, batokrom (vords iranyu) eltolodas és
hipokrom (csokkend elnyelésti) effektus tapasztalhatdo a Soret-régioban, melyhez a
Q-savok struktirajanak valtozasa is tarsul. Ezek az atalakulasok a kotédés
létrejottérdl tanuskodnak. A kotédési folyamat egy bizonyos DNS koncentracional
megall, tehat telitési érték érhetd el (11, 83, 118). Szemléltetésként a 11. dbran a
TMPCP-4P abszorpcids spektruma lathaté c=1 pM porfirin és ndvekvé DNS
koncentracido mellett. A=370-490 nm kozott megfigyelhetd a Soret-sav valtozasa,

A=260 nm-es maximummal pedig a DNS abszorpcios savja.
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11. Abra BMPCP-4P; abszorpcids spektruma novekvd bazispdr/porfirin ardny

mellett. c=1 uM BMPCP-4P, onmagaban (fekete), kiilonbozé kétohely
koncentraciokndl (pirostol biborig r=1-10) Tris-HCI pufferben (pH=7,4).

Részletesebb informacid is nyerhetd az abszorpcidos spektrumokbol a
kutatocsoportunk altal korabban kidolgozott, a Soret-sav komponens spektrumokra
torténd felbontasat alkalmazo matematikai modszer segitségével (11). A mddszert az
elmult évtizedekben leggyakrabban vizsgalt, négyszeresen pozitiv toltési tetrakisz(4-
N-metilpiridil)porfirin (TMPyP) DNS-hez val6é kotédésének elemzésére dolgoztak
Ki. A Soret-sav Gauss komponensekkel torténé illesztése soran abbol a feltevésbol
indultak ki, hogy a porfirint és DNS-t tartalmaz6 oldatban a porfirin abszorpcios
spektruma harom porfirin populécio jeleibdl all: a szabad allapot és a kétféle kotott
forma (interkalacio és kiilsé kotédés) elnyelési szinképébdl. Az irodalombol ismert
adatok alapjan a szabad porfirin Soret-sav maximumahoz képest torténd,
hozzévetdleg 5 nm-es batokrom eltolodas a kiilsé kotddést jeloli, mig a nagyobb, 10-
20 nm-es eltolodas az interkalacidhoz rendelhetd. (7, 11, 84).

Jelen munka soran nem tételeztliink fel rogzitett mennyiségli komponens
spektrumot, a spektrumfelbontast csak annak figyelembevételével végeztiik, hogy a

legkevesebb szamu komponenssel érjiink el megfelel6 illesztést. Minden esetben a
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A=370-490 nm kozott talalhato tartomanyt elemeztiik. Ennek oka, hogy a tetra-
illetve polipeptid konjugatumok a korabbi TMPYP/DNS rendszerhez képest
nehezebben értelmezhetd kolcsonhatasokat hozhatnak 1étre.

A TMPCP, BMPCP ¢és tetrapeptid konjugatumaik DNS jelenléte nélkiil
felvett abszorpcids spektrumat harom Gauss-komponenssel illesztettiik meg, melyek
koziil az egyik fliggvény paraméterei (Ax és wy) hasonlonak adodtak mindegyik
vegylilet esetében, mig a masik kettd (A1-2 €s wi-2) a kémiai szerkezet fiiggvényében
kiilonbozott egymdéstol. A kozds komponens (=387 nm) 4allandé hattérnek
tekinthetd, a valtozasokrdl hasznos informéciot nem szolgaltat, igy az atlathatosag
kedvéért a tovabbiak csak a 12. abran szerepeltetjiik. Polinukleotid hozzaadasa utan
rogzitett spektrumok ugyanakkor tovabbi két gorbét tettek sziikségessé a kielégitd
pontossagu illesztés érdekében (Az.4 €s W3.4).

A Soret-sav felbontasat komponens gorbékre a 12. abra mutatja be BMPCP-

4P, estében.
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12. Abra BMPCP-4P, abszorpciés spektrumdnak felbontdsa a Soret-régioban izoldlt
DNS jelenlétében r=10 molaranynal. A komponenseket a csucsuknak megfelelo
hullamhosszal jeloljiik. A narancssdrga vonal a komponensek osszegét mutatja.
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A komponens fliggvények szamanak novekedése, és a spektrum alakjanak altalanos
megvaltozasa egyértelmiien aldtdmasztotta feltételezésiinket, hogy a kotddés 1étrejon
az uj porfirinek és DNS kozott, és a szabad porfirin molekuldk csoportjatol
kiilonboz6, kotddést kialakitdo populaciok jonnek 1étre. A tovabbiakban rogzitettiik az
6t komponens maximumhelyét és a savok teljes szélességét - melyeket a 3. tablazat
mutat be - igy csak a gorbék alatti teriilet valtozhatott a bazispar/porfirin molarany

novelésével.

3. Tablazat Az abszorpcios spektrumok Soret savjanak (2=370-490 nm) illesztéséhez
hasznalt gorbék paraméterei: 1; (nm) az adott gérbe csucsanak hullamhossza, wi
(nm) az adott gorbe teljes szélessége. (A szamitott hiba A; esetén kisebb, mint 1 nm; w;
esetén kisebb, mint 0,5 nm.)

vegylilet A1 | Wy A2 W, A3 W3 g Wy
BMPCP 407 | 17 |418,5| 13,5 | 429 7 435 14
BMPCP-4P, 407 | 15 | 4185 | 11 | 429 | 11 435 16
TMPCP 402 | 15 | 422 | 175 | 429 | 25 446 25
TMPCP-4P 402 | 15 | 422 | 175 | 429 | 25 446 25

rel

A komponens gorbék alatti relativ teriileteket (A;~") meghataroztuk kiilonb6z6

bazispar/porfirin molaranyoknal (r). A teriiletek megvaltozasa 6sszhangban van az
abrazoljuk ezeket a teriileteket a bdazispar/porfirin molardny fiiggvényében,
kovethetové valnak a valtozasok. Az 13. abra a relativ gorbe alatti teriilet —

bazispar/porfirin arany fliggvényeket mutatja izolalt DNS esetében.
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13. Abra Az abszorpcios spektrum Soret savjanak illesztése sordn kapott
komponensek relativ gorbe alatti teriiletei a bazispdr/porfirin molardny (r)
fiiggvényében, izolalt DNS-sel valo kolcsonhatas esetében. ,,A”: TMPCP-4P (telt
szimbolumok), TMPCP (iires szimbdlumok). ,,B”: BMPCP-4P, (telt szimbdlumok),
BMPCP (iires szimbolumok). Az egyes komponensek maximumhelyeinek
hullamhossza az abrak jobb felsé sarkaban lathato.

Novekvo kotohely koncentracid hatasadra mind a négy porfirin szdrmazék esetében a
szabad formahoz rendelt gorbék teriilete csokkenést mutat (A" (1=402 és 407 nm),
A2 (1,=422 és 418 nm)), mialatt a kotott formakat jellemz6 komponensek As™
(Aa=429 nm), A" (\4=446 és 435 nm) kiilsnbdzé mértékben ugyan, de ndvekednek,
igy feltehetden egyre nagyobb lesz az 0Orokitd anyaggal kolcsonhatasba 1épd
porfirinek mennyisége. A négy vegyiilet esetében A=429 nm-es cstccsal jelentkezd
gorbe kapcsolhatd a kiilsé kotddésben részt vevd porfirin-populécidhoz; mig a

TMPCP-nél és konjugatuméanal A=448 nm-es, a BMPCP-nél és konjugatumanal
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A=435 nm-es csuccsal rendelkez6 komponens az interkalalora jellemzo
hulldmhossztartoméanyba esik. Megfigyelhetd a 13. dbrdn, hogy a bazispar/porfirin
molarany emelése TMPCP ¢és konjugatuma esetében mindkét kotott formahoz
rendelhet6 komponens teriiletének novekedésével jar. BMPCP-4P; esetében viszont
csak az interkalaciohoz rendelheté komponens teriilete novekszik hatarozottan, mig a
A=429 nm-es maximumu gorbe valtozasa kevésbé kifejezett. A gyengén kotodo
BMPCP-nél pedig még magas r értékek esetében is csak kisebb emelkedés lathato,
mégpedig az interkalaciohoz kotheté komponens teriiletében.

Az alapvegyiiletek, tetrapeptid konjugatumaik ¢és izolalt T7 DNS esetében a
porfirinek kotodési készségérol a bazispar/porfirin ardnyok (r) alapjan a kovetkezd

Osszefoglalas tehet6: TMPCP-4P > TMPCP > BMPCP-4P, > BMPCP

5.1.3.2. Abszorpcios spektroszkopia - TMPCP-AK
Kiilon érdemes targyalni a polipeptid-konjugdtummal kapott eredményeket.
A TMPCP-AK spektrumait alland6 porfirin és valtoz6 DNS koncentraciok mellett

vettlik fel. A 14. abran lathato spektrumsorozat ndvekvo bazispar/porfirin moélarany

(r) mellett, izolalt DNS jelenlétében kialakulo valtozasokat szemlélteti.
A
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14. Abra TMPCP-AK abszropcids spektruma (c =1 uM, oldészer Tris-HCI puffer)
onmagaban (fekete) és novekvo bazispar/porfirin molaranynal (r=2,5-26, pirostol
biborig). A kiegészité abra a normalizalt Soret-savot mutatja.
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crer

cres

novelésére hipokrom valtozas, néhany nanométeres vorods iranyt eltolddas és a Soret-
sav kiszélesedése figyelhetd meg.

Elvégeztiik a spektrumok felbontasat is a A=370-490 nm-es tartomdnyban.
Erdemes kiemelni, hogy eltéréen az eddig vizsgalt porfirin szarmazékoktél, a
TMPCP-AK Soret-savjanak kozepét két Gauss komponenssel (A=418 nm és A=421
nm) tudtuk kozeliteni mar abban az esetben is, amikor még nem adtunk nukleinsavat
az oldathoz. Lehetséges magyardzat lehet erre a jelenségre, hogy a polipeptiden
talalhat6é porfirinek egyedi mikrokornyezete eltérhet egymastol. Az illesztés soran
kapott f6 komponenseken kiviil még két fliggvény elkiilonitésére keriilt sor a
A DNS jelenlétében felvett spektrumok felbontasanal egyetlen (j Gauss komponenst
kellett hozzdadnunk a komponensek sorozatdhoz, ennek csticsa A=435 nm-nél
talalhat6. Meghataroztuk a Gauss komponensek alatti relativ teriiletet a kiilonféle

bazispar/porfirin mélaranyoknal, ennek bemutatasa lathat6 a 15. abran.
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15. Abra Az abszorpcids spektrum Soret-savjanak illesztése sordn kapott
komponensek relativ gorbe alatti teriiletei a bazispar/porfirin molarany
fiiggvényében, TMPCP-AK és izolalt DNS kélcsonhatasa esetében. Az egyes
komponensek maximumhelyeinek hullamhossza az abradk jobb felsé sarkaban ldathato.
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A szabad porfirinhez tartozé spektralis komponensek teriiletei egyértelmii csokkenést
mutatnak a kotéhely koncentracié emelése kovetkeztében, mig a A=435 nm-en
maximummal rendelkezé komponens teriilete novekszik. Ennek alapjan elmondhato,
hogy a TMPCP-AK konjugatum részét képz6 porfirinek kotddnek a DNS-hez, a
szabad konjugitumok csoportjabol a nukleinsav jelenlétében egy jol elkiilonithetd
kotott populécio jon 1étre. A masik négy vegylilet spektrumfelbontas alapjan feallitott
kotodési készség szerinti sorrendjébe a polipeptid konjugatum az alabbi mddon

illeszthet6 be: TMPCP-4P > TMPCP > BMPCP-4P, > TMPCP-AK > BMPCP

5.1.3.3. Fluoreszcencia emisszios spektroszkopia

A fluoreszcencia emisszios spektrumokat a porfirinek DNS-sel valo titralasa
kozben vettiik fel. A gerjesztés a Soret-sdv maximumanak megfeleld hullamhosszon
tortént. Kotédés 1étrejotte a porfirinek €és nukleinsavak kozott a  porfirin
spektrumanak megvaltozasat eredményezi, a jellegtelen, széles emisszios sav két
csucsra hasad fel, és a fluoreszcencia intenzitas is csokken. A savok relativ
amplitiddja a bazispar/porfirin aranytol fiigg. A valtozasokat a 16. abran lathato

spektrum szemlélteti.
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16. Abra TMPCP-4P floureszcencia emisszios spektruma szabad formdaban, c=1 uM
koncentracional Tris-HCI pufferben (pH=7,4), gerjesztés: A=423 nm (fekete); és
izolalt DNS jelenlétében r=15 bazispar/porfirin molaranynal (piros).
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Mind az 6t szarmazék esetében hasonlo tendencidju spektralis atalalkulas kovetkezett
be, azonban a vaéltozasok nagysdga kiilonbozott az egyes vegyiileteknél. A
valtozasok mértéke 6sszhangban volt az abszorpcids spektrumok felbontasa alapjan

felallitott kotodési készég szerinti sorrenddel.

5.1.3.4. Fluoreszcencia energia transzfer

A fluoreszcencia enregia transzfer mérése kiegészité informacioval szolgalhat
a kotédési modokat illetéen. Amikor a kationos porfirineket nem a Soret-savban
gerjesztjiik, hanem A=260 nm-en, a DNS abszorpcidos maximumanak megfeleld
hullamhosszon, a hagyomanyos emisszios spektrumoktdl eltérd alaku jelet kapunk.
Amennyiben DNS-t is adunk a rendszerhez, a szinkép alakja és intenzitisa
megvaltozik, amely a DNS bazisaival 1étrejovo kozeli kontaktus eredménye. Ekkor
energia transzfer alakul ki a nukleinsavak bazisai és a porfirinek kozott. A jelenség
csak szoros kapcsolodas esetén kovetkezhet be, ezért ezt az interkaldcié igazolasanak
tekinthetjiik (83). A=260 nm-en végzett gerjesztés mellett a porfirint és DNS-t
tartalmazé mintak emisszids spektrumait A=525-800 nm kozott vettiik fel. A 17. abra
szemlélteti a kvantumhatdsfok novekedését a TMPCP emisszidos gorbéinek

sorozataval.
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17. Abra TMPCP (c=1 uM) emissziés spektruma névekvé bazispar/porfirin
molarany mellett A=260 nm-en valo gerjesztésnél Tris-HCI pufferben (pH=7,4).
TMPCP szabad formaban (fekete) és r=1-13 esetén (kéktdl pirosig.)
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Megfigyelhetd, ahogy A=260 nm-es gerjesztés mellett jelentkezd kisebb intenzitasu
gorbe hatarozottan megndé DNS hozzdadéasara, és egy telitési értékig novekszik. A
kiilonb6z6é DNS koncentraciok mellett felvett emisszios spektrumok A=525-800 nm-
es tartomanyban integralt intenzitdsait a bazispar/porfirin moélarany fiiggvényében
abrazoltuk. Ezt mutatja be a 18. abra (A porfirinek szabad allapotban mérhetd

emisszios intenzitasa levondsra keriilt.)
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18. Abra Integrdlt relativ fluoreszcencia intenzitis a bazispdar/porfirin mélardny
fiiggvényében TMPCP (fekete), TMPCP-4P (bibor), BMPCP-4P; (z6ld) és BMPCP
(kék) esetében. TMPCP-AK DNS jelenlétében nem mutatott valtozast. A porfirin
koncentracio c=1 uM. Gerjesztés: A=260 nm; detektalds: 1=525-800 nm; oldoszer:
Tris-HCI (pH=7,4).

crer

a TMPCP-4P, TMPCP és a BMPCP-4P, esetén, viszont az abrarol leolvashato az is,
hogy a telités kiilonb6z6 koncentracioknal kovetkezik be (TMPCP-4P r=2; TMPCP
r=13; BMPCP-4P, r>30). BMPCP vizsgalatakor azonban nem tapasztaltunk
latvanyos valtozast az emittalt fluoreszcencia intenzitds értékeiben még magas r
értékeknél sem, a TMPCP-AK fluoreszcencia emisszidja pedig egyaltalan nem

novekedett.
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5.1.3.5. Fluoreszcencia élettartam

A fluoreszcencia emisszid iddbeli lecsengésének mérésérdl korabbi
vizsgaltok soran kideriilt, hogy ezzel a modszerrel megerdsithetd a kiilsé kotodés és
az interkalacio jelenléte (11, 80). A szabad porfirinek fluoreszcencia lecsengési
gorbéi egy exponencialis fiiggvénnyel kozelithetok. Nukleinsav jelenlétében mar bi-
exponencialis fliggvénnyel kaphatunk jo illesztést. Tehat két 1j éElettartam
komponens jelenik meg, melyek hozzarendelhetok a két kotési formahoz.
Négyszeresen pozitiv toltésli porfirinek kapcsan megéllapitott irodalmi adatokbol
ismert, hogy a rovidebb élettartam komponens az interkalacid 1étrejotte nyoman
jelenik meg, mig a hosszabb a kiils6 k6tédés kialakulasanak kovetkezménye (80).

Az izolalt DNS-sel végzett mérések egységesen r=6 bazispar/porfirin
aranynal késziiltek, a porfirinek koncentracidja c=2 uM volt. A gerjesztést a Soret-
s&v maxumiman végeztiik, a jeleket A=550 nm feletti tartomanyban detektaltuk.

A BMPCP esetében az emisszids lecsengési gorbe egyetlen exponencialissal volt
megfelelden illeszthetd, és ez az egyediili élettartam-komponens (8,84 ns) csak kis
mértékben kiilonbozik a DNS-mentes minta esetén mért adattol (8,76 ns). Magasabb
bazispar/porfirin mélaranyoknal is elvégeztilk a mérést, de az élettartam érték nem
valtozott.

TMPCP-AK fluoreszcencia jelének lecsengése jelentdsen eltért a korabban vizsgalt
porfirinekétdl, nem taldltunk két jol elkiilonitheté komponenst. Magyarazata lehet
ennek az, hogy a polipeptiden tébb TMPCP molekula is talalhato, egymastol eltérd
mikrokdrnyezetben, amelyek aztan kiilonboz6 fluoreszcencia lecsengéssel
rendelkeznek.

