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1. Bevezetés

Az onkoldgiai kemoterapias kezelések soran jelentds részben olyan
hatéanyagok keriilnek alkalmazasra, melyek hatasmechanizmuséban fontos
szerepet jatszik az orokitdanyag. Kozvetleniil hatast fejthetnek ki a DNS-en
vagy pedig kozvetett modon, a DNS stabilitasat és alkotd elmeinek
szintézisét befolyasold enzimek gatlasa vagy reaktiv gyokok képzése révén
érhetnek el tumorellenes hatast. A legtobb esetben kotédés jon 1étre a
hatéanyag és a DNS-kozott, mely lehet kovalens és nem kovalens, az
utébbinak gyakorta eléforduldo moddja az interkalacido a bazisparok kozé
vagy a DNS kis arkaba torténd kiils6 kotédés. A kiilonféle kemoterapias
eljarasok soran hasznalt molekuldkkal kapcsolatban esetenként tobb
évtizedes tapasztalat all rendelkezésre, hatékonysiaguk novelése azonban
mind a mai napig nem kelléen megoldott. Mellékhatasaik sokrétliek és
esetenként sulyosak, tovabba a kezelést kovetden maguk is okozhatjak
masodlagos tumorok kialakulasat. A nem kivanatos kovetkezményeik
legtobbje is DNS karositd hatasukbol és a rakos sejtekre vald szelektivitas
hianyabol eredeztethetd. Ebbdl kdvetkezik, hogy a hatéanyag kutatas és
fejlesztés egyik iranya azokra a molekuldkra Osszpontosit, melyek
kozvetleniil nem karositatjak a DNS-t, illetve specifikusabb moédon jutnak
be a célsejtekbe. A hatéanyag tervezést és szintézist kovetden igen 1ényeges
annak megértése, hogy a DNS és kiilonféle 1j vagy modositott vegyiiletek
kozott pontosan milyen koélcsonhatas alakul ki, hogy megbecsiilhessiik
¢lettani és terapias hatasaikat. Els6 1épésben elengedhetetlen az izolalt
DNS-hez ¢és a szerkezeti fehérjékkel egyiitt jelenlévd polinukleotidhoz, azaz
nukleoprotein komplexhez vald kotédés részletes in vitro jellemzése, hogy
megfeleld alapot teremthessiink a tovabbi molekulatervezési lépések

szamara. Jelen dolgozat a DNS tamadasponti molekulak két fajtajaval



foglalkozik, a kationos porfirinekkel és az antraciklinek kozé tartozo
daunorubicinnel, és ezek modositott szarmazékainak kdlcsonhatési profiljat

kivanja elemezni.

1.1. Kationos porfirinek és konjugatumaik

Evtizedekkel ezelStt felfigyeltek a kationos porfirinek azon
tulajdonsagara, hogy nagy affinitassal k6tddnek DNS-hez. Elényos, hogy
amfifil molekulak, vizben jol oldoédnak, és kiilonb6z6 kdtddési komplexeket
alakitanak ki polinukleotidokkal. A porfirin szarmazékok képesek a
kornyezetiikben 1évé molekuldk fényérzékenyitésére, a képzodd reaktiv
vegyliletek pedig modosithatjak a membranalkotokat, a fehérjéket és a
nukleinsavakat, megsziintetve ezzel biologiai funkcidjukat. Fotodinamikus
hatasukat tobb teriileten igyekeznek kiaknazni: malignus sejtek
karosodasara a sejtmembran, a mitokondrium és a lizoszomak sériilésén
keresztiil, mely végs6é soron nekrozishoz vagy apoptdzishoz vezet. Az
onkolégian kivill a mikrobioldgia teriiletén is igéretesnek tdnik
alkalmazasuk, a kationos porfirinek képesek a Gram-pozitiv és a Gram-
negativ baktériumok karositdsara egyarant, de virusinaktivaciora is
hasznalhatok.

A kozelmultban a porfirin-gytirithoz kiilonbozé funkcidju
molekulakat kapcsoltak, célként meriilt fel a sejtek altali felvétel fokozasa, a
tumoros sejtek iranti szelektivitds novelése. Konjugatumok szintetizalasa
annak a lehet6ségét is felveti, hogy a porfirinek nukleinsavak irant tanusitott
erds kotodési képessége egyéb molekuldk DNS kozelébe juttatasara
hasznalhato legyen, példaul génterapia esetében.

