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Rºvid²t®sek jegyz®ke 

 

5-DSA    5-doxil-sztearinsav 

7-DSA    7-doxil-sztearinsav 

12-DSA   12-doxil-sztearinsav 

ANS    8-anilino-1-naftalinszulfonsav  

AMD     age related macular degeneration (idŖskori makuladegener§ci·) 

BMPCP    5,10-bisz(1-metil-4-piridinio)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin  

BMPCP(4P)2 NH2ïLys[Lys(Ala-D-Ala-Ala-BMPCP-Ala-D-Ala-Ala)]ï

CONH2 

BPD    benzoporphyrin derivative (benzoporfirin sz§rmaz®k) 

CPP    cell penetrating peptides (sejtpenetr§l· peptidek) 

DPH    1,6-difenil-1,3,5-hexatri®n 

DMPC    1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin  

DMPG    1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfatidilglicerol  

DMTU     1,3-dimetil-2-tiourea 

DPIX     deuteroporfirin IX  

DPBF     1,3-difenil-izobenzofur§n 

DPPC    1,2-dipalmitoil-sn-glycero-3-foszfatidilkolin  

DOPC    1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin 

DSC    differential scanning calorimetry 

DTTCI   3,3'-dietil-2,2'-tiatrikarbocianin jodid 

EDTA  etil®n-diamin-tetraecetsav  

ESR  elektron spin rezonancia spektroszk·pia 

FCS     fetal calf serum (fºt§lis borj¼sz®rum) 

HEPES    4-(2-hidroxietil)-1-piperazinet§nszulfonsav 

HIV   Human Immunodeficiency Virus (hum§n immundeficiencia 

v²rus) 

Hp    hematoporfirin 

HpD    hematoporphyrin derivative (hematoporfirin sz®rmaz®k) 

HPMI     HEPES puffer ï RPMI m®dium 

HSV     herpes simplex v²rus 

LDL     low density lipoprotein (alacsony sŤrŤs®gŤ lipoprotein) 
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MB     methylene blue (metil®nk®k) 

MPE    mezoporfirin IX dimetil ®szter 

MPCl     mezoporfirin IX dihidroklorid 

NLS nuclear localization sequence (sejtmagban lokaliz§l·d· 

szekvencia) 

NP    nukleoprotein komplex 

PS    photosensititer (f®ny®rz®keny²tŖ) 

PCR    polymerase chain reaction (polimer§z l§ncreakci·) 

PCV    polypoidal choroidal vasculopathy ®rh§rtya vaszkulop§tia) 

PDI     photodynamic inactivation (fotodinamikus inaktiv§ci·) 

PDR    photodynamic reaction (fotodinamikus reakci·) 

PDT    photodynamic therapy (fotodinamikus ter§pia) 

PPIX     protoporfirin IX  

QD    quantum dot 

RPMI     Roswell Park Memorial Institute m®dium 

SDS     n§trium-dodecil-szulf§t 

SFV     Semiliki Forest v²rus  

SUV    small unilamellar vesicles (kis unilamell§ris liposz·ma) 

SV40     Simian v²rus 

TAE    Tris-acetate-EDTA 

TMPyP   5,10,15,20-tetrakisz(1-metil-4-piridinio)porfirin  

TMPyMPP   5,10,15-trisz(1-metil-4-piridinio),20-monofenilporfirin  

TMPCP  5,10,15-trisz (1-metil-4-piridinio)20-mono-(4-

karboxifenil)porfirin  

TMPCP-4P    NH2ïLys(TMPCP-Ala-D-Ala-Ala)ïCONH2 

TP(2-OGluOH)4P  5,10,15,20-tetrakisz(2-b-D-gl¿kozil-fenil)porfirin 

TP(4-OGluOH)4P  5,10,15,20-tetrakisz(4-b-D-gl¿kozil-fenil)porfirin 

TP(4-OGluOH)3P  5,10,15-trisz(4-b-D-gl¿kozil-fenil),20-fenilporfirin  

TP(4-OXylOH) 4P   5,10,15,20-tetrakisz(4-b-D-xilozil -fenil)porfirin 

TPF5(4-OGalOH)3P  5,10,15-trisz(4-b-D-galaktozil-fenil),20-(2',3',4',5'-  

    pentafluorofenil)porpfirin 

Tris     tris-(hidroximetil)-aminomet§n 
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VEGF vascular endothelial growth factor (vaszkul§ris endoteli§lis 

nºveked®si faktor) 

VSV     Vesicularis Stomatitis v²rus 
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1. Bevezet®s 

A porfirinek sokr®tŤ, v§ltozatos szerepet j§tszanak a term®szetben. Molekulaszerkezeti 

variabilit§suk ®s v§ltozatos molekul§ris kºrnyezet¿k r®v®n fotofizikai, k®miai, fiziko-k®miai 

tulajdons§gaik igen sz®les sk§l§n v§ltozhatnak. Ez a v§ltozatoss§g tov§bb nºvelhetŖ k¿lºnbºzŖ 

ionokkal/molekul§kkal alkotott komplexeik illetve konjug§tumaik r®v®n. Ennek a 

v§ltozatoss§gnak kºszºnhetŖ, hogy ®vtizedek ·ta sz§mos tudom§nyter¿let kutat§si 

reperto§rj§ban vannak jelen a porfirinekkel kapcsolatos k®rd®sek, ²gy foglalkoznak 

tulajdons§gaik elemz®s®vel, fotok®miai reakci·ik le²r§s§val, biol·giai/fotobiol·giai szerep¿k 

felt§r§s§val, ¼j sz§rmaz®kaik szint®zis®vel. 

A porfirinek gyakorlati felhaszn§l§s§nak sz§mos lehetŖs®ge ismert. Igy szerep¿k lehet 

f®mionok kolorimetri§s anal²zis®ben [1], amfifil aggreg§tumaik r®v®n szupramolekul§ris 

szerkezetek r®szek®nt k®miai/biol·giai szenzorok mŤkºd®s®ben [2], a f®lvezetŖ technik§ban 

QD-porphyrin nanor®szecsk®k alkot·ik®nt [3] vagy mesters®ges metalloproteinek 

tervez®s®ben. Ez ut·bbi esetben Fe-porfirinnel komplexet alkot· de novo helik§lis scaffoldok 

be®p²thetŖk biol·giai membr§nokba, ahol elektron transzfer folyamatok potenci§lis szereplŖi 

lehetnek [4,5]. 

Az orvostudom§nyban az ut·bbi ®vtizedekben a porfirinek fotodinamikus ter§pi§ban (PDT) 

betºltºtt szerepe kapta a legnagyobb figyelmet [6]. Ennek alapja, hogy megvil§g²t§s hat§s§ra a 

f®ny®rz®keny²tŖ kºzremŤkºd®s®vel reakt²v oxid§l· §gensek ï szingulett oxig®n ®s/vagy szabad 

gyºkºk ï keletkeznek, amelyek jelenl®te sejtdestrukci·hoz, nekr·zishoz illetve apopt·zishoz 

vezethet. Alkalmaz§s§nak elsŖdleges ter¿lete a daganatos sejtek elt§vol²t§sa. Tºbb porfirin 

sz§rmaz®knak a tumorter§pia szempontj§b·l elŖnyºs tulajdons§ga, hogy a tumorszºvetben 

mutatott retenci·s idej¿k hosszabb, mint a kºrnyezŖ szºvetekben, valamint a jelentŖs 

abszorpci·s k®pess®g vºrºs tartom§nyban, ahol a l§that· f®ny behatol§si m®lys®ge a 

legnagyobb.  

A tumorter§pia mellett l§tunk klinikai p®ld§kat a fotodinamikus reakci· (PDR) 

felhaszn§l§s§ra az idŖskori makula degener§ci· kezel®s®ben [7], atheroscleroticus plakkok 

elt§vol²t§s§ban [8,9] vagy nem malignus bŖrgy·gy§szati k·rk®pek ter§pi§j§ban [10,11]. 

Ugyancsak a fotodinamikus reakci· destrukt²v hat§s§n alapul annak antimikrobi§lis 

alkalmaz§sa [12,13]. 

A fotodinamikus reakci· b§rmely felhaszn§l§s§r·l is legyen sz·, annak hat®konys§g§t 

kritikusan befoly§solja a f®ny®rz®keny²tŖ sejten bel¿li lokaliz§ci·ja. Ennek elsŖdleges oka az, 

hogy a szabad gyºkºk, de k¿lºnºsen a szingulett oxig®n hat·t§vols§ga szuszpenzi·kban olyan 
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rºvid (D=1.4x10-5cm2 s-l, t= 3-25 ms) [14,15,16] hogy hat§sa elsŖdlegesen a f®ny®rz®keny²tŖ 

kºrnyezet®ben v§rhat·. A porfirinek ®s rokon vegy¿leteik kºtŖdhetnek a membr§n 

strukt¼r§khoz, feh®rj®khez ®s nukleinsavakhoz [17]. Ismert, hogy az elsŖ gener§ci·s 

f®ny®rz®keny²tŖk elsŖdlegesen a sejtmembr§nban lokaliz§l·dnak, illetve a v®r§ramban 

kºtŖdnek a lipoproteinekhez illetve kisebb m®rt®kben albuminhoz [18]. A m§sodik gener§ci·s 

f®ny®rz®keny²tŖk sz§moss§ga ®s nagy szerkezeti variabilit§sa ennek a k®rd®snek sokkal 

r®szletesebb, §rnyaltabb tanulm§nyoz§s§t tette sz¿ks®gess®. Ebbe a munk§ba kapcsol·dott be 

kutat·csoportunk az 1990-es ®vekben. 
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2. Irodalmi §ttekint®s 

2.1. Porfirin t²pus¼ f®ny®rz®keny²tŖk szerkezete, jellemz®se ®s felhaszn§l§sa 

Az al§bbiakban a fotodinamikus alkalmaz§sok szempontj§b·l fontos fŖbb porfirin 

sz§rmaz®kokat mutatom be. 

A f®ny®rz®keny²t®s modern kori kutat§sa a XX. sz§zad elej®n kezdŖdºtt von Tappeiner [19] 

Oskar Raab megfigyel®seire [20] alapul· munk§ss§g§val. Von Tappeiner eozinnal kezelt 

laph§m carcinoma sejteket vil§g²tott meg l§that· f®nnyel, ®s kimutatta, hogy az ²gy kiv§ltott 

fotok®miai reakci· a sejtek pusztul§s§hoz vezetett [21]. KºvetŖi sz§mos potenci§lis 

szenzibiliz§l· vegy¿let, kºzºtt¿k porfirin sz§rmaz®kok hat®konys§g§t tesztelt®k k¿lºnbºzŖ 

sejtvonalakon, ®s k¿lºnbºzŖ szervezŖd®si szintŤ organizmusokon. (A porfirin v§z szerkezet®t 

az 1. §bra mutatja.) Meyer-Betz 1913-ban [22] hematoporfirin (2. §bra) tartalm¼ k®sz²tm®nyt 

injekt§lt saj§t szervezet®be, amely mindaddig nem v§ltott ki semmif®le ®rz®kelhetŖ hat§st, am²g 

bŖr®t napf®ny nem ®rte. F®ny hat§s§ra azonban elh¼z·d· fototoxit§sra mutat· elv§ltoz§sok, 

kivºrºsºd®s, extr®m ºd®m§sod§s jelent meg. Hab§r ezen kutat§sok eredm®nyek®nt a porfirinek 

fototoxicit§s§nak alapjai m§r ismertek voltak, a m·dszer sejtinaktiv§ci·ban, kit¿ntetetten pedig 

tumorsejtek elpuszt²t§s§ban val· felhaszn§l§sa tºbb ®vtizedet v§ratott mag§ra. 

 

 

1. §bra A porfinv§z szerkezete 

Lipson az 1960-as ®vekben [23] szisztematikusan vizsg§lta a hematoporfirin ®s m§s porfirin 

sz§rmaz®kok, ²gy uroporfirin ®s protoporfirin szelekt²v felhalmoz·d§s§t inplant§lt tumorokban. 

Eredm®nyei felhaszn§l§s§val sikeresen pr·b§lkozott emlŖr§k metaszt§zisok kezel®s®vel, ami 

m®rfºldkºvet jelentett a f®ny®rz®keny²tŖ hat·anyag ®s f®ny kombin§lt alkalmaz§sa, azaz a 

fotodinamikus ter§pia kidolgoz§s§ban. 
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2. §bra. A hematoporfirin (A) ®s a hematoporfirin sz§rmaz®kok dimerjeiben megjelenŖ 

szerkezetek (B) 

A fotodinamikus hat§s alapja a porfirinek gerjeszt®se nyom§n lej§tsz·d· elektron- vagy 

energiatranszfer (3. §bra). A keletkezŖ reakt²v gyºkºk ®s szingulett oxig®n sejtdestrukci·hoz 

vezetŖ oxid§ci·s folyamatokat ind²tanak el [24-26]. 

 

 

 

3. §bra. Tipikus f®ny®rz®keny²tŖ Jablonski diagramja 

A kiterjedt klinikai vizsg§latok, kiemelten Dougherty kutat§sai [27-30] az 1970-es ®vekben 

kezdŖdtek ®s vezettek a PhotofrinÈ k®sz²tm®ny [31] kifejleszt®s®hez, amelyet a mai napig is 

haszn§lnak a klinikumban. A PhotofrinÈ hematoporfirin monomer, dimerek ®s nem 

meghat§rozott l§nchossz¼s§g¼ oligomerek kever®ke, amelyekben a fotok®miai hat§s 

feltehetŖen a dimer form§nak kºszºnhetŖ (2. §bra). 
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4. §bra. A porfirin (A), klorin (B) ®s bakterioklorin (C) szerkezete ®s tipikus abszorpci·s 

spektruma. Porfirin: folytonos vonal; klorin: szaggatott vonal; bakterioklorin: pontozott 

vonal. A nyilak a molekulaszerkezetben val· k¿lºnbs®gekre mutatnak. 

A PhotofrinÈ j· f®ny®rz®keny²tŖ tulajdons§g¼, fototoxicit§sa sziszt®m§s alkalmaz§s eset®n 

is megfelelŖ, szelekt²v felhalmoz·d§sa pedig lehetŖs®get adott szelekt²ven a tumort ®rintŖ 

fotoszenzibiliz§ci·ra. Fluoreszcens tulajdons§g§nak kºszºnhetŖen felhaszn§lhat· §tt®tek, 

recid²v§k lokaliz§ci·j§nak meghat§roz§s§ra is. Ezek mellett azonban a hematoporfirin alap¼ 

k®sz²tm®ny tºbb kedvezŖtlen tulajdons§ggal is rendelkezik. ĉgy a bŖrben val· retenci·ja 

elh¼z·d·, ak§r tºbb hetes f®ny®rz®kenys®get is okozhat; hidrof·bicit§sa miatt aggreg§ci·ra 

hajlamos; az abszorpci·s spektrum leghosszabb hull§mhossz¼ tartom§ny§ban a s§v 

maximum§nak mol§ris abszorpci·s §lland·ja kicsi. A jelzett s§v hull§mhossz tartom§nya (felsŖ 

hat§ra kb. 630 nm), tekintettel a f®ny behatol§si karakterisztik§j§ra, nem mondhat· 

optim§lisnak. Mindezek a h§tr§nyok vezettek tov§bbi f®ny®rz®keny²tŖk, az u.n. m§sodik 

dc_1086_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 
11 

 

gener§ci·sò k®sz²tm®nyek tervez®s®hez, elŖ§ll²t§s§hoz ®s az azokkal kapcsolatos kutat§sokhoz. 

(1. t§bl§zat).  

1. t§bl§zat M§sodik gener§ci·s fotoszenzibiliz§l·k ®s a PhotofrinÈ ºsszehasonl²t§sa 

[32,111,112] 

Vegy¿let Vºrºs absz. s§v (nm) Ů(l)  (M-1 cm-1) 1O2-kvantumhat§sfok (kºzeg) 

Photofrin 630 3500-4000 
0,11 (v²z, pH 7,4) 

0,23 (liposz·ma) 

Klorin 680-700 40 000 0,54 ï 0,65 (benzol) 

Bakterioklorin 780-800 150 000 0,20 (metanol) 

Benzoporfirin 680-720 43 900 0,77 (benzol) 

Ftalocianin 680-720 200 000 
0,17 ï 0,50 (v²z, pH 7,0) 

0,70 (liposz·ma) 

Naftalocianin 780-820 350 000 0,19 (benzol) 

 

A tumorter§pi§ban a kezdeti tapasztalatok alapj§n a fotoszenzibiliz§l·szer (PS) kºvetkezŖ 

tulajdons§gai mondhat·k a legfontosabbnak, term®szetesen a megfelelŖ fotofizikai elŖnyºk 

megtart§sa mellett: 1) szelekt²v felhalmoz·d§s a tumorszºvetben; 2) gyors elimin§ci· a 

szervezetbŖl, k¿lºnºs tekintettel a bŖrre; 3) (a hematoporfirinhez k®pest) j· v²zold®konys§g; 4) 

elhanyagolhat· sºt®t-toxicit§s; 5) az abszorpci·s s§v vºrºs eltol·d§sa ®s 6) nagy abszorpci·s 

koefficiens a legnagyobb behatol§si m®lys®ggel rendelkezŖ vºrºs tartom§nyban [32]. 

K¿lºnºsen az utols· k®t szempont figyelembe v®tel®vel mondhatjuk sikeresnek a klorinok 

illetve bakterioklorinok vizsg§lat§t. A tetra-pirrol rendszerben a kettŖs kºt®sek sz§m§nak 

megv§ltoz§sa sz§mottevŖen v§ltoztathatja az abszorpci·s spektrum szerkezet®t, ahogy azt a 4. 

§br§n bemutatott p®ld§k is szeml®ltetik. A klorinok (2,3-dihidroporfirinek) egy kettŖs kºt®s 

redukci·j§b·l sz§rmaznak, ami egy¼ttal a molekula szimmetri§j§t is megv§ltoztatja. Mindez a 

Qy s§v vºrºs eltol·d§s§hoz ®s amplit¼d·j§nak nºveked®s®hez vezet. A bakterioklorin a k®t 

egym§ssal szemkºzti pirrol gyŤrŤ tel²t®s®vel nyerhetŖ, ami tov§bb erŖs²ti az elŖzŖkben le²rt 

hat§st. 
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5. §bra. 5,10,15,20-tetrakis(3-hidroxifenil)klorin (m-THPC)szerkezete 

A klorin sz§rmaz®kok kºz¿l a 5,10,15,20-tetrakis(3-hidroxifenil)klorin (m-THPC) (5. §bra) 

m§sn®ven FoscanÈ bizonyult k¿lºnºsen hat®konynak [33] ï a PhotofrinÈ k®sz²tm®nyn®l 

becsl®sek szerint a fotodinamikus d·zis (hat·anyag d·zis*f®ny d·zis) ºsszehasonl²t§s§ban 100-

szor hat®konyabb ï, ®s lett sikeres hat·anyag a klinikumban.  