A tovabbi harom vegyiiletnél minden esetben bi-exponencidlis fliggvény illeszkedett
legpontosabban a mért élettartam adatokra, egy hosszabb és egy rovidebb élettartamu

komponenst szolgaltatva. Az élettartam-értékek a 4. tablazatban lathatok.
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4. Tablazat A porfirinszdarmazékok fluoreszcencia élettartama t (ns) szabad
formdaban és izoldlt DNS jelenlétében r=6 molaranyndl. Oldoszer: Tris-HCI
(pH=7,4), porfirin koncentracio c= 1 uM.

vegyiilet szabad porfirin izolalt DNS

T1 (NS) T1 (NS) T, (NS)
BMPCP 8,76 8,84
BMPCP-4P, 8,99 2,36 9,76
TMPCP 4,20 2,38 8,64
TMPCP-4P 4,90 3,46 9,50

BMPCP-4P, esetében a nagyobb élettartami komponens (9,76 ns) még igen
kozelinek tekintheté a nukleinsav nélkiil felvett gorbébdl nyert értékhez (8,99 ns).
fgy nem zarhaté ki a lehetdsége annak, hogy a modszerrel nem kiilonitheté el
teljesen a kiilsé kotddéshez rendelhetd komponens a szabad forméaétol. TMPCP és
TMPCP-4P esetében viszont a DNS jelenlétében kapott adatok egyértelmiien
elkiilonithetdek a szabad porfirinek fluoreszcencia élettartamatol. Az eredmények azt
mutatjak, hogy kétféle kotési forma alakul ki ezen szdrmazékoknal, és a szabad

formahoz rendelhetd élettartam nem jelenik meg nukleinsav jelenlétében.

5.1.3.6. Cirkularis dikroizmus

A CD spektroszkopia gyakran alkalmazott mddszer kiilonféle molekuldk
polinukleotidokkal valé kolcsonhatdsdnak elemzése soran. Tobb kutatdcsoport
beszamolt kiilonféle porfirin szarmazékok ¢és nukleinsavak kotddésének CD
spektroszkopias jellemzOirdl, ¢és rontgendiffrakcios eredményekkel végzett
Osszehasonlitasok alapjan kimutattdk, hogy szelektiv mddszere lehet a kiilonb6z6
kotési forméak azonositdsdnak. Hozzarendelések tehetdk a kotddési formak és a
megjelend CD savok pozicidja kozott, tovabba az egyes rendszerekben jelen 1évo
formak relativ aranyat is megbecsiilhetjiik. A kiils6 kotdédés kiilonbozo, stacking
kolesonhatéssal fellépd, illetve anélkiili formait is elkiilonitették vele €s az esetleges
porfirin-porfirin aggregacié kialakulasat is jelezheti. Az altalunk hasznalt porfirinek
nem kiralis molekulak, azonban a kiralis DNS kettds hélixhez valo kotodésiik

kovetkeztében indukalt CD jelet szolgaltatnak a Soret-savban. A porfirinek Soret-
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savbeli CD gorbéje nukleinsav jelenlétében egy pozitiv és egy negativ savbol allhat,
amelyek kiilon-kiilon és egyszerre is felléphetnek. Korabbi, tobb spektroszkopiai
modszert is magaba foglald vizsgalatok soran megallapitottak: a pozitiv indukalt CD
sav megjelenése a kiilsé kotddés, mig a negativ sav az interkalacio jelenlétére utal.
Amennyiben aggregacio, vagy a kiilsé kotddés stackinggel jard formai alakulnak ki,
abban az esetben a CD jelek pozicidja, sorrendje valtozik (84, 85, 119-124).

Az 0j szarmazékok CD spektrumat izolalt DNS jelenlétében vettiik fel, c=1
UM porfirin és kiilonb6zd bazispar/porfirin mélaranyok mellett. Méréseink soran a
BMPCP ezzel a modszerrel sem szolgaltatott jelet. A TMPCP-AK DNS nélkiili
oldatban is rendelkezik CD spektrummal, a polipeptid jelei mellett a Soret-savban is
mérhetd valtozas tapasztalhatdo. Ezen korilmények nem teszik Ilehetévé a
polinukleotiddal val6é kdlcsonhatas kovetkeztében kialalkuld spektralis valtozasok
egyértelmi analizisét. Izolalt DNS esetében a masik harom vegyiilet viszont mind
pozitiv, mind negativ savval jelentkezett. A pozitiv sdvok maximuma: A=421 nm a
BMPCP-4P; és TMPCP-4P, A=425 nm a TMPCP spektruman, mig a negativ savok
maximumainak helye: BMPCP-4P, A=436 nm-en, TMPCP-4P A=442 nm-en, és
TMPCP A=447 nm-en talalhato.

A porfirin/bazispar ardny novelésével a CD savok novekedése tapasztalhato,
a kotddési folyamat nyomon kovethetd egészen a telitési koncentracio eléréséig. A
telitési érték alapjan itt is felallithatunk egy, a porfirin DNS iranti affinitasat jellemz6
sorrendet: a TMPCP-4P esetében a folyamat mar r=3-nal telitédik, a TMPCP gorbéje
csak valamivel magasabb, r=12 bazis/porfirin ardnyt kovetéen nem mutat tovabbi
valtozast, mig a BMPCP-4P; esetében csupan joval magasabb, r=30 koriili értéknél
kovetkezik ez be. Tehat a pozitiv és negativ savok amplitiddja a porfirin-molekuldk
struktirdjanak fliiggvényében valtozik. A harom vegyiilet Soret savban rogzitett CD

spektrumat r=30-nal a 19. dbra mutatja be.
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19. Abra Izoldlt DNS jelenlétében rogzitett CD spektrumok (r=30). TMPCP (fekte),
TMPCP-4P (bibor), BMPCP-4P; (z6ld). A porfirinek koncentracidja c=1 uM, az
oldoszer Tris-HCI puffer (pH=7,4). A CD sav intenzitdsdt molaris ellipticitasban

fejeztiik ki.

Jelen doktori értekezésben keriil el6szor bemutatasra, hogy a porfirinek
DNS CD spektruma harom fontos savval rendelkezik: A=220 nm-en pozitiv, A=245
nm kornyékén negativ és A=280 nm koriil pozitiv savval. A savok pontos helyzete,
amplitudoja a bazis Osszetételtdl és a szekvenciatol fiigg (120, 125).
Az aranyokat 1/r-ben, vagyis porfirin/bazispar molaranyban adtuk meg. TMPCP és
TMPCP-4P titralasi sorozatanak spektrumait a 20. dbra mutatja.
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20. Abra Izolalt DNS CD spektruma szabad formdaban (fekete) és novekvd
porfirin/bazispar molarany (1/r) mellett TMPCP (,,A”, zoldtél pirosig 1/r=4-18) és
TMPCP-4P (,,B” z6ldtél pirosig 1/r=6-25) esetében, Tris-HCI pufferben (pH=7,4).
A DNS-re jellemzo savok A=210-300 nm kozott talalhatoak, a porfirinek indukalt CD

Jjeleinek tartomanya 1=300-490 nm kozé esik. A savok intenzitasat ellipticitasban
fejeztiik ki.

Ha megfigyeljiik a spektrum TMPCP hozzaadasara bekovetkez6 valtozasait, akkor

lathatjuk, hogy a porfirin mennyiségének ndvelésével a DNS pozitiv CD jele
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felhasad két kisebb amplitaddjii pozitiv és egy negativ savra, mig A=245 nm-en
maximummal rendelkezé negativ CD jel amplitiddja csokken, €s a maximuma
A=250 nm-re tolédik. A TMPCP tetrapeptid konjugatumanal némileg eltérd
atalakulast tapasztalhatunk, amennyiben a pozitiv DNS sav csak egy kisebb
amplitadoju, A=290 nm-re eltolodott pozitiv sdvva valtozik. Az eldbb vazolt
spektralis valtozasok a B konformacio elvesztését jelzik a kotddés hatasara, mely
folyamat soran a szomszédos bazisok kozti stacking kdlcsonhatasok megsziinnek és
a DNS-kettds hélix kiegyenesedik. Lathato az is, hogy a tetrapeptid jelenléte hatassal
van a kotodésre, de nem akadalyozza meg azt.

Erdekes megfigyelniink a BMPCP-4P; spektrumét is, melyet a 21. abra mutat be.
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21. Abra Izolalt DNS CD spektruma szabad formdban (fekete) és névekvé
porfirin/bazipar molarany (1/r) mellett BMPCP-4P; (zoldtdl pirosig 1/r=5-23)
esetében. A DNS-re jellemzo savok A=210-300 nm kozott talalhatoak, a porfirin
indukalt CD jeleinek tartomanya A=300-490 nm kézé esik. A savok intenzitasat

ellipticitasban fejeztiik ki. A kiegészito abra a DNS-sel és DNS nélkiil felvett
spektrum kiilonbségét mutatja a Soret savban az 1/r=23 aranynak megfelelo
koncentraciokndl.

Lathato, hogy DNS savjai csak kisebb amplitido-csokkenést szenvednek, de jelentds

konforméciovaltozasra utalo jel nem taldlhatdo. Ennek magyardzatat megtalalhatjuk,
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ha a Soret régio CD jeleit is kielemezziik. Szembet(ing a kiilonbség a harom pozitiv
toltéssel rendelkezd szarmazékokhoz képest: a Soret-sav negativ és pozitiv jelei
forditott sorrendben kovetik egymast. A=410 nm-en egy negativ sdv lathatd, ezt
koveti A=425 nm-en egy nagyobb amplituddju pozitiv sav illetve A=440 nm-nél egy
kisebb pozitiv sav. A BMPCP-4P, DNS jelenléte nélkiil is nagyon hasonldé CD jelet
mutatott. Ezen adatok és korabbi irodalmi példak (126-127) alapjan megallapithato,
hogy a BMPCP-4P, aggregalodott a vizsgalt koncentracid tartomanyban. A
kiegészitd abran lathato 1/r=23 esetében a Soret CD kiilonbségi jele, melyet a csak
porfirint tartalmaz6 minta azonos koncentracion felvett CD spektrumanak a DNS
jelenlétében regisztralt jelb6l valdo kivonasaval szerkesztettink meg. Ezen
megfigyelhetd egy, a DNS-sel valo kolcsonhatéasra jellemzé CD spektrum, és ez azt
mutatja, hogy az aggregacié ellenére is Iétrejon bizonyds kolcsonhatds a

nukleinsavak és BMPCP-4P, kozott.

5.1.4. Kotodés nukleoprotein komplexhez

5.1.4.1. Abszorpcios spektroszkopia

Az abszorpcids spektrumokat allandd porfirin (c=1 uM) és valtozo
nukleoprotein komplex koncentracié mellett vettiik fel. A baketriofdgot mind nativ
formajaban, mint pedig 65°C-on hdkezelt és ezért fellazult kapsziddal biro
allapotaban alkalmaztuk a mérések soran.
A 22. abran a TMPCP-4P abszorpcids spektrumai lathatok nativ és hokezelt fag

crer

viszonyat tovabbra is a bazispar/porfirin molarannyal fejeztiik ki.
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22. Abra. A TMPCP-4P abszorpcios spektruma kiilonbozé nukleoprotein komplex (4)
illetve 65 °C-on hokezelt nukleoprotein komplex koncentraciok esetében (B). A
bazispar /porpfirin molarany r=0 - 14 (A) illetve r=0 - 11 kézott valtozik (B).
Oldoszer: Tris-HCI (pH=7,4), porfirin koncentracio c=1 uM.

Lathato, hogy a konjugatum spektruma a kationos porfirin/nukleinsav kdlcsonhatasra
jellemzé modon valtozott meg. A bemutatott spektrumsorozathoz hasonlot
regisztraltunk TMPCP és BMPCP-4P; esetében is. BMPCP esetében azonban nem

tapasztaltunk valtozast.
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A 23. abra TMPCP-AK ¢és T7 bakteriofdg kdlcsonhatasara bekovetkezd spektralis

valtozasokat szemlélteti.
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23. Abra. A TMPCP-AK abszorpciés spektruma kiilonbozé nukleoprotein komplex
koncentrdciok esetében. A bazispar /porpfirin molarany r=0 - 38 kézott valtozik.
Oldoszer: Tris-HCI (pH=7,4), porfirin koncentracio c=1 uM.

A fag nukleoprotein komplex jelenléte csak kisebb mértékli hipokrom valtozast idéz

eld, voros iranyl eltolddas nem mérhetd.

Az izolalt DNS-hez hasonl6an, a nukleoprotein komplexszel végzett mérések

soran is elvégeztiik a spektrumfelbontast. T7 bakteriofdg hozzaadasa utan rogzitett
spektrumok o6t gorbe illesztését tették sziikségessé BMPCP-4P,, TMPCP és TMPCP-
4P esettn. BMPCP ¢s TMPCP-AK spektrumainak felbontdsdhoz azonban
nukleoprotein komplex jelenlétében nem kellett 4y komponenseket alkalmaznunk a
szabad allapot szinképéhez képest.
A legalacsonyabb hullamhosszi komponens minden szarmazék esetében azonosnak
adodott, allandd hattérnek tekinthetd, igy ezt a tovabbiakban a nem abrazoljuk.
Rogzitettiik az 6t komponensgorbe maximumhelyét illetve a savok teljes szélességét,
igy csak a gorbék alatti teriilet valtozhatott a bazispar/porfirin arany fliggvényében.
Az elemzés soran kapott paraméterecket, igy mint a Gauss komponensek
maximumbhelyét (A;) és teljes szélességét (w;) az 5. tablazat mutatja be BMPCP-4P,,
TMPCP és TMPCP-4P esetén.
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5. Tablazat Az abszorpcios spektrumok Soret savjanak (A4=370-490 nm) illesztéséhez
hasznalt gorbék paraméterei nativ és hokezelt bakteriofaggal valo kolcsonhatas
eseten: Ai (nm) az adott gorbe csucsanak hullamhossza, wi (nm) az adott gorbe teljes
szélessége. (A szamitott hiba A; esetén kisebb, mint 1 nm; wj esetén kisebb, mint 0,5
nm.)

Vegyﬁletek T7 fag M W1 Ao W» A3 W3 Aa Wy

BMPCP-4P, | NP 410 | 23 | 418 | 9 422 | 14 | 426 | 23

NP(65°C) | 410 | 21 | 418 | 8 421 | 15 | 427 | 20

TMPCP NP 401 | 16 | 421 | 17 | 429 | 25 | 434 | 30

NP(65°C) | 401 | 14 | 421 | 19 | 429 | 26 | 444 | 24

TMPCP-4P | NP 403 | 15 | 422 | 16 | 427 | 25 | 435 | 27

NP(65°C) | 403 | 16 | 422 | 16 | 427 | 27 | 435 | 29

A megfigyelheto eltéréseket csoportunk korabbi eredményeihez hasonlitva
valoszinlisithetd, hogy a vizsgalt oldatokban a TMPCP, TMPCP-4P ¢s a BMPCP-
4P, kotédik a nukleoprotein komplexhez. Azonban a kotddés modja a felbontés
alapjan nem 4llapithatd meg egyértelmiien, ahogyan az hamarosan lathato lesz.
Elemeztik az egyes savokhoz tartozd gorbe alatti teriiletek valtozasat a
bazispar/porfirin moélarany fiiggvényeében.

Ezt mutatja a 24. abra BMPCP-4P,, TMPCP és TMPCP-4P esetében mind az ép T7
fag, mind pedig a 65°C-on hdkezelt, meglazult struktaraja fagpartikulum

jelenlétében.
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24. Abra Az abszorpciés spektrum Soret savjdnak (A=370-490 nm) illesztése sordn
kapott komponensek relativ gérbe alatti teriiletei a bazispar/porfirin molarany
fliggvényében, nativ és 65°C-on hokezelt fag esetéeben. BMPCP-4P; (felso sor, ,,A”
és,,D”), TMPCP (kéozépsd sor, ,,B” és ,,E”), TMPCP-4P (alsé sor, ,,C” és ,,F").
Nativ fag (bal oszlop, ,,A”, ,,B”, ,,C”), hdkezelt fag (jobb oszlop, ,,D”, ,,E”, ,,F”).
Az egyes komponensek maximumhielyeinek hullamhossza az abradk jobb felsé
sarkaban lathato.

Ha megfigyeljiik a BMPCP-4P;, spektruménak felbontasabdl szarmazoé adatokat,
lathatjuk, hogy az elsé harom komponens gdrbe teriiletei (A" (A=410 nm), A,""
(A2=418 nm) és As™" (A3=421-422 nm)) egydntetiien csokkennek a bazispar/porfirin
arany novekedésével. Mindekozben csak egyetlen sav teriilete novekszik: A

(A4=426-427 nm). Ezek alapjan tehat elmondhatjuk, hogy BMPCP-4P, esetében
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spektrumfelbontassal csak egyetlen kotott forma kiilonithetd el, és a ndvekvod
tertilettel rendelkezd sav maximumanak 5 nm-es vOrds iranyu eltolodésa alapjan
valoszinli, hogy ez a sav a kiils0 kotddési forméhoz rendelheté. A TMPCP és
TMPCP-4P esetében az 0j sav viszont A=434-435 nm-en jelentkezik, és jol lathatdéan
nm-es eltolodassal jelentkezd komponens az interkalaci6 kialakuldsat jelzi, mint a
kolcsonhatas dominans formajat.

Ha 6sszehasonlitjuk a kiilonb6z6é szdrmazékok esetén kapott dbrakat, kitlinik

a A=426-429 nm-en maximummal rendelkezd gorbe teriiletének heterogén valtozasa.
TMPCP mellett novelve a nukleoprotein komplex mennyiségét a nativ fag és a
hokezelt fag esetén eltérd tendenciat kapunk, elébbinél csokken, az utobbinal enyhén
novekszik. BMPCP-4P, kotédésekor viszont kizarolag ezen gorbe alatti teriilet az,
mely novekedésnek indul. Ennek magyarazata lehet, hogy az emlitett komponens
valgjaban két allapot atlapolasaként jon létre, vagyis a szabad és kotott porfirin
populaciokbol. Ebben az esetben kézenfekvé megoldas lenne Gjabb komponens
gorbéket bevezetni. Azonban az erre tett kisérletek sordn az illesztés egészének
hibaja novekedett meg €s jelentdsen pontatlanabb felbontas jott létre, igy ez nem
jelentett realis alternativat.
Bakteriofag esetében tehat a kotédés spektrumfelbontas segitségével kimutathato,
viszont a kapott eredmények kevésbé egyértelmiiek, mint a kutatdcsoportunk altal
eleddig vizsgalt egyszerlibb rendszerekben, jollehet a kétféle kotési forma koziil az
egyiket ki lehet mutatni. TMPCP és TMPCP-4P esetében azonban nem zarhat6 ki a
masik forma jelenléte sem.

