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Roviditések jegyzéke
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DPH
DMPC
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HpD
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HSV
LDL
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7-doxil-sztearinsav
12-doxil-sztearinsav

8-anilino-1-naftalinszulfonsav

age related macular degeneration (idéskori makuladegeneracio)
5,10-bisz(1-metil-4-piridinio)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin

NH2-Lys[Lys(Ala-D-Ala-Ala-BMPCP-Ala-D-Ala-Ala)]-
CONH2

benzoporphyrin derivative (benzoporfirin szarmazék)
cell penetrating peptides (sejtpenetrald peptidek)
1,6-difenil-1,3,5-hexatrién
1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin
1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfatidilglicerol
1,3-dimetil-2-tiourea

deuteroporfirin 1X

1,3-difenil-izobenzofuran
1,2-dipalmitoil-sn-glycero-3-foszfatidilkolin
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin

differential scanning calorimetry
3,3"-dietil-2,2'-tiatrikarbocianin jodid
etilén-diamin-tetraecetsav

elektron spin rezonancia spektroszkopia

fetal calf serum (fotalis borjuszérum)
4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav

Human Immunodeficiency Virus (human immundeficiencia
virus)

hematoporfirin

hematoporphyrin derivative (hematoporfirin szérmazék)
HEPES puffer —- RPMI médium

herpes simplex virus

low density lipoprotein (alacsony stirtiségili lipoprotein)
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PS
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PDI
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PDT
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SDS

SFV
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TP(4-OGIuOH)4P
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Tris

methylene blue (metilénkék)
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mezoporfirin 1X dihidroklorid

nuclear localization sequence (sejtmagban lokalizal6do
szekvencia)

nukleoprotein komplex

photosensititer (fényérzékenyitd)

polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)
polypoidal choroidal vasculopathy érhartya vaszkulopatia)
photodynamic inactivation (fotodinamikus inaktivacio)
photodynamic reaction (fotodinamikus reakcio)
photodynamic therapy (fotodinamikus terapia)
protoporfirin IX

quantum dot

Roswell Park Memorial Institute médium
natrium-dodecil-szulfat

Semiliki Forest virus

small unilamellar vesicles (kis unilamellaris liposzoma)
Simian virus

Tris-acetate-EDTA
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5,10,15-trisz (1-metil-4-piridinio)20-mono-(4-
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5,10,15-trisz(4-p-D-gliikozil-fenil),20-fenilporfirin
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tris-(hidroximetil)-aminometan
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VEGF vascular endothelial growth factor (vaszkularis endotelialis
novekedési faktor)

VSV Vesicularis Stomatitis virus
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1. Bevezetés

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

A porfirinek gyakorlati felhasznalasanak szamos lehetdsége ismert. Igy szerepiik lehet
fémionok kolorimetrias analizisében [1], amfifil aggregatumaik révén szupramolekularis
szerkezetek részeként kémiai/bioldgiai szenzorok mitkodésében [2], a félvezeté technikaban
QD-porphyrin  nanorészecskék alkotoiként [3] vagy mesterséges metalloproteinek
tervezésében. Ez utdbbi esetben Fe-porfirinnel komplexet alkotd de novo helikalis scaffoldok
beépithetdk biologiai membranokba, ahol elektron transzfer folyamatok potencialis szerepldi
lehetnek [4,5].

Az orvostudomanyban az utobbi évtizedekben a porfirinek fotodinamikus terapidban (PDT)
betoltott szerepe kapta a legnagyobb figyelmet [6]. Ennek alapja, hogy megvilagitas hatasara a
fényérzékenyitd kozremiikodésével reaktiv oxidald dgensek — szingulett oxigén és/vagy szabad
gyokok — keletkeznek, amelyek jelenléte sejtdestrukcidhoz, nekrozishoz illetve apoptdzishoz
vezethet. Alkalmazéasanak elsddleges teriilete a daganatos sejtek eltavolitasa. Tobb porfirin
szarmazeéknak a tumorterapia szempontjabol elényds tulajdonsdga, hogy a tumorszdvetben
mutatott retencids idejiik hosszabb, mint a kornyezd szdvetekben, valamint a jelentds
abszorpcids képesség vOrds tartomanyban, ahol a lathatdo fény behatolasi mélysége a
legnagyobb.

A tumorterapia mellett latunk klinikai példdkat a fotodinamikus reakcido (PDR)
felhasznalasara az idoskori makula degeneracio kezelésében [7], atheroscleroticus plakkok
eltavolitasaban [8,9] vagy nem malignus bdrgyogyaszati korképek terapiajaban [10,11].
Ugyancsak a fotodinamikus reakcio destruktiv hatasan alapul annak antimikrobialis
alkalmazasa [12,13].

A fotodinamikus reakcio barmely felhasznalasarol is legyen sz, annak hatékonysagat
kritikusan befolyéasolja a fényérzékenyitd sejten beliili lokalizacidja. Ennek elsddleges oka az,

hogy a szabad gyokok, de kiilondsen a szingulett oxigén hatdtavolsaga szuszpenziokban olyan
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rovid (D=1.4x10°cm? s, 1= 3-25 ps) [14,15,16] hogy hatésa elsédlegesen a fényérzékenyitd
kornyezetében varhatdo. A porfirinek ¢és rokon vegylileteik kotddhetnek a membran
struktarakhoz, fehérjékhez és nukleinsavakhoz [17]. Ismert, hogy az elsG generacios
fényérzékenyitdk elsddlegesen a sejtmembranban lokalizadlodnak, illetve a véraramban
kotédnek a lipoproteinekhez illetve kisebb mértékben albuminhoz [18]. A masodik generacios
fényérzékenyitok szadmossaga ¢és nagy szerkezeti variabilitasa ennek a kérdésnek sokkal
részletesebb, arnyaltabb tanulmanyozasat tette sziikségessé. Ebbe a munkaba kapcsolodott be

kutatdcsoportunk az 1990-es években.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Porfirin tipusu fényérzékenyit6k szerkezete, jellemzése és felhasznalasa

Az alabbiakban a fotodinamikus alkalmazasok szempontjabol fontos fobb porfirin
szarmazékokat mutatom be.

A fényérzékenyités modern kori kutatasa a XX. szazad elején kezdédott von Tappeiner [19]
Oskar Raab megfigyeléseire [20] alapulo munkassagaval. Von Tappeiner eozinnal kezelt
lapham carcinoma sejteket vilagitott meg lathaté fénnyel, és kimutatta, hogy az igy kivaltott
fotokémiai reakcid a sejtek pusztulasdhoz vezetett [21]. Kovet6i szamos potencialis
szenzibilizalo vegyiilet, kozottiik porfirin szarmazékok hatékonysagat tesztelték kiilonbozo
sejtvonalakon, és kiilonbdzo szervezodési szintli organizmusokon. (A porfirin vaz szerkezetét
az 1. abra mutatja.) Meyer-Betz 1913-ban [22] hematoporfirin (2. abra) tartalma készitményt
injektalt sajat szervezetébe, amely mindaddig nem valtott ki semmiféle érzékelhetd hatést, amig
boérét napfény nem érte. Fény hatasara azonban elhuzodo fototoxitasra mutatd elvaltozasok,
kivorosodés, extrém 6démasodas jelent meg. Habar ezen kutatasok eredményeként a porfirinek
fototoxicitasanak alapjai mar ismertek voltak, a médszer sejtinaktivacioban, kitlintetetten pedig

tumorsejtek elpusztitdsaban vald felhasznalasa tobb évtizedet varatott magara.

1. dbra A porfinvadz szerkezete

Lipson az 1960-as években [23] szisztematikusan vizsgalta a hematoporfirin és mas porfirin
szarmazékok, igy uroporfirin és protoporfirin szelektiv felhalmozodasat inplantalt tumorokban.
Eredményei felhasznéalasaval sikeresen probalkozott emlérak metasztazisok kezelésével, ami
mérfoldkovet jelentett a fényérzékenyitd hatdanyag és fény kombinalt alkalmazéisa, azaz a

fotodinamikus terapia kidolgozasaban.
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2. abra. A hematoporfirin (A) és a hematoporfirin szarmazékok dimerjeiben megjelend
szerkezetek (B)

A fotodinamikus hatas alapja a porfirinek gerjesztése nyoman lejatszodo elektron- vagy
energiatranszfer (3. abra). A keletkezd reaktiv gyokok ¢€s szingulett oxigén sejtdestrukcidhoz

vezetd oxidacios folyamatokat inditanak el [24-26].
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3. abra. Tipikus fényérzékenyité Jablonski diagramja

A kiterjedt klinikai vizsgalatok, kiemelten Dougherty kutatasai [27-30] az 1970-es években
kezdddtek és vezettek a Photofrin® készitmény [31] kifejlesztéséhez, amelyet a mai napig is
hasznalnak a klinikumban. A Photofrin® hematoporfirin monomer, dimerek és nem
meghatarozott lanchosszisagli oligomerek keveréke, amelyekben a fotokémiai hatés

feltehet6en a dimer formanak koszonhetd (2. abra).
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4. abra. A porfirin (A), klorin (B) és bakterioklorin (C) szerkezete és tipikus abszorpcids
spektruma. Porfirin: folytonos vonal; klorin: szaggatott vonal; bakterioklorin: pontozott
vonal. 4 nyilak a molekulaszerkezetben valo kiilonbségekre mutatnak.

A Photofrin® j6 fényérzékenyitd tulajdonsagu, fototoxicitdsa szisztémas alkalmazas esetén
is megfeleld, szelektiv felhalmozodasa pedig lehetdséget adott szelektiven a tumort érintd
fotoszenzibilizaciora. Fluoreszcens tulajdonsaganak koszonhetden felhasznalhatd attétek,
recidivak lokalizacidjanak meghatarozasara is. Ezek mellett azonban a hematoporfirin alapt
készitmény tobb kedvezétlen tulajdonsaggal is rendelkezik. fgy a bérben vald retencioja
elhtizodo, akar tobb hetes fényérzékenységet is okozhat; hidrofobicitdsa miatt aggregaciora
hajlamos; az abszorpcids spektrum leghosszabb hullamhosszu tartomanyaban a sav
maximumanak molaris abszorpcios allandoja kicsi. A jelzett sav hullamhossz tartomanya (felsé
hatara kb. 630 nm), tekintettel a fény behatoldsi karakterisztikdjara, nem mondhato

optimalisnak. Mindezek a hatranyok vezettek tovabbi fényérzékenyiték, az u.n. masodik

10
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generacios” készitmények tervezéséhez, eldallitasahoz és az azokkal kapcsolatos kutatasokhoz.

(1. tablazat).

1. tablazat Masodik generacios fotoszenzibilizalok és a Photofrin® ésszehasonlitasa
[32,111,112]

Vegyiilet Vérés absz. sav (nm) ez (MLem?)  1Oz-kvantumhatasfok (kézeg)
] 0,11 (viz, pH 7,4)
Photofrin 630 3500-4000
0,23 (liposzéma)
Klorin 680-700 40 000 0,54 — 0,65 (benzol)
Bakterioklorin 780-800 150 000 0,20 (metanol)
Benzoporfirin 680-720 43 900 0,77 (benzol)
o 0,17 — 0,50 (viz, pH 7,0)
Ftalocianin 680-720 200 000
0,70 (liposzéma)
Naftalocianin 780-820 350 000 0,19 (benzol)

A tumorterapiaban a kezdeti tapasztalatok alapjan a fotoszenzibilizaloszer (PS) kovetkezo
tulajdonsagai mondhatok a legfontosabbnak, természetesen a megfeleld fotofizikai elényok
megtartasa mellett: 1) szelektiv felhalmozodas a tumorszovetben; 2) gyors eliminacio a
szervezetbdl, kiilonos tekintettel a borre; 3) (@ hematoporfirinhez képest) jo vizoldékonysag; 4)
elhanyagolhat6 sotét-toxicitas; 5) az abszorpcios sav voros eltolodasa és 6) nagy abszorpcios
koefficiens a legnagyobb behatolasi mélységgel rendelkezé vords tartomanyban [32].
Kiilondsen az utolsd két szempont figyelembe vételével mondhatjuk sikeresnek a klorinok
illetve bakterioklorinok vizsgéalatat. A tetra-pirrol rendszerben a kettds kotések szdmanak
megvaltozéasa szdmottevden valtoztathatja az abszorpcios spektrum szerkezetét, ahogy azt a 4.
abran bemutatott példak is szemléltetik. A klorinok (2,3-dihidroporfirinek) egy kettds kotes
Qy sav voros eltolodasahoz és amplitidojanak novekedéséhez vezet. A bakterioklorin a két
egymassal szemkozti pirrol gytirt telitésével nyerhetd, ami tovabb erdsiti az el6zdkben leirt

hatast.

11
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5. abra. 5,10,15,20-tetrakis(3-hidroxifenil)klorin (m-THPC)szerkezete

A klorin szarmazékok koziil a 5,10,15,20-tetrakis(3-hidroxifenil)klorin (m-THPC) (5. abra)
masnéven Foscan® bizonyult kiilondsen hatékonynak [33] — a Photofrin® készitménynél
becslések szerint a fotodinamikus do6zis (hatéanyag dozis*fény dozis) 6sszehasonlitadsaban 100-

szor hatékonyabb —, és lett sikeres hatdanyag a klinikumban.
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6. abra. A benzoporfirin (A) és a ftalocianin (B) szerkezete és tipikus abszorpcios spektruma

A porfirin szerkezetben a kettds kotések telitése mellett egy masik lehetséges megkozelités
az abszorpcids spektrum sziikséges modositdsdra az oldallancok modositasa, illetve a
delokalizalt szerkezet Kkiterjesztése tovabbi aromas gylrik beépitésével. Az elébbire a
benzoporfirinek, utobbira a ftalocianinok emlitheték példaként (6. abra). A Visudyne®-ként
ismertté valt hatdéanyag bezoporfirin (6. dbra) szdrmazék (BPD), méasnéven verteporfin, ami egy

A=690 nm-nél gerjeszthetd, stabil, egy komponensi készitmény, ami rdaadasul 24 o6ra alatt

12



dc_1086_15

teljesen kiiiril a szervezetbdl. A verteporfint nagy sikerrel alkalmazzdk az iddskori
makuladegeneracio (AMD) [34] és a polipoidal choroidal vasculopatia (PCV) [35] kezelésében.
A ftalocianinok (6. abra), de kiilonosen azok fémkomplexei is igéretes masodik generacios
fényérzékenyité vegyiiletekként jelentek meg a kinalatban [36]. JelentOs szerepiik utobb nem
els6sorban a PDT-ben mutatkozott. Elonyiik az oldallancok szubsztiticidja révén kialakithatod
szerkezetek sokfélesége [37,38].

A masodik generacios fényérzékenyitok kozos elonyos tulajdonsaga, hogy a) fényelnyelési
képességlik a hematoporfirinénal sokkal kedvezébb abban a hullamhossz tartomanyban, ahol a
fény behatolasi mélysége a legnagyobb; b) szingulett oxigéntermelési hatdsfokuk magas;
tovabba c) beldliik stabil, homogén Osszetételii készitmények allithatok eld. Egyes szarmazékok
hatranya ugyanakkor erésen hidrofob karakteriik, ami kedvez6tlen lehet a célsejthez valo eljutés
folyamatéban, eldsegitheti a hatékonysagot csokkentd aggregaciot és az is kérdéses, hogy a
kémiai szerkezet megfelelden befolydsolja-e sejten beliili lokalizacidjukat.

A fent targyalt tulajdonsagokon til a porfirin toltése is szerepet jatszhat a daganat sejtekkel
vald kdlcsonhatasban. Kiilonboz6 megkozelitések okan, de mind pozitiv mind negativ toltést
hordoz6 szarmazékok kiprobalasra keriiltek fotoinaktivacids folyamatokban. A toltéssel

rendelkezd szarmazékok egy-egy példdjat mutatja a 7. abra.

7. abra. A mezo-tetrakisz-piridil-porfirin (4) és mezo-tetra-(szulfonaftofenil)-porfirin (B)

szerkezete

A pozitiv toltést hordozo porfirin szdrmazékok és analdgok fotodinamikus hatasanak
vizsgalatat tobb koriilmény is indokolta.

(1) Az 1970-es évek ota ismert, hogy kationos porfirinek nukleinsavakhoz kotédhetnek
(részleteket 1asd késObb). Ennek alapjan feltételezhetd volt, hogy ezek a vegyiiletek a sejteken
beliil a nukleinsavak kornyezetében fognak felhalmozodni, s igy fotokémiai sériiléseket hoznak

létre a mitokondridlis illetve nuklearis DNS-ben. Ugyancsak a nukleinsavhoz valé kotédés
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alapjan lehetett feltételezni, hogy virusok nukleinsav alkotéihoz kapcsolédva Ilehetnek
hatékony antivirdlis agensek. Ez utobbi jelenségnek tobbek kozott a vérkészitmények
sterilizilasaban lehet szerepe [39]. A membranburokkal rendelkezé virusok inaktivaciojaban az
elsésorban membranban lokalizalodo fényérzékenyitéket is sikerrel alkalmazzak [13,40-42], de
a burok nélkiili virusok fotodinamikus tton torténd inaktivacidja nem megoldott, S ezen a
teriileten a kationos porfirinek 0 lehetéséget kinalnak.

(2) A kationos porfirinek elénye lehet a fotodinamikus daganatterapiaban, hogy a
tumorsejtek felszinének toltésviszonyai miatt feltehetéen a pozitiv toltésti hatdoanyagok
nagyobb affinitast, esetleg szelektiv felhalmozddast mutathatnak ezekben a sejtekben [43-45].

(3) A mikroorganizmusok egyre nvekvo antibiotikum-rezisztenciaja miatt egyre nagyobb
érdekl6dés mutatkozik mas, potencialis antibakterialis eljarasok, igy a fotodinamikus reakciok
felhasznalasa irant [46]. A Gram-pozitiv baktériumok inaktivaciojaban szamos elsé- illetve
masodik generacios fényérzékenyit6 hatékonynak bizonyult [47,48,49]. Ugyanakkor a Gram-
negativ baktériumokkal szemben ezek hatastalanok voltak [50]. A Gram-negativ baktérium fal
szerkezete indokolta [51] a kationos porfirinek kiprobalasat, s ezek a probalkozasok
eredményesnek is bizonyultak [52,53].

Munkank kiemelkedo6 részét képezi a pozitiv toltési porfirinek és nukleinsavak illetve
nukleoprotein komplexek kolcsonhatasanak elemzése. Az ezzel kapcsolatos irodalmi
ismeretek részletes attekintésére a 2.3. fejezetben térek Kki.

A negativ toltésii porfirin illetve ftalocianin szarmazékok nem valtak jelentdssé a
fotodinamikus eljarasokban. A Mezo-tetra-(4-szulfonatofenil)-porfirin [54] el6nye, hogy
vizoldékony és kitiiné szingulett oxigén termelési kvantumhatasfokkal rendelkezik [55], ami
megfelelé lehetne a PDT szempontjabol. Ugyanakkor a vegyiilet konnyen protonalddik, a
protonalt forma pedig aggregalddik, ami a spektralis tulajdonsagok drasztikus megvaltozasat
okozza [56], és ezért fototoxikus aktivitasa csekély. Ennek ellenére jelentdségiik nem
elhanyagolhatd. Nem fototoxikus agensként makromolekuldkhoz torténd kotddésiik révén
felbukkannak tumorellenes vagy egyéb terapias eljarasokban [57,58].

Az elmult évtizedekben szdmos torekvés iranyult arra, hogy a mar ismert szerkezetli porfirin
tipusu fényérzékenyiték hatékonysagat fokozzak oldhatdésaguk novelése, aggregacios
hajlandosaguk csokkentése, szelektiv felhalmozodasuk fokozédsa illetve sejten beliili
lokalizaci6juk modositasa révén. Az erre irdnyuld stratégiak koziil kiilonds figyelmet érdemel

a kiilonbozd fényérzékenyitd konjugatumok tervezése, szintézise.
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Biotin kapcsolésa ftalocianinhoz példaul eldsegiti az amfifil karakter kialakulasat és fokozza
a sejtbeni felhalmozodasat [59]. Hasonlé megfontolasok is tdmogattak az aszimmetrikus
szerkezet kialakitasat lehet6vé tevd, a hidrofob/hidrofil karakter finom szabalyozasara
alkalmas, ¢€s igy a vizoldékonysag fokozasat biztositdé mezo-szubsztitualt porfirin szarmazékok
tervezését, szintézisét és fotobiologiai folyamatokban torténé vizsgalatat [60-62]. A mezo-
szubsztitualt porfirinek kozott az utdbbi évtizedekben jelentds szerepet kaptak a mono- és
diszacharid konjugatumok, amelyekben a planaris szerkezetii tetrafenil-porfirin fenil
csoportjahoz kapcsolddik a szénhidrat részlet. Ezekben a vegyiiletekben a sejten beliili
lokalizaci6  szempontjabol — kritikus [63,64] méret, elektrondenzitas, térszerkezet,
hidrofob/hidrofil karakter hangolhatd a szacharid partner szerkezetének, méretének, a
szubsztituensek orto- vagy para- poziciojanak, illetve a fenil csoportok egyéb
szubsztituenseinek (pl. penta-fluorofenil csoport) megvalasztasaval. A szénhidrat részlet
jelenléte ezen feliil elonyds lehet a sejtekkel vald kapcsolat kialakitdsdban is, amennyiben
sejtfelszini receptorokhoz vald kotddést tesznek lehetdvé [65].

Kiilonosen kiemelked6 munkat végzett a glikozilalt porfirinek tervezése szintézise terén
Momanteau majd Maillard kutatocsoportja [66-70]. E kutatocsoporttal egyiittmiikodésben
foglalkoztunk a glikozilalt porfirinek és modellmembranok kozotti kolcsonhatasok, az
egyes szarmazékok membranon beliili lokalizaciojanak kutatasaval, fotokémiai
hatékonysaguk vizsgalataval.

Egy tovabbi lehetséges megkozelités a sejtbeni felhalmozdodas fokozasara a porfirin, illetve
klorin vagy ftalocianin kapcsolasa szteroid hormonnal illetve koleszterinnel [71,72]. A
felhalmozodasat a daganat sejtekben [18]. Osati és mtsai [73] kiilonb6z6 szteroid hormonokat
kapcsoltak porfirinekhez illetve ftalocianinokhoz azt feltételezve, hogy a szeroidok sejtfelszini
receptorai elosegitik azok sejtbe jutasat. Ezek a probalkozasok nem jartak a vart sikerrel. Vagy
a receptor aktivitasa nem bizonyult megfelelonek a konjugatumokkal szemben, vagy— mint az
mas konjugatumok esetében is tapasztalhatd volt — a konjugacio kedvezétleniil befolyasolta a
porfirinek fotofizikai tulajdonsagait.

Mas, kis molekuldkhoz hasonldéan, a porfirin tipusi vegyiiletek célbajuttatdsdban is
kiemelkedd stratégia lehet oligopeptidek kapcsolasa a fényérzékenyitd molekulahoz. A peptid
kivalasztasaban tobb megkdzelités ismert. Torténtek vizsgalatok sejtpenetrald peptid (CPP)
[74], oktaarginin konjugatumokkal [75], vagy a tumorok koriili erek falaban elhelyezkedd
vascular endothelial growth factor (VEGF) specifikus heptapeptidek konjugatumaival. A
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fényérzékenyito-oligopeptid konjugatumoknak egy specidlis csoportjat képezik azok a
vegyiiletek, amelyek szintézisének célja nem a humén sejtekben, hanem a patogén
mikroorganizmusokban valé felhalmozddas fokozasa. Doselli és mtsai [76] kapcsoltak elészor
pozitiv toltésii antimikrobialis peptidet, apidaecint, majd magainint és buforint [77] negativ
toltésti vagy neutralis porfirin szarmazékokhoz, ezzel elésegitve azok Gram-negativ baktérium
sejtekbe valo bejutasat.

A szertedgazd eredmények részletes elemzésére a dolgozat keretei kozott nincs mod, de
néhany Osszefoglalo megallapitast feltétleniil tehetiink. Az oligopeptidek kapcsolasa PS-ekhez
sikeres probalkozasnak bizonyult abban a tekintetben, hogy sikeriilt elérni, hogy a
fényérzékenyitok nagyobb mértékben legyenek jelen a célzott sejtekben. Ez azonban tobbnyire
nem jar egylitt a fototoxikus hatds fokozodasaval, aminek tobb, konjugatumonként esetleg
eltérd oka is lehet: a konjugalas kedvezdtleniil befolyasolhatja a PS fotofizikai paramétereit
¢s/vagy megvaltoztatja annak sejten beliili lokalizaciojat. Ez utobbi még akkor is megfigyelhetd
volt, amikor a PS-hez sejtorganellumokat — sejtmagot (NLS) vagy mitokondriumot (MSP) —
célzo peptideket kapcsoltak [78,79]. Ezen probalkozasok Osszességében eredménytelennek
bizonyultak.

A PS-oligopeptid konjugatumokkal kapcsolatos Ujabb eredményekrdl ad részletesebb
attekintést Orosz és Csik dsszefoglald kozleménye [80].

A célbajuttatason tal a konjugéacié célja lehet a porfirin fotofizikai tulajdonsagainak javitasa
vagy uj fotokémia Utvonalak megnyitasa. A kumarin-porfirin konjugatumokban példaul a
kumarin (donor) és porfirin (akceptor) kozotti energiatranszfer lehetGségét hasznaljak Ki
[81,82]. A konjugatumban a PS gerjesztése szélesebb spektrumban valik lehetségessé a
kumarin komponens UV abszorpcidja révén.

A fényérzékenyitd vegyiiletek konjugatumainak szintézisében egy, a fentiektél merdben
eltérd stratégia az, amikor a cél nem a PS célba juttatdsa, hanem maga a PS a konjugatum
célbajuttatdo komponense. A harom illetve négy pozitiv toltést hordoz6 porfirin szarmazékokrol
ismert, hogy nagy affinitdssal kotddnek nukleinsavakhoz. (Ennek hatterét részletesebben
bemutatom a 2.3. fejezetben.) Ennek alapjan feltételezheté volt, hogy ilyen kationos
porfirinekkel konjugalt molekulakat [83] a porfirin segitségével a nukleinsavak kdrnyezetébe
lehet juttatni [84]. A DNS-hez kotodott konjugatumok megvaltoztathatjak a nukleinsav
térszerkezetét [85] és igy befolyasolhatjak miikodését. A konjugatumok megfeleld tervezésével

szekvencia specifikus kotdédés és hatas is elérheté [86]. Tovabbi lehetéség, hogy a
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konjugatumok —kihasznalva a porfirinek fotokémiai reakcidit —iranyitott lanctoréseket és/vagy
keresztkotéseket hozhatnak 1étre a DNS-ben [87,88].

Annak ellenére, hogy szamos, kiillonboz6 szerkezetii kationos porfirin-konjugatum ismert,
nem tudjuk, miként befolyasolja a konjugacio a kationos porfirinek kotédését a DNS-hez
illetve nukleoprotein komplexhez, hogyan médositja az egyes kotési modok kialakulasanak
lehetéségét. Ezen kérdések megvalaszolasa érdekében porfirin-tetrapeptid konjugatumok
segitségével azonositottuk az egyes kotési formakat, és meghataroztuk azok mennyiségi

megoszlasat.

2.2. Porfirin szarmazékok kotddése és lokalizacioja modell membranokban

A fényérzékenyitd vegyiiletek sejten beliili elhelyezkedésének kiemelten fontos szerepe
van a hatdsmechanizmusuk és a kifejtett hatds eredményessége szempontjabol. Ennek
hatterében az all, hogy az indirekt fotoreakcioban megjelend citotoxikus reaktiv agensek
¢lettartama rovid, tipikusan 40 ns-nal rovidebb, igy hatotavolsaguk is korlatozott, atlagosan
20 nm [89]. Ezért a fényérzékenyitd vegyiiletek sejten beliili elhelyezkedése egynttal a
kialakul6 fotokémiai sériilések helyét is meghatarozza.

A porfirin szarmazékok a sejten beliil kiillonboz6 sejtalkotokban lokalizalédhatnak [15,90].
Ezek koziil kiemelten a sejtmembranban [43,91], mitokondriumok membranjaban [92,93], a
lizoszomakban [94-96] és az endoplazmatikus retikulumban [97]. Bizonyos esetekben
feltételezhetd kotddésiik a mitokondrialis DNS illetve a nuklearis DNS kornyezetében [98-
100]. Egy adott porfirin szarmazék sejten beliili lokalizacidjat, és ezzel dsszefliggésben
fotoreakcidjanak tamadaspontjat befolyasolhatjak a fényérzékenyitd vegyiilet tulajdonsagai,
igy a hidrofobicitas, a hordozott toltések szama és milyensége, toltés/tomeg aranya, a
tetrapirrol gylirlin megjelend szubsztituensek mindsége és szama, valamint a sejtbejutas
mechanizmusa, a kérdéses célsejt tipusa.

A sejten beliili lehetséges tamadaspontok koziil kezdetektdl kiilonos figyelmet kapott a
sejtmembran. Ennek oka kettds. A sejtmembran jelenti ugyanis a sejttel 1étrejovo kapcsolat
elsd vonalat, tovabba a porfirin tipust fényérzékenyitok tobbnyire lipofil karakteriik miatt
készséget mutatnak a kettds lipid rétegben vald elhelyezkedésre. A membranhoz vald kotodés
igy el6feltétele a késdébbi citotoxikus hatas kialakulasanak [101,102], aminek célpontja
szamos esetben ugyancsak a sejtmembran.

A membrannal kialakitott kapcsolat elemzése, a membranban zajlo folyamatok — a porfirin

membranon beliili elhelyezkedésének, a 2Oy, keletkezés hatdsfokénak, az oxidativ sériilések
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kialakulasanak — megismerése fontos a PDT hatasmechanizmusanak megértése, 0j

fényérzékenyitd vegyliletek tervezése, az eljards hatdsossdganak fokozasa szempontjabol.

A kiilonbozo 6sszetételli liposzomak, mint membran modellek alkalmasak a membrant

érint6 folyamatok sokrétli tanulmanyozasara [103]. Lehet6séget adnak a porfirin szarmazékok

rrrrrr

fotofizikai jellemzOk vizsgalatara, a fotobiologiai hatdsmechanizmus részleteinek feltarasara

[104-106]. A liposzéma alkotoinak megvalasztasaval modellezhetdk a membran egyes

tulajdonsagai, tobbek kozott viszkozitasa, feliileti toltéseloszlasa, a kettds réteg vastagsaga,

stb. [107,108]. Ez a valtozatossag lehetévé teszi a kotdédést befolyasold kiilonbozé tényezok

megismerését, elemzését.

2. tabldzat Porfirin szarmazékok liposzéma kétédési allandoéi (Kn [M™])

vegyiilet Kb [M1] koriilmények hivatkozas
Hp 1,6x10° pH 7,4: 37 °C [113]
HpD 4,1x10°3 pH 7.4, 37°C [113]
ZnHp 1,6x10° pH 7,437 °C [114]
Klorin e6 9,1x10° pH 6,5 [115]
Klorin e6 5,9x10° pH 7,4 [115]
) tojas lecitin,
Klorin e6 6,3x10° [116]
szobahomérséklet
DMPC; pH 7.4,
MPE 2,8x10° [117]
szobahOmérséklet
DMPC; pH 7,4,
MPCI 7,1x10* [117]
szobahomérséklet
DPIX 2,3x10° pH 7,2: 37 °C [118]
PPIX 2,3x10* pH 7,2; 37 °C [118]

Az egyik alapvetd kérdés egy porfirin szarmazék varhatd kotddési készsége a membranhoz.

A porfirin lipofilicitasa jellemezheté az n-oktanol-viz rendszerben mért megoszlasi

hanyadossal. Egyszerlsitett megkozelités szerint a membran-porfirin kotddési allandoja

becsiilhetd, legaldbbis a kotddési allandok relativ sorrendje megadhatd a megoszlasi
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hanyadosok alapjan. Szamos vegyiiletre kiterjed6 6sszehasonlito elemzés szerint [109] azonban
a korrelacid a liposzomékon meghatarozott kotddési allando és a megoszlasi hanyados kozott
nem feltétleniil all fenn [110]. Kiilondsen igy van ez az aszimmetrikusan szubsztitualt, vagy
hosszu alkil-karboxil oldallancokat hordozé porfirin szarmazékok, illetve toltott fejesoportokat
is tartalmazo liposzomakkal végzett kisérletek esetén. Ezért a kotddési allandok meghatarozasa
nem latszik megkeriilhetonek.

Az irodalomban szdmos adat all rendelkezésre kiilonbozo porfirin szarmazékok liposzoma
kotédési allandoival kapcsolatban. Ezek koziil néhanyat mutat be a 2. tablazat.

A kotodési allandok meghatarozasara kinalkoz6 modszer a porfirin  szdrmazék
abszorbancidjanak, vagy még inkabb fluoreszcencia intenzitdsdnak valtozdsa a liposzoma
jelenlétében, mivel az apolaros kozegben valod elhelyezkedés a fluoreszcencia intenzitas
novekedéséhez vezet. Ugyanakkor nehézséget jelent az irodalmi adatok dsszehasonlitasakor és
felhasznalasakor, hogy a modellmembran Osszetétele és a kisérleti koriilmények, példaul a
koncentracié viszonyok, vagy akar a mértékegységrendszerek széles variabilitdst mutatnak.
Néhany fontos megallapitas azonban igy is tehetd.

A kotodési allandd nagysdga szdmos tényezOtdl fiigg, igy a porfirin szdrmazék
hidrofob/hidrofil karaterétdl, a liposzoma lipidosszetételétdl [119], a fejcsoportok toltésétdl
[120] a pH-tol [115]. Jelent6sége van a szénhidrogénlanc hosszanak [117], ami befolyasolja a
lancon beliili lokalizacidt, és igy a lehetséges kotOhelyek szamat is. Az alkalmazott
koncentraciok mellett a hidrofob szarmazékok egy része bizonyosan aggregalt formaban van
jelen, de a modell membrannal csak a monomerek 1épnek kolcsonhatasba [113].

Az eredmények értékelésénél tekintettel kell lenni arra, hogy a membranban
megvaltozhatnak a porfirinek fotofizikai paraméterei [121-124]. Ezt egyrészt a vizes oldathoz
képest hidroféb vagy éppen a heterogén kornyezet okozhatja. Masrészt — habar altalanosan
érvényes, hogy az apolaris porfirinek a liposzoméakban monomer allapotban vannak jelen —, a
magas porfirin/lipid arany vagy a porfirin nagy lokalis koncentracigja, klaszterek kialakulasa
miatt mégis 1étrejovo aggregacio, ami kedvez a fluoreszcencia kioltasi folyamatok
lejatszodasanak [125].

A porfirinek fotokémiai hatékonysdgdt a membran kotddési hajlandosagon tul
befolyasolhatja a lipid kettds rétegen beliili lokalizacidjuk. Csak a foszfolipid kettds réteget
tekintve, a porfirinek harom kiilonb6zé elrendez6désben koétédhetnek a membranhoz
[103,126]. Elhelyezkedhetnek a polaros fejcsoport-viz hatarrétegben, a lipid oldallancok nyaki,

poléros fejcsoportokkal hataros részében vagy az apolaros oldallancok kdrnyezetében a
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lancokkal parhuzamosan illetve a lipid kett6s réteg hataran [117,127,128]. T6bb porfirin
szarmazeék esetében kimutattak, hogy elhelyezkedése a fenti kompartmentek nemcsak egyikét
érinti.

A hematoporfirin (Hp) és metil észtere a lipid vizzel érintkez6 régidiban helyezkednek el
[63,127], de lokalizaciojuk fiigg a homérséklett6l, a szénhidrogén lanc rendezettségétél. A
fazisatalakuldsi hoémérséklet kozelében az unilamelldris liposzoma belsd réteg is
megvaltoztatja a vegylilet elhelyezkedését, alacsonyabb koncentracioknal a teljes molekula a
fejcsoportok kornyezetében lokalizalodik, mig magasabb koncentracioknal a polaros oldallanc
a fejcsoportok, az apolaros tetrapirrol gytiri a lipid fazisban helyezkedik el [103]. Richelli és
mtsai [63]szerint az apolaros protoporfirin IX mar a fazisatalakulasi hémérséklet alatt és Kis
koncentraciok mellett is a lipid matrixban lokalizalodik, mas eredmények szerint azonban az
unilamellaris DMPC liposzémaban részben az apolaros régioban helyezkedik el, részben annak
liposzomakban alacsony koncentracioban a belsd, magasabb koncentracidoban a kiilsé lipid
rétegben halmozodik fel.

A porfirin szdrmazékok liposzomdban val6d lokalizacidjanak meghatarozasara széles
metodikai repertoar all rendelkezésre. Ezek tobbsége a porfirin szarmazék sajat fotofizikai
paramétereinek, igy az abszorbancia, a fluoreszcencia intenzitas [127], a kvantumhatasfok
[126] illetve az élettartam [130] jellegzetes, a molekularis kornyezettel 6sszefliggésben valtozo
értékeit hasznalja ki.

A lokalizacié pontosabb meghatarozasara ad lehetOséget, ha a fent emlitett paraméterek
valtozasat a lipidek fazisatalakulasi folyamataval Osszefiiggésben vizsgaljuk, azaz a
meghatarozasa illetve az anizotropia valtozasa a hémérséklet fiiggvényében [103], azaz az
egyes lipid régiok rendezettségével Osszefliggésben. A porfirinek sajat fluoreszcencidjat
kihasznald modszerek kozil is kiemelést érdemel a ,site-selective” fluoreszcencia
spektroszkopia [117]. A moddszer kiilondsen hasznos, ha feltételezhetd, hogy a porfirin
elhelyezkedése nemcsak egy kompartmentet érint. Az inhomogén eloszlasfliggvények
elemzése lehetdvé teszi annak meghatarozasat, hogy egy adott porfirin-lipid kdlcsonhatés soran
hany féle kotdhely (lokalizacid) kialakuldsara van lehetdség.

A porfirinek sajat fluoreszcens jelének kihasznaldsan tul alkalmazhatunk az egyes lipid

régiokat specifikusan jelolé fluoreszcens vagy ESR jelet szolgaltatd spinjelzé [131]
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molekulakat illetve ismert lokalizacioju quenchereket [116]. Ilyenkor a jel6l6 molekula altal
szolgaltatott jel valtozasabol kovetkeztethetiink a porfirin  azonos régidban valo
elhelyezkedésére. Ez utobbi modszerek elonye lehet a pontosabb lokalizacid meghatarozas, de
kockazatuk, hogy a jelz6 vagy quencher maga is modositja az eredeti lipid kdrnyezetet.

A Kkutatas soran azt elemeztiik, hogy milyen tényezok befolyasoljak a fényérzékenyito
lipid kettos rétegen beliili elhelyezkedését, kiilonos tekintettel a porfirin szerkezetére. A
valasztott glikozilalt porfirinek vegyiiletcsaladjanak képviseléi lehetdséget nydjtanak a
molekulaszerkezet ,,finom hangolasara” (lasd 2.1 fejezet), igy a porfirin lokalizacidja és a

molekulaszerkezet kozotti kapcsolat részleteinek tanulmanyozasara.

2.3. Porfirin szarmazékok kotoédése nukleinsavakhoz
2.3.1. A kotodés formai

A DNS-ligandum ko&lesonhatdsok témakore a biokémia, molekuldris biologia kiterjedten
vizsgalt tertilete. Jelentdségiik tobbek kozott az Grokitdanyag expresszidjanak szabalyozasaban
[132], modositasaban, mutagén anyagok hatismechanizmusanak megértésében all [133]. A
molekularis bioldgiai kutatdsok modszerei is, példaul a gél elektroforézis vagy a DNS-
szekvenalas, gyakran épitenek ilyen kolcsonhatasokra [134,135].

Szamos olyan kisméretli ligandum ismert, amely a nukleinsavakhoz, kitlintetetten a kettds
szali DNS-hez nem kovalens kotéssel képes kotddni. Ezt vagy a kotddd molekula planaris
aromas szerkezete, vagy megfeleld térszerkezete és a cukor-foszfat lanccal elektrosztatikus
kolcsonhatéas 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 kiilsd kotddés szamara biztosit kedvezd feltételeket
[136,137].

Az interkalald vegyiiletek koziil szamos ismert, mint antimikrobialis szer (pl. akridin
szarmazékok) [138] vagy tumorellenes hatéanyag (pl antraciklinek) [139]. Hatasuk alapja a
transzkripcio és replikacio gatlasa [140]. Az interkalalo vegyiiletek széles korben hasznaltak a
DNS szerkezeti és szerkezet dinamikai vizsgélataiban, tovabba mint a DNS fluoreszcens jelzdi
(pl. cianinok) [141].