Porfirin-konjugatumok 1étrehozasa polilizin-vazas peptidekkel igéretes
lehetdségnek ttinik PDT-ben valo alkalmazas és tovabbi, DNS-k&tédésen

alapulé moédszerek szamara, ugyanis a polilizin vazas peptidek igéretes
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hordozémolekuldknak bizonyultak a sejtekbe vald bejutds fokozéasara.
Azonban a porfirin szarmazékok ezen csoportjanak nukleinsavakkal valo
kolcsonhatdsa még nem kertilt részletes leirasra, noha a konjugacio jelent6s
valtozast okozhat a molekuldk tulajdonsagaiban, atalakul toltéseloszlas és

megndvekszik a molekula mérete is.

1.2. Daunorubicin és konjugatumai

Az antraciklinek kozé tartozé vegyiiletek a legtdbbet kutatott DNS-
interkalalé molekuldk kozé tartoznak. Terapids alkalmazasuk az emlérakra,
kiilonféle tipusu leukémiakra ¢és a Kaposi szarkomara terjed ki. Kérositjak a
csontveldt, a bor és a tapcsatorna gyorsan o0sztodd sejtjeit és a
szivizomsejteket. Kardiomiopatia esetenként sulyos mértékli lehet.
Hatasukat azaltal fejtik ki, hogy interkalalnak a DNS bazisparjai kdzé és
gatoljak a topoizomeraz II mikodését.
A daunorubicin mellékhatasainak mérséklése és a tumor-specificitas
fokozasa céljabol kutatocsoportunk tobbféle célzo-peptidet vizsgal. A
konjugatumok szintézise soran olyan ,spacer” szekvenciat is beépitiink,
mely érzékeny a lizoszomak proteazaira. Igy a hasitast kdvetden mar csak
egyetlen aminosav marad a hatéanyagon. Mivel ez az aminosav a DNS-
kotédés szempontjabol Iényeges pozicioban talalhatd, kdtddési vizsgalatok

segitségével kell dontést hozni a legkedvezObb aminosav kivalasztasarol.



2. Célkitiizés
Munkank célja kationos porfirinek és peptid konjugatumaik, illetve
daunorubicin aminosav konjugatumok koélcsdnhatasainak jellemzése. Az

alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

2.1. Kationos porfirinek és peptid konjugatumok

1. Kotédnek az 1j szadrmazékok izoldlt DNS-hez és nukleoprotein
komplexhez?

2. Mely kotddési formak jellemzdek a kdlcsonhatasra?

3. Hogyan befolyasolja a toltések szama, eloszlasa illetve a molekula mérete
a kotddést?

4. Hogyan valtozik meg a DNS ¢és a nukleoprotein komplex szerkezete a
kolcsonhatas soran?

5. Létre jon-e kotddés a szerkezeti fehérjék €s a porfirinek kozt?

6. Milyen mértékben jutnak be az 0j szdrmazékok a sejtekbe? Toltés és
molekulaméret hogyan befolyasoljak a felvételt?

7. A sejten beliil hol disulnak fel a legnagyobb mértékben?

2.2. Daunorubicin aminosav konjugatumok

1. Kotddnek az 1Wj szarmazékok izolalt DNS-hez és nukleoprotein
komplexhez?

2. Hogyan befolyasolja a konjugatum szerkezete a kdlcsonhatast?

3. Hogyan valtozik meg a DNS és a nukleoprotein komplex szerkezete a
kolcsonhatés soran?

4. Létre jon-e kotodés a szerkezeti fehérjék és a daunorubicin szarmazékok
kozt?

5. Melyik aminosavat valasszuk a spacer szekvencia kialakitasakor?



3. Médszerek

3.1. Kationos porfirinek és peptid konjugatumaik

Méréseinkhez 6t vegyiiletet 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-4P2). A TMPCP harom, mig a BMPCP két pozitiv
toltéssel bir a metil-piridil csoport kvaterner nitrogénjén. A tetrapeptid
konjugatumok  esetében  olyan  oligopeptid  kapcsoloédik  az
alapvegytiletekhez, mely 3 alanint és egy lizint tartalmaz. A konjugéci6 a
karboxil csoporton keresztiil valosul meg, igy a TMPCP-hez egy, a
BMPCP-hez két tetrapeptid kapcsolddik.
A poli[Lys-(DL-Ala)n], késdbbiekben ,,AK”, elagazé lancu polilizin vazas
polipeptidet TMPCP molekulakhoz kapcsoltuk, az AK polimerizacio foka
kozelitéleg 250.