 

6. §bra. A benzoporfirin (A) ®s a ftalocianin (B) szerkezete ®s tipikus abszorpci·s spektruma 

A porfirin szerkezetben a kettŖs kºt®sek tel²t®se mellett egy m§sik lehets®ges megkºzel²t®s 

az abszorpci·s spektrum sz¿ks®ges m·dos²t§s§ra az oldall§ncok m·dos²t§sa, illetve a 

delokaliz§lt szerkezet kiterjeszt®se tov§bbi arom§s gyŤrŤk be®p²t®s®vel. Az elŖbbire a 

benzoporfirinek, ut·bbira a ftalocianinok eml²thetŖk p®ldak®nt (6. §bra). A VisudyneÈ-k®nt 

ismertt® v§lt hat·anyag bezoporfirin (6. §bra) sz§rmaz®k (BPD), m§sn®ven verteporfin, ami egy 

l=690 nm-n®l gerjeszthetŖ, stabil, egy komponensŤ k®sz²tm®ny, ami r§ad§sul 24 ·ra alatt 
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teljesen ki¿r¿l a szervezetbŖl. A verteporfint nagy sikerrel alkalmazz§k az idŖskori 

makuladegener§ci· (AMD) [34] ®s a polipoidal choroidal vasculop§tia (PCV) [35] kezel®s®ben. 

A ftalocianinok (6. §bra), de k¿lºnºsen azok f®mkomplexei is ²g®retes m§sodik gener§ci·s 

f®ny®rz®keny²tŖ vegy¿letekk®nt jelentek meg a k²n§latban [36]. JelentŖs szerep¿k ut·bb nem 

elsŖsorban a PDT-ben mutatkozott. ElŖny¿k az oldall§ncok szubszt²t¼ci·ja r®v®n kialak²that· 

szerkezetek sokf®les®ge [37,38].  

A m§sodik gener§ci·s f®ny®rz®keny²tŖk kºzºs elŖnyºs tulajdons§ga, hogy a) f®nyelnyel®si 

k®pess®g¿k a hematoporfirin®n§l sokkal kedvezŖbb abban a hull§mhossz tartom§nyban, ahol a 

f®ny behatol§si m®lys®ge a legnagyobb; b) szingulett oxig®ntermel®si hat§sfokuk magas; 

tov§bb§ c) belŖl¿k stabil, homog®n ºsszet®telŤ k®sz²tm®nyek §ll²that·k elŖ. Egyes sz§rmaz®kok 

h§tr§nya ugyanakkor erŖsen hidrof·b karakter¿k, ami kedvezŖtlen lehet a c®lsejthez val· eljut§s 

folyamat§ban, elŖseg²theti a hat®konys§got csºkkentŖ aggreg§ci·t ®s az is k®rd®ses, hogy a 

k®miai szerkezet megfelelŖen befoly§solja-e sejten bel¿li lokaliz§ci·jukat. 

A fent t§rgyalt tulajdons§gokon t¼l a porfirin tºlt®se is szerepet j§tszhat a daganat sejtekkel 

val· kºlcsºnhat§sban. K¿lºnbºzŖ megkºzel²t®sek ok§n, de mind pozit²v mind negat²v tºlt®st 

hordoz· sz§rmaz®kok kipr·b§l§sra ker¿ltek fotoinaktiv§ci·s folyamatokban. A tºlt®ssel 

rendelkezŖ sz§rmaz®kok egy-egy p®ld§j§t mutatja a 7. §bra. 

 

7. §bra. A mezo-tetrakisz-piridi l-porfirin (A) ®s mezo-tetra-(szulfonaftofenil)-porfirin (B) 

szerkezete 

A pozit²v tºlt®st hordoz· porfirin sz§rmaz®kok ®s anal·gok fotodinamikus hat§s§nak 

vizsg§lat§t tºbb kºr¿lm®ny is indokolta.  

(1) Az 1970-es ®vek ·ta ismert, hogy kationos porfirinek nukleinsavakhoz kºtŖdhetnek 

(r®szleteket l§sd k®sŖbb). Ennek alapj§n felt®telezhetŖ volt, hogy ezek a vegy¿letek a sejteken 

bel¿l a nukleinsavak kºrnyezet®ben fognak felhalmoz·dni, s ²gy fotok®miai s®r¿l®seket hoznak 

l®tre a mitokondri§lis illetve nukle§ris DNS-ben. Ugyancsak a nukleinsavhoz val· kºtŖd®s 
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alapj§n lehetett felt®telezni, hogy v²rusok nukleinsav alkot·ihoz kapcsol·dva lehetnek 

hat®kony antivir§lis §gensek. Ez ut·bbi jelens®gnek tºbbek kºzºtt a v®rk®sz²tm®nyek 

sterilizil§s§ban lehet szerepe [39]. A membr§nburokkal rendelkezŖ v²rusok inaktiv§ci·j§ban az 

elsŖsorban membr§nban lokaliz§l·d· f®ny®rz®keny²tŖket is sikerrel alkalmazz§k [13,40-42], de 

a burok n®lk¿li v²rusok fotodinamikus ¼ton tºrt®nŖ inaktiv§ci·ja nem megoldott, s ezen a 

ter¿leten a kationos porfirinek ¼j lehetŖs®get k²n§lnak.  

(2) A kationos porfirinek elŖnye lehet a fotodinamikus daganatter§pi§ban, hogy a 

tumorsejtek felsz²n®nek tºlt®sviszonyai miatt feltehetŖen a pozit²v tºlt®sŤ hat·anyagok 

nagyobb affinit§st, esetleg szelekt²v felhalmoz·d§st mutathatnak ezekben a sejtekben [43-45].  

(3) A mikroorganizmusok egyre nºvekvŖ antibiotikum-rezisztenci§ja miatt egyre nagyobb 

®rdeklŖd®s mutatkozik m§s, potenci§lis antibakteri§lis elj§r§sok, ²gy a fotodinamikus reakci·k 

felhaszn§l§sa ir§nt [46]. A Gram-pozit²v bakt®riumok inaktiv§ci·j§ban sz§mos elsŖ- illetve 

m§sodik gener§ci·s f®ny®rz®keny²tŖ hat®konynak bizonyult [47,48,49]. Ugyanakkor a Gram-

negat²v bakt®riumokkal szemben ezek hat§stalanok voltak [50]. A Gram-negat²v bakt®rium fal 

szerkezete indokolta [51] a kationos porfirinek kipr·b§l§s§t, s ezek a pr·b§lkoz§sok 

eredm®nyesnek is bizonyultak [52,53].  

Munk§nk kiemelkedŖ r®sz®t k®pezi a pozit²v tºlt®sŤ porfirinek ®s nukleinsavak illetve 

nukleoprotein komplexek kºlcsºnhat§s§nak elemz®se. Az ezzel kapcsolatos irodalmi 

ismeretek r®szletes §ttekint®s®re a 2.3. fejezetben t®rek ki. 

A negat²v tºlt®sŤ porfirin illetve ftalocianin sz§rmaz®kok nem v§ltak jelentŖss® a 

fotodinamikus elj§r§sokban. A Mezo-tetra-(4-szulfonatofenil)-porfirin [54] elŖnye, hogy 

v²zold®kony ®s kit¿nŖ szingulett oxig®n termel®si kvantumhat§sfokkal rendelkezik [55], ami 

megfelelŖ lehetne a PDT szempontj§b·l. Ugyanakkor a vegy¿let kºnnyen proton§l·dik, a 

proton§lt forma pedig aggreg§l·dik, ami a spektr§lis tulajdons§gok drasztikus megv§ltoz§s§t 

okozza [56], ®s ez®rt fototoxikus aktivit§sa csek®ly. Ennek ellen®re jelentŖs®g¿k nem 

elhanyagolhat·. Nem fototoxikus §gensk®nt makromolekul§khoz tºrt®nŖ kºtŖd®s¿k r®v®n 

felbukkannak tumorellenes vagy egy®b ter§pi§s elj§r§sokban [57,58].  

Az elm¼lt ®vtizedekben sz§mos tºrekv®s ir§nyult arra, hogy a m§r ismert szerkezetŤ porfirin 

t²pus¼ f®ny®rz®keny²tŖk hat®konys§g§t fokozz§k oldhat·s§guk nºvel®se, aggreg§ci·s 

hajland·s§guk csºkkent®se, szelekt²v felhalmoz·d§suk fokoz§sa illetve sejten bel¿li 

lokaliz§ci·juk m·dos²t§sa r®v®n. Az erre ir§nyul· strat®gi§k kºz¿l k¿lºnºs figyelmet ®rdemel 

a k¿lºnbºzŖ f®ny®rz®keny²tŖ konjug§tumok tervez®se, szint®zise.  
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Biotin kapcsol§sa ftalocianinhoz p®ld§ul elŖseg²ti az amfifil karakter kialakul§s§t ®s fokozza 

a sejtbeni felhalmoz·d§s§t [59]. Hasonl· megfontol§sok is t§mogatt§k az aszimmetrikus 

szerkezet kialak²t§s§t lehetŖv® tevŖ, a hidrof·b/hidrofil karakter finom szab§lyoz§s§ra 

alkalmas, ®s ²gy a v²zold®konys§g fokoz§s§t biztos²t· mezo-szubsztitu§lt porfirin sz§rmaz®kok 

tervez®s®t, szint®zis®t ®s fotobiol·giai folyamatokban tºrt®nŖ vizsg§lat§t [60-62]. A mezo-

szubsztitu§lt porfirinek kºzºtt az ut·bbi ®vtizedekben jelentŖs szerepet kaptak a mono- ®s 

diszacharid konjug§tumok, amelyekben a plan§ris szerkezetŤ tetrafenil-porfirin fenil 

csoportj§hoz kapcsol·dik a sz®nhidr§t r®szlet. Ezekben a vegy¿letekben a sejten bel¿li 

lokaliz§ci· szempontj§b·l kritikus [63,64] m®ret, elektrondenzit§s, t®rszerkezet, 

hidrof·b/hidrofil karakter hangolhat· a szacharid partner szerkezet®nek, m®ret®nek, a 

szubsztituensek orto- vagy para- poz²ci·j§nak, illetve a fenil csoportok egy®b 

szubsztituenseinek (pl. penta-fluorofenil csoport) megv§laszt§s§val. A sz®nhidr§t r®szlet 

jelenl®te ezen fel¿l elŖnyºs lehet a sejtekkel val· kapcsolat kialak²t§s§ban is, amennyiben 

sejtfelsz²ni receptorokhoz val· kºtŖd®st tesznek lehetŖv® [65].  

K¿lºnºsen kiemelkedŖ munk§t v®gzett a glikozil§lt porfirinek tervez®se szint®zise ter®n 

Momanteau majd Maillard kutat·csoportja [66-70]. E kutat·csoporttal egy¿ttmŤkºd®sben 

foglalkoztunk a glikozil§lt porfirinek ®s modellmembr§nok kºzºtti kºlcsºnhat§sok, az 

egyes sz§rmaz®kok membr§non bel¿li lokaliz§ci·j§nak kutat§s§val, fotok®miai 

hat®konys§guk vizsg§lat§val. 

Egy tov§bbi lehets®ges megkºzel²t®s a sejtbeni felhalmoz·d§s fokoz§s§ra a porfirin, illetve 

klorin vagy ftalocianin kapcsol§sa szteroid hormonnal illetve koleszterinnel [71,72]. A 

koleszterin elŖseg²ti a konjug§tum asszoci§ci·j§t LDL-lel, s ezen kereszt¿l fokozhatja 

felhalmoz·d§s§t a daganat sejtekben [18]. Osati ®s mtsai [73] k¿lºnbºzŖ szteroid hormonokat 

kapcsoltak porfirinekhez illetve ftalocianinokhoz azt felt®telezve, hogy a szeroidok sejtfelsz²ni 

receptorai elŖseg²tik azok sejtbe jut§s§t. Ezek a pr·b§lkoz§sok nem j§rtak a v§rt sikerrel. Vagy 

a receptor aktivit§sa nem bizonyult megfelelŖnek a konjug§tumokkal szemben, vagyï mint az 

m§s konjug§tumok eset®ben is tapasztalhat· volt ï a konjug§ci· kedvezŖtlen¿l befoly§solta a 

porfirinek fotofizikai tulajdons§gait.  

M§s, kis molekul§khoz hasonl·an, a porfirin t²pus¼ vegy¿letek c®lbajuttat§s§ban is 

kiemelkedŖ strat®gia lehet oligopeptidek kapcsol§sa a f®ny®rz®keny²tŖ molekul§hoz. A peptid 

kiv§laszt§s§ban tºbb megkºzel²t®s ismert. Tºrt®ntek vizsg§latok sejtpenetr§l· peptid (CPP) 

[74], oktaarginin konjug§tumokkal [75], vagy a tumorok kºr¿li erek fal§ban elhelyezkedŖ 

vascular endothelial growth factor (VEGF) specifikus heptapeptidek konjug§tumaival. A 
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f®ny®rz®keny²tŖ-oligopeptid konjug§tumoknak egy speci§lis csoportj§t k®pezik azok a 

vegy¿letek, amelyek szint®zis®nek c®lja nem a hum§n sejtekben, hanem a patog®n 

mikroorganizmusokban val· felhalmoz·d§s fokoz§sa. Doselli ®s mtsai [76] kapcsoltak elŖszºr 

pozit²v tºlt®sŤ antimikrobi§lis peptidet, apidaecint, majd magainint ®s buforint [77] negat²v 

tºlt®sŤ vagy neutr§lis porfirin sz§rmaz®kokhoz, ezzel elŖseg²tve azok Gram-negat²v bakt®rium 

sejtekbe val· bejut§s§t. 

A szerte§gaz· eredm®nyek r®szletes elemz®s®re a dolgozat keretei kºzºtt nincs m·d, de 

n®h§ny ºsszefoglal· meg§llap²t§st felt®tlen¿l tehet¿nk. Az oligopeptidek kapcsol§sa PS-ekhez 

sikeres pr·b§lkoz§snak bizonyult abban a tekintetben, hogy siker¿lt el®rni, hogy a 

f®ny®rz®keny²tŖk nagyobb m®rt®kben legyenek jelen a c®lzott sejtekben. Ez azonban tºbbnyire 

nem j§r egy¿tt a fototoxikus hat§s fokoz·d§s§val, aminek tºbb, konjug§tumonk®nt esetleg 

elt®rŖ oka is lehet: a konjug§l§s kedvezŖtlen¿l befoly§solhatja a PS fotofizikai param®tereit 

®s/vagy megv§ltoztatja annak sejten bel¿li lokaliz§ci·j§t. Ez ut·bbi m®g akkor is megfigyelhetŖ 

volt, amikor a PS-hez sejtorganellumokat ï sejtmagot (NLS) vagy mitokondriumot (MSP) ï 

c®lz· peptideket kapcsoltak [78,79]. Ezen pr·b§lkoz§sok ºsszess®g®ben eredm®nytelennek 

bizonyultak. 

A PS-oligopeptid konjug§tumokkal kapcsolatos ¼jabb eredm®nyekrŖl ad r®szletesebb 

§ttekint®st Orosz ®s Csik ºsszefoglal· kºzlem®nye [80].  

A c®lbajuttat§son t¼l a konjug§ci· c®lja lehet a porfirin fotofizikai tulajdons§gainak jav²t§sa 

vagy ¼j fotok®mia ¼tvonalak megnyit§sa. A kumarin-porfirin konjug§tumokban p®ld§ul a 

kumarin (donor) ®s porfirin (akceptor) kºzºtti energiatranszfer lehetŖs®g®t haszn§lj§k ki 

[81,82]. A konjug§tumban a PS gerjeszt®se sz®lesebb spektrumban v§lik lehets®gess® a 

kumarin komponens UV abszorpci·ja r®v®n. 

A f®ny®rz®keny²tŖ vegy¿letek konjug§tumainak szint®zis®ben egy, a fentiektŖl merŖben 

elt®rŖ strat®gia az, amikor a c®l nem a PS c®lba juttat§sa, hanem maga a PS a konjug§tum 

c®lbajuttat· komponense. A h§rom illetve n®gy pozit²v tºlt®st hordoz· porfirin sz§rmaz®kokr·l 

ismert, hogy nagy affinit§ssal kºtŖdnek nukleinsavakhoz. (Ennek h§tter®t r®szletesebben 

bemutatom a 2.3. fejezetben.) Ennek alapj§n felt®telezhetŖ volt, hogy ilyen kationos 

porfirinekkel konjug§lt molekul§kat [83] a porfirin seg²ts®g®vel a nukleinsavak kºrnyezet®be 

lehet juttatni [84]. A DNS-hez kºtŖdºtt konjug§tumok megv§ltoztathatj§k a nukleinsav 

t®rszerkezet®t [85] ®s ²gy befoly§solhatj§k mŤkºd®s®t. A konjug§tumok megfelelŖ tervez®s®vel 

szekvencia specifikus kºtŖd®s ®s hat§s is el®rhetŖ [86]. Tov§bbi lehetŖs®g, hogy a 
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konjug§tumok  ╖  kihaszn§lva a porfirinek fotok®miai reakci·it  ╖  ir§ny²tott l§nctºr®seket ®s/vagy 

keresztkºt®seket hozhatnak l®tre a DNS-ben [87,88].  

Annak ellen®re, hogy sz§mos, k¿lºnbºzŖ szerkezetŤ kationos porfirin-konjug§tum ismert, 

nem tudjuk, mik®nt befoly§solja a konjug§ci· a kationos porfirinek kºtŖd®s®t a DNS-hez 

illetve nukleoprotein komplexhez, hogyan m·dos²tja az egyes kºt®si m·dok kialakul§s§nak 

lehetŖs®g®t. Ezen k®rd®sek megv§laszol§sa ®rdek®ben porfirin -tetrapeptid konjug§tumok 

seg²ts®g®vel azonos²tottuk az egyes kºt®si form§kat, ®s meghat§roztuk azok mennyis®gi 

megoszl§s§t. 

2.2. Porfirin sz§rmaz®kok kºtŖd®se ®s lokaliz§ci·ja modell membr§nokban 

A f®ny®rz®keny²tŖ vegy¿letek sejten bel¿li elhelyezked®s®nek kiemelten fontos szerepe 

van a hat§smechanizmusuk ®s a kifejtett hat§s eredm®nyess®ge szempontj§b·l. Ennek 

h§tter®ben az §ll, hogy az indirekt fotoreakci·ban megjelenŖ citotoxikus reakt²v §gensek 

®lettartama rºvid, tipikusan 40 ns-n§l rºvidebb, ²gy hat·t§vols§guk is korl§tozott, §tlagosan 

20 nm [89]. Ez®rt a f®ny®rz®keny²tŖ vegy¿letek sejten bel¿li elhelyezked®se egy¼ttal a 

kialakul· fotok®miai s®r¿l®sek hely®t is meghat§rozza.  

