dc_1086_15

MTA Doktori Ertekezés Tézisei

A PORFIRINEK KOLCSONHATASAINAK NEHANY BIOFIZIKAI
ASPEKTUSA

CSIK GABRIELLA

SEMMELWEIS EGYETEM
ALTALANOS ORVOSTUDOMANYI KAR
BIOFIZIKAI ES SUGARBIOLOGIAI INTEZET

Budapest
2019



dc_1086_15

Bevezetés

A porfirinek sokrétli és valtozatos szerepet jatszanak a természetben. Molekulaszerkezeti
variabilitasuk és valtozatos molekularis kornyezetiik révén fotofizikai, kémiai, fiziko-kémiai
tulajdonsagaik igen széles skalan valtozhatnak. Ez a valtozatossag tovabb novelheto kiilonbozo
ionokkal/molekulakkal alkotott komplexeik illetve konjugatumaik révén. Ennck a
valtozatossagnak koszonhetd, hogy évtizedek oOta szamos tudomdnyteriilet kutatasi
repertoarjadban vannak jelen a porfirinekkel kapcsolatos kérdések, igy foglalkoznak
tulajdonsagaik elemzésével, fotokémiai reakcioik leirasaval, bioldgiai/fotobiologiai szerepiik
feltarasaval, 0j szarmazékaik szintézisével.

Az orvostudomanyban az utobbi évtizedekben a porfirinek fotodinamikus terapiaban (PDT)
betoltott szerepe kapta a legnagyobb figyelmet. A fotodinamikus hatas alapja a porfirinek
gerjesztése nyoman lejatszodo elektron- vagy energiatranszfer. A keletkez6 reaktiv gyokok és
szingulett oxigén sejtdestrukcidhoz vezetd oxidacids folyamatokat inditanak el.

A tumorterapia mellett latunk klinikai példakat a fotodinamikus reakcid6 (PDR)
felhasznalasara az id6skori makula degeneracido kezelésében, atheroscleroticus plakkok
reakcid destruktiv hatdsan alapul annak antimikrobidlis alkalmazasa is.

A PDT-vel kapcsolatos kiterjedt klinikai vizsgalatok, kiemelten az 1970-es években
kezdddtek és vezettek a Photofrin® készitmény kifejlesztéséhez, amelyet a mai napig is
hasznalnak a klinikumban. A Photofrin® hatranyos tulajdonsagai, mint az elhtiz6do retencia a
bdrben, az aggregacios hajlanddsag, a kis abszorbancia vords tartomanyban vezettek tovabbi
fényérzékenyitdk, az u.n. ,,masodik generacids” készitmények tervezéséhez, eldallitdsdhoz és
az azokkal kapcsolatos kutatdsokhoz. A masodik generacids szdrmazékok koziil kiilondsen
sikeresnek bizonyultak a bizonyos klorin és bakterioklorin szarmazékok.

Szamos torekvés iranyult arra is, hogy a mar ismert szerkezetli porfirin tipust
fényérzékenyitdk hatékonysagat fokozzak oldhatésaguk novelése, aggregacids hajlandosaguk
csokkentése, szelektiv felhalmozodasuk fokozasa illetve sejten beliili lokalizacidjuk modositasa
révén. Az erre iranyuld stratégidk koziil kiillonds figyelmet érdemel a kiilonbozo
fényérzékenyitd konjugatumok tervezése, szintézise. A konjugalt szarmazékok koziil kiemelt
szerepet kaptak az aszimmetrikus szerkezet kialakitasat lehet6vé tevd, a hidrofob/hidrofil
karakter finom szabalyozasara alkalmas, €és igy a vizoldékonysag fokozasat biztositdé mezo-
szubsztitudlt porfirin szdrmazékok, ezek kozott is a mono- és diszacharid konjugatumok,
amelyekben a planaris szerkezeti tetrafenil-porfirin fenil csoportjahoz kapcsolodik a szénhidrat
részlet. Ezekben a vegyiiletekben a sejten beliili lokalizacid szempontjabol kritikus méret,
elektrondenzitds, térszerkezet, hidrofob/hidrofil karakter hangolhaté a szacharid partner
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elonyds lehet a sejtekkel vald kapcsolat kialakitasdban is, amennyiben sejtfelszini
receptorokhoz val6 kotddést tesznek lehetdvé.

A porfirin tipusu vegyiiletek célbajuttatdsaban kiemelkedd stratégia lehet oligopeptidek
kapcsolasa a fényérzékenyité molekulahoz. A peptid kivalasztasdban tobb megkozelités ismert.
Torténtek vizsgalatok sejtpenetrald peptid, oktaarginin konjugatumokkal, vagy a tumorok
koriili erek falaban elhelyezkedd vascular endothelial growth factor specifikus heptapeptidek
konjugatumaival. A fényérzékenyité-oligopeptid konjugatumoknak egy specialis csoportjat
képezik azok a vegyiiletek, amelyek szintézisének célja nem a humdén sejtekben, hanem a
patogén mikroorganizmusokban val6 felhalmozodas fokozésa.

A fényérzékenyitd vegyiiletek konjugatumainak szintézisében egy, a fentiekt6l merdben
eltérd stratégia az, amikor a cél nem a PS célba juttatasa, hanem maga a PS a konjugatum
célbajuttatdo komponense. A harom illetve négy pozitiv toltést hordozo porfirin szarmazékokrol
ismert, hogy nagy affinitassal kotddnek nukleinsavakhoz. Ennek alapjan feltételezhetd volt,
hogy ilyen kationos porfirinekkel konjugalt molekulékat a porfirin segitségével a nukleinsavak
kornyezetébe lehet juttatni, ahol megvaltoztathatjdk a nukleinsav térszerkezetét és igy

befolyasolhatjak miikodését.
Porfirin szarmazékok kotédése és lokalizacioja modell membranokban

A fényérzékenyitd vegyiiletek sejten beliili elhelyezkedésének kiemelten fontos szerepe van
a hatasmechanizmusuk és a kifejtett hatas eredményessége szempontjabol. Ennek hatterében az
all, hogy az indirekt fotoreakcidban megjelend citotoxikus reaktiv agensek élettartama rovid,
tipikusan 40 ns-nal rovidebb, igy hatotavolsaguk is korlatozott, atlagosan 20 nm. Ezért a
féenyerzékenyitd vegyiiletek sejten beliili elhelyezkedése egyuttal meghatarozza a kialakulo
fotokémiai sériilések helyét is.

A sejten beliili lehetséges tamadéaspontok koziil kezdetektdl kiilonds figyelmet kapott a
sejtmembran. A membrannal kialakitott kapcsolat megismerése fontos a PDT
hatdsmechanizmusanak megértése, 1) fényérzékenyité vegyiiletek tervezése, az eljarés
hatasossaganak fokozasa szempontjabol.

Az egyik alapvetd kérdés egy porfirin szarmazék varhatd kotddési készsége a membranhoz.
Ez megfelelden tanulmanyozhat6 kiillonb6z6 dsszetételli liposzomak, mint membran modellek
befolyasold fiziko-kémiai paraméterek, a fotobiologia hatékonysagot modositd fotofizikali
jellemzdk vizsgélatara, a fotobiologiai hatasmechanizmus részleteinek feltarasara.

A porfirinek fotokémiai hatékonysagit a membran kotddési hajlandosagon tul
befolyasolhatja a lipid kettds rétegen beliili lokalizaciojuk. Csak a foszfolipid kettds réteget
tekintve, a porfirinek harom kiilonb6zd elrendezddésben kotddhetnek a membranhoz.
Elhelyezkedhetnek a polaros fejcsoport-viz hatarrétegben, a lipid oldallancok nyaki, polaros
fejcsoportokkal hataros részében vagy az apoldros oldallancok kornyezetében a lancokkal

parhuzamosan illetve a lipid kettds réteg hataran.

2



dc_1086_15

A porfirin szarmazékok liposzémaban valo lokalizacidjat tanulméanyozhatjuk azok sajat
fluoreszcencia jelének detektdlasaval példdul a kotott porfirin - anizotrdpiajanak
meghatarozasaval vagy ,.site-selective” fluoreszcencia spektroszkopiaval. A porfirinek sajat
fluoreszcens jelének kihaszndlasan tl alkalmazhatunk az egyes lipid régiokat specifikusan
jelolo fluoreszcens vagy ESR jelet szolgaltatd spinjelz6 molekulékat illetve ismert lokalizacioja
quenchereket. Ilyenkor a jel6ld molekula altal szolgaltatott jel valtozasabdl kdvetkeztethetliink
a porfirin azonos régidban valo elhelyezkedésére. Ez utdbbi modszerek elénye lehet a
lokalizacio pontosabb meghatarozasa. Kockazatuk, hogy a jelzé vagy quencher maga is
modositja az eredeti lipid kornyezetet.

Munkam soran elemeztiik, hogy milyen tényezdk befolyasoljak a fényérzékenyitd lipid
kettds rétegen beliili elhelyezkedését, kiilonds tekintettel a porfirin szerkezetére. A valasztott
glikozilalt  porfirinek  vegyiiletcsaladjanak  képviseldi  lehetdséget  nyljtanak a
molekulaszerkezet ,,finom hangoldsara”, igy a porfirin lokalizacioja és a molekulaszerkezet

kozotti kapcesolat részleteinek tanulmanyozasara.
Porfirin szarmazékok kotédése nukleinsavakhoz

Szamos olyan kisméretli ligandum ismert, amely a nukleinsavakhoz, kitiintetetten a kettds
szali DNS-hez nem kovalens médon kotddik. Ezt vagy a kotddo molekula planaris aromas
szerkezete, vagy megfeleld térszerkezete ¢és a cukor-foszfat lanccal -elektrosztatikus
kolcsonhatés kialakitasara alkalmas toltéseloszlasa teszi lehetévé. Az eldbbi a f6 kotddési
modok koziil a bazisparok kozé torténd interkalacio, az utobbi a cukor-foszfat lancok
részvételével kialakulo, tgynevezett kiilsé kotddés szdmara biztosit kedvezo feltételeket.

A porfirin szarmazékok koziil a pozitiv toltést hordozo szarmazékokrol volt feltételezheto,
hogy nukleinsavakkal képesek a fent leirt kdtési modok kialakitasara. A kationos porfirinek
alapvegyiiletének tekintheté 5,10,15,20-tetrakisz(1-metil-4-piridinio)porfirin (TMPyP) DNS
irant mutatott affinitasa tobb mint 30 éve ismert €s kiterjedten vizsgalt jelenség. Az irodalomban
konszenzus van arrdl, hogy a TMPYP mindkét tipusu, nem kovalens kotéssel kapcsolodhat a
kettds szaltt DNS-hez.