3.2. Daunorubicin aminosav konjugiatumok

A daunorubicin hiarom, egy aminosavval kapcsolt konjugatumat
hoztuk Iétre. A kapcsolas a daunozamin molekularészen tortént
amidkotéssel. A harom konjugatum: Daunorubicin-Arginin (Dau-Arg),

Daunorubicin-Glicin (Dau-Gly) és Daunorubicin-Leucin (Dau-Leu).

3.3. Spektroszképia
A vizsgalt vegyiiletek spektrumat szobahdmérsékleten Tris-HCI
pufferben (pH=7,4) vettik fel Cary 4E (Varian, Mulgrave, Australia)

spektrofotométerrel alland6 hatéanyag és valtozo nukleinsav koncentracio
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mellett. Az oldatok Osszetételét a bazisparok és a porfirin
az ,,r” jelolést kapja. A daunorubicines méréseknél pedig az alabbi arannyal
dolgoztunk: bp/Dau=([bazispar])/([daunorubicin]).

Abszorpcidés  spektrumokat porfirinek esetében komponens
gorbékre bontottuk. A spektrumfelbontast a Microcal Origin program
segitségével végeztik el. Alapvetd cél volt, hogy a legkevesebb szami
gorbét hasznaljuk fel az illesztéshez, ezért csak egy viszonylag sziik
hullamhossz tartomanyt (A=370-490 nm) elemeztiink. Ugy talaltuk, hogy az
egyetlen paraméter, mely megvaltozik az adott porfirin populacio
mennyiségének valtozdsaval, a gorbe alatti teriilet, a tobbi paraméter
konstansnak vehet6.

Az emissziés spektrumokat Fluorolog 4 (Jobin Yvon, France)
spektrofluoriméter segitségével mértiikk ki. A gerjesztést az egyes
szarmazékok abszorpciés maximumanak megfeleld hullamhosszasagn
fénnyel végeztik. Daunorubicinek kotédési allandoit az emisszios
spektrumok alapjan szamitottuk a ,,neighbour exclusion model” szerint.

Porfirinek esetében a fluoreszcencia energia transzfer mérése soran
a gerjesztést A=260 nm-en, a DNS abszorpcidés maximumanak megfeleld
hullimhosszon végeztiik ndvekvo bazispar/porfirin mélarany mellett

A cirkularis dikroizmus (CD) méréseket Jasco-810 dikrograffal
végeztik. A porfirin indukalt CD jeleinek mérésekor a spektrumokat
A=380-500 nm kozott vettikk fel. A kolcsonhatas kovetkeztében kialakuld
DNS ¢és nukleoprotein komplex szerkezet valtozasok kovetésére a
spektrumokat allandé6 DNS/fag és valtozo porfirin koncentraciok mellett
regisztraltuk 200 ¢és 500 nm ko6zott. A koncentracidaranyokat
porfirin/bazispar (1/r) illetve daunorubicin/bazispar  (Dau/bp)

molaranyokban fejeztiik ki.



3.4. Aramlasi citometria

Az in vitro sejtfelvételi vizsgalatokat dramlasi citométer (BD LSR
I, BD Biosciences, USA) segitségével végeztiik HL-60-as sejtekkel. A
sejteket 2,5-20 pM koncentracio tartomanyban kezeltilk a hatbanyagokkal,

az inkubacids idok fél oratol 5 oraig terjedtek.

3.5. Konfokalis mikroszkopia

A porfirin szarmazékok sejten beliili elhelyezkedését konfokalis
mikroszkoppal (Zeiss LSM-710, Carl Zeiss Microscopy, Jena,
Németorszag) vizsgaltuk HT-29 sejteken. A felvételek elkészitése elott a
sejteket 3 oOran keresztlil inkubaltuk a porfirinszdrmazékokat c=20 uM
koncentraciéban tartalmazé RPMI médiummal. A DNS megjelolésére
SYBR Green I-et alkalmaztuk lizoszomékat a Lyso Tracker Green DND-
26-tal festettiik, mig a mitokondriumokat MitoTracker Deep Red FM

hasznalataval kiilonitettiik el.