A porfirin sz§rmaz®kok a sejten bel¿l k¿lºnbºzŖ sejtalkot·kban lokaliz§l·dhatnak [15,90]. 

Ezek kºz¿l kiemelten a sejtmembr§nban [43,91], mitokondriumok membr§nj§ban [92,93], a 

lizosz·m§kban [94-96] ®s az endoplazmatikus retikulumban [97]. Bizonyos esetekben 

felt®telezhetŖ kºtŖd®s¿k a mitokondri§lis DNS illetve a nukle§ris DNS kºrnyezet®ben [98-

100]. Egy adott porfirin sz§rmaz®k sejten bel¿li lokaliz§ci·j§t, ®s ezzel ºsszef¿gg®sben 

fotoreakci·j§nak t§mad§spontj§t befoly§solhatj§k a f®ny®rz®keny²tŖ vegy¿let tulajdons§gai, 

²gy a hidrof·bicit§s, a hordozott tºlt®sek sz§ma ®s milyens®ge, tºlt®s/tºmeg ar§nya, a 

tetrapirrol gyŤrŤn megjelenŖ szubsztituensek minŖs®ge ®s sz§ma, valamint a sejtbejut§s 

mechanizmusa, a k®rd®ses c®lsejt t²pusa. 

A sejten bel¿li lehets®ges t§mad§spontok kºz¿l kezdetektŖl k¿lºnºs figyelmet kapott a 

sejtmembr§n. Ennek oka kettŖs. A sejtmembr§n jelenti ugyanis a sejttel l®trejºvŖ kapcsolat 

elsŖ vonal§t, tov§bb§ a porfirin t²pus¼ f®ny®rz®keny²tŖk tºbbnyire lipofil karakter¿k miatt 

k®szs®get mutatnak a kettŖs lipid r®tegben val· elhelyezked®sre. A membr§nhoz val· kºtŖd®s 

²gy elŖfelt®tele a k®sŖbbi citotoxikus hat§s kialakul§s§nak [101,102], aminek c®lpontja 

sz§mos esetben ugyancsak a sejtmembr§n. 

A membr§nnal kialak²tott kapcsolat elemz®se, a membr§nban zajl· folyamatok ï a porfirin 

membr§non bel¿li elhelyezked®s®nek, a 1O2, keletkez®s hat§sfok§nak, az oxidat²v s®r¿l®sek 
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kialakul§s§nak ï megismer®se fontos a PDT hat§smechanizmus§nak meg®rt®se, ¼j 

f®ny®rz®keny²tŖ vegy¿letek tervez®se, az elj§r§s hat§soss§g§nak fokoz§sa szempontj§b·l. 

A k¿lºnbºzŖ ºsszet®telŤ liposz·m§k, mint membr§n modellek alkalmasak a membr§nt 

®rintŖ folyamatok sokr®tŤ tanulm§nyoz§s§ra [103]. LehetŖs®get adnak a porfirin sz§rmaz®kok 

asszoci§ci·j§t befoly§sol· fiziko-k®miai param®terek, a fotobiol·gia hat®konys§got m·dos²t· 

fotofizikai jellemzŖk vizsg§lat§ra, a fotobiol·giai hat§smechanizmus r®szleteinek felt§r§s§ra 

[104-106]. A liposz·ma alkot·inak megv§laszt§s§val modellezhetŖk a membr§n egyes 

tulajdons§gai, tºbbek kºzºtt viszkozit§sa, fel¿leti tºlt®seloszl§sa, a kettŖs r®teg vastags§ga, 

stb. [107,108]. Ez a v§ltozatoss§g lehetŖv® teszi a kºtŖd®st befoly§sol· k¿lºnbºzŖ t®nyezŖk 

megismer®s®t, elemz®s®t.  

2. t§bl§zat Porfirin sz§rmaz®kok liposz·ma kºtŖd®si §lland·i (Kb [M
-1]) 

vegy¿let Kb [M -1] kºr¿lm®nyek hivatkoz§s 

Hp 1,6x103 pH 7,4; 37 ÁC [113] 

HpD 4,1x103 pH 7,4; 37 ÁC [113] 

ZnHp 1,6x103 pH 7,4; 37 ÁC [114] 

Klorin e6 9,1x103 pH 6,5 [115] 

Klorin e6 5,9x103 pH 7,4 [115] 

Klorin e6 6,3x103 
toj§s lecitin, 

szobahŖm®rs®klet 
[116] 

MPE 2,8x105 
DMPC; pH 7,4; 

szobahŖm®rs®klet 
[117] 

MPCl 7,1x104 
DMPC; pH 7,4; 

szobahŖm®rs®klet 
[117] 

DPIX 2,3x104 pH 7,2; 37 ÁC [118] 

PPIX 2,3x104 pH 7,2; 37 ÁC [118] 

Az egyik alapvetŖ k®rd®s egy porfirin sz§rmaz®k v§rhat· kºtŖd®si k®szs®ge a membr§nhoz. 

A porfirin lipofilicit§sa jellemezhetŖ az n-oktanol-v²z rendszerben m®rt megoszl§si 

h§nyadossal. EgyszerŤs²tett megkºzel²t®s szerint a membr§n-porfirin kºtŖd®si §lland·ja 

becs¿lhetŖ, legal§bbis a kºtŖd®si §lland·k relat²v sorrendje megadhat· a megoszl§si 
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h§nyadosok alapj§n. Sz§mos vegy¿letre kiterjedŖ ºsszehasonl²t· elemz®s szerint [109] azonban 

a korrel§ci· a liposz·m§kon meghat§rozott kºtŖd®si §lland· ®s a megoszl§si h§nyados kºzºtt 

nem felt®tlen¿l §ll fenn [110]. K¿lºnºsen ²gy van ez az aszimmetrikusan szubsztitu§lt, vagy 

hossz¼ alkil-karboxil oldall§ncokat hordoz· porfirin sz§rmaz®kok, illetve tºltºtt fejcsoportokat 

is tartalmaz· liposz·m§kkal v®gzett k²s®rletek eset®n. Ez®rt a kºtŖd®si §lland·k meghat§roz§sa 

nem l§tszik megker¿lhetŖnek. 

Az irodalomban sz§mos adat §ll rendelkez®sre k¿lºnbºzŖ porfirin sz§rmaz®kok liposz·ma 

kºtŖd®si §lland·ival kapcsolatban. Ezek kºz¿l n®h§nyat mutat be a 2. t§bl§zat. 

A kºtŖd®si §lland·k meghat§roz§s§ra k²n§lkoz· m·dszer a porfirin sz§rmaz®k 

abszorbanci§j§nak, vagy m®g ink§bb fluoreszcencia intenzit§s§nak v§ltoz§sa a liposz·ma 

jelenl®t®ben, mivel az apol§ros kºzegben val· elhelyezked®s a fluoreszcencia intenzit§s 

nºveked®s®hez vezet. Ugyanakkor neh®zs®get jelent az irodalmi adatok ºsszehasonl²t§sakor ®s 

felhaszn§l§sakor, hogy a modellmembr§n ºsszet®tele ®s a k²s®rleti kºr¿lm®nyek, p®ld§ul a 

koncentr§ci· viszonyok, vagy ak§r a m®rt®kegys®grendszerek sz®les variabilit§st mutatnak. 

N®h§ny fontos meg§llap²t§s azonban ²gy is tehetŖ.  

A kºtŖd®si §lland· nagys§ga sz§mos t®nyezŖtŖl f¿gg, ²gy a porfirin sz§rmaz®k 

hidrof·b/hidrofil karater®tŖl, a liposz·ma lipidºsszet®tel®tŖl [119], a fejcsoportok tºlt®s®tŖl 

[120] a pH-t·l [115]. JelentŖs®ge van a sz®nhidrog®nl§nc hossz§nak [117], ami befoly§solja a 

l§ncon bel¿li lokaliz§ci·t, ®s ²gy a lehets®ges kºtŖhelyek sz§m§t is. Az alkalmazott 

koncentr§ci·k mellett a hidrof·b sz§rmaz®kok egy r®sze bizonyosan aggreg§lt form§ban van 

jelen, de a modell membr§nnal csak a monomerek l®pnek kºlcsºnhat§sba [113]. 

Az eredm®nyek ®rt®kel®s®n®l tekintettel kell lenni arra, hogy a membr§nban 

megv§ltozhatnak a porfirinek fotofizikai param®terei [121-124]. Ezt egyr®szt a vizes oldathoz 

k®pest hidrof·b vagy ®ppen a heterog®n kºrnyezet okozhatja. M§sr®szt ï hab§r §ltal§nosan 

®rv®nyes, hogy az apol§ris porfirinek a liposz·m§kban monomer §llapotban vannak jelen ï, a 

magas porfirin/lipid ar§ny vagy a porfirin nagy lok§lis koncentr§ci·ja, klaszterek kialakul§sa 

miatt m®gis l®trejºvŖ aggreg§ci·, ami kedvez a fluoreszcencia kiolt§si folyamatok 

lej§tsz·d§s§nak [125]. 

A porfirinek fotok®miai hat®konys§g§t a membr§n kºtŖd®si hajland·s§gon t¼l 

befoly§solhatja a lipid kettŖs r®tegen bel¿li lokaliz§ci·juk. Csak a foszfolipid kettŖs r®teget 

tekintve, a porfirinek h§rom k¿lºnbºzŖ elrendezŖd®sben kºtŖdhetnek a membr§nhoz 

[103,126]. Elhelyezkedhetnek a pol§ros fejcsoport-v²z hat§rr®tegben, a lipid oldall§ncok nyaki, 

pol§ros fejcsoportokkal hat§ros r®sz®ben vagy az apol§ros oldall§ncok kºrnyezet®ben a 
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l§ncokkal p§rhuzamosan illetve a lipid kettŖs r®teg hat§r§n [117,127,128]. Tºbb porfirin 

sz§rmaz®k eset®ben kimutatt§k, hogy elhelyezked®se a fenti kompartmentek nemcsak egyik®t 

®rinti.  

A hematoporfirin (Hp) ®s metil ®sztere a lipid v²zzel ®rintkezŖ r®gi·iban helyezkednek el 

[63,127], de lokaliz§ci·juk f¿gg a hŖm®rs®klettŖl, a sz®nhidrog®n l§nc rendezetts®g®tŖl. A 

f§zis§talakul§si hŖm®rs®klet kºzel®ben az unilamell§ris liposz·ma belsŖ r®teg is 

hozz§f®rhetŖv® v§lik a Hp sz§m§ra. A Hp koncentr§ci·j§nak nºveked®se szint®n 

megv§ltoztatja a vegy¿let elhelyezked®s®t, alacsonyabb koncentr§ci·kn§l a teljes molekula a 

fejcsoportok kºrnyezet®ben lokaliz§l·dik, m²g magasabb koncentr§ci·kn§l a pol§ros oldall§nc 

a fejcsoportok, az apol§ros tetrapirrol gyŤrŤ a lipid f§zisban helyezkedik el [103]. Richelli ®s 

mtsai [63]szerint az apol§ros protoporfirin IX m§r a f§zis§talakul§si hŖm®rs®klet alatt ®s kis 

koncentr§ci·k mellett is a lipid m§trixban lokaliz§l·dik, m§s eredm®nyek szerint azonban az 

unilamell§ris DMPC liposz·m§ban r®szben az apol§ros r®gi·ban helyezkedik el, r®szben annak 

a nyaki, a pol§ros fejcsoportokkal hat§ros r®gi·j§ban [129]. A klorin e6 DMPC ®s DPPC 

liposz·m§kban alacsony koncentr§ci·ban a belsŖ, magasabb koncentr§ci·ban a k¿lsŖ lipid 

r®tegben halmoz·dik fel.  

A porfirin sz§rmaz®kok liposz·m§ban val· lokaliz§ci·j§nak meghat§roz§s§ra sz®les 

metodikai reperto§r §ll rendelkez®sre. Ezek tºbbs®ge a porfirin sz§rmaz®k saj§t fotofizikai 

param®tereinek, ²gy az abszorbancia, a fluoreszcencia intenzit§s [127], a kvantumhat§sfok 

[126] illetve az ®lettartam [130] jellegzetes, a molekul§ris kºrnyezettel ºsszef¿gg®sben v§ltoz· 

®rt®keit haszn§lja ki.  

A lokaliz§ci· pontosabb meghat§roz§s§ra ad lehetŖs®get, ha a fent eml²tett param®terek 

v§ltoz§s§t a lipidek f§zis§talakul§si folyamat§val ºsszef¿gg®sben vizsg§ljuk, azaz a 

hŖm®rs®klet f¿ggv®ny®ben kºvetj¿k. Tov§bbi lehetŖs®g a kºtºtt porfirin anizotr·pi§j§nak 

meghat§roz§sa illetve az anizotr·pia v§ltoz§sa a hŖm®rs®klet f¿ggv®ny®ben [103], azaz az 

egyes lipid r®gi·k rendezetts®g®vel ºsszef¿gg®sben. A porfirinek saj§t fluoreszcenci§j§t 

kihaszn§l· m·dszerek kºz¿l is kiemel®st ®rdemel a Ăsite-selectiveò fluoreszcencia 

spektroszk·pia [117]. A m·dszer k¿lºnºsen hasznos, ha felt®telezhetŖ, hogy a porfirin 

elhelyezked®se nemcsak egy kompartmentet ®rint. Az inhomog®n eloszl§sf¿ggv®nyek 

elemz®se lehetŖv® teszi annak meghat§roz§s§t, hogy egy adott porfirin-lipid kºlcsºnhat§s sor§n 

h§ny f®le kºtŖhely (lokaliz§ci·) kialakul§s§ra van lehetŖs®g. 

A porfirinek saj§t fluoreszcens jel®nek kihaszn§l§s§n t¼l alkalmazhatunk az egyes lipid 

r®gi·kat specifikusan jelºlŖ fluoreszcens vagy ESR jelet szolg§ltat· spinjelzŖ [131] 
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molekul§kat illetve ismert lokaliz§ci·j¼ quenchereket [116]. Ilyenkor a jelºlŖ molekula §ltal 

szolg§ltatott jel v§ltoz§s§b·l kºvetkeztethet¿nk a porfirin azonos r®gi·ban val· 

elhelyezked®s®re. Ez ut·bbi m·dszerek elŖnye lehet a pontosabb lokaliz§ci· meghat§roz§s, de 

kock§zatuk, hogy a jelzŖ vagy quencher maga is m·dos²tja az eredeti lipid kºrnyezetet.  

A kutat§s sor§n azt elemezt¿k, hogy milyen t®nyezŖk befoly§solj§k a f®ny®rz®keny²tŖ 

lipid kettŖs r®tegen bel¿li elhelyezked®s®t, k¿lºnºs tekintettel a porfirin szerkezet®re. A 

v§lasztott glikozil§lt porfirinek vegy¿letcsal§dj§nak k®pviselŖi lehetŖs®get ny¼jtanak a 

molekulaszerkezet Ăfinom hangol§s§raò (l§sd 2.1 fejezet), ²gy a porfirin lokaliz§ci·ja ®s a 

molekulaszerkezet kºzºtti kapcsolat r®szleteinek tanulm§nyoz§s§ra. 

2.3. Porfirin sz§rmaz®kok kºtŖd®se nukleinsavakhoz 

2.3.1. A kºtŖd®s form§i 

A DNS-ligandum kºlcsºnhat§sok t®makºre a biok®mia, molekul§ris biol·gia kiterjedten 

vizsg§lt ter¿lete. JelentŖs®g¿k tºbbek kºzºtt az ºrºk²tŖanyag expresszi·j§nak szab§lyoz§s§ban 

[132], m·dos²t§s§ban, mutag®n anyagok hat§smechanizmus§nak meg®rt®s®ben §ll [133]. A 

molekul§ris biol·giai kutat§sok m·dszerei is, p®ld§ul a g®l elektrofor®zis vagy a DNS-

szekven§l§s, gyakran ®p²tenek ilyen kºlcsºnhat§sokra [134,135]. 

Sz§mos olyan kism®retŤ ligandum ismert, amely a nukleinsavakhoz, kit¿ntetetten a kettŖs 

sz§l¼ DNS-hez nem kovalens kºt®ssel k®pes kºtŖdni. Ezt vagy a kºtŖdŖ molekula plan§ris 

arom§s szerkezete, vagy megfelelŖ t®rszerkezete ®s a cukor-foszf§t l§nccal elektrosztatikus 

kºlcsºnhat§s kialak²t§s§ra alkalmas tºlt®seloszl§sa teszi lehetŖv®. Az elŖbbi a fŖ kºtŖd®si 

m·dok kºz¿l a b§zisp§rok kºz® tºrt®nŖ interkal§ci·, az ut·bbi a cukor-foszf§t l§ncok 

r®szv®tel®vel kialakul·, ¼gynevezett k¿lsŖ kºtŖd®s sz§m§ra biztos²t kedvezŖ felt®teleket 

[136,137]. 

Az interkal§l· vegy¿letek kºz¿l sz§mos ismert, mint antimikrobi§lis szer (pl. akridin 

sz§rmaz®kok) [138] vagy tumorellenes hat·anyag (pl antraciklinek) [139]. Hat§suk alapja a 

transzkripci· ®s replik§ci· g§tl§sa [140]. Az interkal§l· vegy¿letek sz®les kºrben haszn§ltak a 

DNS szerkezeti ®s szerkezet dinamikai vizsg§lataiban, tov§bb§ mint a DNS fluoreszcens jelzŖi 

(pl. cianinok) [141]. 

Kis molekul§k ( ̓1 kD) k¿lsŖ kºtŖd®se jellemzŖen a k®t polinukleotid sz§l §ltal k®pzett kis 

§rokban alakul ki (ellent®tben a feh®rje-kºtŖd®s®vel, ami tipikusan a nagy §rokban jºn l®tre). A 

kis §rokban l®vŖ G-C b§zisp§rok amino-csoportjaik §ltal okozott szt®rikus g§tl§s miatt nem 

kedveznek a ligandumok kis §rokba val· kºtŖd®s®nek. EbbŖl kºvetkezik az ilyen kºtŖd®sek A-
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T b§zisspecificit§sa. [142,143]. A kis §rokba kºtŖdŖ vegy¿letek kºzºtt szint®n tal§lunk ²g®retes 

tumorellenes szereket (pl. netropsin, distamycin A) [144], antibakteri§lis hat·anyagokat (pl. 

duocarmycin A) ®s fluoreszcens jelzŖk®nt haszn§lt vegy¿leteket (pl. Hoechst fest®kek) [142].  

A porfirin sz§rmaz®kok kºz¿l a pozit²v tºlt®st hordoz· sz§rmaz®kokr·l volt felt®telezhetŖ, 

hogy nukleinsavakkal k®pesek a fent le²rt kºt®si m·dok kialak²t§s§ra. A kationos porfirinek 

alapvegy¿let®nek tekinthetŖ 5,10,15,20-tetrakisz(1-metil-4-piridinio)porfirin (TMPyP) (l§sd 

10. §bra, Anyagok ®s m·dszerek) DNS ir§nt mutatott affinit§sa tºbb mint 30 ®ve ismert ®s 

kiterjedten vizsg§lt jelens®g. A molekula szerkezete lehetŖs®get ny¼jt mindk®t fŖ kºt®si m·d 

kialak²t§s§ra.  