Kis molekuldk (< 1 kD) kiils6 kotodése jellemzden a két polinukleotid szal altal képzett kis
arokban alakul ki (ellentétben a fehérje-kotodésével, ami tipikusan a nagy arokban jon 1étre). A
kis arokban 1évé G-C bazisparok amino-csoportjaik altal okozott sztérikus gatlas miatt nem

kedveznek a ligandumok kis arokba valo6 kotodésének. Ebbol kovetkezik az ilyen kotddések A-
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T bazisspecificitasa. [142,143]. A kis arokba k6t6do vegyiiletek kozott szintén talalunk igéretes
tumorellenes szereket (pl. netropsin, distamycin A) [144], antibakterialis hatdanyagokat (pl.
duocarmycin A) és fluoreszcens jelzéként hasznalt vegyiileteket (pl. Hoechst festékek) [142].

A porfirin szarmazékok koziil a pozitiv toltést hordoz6 szarmazékokrol volt feltételezheto,
hogy nukleinsavakkal képesek a fent leirt kotési modok kialakitasara. A kationos porfirinek
alapvegyiiletének tekintheté 5,10,15,20-tetrakisz(1-metil-4-piridinio)porfirin (TMPyP) (lasd
10. &bra, Anyagok és moddszerek) DNS irant mutatott affinitdsa tobb mint 30 éve ismert és
kiterjedten vizsgalt jelenség. A molekula szerkezete lehetdséget nyujt mindkét f6 kotési mod
kialakitasara.

Az interkalaco szempontjabol fontos a vegyiilet planaris szerkezete, mérete és az aromas
gyirik jelenléte. A TMPyYP szerkezete megfelel a planaritas kovetelményének [145]; a mezo-
szubsztituensek Kko-planaris helyzete pedig tovabb noveli a tetrapirrol aromas jellegét. Az
alapvegyiilet Ni'' és Cu'' komplexei szintén planaris szerkezetiiek, s mint ilyenek szintén
képesek interkalaciora, s6t elésegithetik azt [146-148].

Az A-T szekvencia (amihez legalabb harom egymas kovetd A-T bazisparra van sziikség a
kis arokba valo kiils6 kotédésnek kedvez, aminek egyik oka az A-T régio kis arkanak negativ
toltése. Itt a kotddés 1étrejotte szempontjabol a porfirin pozitiv téltésének és H-hid kialakitasi
képességének van szerepe [149-151]. A TMPYP is kialakit kis arokbeli kotédést, és axialis
ligandumokat (pl. Zn%*, Mn®*, Fe*) tartalmazé komplexei szamdra ez a preferalt kotédési mod
[152].

Az irodalomban konszenzus van arrdl, hogy a TMPyP mindkét tipusi, nem kovalens
kotéssel kapesolodhat a kettds szala DNS-hez [146,153]. Meg kell jegyezni, hogy megfeleld
koncentracio6 viszonyok (nagy relativ porfirin koncentracid) mellett az un. kiils6 aggregacio is
létrejohet, ami a porfirinek egymashoz vald kapcsolodasaval alakul ki.

A kétféle kotddési mod 1étezését molekulamodellezési megkdzelitések is alatdmasztottak.
Sziilettek eredmények TMPyP-dinukleotid (TA, GC) [145], TMPyP-hexanukleotid
(CGCGCG, TATATA) [154], valamint TMPyP-dodekanukleotid [155] komplexekkel
kapcsolatosan. A modellek hozzajarulnak a szekvencia-specificitas megértéséhez; a TA és a
TATATA modellekben ugyanis a kiilsé kotott, a GC és CGCGCG modellekben pedig az
interkalalt allapot mutatkozott a legalacsonyabb energiajunak. Fontos azonban megjegyezni,
hogy ezek a modellek altalaban nem, vagy korlatozottan vették figyelembe a kornyezet (pl.

oldodszer, ionerd) hatasat.
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A kétféle kotddési modot bizonyitottak a DNS-hasitason alapuld ,,footprinting” vizsgélatok.
Ezek a kiilonb6z6é agensek (metidium-propil-EDTA, KMnOs, DNaz 1) altal eléidézett DNS-
degradaciot, illetve annak a kdt6dé molekula altal okozott megvaltozasat elemzik a termékek
elektroforézisével. Kimutattak [156,155], hogy a kiils6 kotott, A-T preferenciat mutato allapot
a kis arok-tamadaspontu hasité vagyiiletek aktivitasat jelentdsen gatolja egy, mintegy 4-5
bazispar hossza régioban, mig G-C preferenciaju interkalacio esetén a DNaz I aktivitasaban

figyelhetd meg valtozas, de csak az érintett régid 1-2 bazisparnyi kdrnyezetében.

2.3.2. A kotott formak jellemzése

Kezdetektdl észszerlinek mutatkozott a kotédési moédok kdnnyebb elemzése érdekében a
kétféle kotott allapotot kiillon mintakban eldallitani és elemezni. Erre lehetOséget ad a két £6
kotésmod, az interkalacio és a kiilsé kotodés eltérd bazispreferenciaja [156,157]. Jollehet mai
ismereteink szerint ez a szelektivitds kordntsem kizarolagos, az egyes kotott allapotok
elkiilonitett jellemzésére alkalmasnak bizonyultak a csak A-T illetve csak G-C tartalmu
szintetikus kett6s szala oligo- illetve polinukleotidok, (A-T)n és (G-C)n. A masik lehetOség az
egyes kotott formak diszkrét eléallitasara a szabadbazisu vegyiilet megfelelé komplexképzése

valamely fématommal a fent leirtak szerint.
Spektroszkopiai jellemzés

A kationos porfirinek abszorpcids spektruma megfelel a szabad bazisu porfirinek tipikus
spektruménak. A spektrum Soret savja jellegzetes eltolodast mutat a kiilonb6z6 kotésformak
kialakulasakor. A kiilsé kotddés a Soret-sav mérsékelt, 5-8 nm-es voros eltolodasat, valamint
néhany szazalékos hipokromidjat okozza. Az interkalacié ugyanakkor kifejezett, kb. 10-25 nm
voroseltolodassal és 40-50 %-0s abszorpciocsokkenéssel jar egyiitt [146,158].

A kotddés hatdsa a fluoreszcencia emisszios spektrumokban is felismerhetd. A szabad
porfirin tagolatlan, széles emisszids savja mindkét kotott formaban két elkiiloniild savra hasad
¢s intenzitasa is megvaltozik. Interkalaciokor csokken, kiilsé kotédés kialakulasakor novekszik
a fluoreszcencia intenzitas [159,160]. A kotédés kovetkeztében a Kkationos porfirin
fluoreszcencia élettartama is jellegzetes valtozast mutat. A szabad allapota TMPYP szingulett
gerjesztett €lettartama (4,1 ns) kiilsé kotddés esetén né (10,6 ns), interkalacid esetén pedig
csokken (1,1 ns) foszfat pufferben [160]. A triplett allapot élettartamara vonatkozo mérésekbdl
megallapithatd, hogy a szabad forma ¢élettartama Oz-mentes kornyezetben 74 pus, O2
jelenlétében pedig 2,3-2,5 us. Borissevitch és mtsai [161] az Oz-mentes kdrnyezetben csak egy

fajta triplett kotott allapotot figyeltek meg (t=340 us), mig oxigén jelenlétében két, 7,3-13,0
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illetve 25,0-32,0 us-os komponenst irtak le. A DNS-kot6dés soran mutatott kinetika alapjan a
rovidebb ¢lettartamtt komponenst a kiilsé komplex-szel, a hosszabb élettartamu populaciot

pedig az interkalalt formaval azonositottak.

3.tdbldzat A TMPYP DNS-hez kététt két f6 formdjdanak jellemz6i

interkalacié kiils6 kotédés  hivatkozas
Bézispreferencia G-C A-T [157], [171],
Kotbéhely hossza 1-2bp 4-5bp [156]
Orientacio* ~82-85° ~45-65° [170], [152],
Kotédési allandd (M)
— 6 ey s [158], [162],
alacsony ionerd 5x10°-2x10 4x 10 [173], [172].
nagy ionerd 6 x 10* 7x10*
Abszorpcios spektrum
Soret sav vords eltolodds 10 - 25 nm 5-gnm 1671 [158]
[146]
Soret sav hipokromia > 40 % 5-10%
Lumineszcencia jellemzék
Emisszios sav szerkezete felhasad felhasad
Fluoreszcencia intenzitas csokken no [159], [160],
Szingulett élettartam 1,1ns 10,6 nsc [161]
Triplett élettartam 25,0-32,0 us 7,3—-13,0 us
. . [152],
- ?
Kontakt energia-transzfer van nincs (?) [162]
[167], [158],
CD-jel a Soret-savban negativ pozitiv [168], [174],

[152], [169]

* - a polinukleotid hossztengelyéhez képest
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A DNS-bazisok ¢és a kromofor kozelségére utaldo bizonyiték a Forster-féle rezonancia
energiatranszfer 1étrejotte. Ilyenkor a bazisok abszorpcidés maximuman (A=260 nm) gerjesztve
a rendszert, a TMPYP -re jellemz6 hullamhossztartomanyban a porfirinre jellemzé emisszid
jelenik meg [152,162]. A jelenség — a bazisok és a ligandum elektron-rendszerének kozeli
kapcsolata miatt — interkalacio esetén figyelheté meg, igy arra specifikusnak tekinthetjiik [163].
Egyes megfigyelések azonban ennek ellentmondva, éppen a kationos porfirinek esetében,
lehetséges ellenpéldaval is szolgalnak [164].

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia szintén szolgaltathat bizonyitékot a kotott
formak megjelenésére, az egyes kotott formak azonositasara. A szabad TMPyP monomer
akiralis, ugyanakkor akiralis porfirin-molekula a kiralis duplaszala DNS-hez kétédve indukalt
optikai aktivitdst mutat 300 nm felett, s igy ez a jel jo elkiilonil a DNS sajat CD jelétol
[165,166]. Tobb szerz6 bizonyitotta, hogy a TMPYP kiils6 komplex esetén a Soret-savban
megjelend jel pozitiv, interkalacio esetén pedig negativ [152, 158,167-169].

Spektroszkopiai megkozelitések a komplexek térszerkezetére vonatkozoan is szolgalhatnak
informacioval. Mint azt linearis dikroizmus moédszerével kimutattak, az interkalacid esetén a
TMPYP sikja a DNS-bazisok sikjaval kozel parhuzamos [152], mig kiils6 kotédés esetén, azzal
42-45 fokos, Zn-komplex esetében 62-67 fokos [170], arok-kotddésre jellemz6 szoget zar be.

A TMPyP kotott formainak jellemzésére szolgalo adatokat a 3. tablazatban foglalom Gssze.

Mint a fenti példak is alatamasztjak, a TMPYP, illetve kiilonb6z6 fémkomplexeinek kotddése
homogén bazisszekvencidju oligo- €s polinukleotidokhoz bizonyitott, és a két kotési forma
azonositasa €s széles korti jellemzése is megtortént. Ugyanakkor a vegyes bazis-0sszetételd,
természetes DNS-hez vald kotddésrél kevés adat all rendelkezésre [171,174]. Az altalunk
alkalmazott és az ,Eredmények” fejezetben bemutatott abszorpcios spektrum-felbontas
modszerének egyfajta megkozelitését mar korabban felhasznaltak ugyan a kétféle kotott allapot
kvantitativ szétvalasztasara [161], de korabbi probalkozasok eredményei nem voltak
osszeegyeztethetdek az egyes kotott formakra kapott korabbi kisérleti adatokkal.

Munkank soran arra kerestiink valaszt, hogy a kationos porfirinek ismert kotott
formai kimutathatok illetve azonosithatok-e természetes, kettés szala polinukleotidok
jelenlétében. Tovabb lépve 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
elsosorban a Kiilonbozo spektroszkopiai modszerek altal szolgaltatott eredmények

osszehasonlito elemzésére tamaszkodtunk.
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A kotddés kinetikaja

A TMPyP DNS-kotodésének idobeni viszonyait Pasternack és munkatarsai tanulmanyoztak
1étrej6vo disszociacio, illetve tobbféle polinukleotid (szintetikus poli(A-T)2, poli(G-C)2, vegyes
bazisosszetételii természetes DNS) kozotti kompeticids kisérletek idéviszonyait elemezve.
Eredményeik szerint a kotddés modjatol fiiggden a reakcié néhanyszor 10-500 ms-nyi id6 alatt
jatszodik le; a kiils6 kotddés gyorsabban, az interkalacid lassabban megy végbe. Megemlitendd
tovabba, hogy a reakciok kinetikdjanak részletes elemzése soran a szerz6k megallapitottak,
hogy a kétféle kotott forma atalakulhat egymasba, és ehhez nincs sziikség kdzbeeso disszocialt

allapot megjelenésére [167].

A kotodés energetikai viszonyai

A két kotési mod kialakuldsdnak ¢€s stabilitdsanak energiaviszonyaira vonatkozodan
ellentmondoéak az irodalmi adatok. Abban megegyeznek az eredmények, hogy a DNS-ben
okozott jelentds torzulas [175] ellenére az interkalaci6 entalpia vezérelt folyamat
[158,176,177]. Tjahjono és mtsai [ 176] szerint ugyanigy exoterm és entalpia vezérelt a TMPyP
kotédése poly(dA-dT). szekvenciahoz, ami feltételezhetden kis arokba valo kotédéssel torténik.
Mas szerzok szerint a kiils6 kotédés endoterm és entropia vezérelt folyamat [158,177].

McMillin és mtsa [178] molekularis modellezési, krisztallografiai, valamint 0n. ,,hajti”-
DNS fragmentumokon végzett kisérletek alapjan az egyes kotddésekre vonatkozé aktivacios és
kotodési, ,,reorganizacios” energia-mennyiségeket becsiilték meg. Tanulmanyuk szerint a kiilsé
kotdédés jelentds aktivacids energiat igényel, mivel a lokalis DNS-struktaranak jelentds
torzuldst kell elszenvednie. A kedvezd elektrosztatikus kdlcsonhatdsok miatt azonban a
kotddéskor felszabaduld energia is jelentds. Interkaldcio esetén az aktivacios energia-igény
valamivel mérsékeltebb, jollehet magaba foglalja a TMPyP piridil-csoportjainak a porfirin-
a TMPyP piridil-csoportjainak és a foszfat oxigén-atomoknak az elektrosztatikus
kolcsonhatdsa, valamint a porfirinvaz és a bazisok kozott hidrofob és van der Waals
kolcsonhatasok adjak. A szerzok feltételezése szerint azonban — a korabbi eredményektdl

eltéréen — ez kisebb, mint a kiils6 kotédés kialakulasakor felszabaduld energia-mennyiség.

A kotddés mennyiségi jellemzése
A ligandumok kotédésének mennyiségi leirasara szamos koncepcio sziiletett. Az els6
modellt a reakci6 leirasara és a kotodési allandd meghatarozasara Scatchard dolgozta ki [179].

Ez a modell egy ismert szamu, egymastol fiiggetlen, egyforma kotéhelyekbol allo
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polinukleotidhoz valé kotddést ir le a todmeghatas torvénye alapjan, a ,,kotddési izoterma™ (a
telitett kotohelyek / szabad molekuldk ardnyanak 4brazoldsa a telitett kotohelyek
fliggvényében) hasznalataval. Ezt megkozelitési modot azota is elterjedten hasznaljak. A
modell nagy elénye, és egyben jelentds hatranya is az egyszeriiség. A valos kotédések bizonyos
jellemzdi ugyanis a Scatchard-modellnek gyakran nem felelnek meg. Ezért a késébbiekben tobb
megkozelitést dolgoztak ki a kovetkezd, a modell altal le nem irt jelenségek figyelembe
vételére: 1) szekvencia-specificitas, 2) kooperativ hatasok, 3) atfedé kotéhelyek, tobb
nukleotidhoz ko6t6d6 vegyiileteknél [143]. Ezek kozil a Scatchard-modellbe a szekvencia-
specificitast és a kooperativ hatasokat lehet korlatozottan beépiteni.

Egy masik, gyakran alkalmazott modszer a McGhee és von Hippel altal 1974-ben
kidolgozott ,,neighbor exclusion” modell [180]. A szerzok statisztikai modellt hasznalva
sikeresen beépitették a DNS-kotddés leirdsaba mind az atfedd kotdhelyek, mind a kooperativ
hatasok elemzésének lehetdségét, valamint tanulmanyukban utmutatast adnak a szekvencia-
specificitas beépitésére is. Mint a Scatchard-modellnél is, ebben az esetben is a kisérleti
,,ko0t0dési izoterma” illesztése sziikséges egy — ezuttal nem linearis — elméleti fliggvénnyel. A
modell per se alkalmazhatosaga azonban igencsak korlatozott; a kooperativ hatasok
jellemzésére hasznalt mennyiség (w) és a kotéhely-hossz (n) valtozasa ugyanis nagyon
hasonlo jelleggel befolyasolja a probafiiggvényt, igy — kiils6 informacié hianyaban — a két
mennyiség elvalasztasa még igen pontos kisérleti adatok esetén is nehézkes. A tobbféle
kotohely beépitése pedig még tobb, korantsem fliggetlen paramétert visz be a fliggvénybe.
Ezért a modell alkalmazasat csak tobbféle bazis-0sszetételit DNS parallel vizsgélata esetén
célszerii megkisérelni [143].

A kationos porfirinekkel foglalkozoé irodalomban a fenti korlatok ellenére a két modell
elterjedten hasznalt. A 3. tdblazatban bemutatott kotddési allandok meghatarozasa ezen
modellek alapjan tortént. A szerzok tobbsége azonban, jelezve a kiszamitott allandok
érvényességi korlatait, azokat ,,latszolagos” kotddési allandoként emliti [158,162,172,173].

Strickland és mtsai az egyensulyi dializis modszerét alkalmazva a két kotddési modra
érvényes kotddési allanddkat, valamint ezek ionerdsség-fliggését hataroztak meg szintetikus,
duplaszala poli(A-T)n és poli(G-C)n polinukleotidokon [147]. Eredményeik szerint mindkét
kotddés erdssége jelentds ionerdsség-fiiggést mutat, és a vizsgalt ionerdsség tartomanyban
(0.12-0.52 M) a 4 x 10° — 7 x 10* M intervallumban talalhato. Korabbi, abszorpcios
spektroszkopiai mérések hasonlo rendszereken ezzel egybehangzé eredményeket adtak
[167,168].
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A kationos porfirinek kotott formainak azonositasara természetes, vegyes bazisosszetételu
DNS-hez valo kotédés soran kevés példat talalunk az irodalomban. Még inkabb igy van ez a
kotott formak mennyiségére, mennyiségi megoszlasara vonatkozoan. Pasternack és
munkatarsai a természetes DNS-en kialakul6 viszonyokat, a két kotott allapot egyiittes
eléfordulédsat is megkisérelték leirni, a kiilonb6zo kozelitéssel végzett szamitasaik azonban
egymastol eltéré eredményeket adtak [158]. Ennek els6sorban metodikai okai vannak; egy
ilyen rendszerben ugyanis a kétféle kotott allapot ,,hagyomanyos” kisérleti modszerekkel
torténd szétvalasztasa meglehetdsen nehézkes, valamint a bonyolult ,,neighbor exclusion” és
kooperativ hatdsokat adekvatan leir6 elméleti modell felallitasa sem jart sikerrel.

A Kkutatas soran, az egyes kotott formak azonositasat kovetéen, megkiséreltiik azok
mennyiségi jellemzését is megadni mind természetes kettés szala DNS, mind az azt
tartalmaz6 nukleoprotein komplex jelenlétében létrejovo kotodések esetében. Elemezni
kivantuk azt is, hogy milyen tényezok befolyasoljak a kotodés lehetoségét és a kationos

porfirinek egyes kotési modok kozotti megoszlasat.
Kationos porfirinek kdtddése B-DNS-tdl eltéré nukleinsav szerkezetekhez

Az eddigi kutatasok legkiterjedtebben a kettds szala B-DNS — kationos porfirin kdzott
kialakulé kapcsolatok feltardsaval foglalkoztak. Kimutattdk ugyanakkor, hogy kationos
porfirinek vagy azok fémkomplexei kotddhetnek B-DNS-tél eltérd szerkezetii
nukleinsavakhoz, igy Z-DNS-hez [181,182], egyszalu nukleinsavakhoz [169,183] vagy RNS
kettés szald doménjeihez [184]. E kotodési jelenségek fontos szerepet jatszhatnak
molekulafelismerési folyamatokban, a nukleinsavak szerkezeti atmeneteinek indukalasaban,
vagy akar nanostruktirak eldallitasaban.

A tovabbi DNS szerkezetek koziil is — legalabbis ami a kationos porfirinekkel valo
kolcsonhatas jelentoségét illeti — kiemelkedik a G-quadruplex szerkezet. Izolalt DNS
molekuldkban megjelené guanin-kvartett (G-quadruplex) szerkezetr6l szamos adat all
rendelkezéstinkre; kialakulasa, térszerkezete, a stabilitasat biztositdo illetve moddositd
koriilmények ismertek. A sejtek genetikai allomanyaban szamos, guaninban gazdag szekvencia
alkalmas lehet guanin-kvartett (G4) kialakitasara, ugyanakkor ezek megjelenése és funkcioja a
miikodé DNS-ben még nem teljesen tisztazott. A TMPYP planaris aromas szerkezete €s a karok
pozitiv toltése alkalmassa teszi a guanin-kvartett-tel valdo kolcsonhatasra [185]. Dominans
kotédési formajaban a legutolsd guanin-kvartetthez kapcsolodik stacking kolcsonhatas révén
[186,187]. Egy masik lehetoségként a TMPyP kotddhet a guaninokat 0sszekotd egyszalu
hurokhoz, de ez a kolcsonhatas gyengébb, és kialakulasat tekintve is kérdéses [188]. A TMPyP
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kotédése feltételezhetéen gatolja a telomeraz enzim mitkodését [189,190], s mint ilyennek nagy

jelentdsége lehet daganat terapids alkalmazasokban.

2.4. A fotodinamikus reakcio antimikrobialis alkalmazasa

A fotodinamikus reakciok (PDR) elsddleges alkalmazasi teriilete a daganatok terapidja
[26,89]. Akkor is igy van ez, ha a fotodinamikus reakci6 felfedezése és az ezzel kapcsolatos
korai kutatasok mikrobidlis sejtekhez kotddtek [21,191]. Melnick és Wallis az 1960-as években
mar kimutatta a PDR antiviralis hatékonysagat allati virusokon [192], de eredményeik késébb
részben megkérddjelezddtek, ami jelentdsen hatraltatta az ilyen irdnyu kutatasokat. A 1980-as
¢vekben fordult gjra a figyelem a fotodinamikus rekciok (PDR) antimikrobalis — antibakterialis,
antiviralis, gombaolé — hatasanak és gyakorlati alkalmazasanak kutatasa felé.

A PDR antimikrobidlis hatdsat szadmos teriileten bizonyitottak. Eredményesen inaktivalhatja
mind a Gram(+) mind a Gram(-) baktériumokat [193]. Ezek az alkalmazasok igéretesek és
fontosak lehetnek a rezisztens torzsek elleni védekezésében [194], biofilmek komponenseinek
inaktivaciojaban [195] vagy a periodontalis kolonidk visszaszoritasaban [196], viztartalékok
fert6tlenitésében [197].

A virusinfekcio elleni védekezés modszereinek fejlesztése, hatékonysdguk novelése, az
alkalmazott metodikai repertoar szélesitése napjaink orvostudomanyanak egyik nagy kihivasat
jelentik. Tiinetmentes vagy banalis lefolyast fertdzések mellett tobb infekcid potencialisan
vagy biztosan haldlos kimeneteld is lehet. A szamtalan transzmisszios lehetdség koziil kiilonos
figyelmet kap a transzfiziok kapcsan atvitt virusfertézések problémakore. Ez annak ellenére
igy van, hogy az utobbi évtizedben, a donorok kivizsgalasanak és a vérkészitmények,
szerologiai és molekularis biologiai szlirésének koszonhetden jelentdsen csokkent a
virusfertdzés atvitelének kockazata. A szilirés azonban a mddszerek fejlddése ellenére elégtelen
lehet példaul ismeretlen antigenitast és/vagy nukleinsav-szekvencidji virusok jelenléte vagy a
szerologiai ,,ablak” periodus jelensége miatt [198,199]. Ezért — bar a koltség-hatékonysag
kérdése a fertézések alacsony incidenciaja miatt itt igen fontos — kiterjedt kutatasok folynak a
vérkészitmények fiziko-kémiai sterilizalasaval kapcsolatban [200,201]. Az ilyen eljarasokkal
szemben értelemszertien két 1ényeges elvards meriil fel: 1) a patogén mikrobak széles korének
minél teljesebb mértékti inaktivacidja, illetve 2) minimalis rezidualis toxicitas, azaz a
készitménynek és a fogadd szervezetnek a védelme. Mivel ezeknek a kovetelményeknek igen
jol megfelel a fotodinamikus hatas térbeli €és idobeli szelektivitasa, az egyéb eljarasokkal — igy

példaul hohatas, detergens hasznalata, ionizald sugdrzas alkalmazésa, kémiai kezelések —
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torténd probalkozasok mellett kiterjedten folyik a fotodinamikus virusinaktivacid
lehetdségeinek vizsgalata.

A plazmaban taldlhat6 virusok fotokémiai Giton térténd elimindlasaval az 1980-as évek elején
kezdett el célzottan foglalkozni az orvostudomany [202]. Az els6k kozott meriilt fel a fenotiazin
szarmazékok, mint fényérzékenyitdk kiprobalasa a vérkészitmények fotodinamikus
fert6tlenitésében [203]. Lambrecht és mtsai @ HIV-1és a SFV csiraszamanak 6, a HSV és VSV
csiraszdmanak 5 nagysagrenddel valé csokkenését tapasztaltdk metilénkék (MB) és fény
kombinalt alkalmazdsa utan. A metilénkék kiprobalasat korabbi megfigyeléseken és a
vegylletek fotofizikai tulajdonsagain til az a megfigyelés is indokolta, hogy a metilénkék
kotoédik a nukleinsavakhoz [204,205]. Mint az mar a membranmodellekkel kapcsolatos
fejezetben emlitésre kertilt, a fotodinamikus reakciok hatasmechanizmusaval kapcsolatban
altalanosan elfogadott nézet, hogy a fényérzékenyitd lokalizdcidja egyben az indirekt
fotokémiai reakci6 lehetséges timadaspontjat is meghatérozza, mivel a sejtben 10, kozvetitette
sériilések annak keletkezésétdl mintegy 100 nm-es tavolsagon beliil alakulnak ki.

Megallapitottak, hogy a metilénkék hatékonyan szenzibilizalja tobb, extracellularis,
burokkal rendelkez6 virus, példaul HIV-1, HSV, VSV inaktivaciojat [206]. Ugyanakkor az
intracellularis virusokkal szemben hatékonysaga csekély.

Az SV40 sikeres inaktivaciojaval [207] kapcsolatban sziiletett eredmények inkabb
kivételnek tekinthetdk, mert a burokkal nem rendelkez6 virusok ellenéllénak bizonyulnak a MB
kezeléssel szemben. A MB kezelések lehetdségét korlatozza tovabba, hogy az hemolizist okoz,
fokozza a vordsvérsejtek kalium kidramlasat és eldsegiti szérum fehérjék nem-specifikus
kotodését a vorosvérsejtek felszinéhez [208]. Mellékhatasai miatt a MB alkalmazasa csak
sejtmentes kornyezetben engedélyezett. Ugyanakkor az 1990-es évek eleje ota a vérbankok
Eurdpa-szerte alkalmazzdk példdul a THERAFLEX MB-PLASMA® (MacoPharma,
Tourcoing, France) komplex készitményt a plazma virusszennyezddésének inaktivalasara
[209].

A fenotiazin szarmazékokon kiviil az elmult 30 évben szamos mas fényérzékenyitd vegyiilet
aktivitasat és felhasznalasanak lehetdségét tesztelték. igy példaul a merocianin 450, elsé és
masodik generacios hipericin szarmazékok [210], hipokrellin A [211], ftalocianinok [212,213],
hematoporfirin  szarmazékok [214] szintén alkalmasak lehetnek fotodinamikus
virusinaktivacidra. Megjegyzendd, hogy ezek a vegyliletek, hasonl6an a metilénkékhez, csak a
peplonnal rendelkezd virusok ellen és csak sejtmentes készitményekben hasznalhatok

eredményesen [42].
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A felsorolt fényérzékenyitok fotokémiai hatasmechanizmuséanak alapja dontden a Il. tipusa
fotokémiai reakci6. Ez azt jelenti, hogy a vegyiiletek fotoaktivacidja szingulett oxigén
termelddését eredményezi a rendszerben, aminek a jelenléte vezet a virusalkotok fotokémiai
sériiléséhez. Az I tipusu fotokémia reakcio, vagyis a szabad gyokok szerepe e folyamatban
csekély. Ezt tamasztjak ala a kompetitorokkal végzett kisérletek [13,215].

A szingulett oxigén potencialis tamadaspontjai lehetnek a peplont alkoto telitetlen lipidek és
fehérjek, a fehérje kapszid, a magfehérje vagy a nukleinsavak. Az a tény azonban, hogy a fenti
fényérzékenyitok peplonnal rendelkezd virusokat képesek inaktivalni jelzi, hogy ebben az
esetben a molekularis tamadaspont(ok) a peplon alkot6i kozott keresendd(k). Az irodalomban
kevés adat 4ll rendelkezésiinkre a telitetlen zsirsavak oxidativ sériiléseinek a
virusianktivacioban betdltott szerepérdl, de kozvetett bizonyitékok alapjan mégis azt
mondhatjuk, hogy ez nem elhanyagolhato [216]. Tobb szerzé részletesen vizsgalta és
azonositotta a fehérjékben kialakulo sériiléseket [217]. A fotooxidacidra érzékeny aminosavak
fototermékeinek megjelenése megvaltoztathatja a fehérje térszerkezetét, ami a funkcio
elvesztéséhez is vezethet. Eppen a fehérjékben okozott fotokémiai sériilésekkel magyarazhatok
a metilénkékkel szenzibilizalt fotodinamikus kezelések mellékhatasai is, igy a plazma fehérjék,
alvadasi faktorok sériilései [218], a sejtes elemek fehérjekomponenseinek sériilései.

Mindezen mellékhatasok kikiiszobolésének egyik lehetséges megkozelitése olyan
féenyeérzékenyitd vegyliletek alkalmazésa, amelyek szelektiven kotddnek a nukleinsavakhoz €s
szelektiven karositjdk azt. Tovabbi kovetelmény a hidrofil karakter, ami biztosithatja a
membranokkal vald kdlcsonhatasuk, illetve aggregacidjuk alacsony szintjét. Ezért a kutatdsok
egyik f6 iranyat a nukleinsavakhoz nagy affinitassal, szelektiven kotddoé fényérzékenyitd
molekuldk vizsgalata jelentette [219-221]. Ezek kozott szerepelnek az altalunk is
tanulmanyozott kationos porfirin szarmazékok.

Az antivirdlis hatds tesztelésének elfogadott modja — még a patogén virusokon vald
kiprobalast megel6zden — a hatékonysag €s hatdsmechanizmus vizsgélata bakteriofagokon. A
bakteriofagok koran megjelentek a fotodinamikus hatasok kutatasaban [222]. A kezdeti
kutatdsok nem iranyultak célzottan a fotodinamikus virusinaktivacié gyakorlati alkalmazésara,
de tobb alapvetd informaciot szolgaltattak annak megalapozasara [223]. Yamamoto szamos
festék 0sszehasonlitd elemzését végezte el a T-sorozat tagjainak (T1-7) felhasznalasaval [224].
Eredményei figyelemre méltdak még akkor is, ha a besugarzas koriilményei nem voltak
reprodukalhatoak és feltehetden a szerzd a kiilonbozd vegyliletek fotofizikai tulajdonsagaira

sem volt tekintettel.
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A bakteriofagok alkalmas modelljei lehetnek mind a peplon nélkiili (Q, A, T sorozat) mind
a peplonnal rendelkez6 (PM2, PRDI1, ®6) patogén virusoknak. Genomjuk modellezheti mind
az RNS (QpB, @6, MS2), mind a DNS 6rokité anyagt virusokat (T sorozat, A, PM2).

A bakteriofagokon végzett kisérletek hozzajarultak a fotodinamikus inaktivacio (PDI)
molekuldris tdmadaspontjainak megismeréséhez is. A metilénkék hatékonysagaval
kapcsolatban a fentiekben emlitettiik, hogy az megfeleld mértékben (5-7log) inaktivalja a
burokkal rendelkezé patogén virusokat, de szinte hatdstalan a kiils6 membrannal nem
rendelkez0 virusokkal szemben. Ennek hatterét vizsgaltdk PM2 bakteriofagon. Metilénkék
jelenlétében besugarzott PM2 mintakbol izolalt DNS elemzésével kimutattak, hogy a DNS
sériilések és az inaktivacio mértéke kozott nincs korrelacio [225]. Hasonldan kezelt, membran
burokkal nem rendelkez6 M13 baktriofdg esetében ugyanakkor a DNS sériilések szoros
Osszefliggést mutatnak az inaktivacioval [212], ami azonban sokkal kisebb mértékii (2log), mint
a membrannal rendelkez6 virusé. Schneider és mtsai [226] oxidativ sériiléseket és RNS-fehérje
keresztkotést mutattak ki QP bakteriofagban, de a sériilések €s az inaktivacid 0sszefliggését
nem vizsgaltak.

A fenti megfigyeléseket magyarazhatja, hogy lipidek jelenlétében a MB elsddlegesen az
azokat tartalmazo6 struktirakban lokalizalédik, mig a lipid komponens hianyaban a
nukleinsavakhoz kotddik, illetve részben aggregatumok formajaban van jelen a vizes oldatban
[227]. Mind az aggregacid, mind a nukleinsavakhoz val6 kotédés — tekintettel a MB elnyelési
spektrumara — csokkenti a MB tényleges abszorbanciajat.

DNS-hez kotédé mas fényérzékenyitok hatékonysagat és hatdsmechanizmusat
tanulmanyoztak A fagon. Kimutattdk, hogy a kotddés megvaltoztatja példaul a riboflavin
abszorpcios spektrumat, ami megmutatkozik a hatasspektrum maximumanak hullamhosszaban
is [228]. Kasturi és Platz [219] a fagtiter 7 nagysagrenddel vald csokkenésérél szamolt be
kationos porfirinnel kezelt és besugarzott mintakban. A koncentraci6d viszonyok és kotédési
allandok ismerete nélkiil nem itélhetd meg, hogy ez a kotott, vagy a mar feleslegben 1évo szabad
porfirinnek tulajdonithato-e. Meglepd, szamos mas eredménynek ellentmondé tapasztalatuk,
hogy az inaktivaciot nem befolyasolta az oxigén jelenléte. Majiya és mtsai [229] kationos
porfirinnel szenzibilizalt MS2 bakteriofag esetében a I1. tipusi, szingulett oxigén kozvetitésével
lejatszodo fotokémiai reakcié dominancidjat mutattak ki.

Uj fényérzékenyité struktarak kiprobéalasara is alkalmas virusmodelliil szolgalhatnak

bakteriofagok. Igy példaul Snow és mtsai [230] kationos fullerén aggregatumok hatékonysagat
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tesztelte MS2 peplon nélkiili RNS fagokon. Ugyanebben a kdzleményben szoros korrelaciot
talaltak a 1O, koncentracidja és az inaktivacio mértéke kdzott.

A fotodinamikus eljaras eredményét befolydsold tényezdé a megfeleld emisszios
spektrummal rendelkezd fényforras €s a besugarzasi koriilmények — fényintenzitas, idobeni
eloszlas — megfeleld megvalasztasa. QB bakteriofagokon nyert eredmények szerint a kisebb
intenzitasu illetve frakcionalt besugarzas azonos végsé beesd (J/m?) dozis mellett nagyobb
aranyt faginaktivaciot eredményez [231]. Ezek alapjan a reciprocitas torvényének korlatozott
érvényességére nemcsak a fotodinamikus terdpiaban, hanem a vérkészitmények sterilizalasat
c€lzo eljarasok kidolgozasanal is figyelemmel kell lenniink.

Megéllapithatd, hogy a bakteriofagokon nyert adatok megalapozhatjadk a PDR patogén
virusokon valé alkalmazésat, hasznos adatokat szolgaltathatnak a kezelések hatékonysaganak
optimalizalasdhoz. Ugyanakkor meg kell jegyezniink, hogy a kisérleti koriilmények —
hatéanyag kémiai szerkezet és koncentracid, kotddési folyamatok elégtelen elemzése,
fényforras spektrum, fényintenzitas, virustiter, stb. —, és az eredmények bemutatdsanak nagy
valtozatossaga miatt szinte lehetetlen az egyébként nagyszamu eredmény Osszehasonlitd
elemzése.

A TMPyP - DNS és TMPyP - T7 nukleoprotein komplex kolcsonhatasaink altalunk
elvégzett elemzése megfelelé alapot biztositott ahhoz, hogy a TMPyP fotodinamikus
hatékonysaganak ¢és a fotoreakcio mechanizmusanak elemzésén tul arra is valaszt
keressiink, hogy melyek a virusinaktivacio optimalis koriilményei; valoban biztosithato-

e a sériilések szelektiv lokalizacidja a porfirin szelektiv kotodésével.
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3. Célkitiizés

Az orvostudomanyban a porfirin szarmazékok két fo alkalmazasi teriilete a daganatok
fotodinamikus terapiaja (PDT) és a mikroorganizmusok fotodinamikus inaktivacidja (PDI).
Mindkét teriileten a hatékonysag és hatasmechanizmus szempontjabol meghatarozé lehet — a
fotofizikai paramétereken tul — porfirin szarmazék lokalizacioja, a kornyezetben 1évo
molekulékkal kialakitott kapcsolata. Ezeknek a kolcsonhatasoknak az elemzéséhez jarultunk
hozza kutatasainkkal. Vizsgalataink két vegyliletcsaladra, a mezo-pozicidban monoszaharidot
tartalmazo glikozilalt porfirin szarmazékokra ¢€és a pozitiv toltésli kationos porfirin
szarmazékokra terjedtek ki.

1. A glikozilalt porfirin szarmazékok és modellmembranok kolcsonhatasanak elemzése.

Arra kerestiink valaszt, hogy
- milyen tényezdk befolydsoljdk a fényérzékenyitd kotodését a membranhoz; a porfirin
szerkezete ¢s a modellmembran lipidosszetétele milyen hatassal van a folyamatr.
-a porfirin szarmazék szerkezete hogyan befolyasolja annak lipid kettds rétegen beliili
lokalizaciojat
2. Kationos porfirin szarmazékok és peptid konjugatumaik kotédése DNS-hez és

nukleoprotein komplexhez, a kotodés kvantitativ és kvalitativ jellemzése.

Arra kerestiink valaszt, hogy

- az interkalacid ¢€s a kis arok kotddeés, mint a kationos porfirinek kotott formai kimutathatok
illetve azonosithatok-e természetes, kettds szalu polinukleotidok jelenlétében

- 1étrejonnek-e ezek a kotott formak akkor is, ha a polinukleotid nem izolalt formaban, 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
megoszlasdnak meghatarozasat mind természetes kettds szala DNS, mind az azt tartalmazo
nukleoprotein komplex jelenlétében

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

¢és ionerdsségének hatasat a folyamatra

A porfirin szdrmazékok bioldgiai hatdsanak lehetséges tamadaspontjai a DNS és a

nukleoprotein komplex. Ezt hasznalhatjuk ki példaul a virusok fotodinamikus inaktivacidjaban.
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Kutatasunk egyik kérdéskore a virusinaktivacio kvantitativ jellemzése €és mechanizmusanak
feltarasa volt. Vizsgalatainkban a T7 bakteriofagot, mint a membran burokkal nem rendelkez6

patogén virusok modelljét hasznaltuk.