Kezdetektdl észszerlinek mutatkozott a kétddési modok konnyebb elemzése érdekében a
kétfele kotott allapotot kiilon mintadkban eldallitani és elemezni. Erre lehetdséget ad a két {6
kotesmod eltérd bazispreferencidja. Az egyes kotott allapotok elkiilonitett jellemzésére
alkalmasnak bizonyultak a csak A-T illetve csak G-C tartalmu szintetikus kett6s szala oligo-
illetve polinukleotidok. A masik lehetdség az egyes kotott formak diszkrét eldallitasara a
szabadbazisu vegyiilet megfelel6 komplexképzése valamely fématommal.

A kotott allapot kialakulasa jellegzetes valtozasokat idéz el6 a TMPyP abszorpcids és
fluoreszcencia spektrumaban, floureszcencia élettartamaban. A DNS-bazisok és a kromofor
kozelségére utald bizonyiték a Forster-féle rezonancia energiatranszfer 1étrejétte, amikor a
bazisok abszorpcidos maximuman (A=260 nm) gerjesztve a rendszert, a TMPYP -re jellemz6
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emisszio jelenik meg. A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia szintén szolgaltathat
bizonyitékot a kotott formak megjelenésére, az egyes kotott formak azonositasara.

A TMPYyP, illetve kiilonb6z6 fémkomplexeinek kotédése homogén bazisszekvenciaju oligo-
és polinukleotidokhoz bizonyitott, és a két kotési forma azonositasa és széles kori jellemzése
is megtortént. A vegyes bazis-0sszetételll, természetes DNS-hez vald kotddésrdl kevés adat all
rendelkezésre. Még inkabb igy van ez a kotott formak mennyiségére, mennyiségi megoszlasara
vonatkozoan.

Munkénk soran arra kerestiink valaszt, hogy a kationos porfirinek ismert kotott formai
azonosithatok-e természetes, kettds szalu polinukleotidok jelenlétében. Tovabb Iépve arra is
kivancsiak voltunk, hogy létrejonnek-e ezek a kotott formak akkor is, ha a polinukleotid nem
izolalt formaban, hanem nukleoprotein komplexek alkotorészeként van jelen a rendszerben. A
kotott formak azonositasaban elsdsorban a kiilonb6zd spektroszkopiai modszerek altal

szolgaltatott eredmények 6sszehasonlitod elemzésére tdimaszkodtunk.
A fotodinamikus reakcié antimikrobialis alkalmazasa

A PDR antimikrobialis hatdsat szamos teriileten bizonyitottak. Eredményesen inaktivalhatja
mind a Gram(+) mind a Gram(-) baktériumokat. Ezek az alkalmazasok igéretesek és fontosak
lehetnek a rezisztens torzsek elleni védekezésében, biofilmek komponenseinek
inaktivacidjaban, periodontalis kolonidk visszaszoritasaban, viztartalékok fertdtlenitésében.

A plazmaban talalhat6 virusok fotokémiai titon torténd elimindlasaval az 1980-as évek elején
kezdett el célzottan foglalkozni az orvostudomany. Az elsék kozott meriilt fel a fenotiazin
szarmazékok, mint fényérzékenyitok kiprobalasa a vérkészitmények fotodinamikus
fertdtlenitésében. A metilénkék hatékonyan szenzibilizélja tobb, extracellularis, burokkal
rendelkez6 virus fotoinaktivaciojat, de mellékhatasai miatt alkalmazasa csak sejtmentes
kornyezetben engedélyezett. Eurdpa-szerte alkalmazzdk példaul a THERAFLEX MB-
PLASMA® komplex készitményt a plazma virusszennyezédésének inaktivalasara.

A PDR potencialis tamadéaspontjai lehetnek a peplont alkot6 telitetlen zsirsavak és fehérjék,
a fehérje kapszid, a magfehérje vagy a nukleinsavak. Az a tény azonban, hogy a MB peplonnal
rendelkez0 virusokat képes inaktivalni jelzi, hogy ebben az esetben a molekuléris
tamadaspont(ok) a peplon alkotoi kozott keresendd(k). Az irodalomban kevés adat all
rendelkezésiinkre a telitetlen zsirsavak oxidativ sériiléseinek a virusianktivacioban betoltott
szerepérol, de kozvetett bizonyitékok alapjdn mégis azt mondhatjuk, hogy ez nem
elhanyagolhatd. Tobb szerzd részletesen vizsgalta €és azonositotta a fehérjékben kialakulo
sériiléseket. Eppen a fehérjékben okozott fotokémiai sériilésekkel magyarazhatok a
metilénkékkel szenzibilizalt fotodinamikus kezelések mellékhatasai is, igy a plazma fehérjek,
alvadasi faktorok sériilései, a sejtes elemek fehérjekomponenseinek sériilései.

A melleékhatasok kikiiszobolésének egyik lehetséges megkozelitése olyan fényérzékenyitd

vegyiiletek alkalmazasa, amelyek szelektiven kotddnek a nukleinsavakhoz és szelektiven
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karositjak azt. Ezek kozott szerepelnek az altalunk is tanulmanyozott kationos porfirin
szarmazékok.

Az antivirdlis hatds tesztelésének elfogadott moédja — még a patogén virusokon vald
kiprobalast megel6zéen — a hatékonysag és hatasmechanizmus vizsgalata bakteriofagokon. A
bakteriofagok alkalmas modelljei lehetnek mind a peplon nélkiili (Q, A, T sorozat) mind a
peplonnal rendelkezdé (PM2, PRD1, ®6) patogén virusoknak. Genomjuk modellezheti mind az
RNS (QB, ®6, MS2), mind a DNS 06rokité anyaga virusokat (T sorozat, A, PM2). A
bakteriofagokon nyert adatok megalapozhatjak a PDR patogén virusokon valé alkalmazasat,
hasznos adatokat szolgaltathatnak a kezelések hatékonysaganak optimalizalasahoz.

A TMPyYP - DNS és TMPyP - T7 nukleoprotein komplex kdlcsonhatdsaink altalunk elvégzett
elemzése megfeleld alapot biztositott ahhoz, hogy a TMPyP fotodinamikus hatékonysaganak
¢s a fotoreakcid mechanizmusénak elemzésén tal arra is valaszt keressiink, hogy melyek a
virusinaktivacid6 optimalis koriilményei; valoban biztosithato-e a sériilések szelektiv

lokalizécioja a porfirin szelektiv kdtddésével.
Célkitizeés
1. A glikozilalt porfirinek szarmazékok és modellmembranok kolcsonhatasanak elemzése

Arra kerestiink valaszt, hogy
- milyen tényez6k befolyadsoljak a fényérzékenyitd kotodését a membranhoz; a porfirin
szerkezete €¢s a modellmembran lipidosszetétele milyen hatassal van a folyamatra.
-a porfirin szarmazék szerkezete hogyan befolydsolja annak lipid kettds rétegen beliili
lokalizaciojat
2. Kationos porfirin szarmazékok és peptid konjugatumaik kotodése DNS-hez és

nukleoprotein komplexhez, a kotodés kvantitativ és kvalitativ jellemzése

Arra kerestiink valaszt, hogy

- az interkalacio és a kisarok kotddés, mint a kationos porfirinek kotott formai kimutathatok
illetve azonosithatok-e természetes, kettds szalu polinukleotidok jelenlétében.

- létrejonnek-e ezek a kotott formak akkor is, ha a polinukleotid nem izol4lt forméaban, hanem
nukleoprotein komplexek alkotorészeként van jelen a rendszerben.

A kotott formdk azonositasan tilmenden célul tiiztiik

- a kotott formak mennyiségi jellemzését, a kotott porfirin egyes kotott formak kozotti
megoszlasanak meghatarozasat mind természetes kettds szala DNS, mind az azt tartalmazé
nukleoprotein komplex jelenlétében.

- kationos porfirinek kotési modok kozotti megoszlasat befolyasolo tényezok vizsgalatat, igy
a DNS bazisosszetételének, a porfirin szdrmazék toltésének, a kdrnyezet iondsszetételének

€s ionerdsségeének hatasat a folyamatra.



dc_1086_15

3. A porfirin szarmazékok kotédése és fotoreakcidoja altal okozott szerkezeti és
funkcionalis valtozasok jellemzése

Célunk volt

- a glikozilalt és kationos porfirin szarmazékok, porfirin-peptid konjugatumok DNS és
nukleoprotein komplex szerkezeti stabilitasara gyakorolt hatasanak elemzése;

- a T7 bakteriofag porfirin szarmazékok kotddése altal, de fény kozremiikddése nélkiil (u.n.
sotét reakcid révén) okozott inaktivacidjanak kvantitativ jellemzése; az egyes szarmazékok
hatékonysaganak 6sszehasonlitasa.

- a szabad gyokok illetve a szingulett oxigén jelenlétének, vagyis az I. illetve II. tipust
fotokémiai reakcio6 fotoszenzibilizalt virusinaktivacidoban jatszott szerepének kimutatasa.

- a glikozilalt és kationos porfirin szarmazékok fotokémiai reakcidi altal indukalt
faginaktivacié mértékének meghatarozasa

-DNS-hez kotddd szarmazékok esetén a kotott és szabad formdk fotokémiai
hatékonysaganak 6sszehasonlitasa

-a fotokémiai reakciok kovetkeztében a nukleoproteinek — T7 bakteriofag és nukleoszoéma —
¢s az azokbol izoladlt nukleinsav komponensek termikus stabilitdsdban bekovetkezett
valtozasok elemzése.

Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy valoban biztosithaté-e a fotokémiai sériilések
szelektiv lokalizacidja a porfirin szelektiv kotdédése révén.

4. Kationos porfirinek és peptid-konjugatumaik sejten beliili lokalizaciéja

Arra kerestiink valaszt, hogy

- hogyan befolyasolja a porfirin toltése €s a konjugatum szerkezete a sejtekben valo
felhalmozodast

- az izolalt DNS-hez/nukleoprotein komplexhez vald kotddés alapjan varhato-e a porfirin

szarmazék lokalizacidja a sejtmagban.

- a sejten beliil mely sejtalkotokban lokalizdlodnak a kationos porfirinek és peptid-

konjugatumaik.

Anyagok és modszerek

Pufferek

A T7 bakteriofdgok tenyésztéséhez valamint a liposzomak készitésénél foszfat puffert (20
mM KH2POs, 40 mM NaxHPOs4, 20 mM NH4Cl, 1 mM MgSOs; pH 7,4, u=124 mM)
hasznaltunk. A T7 bakteriofaggal és az abbodl izolalt DNS-sel végzett faginaktivacios illetve
spektroszkopiai méréseink soran, Tris-HCI (pH 7,4) puffert alkalmaztuk. Az oldatok 70 mM
teljes ionerésség esetén 20 mM, nagyobb ionerd esetén 40 mM tris-(hidroximetil)-aminometant
(Tris-t) tartalmaztak. A végleges ionerdsséget telitett NaCl megfeleld6 mennyiségének

hozzaadasaval értiik el. A pH bedllitasdhoz 10 M-os sosavat hasznaltunk. A kétértékii ionokkal
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(Ca?*, Mg?, Cu?*, Ni?") kiegészitett fenti Tris-HCI pufferckben a kérdéses ionok
koncentracioja, telitett klorid ill. szulfat s6ik oldatdnak megfeleld elegyitése utdn minden
esetben 1 mM volt.