Az interkal§c· szempontj§b·l fontos a vegy¿let plan§ris szerkezete, m®rete ®s az arom§s 

gyŤrŤk jelenl®te. A TMPyP szerkezete megfelel a planarit§s kºvetelm®ny®nek [145]; a mezo-

szubsztituensek ko-plan§ris helyzete pedig tov§bb nºveli a tetrapirrol arom§s jelleg®t. Az 

alapvegy¿let Ni II ®s CuII komplexei szint®n plan§ris szerkezetŤek, s mint ilyenek szint®n 

k®pesek interkal§ci·ra, sŖt elŖseg²thetik azt [146-148]. 

Az A-T szekvencia (amihez legal§bb h§rom egym§s kºvetŖ A-T b§zisp§rra van sz¿ks®g a 

kis §rokba val· k¿lsŖ kºtŖd®snek kedvez, aminek egyik oka az A-T r®gi· kis §rk§nak negat²v 

tºlt®se. Itt a kºtŖd®s l®trejºtte szempontj§b·l a porfirin pozit²v tºlt®s®nek ®s H-h²d kialak²t§si 

k®pess®g®nek van szerepe [149-151]. A TMPyP is kialak²t kis §rokbeli kºtŖd®st, ®s axi§lis 

ligandumokat (pl. Zn2+, Mn3+, Fe3+) tartalmaz· komplexei sz§m§ra ez a prefer§lt kºtŖd®si m·d 

[152]. 

Az irodalomban konszenzus van arr·l, hogy a TMPyP mindk®t t²pus¼, nem kovalens 

kºt®ssel kapcsol·dhat a kettŖs sz§l¼ DNS-hez [146,153]. Meg kell jegyezni, hogy megfelelŖ 

koncentr§ci· viszonyok (nagy relat²v porfirin koncentr§ci·) mellett az un. k¿lsŖ aggreg§ci· is 

l®trejºhet, ami a porfirinek egym§shoz val· kapcsol·d§s§val alakul ki. 

A k®tf®le kºtŖd®si m·d l®tez®s®t molekulamodellez®si megkºzel²t®sek is al§t§masztott§k. 

Sz¿lettek eredm®nyek TMPyP-dinukleotid (TA, GC) [145], TMPyP-hexanukleotid 

(CGCGCG, TATATA) [154], valamint TMPyP-dodekanukleotid [155] komplexekkel 

kapcsolatosan. A modellek hozz§j§rulnak a szekvencia-specificit§s meg®rt®s®hez; a TA ®s a 

TATATA modellekben ugyanis a k¿lsŖ kºtºtt, a GC ®s CGCGCG modellekben pedig az 

interkal§lt §llapot mutatkozott a legalacsonyabb energi§j¼nak. Fontos azonban megjegyezni, 

hogy ezek a modellek §ltal§ban nem, vagy korl§tozottan vett®k figyelembe a kºrnyezet (pl. 

old·szer, ionerŖ) hat§s§t. 
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A k®tf®le kºtŖd®si m·dot bizony²tott§k a DNS-has²t§son alapul· Ăfootprintingò vizsg§latok. 

Ezek a k¿lºnbºzŖ §gensek (metidium-propil-EDTA, KMnO4, DN§z I) §ltal elŖid®zett DNS-

degrad§ci·t, illetve annak a kºtŖdŖ molekula §ltal okozott megv§ltoz§s§t elemzik a term®kek 

elektrofor®zis®vel. Kimutatt§k [156,155], hogy a k¿lsŖ kºtºtt, A-T preferenci§t mutat· §llapot 

a kis §rok-t§mad§spont¼ has²t· vagy¿letek aktivit§s§t jelentŖsen g§tolja egy, mintegy 4-5 

b§zisp§r hossz¼ r®gi·ban, m²g G-C preferenci§j¼ interkal§ci· eset®n a DN§z I aktivit§s§ban 

figyelhetŖ meg v§ltoz§s, de csak az ®rintett r®gi· 1-2 b§zisp§rnyi kºrnyezet®ben. 

2.3.2. A kºtºtt form§k jellemz®se 

KezdetektŖl ®szszerŤnek mutatkozott a kºtŖd®si m·dok kºnnyebb elemz®se ®rdek®ben a 

k®tf®le kºtºtt §llapotot k¿lºn mint§kban elŖ§ll²tani ®s elemezni. Erre lehetŖs®get ad a k®t fŖ 

kºt®sm·d, az interkal§ci· ®s a k¿lsŖ kºtŖd®s elt®rŖ b§zispreferenci§ja [156,157]. J·llehet mai 

ismereteink szerint ez a szelektivit§s kor§ntsem kiz§r·lagos, az egyes kºtºtt §llapotok 

elk¿lºn²tett jellemz®s®re alkalmasnak bizonyultak a csak A-T illetve csak G-C tartalm¼ 

szintetikus kettŖs sz§l¼ oligo- illetve polinukleotidok, (A-T)n ®s (G-C)n. A m§sik lehetŖs®g az 

egyes kºtºtt form§k diszkr®t elŖ§ll²t§s§ra a szabadb§zis¼ vegy¿let megfelelŖ komplexk®pz®se 

valamely f®matommal a fent le²rtak szerint.  

Spektroszk·piai jellemz®s 

A kationos porfirinek abszorpci·s spektruma megfelel a szabad b§zis¼ porfirinek tipikus 

spektrum§nak. A spektrum Soret s§vja jellegzetes eltol·d§st mutat a k¿lºnbºzŖ kºt®sform§k 

kialakul§sakor. A k¿lsŖ kºtŖd®s a Soret-s§v m®rs®kelt, 5-8 nm-es vºrºs eltol·d§s§t, valamint 

n®h§ny sz§zal®kos hipokr·mi§j§t okozza. Az interkal§ci· ugyanakkor kifejezett, kb. 10-25 nm 

vºrºseltol·d§ssal ®s 40-50 %-os abszorpci·csºkken®ssel j§r egy¿tt [146,158]. 

A kºtŖd®s hat§sa a fluoreszcencia emisszi·s spektrumokban is felismerhetŖ. A szabad 

porfirin tagolatlan, sz®les emisszi·s s§vja mindk®t kºtºtt form§ban k®t elk¿lºn¿lŖ s§vra hasad 

®s intenzit§sa is megv§ltozik. Interkal§ci·kor csºkken, k¿lsŖ kºtŖd®s kialakul§sakor nºvekszik 

a fluoreszcencia intenzit§s [159,160]. A kºtŖd®s kºvetkezt®ben a kationos porfirin 

fluoreszcencia ®lettartama is jellegzetes v§ltoz§st mutat. A szabad §llapot¼ TMPyP szingulett 

gerjesztett ®lettartama (4,1 ns) k¿lsŖ kºtŖd®s eset®n nŖ (10,6 ns), interkal§ci· eset®n pedig 

csºkken (1,1 ns) foszf§t pufferben [160]. A triplett §llapot ®lettartam§ra vonatkoz· m®r®sekbŖl 

meg§llap²that·, hogy a szabad forma ®lettartama O2-mentes kºrnyezetben 74 Õs, O2 

jelenl®t®ben pedig 2,3-2,5 Õs. Borissevitch ®s mtsai [161] az O2-mentes kºrnyezetben csak egy 

fajta triplett kºtºtt §llapotot figyeltek meg (t=340 Õs), m²g oxig®n jelenl®t®ben k®t, 7,3-13,0 
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illetve 25,0-32,0 Õs-os komponenst ²rtak le. A DNS-kºtŖd®s sor§n mutatott kinetika alapj§n a 

rºvidebb ®lettartam¼ komponenst a k¿lsŖ komplex-szel, a hosszabb ®lettartam¼ popul§ci·t 

pedig az interkal§lt form§val azonos²tott§k. 

3.t§bl§zat A TMPyP DNS-hez kºtºtt k®t fŖ form§j§nak jellemzŖi  

 interkal§ci· k¿lsŖ kºtŖd®s hivatkoz§s 

B§zispreferencia G - C A - T 
[157], [171], 

[156]  
KºtŖhely hossza 1 - 2 bp 4 - 5 bp 

Orient§ci·* ~ 82 - 85 Á ~ 45 - 65 Á [170], [152],  

KºtŖd®si §lland· (M-1)   

[158], [162], 

[173], [172], 
   alacsony ionerŖ 5 x 106 - 2 x 107 4 x 106 

   nagy ionerŖ 6 x 104 7 x 104 

Abszorpci·s spektrum   

[167], [158], 

[146] 
Soret s§v vºrºs eltol·d§s 10 - 25 nm 5 - 8 nm 

Soret s§v hipokr·mia > 40 % 5 - 10 % 

Lumineszcencia jellemzŖk    

Emisszi·s s§v szerkezete felhasad felhasad 

[159], [160], 

[161] 

Fluoreszcencia intenzit§s csºkken nŖ 

Szingulett ®lettartam 1,1 ns 10,6 nsc 

Triplett ®lettartam 25,0 ï 32,0 ɛs 7,3 ï 13,0 ɛs 

Kontakt energia-transzfer van nincs (?) 
[152], 

[162] 

CD-jel a Soret-s§vban negat²v pozit²v 

[167], [158], 

[168], [174], 

[152], [169] 

* - a polinukleotid hossztengely®hez k®pest 
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A DNS-b§zisok ®s a kromof·r kºzels®g®re utal· bizony²t®k a Fºrster-f®le rezonancia 

energiatranszfer l®trejºtte. Ilyenkor a b§zisok abszorpci·s maximum§n (l=260 nm) gerjesztve 

a rendszert, a TMPyP -re jellemzŖ hull§mhossztartom§nyban a porfirinre jellemzŖ emisszi· 

jelenik meg [152,162]. A jelens®g ï a b§zisok ®s a ligandum elektron-rendszer®nek kºzeli 

kapcsolata miatt ï interkal§ci· eset®n figyelhetŖ meg, ²gy arra specifikusnak tekinthetj¿k [163]. 

Egyes megfigyel®sek azonban ennek ellentmondva, ®ppen a kationos porfirinek eset®ben, 

lehets®ges ellenp®ld§val is szolg§lnak [164]. 

A cirkul§ris dikroizmus (CD) spektroszk·pia szint®n szolg§ltathat bizony²t®kot a kºtºtt 

form§k megjelen®s®re, az egyes kºtºtt form§k azonos²t§s§ra. A szabad TMPyP monomer 

akir§lis, ugyanakkor akir§lis porfirin-molekula a kir§lis duplasz§l¼ DNS-hez kºtŖdve induk§lt 

optikai aktivit§st mutat 300 nm felett, s ²gy ez a jel j· elk¿lºn¿l a DNS saj§t CD jel®tŖl 

[165,166]. Tºbb szerzŖ bizony²totta, hogy a TMPyP k¿lsŖ komplex eset®n a Soret-s§vban 

megjelenŖ jel pozit²v, interkal§ci· eset®n pedig negat²v [152, 158,167-169].  

Spektroszk·piai megkºzel²t®sek a komplexek t®rszerkezet®re vonatkoz·an is szolg§lhatnak 

inform§ci·val. Mint azt line§ris dikroizmus m·dszer®vel kimutatt§k, az interkal§ci· eset®n a 

TMPyP s²kja a DNS-b§zisok s²kj§val kºzel p§rhuzamos [152], m²g k¿lsŖ kºtŖd®s eset®n, azzal 

42-45 fokos, Zn-komplex eset®ben 62-67 fokos [170], §rok-kºtŖd®sre jellemzŖ szºget z§r be. 

A TMPyP kºtºtt form§inak jellemz®s®re szolg§l· adatokat a 3. t§bl§zatban foglalom ºssze.  

Mint a fenti p®ld§k is al§t§masztj§k, a TMPyP, illetve k¿lºnbºzŖ f®mkomplexeinek kºtŖd®se 

homog®n b§zisszekvenci§j¼ oligo- ®s polinukleotidokhoz bizony²tott, ®s a k®t kºt®si forma 

azonos²t§sa ®s sz®les kºrŤ jellemz®se is megtºrt®nt. Ugyanakkor a vegyes b§zis-ºsszet®telŤ, 

term®szetes DNS-hez val· kºtŖd®srŖl kev®s adat §ll rendelkez®sre [171,174]. Az §ltalunk 

alkalmazott ®s az ĂEredm®nyekò fejezetben bemutatott abszorpci·s spektrum-felbont§s 

m·dszer®nek egyfajta megkºzel²t®s®t m§r kor§bban felhaszn§lt§k ugyan a k®tf®le kºtºtt §llapot 

kvantitat²v sz®tv§laszt§s§ra [161], de kor§bbi pr·b§lkoz§sok eredm®nyei nem voltak 

ºsszeegyeztethetŖek az egyes kºtºtt form§kra kapott kor§bbi k²s®rleti adatokkal. 

Munk§nk sor§n arra kerest¿nk v§laszt, hogy a kationos porfirinek ismert kºtºtt 

form§i kimutathat·k illetve azonos²that·k-e term®szetes, kettŖs sz§l¼ polinukleotidok 

jelenl®t®ben. Tov§bb l®pve arra is k²v§ncsiak voltunk, hogy l®trejºnnek-e ezek a kºtºtt 

form§k akkor is, ha a polinukleotid nem izol§lt form§ban, hanem nukleoprotein 

komplexek alkot·r®szek®nt van jelen a rendszerben. A kºtºtt form§k azonos²t§s§ban 

elsŖsorban a k¿lºnbºzŖ spektroszk·piai m·dszerek §ltal szolg§ltatott eredm®nyek 

ºsszehasonl²t· elemz®s®re t§maszkodtunk. 
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A kºtŖd®s kinetik§ja 

A TMPyP DNS-kºtŖd®s®nek idŖbeni viszonyait Pasternack ®s munkat§rsai tanulm§nyozt§k 

a porfirin-DNS elegyhez adott detergens (SDS), valamint nagy koncentr§ci·j¼ s·oldat hat§s§ra 

l®trejºvŖ disszoci§ci·, illetve tºbbf®le polinukleotid (szintetikus poli(A-T)2, poli(G-C)2, vegyes 

b§zisºsszet®telŤ term®szetes DNS) kºzºtti kompet²ci·s k²s®rletek idŖviszonyait elemezve. 

Eredm®nyeik szerint a kºtŖd®s m·dj§t·l f¿ggŖen a reakci· n®h§nyszor 10-500 ms-nyi idŖ alatt 

j§tsz·dik le; a k¿lsŖ kºtŖd®s gyorsabban, az interkal§ci· lassabban megy v®gbe. Megeml²tendŖ 

tov§bb§, hogy a reakci·k kinetik§j§nak r®szletes elemz®se sor§n a szerzŖk meg§llap²tott§k, 

hogy a k®tf®le kºtºtt forma §talakulhat egym§sba, ®s ehhez nincs sz¿ks®g kºzbeesŖ disszoci§lt 

§llapot megjelen®s®re [167]. 

A kºtŖd®s energetikai viszonyai 

A k®t kºt®si m·d kialakul§s§nak ®s stabilit§s§nak energiaviszonyaira vonatkoz·an 

ellentmond·ak az irodalmi adatok. Abban megegyeznek az eredm®nyek, hogy a DNS-ben 

okozott jelentŖs torzul§s [175] ellen®re az interkal§ci· entalpia vez®relt folyamat 

[158,176,177]. Tjahjono ®s mtsai [176] szerint ugyan²gy exoterm ®s entalpia vez®relt a TMPyP 

kºtŖd®se poly(dA-dT)2 szekvenci§hoz, ami felt®telezhetŖen kis §rokba val· kºtŖd®ssel tºrt®nik. 

M§s szerzŖk szerint a k¿lsŖ kºtŖd®s endoterm ®s entr·pia vez®relt folyamat [158,177]. 

McMillin ®s mtsa [178] molekul§ris modellez®si, krisztallogr§fiai, valamint ¼n. ĂhajtŤò-

DNS fragmentumokon v®gzett k²s®rletek alapj§n az egyes kºtŖd®sekre vonatkoz· aktiv§ci·s ®s 

kºtŖd®si, Ăreorganiz§ci·sò energia-mennyis®geket becs¿lt®k meg. Tanulm§nyuk szerint a k¿lsŖ 

kºtŖd®s jelentŖs aktiv§ci·s energi§t ig®nyel, mivel a lok§lis DNS-strukt¼r§nak jelentŖs 

torzul§st kell elszenvednie. A kedvezŖ elektrosztatikus kºlcsºnhat§sok miatt azonban a 

kºtŖd®skor felszabadul· energia is jelentŖs. Interkal§ci· eset®n az aktiv§ci·s energia-ig®ny 

valamivel m®rs®keltebb, j·llehet mag§ba foglalja a TMPyP piridil -csoportjainak a porfirin-

gyŤrŤ s²kj§ba val· rendezŖd®s®t ®s a DNS r®szleges Ăkicsavarod§s§tò. A kºtŖd®s energi§j§t itt 

a TMPyP piridil -csoportjainak ®s a foszf§t oxig®n-atomoknak az elektrosztatikus 

kºlcsºnhat§sa, valamint a porfirinv§z ®s a b§zisok kºzºtt hidrof·b ®s van der Waals 

kºlcsºnhat§sok adj§k. A szerzŖk felt®telez®se szerint azonban ï a kor§bbi eredm®nyektŖl 

elt®rŖen ï ez kisebb, mint a k¿lsŖ kºtŖd®s kialakul§sakor felszabadul· energia-mennyis®g. 

A kºtŖd®s mennyis®gi jellemz®se 

A ligandumok kºtŖd®s®nek mennyis®gi le²r§s§ra sz§mos koncepci· sz¿letett. Az elsŖ 

modellt a reakci· le²r§s§ra ®s a kºtŖd®si §lland· meghat§roz§s§ra Scatchard dolgozta ki [179]. 

Ez a modell egy ismert sz§m¼, egym§st·l f¿ggetlen, egyforma kºtŖhelyekbŖl §ll· 
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polinukleotidhoz val· kºtŖd®st ²r le a tºmeghat§s tºrv®nye alapj§n, a ĂkºtŖd®si izotermaò (a 

tel²tett kºtŖhelyek / szabad molekul§k ar§ny§nak §br§zol§sa a tel²tett kºtŖhelyek 

f¿ggv®ny®ben) haszn§lat§val. Ezt megkºzel²t®si m·dot az·ta is elterjedten haszn§lj§k. A 

modell nagy elŖnye, ®s egyben jelentŖs h§tr§nya is az egyszerŤs®g. A val·s kºtŖd®sek bizonyos 

jellemzŖi ugyanis a Scatchard-modellnek gyakran nem felelnek meg. Ez®rt a k®sŖbbiekben tºbb 

megkºzel²t®st dolgoztak ki a kºvetkezŖ, a modell §ltal le nem ²rt jelens®gek figyelembe 

v®tel®re: 1) szekvencia-specificit§s, 2) kooperat²v hat§sok, 3) §tfedŖ kºtŖhelyek, tºbb 

nukleotidhoz kºtŖdŖ vegy¿letekn®l [143]. Ezek kºz¿l a Scatchard-modellbe a szekvencia-

specificit§st ®s a kooperat²v hat§sokat lehet korl§tozottan be®p²teni. 