3. A porfirin szarmazékok kotodése és fotoreakcioja altal okozott szerkezeti és

funkcionalis valtozasok jellemzése
Célunk volt

- a glikozilalt és kationos porfirin szarmazékok, porfirin-peptid konjugatumok DNS és
nukleoprotein komplex szerkezeti stabilitdsara gyakorolt hatdsanak elemzése

- a T7 bakteriofag porfirin szarmazékok kotodése altal, de fény kozremiikodése nélkiil (u.n.
sOtét reakcid révén) okozott inaktivaciojanak kvantitativ jellemzése; az egyes szarmazékok
hatékonysaganak Osszehasonlitasa

- a szabad gyokok illetve a szingulett oxigén jelenlétének, vagyis az 1. illetve II. tipust
fotokémiai reakcio6 fotoszenzibilizalt virusinaktivacidoban jatszott szerepének kimutatasa

- a glikozilalt és kationos porfirin szarmazékok fotokémiai reakcioi 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 nukleoszoma —
és az azokbol izolalt nukleinsav komponensek termikus stabilitdsdban bekdvetkezett
valtozasok elemzése

Vilaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy valoban biztosithato-e a fotokémiai sériilések
szelektiv lokalizacigja a porfirin szelektiv kotddése révén.

4. Kationos porfirinek és peptid-konjugatumaik sejten beliili lokalizacidja

Arra kerestiink valaszt, hogy

- hogyan befolyasolja a porfirin toltése €s a konjugdtum szerkezete a sejtekben valo
felhalmozddast

- az izolalt DNS-hez/nukleoprotein komplexhez valo kotédés alapjan varhato-e a porfirin

szarmazék lokalizacidja a sejtmagban

- a sejten belill mely sejtalkotokban lokalizalodnak a kationos porfirinek és peptid-

konjugatumaik.
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4. Anyagok és modszerek
4.1. Pufferek

A T7 bakteriofagok tenyésztéséhez valamint a liposzémak készitésénél M9 foszfat puffert

(20 mM KH2PO4, 40 mM NaHPO4, 20 mM NH4Cl, 1 mM MgSOgs; pH 7,4; u=124 mM)

hasznaltunk.
Ry /Rl
R, Ry
[10—‘
HO— o o 0
0 R1 = R2= OH
Rp=Ry= (on HO
HO oH
OH
TP(2-OGIluOH) 4P (gomb) TP(4-OGIluOH) 4P (pl)
HO—] 0 o o ©
HO HO
OH OH
TP(4-OGluOH) 3P TP(4-OXvIOH) 4P

F
HO— o |
HO 0 F F
F
OH
F

TPF3(4-OGalOH) 3P

8. dbra A dolgozatban vizsgalt mezo-szubsztitualt glikozildlt porfirinek: 5,10,15,20-
tetrakisz(2-5-D- gliikozil-fenil)porfirin (TP(2-OGIuOH)4P), 5,10,15,20-tetrakisz(4-4-D-
gliikozil-fenil)-porfirin (TP(4-OgluOH)4P), 5,10,15-trisz(4- -D-gliikozil-fenil),20-fenilporfirin
(TP(4-OgluOH)3P) 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- 4-D-xilozil-
fenil)porphyrin TP(4-OXylOH)4P szerkezeti képlete

A T7 bakteriofaggal és az abbol izolalt DNS-sel végzett faginaktivacios illetve
spektroszkopiai méréseink soran, ahol az ettdl vald eltérést nem jeloltiik Tris-HCI (pH 7,4)

puffert [232] alkalmaztuk. Az oldatok 70 mM teljes ionerdsség esetén 20 mM, nagyobb ionerd

36



dc_1086_15

esetén 40 mM tris-(hidroximetil)-aminometant (Tris-t) tartalmaztak. A végleges ionerdsséget
telitett NaCl megfelel6 mennyiségének hozzdadéasaval értiik el. A pH beallitdsdhoz 10 M-0s
sosavat hasznaltunk.

A kétértékii ionokkal (Ca?*, Mg?*, Cu?*, Ni?*) kiegészitett fenti Tris-HCI pufferekben a
kérdéses ionok koncentracioja, telitett klorid ill. szulfat soik oldatanak megfeleld elegyitése

utan minden esetben 1 mM volt [233].

4.2. Porfirin szarmazékok és porfirin-peptid konjugatumok

A dolgozatban bemutatott vizsgalatokban szerepld neutrdlis mezo-Szubsztitualt porfirin
szarmazékok a glikozilalt 5,10,15,20-tetrakisz(2-B-D- gliikozil-fenil)porfirin  (TP(2-
OGIuOH)4P), az 5,10,15,20-tetrakisz(4-pB-D-gliikkozil-fenil)porfirin  (TP(4-OgluOH)4P), az
5,10,15-trisz(4-B-D-gliikozil-fenil),20-fenilporfirin (TP(4-OgluOH)sP), 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) (8. &bra). A planaris és

gombszimmetrikus szdrmazékok térszerkezetét a 9. dbran mutatom be.
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9. abra A gombszimmetrikus (A) és planaris (B) glikozilalt tetrafenilporfirinek térszerkezete
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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) (10.
abra).

A mezo-szubsztitudlt, glikozilalt tetrafenilporfirin konjugatumokat Ph. Maillard bocsatotta
rendelkezésiinkre (Institute Curie Section de Recherche (Orsay, Franciaorszag)) [66,67,69], a
tobbi vegyiilet a Frontier Scientific (kordbban Porphyrin Products) (Carnforth, UK) terméke

volt.
R

1

Ry \Rz
HiC. .~ HyC- t -
X S
TMPyP TMPyMPP
0
H.C-_+ _
h ¢
TMPCP
0
H3C HO
R, = R,=R,=
1 T;::l§§ 2=R;
BMPCP

10. abra A dolgozatban vizsgalt kationos porfirinek: 5,10,15,20-tetrakisz(1-metil-4-
piridinio)porfirin (TMPyP), 5,10,15-trisz(1-metil-4-piridinio),20-monofenilporfirin
(TMPYMPP,) 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

A BMPCP ¢s TMPCP tetrapeptid konjugatumait: NH2>—Lys(TMPCP-Ala-D-Ala-Ala)—
CONH2 (TMPCP-4P) és NHa-Lys[Lys(Ala-D-Ala-Ala-BMPCP-Ala-D-Ala-Ala)]-CONH:
(BMPCP(4P)2) (11. abra) és az elagazé lancu poli[Lys-(DL-Alam] (AK) polipeptiddel képzett
konjugatumot (TMPCP-AK) (12. abra) kutatocsoportjaink kézotti egyiittmiikodés keretében
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Mez6 Gabor és mtsai (MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport) készitettek €s jellemezték
[234,235].

d | < I | §NH

o ‘ o

BMPCP-(4P),.

(o] /c (o]
)I\NH iNH
11. abra BMPCP és TMPCP tetrapeptid konjugatumainak: NH>—Lys(TMPCP-Ala-D-Ala-

Ala)-CONH: (TMPCP-4P) és NH>-Lys[Lys(Ala-D-Ala-Ala-BMPCP-Ala-D-Ala-Ala)]-
CONH2 (BMPCP(4P)2) szerkezeti képlete
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| Polilizin

/

\

Oligo(DL-Alanin)

l | |
TMPCP Elagazé lanca polipeptid
(AK)

12. abra A TMPCP-eldgazo lancu polipeptid konjugdatum (TMPCP-AK) sematikus felépitése

Az elagazé lanca polipeptid polilizin gerincének atlagos polimerizacios foka DP,=250, a
DL-Ala/Lys mol/mol aranya 2,7, a [Lys-(DL-ALA2,7)] monomer egységek atlagos moltomege
320 Da.

A porfirin szdrmazékokat por, illetve oldékonysaguktol fiiggben optikai tisztasagi
metanolban (Sigma, Deisenhofen, Németorszag) vagy desztillalt vizben készitett torzsoldat
(~10° M) formajaban, sotétben taroltuk 4 °C-on. A mérések soran ezekbdl a tdrzsoldatokbol a
aktualis koncentraciét a vegyiiletek spektroszkopiai tisztasagli olddszerekben meért

abszorbancidja alapjan hataroztuk meg. A vegyiileteknek a dolgozatban hasznalt roviditését és

molaris abszorbancidjat a 4. tablazat foglalja ossze.

4.3. Liposzomak eloallitasa és jelolése

A lipid—porfirin kolcsonhatasok vizsgalatara kiilonboz6 Osszetételd, kis unilamellaris
liposzémakat (SUV) allitottunk eld [239,240]. A felhasznalt foszfolipidek fébb paramétereit az
5. tablazatban foglaljuk Ossze. A foszfolipidet kloroformban oldottuk fel, majd az edényt
folyamatosan forgatva az oldoszert 1égritkitott térben elparologtattuk. Ezutan a lipid filmet
foszfatpufterbe szuszpendaltuk, (a torzsoldat foszfolipid koncentracidja c=1,5 mM volt), majd
a szuszpenzid kitisztulasaig kezeltiik ultrahanggal (MSE Ultarsonic Disintegrator; A=8um,
f=23kHz, P=15W). A liposzomak méretét fényszorasméréssel (ALV Goniometer,
Spectraphysics 124B He—Ne 1ézer, P=10 mW, A=632.8 nm) ellendrizve az atlagos atmér6 50
nm koriilinek adodott. A kiilonbozd dsszetétell liposzomak atlagos méretében nem talaltunk

szignifikdns kiilonbséget.
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4. tablazat A dolgozatban hasznalt porfirin szarmazékok abszorpcios maximumanak
hullamhossza (1) és moldris abszorbancidja (&)

€
vegyiilet oldoszer A (nm) hivatkozas
(M-tcm?)

Glikozilalt porfirinek

TP(2-OGIuOH)4P MeOH 415 3,5x10° [97]
TP(4-OGIuOH)4P MeOH 4155 4,07 x10° [236]
TP(4-OGIuOH)3P MeOH 416 5,6x10° [236]
TPF5(4-OGalOH)3 MeOH 415 5,94x10° [236]
Kationos porfirinek

BMPCP MeOH 421 1,59x10° [234]
TMPCP MeOH 426 4,02x10° [234]
TMPyP Tris-HClI 422 3,17x10° [237]
TMPyMPP Tris-HCI 422 2,7x10° [238]
Porfirin-

konjugdtumok

BMPCP-(4P)> MeOH 420 2,37x10° [234]
TMPCP-4P MeOH 426 4,62x10° [234]
TMPCP-AK -

5. tablazat A liposzomak eléallitasahoz felhasznalt foszfolipidek jellemzé paraméterei

telitett/telitetlen ) fazisatalakulasi
o fejcsoport
foszfolipid arany homérséklet felhasznalas
toltés
(mol/mol) (°0)
DMPC 14:0 neutralis 24 Kotédés
DMPG 14:0 negativ 23 vizsgalatok
DPPC 16:0 neutralis 41
ESR vizsgalatok

DOPC 18:1 neutralis -17

A porfirinek kotédési vizsgalatait neutralis fejcsoportu  1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-
foszfatidilkolinbol (DMPC) (Sigma-Aldrich, Németorszag) és DMPC és negativ toltésii
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fejcsoporta  1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfatidilglicerol  (DMPG)  (Sigma-Aldrich,
Németorszag) 9:1 (mol/mol) aranyu keverékébdl készitett liposzomakon végeztiik [236].

DMPC ¢s DMPC/DMPG liposzomak fejcsoport régidjanak illetve szénhidrogénlanc
(ANS) (Sigma-Aldrich) illetve 1,6-difenil-1,3,5-hexatriénnel (DPH) (Sigma-Aldrich)
inkubaltuk 30 percig a jelzék telitési koncentracioja felett, a lipidek fazisatalakulasi
hémérsékleténél magasabb homérsékleten (37 °C-on) [236,241]. A jelz6k fluoreszcencia
Ag=357 nm-en (DPH) gerjesztettiik, az emittalt jelet Aem=480 nm-en (ANS) illetve Aem=450 nm-
en (DPH) detektaltuk.

A liposzémdk lipid régodjanak 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) 6sszetételi liposzomakat készitettiink.
[242]. A liposzoOma membrant kiilonbozé mélységekben, igy a fejcsoportnal, a szénhidrogén
lanc kozépsd és terminalis részén vizsgaltuk kiillonbozd spinjeloldk segitségével. Spinjelzésre
5-doxyl-, 7-doxyl-, és 12-doxyl-sztearinsavat (ICN Biomedicals Inc Ohio, U.S.A.) valamint 16-
doxyl-sztearinsav (Sigma Chem. Co) jelolét hasznaltunk. A jel6ld molekulat, valamint a
vizsgalt porfirin szarmazékot a preparalas elsé 1épésében a lipidekkel egyiitt oldottuk fel
kloroformban, majd kovettiik a fent leirt liposzoma preparalasi eljarast. A lipid:spinjelzd illetve

a lipid:porfirin molarany 100:1 illetve 1000:1(m6l/mol) volt.

4.4. T7 bakteriofag preparatum készitése
Nagy tisztasagu T7 bakteriofag (ATCC 11303-B7) preparatumot Escherichia coli (ATCC

11303) gazdasejt felhasznalasaval készitettiink. A fagsokszorozodas mértekét Gaspar és mtsai
[243] eljarasanak megfelelden optimalizaltuk. A tenyésztést és a lizatum tisztitasat Strauss és
Sinsheimer (1963) [244] modszere szerint végeztiik. A fagoldatot tisztitas utan CsClI gradiensen
koncentraltuk, igy 100 mg/ml toménységet tudtunk elérni. A preparalasi eljards végén a
bakteriofagok koriilbeliil 30%-a volt fertdzdképes.

A mérésekhez a torzsoldat oldoszerét a kivant iondsszetételli puffer oldatra Sephadex™ G-
25 (Amersham Biosciences, GE Healthcare, Fairfield, CT, U.S.A.) tartalmtt NAP-5™ oszlop
felhasznalasaval cseréltiik.

crcr

ismeretében (260=7,3'10° mol bazis<liter'scm™) optikai denzitasuk alapjan hataroztuk meg.
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4.5. DNS izolalasa T7 bakteriofagbol

A T7 bakteriofag szuszpenziot 0,5%-os SDS (natrium-dodecil-szulfat) oldattal (Sigma) 30
percen at 65 °C-on inkubaltuk, majd a fehérje-SDS komplexet 1M KCI oldattal (Sigma)
jégagyon lecsapattuk. A keletkezé 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 DNS kicsapodik. Ujabb centrifugalas
(10 perc, 13 000 rpm) utan, a feliilaszot ledntve a csapadékot két alkalommal, az eredeti térfogat
Y részének megfeleld 70 %-0s etanol-oldattal mostuk at (Iépésenként ijabb centrifugalassal).
A végezetiil nyert csapadékrol a feliiliszot ledntve, a mintat beszaritva tiszta DNS-t
nyerthetiink, amit Tris-HCl (pH 7,4) pufferben, szobahdmérsékleten, alkalmanként 6vatos
keveréssel oldottuk fel. A tisztitas soran nyert DNS mennyiségét spektroszkdpiai titon (€260 =
6,67 x 10° mol bazis+liter’xcm™), a DNS lancok hosszat gélelektroforézissel, a kettés helikalis

szerkezet meglétét abszorpcios olvadasi (1asd kés6bb) mérésekkel ellendriztiik.
4.6. Nukleoszomak és nukleoszoma DNS izolalasa HeLa sejtbol

A HelLa sejteket 10 % borjuszérummal kiegészitett RPMI-640 médiumban szaporitottuk A
sejtmag illetve a mono- és oligonukleoszomakat tartalmazo frakciot Hammermann és mtsai
[245] modszere szerint izolaltuk. A nukleoszomakat tartalmazo frakciot a korabban leirtak
szerint [246] Tris-HCI pufferrel (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 7,4), szemben dializaltuk, majd
Centricon cartridge (Centricon, MA, U.S.A.) felhasznaldsaval toményitettiik. A mintdk
Osszetételét poliakrilamid gélelektroforézissel azonositottuk. A mintdkban azonositott
nukleoszomak 150 bazisparnal nem hosszabb DNS fragmentumokat ¢és ekvimolaris
mennyiségben core hiszton proteineket tartalmaztak. Linker hiszton- és nem-hiszton
bazisosszetételiikben a GC:AT arany a T7 faghoz hasonléan 1:1 — a T7 fag molaris
abszorbanciajat felhasznalva az abszorpcids spektrumok alapjan hataroztuk meg. Ez
feltehetéen pontatlansagot okoz a koncentracid6 meghatarozasaban. Mivel azonban a
nukleoszémak bazisosszetétele valtozo, ennél pontosabb azonositasuk nem lehetséges. A DNS

izolalasat a T7 bakteriofag DNS-ének izoldldséara fentebb leirt (lasd 4.5.) modszerrel végeztiik.
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4.7. Sejtvonalak, sejttenyésztés

A kationos porfirinek és konjugatumaik sejtbeni felhalmozodasat HL-60 (akut
promyelocytic leukémia sejt; ATCC: CCL-240) sejten beliili lokalizaciojat HT-29 (human
vastagbél adenocarcinoma sejt; ATCC: HTB-38) sejteken vizsgaltuk. A HL-60 sejtkultarat
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) novesztettik. A HT-29 sejtek tapoldata hasonldé adalékokkal
kiegészitett RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) tapoldat volt.

4.8. Abszorpcios és fluoreszcencia spektroszkopia

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

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

A floureszcencia anizotropiat

A= IVV_GIVH (1)

Ivv _ZGIVH

egyenlet szerint hatdroztuk meg, ahol V és H a gerjesztési €s emisszios polarizatorok
orientaciojat jelzi és G=Inv/InH.

Porfirin szarmazékok fluoreszcencia kvantumhatasfokat (3 )

2
nS FS AR
@ (n_j AT R @

egyenlet szerint szamitottuk, ahol ®F a referenciaként alkalmazott rodamin B

kvantumhatasfoka etilén glikolban [247], A a minta abszorbanciaja a gerjesztés hullamhosszan,
F az emisszios spektrum gorbe alatti teriilete, n az oldat térésmutatdja, az S index a mintéra, R
a referenciara utal. Az integralt floureszcencia intenzitds maghatirozasanal a gerjesztés
hullamhosszan azonos abszorbanci4ju minta €s referencia oldatokat hasonlitottunk 6ssze.

A fluoreszcencia élettartam méréséhez a fent emlitette FS900CD spektrofluoriméter
gerjesztd fényforrasadt egy 1,5 ns impulzusszélességli hidrogén-toltésii villandlampéra
cseréltiik, amelynek impulzusszélessége 1,5 ns. A fluoreszcencia élettartamot idékorrelalt

egyfoton-szamlalassal hataroztuk meg.
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A DNS és porfirin kozotti energiatranszfer vizsgéalatakor a mintak gerjesztése A=260 nm
hullamhossznal tortént, a vizsgalt emisszids hullamhossztartomany A=600-800 nm volt.

A T7 nukleoprotein komplex, valamint a T7 fagbol izolalt DNS szerkezeti stabilitasat optikai
denzitasuk hoémérséklettdl fiiggd valtozasan keresztiil, az abszorpcios olvadasi gorbék
felvételével vizsgaltuk [248,249]. A méréseket Peltier hdmérsékletszabalyozoval felszerelt, hat
minta parhuzamos mérésére alkalmas Cary 4E spektrofotométerrel a nukleinsav abszorpcios
maximuman (A=260 nm) végeztilk. A hdmérsékletet 25-98 °C tartomanyban valtoztattuk, a
flitési sebesség 0,5 °C/perc volt. Parhuzamosan 5 mintan végeztiink mérést, a hatodik
mintatartot az alkalmazott pufferrel toltttiik meg, és ebben mértiik a hdmérsékletet. A mérési
adatokat 0,5 °C-onként gyljtottiik, Microcal Origin program segitségével dolgoztuk fel. A
gorbéket a 25 °C-on mért abszorpciods értékre vonatkoztatva normalizaltuk, majd 5 pontonként
simitottuk. Az igy nyert adatokbdl szdmitottuk az olvadasi gorbék elsd derivaltjat, amit
ismételten 5 pontonként simitottunk. Meghatdroztuk a simitott derivalt gorbék maximum
helyeit (Tm: fazisatalakulasi hémérséklet) és a savok félérték szélességét (w). Tm a rendszer

stabilitdsara, w az atalakulas kooperativitasara jellemzd paraméter.

4.9. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A CD spektroszkopia a porfirinek DNS-hez illetve nukleoprotein komplexhez (NP) valo
kotddésérdl, a kotddési modokrdl nyujthat informéaciot. A CD  méréseket amino-
kamforszulfonsavval kalibralt, PFD-425S Peltier hdmérsékletszabalyozoval felszerelt Jasco J-
810 spektro-polariméterrel végeztiik. A kotédési vizsgalatokhoz allandd porfirin és valtozo
kozott rogzitettiik és Savitzky — Golay algoritmussal simitottuk [250]. A spektrum savok
intenzitdsat a maximumokhoz tartozd molaris ellipticitassal ([@] deg x cm? / dmol))
jellemeztiik.

A DNS-ben illetve nukleoprotein komplexben bekdvetkezd szerkezeti valtozasokra a
polimerek CD jelének homérsekletfiiggd valtozasabol kovetkeztethetliink. A T7 fag illetve az
izolalt nukleoszomak porfirin komplexeinek CD spektrumait A=220 nm és 350 nm kozott
rogzitettiik 25 °C és 98 °C kozott 1 °C-onként. A mintdkban a A= 260 nm-en mért optikai
denzitds 1, a bazispar/porfirin molarany 40 (T7) illetve 50 (nukleoszoma) volt. A A=225 nm
illetve =280 nm-hez tartozo értékeket abrazoltuk a hémérséklet fliggvényében. A gorbéket

simitottuk, majd a simitott adatsorokbdl szdmitottuk az olvadasi gérbék elsé derivaltjat.
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4.10. Elektron spin rezonancia spektroszkopiai (ESR)

A liposzomaék kiilonbozo lipid régidiban, a porfirinek kotddésének hatasara bekovetkezo
szerkezeti valtozasokat ESR spektroszkopiaval tanulmanyoztuk. Az ESR spektrumokat
hémérsékletszabalyozoval felszerelt Bruker-EMX6 X-sava (9-10 GHz) spektrométerrel
regisztraltuk. A hémérsékletet a ~20 pl-es minta centrumanak kzelében szabalyoztuk ~ 0,1 °C
pontossaggal. A modulacios amplitudo 2 és 35 °C kozott 2,0 Gauss (G), 35 °C {olott pedig 1,0
Gauss volt, a mikrohulldmu teljesitmény 20 mW. 5 perces felvételi idot és 0,2 s idéallandot

alkalmazva 2048 pontban vettiik fel a spektrumot.

2Amax " e =
‘ e | :
/ | | thg :
/ h P ihy
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— - J g
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13. abra Liposzoma preparatumok tipikus ESR spektruma. A kiértékelésekhez hasznalt
paraméterek: a kiilsé csatolasi dllando (2Amax), valamint a 12-DOX ill. 16-DOX
spinjeloloknél hasznalt h-1 és ho jelamplitudok

A membranfluiditas jellemzésére harom paramétert hasznaltunk: a 2Amax kiils6 csatolasi
allandot, valamint az ,,f” és a ,,k” paramétereket (13. abra). Az 5-doxil- és 7-doxil-
sztearinsavjelolok esetén, ill. 12-doxil-szteraninsavnal 2—25 °C homérséklet-tartomanyban a
2Amax kiilsd csatolasi 4llandot hasznaltuk. A 2Amax kiils6 csatolasi allando a 13. 4bran
lathat6 spektrum két legtavolabbi csucsa kozotti tavolsag. 25 °C hémérséklet f616tt 12-doxyl-
sztearinsav jelold esetén a 2Amax csatoldsi alland6 az ESR spektrumrol nem volt leolvashato,
ilyenkor a membran fluiditisat az SL-12 esetén az f = —- paraméterrel jellemeztiik, ahol h-1
0
a magaster(l csucs, ho pedig a kozéps6 csucs. 16-doxil-sztearinsav esetén az alacsonyterti

h+1)

cstcs (h+1) és a kozépso csucs (ho) amplituddinak hanyadosaval, a k paraméterrel (k = o
0

jellemeztiik a membran fluiditasat.
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4.11. Porfirinek dimerizaciés allanddjanak (Kd) meghatarozasa

A dimerizaciés allandokat Margalit modszere szerint [113] hataroztuk meg. Feltételezve,
hogy az aggregacios folyamat els6 1épése a porfirin dimerek kialakulasa, valamint hogy a
dimerek floureszcencia kvantumhatasfoka elhanyagolhaté a monomerekéhez képest [251], a

[P] = [M] + 2K [M? 3)
Osszefiiggésben a monomer koncentracio [M] helyettesithetd a kF kifejezéssel, ahol F a
mindenkori fluoreszcencia intenzitas, k pedig egy aranyossagi tényezo, igy a kovetkezd
Osszefiiggés nyerheto:

[P1/F = k + 2k°K4F 4)

Ez alapjan a dimerizacios alland6 meghatarozhaté a [P]/F versus F fliggvény

tengelymetszetébdl és meredekségébdl.

4.12. Porfirin — liposzéma kotodési allandojanak meghatarozasa
A kotddési allandd meghatarozasat allando porfirin koncentracio (107 M) és 10° M-tol a
telitési koncentracioig valtozo lipid koncentracio mellett végeztiik. Mérés eldtt a megfeleld lipid

crer

allando az alabbi Osszefiiggés alapjan hatarozhaté meg:

__[R]

= 5
[P ][] ©)

L
ahol Pi és Pr az inkorporalt ill. a szabad porfirin koncentracidja, ¢i a lipid koncentracio. Az
alkalmazott koncentraciok esetében a fluoreszcencia révén emittdlt fény intenzitdsa a
koncentraciéval aranyosnak tekintheté [252]. Igy a kotédési allandd rogzitett porfirin
koncentraci6 esetén az adott hullimhosszon mért fluoreszcencia intenzitasokbdl hatarozhato

meg az alabbiak szerint [253]:

KL G

F=F,+(F-F)——_
[0} ( | 0)1+KLCI

(6)

ahol F az aktualis fluoreszcencia intenzitas, Fo a szabad porfirin fluoreszcencia intenzitasa (Ci

=0), FL a fluoreszcencia intenzitas a lipid telitési koncentracidjanal.

4.13. A porfirin-liposzéma kotodés sebességi allandojanak meghatarozasa

A porfirin szarmazékok fluoreszcencia intenzitasanak valtozasat mértiik a liposzomaba

valo beépiilés soran az 1dd fliggvényében. A porfirin szarmazékokat a fluoreszcencia mérés
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helyszinén adtuk hozza a DMPC, vagy DMPC/DMPG liposzémakhoz kdzvetlentiil a
detektalas megkezdése eldtt. A porfirin szarmazék koncentricidja 107 M, a lipid koncentracio
a porfirin teljes beépiiléséhez sziikséges nagysagl volt. A mérés eldtt és alatt a vizsgalt mintak
hémérsékletét 18 °C-on (lipidek fazisatalakulasi hdmérséklete alatt) illetve 37 °C-on (lipidek
fazisatalakulasi homérséklete f6l6tt) tartottuk. A gerjesztés és detektalas az adott porfirin
gerjesztési ill. emisszidés maximuman tortént. 40 percig tarté mérés soran masodpercenként
gyljtottiink adatokat. A kapott gorbékre a legkisebb négyzetek modszerének alkalmazasaval
egy, vagy két exponencialis fiiggvényt illesztettiink. Az illesztés josagat y? probaval
ellendriztiik. Ha két exponencialis fiiggvény illesztése nem eredményezett Iényeges javulast,

akkor egy exponencialist illesztettiink a gorbére.
4.14. Mikrokalorimetria

A mikrokalorimetridval (DSC) a lipidek fazisatalakuldsdnak két jellemzd paraméterét
hataroztuk meg: a 6 fazisatalakulds homérsékletet (Tm), vagyis a f6 fazisatalakuldsi csucs
maximumahoz tartoz6 hdmérsékletet, valamint a fazisatalakulas félértékszéleségét (T12), azaz
az atalakuldsi gorbe magassaganak felénél a gorbe két szara kozt mérhetd
hémérsékletkiilonbséget [254].

Vizsgalataink soran a DMPC-t illetve a DMPC:DMPG 9:1 mol/moél aranya keverékét és a
fényérzékenyitd anyagot egylittesen kloroformban oldottuk fel lipid:porfirin 20:1 mol/mol
aranyban. A szerves olddszer nitrogéngazzal tortént elparologtatasa utan foszfat puffert adtunk
hozza, majd fél oran at razattuk, a 6 fazisatalakulasi homérséklet feletti hofokon tartva a
rendszert. Ezutan 10 °C és 40 °C kozotti hdmérséklettartomanyban 5 °C/perc fiitési sebességgel
regisztraltuk a féazisatalakulasi gorbéket. Minden egyes vegyiilet esetében legalabb 3
parhuzamos mérést végeztlink és kiszdmitottuk a mérési eredmények atlagat és szorasat. A
fényérzékenyitd anyagot tartalmaz6 mintak fazisatalakulasi paramétereit 6sszevetettiik a tisztan
DMPC-t ill. DMPC/DMPG keveréket és vizet tartalmazé mintakéval. A kiillonbségek

statisztikai értékelésére kétmintas t-probakat végeztiink.

4.15. Fényforrasok

A fotodinamikus reakcidk hatasdnak vizsgalatakor a szenzibilizalt mintdkat halogén
lampaval, (Tungsram — GE Lighting, 12V, 100W) illetve quartz W-halogén lampaval (Newport
Oriel, 250W) (14A ésB abra). sugaroztuk be. A lampa intenzitasat Ophir Pyro-electric Detector
10A-P (Optronix, Israel) detektorral felszerelt Nova Laser Power/Energy Monitor tipusu

késziilékkel ellendrizziik. A A=380 nm-nél rdvidebb hullamhosszi tartomanyt tiiveglap
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alkalmazaséval, az infravoros sugarzast az Oriel ldmpa hasznalatakor 10 cm vastag vizréteggel

sztirtlik ki.
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14. dbra A besugdrzdsra hasznalt fényforrasok emisszios spektruma: (A) Newport Oriel, (B)
Tungsram — GE

4.16. Szingulett oxigén kimutatasa jodometriaval

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
megeldzden a reagens oldatat a kivant koncentracio (0 - 2 uM) eléréséhez sziikséges porfirin
szarmazeékkal egészitettiik ki €s sugaroztuk be. Az oldat abszorpcios spektrumat a besugarzas
megkezdése eldtt és meghatarozott besugarzasi id6k utdn rogzitettik A=220-600 nm
tartomanyban. A besugarzas soran keletkezd szingulett oxigén hatdsara az alabbi reakcioséma
szerint 1, képzdédik.

'0,+1- = 100" —*2 5 JOOH

IOOH + 1~ — HOOI, — 1, + HO; @)

I, +HO, —*2 |- +H,0,+0OH"

A |, mennyiségére az oldat A=355 nm-en mért abszorbancidjabol kovetkeztethetiink

(e355=2,47x10* Mtcm™) [255].

4.17. T7 bakteriofag inaktivacidoja

A fag fertdzoképességét lemezontéses €16szam meghatarozassal végeztiik, szokvanyos agar
taptalajon tenyésztett Escherichia coli (ATCC 11303) baktérium-gyepen. Az inaktivacio
mértékét az In(N/NO) értekkel jellemeztiik, ahol N az aktudlis, No pedig a kezelés eldtti

tarfoltszamot jelenti.
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T7 fag ,,sotét” inaktivaciojanak kovetésekor a bakteriofag szuszpenzidt a vizsgalt porfirin
szarmazékok ismert koncentracidinak hozzdadasat kovetden a fény teljes kizarasa mellett,
porfirin:bazispar molaris aranyat (1/r) 0-0,5 tartomanyban valtoztattuk.

Porfirinnel szenzibilizalt T7 fag fotoinaktivaciojanak jellemzéséhez besugarzas eldtt a
porfirinnel szenzibilizalt bakteriofag szuszpenziodt sdtétben 10 percig inkubaltuk. A porfirinek
tartomanyban volt. A besugarzas kvarc kiivettdban tortént, a mintakat besugarzas alatt
folyamatosan kevertiik. Az inaktivacié mértékét (In(N/No)) a beesé dozis vagy a porfirin
koncentraci6 fiiggvényében abrazoltuk. A T7 bakteriofag érzékenységét az inaktivacios
hataskeresztmetszettel jellemeztiik (o [cm?/J]). (A hataskeresztmetszet megfelel azon beesd
dozis reciprokdnak, amelynél adott koncentracional az €16 fagok szdma az e-ed részére
csokken.)

A keletkez6 gyokok szerepének tanulmanyozasakor a fenti mintakhoz 1,3-dimetil-2-tioureat

(DMTU) (Sigma) vagy NaNz-ot (Sigma) illetve 1,3-difenil-izobenzofurant (DPBF) adtunk. A

crer

4.18. 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 elektroforézis¢éhez 1 %-os, a PCR termékek
analiziséhez pedig 2 %-os agar6z géleket hasznaltunk. A mintdk gélbe toltéséhez, valamint a
vandorlas kovetéséhez azokhoz bromfenol kék (0.05%), szukrdz (40%), EDTA (0.1 M, pH 8.0),
és SDS (0,5%) keverékét adtuk (Sigma géltolté puffer), mintanként azonos mennyiségben. A
géleket etidium-bromiddal (Sigma) festettiik, a DNS-sadvokat UV-atvilagité (Sigma) felett
figyeltiik meg. Méret-standardként 1 kb DNS-keveréket (,,1étra”’; Sigma) vagy a A fag HindIII

restrikcios enzimmel emésztett fragmentumait (Sigma) hasznaltuk.

4.19. Polimeraz lancreakcio

A T7 tag 6rokité anyaganak épségét illetve karosodasat polimeraz lancreakcioval vizsgaltuk.
A reakcidhoz a fag-genom egy 555 bp hosszusagu 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
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optimalizalt aranyban kevert és higitott primereket, PCR-puffert, dezoxi-ribonukleozid-
trifoszfatokat és AmpliTaq Gold DNS-polimerdz enzimet (Perkin Elmer, Wellesley, MA,
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.

A T7 tagon végzett PCR mérésekhez a T7 nukleoprotein 65 °C-on torténd termikus
atalakulasa (kapszid fellazulasa) miatt nem sziikséges a DNS elézetes preparalasa, az

amplifikalas a teljes fAg haszndlataval is elvégezhetd.

4.20. Aramlasi citometria

A HL-60 sejtek altal felvett porfirin szdrmazékok mennyiségét aramlési citometridval
szarmazekkal inkubaltuk 0,5-5 orat. Kontrolként porfirint nem tartalmazé tapoldatban inkubalt
sejteket haszndltunk. Az inkubalési periddus végén az inkubalo elegyet eltavolitottuk, a sejteket
kétszer mostuk szérum mentes tapoldattal majd 100 ul 1 mM-os tripszinnel kezeltiik [257-259].
A tripszin tovabbi hatasat 10% szérumot tartalmaz6 HEPES pufferrel gatoltuk (100 mM NaCl,
5,4 mM KCI, 0,4 mM MgClz, 0,04 mM CaClz, 10 mM HEPES, 20 mM D-gliikéz, 24 mM
NaHCOs3 és 5 mM NaxHPOg4, pH 7,4 ). A sejteket FACS-csovekben centrifugaltuk (1000 rpm,
5 perc, 4 °C). A feliiliszé eltavolitdsa utdn a sejteket HPML-ben szuszpendaltuk. Az
intracellularis fluoreszcencia intenzitdsit BD LSR II (BD Biosciences, UK) &aramlasi
nagyobb intenzitast mutatd sejteket szamoltuk. Az adatokat FACSDiVa 5.0 software-rel

elemeztik.

4.21. Lézer pasztazé mikroszkopia

A 1ézer pasztazod mikroszkop segitségével tanulméanyoztuk a porfirinek €16 sejteken beliili
lokalizaciojat. A porfirin szdrmazékok sejten beliili lokalizacigjat Zeiss 710 (Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Germany) konfokalis mikroszkoppal kovettik. HT-29 sejteket specialis
mintatartoban (Lab-Tek Il 8-chamber Slide, Thermo Fisher Scientific Inc. NYSE: TMO) a
kisérleteket megeldz6 24 draban ndvesztettliink. A mintakat végiil 20 pM porfirin szdrmazékkal
3 orat inkubaltuk. A porfirin szarmazékok kimutatdsdhoz a mintakat A=488 nm-en
gerjesztettik, az emissziot A=650-750 nm tartomanyban detektaltuk. Az egyes
sejtorganellumokban valo lokalizacid azonositasdhoz ko-lokalizacios vizsgéalatokat végeztiink.
A sejtmag DNS-ét SYBR Greenl-gyel (inkubacios koncentracio 400 nM; Aex=488 nm, Aem=520

nm), a lizoszémakat Lyso Tracker Green DND-26-tal (inkubacios koncentracio 50 nM; Aex=488
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nm, Aem=633 nm), a mitokondriumokat MitoTracker Deep Red FM-mel (inkubacids
koncentracid6 100 nM; Aex=510 nm, Aem=665 nm) jeldltiik. A kontroll mintakat csak egy
festékkel, illetve jelolé nélkiili tapoldatban inkubaltuk. Az adatokat Imagel software-rel

elemeztik.

4.22. Adatfeldolgozas

Az adatok feldolgozasahoz, ahol azt masképp nem jeldltiik Microsoft® Excel (Microsoft,
Redmond, Washington, U.S.A.) tablazatkezeld illetve Origin® 7.0 (OriginLab, Northampton,
MA, U.S.A.) programot hasznaltunk. Az abszorpcios spektrumok felbontasahoz a kisérleti
adatok elméleti fiiggvényekkel vald illesztését az Origin® 7.0 programmal végeztik. Az
abszorpcids spektrumok felbontasdhoz egy, Zupan Kristof (akkor Ph.D. hallgato) altal készitett
programot hasznaltunk, amely a felbontdsokat automatikusan, programozhat6 paraméterezéssel

végezte el egy-egy spektrumon vagy spektrumsorozaton.
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5. Eredmények
5.1. Porfirinek kolcsonhatasa modellmembranokkal

A fotodinamikus reakcio tumorellenes hatasdban fontosnak latszik a fényérzékenyitdszer,
igy a porfirin sejten beliili lokalizacidja. Elonyt jelenthet, ha a porfirin szarmazék a membran
struktirakban lokalizalodik, azaz alapvetden hidrofob karakterii. Mésfel6l azonban a hidrofob
karakter noveli az aggregatumok kialakuladsanak lehetdségét, ennek révén pedig elényteleniil
befolydsolja a fotofizikai tulajdonsadgokat, az aggregatumokban példaul csokken az
abszorbancia, fokozodik a fotodegradacio.

Mindezen problémédk egyik lehetséges megoldasanak latszik szénhidrat oldallancok
kapcsolasa a porfirin szarmazékhoz. Az oldallancok szerkezetének, a kapcsolds moddjanak
valtoztatasa révén a kiilonboz0 méretli, polaritasy, térszerkezetii konjugatumok szintézise
lehetséges. Tovabbi inspiraciot jelentett a porfirin-szénhidrat konjugatumok szintézisére, hogy
egyes megfigyelések szerint ezek a konjugatumok specifikus kolcsonhatasba Iéphetnek
bizonyos tumorsejteken nagy szamban expresszalodo lektin receptorokkal [260].

A glikozilalt tetrafenilporfirinekkel kapcsolatos kutatds egyik fo kérdése az volt, hogy
hogyan befolyasolja a membrannal valé kolcsonhatast a porfirin szdrmazék polaritisa, a
molekula geometridja. Ennek megfeleléen sajat vizsgéalatainkhoz olyan mezo-szubsztitualt
glikozilalt porfirineket valasztottunk és hasonlitottunk Ossze, amelyek a szubsztituensek
természete, szama, anellalasa alapjan kiillonboznek egymastol (lasd 8. €s 9. abra). A modell
membranokon végzett kotddési vizsgalatokban a porfirin szdrmazékok és konjugatumok
fotofizikai tulajdonsdgait figyelembe véve elsOsorban spektroszkdpiai modszerekre
tdmaszkodtunk.