Porfirin szarmazékok és porfirin-peptid konjugatumok

A dolgozatban bemutatott vizsgélatokban szerepld neutrdlis mezo-szubsztitualt porfirin
szarmazékok a glikozilalt 5,10,15,20-tetrakisz(2-B-D- gliikkozil-fenil)porfirin  (TP(2-
OGIuOH)4P), az 5,10,15,20-tetrakisz(4-B-D-gliikozil-fenil)porfirin  (TP(4-OgluOH)4P), az
5,10,15-trisz(4-B-D-gliikozil-fenil),20-fenilporfirin (TP(4-OgluOH)3P), az 5,10,15-trisz(4-B-
D-galaktozil-fenil),20-(2',3',4',5'-pentafluorofenil)porpfirin  (TPF5(4-OGalOH)s; valamint az
5,10,15,20-tetrakisz(4-B-D-xilozil-fenil)porfirin (TP(4-OXylOH)4P).

A tanulmanyozott, pozitiv téltéssel rendelkez6 szarmazékok az 5,10,15,20-tetrakisz(1-metil-
4-piridinio)porfirin - (TMPyP), az 5,10,15-trisz(1-metil-4-piridinio),20-monofenilporfirin
(TMPYMPP), az 5,10,15-trisz (1-metil-4-piridinio)20-mono-(4-karboxifenil)porfirin (TMPCP)
valamint az 5,10-bisz(1-metil-4-piridinio)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin (BMPCP).

A BMPCP ¢és TMPCP tetrapeptid konjugatumait: NH>—Lys(TMPCP-Ala-D-Ala-Ala)—
CONH2 (TMPCP-4P) és NHz-Lys[Lys(Ala-D-Ala-Ala-BMPCP-Ala-D-Ala-Ala)]-CONH>
(BMPCP(4P), ¢és az elagazd lanca poli[Lys-(DL-Alam] (AK) polipeptiddel képzett
konjugatumot (TMPCP-AK) Mez6é Gabor és mtsai (MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport)
készitették ¢és jellemezték. Az elagazd lancu polipeptid polilizin gerincének atlagos
polimerizaciés foka DP,=250, a DL-Ala/Lys mol/mol aranya 2,7, a [Lys-(DL-ALA27)]
monomer egységek atlagos moltomege 320 Da.

Liposzomak eléallitasa és jelolése

A lipid—porfirin kolcsonhatasok vizsgalatara kis unilamellaris liposzomakat (SUV)
allitottunk el6. A foszfolipidet kloroformban oldottuk fel, majd az edényt folyamatosan
forgatva az oldoszert légritkitott térben elparologtattuk. Ezutan a lipid filmet foszfatpufferbe
szuszpendaltuk, majd a szuszpenzié kitisztulasdig kezeltiik ultrahanggal (MSE Ultarsonic
Disintegrator; A=8um, f=23kHz, P=15W). A liposzémak méretét fényszorasméréssel (ALV
Goniometer, Spectraphysics 124B He—Ne lézer, P=10 mW, A=632.8 nm) ellendriztiik.

A porfirinek kotédési vizsgalatait neutralis fejcsoporta  1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-
foszfatidilkolinb6él (DMPC) és DMPC ¢és negativ toltésti fejcsoporta 1,2-dimirisztoil-sn-
glicero-3-foszfatidilglicerol (DMPG) 9:1 (mol/mol) aranyt keverékébdl készitett
liposzomakon végeztiik.

DMPC ¢s DMPC/DMPG liposzoméak fejcsoport régidjanak illetve szénhidrogénlanc

crer

1,3,5-hexatriént (DPH) hasznaltunk. A jelzdk fluoreszcencia élettartamanak illetve

crer

gerjesztettiik, az emittalt jelet Lem=480 nm-en (ANS) illetve Aem=450 nm-en (DPH) detektaltuk.
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A liposzomadk lipid régojanak elektron spin rezonancia spektroszkopiai vizsgalatdhoz 1,2-
dipalmitoil-sn-glycero-3-foszfatidilkolin (DPPC) és 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin
(DOPC) felhasznalasaval 70:30 illetve 85:15 (mol/mol) 6sszetételii liposzomakat készitettiink.
A liposzéma membrant kiilonbozé mélységekben, igy a fejcsoportnal, a szénhidrogén lanc
kozépso €s terminalis részén vizsgaltuk kiilonbozd spinjeldlok segitségével. Spinjelzésre 5-
doxyl-, 7-doxyl-, és 12-doxyl-sztearinsavat valamint 16-doxyl-sztearinsav jel616t hasznaltunk.

T7 bakteriofag preparatum készitése és DNS izolalasa

T7 bakteriofag (ATCC 11303-B7) preparatumot Escherichia coli (ATCC 11303) gazdasejt
felhasznalasaval készitettlink. A tenyésztést €s a lizatum tisztitasat Strauss és Sinsheimer (1963)
modszere szerint végeztiik. A fagoldatot tisztitas utan CsCl gradiensen koncentraltuk, igy 100
mg/ml tdménységet tudtunk elérni. A preparalasi eljaras végén a bakteriofagok koriilbeliil 30%-
a volt fertézoképes. A mérésekhez a torzsoldat oldoszerét a kivant iondsszetétell puffer oldatra
Sephadex™ G-25 (Amersham Biosciences, GE Healthcare, Fairfield, CT, U.S.A.) tartalmu
molaris abszorbancidjanak ismeretében (g260=7,3°10° mol bazis+litertxcm™) hataroztuk meg.

A T7 bakteriofag szuszpenziot 0,5%-0s natrium-dodecil-szulfat oldattal 30 percen at 65 °C-
on inkubaltuk, majd a fehérje-SDS komplexet 1M KCI oldattal jégagyon lecsapattuk. A
keletkezd csapadékot kétszer 10 percen at Eppendorf centrifugan 13000 fordulat/perc (rpm)
sebességgel centrifugaltuk (Heraeus Biofuge 13; Pegasus Scientific, Burtonsville, MD, U.S.A,,
illetve Beckman J2-21; Beckman Coulter, Fullerton, CA, U.S.A.). A feliiliszohoz kétszeres
térfogata hideg etanolt adva a DN'S kicsapodik. Ujabb centrifugalas (10 perc, 13 000 rpm) utén
a csapadékot két alkalommal 70 %-0s etanol-oldattal mostuk. A DNS-t Tris-HCI (pH 7,4)
pufferben, szobahOmérsékleten oldottuk fel. A tisztitds soran nyert DNS mennyiségét
spektroszkopiai titon (e260 = 6,67 X 10° mol bazis<liter's<cm™), a DNS lancok hosszat
gélelektroforézissel, a kettds helikalis szerkezet meglétét abszorpcios olvadasi mérésekkel

ellendriztiik.
Nukleoszomak és nukleoszoma DNS izolalasa HeLa sejtbol

A HeLa sejteket 10 % borji szérummal kiegészitett RPMI-640 médiumban szaporitottuk A
sejtmag illetve a mono- és oligonukleoszomakat tartalmazo frakciot Hammermann és mtsai
modszere szerint izolaltuk. A nukleoszomakat tartalmazoé frakciot Tris-HCI pufferrel szemben
dializaltuk, majd Centricon cartridge (Centricon, MA, U.S.A.) felhasznalasaval toményitettiik.
A mintak 0sszetételét poliakrilamid gélelektroforézissel azonositottuk. A mintdkban azonositott
nukleoszomak 150 bazisparndl nem hosszabb DNS fragmentumokat ¢és ekvimolaris
mennyiségben core hiszton proteineket tartalmaztak. A DNS izolalasat a T7 bakteriofag DNS-

ének izolalasara fentebb leirt modszerrel végeztiik.
Sejtvonalak, sejttenyésztés

A kationos porfirinek és konjugatumaik sejtbeni felhalmozodasat HL-60 (ATCC: CCL-240)
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sejten beliili lokalizaciojat HT-29 (ATCC: HTB-38) sejteken vizsgaltuk. A HL-60 sejtkultirat
10% hokezelt borjuszérummal (FCS; Sigma-Aldrich), L-glutaminnal (2 mM) és gentamicinnel
(160 pg/ml; Sigma-Aldrich) kiegészitett Iscove’s Modified Dulbecco’s tapfolyadékban
(IMDM) (Sigma-Aldrich) novesztettiik. A HT-29 sejtek tapoldata hasonldé adalékokkal
kiegészitett RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) tapoldat volt.

Abszorpcios és fluoreszcencia spektroszkopia

Az elnyelési spektrumokat Cary 4E (Varian Ausztralia) spektrofotométerrel rogzitettiik.

A korrigalt emisszios és gerjesztési spektrumokat polarizator-analizator rendszerrel is
felszerelt FS900CD (Edinburgh Analytical Instruments, UK) illetve Fluorolog 4 (Jobin Yvon
Franciaorszag) spektrofluoriméterrel mértiik.

A fluoreszcencia ¢lettartam méréséhez a fent emlitette FS900CD spektrofluoriméter
gerjesztd fényforrasat egy 1,5 ns impulzusszélességli hidrogén-toltésii villandlampara
cseréltiik, amelynek impulzusszélessége 1,5 ns. A fluoreszcencia élettartamot idékorrelalt
egyfoton-szamlalassal hataroztuk meg.

A T7 nukleoprotein komplex, valamint a T7 fagbol izolalt DNS szerkezeti stabilitasat optikai
denzitdsuk homérséklettdl fliggd valtozadsan keresztiil, az abszorpcidés olvadasi gorbék
felvételével vizsgaltuk. A méréseket Peltier hdmérsékletszabalyozoval felszerelt Cary 4E
spektrofotométerrel a nukleinsav abszorpcidos maximuman (A=260 nm) végeztiik.
Meghataroztuk a simitott derivalt gorbék maximum helyeit (Tm: fazisatalakulasi hdmérséklet)

¢s a savok félérték szélességét (w).
Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A CD méréseket amino-kamforszulfonsavval  kalibralt, PFD-425S  Peltier
homérsékletszabalyozoval felszerelt Jasco J-810 spektro-polariméterrel végeztik. A
spektrumokat A=380nm ¢és 500 nm kozott rogzitettiik. A spektrum savok intenzitisat a
maximumokhoz tartozé molaris ellipticitassal ([@] deg x cm? / dmol/) jellemeztiik.