Egy m§sik, gyakran alkalmazott m·dszer a McGhee ®s von Hippel §ltal 1974-ben 

kidolgozott Ăneighbor exclusionò modell [180]. A szerzŖk statisztikai modellt haszn§lva 

sikeresen be®p²tett®k a DNS-kºtŖd®s le²r§s§ba mind az §tfedŖ kºtŖhelyek, mind a kooperat²v 

hat§sok elemz®s®nek lehetŖs®g®t, valamint tanulm§nyukban ¼tmutat§st adnak a szekvencia-

specificit§s be®p²t®s®re is. Mint a Scatchard-modelln®l is, ebben az esetben is a k²s®rleti 

ĂkºtŖd®si izotermaò illeszt®se sz¿ks®ges egy ï ez¼ttal nem line§ris ï elm®leti f¿ggv®nnyel. A 

modell per se alkalmazhat·s§ga azonban igencsak korl§tozott; a kooperat²v hat§sok 

jellemz®s®re haszn§lt mennyis®g (ɤ) ®s a kºtŖhely-hossz (n) v§ltoz§sa ugyanis nagyon 

hasonl· jelleggel befoly§solja a pr·baf¿ggv®nyt, ²gy ï k¿lsŖ inform§ci· hi§ny§ban ï a k®t 

mennyis®g elv§laszt§sa m®g igen pontos k²s®rleti adatok eset®n is neh®zkes. A tºbbf®le 

kºtŖhely be®p²t®se pedig m®g tºbb, kor§ntsem f¿ggetlen param®tert visz be a f¿ggv®nybe. 

Ez®rt a modell alkalmaz§s§t csak tºbbf®le b§zis-ºsszet®telŤ DNS parallel vizsg§lata eset®n 

c®lszerŤ megk²s®relni [143]. 

A kationos porfirinekkel foglalkoz· irodalomban a fenti korl§tok ellen®re a k®t modell  

elterjedten haszn§lt. A 3. t§bl§zatban bemutatott kºtŖd®si §lland·k meghat§roz§sa ezen 

modellek alapj§n tºrt®nt. A szerzŖk tºbbs®ge azonban, jelezve a kisz§m²tott §lland·k 

®rv®nyess®gi korl§tait, azokat Ăl§tsz·lagosò kºtŖd®si §lland·k®nt eml²ti [158,162,172,173]. 

Strickland ®s mtsai az egyens¼lyi dial²zis m·dszer®t alkalmazva a k®t kºtŖd®si m·dra 

®rv®nyes kºtŖd®si §lland·kat, valamint ezek ionerŖss®g-f¿gg®s®t hat§rozt§k meg szintetikus, 

duplasz§l¼ poli(A-T)n ®s poli(G-C)n polinukleotidokon [147]. Eredm®nyeik szerint mindk®t 

kºtŖd®s erŖss®ge jelentŖs ionerŖss®g-f¿gg®st mutat, ®s a vizsg§lt ionerŖss®g tartom§nyban 

(0.12 ï 0.52 M) a 4 x 106 ï 7 x 104 M-1 intervallumban tal§lhat·. Kor§bbi, abszorpci·s 

spektroszk·piai m®r®sek hasonl· rendszereken ezzel egybehangz· eredm®nyeket adtak 

[167,168].  
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A kationos porfirinek kºtºtt form§inak azonos²t§s§ra term®szetes, vegyes b§zisºsszet®telŤ 

DNS-hez val· kºtŖd®s sor§n kev®s p®ld§t tal§lunk az irodalomban. M®g ink§bb ²gy van ez a 

kºtºtt form§k mennyis®g®re, mennyis®gi megoszl§s§ra vonatkoz·an. Pasternack ®s 

munkat§rsai a term®szetes DNS-en kialakul· viszonyokat, a k®t kºtºtt §llapot egy¿ttes 

elŖfordul§s§t is megk²s®relt®k le²rni, a k¿lºnbºzŖ kºzel²t®ssel v®gzett sz§m²t§saik azonban 

egym§st·l elt®rŖ eredm®nyeket adtak [158]. Ennek elsŖsorban metodikai okai vannak; egy 

ilyen rendszerben ugyanis a k®tf®le kºtºtt §llapot Ăhagyom§nyosò k²s®rleti m·dszerekkel 

tºrt®nŖ sz®tv§laszt§sa meglehetŖsen neh®zkes, valamint a bonyolult Ăneighbor exclusionò ®s 

kooperat²v hat§sokat adekv§tan le²r· elm®leti modell fel§ll²t§sa sem j§rt sikerrel. 

A kutat§s sor§n, az egyes kºtºtt form§k azonos²t§s§t kºvetŖen, megk²s®relt¿k azok 

mennyis®gi jellemz®s®t is megadni mind term®szetes kettŖs sz§l¼ DNS, mind az azt 

tartalmaz· nukleoprotein komplex jelenl®t®ben l®trejºvŖ kºtŖd®sek eset®ben. Elemezni 

k²v§ntuk azt is, hogy milyen t®nyezŖk befoly§solj§k a kºtŖd®s lehetŖs®g®t ®s a kationos 

porfirinek egyes kºt®si m·dok kºzºtti megoszl§s§t. 

Kationos porfirinek kºtŖd®se B-DNS-tŖl elt®rŖ nukleinsav szerkezetekhez 

Az eddigi kutat§sok legkiterjedtebben a kettŖs sz§l¼ B-DNS ï kationos porfirin kºzºtt 

kialakul· kapcsolatok felt§r§s§val foglalkoztak. Kimutatt§k ugyanakkor, hogy kationos 

porfirinek vagy azok f®mkomplexei kºtŖdhetnek B-DNS-tŖl elt®rŖ szerkezetŤ 

nukleinsavakhoz, ²gy Z-DNS-hez [181,182], egysz§l¼ nukleinsavakhoz [169,183] vagy RNS 

kettŖs sz§l¼ dom®njeihez [184]. E kºtŖd®si jelens®gek fontos szerepet j§tszhatnak 

molekulafelismer®si folyamatokban, a nukleinsavak szerkezeti §tmeneteinek induk§l§s§ban, 

vagy ak§r nanostrukt¼r§k elŖ§ll²t§s§ban. 

A tov§bbi DNS szerkezetek kºz¿l is ï legal§bbis ami a kationos porfirinekkel val· 

kºlcsºnhat§s jelentŖs®g®t illeti ï kiemelkedik a G-quadruplex szerkezet. Izol§lt DNS 

molekul§kban megjelenŖ guanin-kvartett (G-quadruplex) szerkezetrŖl sz§mos adat §ll 

rendelkez®s¿nkre; kialakul§sa, t®rszerkezete, a stabilit§s§t biztos²t· illetve m·dos²t· 

kºr¿lm®nyek ismertek. A sejtek genetikai §llom§ny§ban sz§mos, guaninban gazdag szekvencia 

alkalmas lehet guanin-kvartett (G4) kialak²t§s§ra, ugyanakkor ezek megjelen®se ®s funkci·ja a 

mŤkºdŖ DNS-ben m®g nem teljesen tiszt§zott. A TMPyP plan§ris arom§s szerkezete ®s a karok 

pozit²v tºlt®se alkalmass§ teszi a guanin-kvartett-tel val· kºlcsºnhat§sra [185]. Domin§ns 

kºtŖd®si form§j§ban a legutols· guanin-kvartetthez kapcsol·dik stacking kºlcsºnhat§s r®v®n 

[186,187]. Egy m§sik lehetŖs®gk®nt a TMPyP kºtŖdhet a guaninokat ºsszekºtŖ egysz§l¼ 

hurokhoz, de ez a kºlcsºnhat§s gyeng®bb, ®s kialakul§s§t tekintve is k®rd®ses [188]. A TMPyP 
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kºtŖd®se felt®telezhetŖen g§tolja a telomer§z enzim mŤkºd®s®t [189,190], s mint ilyennek nagy 

jelentŖs®ge lehet daganat ter§pi§s alkalmaz§sokban. 

2.4. A fotodinamikus reakci· antimikrobi§lis alkalmaz§sa 

A fotodinamikus reakci·k (PDR) elsŖdleges alkalmaz§si ter¿lete a daganatok ter§pi§ja 

[26,89]. Akkor is ²gy van ez, ha a fotodinamikus reakci· felfedez®se ®s az ezzel kapcsolatos 

korai kutat§sok mikrobi§lis sejtekhez kºtŖdtek [21,191]. Melnick ®s Wallis az 1960-as ®vekben 

m§r kimutatta a PDR antivir§lis hat®konys§g§t §llati v²rusokon [192], de eredm®nyeik k®sŖbb 

r®szben megk®rdŖjelezŖdtek, ami jelentŖsen h§tr§ltatta az ilyen ir§ny¼ kutat§sokat. A 1980-as 

®vekben fordult ¼jra a figyelem a fotodinamikus rekci·k (PDR) antimikrob§lis ï antibakteri§lis, 

antivir§lis, gombaºlŖ ï hat§s§nak ®s gyakorlati alkalmaz§s§nak kutat§sa fel®.  

A PDR antimikrobi§lis hat§s§t sz§mos ter¿leten bizony²tott§k. Eredm®nyesen inaktiv§lhatja 

mind a Gram(+) mind a Gram(-) bakt®riumokat [193]. Ezek az alkalmaz§sok ²g®retesek ®s 

fontosak lehetnek a rezisztens tºrzsek elleni v®dekez®s®ben [194], biofilmek komponenseinek 

inaktiv§ci·j§ban [195] vagy a periodont§lis kol·ni§k visszaszor²t§s§ban [196], v²ztartal®kok 

fertŖtlen²t®s®ben [197]. 

A v²rusinfekci· elleni v®dekez®s m·dszereinek fejleszt®se, hat®konys§guk nºvel®se, az 

alkalmazott metodikai reperto§r sz®les²t®se napjaink orvostudom§ny§nak egyik nagy kih²v§s§t 

jelentik. T¿netmentes vagy ban§lis lefoly§s¼ fertŖz®sek mellett tºbb infekci· potenci§lisan 

vagy biztosan hal§los kimenetelŤ is lehet. A sz§mtalan transzmisszi·s lehetŖs®g kºz¿l k¿lºnºs 

figyelmet kap a transzf¼zi·k kapcs§n §tvitt v²rusfertŖz®sek probl®makºre. Ez annak ellen®re 

²gy van, hogy az ut·bbi ®vtizedben, a donorok kivizsg§l§s§nak ®s a v®rk®sz²tm®nyek, 

szerol·giai ®s molekul§ris biol·giai szŤr®s®nek kºszºnhetŖen jelentŖsen csºkkent a 

v²rusfertŖz®s §tvitel®nek kock§zata. A szŤr®s azonban a m·dszerek fejlŖd®se ellen®re el®gtelen 

lehet p®ld§ul ismeretlen antigenit§s¼ ®s/vagy nukleinsav-szekvenci§j¼ v²rusok jelenl®te vagy a 

szerol·giai Ăablakò peri·dus jelens®ge miatt [198,199]. Ez®rt ï b§r a kºlts®g-hat®konys§g 

k®rd®se a fertŖz®sek alacsony incidenci§ja miatt itt igen fontos ï kiterjedt kutat§sok folynak a 

v®rk®sz²tm®nyek fiziko-k®miai steriliz§l§s§val kapcsolatban [200,201]. Az ilyen elj§r§sokkal 

szemben ®rtelemszerŤen k®t l®nyeges elv§r§s mer¿l fel: 1) a patog®n mikr·b§k sz®les kºr®nek 

min®l teljesebb m®rt®kŤ inaktiv§ci·ja, illetve 2) minim§lis rezidu§lis toxicit§s, azaz a 

k®sz²tm®nynek ®s a fogad· szervezetnek a v®delme. Mivel ezeknek a kºvetelm®nyeknek igen 

j·l megfelel a fotodinamikus hat§s t®rbeli ®s idŖbeli szelektivit§sa, az egy®b elj§r§sokkal ï ²gy 

p®ld§ul hŖhat§s, detergens haszn§lata, ioniz§l· sug§rz§s alkalmaz§sa, k®miai kezel®sek ï 

dc_1086_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 
30 

 

tºrt®nŖ pr·b§lkoz§sok mellett kiterjedten folyik a fotodinamikus v²rusinaktiv§ci· 

lehetŖs®geinek vizsg§lata.  

A plazm§ban tal§lhat· v²rusok fotok®miai ¼ton tºrt®nŖ elimin§l§s§val az 1980-as ®vek elej®n 

kezdett el c®lzottan foglalkozni az orvostudom§ny [202]. Az elsŖk kºzºtt mer¿lt fel a fenotiazin 

sz§rmaz®kok, mint f®ny®rz®keny²tŖk kipr·b§l§sa a v®rk®sz²tm®nyek fotodinamikus 

fertŖtlen²t®s®ben [203]. Lambrecht ®s mtsai a HIV-1®s a SFV cs²rasz§m§nak 6, a HSV ®s VSV 

cs²rasz§m§nak 5 nagys§grenddel val· csºkken®s®t tapasztalt§k metil®nk®k (MB) ®s f®ny 

kombin§lt alkalmaz§sa ut§n. A metil®nk®k kipr·b§l§s§t kor§bbi megfigyel®seken ®s a 

vegy¿letek fotofizikai tulajdons§gain t¼l az a megfigyel®s is indokolta, hogy a metil®nk®k 

kºtŖdik a nukleinsavakhoz [204,205]. Mint az m§r a membr§nmodellekkel kapcsolatos 

fejezetben eml²t®sre ker¿lt, a fotodinamikus reakci·k hat§smechanizmus§val kapcsolatban 

§ltal§nosan elfogadott n®zet, hogy a f®ny®rz®keny²tŖ lokaliz§ci·ja egyben az indirekt 

fotok®miai reakci· lehets®ges t§mad§spontj§t is meghat§rozza, mivel a sejtben 1O2 kºzvet²tette 

s®r¿l®sek annak keletkez®s®tŖl mintegy 100 nm-es t§vols§gon bel¿l alakulnak ki.  

Meg§llap²tott§k, hogy a metil®nk®k hat®konyan szenzibiliz§lja tºbb, extracellul§ris, 

burokkal rendelkezŖ v²rus, p®ld§ul HIV-1, HSV, VSV inaktiv§ci·j§t [206]. Ugyanakkor az 

intracellul§ris v²rusokkal szemben hat®konys§ga csek®ly. 

Az SV40 sikeres inaktiv§ci·j§val [207] kapcsolatban sz¿letett eredm®nyek ink§bb 

kiv®telnek tekinthetŖk, mert a burokkal nem rendelkezŖ v²rusok ellen§ll·nak bizonyulnak a MB 

kezel®ssel szemben. A MB kezel®sek lehetŖs®g®t korl§tozza tov§bb§, hogy az hemol²zist okoz, 

fokozza a vºrºsv®rsejtek k§lium ki§raml§s§t ®s elŖseg²ti sz®rum feh®rj®k nem-specifikus 

kºtŖd®s®t a vºrºsv®rsejtek felsz²n®hez [208]. Mell®khat§sai miatt a MB alkalmaz§sa csak 

sejtmentes kºrnyezetben enged®lyezett. Ugyanakkor az 1990-es ®vek eleje ·ta a v®rbankok 

Eur·pa-szerte alkalmazz§k p®ld§ul a THERAFLEX MB-PLASMAÈ (MacoPharma, 

Tourcoing, France) komplex k®sz²tm®nyt a plazma v²russzennyezŖd®s®nek inaktiv§l§s§ra 

[209]. 

A fenotiazin sz§rmaz®kokon k²v¿l az elm¼lt 30 ®vben sz§mos m§s f®ny®rz®keny²tŖ vegy¿let 

aktivit§s§t ®s felhaszn§l§s§nak lehetŖs®g®t tesztelt®k. Ōgy p®ld§ul a merocianin 450, elsŖ ®s 

m§sodik gener§ci·s hipericin sz§rmaz®kok [210], hipokrellin A [211], ftalocianinok [212,213], 

hematoporfirin sz§rmaz®kok [214] szint®n alkalmasak lehetnek fotodinamikus 

v²rusinaktiv§ci·ra. MegjegyzendŖ, hogy ezek a vegy¿letek, hasonl·an a metil®nk®khez, csak a 

peplonnal rendelkezŖ v²rusok ellen ®s csak sejtmentes k®sz²tm®nyekben haszn§lhat·k 

eredm®nyesen [42]. 
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A felsorolt f®ny®rz®keny²tŖk fotok®miai hat§smechanizmus§nak alapja dºntŖen a II. t²pus¼ 

fotok®miai reakci·. Ez azt jelenti, hogy a vegy¿letek fotoaktiv§ci·ja szingulett oxig®n 

termelŖd®s®t eredm®nyezi a rendszerben, aminek a jelenl®te vezet a v²rusalkot·k fotok®miai 

s®r¿l®s®hez. Az I t²pus¼ fotok®mia reakci·, vagyis a szabad gyºkºk szerepe e folyamatban 

csek®ly. Ezt t§masztj§k al§ a kompet²torokkal v®gzett k²s®rletek [13,215].  

A szingulett oxig®n potenci§lis t§mad§spontjai lehetnek a peplont alkot· tel²tetlen lipidek ®s 

feh®rj®k, a feh®rje kapszid, a magfeh®rje vagy a nukleinsavak. Az a t®ny azonban, hogy a fenti 

f®ny®rz®keny²tŖk peplonnal rendelkezŖ v²rusokat k®pesek inaktiv§lni jelzi, hogy ebben az 

esetben a molekul§ris t§mad§spont(ok) a peplon alkot·i kºzºtt keresendŖ(k). Az irodalomban 

kev®s adat §ll rendelkez®s¿nkre a tel²tetlen zs²rsavak oxidat²v s®r¿l®seinek a 

v²rusianktiv§ci·ban betºltºtt szerep®rŖl, de kºzvetett bizony²t®kok alapj§n m®gis azt 

mondhatjuk, hogy ez nem elhanyagolhat· [216]. Tºbb szerzŖ r®szletesen vizsg§lta ®s 

azonos²totta a feh®rj®kben kialakul· s®r¿l®seket [217]. A fotooxid§ci·ra ®rz®keny aminosavak 

fototerm®keinek megjelen®se megv§ltoztathatja a feh®rje t®rszerkezet®t, ami a funkci· 

elveszt®s®hez is vezethet. £ppen a feh®rj®kben okozott fotok®miai s®r¿l®sekkel magyar§zhat·k 

a metil®nk®kkel szenzibiliz§lt fotodinamikus kezel®sek mell®khat§sai is, ²gy a plazma feh®rj®k, 

alvad§si faktorok s®r¿l®sei [218], a sejtes elemek feh®rjekomponenseinek s®r¿l®sei. 