A tanulmanyozott glikozilalt porfirin szarmazékok abszorpciods spektruma megfelel a szabad
bazist porfirinek tipikus abszorpcios spektrumanak [236] A vegyiiletek molaris abszorbanciaja
¢és Q-savjainak szerkezete, a TP(2-OGIUOH)4P kivételével, érzékenyen valtozik a molekularis
kornyezet polaritasdval. Hasonld megallapitéas tehet6 a fluoreszcencia spektrumok szerkezetére
¢s amplituddjara vonatkozdan is. Ennek alapjdan megallapithatdo, hogy a fluoreszcencia
spektroszkopia alkalmas a porfirin szarmazékok és modell membranok kozotti kdlesonhatés
tanulmanyozasara. Szemléltetésiil a 15. abran bemutatjuk az aszimmetrikus TP(4-OGIuOH)sP

fluoreszcencia emisszios spektrumait kiilonbdzd oldoszerekben illetve M9 foszfat pufferben

crer
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15. dbra TP(4-OGIUOH)3P fluoreszcencia emisszios spektruma (A) M9 foszfat pufferben, pH
7,4 (1) és metanolban (2); (B) M9 foszfat pufferben kiilonbozo mennyiségii DMPC liposzoma
jelenlétében. A DMPC:porfirin molarany 0-200 kozétt valtozik. A nyil a ndovekvd lipid
koncentracié iranydt jeloli. A porfirin koncentracioja 10° M. A gerjesztés az abszorpcios
spektrumok Soret-sdvjanak maximuman tortént.

crer

hasonléan fluoreszcencia intenzitasnovekedést lathatunk, ami a kromofor apoldros
kornyezetben val6d lokalizacigjat mutatja. A szimmetrikusan szubsztitualt szarmazékok
esetében elhanyagolhato (TP(2-OGIuOH)4P) vagy hasonlo, de kisebb mértéki (TP(4-
OGIuOH)4P) valtozast tapasztaltunk [236].

6. tablazat Porfirin szarmazékok kotédési dllanddja (KL)
(M) kiilonbozé dsszetételii liposzémakhoz,
szobahomeérsékleten. (MY foszfat puffer pH 7,4)

KL (M)

DMPC/DMPG
(9/1 mél/mél)

TP(2-OGIUOH)4P - -

porfirin szarmazék DMPC

TP(4-OGIuOH)4P - 4,2x10°
TP(4-OXylOH)4P 3,1x10° 4,5x10*
TP(4-OGIuOH)sP 1,0x10° 8,5x10"
TPF5(4-OGalOH)3P 9,8x103 6,9x10*
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A fluoreszcencia spektrumok altal szolgéltatott adatok alapjan az egyes vegyiiletek kotddési
alland6i meghatarozhatok (lasd 5. és 6. egyenlet). A toltéssel nem rendelkezd fejcsoportl
DMPC-bdl késziilt liposzomak mellett a negativ toltésti fejcsoporti DMPG-t tartalmazo
(DMPC:DMPG=9:1) liposzémakhoz vald kotddést is vizsgaltuk. A kotddési allandokat a 6.
tablazat foglalja 0ssze.

A fluoreszcencia emisszios spektrumokon tul a kromofor egyéb fotofizikai paraméterei, igy
fluoreszcencia élettartama is megvaltozhat a modellmembranokkal valé kolcsonhatas
kovetkeztében. A 7. tablazatban a vizsgalt vegyiiletek fluoreszcencia élettartamat mutatjuk

foszfat pufferben DMPC liposzéma nélkiil €s annak jelenlétében.

7. tablazat Porfirin szarmazékok élettartama (7e) (NS)
szabad allapotban és DMPC liposzoma jelenlétében
(porfirin: DMPC mélarany 1:200), M9 foszfat pufferben,
pH 7,4 szobahdémérsékleten.

TF (nS) TF (Ns)
porfirin szarmazék DMPC - DMPC +
TP(2-OGIuOH)4P 11,1 11
TP(4-OGIuOH)4P 8,2 8,5
TP(4-OXylOH)4P 8,5 10,5
TP(4-OGIuOH)sP 7,3 11
TPF5(4-OGalOH)3P 6,8 10,3

A kotédési hajlandosagra utalhat az egyes szarmazékok esetében a porfirin-lipid
kolesonhatasi kinetikdja. Ennek tanulmédnyozasara kovettiik a vegyiiletek emisszids maximum
értékén mutatott fluoreszcencia intenzitasat az id6 fliggvényében a liposzoma preparatum
hozzaadasa utan (16. bra). A kisérleti gorbékre illesztett fiiggvények alapjan hataroztuk meg a
sebességi allandokat a lipidek fazisatalakulasi hdmérséklete alatt (18 °C) és folott (37 °C) [261].
Mint az a 8. tablazat adataibol kitlinik, 18 °C-on hatarozott két 1épcsds kinetikat
azonosithattunk, mig a fazisatalakulasi hémérséklet folott a kinetika — a TP(4-OGIuOH)3P —

DMPC kolcsonhatastol eltekintve — egy sebességi allandoval volt jellemezhetd.
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16. abra TP(4-OGIUOH)3P (4) és TP(4-OXylOH)4P (B) fluoreszcencia intenzitasa az idd
fiiggvényében DMPC illetve DMPC:DMPG=9:1 liposzomaval valo ésszekeverés utan 18 °C-
on és 37 °C-on a lipid mentes mintdakban mért intenzitdsokhoz viszonyitva. A porfirin
koncentracicja 107 M, a lipid:porfirin mélardany 200:1. A gerjesztés az abszorpciés
spektrumok Soret-sdvjanak maximuman tortént. Aem=655 nm. (M9 foszfat puffer pH 7,4)

8. tablazat Glikozilalt porfirin szarmazékok — modell membranok kolcsonhatdasanak sebességi
dallandoi, ki, K2 , (x107 sY) a fazisdatalakuldsi hémérséklet alatti (18 °C) és feletti (37 °C)
hémérsékleten, M9 foszfat pufferben pH7,4). (porfirin:DMPC mdlardany 1:200)

K1 Ko K1 ko K1 ko K1 k>
porfirin
, . DMPC DMPC/DMPG DMPC DMPC/DMPG
szarmazékok
18 °C 37°C
TP(4-OGIuOH)4P - - 0,8 - - 2,3 -
TP(4-OXylOH)4P 0,9 0,25 1 054 0,69 - 7,3 -

TP(4-OGIuOH)sP 6,0 0,75 1,7 0,1 2,6 0,33 1,9 -

TPF5(4-OGalOH)sP 1,0 0,24 1,2 0,46 1,88 - 2,1 -

A két sebességi (ki és ko) allandd nem azonos modon és mértékben valtozik a lipid

b

koncentraci6 valtozasaval, mint azt a 17. 4bran bemutatott példa is mutatja. A kezdeti, ,,gyors’

crer

44,8 sIM™), mig a masik komponens valtozasanak meredeksége egy nagysagrenddel kisebb

(1,27 sTMY).
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17. abra TP(4-OXylOH)4P — DMPC kétédésének sebességi allandoi, ki (4) és k2 (B) a DMPC

crer

puffer pH 7,4)

A porfirin szdrmazékok fotokémiai hatékonysagat a membran kotdédési hajlanddsagon thl
befolyasolhatja a lipid kettds rétegen beliili lokalizacid. Csak a foszfolipid kettds réteget
tekintve, a porfirinek harom kiilonb6zo elrendezédésben kotddhetnek a membranhoz
[103,126]. Elhelyezkedhetnek a polaros fejesoport-viz hatarrétegben, a lipid oldallancok nyaki,
polaros fejcsoportokkal hatdros részében vagy az apolaros oldallancok kornyezetében a
lancokkal parhuzamosan illetve a lipid kettés réteg hataran.

A lokalizaci6 tanulmanyozéasanak egyik médja a lipid régiok szelektiv fluoreszcens jelzése.
Ismert, hogy az 8-anilino-1-naftalinszulfonsav (ANS) a liposzomaban az apolaris oldallancok
¢és fejcsoportok hatarrétegében lokalizalodik, mig az 1,6-difenil-1,3,5- hexatrién (DPH) a
szénhidrogénlancokkal parhuzamosan vagy a lipid rétegek kozott. Vizes oldatban az ANS,
DPH nem fluoreszkal, de apolaros oldodszerben, vagy membranhoz kotddve jelentdés mértékii
fluoreszcenciat mutatnak [262,241]. Az ANS illetve DPH kornyezetének megvaltozasa
modositja azok fotofizikai paramétereit, igy fluoreszcencia élettartamat, tovabba
megvaltoztathatja a kornyezet rendezettségére jellemzd anizotopiat.

Azt figyeltiik meg, hogy a fluoreszcens jelzok élettartama nem valtozik szignifikdnsan a
szimmetrikusan szubsztitualt szarmazékok jelenlétében (9. tablazat). Az aszimmetrikus porfirin
szarmazékok kotddése utan mért lecsengési gorbék elemzésekor a legjobb illesztéseket két
élettartam komponens feltételezésével kaptuk. Mindkét komponens szignifikansan révidebb,

mint a porfirin jelenléte nélkiil kapott megfeleld értékek.
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9. tablazat DMPC liposzomdahoz kotott DPH és ANS élettartama (nS)
porfirin szarmazékok kétddése eldtt és utan 20 CT-on. (Agansy=398 nm,
AgopH)=357 NM, Aem(ans)=480 nm, AemopH)=450 nm)

DPH ANS
porfirin szarmazékok T1 T T1 T
- 8.6 — 93 _
TP(2-OGIuOH)4P 8.4 — 9.2 —
TP(4-OGIuOH)4P 8.2 — 9.0 —
TP(4-OGIuOH)3P 55 2.3 7.7 1.7
TPF5(2-OGalOH)3P 6.8 2.2 7.9 2.0
o,oof\ A 0,00fk B
_ ]
= 0,021 =
:g . _‘<§J-o,02-
S 0,044 ;%
g g
= .0,08 ‘=
é 1 g 0,04
-0,084
-0,10: -0.064
12 16 | 20 | 24 ' 28 ' 32 36 12 16 20 24 28 32 36
Hémérséklet [°C ] Homérséklet [°C |
0.0t C o0 D
= =
% 0.1 *g 0,104
g ] 5
E o2 § -0,20
‘= .03 ‘g
g 3 ol
-0,44
05 0,404
-0,6 T T T T T T T T —= -0,50- T T T T T T T - e
14 16 18 20 22 24 28 28 30 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Hémérséklet [°C ] Homeérseklet [°C ]
18. abra DMPC liposzomdahoz kétott ANS (A,B) és DPH (C,D) homérsékletfiiggo

«rer

OGIUOH)4P (-) , TP(4-OGIuOH)4P (-) (4,C) és TP(4-OGIuOH)3P (-), TPF5(4-OGalOH)sP
(5) (B,D) jelenlétében. (Agiansy=398 nm, AgopH)=357 NM, Aem(ans)=480 nm, AemppH)=450 nm)

58



dc_1086_15

crer

szarmazék kotddésén tul informéciot nyerhetiink a liposzoma termikus stabilitasarol és az
alkotorészek kooperativitasarol is a fazisatalakulas folyamatdban. A 18. dbran Gsszefoglalt

eredményeink azt mutatjak, hogy a TP(4-OGIuOH)3P és a TPF5(2-OGalOH)3P jelenléte

noveli a fazisatalakuldsi homérsékletet és, — kiilonosen az ANS lokalizacidjara jellemzd
régidban — csokkenti a kooperativitast [236]. A szimmetrikusan szubsztituadlt szarmazékok,
azonos lipid/porfirin aranyok mellett kisebb mértékben ugyan, de szintén csokkentik a

A porfirin szarmazékok apoldros ldnc mentén vald elhelyezkedésének pontosabb
feltérképezésére ad lehetdséget az ESR spektroszkopia [263,264]. A liposzomakba az apolaros
lanc megfeleld helyén spinjeldlt csoportot hordozd zsirsavakat épitettiink, és az ezek altal
szolgaltatott jel valtozasat kovettiik a porfirinek jelenlétében. Szemléltetésiil itt az 5-6s (5-DSA)

¢és 16-0s (16-DSA) pozicidkban jelzett zsirsavakkal kapott eredményeket mutatom be.
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19. abra 5-DSA kiilsé csatolasi allandoja (2Amax) (A) és 16-DSA k paramétere (k=h+1/ho) (B)
DPPC liposzomaban a porfirin nélkiili kontroll (0), és a porfirineket: TP(4-OGIUOH)4P-t ()
vagy TPF5(4-OGalOH)sP-t (A ) tartalmazé mintakban a hémérséklet fiiggvényében.

A fejcsoportok  kozelében  monitorcsoporttal — rendelkezé  spinjelold  (5-DSA)
alkalmazasakor a csatolasi allando (2Amax) a homérséklet emelkedésével csokken, ami a
rigiditds csokkenését jelzi (19.A dbra). Porfirin szdrmazék jelenlétében a csatolasi allandok
értéke magasabb, mint kontroll mintakban. Ez egyrészt jelzi a TP(4-OGIuOH)4P és TPF5(4-
OGalOH)3P jelenlétét az 5-DSA-val jelzett régioban, masrészt arra mutat, hogy jelenlétiikkben
a membran rigidebbé valik, fluiditasa csokken. Ez a hatas a TPF5(4-OGalOH)sP esetében
kifejezettebb. A két porfirin szarmazék fluiditast befolydsolo hatdsa a mélyebb régiokban (19.B

abra) Iényegesen kisebb, és nem is azonos iranyban befolydsoljdk a membran rigiditasat. A
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TPF5(4-OGalOH)3P, a nyaki régiohoz hasonloan, stabilizalé hatast, mig a szimmetrikusan
szubsztitualt szarmazEk, inkabb a fluiditas novelése iranyaban latszik hatni, de az altala okozott
valtozasok nem szignifikénsak.

A kotédeés kovetkezményeként a membranban kialakul6 szerkezeti valtozasokra mutathat ra
a foszfolipidek mikrokalorimetrias (DSC) vizsgalata [254,265]. Megjegyzem, hogy a modszer
mintakészitési feltételei miatt itt nem liposzomak és ligandumok kolesonhatasat latjuk.

Meghatéroztuk a lipidek szénhidrogénlancainak konformaciovaltozasaval kapcsolatos {6
fazisatalakulas homérsékletet (Tm), vagyis a f6 fazisatalakulasi csics maximumahoz tartozo
homérsékletet, és a fazisatalakulas félértékszeéleségét (T12), ami a résztvevé komponensek
kooperativitasara jellemz6 érték lehet [261]. Az eredményeket a 10. tablazatban foglalom

0ssze.

10. tablazat A DMPC ill. DMPC és DMPG (9:1) f0 fazisatalakuldsi homérséklete (Tw) és a
fazisatalakulds félértékszélessége (Tuz) (atlagxS.D) kiilonbozd porfirin szarmazékok
jelenleteben. A lipid : porfirin molarany 20: 1.

Tm(°C) T12(°C)
porfirin szarmazék ~ DMpc ~ OMPC/DMPG — hyp DMPC/IDMPG
(9:1) (9:1)
i 244+02  228+097 1344029 1.4+0.37
TP(2-OGIUOH)P  24.5+0.4 i 15+0.22 i

TP(4-OGIuOH)4P 247+£0.1 23.8+0.24 2.63+0.76 1.37£0.09

TP(4-OXylOH)4P 22.6 £ 0.07 23.4+£0.46 1.1 £0.02 1.2+0.18
TP(4-OGIuOH)sP 23 +0.38 24.7+£0.15 5.35+0.21 5.0+ 1.02
TPF5(4-OGalOH)sP  24.2+0.1 24.1+£0.04 3.6 £0.85 1.4+0.04

Mint a tablazat adataibdl is kitlinik, az aszimmetrikus TP(4-OGIUOH)3P az egyetlen
vegyiilet, amelynek a jelenléte szignifikdnsan megvaltoztatja mindkét dsszetételli mintdban a
fazisatalakulds paramétereit. Mindkét mintaban noveli az atalakulas félérték szélességét, vagyis
csokkenti a kooperativitast, de érdekes modon nem azonos iranyban befolyéasolja a

fazisatalakulas homérsékletét.
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5.2. Kationos porfirinek kotodése természetes polinukleotidokhoz és nukleoprotein
komplexekhez

5.2.1. Mezo-szubsztitualt porfirinek kotédése természetes polinukleotidokhoz
5.2.1.1. A kotott formak azonositisa és mennyiségi meghatarozasa

A toltéssel nem rendelkezd glikozilalt porfirin szarmazékok kolcsonhatdsa DNS-sel az
altalunk hasznalt spektroszkopiai modszerekkel nem volt kimutathatd. Az irodalomban sem
ismeretesek olyan adatok, amelyek aldtamasztanak ilyen kolcsonhatas kialakulésat.
Ugyanakkor a kationos porfirinek és nukleinsavak kdlcsonhatasa bizonyithato volt.

A négy pozitiv toltéssel rendelkezd TMPyP kotddését szintetikus oligonukleotidokhoz
korabban sokrétiien vizsgaltak [146,147,174].

A szintetikus oligonukleotid szekvenciadjanak megfelelé megvalasztasa (pl. dG-dC; dA-dT)
révén egymastol elkiiloniilve megjelend és tanulmanyozhatd kotott formai, az interkalalt és a
kis arokhoz kiviilrl kapcsolodd TMPyP, azok spektroszkopiai jellemzdi, szerkezete ismertek.
A kétféle kotott forma egyidejii vizsgalatara, kialakuldsuk kvantitativ és kvalitativ leirdsara
azonban az irodalomban nagyon kevés tdmpontot taldlunk. Még inkdbb igy van ez, ha nem
oligo-, hanem polinukleotidokkal kolcsonhatasban kialakuld kotott formak eloszlasat,
jellemzését szeretnénk megismerni.

Mi a kotott formak kialakulasat természetes polinukleotidokon kivantuk vizsgalni, kiilonos
tekintettel azok egymas mellett valdo megjelenésére; a kotédést és a kotott formak megoszlasat
befolyasold tényezokre [237]. Munkank elsé fazisaban természetes polinukleotidként a T7
bakteriofagbol izolalt, 40 kb hossztsagu kettds szalt DNS-t hasznaltuk, amely kisérleti
os aranya jellemzd.

A TMPyP interkalalt illetve kiilsé kotésben DNS-hez kapcsolodd formajanak abszorpcids

spektruma jellegzetes eltérést mutat a szabad formaétol (2.3. fejezet, 3. tablazat). Ennek

crer

crer

sdvjanak tipikus valtozasat a 20. abran mutatom be.
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20. abra A TMPyP abszorpcios spektrumanak valtozasa izolalt T7 DNS-hez valo kotédés
soran (Tris-HCI puffer, pH 7,4) a A=390-480 nm tartomanyban. A bazispdar/porfirin ardany (r)
1-20 kozott valtozik. A spektrum valtozdsdanak iranyat a nyilak jelzik.

Megfigyelhetd, hogy a TMPyP Soret savja jelentds, koriilbelill 20 nm-es vords irdnyt
eltolodasa és 41 %-os hipokromidja. Az eltolodasok irdnya, jellege alapjan allithatjuk, hogy
1étrejon a kotddés a porfirin €s a polinukleotid kozott. A valtozdsok mértékét az irodalmi
adatokkal Osszevetve (3. tablazat) megallapithat6, hogy azok egyik kotott formara jellemzo
értékekkel sem azonosak, azok kozott helyezkednek el. Ez alapjan valoszintisithetd mindkét
tipust kotott populacio egyidejii jelenléte.

Az egyes formékra jellemz0 spektrumok felderitéséhez a spektrumsorozat tagjait
komponenseikre bontottuk az alabbi feltevésekbdl kiindulva [237]:

- A TMPyP az izolalt T7 DNS-hez kétféle modon kotddik; ezek alapvetd tulajdonsagai

megfelelnek az irodalombdl ismert kiilsé kotédésnek és interkalacionak.

- Mindharom (a szabad ¢s a kétféle kotott) forma egy-egy jol meghatarozott ,,allapot-
spektrummal” jellemezhetd. Igy minden mért spektrum harom komponens spektrum
osszegeként adhatdé meg:

A(L) = Az () + Ax(A) + Ai(4), (8)
ahol As;, Ax, Airendre a szabad, a kiils6 kotott és interkalalt spektrumokat jeloli.

- A szabad allapot ismert spektrumanak mintajara (4. abra) feltételezhetd, hogy a kotott
allapotok spektrumainak Soret sdvja megfelelden kozelithetd két Gauss-fliggvény
Osszegével: egy gorbe az allapot abszorpciés maximum koriili tartomanyhoz, egy pedig
annak révid hullamhosszl oldalan talalhatdé vallhoz rendelhetd. Hogy ez a kozelités
minél jobb legyen, az illesztési tartomanyt viszonylag sziiknek (A=390-480 nm)

valasztottuk (ezért nem volt sziikség hullamhossz — frekvencia konverziora sem).
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- Az egyes allapotokat jellemzé Gauss-gorbe parokat (21. é&bra) (a fiiggvények
maximumhelyeivel (A, A’ megfeleléen a cstics- és vall-gorbére), félérték-szélességével
(w, w’), valamint azok gorbe alatti teriiletével (A, A’) irtuk le. Egy éllapothoz tartozé
spektrum az adott hulldmhossz tartoméanyban tehat két ilyen fliggvény 6sszegeként irhatd

fel:

_ AX _2(/1_/1x)2 Alx _2(2’_ﬁ“lx)2
Ax(ﬂ)_wxmexp[ w ]+WX\/ﬂ_/2exp[ " ] (9)

X
Feltételeztiik tovabba, hogy a teljes vizsgalt hullamhossz- és koncentraciotartomanyban,
valamint a kotohelyek telitettségétdl fliggetleniil érvényes a spektrumokra a Lambert-Beer

torvény linearitasa.

Rel. Abszorbancia

\ 4

Hullamhossz [nm ]

21. abra A TMPYP egy dllapotdhoz tartozo abszorpcios spektrum A=390-480 nm-es
tartomanyanak modellezése két Gauss-fiiggvény osszegeként. Az dsszegspektrumot vastag
folytonos vonallal, a komponenseket vékony folytonos (,, csucs ’sav) és pontozott vonallal

(,vall”) jelsljiik.

Ebbdl ugyanis kovetkezik, hogy egyrészt az egyes ,,allapot-spektrumok” alakjat jellemzo A,
A’, w, w’ paraméterek konstansnak tekinthet6k, masrészt egy allapot cstuics- és vall-gorbéjének
teriilete — mivel ugyanazon molekula-populéci6 ,,hozza 1étre” azokat — egymassal egyenesen

aranyos. Az aranyossagi tényezot a-val jelolve a kovetkezo 0sszefliggés adodik:
Olx = Alx/Ax (10)
Az egyetlen paraméter, amely valtozik egy bizonyos porfirin populacid spektrumaiban az
az Osszes teriilet Ax, miga tobbi paraméter (o, Ax, A’x, Wx, W’x) allandé marad.

A kezdeti illesztési probalkozasokban az is megmutatkozott, hogy a két kotott allapot jol

illeszthet6 két kiilon cstics gorbe és egy kozos vall kombinacidjaval. Ennek paraméterei,
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szélessége €s hulldmhossz maximuma nem valtoznak a vizsgalt koncentracid viszonyok
mellett. Az egyiittes vallhoz tartozé paramétereket a tovabbiakban A'e, A'e, W’e jeldljiik. Ilyen

modon az egy adott spektrumhoz tartozo valtozé paraméterek a kovetkezok: Asz, Ak, Ai, A'e, Ak,

iy Ao, Wk, Wi, We.

Mivel a mindenkori vall teriilete a fentiek szerint a két kotott forma spektruméahoz tartozo

vallak 6sszege:

A'e = Ak + A’ (112)
A ax = A'x/Ax egyenlet figyelembe vételével:

A'e = Akox + Aiai, (12)

amibdl s megadhatd, mint o« linedris fiiggvénye:

A, A
o =—t——Fa (13)
Egy adott bazispar/porfirin (r) ardnynal felvett spektrum felbontdsi sorozatdbdl az arra
vonatkoz6 fiiggvény megalkothato. A felbontdsokat elvégeztik 0 < r < 40 tartomanyban.
Kiilonbozd r érteknél felvett spektrumok felbontasabol a 22. abran bemutatott gorbesereg

nyerhetd, ahol minden egyenes egy adott r értéknél kapott pontokra illesztett fliiggvényt mutat.

aintcrkalﬁlt

22. abra A DNS-hez kétott dallapotok a értékeinek meghatarozasa. Qinterkalalr dbrazolasa ouiss
fiiggvényében, kiilonbozo r aranyok mellett felvett spektrumok felbontdasabol.

Az abrabol vilagosan kitiinik, hogy az egyenesek jo kozelitéssel egy pontban metszik

egymast, vagyis a kiilonbozo6 r értékekre adott illesztéseknek van egy k6zos megoldasa. Ez a
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kvazi-metszéspont adja meg a minden mintara leginkabb elfogadhato a értékpart. Ezek alapjan
Okilss = 1,2, Ointerkatalt = 0,8 értékek adhatok meg. Ezeket, mint allandokat hasznaltuk a
tovabbiakban spektrumfelbontasok soran.

A kotott allapotok cstics-gorbéinek paramétereire azokat az értékeket kerestem, amelyek az
egész sorozatra (és nem pedig az egyes spektrumokra) nézve a legjobb illesztést, azaz a
legkisebb y2-értékeket adjak. Az ilyen médon végzett felbontas eredményeibdl megéllapithato
volt, hogy a kétféle kotott allapot cstics-gorbéinek maximumhelye A=430, illetve A=446 nm-
nél talalhato, félértek-szélességiik pedig rendre 20 nm, illetve 19 nm volt. Az egyik allapotot
(A=430 nm, w = 20 nm) a korabbi ismeretek alapjan a kiilsé kotott, a masikat pedig (A = 446
nm, w = 19 nm) az interkalalt formanak feleltettiik meg [146,158,167]. A kotott allapotok
révidhullamhossza oldalon elhelyezked6 k6zos vallanak paraméterei A'e, =420 nm és w’e =67
nm voltak.

A felbontdsok eredményeként kapott allandokat a 11. tabldzatban foglalom ossze. (A
tablazatban szerepld molaris extinkcios allandot nem a felbontasok alapjan hataroztuk meg,

meghatarozasi modjara a tovabbiakban kitérek.)

11. tablazat A TMPYP szabad és DNS-hez kotott dllapotainak abszorpcios spektroszkopiai
jellemzoi a A=390-480 nm tartomanyban: az abszorpcios savok (csucs és vall)
maximumhelyei (Ax , Ax’), a savok szélessége (wx, Wx’), a vall és csuics teriileti aranya (),
és a molaris extinkcios dllando a spektrum maximumandal (€).

Forma Ax(nm)  wx(nm) A (nm) Wy’ (nm)  ax e (Mecm™)

Szabad 423 17 415 41 1,32 3,17x10°

DNS-hez kotott
kiils6 kotés 430 20 420 67 1,20 2,98 x 10°

interkalécio 446 19 420 67 0,80 1,66 x 10°

A TMPyP kotédése az abszorpcids spektrum megvaltozasan tul jellegzetes valtozasokat
eredményez annak a fluoreszcencia emisszids spektruméban, tovabba az egyes kotott formak
az irodalombol mar ismert fluoreszcencia ¢€lettartamokkal is jellemezhetok. Ezért remélhetd,
hogy a TMPyP fluoreszcencia jellemzdinek DNS jelenlétében mutatott valtozasai tovabbi
bizonyitékokat szolgaltathatnak az abszorpcids spektrumok felbontdsanak eredményei alapjan

feltételezett kotddési folyamatok aldtamasztasara.
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A TMPyYP széles, tagolatlan emisszidos sdvja DNS hozzaadasara két csucsra hasad fel,
valamint intenzitasa csokken (23. abra). A gerjesztést a fényelnyelés ,.kvazi” izoszbesztikus
pontjan végeztiik, valddi izoszbesztikus pontrol ugyanis a haromféle allapot miatt nem
beszélhetiink (20. abra). Mindez az irodalmi adatokkal 6sszhangban a porfirin és a polinukleotid
kotédésére utal [159-161]. Megjegyzem, hogy a kapott fénykibocsatasi szinképek nagyon
hasonldak a TMPyP metanolban mutatott spektrumahoz, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy
a molekula — legalabbis részben — apolaros kornyezetbe keriilt. A fluoreszcencia spektrum
alakjanak, amplituddjanak valtozasa jelzi a kotddés tényét, de a spektrumok részletes

elemzésére, felbontasara nem vallalkozhatunk.

A
0\ 0.4
15000 1.2
8.4
2 10000
2
[
5000 -
0 T T T T :
600 650 700 750 800

Hullamhossz [nm]

23. abra A TMPYP emisszios spektrumanak valtozasa T7 bakteriofagbdl izolalt DNS
hozzdadasakor (Tris-HCI, pH7,4); r értékeit az abran jeloljiik. crmpyp=2uM

A kotott formak jelenlétének igazolasat segitheti a fluoreszcencia élettartam(ok) azonositasa
a feltehetéen kotott TMPyP populacidkat tartalmazd mintdkban. Ezért TMPyP DNS-t nem
tartalmazo, valamint DNS-t kiilonb6z6 bazispar/porfirint moélaranyt (3, 6, 8, 12) eredményez6
koncentracioban tartalmaz6 oldatainak fluoreszcencia lecsengési gorbéit rogzitettiik és
elemeztik. A mintdkat az abszorpcidés spektrumok izozbesztikus pontjdhoz tartozo
hulldmhosszon gerjesztettiik.

A csak szabad TMPyP-t tartalmaz6 oldat fluoreszcencia lecsengése mono-exponencialisnak
mutatkozott. A masodik (r=3) mintaban harom, a nagyobb aranyban (r>3) DNS-t tartalmaz6
mintakban pedig két komponensii exponencialis gérbére volt sziikség a megfelelé pontossagu

illesztéshez eléréséhez.
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24. abra A szabad (A) és a T7 DNS-hez kotott (r=12) TMPYP (B) fluoreszcencia lecsengési
gorbéje, valamint ezek illesztése mono- illetve bi-exponencidlis fiiggvényekkel. Az also
grafikonok az illesztéstdl valo eltérést mutatjak. (Ag=436 nm)

A megfeleld élettartam komponenseket a 12. tablazatban foglalom 0ssze. Lathato, hogy a
DNS jelenlétében detektalt két komponens hibahataron beliill fiiggetlen a DNS
koncentraciojatol, és egymastol szignifikinsan killonbozik. Ertékeik jo kozelitéssel
megfelelnek az irodalombol ismert [160], az interkalalt (rovidebb idejii komponens) illetve
Kis arokhoz kot6do formak élettartamanak (hosszabb idejii komponens). Azt is érdemes
megfigyelni, hogy mig r=3,6-nél a szabad allapotra jellemzé komponens is megjelenik,
magasabb r értékeknél ez eltlinik, jelezve, hogy itt mar csak a kotott allapotok populaciodi
vannak jelen a rendszerben.

12. tablazat A TMPyP fluoreszcencia élettartamanak komponensei és azok relativ mennyisége
Tris-HCI pufferben (pH7,4) szabad dallapotban és DNS jelenlétében kiilonbozo r értékeknél

Minta r T1(NnS) % T2(Nns) % T3 (ns) %

TMPYyP 0 54+03 100

3,6 5402 35  104+0,5 325  2,6+03 32,5

TMPyP
103+0,4 34 27+04 66

+ DNS
12 10,2+ 0,5 29 28403 69,5

A kotott formak jelenlétének bizonyitdsan tal, az élettartam meghatarozasa lehetdséget adott

az egyes komponensek relativ mennyiségének meghatirozasara is, a bemérési porfirin

67

\j



dc_1086_15

koncentraci6 ismeretében tehat az egyes komponensek koncentracidja meghatarozhatd. Azonos
porfirin koncentracidju és azonos bazispar/porfirin arannyal jellemezhetd, a két modszerrel
egyidejileg vizsgalt mintakon az abszorpcids spektrumok felvételét majd felbontésat és a
fluoreszcencia lecsengési gorbék felvételét és elemzését elvégezve, az abszorbancia ¢és
komponens koncentraci6 adatokat Osszevetve, az egyes kotott formak molaris extinkcios

egylitthatoi (¢) meghatarozhatdak. Az € értékeket a 11. tablazat és a 25. abra. mutatja be.

- A
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25.abra TMPYP szabad (folytonos vonal), és izoldlt DNS-hez kotétt formdinak (kiilsé (- - -) és
interkaldlt (— — -)) rekonstrudlt abszorpcios spektrumiai (A), és az egyes formak (szabad (D),
kiilsd kotott (o), interkalalt (A )) megoszlasa a bazispar/porfirin mélarany (r) fiiggvényében

(B)

Az ¢ értékek és spektrumfelbontdsok alapjan a tovabbiakban tetszdleges oOsszetételil
mintakban meghatarozhaté az egyes kotott formak abszolit koncentracidja a 25. dbra
szerint.

Tovabbi bizonyitékot jelent a két kromofor, azaz a nukleotid bazisok és a porfirin
kozelségére a fluoreszcencia energia-transzfer jelensége is. Az oldat A=260 nm-en torténd
gerjesztését kovetden a TMPyP emisszidja DNS jelenlétében ndvekedd intenzitdst mutat,
valamint ismét megfigyelhet6 a szinkép mar ismert felhasadasa (26. abra). A spektrum alakja
— irodalmi analogiak alapjan [160] — az interkalalt forma spektrumanak felel meg.

Az
lkstse=1 — loNnsz (14)

Osszefliggés alapjan, ahol | a fluoreszcencia intenzitas az adott bazispar koncentracio mellett,
lo a szabad porfirin fluoreszcencia intenzitds €s Ns; a szabad porfirin relativ koncentracidja,

megadhatdo a kotott porfirin mindenkori fluoreszcencia intenzitdsa. Ennek értékeit r
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fliggvényében mutatjuk a 26. abran. A gorbe telitési értéke az interkalécios lehetdségek telitését

jelzi.
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26. abra (4) A TMPyP emisszios spektruma (Aem=600-770 nm; Ag=260 nm) kiilonbozo
mennyiségii izolalt T7 DNS (r: 0-9) jelenlétében, Tris-HCI pufferben; crmpyp=2uM . AZ egyes
gorbékhez tartozo bazispar/porfirin molaranyokat az abraban tiintetjiik fel. (B) Az integralt
fluoreszcencia intenzitds valtozasa (lasd 14 képlet) r fiiggvényében.

Mint ismert, az akiralis TMPYP DNS jelenlétében, kotott allapotainak megfeleld jellegzetes
CD jelet szolgaltat [266,267]. A TMPyP CD spektrumainak sorozatat rogzitettiik a novekvo r
értékkel jellemezheté mintak sorozatan. Egy tipikus spektrumsorozatot a 27.A abran mutatunk
be. A spektrumokban megjelenik mind a kisarokba vald kiils6 kotddésre jellemzd pozitiv

(Amax=422 nm), mind az interkalaciora jellemz6 negativ (Amax=448 nm) sav. A savok

crer
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27. abra (A) TMPYP CD spektrumai izolalt DNS jelenlétében (r: 0,8-6.6). A valtozas iranyat
az abraban nyillal jeloljiik. (B) A molaris ellipticitas valtozasa A=422 nm-en (o) és 448 nm-
en (V) r fiiggvényében.
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A savok jellemzé maximum értékeinél, (A=422 és A=448 nm) kiilon is meghataroztuk a
molaris ellipticitas értékeket a bazispar/porfirin arany fiiggvényében (27.B abra). Ebben az
abrazolasi modban is kitlinik az amplitadok telitésbe hajlo novekedése. A telités koriili r értékek
jO egyezést mutatnak a spektrumfelbontasok alapjan kapott értékekkel (25. abra).

A T7 fagbdl izolalt 40 kbp méreti DNS mellett, a fentiekhez hasonldéan megvizsgaltuk a
TMPyP kotédését izolalt HeLa nukleoszoma atlagosan 150 bp hosszii DNS-hez. A T7 DNS
esetében hasznalt modszer a nukleoszoma DNS esetében is minden tekintetben alkalmazhatd
volt. Az interkalalt és kiils6 kotott formak kozotti megoszlas a telitési bazispar/porfirin ardnynal

itt is hasonlonak, kozelitéleg 60/40-nek adodott [246].
5.2.1.2. A bazisosszetétel szerepe a kotott formak kozotti eloszlasban

A bevezetésben idézett korabbi kozlemények [155,171,268] alapjan egyértelmiinek latszik,
hogy a kationos porfirin szarmazékok DNS-kotddésére bizonyos bazisszelektivitas jellemzo.
Korabban nem vizsgaltdk azonban, hogy az egyes kotésmodok hogyan befolyasoljak egymast,
milyen aranyban jonnek létre a kiilonbozé kotddések kevert bazisdsszetételll, természetes

polinukleotidokon.

>

Relativ koncentracio
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28. abra TMPyP kotédése kiilonbozo bazisosszetételii izolalt DNS-ekhez: a szabad (A), az
interkalalt forma (B) a kiilsé komplex (C) megoszidsa T7 faghol(50 % A-T, 50 % G-C) (O),
csirke vorésversejtbil (68 % A-T, 32 % G-C) (#) és Micrococcus luteusbol (28 % A-T, 72 %
G-C) (%) izolalt DNS esetén (Tris-HCI puffer pH7,4)
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A leirt metodikat hasznalva megvizsgaltuk a TMPyP kotédését a kiegyenlitett
bazisosszetételit (50 % A-T, 50 % G-C) T7 bakteriofag DNS-étdl eltérd Osszetétell, csirke
vorosvérsejtbol (68 % A-T, 32 % G-C) szarmazo illetve Micrococcus luteus baktériumbal (28
% A-T, 72 % G-C) izolalt polinukleotidokhoz is. A titralasi sorozatokbol kapott abszorpcids
spektrumok felbontasahoz a T7 DNS-re kapott paramétercket hasznaltuk, amelyekkel kell6
pontossagi (alacsony y-értékek) illeszkedéseket kaptunk mindkét eltéré Osszetételid
polinukleotid esetében is. A TMPyP megoszlasat az egyes rendszerekben a 28. abra foglalja
0ssze.

Az A-T tulsulya csirke DNS esetében a kiils6é kotédés aranya emelkedett, az interkalacioé
pedig csokkent, mig a G-C talsulyu Micrococcus luteus DNS-hez valo kotédéskor pedig inkabb
az interkalacié dominal. Ez utdbbinal r>10 bazispar/porfirin aranyoknal a TMPyP molekulak
tobb mint 85 %-a képes interkaldlodni a bazisparok kézé. T7 DNS-nél ez az arany kb. 70 %,
csirke DNS esetén pedig csak 50 %-ra tehets. A Kis arokhoz kapcsolodd forma azonban még a
68 % A-T 0Osszetételli csirke DNS-ben sem valik domindssa. Figyelemre mélto tovabba, hogy

a szabad forma részaranya mindharom esetben r=6-nal csokken a mérési hiba tartoméanyaba.
5.2.1.3. A porfirin szarmazék toltésének szerepe

A kationos porfirinek ¢és nukleinsavak kolcsonhatdsanak kutatdsaban az irodalomban
tobbnyire négy pozitiv toltést hordozo6 porfirin szarmazékokat — azok szabad bazist valtozatait
illetve fémkomplexeit — valasztottak, ezekkel kapcsolatban all rendelkezésiinkre a legtobb
irodalmi adat. A fentiekben mi is a szabad bazisu tetrakationos szarmazék és természetes
polinukleotidok kodlcsonhatisara vonatkozdéan mutattuk be eredményeinket. Ugyanakkor egyes
vizsgalatok alapjan az a kérdés is feltehetd, hogy a pozitiv toltések szama, elhelyezkedése
hogyan befolyasolja a porfirin-polinukleotid kdlcsonhatast.

A kérdés megvalaszolasa érdekében egy harom (TMPCP) illetve egy két pozitiv toltést
hordoz6 (BMPCP) porfirin szdrmazék ¢és természetes polinukleotid kolcsonhatasat
tanulmanyoztuk. A pozitiv toltések mellett ezek a szarmazékok egy (TMPCP) illetve két
(BMPCP) negativ toltéssel is rendelkeznek karboxilcsoportjaik révén. A pozitiv toltések
szaman kiviill az indokolja a TMPCP ¢és BMPCP kivalasztasat, hogy karboxilcsoportjuk
alkalmassa teszi azokat tovabbi szarmazékok, igy példaul oligopeptid konjugatumok
szintézisére, amelyek ujabb érdekes Ilehetdségeket nyithatnak a kationos porfirinek

alkalmazasaban.

71



dc_1086_15

A TMPCP illetve BMPCP ¢és a T7 fagbol izolalt DNS kozott kialakuld kapcsolat
elemzésében a fentickben a tetrakationos szarmazékkal (TMPyP) kapcsolatban bemutatott
megkozelitést és modszereket alkalmaztuk (5.2.1.1 fejezet). A TMPCP és BMPCP abszorpcios
spektrumai a TMPyP esetében észleltekhez hasonldésan hipokromidt és vords eltolodast
mutatnak a DNS jelenlétében, a bazispar koncentracidjatol fiiggd mértékben [234] A
spektrumsorozatok elemzése [234,235]alapjan kapott paramétereket a 13. tablazatban foglaljuk
0ssze.