A kotédési affinitds szempontjabdl eltérnek a molekuldk, azonban a telitési
értekek nem éllapithatok meg egyértelmiien, hiszen egyes komponensek gorbe alatti
tertiletei magas r értékek mellett sem hajlanak telitésbe. A kapott eredmények szerint
TMPCP-4P kotodési készsége a legnagyobb, hozzavetdlegesen r=10-nél érheto el a
telitési érték, a masik két vegyiiletnél ez csak nagyobb bazispar koncentracioknal
kovetkezik be. Megallapithato az is, hogy a hékezelt, és ezért megbomlott szerkezetli
nukleoprotein komplex esetében alacsonyabb r értékeknél érhetjiik el a telitést, mint
az ¢ép T7 bakteriofag esetében. Viszont egyértelmli kotddési sorrend pusztan a

felbontas alapjan nem éallithat6 fel.
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5.1.4.2. Fluoreszcencia emisszios spektroszkopia

A fluoreszcencia emisszidés spektrumokat szintén novekvd bakteriofag
koncentracio jelenlétében vettiik fol. Kotodés 1étrejotte a porfirinek és nukleinsavak
kozott a porfirin spektrumanak megvaltozasat eredményezi, a széles emisszids sav
felhasad, és a fluoreszcencia intenzitas is csokken. A TMPCP esetében felvett
spektrumokat a 25. abra mutatja be nativ fag és 65°C-on hdkezelt nukleoprotein

komplex esetében.
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25. Abra TMPCP floureszcencia emisszios spektruma A=423 nm-es gerjesztésnél,
nativ fag (,,A”) illetve 65°C-on hékezelt fag (,, B”) jelenlétében. TMPCP (c=1 uM)
szabad formdban (fekete), r=10 (kék) és r=20 (piros) molaranyoknal, Tris-HCI
pufferben (pH=7,4).

A valtozasok mértéke a bazispar/porfirin aranytol fiigg. Minden szarmazék esetében
telitési érték érhetd el, amely folott a spektrum alakja mar nem valtozik. Minél
kisebb ez az érték, az adott szarmazék kotddési képessége anndl nagyobb. Az igy
nyert sorrend jo 6sszhangban van az abszorpcios spektrumoknal kapott értékekkel, és
noha a pontos telitési értékek némileg eltérnek az abszorpcids spektroszkopiaval
mértekétdl, mégis az ott kapott eredmények megerdsitéseként szolgalnak. BMPCP és

TMPCP-AK esetében nem tapasztaltuk a spektrum alakjanak valtozasat.

A fagpartikulumhoz kotddni képes szarmazékok kisebb affinitassal kotddnek
nukleoprotein komplexhez, mint izolalt DNS-hez, és a peptidkonjugacio nem jelent
elényt a kotddés szempontjabol. A fellazult kapszidburokkal rendelkezd faggal valo
titralas okozta valtozasok nagysaga a nativ fag €s az izoladlt DNS eredményeihez

képest koztes helyet foglal el.
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5.1.4.3. Fluoreszcencia energia transzfer

A kotési formdk tisztazasa érdekében megvizsgaltuk a fluoreszcencia
energiatranszfert. Ahogyan arrdl mar sz6 esett, a DNS bazisaival kozeli kontaktusba
1ép6 porfirinekre a fluoreszcencia intenzitdas novekedése jellemzé. Ez akkor
lehetséges, ha az energia atadodik a nukleinsavak bazisair6l a porfirinre. Ehhez
szoros kapcsolodas sziikséges, ezért az interkalacio igazolasanak tekinthetjiik. (83).
A kiilonb6zé nukleoprotein komplex koncentraciok mellett felvett emisszios
intenzitast a bazispar/porfirin molardny fliggvényében értékeltiik, hiszen igy jol
Osszehasonlithatéak a kiilonbozé szarmazékok eredményei. A  kiértékelésnél
figyelembe vettiik, hogy a porfirinek fag nélkiili mintaja is mérhetd fluoreszcencia
emisszioval rendelkezik A=260 nm-es gerjesztésnél, ezt levontuk fag jelenlétében
mért jelekbdl. A 26. dbran nativ T7 fag és hokezelt fag jelenlétében felvett adatok
abrazolasa lathato.
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26. Abra Integralt relativ fluoreszcencia intenzitds a bazispdr/porfirin mélardny
fiiggvényében TMPCP (fekete), TMPCP-4P (bibor), BMPCP-4P, (zold) nativ fag (A)
és 65 °C-on hokezelt fag (B) esetében. BMPCP, TMPCP-AK nem mutatott valtozast.
A porfirin koncentracio c=1 uM. Gerjesztés: A=260 nm, detektaldas: A=550-800 nm;
oldészer: Tris-HCI (pH=7,4).

Az egyes vegyliletek eredményeinek Osszevetésekor a kovetkezd megallapitasokra
juthatunk: konstans porfirin koncentracio és névekvd bakteriofag mennyiség mellett
jelentOs az emittalt intenzitas novekedése TMPCP és TMPCP-4P esetében, azonban
a konjugatum emissziojanak novekedése elmarad az anyavegyiiletétol. A BMPCP-

4P, spektruma még kisebb intenzitds emelkedést mutat, noha hdkezelt fag
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jelenlétében a valtozds meredekebb, mint nativ fag esetén. Mindharom vegyiilet
esetében igaz, hogy a telitési értékek magasabbnak adédnak, mint az izolalt DNS-el
végzett kisérletek sordan. BMPCP ¢és TMPCP-AK jele itt sem mérhetd. Az
eredmények alapjan képet alkothatunk arrél, hogy az interkalalt kotédési forma mely
szarmazékok esetében van jelen az alapvegyiiletek, illetve tetrapeptid konjugdtumaik

faggal valo kolcsonhatasaban.

5.1.4.4. Fluoreszcencia élettartam

A porfirinek egyetlen exponencialis fliggvénnyel illeszthetd lecsengési
gorbéje polinukleotid jelenlétében mar bi-exponencidlis fiiggvénnyel volt pontosan
illeszthetd. Két uj é¢lettartam jelenik meg, melyek hozzarendelheték a két kotési
formdhoz. Az 1j szarmazékok szabad forméban és nukleoprotein komplex

jelenlétében is mérésre kertiltek. A kapott adatok a 6. tdblazatban lathatok.

6. Tablazat A porfirinszarmazékok fluoreszcencia élettartama t (ns) szabad
formaban és nativ illetve 65°C-on hokezelt fag jelenlétében r=20 molaranynal.
Oldoszer: Tris-HCI (pH=7,4), porfirin koncentracio c= 1 uM.

vegyiilet szabad porfirin nativ fag hokezelt fag
71 (nS) T1 (nS) T2(ns) | T1(ns) | T2(ns)
BMPCP-4P; 8,99 9,14 3,08 | 10,25
TMPCP 4,20 3,14 10,56 3,52 | 10,10
TMPCP-4P 4,90 3,13 9,87 3,19 9,74

Irodalmi adatokbol ismert, hogy négyszeresen pozitiv toltésti porfirinek esetében a
kisebb élettartam komponens az interkalacid létrejotte nyoman jelenik meg, mig a
nagyobb a kiils6 kotédés kialakulasa kovetkeztében jon I1étre (80). Az uj
szarmazekok vizsgalata soran kapott eredmények jo korrelaciét mutattak ezekkel a
megallapitasokkal, igy értékes megfigyelések tehetok az egyes kotddési formak

jelenlétérdl.
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A méréseket r=20 bazispar/porfirin ardnyoknal végeztiik, figyelembe véve a tobbi
modszer soran tapasztalt magasabb telitési értékeket. A hosszabb ¢lettartam-
komponensek a 9,1 — 10,5 ns-0s, mig a rovidebbek a 2,3 — 3,5 ns-os tartomanyba
esnek, igy ezek jo korrelaciot mutatnak az irodalmi és sajat korabbi adatainkkal.
BMPCP esetében nem mutathato ki a szabad formatol eltér6 élettartam, TMPCP-AK
esetében pedig nem illeszthetd a gorbe egyértelmiien. Ennek oka feltételezhetéen a
polipeptiden  talalhat6 TMPCP  molekuldk  egymashoz  képest  eltérd
mikrokornyezetében és ennek kovetkeztében eltérd lecsengési tulajdonsigaiban
keresendd. A BMPCP-4P, emisszios intenzitdsanak lecsengési gorbéje egyetlen
exponencialis fiiggvénnyel bizonyult illeszthetdnek a nativ fdg esetében, viszont a
65°C-on hdkezelt és ezért meglazult kapszidburokkal rendelkezd fag partikulum
mellett mar bi-exponencialis fiiggvényillesztés volt csak kielégito. TMPCP és
TMPCP-4P esetében nativ fagnal is mindkét kotési forma jelen van, hiszen az

¢lettartam komponensek jelentdsen eltérnek a szabad formaétol.

5.1.4.5. Cirkularis dikroizmus

Az altalunk vizsgalt porfirinek a kiralis DNS kettés hélixhez vald kotédésiik
kovetkeztében indukalt CD jelet mutatnak a Soret-savban. A pozitiv indukalt CD sav
megjelenése a kiilsé kotddés, mig a negativ sav az interkalacid jelenlétére utal.
(84,85). Amennyiben aggregacio, vagy a kiilsé kotédés stackinggel jard formai
alakulnak ki, abban az esetben a CD jelek pozicidja, sorrendje valtozik.
T7 bakteriofag és annak 65°C-on hdékezelt forméja jelenlétében is megvizsgaltuk a
CD spektrumokat, amelyeket a 27. abra szemléltet r=30 bazispar/porfirin

molaranynal. BMPCP esetében nem kaptunk indukalt CD jelet.
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27. Abra Nativ fig (,A”) és annak 65°C-on hékezelt formdja (,, B”) jelenlétében
rogzitett CD spektrumok (r=30). TMPCP (fekete), TMPCP-4P (bibor), BMPCP-4P,
(z6ld). A porfirinek koncentracioja c=1 uM, az oldoszer Tris-HCI puffer (pH=7,4). A

CD sav intenzitasat molaris ellipticitasban fejetiik ki.

Lathato, hogy mindharom vegyiilet adott CD spektrumot nukleoprotein komplexszel
vald kolesonhatasuk kovetkeztében. Fobb jellemzdik a A=410-420 nm-es
tartomdnyban megmutatkoz6 pozitiv sdv, a TMPCP és tetrapeptid konjugatuma
esetében pedig A=440-450 nm kornyékén egy negativ sav. BMPCP-4P, csak pozitiv
savval jelentkezik, melynek maximuma 2A=420 nm koril van. A savok
maximumhelyeinek pozicidja, illetve az amplitidok a kémiai szerkezet
fliggvényében némileg eltéréek. A pozitiv és negativ sdvok egymashoz viszonyitott

aranya kiilonbozik az izolalt DNS-sel végzett vizsgalat eredményeitdl is.
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TMPCP esetében a negativ sav valamivel dominansabbnak bizonyult a pozitivnal. Ez
a tendencia érvényes a TMPCP-4P-re is, noha kisebb molaris ellipticitdsu mindkét
sav, mint az anyavegyiiletnél. Hokezelt nukleoprotein komplex jelenlétében a savok
amplitidoja novekszik, kiilondsen szembetlind ez TMPCP-4P esetében.

Az adatok vizsgélata jo kiindulasi pont a kotési formak aranyanak, tovabba a
kotddési hajlandosagnak a becsléséhez. A vizsgalat megfigyelhetévé teszi azt a
jelenséget, hogy komplexebb harmadlagos nukleinsav-szerkezet kovetkeztében a
konjugaci6 nem jelent egyértelmii elényt a kotddésnél, kiilonods tekintettel a
bazisparok kozé torténd beilleszkedéssel jard interkaldcid esetében. 65°C-on
meglazitott kapszid burok és ezért jobban hozzaférhetd DNS esetében a harom
szarmazEk jelei egységesebbé valnak.

A BMPCP-4P, CD spektrometrias moddszerrel vizsgdlva nem is adja jelét
interkalaciés kolcsonhatas 1étrejottének nativ fag esetében és csak a hdkezelt
formanal jelenik meg egy kisebb negativ jel. Ez egyaltalan nem meglepd, ha
figyelembe vessziik a két tetrapeptid sztérikus hatasat a kolcsonhatés kialakuldsara,
hiszen ez a harom szarmazék koziil a legnagyobb mértii molekula.

Megvizsgaltuk a nativ T7 fagpartikulum porfirin kotédés hatasara
bekovetkezd szerekezeti valtozéasait is. A mérések soran allandd nukleoprotein
abszorbanciajat A=2-re allitottuk A=260 nm-en. Az aranyokat 1/r-ben, vagyis
porfirin/bazispar molaranyban adtuk meg.

A T7 nukleoprotein komplex CD spektruménak altalunk vizsgalt tartoméanyaban
harom elkiilonithetd szakaszt fedezhetiink fel: a A=209-225 nm kozott talalhatd
savot, mely az a-hélix szerkezetli kapszid fehérjékre jellemzd, a A=245-255 nm
kozotti régiot, mely a fehérjék és a DNS hélix jelének keveredésébdl jon létre,
tovabba a polinukleotidra jellemz6, A=280 nm-en maximummal rendelkezd pozitiv
CD savot. A mérések soran kapott spektrumsorozatok lathatéak a 28. abran TMPCP

¢s tetrapeptid konjugatuma esetében.
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28. Abra Nativ T7 bakteriofig spektruma szabad formdban (fekete) és névekvé
porfirin/bazispar molarany (1/r) mellett TMPCP (,,A”, zoldtol pirosig 1/r=2-20) és
TMPCP-4P (,, B zoldtdl pirosig 1/r=2-19) esetében, Tris-HCI pufferben (pH=7,4).
A fagra jellemzo savok A=200-300 nm kozott talalhatoak, a porfirinek indukalt CD

jeleinek tartomanya 2.=370-490 nm kozé esik. A savok intenzitasat ellipticitdasban
fejeztiik ki.

Megfigyelhetjiik, hogy a TMPCP oldatbeli mennyiségének novelésével mindharom
bakteriofagra specifikus CD sav amplitiddja csdkken, a porfirin kirdlisan perturbalja
a kapszid fehérjéket és a DNS-t is. A Soret-sav indukalt CD tartomanyaban dont6

modon a negativ jel amplitidojdnak novekedését latjuk. Mint az elébbiekben

crer
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pozitiv és negativ indukalt CD sav is megjelent a Soret sdvban. TMPCP-4P esetében
az alapvegyiilettdl eltéré valtozasokat lathatunk. A fag CD savjai koziil csak a
A=245-255 nm tartoméanyban figyelhetiink meg valtozast a titralas soran, mig a
tisztan a fehérjéktol és DNS-tol szdrmazo jelek csak kisebb mértékben térnek el a
konjugatum nélkiil felvett spektrumuktol. Erdekes a Soret-sav, ugyanis itt nagyobb
amplitadoju savok jonnek létre, mint a konjugalatlan TMPCP esetében, tovabba
fontos kiilonbség, hogy pozitiv jel is kialakul.

A 29. abran a nativ fag BMCP-4P; jelenlétében felvett spektrumai lathatoak.
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29. Abra Nativ baketriofig CD spektruma szabad formdban (fekete) és névekvd
porfirin/bazipdar molarany (1/r) mellett BMPCP-4P, (1/r=8 kék, 1/r=24 piros)
esetében, Tris-HCI pufferben (pH=7,4). A fagra jellemzé savok A=200-300 nm kézott
talalhatoak, a porfirin indukalt CD jeleinek tartomanya =370-490 nm kozé esik. A
savok intenzitdsat ellipticitasban fejeztiik ki. A kiegészito abra a faggal és fag nélkiil
felvett spektrum kiilonbségét mutatja a Soret savban az 1/r=24 aranynak megfelelé
koncentracioknal.

BMPCP-4P; a fagos mérések soran is a koradbban latott aggregécio jeleit mutatta a
titralas  koncentracio-tartomanyaban, kiralis perturbacio a fagra jellemzd
tartomanyban csak A=240-250 nm kozt jelenkezett. A differencia spektrum alapjan a

Soret savban nincs jelentds valtozas mely a DNS-kotddéshez lenne kothetd.
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5.1.4.6. Abszorpcios és cirkularis dikroizmus olvadasi (melting) gorbék

Annak megallapitasa érdekében, hogy az 1j porfirin-szarmazékok és kapszid
fehérjék kozott 1étrejon-e tényleges kolcsonhatas, vagy pedig a fehérje CD valtozasa
csakis a DNS-kotédés kovetkeztében alakul ki, a fag abszorpcios olvadasi gorbéit is
elemeztiik. Amennyiben létrejon kolcsonhatas a porfirinszaérmazékok és DNS illetve
nukleoprotein komplex kozott, az hatassal van a DNS ¢és a fag stabilitdsara. Ha a
hémérséklet novelése mellett kdvetjiik a fényelnyelés valtozasat 260 nm-en, a DNS
abszorpciés maximuman, a denaturdcidos folyamat megfigyelése tovabbi
informécioval gazdagithatja ismereteinket. Négyszeresen pozitiv porfirinnel végzett
korabbi vizsgélataink sordn az olvadasi gorbék alapjan sikeriilt kizarnunk a
fehérjekotddés lehetdségét (11, 89). Peptidek konjugacioja a porfirinekhez
természetesen felveti a lehetdségét az 1) szarmazékok esetleges fehérjékkel kialakulo
kolcsonhatasanak. Az abszorpcids spektrumok felbontdsa soran a konjugatumok
esetében sem tapasztaltuk a DNS kotédéshez kotheté gorbéken feliili komponensek
megjelenését, azonban — mint azt lattuk — a spektrumfelbontds bonyolultabb
rendszerekben nem ad teljesen kielégitd eredményt.