4. Eredmények

4.1. Kationos porfirinek kotodése izolalt DNS-hez és nukleoprotein
komplexhez

Nukleinsav jelenlétében a kationos porfirinek abszorpcios
spektrumanak Soret savjanak Dbatokrom ¢és hipokrom eltolodasa
tapasztalhato. Ezek az atalakulasok a kotodés létrejottérdl tanuskodnak. A
kotodési folyamat egy bizonyos DNS koncentracional megall, tehat telitési

érték érhetd el.

r=10

abszorbancia
o
N

200 300, 400 500
hullamhossz (nm)

1. Abra BMPCP-4P; abszorpciés spektruma r=0-10 bazispdr/porfirin aranyokndl.

Részletesebb informacié nyerhetd az abszorpcids spektrumok
Soret-savjanak komponensekre torténd felbontasaval. Az alapvegyiiletek és
tetrapeptid konjugatumaik Soret-savjait 3 mig a polipeptid konjugatumét 4
gorbével illesztettiik meg, a nukleinsav jelenlétében felvett spektrum esetén
a komponensek szama kettdvel boviilt, kivétel ez alol a polipeptid
konjugéatum, ahol csak egy uj komponens jelent meg. A komponens gorbék
alatti relativ terliletet dbrdzolva a bazispar/porfirin ardny fliggvényében

szemléletes képet kaphatunk a valtozdsokrél. A 2. abran izolalt DNS és



TMPCP-4P, TMPCP, BMPCP-4P, és BMPCP esetében kovethetjik a

valtozasokat.
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2. Abra A komponens gorbék alatt teriilet a bazispar/porfirin ardny fiiggvényében
(izoldlt DNS).

Bakteriofag esetében a kotddés spektrumfelbontas segitségével
bizonyithato, viszont a kapott eredmények kevésbé egyértelmiiek, csak egy
komponens gorbe teriilete ndvekszik a bazispar/porfirin arany emelésével.
Ez feltételezhetden a kotddés dominans formajahoz kotethetd, azonban nem
zarhato ki a masik mod jelenléte sem TMPCP és TMPCP-4P esetében.
BMPCP ¢és TMPCP-AK nem mutat spektralis valtozast baketriofag
jelenlétében.

A kotési  formak tisztazasa érdekében megvizsgaltuk a
fluoreszcencia energiatranszfert. A DNS bazisaival kozeli kontaktusba 1ép6
porfirinekre a fluoreszcencia kvantumhatasfok novekedése jellemz6 a DNS
abszorpciés maximuman, 260 nm-en torténd gerjesztésnél. Ez akkor
lehetséges, ha az energia atadodik a nukleinsavak bazisairdl a porfirinre.
Ehhez szoros kapcsolodas sziikséges, ezért a jelenség az interkalaciot
igazolja. A kiilonb6z6 DNS és nukleoprotein komplex koncentraciok
mellett felvett emisszids intenzitdst a bazispar/porfirin molarany
fiiggvényében értékeltiik, hiszen igy jol Osszehasonlithatéak a kiilonb6zo

szarmazékok eredményei.
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3. Abra A fluoreszcencia intenzitds valtozdsa 260 nm-es gerjesztésnél izoldlt

DNS (A) és bakteriofig (B) jelenlétében novekvd bazispdar/porfirin aranyokndl.

Az alapvegylileteket és tetrapeptid konjugatumaik nem kiralis
molekulak de a kiralis DNS kett6s hélixhez vald kotddésiik kovetkeztében
indukalt CD jelet mulattnak a Soret-savba. A pozitiv sav jelenléte a kiilsé
kotddéshez, mig a negativ sav az interkaldcidhoz kothetd, igy képet
kaphatunk az egyes formak egymashoz viszonyitott aranyarol. Az 5. abran

lathaté harom szarmazék esetén az indukalt CD spektrum izolalt DNS és

bakteriofag jelenlétében.
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4. Abra Indukalt CD spektrum a Soret-savban izoldlt DNS (4) és bakteriofig (B)
esetében.

Abszorpciéos ¢és CD olvadasi gorbékkel utdnajartunk a

kapszidfehérjékkel valé esetleges kdlcsonhatdsoknak is. Az abszorpcids
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melting gérbék alapjan erre utald valtozas nem figyelhetd meg, azonban a

crer

jelenlétében.