A DNS-ben illetve nukleoprotein komplexben bekovetkezd szerkezeti valtozasokra a
polimerek CD jelének homérsekletfiiggd valtozasabol kovetkeztethetiink. A T7 fag illetve az
izolalt nukleoszémék porfirin komplexeinek CD spektrumait A=220 nm ¢és 350 nm kozott
rogzitettiik 25 °C és 98 °C kozott. A mintakban a A=260 nm-en mért optikai denzitds 1, a
bazispar/porfirin moélarany 40 (T7) illetve 50 (nukleoszoéma) volt. A A=225 nm illetve A=280
nm-hez tartozo értékeket abrazoltuk a hdmérséklet fliggvényében. A gorbéket simitottuk, majd

a simitott adatsorokbol szamitottuk az olvadasi gorbék elsd derivaltjat.
Elektron spin rezonancia spektroszkopiai (ESR)

A liposzomak kiilonbozd lipid régidiban, a porfirinek kotddésének hatasara bekovetkezd
szerkezeti valtozasokat ESR spektroszkopiaval tanulmanyoztuk. Az ESR spektrumokat
hémérsékletszabalyozoval felszerelt Bruker-EMX6 X-sava (9-10 GHz) spektrométerrel

regisztraltuk. A hdmérsékletet a ~20 pl-es minta centrumanak kézelében szabalyoztuk ~ 0,1 °C

9



dc_1086_15

pontossaggal. A modulacios amplitudo 2 és 35 °C kozott 2,0 Gauss (G), 35 °C folott pedig 1,0
Gauss volt, a mikrohulldmu teljesitmény 20 mW. 5 perces felvételi id6t és 0,2 s idéallandot

alkalmazva 2048 pontban vettiik fel a spektrumot.

Porfirin — liposzoma kotédési allandojanak és a kotodés sebességi allandéjanak

meghatarozasa

A kotddési dllandd meghatarozasat dllandé porfirin koncentracio (107 M) és 10° M-tol a
telitési koncentracidig valtozo lipid koncentracioé mellett végeztiik. Mérés eldtt a megfeleld lipid
alkalmazott koncentraciok esetében a fluoreszcencia révén emittalt fény intenzitdsa a
koncentracioval aranyosnak tekinthetd. Igy a kotédési allandé rogzitett porfirin koncentracid
esetén az adott hullamhosszon mért fluoreszcencia intenzitdsokbodl hatdrozhatdo meg.

A sebességi allandé meghatarozasakor porfirin szarmazékok fluoreszcencia intenzitasanak
valtozasat mértiikk a liposzomaba vald beépiilés soran az id6 fliggvényében. A mérés eldtt €s
alatt a vizsgalt mintdk homérsékletét 18 °C-on (lipidek fazisatalakulasi homérséklete alatt)
illetve 37 °C-on (lipidek fazisatalakulasi hémérséklete folott) tartottuk. A gerjesztés és
detektalas az adott porfirin gerjesztési ill. emisszidos maximuman tortént. A kapott gorbékre a
legkisebb négyzetek moddszerének alkalmazasaval egy, vagy két exponencidlis fliggvényt
illesztettlink.

Mikrokalorimetria

A mikrokalorimetridval (DSC) a lipidek fazisatalakuldsdnak két jellemzd paraméterét
hataroztuk meg: a {0 fazisatalakulas hdémérsékletet (Tm), valamint a fézisatalakulas
félértékszéleségét (T12). DMPC-t illetve a DMPC:DMPG 9:1 mol/mol aranyt keverékét és a
fényérzékenyitd anyagot egyiittesen kloroformban oldottuk fel lipid:porfirin 20:1 mol/mol
aranyban. A szerves olddszer elparologtatasa utan foszfat puffert adtunk hozza, majd fél 6ran
at razattuk, a fo fazisatalakulasi homérséklet feletti hofokon tartva a rendszert. Ezutan 10°C és
40°C kozotti  hémérséklettartomdnyban  5°C/perc  fiitési sebességgel regisztraltuk a

fazisatalakulasi gorbéket.
Fényforrasok

A fotodinamikus reakcidk hatasdnak vizsgalatakor a szenzibilizalt mintdkat halogén
lampaval, (Tungsram — GE Lighting, 12V, 100W) illetve quartz W-halogén lampaval (Newport
Oriel, 250W) sugaroztuk be. A lampa intenzitasat Ophir Pyro-electric Detector 10A-P
(Optronix, Israel) detektorral felszerelt Nova Laser Power/Energy Monitor tipust késziilékkel

ellendrizziik. A A=380 nm-nél révidebb hulldmhosszu tartomanyt iiveglap alkalmazasaval, az

infravoros sugarzast az Oriel lampa hasznalatakor 10 cm vastag vizréteggel szirtiik ki.

Szingulett oxigén kimutatasa jodometriaval
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A jodometrias reagenst (0,2 M kalium-foszfat (pH 6,2), 0,12 M kalium-jodid, 10 uM
ammoOnium-molibdat) felhasznalasig fénytdl elzarva hiitdszekrényben taroltuk. A besugarzast
megelézden a reagens oldatat a kivant koncentracio (0 - 2 uM) eléréséhez sziikséges porfirin
szarmazékkal egészitettiik ki és sugaroztuk be. Az oldat abszorpcios spektrumat meghatarozott

besugarzasi id6k utan rogzitettiik A=220-600 nm tartomanyban. A |, mennyiségére az oldat

A=355 nm-en mért abszorbancidjabol kdvetkeztethetiink (£355=2,47x10* Mcm™).
T7 bakteriofag inaktivacidja

A fag fertdzoképességét lemezontéses ¢ldszam meghatarozassal végeztiik, szokvanyos agar
taptalajon tenyésztett Escherichia coli (ATCC 11303) baktérium-gyepen. Az inaktivacio
mértekét az In(N/NO) értékkel jellemeztiik, ahol N az aktualis, No pedig a kezelés elotti
tarfoltszamot jelenti.

Porfirinnel szenzibilizalt T7 fadg fotoinaktivaciojanak jellemzéséhez besugarzéds eldtt a
porfirinnel szenzibilizalt bakteriofag szuszpenzidt sdtétben 10 percig inkubaltuk. A porfirinek
tartomanyban volt. A T7 bakteriofag érzékenységét az inaktivacids hatdskeresztmetszettel
jellemeztiik (o [cm?/J]). A keletkezd gydkok szerepének tanulmanyozasakor a fenti mintakhoz
1,3-dimetil-2-tioureat (DMTU) vagy NaNs-ot illetve 1,3-difenil-izobenzofurant (DPBF)
adtunk.

Agaroz gélelektroforézis

A gélelektroforézis kisérleteket vizszintes elrendezésli agardz gélek alkalmazasaval
végeztiik, MINI-H800 (Biocenter Laboratériumi Szolgaltaté Kft., Szeged) eszkozzel. A teljes
T7 bakteriofag, valamint az izolalt T7 DNS elektroforéziséhez 1 %-os, a PCR termékek
analiziséhez pedig 2 %-os agardz géleket hasznaltunk. A mintdk gélbe toltéséhez, valamint a
vandorlas kovetéséhez azokhoz bromfenol kék (0.05%), szukréz (40%), EDTA (0.1 M, pH 8.0),
¢s SDS (0,5%) keverékét adtuk (Sigma géltolto puffer), mintanként azonos mennyiségben. A
géleket etidium-bromiddal festettiik, a DNS-savokat UV-atvilagito felett figyeltiik meg. Méret-
standardként 1 kb DNS-keveréket vagy a A fag HindIIl restrikcids enzimmel emésztett

fragmentumait hasznaltuk.
Polimeraz lancreakcio

A T7 tag 6rokité anyaganak épségét illetve karosodasat polimeraz lancreakcioval vizsgaltuk.
A reakcidhoz a fag-genom egy 555 bp hosszusagh szakaszat [256] amplifikaltuk 5°-
CTGTGTCAATGTTCAACCCG-3, valamint 5’-GTGCCCAGCTTGACTTTCTC-3’
primerek segitségével (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, U.S.A.). A reakciot
mindenkor 12,5 ul térfogati mintdkon végeztiik; a vizsgalt DNS-mintakhoz elézetesen
optimalizalt aranyban kevert és higitott primereket, PCR-puffert, dezoxi-ribonukleozid-
trifoszfatokat és AmpliTag Gold DNS-polimerdz enzimet (Perkin Elmer, Wellesley, MA,
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U.S.A.) adtunk. Az amplifikalast Perkin Elmer GeneAmp 2700 PCR késziilékkel végeztiik. A

reakcid utan a termékeket az el6z6 pontban leirtak szerint gél elektroforézissel elemeztiik.
Aramlasi citometria

A HL-60 sejtek altal felvett porfirin szdrmazékok mennyiségét aramlési citometridval
szarmazékkal inkubaltuk 0,5-5 orat. Az inkubalasi periddus végén az inkubald elegyet
eltavolitottuk, a sejteket kétszer mostuk szérum mentes tapoldattal majd 100 pl 1 mM-0S
tripszinnel kezeltiik. A tripszin tovabbi hatdsat 10% szérumot tartalmaz6 HEPES pufferrel
gatoltuk (100 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,4 mM MgCl;, 0,04 mM CaClz, 10 mM HEPES, 20
MM D-gliik6z, 24 mM NaHCOz és 5 mM Na;HPO4, pH 7,4 ). A sejteket centrifugaltuk (1000
rpm, 5 perc, 4 °C). A feliiliiszo eltavolitasa utan a sejteket HPML-ben szuszpendaltuk. Az
intracellularis fluoreszcencia intenzitasit BD LSR II (BD Biosciences, UK) aramlési
citométerrel detektaltuk (Aex=488 nm, Aem=670-735 nm); a kontrol autofluoreszcencidjanal
nagyobb intenzitast mutatd sejteket szamoltuk. Az adatokat FACSDiVa 5.0 software-rel

elemeztiik.
Lézer pasztazé mikroszkopia

A 1ézer péasztazd mikroszkop segitségével tanulméanyoztuk a porfirinek €16 sejteken beliili
lokalizaciojat. A porfirin szdrmazékok sejten beliili lokalizaciojat Zeiss 710 (Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Germany) konfokalis mikroszkdppal kovettiik. HT-29 sejteket specidlis
mintatartoban (Lab-Tek Il 8-chamber Slide, Thermo Fisher Scientific Inc. NYSE: TMO) a
kisérleteket megeldz6 24 draban ndvesztettlink. A mintakat végiil 20 pM porfirin szdrmazékkal
3 orat inkubaltuk. A porfirin szarmazékok kimutatdsdhoz a mintdkat A=488 nm-en
gerjesztettik, az emisszidt A=650-750 nm tartomanyban detektaltuk. Az egyes
sejtorganellumokban valo lokalizacid azonositasdhoz ko-lokalizacids vizsgalatokat végeztiink.
A sejtmag DNS-ét SYBR Greenl-gyel (inkubacios koncentracid 400 nM; Aex=488 nm, Aem=520
nm), a lizoszoémdkat Lyso Tracker Green DND-26-tal (inkubacids koncentracié 50 nM; Aex=488
nm, Aem=633 nm), a mitokondriumokat MitoTracker Deep Red FM-mel (inkubacios
koncentracid6 100 nM; Aex=510 nm, Aem=665 nm) jeloltiik. A kontroll mintdkat csak egy
festékkel, illetve jelolé nélkiili tapoldatban inkubaltuk. Az adatokat ImageJ software-rel
elemeztiik.