A porfirinek és konjugatumaik nukleoprotein komplexszel vald kdlcsonhatasa
soran bekovetkezd, a fag szerkezeti stabilitasat érintd valtozasokat abszorpcids
olvadasi gorbék felvételével vizsgaltuk. T7 bakteriofag A=260 nm-en, a DNS
abszorpciés maximuman felvett derivalt abszorpcidés olvadési gorbéje két jol
elkiilonithetd régiobol all. Az elsd egy negativ sav 50 és 60°C kozott, mely a
fagpartikulum kapszid burkénak fellazulasdhoz rendelhetd. Ennek soran a DNS
részben kitiiremkedik a kapszidbol, és felveszi a standard B konforméaciot, elvesztve
magasabb rendli szervez0dését. A masodik egy pozitiv sav 85°C kornyékén, amely
pedig a DNS kettds hélix fazisatalakuldsdnak kdvetkezménye: a H-kotések és egyéb
»stacking” kolcsonhatasok felbomlanak, a polinukleotid két széla elvalik egymastol
(89). Ha a fag kapszidfehérjéi vagy polinukleotidja kolcsonhatasba 1ép egy Uj
molekulaval, az a fent emlitett melting hémérsékletek eltolodasat okozza. Igy a
porfirinek jelenléte mellett 1étrejovo esetleges valtozasok alapjan kovetkeztethetiink
a fagpartikulumhoz torténé kotdédésre. Az 30. dbran a T7 bakteriofag TMPCP-4P

jelenlétében felvett derivalt melting gorbéje lathato.
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30. Abra T7 bakteriofig 2=260 nm-en detektalt derivalt abszorpcios olvaddsi
gorbéje szabad formaban (fekete) és névekvé porfirin/bazispar molaranyok (1/r)
mellett TMPCP-4P esetében (pirostol zoldig 1/r=0,06 — 0,26). Oldészer: Tris-HCI
puffer (pH=7,4). A kegészité abra a 70-100 °C kozotti tartomany normalizalt gorbéit
mutatja.

Megfigyelhetd, hogy porfirin/bazispar molarany novelésével a DNS fazisatalakulési
homérseklete emelkedik, tehat TMPCP-4P jelenlétében stabilizalodik a kettdsszalu
DNS. Ez egyértelmiien a kotddés kovetkezménye. Nem lathato eltolodas viszont a
melting alapjan a kapszid stabilitasa porfirin-konjugatum jelenlétében sem valtozik.
Hasonlé eredményeket kaptunk BMPCP-4P, vizsgalata soran, tovabba a TMPCP
esetében is.

A TMPCP-AK jelenlétében bekovetkezd valtozasokat is vizsgaltuk, és izolalt

DNS-sel is elvégeztiik az abszorpcios olvadasi gdrbék mérését. Az eredményeket a

31. abra mutatja be.
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31. Abra Izolalt DNS (,,A”) és T7 bakteriofag (,, B”) =260 nm-en detektdlt derivalt
abszorpcios olvaddasi gorbéje szabad formaban (fekete) és novekvé porfirin/bazispar

molaranyok (1/r) mellett TMPCP-AK esetében (pirostol zoldig 1/r=0,06 — 0,30
illetve 0 —0,90). Oldészer: Tris-HCI puffer (pH=7,4).

A DNS két szilanak szétvalasa TMPCP-AK jelenlétében enyhén magasabb
hémérsekletre tolodik. Ez nagyjabol 1°C novekedést jelent még 0,8 porfirin/bazispar
arany (1/r) mellett is. A kapszidba zart DNS denaturdciés hdmérsékletére viszont a
TMPCP-AK jelenlétének nincs szamottevd befolyasa. Nincs valtozas a fag kapszid
fellazulasanak hoémérséklettartomanyaban magasabb TMPCP-AK koncentraciok
mellett sem. Ez a porfirin-szarmazék nincs hatassal a fehérjeburok stabilitasara,
illetve a kapszid-DNS kolcsonhatasra, és a DNS fazisatalakulasi homérsékletét sem

valtoztatja meg.
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A denaturéci6 folyamatat CD spektrométerrel is kdvettik TMPCP, TMPCP-
4P ¢és BMPCP-4P, kolcsonhatdsa soran. A CD melting elénye az abszorpcids
méréshez képest, hogy a fehérje és a DNS fazisatalakuldsai kiilon-kiilon
vizsgalhatoak. Két hullamhosszon végeztiink mérést: A=220 nm-en a kapszid
fehérjék savjaban illetve A=283 nm-en a DNS pozitiv CD jelének maximumhelyén.

A 32. abra a két mérési beallitassal felvett spektrumok derivalt gorbéit mutatja be.
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32. Abra T7 bakteriofig derivalt CD olvaddsi gorbéi =220 nm-en (,,A”) és 1=283
nm-en (,,B”) detektalva, szabad formaban (fekete) és 1/r=0,3 porfirin/bazispar
molaranynal TMPCP-4P esetében (piros) Oldoszer: Tris-HCI puffer (pH=7,4).

A csak fagot tartalmazoé oldatrol felvett spektrumokon lathatd, hogy mindkét
hullamhosszon CD jel valtozas kovetkezik be 50-60°C és 80-90°C kozott is. Ha
megnézzilk @ TMPCP-4P jelenlétében mért derivalt olvadasi gorbéket egyértelmii
valtozast lathatunk mindkét hullamhosszon és mindkét hdmérséklet tartomanyban.
Hasonlo spektrumokat regisztraltunk TMPCP illetve BMPCP-4P, ¢és fag
kolcsonhatasakor is. Ez eltér az abszorpcids olvadasi gorbék valtozasatol. Ugy tiinik
az a modszer nem rendelkezett kelld érzékenységgel a fehérjeburok kdlcsonhatasait

illetGen.
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5.1.5. A porfirin szarmazékok kolcsonhatasa liposzomakkal

A biologiai membranok lipid komponenseinek egyszeri modelljeként
unilamellaris liposzomakat hasznaltunk. A lipid és vizes fazis kozotti megoszlés
vizsgalata alapot szolgaltathat arra, hogy megbecsiilhessiik a bioldgiai membranok
relativ permeabilitasat a porfirin szarmazékokra nézve.

Kis unilamellaris vezikulumokat (SUV) ikerionos fejcsoporttal (DPPC) rendelkezd
foszfolipidekbdl allitottunk eld. Ezen modellrendszer kolcsonhatasat porfirinekkel
fluorimetridsan kovettiik. A mérések soran a porfirin koncentracio 0,1 uM volt,
ekkor még a molekuldk jelentds része monomer formaban van jelen az oldatban.

Ahogyan az a 33. abran latszik, a TMPCP, BMPCP és tetrapeptid konjugatumaik
fluoreszcencia intenzitdsa novekedést mutat a liposzomdk jelenlétében. Ez
egyértelmii jele a vezikulumok ¢és a kationos porfirinek kozott kialakuld

kolcsonhatasnak. TMPCP-AK intenzitasa csak kis mértékben valtozott, az abran nem

szerepeltetjiik.
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33. Abra A porfirinek relativ fluoreszcencia intenzitdsa az emisszios maximumon
mérve a DPPC/porfirin molarany fiiggvényében. BMPCP (kék), TMPCP (zold),
BMPCP-4P, (piros), TMPCP-4P (fekete). Gerjesztés: A=422 nm.

A porfirinek asszociacios allandoit a IX. és X. képlet alapjan hataroztuk meg az

értékek pedig az 7. tablazatban lathatok.
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7. Tablazat A porfirinszarmazékok asszociacios allandoi DPPC liposzomdakhoz,
foszfat pufferben (pH=7,4).

vegylilet K. (M)
BMPCP 5,2*10"
BMPCP-4P, 2,5%10°
TMPCP 3,7*10"
TMPCP-4P 1,6*10°
TMPCP-AK <10°

5.1.6. Sejtfelvétel

HL-60 sejteket 200 uM-ig terjedd koncentracid tartomanyban kezeltiik a
porfirin szarmazékokkal kiilonb6zd inkubécids idoket alkalmazva. A sejtekbe jutott
porfirineket fluoreszcencidjuk alapjan kovettiik aramlasi citométerrel.

Els6 1épésben toxicitasi vizsgalatokat végeztiink, mely soran fény deriilt arra, hogy a
vizsgalt vegyliletek koziil egyik sem toxikus 50 uM és 5 oras inkubacids idOtartamig.
50 uM felett a TMPCP-AK toxicitdsa a koncentracid fliggvényében fokozatosan
novekszik.

Ahogyan az 34. ébran latszik a TMPCP esetében, a porfirinre jellemzd
fluoreszcenciat kibocsatd sejtek ardnya a koncentraciotol és az inkubacids 1do6tol

fliggd modon novekszik.
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34. Abra TMPCP pozitiv sejtek szdzalékos ardanya HL-60 sejtekben kiilonbozé
TMPCP inkubacios idoknél és koncentracioknal.

3 ora eltelte utdn a 20 pM TMPCP-t tartalmaz6 médiummal kezelt sejtek szinte 100
%-a felvette a vizsgalt vegyiiletet. BMPCP, BMPCP-4P,, TMPCP és TMPCP-4P
esetében is hasonld mintdzatot taldltunk, mig a telitési értéket kiillonb6zo
koncentracioknal értiik el. A 35. 4bran lathatdo az ot kiilonbozd szarmazék

sejtfelvételének Osszehasonlitisa 3  6rds inkubacidt kovetden ¢és kiilonbozo

koncentracioknal.
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35. Abra A porfirin szarmazékok sejtfelvételének dsszehasonlitdsa kiilonféle
inkubdcios koncentraciok esetében. Az inkubacio idétartama 3 ora volt.

A legnagyobb ardnyban a BMPCP-4P; jutott be, a tobbi szarmazék pedig az aldbbi
sorrendben kovette: BMPCP > TMPCP > TMPCP-4P >> TMPCP-AK

5.1.7. Sejten beliili elhelyezkedés

A porfirin szarmazékok sejten beliili elhelyezkedését konfokalis mikroszkopia
segitségével Aallapitottuk meg 3 o6ras inkubéciot kovetden. A médium porfirin
koncentracioja egyontetien 20 pM volt. A sejtmagot, a lizoszomakat és a
mitokondriumokat organellum-specifikus fluoreszcens festékekkel jeloltiik meg.

Sem a szabad kationos porfirinek, sem pedig tetrapeptid konjugatumaik nem
mutattak kolokalizacidt a sejtmagban szelektiven feldasulé6 SYBR Green I festékkel.
Ezt szemlélteti a 36. abra BMPCP-4P, esetében.
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36. Abra BMPCP-4P; és SYBR Green I sejtmag specifikus festék intracelluldris
elhelyezkedése HT-29 sejtekben. (1) transzmisszios keép, (2) BMPCP-4P,
[fluoreszcencidja; (3) sejtmagok SYBR Green [ festékkel jelolve; (4) BMPCP-4P, és
SYBR Green [ jelei egyiitt. Az inkubacios id6 BMPCP-4P; esetében 3 ora, SYBR
Green I esetében 30 perc volt. Inkubdcios koncentracio: BMPCP-4P, c=20 uM;
SYBR Green | c=400 nM.

A BMPCP, TMPCP ¢és tetrapeptid konjugidtumaik a lizoszoma specifikus
LysoTracker Green DND-26 és a mitokondrium szelektiv MitoTracker Deep Red
FM festékekkel mutattak kozos feldusulast. A 37. abran ennek az eloszlasnak egy
példaja lathato BMPCP-4P; esetében HT-29 sejteken. A porfirint piros, mig a
festékeket z6ld szin jelzi, a kolokalizalo képletek ebbdl kovetkezden sarga szinnel

jelennek meg. A 38. abra pedig TMPCP-AK ecloszlasat mutatja.
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37. Abra BMPCP-4P; és LysoTracker Green DND-26 lizoszomafesték illetve
MitoTracker Deep Red FM mitokondriumfesték intracelluldris elhelyezkedése HT-29
sejtekben. (1) transzmisszios kép; (2) BMPCP-4P; fluoreszcencidja; (3) lizoszomak

LysoTracker Green DND-26 festékkel jelolve, (4) BMPCP-4P, és LysoTracker
Green DND-26 jelei egyiitt; (5) BMPCP-4P, fluoreszcenciaja, (6) mitokondriumok
MitoTracker Deep Red FM festékkel jelolve, (7) BMPCP-4P, és MitoTracker Deep

Red FM jelei egyiitt. Az inkubdcios idé BMPCP-4P; esetében 3 ora, a festékek
esetében 30 perc volt. Inkubdcios koncentrdacio: BMPCP-4P, c=20 uM; fluoreszcens

festékek c=50 nM.
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3

38. Abra TMPCP-4K és LysoTracker Green DND-26 lizoszémafesték illetve
MitoTracker Deep Red FM mitokondriumfesték intracellularis elhelyezkedése HT-29
sejtekben. (1) transzmisszios kép; (2) TMPCP-AK fluoreszcencidja, (3) lizoszomdk
LysoTracker Green DND-26 festékkel jelolve, (4) TMPCP-AK és LysoTracker Green
DND-26 jelei egyiitt; (5) TMPCP-AK fluoreszcencidja; (6) mitokondriumok
MitoTracker Deep Red FM festékkel jelolve, (7) TMPCP-AK és MitoTracker Deep
Red FM jelei egyiitt. Az inkubdcios idé TMPCP-AK esetében 3 ora, a festékek
esetében 30 perc volt. Inkubacios koncentracio: TMPCP-AK c=20 uM; fluoreszcens
festékek c=50 nM.

A keépeken lathato, hogy a BMPCP-4P; nagyobb részben a lizoszomdkat jel6ld
festékkel talalhatd azonos helyen, mig a mitokondriumokra jellemzd mintazattal csak
korlatozott egyezés fedezhetd fel. A lizoszomékban valo elhelyezkedés a
konjugalatlan TMPCP esetében adodott a leghatarozottabbnak. A TMPCP-AK az
elobbiekkel szemben alig mutatott egyezést a lizoszomakkal, inkabb a

mitokondriumokban ¢és egyéb a citoplazmaban talalhaté képletekben dusult fel.
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5.2. Daunorubicin aminosav konjugatumok

Kutatocsoportunk tobbféle célzo-és hordozopeptidet vizsgal, melyeket
lizoszomalis enzimekre ¢érzékeny ,spacer” peptideken keresztil terveziink
daunorubicinhez  kapcsolni. Ezek a peptid-konjugdtumok a lizoszémakban
elbomlanak és felszabadul a daunorubicin, azonban legalabb egy aminosav kotve
marad a hatdéanyaghoz. A daunorubicin a sejtmagban dasul fel, de tisztazni

sziikséges, vajon megtartja-e¢ a bioldgiai hatdshoz sziikséges DNS-kotési képességét.

5.2.1. Szintézis

Héarom daunorubicin konjugatumot hoztunk létre arginin, leucin és glicin
felhasznalasaval (Dau-Arg, Dau-Leu, Dau-Gly). Az aminosavakat amidkotésen
keresztiil kapcsoltuk a hatéanyag daunozamin molekularészének aminocsoportjahoz
BOP vagy PyBOP reagens segitségével a korabban leirtak szerint. A termékeket RP-
HPLC ¢és ESI-MS segitségével tisztitottuk, azonositottuk és jellemeztiik. A harom uj

szarmazék nagyobb daunorubicin peptid konjugatumok lehetséges metabolitjai.

5.2.2. Spektroszkopiai tulajdonsagok

A kutatdcsoportunk altal eléallitott 4j daunorubicin aminosav konjugatumok
(Dau-Arg, Dau-Leu, Dau-Gly) spektralis tulajdonsagai nem tértek el jelentsen az
anyavegyiilet spektrumatol (77, 78, 128).

Abszorpcids spektrumukra pH=7.4-es Tris-HCI pufferoldatban, kolcsénhatasoktol
mentes allapotban jellemzd, hogy mind az ultraibolya, mind pedig a lathatod
tartomanyban rendelkeznek elnyelési savokkal. Jellemzd abszorpcids cstucsokat
talalhatunk A=234, 252 ¢és 290 nm-en, a lathatd tartomanyban jelentkezd intenziv
elnyelési sav maximuma elnyujtott, két kisebb csticcsal A=480 ¢s 500 nm-en, tovabba
emlitésre érdemes még az A=532 nm-en talalhat6 téréspont az elébbi abszorpcids sav
leszalld agan. A kotddési vizsgalatok soran a A=400 és 600 nm kozotti savot

figyeltiilk meg részletesen.
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A kotédések jellemzése szempontjabol elengedhetetlen a daunorubicin
szarmazekok fluoreszcencia emisszios spektrumanak vizsgalata. A=480 nm-en valo
gerjesztés hatasara széles emisszids spektrumot mérhetiink az 1) szadrmazékok
esetében A=495 nm ¢és A=800 nm kdzott, melyen két markéans csucsot kiilonithetiink
el A=555 és A=595 nm-en. Amennyiben polinukleotidhoz k6tddik a vegyiilet, a széles
tartomanyban detektalhatdé emisszido drasztikus csokkenése tapasztalhatd. Az
abszorpcids €s emisszids spektrumok szemléltetése Dau-Arg esetében a 39. dbran
lathato.
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39. Abra Dau-Arg abszorpciés (,,A”) és emissziés (,, B”) spektruma ¢=10 uM
koncentracional, Tris-HCI pufferben (pH=7,4). Az emisszios spektrum felvételéhez a
gerjesztés 2=480 nm-en tortent.