A spektrumok alapjan ezekben a rendszerekben is két kotott format feltételezve kaptuk a
legjobb illesztést mutatd eredményeket. A voros eltolddas €s a hipokrémia mértéke alapjan a

két kotott forma vélelmezhetden itt is az interkalacionak és a kiilso kotésnek feleltehetd meg.

13. tablazat Kationos porfirinek szabad és DNS-hez kotott dallapotainak abszorpcios
spektroszkopiai jellemzdi A=370-490 nm tartomanyban (Tris-HCI puffer, pH 7,4): az
abszorpcios savok maximumhelyei Ai (nm) és a savok szélessége Wi, (nm). Ai hibaja < /
nm, Wi hibdja < 0,5 nm.

Vegyiilet Ar(nm)  wi(nm)  A2(nm)  wo (hm) Az (nm)  ws(nm)  As(nm)  wa(nm)
kozos vall csucs (szabad) csucs (kotott)
BMPCP
407 17 418.5 135 429 7 435 14
TMPCP 402 15 422 17.5 429 25 446 25

Az egyes savok relativ ardnya ebben az esetben is valtozik a bazispar/porfirin molarany
fliggvényében, amit a 29. abra szemléltetiink. A TMPCP esetében (29.A abra) két sav relativ
teriilete n6 r novekedésével, de meg kell jegyezniink, hogy a A=429 nm-es maximummal
rendelkezd sav mar a szabad TMPCP spektrumaban is jelen van. Feltételezhetjiik, hogy a
szabad porfirin szarmazék abszorpcids spektruménak egyik komponense a felbontas soran nem
valaszthat6 el az egyik kotott formdhoz tartozo abszorpcios savtol.

A 29.A és B abrak 6sszehasonlitdsakor az is megfigyelhetd, hogy azonos r értékeket tekintve
markéns kiilonbség van az egyes sdvok részardnya — igy feltehetden a hozzajuk tartozé szabad

¢s kotott formak mennyisége — kozott a TMPCP illetve BMPCP spektrumaiban.
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29. abra A TMPCP (A) és BMPCP (B) abszorpcios savjainak relativ teriilete izolalt DNS
jelenlétében a bazispar/porfirin molarany (r) fiiggvényében T7 fagbdl izolalt DNS-hez
kotédéskor a savok maximumhelyeinek pozicioja szerint (Tris-HCI puffer, pH 7,4). TMPCP:
402 nm (x), 422 nm (0), 429 nm(o) , 446 nm (A ); BMPCP: 407 nm (X), 418,5 nm (o), 429
nm (0), 435 nm (A).

A TMPCP két kotott formajanak meglétét timaszthatja ala az egyes formaknak megfeleld
indukalt CD jel megjelenése (30. abra) a DNS jelenlétében. A pozitiv (kiils6 kotés) és negativ
(interkalalt forma) sdvok megjelenése, és amplitddoik valtozasa a bazispar/porfirin mélarany
fiiggvényében vilagosan felismerheté a TMPCP spektrumsorozatan (30. dbra) mar az r=0 - 15
tartomanyban. A két pozitiv és két negativ toltést hordozé6 BMPCP hasonlo6 spektrumsorozatan

még r=30-nal sem emelkednek ki a sdvok a zajszintbdl (abra nélkiil).
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30. abra (A) TMPCP CD spektrumai T7 fagbdl izolalt DNS jelenlétében (Tris-HCI puffer, pH
7,4). Az egyes spektrumokhoz tartozo mintakban a bazispar/porfirin molarany: 0 (fekete), 5
(kék), 10 (z6ld), 15 (piros). A porfirin koncentracio 1 uM.

A TMPyP péld4jan lattuk, hogy az egyes kotott formak azonositasat azok fluoreszcencia
¢lettartama is alatdmaszthatja. A BMPCP és TMPCP fluoreszcencia lecsengési gorbéit DNS
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nélkiili illetve DNS-t tartalmazo oldataikban rogzitettilk. A lecsengési gorbékre illesztett
komponensek alapjan kapott fluoreszcencia élettartamokat a 14. tablazat tartalmazza.

A BMPCP fluoreszcencia lecsengési gorbéje mono-exponencialisnak mutatkozik mind
szabad allapotban, mind a DNS jelenlétében is. Megjegyzendd, hogy a tablazatban mutatott
adat r=6 bazispar/porfirin moélarany oldatra vonatkozik, de nagyobb aranyoknal sem
mutatkozott tovabbi komponens. A DNS-t tartalmazé oldatban a TMPCP bi-exponencialis
lecsengési gorbét mutat. Az élettartam komponensek egyike szignifikansan rovidebb, mint a
szabad allapothoz tartozo élettartam. Mint korabban lattuk, ez az eltolddas az interkalélt forma

jelenlétére utal.

14 tablizat A BMPCP és TMPCP fluoreszcencia
élettartamanak komponensei Tris-HCI pufferben (pH7,4)
szabad dllapotban és DNS jelenlétében (r=6)

Vegyiilet T1 [ns] T2 [ns]
BMPCP 8,76 + 0,21 -
BMPCP +DNS 8,84 +0,23 -
TMPCP 8,99+ 0,19 -
TMPCP + DNS 2,38+ 0.18 8,04+04

A TMPCP esetében az ¢€lettartamok mellett a DNS bézisai €s a porfirin szarmazékok kozott

létrejovo energiatranszfer is vilagosan jelzi az interkalalt TMPCP jelenlétét. (31. abra).
A
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31. dbra (A) A TMPCP (m) és BMPCP (0) integralt fluoreszcencia intenzitdisa (Aem=600-
770 nm; A4g=260 nm) (ldsd 14. képlet) izolalt T7 DNS bazispadr/porfirin mélarany (r)
fliggvényében.
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Az indukalt CD-jel hianya ¢és a fluoreszcencia ¢€lettartam adatok arra mutatnak, hogy a
BMPCP nem kotddik interkalacidval a polinukleotidhoz. Ugyanakkor az abszorpcids spektrum
felbontasaval kapott komponensek egyike (Amax=435 nm) €¢s a BMPCP esetében is kimutathato
energiatranszfer (31. abra) jelezheti az interkalalt forma jelenlétét csekélyebb mértékben még a

két pozitiv toltést hordozo szarmazék esetében is.

5.2.2. Mezo-szubsztitialt porfirin szarmazékok kotodése természetes nukleoprotein
komplexekhez

5.2.2.1. A kotott formak azonositasa és mennyiségi meghatarozasa

Mint azt bemutattuk, a TMPyYP koétodésének szamos aspektusat részletesen tanulmanyoztak
az elmult évtizedekben. A polinukleotidok és a TMPYP kolcsonhatasaval azonban csak nagyon
kevés publikacio foglalkozott. A nukleoprotein komplexek és a kationos porfirinek
kolcsonhatasanak kvantitativ leirasara pedig nem is talaltunk adatot az irodalomban, holott a
természetben a DNS dont6en fehérjékkel alkotott komplexeiben fordul el6. Ezért megkiséreltiik
a TMPYP ¢és természetes nukleoprotein komplexek, a T7 nukleoprotein valamint a nukleoszéma

kozotti kolesonhatast Kimutatni, a kialakulo kotéseket elemezni, kvalitativ és kvantitativ leirasat

adni.
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32. abra A TMPYP abszorpcios spektrumanak valtozasa nukleoprotein komplexhez (T7
bakteriofdghoz) valo kotédes soran (Tris-HCI puffer, pH=7,4). A bazispar/porfirin arany (r)
1-60 kozott valtozik. A spektrum valtozasanak iranyat a nyilak jelzik.

A TMPyP és T7 nukleoprotein (NP) kapcsolatanak leirasahoz a TMPyP-izolalt DNS
rendszeren, a fentiekben bemutatott modszereket alkalmaztuk [237]. Kiindulasként felvettiik a
TMPYP abszorpcidos spektrumainak sorozatat ndvekvé NP koncentraciok mellett (A NP

mennyiségét a komplexben 1évd bazispar molban kifejezett mennyiségével jellemeztiik, vagyis
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a TMPyYP-NP aranyok jellemzésére itt is r értékét, vagyis a bazispar/porfirin aranyt hasznaltuk.)
A spektrumsorozat A=390-480 nm-es tartomanyat a 32. abran mutatom be.

A spektrumsorozatban lathato eltolddas €s hipokromicitas hasonl6 az izolalt DNS esetében
latottakhoz (20. abra). A tovabbi elemzéséhez a spektrumok felbontdsanak fent bemutatott
modszerét alkalmaztuk. A legjobb illeszkedést ebben az esetben is a szabad porfirin
szarmazekra jellemzd paraméterek mellett tovabbi két porfirin populacio feltételezésével

kaptuk. Ezek abszorpcios spektrumainak paramétereit a 15. tablazatban foglalom dssze.

15. tablazat A TMPYP NP-hez kotott allapotainak abszorpcios spektroszkopiai jellemzoi:
az abszorpcios savok (csucs és vall) maximumhelyei (Ax , Ax’), a savok szélessége (wx,
w'x), a vall és csucs teriileti ardnya (ox), és a molaris extinkcios dllando a spektrum
maximumandl (€).

Forma Ax(nm)  wx(nm) A (nm)  w’x(nm) ax e (Mlecm™)

Szabad 423 17 415 41 132  317x10°
NP-hez kotott
kiils8 kotés 430 20 411 73 129  229x10°

interkalacio 446 19 411 109 1,59 1,34 x 10°

A kapott paraméterek csak kis eltérés mutatnak a DNS esetében kapott (11. tablazat), valamint
az irodalombol ismert értékektdl. Az egyes formdk rekonstrudlt spektrumait és a
bazispar/porfirin moélarany fliggvényében meghatarozott megoszlasaikat a 33. abra foglalja
0ssze.

3ES5 0.8

0.67
2E5

0.47

1E5

Relativ koncentracio

0.21

Moléris abszorbancia [M-'cm™]
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33. dbra TMPYP szabad dllapotu (folytonos vonal), és T7 NP-hez kétott formainak (kiilsd ( - -

-) és interkalalt (— —-)) rekonstrualt abszorpcios spektrumiai (A), és az egyes formak (Szabad
(D), kiilsG kotott (o), interkalalt (A )) Megoszlasa a bazispar/porfirin mélardny (r)

fliggvényében (B)
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A TMPyP fluoreszcencia emisszids spektruma NP jelenlétében a DNS-nél illetve polaros
oldészerben latott felhasadast mutat, ami feltehetden itt is valamely kotddés eredménye (nem

szemléltetett adat).

100

counts

20 40
idd[ns]

34. abra NP-hez kotott TMPYP (r=27) fluoreszcencia lecsengési gorbéje, valamint az
ezekre illesztett fliggvény. Az also grafikon az illesztéstdl valo eltérést mutatja.

A TMPyP-NP komplex fluoreszcencia lecsengési gorbéi (egy példajat mutatjuk a 34. abran)
kis bazispar/porfirin ardnyoknal, de még r=27-nél is harom komponensre bonthatok; az ezekbdl
meghatarozott élettartamok egyike mindig a szabad TMPyP-re jellemzo értéket adja (16.
tablazat). Ez a komponens csak r=40 koril valik elhanyagolhatova. A legrovidebb — az
irodalom szerint az interkalalt format mutat6 [159-161] — komponens hibahataron beliil azonos
a NP és a DNS esetében. A harmadik, a leghosszabb ¢lettartam komponens vélelmezhetéen
kiils6 kotott formahoz tartozik, de szignifikansan eltér az irodalmi [159-161] illetve a T7 DNS-
hez valo kotddéskor kapott értéktdl (3. tablazat).

16. tablazat A TMPyP fluoreszcencia élettartamanak komponensei és azok relativ mennyisége
Tris-HCI pufferben (pH 7,4) NP jelenlétében kiilonbozo r értékeknél

Minta r T1 (ns) % T2 (ns) % T3 (ns) %

TMPyP 0 54+0,3 100
TMPyP 18 5,4+0,5 38 7,3+£0,3 33 2,3+0,4 29

+ NP 27 54+03 12 74+0,8 44 27402 44
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A NP nukleotidbazisaival vald interkalacio jelenlétére vonatkozo feltevést bizonyitja a
TMPyP és a bazisok kozotti energiatranszfer megléte, valamint a TMPyP-NP komplex CD
spektruma is.

A TMPyP-NP komplex =260 nm-en torténd gerjesztésének nyoman, a porfirin szarmazék
teljes kotddésekor (r=40) megjelend fluoreszcencia spektrum normalt alakjat mutatja a 35. abra.
Osszehasonlitasul a TMPyP-DNS komplex hasonlé kériilmények (r=8) kozott felvett
spektrumat is bemutatjuk. A két spektrum alakja és felhasadt sdvok maximumhelye megfelel

egymasnak és az irodalomban az interkalalt forma jellemzdiként ismert értékeknek [159-161].
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35. dbra A TMPyP normalt emisszios spektruma (Aem=600-770 nm; A4g=260 nm) izoldlt T7
DNS (r=8) (fekete) és NP (r=40)(piros) jelenlétében, Tris-HCI pufferben; crmpyp=2uM

A TMPyP CD spektrumaban a NP hozz4adasa nyoman két sav emelkedik ki a zajszintbdl,
az r értek novekedésével amplitidojuk nd. A savok pozicidja megegyezik az izolalt DNS
jelenlétében latottakéval, amit a 36.B abran a két spektrum egymas melletti abrazolasa jol
dokumental.

Erdemes megemliteni, hogy azonos TMPyP koncentriciénal maximalis amplitadojuk
megegyezik, de ezt, ahogy azt a 36.A és 36.B abra dsszevetésébdl lathatjuk, nem azonos DNS
illetve NP mennyiségeknél, vagyis nem azonos bazispar/porfirin moélardnyoknal érjiik el a két
rendszerben.

Ha a NP esetében a telités értékre kiilonbozé moddszerekkel kapott eredményeket
Osszehasonlitjuk, azt latjuk, hogy az abszorpcidés spektrumfelbontids és fluoreszcencia
¢lettartamok alapjan meghatéarozott értékek jO egyezést mutatnak, a telitési r=40 értékkel
becsiilhetd. A molaris ellipticitds azonban r>10 értéknél mar nem valtozik szignifikdnsan, st a

két kotddési folyamat telitési értének sorrendje sem azonos. A DNS esetében ilyen eltérést nem
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tapasztaltunk a CD és az abszorpcios, illetve fluoreszcencia spektrumok elemzése alapjan nyert

eredményei kozott.
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36. dbra (A) A molaris ellipticitds valtozasa A=422 nm-en (m) és A1=448(A) nm-en r
fiiggvényében a TMPyP CD spektrumdaban NP jelenlétében. (B) TMPYP CD spektrumai NP
(piros) (r=15) és izolalt DNS jelenlétében (fekete)(r==6,6) (Tris-HCI, pH 7,4)

A fentiek alapjan a NP-ben is a polinukleotidban megjelend kotési modokat lehet

azonositani, és ezeken kiviil nem jelenik meg mas kotési mod.
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37. dbra A szabad TMPyP () és kotott formdinak (interkalalt forma (0), kiilsé komplex (A))
Megoszlasa a homeérséklet fiiggvényében T7 NP (A) illetve izolalt DNS (C) jelenlétében,
valamint a megfeleld spektrumillesztések hibdi (B, D) a ,, NP paramétereket” (D) illetve a
,,DNS paramétereit” (A ) hasznalva. Mindkét mintaban r=35.
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E feltevés ellendrzésének egyik lehetséges modja a kotédés homérséklet fliggésének
elemzése, illetve az azt leird modellek érvényességének ellenorzése 20 °C és 70 °C kozott. Mint

ismeretes [232,269], ebben a homérséklet tartomanyban a hasznalt ionerésségii oldatokban a

crcr

rrrrrrrr

polimer nagy valosziniiséggel a kapszid kiilsé kdrnyezetében helyezkedik el.

A 37.A abran lathat6, hogy a hémérséklet emelésével a NP kornyezetében 1évo szabad
porfirin mennyisége csdkken, 60 °C-nal eléri a teljes kotddést. A hasznalt bazispar/porfirin
aranynal (r=5) ez az izolalt DNS-re jellemz6 telitési érték szobahdmérsékleten. Megfigyelhetd
tovabba, hogy a spektrumillesztés hibaja (37.B 4bra), amennyiben a korabban NP-hez kotott
allapotok spektrumfelbontasi paramétereit hasznaljuk, né a hdmérséklet emelkedésével, illetve
a kotott allapotok atrendezédésével. Ugyanezekre a mintdkra, a spektrumfelbontast a ,,DNS-
paraméterekkel” elvégezve lathatd, hogy annak hibdja ellentétes irdnyban valtozik.

Péarhuzamos kisérletben, a TMPyP-DNS kotodését vizsgalva lathatd, hogy koriilbeliil 40 °C
-ig a megoszlas kozel allando, de a hémérséklet tovabbi emelkedése — ebben az esetben is —
kedvez tovabbi kotott allapotok kialakuldsdnak. A spektrumillesztések hibaja a teljes
hémérséklet tartomanyban allandonak mutatkozik.

A TMPyP-T7 fag rendszer melegitésekor tapasztalt spektralis valtozasok arra is utalnak,
hogy a TMPyP polinukleotidot tartalmazé oldatanak elnyelési szinképébdl, annak a fent leirt
moédon vald elemzésével meg lehet kiilonboztetni a rendszerben a DNS torzult és nativ B-
volt, ezért — a DNS-nek csupan két, diszkrét allapotat feltételezve — felmeriil a kvantitativ

szerkezetvizsgalat lehetdsége is.

5.2.2.2. A porfirin szarmazék toltésének szerepe a kotédésben

A porfirin-DNS kotédéshez hasonléan a porfirin-NP kdlcsonhatassal kapcsolatban is

felmertil a porfirin szdrmaz¢k toltéseinek illetve toltéseloszlasanak szerepe.
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38. dbra A TP(4-OGIUOH)3P emisszios spektrumanak valt ozasa TT bakteriofag
hozzdadasakor (Tris-HCI, pH7,4); Cporfiin=2uM; fagpartikulumok koncentracioja 0 (),
0.025 (----), 0.05 (.-.-.), 0.25 (— ) nM; Jex=417 nm.

A neutralis glikozilalt porfirin szarmazékok koziil az aszimmetrikusan szubsztitualt TP(4-
OGIuOH)3P fluoreszcencia intenzitasa valtozik meg a NP jelenlétében (38. abra). Spektralis
eltolodast vagy atrendezddést azonban nem tapasztalunk sem az emisszids sem az abszorpcios
spektrumokban (abra nélkiili adat).

A kationos porfirinek koziil vizsgalataink itt is & DNS-k&tddés kapcsan mar bevezetett
szarmazékokra — TMPCP és BMPCP — terjedtek ki [234].

Elemeztiik e szarmazékok ndvekvd mennyiségli nukleoprotein komplexet tartalmazo
oldatainak abszorpcids spektrumait. A TMPCP spektrumsorozatiban latott valtozasok jellege
megfelel a kotddéskor fentebb leirtaknak (itt abra nélkiil). A spektrumfelbontasok soran ebben
az esetben is két 11j abszorpcios sav jelenik meg, ezek paramétereit a 17. tdblazatban mutatom
be.

A BMPCP kéotddése a T7 NP-hez az alkalmazott spektroszkopiai modszerekkel a vizsgalt
bazispar/porfirin mélaranyoknal nem volt kimutathato.

A TMPCP spektrumsorozatat olyan T7 bakteriofag oldat felhasznalasaval vettiik fel, amelyet
elézetesen 65 °C-ra melegitettiik. A TMPyYP példajan a (37. abra) lattuk, ezen a hdmérsékleten
a DNS |, kiszabaduldsa” a kapszidbol az izoldlt DNS-éhez hasonld kotddési feltételeket

teremthet a porfirin szamara.
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17. tabldzat TMPCP szabad és T7 NP-hez valamint el6zetesen 65 °C-ra felmelegitett T7 NP-
hez kotott allapotainak abszorpcios spektroszkopiai jellemzdéi A=370-490 nm tartomdnyban
(Tris-HCl puffer, pH 7,4): az abszorpcios savok maximumhelyei Ai(nm) és a savok szélessége
Wi, (nm). Ai hibaja < 1 nm, Wi hibaja < 0,5 nm.

Vegyiilet A1 (nm)  wi(hm) A2 (nm)  wo (hm)  Az(nm)  wsz(nm)  As(nm)  wa(hm)
kozos vall cstcs (szabad) cstcs (kotott)
TMPCP
401 17 422 17 429 25 434 30
TMPCP (65 °C) 401 15 422 19 429 26 444 24
1{\ A A -B

Relativ teriilet

A\

30

39 dbra A TMPCP abszorpcios savjainak relativ teriilete a bazispdr/porfirin molardny (r)
fiiggvényében TT NP-hez (A) és 65 °C-ra felmelegitett T7 NP-hez (B)torténd kétédéskor a
savok maximumhelyeinek pozicioja szerint (Tris-HCI puffer, pH 7,4). (A): 401 nm (x), 422 nm
(0), 429 nm (o), 434 nm (A); (B): 401 nm (X), 422 nm (O), 429 nm (0), 444 nm (A ).

Erdekes megfigyelni, hogy az illesztéssel nyert komponensek koziil a kisebb voros eltolodast
mutatd6 komponens maximumanak hulldmhossza (A=429 nm) megegyezik a harom — izolalt
DNS, NP, és a 65 °C-ra melegitett NP — spektrumsorozatban. A nagyobb eltolddast mutato,
interkalalt formahoz rendelhetd komponens maximumhelye szignifikdnsan kiilonbozik a NP
(A=434 nm) és a DNS illetve 65 °C-ra melegitett NP jelenlétében felvett spektrumokban (A=444
nm illetve A=446 nm).

Az egyes komponensekhez tartoz6 gorbe alatti teriiletek, azaz az egyes kotott formak aranya
valtozik a bazispar/porfirin moélarannyal mind a T7 NP mind a 65 °C-ra felmelegitett T7 NP
jelenlétében (39 abra). Az NP (65 °C) (39. B abra) jelenlétében regisztralt valtozas hasonlé az
izolalt DNS-hez vald kotddésnél latottakhoz, és értelmezhetd a két kotott komponens

mennyiségének novekedésével ¢és a szabad TMPCP mennyiségének csokkenésével. T7 NP
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kotodéskor (39.A abra) az interkalalt formaként értelmezheté komponens (Amax=434 nm)
mennyisége ugyancsak no r értékének novekedésével, de a Amax=429 nm-es komponens relativ

crer

valtozésaval.
A TMPCP — NP kotédéskor két kotott forma kialakulasat tdmasztjak ala a TMPCP indukalt

CD spektrumai (40. abra) és a fluoreszcencia élettartam adatok is (18. tablazat).
A

8E4

4E4

W
O/

5 400

[©]y;g [deg cm”/dmol]

Hullamhossz [nm]

40. abra TMPCP CD spektrumai T7 NP-hez (fekete) és 65 °C-ra felmelegitett T7 NP-hez
(piros) torténd kotédéskor (Tris-HCI puffer, pH 7,4). A porfirin koncentrdcio 1uM, r=30.

18 tablazat A TMPCP fluoreszcencia élettartamanak

komponensei (T [ns]) Tris-HCI pufferben (pH7,4) T7 NP-t
illetve 65 °C-ra felmelegitett T7 NP-t tartalmazo oldataban

(r=30).
Minta T1 [ns] T2[ns]
TMPCP + NP 3,14+0,15 10,56 + 0,28
TMPCP + DNS 3,562+0.21 10,1+ 0,35

A keét kotott forma koziil az interkalacid meglétét tdmasztja ala a megfeleld negativ sav a CD
spektrumban, és a kimutathato fluoreszcencia energia transzfer a nukleinsav és a porfirin kdzott
(40. abra). Ezen tilmenden, mind az abszorpcids spektrum megfelelé6 komponens savjainak
(39.A, B, abra), mind az energia transzfer révén detektalhato fluoreszcencia intenzitasanak

alakulas a bazispar/porfirin arany fliggvényében (41. dbra) azt mutatja, hogy a fag struktira

kedvez az interkalacio kialakulasanak.
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41. abra (A) A TMPCP integralt fluoreszcencia intenzitisa (Aem=600-770 nm; 13=260 nm) T7
NP-hez (fekete) illetve 65 °C-ra felmelegitett T7 NP-hez (piros) torténé kotodéskor
bazispar/porfirin molarany (r) fiiggvényében (Tris-HCI puffer, pH 7,4). A porfirin

koncentracio 1 uM.

5.2.2.3. A kotott formak elemzése nukleoszoma esetén

A modellként hasznalt T7 nukleoprotein — TMPyP kolcsonhatds elemzése utan
sziikségesnek lattuk annak tisztdzasat is, hogy eukariota sejtekben eléforduld nukleoprotein
komplexek esetében hogyan mdodosul a DNS — porfirin szdrmazék kdlcsonhatés. Az eukariota
sejtekben eléforduld leggyakoribb nukleoprotein komplex a nukleoszéma. Esetiinkben Hela
sejtekbdl izolalt nukleoszomakat hasznaltunk a kotddési folyamatok vizsgalatara.

Rogzitettik a TMPyP abszorpcids spektrumait kiilonboz6 mennyiségli nukleoszoma
jelenlétében. A relativ koncentracié meghatarozasakor ismét a bazispar/porfirin mélaranyt. mig
a spektrumok felbontasakor a T7 NP esetében kapott paramétereket hasznaltuk. Az alkalmazott
NP modell”-t ” (15. tablazat) felhasznalva, a nukleoszoma, mint nukleoprotein komplex
esetében is megfeleld illesztési pontossagot kaptunk (42. abra). Ebben az esetben sem volt
sziikséges tovabbi kotott formak beillesztésére a modellbe. Hasonléan a T7 NP-hez, a
fluoreszcencia és CD spektroszkopiai elemzések is a mar korabban latott két kotott forma

jelenlétére utaltak.
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42. abra (A) Nukleoszomat tartalmazo (r=5,2) TMPyP oldat (Tris-HCI pH7,4) abszorpcios
spektruma (folytonos fekete vonal), és annak a NP modell paraméterei alapjan szamolt
komponensei: kiilsé kotéshez tartozo csucs(kék), interkaldlt formahoz tartozo csucs(zold),
kozos vall (szaggatott kék), szabad TMPyP csucs (magenta), szabad TMPyP vall (szaggatott
magenta), és a komponensekbol rekonstrualt spektrum (0). (B) Az eredeti és a rekonstrualt
spektrum eltérése.

Az egyes kotott formak mennyiségét a bazispar/porfirin arany fliggvényében a 43. dbra
mutatja. Mint azt a fag NP esetében is lattuk, a fehérje jelenléte csokkenti a DNS-hez valo
kotddés lehetdségét. Jelentds kiillonbség van ugyanakkor abban, hogy a NP hogyan befolyasolja
az egyes kotott formak kozotti megoszlast. A T7 fag kapszid fehérje csokkentette ugyan a kotott
TMPyP mennyiségét a szabad DNS-en kapott értékhez képest, de azonos r értekeket dsszevetve

szignifikdnsan nem modositotta a kotott formak kozotti megoszlast.
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43. abra TMPYP egyes formdinak (szabad (), kiilsd kotott (o), interkalalt (A )) megoszlasa a
bazispar/porfirin molarany (r) fiiggvényében HelLa nukleoszoma jelenlétében
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Megallapithatd, hogy a nukleoszoma szerkezet preferalja a kiils6 kotések kialakulasat. Az
Osszes tobbi esetben a tipikus interkalalt/kiilsé kotott arany a telitési értéknél kozelitoleg 60/40,
itt ez az arany azonban megfordulni latszik és 40/60 értékkel becsiilhetd. A telitési érték
ugyanakkor kozel azonos a T7 NP-nél latottal, és szignifikdnsan magasabb, mint a

nukleoszomabol izolalt DNS esetén.

5.2.3. A kdrnyezet ionerésségének és ionosszetételének hatasa a kotédésre

A DNS-ligandum kd&lcsonhatasokat a kornyezeti ionerdsség €s iondsszetétel, a kétértéki
ionok minemusége és koncentracioja ismerten befolyasolja. Ennek alapja lehet, hogy kotédo
ligandum esetén az ionerdsség ndvekedésével csokken a DNS linedris toltéssiiriisége. Emiatt a
kotddés soran a negativ polinukleotidhoz kotott pozitiv ionok részben disszocidlnak. Ez a
folyamat alacsony ioneré mellett nagyobb entropia-novekedéssel jar, ami a folyamatot
termodinamikailag kedvezdbbé teszi. Nagyobb ionerdsség mellett ez a hatas kevésbé jelentds,
ezért az ionerdsség ndvekedésével esetiinkben varhatéan csokken az egy bazisparra jutd kotott
porfirin szarmazék mennyisége [143].

A varakozédsnak megfelelden az ionerdsség novekedésével a csak egyértékii ionokat
tartalmaz6 Tris-HCI pufferben, egyébként azonos koriilmények kozott csokken az 6sszes kotott
porfirin mennyisége (44. A és D éabra), mind izolalt DNS mind pedig NP esetében. Az egyes
kotésmodok k6zotti megoszlasok dsszehasonlitasa DNS- és NP-kdtddéskor azonban arnyaltabb
képet mutat.

A 1=68 mM ionerdsségli oldatban, mint fent is lattuk (25. abra) r=10 értéknél mar nincs
jelen szabad TMPyP; ugyanez 1=135 mM ionerdsségli oldatban csak magasabb r értéknél (r >
20) érhetd el. Az ionerdsség tovabb ndvelése drasztikusan csokkenti a kotott porfirin aranyat,
példaul =195 mM esetében mar csak az 6sszes TMPyP 35%-a van kotott allapotban még r =70
értéknél is.

A kotddés csokkenéshez az egyes kotésmodok nem azonos aranyban jarulnak hozza (44. B
¢és C abra). A DNS kis arok komplexek mennyisége szignifikdnsan nem valtozik a vizsgalt
ionerdsség tartomanyban; a kotott formak mennyiségének csokkenése teljes egészében az
interkalacio csokkenésébdl szarmazik. Igy 1=195 mM ionerdsségnél kiegyenlitetté vélik a
kotésmodok kozotti megoszlas, =395 MM ionerésségnél pedig mar a kiilsé kotott populacio
dominanciajat latjuk.

A TMPyP NP kotédését is gatolja az ionerdsség novekedése, mindkét kotott forma

mennyisége parhuzamosan csokken (44.D,E,F abra). Ez a megfigyelés arra utal, hogy az

86



dc_1086_15

ionerdsség novekedésével modosuld6 DNS-fehérje  kolcsonhatasok  [270]  szintén

befolyasolhatjak a TMPYP-DNS kotddést, kiilonos tekintettel a kiilsé kotések kialakuldsara.
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44. abra Az ionerdsség hatasa 4TMPP kétodésére izolalt T7 DNS-hez (A,B,C) és T7
nukleoproteinhez (D,E,F): szabad (A,D), interkalalt (B,E) és kiilso kétott (C,F) porfirin
relativ koncentracioja a bazispar/porfirin molarany (r) fiiggvényében 67 (o), 135 (+), 195
(®) és 395 (o) mM ionerdsségii Tris-HCI pufferben (pH7,4).

A kétértéki ionok jelenléte mar kis koncentracioban is markansan befolyasolhatja a 4TMPP
kotddeéseét, a kotott formak kozotti megoszlast. A kotott formak megoszlasanak elemzését 1 mM
alkalifoldfém (Ca?*, Mg?") illetve atmeneti fém (Cu?*, Ni?*) iont tartalmazoé 1=68 mM
ionerdsségli Tris-HCI pufferben is elvégeztiik. Habar a kétértékii ionok hozzajarulasa az dsszes
ionerdsséghez csekély, hatasuk a kotddési folyamatra meghatdrozd lehet. A hatds mértéke
azonban fiigg az ion tipusatol és attdl is, hogy a DNS izolalt vagy NP komplex forméjaban 1ép

a kolesonhatasba.
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45. abra Keteértekii ionok hatasa 4TMPP kétodésére izolalt T7 DNS-hez (A,B,C) és T7
nukleoproteinhez (D,E,F): szabad (A,D), interkalalt (B,E) és kiilsé kotott (C,F) porfirin
relativ koncentrdcidja a bazispar/porfirin mélarany (r) fiiggvényében ImM Mg** (0 ), Ca®*
(¢ ), Cu?* (x), Ni** (o) iont tartalmazé 67 mM ionerdsségii Tris-HCI (pH7,4) pufferben.

A Ca®" és Mg?* jelenléte izolalt DNS esetében nem modositja szdmottevéen sem a kotott
4TMPP mennyiségét, sem annak megoszlasat az interkalacio és kiilsd kotési mod kozott (45.A-
C abra). Az atmeneti fémionok ugyanilyen koriilmények kdzott magasabb érték felé toljak el a
telitési bazispar/porfirin aranyt (r=25) és markansan megvaltoztatjak a kotésmodok kozotti
megoszlast (45.B,C abra), nevezetesen gatoljak az interkaldciot, és preferaljak a kiils6 kotodeést.
Mitobb, a bazispar arany kezdeti novekedésével mintha atrendezédés menne végbe a kotott
porfirinek kozott a kiilsé kotési forma iranyaba.

A TMPyP és NP kozotti kolesonhatas kialakulasat 1 mM Ca?* és Mg?* jelenléte szintén nem
befolyasolja (45. D-F abra). A Cu?*, Ni* hatasa még kifejezettebb, mint azt az izolalt DNS-nél
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megfigyeltiik. A kotott formak 6sszehasonlitdsabol az is latszik, hogy a kotddés csokkenése

elsdsorban az interkalacid hattérbe szoritdsanak eredménye.

5.3. A porfirin kotodésének hatasa a DNS/NP termikus stabilitasara
5.3.1. A DNS termikus stabilitiasa

Ismeretes, hogy a kett6s szalu oligo- illetve polinukleotid felépiilésekor csokken a nukleotid
bazisok abszorbanciaja a DNS-re jellemz6 elnyelési savban. Ennek a hipokrom effektusnak az
oka az egymassal szomszédos bazisok delokalizalt elektronjainak kdlcsonhatdsa. A bazissikok
parhuzamos rendezettségének csokkenése éppen ellenkezdleg hat, ndveli a rendszer
abszorbanciajat. Ez a valtozas eldidézhetd példaul a hdmérséklet emelésével, ami a kettds szalu
polinukleotid esetén a lancok szétvalasahoz és feltekeredéséhez vezethet. Ezen a jelenségen
alapul az ugynevezett abszorpcios ,,melting” modszer, a DNS abszorbanciajanak (A=260 nm)
kovetése a homérséklet fliggvényében.

A DNS szerkezetének valtozdsa a lancszétvalas homérséklettartomanyaban a
hipokrom/hiperkrom effektus mellett a DNS kiralitdsdnak véltozasdban is megmutatkozik. A
lancok szétvalasa és feltekeredése a CD olvadasi gorbéken az adott hdmérséklettartomanyban
jelentkez6 negativ csticsot eredményez (A=280 nm).

A fazisatalakulasi (lancszétvalasi) homérseklet (Tm) fligg a nukleotidlanc hosszatol,
bazisosszetételétdl, de adott osszetételll oligo- illetve polinukleotid esetén jellemzd a szerkezet
termikus stabilitasara is. A lancszétvalasi homérsékletet a DNS kiilonbozd, inter- vagy
intramolekuléaris kolcsonhatasai csokkenthetik vagy nodvelhetik. Ezek alapjan a moédszer
felhasznalhato a molekularis kolcsonhatasok kimutatasadban és szerkezeti kovetkezményeinek
tanulmanyozéasaban.

A mezo-szubsztitualt porfirin szarmazékok jelenlétének a kettds szali polinukleotid
termikus stabilitdsara kifejtett hatdsat abszorpcios és CD olvadasi gorbék felvételével
elemeztiik — ha az ettdl valo eltérést a szovegben kiilon nem jeloljiik — a T7 fagbodl izolalt DNS
felhasznalasaval.

A glikozilalt porfirinek, tekintet nélkiil a porfirinhez kapcsolt cukor komponens szamara és
szerkezetére, nem valtoztattak meg az izolalt DNS lancszétvalasi homérsékletét [249]. Ez az
eredmény Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, amely szerint a glikozilalt porfirinek
fotofizikai jellemzdi sem valtoznak meg a DNS jelenlétében.

A 46.A abran a DNS derivalt olvadasi gorbéinek valtozasat mutatom be egy reprezentativ

példan TMPyP hozzaadasa utan kiillonb6zd porfirin/bazispar molaranyoknal. A mintdkban a
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DNS koncentracidja hibahataron beliil allando. Meghataroztuk a derivalt olvadasi gorbe

maximumanak (Tm) és félértek szélességének (w) valtozasat a pofirin/bazispar arany (1/r)

fiiggvényében.
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46. dbra (4) T7 fagbdl izolalt DNS olvadasi gorbéinek elsé derivaltia TMPyP jelenlétében
kiilonbozd porfirin/bazispar (1/r) aranyoknal. (Tris-HCI puffer, pH 7,4). A bazispar
koncentracio 12 uM. Az 1/r értékeket az abran jeloljiik. (B) A derivalt gorbék maximumanak
(Tm) és (C) félérték szélességének (wm) eltolodasa a porfirin/bazispar (1/r) molarany
fliggvényében

Vilagosan latszik, hogy a TMPyP hatésara a lancszétvalasi hdmérséklet emelkedik (46.A, B
abra), a porfirin kotddése stabilizalja a kettds helikalis szerkezetet. A kotott porfirin szarmazék
mennyiségének novekedésével csokken a derivalt gorbék amplitiddja, né a fazisatalakulds
félértek szélessége (46.C ébra), azaz csokken a folyamatban részt vevd bazisparok
kooperativitasa. A mérési eredmények linedris 0sszefiiggést mutatnak T €s a porfirin/bazispar
molarany kozott (korrelacios egylitthaté>0,95; p<0,1%), ami arra utal, hogy a fazisatalakulési
hémérséklet valtozasat interkaldcio okozza.

A T7 DNS olvadasi gorbéin latottakhoz hasonld eltolodast, lancszétvalasi hdmérséklet és
felértek szélesség novekedést lattunk, a HelLa nukleoszomabol izolalt DNS esetében is. A

hasonldsag miatt ezeket a gérbéket itt kiilon nem mutatjuk be.
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A harom illetve két pozitiv toltést hordozé6 TMPCP és BMPCP jelenléte szintén noveli a
DNS lancszétvalasi hdmérsékletét. A 47. dbran bemutatatott eredmények szerint a Tm értékek

valtozasa ebben az esetben is egyenesen aranyos a porfirin/bazispar moélarannyal.
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47. dbra (4) T7 fagbdl izolalt DNS lancszétvaldsi hdmérséklete a porfirin/bazispar (1/r)
molarany fiiggvényében TMPCP (0) és BMPCP (0 jelenlétében. (Tris-HCI puffer, pH 7,4). A
mintakban a bazispar koncentracio 15+2 uM.

Ugyanakkor a mérési pontokra illesztett egyenesek meredeksége (46. B abra és 47. abra)
markansan kiilonbozik a hdrom kiilonb6zd, négy, harom illetve két pozitiv toltést hordozo
kationos porfirin szarmazék esetében. Az azonos porfirin/bazispar molaranyhoz tartozo
homérséklet eltolodds a kovetkezd sorrendet koveti: TMPyP>TMPCP>BMPCP, ami
Osszhangban van az interkalacio korabban latott (5.2.1.1. és 5.2.1.3. fejezet) relativ
valdszinliségével.

5.3.2. A nukleoprotein termikus stabilitasa

A T7 fag és a nukleoszoma abszorpcids olvadasi gorbéi (A=260 nm) dsszetettebbek, mint
azt az izolalt DNS-né¢l lattuk. A NP komplexek gorbéiben vilagosan felfedezhet6 a kettds szalu
polinukleotid lancszétvalasara jellemzd hiperkrom sav 85 °C (T7 fag) illetve 75 °C koriil
(nukleoszoma) (48.A,B abra). Az olvadasi gorbék azonban NP komplexek esetében tovabbi
sdvokat is tartalmaznak. A T7 fag abszorpcids olvadasi gorbéjén a hiperkrém sav mellett
alacsonyabb hdmérséklet tartomanyban (50-60 °C kozott) egy hipokrom sav jelenik meg. A
nukleoszéma abszorpcids olvadasi gorbéjén a DNS lancszétvalasnak tulajdonithaté sav
felhasad és kiszélesedik. Ezek a valtozasok feltehetden a fehérje komponens szerkezeti
véltozasainak tulajdonithatdak. Ez a feltételezés azonban pusztan az abszorpcids gorbék alapjan

nem igazolhato.
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Mig az abszorpcids olvadasi gorbék (A=260 nm) alapjan kozvetleniil csak a DNS szerkezeti
valtozasairol nyeriink informaciot, addig a CD olvadasi gorbék lehetdvé teszik a DNS (A=280
nm) és a fehérje (A=225 nm) szerkezeti atalakuldsanak egymastol elkiilonitett vizsgalatat is
(48.A,D abra).