Adatfeldolgozas

Az adatok feldolgozasahoz, ahol azt masképp nem jeloltiik Microsoft® Excel (Microsoft,
Redmond, Washington, U.S.A.) tablazatkezel6 illetve Origin® 7.0 (OriginLab, Northampton,
MA, U.S.A.) programot hasznaltunk. Az abszorpcios spektrumok felbontdsahoz a kisérleti
adatok elmeleti fliggvényekkel valo illesztését az Origin® 7.0 programmal végeztik. Az
abszorpcios spektrumok felbontasdhoz egy, Zupan Kristof (akkor Ph.D. hallgato) altal készitett
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programot hasznaltunk, amely a felbontdsokat automatikusan, programozhatd paraméterezéssel
végezte el egy-egy spektrumon vagy spektrumsorozaton.

Eredmények

1. Porfirin szarmazékok kotodése modellmembranhoz és lokalizaciéja membranban

A fotodinamikus reakci6 tumorellenes hatdsaban eldnyt jelenthet, ha a porfirin szarmazék a
membran struktarakban lokalizalodik, azaz alapvetden hidrofob karakterii. A hidrofob karakter
azonban noveli az aggregatumok kialakulasanak lehet6ségét, ennek révén pedig eldnyteleniil
befolyasolja a fotofizikai tulajdonsagokat. Megoldast jelenthet szénhidrat oldallancok
kapcsolasa a porfirin szarmazékhoz. Kutatasunkhoz olyan mezo helyzetben glikozilalt porfirin
szarmazékokat valasztottunk, amelyek a monoszacharid egységek kémiai szerkezete, szdma,
anellalasa alapjan kiilonboznek egymastol. A monoszacharid egység(ek) konjugalasa jelentds
szerkezeti variabilitdst tesz lehetové, noveli a vegyiilet vizoldékonysagat, csokkenti

aggregacios hajlandosagat, és kevéssé befolyasolja a fotofizikai paramétereket.

R1 Ry
R, Ry
Ii()‘l
HO o o
) o0 R, = R,= (on
Ri= Ry~ fon "o
Ho OH
OH
TP(J-()G!L{()H}4P (gdmb) TP(4—()G[M()H)4P (pl)
HO— 0 0 6 O
R - on R, R, = Rz— OH
HO HO
OH OH
TP(4-OGIluOH) 3P TP(4-OXylOH) 4P

TPF5(4-0GalOH) 3P
1. dbra A dolgozatban vizsgdlt mezo-szubsztitualt glikozildlt porfirinek: 5,10,15,20-tetrakisz(2- 4-D- gliikozil-
fenil)porfirin (TP(2-OGIluOH).P), 5,10,15,20-tetrakisz(4- 5-D-gliikozil-fenil)-porfirin (TP(4-OgluOH)4P),
5,10,15-trisz(4-S-D-gliikozil-fenil),20-fenilporfirin (TP(4-OgluOH)sP) és 5,10, 15-trisz(4-p-D-galaktozil-
fenil),20-(2',3',4',5'-pentafluorofenil)porpfirin (TPF5(4-OGalOH)s 5,10,15,20-tetrakisz(4- #-D-xilozil-
fenil)porphyrin TP(4-OXylOH)4P szerkezeti képlete

Munkank soran meghataroztuk a porfirin szarmazékok liposzoéma ko6tddési allandoit DMPC-
bdl késziilt, valamint negativ toltési fejecsoportt DMPG-t tartalmazé (DMPC:DMPG=9:1
mol/mol) kis unilamellaris liposzomakhoz.
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Megallapitottuk, hogy a konjugdtumban szimmetrikus elrendezésben négy gliikozt
tartalmazé szarmazékok, a TP(2-OGIUOH)4P és a TP(4-OGIuOH)sP kotodési hajlandosaga
neutralis fejcsoportt liposzémakhoz elhanyagolhato. A TP(4-OXylOH)4P és a TPF5(4-
OGalOH)3P kotodési allandoja a hematoporfirin  szarmazékok és klorinok esetében
meghatarozott allandokkal azonos nagysagrendii. Az aszimmetrikus, harom gliikdzt tartalmazo
TP(4-OGIuOH)3P kotodési allandoja a legnagyobb, értéke a mezoporfirin IX dimetil észteréhez
¢s a mezoporfirin IX dihidrokloridéhoz kozeli. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az
aszimmetrikus molekula szerkezet és amfifil karakter kedvez6 a modell membranokhoz vald
kotddés szempontjabol, de a kotddési allandd értékét befolyasolja a molekula mérete €s

toltéseloszlasa is.

Kimutattuk, hogy a fazisatalakuldsi hémérséklet alatt a kotddés két sebességi allanddval

jellemezhetd, fiiggetleniil a liposzoma Osszetételétol. Az elsd, gyors lépésben a porfirin

crer

crer

crer

A kotott porfirin liposzomaban, a lipid kettds rétegen beliili lokalizacigjat az egyes lipid
régiok fluoreszcens jelzésével és ESR spektroszkopiaval tanulmanyoztuk. Megallapitottuk,
hogy a gombszimmetrikus TP(2-OGIluOH)4P nem k&tédik egyik jelzett membran régidhoz sem.
A szimmetrikusan szubsztitualt planaris szerkezeti TP(4-OGIuOH)4P esetében feltételezhetjiik
annak a fejcsoportok kiilsd felszinéhez vald kotddését, a felszinnel kvazi parhuzamos
elhelyezkedését.

A liposzoémahoz kotott, aszimmetrikus szerkezet(i TP(4-OGIuOH)sP és TPF5(4-OGalOH)3P
ESR vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a TPF5(4-OGalOH)sP a szénhidrogén lanc
fejcsoportokhoz kozelebbi, felsé harmadaban helyezkedik el.

2. TMPyP kotédése DNS-hez

A négy pozitiv toltéssel rendelkez6 TMPyP kotddését szintetikus oligonukleotidokhoz
korabban sokrétiien vizsgaltak. Az oligonukleotid szekvenciajanak megfelelé megvalasztasa
révén egymastol elkiilonitve tanulmanyozhatd kotott formai az interkalalt és a kis drokhoz
kiviilrél kapcsolodo TMPyP. E formak spektroszkopiai jellemzdi, szerkezete ismertek.
Munkank soran a kotott formak kialakulasat természetes polinukleotidokon vizsgaltuk, kiilonos
tekintettel azok egymas mellett valé megjelenésére; a kotddést és a kotott formak megoszlasat
befolyasol6 tényezokre. Polinukleotidként a T7 bakteriofagbol izolalt, 40 kb hosszusagi kettés
szalo  DNS-t hasznaltuk, amely kisérleti koriilményeink kozott B-konformacioju,
bazisosszetételére a G-C és A-T bazisparok 50-50 %-os aranya jellemzo.
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2.1. A kotott formak azonositasa kimutatasa és mennyiségének meghatarozasa

A TMPyP abszorpcios spektrumait rogzitettiik a T7 bakteriofagbol izolalt DNS jelenlétében.
Az abszorpcids spektrumok Soret-savjat rogzitett feltételek mellett komponens spektrumokra

bontottuk fel. Meghataroztuk a komponens spektrumok paramétereit: a

vy

TMPyMPP

TMPCP

HyC- t -
-,

BMPCP

2. abra A dolgozatban vizsgadlt kationos porfirinek: 5,10,15,20-tetrakisz(1-metil-4-piridinio)porfirin (TMPyP),
5,10,15-trisz(1-metil-4-piridinio),20-monofenilporfirin (TMPyYMPP,) 5,10,15-trisz (1-metil-4-piridinio)20-mono-
(4-karboxifenil)porfirin (TMPCP) és 5,10-bisz(1-metil-4-piridinio)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin (BMPCP)

szerkezeti képlete

maximumokhoz tartoz6 hulldmhossz értékét és a savok szélességét. Az abszorpcids spektrumok

elemzése alapjan két kotott forma kialakulasa volt kimutathatd. Eredményeink szerint a

komponens spektrumok maximumhelyei megegyeznek a korabban az irodalomban az
interkalalt illetve k6tott formahoz rendelt spektrumok maximumhelyeivel. A TMPYP kotott

Molaris abszorbancia [M-'em]

>

w
m
3

n
m
o

1E5

Relativ koncentracio

T T T
430 450 470
Hulldimhossz [nm ] r

3. abra TMPyP szabad dllapotu (folytonos vonal), és T7 NP-hez kotott formainak (kiilsé ( - - -) és interkalalt
(~——)) rekonstrualt abszorpcids spektrumiai (A), és az egyes formdk (szabad (D), kiilsé kotott (o), interkalalt
(A)) megoszlasa a bazispar/porfirin molarany (v) fiiggvényében (B)
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formainak kialakuldsat bizonyitottuk floureszcencia lecsengési gorbéik és indukalt CD
spektrumaik elemzésével. Az interkaldlt forma kialakuldsat bizonyitottuk tovabba a DNS és
TMPyP kozott 1étrejovo energia transzfer kimutatasaval.

A kiilonbozd spektroszkopiai modszerekkel nyert eredmények Osszehasonlité elemzése
alapjan a kotott formékat az irodalomban korabban oligonukleotidokon kialakulo, egymastol
elkiiloniilten vizsgalt interkalalt és kiilsé kotott formaként azonositottuk.

Az abszorpcids spektrumok és fluoreszcencia élettartamok Osszehasonlitd elemzésével
meghataroztuk a két kotott forma molaris abszorbanciajat. A molaris abszorbancia ismeretében
az abszorpcids spektrumok komponens spektrumainak meghatarozasaval az egyes kotott
formdk  mennyisége tetszOleges  bazispar/porfirin  moélaranyoknal  kiszdmithato.
Megallapitottuk, hogy kis bazispar/porfirin aranyoknal a kiilsé kotés, a telitéshez kozelitd
bazispar/porfirin aranyoknal az interkalalt forma mennyisége dominal. A telitési érték koriil a
kotott TMPyP kozelitdleg 60 % interkalalt, 40% kiils6 kotott forma kialakitdsdban vesz részt.
A bazispar aranyanak tovabbi ndvelésével tovabbi atrendezddés tapasztalhatd a két kotott

allapot kozott az interkalalt forma iranyéba.
2.2. TMPyP kotott formainak megoszlasat befolyasolo tényezok

Tovabbi bizonyitékot szolgéltattunk TMPyP kotott formdinak korabban mar feltételezett
bazispreferencidjara vonatkozoan. Kimutattuk az két kotott forma ardnyanak eltolodasat a
bazisosszetétel fliggvényében. Magasabb G-C tartalom esetén az interkalacio, mig A-T talstly
esetén a kiils6 komplex a preferalt kotddési mod. A 72 % G-C bazispart tartalmazé M. luteus
DNS esetében az interkaldlt forma mennyisége mintegy masfélszeres a csirke vordsvérsejt
DNS-hez képest, ahol a G-C arany csak 32 %.