4.2. Kationos porfirinek sejtek altal torténd felvétele és intracellularis
lokalizacio

Az aramlési citometrias mérések alapjan a vizsgalt 6t szarmazék
bejutasa HL-60 sejtekben koncentracio és idofiiggé. A BMPCP és BMPCP-
4P, jut a legnagyobb mértékben a sejtekbe. Konfokalis mikroszkopias
mérésekkel kimutattuk, hogy a sejtbe torténd bejutist kovetden az Uj
szarmazékok a lizoszomakban és a mitokondriumokban dusulnak fel. A
TMPCP-AK némileg eltérd képet mutatott, a lizoszomakban kevésbé,
inkabb a mitokondriumokban és egyéb vezikulumokban volt megtalalhato a

citoplazmaban.

BMPCP-4P, sejtmagfesték BMPCP-4P, + sejtmagfesték

5. Abra BMPCP-4P; intracelluldris lokalizacidja.
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4.3. Daunorubicin aminosav konjugatumok kotédése izolalt DNS-hez és
nukleoprotein komplexhez

No6vekvd bazispar/daunorubicin mélarany mellett batokrom és
hipokrom valtozas tapasztalhaté a daunorubicin aminosav konjugdtumok
A=400-600 nm tartomanyban jelentkezd abszorpcids savjaban. Ez a kdtodés
létrejottét mutatja. Mindharom 1 szarmazék elnyelési szinképe hasonlo
modon viselkedett, azonban az egyes szarmazékok kozt némi kiilonbség
mutatkozott az eltolodasok mértékében. Baketriofag jelenlétében a
spektralis eltolodasok kisebb mértékiiek.

A harom aminosav konjugatum emisszidés spektrumanak
intenzitasa izolalt DNS jelenlétében drasztikusan lecsokkent, mig

bakteriofag jelenlétében a valtozas enyhébb volt.

A 25

0 bp/Dau

0 bp/Dau

rel. intenzitds
o

rel. intenzitas

4,0 bp/Dau
4,0 bp/Dau

T T T T T
500 550 600 650 700 750

500 550 600 650 700 750 800
hullamhossz (nm)

hullamhossz (nm)

6. Abra Dau-Arg fluoreszcencia emissziés spektruma izoldlt DNS (A) és bakteriofiig
(B) jelenlétében.

Az emisszios intenzitas csokkenése alapjan a McGhee - von Hippel
modell segitségével kotddési allandok szamithatok. Ezeket lathatjuk az 1.

tablazatban a harom konjugatum és az alapvegyiilet esetében
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1. Tablazat Konjugdlatlan daunorubicin és Dau-Arg, Dau-Leu, Dau-Gly egyensulyi
kotddési allandoja (Ka) izolalt DNS és T7 fag esetében.

Izolalt DNS T7 fag
Vegyiilet K, (M) K, (M)

Dau 1,2x106 3,3x105
Dau-Arg 6,1x10° 7,4x104
Dau-Leu 3,6x10% 5.8x10¢
Dau-Gly 3.2x10° 4,4x10%

T7 fagpartikulummal valé kolcsonhatas soran felvettik az
abszorpcids olvadasi gorbéket. A daunorubicin konjugatumok jelenlétében
megnovekszik a T7 bakteriofag DNS-ének denaturacios hémérséklete, a
kapszidburok ellenére is 1étrejon a kot6dés az 1j szarmazékok és a fag DNS-
e kozt. A kapszid fellazulasanak homérséklete is a nagyobb értékeke felé

tolodik, mely a hatéanyag fehérjékhez valo kdtodését jelzi.

13



5. Kovetkeztetések

Jelen munka soran két vegyiiletcsoporttal foglalkoztunk. A

bemutatott 4j tudomanyos eredmények a kovetkezdekben foglalhatok &ssze:

5.1. Kationos porfirinek és peptid konjugatumaik

1. Kettd (BMPCP) illetve harom (TMPCP) pozitiv toltéssel rendelkezd
porfirinek tetrapeptid konjugatumait hoztuk létre, tovabba a TMPCP-t egy
elagazé lancu polilizinvazas polipeptidhez is konjugaltuk. Kimutattuk, hogy
az 0j molekuldk kotddnek izolalt T7 DNS-hez. A teljes bakteriofag esetében
azonban csak a TMPCP, a TMPCP-4P és a BMPCP-4P2 kot6dését sikertilt

igazolnunk.