Az elébbiek kiegészitésére cirkularis dikroizmus méréseket is érdemes végezni. A
daunorubicin és szarmazékai kolcsonhatasmentes allapotban mérhetd CD jelet adnak
az ultraibolya ¢és a lathatd tartomanyban is, A=225 és 265 nm kozott egy intenziv
pozitiv jelet, A=275 és 310 nm kozott egy kisebb negativ savot és A=325-550 nm
tartomanyban egy elnyujtott, két csticcsal rendelkezd jelet. Polinukleotidhoz torténd
kotédés soran a CD jelek komplex valtozast szenvednek, ezért a kiértékelésiik

nehezebb és kevésbé szemléletes, mint az a porfirinek esetében volt.
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5.2.3. Kotodés izolalt DNS-hez

5.2.3.1. Abszorpcios spektroszkopia

A daunorubicin kolcsonhatasa DNS-sel fontos 1épése annak a molekularis
folyamatnak, amelyen keresztiil gatolni képes a DNS replikaciojat. Ezért a

szerkezetmodositason atesett szarmazékok esetében 1ényeges megvizsgalni azt, hogy

a valtoztatasok mennyiben befolyasoljak a kotdédést. Az ehhez vezetd uton elsd

1épésben az abszorpcids spektrumokat vizsgaltuk meg. A spektrumokat egyontetiien

€=10 uM-os daunorubicin koncentracio €és valtozo DNS mennyiség mellett vettiink

fel. Szemléltetésként a 40. abran lathatjuk a Dau-Arg konjugatum spektrumat

novekvd DNS koncentracié mellett. A kiegészitd abrak a A=400-600 nm kozti
tartoményt emelik ki.
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40. Abra Dau-Arg abszorpciés spektruma névekvé izolalt DNS koncentrdcié mellett
Tris-HCI pufferben (pH=7,4). Dau-Arg é6nmagaban c=10 uM (fekete); kiilonbozd
izolalt DNS mennyiségek esetében (pirostol zoldig) bazispar/Dau-Arg molarany =

0,5-4. ,,A” kiegészito abra: 400-600 nm tartomany lévé sav kiemelése. ,,B”
kiegészito abra: maximumra normalt spektrumok.

A 40. dbra ,,A” ¢és ,,B” részén lathatjuk, hogy novekvd bazispar/Dau molarany

mellett batokrém és hipokrom valtozas tapasztalhaté a vegyiilet A=400-600 nm

tartomanyban jelentkezd abszorpcids savjdban. Ez a kotddés létrejottét mutatja.
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Mindharom 1j szarmazék elnyelési szinképe hasonld moédon viselkedett, és a
valtozas jellege nem tért el a velik parhuzamosan vizsgéalt konjugélatlan
daunorubicin spektrumatol sem, azonban az egyes szarmazékok kozt némi kiilonbség

mutatkozott az eltolddasok mértékében.

5.2.3.2. Abszorpcios olvadasi (melting) gorbék

260 nm-en, a DNS abszorpciés maximuman figyeltiik meg a fényelnyelés
hémérséklet hatasara bekovetkezd valtozdsat daunorubicin szarmazék jelenléte
nélkiil illetve kiilonb6z6 hatdanyag koncentraciok mellett. A derivalt melting gérbén
markans pozitiv iranyu valtozast figyelhetiink meg 80-85°C kornyékén, amikor a
DNS két szala elvalik egymastol. Amennyiben molekuldk kotédnek a
polinukleotidhoz, stabilizaljak a kettds szalu strukturat és az emlitett melting csics
néhany fokkal magasabb hdmérsékletre tolodik. Ennek lehetiink tanti a 41. dbran a
glicines konjugatum esetében, allandd DNS és ndvekvé daunorubicin koncentracio

mellett. A koncentracio-aranyokat daunorubicin/bazispar moélaranyként fejeztiik ki.

A 0,65 Dau/bp ———» 3,26 Dau/bp
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41. Abra A DNS derivdlt abszorpcios olvaddsi gorbéje Dau-Gly nélkiil (Chazispar=3
uM, fekete) és novekvo Dau-Gly koncentracio esetében (pirostol z6ldig).
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Lathatjuk, hogy a kotéd6 hatdéanyag jelentds mértékben megvaltoztatjia a DNS

crer

eredménye. A hoémérséklet-eltolodas mértéke a kémiai Osszetétel fiiggvényében

valtozott. Ennek Osszevetése lathato a 42. abran.

A
92+ o/ B/, o Dau-Arg
~ o Dau-Gly
S O
= 904 A Dau-Leu
=~
2
2
£ s8]
-~ A
O
86 '
10
4 1 i 1 ' 1 N ) ' ) 4 >
0 1 2 3 4 5

daunorubicin / bazispar molarany

42. Abra A DNS fazisdatalakuldsi hémérsékletének eltoléddsa a harom konjugdtum
esetén a daunorubicin/bazispar molarany fiiggvényében. Dau-Arg (fekete négyzet);
Dau-Gly (piros kor); Dau-Leu (lila haromszog)

A daunorubicin arginines és glicines konjugdtuma kozel hasonlé mértékben volt
hatassal a polinukleotid két ldncénak stabilitdsdra, mig a leucinos konjugatum
enyhébb mértékben befolyasolta azt. Ezek alapjan kozelitd képet alakithatunk ki a
kotddési affinitdsokrdl, azonban a pontosabb meghatarozashoz tovabbi modszerekre

van sziikség.
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5.2.3.3. Fluoreszcencia emisszios spektroszkopia

Annak érdekében, hogy az abszorpcios spektrumoknal észlelt eltéréseket
kvantitativ modon is megfogalmazhassuk, az fluoreszcencia emisszids szinképeket is

regisztraltuk.
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43. dbra Dau-Arg floureszcencia emisszios spektruma szabad formaban, c=10 uM
koncentracional Tris-HCI pufferben (pH=7,4), 1=480 nm-es gerjesztésnél (fekete);
és izolalt DNS jelenlétében bp/Dau=0,5-4,0 bazispar/daunorubicin molaranynal
(pirostol zoldig) Tris-HCI pufferben (pH=7,4).

A daunorubicin és DNS kolcsonhatasat a legjobb kozelitéssel leird modell a McGhee
¢s Von Hippel altal megfogalmazott ,,szomszéd-kizdrasos modell” (neighbour
exclusion model) (13). A modell segitségével a kisérletes adatokbol meghatarozhato
a kotédési allando (4.9. fejezet). Ennek alapjan kiszamitottuk a kotddési allandokat
mind az anyavegylilet, mind pedig a konjugdtumok esetében, ezt foglalja dssze a 8.

tablazat.

90



DOI:10.14753/SE.2019.2231

8. Tablazat Konjugalatlan daunorubicin és Dau-Arg, Dau-Leu, Dau-Gly egyensulyi
kotodesi allandoja (K3) izolalt DNS esetében.

Vegyiilet K, (M1
Dau 1,2x10°
Dau-Arg 6,1x10°
Dau-Leu 3,6x10°
Dau-Gly 3,2x10°

Ahogyan az lathatd, a szabad daunorubicin mutatta a legnagyobb affinitast a DNS-
hez, mig az aminosav konjugidtumok egy nagysagrenddel gyengébben kotddnek.
Ezek koziil az arginines konjugatum rendelkezik a legnagyobb kotddési allandoval,
mig a leucinos ¢és glicines szdrmazék ettél némileg kisebb és egymashoz hasonlo

affinitassal rendelkezik.

5.2.3.4. Cirkularis dikroizmus

A cirkuléris dikroizmus gorbék felvételével arra kerestilk a valaszt, hogy
milyen valtozéas kovetkezik be a DNS szerkezetében a daunorubicin konjugatumok
kotodesének kovetkeztében. Fontos azonban kiemelni, hogy ellentétben az altalunk
vizsgalt porfirin szdrmazékokkal, a daunorubicinek szabad allapotukban is intenziv
CD jelet adnak, mely a DNS-re jellemz0 tartomanyt is €rinti. A 44. abran lathato

spektrumsorozat novekvd daunorubicin/bazispar molarany mellett keriilt kimérésre.
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44. Abra Izoldlt DNS és Dau-Arg tartalmii oldatok CD spektrumai. DNS szabadon
(fekete) és Dau/bp=0,5-4,0 daunorubicin/bazispar aranyoknal (zoldtdl barnaig)
Tris-HCI pufferben (pH=7,4). Segéddbrakeént lathaté a DNS illetve a Dau-Arg CD

spektruma énmagaban.

A titralasi sorozat spektrumain lathat6, hogy a kotddés hatasara a DNS jelek jelentds
atalakuldsa tapasztalhato. A segédabrakon viszont megfigyelhetjilk, hogy a
DNS-re karakterisztikus tartomanyban. Antraciklin tipusu hatébanyagok DNS-sel valo
kolcsonhatasat vizsgald korabbi tanulmanyoktol eltéréen (129,130) - melyek soran a
mért spektrumot kozvetleniil elemezték - differencia spektrumok szamitasat végeztiik
el, hogy a spektralis valtozasokat kiemelhessiik. Ehhez felvettik mind a hirom
szarmazék CD spektrumsorozatdt DNS jelenléte nélkiil, majd hozzaadtuk a szabad
DNS spektrumahoz. Ennek ¢és a ténylegesen megmért DNS/daunorubicin
spektrumoknak a kiilonbségét abrazolja a differencia spektrum, mely Dau-Arg

esetében a 45. abran lathato.
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45. Abra Dau-Arg/DNS differencia CD spektrum Dau/bp=0,5-4,0

daunorubicin/bazispar aranyoknal (z6ldtél barndig).

A kiilonbségi spektrum alapjan konnyebben azonosithatova valnak a DNS CD
spektrumat érint6 valtozasok. A két legfontosabb DNS CD jel koziil a A=245 nm-en
maximummal rendelkezd sdv intenzitdsa csokken a kotddés hatasara, mig a A=280
nm-es csuccesal bird sav amplitiddja szamottevéen nem valtozik. A A=220 nm-en
talalhat6 harmadik karakterisztikus csucs viszont jelentdsen novekszik és enyhén a
Kisebb hullamhosszak felé tolodik. A=305 nm-en 0j negativ csucs alakul ki. A DNS
CD spektrumanak korabbi irodalmi értelmezései alapjan a valtozasokrol elmondhato,
hogy a daunorubicin szarmazékok kotddése soran a DNS helicitasa lecsokken és a
hatéanyag kelléen magas koncentracidja esetében meg is sziinik, mig a stacking

kolcsonhatasok és a kétszala struktura megmarad (131,132).
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5.2.4. Kotodés nukleoprotein komplexhez

5.2.4.1. Abszorpcios spektroszkopia

Bakteriofag jelenlétében is felvettiik az abszorpcids spektrumokat c=10 uM-
os daunorubicin koncentracio és valtozd nukleoprotein komplex mennyiség mellett.
Szemléltetésként a 46. dbran lathatjuk a Dau-Arg konjugatum spektrumat névekvo

kotohely koncentracid mellett.
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46. Abra Dau-Arg abszorpciés spektruma névekvé bakteriofig koncentrdcié mellett:
Dau-Arg onmagaban c=10 uM (fekete), kiilonbozo fag mennyiségek esetében
(pirostol kékig) bazispar/Dau-Arg molarany = 0,5-4. Oldészer: Tris-HCI (pH=7,4).

Novekvd bazispar/Dau moélarany mellett hipokrém és enyhe batokrom valtozas
tapasztalhaté a vegyiilet A=400-600 nm-es tartomanyban jelentkezé abszorpcios
savjaban. Mindharom 0j szarmazék elnyelési szinképe hasonloan valtozott, azonban
az egyes szarmazékok kozt némi kiilonbség mutatkozott az eltolodasok mértékében.
Létrejon kotddés a baketriofag orokitdanyag és az konjugdtumok kozt, de a spektralis

valtozasok kisebb amplitidojtak, mint izolalt DNS-nél.
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5.2.4.2. Abszorpcios olvadasi (melting) gorbék

T7 fagpartikulummal vald kolcsonhatas soran is felvettiik az abszorpcios
olvadési gorbéket A=260 nm-en, a DNS abszorpciés maximuman. Nukleoprotein
komplex esetében, ahogyan azt mar a porfirinek targyaldsanal lattuk, két tartomany
kiilonithet6 el a derivalt gorbéken. Az elsd, negativ csucs 60°C kornyékén, amely a
kapszidburok meglazulasat és a DNS kitiiremkedését jelzi, mely soran az 6rokitd
anyag felveszi a hagyoméanyos B konformacidt, illetve a 85°C koril fellépd
hiperkrom valtozas, amely a DNS szalak szétvalasanak kovetkezménye. A 47. abra

szabad allapotban ¢és ndvekvé Dau-Arg koncentracido mellett felvett fag melting

gorbéket dbrazol.
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47. abra T7 fag abszorpcios olvadasi gérbék. Bakteriofag 6nmagaban (fekete);
tovabba 0,52 Dau-Arg/bazispar (bibor); 1,13 Dau-Arg/bazispar (kék) és 1,75 Dau-
Arg/bazispar arany mellett (piros).

Megfigyelhetjiik, hogy a Dau-Arg jelenlétében megnovekszik a T7 bakteriofag DNS-
ének denaturdciés homérséklete, hasonld6 modon, mint azt az izolalt polinukleotid
esetében lattuk. Feltételezhetjiik tehat, hogy a kapszidburok ellenére is 1étrejon a

kotodés az 0j szarmazék és a fag DNS-e kozt. Ugyanakkor érdemes kiemelni, hogy a
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kapszid fellazulasanak hémérséklete is a nagyobb értékek felé¢ tolodik, mely indirekt

bizonyitéka lehet a hatéanyag fehérjékkel vald kdlcsonhatdsanak is.

5.2.4.3. Fluoreszcencia emisszios spektroszkopia

A nukleoprotein komplex és az aminosav konjugatumok koélcsonhatdsanak
kvantitativ Osszehasonlitisa érdekében a fluoreszcencia emisszios spektrumokat
mértik meg. Az 48. dbran lathat6 az arginines konjugatum emisszids spektruma

novekvo T7 fag mennyiség mellett.
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48. dbra Dau-Arg fluoreszcencia emisszios spektruma szabad dllapotban (fekete)
illetve novekvé T7 fag koncentracio mellett Y=4,8-1qQ (zoldtdl a kékig). A piros gorbe
a 65°C-on hokezelt fagpartikulummal felvett spektrumot mutatja. Gerjesztés: 1=480

nm.

A nukleoprotein komplexszel valdo kolesonhatds csak szerényebb mértéki
daunorubicin  emisszio-csokkentést eredményez. Ha Osszevetjik a kapott
spektrumokat az izolalt DNS esetében mért gorbékkel (43. abra), akkor lathatjuk,
hogy 4,0 bazispar/Dau-Arg aranyndl az izolalt DNS-hez val6 kotddés szinte teljesen

kioltotta a hatéanyag fluoreszcencidjat.
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Megvizsgaltuk a spektrumsorozatot abban az esetben is, ha a fagot 65 °C-ra
melegitettiik. Ekkor mar bekdvetkezik a DNS kitiiremkedése a kapszidbol és
hozzaférhetobbé valik a hatdéanyag szamara. Ennek ellenére szinte nem tapasztalhato
valtozas a daunorubicin emisszids spektrumaban a nativ faghoz képest.

McGhee és Von Hippel modellje (13) alapjan a nukleoprotein komplex esetében is
meghataroztuk a latszolagos kotddési allandokat, mind az anyavegyiilet, mind pedig

az aminosav konjugatumok kolcsonhatasara. Ezeket foglalja 6ssze a 9. tablazat.

9. Tdblazat Konjugalatlan daunorubicin és Dau-Arg, Dau-Leu, Dau-Gly egyensulyi
kotodesi allandoja (Ky) nativ fag esetében.

Vegyiilet
Dau 3,3x10°
Dau-Arg 7,4x10"
Dau-Gly 5,8x10*
Dau-Leu 4,4x10*

Az értékek Osszességében egy nagysdgrenddel kisebbnek adddtak, mint izolalt DNS-
hez valo kotddés soran. Nukleoprotein komplexhez is a konjugalatlan daunorubicin
kotddik a legnagyobb affinitissal, ezt kdveti az arginines konjugatum. Mig a DNS
esetében a masik két konjugadtum, a Dau-Gly és a Dau-Leu igen hasonld kotddési
allandokkal rendelkeztek, a fag partikulummal valdé kdlcsonhatds soran a glicines

szarmazgek affinitdsa bizonyult nagyobbnak.
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5.2.4.4. Cirkularis dikroizmus

A 49. dbran a CD mérések eredményei lathatok Dau-Arg ¢és T7 fag

partikulum esetében.
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49. abra CD spektrumok a nukleoprotein komplex jellegzetes savjainak
tartomdnydaban 2=200-320 nm kozott, Tris-HCI pufferben (pH=7,4). ,, 4" T7 fag
onmagaban (fekete); T7 fag és Dau-Arg oldatanak spektruma, Dau-Arg/bazispar= 4
(piros). ,,B” differencia spektrum (kék), amely T7 fag és Dau-Arg kélcsonhatasakor
létrejovo spektrum eltéréseit mutatja szabad T7 fag és Dau-Arg spektrumdanak
matematikai osszegéhez képest (Dau/bp=4).

A T7 nukleoprotein komplex CD spektruménak altalunk vizsgalt tartoméanyaban
harom elkiilonithetd szakaszt fedezhetiink fel: a A=209-225 nm kd&zott talalhatod
savot, mely az a-hélix szerkezetli kapszid fehérjékre jellemzd, a A=245-255 nm
kozotti régiot, mely a fehérjék és a DNS hélix jelének keveredésébdl jon létre,
tovabba a polinukleotidra jellemz6, A=280 nm-en maximummal rendelkezd pozitiv
CD savot.

A 49. abra ,,B” részén feltiintetett differencia spektrum alapjan elmondhato, hogy a
Dau-Arg csak kisebb tényleges atalakulast okoz a fag CD jeleiben és ez a valtozas a
fehérjére jellemzd hullamhosszokon kovetkezik be. A polinukleotid bézisai 4ltal
létrehozott A=280 nm-es maximumu CD savban kotdédés hatasara bekovetkezo

eltérés a differencia spektrum altal nem mutathato ki.
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6. Megbeszélés

Munkank sordn a DNS-hez kotddni képes kationos porfirinek és az
antraciklinek csoportjaba tartoz6 daunorubicin modositott szarmazékait hoztuk létre.
Az elobbi csoportbol kettd illetve harom pozitiv toltéssel rendelkezd porfirineket
valasztottunk ki alapvegyiiletként, amelyekhez tetrapeptidet és polilizin vézas
polipeptidet kapcsoltunk; a daunorubicinnek pedig egyetlen aminosavval konjugalt
szdrmazékait szintetizaltuk.