A DNS-ligandum kolcsonhatasokat a kdrnyezeti ionerdsség €s ionosszetétel, a kétértékii
ionok minemiisége €s koncentracioja ismerten befolyasolja. A varakozasnak megfeleléen az
ionerdsség novekedésével a csak egyértékii ionokat tartalmazo Tris-HCI pufferben, 67-395 mM
ionerdsség tartomanyban egyébként azonos koriilmények kozott, csokken az Gsszes kotott
porfirin mennyisége. A kotddés csokkenéshez az egyes kotésmodok nem azonos aranyban
jarulnak hozza. A DNS kis arok komplexek mennyisége szignifikdnsan nem valtozik a vizsgalt
ionerdsség tartomanyban; a kotott formadk mennyiségének csokkenése teljes egészében az
interkalacio csokkenéseébdl szarmazik.

Kimutattuk, hogy a kornyezet iondsszetétele, a kétértékii ionok jelenléte befolyasolhatja a
DNS-ligandum kolcsonhatast, a kotddés kialakulasanak lehetdségét. Azonos iondsszetétell
oldatokban a Ca?* és Mg?* nem befolyasolja szignifikdnsan sem a telitési bazispar/porfirin
aranyt, sem a kotott TMPyP kotési formak kozotti megoszlasat. Ugyanakkor a Ni2* és a Cu??

gatolja a TMPyP kotddését, azon beliil is az interkalalt forma kialakulésat.
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3. A két illetve harom pozitiv toltéssel rendelkez6 porfirin szarmazékok és peptid-
konjugatumaik kotoédése DNS-hez

A kationos porfirinek ¢és nukleinsavak kdlcsonhatdsdnak kutatdsdban az irodalomban
tobbnyire négy pozitiv toltést hordozoé porfirin szarmazékokat valasztottak. Ugyanakkor egyes
vizsgalatok alapjan azt a kérdést is fel kell tenniink, hogy a pozitiv toltések szama,
elhelyezkedése hogyan befolyasolja a porfirin-polinukleotid kolcsonhatast. A kérdés
megvalaszolasa érdekében kisérleteinkhez egy harom (TMPCP) illetve egy két pozitiv toltést
hordozé (BMPCP) porfirin szarmazékot valasztottunk. A pozitiv toltések mellett ezek a
szarmazékok egy (TMPCP) illetve két (BMPCP) negativ toltéssel is rendelkeznek
karboxilcsoportjaik révén. Ez alkalmassa teszi azokat peptid konjugdtumok szintézisére
(TMPCP-4P, BMPCP-4P; és TMPCP-AK), amelyek ijabb lehetéségeket nyithatnak a kationos
porfirinek alkalmazasaban.
spektrumai €s azok elemzése alapjan azt figyeltilk meg, hogy mind a TMPCP mind a BMPCP
kotodik a T7 bakteriofagbol izolalt DNS-hez. A TMPCP esetében két kotott format mutattunk
ki DNS jelenlétében, amelyeket az abszorpcios spektrumok felbontasaval nyert komponens
spektrumok, az indukalt CD spektrumok és a fluoreszcencia élettartamok alapjdn mint
interkalalt és kiilsé kotott format azonositottunk. Az interkalacio kialakulasat timasztotta ala
az energiatranszfer megléte a DNS és a TMPCP kozott. Az interkalalt és kiils6 kotott forman
kiviil mas kotott forma jelenlétét a spektroszkopiai eredmények nem tamasztottdk ala. A
BMPCP kotott formainak azonositasa a kotott forma(ak) kis mennyisége miatt bizonytalan. Az
energiatranszfer kimutatdsa és a spektrumkomponensek elemzése az interkalalt forma
jelenlétére utal.

Az a bazispar/porfirin arany, amelynél a szabad TMPCP mennyisége nullanak tekinthet6 és
a kotott allapotok mennyisége nem valtozik, haromszor akkora (~20), mint a TMPyP esetében.
A BMPCP esetében annyit allithatunk, hogy ez az érték > 50.

Megallapitottuk, hogy a kationos porfirinek tetrapeptid konjugatumaiban a két (BMPCP-
4P,) illetve harom (TMPCP-4P) pozitiv toltés megléte elégséges ahhoz, hogy a porfirin
szarmazek kotddjon a DNS-hez. A kotdédést bizonyitja a konjugatumok abszorpcids
spektrumanak valtozasa a bazispar koncentracié ndvekedésével, a fluoreszcencia €lettartamok
fluoreszcencia emisszids spektrumok megvaltozasa, az indukalt CD-jel megjelenés. A két
kotott forma kialakulasat bizonyitja az abszorpcios spektrumok komponens spektrumainak
szdma ¢€s azok goOrbe alatti terliletének valtozasa a bazispar koncentracid fiiggvényében, a
fluoreszcencia lecsengési gorbék komponenseinek szama és az azokbol meghatarozott
fluoreszcencia élettartamok értéke, az indukalt CD spektrumok szerkezete DNS jelenlétében.

A polilizin gerincli eldgazd lancu, porfirin egységein harom pozitiv toltést hordozo
konjugatum (TMPCP-AK) feltehetden sztérikus okokbol, csak kiilsd kotéssel kapcesolodik a
DNS-hez.
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A tetrapeptid konjugatumok (BMPCP-4P; és TMPCP-4P) a konjugalatlan porfirinhez
viszonyitott nagyobb kotddési hajlandosagat jelzi a kotott formak mennyiségének meredekebb
molaranyok.

A kotédési folyamat telitési bazispar/porfirin mélaranyara kiilonb6zé méddszerekkel kapott
eredmények némileg kiilonboznek egymastol, de a szarmazékokra vonatkozo eredmények
sorrendje minden esetben megegyezik: TMPYP ~ TMPCP-4P < TMPCP < BMPCP-4P; <
TMPCP-AK < <BMPCP. Lathatoan a sorrend kialakul4dsaban a szarmazék nett6 toltése és nem

mérete a meghatarozo.

4. A TMPyP kotédése nukleoprotein (NP) komplexhez. A kotott formak azonositasa

kimutatasa és mennyiségének meghatarozasa

A nukleoprotein komplexek és a kationos porfirinek kolcsonhatasanak kvantitativ leirdsara
nem talaltunk adatot az irodalomban, holott a természetben a DNS dont6en fehérjékkel alkotott
komplexeiben fordul el6. Ezért megkiséreltik a TMPyP és természetes nukleoprotein
komplexek, a T7 nukleoprotein valamint a HeLa sejtb6l izolalt nukleoszéma kozotti
kolcsonhatast kimutatni, a kialakulo kotéseket elemezni, kvalitativ és kvantitativ leirasat adni.
rogzitettik a TMPyP abszorpcids spektrumait. Az abszorpcios spektrumok Soret-savjat
rogzitett feltételek mellett komponens spektrumokra bontottuk fel. Meghataroztuk a
komponens spektrumok paramétereit: a maximumokhoz tartozd hullamhosszt és a savok
szélességét.

Az abszorpcios spektrumok felbontasdval nyert komponens spektrumok maximumhelyei
mindkét NP komplex esetében megegyeztek a korabban az irodalomban az
oligonukleotidokhoz val6 kapcsolddas elemzése soran azonositott, és sajat munkank soran a
DNS-hez valo kotddés elemzése sordn az interkalalt illetve kiilsd kotott formahoz rendelt
sepktrumok maximumhelyeivel. Ez utobbihoz képest eltérés mutatkozik a ,,vall” komponens
helyében ¢€s savszélességében. Ezek alapjan itt is két kotott forma kialakulasat feltételezhetjiik.
A kotott formakat az irodalombdl ismert interkalalt és kiilsd kotott formaként azonositottuk.

Tovabbi kotott formak megjelenését a spektroszkopiai eredmények nem tamasztottak ala,
ami a TMPyP szelektiv kotodésére mutat.

A TMPyP kotott formainak kialakulasat bizonyitottuk a floureszcencia élettartamok €s az
indukalt CD spektrumaik elemzésével. Az interkalalt forma kialakulasat bizonyitottuk tovabba
a nukleoprotein DNS alkotdja és TMPyP kozott 1étrejovo energia transzfer kimutatasaval.

Meghataroztuk a NP komplexekhez torténd kotddéskor kialakuld kotott formak mennyiségét
a bazispar/porfirin molarany fliggvényében. Megallapitottuk, hogy T7 bakteriofag esetében a
telitési érték koriil a kotott allapotok megoszlasa, hasonloan az izolalt DNS-hez valo kotodéskor
tapasztalthoz: ~60 % interkalalt, ~40% kiils6 kotott. Megallapitottuk, hogy kis bazispar/porfirin

aranyoknal a kiils6 kotés, a telitéshez kozelitd bazispar/porfirin aranyoknal az interkalalt forma
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mennyisége dominal. Ettdl eltér a nukleoszéma jelenlétében kialakuld kotott formak relativ
mennyisége. Itt a teljes bazispar/porfirin arany tartomanyban a kiilsé kotott forma dominal,
részesedése 55% amikor a bazispar/porfirin molardany 20. Ennél nagyobb relativ NP
koncentracional mar csak az interkalalt forma tovabbi kialakulasa lathato.

Az ionerbsség novekedésével minden esetben csokken az 6sszes kotott porfirin mennyisége.
Ez a csokkenés érinti mind az interkalalt, mind a kiils6 kétésben kapcsolodé TMPyP-t.

A TMPyP és NP kozotti kolcsdnhatés kialakulasat 1 mM Ca?* és Mg?* jelenléte — ahogy azt
az izolalt DNS-hez val6 kotddésnél is lattuk — nem befolyasolja. A Cu®*, Ni?* gatolja a TMPyP
kotddését, mint azt az izolalt DNS-nél is megfigyeltiik. A kotddés csokkenése elsdsorban az
interkalacié hattérbe szoritasanak eredménye.