Mindezen mell®khat§sok kik¿szºbºl®s®nek egyik lehets®ges megkºzel²t®se olyan 

f®ny®rz®keny²tŖ vegy¿letek alkalmaz§sa, amelyek szelekt²ven kºtŖdnek a nukleinsavakhoz ®s 

szelekt²ven k§ros²tj§k azt. Tov§bbi kºvetelm®ny a hidrofil karakter, ami biztos²thatja a 

membr§nokkal val· kºlcsºnhat§suk, illetve aggreg§ci·juk alacsony szintj®t. Ez®rt a kutat§sok 

egyik fŖ ir§ny§t a nukleinsavakhoz nagy affinit§ssal, szelekt²ven kºtŖdŖ f®ny®rz®keny²tŖ 

molekul§k vizsg§lata jelentette [219-221]. Ezek kºzºtt szerepelnek az §ltalunk is 

tanulm§nyozott kationos porfirin sz§rmaz®kok.  

Az antivir§lis hat§s tesztel®s®nek elfogadott m·dja ï m®g a patog®n v²rusokon val· 

kipr·b§l§st megelŖzŖen ï a hat®konys§g ®s hat§smechanizmus vizsg§lata bakteriof§gokon. A 

bakteriof§gok kor§n megjelentek a fotodinamikus hat§sok kutat§s§ban [222]. A kezdeti 

kutat§sok nem ir§nyultak c®lzottan a fotodinamikus v²rusinaktiv§ci· gyakorlati alkalmaz§s§ra, 

de tºbb alapvetŖ inform§ci·t szolg§ltattak annak megalapoz§s§ra [223]. Yamamoto sz§mos 

fest®k ºsszehasonl²t· elemz®s®t v®gezte el a T-sorozat tagjainak (T1-7) felhaszn§l§s§val [224]. 

Eredm®nyei figyelemre m®lt·ak m®g akkor is, ha a besug§rz§s kºr¿lm®nyei nem voltak 

reproduk§lhat·ak ®s feltehetŖen a szerzŖ a k¿lºnbºzŖ vegy¿letek fotofizikai tulajdons§gaira 

sem volt tekintettel. 
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A bakteriof§gok alkalmas modelljei lehetnek mind a peplon n®lk¿li (Qb, l, T sorozat) mind 

a peplonnal rendelkezŖ (PM2, PRD1, F6) patog®n v²rusoknak. Genomjuk modellezheti mind 

az RNS (Qb, F6, MS2), mind a DNS ºrºk²tŖ anyag¼ v²rusokat (T sorozat, l, PM2).  

A bakteriof§gokon v®gzett k²s®rletek hozz§j§rultak a fotodinamikus inaktiv§ci· (PDI) 

molekul§ris t§mad§spontjainak megismer®s®hez is. A metil®nk®k hat®konys§g§val 

kapcsolatban a fentiekben eml²tett¿k, hogy az megfelelŖ m®rt®kben (5-7log) inaktiv§lja a 

burokkal rendelkezŖ patog®n v²rusokat, de szinte hat§stalan a k¿lsŖ membr§nnal nem 

rendelkezŖ v²rusokkal szemben. Ennek h§tter®t vizsg§lt§k PM2 bakteriof§gon. Metil®nk®k 

jelenl®t®ben besug§rzott PM2 mint§kb·l izol§lt DNS elemz®s®vel kimutatt§k, hogy a DNS 

s®r¿l®sek ®s az inaktiv§ci· m®rt®ke kºzºtt nincs korrel§ci· [225]. Hasonl·an kezelt, membr§n 

burokkal nem rendelkezŖ M13 baktriof§g eset®ben ugyanakkor a DNS s®r¿l®sek szoros 

ºsszef¿gg®st mutatnak az inaktiv§ci·val [212], ami azonban sokkal kisebb m®rt®kŤ (2log), mint 

a membr§nnal rendelkezŖ v²rus®. Schneider ®s mtsai [226] oxidat²v s®r¿l®seket ®s RNS-feh®rje 

keresztkºt®st mutattak ki Qb bakteriof§gban, de a s®r¿l®sek ®s az inaktiv§ci· ºsszef¿gg®s®t 

nem vizsg§lt§k.  

A fenti megfigyel®seket magyar§zhatja, hogy lipidek jelenl®t®ben a MB elsŖdlegesen az 

azokat tartalmaz· strukt¼r§kban lokaliz§l·dik, m²g a lipid komponens hi§ny§ban a 

nukleinsavakhoz kºtŖdik, illetve r®szben aggreg§tumok form§j§ban van jelen a vizes oldatban 

[227]. Mind az aggreg§ci·, mind a nukleinsavakhoz val· kºtŖd®s ï tekintettel a MB elnyel®si 

spektrum§ra ï csºkkenti a MB t®nyleges abszorbanci§j§t. 

DNS-hez kºtŖdŖ m§s f®ny®rz®keny²tŖk hat®konys§g§t ®s hat§smechanizmus§t 

tanulm§nyozt§k l f§gon. Kimutatt§k, hogy a kºtŖd®s megv§ltoztatja p®ld§ul a riboflavin 

abszorpci·s spektrum§t, ami megmutatkozik a hat§sspektrum maximum§nak hull§mhossz§ban 

is [228]. Kasturi ®s Platz [219] a f§gtiter 7 nagys§grenddel val· csºkken®s®rŖl sz§molt be 

kationos porfirinnel kezelt ®s besug§rzott mint§kban. A koncentr§ci· viszonyok ®s kºtŖd®si 

§lland·k ismerete n®lk¿l nem ²t®lhetŖ meg, hogy ez a kºtºtt, vagy a m§r feleslegben l®vŖ szabad 

porfirinnek tulajdon²that·-e. MeglepŖ, sz§mos m§s eredm®nynek ellentmond· tapasztalatuk, 

hogy az inaktiv§ci·t nem befoly§solta az oxig®n jelenl®te. Majiya ®s mtsai [229] kationos 

porfirinnel szenzibiliz§lt MS2 bakteriof§g eset®ben a II. t²pus¼, szingulett oxig®n kºzvet²t®s®vel 

lej§tsz·d· fotok®miai reakci· dominanci§j§t mutatt§k ki. 

Đj f®ny®rz®keny²tŖ strukt¼r§k kipr·b§l§s§ra is alkalmas v²rusmodell¿l szolg§lhatnak 

bakteriof§gok. ĉgy p®ld§ul Snow ®s mtsai [230] kationos fuller®n aggreg§tumok hat®konys§g§t 
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tesztelte MS2 peplon n®lk¿li RNS f§gokon. Ugyanebben a kºzlem®nyben szoros korrel§ci·t 

tal§ltak a 1O2 koncentr§ci·ja ®s az inaktiv§ci· m®rt®ke kºzºtt.  

A fotodinamikus elj§r§s eredm®ny®t befoly§sol· t®nyezŖ a megfelelŖ emisszi·s 

spektrummal rendelkezŖ f®nyforr§s ®s a besug§rz§si kºr¿lm®nyek ï f®nyintenzit§s, idŖbeni 

eloszl§s ï megfelelŖ megv§laszt§sa. Qb bakteriof§gokon nyert eredm®nyek szerint a kisebb 

intenzit§s¼ illetve frakcion§lt besug§rz§s azonos v®gsŖ beesŖ (J/m2) d·zis mellett nagyobb 

ar§ny¼ f§ginaktiv§ci·t eredm®nyez [231]. Ezek alapj§n a reciprocit§s tºrv®ny®nek korl§tozott 

®rv®nyess®g®re nemcsak a fotodinamikus ter§pi§ban, hanem a v®rk®sz²tm®nyek steriliz§l§s§t 

c®lz· elj§r§sok kidolgoz§s§n§l is figyelemmel kell lenn¿nk.  

Meg§llap²that·, hogy a bakteriof§gokon nyert adatok megalapozhatj§k a PDR patog®n 

v²rusokon val· alkalmaz§s§t, hasznos adatokat szolg§ltathatnak a kezel®sek hat®konys§g§nak 

optimaliz§l§s§hoz. Ugyanakkor meg kell jegyezn¿nk, hogy a k²s®rleti kºr¿lm®nyek ï 

hat·anyag k®miai szerkezet ®s koncentr§ci·, kºtŖd®si folyamatok el®gtelen elemz®se, 

f®nyforr§s spektrum, f®nyintenzit§s, v²rustiter, stb. ï, ®s az eredm®nyek bemutat§s§nak nagy 

v§ltozatoss§ga miatt szinte lehetetlen az egy®bk®nt nagysz§m¼ eredm®ny ºsszehasonl²t· 

elemz®se.  

A TMPyP - DNS ®s TMPyP - T7 nukleoprotein komplex kºlcsºnhat§saink §ltalunk 

elv®gzett elemz®se megfelelŖ alapot biztos²tott ahhoz, hogy a TMPyP fotodinamikus 

hat®konys§g§nak ®s a fotoreakci· mechanizmus§nak elemz®s®n t¼l arra is v§laszt 

keress¿nk, hogy melyek a v²rusinaktiv§ci· optim§lis kºr¿lm®nyei; val·ban biztos²that·-

e a s®r¿l®sek szelekt²v lokaliz§ci·ja a porfirin szelekt²v kºtŖd®s®vel. 
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3. C®lkitŤz®s 

Az orvostudom§nyban a porfirin sz§rmaz®kok k®t fŖ alkalmaz§si ter¿lete a daganatok 

fotodinamikus ter§pi§ja (PDT) ®s a mikroorganizmusok fotodinamikus inaktiv§ci·ja (PDI). 

Mindk®t ter¿leten a hat®konys§g ®s hat§smechanizmus szempontj§b·l meghat§roz· lehet ï a 

fotofizikai param®tereken t¼l ï porfirin sz§rmaz®k lokaliz§ci·ja, a kºrnyezetben l®vŖ 

molekul§kkal kialak²tott kapcsolata. Ezeknek a kºlcsºnhat§soknak az elemz®s®hez j§rultunk 

hozz§ kutat§sainkkal. Vizsg§lataink k®t vegy¿letcsal§dra, a mezo-pozici·ban monoszaharidot 

tartalmaz· glikozil§lt porfirin sz§rmaz®kokra ®s a pozit²v tºlt®sŤ kationos porfirin 

sz§rmaz®kokra terjedtek ki. 

1. A glikozil§lt porfirin sz§rmaz®kok ®s modellmembr§nok kºlcsºnhat§s§nak elemz®se. 

Arra kerest¿nk v§laszt, hogy  

- milyen t®nyezŖk befoly§solj§k a f®ny®rz®keny²tŖ kºtºd®s®t a membr§nhoz; a porfirin 

szerkezete ®s a modellmembr§n lipidºsszet®tele milyen hat§ssal van a folyamatr. 

-a porfirin sz§rmaz®k szerkezete hogyan befoly§solja annak lipid kettŖs r®tegen bel¿li 

lokaliz§ci·j§t 

2. Kationos porfirin sz§rmaz®kok ®s peptid konjug§tumaik kºtŖd®se DNS-hez ®s 

nukleoprotein komplexhez, a kºtŖd®s kvantitat²v ®s kvalitat²v jellemz®se. 

Arra kerest¿nk v§laszt, hogy  

- az interkal§ci· ®s a kis §rok kºtŖd®s, mint a kationos porfirinek kºtºtt form§i kimutathat·k 

illetve azonos²that·k-e term®szetes, kettŖs sz§l¼ polinukleotidok jelenl®t®ben  

- l®trejºnnek-e ezek a kºtºtt form§k akkor is, ha a polinukleotid nem izol§lt form§ban, hanem 

nukleoprotein komplexek alkot·r®szek®nt van jelen a rendszerben. 

A kºtºtt form§k azonos²t§s§n t¼lmenŖen c®lul tŤzt¿k  

- a kºtºtt form§k mennyis®gi jellemz®s®t, a kºtºtt porfirin egyes kºtºtt form§k kºzºtti 

megoszl§s§nak meghat§roz§s§t mind term®szetes kettŖs sz§l¼ DNS, mind az azt tartalmaz· 

nukleoprotein komplex jelenl®t®ben  

- kationos porfirinek kºt®si m·dok kºzºtti megoszl§s§t befoly§sol· t®nyezŖk vizsg§lat§t, ²gy 

a DNS b§zisºsszet®tel®nek, a porfirin sz§rmaz®k tºlt®s®nek, a kºrnyezet ionºsszet®tel®nek 

®s ionerŖss®g®nek hat§s§t a folyamatra 

 

A porfirin sz§rmaz®kok biol·giai hat§s§nak lehets®ges t§mad§spontjai a DNS ®s a 

nukleoprotein komplex. Ezt haszn§lhatjuk ki p®ld§ul a v²rusok fotodinamikus inaktiv§ci·j§ban. 
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Kutat§sunk egyik k®rd®skºre a v²rusinaktiv§ci· kvantitat²v jellemz®se ®s mechanizmus§nak 

felt§r§sa volt. Vizsg§latainkban a T7 bakteriof§got, mint a membr§n burokkal nem rendelkezŖ 

patog®n v²rusok modellj®t haszn§ltuk. 

3. A porfirin sz§rmaz®kok kºtŖd®se ®s fotoreakci·ja §ltal okozott szerkezeti ®s 

funkcion§lis v§ltoz§sok jellemz®se 

C®lunk volt  

- a glikozil§lt ®s kationos porfirin sz§rmaz®kok, porfirin-peptid konjug§tumok DNS ®s 

nukleoprotein komplex szerkezeti stabilit§s§ra gyakorolt hat§s§nak elemz®se  

- a T7 bakteriof§g porfirin sz§rmaz®kok kºtŖd®se §ltal, de f®ny kºzremŤkºd®se n®lk¿l (u.n. 

sºt®t reakci· r®v®n) okozott inaktiv§ci·j§nak kvantitat²v jellemz®se; az egyes sz§rmaz®kok 

hat®konys§g§nak ºsszehasonl²t§sa  

- a szabad gyºkºk illetve a szingulett oxig®n jelenl®t®nek, vagyis az I. illetve II.  t²pus¼ 

fotok®miai reakci· fotoszenzibiliz§lt v²rusinaktiv§ci·ban j§tszott szerep®nek kimutat§sa 

- a glikozil§lt ®s kationos porfirin sz§rmaz®kok fotok®miai reakci·i §ltal induk§lt 

f§ginaktiv§ci· m®rt®k®nek meghat§roz§sa  

-DNS-hez kºtŖdŖ sz§rmaz®kok eset®n a kºtºtt ®s szabad form§k fotok®miai 

hat®konys§g§nak ºsszehasonl²t§sa 

-a fotok®miai reakci·k kºvetkezt®ben a nukleoproteinek ï T7 bakteriof§g ®s nukleosz·ma ï 

®s az azokb·l izol§lt nukleinsav komponensek termikus stabilit§s§ban bekºvetkezett 

v§ltoz§sok elemz®se 

V§laszt kerest¿nk arra a k®rd®sre, hogy val·ban biztos²that·-e a fotok®miai s®r¿l®sek 

szelekt²v lokaliz§ci·ja a porfirin szelekt²v kºtŖd®se r®v®n. 

4. Kationos porfirinek ®s peptid-konjug§tumaik sejten bel¿li lokaliz§ci·ja  

Arra kerest¿nk v§laszt, hogy  

- hogyan befoly§solja a porfirin tºlt®se ®s a konjug§tum szerkezete a sejtekben val· 

felhalmoz·d§st 

- az izol§lt DNS-hez/nukleoprotein komplexhez val· kºtŖd®s alapj§n v§rhat·-e a porfirin 

sz§rmaz®k lokaliz§ci·ja a sejtmagban 

- a sejten bel¿l mely sejtalkot·kban lokaliz§l·dnak a kationos porfirinek ®s peptid-

konjug§tumaik. 
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4. Anyagok ®s m·dszerek 

4.1. Pufferek 

A T7 bakteriof§gok teny®szt®s®hez valamint a liposz·m§k k®sz²t®s®n®l M9 foszf§t puffert 

(20 mM KH2PO4, 40 mM Na2HPO4, 20 mM NH4Cl, 1 mM MgSO4; pH 7,4; m=124 mM) 

haszn§ltunk. 

 

 

8. §bra A dolgozatban vizsg§lt mezo-szubsztitu§lt glikozil§lt porfirinek: 5,10,15,20-

tetrakisz(2-b-D- gl¿kozil-fenil)porfirin (TP(2-OGluOH)4P), 5,10,15,20-tetrakisz(4-b-D-

gl¿kozil-fenil)-porfirin (TP(4-OgluOH)4P), 5,10,15-trisz(4-b-D-gl¿kozil-fenil),20-fenilporfirin 

(TP(4-OgluOH)3P) ®s 5,10,15-trisz(4-b-D-galaktozil-fenil),20-(2',3',4',5'-

pentafluorofenil)porpfirin (TPF5(4-OGalOH)3 5,10,15,20-tetrakisz(4-b-D-xilozil-

fenil)porphyrin TP(4-OXylOH)4P szerkezeti k®plete 

A T7 bakteriof§ggal ®s az abb·l izol§lt DNS-sel v®gzett f§ginaktiv§ci·s illetve 

spektroszk·piai m®r®seink sor§n, ahol az ettŖl val· elt®r®st nem jelºlt¿k Tris-HCl (pH 7,4) 

puffert [232] alkalmaztuk. Az oldatok 70 mM teljes ionerŖss®g eset®n 20 mM, nagyobb ionerŖ 
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eset®n 40 mM tris-(hidroximetil)-aminomet§nt (Tris-t) tartalmaztak. A v®gleges ionerŖss®get 

tel²tett NaCl megfelelŖ mennyis®g®nek hozz§ad§s§val ®rt¿k el. A pH be§ll²t§s§hoz 10 M-os 

s·savat haszn§ltunk.  

A k®t®rt®kŤ ionokkal (Ca2+, Mg2+, Cu2+, Ni2+) kieg®sz²tett fenti Tris-HCl pufferekben a 

k®rd®ses ionok koncentr§ci·ja, tel²tett klorid ill. szulf§t s·ik oldat§nak megfelelŖ elegy²t®se 

ut§n minden esetben 1 mM volt [233]. 