A T7 fag és a HeLa nukleoszoma abszorpcids olvadasi gorbéit a szokasos moédon A=260
nm-en rogzitettiik (48.A,B dbra), mig CD olvadasi gorbéiket azonos Osszetételii mintakon a
fehérje szerkezetének valtozasait mutatdé A=225 nm-en és a DNS helicitdsanak valtozasait

mutatdé A=280 nm-en is regisztraltuk (48.C,D abra)
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48. dbra T7 fag (A,C) és HeLa nukleoszoma (B,D) abszorpcios (A,B) és CD (C,D) olvadasi
gorbéi. A CD olvadasi gorbéken (C,D) a kék vonal a 280 nm-en, rozsaszin vonal a 225 nm
rogzitett adatokat mutatja. A folytonos vonalhoz tartozo gorbéket porfirin mentes, a
szaggatott vonallal jelzett gorbéket TMPyP-t tartalmazo oldatokon régzitettiik. A
nukleoprotein komplexek kezdeti optikai denzitasa 0,3 (abszorpcios gorbe) illetve 1 (CD
gorbe) volt. A porfirin/bazispar molarany 0,22 (T7) illetve 0,2 (nukleoszoma) volt.

A T7 fag abszorpcids olvadasi gorbéjén 50 °C és 60 °C kozott egy hipokrom sav latszik.

Ezzel parhuzamosan a CD gorbén A=280 nm-nél egy pozitiv, A=225 nm-nél egy negativ sav
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jelenik meg. Fekete és mtsai [248] korabban ezt az atalakulasi folyamatot kisszogii rontgen-
szorassal vizsgalva azt allapitotta meg, hogy 60 °C kortil az intrafag DNS szerkezetre jellemz6
szorasi kép eltlinik, az intrafag DNS denzitasa szignifikansan lecsokken. Ezek, valamint sajat
eredményeink alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a kérdéses homérséklet tartomanyban a
kapszidot alkotd fehérjék rendezettsége (helicitasa) csokken, a kapszid szerkezet fellazul, ami
lehetévé teszi a DNS | kiszabaduldsat” a kapszidbol. Ezt erdsitették meg Vords és mtsai [271]
atomerd mikroszkoppal késziilt felvételei is. A szabaddéa valo DNS az oldatban szokasos B-
konforméciot veszi fel.

A nukleoszoma abszorpcids olvadasi gorbéjének 60-80 °C kozaotti hiperkrom savja dsszetett
szerkezetli, lathatoan két atfedd savra hasad. A fazisatalakulds folyamatat kalorimetris
modszerrel vizsgalva hasonld felhasadast irtak le korabban Bina és mtsai [272] ebben a
hémérséklet tartomanyban.

Az alacsonyabb hémérsékletli maximummal megegyezé hémérsékletnél a A=280 nm-en
felvett CD olvadasi gorbe egy hatarozott pozitiv csiicsot mutat, jelezve a DNS relaxaciot. Az
abszorpcids gorbe magasabb homérsékleti csucsaval atfedéen mind a A=225 nm-en, mind a
A=280 nm-en regisztralt CD gorbében egy-egy negativ sav lathato jelezve a hiszton szerkezet
rendezettségének csokkenését és az egyszala DNS feltekeredését. A nukleoszoma 4atalakulasi
folyamataban tehat elobb kovetkezik be a DNS letekeredése a hiszton fehérjékrél, majd a
hiszton fehérjék szerkezetvaltozasa €s a DNS lancszétvalasa.

A 48.A ¢és C ébra alapjan latjuk, hogy a TMPyP jelenléte nem befolyasolja T7 kapszid
fehérjék termikus stabilitasat, nem valtoztatja meg az els6 fazisatalakulasi 1épés hdmérsékletét.
A DNS lancszétvalashoz tartoz6 atalakuldsi hdmérséklet — az izolalt DNS-hez hasonléan — a
NP komplexekben is szignifikansan nd a TMPyP hatasara, de a kooperativitasban valtozas nem
mutatkozik.

A nukleoszomahoz ko6todott TMPyP destabilizalja a hiszton-DNS kapcsolatot, ami a DNS
elsd fazisatalakulasi hdmérsékletének (70-75 °C) csokkenésében mutatkozik meg, €s csokkenti
a fehérje szerkezeti atmeneteihez tartozd hdmérsékleteket.

A TMPCP, a TMPyP-hez hasonléan a néveli a T7 kapszidban elhelyezked6 (49.A ébra),
mig csokkenti a nukleoszomat felépité DNS (49.B é&bra) lancszétvalasi hdmérsékletét. A
lancszétvalasi folyamatban a kooperativitds egyik nukleoprotein esetében sem valtozik
szignifikdnsan a TMPCP jelenlétében.

Ugyancsak a TMPyP-hez hasonldan, a harom pozitiv toltéstt TMPCP nem valtoztatja meg a

T7 hipokrom atmenetének paramétereit, azaz nem befolyasolja a kapszid stabilitasat. A
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nukleoszoémaban a fehérje-DNS kapcsolatra gyakorolt hatdsa nem egyértelmi, a fazisatalakulas

hémérsékletében nem mutathatod ki szignifikans, konzekvensen azonos iranyt eltolodas.
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49. dbra T7 fag (A) és HeLa nukleoszoma (B) TMPCP-t tartalmazé oldatainak abszorpcios
olvadasi gorbéi. A nukleoprotein komplexek bazispar koncentracioja 15+2,5 uM volt. A
porfirin/bazispar mélarany 0-0,26 (T7) illetve 0-0,22 kozott valtozott (nukleoszéma). A

gorbék eltolodasi iranyat a novekve TMPCP koncentracionak megfelelden az abran nyilak

jelzik.

A két pozitiv és két negativ toltést hordozo6 BMPCP nem valtoztatja meg sem a T7 fag, sem

a HeLLA nukleoszoma fazisatalakulasi paramétereit.

5.4. Porfirin szarmazékok genotoxicitasa

Minden hatéanyaggal kapcsolatban alapvetd informacié a genetikai apparatusra gyakorolt
hatas, az alkalmazas genotoxicitasi kockéazata [273]. A genotoxicitds mérésére a gyakorlatban
tobb modszer ismeretes. Ezek kozott egy egyszerii, jOl reprodukéalhaté megkozelités a T7
bakteriofdg, mint kromoszéma modell alkalmazasa.

A kémiai agensek, igy a porfirin szdrmazékok kotddése a T7 bakteriofag komponenseihez
a fag funkciondlis sériilését okozhatjak, azaz a kdlcsonhatés a bakteriofag
fert6zOképességének elvesztését eredményezheti. Ez pedig a hatéanyag, igy példaul a porfirin
szarmazék genotoxikus hatasat jelzi. Az inaktivacios gorbe meredeksége alapjan
meghatarozott genotoxicitasi index (MI) [274] a genotoxikus hatékonysagra jellemz0 érték.

A genotoxicitasi indexet azzal a dozissal (Mhnatanyag*Min) definialhatjuk, ami az aktiv fagok
szamat e-ed részére csokkenti, azaz ahol In(N/No)=1. Minél kisebb MI értéke, annal nagyobb

az adott hatdanyag genotoxicitas kockazata.
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50. dbra T7 fag inaktivaicioja (A) a TP(4-OGIUOH)3P (0) és a TP(4-OGIuOH)4P (o)
dozisanak és (B) 2 uM (0) illetve 10 M (o)koncentracioju TP(4-OGIUOH)sP-val torténd
inkubacio soran az inkubdacio idejének fiiggvényében. Az (A) dbran mutatott mérésekben az
inkubdcios ido egységesen 30 perc volt. A szaggatott vonal az inaktivacios gorbék kezdeti
meredekségét jelzik. A fagpartikulumok koncentrdciéja 0.5 nM volt. (Tris-HCI, pH7,4)

Az 50. abran bemutatott eredmények alapjan a TP(4-OGIuOH)3P csokkenti a fert6zoképes
fagok szamat [249]. A mezo-szubsztitualt glikozilalt porfirinek koziil a TP(4-OGIuOH)sP-en
kiviil csak a TP(4-OgluOH)4P okoz a hibahatarnal nagyobb mértéki faginaktivaciot, de MI
érteke legalabb 30-szor nagyobb, mint az aszimmetrikusan szubsztitualt szarmaz¢ké.

A tovabbi glikozilalt szdrmazékok nem mutattak a mérési hibahatarnal nagyobb inaktivalod
hatast, vagyis MI értékiik végtelennek tekinthetd.

A kationos porfirinek mindegyike hatékonyabb a bakteriofag inaktivacidjaban, mint a TP(4-
OGIuOH)4P. Ennek egy példajat latjuk a TMPYP esetére vonatkozoan (51. abra);
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51. dbra T7 fag inaktivacioja a TMPYP dozisanak fiiggvényében. A szaggatott vonal az
inaktivacios gorbe kezdeti meredekségét jelzi. A fagpartikulumok koncentraciéja 0.5 nM volt,
a bazispar koncentracié 2x10° M, az inkubdcios id6 egységesen 30 perc. (Tris-HCI, pH7,4)
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az egyes vegyiletek MI értekét a 19. tablazat foglalja Ossze. Az MI értékek
Osszehasonlithatosaga érdekében azok meghatarozasakor olyan kisérleti koriilményeket

hasznaltunk, ahol a T7 bakteriofag koncentracidja a mintdkban alland6 volt.

19. tablazat Mezo-szubsztitualt porfirin szarmazékok
genotoxiciasi indexe (MI £ s) (mol*min)

Vegyiilet MI (m61*min)
TP(4-OgluOH)sP 7,4x107%+ 0,5x10™
TP(4-OgluOH)4P >2x1072
TMPyP 4,8x105+ 0,25x10°
TMPCP 7,2x10°°+ 0,38x10°®
BMPCP 1,5x10%+ 0,07x10*

Inaktivacids kisérleteinket megismételtiik azonos porfirin és valtozd bakteriofag

cre

porfirin szarmazék abszolt koncentracidja mellett a porfirin/bazispar molarany is befolyasolja
[238].

Porfirin/Bazispar
005 010 015 020 025  0.30

.
>
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52. abra T7 fag inaktivacioja TMPyP hatasara a porfirin/bazispar molarany fiiggvényében. A
szaggatott vonal az inaktivacios gorbe kezdeti meredekséget jelzi. A bazispar koncentrdcio
0,5x10°8- 5x10° M kozétt valtozott, az inkubdcios idS egységesen 30 perc volt. (Tris-HCI, pH
7,4)

A 52. abra a TMPYP kiilonb6z6é porfirin/bazispar aranyoknal sotétben inkubalt T7 fag

inaktivaciojat mutatja, a T7 fig bazispar koncentracioja 0,5x107°- 5x10° M kozétt valtozott. A
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bakteriofag éldszama 0,07 porfirin/bazispar aranyig jelentésen csokkent, ezt kdvetden a reakcid
hatékonysaga 1/r novelésével nem bizonyult fokozhatonak. Tudjuk, hogy az 1/r= 0,07, azaz
r=14 kozelitéleg megfelel annak a bazispar/porfirin molaranynak, ahol a porfirinek kotédési
folyamatai telitédnek (lasd 5.2.1.1 fejezet). Ennél nagyobb porfirin/bazispar molaranyoknal a
szabad porfirin mennyisége novekszik, ami a bakteriofag s6tét inaktivacidjahoz mar nem jarul

hozza.

5.5 Porfirin-peptid konjugatumok kotodése természetes polinukleotidhoz és
nukleoprotein komplexhez

Az irodalomban szamos példat latunk porfirinek és porfirin szarmazékok természetes illetve
szintetikus szerves vegyiiletek (pl. oligonukleotid, oligopeptid, monoszacharid, oligoszacharid)
konjugatumainak el6allitasara [65,73,84,85,275]. A konjugatumok eldallitasanak motivacioja
lehet a porfirin célzott sejtbejuttatasanak eldsegitése vagy sejten beliili lokalizacidjanak
megvaltoztatasa. A kationos porfirin szdrmazékok és a nukleinsavak ismert kolcsonhatasanak
alapjan ebben az esetben a konjugacid egy masik aspektusa is felmeriil, nevezetesen a kationos
porfirinekhez kapcsolt ligandumok eljuttatasa a sejten beliili nukleinsav — példaul sejtmag
DNS, mitokondrialis DNS — kdrnyezetébe.

Munkank soran a kationos porfirinekhez kapcsolt peptid ligandumok célbajuttatasanak
lehetdségeit, feltételeit kivantuk vizsgalni. Ennek érdekében kationos porfirinek oligopeptid és
polipeptid konjugatumait allitottuk eld. A konjugacio kémiai feltételei miatt a korabban
részletesen  tanulmanyozott  tetrakationos = TMPYP  kozvetleniil nem  alkalmas
peptidkonjugatumok eldallitasara. Ezért egy harom és egy két pozitiv toltéssel rendelkezd
szarmazékot, mezo-tri(4-N-metilpiridil)-mono-(4-carboxifenil)porfirin-t (TMPCP) és mezo-
5,10-bis(4-N-metilpiridil)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin-t (BMPCP) valasztottunk. E
vegyliletek egy illetve két, konjugalasra alkalmas karboxilcsoportot hordoznak. Ennek
megfeleléen a TMPCP-re egy, a BMPCP-re két peptid lanc kapcsolhato. A TMPCP és BMPCP
kotddését DNS-hez és nukleoprotein komplexhez a korabbi fejezetekben (lasd 5.2.1.3 és 5.2.2
fejezet) elemeztiik.

Oligopeptidként egy tetrapeptidet valasztottunk (1asd anyag és modszer fejezet). A TMPCP-
4P és BMPCP-4P; (lasd anyag és modszer fejezet) alkalmas modelljei lehetnek porfirin-
oligopeptid konjugatumoknak. Ezen tilmenden az itt hasznalt tetrapeptid a 12. abra szerinti
alkoto egysége a széles korben hasznalt polilizin gerincii elagazo lancu polipeptideknek (12.
abra). Az oligopeptidek mellett eléallitottuk a TMPCP polipeptiddel képzett konjugatumat
(TMPCP-AK, lasd 4.2. fejezet).
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Vizsgaltuk az oligpeptid és polipeptid konjugatumok kotddési tulajdonsagait izolalt DNS-
hez, nukleoprotein komplexhez, jellemeztiik sejtbe jutasukat és kovettik sejten beliili
lokalizaciojukat.

Szemléltetésiil a harom konjugatum izolalt DNS-sel valo titralasakor regisztralt abszorpcios
spektrumsorozatat mutatom az 53. abran. Mindhdrom konjugatom elnyelési spektruma
megvaltozik a polinukleotid jelenlétében. A tetrapeptid konjugatumok (TMPCP-4P és BMPCP-
4P;) spektrumsorozatdban mind a hipokrémiat, mind a vorods eltoloédast felfedezhetjik. A
polipeptid konjugatum (TMPCP-AK) spektrumsorozatdban az utdbbi nem kifejezett.
Ugyanakkor kotddéskor a spektrumokban a komponens savok koézott a A=435 nm-es
maximummal rendelkezé komponens is megjelenik, s6t ez az egyetlen sav, amelynek teriilete
ndé a bazispar koncentraci6 ndvekedésekor. A spektrumsorozatok felbontasakor kapott

komponensek maximum helyeit (Ai nm) és savszélességét a 20. tablazatban foglalom Ossze.
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53. dbra TMPCP-4P (A), BMPCP-4P; (B) és TMPCP-AK (C) abszorpcios spektrumanak
valtozasa izolalt TT DNS-hez valo kotédés soran (Tris-HCI, pH 7,4). Az elsd és utolso
spektrumhoz tartozo bazispar/porfirin ardanyokat az abrakban lathato r értékek, a spektrum
valtozasanak iranyat a nyilak jelzik.
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20. tablazat A porfirin-konjugatumok szabad és kétott dallapotainak abszorpcios
spektroszkopiai jellemzdi A=370-490 nm tartomanyban (Tris-HCI puffer, pH 7,4): az
abszorpcios savok maximumhelyei Ai (nm) és a savok szélessége Wi, (nm). Ai hibaja <1 nm, Wi
hibdja < 0,5 nm.

Vegyiilet  Partner A;(hm) wi(nm) A2(nm) w2 (nm) Az (nm) wsz(nm) As(nm)  wa(nm)

kozos vall csucs (szabad) csucs (kotott)
BMPCP-4P,  DNS 407 17 418.5 11 429 11 435 16
NP 410 23 418 9 422 14 426 23
NP(65) 410 21 418 8 421 15 427 20
TMPCP-4P  DNS 402 15 422 17.5 429 25 446 25
NP 403 15 422 16 427 25 435 27
NP(65) 403 16 422 16 427 27 435 29
TMPCP-AK  DNS 407 418 421 435
B
0,4
L 2 0,31
2 2
2 2 0z
0,14
» 0,0 : T T T T »
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r r
54. abra A TMPCP-4P (A) és BMPCP-4P; (B) abszorpcios savjainak relativ teriilete izolalt
DNS jelenlétében a bazispar/porfirin molarany (r) fiiggvényében a savok maximumhelyeinek
pozicioja szerint. TMPCP-4P: 402 nm (X), 422 nm (o), 429 nm (0), 446 nm (A ); BMPCP-
4P3: 407 nm (x), 418 nm (0), 429 nm (o), 435 nm (A ). (Tris-HCI puffer, pH 7,4)

Lathato, hogy akarcsak az abszorpcids spektrum komponenseinek szdma és maximumbhelye,
azok bazispar/porfirin moélarannyal mutatott valtozésa is informativ a kotott forméak szamara
illetve relativ mennyiségére vontkozoan. Ennek alapjan a két tetrapeptid konjugatum, a

TMPCP-4P (54.A abra) ¢és a BMPCP-4P, (54.B abra) két spektrumkomponense mutat
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novekedést az r értek novekedésével, mig a TMPCP-AK konjugatum esetében (55. abra) csak
egy kotddésre utalo komponens jelenik meg. (Megjegyzem, hogy az dbrakon lathato gorbék
csak a jobb kovethetdséget szolgaljak, illesztési paramétereik nem szolgaltatnak adatot a

kotédésre vonatkozdan.)

Relativ teriilet

0,4

0,24

0,04

0 10 20 30 40 50 60

r
55. dbra A TMPCP-AK abszorpcios savjainak relativ teriilete izolalt DNS jelenlétében a
bazispar/porfirin molarany (r) fiiggvényében a savok maximumhelyeinek pozicidja szerint:
407 nm (x), 418 nm (o), 421 nm, 435 nm (A )(Tris-HCI puffer, pH 7,4)

Ugyanigy csak egy kotddési modra mutatd sav jelenik meg a tetrapeptid konjugatumok,
(TMPCP-4P és BMPCP-4P>) abszorpcids spektrumaiban nukleoprotein komplex jelenlétében
(56.A ¢és B abra). A sdv pozicigja alapjan nem donthetd el, hogy ez milyen kotott forma
jelenlétére utal. A polipeptid konjugatum (TMPCP-AK) abszorpcids spektrumai nem mutatnak

valtozést hasonld koriilmények kozott (dbra nélkiili adat).
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56. abra A TMPCP-4P (A) és BMPCP-4P> (B) abszorpcios savjainak relativ teriilete NP
Jjelenlétében a bazispar/porfirin mélarany (r) fiiggvényében a savok maximumhelyeinek
pozicioja szerint. TMPCP-4P: 403 nm (X), 422 nm (o), 427 nm (©), 435 nm (A ); BMPCP-
4P;: 410 nm (X), 418 nm (0), 422 nm (o), 426 nm (A ). (Tris-HCI puffer, pH 7,4)
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A kotédés tovabbi bizonyitéka lehet a fluoreszcencia élettartam megvaltozasa, kotott

formakra jellemz6 lecsengési komponensek megjelenése (21 tablazat).

21. tablizat A BMPCP-4P2; ¢és TMPCP-4P fluoreszcencia
élettartamanak komponensei Tris-HCI pufferben (pH7,4) szabad
allapotban, DNS, NP és NP (65 °C) jelenlétében (r=30).

Vegyiilet Partner T1[ns] T2[ns]
BMPCP-4P; - 8,99 + 0,28 -
DNS 2,36 +£0,12 9,76 £ 0,12
NP - 9,14+0,24
NP(65) 3,08 + 0,19 10,25 + 0,27
TMPCP-4P - 49+0,15
DNS 3,46 £ 0.18 9,50 + 0,23
NP 3,13+0,17 9,87+ 0,27
NP(65) 3,19 + 0,25 9,74 +0,19

A BMPCP-4P; NP jelenlétében mono-exponencialis lecsengést mutat. A 21. tablazatban
bemutatott tobbi esetben az élettartam komponensek két kotott forma meglétét tamasztjak ala.

A kotédés formainak azonositasara a fluoreszcencia energia transzfer és a CD spektrumok
vizsgalatat alkalmaztuk. A TMPCP-4P, mind DNS (57. abra) mind NP (58. 4bra) jelenlétében
kifejezett fluoreszcencia intenzitds novekedést mutat a DNS elnyelési maximuman, A=260 nm-
en torténd gerjesztéskor. NP esetében ez a novekedes kisebb, mint DNS jelenlétében, és még a
NP 65 °C-eldkezelése utan sem éri el az izolalt DNS jelenlétében latott értekeket. A BMPCP-
4P, 1s akceptorként viselkedik izolalt DNS és hékezelt NP mellett, az intakt NP jelenlétében

megjelend fluoreszcencia intenzitds viszont nem bizonyito erejii az interkalaciora nézve.
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57. abra (A) A TMPCP-4P (m) és BMPCP-4P; (D) integralt fluoreszcencia intenzitdsa
(1em=600-770 nm; Ag=260 nm) izolalt T7 DNS bazispar/porfirin molardany (r)
fiiggvényében. (Tris-HCI puffer, pH 7,4)
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58. abra (4) A TMPCP-4P (o) és BMPCP-4P2 (A) integralt fluoreszcencia intenzitasa
(1em=600-770 nm; Ag=260 nm) T7 NP-hez (fekete) és 65 °C-ra felmelegitett T7 NP-hez

(piros) torténd kotédéskor bazispar/porfirin mélardny (r) fiiggvényében. (Tris-HCI puffer,

pH 7,4)

A fluoreszcencia élettartam €s energiatranszfer adatokkal 6sszhangban vannak a DNS illetve
NP tartalmu oldatokban regisztralt porfirin szarmazékok CD spektrumai (59. abra). A TMPCP-
4P CD spektrumai minden bemutatott koriilmény mellett tartalmazzak a pozitiv, és az
interkalacidra mutaté negativ savokat. A BMPCP-4P; spektruméaban T7 NP jelenlétében nem
jelenik meg a negativ sav, de hatdrozott a pozitiv sav a spektrumban.

A TMPCP-AK polipeptid konjugatum esetében egyik mddszerrel sem volt kimutathat6 az

interkalalt forma kialakulasa.
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59. abra TMPCP-4P(folytonos vonal) és BMPCP-4P, (szaggatott vonal) CD spektrumai
izolalt DNS-hez (A) T7 NP-hez (B) és 65 °C-ra felmelegitett T7 NP-hez (C) torténé kétédéskor
(Tris-HCI puffer, pH 7,4). 4 porfirin koncentracio 1uM, r=30.

A DNS-en ¢és a NP-en beliili ligandum-makromolekula kapcsolatokrol adhatnak
felvilagositast az abszorpcios olvadasi gorbék (60. abra).
puffer, pH 7,4) noveli a lancszétvalashoz tartozo hémérsékletet, azaz a konjugatumok
stabilizaljadk a DNS szerkezetét (60.A és B abra). Ha a fézisitalakulasi homérsékleteket
tekintjiik a porfirin/bazispar (1/r) figgvényében [276], a mérési pontokra illesztett linedris
figgvény meredeksége jellemezheti a stabilizald hatds mértekét. Az egyes kolesonhatasokat

jellemz6 egyenesek meredekségét a 22. tablazat mutatja.
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60. abra T7 fagbol izolalt DNS (4,B) és T7 fag (C,D) TMPCP-4P-t (4,C) és BMPCP-4P,-dt
(B,D) tartalmazo oldatainak abszorpcios olvadasi gorbéi. A mintak bazispar koncentracioja
15+2 uM. A porfirin/bazispar molarany 0-0,046 (A), 0-0,1 (B), 0-0,12 (C), 0-0,23 (D) kozott
valtozott. A gorbék eltoloddsi iranyadt a novekvo porfirin koncentracionak megfeleloen az
dbran nyilak jelzik. (Tris-HCI puffer, pH 7,4)

22. tablazat DNS lancszétvalasi homérséklet -
porfirin/bazispar (1/r) molarany fiiggvény meredeksége

Vegyiilet Partner Meredekség [°C*r]
BMPCP-4P; DNS 22,72
NP 33
NP(65) 8,48
TMPCP-4P DNS 80.58
NP 30,4
NP(65) 27,9
TMPCP-AK DNS 9,23
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A NP els0, a kapszid fellazulasdhoz kothetd fazisatalakulasi homérsékletet a TMPCP-4P és
a TMPCP-AK konjugatum nem befolyésolja, sem az atalakulds homérsékletét, sem annak
kooperativitasat. A BMPCP-4P; tetrapeptid-konjugatum kismértékben megnoveli az
atmenethez tartozd homérsékletet, stabilizalja a kapszid szerkezetét illetve a fehérje-DNS
kapcsolatot. A kapszidba zart DNS fazisatalakulasi hdmérsékletét a két tetrapeptid konjugatum
noveli, miga TMPCP-AK nem befolyasolja. A hatékonyséagra jellemz6 meredekségeket szintén
a 22. tablazat tartalmazza.

A tetrapeptid-konjugatumok stabilizal6 hatasa kifejezetteb az izolalt DNS, mint a
kapszidban elhelyezkedé DNS esetén. Ugyanakkor az is vilagos, hogy a fehérje kapszid
csOkkenti, de nem zarja ki a porfirin szdrmazék tartalmi konjugatum-DNS kolcsonhatas

lehetoségét.

5.6. Porfirin szarmazékok in vitro sejtfelvétele és sejten beliili lokalizacioja

Annak, hogy a porfirin szdrmazékok illetve konjugdtumaik a sejten beliil kotddhessenek a
nukleinsavakhoz eldfeltétele bejutasuk a sejtbe. Ezért mieldtt a sejten beliili lokalizaciot
elemeznénk sejtbe jutdsuk lehetdségét tanulmanyoztuk.

A kationos porfirinek és konjugatumaik sejtfelvételét HL-60 sejteken vizsgaltuk. Aramlasi
citometridval meghataroztuk azoknak a sejteknek a relativ mennyiségét, amelyekben a porfirin
szarmazékra jellemz6 fluoreszcencia megjelenése kimutathatdo volt [235]. Az egyes
szarmazékok/konjugatumok sejten beliili abszorpcids képessége €s kvantumhatasfoka nem
ismert, ezért pusztdn a fluoreszcencia intenzitasuk Osszehasonlitdsa nem adna megbizhato
tampontot a porfirin szarmazékok/konjugatumok sejten beliili mennyiségére vonatkozdan.

A 61. abran a TMPCP példdgjan mutatjuk meg, hogy a porfirin szdrmazék tapoldatbeli
koncentracidja és az inkubalasi id0 miként befolyasolja a porfirin-pozitiv sejtek aranyat.
Hasonlo6t tapasztaltunk a tobbi szdrmazékra vonatkozdan is. Parhuzamos mérésekben
ellendriztiik a porfirinek toxicitasat a megfeleld koncentracidknal. A bemutatott koriilmények

kozott és vegyiiletek esetében a toxicitas elhanyagolhato volt (dbra nélkiili adat).
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61. abra TMPCP-pozitiv sejtek aranya a porfirin koncentracio illetve inkubdlasi ido
fliggvényében
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62. abra Porfirin-pozitiv sejtek aranya a porfirin koncentrdcio fiiggvényében 3 ora inkubaldsi
id6 utdan

A kiilonbozé szarmazékok ¢€s konjugatumok jelenlétét mutatdo sejtek aranyat 3 oOra

inkubacios 1d6 utan hasonlitottuk dssze. Az eredményeket a 62. dbra foglalja 6ssze. Ennek

alapjan markéns kiilonbségek tapasztalhatok az egyes vegyiiletek kozott. A sejtfelvétel

szempontjabol kiemelkedd értéket mutat a BMPCP és annak tetrapeptid konjugidtuma. A

TMPyP jelenlétében 20 uM inkubaléasi koncentraciot alkalmazva, 3 ora inkubalési id6 utan a

sejtek 65 %-a mutatta a porfirin jelenlétét (abra nélkiili adat).
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Meglepdé mddon az elagazod lancu polipeptid kapcsolasa a porfirin szarmazékhoz nem
jelentett elényt a sejtbe jutaskor [235], holott ezt a polipeptidet éppen a fokozott sejtpenetracid
érdekében hasznaljak mas estekben [277]. Megjegyezziik, hogy az abran jelzettnél nagyobb
koncentracioknal valoban tapasztaltunk fokozott sejtfelvételt, de a parhuzamosan megjelend
citotoxikus hatas miatt azoknak a koncentracidknak az alkalmazdsa mar nem vehetd

szamitasba.

63. abra A BMPCP-4P; és a sejtmag specifikus SYBR GREEN [ festék lokalizacioja. (A)
Transzmisszios felvétel a HT-29-es sejtekrdl. (B-D) Konfokalis felvételek: a BMPCP-4P; (B)
(1em=650-750 Ag=488 nm) és a SYBR GREEN | (C) (1em=520, 1g=488 nm) lokalizacidja. D:
a BMPCP-4P; és SYBR GREEN | ko-lokalizacioja. (Az inkubacios idé 3 ora (BMPCP-4P3 )

illetve 30 perc (SYBR GREEN 7 ) volt,; a koncentraciok 20 uM (BMPCP-4P2 ) és 400 nM

(SYBR GREEB 1))

A fentiekben lattuk, hogy mind a vizsgalt kationos porfirin szarmazékok, mind azok
tetrapeptid konjugatumai felhalmozddhatnak a sejtekben. A tovabbiakban e vegyliletek sejten
beliili lokalizaciojat vizsgaltuk kiilonds tekintettel arra a kérdésre, hogy a sejtmagon beliil
kimutathatd-e jelenlétiik, dokumentalhaté-e DNS-sel vald kapcsolatuk? Mivel a sejtfelvételi
eredmények alapjan a BMPCP-4P; mutatta a legkedvezObb értékeket, a vonatkozo

eredményeket mutatom be.
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A ko-lokalizacios vizsgalatokhoz a sejtmagot SYBR GREEN I ((1em=520, 1g=488 nm)
festékkel jeloltiik. A porfirin szarmazék €s a sejtmagot jelolo festék fluoreszcencia jelének

elhelyezkedését hasonlitottuk 6ssze (63 abra). Mindkét fluorofor elhelyezkedése a sejtben

64. abra A BMPCP-4P; (E,D,F,G) a lizoszoma specifikus LysoTracker Green festék (C és D)
és a mitokondrium specifikus MitoTrackerfesték lokalizacioja (F és G). (A) Transzmisszios
felvétel a HT-29-es sejtekrol. (B-G) konfokalis felvételek: a BMPCP-4P; (B és E) (Aem=650-
750 43=488 nm), LysoTracker Green (C) (1em=633 nm, 1g=488 nm), és a MitoTracker (F)
(1em=665 nm, Ag=510 nm ) lokalizacioja. D: a BMPCP-4P; és a LysoTracker Green ko-
lokaloizacioja; G: a BMPCP-4P; és a MitoTracker ko-lokaloizacioja (Az inkubdcios ido 3
ora (BMPCP-4P2 ) illetve 30 perc (fluoreszcens jelzok) volt; a koncentraciok 20 uM
(BMPCP-4P2 ) és 50 nM (fluoreszcens jelzék))
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vildgosan latszik. A két teriilet nem mutat atfedést, a SYBR GREEN 1 festékkell jelzett
sejtmagban nem mutatkozik a porfirin-peptid konjugatumtdl szarmazé jel. Hasonl6 eredményt
mutattak a BMPCP, TMPCP és TMPCP-4P sejten beliili eloszlasarol késziilt felvételek.

A sejtmagon kiviili lokalizaciok részletesebb feltérképezéséhez a lizoszomakat illetve a
mitokondriumokat jeloltiik specifikusan felhalmozodo fluoreszcens festékekkel, LysoTracker
Green-nel és MitoTracker-rel. A ko-lokalizacios vizsgalatok eredményeit ismét a BMPCP-4P,-
vel jelzett sejtekrol késziilt felvételekkel demonstralom (64. dbra). Az dbran a ko-lokalizaciot a
sarga szin mutatja.

A BMPCP-4P, mutat Ko-lokalizaciot mindkét jelzével, de ez sokkal Kkiterjedtebb a
lizoszomakat jel616 LysoTracker festék esetében. A BMPCP, TMPCP és TMPCP-4P is hasonlo
tendenciaju eloszlast mutat. A lizoszama szdmara mutatkozo preferencia legkifejezettebb a

TMPCP esetében.

5.7. Porfirin szarmazékok fototoxicitasa
5.7.1. A fotodinamikus reakcio hatékonysaga és mechanizmusa

A porfirin szarmazékok orvosi/bioldgiai alkalmazasi lehetdségeinek alapja a fotodinamikus
reakcio. A keletkezd reaktiv termékek, szabadgyokok illetve szingulett oxigén a sejtekben
destrukcios folyamatokat inditanak el, amik aztan a sejtek illetve virusok pusztulasahoz
vezethetnek. A dolgozatban vizsgalt valamennyi szarmazék feltételezéseink szerint alkalmas
lehet ilyen fotodinamikus reakciokban valo alkalmazasra. Ennek lehetOségét, a reakciok
mechanizmusat vizsgaltuk és dsszehasonlitottuk az egyes vegyiiletek varhat6 hatékonysagat.

A porfirin szarmazékok fototoxicitasanak mértékét meghatarozé paraméterek koziil egyik
legfontosabb szingulett oxigén termelési hatasfokuk.

Munkank soran jodometrias titralassal vizsgaltuk a porfirin szarmazékok relativ szingulett
oxigén termelési hatdsfokat (65. abra). A keletkezd szingulett oxigén mennyiségére a keletkezd

crer

ionok |, abszorbancidjabol szarmazd, A=355 nm-en mért abszorbancia ndvekedésbol

kovetkeztethetliink. Az egyes szdrmazékok hatékonysaganak Osszehasonlitdsadt a 65. abran
mutatom be.

Az abszorbancia novekedése a kezdeti linearis valtozas utan minden esetben telités felé
hajlik. Ennek egyik oka lehet a porfirin szarmazék fotokémiai bomlasa/atalakulasa. Mint
ismeretes a porfirinek — molekulaszerkezetiiktdl fiiggden kiillonb6z6é mértékben — fény hatasara

bomlanak, illetve atalakulnak [278].
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65. dbra A jodometrids reagenst és porfirin szarmazékot tartalmazo oldatok
abszorbancidjanak valtozdsa A=355 nm-en a beesd dozis fiiggvényében. (A): 0,5 uM TP(4-
OgluOH)4P (A4), TP(4-OgluOH)3P ( V), TPF5(4-OGalOH)3P (0); (B): 0,5 uM TMPYP (V),
TMPCP(4), BMPCP (o), TMPCP-4P ((o), BMPCP-4P> (x); C: 0,5 uM (4), 1 uM (x) , 1,5

UM (+) , 2 uM () TMPCP

Tapasztalataink szerint a kationos porfirin szarmazékok fotokémiai atalakuldsa a hasznalt
dozis tartoméanyban elhanyagolhat6 (nem szemléltetett adat), de szamottevd lehet a glikozilalt
porfirinek esetében. Ennek egy példajat mutatom be a 66. abran a TPF5(4-OGalOH)sP
vonatkozasaban.

A tovabbiakban teszteltiik és 0sszehasonlitottuk az egyes szdrmazékok fototoxicitasat T7
bakteriofag rendszeren. Vélasztdsunkat az indokolta, hogy a kérdéses porfirin szarmazékok
egyik fontos felhasznalasi teriilete lehet a patogén virusok inaktivalasa. Ebbdl a szempontbol
tekintve a T7 bakteriofag valasztasanak tobb elonye is mutatkozik. Egyrészt a T7 modellje lehet
a peplonnal nem rendelkezd, akdr DNS, akar RNS virusoknak. Tovabbi elény, hogy a nagy
optikai tisztasagi T7 preparatumokon kozvetleniil is vizsgalhato a virusinaktivacio szerkezeti

hattere is.
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66. dbra A TPF5(4-OGalOH)sP fotodegradacidja: a porfirin Soret-savjanak maximumadn

7.

HCI, pH7,4)

Tisztaban kell lenniink ugyanakkor azzal, hogy a virusinaktivacidoban észlelt hatékonysag,
kiilonosen az apolaros, membran strukturdkban lokalizalodo porfirinekre nézve nem ad
tampontot a sejtekben varhato hatékonysagra nézve.

Beesd dozis [kJ/em’] Bees6 dozis [kl/cm’]
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67. abra TP(4-OgluOH)4P-nal (4) és TP(4-OgluOH)3sP-nal (B) szenzibilizalt T7 fag
fotoinaktivacioja scavenger nélkiil (V), illetve DPBF (x) (0,1 mM) vagy DMTU (o) (5mM)

Jjelenlétében. A fagpartikulumok koncentracioja 0.3 nM, a porfirinkoncentracio 2 M volt.
(Tris-HCI, pH7,4)

T7 fag szuszpenziot porfirinek jelenlétében lathatod fénnyel besugaroztunk és lemezontéssel

meghataroztuk a fertézoképes fagok szamat a beesd dozis fliggvényében. Példaként a 67. abran
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a TP(4-OgluOH)sP-nal (67.A abra) és TP(4-OgluOH)sP-nal (67.B abra) szenzibilizalt fagok
inaktivacios kinetikéjat mutatom be.

Az inaktivacios kinetikabol meghatarozhatd az inaktivacios keresztmetszet (o), vagyis
annak a dozisnak a reciproka, ami az aktiv fagok szamat e-ed részére csokkenti (In(N/No)=1).
Az egyes vegyliletekkel szemben mutatott inaktivacids keresztmetszetre vonatkoz6 adatokat a
23. tablazatban foglalom 6ssze. Mivel fotoszenzibilizald vegyiilet alkalmazasa mellet ¢ fiigg

az alkalmazott koncentraciotol, az 6sszehasonlithatdsag érdekében a tablazatban feltiintetett

cyey

23 tablazat A kiilonbozo porfirin szarmazékokkal érzékenyitett T7 fag inaktivdcios

hatdskeresztmetszete (o-[cm?/kJ]) scavenger (NaNs, illetve DMTU) jelenlétében és
jelenléte nélkiil. A scavenger koncentrdcioja 1 mM, a porfirin koncentracioja 2 M.

(Tris-HCI,, pH7,4) (s <5%)

o [cm?/kJ]
Vegyiilet
- NaN3 DMTU

TP(4-OgluOH)4P 8,84 511 1,89
TP(4-OgluOH)3P 3,30 0,86 1,84
TPF5(4-OGalOH)3P 38,46 30,30 7,14
TMPyP 62,51 16,00 39,07
TMPCP 50,4 15,7 30,8
BMPCP 43,5 20,28 10,45
TMPCP-4P 15 5,66 6,25
BMPCP-4P> 18 7,93 8,42

A fotoinaktivacié mechanizmuséanak vizsgalatara a faginaktivacios méréseket elvégeztiik
olyan scavengerek jelenlétével a reakcidelegyben, amelyek a szingulett oxigén (DPBF illetve
NaNs) vagy a szabadgyokok (DMTU) kozombositésére képesek. Ezek hatasat szemléltetem a
67. abran. Az igy kapott inaktivacids hataskeresztmetszeteket pedig a 23. tdblazat tartalmazza.

A tablazatban feltiintetett adatok 1 mM scavenger koncentracidkra vonatkoznak. A

scavengerek hatékonysaga, s ezzel a bakteriofag inaktivacios hataskeresztmetszete fiigg a
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scavenger koncentraciojatol, de tapasztalataink szerint 1 mM felett mar nem valtozik
szignifikansan (nem szemléltetett adat).