Fenti eredményeinkkel bebizonyitottuk, hogy a T7 bakteriofag kapszid fehérjéinek illetve a
hiszton fehérjéknek a jelenléte nem akadalyozza a TMPyP DNS-hez val6 kotddését, de a telités
a két NP esetében megegyezden magasabb bazispar/porfirin aranyoknal kovetkezik be, mint
izolalt DNS-nél. Eredményeink szerint a TMPyP szelektiven kotddik a NP DNS-¢hez.

5. A két illetve harom pozitiv toltéssel rendelkezé porfirin szarmazékok és peptid-
konjugatumaik kotédése nukleoprotein komplexhez

A BMPCP ¢s a TMPCP-AK egyik altalunk hasznalt mddszer altal kimutathaté médon sem
1ép kolcsonhatasba a nukleoprotein komplexekkel.

A TMPCP, a TMPCP-4P és a BMPCP-4P; kotodését jelzik a NP jelenlétében kapott
abszorpcios spektrumok. A kotott formak azonositasara vonatkozdan az abszorpcids
spektrumok felbontdsa nem ad a korabbiakban latottakhoz hasonldéan egyértelmii, a tobbi
spektroszkopiai modszerrel egybehangzd eredményt, jelezve a modszer alkalmazésanak
korlatait.

A TMPCP ¢és TMPCP-4P fluoreszcencia lecsengési gorbéik két exponencialis komponenssel
illeszthetd, a kapott élettartamok jo egyezést mutatnak a két kotott formara, az interkalalt és
kiils6 kotésben résztvevé formakra jellemzo értékekkel. Az indukalt CD spektrumokban is
megjelennek a kotott formdakra jellemzd savok, és az interkaldlt formara jellemzd
energiatranszfer is kimutathatd6 mindkét esetben. Az abszorpcids spektrumok nem bizonyitjak
a kétféle kotott forma kialakuldsat. Ennek oka lehet, hogy a szabad és kiilsé kotott forma
megfeleld savjai nem kiilonithetdk el egymastol.

BMPCP-4P; esetében az abszorpcios spektrumok komponens spektrumai alapjan egyféle
kotott forma mutathato ki bizonyosan. A fluoreszcencia élettartam értéke és a CD spektrumok
alapjan is csak egyetlen kotott forma kialakulasat feltételezhetjiik, amely kiilsd kotott formaként
azonosithato.

Azonos bazispar/porfirin ardnyoknal minden esetben tobb a szabad porfirin szdrmazék
(TMPCP-re TMPCP-4P-re BMPCP-4P>) a rendszerben, ha a partnerszabad DNS helyett a NP.
Vagyis a NP-ben jelen 1évo6 fehérje kapszid illetve a hiszton fehérjék a BMPCP és TMPCP-AK
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kivételével, nem akadalyozzak meg, de gatoljadk a DNS-porfirin szdrmazék kozotti kapcsolat
kialakuldsat.
A telitési érték alapjan felallitott sorrendet: TMPyP>TMPCP>TMPCP-4P>>BMPCP-4P, a

NP-porfirin szarmazék esetében a netto toltés és a szarmazék mérete egyarant befolyasolja.
6. A porfirin szarmazékok kotodésének hatasa a DNS/NP termikus stabilitasara

A porfirin szarmazékok jelenlétének a kettds szali polinukleotid és a nukleoprotein
komplexek termikus stabilitdsara gyakorolt hatdsat abszorpcidés és CD olvadasi gorbék
felvételével elemeztiik.

A glikozilalt porfirinek, tekintet nélkiil a porfirinhez kapcsolt cukor komponens szamara és
szerkezetére, nem valtoztatjdk meg az izoldlt DNS lancszétvalasi hémérsékletét. Ez az
eredmény Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, amely szerint a glikozilalt porfirinek
fotofizikai jellemz6i sem valtoznak meg a DNS jelenlétében.

Minden altalunk vizsgalt kationos porfirin és azok peptid konjugatumai novelik az izolalt
DNS lancszétvalasi homérsékletét. A lancszétvalasi hdmérséklet eltolodasa még a BMPCP
esetében is megfigyelhetd, ami tovabbi kozvetett bizonyitéka az interkalalt forma
kialakuldsanak.

A lancszétvalasi homérséklet novekedése minden porfirin szarmazék esetében a
porfirin/bazispar ardny linearis fiiggvénye, ami az interkaldlt formak szerepét bizonyitja. Az
azonos porfirin/bazispar moélaranyhoz tartozd hdémérséklet eltolodas Gsszhangban van az
interkalacié korabban latott relativ valdszintiségével.

A T7 NP TMPyP és TMPCP jelenlétében rogzitett abszorpcids €s CD olvadasi gorbéiben a
fehérje kapszid €s DNS szerkezeti atalakuldsait vilagosan el lehet kiiloniteni. Eredményeink azt
mutatjadk, hogy a TMPyP és TMPCP kotddése csak a DNS lancszétvalasi homeérsékletét
valtoztatja meg, stabilizalja a DNS szerkezetet, ahogy azt az izolalt DNS esetében is lattuk, de

nem befolyasolja a fehérje kapszid stabilitasat. A DNS fazisatalakulasi hdmérséklete valtozik a

crer

crer

kiviil ezek az eredmények is bizonyitjdk a TMPyYP és TMPCP szelektiv kotddését a T7 NP
komplex DNS-¢hez.

A BMPCP — 6sszhangban a kotodés hianyat bizonyitd spektroszkopiai eredményekkel —nem
valtoztatja meg a NP komplexek fazisatalakuldsi paramétereit.

A nukleoszéma termikus szerkezeti atalakuldsdban nem kiiloniilnek el a DNS-t és a
hisztonokat érint6 1épések, de a fehérje és a DNS termikus atmenetei a CD olvadasi gorbék
segitségével mégis kiilon-kiilon vizsgalhatok. Eredményeink szerint a TMPyP jelenléte
destabilizdlja a nukleoszoma DNS szerkezetet, ami jol magyardzhatdo a kiilsé kotodés
dominanciajaval. Ugyancsak csokken a fehérjék fazisatalakulasi homérséklete. Ennek oka lehet
a DNS szerkezetének megvaltozésa és, mintegy masodlagos hatasként a DNS-fehérje kapcsolat

destabilizéacioja.
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Az abszorpcids olvadasi gorbék szerint a TMPCP-4P ¢s BMPCP-4P; is novelik a kapszidbeli
DNS termikus stabilitasat. A TMPCP-4P nem befolyasolja a fehérje kapszid fellazulasara
jellemzd homérsékletet sem. Ugyanakkor a T7 fag CD gorbéi azt mutatjak, hogy a tetrapeptid
konjugatumok , TMPCP-4P ¢és BMPCP-4P, koncentracidjukkal Osszefiiggd mértékben
csOkkentik a fehérje heliciasat. Igy, egy termikus stabilitast nem befolyasold tetrapeptid-fehérje
kolesonhatast nem zarhatunk ki.

7. Kationos porfirin szarmazékok sejtfelvétele, sejten beliili lokalizacéja

A kationos porfirin szarmazékok felhasznalasi lehetéségei ¢s hatdsmechanizmusuk
szempontjabol alapvetd kérdés, hogy a szarmazék képes-e bejutni illetve felhalmozodni
célsejtekben, illetve a sejtbe jutott szarmazék mely sejtalkotd(k)ban halmozodik fel.

Megallapitottuk, hogy aramlasi citometriaval a vizsgalt kationos porfirin szdrmazékok
mindegyike kimutathaté a HL-60 sejtekben. A porfirin pozitiv sejtek aranya minden esetben a
porfirin koncentracidé és az inkubacids id6 fliggvénye. Minden porfirin koncentracional és
minden inkubacids idétartam utdn a BMPCP-4P,-pozitiv sejtek ardnya volt a legnagyobb.

A tetrapeptid jelenléte a konjugdtumban nem egyértelmiien befolyasolja — a BMPCP-4P;
esetében noveli, a TMPCP-4P esetében csokkenti — a sejtfelvételt.

Konfokalis mikroszkoppal, kettds fluoreszcens jelzéssel késziilt felvételeinken a sejtmagot
jelold kromofor €s a kationos porfirin szarmazékok nem mutatnak kolokalizaciot. Habar ezek
a porfirin szarmazékok nagy affinitassal kotédnek izolalt DNS-hez illetve nukleoprotein
komplexhez, intracellularis kornyezetben mégsem mutathatok ki a nukledris DNS kozelében,
¢s nem halmozodnak fel a sejtmagban.

Kettds fluoreszcens jelzéssel késziilt felvételeken a kationos porfirin szarmazékok jelenléte
kimutathat6 a mitokondriumban és a lizoszomaban. A két pozitiv t6ltéstit BMPCP és tetrapeptid
konjugatuma a lizoszomaban, mig a harom pozitiv toltéstt TMPCP a mitokondriumban mutatott
markansabb felhalmozodast.

8. A porfirin szarmazékok genotoxicitiasa

Minden hatéanyaggal kapcsolatban alapvetd informacié a genetikai apparatusra gyakorolt
hatas, az alkalmazas genotoxicitasi kockazata. A genotoxicitas jellemzésének gyors, egyszert,
jol reprodukalhaté megkdzelitése a T7 bakteriofag, mint kromoszéma modell inaktivacidjanak
mérése. A kémiai agensek, igy a porfirin szdrmazékok kotddése a T7 bakteriofag
komponenseihez a virus funkciondlis sériilését okozhatjak, azaz a kdlcsonhatas a bakteriofag
fert6zOképességének elvesztését eredményezheti. A genotoxikus hatékonyséagra jellemzd érték
a genotoxicitasi index (MI).

A szimmetrikusan szubsztitualt neutralis tetrafenil-porfirin szarmazékoknak sotétben nincs
faginaktivalo hatasa még 50 uM koncentracioban sem. Ez az eredmény Osszhangban van a
kotddési vizsgalatok eredményével.

Az aszimmetrikusan szubsztitualt tetrafenil-porfirin szarmazékok sotétben is kismértékben
genotoxikusnak bizonyultak.

21



dc_1086_15

A kationos porfirinek MI értékei kovetik kotddési hajlandosaguk sorrendjét. A kotddés
szerepét bizonyitja az is, hogy a porfirin/bazispar értéket ndvelve a faginaktivacié mértéke nd,

kinetikéja pedig egy-talalatos jellegii a telitési koncentracio eléréséig.
9. A porfirin szarmazékok viralis fototoxicitasanak jellemzése

A porfirin szarmazékok orvosi/bioldgiai alkalmazasi lehetdségeinek alapja a fotodinamikus
reakcio. A keletkezd reaktiv termékek, szabadgyokok illetve szingulett oxigén a sejtekben
illetve mikroorganizmusokba destrukcios folyamatokat inditanak el, amelyek aztan a sejtek
illetve virusok pusztulasahoz vezethetnek.

Teszteltiik és 0sszehasonlitottuk az egyes szdrmazékok fototoxicitasat T7 bakteriofagon,
mint a peplonnal nem rendelkezd patogén virusok modelljén. A bakteriofdggal szemben
mutatott fototoxicitast az inaktivacios hataskeresztmetszettel jellemeztiik.