2. TMPCP, TMPCP-4P és BMPCP-4P2 interkalacioval és kiilsé kotédési
moddal egyarant kdlcsonhatasba 1€p izolalt DNS-sel, mig a TMPCP-AK
kizarélag kiils6 kotédéssel kapcsolodik. A gyenge affinitassal rendelkezé
BMPCP interkalalodik a bazisparok kozé. Teljes bakteriofag esetében a két
tetrapeptiddel kapcsolt BMPCP-4P2 csak kiils6 kotédéssel kapesolodik a
fehérjeburokban 1évé DNS-hez, interkalaciora csak hdkezelt fag esetében
képes. A TMPCP-re és TMPCP-4P-re mindkét kotési forma jellemzo
nukleoprotein komplex jelenlétében is, magasabb koncentracioknal az

interkalaci6 valik dominanssa.

3. Az alapmolekulak és tetrapeptid konjugatumaik koziil a harom pozitiv
toltésti vegyiiletek nagyobb affinitissal kotédnek izolalt polinukleotidhoz a
kétszeresen pozitiv szarmazékokhoz képest. Tetrapeptid kapcsolasa noveli a
kotodési képességet, ugyanis ez negativ toltések eltlinésével jar. Nagyobb

méretli  polipeptid kapcsolasa gatld tényezd, a TMPCP-AK kotodési
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affinitasa elmarad a TMPCP-t6l és tetrapeptid konjugatumatol, s6t BMPCP-
4P2-t61 is. A konjugélatlan BMPCP a leggyengébben kot6dd szarmazék.
DNS kornyezetében 1évé szerkezeti fehérjék hatasat is vizsgaltuk
nukleoprotein komplexhez valé koétddés soran. TMPCP, TMPCP-4P ¢és
BMPCP-4P2 kotédését nem akadalyozza meg a kapszidburok, de a kotédési
affinitas lecsdkken izolalt DNS-hez képest. Tobb pozitiv toltés elonyds a
kotoédés szempontjabol, a tetrapeptid jelenléte viszont hatrannya valik, igy a
TMPCP nagyobb affinitast mutat tetrapeptid konjugdtumanal. Nem
mutathatd ki koélcsonhatas BMPCP illetve TMPCP-AK és nukleoprotein

komplex kozott.

4. Interkalacio kovetkeztében az izolalt DNS konformacidja megvaltozik, a
stacking kolcsonhatasok felbomlanak ¢és a helicitds lecsokken. T7
bakteriofagban a kotddés hatasara a fehérjeburok szerkezete és a

polinukleotid helicitasa is valtozik.

5. A kapszidfehérjék és a porfirinek kozt feltételezhetéen kdlcsonhatas

alakul ki.

6. A sejtekbe torténd felvétel tekintetében a BMPCP-4P2 bir a
legelényOsebb tulajdonsagokkal. A két pozitiv toltésli szarmazékok
nagyobb asszociacios allandoval rendelkeznek semleges foszfolipideket
tartalmazé modellmembranokhoz, és fokozottabb mértékben keriiltek a
sejtekbe, mint a haromszorosan pozitiv porfirinek. A tobb TMPCP
molekulat — és ezért tdbb pozitiv toltést — tartalmazdo TMPCP-AK
sejtfelvételének mértéke lényegesen alacsonyabb a tobbi vegyiilethez

képest.
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7. Egyik konjugatum sem jut be szamottevéen a sejtmagba, hanem a
lizoszomékban és kisebb mértékben a mitokondriumokban dusulnak fel. A
TMPCP-AK némileg eltér ett6l, a mitokondriumokban ¢és a citoplazmaban

talalhat6 vezikulumokba jut.

5.2. Daunorubicin aminosav konjugatumok

1. Daunorubicin hdrom aminosav konjugatumat allitottuk eld; glicint,
leucint illetve arginint kapcsoltunk amidkotéssel az alapvegyiilethez. A
konjugatumok kotédnek izolalt DNS-hez és nukleoprotein komplexhez, és a
spektroszkopiai elemzés alapjan az interkalaciés kotédési forma

azonosithato.

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

allandéval rendelkeznek, mint a konjugalatlan daunorubicin.

3. A konjugatumok kotddése megvaltoztatja a DNS helikalis szerkezetét,
mig a kétszalu struktura megmarad. A T7 fag szerkezetében kotddés
hatasara bekovetkez6 jelentds valtozast nem tudtunk kimutatni.

4. Az 0j szarmazékok kotédnek a kapszidfehérjékhez.

5. A daunorubicin argininnel képzett konjugidtuma rendelkezik a

legnagyobb affinitdssal a polinukleotid irant, igy ezt a szarmazékot

javasoljuk tovabbi molekulatervezési 1épések soran.
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