Kis molekuldk peptidekkel torténd kapcsolasanak két fobb célja van: a
hatéanyag célsejtekbe torténd bejutasanak fokozasa és a szelektivitas novelése (53,
54, 56, 70, 71, 77, 78), illetve - a kis molekulat mintegy horgonyként hasznalva -
olyan hordoz6 rendszerek kialakitdsa, melyekkel a DNS kozelébe juttathatok az
orokitéanyagot befolyasold tovabbi molekulak (55, 133). A sejtfelvétel mértékét és a
tumorsejt specifikussagot fokoz6 hordozopeptidek leggyakrabban olyan ,spacer”
aminosavakon keresztiil kapcsolodik a hatéanyaghoz, amely a sejtben talalhato
enzimek hatdsara bomlik és igy az 6rokitéanyaghoz csak a kisebb metabolitok jutnak
el. Amikor pedig a DNS iranti affinitds kiaknazdsa a cél az oOrokitdanyag
befolyasolasara, értelemszerlien nagyobb konjugatumok jelenlétével kell
szamolnunk. Kationos porfirinek esetében mindkét cél elérése érdeklédésre tarthat
szdmot, mig a daunorubicinnél elsésorban a mellékhatdsok mérséklése és a
hatékonysag novelése meriil fel igényként. Ezért a porfirinek esetében oligo- és
polipeptid konjugadtumok kolcsonhatasat is vizsgaltuk a célmolekuldkkal, ezzel
modellezve a kiilonb6z6 céllal megalkotott konjugatumokat. Ezt kovetden pedig
sejtfelvételi és sejten beliili elhelyezkedést feltérképezd méréseket is végeztiink.

Daunorubicin esetében olyan, els6sorban a lizoszomakban képzddd
metabolitok DNS kotddését elemeztiik, amelyek a hordozopeptid leszakadasa utan
jonnek létre. Minden tovabbi molekulatervezés szempontjabol fontos annak
feltérképezése, hogy az alapvegyiiletek kiilonféle modositasai mi moédon hatnak ki a
DNS-hez torténd kotddésre. Jelen munkdnk sordn e célbdl kiilonféle optikai

spektroszkopiai technikakat valasztottunk.
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6.1. Kationos porfirinek és peptid konjugatumaik kolcsonhatasa

izolalt DNS-sel és nukleoprotein komplexszel

Az 10 szarmazékok, a TMPCP és BMPCP DNS-t6l mentes olddszerben
felvett spektrumai megfelelnek a porfirinekre jellemzd altalanos szinképeknek,
amelyek alakjan a tetrapeptid illetve a polipeptid kapcsolasa sem valtoztat jelentdsen.
Izolalt polinukleotiddal val6 titralas kovetkeztében azonban markans valtozasok
figyelhetok meg a vegyiiletek spektroszkopiai tulajdonsagaiban, amelyek a DNS és

az 0j szarmazékok kozott 1étrejovo kolcsonhatas kovetkezménye.

6.1.1. Abszorpcios spektrumok

Az abszorpcids spektrumok valtozasainak értelmezéséhez a kutatocsoport
altal korabban kidolgozott spektrumfelbontasi modellt alkalmaztuk. Ennek 1ényege,
hogy a kiilonféle bazispar/porfirin molaranyoknal felvett szinképeket Gauss
komponensekkel illesztjiik meg, majd kisérletet tesziink az egyes komponensek és a
szabad illetve kotott allapotban 1évé porfirin  populdciok megfeleltetésére.
Megkozelitésiink érvényesnek bizonyult az alapvegyiiletek ¢és tetrapeptid
konjugatumaik izolalt T7 DNS-sel valdé kolcsonhatdsa esetében: a DNS
hozzaadasakor két j komponens fiiggvény illesztése valt sziikségessé. Az egyik 1j
komponens maximuma A=429 nm-en talalhatd, mig a masik a harom pozitiv toltésii
porfirineknél A=446 nm-en, a két pozitiv toltéstiecknél A=435 nm-en. Amennyiben
noveltik a bazispar/porfirin moélaranyt, az j komponens gorbék alatti teriilet
novekedett. Korabbi analogidk alapjan ezeket a gorbéket hozza is rendelhetjiik a
porfirinek kotddésének két formajahoz: a szabad allapotu vegylilet abszorpcids
maximumahoz képest 5 nm-es vords irdnyu eltolodassal jelentkezd komponens gorbe
a kiilsé kotddésti porfirinek jellemzdje, mig a 10-20 nm-es batokrém eltolodas az
interkalalo porfirinek csoportjara utal (7,11, 84).

A TMPCP-AK abszorpcioés spektruma is egyértelmli valtozast mutat,
amennyiben izolalt DNS-t ndvekvé mennyiségben adunk oldatahoz.
Spektrumfelbontas alapjan az emelkedd bazispar/porfirin arany hatdsara megjelend

eltolodasért a szabad konjugatum ardnyanak csokkenése, €s a DNS-hez kotott forma
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gyarapodasa a felel6s. Amennyiben Osszevetjiik ezt a TMPCP-nek ¢és tetrapeptid
konjugatumanak hasonld koriilmények kozott felvett spektrumaival, akkor hatarozott
eltéréseket lathatunk, mégpedig a kotési formak szamat illetéen. Mig a TMPCP-re és
TMPCP-4P-re két kotési format tudtunk elkiiloniteni, addig TMPCP-AK esetében
csak egyetlen j komponens jelenik meg, amelynek maximuma A=435 nm-en
talalhat6. Ennek a savnak az elhelyezkedése és a kisebb mértékii hipokrom valtozas
alapjan valoszinii, hogy a TMPCP-AK kiilsé kotédés formdjaban érintkezik a
nukleinsavakkal. Meg kell emliteni, hogy a TMPCP-AK esetében a kotott formara
megallapitott Gauss komponens pozicidja nem egyezik egyik korabban vizsgalt
szarmazék kotott allapotot jellemzd gorbéjével sem. Ennek lehetséges magyarazata,
hogy az AK polimeren taldlhato6 TMPCP molekulak mikrokornyezete eltérd a szabad
formatol vagy a tetrapeptidhez konjugdalt allapottdl, ezért az illesztés soran
megallapitott abszorpciés maximum is kiilonbdzének adddik ugyanazon kotodési
forma esetében is. Annak alapjan, hogy a spektralis valtozasok mely koncentracio-
aranynal hajlanak telitésbe, a kotddési készség kiilonbozének adodik az 6t Uj
szarmazékndl. Az elnyelési szinképek elemzésével a TMPCP-4P > TMPCP >
BMPCP-4P, > TMPCP-AK > BMPCP sorrend allithat6 fel. A spektrumfelbontas
bizonyult az egyetlen olyan modszernek, mellyel sikeriilt igazolni, hogy a BMPCP is
kotodik - jollehet korlatozott mértékben - izolalt bakteriofag DNS-hez.

Teljes fagpartikulum vizsgalatakor mar jelentkeztek az illesztési modell
korlatai. A legmegfeleldbb illesztést ebben az esetben is 6t Gauss fliggvénnyel
lehetett elvégezni, azonban a kiilonb6zd porfirin populaciok ¢és az egyes
komponensek kozott Osszefliggés nem minden esetben lathatd. Novekvo
bazispar/porfirin mélarany mellett a TMPCP, TMPCP-4P és BMPCP-4P, esetében
egyetlen novekvo teriilettel rendelkezé komponens kiilonithet6 el. Ezen komponens
BMPCP-4P, esetében A=426 nm-nél, tehat a szabad porfirin abszorpcios
maximumahoz képest enyhe voOrds iranyt eltolodéassal jelentkezik, abban a
tartomanyban, ahol a korabbi vizsgalataink soran a kiils6 kotddésnek megfeleltethetd
komponens jelent meg. TMPCP és konjugatuma illesztésekor viszont az Uj
komponens A=434 nm-en (TMPCP) és A=435 nm-en (TMPCP-4P), vagyis nagyjabol
10 nm-es batokrom eltolodassal jelentkezik, mely az interkaldcidos kolcsonhatés

kialakulasat mutatja.
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A korabbiakhoz képest korlatozott kiértékelhetdség abban mutatkozik meg, hogy az
izolalt DNS esetében a kiilsd kotési formahoz rendelhetd, enyhén vords iranyba
tolodott komponens TMPCP és konjugatuma spektrumfelbontasakor a nukleoprotein
komponens, amelynek teriilete gyarapodik. Paradox valtozasa figyelhetdé meg a
haromszorosan pozitiv szarmazékoknal: nativ fag mellett csokken, viszont hdkezelt
fag mellett - amelyben a polinukleotid a fagkapszidbdl kitliremked6 formaban
talalhatd6 meg - enyhén ndvekszik a bazispar/porfirin moélardny nodvelésével.
Kisérletet ettiink tjabb komponensek illesztésére a kérdéses tartomanyban, azonban
ez sem hozta el a probléma feloldasat, mivel az illesztés egészében jott létre igy
nagyobb pontatlansdg. A felbontassal nem kimutathat6 forma feltehetdleg tulsagosan
alacsony koncentracidban van jelen, vagy pedig az ellentmondasos komponens a
szabad és kotott allapothoz egyszerre tartozik. Feltételezheté viszont, hogy a
markansan megjelend komponens altal reprezentalt kotési forma lehet a dominans az
adott szarmazék és nukleoprotein komplex kdlcsonhatasaban.

TMPCP-AK-val végzett méréseknél szintén tapasztalhatd interakciot jelzd
abszorbancia-csokkenés a porfirin spektrumaban, azonban nem bizonyithatd
egyértelmiien, hogy a kolcsonhatds a porfirin és a nukleinsavak kozt jon létre.
Kiértékelhetd spektrumfelbontasra a polipeptid konjugatum esetében nem volt
lehetdség. Bakteriofdggal torténd titrdlds sordn a konjugédlattan BMPCP
spektruméaban valtozas gyakorlatilag nem figyelhetd meg, igy feltehetéen ez a
szarmazék nem kotédik a kapszidban talalhatdé DNS-hez. Kotodési hajlandosag
sorrendje az abszorpcios mérések alapjan tehat a kdvetkezo: TMPCP > TMPCP-4P >
BMPCP-4P;

6.1.2. Fluoreszcencia emisszios spektrumok

Hasonl6 modon a kotdédés kimutatasara szolgalt a fluoreszcencia emisszios
spektrumok megvaltozasa. Ennek sordn a gerjesztést az adott porfirin szdrmazék
Soret sav maximuman végeztiik, polinukleotid adagolasara a széles és jellegtelen
porfirin szinkép felhasadt két elkiilonithetd savra. Ez a jelenség izolalt DNS esetében

mind az 6t szarmazékra jellemzé volt, a nativ T7 fag jelenlétében pedig a TMPCP,
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TMPCP-4P és BMPCP-4P; kotddésének eredményeképpen tapasztaltunk spektralis

valtozast.

6.1.3. Fluoreszcencia energia transzfer

A nukleinsavak abszorpcidés maximuman, A=260 nm-en torténd gerjesztésnél
a gerjesztd fény energiaja csak akkor adddik at a DNS-r6l a porfirin molekuldkra, ha
az szoros kapcsolatba keriilt a DNS bazisaival. Ilyen kozeli kapcsolatnak tekinthetd a
bazisok kozé torténd beékelddés, az interkaldcio. Tehat az energia transzfer
bizonyithatja a porfirin molekuldk bazisparok kdz¢ torténd beilleszkedését.

Izolalt DNS-sel vald kolcsonhatas soran az energia transzfer mérésével
sikeriilt kimutatni, hogy TMPCP és TMPCP-4P esetében a fluoreszcencia intenzitdsa
hatarozott emelkedést mutat, és a BMPCP-4P, szarmazékot szintén jol lathato
valtozas jellemzi, noha csak jelentdsen magasabb DNS koncentraciok mellett
kovetkezik be a telités. TMPCP-AK esetében viszont nem tapasztaltunk mérhetd
energiatranszfert, még jelentésebb DNS mennyiség mellett sem. Ennek alapjan
val6sziniisithetd, hogy a polipeptid konjugatum dontden kiilsé kotddésen keresztiil
érintkezik a DNS-sel. A konjugalatlan BMPCP-r6l nagyrészt ugyanez mondhat6 el,
ez esetben r=30 kortili bazispar/porfirin molaranyoknal mérhet6 kis mértékii energia
transzfer. Az abszorpcids mérések alapjan felvazolt kotddési affinitds sorrendet
nagyrészt az energia transzfer mérések megerdsitik (egyediil a TMPCP-AK esetében
nem mérhetd jel), és az interkalacidt kialakitdo porfirinek ardnya is ennek a
sorrendnek megfelelden valtozik az egyes szdrmazékok esetében, tehat TMPCP-4P-
re tlinik legjellemzébbnek, mig BMPCP esetében alig mutathat6 ki a megléte.

Nukleoprotein komplexet tartalmaz6 rendszerekben megfordult a TMPCP és
konjugatumanak sorrendje, az anyavegyiilet mind a nativ fdg, mind pedig a hdkezelt
fag esetében a legjelent6sebb intenzitas-emelkedést mutatta, a TMPCP-4P pedig a
masodik helyre szorult. A legnagyobb kiterjedésii tetrapeptid konjugatum, a
BMPCP-4P, fluoreszcencia intenzitdsa alig emelkedik nativ T7 fag adagolasa
mellett, a hdkezelt virus partikulumnal viszont mar kifejezettebb a jelndvekmény, de
ahogyan az varhatd, nem ¢éri el az izolalt DNS esetében tapasztalt meredekséget. A
TMPCP-AK bakteriofag esetében sem mutat energiatranszfert, ami nem meglepo,

hiszen mar az abszorpcids mérések alapjan sem egyértelmii a kotédése.
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Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a novekvd molekulaméret megneheziti a

bazisparok kozé torténd beilleszkedést.

6.1.4. Fluoreszcencia élettartam

A fluoreszcencia emisszid lecsengésének vizsgadlata sordn a szabad
porfirinekre jellemzd élettartam értékektdl eltérd komponenseket kerestiink a
fliggvények illesztésekor, korabbi eredményekre tamaszkodva, amelyek szerint
nukleinsav jelenlétében két 1) élettartam-komponens jelenik meg, melybdl a
rovidebb az interkalacidhoz, a hosszabb a kiilsé kotddéshez rendelhetd.
A tobbi vizsgalat soran hatarozottan kolcsonhatasba 1€p6 TMPCP ¢s TMPCP-4P
esetében feltételezéseinknek megfelelden el tudtunk kiiloniteni két, a szabad
formaétol jol megkiilonboztethetd élettartam-komponenst az illesztés soran, izolalt
DNS és nukleoprotein komplex esetében is. A kétszeresen pozitiv szarmazékoknal
azonban mar eltérések adodtak: a BMPCP-4P,-nek izolalt bakteriofag DNS-sel valo
kolcsonhatasa sordn ugyan még elkiilonithetd a két 0j élettartam, azonban teljes
fagpartikulum jelenlétében mar csak egy élettartam addodik az illesztésbdl. Ugyanez
elmondhatd a BMPCP-DNS rendszerrdl is, ahol a szabad forma élettartamahoz
képest csak kis mértékben eltéré komponens adddik nukleinsav jelenlétében, teljes
bakteriofagnal pedig - hasonldéan a tobbi mddszerhez - valtozds egyaltalan nem
mutathatd ki. TMPCP-AK esetében nem tudunk elkiiloniteni egy vagy két
komponenst, aminek feltételezhetden az az oka, hogy a polipeptiden talalhatod
TMPCP molekuldk egyedi mikrokdrnyezete kiilonbozd és ennek kovetkeztében a
lecsengési paramétereik is eltérnek. Az élettartam mérések tehat azt mutatjak, hogy a
haromszoros pozitiv tdltéssel rendelkezé szadrmazékok izolalt DNS illetve
nukleoprotein komplex jelenlétében is mindkét kolcsonhatasi forman keresztiil
kotddnek az 6rokitdanyaghoz, mig ez a két pozitiv toltésiieknél csak a BMPCP-4P, —
DNS rendszerre igaz.

6.1.5. Indukalt cirkularis dikroizmus
Az indukdlt cirkularis dikroizmus vizsgalatakor szemléletes képet
alkothatunk a kotddési forméak ardnyarol, ugyanis a pozitiv sdv megléte a kiilsd

kotddés, mig a negativ sav az interkalacio kialakuldsat bizonyitja. Izolalt DNS
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jelenlétében a BMPCP-4P,, TMPCP és TMPCP-4P esetében pozitiv és negativ sav is
egyértelmilen megjelenik a CD spektrumon. A kétszeresen pozitiv konjugatum
pozitiv savja a legintenzivebb, mig a haromszorosan pozitiv szarmazékok esetében a
negativ sav bizonyul domindnsabbnak a TMPCP-4P gorbéjén.

Nukleoprotein komplex jelenlétében az eltérések markansabbakka valnak, a
BMPCP-4P, mér csak pozitiv savval rendelkezik, tehat kiilsé kotddésre jelét mutatja,
¢és ez megfeleltethetd az abszorpcios spektrumfelbontas, illetve az €lettartam mérések
eredményeinek. TMPCP ¢és konjugituma esetén mindkét sdv megmarad, azonban
fontos eltérés, hogy a konjugatum savjai kisebb intenzitastinak adoédnak, mint az
anyavegyiiletéi, tehat ezen modszer szerint is bekdvetkezik egy affinitasbeli
»helycsere” konjugatum ¢és alapvegyiilet kdzt a haromszorosan pozitiv molekulaknal.

A TMPCP-AK vizsgalatat a molekula sajat CD jele nem tette lehetdvé.

6.1.6. Izolalt DNS és T7 fag szerkezeti valtozasai

A DNS és a fagpartikulum kotddés hatasara bekovetkezd szerkezetvaltozasait
is kovettiik CD segitségével, ebben az esetben alland6 polinukleotid mennyiség
harom jellegzetes CD savval rendelkezik az ultraibolya tartomanyban A=220, 245 és
280 nm-es maximummal. Ez a struktira az adott konformacidéban jelen 1évo
helicitasra és stacking kdlcsonhatasokra jellemzd, ebbdl kovetkezden barmely DNS-t
érintd kolcsonhatasnak jol megfigyelhetd kovetkezményei lesznek ezen savok
struktirajaban. TMPCP és TMPCP-4P kotodeésének kovetkeztében a DNS CD savjai
felhasadnak, illetve amplitidojuk lecsokken. A DNS bazisai kozt 1évd stacking
kapcsolatok megsziinnek ¢€s a kettds hélix kitekeredik. A BMPCP-4P, esetében a CD
spektroszkopia arra is ramutatott, hogy ez a szarmazék aggregaciora hajlamos, ami
jelentdsen csokkenti kotddési hajlanddsagat.