Megallapitottuk, hogy habar eltéré mértékben, de besugarzas hatdsara minden vizsgalt
porfirin szarmazék csokkentette az aktiv fagok szamat. A harom illetve négy toltéssel
rendelkezé kationos porfirinek bizonyultak a leghatékonyabbnak a fotodinamikus
virusinaktivacioban. A TMPyP-vel szenzibilizat fotodinamikus reakci6 a viruspartikulumok
szamat mintegy nyolc nagysagrenddel képes csokkenteni, ami klinikai szempontbol is
figyelemre érdemes. Az inaktivacids hataskeresztmetszetek alapjan a kovetkezd sorrend
allithato  fel: TMPyP>TMPCP>BMPCP>TPF5(4-OGalOH)sP> BMPCP-4P,>TMPCP-
4P>TP(4-OgluOH)4P>TP(4-OgluOH)zP.

9.1. A fotoreakcio mechanizmusa

A virusinaktivaciot eredményezheti mind az I mind a II tipusu fotokémiai reakcid ezért
elemeztiik a szabad gyokok illetve a szingulett oxigén szerepét a fotoszenzibilizalt
virusinaktivacioban. Jodometrias titralassal vizsgaltuk a porfirin szarmazékok relativ szingulett
oxigén termelési hatékonysagat. Ennek alapjan a dolgozatban vizsgalt valamennyi szdrmazék
alkalmas lehet fotodinamikus reakciokban vald alkalmazasra. A kationos porfirinek
hatékonyabbnak bizonyultak, mint a glikozilalt szarmazékok. A glikozilalt porfirinek
hatékonysagat csokkentheti fotodegradacidjuk, aminek egyik oka abban keresendd, hogy a
fotodegradacié kiilondsen, de nem kizardlagosan, érintheti a porfirinek aggregatumait. A
tetrapeptid oldallancok kapcsolasa a TMPCP-hez illetve BMPCP-hez ugyancsak szignifikansan
csokkenti azok szingulett oxigén termelési hatékonysagat.

A relativ szingulett oxigén termelési hatékonysagot mutatd gorbék kezdeti meredeksége,
azok sorrendje alatdmasztja a szarmazékok virusianktivacids hatdskeresztmetszetének
kiilonb6zdségét.

Az 1 és Il tipusu fotokémiai reakcio relativ szerepét vizsgalva a virusinaktivacios kisérleteket
elvégeztik az egyes reaktiv termékekkel szelektiven kdlcsonhatdsba 1€pd scavengerek
jelenlétében is. Megallapitottuk, hogy mind a szingulett oxigént mind a szabad gyokdket kiolto
scavenger jelenléte csokkenti a virusinaktivacio hataskeresztmetszetét, de egyik estben sem
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kapunk 0 értéket. Vagyis mind a szingulett oxigén, mind a szabad gyokok jelenléte hozzajarul
a bakteriofag fert6zoképességének elvesztéséhez. Hatasuk nem additiv, egyiittes jelenlétiik
fokozza a fotoszenzibilizacié hatékonysagat. A két folyamat relativ hozzajarulasa a fototoxikus
hatashoz az egyes porfirin szarmazékok esetében kiilonbozo lehet.
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4. abra (A) A TMPyP-vel szenzibilizalt T7 bakteriofag inaktivacios hatdaskeresztmetszete (1) a bazispar/porfirin

mérési sorozatok pontjaira két szakaszban (r >9 és r <9) illesztettiink regresszios egyenest. (B) A TMPyP-vel
szenzibilizalt T7 bakteriofdag inaktivacios keresztmetszete (o) a porfirin koncentrdcio fiiggvényében r=9 (+) és
r=4 (x) bazispar/molaranyii oldatok sorozatiban (Tris-HCI puffer, pH7,4).

A kationos porfirinek — kiilondsen TMPyP — kiemelkedd virusinaktivalod hatékonysagaval
kapcsolatban joggal meriil fel a kérdés, hogy ez a DNS-hez val6 kotddésiiknek kdszonhetd-e.
Ezért megvizsgdltuk a T7 fag kationos porfirinekkel szembeni inaktivacios
hataskeresztmetszetét olyan bazispar/porfirin ardnyok mellett, hogy azok egy tartomanyaban
csak kotott, mas tartomanyaban pedig kotott és szabad porfirin is legyen a rendszerben.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a nem kotott porfirin megjelenése jelentésen noveli 6
értékét, tovabba a szabad porfirin koncentracidjanak ndvelésével az inaktivacids
hataskeresztmetszet is meredeken n6. A DNS-hez nem kotott porfirin szignifikdnsan nagyobb
hatékonysagu a virusinaktivacié szempontjabol, mint a kotott forma. Megallapithato, hogy a
porfirin szarmazék kotédése a DNS-hez nem eldfeltétele a fotodinamikus virusinaktivalo hatas

megjelenésének.

9.2. A fotoreakcio tamadaspontja

A kationos porfirinek altal indukalt fotoreakcid hatasara a bakteriofagban a fehérje és DNS
termikus stabilitasa is megvaltozik. Ez, valamint a fagrészecske elektroforetikus mobilitasanak
megvaltozasa arra mutat, hogy a fotokémiai sériilések mind a fehérje szerkezetét, a fehérje-
DNS kolcsonhatast, mind a DNS szerkezetét modositjak. Polimeraz lancreakcid és
gélelektroforézis felhasznalasaval kimutattuk, hogy lanctorések johetnek létre a DNS-ben,
valamint keresztktések alakulhatnak ki a DNS és fehérje rész kozott.
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Az inaktivacio soran karosodik a fag DNS-komponense, keresztkotések alakulnak ki a DNS
¢s a kapszid kozott, valamint megfigyelhetd a fag szerkezetének dezorganizalodasa is, ami a
fehérje komponens izolalt sériilésére utal.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a DNS-hez nem ko6t6dé glikozilalt porfirin szarmazék
jelenléte és besugarzas egyiittes hatasa a bakteriofag kapszidjanak stabilitasat csokkenti, de a
kapszidon beliil elhelyezkedd DNS-t a fotoreakcié nem érinti. Elmondhatjuk tehat, hogy a
fehérjeburok jelenléte a fag DNS-t megovja a fag kornyezetében keletkez6 reaktiv gyokok altal
keltett sériilésektol.

A kationos porfirin altal indukalt fotoreakcié destabilizalja mind a DNS, mind a kapszid
szerkezetét. Mindkét hatds megfigyelhetd volt akkor is, ha csak DNS-hez kotott porfirin volt
jelen a rendszerben, és akkor is, amikor az el6bbiek mellett, a kotéhelyek betoltésén feliil,
szabad porfirin is megjelent a rendszerben.

A fag inaktivacidjaban tehat a fehérje €s a nukleinsav sériilése egyarant szerepet jatszik.
Megallapithatd, hogy bar a kationos porfirin szelektiven kotddik a fag nukleinsav részéhez, a
szerkezeti valtozasok lokalizacioja nem korlatozodik a DNS-re.

A nukleoszomaban, a fag nukleoproteinhez hasonl6an a kationos porfirinek altal indukalt
fotokémiai reakciok érintették mind a fehérje, mind a DNS szerkezetét. S6t, azonos porfirin
koncentracé mellett az olvadéasi gorbék paramétereinek eltolodéasa kifejezetteb volt. Ez a
nukleoprotein komplexek eltéré szerkezetén tal magyarazhatdo a kotott formak relativ
mennyiségének kiilonbozdségével is. Az interkaldlt forma hipokromicitasa nagyobb, mint a
kisarokba kotott porfiriné, igy a kiils6é kotés dominanciaja azonos mennyiségli kotott porfirin
esetén nagyobb abszorbanciat jelent.

Az eredmények gyakorlati jelentosége

A porfirin szarmazékok legfontosabb biomedicinalis alkalmazasa a fotodinamikus terapia.
A mar ismert €s eredményesen alkalmazott, torzskonyvezett szarmazékok mellett folyamatos
intenziv kutatas folyik az eljaras hatékonysagat €s specificitasat ndveld szarmazékok
felderitése érdekében.

A glikozilalt porfirin szarmazékok lokalizaciojara vonatkoz6 eredményeink ramutattak arra,
hogy az aszimmetrikus térszerkezet és amfifil karakter elénydsen befolyasolja a sejtmembranon
beliili elhelyezkedést. Ezt figyelembe véve tovabbi glikozilalt konjugatumok tervezése és
szintézise valosult mag. Ezek hatékonysagat a malignus sejtek nekrozisdban in vitro és in vivo
kisérletek is bizonyitottak.

A fotodinamikus reakcid hatdsanak szelektivitasat részben biztositja a megvilagitdo fény
iranyitott alkalmazasa. Tovabb novelhetd a szelektiv hatds a fényérzékenyitd aktivitasanak
modositasaval. Kimutattuk, hogy a TMPyP fotofizikai paraméterei, fotobiologiai hatékonysaga
jelentdsen modosul DNS-hez valo kotddéskor. Ezzel a fényérzékenyitd lokalis

deaktivalasa/aktivalasa érhet6 el.
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A virusfertézések lekiizdése és terjedésének megakadalyozasa folyamatos kihivast jelent az
orvostudomany szamara. A fotodinamikus virusinaktivacié mar eddig is szerepelt a sikerrel
alkalmazott modszerek sordban. A glikozilalt, de kiilondsen a kationos porfirin szarmazékok
hatékony fényérzékenyitéknek bizonyultak a peplon nélkiili modell virus inaktivaciojaban. Ez
jelentds eldrelépés a peplon nélkiili patogén virusok elleni fellépésben. Az inaktivacio
hatasmechanizmusaval kapcsolatos eredményeink hozzajarulhatnak a PDI hatékonysaganak
noveléséhez, a vérkészitmények és viztartalékok fertdtlenitésében mar alkalmazott eljarasok
fejlesztéséhez.

Eredményeink hozzéjarultak a porfirin-DNS komplexeket tartalmazéd nanorészecskék
tervezéséhez és gyakorlati felhasznalasanak kidolgozasahoz is. A TMPyP és 3,3-dietil-2,2'-
tiatrikarbocianin jodid hatékony FRET donor-akceptor part képezhet. Az ehhez sziikséges
megfeleld térbeli elhelyezkedésiiket a DNS lanc biztosithatja, amihez mindkét vegytilet
interkalaciéval kapcsolodhat. Az igy kialakuld struktira igéretes kiindulasa lehet
nanorészecskék tervezésének. A porfirin szarmazék DNS-hez kapcsolodasa révén megjelend

indukalt kiralitasa alapot adhat kiralitas felismerd nanostruktarak tervezéséhez, eldallitdsdhoz.
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