A kationos porfirinek — kiilonosen TMPYP — kiemelked6 virusinaktivald hatékonysagaval
kapcsolatban joggal meriil fel a kérdés, hogy ez vajon a DNS-hez valo kotddésiiknek
koszonhetd-e, vagyis annak, hogy a DNS kozvetlen kézelében elhelyezkedve vesznek részt
reaktiv agensek létrehozasaban. Ezért megvizsgaltuk a T7 fag kationos porfirinekkel szembeni
inaktivacids hataskeresztmetszetét nemcsak kiilonb6zé porfirin szarmazék koncentrécio,
hanem kiilonb6z6 bazispar/porfirin aranyok mellett is [238]. A bazispar/porfirin aranyokat gy
valasztottuk meg, hogy azok egy tartomanyaban csak kotott, mas tartomanyaban pedig kotott

¢s szabad porfirin is legyen a rendszerben.
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68. abra (A) A TMPYP-vel szenzibilizalt T7 bakteriofag inaktivicios hatdskeresztmetszete (o)
a bazispar/porfirin molarany fiiggvényében 4 uM (0), 2,5 uM (1), 1 uM (A) és 0,6 uM ()

crer

<9) illesztettiink regresszios egyenest. (B) A TMPyP-vel szenzibilizalt T7 bakteriofag
inaktivdcios keresztmetszete (o) a porfirin koncentrdcio fiiggvényében r=9 (+) és r=4 (x)
bazispar/maolaranyu oldatok sorozataban. (Tris-HCI puffer, pH7)

A 68.A abra mutatja az inaktivacios hataskeresztmetszet (o) valtozasat a bazispar/porfirin arany
(r) figgvényében kiilonb6z6 porfirin koncentraciok mellett. Minden koncentraciora nézve
vilagosan latszik, hogy az r>9 ¢s r<9 tartomanyokban a gérbék meredeksége markansan eltér
egymastol. (Emlékeztetek, hogy a 5.2.2.1. fejezetben bemutatott eredmények alapjan ez az
érték jO egyezést mutat a telitéshez vezetd bazispar/porfirin ardnnyal.) Mindkét szakasz
pontjaira kiilon-kiilon megfeleld korrelacioval illeszthetd egyenes, de az egyes szakaszokra
illesztett egyenesek meredeksége szignifikdnsan eltér egymastol. Két kivalasztott
bazispar/porfirin aranynal (r=4 és r=9) megmutatom o valtozasat a koncentracié fliggvényében.

(68.B abra). Az r=9 esetben jo kozelitéssel csak kotott porfirin van a rendszerben, mig r=4-nél
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a koncentracié novelésével né a nem kotott porfirin mennyisége is. Ez utdbbi esetben az
inaktivacidés hataskeresztmetszet koncentraciéval valdé novekedésének meredeksége egy

nagysagrenddel nagyobb.

5.7.2. A fotoreakcié szerkezeti kovetkezményei

A porfirinek altal kivaltott fotokémiai reakciok egyik igéretes alkalmazasi teriilete lehet a
patogén virusok inaktivacidja. Ez a modszer kiegészitd eljaras lehet példaul vérkészitmények
sterilizalasaban [13,220]. A kezelések tervezése, a varhatd mellékreakciok eléfordulasa
szempontjabol fontos kérdés, hogy a viruspartikulum melyik alkotéjaban hoz létre sériiléseket
a fotokémiai reakcio; ebbdl a szempontbol kiilonbéznek a virus nukleoproteinhez kétodo €s
nem kotddd porfirin szarmazékok. Az alkalmazési lehetdségek szempontjabol az lenne
kivanatos, ha a nukleinsav szelektiv sériilése vezetne a virusinaktivacidhoz.

Elsdsorban arra voltunk kivancsiak, hogy okoznak-e szerkezeti valtozast a DNS-ben a DNS-
hez nem kot6do glikozilalt porfirin szarmazékok, illetve — megforditva a kérdést — DNS-re
korlatozodik-e vagy a fehérje kapszidot is érinti-e a DNS-hez kot6dd kationos porfirin
szarmazékok fotokémiai hatasa.

A 69.A ¢és B abra a T7 bakteriofag abszorpcios olvadasi gorbéjének egy-egy glikozilalt
szarmazEk fotoreakcidja nyoman létrejovo valtozasat mutatja. Mindkét esetben azt latjuk, hogy
a DNS lancszétvalasra jellemzd homérséklet nem valtozik. Az elsd fazisatalakulasra jellemz6
1épcsd az alacsonyabb homérsékletek felé tolodik és amplitiddja is csdkken. A fazisatalakulasi
homérséklet csokkenése a fehérje-fehérje, illetve a fehérje-DNS kolcsonhatasok
destabilizalodasara wutal. Az amplittdd csokkenése azzal magyardzhato, hogy a
fazisatalakuldsban résztvevd szerkezetek egy része mar a termikus hatast megel6zden elvesziti
rendezettségét.

E megfigyelésbél arra kovetkeztethetiink, hogy a TP(4-OGIUOH)sP és a TPF5(4-
OGalOH)3P altal kivaltott fotokémiai reakciok a fehérje kapszidban indukalnak fotokémiai
sériiléseket, de nem érintik az intrafdg DNS-t. Ugyanilyen eredményt kaptunk, amikor a
szenzibilizaciot az ugyancsak neutralis, és a DNS-hez nem kotddd hematoporfirinnel végeztiik
el (nem szemléltetett adat).

Az izolalt DNS hasonlo kezelés utan felvett olvadési gérbéin kimutathat6 a DNS szerkezet
destabilizdlodasa, kiilondsen az atmenethez tartozd csucs amplitidojanak csokkenése (nem

szemléltetett adat) révén.
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69. abra (A) TP(4-OGIuOH)4P-vel és (B) TPF5(4-OGalOH)3P-vel szenzibilizalt és (A) 0,
(folytonos vonal) 0,3 (--) és 0.6 (- )kd/cm? illetve (B) 0 (folytonos vonal) és 0,6 kJ/cm™ (--)
beesodozissal besugarzott T7 bakteriofag abszorpcios olvadasi gorbéinek elso derivaltjai. A
porfirin koncentrdcioja 2 uM, a fagrészecskéé 0,3 nM volt. (Tris-HCI, pH7)

A T7 NP abszorpcids olvadasi gorbéjének kationos porfirin szarmazékok altal indukalt
valtozasait a TMPYP vizsgalata soran nyert adatokkal szemléltetjiik (70.A és B abra.) A porfirin
¢s bazispar koncentracidviszonyait gy valasztottuk meg, hogy az egyik esetben jo kozelitéssel
minden porfirin szarmazéknak legyen esélye az intrafig DNS-hez kotddni (70.A ébra;

1/r=0,015), mig a masik esetben maradjon szabad porfirin a reakcidelegyben (70.B abra;

1/r=0,2).
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70. abra T7 bakteriofag abszorpcios olvadasi gorbéinek elso derivaltjai TMPyP jelenlétében
kiilonbozo (0,048, 0,144, 0,288, 0,576 kJ/cmZ) beeso dozisoknal (4) 0,015 és (B) 0,2
porfirin/bazispar (1/r) molaranyoknal. (Tris-HCI, pH7,4) A gorbék eltolodasi iranyait a
novekvo dozisnak megfeleloen nyilak jelzik.

A 70.A ébra jelzi, hogy a kotott porfirin altal kivaltott fotokémiai sériilések nem

lokalizalodnak a DNS-re. Kozelitdleg 0,6 klJ/cm?beesd dozisnél az elsd atalakulasi 1épesé szinte
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eltlinik, a DNS relaxacioja mar a termikus hatés el6tt megtorténik. A lancszétvalasra jellemzo
cstics nem tolodik el, de amplitudoja tendenciaszertien csokken a dozis fliggvényében. A gorbék
kiszélesedésébdl a kooperativitas csokkenése latszik.

A szabad porfirin szarmaz¢k altal indukalt fotokémiai reakciok a fentebb leirtakhoz hasonlo
valtozasokat eredményeznek, a hatdsok azonos dozisoknal kifejezettebbek (70.B abra). A DNS
lancszétvalasi folyamatdban markanssa valik a gorbe félérték szélességének ndvekedése,
vagyis a folyamatban a kooperativitas csokkenése, s6t a hiperkroém atmenethez tartoz6 savban
a derivalt gorbe csucsanak felhasadésa is felismerhetd.

Az abszorpcios olvadasi gorbék alapjan megallapithato, hogy a TMPyP altal szenzibilizalt
fotokémiai reakciok nem csak a DNS-t érintik, hanem a kapszid fehérjéket illetve a fehérje-

DNS kapcsolatot is.
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71. abra TMPYP-vel szenzibilizalt T7 bakteriofagnak megfeleld elektroforetikus sav denzitasa
a beeso dozis fiiggvényében. (r=10)

Mivel a zart fagpartikulum és a szabaddd valo DNS-t is tartalmazd részecskék
elektroforetikus vandorlasi sebessége kiilonbozo, gél elektroforézissel képet kaphatunk a zart
kapszidok relativ mennyiségérol. A 71. dbran az ezekhez tartoz6 sav relativ denzitdsat mutatom
be a beesd dozis fliggvényében. Lathato, hogy a fag partikulumokat relativ mennyisége csokken
a besugarzds soran a dozis emelkedésekor. A 71. 4bran bemutatott kisérletekben a
bazispar/porfirin ardny 10 volt, azaz itt a fehérje kapszidban okozott sériilések a DNS-hez kotott
porfirinnek tulajdonithatok.

A DNS és fehérje sériilések egyik lehetséges tipusa a DNS-fehérje keresztkotés kialakulas.
Ennek el6fordulasat szintén gél elektroforézissel vizsgaltuk.
Mint azt feljebb mar bemutattuk, a melegités hatasara 50-60 °C kozott, a fag olvadasi

folyamatanak els6 1€pcsdjében a kapszid fellazulasa és a fehérje-DNS kapcsolat gyengiilése
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miatt a kapszidba zart DNS egy része kiszabadul a kapszidbol [271]. Ha a fotoreakcid hatasara
fehérje-DNS keresztkotések alakulnak ki, akkor feltehetden a szabadda valo DNS mennyisége
csokken, a DNS-t is tartalmazo kapszidok mennyisége pedig né a dozis fliiggvényében. A
besugarzott minta elektroforetikus elemzésébdl képet kaphatunk a szabadda valé DNS és az

intakt fag partikulumok relativ mennyiségérdl, illetve azok aranyanak valtozéasarol.
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72. abra TMPyP-vel szenzibilizalt és termikusan kezelt T7 bakteriofig gél elektroforézise. (4)
0(2), 2.4 (3), 9.6 (4), 14.5 (5) és 29 (6) J/cm? beesd dozissal besugdrzott és 60 °C-on 30
percig inkubalt mintak elektroforetikus képe kezeletlen T7 fag (1) és Lambda DNA Hind 111
(7) kontroll mellett. (B) A kapszidhoz kotott DNS (®) és szabaddd valt DNS (<) savjainak
relativ denzitdsa a beeso dozis fiiggvényében — harom fiiggetlen mérés dtlagabol.
Viszonyitdsul a kezdeti( ) illetve végsd (®) denzitast haszndltuk. A mintdkban a
bazispar/porfirin arany 10 volt.

A 72.A abran egy tipikus elektroforetikus gél képét, a 72.B abran pedig az egyes savok
denzitasanak dozistol fliggd relativ valtozasat mutatom be. Referencia értékként a kapszidra
nézve a legmagasabb dozisndl mért denzitast, mig DNS-re nézve a besugarzas kezdetén mért
denzitast hasznaltam. Mint a 72.B abran latszik, a dozis novekedésével a szabadda valé DNS

mennyisége csokken, mig a felfiités ellenére kapszidba zart DNS mennyisége novekszik.
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Ezekben a kisérletekben a bazisar/porfirin arany 10 volt, vagyis a jelzett effektus minden
valdszinliséggel a DNS-hez kotott porfirinnek tulajdonithato.

A fehérje kapsziddal 0sszefiiggd valtozasok vizsgalata mellett természetesen fontos volt a
DNS sériiléseinek kimutatasa is. A T7 fag DNS kérosodasat polimeraz lancreakcidval
tanulmanyoztuk.

Mivel nem a kérdéses DNS-szakasz megléte, hanem annak replikalhatésaga volt a kérdés, a
reakciokoriilményeket ugy allitottuk be, hogy a képzddott termék mennyiségét a kezdetben

meglévo amplifikalhato templat mennyisége hatdrozza meg.
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73. abra TMPYP-vel szenzibilizalt T7 bakteriofig DNS sériiléseinek kimutatisa PCR-ral. (A)

A termék gél elektroforetikus savja 0, 2.5, 9.6, 14.5 és 29 Jlcm? beesé dozissal besugarzott

mintdkbol (B) A savok relativ denzitasa a beesé dozis fiiggvényében harom fiiggetlen mérés
dtlagabol. A mintakban a bazispar/porfirin arany 10 volt.

Mivel a T7 genom egy része a besugarzas soran a kapszid sériilése révén szabadda valik, arra
is ligyeltiink, hogy a kimutatott sériilések a még kapszidba zart DNS-t érintsék. Ezért a kezelt
mintak komponenseit eldszor szokdsos modon gélelektroforézissel elvalasztottuk, majd a
kapszidba zart DNS-t tartalmazo savot izolaltuk €s az ezekben 1évé DNS megfeleld
szekvenciait amplifikaltuk. A kezelt mintakban ebben az esetben is csak kotott TMPyP volt
jelen. Mint az a 73.A és B abran lathatd, az amplifikdlhatd6 DNS mennyisége TMPyP
jelenlétében a dozis novekedésével meredeken csokken. Hasonld valtozasokat a glikozilalt
porfirinekkel szenzibilizalt mintakban nem lattunk (abraval nem szemléltetett adat).
Osszefoglalva tehat megéllapithatjuk, hogy a fehérje kapszidban fotokémiai sériiléseket

okozhatnak mind a DNS-hez nem ko6t6d6 — glikozilalt —, mind a DNS-hez k6t6do — kationos

porfirin szarmazékok. Ez utobbi még akkor is igaz, ha a rendszerben csak DNS-hez kotott
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porfirin van jelen. A DNS-ben okozott sériilések ugyanakkor csak a kationos porfirinek

esetében jarulnak hozza a virus inaktivacidjahoz.
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6. Megbeszélés
6.1. Porfirin szarmazékok kotédése modellmembranhoz és lokalizacioja membranban

Maillard és munkacsoportja [66,67] olyan masodik generacios porfirin szarmazékok
tervezését tlzték ki célul amelyek megfeleld fotokémiai aktivitassal rendelkeznek ¢és
szerkezetiik biztositja a sejteken beliil a membranstruktirakban valo lokalizaciot. Olyan mezo
helyzetben konjugalt, glikozilalt porfirin szarmazékokat szintetizaltak, amelyek a
monoszacharid egységek kémiai szerkezete, szadma, anellalasa alapjan kiilonboznek egymastol.
A monoszacharid egység(ek) konjugalasa amellett, hogy nagy szerkezeti variabilitast tesz
lehetdve, noveli a vegylilet vizoldékonysagat, csokkenti aggregéacios hajlandosagat, és nem,
vagy csak kevéssé befolyasolja a fotofizikai paramétereket.

A glikozilalt porfirinekkel kapcsolatos kutatasunk f& kérdése az volt, hogy hogyan
befolyasolja a membrannal vald kdlcsonhatast a porfirin szarmazék polaritasa, a molekula
geometridja.

A kotodési vizsgalatokat toltéssel nem rendelkezd fejesoportit DMPC-bdl késziilt, valamint
negativ toltésti fejcsoporti DMPG-t tartalmaz6 (DMPC:DMPG=9:1) kis unilamellaris
liposzémakon, mint membran modelleken végeztiik. Meghataroztuk a porfirin szarmazékok
liposzoma kotodési allandoit €s Osszehasonlitottuk fluoreszcencia élettartamukat liposzoma
mentes €s liposzomat tartalmazo oldatokban [236,261].

A kotodési allandok (KL) 6sszehasonlitasabol kitiinik, hogy a konjugatumban szimmetrikus
elrendezésben négy glikozt tartalmazo szarmazékok, a TP(2-OGIUOH)4P és a TP(4-
OGIuOH)4P kot6dési hajlandosaga neutralis fejesoportl liposzomakhoz elhanyagolhat6. Az
ugyancsak szimmetrikus szerkezetli TP(4-OXylOH)sP és a TPF5(4-OGalOH)sP kotodési
allanddja a hematoporfirin szarmazékok és klorinok esetében meghatarozott allandokkal
azonos nagysagrendii. Esetiinkbe, a neutralis fejcsoporti liposzomakkal valé kolcsonhatast
vizsgalva az aszimmetrikus, harom gliikozt tartalmazd TP(4-OGIuOH)sP kotodési allandoja a
legnagyobb, értéke a mezoporfirin IX dimetil észteréhez és a mezoporfirin X
dihidrokloridéhoz kozeli. K értéke csokken a fenilcsoportot tartalmazd szubsztituens
méretének (TPF5(4-OGalOH)3P) illetve glikozilalt fenilcsoportok hidrofilicitasanak (TP(4-
OXylOH)4P) novelésével. A szimmetrikusan €s aszimmetrikusan szubsztitualt szarmazékok
kozotti kiilonbségrél szamoltak be Desroches és mtsai [279], akik TP(4-OGIuOH)3P illetve
TP(4-OGIuOH)4P és egyrétegii foszfolipid filmek kdlcsonhatasat vizsgalva kimutattak, hogy a
TP(4-OGIuOH)4P szerkezete gatolja a szénlancokkal wvalé hidrofob kolcsonhatasok
kialakitasat. A foszfolipid fejcsoportjanak negativ tdltése nem befolyasolja a TP(4-OGluOH)sP
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els6ségét a kotodési sorrendbe, de megnoveli a TP(4-OXylOH)4P ill. TPF5(4-OGalOH)sP
kotddési hajlandosagat.

A kotodési allandokkal Osszhangban a TP(2-OGIUOH)4P ¢és a TP(4-OGIuOH)4P
fluoreszcencia élettartamat sem befolyasolja a liposzomak jelenléte. Az aszimmetrikusan
szubsztitudlt szarmazékok fluoreszcencia élettartama (tr) szignifikdnsan megnd liposzémak
jelenlétében (7. tablazat). Az é€lettartam valtozasanak iranya mutatja a kromofor k6tdédés utani
kornyezetének hidrofob karakterét.

Osszefoglalva tehat azt mondhatjuk, hogy mezo-szubsztitualt glikozilalt porfirinek esetében
az aszimmetrikus molekula szerkezet és amfifil karakter kedvez6 a modell membranokhoz
valo kotddeés szempontjabol. Ugyanakkor megallapithatjuk, hogy a molekula mérete (lasd
TP(4-OGIuOH)4P és TP(4-OXylOH)4P 0Gsszehasonlitast) és toltéseloszlasa (lasd TP(4-
OGIuOH)3P ¢és a TPF5(4-OGalOH)4P 6sszehasonlitast) is befolyasolja a kotodést [236].

Az amfifil karakter fontossagara, €s a térszerkezet illetve toltéseloszlas szerepére vonatkozo
megallapitdsainkat tdmasztjdk ala és egészitik ki Moylan €és mtsai, valamint Ibrahim és
munkatarsai eredményei [280,281]. Hasonl6 megallapitasra jutottak korabban Rotenberg és
mtsai, majd Ben-Dror és mtsai. is [118,110].

Az aszimmetrikusan szubsztitualt, amfifil vegyiiletek nemcsak fokozottabb sejtpenetraciot
mutatnak in vitro, hanem a fototoxicitasi vizsgalatokban is hatékonyabbnak bizonyultak, mint
az elsé generacios hematoporfirin szarmazékok (HpD) [282]. Laville és mtsai eredményesen
alkalmazta az amfifil glikozilalt porfirin szdrmazékokat retinoblasztoma fotodinamikus
destrukcidjaban [283]. Hirohara és mtsai [284] szerint a monoszacharid szarmazékokkal
konjugalt tetrafenil klorin szdrmazékok nagyobb mennyiségben jutnak be a HeLa sejtekbe, mint
a nem szubsztitualt tetrafenil szarmazékok. Ezen beliil is az aszimmetrikus szerkezet tovabbi
elényt jelenthet. Azt is kimutattak azonban, hogy a PDT-ben mutatott fototoxicitds nem
feltétleniil korrelal a sejt altal felvett fényérzékenyitd mennyiségével. Glikozilalt porfirin
szarmazékok fototoxicitasanak 0sszehasonlitd vizsgalata alapjan azt mondhatjuk, hogy az fligg
a monoszacharid szerkezetétdl és szubsztitucids poziciojatol is [275,285].

A hatarozott liposzoma asszociaciot matatd szdrmazékok esetében érdekes megvizsgalni a
kotodési folyamat kinetikajat (16. abra, 8. tablazat). Mezoporfirin illetve hematoporfirin vizes
és lipid fazisok (liposzéma vagy sejt membran) kozotti megoszlasanak kinetikajara vonatkozo
eredmények szerint a telités 10-60 perc alatt érhetd el [286,287]. Sajat kisérleteinkben a
glikozilalt porfirinekre vonatkozdéan meghatarozott sebességi allandok jol illeszkednek az

irodalmi adatokhoz. A kotddés kinetikajat, mind a fazisatalakulasi homérséklet alatt, mind a
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felett hatarozottan befolyasolja a porfirin szerkezete és a liposzoma Osszetétele. A legnagyobb
sebességi allandot a fazisatalakulas alatt végbemend kotédési folyamatban a TP(4-OGIluOH)3P-
hez rendelhetjiik.

Eredményeink szerint a fazisatalakuldsi homérséklet alatt, fiiggetleniill a liposzoma
Osszetételétol a kotodés két sebességi allandoval jellemezhetd, egy ,,gyors” és egy ,lasst”
1€pésbal all. Hasonloan kétlépéses kotddési folyamatrdl szamoltak be Dellinger és mtsai [288]
deuteroporfirin-DMPC liposzoma kolcsonhatasaval kapcsolatban. Az elsd, gyors 1épésben a
kotott porfirin atrendezddése ¢€s lokalizacioja a hidrofob membran régiokban. A lipid
fazisatalakulas homérséklete alatt lejatsz6do kotddésre vonatkozo vizsgalataink eredménye, a

két sebességi allando azonositasa alatdmasztja Dellinger koncepciojat. A kétlépéses kotodési

crer

crer

meredeksége egy nagysagrenddel kisebb. A foszfolipid fazisatalakuldsa feletti hdmérsékleten
csak a TP(4-OGIuOH)sP kotédése koveti a kétlépesds kinetikai modellt.

A kotott porfirin liposzomén beliili lokalizacidjat az apolaros oldallancok és fejcsoportok
hatarrétegének, illetve az apolaros oldallancok régidjanak fluoreszcens jelzésével
tanulmanyoztuk. A két régio jelzésére sorrendben ANS-t illetve DPH-t hasznaltunk. A jelzok
régioval vald kolesonhatésat.

Az ANS és a DPH élettartamanak valtozatlansaga a TP(2-OGIUOH)4P ¢és a TP(4-
OGIuUOH)4P jelenlétében arra mutat, hogy szimmetrikusan szubsztitualt szarmazékok nem
valtoztatjak meg a jelzOk kdrnyezetét (9. tablazat).

Az egyes membran régiok — fejcsoportok kornyezete illetve apoléris lancok régidja -
rendezettségét és fazisatalakulasi homérsekletét mutatd anizotropia mérések eredményeit (18.
abra) is elemezve azt latjuk, hogy a szimmetrikusan szubsztitualt gdmbszert térszerkezet(i
TP(2-OGIuOH)4P nem valtoztatja meg sem a foszfolipid fazisatalakulasi hdmérsékletet, sem a
fazisatalakulasi gorbék derivaltjanak az atalakulds kooperativitasat tiikrz0 szélességét. (18.A
és C abra). A TP(4-OGIluOH)4P jelenléte, a TP(2-OGluOH)4P-hez hasonléan, nem befolyasolja
a DPH-val jelzett apolaros régio stbilitasi paramétereit (18.C dbra) ; ugyanakkor jelenlétiikben
a fejcsoportok kornyezetében elhelyezkedd ANS homérsékletfiiggd anizotropiaja (18.A abra) a

kornyezet fazisatalakuldsanak fokozott kooperativitasat jelzi. Ezek az eredmény 6sszhangban
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van azzal, hogy a TP(4-OGIuOH)4P jelenléte, a TP(2-OGIuOH)4P porfirinek élettartama nem
valtozik meg liposzomak jelenlétében (7. tablazat).

Osszegezve, a TP(2-OGIUOH)4P nem koétédik egyik jelzett membran régidhoz sem, ezzel
szemben a planaris szerkezetii TP(4-OGIuOH)4P esetében feltételezhetjiik annak a lipid
fejcsoportok Kkiils6 felszinéhez valo kotodését, a felszinnel kvazi parhuzamos
elhelyezkedését, ami befolydsolhatja a régid fazisatalakulasdnak kooperativitasat, de
szignifikdnsan nem véltoztatjia meg sem a porfirin, sem a régioban elhelyezkedd jelzo
fluoreszcencia élettartamat.

Mind az ANS mind a DPH fluoreszecencia élettartama csokken és a lecsengési gorbék két
exponencialis komponenssel illeszthetdk az aszimmetrikusan szubsztitualt glikozilélt porfirin
szarmazékok jelenlétében. Ez arra mutat, hogy ezek a porfirin szdrmazékok mindkét
fluoreszcens jelz6 molekularis kdrnyezetét megvaltoztatjadk. Az élettartam valtozasok oka lehet,
hogy (1) a porfirin kotédésének hatasara a lipid kettésréteg rendezettsége csokken, és a
fluoreszcens jelzOk kornyezete hozzaférhetobbé valik a vizmolekuldk szdmara, illetve (2) az
ANS/DPH kozvetleniil kapcsolatba kertil a kotott porfirinnel.

A TP(4-OGIuOH)3P és a TPF5(4-OGalOH)3P kotédése szignifikansan, mintegy 2-2 °C-szal
porfirin szarmazék jelenléte stabilizalja a szerkezetet, de nem befolyasolja egyértelmiien az
atalakulas kooperativitasat. Ugyanezek a szarmazékok szignifikansan nem valtoztatjak meg a
nyaki/fejcsoporti 1égio fazisatalakulasi homérsékletét, de jelentésen csokkentik az atmenet
kooperataivitasat.

A fluoreszcencia spektroszkopiai mérések alapjan azt mondhatjuk, hogy a liposzoéméhoz
kotott TP(4-OGIuOH)sP és TPF5(4-OGalOH)sP lokalizacidja érinti mind a fejcsoportok
kornyezetét, mind az apolaros oldallancok régiojat.

A TP(4-OGIuOH)4P valamint a TPF5(4-OGalOH)sP apolaros lancok mentén vald
elhelyezkedésérdl nyujtanak tovabbi informaciot az ESR spektroszkdpiai eredmények. Mindkeét
porfirin szarmazék kotédés utan a szénhidrogén lanc fejcsoportokhoz kozelebbi, felsd
csatolasi allanddja altal jelzett fazisatalakulasi hdmérséklet megvaltozasa a porfirin szarmazék
jelenlétében (19.A abra). Az atalakulasi homérséklet eltolodasa kifejezetteb TPF5(4-
OGalOH)sP eseténben. Az atalakulasi homérséklet novekedése mellett a csatolasi allando
mutatja az 5-DSA-val jelzett régio rigiditasanak novekedését, ami szintén fokozottabb TPF5(4-
OGalOH)3P jelenlétében.
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A 16-DSA k paramétere nem valtozik meg egyik porfirin szarmazék jelenlétében sem,
kotédésiik nem érinti a szénhidrogénlancok mélyebb régioit.

Herényi és mtsai [117,289] a mezoporfirin 1X dihidro-klorid TP(4-OGIluOH)4P-hez és a
TPF5(4-OGalOH)sP-hez hasonlo elhelyezkedését irtak le site-selective fluoreszcencia
spektroszkopiaval. Két porfirin szarmazék, a mezoporfirin IX dimetil-észter (MPE)
(logP=8,32) és a mezoporfirin IX dihidro-klorid (MPCI) (logP=7,48) [109] elhelyezkedését
Osszehasonlitva megallapitottak, hogy a polarosabb MPCIl az apolaros lancok kozott, illetve az

apolaros régio fejcsoportokkal hataros nyaki régidjaban lokalizalodik, mig az apolarosabb MPE

crer

6.2. Porfirin szarmazékok kotodése DNS-hez és nukleoprotein komplexekhez
6.2.1. Porfirin szarmazékok kotédése DNS-hez

Irodalmi adatok alapjan ismert jelenség a négy pozitiv toltéssel rendelkezd TMPyP kotddése
nukleinsavakhoz. A szintetikus oligonukleotid szekvenciajanak megfeleld megvalasztasaval
mar az 1980-as években azonositottak majd jellemezték a példaul dG-dC illetve dA-dT
szekvenciakon elkiiloniilve megjelend kotott formékat, az interkalaciot és a kis arokhoz torténd
kiils6 kotodést. Ezen irodalmi ismeretek felhasznalasaval tovabb 1épve, arra kerestiink valaszt,
hogy az interkalaci6 és a kis arok k6t6dés, mint a kationos porfirinek kotott formai kimutathatok
illetve azonosithatdk-e természetes, kettds szalu polinukleotidok jelenlétében.

A T7 bakteriofagbdl izolalt, 40 kb hosszusagt kettés szalu, G-C és A-T bazisparokat 50-50
abszorpcids spektrumait (20 és 25 abra). Az abszorpciods spektrumok elemzése alapjan két
kotott forma kialakulasa volt megalapozottan valdsziniisithet6. A komponens spektrumok
Soret-savjainak maximumai j6 egyezést mutatnak az interkalalt illetve kiils6 kotott formakhoz
rendelt spektrumok irodalombdl ismert megfeleld maximumhelyeivel (3. és 11. tablazat).

Az irodalomban talalunk kisérletet arra, hogy vegyes bazisosszetételiit DNS jelenlétében
regisztralt abszorpciods spektrumok felbontasaval azonosithassuk a TMPyP kotott formait
[161], de a Borissevitch és Gandini modszere altal meghatarozott spektralis komponensek
paraméterei nem feleltek meg a mar ismert értékeknek.

Esetiinkben az abszorpcids spektrumok komponensein tul a két ismert kotott format
bizonyitjak a fluoreszcencia élettartamokra vonatozd eredmények (24. abra, 12. tdblazat)
tovabba a kotott porfirin szarmazek indukalt kiralitdsat mutaté CD spektrumokban megjelend

savok, (27. 4bra), azok maximumbhelyei €s azok pozitiv illetve negativ volta. Az interkalalt
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forma jelenlétét bizonyitja a DNS jelenlétében kimutatott energia transzfer, vagyis a DNS
abszorpcids maximuman torténd gerjesztés nyoman a TMPyP megnovekedett emisszios
intenzitasa.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy Kiilonb6z6 spektroszképiai médszerekkel
kapott, egymast alatimaszto eredményeink alapjan azonosithato a két kotott — interkalalt
és Kkiils6 kotott — forma Kkialakulasa a TMPYP T7 kettos szali DNS-hez valo kotédésekor.
Mas kotott forma meglétét a spekroszkopiai eredmények nem tamasztjak ala.

A tetrakationos porfirin szdrmazék kotddésének elemzésekor hasznalt megkozelitést
alkalmazva tanulmanyoztuk, hogy a pozitiv toltések szdma, elhelyezkedése, az oldallancok
jelenléte hogyan befolyasolja a porfirin-DNS koélcsonhatast. A harom (TMPCP) illetve két
pozitiv toltést hordozdo (BMPCP) porfirin szarmazékokat és azok peptid-konjugatumait
valasztottuk. A TMPCP és a BMPCP abszorpcids spektrumsorozatainak elemzése alapjan (13.
tablazat) ezeknek a szarmazékoknak az esetében is két kotott format feltételezhetiink. A Soret
sav eltolodasanak mértéke és hipokromicitdsa az interkalalt és kiilsé kotott formak jelenlétére
utal, de a spektrumfelbontasok eredménye dnmagaban nem bizonyitd erejii a kotott formak
azonositasara vonatkozoan. A TMPCP két kotott formajanak kialakuldsat igazolja a pozitiv és
negativ indukalt sdvok megjelenése a porfirin szarmazék CD spektruméban (30. dbra), valamint
a fluoreszcencia lecsengés DNS jelenlétében mutatott bi-exponencialis volta (14. tablazat), ahol
a szabad formatol eltéro élettartam komponensek jelennek meg. Ugyanezekkel a modszerekkel
kapott eredmények nem tamasztjadk ald a BMPCP két kotott formajanak meglétét DNS
jelenlétében. Ennek egyik oka lehet, hogy a kérdéses vizsgalatokban alkalmazott
bazispar/porfirin ardnyok mellett a modszerek érzékenysége nem teszi lehetdveé az esetleg kis
mennyiségben jelen 1évo kotott formak azonositasat. Az energiatranszfer vizsgalatok mind a
TMPCP, mind a BMPCP esetében az interkalalt forma jelenlétére mutatnak.

A tetrapeptid-konjugatumok, a TMPCP-4P és a BMPCP-4P,, DNS jelenlétében 1étrejovo
két kotott formajat egybehangzoan mutatjdk mind az abszorpcios spektrum elemzések (20.
tablazat) mind a fluoreszcencia (21. tablazat és 57. abra) és CD spektroszkopia (59.A abra)
eredményei. A TMPCP-AK esetében egy kotott forma mutathatod ki, ami feltehetden a kiilsé
kotéssel azonosithato.

Megallapithatjuk, hogy a két (BMPCP-4P2) illetve harom (TMPCP, TMPCP-4P)
pozitiv toltés megléte elégséges ahhoz, hogy a porfirin szarmazék interkalacioval és Kkiilso
kotéssel kapcsolodjon a kettds szalu polinukleotid lanchoz, és ezt a harom pozitiv toltés

mellet jelenlévé egy negativ toltés sem zarja ki (TMPCP). A porfirin egységein harom
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pozitiv toltést hordozé TMPCP-AK feltehetéen sztérikus okokbdl, csak Kiilsé kotéssel
kapcsolodik a DNS-hez. A két pozitiv és két negativ toltést hordozé6 BMPCP kotédése a
DNS-hez nem zarhaté ki, de a kotott formak még nagy r értékeknél is kis mennyiségiik
miatt meggy6z6en nem azonosithatok.

Eredményeink hozzajarultak a porfirin-DNS komplexnek tobb gyakorlati felhasznalasanak
kidolgozasahoz. Kakiuchi és mtsai koncepcidja szerint a [290] TMPyP és DTTCI hatékony
FRET donor-akceptor part képezhet. Az ehhez sziikséges megfelel térbeli elhelyezkedésiiket
a DNS lanc biztosithatja, amihez mindkét vegyiilet interkalaciéval kapcsoldodhat. Az igy
kialakuld struktara igéretes kiindulasa lehet nanorészecskék tervezésének. A porfirin
szarmazék DNS-hez kapcsolodéasa révén megjelend indukalt kiralitdsa alapot adhat kiralitas
felismer6 nanostrukturak tervezéséhez, eléallitasahoz [291].

Az irodalomban tobb megkozelités ismeretes a kationos porfirinek kotott formdinak
mennyiségi jellemzésére. Pasternack és mtsai [158] McGhee-von Hippel modellt alkalmazva
meghataroztak a TMPyP kotédési  allandoit (dG-dC)n és  (dA-dT)n kettés szalu
oligonukleotidokhoz [158]. Tobb szerzo kisérletet tett kationos porfirin szarmazék — borju
csecsemOmirigy DNS , virtudlis kotddési allandojanak” meghatdrozasdra a Scatchard-
megkozelitést, a McGhee-von Hippel modellt, vagy specialis elemz0 szoftvereket hasznalva. A
kapott eredmények azonban a médszertdl fiiggden széles tartomanyban (2x10° — 1x107 M?)
valtoznak, még akkor is, ha a kdrnyezet ionerdsségébdl szarmazéd eltéréseket nem vessziik
tekintetbe [162,292,293]. Ennek oka, hogy az egyes modellek alkalmazasainak feltételei koziil
valamelyik, igy példaul az egyféle kotési mod, vagy a kotdhelyek fiiggetlensége nem teljesiil a
TMPyYP — DNS koélcsonhatas esetében, és ezek elhanyagoldsa ohatatlanul torzitja a kapott
eredményeket. A kotddési allandok értékeiben nagyon kiilonb6zd eredmények azonban egy
tekintetben jO egyezést mutatnak: a G-C bazisparok aranyanak ndvekedése noveli a kdtddési
allando értékét.

Sajat megkozelitésiinkben inkabb arra torekedtiink, hogy az egyes bazispar/porfirin
aranyoknal a kotott formak mennyiségét (ha erre technikai lehetdség volt), vagy azok r
fiiggvényében valo valtozasat kovessiik. A TMPyP esetében a fluoreszcencia lecsengési gorbék
komponenseinek szazalékos megoszladsa révén meghataroztuk az ismert TMPyP és DNS
az abszorpcios spektrum savok maximumahoz tartozo abszorbancia értékek felhasznaldsaval

az egyes kotott formak molaris abszorbancidja kiszamithato volt (25. abra).
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A tobbi porfirin szarmazék esetében a komponensekhez tartozo egyes abszorpcios savok
relativ teriilete alapjan csak a kotott formak relativ mennyiségének valtozasat kovethettiik a
bazispar/porfirin arany fliggvényében.

Meghataroztuk a TMPyP kotott formainak relativ mennyiségét a bazispar/porfirin mélarany
(r) fiiggvényében és a folyamat telitéséhez tartozo r értéket 67 mM ionerdsségii Tris-HCI
pufferben. A telitési érték az abszorpcids és CD spektroszkopiai eredmények alapjan is jo
kozelitéssel hatnak adodik. A csak interkalacidra utald energiatranszfer esetében ez az érték
kozelitoleg hét.

Az abszorpciods spektrumfelbontdsokkal kapott eredmények alapjan a TMPyP esetében kis r
értékeknél a kiils6 kotott forma kismértéki talsulya mutatkozik, de a telitési értékhez kozeledve
(r=6) az interkalalt forma mennyisége kozelitéleg kétszerese a kiilsé kotottének. A szabad
TMPyP-t mér j6 kozelitéssel nem tartalmazo oldatokban tovabb novelve a bazisparok ardnyat
tovabbi eltolodas tapasztalhato a kotott formak kozott az interkalacioé iranyaba (25. abra). Ez
megfelel annak az irodalmi megfigyelésnek, hogy az interkalacid nagyobb kotédési allandoval
jellemezhetd, mint a kisarok kotodés.

A kotott formak relativ mennyiségét befolyasolja a kdrnyezet ionerdssége (44.A,B,C édbra).
Eredményeink szerint az ionerdsség novekedése csokkenti az interkaldcid lehetdségét,
ugyanakkor a kiils6 kotésre gyakorolt hatdsa elhanyagolhatd. Ezt tamasztjak ald azok a
megfigyelések [294,295], melyek szerint az ionerésség novekedése az interkalalt forma
mennyiségének csokkenését eredményezi, ezért a kiilsd kotés relativ mennyisége ndvekszik.
Ennek egyik oka lehet, hogy a kis ionerdsségli oldatokban pozitiv toltéssel rendelkezd
jar. A jelenség tovabbi magyarazatat szolgaltatjak Jawad és mtsainak [296] szamitasai is. Az
interkalalo vegyiiletek kotési szabadenergidjanak kiszamitasaval kimutattak, hogy az
interkalacié stabilitdisa novekszik az ionerdsség csokkenésével. Az interkalacid
valdszinliségének csokkenése eredményezheti, hogy a kationos porfirin szarmazeékok
latszolagos kotodési allandoja csokken az ionerdsség névekedésével [292,293,297,298].

Az ionerdsségen tul a kdrnyezet iondsszetétele, a kétértékii ionok jelenléte is befolyasolhatja
a DNS-ligandum kolcsonhatast, a kotddés kialakulasanak lehetdségét. Ezért tanulmanyoztuk
két alkalifoldfém, a Ca és Mg, és két atmenetifém, a Ni és a Cu kétértékill ionjainak hatdsat a
kationos porfirin szarmazékok kotodésre, a kotott formak kialakulasara és megoszlasara.