A T7 nukleoprotein komplex CD spektrumanak altalunk vizsgalt tartomanyat
harom elkiilonithetd szakaszt taldlhatd: az o-hélix szerkezetli kapszid fehérjékre
jellemzd A=209-225 nm kdzotti sav, a fehérjék és a DNS hélix jelének keveredésébdl
létrejove A=245-255 nm kozotti régiot, tovabba a polinukleotidra 280 nm-en

maximummal rendelkezd pozitiv CD savja.
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TMPCP kiralisan perturbalja mind a kapszid fehérjéket, mind pedig a DNS-t. A

Soret sdvban donté moédon a negativ jel amplitidojanak nodvekedését lattuk.

crer

c ey

tulnyomo részben interkalacion keresztiil valosul meg. TMPCP-4P jelenléte csak a
245-255 nm tartoméanyban okozott valtozast, mig a tisztan a fehérjéktol ¢s DNS-t6l
szarmaz0 jelek csak kisebb mértékben tértek el a szabad fag spektrumatdl. A Soret
savban pozitiv és negativ jel is kialakult. BMPCP-4P; az aggregaci6 jeleit mutatta a
titralas koncentracid-tartomanyaban és nem volt megfigyelhetd kiralis perturbacio6 a
fagra jellemzo tartomanyban. A fentiekbdl lathatjuk, hogy mar egyetlen tetrapeptid
konjugalasa is mérhetd kiilonbségeket okoz a kotddés soran 1étrejovd szerkezeti

valtozasokban és a kotédés modja is némileg modosul.

6.1.7. Olvadasi gorbék, kolcsonhatas kapszidfehérjékkel

Kérdésként meriilt fel, hogy az 0j porfirin-szdrmazékok és kapszid fehérjék
kozott 1étrejon-e tényleges kolcsonhatas, vagy pedig a fehérje CD jelének valtozasa
csakis a DNS-kotédés kovetkeztében alakul ki. Ezért a fag partikulum hé hatasara
bekovetkezd fazisatalakulasait is kovettiik az abszorpcids és CD olvadasi gorbék
mérésével. Kiilonféle peptidek konjugacidja a porfirinekhez felveti a fehérjék irant
mutatott affinitasat esetleges novekedését. Lathattuk, hogy az abszorpcids
spektrumok felbontasakor erre utald jelet nem taldltunk, azonban érdemes egy
érzékenyebb moddszer eredményeit is figyelembe venni. A T7 bakteriofag derivalt
melting gorbéje két jol elkiilonithetd régiobol all: egy hipokrom savbol 50-60°C
kozott és egy hiperkrom savbol 85°C kornyékén. Az elsd a kapszid burok
fellazulasahoz rendelhetd, a DNS részben kitiiremkedik a kapszidbol, és felveszi a
standard B konforméciot. A masodik a DNS kettds hélix fazisatalakulasanak
kovetkezménye, a polinukleotid két széla elvalik egymastol. Ha a fag kapszidfehérjéi
vagy polinukleotidja kolcsonhatasba 1ép egy Uj molekulaval, az a fent emlitett
olvadasi homérsékletek eltolodasat okozza. TMPCP, TMPCP-4P és BMPCP-4P,
kotédése esetében a derivalt olvadasi gorbéken a polinukleotid szalainkat

szétvalasara jellemzO0 hoémérsékleten tapasztaltunk eltolodast szabad DNS-hez
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képest, azonban a fehérjeburok fellazuldsahoz kdthetd tartomany valtozatlan maradt.
BMPCP ¢és TMPCP-AK jelenléte egyik tartomany jeleire sem volt hatassal. TMPCP-
AK esetében izolalt DNS-sel is elvégeztiik a melting mérést. A DNS szalainak
szétvalasa némileg magasabb homérsékleten kovetkezik be az AK porfirin
jelenlétében a szabad orokitdanyaghoz képest, azonban ez az eltoldodas jelentOsen
kisebb, mint a hasonld porfirin/bazis par aranyok mellett Osszehasonlitasként
megvizsgalt, interkalacioval is kotddd tobbi szarmazék esetében. Nem all fenn
lineéris korrelacio a DNS atalakuldsara jellemz6 hdmérséklet €s a porfirin/béazis par
arany kozott, mely interkalacido kialakulasara utalna. Az olvadasi gorbék tehat
alatdmasztjadk a spektrumfelbontds és az energiatranszfer eredményeket, melyek
alapjan csak kiils6 kotddési forméat tudtuk azonositani.

A Dbakteriofag CD spektruman elkiilonithetd fehérje és DNS jelekbdl
kovetkezik a CD olvadasi gorbék felvételének eldnye: elkiilonitve figyelhetjiik meg a
kapszid és a DNS ellipticitasanak valtozasat a homérséklet fiiggvényében. Mind a
A=220 nm-en (fehérje) mind a A=283 nm-en (DNS) mért CD melting gorbéken a
valtozasoknak két tartomanya talalhato, 50-60°C illetve 85-100°C kozott, melyek az
abszorpcids olvadasi gorbéken azonositott fazisatalakuldsoknak feleltethetok meg.
Mindkét hulldmhosszon regisztralt derivalt gérbe mindkét tartomanydban a jel
valtozasat lathattuk TMPCP, TMPCP-4P és BMPCP-4P, esetében. Ezen harom
szarmazék tehat a CD jelek alapjan kolcsonhatasba 1ép a kapszid fehérjeburkaval.
Ennek kimutatasara a spektrumfelbontis és az abszorpcidés melting nem bizonyult

kelld érzékenységli modszernek.

6.1.8. Osszegzés
Végsé soron tehdt elmondhatd, hogy a vizsgalt vegyiiletek estén

megallapitottunk hasonl6 tulajdonsagokat, azonban Iényeges kiilonbség mutatkozott
a kotédési folyamat telitési értékét illetden. A kiilonb6zé modszerek soran
meghatarozott bazispar/porfirin molaranyok némileg eltérnek, de a sorrend minden
esetben megegyezik. Az alabbi két kotddési sorrend kristalyosodott ki a komplex

meéréssorozat nyoman:
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Izolalt T7 bakteriofag DNS
TMPCP-4P > TMPCP > BMPCP-4P, > TMPCP-AK>BMPCP
Nukleoprotein komplex
TMPCP > TMPCP-4P >> BMPCP-4P,

A sorrendek elméleti megfontoldsokkal jol magyarazhatok. Izolalt DNS esetében
meghatarozd a molekulak toltéseloszlasa, €s az ebbdl fakadd -elektrosztatikus
kolcsonhatasok, hiszen a célmolekula a cukorfoszfat vaz kovetkeztében negativ
toltésti. Minél tobb pozitiv toltés van jelen a porfirin molekuldn, a DNS iranti
affinitds annal nagyobb. Meger0sithetjiik ezt, ha a sorrendbe illesztjiilk a korabbi
vizsgalatok eredményeit a négyszeresen pozitiv porfirin-szarmazékrol. A TMPyP
ugyanis a TMPCP-4P-vel mutat kozel azonos affinitast. JOI latszik az is, hogy mivel
a tetrapeptiddel valo konjugécioé a karboxil csoportok atalakuldsaval jar, az igy eltiin
negativ toltések szintén a kotddési készség novelésének iranydba hatnak. Izolalt
DNS-nél a negativ toltések eltlinése nagyobb eldnyokkel jar, mint amennyire a
megndvekvd molekulaméret esetleg gatolna a kotddést. A sztérikus gatlo hatasok
viszont a TMPCP-AK kotodését jelentdsen befolyasoljak. Izolalt DNS és TMPCP,
TMPCP-4P és BMPCP-4P; kolcsonhatasakor mind a két kotési forma jellemz6 az uj
szarmazekokra, jollehet ezek dominancidja eltér az egyes vegyliletek esetében.
BMPCP-4P; kotddésében a kiilsé komplex domindnsabb, mig TMPCP és TMPCP-
4P esetében az interkalald porfirinek populdcidja nagyobb. A polipeptid konjugatum
TMPCP molekulai feltételezhetden csak kiils6 kotddéssel érintkeznek az
orokitdanyaggal. BMPCP nagyon gyenge kolcsonhatdsa a spektrumfelbontds adatai
szerint interkalacié formajaban valosul meg.

Nukleoprotein komplexszel vald kolcsonhatds esetében azonban atalakul a
sorrend. BMPCP és a TMPCP-AK koétodése nem mutathatd ki. Kitlinik tovabba,
hogy a konjugatumok a kotédési sorrend végére szorulnak. Ennek alapjan
kézenfekvd, hogy a toltés mellett a kisebb konjugatumoknal is meghatarozé faktorra
valik a molekulaméret. A TMPCP-4P gyengébben kotédik anyavegyiileténél, a két
tetrapeptidet tartalmazd, kovetkezésképpen a legnagyobb méreti BMPCP-4P,
kotddése pedig nagysagrendekkel elmarad a masik két vegyiiletétol. Megallapithato

az a tendencia is, hogy a novekvd molekulamérettel egyre hangstilyosabba valik a
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kiilsé kotédési forma: mig az egy tetrapeptiddel konjugalt TMPCP-4P interkalacioval
is kolcsonhatasba 1ép a teljes bakteriofdag oOrokitd anyagaval, addig a két
tetrapeptiddel kapcsolt BMPCP-4P, kizardlag kiilsé kotddéssel. A CD
spektroszkopia alapjan lathattuk, hogy magasabb koncentracioknal a BMPCP-4P,
hajlamos az aggregaciora, amely a kotddési képességét szintén csdkkenti. A TMPCP
¢s a TMPCP-4P bakteriofaggal vald kolcsonhatisaban a porfirinek magasabb
mennyiségeinél az interkalacids kotddési mod kertil eldtérbe.

Az elvégzett vizsgalatokbol az is latszik, hogy minél komplexebb szerkezettel
bird vegyiiletek kotodésének vizsgdlatat tizzik ki célul, anndl kevésbé lesz
célravezetd pusztan egyetlen vizsgalati modszer alapjan kovetkeztetniink a
molekularis folyamatokra, és mindinkdbb el6térbe keriil a probléma komplex
spektrometrias megoldasa. A korabbi vizsgalatok soran a négyszeresen pozitiv
modell porfirin és DNS kdlcsonhatdsaval kapcsolatban csupan az abszorpcios
spektrumok felbontasaval kelld pontossagti kovetkeztetések voltak levonhatok.
Bizonyos feltételek mellett még kvantitativ elemzést is elvégezheté volt (15). Jelen
munka — noha tamaszkodik a korabbi eredményekre — megmutatja, hogy
bonyolultabb kapcsolodasi partnerek esetén a korabbi megkozelités mar csak részben

alkalmazhatd.

6.2. Kationos porfirinek és peptid konjugatumaik kolcsonhatasa
modellmembrannal, sejtek altali felvétele, sejteken beliili

elhelyezkedése

Az altalunk vizsgélt kationos porfirinek és peptid konjugatumaik id6- és
koncentraciofiiggd modon jutnak be a HL-60 sejtekbe. Tobb korabbi tanulmany
kimutatta, hogy a kationos porfirinek sejtek altal torténd felvételére jelentds hatassal
bir a pozitiv toltések szdma, a toltések molekulan beliili eloszlasa, a molekulaméret
illetve a vegyiiletek hidrofil/lipofil karaktere is (134, 135, 136).

Jelen munka soran felmérésre keriilt szdrmazékok koziil a sejtekben a
BMPCP-4P, dusult fel a legnagyobb aranyban. Az eredmények Osszevetése utan
pedig megfigyelhetd, hogy a két pozitiv toltéssel rendelkezd szarmazékok (BMPCP
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¢s BMPCP-4P;) jelent6sebb akkumuldciét mutattak a harom pozitiv toltést
porfirinekhez (TMPCP ¢és TMPCP-4P) képest. A polikationos TMPCP-AK
sejtfelvételének mértéke hatarozottan alacsonyabb, mint a négy alapvegyiileté. Ezek
az eredmények Osszhangban vannak Jensen és kollégai (134) kovetkeztetéseivel,
melyek szerint két pozitiv t6ltés mezo-pozicidban a legelénydsebb a sejtekbe torténd
bejutds szempontjabol. A porfirin szarmazékok relativ hidroféb tulajdonsaganak a
sejtekbe torténd bejutasban betoltott szerepét ikerionos fejcsoportu foszfolipidekbdl
eldallitott liposzomakon tanulmanyoztuk. A meghatirozott asszociacids konstansok
hasonlé tartomanyba estek az irodalomban kordbban kozolt kationos porfirinek
értékeivel (137). J6 egyezést talaltunk a sejtfelvételi vizsgalatok eredményeivel,
ugyanis méréseink alapjan a két pozitiv toltéssel rendelkezd szarmazékok nagyobb
asszociacios konstanssal rendelkeznek harom pozitiv toltéssel bird porfirineknél. A
polikationos TMPCP-AK jelentésen alacsonyabb K, értéke szintén magyarazatul
szolgal szerényebb mértéki endocitdzisara. Tetrapeptid konjugalasa a porfirinekhez
nincsen azonos hatassal az endocitézisra és az asszocidcios konstans értékére.
BMPCP-4P; esetén mindkettd novekszik az alapvegyiiletekhez képest, mig példaul a
TMPCP-4P sejtfelvétele kisebb mértékii, mint a konjugéalatlan TMPCP esetében. A
kapott eredmények arra utalnak, hogy a sejtfelvétel szempontjabdl az amfifil
tulajdonsagu molekuldk a legkedvezObbek, de emellett egyéb faktorok is szerepet
jatszanak, ugymint a tdltéseloszlas, a molekula mérete és geometridja. Korabbi
tanulmanyok is megerdsitik ezt a feltételezést (135, 136). A TMPCP-AK gyengébb
szereplését vizsgalataink soran nagy valdsziniiség szerint polikationos tulajdonsaga
és jelentdsen nagyobb mérete magyardzza. Ezek a paraméterek jelentdsen
befolyasoljak a felvétel mechanizmusat. Kutatdcsoportunk egy masik vizsgélat soran
kimutatta, hogy a szabad AK makropinocitozissal és kaveola/ lipid raft medialt
endocitdzis révén jut a sejtekbe, és az AK kiilonbozd toltéseloszlassal rendelkezd
szarmazekai eltérd hatasfokkal kertilnek at a sejtmembranon beliili kompartmentekbe
(60).

Mivel a kiilonboz0 szerkezetli kationos porfirinek DNS-hez vald kotédésével
tobb tanulmany is részletesen foglalkozott, felmertilt annak az otlete is, hogy oligo-
és polipeptideknek az 6rokit6é anyag kozelébe vald juttatiasara hasznaljak oket (138).

Ennek megvalosithatosaganak jartunk wutdna, amikor az A&ltalunk vizsgalt
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szarmazékok sejtekben torténd eloszlasat tanulmanyoztuk 1ézergerjesztésii
konfokalis mikroszkopiaval. A kolokalizacios felvételek azonban nem mutattak ki
sem a szabad porfirinek, sem pedig a konjugatumok jelenlétét a sejtmagban. Ezek a
molekuldk inkabb a citoplazméaban taldlhato sejtorganellumokban dusultak fel.
Korabban néhany tanulmany foglalkozott mar kiilonb6zd porfirinek intracellularis
eloszlasaval. Ezek eredményei alapjan ugy tiinik, hogy a hidrofil, amfifil vagy
zwitterionos vegyliletek hajlamosak a lizoszomékba keriilni, mig a hidrofob
tulajdonsadguak inkdbb az endoplazmas retikulumban, a Golgi apparatusban és a
mitokondriumokban dusulnak fel. A mitokrondriumot illetden nem egyeznek az
eredmények, kimutattdk azt is, hogy egyes pozitiv toltésii porfirinek is ide
keriilhetnek (134). Sibrian-Vazquez és munkatarsai altal vizsgalt porfirin-peptid
konjugatumok dontéen a lizoszoOmakban helyezkedtek el (53). Ezen korabbi
megallapitasokkal az altalunk kapott eredmények Osszhangban voltak. A kétszeres
pozitiv toltési BMPCP, a harom pozitiv toltéssel rendelkez6 TMPCP, illetve ezek
tetrapeptid konjugdtumai a lizoszémakat és a mitokondriumokat festé fluoreszcens
jelzd molekuldkkal mutattak kolokalizacidt. Az eredmények alapjan elmondhato,
hogy a toltéseloszlas fontos szerepet jatszhat abban, hogy a kationos porfirinek
bejutnak-e a mitokondriumokba (51, 134). A TMPCP-AK a tobbi szarmazéktol
eltérd intracellularis mintdzatot mutat, leginkdbb a citoplazmaban talalhaté egyéb

vezikularis képletekben talalhato.

6.3. Daunorubicin aminosav-konjugatumok koélcsonhatasa izolalt

DNS-sel és nukleoprotein komplexszel

Az antraciklinek csalddjaba tartozo, tumorellenes kemoterdpidban hasznalt
antibiotikumok célsejtek iranti szelektivitasanak fokozasa és mellékhatasainak
csokkentése feltehetden elérhetd lenne oly modon, hogy a hatéanyagot egy
alkalmasan megtervezett hordozopeptidhez kapcsoljak. Ilyen peptid lehet a GnRH
I, hiszen a GnRH receptorokat egyes tumorsejtek fokozott mértékben
expresszaljak, vagy pedig meghatarozott sejttipusra specifikus célzo peptidek. Annak

érdekében, hogy a hatdanyag kifejthesse hatasat a célmolekulan - antraciklinek
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esetében a DNS-en — célszert, ha sejtekbe torténd bejutast kovetden a hordozopeptid
lehasad a gyogyszermolekularol. Ezt oly modon érhetjiik el, hogy egy lizoszomalis
enzimekre érzékeny ,,spacer” szekvenciat épitiink a célzopeptid €s a hatdéanyag kozé.
Az ilyen modon kialakitott konjugatumok esetében sem szabadul fel az enzimatikus
bontast kdvetden a tiszta hatdéanyag, altaldban egy aminosav hatramarad a spacer
peptidbdl. Peptidek kapcsoldsa doxorubicinhez, daunorubicinhez csak olyan
csoportokon keresztiil lehetséges, amelyek fontos szerepet jatszanak az Orokitd
anyaggal val6é kolcsonhatasban. Ezért vizsgalatunk sordn arra kerestiik a valaszt,
hogy egy ilyen hatramaradd aminosav miként befolyésolja a hatéanyag kotddését.