4.2. Porfirin sz§rmaz®kok ®s porfirin-peptid konjug§tumok 

A dolgozatban bemutatott vizsg§latokban szereplŖ neutr§lis mezo-szubsztitu§lt porfirin 

sz§rmaz®kok a glikozil§lt 5,10,15,20-tetrakisz(2-b-D- gl¿kozil-fenil)porfirin (TP(2-

OGluOH)4P), az 5,10,15,20-tetrakisz(4-b-D-gl¿kozil-fenil)porfirin (TP(4-OgluOH)4P), az 

5,10,15-trisz(4-b-D-gl¿kozil-fenil),20-fenilporfirin (TP(4-OgluOH)3P), az 5,10,15-trisz(4-b-

D-galaktozil-fenil),20-(2',3',4',5'-pentafluorofenil)porpfirin (TPF5(4-OGalOH)3 valamint az 

5,10,15,20-tetrakisz(4-b-D-xilozil -fenil)porfirin (TP(4-OXylOH)4P) (8. §bra). A plan§ris ®s 

gºmbszimmetrikus sz§rmaz®kok t®rszerkezet®t a 9. §br§n mutatom be.   

 

9. §bra A gºmbszimmetrikus (A) ®s plan§ris (B) glikozil§lt tetrafenilporfirinek t®rszerkezete 
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A tanulm§nyozott, pozit²v tºlt®ssel rendelkezŖ sz§rmaz®kok 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. 

§bra).  

A mezo-szubsztitu§lt, glikozil§lt tetrafenilporfirin konjug§tumokat Ph. Maillard bocs§totta 

rendelkez®s¿nkre (Institute Curie Section de Recherche (Orsay, Franciaorsz§g)) [66,67,69], a 

tºbbi vegy¿let a Frontier Scientific (kor§bban Porphyrin Products) (Carnforth, UK) term®ke 

volt. 

 

10. §bra A dolgozatban vizsg§lt 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) ®s 

5,10-bisz(1-metil-4-piridinio)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin (BMPCP) szerkezeti k®plete 

A BMPCP ®s TMPCP tetrapeptid konjug§tumait: NH2ïLys(TMPCP-Ala-D-Ala-Ala)ï

CONH2 (TMPCP-4P) ®s NH2ïLys[Lys(Ala-D-Ala-Ala-BMPCP-Ala-D-Ala-Ala)]ïCONH2 

(BMPCP(4P)2) (11. §bra) ®s az el§gaz· l§nc¼ poli[Lys-(DL-Alam] (AK) polipeptiddel k®pzett 

konjug§tumot (TMPCP-AK) (12. §bra) kutat·csoportjaink kºzºtti egy¿ttmŤkºd®s keret®ben 
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MezŖ G§bor ®s mtsai (MTA-ELTE Peptidk®miai Kutat·csoport) k®sz²tett®k ®s jellemezt®k 

[234,235].  

 

11. §bra BMPCP ®s TMPCP tetrapeptid konjug§tumainak: NH2ïLys(TMPCP-Ala-D-Ala-

Ala)ïCONH2 (TMPCP-4P) ®s NH2ïLys[Lys(Ala-D-Ala-Ala-BMPCP-Ala-D-Ala-Ala)]ï

CONH2 (BMPCP(4P)2) szerkezeti k®plete 
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12. §bra A TMPCP-el§gaz· l§nc¼ polipeptid konjug§tum (TMPCP-AK) sematikus fel®p²t®se  

Az el§gaz· l§nc¼ polipeptid polilizin gerinc®nek §tlagos polimeriz§ci·s foka Ὀὖ=250, a 

DL-Ala/Lys m·l/m·l ar§nya 2,7, a [Lys-(DL-ALA 2,7)] monomer egys®gek §tlagos m·ltºmege 

320 Da. 

A porfirin sz§rmaz®kokat por, illetve old®konys§gukt·l f¿ggŖen optikai tisztas§g¼ 

metanolban (Sigma, Deisenhofen, N®metorsz§g) vagy desztill§lt v²zben k®sz²tett tºrzsoldat 

(~10-3 M) form§j§ban, sºt®tben t§roltuk 4 ęC-on. A m®r®sek sor§n ezekbŖl a tºrzsoldatokb·l a 

felhaszn§lt pufferekbe val· direkt h²g²t§ssal §ll²tottuk elŖ a k²v§nt koncentr§ci·j¼ oldatokat. Az 

aktu§lis koncentr§ci·t a vegy¿letek spektroszk·piai tisztas§g¼ old·szerekben m®rt 

abszorbanci§ja alapj§n hat§roztuk meg. A vegy¿leteknek a dolgozatban haszn§lt rºvid²t®s®t ®s 

mol§ris abszorbanci§j§t a 4. t§bl§zat foglalja ºssze. 

4.3. Liposz·m§k elŖ§ll²t§sa ®s jelºl®se 

A lipidïporfirin kºlcsºnhat§sok vizsg§lat§ra k¿lºnbºzŖ ºsszet®telŤ, kis unilamell§ris 

liposz·m§kat (SUV) §ll²tottunk elŖ [239,240]. A felhaszn§lt foszfolipidek fŖbb param®tereit az 

5. t§bl§zatban foglaljuk ºssze. A foszfolipidet kloroformban oldottuk fel, majd az ed®nyt 

folyamatosan forgatva az old·szert l®gritk²tott t®rben elp§rologtattuk. Ezut§n a lipid filmet 

foszf§tpufferbe szuszpend§ltuk, (a tºrzsoldat foszfolipid koncentr§ci·ja c=1,5 mM volt), majd 

a szuszpenzi· kitisztul§s§ig kezelt¿k ultrahanggal (MSE Ultarsonic Disintegrator; A=8mm, 

f=23kHz, P=15W). A liposz·m§k m®ret®t f®nysz·r§sm®r®ssel (ALV Goniometer, 

Spectraphysics 124B HeïNe l®zer, P=10 mW, l=632.8 nm) ellenŖrizve az §tlagos §tm®rŖ 50 

nm kºr¿linek ad·dott. A k¿lºnbºzŖ ºsszet®telŤ liposz·m§k §tlagos m®ret®ben nem tal§ltunk 

szignifik§ns k¿lºnbs®get. 
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4. t§bl§zat A dolgozatban haszn§lt porfirin sz§rmaz®kok abszorpci·s maximum§nak 

hull§mhossza (l) ®s mol§ris abszorbanci§ja (e)  

vegy¿let old·szer l (nm) 
e 

(M -1cm-1) 
hivatkoz§s 

Glikozil§lt porfirinek     

TP(2-OGluOH)4P MeOH 415 3,5x105 [97] 

TP(4-OGluOH)4P MeOH 415,5 4,07 x105 [236] 

TP(4-OGluOH)3P MeOH 416 5,6x105 [236] 

TPF5(4-OGalOH)3 MeOH 415 5,94x105 [236] 

Kationos porfirinek     

BMPCP MeOH 421 1,59x105 [234] 

TMPCP MeOH 426 4,02x105 [234] 

TMPyP Tris-HCl 422 3,17x105 [237] 

TMPyMPP Tris-HCl 422 2,7x105 [238] 

Porfirin -

konjug§tumok 

    

     

BMPCP-(4P)2 MeOH 420 2,37x105 [234] 

TMPCP-4P MeOH 426 4,62x105 [234] 

TMPCP-AK   - - 

5. t§bl§zat A liposz·m§k elŖ§ll²t§s§hoz felhaszn§lt foszfolipidek jellemzŖ param®terei 

foszfolipid 

tel²tett/tel²tetlen 

ar§ny 

(m·l/m·l) 

fejcsoport 

tºlt®s 

f§zis§talakul§si 

hŖm®rs®klet 

(ÁC) 

felhaszn§l§s 

DMPC 14:0 neutr§lis 24 KºtŖd®s 

vizsg§latok DMPG 14:0 negat²v 23 

DPPC 16:0 neutr§lis 41 
ESR vizsg§latok 

DOPC 18:1 neutr§lis -17 

A porfirinek kºtŖd®si vizsg§latait neutr§lis fejcsoport¼ 1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-

foszfatidilkolinb·l (DMPC) (Sigma-Aldrich, N®metorsz§g) ®s DMPC ®s negat²v tºlt®sŤ 
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fejcsoport¼ 1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfatidilglicerol (DMPG) (Sigma-Aldrich, 

N®metorsz§g) 9:1 (m·l/m·l) ar§ny¼ kever®k®bŖl k®sz²tett liposz·m§kon v®gezt¿k [236].  

DMPC ®s DMPC/DMPG liposz·m§k fejcsoport r®gi·j§nak illetve sz®nhidrog®nl§nc 

r®gi·j§nak fluoreszcens jelz®s®re a SUV szuszpenzi·j§t 8-anilino-1-naftalinszulfonsavval 

(ANS) (Sigma-Aldrich) illetve 1,6-difenil-1,3,5-hexatri®nnel (DPH) (Sigma-Aldrich) 

inkub§ltuk 30 percig a jelzŖk tel²t®si koncentr§ci·ja felett, a lipidek f§zis§talakul§si 

hŖm®rs®klet®n®l magasabb hŖm®rs®kleten (37 ÁC-on) [236,241]. A jelzŖk fluoreszcencia 

®lettartam§nak illetve anizotr·pi§j§nak m®r®se sor§n a mint§kat lg=398 nm-en (ANS) illetve 

lg=357 nm-en (DPH) gerjesztett¿k, az emitt§lt jelet lem=480 nm-en (ANS) illetve lem=450 nm-

en (DPH) detekt§ltuk. 

A liposz·m§k lipid r®g·j§nak elektron spin rezonancia spektroszk·piai vizsg§lat§hoz 1,2-

dipalmitoil-sn-glycero-3-foszfatidilkolin (DPPC) ®s 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin 

(DOPC) felhaszn§l§s§val 70:30 illetve 85:15 (m·l/m·l) ºsszet®telŤ liposz·m§kat k®sz²tett¿nk. 

[242]. A liposz·ma membr§nt k¿lºnbºzŖ m®lys®gekben, ²gy a fejcsoportn§l, a sz®nhidrog®n 

l§nc kºz®psŖ ®s termin§lis r®sz®n vizsg§ltuk k¿lºnbºzŖ spinjelºlŖk seg²ts®g®vel. Spinjelz®sre 

5-doxyl-, 7-doxyl-, ®s 12-doxyl-sztearinsavat (ICN Biomedicals Inc Ohio, U.S.A.) valamint 16-

doxyl-sztearinsav (Sigma Chem. Co) jelºlŖt haszn§ltunk. A jelºlŖ molekul§t, valamint a 

vizsg§lt porfirin sz§rmaz®kot a prepar§l§s elsŖ l®p®s®ben a lipidekkel egy¿tt oldottuk fel 

kloroformban, majd kºvett¿k a fent le²rt liposz·ma prepar§l§si elj§r§st. A lipid:spinjelzŖ illetve 

a lipid:porfirin molar§ny 100:1 illetve 1000:1(m·l/m·l) volt. 

4.4. T7 bakteriof§g prepar§tum k®sz²t®se 

Nagy tisztas§g¼ T7 bakteriof§g (ATCC 11303-B7) prepar§tumot Escherichia coli (ATCC 

11303) gazdasejt felhaszn§l§s§val k®sz²tett¿nk. A f§gsokszoroz·d§s m®rt®k®t G§sp§r ®s mtsai 

[243] elj§r§s§nak megfelelŖen optimaliz§ltuk. A teny®szt®st ®s a liz§tum tiszt²t§s§t Strauss ®s 

Sinsheimer (1963) [244] m·dszere szerint v®gezt¿k. A f§goldatot tisztit§s ut§n CsCl gradiensen 

koncentr§ltuk, igy 100 mg/ml tºm®nys®get tudtunk el®rni. A prepar§l§si elj§r§s v®g®n a 

bakteriof§gok kºr¿lbel¿l 30%-a volt fertŖzŖk®pes.  

A m®r®sekhez a tºrzsoldat old·szer®t a k²v§nt ionºsszet®telŤ puffer oldatra SephadexÊ G-

25 (Amersham Biosciences, GE Healthcare, Fairfield, CT, U.S.A.) tartalm¼ NAP-5Ê oszlop 

felhaszn§l§s§val cser®lt¿k. 

 A f§g oldatok koncentr§ci·j§t foszf§t pufferben a b§zisok §tlagos mol§ris abszorbanci§j§nak 

ismeret®ben (Ů260=7,3Ț10
5 m·l b§zis* liter-1

*cm-1) optikai denzit§suk alapj§n hat§roztuk meg.  
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4.5. DNS izol§l§sa T7 bakteriof§gb·l 

A T7 bakteriof§g szuszpenzi·t 0,5%-os SDS (n§trium-dodecil-szulf§t) oldattal (Sigma) 30 

percen §t 65 oC-on inkub§ltuk, majd a feh®rje-SDS komplexet 1M KCl oldattal (Sigma) 

j®g§gyon lecsapattuk. A keletkezŖ csapad®kot k®tszer 10 percen §t Eppendorf centrifug§n 

13000 fordulat/perc (rpm) sebess®ggel centrifug§ltuk (Heraeus Biofuge 13; Pegasus Scientific, 

Burtonsville, MD, U.S.A., illetve Beckman J2-21; Beckman Coulter, Fullerton, CA, U.S.A.). 

A fel¿l¼sz·hoz k®tszeres t®rfogat¼ hideg etanolt adva a DNS kicsap·dik. Đjabb centrifug§l§s 

(10 perc, 13 000 rpm) ut§n, a fel¿l¼sz·t leºntve a csapad®kot k®t alkalommal, az eredeti t®rfogat 

İ r®sz®nek megfelelŖ 70 %-os etanol-oldattal mostuk §t (l®p®senk®nt ¼jabb centrifug§l§ssal). 

A v®gezet¿l nyert csapad®kr·l a fel¿l¼sz·t leºntve, a mint§t besz§r²tva tiszta DNS-t 

nyerthet¿nk, amit Tris-HCl (pH 7,4) pufferben, szobahŖm®rs®kleten, alkalmank®nt ·vatos 

kever®ssel oldottuk fel. A tiszt²t§s sor§n nyert DNS mennyis®g®t spektroszk·piai ¼ton (e260 = 

6,67 x 105 m·l b§zis* liter-1
*cm-1), a DNS l§ncok hossz§t g®lelektrofor®zissel, a kettŖs helik§lis 

szerkezet megl®t®t abszorpci·s olvad§si (l§sd k®sŖbb) m®r®sekkel ellenŖrizt¿k. 

4.6. Nukleosz·m§k ®s nukleosz·ma DNS izol§l§sa HeLa sejtbŖl 

A HeLa sejteket 10 % borj¼sz®rummal kieg®sz²tett RPMI-640 m®diumban szapor²tottuk A 

sejtmag illetve a mono- ®s oligonukleosz·m§kat tartalmaz· frakci·t Hammermann ®s mtsai 

[245] m·dszere szerint izol§ltuk. A nukleosz·m§kat tartalmaz· frakci·t a kor§bban le²rtak 

szerint [246] Tris-HCl pufferrel (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 7,4), szemben dializ§ltuk, majd 

Centricon cartridge (Centricon, MA, U.S.A.) felhaszn§l§s§val tºm®ny²tett¿k. A mint§k 

ºsszet®tel®t poliakrilamid g®lelektrofor®zissel azonos²tottuk. A mint§kban azonos²tott 

nukleosz·m§k 150 b§zisp§rn§l nem hosszabb DNS fragmentumokat ®s ekvimol§ris 

mennyis®gben core hiszton proteineket tartalmaztak. Linker hiszton- ®s nem-hiszton 

proteineket a mint§k nem tartalmaztak. A mint§k b§zis koncentr§ci·j§t ï felt®telezve, hogy 

b§zisºsszet®tel¿kben a GC:AT ar§ny a T7 f§ghoz hasonl·an 1:1 ï  a T7 f§g mol§ris 

abszorbanci§j§t felhaszn§lva az abszorpci·s spektrumok alapj§n hat§roztuk meg. Ez 

feltehetŖen pontatlans§got okoz a koncentr§ci· meghat§roz§s§ban. Mivel azonban a 

nukleosz·m§k b§zisºsszet®tele v§ltoz·, enn®l pontosabb azonos²t§suk nem lehets®ges. A DNS 

izol§l§s§t a T7 bakteriof§g DNS-®nek izol§l§s§ra fentebb le²rt (l§sd 4.5.) m·dszerrel v®gezt¿k. 
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4.7. Sejtvonalak, sejtteny®szt®s 

A kationos porfirinek ®s konjug§tumaik sejtbeni felhalmoz·d§s§t HL-60 (akut 

promyelocytic leuk®mia sejt; ATCC: CCL-240) sejten bel¿li lokaliz§ci·j§t  HT-29 (hum§n 

vastagb®l adenocarcinoma sejt; ATCC: HTB-38) sejteken vizsg§ltuk. A HL-60 sejtkult¼r§t 

10% hŖkezelt borj¼sz®rummal (FCS; Sigma-Aldrich), L-glutaminnal (2 mM) ®s gentamicinnel  

(160 mg/ml; Sigma-Aldrich) kieg®sz²tett Iscoveôs Modified Dulbeccoôs t§pfolyad®kban 

(IMDM) (Sigma-Aldrich) nºvesztett¿k. A HT-29 sejtek t§poldata hasonl· adal®kokkal 

kieg®sz²tett RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) t§poldat volt.  

4.8. Abszorpci·s ®s fluoreszcencia spektroszk·pia 

Az elnyel®si spektrumokat Cary 4E (Varian Ausztr§lia) spektrofotom®terrel rºgz²tett¿k. 

A korrig§lt emisszi·s ®s gerjeszt®si spektrumokat polariz§tor-analiz§tor rendszerrel is 

felszerelt FS900CD (Edinburgh Analytical Instruments, UK) illetve Fluorolog 4 (Jobin Yvon, 

Franciaorsz§g) spektrofluorim®terrel m®rt¿k.  

A floureszcencia anizotr·pi§t  
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GII
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-
=  (1) 

 

egyenlet szerint hat§roztuk meg, ahol V ®s H a gerjeszt®si ®s emisszi·s polariz§torok 

orient§ci·j§t jelzi ®s G=IHV/IHH. 

Porfirin sz§rmaz®kok fluoreszcencia kvantumhat§sfok§t ( )  
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egyenlet szerint sz§m²tottuk, ahol  a referenciak®nt alkalmazott rodamin B 

kvantumhat§sfoka etil®n glikolban [247], A a minta abszorbanci§ja a gerjeszt®s hull§mhossz§n, 

F az emisszi·s spektrum gºrbe alatti ter¿lete, n az oldat tºr®smutat·ja, az S index a mint§ra, R 

a referenci§ra utal. Az integr§lt floureszcencia intenzit§s maghat§roz§s§n§l a gerjeszt®s 

hull§mhossz§n azonos abszorbanci§j¼ minta ®s referencia oldatokat hasonl²tottunk ºssze. 

A fluoreszcencia ®lettartam m®r®s®hez a fent eml²tette FS900CD spektrofluorim®ter 

gerjesztŖ f®nyforr§s§t egy 1,5 ns impulzussz®less®gŤ hidrog®n-tºlt®sŤ villan·l§mp§ra 

cser®lt¿k, amelynek impulzussz®less®ge 1,5 ns. A fluoreszcencia ®lettartamot idŖkorrel§lt 

egyfoton-sz§ml§l§ssal hat§roztuk meg.  
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A DNS ®s porfirin kºzºtti energiatranszfer vizsg§latakor a mint§k gerjeszt®se l=260 nm 

hull§mhosszn§l tºrt®nt, a vizsg§lt emisszi·s hull§mhossztartom§ny l=600-800 nm volt. 