Azonos iondsszetételii oldatokban a Ca?* és Mg?* nem befolyésolja szignifikdnsan sem a

telitési bazispar/porfirin aranyt, sem a kotott TMPyP kotési formak kozotti megoszlasat (45.
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abra). Ezzel szemben gy tiinik, hogy a Ni%* és a Cu®* gatolja a TMPyP kotédését, azon beliil
is az interkalalt forma kialakulasat.

Az alkalifoldfém és atmenetifém ionok eltérd hatasat a DNS-sel valo eltérd kolcsonhatasuk
magyarazza [299]. A hidratalt Ca?*/Mg?* és a DNS kolcsonhatasa egyszerti elektrosztatikus
kotédésnek foghato fel. Ez a kdlcsonhatas dontden a kation €s a foszfatcsoport oxigén atomja
kozott jon 1étre [300,301]. A Ca?*/Mg?* ugyan kotédhet a purin bazisok N7 pozicidjahoz, de
onnan konnyen disszocidl. A Ni?*/Cu?* esetében ez a kapcsolat sokkal erésebbnek tiinik. Ha a
fémion/foszfatcsoport molarany nagyobb, mint 0,4, (a mi kisérleti koriilményeink kozott ez az
arany nagyobb volt 1-nél) akkor kelatképzddés jon l1étre a guanin N7 atomja és a legkdzelebbi
foszfatcsoport kozott [302]. (Ez aldl kivételt képeznek a GpG szekvenciak.) Ennek
kovetkeztében a GC bazisparok kozotti H-hidak felszakadnak és a hélix destabilizalodik. Az
ismert bazispreferencia miatt az intakt GC bazisparok szamanak csokkenésével az interkalacio
lehetdsége az érintett bazisparokon csokken.

A TMPyP ismert kotott formainak bazispreferencidjat bizonyitja azok relativ
mennyiségének eltolodasa a DNS bazisosszetételének fliggvényében (28. abra). A 72 % G-C
bazispart tartalmazé M. luteus DNS esetében az interkalalt forma mennyisége mintegy
masfélszeres a csirke vordsvérsejt DNS-hez képest, ahol a G-C arany csak 32 %.

A TMPCP, a BMPCP ¢s konjugatumaik kotédésére vonatkozoan nem tudtuk meghatarozni
a kotott formak abszolut koncentraciojat, csak azok mennyiségének valtozasat a
bazispar/porfirin arany fliggvényében. A harom pozitiv t6ltéstit TMPCP esetében a telités érték
magasabb (r=20), mint azt a TMPyP-nél lattuk (29. abra). A BMPCP-vel kapcsolatban csak azt
lehet bizonyosaggal allitani, hogy 50-szeres bazispar feleslegnél is a jelenlévé BMPCP
molekuldknak mintegy 10%-a lehet kotott allapotban.

A BMPCP és TMPCP tetrapeptid konjugatumainak nagyobb kotddési hajlandosagat jelzi a
kotott formak mennyiségének meredekebb emelkedése a konjugalatlan szdrmazékhoz képest €s
a kisebb telitési r értek.

A kotédési folyamat telitési bazispar/porfirin moélaranyara kiilonb6zé modszerekkel
kapott eredmények némileg kiillonboznek egymastdl, de a szdrmazékokra vonatkozd
eredmények sorrendje minden esetben megegyezik: TMPYP = TMPCP-4P < TMPCP <
BMPCP-4P2 < TMPCP-AK < < BMPCP. Lathatéan a sorrend Kkialakulisaban a
szarmazék netto toltése és nem mérete a meghatarozo.

A porfirin szdrmazékok és tetrapeptid-konjugatumaik kotddését valamint interkaldciojuk

szerepét kozvetetten alatdmasztja a DNS termikus stabilitdsdnak megvaltozasa azok
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jelenlétében (46. és 60. abra). Minden altalunk vizsgalt kationos porfirin noveli a DNS
lancszétvalasi hdmérsékletét (Tm); a hdmérséklet ndvekedése a porfirin/bazispar arany linearis
figgvénye. Erdemes megjegyezni, hogy ez az eltolodas még a BMPCP esetében is
megfigyelhetd (47. adbra). Az eltolodas meredeksége Osszefliggést mutat az interkalalt forma
relativ mennyiségével.

Eredményeink szerint a TMPCP-4P ¢s a BMPCP-4P; bdviti azon vegyiiletek tarhazat,
amelyek peptidet és DNS bazisparjai koz¢ interkalalodo egységet is tartalmaznak [303]. Az
ilyen és ehhez hasonl6d szerkezetek novekvd szerepet kaphatnak mint biomarkerek DNS-

szerkezettel Osszefliggd patologias allapotok kimutatasaban [304].

6.2.2. Porfirin szarmazékok kotédése nukleoprotein komplexekhez

A DNS a sejtekben nem izolalt formaban, hanem fehérjékhez kapcsolodva jelenik meg,
konformacioja is eltér a relaxalt, B-konformaciotol, mert a DNS konformécidja kdlcsonhatasai
révén, kiilso erd hatasara megvaltozhat. A természetben ilyen erd szarmazhat a DNS fehérjékkel
[305]. A sejtmagban a szerkezeti hierarchia eleme a DNS hiszton fehérjék korili
feltekeredésével kialakuld nukleoprotein komplex, a nukleoszéma [306].

A bakteriofagokban a DNS mag- és kapszidfehérjék altal kialakitott konformaci6ja hasonlo
a nukleoszomaban elhelyezkedd DNS térbeli elrendez6déséhez [307]. Az érett T-fagokban a
DNS koaxialisan feltekeredik a megfehérje koriil [308,309]. Ez a hasonlosag az alapja annak,
hogy a molekularis kdlcsonhatasok tanulmanyozéasakor a T-fagok, igy a T7 bakteriofag, mint a
sejten beliili nukleoprotein komplexek modellje alkalmazhato.

Célul thztiik ki a kationos porfirin szarmazékok ¢és természetes nukleoprotein komplexek,
T7 bakteriofag és izolalt nukleoszoma kozotti kdlcsonhatas kvalitativ és kvantitativ elemzését.
A TMPyP kotott formainak azonositasat ugyanazon spektroszkopiai modszerekkel kapott

eredmények elemzésével végeztiik, mint amit a DNS esetében mar bemutattunk.

Az abszorpcios spektrumsorozatok (32. abra), a fluoreszcencia élettartamok (16. tablazat) és
a TMPyP indukalt CD spektrumaiban megjelend savok (36. abra) egybehangzoan két kotott
forma kialakulasat tdmasztjak ala NP jelenlétében.

A T7 NP jelenlétében kialakuld kotott formak abszorpcios spektrumainak paramétereit
Osszevetve a DNS esetében kapott paraméterekkel (11. és 15. tablazat) lathatjuk, hogy a
,»csucsok” paraméteri, maximumbhelyei és savszélességei pontosan megegyeznek mindhdrom —

szabad, interkalalt, kiils§ kotott — formdra nézve. A ,,vallak” paraméterei azonban eltérnek
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egymastol DNS- és T7 NP-kotodés esetében; NP jelenlétében a maximumhelyek a rovidebb
hullamhosszak felé tolodnak és a savok kiszélesednek.

A NP jelenlétében megjelend élettartam komponensek egyike pontosan megegyezik a
koréabban kiils6 kotottként azonositott formaéval, a masik, a szabad allapoténal hosszabb
komponens interkalalt forma ¢€lettartamaként azonosithato.

A NP komplexek preparatumaiban, és kiilonosen a T7 bakteriofag esetében, mindig jelen
vannak a komplexbdl szabadda valt DNS szakaszok is. Felmeriilhet a kérdés, hogy a kotodési
vizsgalatok soran nem a TMPyP - szabad DNS kapcsolatot latjuk-e valdjaban, és értelmezziik
tévesen, mint TMPyYP - NP koélcsonhatast. Az azonos Osszetételi TMPyP-t és T7 NP-t
tartalmazd mintakon kiilonb6zé homérsékleten torténd inkubalas utan elvégzett elemzéseink
azt mutatjak, hogy az ép kapsziddal rendelkezd T7 fagokat (20 °C) és a kapszid fellazuldsa utan
szabadda valt DNS-t (70 °C) tartalmaz6 mintak illesztési paraméterei illetve a kotott formak
megoszlasa markansan kiilonbozik egymastol, vagyis a kapszidba zart illetve a szabad DNS-
sel valo kolcsonhatas jol elkiilonithetd egymastol.

Az egyes kotott formak mennyiségének elemzésekor azt feltételeztiik, hogy két, és csak két
kotott forma alakul ki nukleoprotein komplex jelenlétében, a két kotott forma a DNS-sel valo
kolesonhatés soran kialakul6 interkalécio és kis arok kotddés. Ennek megfelelden a partnerek
relativ koncentracigjat itt is a bazispar/porfirin arannyal fejezziik ki.

Megallapithatjuk, hogy mindkét NP komplexben a fehérjék jelenléte akadalyozza a DNS-
porfirin kolcsOnhatast, a kotddési folyamat telitése sokkal nagyobb, kozel tizszeres
bazispar/porfirin ardnyoknal érhetd el.

A TMPyP T7 NP és T7 DNS jelenlétében kialakulo kotott formainak relativ mennyiségét
Osszevetve azt latjuk, hogy a telitési értékhez kozeledve mindkét esetben az interkalalt forma
dominal, kozelitéleg 60 %-ban van jelen. Ett6]l markansan eltér azonban a nukleoszoéma
jelenlétében kialakulo kotott forméak relativ mennyisége. Itt a teljes bazispar/porfirin arany
tartomanyban a kiilsé kotott forma dominal €s mar r=20-nal eléri az 55%-ot. Ennél nagyobb r
értekeknél mar csak az interkalalt forma tovabbi kialakulasa lathato. Ez magyarazhat6 azzal,
hogy a nukleoszoméaban a DNS, elhelyezkedése miatt konnyebben hozzaférhetd az arkokban
valo kotédés szamara, mig a T7 NP-ben nincs a DNS-nek a kornyezete felé mutatott szabad
felszine. Ugyanakkor a nukleoszoméban a DNS lanc teljes hosszéban részt vesz a fehérjékkel
valo masodlagos kotések kialakitasaban. Ezért a bazisparoknak az interkaldcio kialakitasahoz

szlikséges axialis iranyu elmozdulésa gatolt, ami csokkenti az interkaldci6 lehetdségét.
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A spektroszkopiai eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy a TMPyP a nukleoprotein
komplex DNS részével alkot komplexeket. Eredményeink értelmezésénél nem vettiik
tekintetbe a fehérjékkel kialakitott kotések lehetdségét. A kotddés ilyen értelmi
szelektivitasanak ellendrzésére vizsgaltuk a T7 NP és nukleoszoma homérsékleti stabilitasat
porfirin szarmazék jelenlétében. A T7 NP abszorpcios és CD olvadasi gorbéiben a fehérje
kapszid és DNS szerkezeti atalakuldsait vildgosan el lehet kiiloniteni (48.A és C ébra.).
Eredményeink azt mutatjak, hogy a TMPyP kotddése csak a DNS lancszétvalasi homérsékletét
valtoztatja meg, stabilizalja a DNS szerkezetet, ahogy azt az izolalt DNS esetében is lattuk, de
nem befolyasolja a fehérje kapszid stabilitasat. Ez az eredmény igazolja a TMPYP szelektiv
kotodésére vonatkozo feltevésiinket.

A nukleoszéma termikus szerkezeti atalakuldsdban nem kiiloniilnek el a DNS-t és a
hisztonokat érintd 1épések, de a fehérje és a DNS termikus atmenetei a CD olvadasi gorbék
segitségével mégis kiilon-kiilon vizsgalhatok (48. B és D abra). A TMPyP jelenléte
destabilizalja a DNS szerkezetet, ami jol magyarazhat6é a kiils6 kotédés dominancidjaval.
Ugyancsak csokken a fehérjék fazisatalakuldsi hémérséklete. Ennek oka lehet a DNS
szerkezetének megvaltozasa ¢és, mintegy masodlagos hatasként a DNS-fehérje kapcsolat
destabilizacioja.

A DNS-TMPyP kapcsolatot tdmasztja ald az is, hogy a DNS fazisatalakuldsi homérséklete

crer

Tovabbi bizonyitékat szolgaltatjdk a TMPyP szelektiv kotddésének a kiilonbozd
hémérsékleten (2070 °C tartomanyban) elvégzett spektroszkopiai elemzések mar a fentiekben
elemzett eredményei. A 70 °C-ra melegitett T7 NP mintdkon kapott paraméterek (abszorpcids
spektrumok maximumai, fluoreszcencia élettartamok) pontosan megfelelnek az azonos
hémeérsékletli DNS mintdkon kapott értékeknek. Az illesztések hibai nem jelzik a rendszerben
jelen 1évo fehérjékkel kialakitott egy (vagy tobb) tovabbi kotott forma jelenlétét (37. abra).

A BMPCP egyik altalunk hasznalt modszer altal kimutathatd modon sem 1ép kdlesonhatasba
a nukleoprotein komplexekkel. A tovabbi szarmazékokra — TMPCP, TMPCP-4P, BMPCP-4P2
— nézve az abszorpcids spektrumok felbontasa nem ad a kordbbiakban latottakhoz hasonléan
egyértelmi, a tobbi spektroszkopiai modszerrel egybehangzd eredményt, jelezve a modszer
alkalmazasanak korlatait.

A TMPCP és TMPCP-4P abszorpcids spektrumainak komponensei kozil csak egynek a

teriilete nd a bazispar/porfirin molardny novekedésével. Ugyanakkor a fluoreszcencia
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lecsengési gorbéik két exponencialis komponenssel illeszthetd, a kapott élettartamok jo
egyezést mutatnak a két kotott formara jellemzd értékekkel. Az indukalt CD spektrumokban is
megjelennek a kotott formakra jellemzé savok ¢és az interkaldlt formaéra jellemzé
energiatranszfer is kimutathatdo mindkét esetben. Az abszorpcios spektrumok nem bizonyitjak
a kétféle kotott forma kialakulasat. Ennek oka lehet, hogy a szabad és kiilsé kotott forma
megfeleld savjai nem kiilonithetdk el egymastol.

BMPCP-4P; esetében is csak egyféle kotott forma mutathatd ki bizonyosan az abszorpcios
spektrumok komponens spektrumai alapjan. Itt azonban a tobbi mddszer is csak egyetlen kotott
forma kialakulasat bizonyitja. Ez a fluoreszcencia élettartam és a CD spektrum alapjan a kiils6
kotott formaként azonosithato.

Az abszorpcids olvadasi gorbék szerint a TMPCP, TMPCP-4P és BMPCP-4P; is novelik a
kapszidbeli DNS termikus stabilitasat (49. és 60. abra). A TMPCP és TMPCP-4P nem
befolyasolja a fehérje kapszid fellazulasara jellemzé hémérsékletet. Igy a porfirin-szarmazék —
fehérje kapcsolat ezekben az esetekben sem mutathatd ki az abszorpcids olvadasi gorbék
elemzésével. Ugyanakkor a T7 fag CD gorbéi (nem szemléltetett adat) azt mutatjak, hogy a
tetrapeptid konjugdtumok , TMPCP-4P és BMPCP-4P. koncentraciojukkal Osszefiiggd
mértékben csokkentik a fehérje heliciasat. Igy, egy termikus stabilitdst nem befolyasolo
tetrapeptid-fehérje kolcsonhatast nem zarhatunk ki.

A harom vagy négy pozitiv toltést hordozo kationos porfirin a nukloeprotein komplex
DNS alkotdjahoz az izolalt DNS-sel azonos médokon kotédik. Azonos bazispar/porfirin
aranyoknal minden esetben tobb a szabad porfirin szarmazék, ha a partner a NP, mint
ha szabad DNS a partner. Vagyis a NP-ben jelen lévé fehérje kapszid illetve a hiszton
fehérjék a BMPCP kivételével, nem akadalyozzak meg, de gatoljak a DNS-porfirin
szarmazék kozotti kapcesolat kialakulasat.

A telitési érték alapjan felallitott sorrendet: TMPYyP>TMPCP>TMPCP-4P>>BMPCP-
4P2, a NP-porfirin szarmazék esetében a netto toltés és a szarmazék mérete egyarant

befolyasolja.
6.3. Kationos porfirin szarmazékok sejtfelvétele, sejten beliili lokalizacéja

A kationos porfirin szarmazékok felhasznalasi lehetdségei és hatdsmechanizmusuk
szempontjabol alapvetd kérdés, hogy a szarmazék képes-e bejutni illetve felhalmozodni

célsejtekben, illetve a sejtbe jutott szdrmazék mely sejtalkotd(k)ban halmozodik fel.
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A munkank sordn vizsgalt kationos porfirin szdrmazékok mindegyike kimutathaté a HL-60
sejtekben, a porfirin pozitiv sejtek ardnya minden esetben a porfirin koncentracidé €és az
inkubaciods id6 fliggvénye (62. abra). Minden porfirin koncentracional és minden inkubacios
id6tartam utan (nem szemléltetett adat) a BMPCP-4P2-pozitiv sejtek aranya volt a legnagyobb.
A tetrapeptid jelenléte a konjugatumban nem befolyasolja egyértelmiien — a BMPCP-4P;
esetében noveli, a TMPCP-4P esetében csokkenti — a sejtfelvételt.

Eredményiink 6sszhangban van Jensen €s mtsai megallapitasaval [44], miszerint az altaluk
tanulmanyozott 4-1 pozitiv toltésti porfirin szdrmazékok koziil a két pozitiv téltést hordozo,
amfifil karakterii szarmazék halmozodik fel legnagyobb mértékben a sejtekben. A harom-
harom toltéssel rendelkezd szdrmazékok koziil a glikozilalt, ugyancsak amfifil karaktertiek
mutattak legnagyobb sejtpenetraciot [310]. Irodalmi eredmények alapjan megallapithato, hogy
a porfirin szarmazék toltése, lipofilicitasa, amfifil karaktere és térszerkezete egyarant
befolyasolja a sejtekbe vald bejutas lehetdségét [311].

A kationos porfirinek és konjugatumaik sejten beliili eloszlasara vonatkoz6 irodalmi adatok
ellentmondasosak. A legfontosabb kérdés az, hogy az izolalt DNS-hez k6t6doé szarmazékok
sejten beliil is megtartjak-e ezt a tulajdonsagukat, és kimutathatbak-e a sejtmagban. Masok
mellett Zhu és mtsai, Yoho és mtsai [312,313] kimutattak trikationos szarmazék lokalizaciojat
a sejtmagban.

Konfokalis mikroszkoppal, kettds fluoreszcens jelzéssel késziilt sajat felvételeinken a
sejtmagot jelold kromofor és a porfirin szarmazékok nem mutatnak kolokalizaciot, ugyanakkor
e vegyiiletek megjelennek a mitokondriumban és a lizoszomaban. A két pozitiv t61téstt BMPCP
¢s tetrapeptid konjugatuma a lizoszomaban, mig a harom pozitiv toltési TMPCP a
mitokondriumban mutatott markansabb felhalmozodast.

Eredményeinkhez hasonloan tobb szerzd is kizarta a kationos szdrmazékok megjelenését a
sejtmagban. A citoplazmaban, pontszeri elhelyezkedésben [314,315], vagy kozelebbrol, a
pozitiv toltések szamatol fliggé megoszlasban a mitokondriumban és a lizoszomaban [316]
azonositottak a kationos porfirin szarmazékokat [44].

A BMPCP illetve TMPCP és konjugatumaik azonos viselkedése a sejten beliil 6sszhangban
van Sibrian-Vazquez ¢és mtsai [317,318] megfigyeléseivel, amelyek szerint kiilonbozo
aminosav Osszetételi konjugdtumok eloszldsat a peptidet felépitd aminosavak szama,
milyensége és szekvenciaja nem, csak a hozza kapcsolt porfirin toltéseinek szama befolyasolja.
Ugyanakkor ezek az eredmények ellentmondanak Silva és mtsai [310] megfigyelésének,

miszerint a trikationos szarmazékok peptid konjugatumai csak az endocitotikus
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vezikulumokban jelennek meg, de a mitokondriumban nem. Az ellentmondés feloldasa
feltehetden a felvétel €s eloszlas kinetikajaban, a felvételek készitésének idozitésében rejlik.

A peptid konjugatumok sejten beliili eloszlasaval kapcsolatban felmeriil a kérdés, hogy a
felvételeken valoban a konjugatumok megjelenését latjuk-e, vagy egy esetleges hasitas utan
felszabaduld szabad porfirint. A kérdés megvalaszolasara még tovabbi kisérleteket terveziink.

A kationos porfirinek sejtmagban torténé lokalizacidjat kimutatd vizsgalatok modszereinek
Osszehasonlito elemzésébdl kitiinik, hogy a kisérletek fixalt sejteken torténtek. Alvarez és mtsai
megfigyelése [319] és sajat tapasztalataink szerint is, a sejt inaktivacidja a sejtbe jutott porfirin
szarmazek lokalizacidjanak megvaltozasahoz vezethet. A sejtek inaktivacioja torténhet a
mintakészités soran, de — példaul a mikroszkopi felvételek koriilményeinek nem elég gondos
megvalasztasa miatt — okozhatja maga a porfirin a megvilagitas hatasara lejatsz6do
fotodinamikus reakcié révén [320]. Vagyis a kationos porfirinek megjelenése a sejtmag
kornyezetében ennek a relokalizacidonak lehet az eredménye.

Megallapithatjuk tehat, hogy habar szamos kationos porfirin szairmazéknak nagy az
affinitasa izolalt DNS-hez illetve nukleoprotein komplexhez, intracellularis kornyezetben
mégsem kotédnek a nuklearis DNS-hez, és nem halmozédnak fel a sejtmagban. Erdekes
modon még akkor sem, ha NLS (nuclear localization signal) peptid szekvenciat tartalmazo
konjugatumat juttatjuk a sejtbe [80,318]. Ez utdbbi esetben nem ismert, hogy a konjugatum

hasitasa megtorténik-¢ a lizoszomaban, és az igy szabadda valo NLS eljut-e a sejtmagba.

6.4. Porfirin szarmazékok genotoxicitas, fototoxicitasa

T7 bakteriofagon vizsgaltuk a glikozilalt és a kationos porfirin szarmazékok toxicitasat
fénytdl elzart koriilmények kozott, ,,sotétben” és meghataroztuk MI értékeiket. Az MI értékeket
Osszehasonlitottuk mads, ismert genotoxikus vegyliletek hasonld koriilmények kozott
meghatarozott értékeivel [274]. Habar az egyes porfirin szarmazékok genotoxicitasa kozott
jelentds kiilonbség van, de a fenti Osszehasonlitds alapjan mindegyik a genotoxikus
tartomanyban talalhato.

A kationos porfirinek MI értékeit egymassal dsszehasonlitva azt latjuk, hogy azok kovetik
kotddési hajlandosaguk sorrendjét, azaz a TMPyP MI indexe a legkisebb (19. tablazat). A
kotdédés szerepét bizonyitja az is, hogy — mint azt a TMPyP példajan bemutattam — a
porfirin/bazispar (1/r) értéket novelve a faginaktivacio mértéke nd, kinetikaja pedig egy-

talalatos jellegli a telitési koncentracio eléréséig (51. dbra).
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A glikozilalt szimmetrikus szubsztitualt szarmazéknak (TP(-40gluOH)4P) kisérleti
rendszerlinkben nem volt kimutathaté genotoxicitasa, az aszimmetrikusan szubsztitualt (TP(-
40gluOH)3P) szarmazék MI értéke nagyobb — vagyis genotoxikus hatékonysaga kisebb —, mint
barmelyik kationos porfiriné. Ebben az esetben a T7 inaktivacidjanak mechanizmusat nem
magyarazhatjuk a porfirin DNS kotddéssel. Feltételezhetjiik, hogy a glikozilalt
tetrafenilporfirin szdrmazékok jelenléte a fehérje-DNS kapcsolatot destabilizalva fejti ki
hatésat.

Az irodalomban a porfirin szarmazékok soOtét toxicitdsara vonatkozoan kevés a
szisztematikus vizsgalatbol szarmazo kozlés. Ennek oka nyilvan az, hogy a szerzok a porfirin
szarmazékok bioldgiai/klinikai hatdsa szempontjabol elsédleges fotoreakciora, annak
hatékonysagara forditjak figyelmiiket. A mar gyogyszerként torzskonyvezett vegyiiletek sotét
toxicitasa a klinikai eldirt dozisokban elhanyagolhaté [321]. Az 10j szarmazékok sotét
toxicitasanak in vitro vizsgalata a fotoreakci6 kontrolljaként jelenik meg a kozleményekben,
mint példaul de Miranda és mtsai munkajaban [322]. Ilyen esetekben a fotoreakcio tobb
nagysagrenddel hatékonyabb a sotét reakcional, a sotét hatast elhanyagolhatonak tekintik a
szerzok.

A kationos porfirinek (geno)toxicitasaval kapcsolatos eredményliinket tdmasztja ald Lopes
¢s mtsai munkaja, akik a TMPyP-t és annak Pt-komplexét toxikusnak talalta mind Gram(+),
mind Gram(-) baktériumokon sététben [323]. Tovmasyan és mtsai [324] kationos porfirinek
Ag-komplexeinek ¢és ismert citotoxikus éagens (cisplatin) toxicitdsat tanulmanyoztdk és
hasonlitottdk Ossze kiilonb6z6 sejtvonalakon. Azt talaltdk, hogy az Ag-komplex toxicitasa
Osszevethetd a cisplatinéval, s6t meg is haladja azt. A sotét toxicitas részletes mechanizmusat
egyik munkaban sem tanulmanyoztak.

Kézenfekvd lehetne az a feltételezés, hogy a kationos porfirinek sotét hatasa a DNS-sel valo
kolcsonhatasukkal magyarazhat6. Ez a feltevés igaz lehet a tesztrendszeriinkben hasznalt T7
bakteriofag esetében. Ugyanakkor az el6zd fejezetben lattuk, hogy a kérdéses vegyiiletek
jelenléte nem mutathaté ki a sejtmag kornyezetében. Nukleinsavakra iranyuld hatas — ha van
ilyen — csak a mitokondrialis DNS-t vagy a citoplazmaban talalhato RNS-t érintheti [325,326].
Ennek a kérdésnek a megértése tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé.

Mindebbdél arra kovetkeztethetiink, hogy a kationos porfirinek barmely biologiai
alkalmazasanak tervezésekor ajanlott megvizsgalni a vegyiiletek

genotoxicitasat/citotoxicitasat.
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A porfirin szarmazékok orvosi/biolégiai felhasznalasuk szempontjabdl egyik legfontosabb
jellemzdje fotokémiai hatékonysaguk. A glikozilalt és kationos szdrmazékok T7 bakteriofaggal
szemben mutatott fototoxicitasat jellemeztiik inaktivacios hataskeresztmetszetiikkel (). Ennek
alapjan a nem konjugalt kationos szarmazékok mutatkoztak a leghatékonyabbnak (68.4bra, 23.
tablazat). A TMPyP-vel szenzibilizdt fotodinamikus reakcidé a viruspartikulumok szadmat
mintegy nyolc nagysagrenddel képes csokkenteni [238], ami klinikai szempontbdl is figyelemre
érdemes. A kationos porfirinek, kiilondsen a TMPyP kiemelked6é antiviralis hatékonysaga
alapjan, klinikai bevezetésére vonatkozoan tovabbi kisérletek folynak [39,327].

Megjegyzem, hogy a virusinaktivacioban észlelt hatékonysag, kiilonosen az amfifil,
membran struktirdkban lokalizal6dd porfirinekre nézve nem ad megfeleld tampontot a
sejtekben varhatd hatékonysagra és annak mechanizmusara nézve. A glikozilalt porfirinek in
vitro és in vivo hatékonysagat az irodalomban szamos tanulmany bizonyitotta [328-330].

A kiilonb6z6 porfirin szarmazékok hatékonysagaban latott kiilonbségek egyik oka lehet a
szarmazékok eltérd szingulett oxigén termelési hatasfoka. A referencianak tekinthetd
hematoporfirin szingulett oxigén termelési kvantumhatasfoka 0,64. Tébb glikozilalt porfirin
szarmazék hatasfoka is ismert az irodalomban, ezek a 0,42-0,55 tartomanyban valtoznak [331].
A szabad bazisu tetrakationos porfirin kvantumhatasfoka ennél nagyobb (0,77), néhany fém
komplexéé pedig még ennél is kedvezdbb, 0,75-0,98 [332].

A porfirin szarmazékok jodometrias titralassal altalunk meghatarozott relativ szingulett
oxigén termelési hatékonysaga (65. abra) Osszhangban van az irodalmi ismeretekkel. Az
irodalmi adatoknak megfeleléen a kationos porfirinek ebben az 0Osszehasonlitasban is
hatékonyabbnak bizonyultak, mint a glikozilalt szarmazékok. A tetrapeptid oldallancok
kapcsolasa a TMPCP-hez illetve BMPCP-hez szignifikansan csokkenti azok szingulett oxigén
termelési hatékonysagat. A relativ szingulett oxigén termelési hatékonysagot matatdé gorbék
kezdeti meredeksége, azok sorrendje alatdmasztja a szarmazékok virusianktivacios
hataskeresztmetszetének kiilonbozdségeét.

A jodometrids titralassal kapott gorbéken latott abszorbancia ndvekedése — vagyis a
szingulett oxigén termelés - a kezdeti linedris valtozas utan minden esetben telités felé¢ hajlik.
Ennek egyik oka lehet a porfirin szarmazek fotokémiai bomlasa/atalakulasa.
fotodegradacio kiilondsen, de nem kizarélagosan, érintheti a porfirinek aggregatumait [333]. A
vizsgéalt koncentracid tartomanyban a glikozilalt szadrmazékok aggregicidja nem

elhanyagolhat6 [236], mig a toltéssel rendelkezd szarmazeékok nem aggregalodnak (TMPyP)
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illetve aggregacios allandojuk kisebb (TMPCP, BMPCP), mint a neutralis formaké. Ez a
jelenség részben magyarazhatja a kationos porfirinek nagyobb hatékonysagat is.

A szingulett oxigén keletkezését mutaté gorbék (65. dbra) kezdeti meredekségének

crer

crer

latjuk a TMPCP példajan a 65.C abran —, de a telitési érték kozelitése egyre kisebb beesd
dozisoknal kovetkezik be. A kezdeti meredekségek azonban igy is jo alapot adnak az egyes
vegyliletek 6sszehasonlitasara.

A szingulett oxigén kozvetitésével lejatszodd 1 tipust fotokémiai reakcié a porfirin
szarmazékok hatasanak csak egyik lehetséges mechanizmusa. Az I és Il reakciotipusok
kimutatdsanak érdekében a virusinaktivacids kisérleteket elvégeztik az egyes reaktiv
termékekre specifikus scavengerek jelenlétében. Mint az a 67. abrabol és a 23. tablazat
adataibol kitlinik, mindkét scavenger csokkenti a virusinaktivacio hatiaskeresztmetszetét,
de egyik estben sem kapunk 0 értéket. Vagyis mind a szingulett oxigén, mind a szabad
gyokok jelenléte hozzajarul a bakteriofag fertézéképességének elvesztéséhez. A két
folyamat relativ hozzajarulasa a fototoxikus hatashoz az egyes porfirin szairmazékok esetében
igen kiilonboz6 lehet.

Az 1 és 1II tipusu fotokémiai reakcid virusinaktivacidban kimutathato jelentdségére kozolt
adatok az irodalomban nem egyértelmiiek. Az eredményeket befolyédsolja a fényérzékenyitd
szerkezete, a besugdrzas koriilményei, a sériilések kimutatisanak modszere, de altalanos
vélemény, hogy a két reakcidtipus parhuzamosan jatszodik le [215,334,335].

Eredményeink alapjan érdemes észrevenni, hogy a scavengerek jelenlétében kapott
inaktivacios hataskeresztmetszetek O0sszege rendre kisebb, mint a nélkiiliik kapott értékek.
Tekintetbe véve o additiv jellegét ez arra mutat, hogy a kiilonb6zé reaktiv termékek —
szingulett oxigén és szabad gyokok — egyiittes jelenléte fokozza a genotoxikus hatas
kialakulasanak lehetoségét.

Altalanosan elfogadott feltételezés, és membranban lokalizalodé porfirin szarmazékok
esetében meggydzden bizonyitott tény, hogy a ROS termékek, kiilondsen a szingulett oxigén
rovid szabad Gthossza miatt a porfirin és a cél struktira kdzelsége elengedhetetlen a fotokémiai
hatas kialakulasa szamara [336]. Ennek alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a kationos porfirinek
virusinaktivacioban mutatott hatékonysaganak — a nagyobb ROS termelési hatasfokon tal — oka

lehet a DNS kornyezetében vald elhelyezkedésiik. Ennek igazolasara 0sszehasonlitottuk az
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inaktivacids hataskeresztmetszetet (o) jO kozelitéssel csak kotott, illetve kotott €s szabad

crer

crcr

A 68. abran szemléltetett eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy a DNS-hez nem kotott
porfirin szignifikansan nagyobb hatékonysagu a virusinaktivacio szempontjabol, mint a
kotott forma.

A DNS-hez valo kotodés fotokémiai hatékonysagot csokkentd hatasanak tobb oka lehet.
Chirvony [338] kimutatta, hogy az interkalalt TMPyP gerjesztett S1 és Ty allapotat a guanin
bazisok kioltjak. A kioltasi folyamat hatékonysaga fiigg a lokalis oxigén koncentraciétol. Az
interkalalt forma elhanyagolhat6 szingulett oxigén termelési hatasfokarol szdmoltak be Kruk és
mtsai is [338]. A porfirin triplet gerjesztett allapotanak kioltasa, a kis lokalis oxigén
koncentraci6d, tovabba az interkaldlt TMPyP szamottevé hipokromicitdsa egyiittesen
eredményezhetik a kis fotokémiai hatékonysagot.

Az interkalalt kationos porfirin csekély hozzajarulasa a fotodinamikus inaktivaciohoz nem
elényos tulajdonsag. A jelenség alapjan azonban a DNS — kationos porfirin kolcsonhatas 1y
alkalmazasi lehetéségének gondolatat vetették fel Gothelf és munkacsoportja [339]. Javaslatuk
szerint interkalalé kationos porfirint tartalmazoé elegyekben a DNS, mint a fotoszenzibilizalo
hatékonysagat és mechanizmusat szabalyozo partner szerepelhet. A gondolat gyakorlati
megvalositasara iranyuld eredményeket foglaltak 6ssze a kozelmultban Wang és mtsai [340].

A fotodinamikus virusinaktivacio klinikai alkalmazasanak szempontjabol fontos az
indirekt fotokémiai reakci6 tdmadaspontjanak azonositasa. Elemeztiik a glikozilalt és kationos
porfirinek a T7 bakteriofag fehérje vagy nukleinsav komponenseiben okoz-e fotokémiai
sériiléseket. Feltettiik a kérdést, hogy elérhetd-e a specifikusan DNS tdmadaspontu
virusinaktivacio kationos porfirinek alkalmazasaval.

Megallapithatjuk, hogy a glikozilalt porfirin szdrmazékok altal szenzibilizalt fotokémiai
reakcid destabilizalja a T7 kapszid szerkezetét illetve a DNS-fehérje kapcsolatot (69. abra), de
nem befolyasolja az intrafag DNS lancszétvalasi hémérsékletét. A DNS sériilések hianyara utal
az is, hogy a glikozilalt szarmazékokkal vald kezelés hatasara nem csokken az amplifikalhato
DNS mennyisége. A DNS-hez nem kotédd glikozilalt porfirin szarmazékok virusinaktivald
hatasanak hatterében tehat a fehérjeszerkezetben okozott sériilések keresendok.

A kationos porfirin szarmazékok fotokémiai hatdsa markansan megvaltoztatja a T7 fag

mindkét fazisatalakulasi Iépését. Csokkenti a kapszid termikus stabilitasat, a kapszidra jellemzd

138



dc_1086_15

atmenet kooperativitasat, sot a kapszid teljes széteséséhez vezet (70. abra). A fehérje kapszid
érintettségét bizonyitottak Majiya és mitsai, akik kimutattak [341], hogy TMPyP-vel
szenzibilizalt MS2 bakteriofagok fotoinaktivaciojanak elsddleges oka a kapszid A-proteinjének
oxidativ sériilése.

A fehérje kapszidban okozott valtozasokon til, a fotodinamikus kezelés érinti a DNS
lancszétvalasi folyamatanak kooprerativitasat. A megvilagité fény azonos beesé ddzisainal a
hatas mértéke — Osszhangban a szabad porfirin nagyobb virusinaktivaldé hatékonysagaval —
mindig nagyobb, ha szabad porfirin van a rendszerben.

A fotoszenzibilizalt és megvilagitott T7 fag mintak gélelektroforetikus elemzése azt mutatja,
hogy a dozis fliggvényében a szabaddd valé DNS mennyisége csokken, ami a DNS oxidativ
sériilésével és/vagy DNS-fehérje keresztkotések kialakulasaval magyarazhato [342,343].

Osszefoglalva tehat megallapithatjuk, hogy a fehérje kapszidban fotokémiai
sériiléseket okozhatnak mind a DNS-hez nem kotédé glikozilalt, mind a DNS-hez kot6do
kationos porfirin szarmazékok. Ez utobbi még akkor is igaz, ha a rendszerben csak
DNS-hez kotott porfirin van jelen. A DNS-ben okozott sériilések ugyanakkor csak a

kationos porfirinek esetében jarulnak hozza a virus inaktivaciojahoz.
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7. Az eredmények gyakorlati jelentosége

A fényérzékenyitok kozvetitésével lejatszodd fotodinamikus reakcidt az orvostudomany
egyre tobb teriileten alkalmazza, tobbek kozott korai stadiumban 1évé malignus daganatok
eltavolitasaban (PDT), az iddéskori makuladegeneracid kezelésében, az érfali plakkok
eltavolitasaban, vagy mint antimikrobidlis eljarasok része [344].

A porfirin szarmazékok legfontosabb biomedicinalis alkalmazéasa a PDT. A mar ismert €s
eredményesen alkalmazott, torzskonyvezett szarmazékok mellett folyamatos intenziv kutatas
folyik az eljaras hatékonysagat és specificitasat noveld szarmazékok felderitése érdekében.

A glikozilalt porfirin szarmazékok lokalizaciojara vonatkozo eredményeink ramutattak arra,
hogy az aszimmetrikus térszerkezet és amfifil karakter eldnyosen 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 [328-330].

A fotodinamikus reakcid hatdsanak szelektivitasat részben biztositja a megvilagitdé fény
iranyitott alkalmazéasa. Tovabb novelhetd a szelektiv hatds a fényérzékenyitd aktivitdsanak
modositasdval [345]. Kimutattuk, hogy a TMPyP fotofizikai paraméterei, fotobioldgiai
hatékonysaga jelentésen modosul DNS-hez vald kotdédéskor. Ezzel a fényérzékenyitd lokalis
deaktivalasa/aktivalasa érhetd el [346].

A virusfertézések lekiizdése és terjedésének megakadalyozasa folyamatos kihivast jelent az
orvostudomany szdmara. A fotodinamikus virusinaktivaci6 (PDI) mar eddig is szerepelt a
sikerrel alkalmazott moddszerek soraban. A glikozilalt, de kiilonosen a kationos porfirin
szarmazékok hatékony fényérzékenyitOknek bizonyultak a peplon nélkiili modell virus
inaktivacidjaban. Ez jelentds eldrelépés a peplon nélkiili patogén virusok elleni fellépésben. Az
inaktivacié hatdsmechanizmusaval kapcsolatos eredményeink hozzajarulhatnak a PDI
hatékonysaganak noveléséhez, a vérkészitmények ¢€s viztartalékok fertétlenitésében mar
alkalmazott eljarasok fejlesztéséhez [39,347].

Eredményeink hozzajarultak a porfirin-DNS komplexeket tartalmazo nanorészecskék
tervezéséhez és gyakorlati felhasznalasanak kidolgozasahoz is. A TMPyP és DTTCI hatékony
FRET donor-akceptor part képezhet [290]. Az ehhez sziikséges megfeleld térbeli
elhelyezkedésiiket a DNS lanc biztosithatja, amihez mindkét vegyiilet interkalacioval
kapcsolodhat. Az igy kialakulo struktara igéretes kiindulasa lehet nanorészecskék tervezésének.
A porfirin szarmazék DNS-hez kapcsolodésa révén megjelend indukalt kiralitdsa alapot adhat

kiralitas felismer6 nanostruktarak tervezéséhez, eldallitasahoz [291].
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