Az antraciklinek koziil a daunorubicint valasztottuk modellvegyiiletnek, és a
molekula daunozamin részének aminocsoportjdhoz harom fajta aminosavat, glicint,
leucint és arginint kapcsoltunk. Abszorpcios, fluoreszcencia és CD spektroszkopia
illetve abszorpcids olvadasi gorbék elemzésével jellemeztiik a kdtddési folyamatot

izolalt DNS-hez és nukleoprotein komplexhez.

6.3.1. Abszorpcios spektrumok

Els6 1épésben az abszorpcios spektrumokat vizsgaltuk meg oly mdédon, hogy
adott daunorubicin konjugatum koncentracié mellett noveltik a DNS ¢és a fag
mennyiségét. Ekkor a daunorubicin szarmazékok A=400-575 nm tartomanyban
talalhatd abszorpcids savjaban batokrom és hipokrom valtozasok kovetkeztek be,
ami az interkalacios kotddés kialakuldsanak jele. A valtozasok az izolalt DNS
esetében intenzivebbek voltak, mint a nukleoprotein komplexnél. Az egyes
szarmazekok kozt is lathattunk kisebb eltéréseket, a Dau-Arg esetében voltak az

eltolédasok a legnagyobbak, a Dau-Gly és Dau-Leu ettdl némileg elmaradt.

6.3.2. Olvadasi gorbék, kolcsonhatas kapszidfehérjekkel

Az abszorpcios olvadasi gorbék részletesebb adatokkal gazdagitottak a DNS-
sel és bakteriofaggal vald kolcsonhatasrol kialakuld képet. Homérséklet hatdsara a
DNS-ben és a bakteriofagban bekovetkezd fazisatalakuldsokat a kotddd molekuldk
befolyasoljak, és az 0j szarmazékok esetében is ez tortént. Az izolalt DNS két
szalanak szétvalasa 80-85°C kozt kovetkezik be kotodésmentes esetben, azonban a

daunorubicin konjugatumok jelenlétében hatidrozottan a magasabb homérsékletek
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ey

eltolédas anndl nagyobb volt. A DNS fazisatalakuldsi hémérsékletének tobb fokkal
valo eltolodésa az interkalacié kialakuldsara vezethetd vissza, ugyanis a DNS bazisai
kozé beekelodd molekula stabilizalja a kettdsszalu struktarat. Természetesen az
eltolodas mértékében volt kiilonbség az egyes szdrmazékok kozt, a Dau-Arg és Dau-
Gly kozel hasonldé mértéki eltoldédast okoztak, mig a Dau-Leu hatasa szerényebb
volt.

A teljes bakteriofag olvadasi gorbéjén a DNS-szétvalas tekintetében az izolalt
DNS-sel kapott eredményekhez igen hasonld eltolodast tapasztaltunk, ugy tlinik
tehat, hogy a kapszidburok nem akadalyozza meg a daunorubicin szdrmazékok DNS
kozelébe jutasat. Figyelemre méltod a 60°C kortil jelentkezd negativ csucs is a derivalt
gorbén, amely a kapszidburok fellazulasdhoz kothetd: jol megfigyelhetd eltolodast
mértiink mind a harom szarmazék esetében. Ennek alapjan valdszintsithetd, hogy a

vizsgalt vegyliletek a kapszidfehérjékkel is kolcsonhatasba 1épnek.

6.3.3. Fluoreszcencia emisszios spektrumok

A kotédeés kvantitativ jellemzését a fluoreszcencia emisszios spektrumok
felhasznalasaval végeztiik el. Tekintettel arra, hogy a daunorubicin csak egyféle
kotédési forméan keresztiil 1ép kapcsolatba a polinukleotiddal, amely soran a
hatéanyag emisszidja jelentésen lecsokken, a McGhee ¢és Von Hippel altal
megfogalmazott modell (13) alapjan végzett szamitasok jo kozelitést adhatnak a
kotodesi allandokra. Méréseink alapjan szdmolt dllandok koziil izolalt DNS esetén a
szabad daunorubiciné a legnagyobb, mig az aminosav konjugatumok egy
nagysagrenddel gyengébben kotddnek. Ezek koziil az arginines konjugatum bir a
legnagyobb kotédési allandoval, mig a leucinos €s glicines szarmazék ettél némileg
kisebb és egymashoz hasonl6 affinitdssal rendelkezik.

A teljes faggal kapott spektrumok alapjan dsszességében egy nagysagrenddel
kisebb kotoédési allandokat szamitottunk. Nukleoprotein  komplexhez is a
konjugélatlan daunorubicin kotddik a legnagyobb affinitassal, ezt koveti az arginines
konjugatum. Mig az izolalt DNS esetében a masik két konjugatum, a Dau-Gly és a
Dau-Leu igen hasonlo kotédési allandokkal rendelkeztek, a fag partikulummal valo

kolcsonhatés soran a glicines szarmazék affinitasa bizonyult nagyobbnak.
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Arrdl, hogy a kotddési készség alapjan milyen joslatokba bocsatkozhatunk a
biologiai hatdst illetden, megoszlanak a vélemények. Egyes szerzék szerint a
daunorubicin kotddési affinitasa és bioldgiai hatasa kozt direkt 6sszefliggés talalhato

(139), mig masok véleménye szerint nem beszélhetiink egyszeri korrelaciorol (140).

6.3.4. Izolalt DNS és T7 fag szerkezeti valtozasai

A kotédés kovetkeztében 1étrejovéo DNS ¢és bakteriofag konformacio-
valtozasokat CD spektroszkopiaval kovettilk. A kotédés hatdsdra az izoldlt DNS
jeleinek jelentés atalakulasa tapasztalhatd. Azonban a daunorubicin szabad
allapotaban is intenziv CD jellel bir, amely a DNS tartomanyat is érinti. Ezért
differencia-spektrumokat abrazoltunk, hogy a spektralis valtozasokat kiemelhessiik.
A DNS CD spektruméanak korabbi irodalmi értelmezései alapjan a valtozdsokrol
elmondhat6, hogy a daunorubicin szarmazékok kotddése soran a DNS helicitasa
lecsokken és a hatdanyag kelléen magas koncentracidja esetében meg is sziinik, mig
a stacking kolcsonhatasok és a kétszalu struktura megmarad.

Nukleoprotein komplex esetében a kiilonbségi spektrumok alapjan csak
kisebb tényleges spektralis valtozéas figyelhetd meg a harom 10 szarmazékkal valo
kolcsonhatas soran. A valtozas a fehérjére jellemzd tartomanyt érinti. A
polinukleotid bazisai altal 1étrehozott CD savban kotodés hatdsara nem jon létre

valtozas.

6.3.5. Osszegzés

A kiilonféle spektroszkdpiai modszerek dsszevetése alapjan ugy tlinik, hogy a
harom 1j szarmazék koziil az argininnel Ilétrehozott konjugdtum kotddik
legerésebben a DNS-hez. Ennek alapjan az olyan konjugatumok tervezése soran,
ahol a peptid kapcsoldsa a daunozamin amin csoportjan keresztiil valosul meg,
célszeri a spacer peptid szekvencidjat ugy kialakitani, hogy az enzimatikus bontas

utan a daunorubicinen maradé aminosav arginin legyen.
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7. Kovetkeztetések

Jelen dolgozatban két vegytiletcsoporttal foglalkoztunk. A bemutatott 1j tudomanyos

eredmények a kdvetkezdekben foglalhatok Gssze:

7.1. Kationos porfirinek és peptid konjugatumaik

1. Ketté (BMPCP) illetve harom (TMPCP) pozitiv toltéssel rendelkezd
porfirinek tetrapeptid konjugatumait hoztuk létre, tovabba a TMPCP-t egy
elagazo lancu polilizin-vazas polipeptidhez is konjugaltuk. Kimutattuk, hogy
az 1j molekulak kotddnek izolalt T7 DNS-hez. A teljes bakteriofag esetében
azonban csak a TMPCP, a TMPCP-4P és a BMPCP-4P; kotodését sikeriilt

igazolnunk.

2. TMPCP, TMPCP-4P és BMPCP-4P, interkalacioval és kiils6 kotodési
moddal egyarant kdlcsonhatasba 1ép izolalt 6rokitdanyaggal, mig a TMPCP-
AK kizardlag kiils6 kotddéssel kapcsolddik. Az igen gyenge affinitassal
rendelkez6 BMPCP feltételezhetden interkalalodik a bazisparok kozé. Teljes
bakteriofag esetében a két tetrapeptiddel kapcsolt BMPCP-4P, csak kiilsd
kotddéssel kapcsolodik a fehérjeburokban 1évé DNS-hez, interkalacidra csak
hokezelt fag esetében képes. Magasabb koncentracioknal aggregacio
jelenségét mutatja, ez pedig jelentdsen csokkenti kotddésének mértékét. A
TMPCP-re ¢s TMPCP-4P-re mindkét kotési forma jellemzé nukleoprotein
komplex jelenlétében is, melyek koziil magasabb koncentracioknal az

interkalacio valik dominanssa.

3. Az alapmolekulak és tetrapeptid konjugatumaik koziil a harom pozitiv toltési
vegytiletek nagyobb affinitassal kotodtek izolalt polinukleotidhoz a
kétszeresen pozitiv szarmazékokhoz képest. Tetrapeptid kapcsolasa noveli a
kotddési képességet, ugyanis ez a molekulan talalhatdo negativ toltések

eltinésével jar. Nagyobb méretli polipeptid kapcsolasa gatld tényezd, a
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TMPCP-AK kotodési affinitdsa elmaradt a TMPCP-t61 ¢és tetrapeptid
konjugatumatol, sét BMPCP-4P,-t6l is. A konjugilattan BMPCP a
leggyengébben kotddd szarmazék. DNS kornyezetében 1évoé szerkezeti
fehérjék hatasat is vizsgaltuk nukleoprotein komplexhez vald kotodés soran.
TMPCP, TMPCP-4P és BMPCP-4P, kotddését nem akadalyozza meg a
kapszidburok, de a kotddési affinitas lecsokken izolalt DNS-hez képest. Tobb
pozitiv t6ltés tovabbra is elényds a kotédés szempontjabol, a tetrapeptid
jelenléte viszont hatrannya valik, igy a TMPCP nagyobb affinitdst mutat
tetrapeptid konjugatumanal. Nem mutathatd ki kdlcsonhatds BMPCP illetve
TMPCP-AK ¢és nukleoprotein komplex kdzott.

Interkalacio kovetkeztében az izolalt DNS konformacidja megvaltozik, a
stacking kolcsonhatasok felbomlanak ¢és a helicitas lecsokken. T7
bakteriofagban a kotdédés hatdsdra a fehérjeburok szerkezete ¢és a

polinukleotid helicitasa is valtozik.

. A kapszidfehérjék és a porfirinek kozt feltételezhetéen kolesonhatas alakul
ki.

. A sejtekbe torténd felvétel tekintetében a BMPCP-4P; bir a legeldnydsebb
tulajdonsadgokkal. A két pozitiv toltésli szarmazékok nagyobb asszociicios
allandoval rendelkeznek ikerionos fejcsoportu foszfolipideket tartalmazo
modellmembranokhoz, €és fokozottabb mértékben keriiltek a sejtekbe, mint a
haromszorosan pozitiv porfirinek. A tobb TMPCP molekulat — és ezért tobb
pozitiv toltést — tartalmazdo TMPCP-AK sejtfelvételének mértéke 1ényegesen
alacsonyabb a tobbi vegyiilethez képest.

Egyik konjugatum sem jut be szamottevéen a sejtmagba, hanem a
lizoszomédkban és kisebb mértékben a mitokondriumokban duasulnak fel.
Egyedil a TMPCP-AK rendelkezik némileg eltér6 intracellularis
elhelyezkedéssel, endocitézisat kovetéen a mitokondriumokban ¢és a

citoplazmaban talalhaté vezikulumokba jut.
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7.2. Daunorubicin aminosav konjugatumok

1. Daunorubicin hdrom aminosav konjugatumat allitottuk eld; glicint, leucint
illetve arginint kapcsoltunk amidkotésen keresztiil az alapvegyiilethez. A
konjugatumok kotddnek izolalt DNS-hez és nukleoprotein komplexhez, és a

spektroszkopiai elemzés alapjan az interkalacios kotddési forma azonosithato.

2. A nukleoprotein komplex esetében szdmitott kotddési allandok egy
nagysagrenddel kisebbek, mint amelyet izolalt DNS-nél kaptunk. A
konjugatumok mindkét esetben egy nagysagrenddel kisebb kotddési

allandoval rendelkeznek, mint a konjugalatlan daunorubicin.

3. A konjugatumok kotédése megvaltoztatja a DNS helikalis szerkezetét, mig a
kétszal struktira megmarad. A T7 fag szerkezetében kotddés hatasara

bekovetkezo jelentds valtozasat nem tudtuk kimutatni.

4. Az 10j szdrmazékok kotddnek a kapszidfehérjékhez.

5. A daunorubicin argininnel képzett konjugatuma rendelkezik a legnagyobb
affinitassal a polinukleotid irdnt, igy ezt a szdrmazékot javasoljuk tovabbi

molekulatervezési 1épések soran.
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8. Osszefoglalas

Jelen munka soran két, a DNS-hez valé kotddésérdl nevezetes molekulacsoportot
vizsgaltunk: kationos porfirineket és a daunorubicint. A kationos porfirinek és
konjugatumaik fokozott tudomanyos érdeklddést élveznek fotodinamikus terapiaban
betoltott szerepiik és az Orokitdanyag iranti nagy affinitdsuk miatt. A daunorubicint
leukémia és mellrdk kezelése soran hasznaljak, azonban nem rendelkezik célsejtek
iranti szelektivitdssal, ezért sulyos mellékhatasok léphetnek fel a kezelés sordn.
Csoportunk tobbféle szelektivitast fokozni képes hordozopeptidet vizsgal, azonban a
hatéanyag kémiai moédositdsa jelentdsen megvaltoztathatja kotddési képességeit,
ezért elengedhetetlen az 0j szarmazékok kolcsonhatasainak elemzése.
Vizsgalatunkhoz kétszeresen pozitiv toltésii porfirin tetrapeptid konjugatumat,
haromszorosan pozitiv porfirin tetrapeptid és polipeptid konjugatumat szintetizaltuk,
tovabba haromféle daunorubicin aminosav konjugatumot allitottunk eld. Tobbféle
spektroszkdopids mddszer alkalmazasaval feltérképeztiik ezen molekulak DNS-hez és
nukleoprotein komplexhez vald kotddésének jellemzdit. A porfirin szarmazékok
esetében a sejtfelvételt és az intracellularis elhelyezkedést is vizsgaltuk.

Porfirin tetrapeptid konjugatumok kétféle kotési mod altal kapcsolodnak izolalt
DNS-hez: kiilsé kotodéssel és interkalacidval, mig a polipeptid konjugatum csak
kiils6 komplexet alakit ki. Hairom pozitiv toltés jelenléte €s tetrapeptid kapcsolasa
elényds a kotddés szempontjabol. A daunorubicin szdrmazékok esetében az
interkalaci6 a kotddés egyetlen modja. Kotddés hatasara a DNS konformécioja
jelentdsen megvaltozik, a kétszala struktira azonban stabilizalodik.

A nukleoprotein komplex kapszidburka megakadalyozza a polipeptid-konjugatum
kotddését, mig a tetrapeptid-konjugatumok képesek kolcsonhatasba 1épni a kapszidba
zart DNS-sel, jollehet kisebb affinitassal. A daunorubicin-konjugitumok is csak
gyengébb interkaldciot mutatnak az izolalt DNS-hez képest. Mindkét
molekulacsoport esetében feltételezhetd kotddés a kapszidfehérjékhez is. A két
pozitiv toltésti porfirinek nagyobb aranyban jutnak be a sejtekbe a hadromszorosan
pozitiv toltésli tarsaiknal. A polipeptid konjugatum csak kis mértékben keriil a
sejtekbe. Egyik porfirin sem mutathatdo ki a magban; a lizoszomakban,

mitokondriumokban, illetve citoplazmaban talalhatd vezikulumokban duasultak fel.
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9. Summary

In this work, our attention focused on the characterization of two group of molecules
known for their DNS binding ability: cationic porphyrins and daunorubicin. Research
on cationic porphyrins and their conjugates is a subject of growing interest because
of their application in photodynamic therapy and as delivery agents to the vicinity of
DNA. Daunorubicin is used in the treatment of leukemia and breast cancer, however
its lack of selectivity can induce serious side effects. Our group studies several
carrier peptides to facilitate selective targeting of drugs. Modifications of DNA
binding molecules can have a strong impact on their interactions, therefore the
binding properties of newly synthesized conjugates must be assessed to aid further
design.

In the present study we synthesized tetrapeptide conjugate of bi-cationic, tetrapeptide
and polypeptide conjugates of tri-cationic porphyrins; as well as lysine, arginine and
leucine conjugates of daunorubicin. DNA and nucleoprotein binding of the
aforementioned compounds was investigated with comprehensive spectroscopic
methods. For the porphyrin derivatives we also analyzed cellular uptake and
intracellular localization.

The porphyrin tetrapeptide conjugates bind to isolated DNA through two distinct
binding modes: external binding and intercalation, while the polypeptide conjugate
demonstrates external binding. Tri-cationic structure and tetrapeptide conjugation
enhances the binding ability. For daunorubicin conjugates intercalation alone seems
to be the mode of interaction. DNA conformation is significantly altered upon
binding, and the interaction leads to the stabilization of the double-stranded structure.
Capsid shell of the nucleoprotein complex pose a hindrance for polypeptide
porphyrin conjugate, whereas tetrapeptide conjugates bind to encapsidated DNA
through both binding modes, albeit with lower affinity. Daunorubicin conjugates also
show weaker intercalative binding compared to isolated DNA. Binding to capsid
proteins is assumed for both groups of molecules. Bi-cationic porphyrins show better
accumulation in cells than their tri-cationic counterparts, the uptake of polypeptide
conjugate was low. No porphyrin localized in the nucleus but instead accumulated in

the lysosomes, mitochondria, or cytoplasmic vesicles.
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