A T7 nukleoprotein komplex, valamint a T7 f§gb·l izol§lt DNS szerkezeti stabilit§s§t optikai 

denzit§suk hŖm®rs®klettŖl f¿ggŖ v§ltoz§s§n kereszt¿l, az abszorpci·s olvad§si gºrb®k 

felv®tel®vel vizsg§ltuk [248,249]. A m®r®seket Peltier hŖm®rs®kletszab§lyoz·val felszerelt, hat 

minta p§rhuzamos m®r®s®re alkalmas Cary 4E spektrofotom®terrel a nukleinsav abszorpci·s 

maximum§n (l=260 nm) v®gezt¿k. A hŖm®rs®kletet 25-98 ÁC tartom§nyban v§ltoztattuk, a 

fŤt®si sebess®g 0,5 ÁC/perc volt. P§rhuzamosan 5 mint§n v®gezt¿nk m®r®st, a hatodik 

mintatart·t az alkalmazott pufferrel tºltºtt¿k meg, ®s ebben m®rt¿k a hŖm®rs®kletet. A m®r®si 

adatokat 0,5 ÁC-onk®nt gyŤjtºtt¿k, Microcal Origin program seg²ts®g®vel dolgoztuk fel. A 

gºrb®ket a 25 ÁC-on m®rt abszorpci·s ®rt®kre vonatkoztatva normaliz§ltuk, majd 5 pontonk®nt 

sim²tottuk. Az ²gy nyert adatokb·l sz§m²tottuk az olvad§si gºrb®k elsŖ deriv§ltj§t, amit 

ism®telten 5 pontonk®nt sim²tottunk. Meghat§roztuk a sim²tott deriv§lt gºrb®k maximum 

helyeit (Tm: f§zis§talakul§si hŖm®rs®klet) ®s a s§vok f®l®rt®k sz®less®g®t (w). Tm a rendszer 

stabilit§s§ra, w az §talakul§s kooperativit§s§ra jellemzŖ param®ter. 

4.9. Cirkul§ris dikroizmus (CD) spektroszk·pia 

A CD spektroszk·pia a porfirinek DNS-hez illetve nukleoprotein komplexhez (NP) val· 

kºtŖd®s®rŖl, a kºtŖd®si m·dokr·l ny¼jthat inform§ci·t. A CD m®r®seket amino-

k§mforszulfonsavval kalibr§lt, PFD-425S Peltier hŖm®rs®kletszab§lyoz·val felszerelt Jasco J-

810 spektro-polarim®terrel v®gezt¿k. A kºtŖd®si vizsg§latokhoz §lland· porfirin ®s v§ltoz· 

DNS/NP koncentr§ci·j¼ mint§k sorozat§t haszn§ltuk. A spektrumokat l=380nm ®s 500 nm 

kºzºtt rºgz²tett¿k ®s Savitzky ï Golay algoritmussal sim²tottuk [250]. A spektrum s§vok 

intenzit§s§t a maximumokhoz tartoz· mol§ris ellipticit§ssal ([Ū] deg x cm2 / dm·l/) 

jellemezt¿k.  

A DNS-ben illetve nukleoprotein komplexben bekºvetkezŖ szerkezeti v§ltoz§sokra a 

polimerek CD jel®nek hŖm®rs®kletf¿ggŖ v§ltoz§s§b·l kºvetkeztethet¿nk. A T7 f§g illetve az 

izol§lt nukleosz·m§k porfirin komplexeinek CD spektrumait l=220 nm ®s 350 nm kºzºtt 

rºgz²tett¿k 25 ÁC ®s 98 ÁC kºzºtt 1 C̄-onk®nt. A mint§kban a l= 260 nm-en m®rt optikai 

denzit§s 1, a b§zisp§r/porfirin molar§ny 40 (T7) illetve 50 (nukleosz·ma) volt. A l=225 nm 

illetve l=280 nm-hez tartoz· ®rt®keket §br§zoltuk a hŖm®rs®klet f¿ggv®ny®ben. A gºrb®ket 

sim²tottuk, majd a sim²tott adatsorokb·l sz§m²tottuk az olvad§si gºrb®k elsŖ deriv§ltj§t. 

  

dc_1086_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 
46 

 

4.10. Elektron spin rezonancia spektroszk·piai (ESR) 

A liposz·m§k k¿lºnbºzŖ lipid r®gi·iban, a porfirinek kºtŖd®s®nek hat§s§ra bekºvetkezŖ 

szerkezeti v§ltoz§sokat ESR spektroszk·pi§val tanulm§nyoztuk. Az ESR spektrumokat 

hŖm®rs®kletszab§lyoz·val felszerelt Bruker-EMX6 X-s§v¼ (9-10 GHz) spektrom®terrel 

regisztr§ltuk. A hŖm®rs®kletet a ~20 ml-es minta centrum§nak kºzel®ben szab§lyoztuk ~ 0,1 ÁC 

pontoss§ggal. A modul§ci·s amplit¼d· 2 ®s 35 ÁC kºzºtt 2,0 Gauss (G), 35 ÁC fºlºtt pedig 1,0 

Gauss volt, a mikrohull§m¼ teljes²tm®ny 20 mW. 5 perces felv®teli idŖt ®s 0,2 s idŖ§lland·t 

alkalmazva 2048 pontban vett¿k fel a spektrumot. 

13. §bra Liposz·ma prepar§tumok tipikus ESR spektruma. A ki®rt®kel®sekhez haszn§lt 

param®terek: a k¿lsŖ csatol§si §lland· (2Amax), valamint a 12-DOX ill. 16-DOX 

spinjelºlŖkn®l haszn§lt h-1 ®s ho jelamplit¼d·k 

A membr§nfluidit§s jellemz®s®re h§rom param®tert haszn§ltunk: a 2Amax k¿lsŖ csatol§si 

§lland·t, valamint az Ăfò ®s a Ăkò param®tereket (13. §bra). Az 5-doxil- ®s 7-doxil-

sztearinsavjelºlŖk eset®n, ill. 12-doxil-szteraninsavn§l 2ï25 ÁC hŖm®rs®klet-tartom§nyban a 

2Amax k¿lsŖ csatol§si §lland·t haszn§ltuk. A 2Amax k¿lsŖ csatol§si §lland· a 13. §br§n 

l§that· spektrum k®t legt§volabbi cs¼csa kºzºtti t§vols§g. 25 ÁC hŖm®rs®klet fºlºtt 12-doxyl-

sztearinsav jelºlŖ eset®n a 2Amax csatol§si §lland· az ESR spektrumr·l nem volt leolvashat·, 

ilyenkor a membr§n fluidit§s§t az SL-12 eset®n az 
0

1

h

h
f -=  param®terrel jellemezt¿k, ahol h-1 

a magasterŤ cs¼cs, h0 pedig a kºz®psŖ cs¼cs. 16-doxil-sztearinsav eset®n az alacsonyterŤ 

cs¼cs (h+1) ®s a kºz®psŖ cs¼cs (h0) amplitud·inak h§nyados§val, a k param®terrel (
0

1

h

h
k += ) 

jellemezt¿k a membr§n fluidit§s§t. 
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4.11. Porfirinek dimeriz§ci·s §lland·j§nak (Kd) meghat§roz§sa 

A dimeriz§ci·s §lland·kat Margalit m·dszere szerint [113] hat§roztuk meg. Felt®telezve, 

hogy az aggreg§ci·s folyamat elsŖ l®p®se a porfirin dimerek kialakul§sa, valamint hogy a 

dimerek floureszcencia kvantumhat§sfoka elhanyagolhat· a monomerek®hez k®pest [251], a 

[P] = [M] + 2Kd [M] 2   (3) 

ºsszef¿gg®sben a monomer koncentr§ci· [M] helyettes²thetŖ a kF kifejez®ssel, ahol F a 

mindenkori fluoreszcencia intenzit§s, k pedig egy ar§nyoss§gi t®nyezŖ, ²gy a kºvetkezŖ 

ºsszef¿gg®s nyerhetŖ: 

[P]/F = k + 2k2KdF  (4) 

Ez alapj§n a dimeriz§ci·s §lland· meghat§rozhat· a [P]/F versus F f¿ggv®ny 

tengelymetszet®bŖl ®s meredeks®g®bŖl. 

4.12. Porfirin ï liposz·ma kºtŖd®si §lland·j§nak meghat§roz§sa 

A kºtŖd®si §lland· meghat§roz§s§t §lland· porfirin koncentr§ci· (10-7 M) ®s 10-6 M-t·l a 

tel²t®si koncentr§ci·ig v§ltoz· lipid koncentr§ci· mellett v®gezt¿k. M®r®s elŖtt a megfelelŖ lipid 

koncentr§ci·j¼ liposz·ma oldatokat a porfirinekkel 30 percig 37 C̄-on inkub§ltuk. A kºtŖd®si 

§lland· az al§bbi ºsszef¿gg®s alapj§n hat§rozhat· meg:  

   K
P

P c
L

i

f l

=
[ ]

[ ][ ]
      (5) 

ahol Pi ®s Pf  az inkorpor§lt ill. a szabad porfirin koncentr§ci·ja, cl a lipid koncentr§ci·. Az 

alkalmazott koncentr§ci·k eset®ben a fluoreszcencia r®v®n emitt§lt f®ny intenzit§sa a 

koncentr§ci·val ar§nyosnak tekinthetŖ [252]. ĉgy a kºtŖd®si §lland· rºgz²tett porfirin 

koncentr§ci· eset®n az adott hull§mhosszon m®rt fluoreszcencia intenzit§sokb·l hat§rozhat· 

meg az al§bbiak szerint [253]: 

  F F F F
K c

K c
o l o

L l

L l

= + -
+

( )
1

      (6) 

ahol F az aktu§lis fluoreszcencia intenzit§s, Fo a szabad porfirin fluoreszcencia intenzit§sa (cl 

=0), FL  a fluoreszcencia intenzit§s a lipid tel²t®si koncentr§ci·j§n§l. 

4.13. A porfirin -liposz·ma kºtŖd®s sebess®gi §lland·j§nak meghat§roz§sa 

A porfirin sz§rmaz®kok fluoreszcencia intenzit§s§nak v§ltoz§s§t m®rt¿k a liposz·m§ba 

val· be®p¿l®s sor§n az idŖ f¿ggv®ny®ben. A porfirin sz§rmaz®kokat a fluoreszcencia m®r®s 
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helysz²n®n adtuk hozz§ a DMPC, vagy DMPC/DMPG liposz·m§khoz kºzvetlen¿l a 

detekt§l§s megkezd®se elŖtt. A porfirin sz§rmaz®k koncentr§ci·ja 10-7 M, a lipid koncentr§ci· 

a porfirin teljes be®p¿l®s®hez sz¿ks®ges nagys§g¼ volt. A m®r®s elŖtt ®s alatt a vizsg§lt mint§k 

hŖm®rs®klet®t 18 C̄-on (lipidek f§zis§talakul§si hŖm®rs®klete alatt) illetve 37 C̄-on (lipidek 

f§zis§talakul§si hŖm®rs®klete fºlºtt) tartottuk. A gerjeszt®s ®s detekt§l§s az adott porfirin 

gerjeszt®si ill. emisszi·s maximum§n tºrt®nt. 40 percig tart· m®r®s sor§n m§sodpercenk®nt 

gyŤjtºtt¿nk adatokat. A kapott gºrb®kre a legkisebb n®gyzetek m·dszer®nek alkalmaz§s§val 

egy, vagy k®t exponenci§lis f¿ggv®nyt illesztett¿nk. Az illeszt®s j·s§g§t c2 pr·b§val 

ellenŖrizt¿k. Ha k®t exponenci§lis f¿ggv®ny illeszt®se nem eredm®nyezett l®nyeges javul§st, 

akkor egy exponenci§list illesztett¿nk a gºrb®re. 

4.14. Mikrokalorimetria  

A mikrokalorimetri§val (DSC) a lipidek f§zis§talakul§s§nak k®t jellemzŖ param®ter®t 

hat§roztuk meg: a fŖ f§zis§talakul§s hŖm®rs®kletet (Tm), vagyis a fŖ f§zis§talakul§si cs¼cs 

maximum§hoz tartoz· hŖm®rs®kletet, valamint a f§zis§talakul§s f®l®rt®ksz®les®g®t (T1/2), azaz 

az §talakul§si gºrbe magass§g§nak fel®n®l a gºrbe k®t sz§ra kºzt m®rhetŖ 

hŖm®rs®kletk¿lºnbs®get [254].  

Vizsg§lataink sor§n a DMPC-t illetve a DMPC:DMPG 9:1 m·l/m·l  ar§ny¼ kever®k®t ®s a 

f®ny®rz®keny²tŖ anyagot egy¿ttesen kloroformban oldottuk fel lipid:porfirin 20:1 m·l/m·l 

ar§nyban. A szerves old·szer nitrog®ng§zzal tºrt®nt elp§rologtat§sa ut§n foszf§t puffert adtunk 

hozz§, majd f®l ·r§n §t r§zattuk, a fŖ f§zis§talakul§si hŖm®rs®klet feletti hŖfokon tartva a 

rendszert. Ezut§n 10 ̄ C ®s 40 ̄ C kºzºtti hŖm®rs®klettartom§nyban 5 ̄ C/perc fŤt®si sebess®ggel 

regisztr§ltuk a f§zis§talakul§si gºrb®ket. Minden egyes vegy¿let eset®ben legal§bb 3 

p§rhuzamos m®r®st v®gezt¿nk ®s kisz§m²tottuk a m®r®si eredm®nyek §tlag§t ®s sz·r§s§t. A 

f®ny®rz®keny²tŖ anyagot tartalmaz· mint§k f§zis§talakul§si param®tereit ºsszevetett¿k a tiszt§n 

DMPC-t ill. DMPC/DMPG kever®ket ®s vizet tartalmaz· mint§k®val. A k¿lºnbs®gek 

statisztikai ®rt®kel®s®re k®tmint§s t-pr·b§kat v®gezt¿nk. 

4.15. F®nyforr§sok 

A fotodinamikus reakci·k hat§s§nak vizsg§latakor a szenzibiliz§lt mint§kat halog®n 

l§mp§val, (Tungsram ï GE Lighting, 12V, 100W) illetve quartz W-halog®n l§mp§val (Newport 

Oriel, 250W) (14A ®sB §bra). sug§roztuk be. A l§mpa intenzit§s§t Ophir Pyro-electric Detector 

10A-P (Optronix, Israel) detektorral felszerelt Nova Laser Power/Energy Monitor t²pus¼ 

k®sz¿l®kkel ellenŖrizz¿k. A l=380 nm-n®l rºvidebb hull§mhossz¼ tartom§nyt ¿veglap 
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alkalmaz§s§val, az infravºrºs sug§rz§st az Oriel l§mpa haszn§latakor 10 cm vastag v²zr®teggel 

szŤrt¿k ki. 

 

 

14. §bra A besug§rz§sra haszn§lt f®nyforr§sok emisszi·s spektruma: (A) Newport Oriel, (B) 

Tungsram ï GE 

4.16. Szingulett oxig®n kimutat§sa jodometri§val 

A jodometri§s reagenst (0,2 M k§lium-foszf§t (pH 6,2), 0,12 M k§lium-jodid, 10 mM  

amm·nium-molibd§t) felhaszn§l§sig f®nytŖl elz§rva hŤtŖszekr®nyben t§roltuk. A besug§rz§st 

megelŖzŖen a reagens oldat§t a k²v§nt koncentr§ci· (0 - 2 mM) el®r®s®hez sz¿ks®ges porfirin 

sz§rmaz®kkal eg®sz²tett¿k ki ®s sug§roztuk be. Az oldat abszorpci·s spektrum§t a besug§rz§s 

megkezd®se elŖtt ®s meghat§rozott besug§rz§si idŖk ut§n rºgz²tett¿k l=220-600 nm 

tartom§nyban. A besug§rz§s sor§n keletkezŖ szingulett oxig®n hat§s§ra az al§bbi reakci·s®ma 

szerint -3I  k®pzŖdik. 
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A -

3I mennyis®g®re az oldat l=355 nm-en m®rt abszorbanci§j§b·l kºvetkeztethet¿nk 

(e355=2,47x104 M-1cm-1) [255]. 

4.17. T7 bakteriof§g inaktiv§ci·ja 

A f§g fertŖzŖk®pess®g®t lemezºnt®ses ®lŖsz§m meghat§roz§ssal v®gezt¿k, szokv§nyos agar 

t§ptalajon teny®sztett Escherichia coli (ATCC 11303) bakt®rium-gyepen. Az inaktiv§ci· 

m®rt®k®t az ln(N/N0) ®rt®kkel jellemezt¿k, ahol N az aktu§lis, N0 pedig a kezel®s elŖtti 

tarfoltsz§mot jelenti.  
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T7 f§g Ăsºt®tò inaktiv§ci·j§nak kºvet®sekor a bakteriof§g szuszpenzi·t a vizsg§lt porfirin 

sz§rmaz®kok ismert koncentr§ci·inak hozz§ad§s§t kºvetŖen a f®ny teljes kiz§r§sa mellett, 

sºt®tben inkub§ltuk. A k²s®rletekben a porfirin oldatok koncentr§ci·j§t 0,1-10 mM, a 

porfirin:b§zisp§r mol§ris ar§ny§t (1/r) 0-0,5 tartom§nyban v§ltoztattuk. 

Porfirinnel szenzibiliz§lt T7 f§g fotoinaktiv§ci·j§nak jellemz®s®hez besug§rz§s elŖtt a 

porfirinnel szenzibiliz§lt bakteriof§g szuszpenzi·t sºt®tben 10 percig inkub§ltuk. A porfirinek 

koncentr§ci·j§t 0,1-10 mM kºzºtt v§ltoztattuk, a porfirin/b§zisp§r ar§ny (1/r) 0,02-0,5 

tartom§nyban volt. A besug§rz§s kvarc k¿vett§ban tºrt®nt, a mint§kat besug§rz§s alatt 

folyamatosan kevert¿k. Az inaktiv§ci· m®rt®k®t (ln(N/N0)) a beesŖ d·zis vagy a porfirin 

koncentr§ci· f¿ggv®ny®ben §br§zoltuk. A T7 bakteriof§g ®rz®kenys®g®t az inaktiv§ci·s 

hat§skeresztmetszettel jellemezt¿k (s [cm2/J]). (A hat§skeresztmetszet megfelel azon beesŖ 

d·zis reciprok§nak, amelyn®l adott koncentr§ci·n§l az ®lŖ f§gok sz§ma az e-ed r®sz®re 

csºkken.) 

A keletkezŖ gyºkºk szerep®nek tanulm§nyoz§sakor a fenti mint§khoz 1,3-dimetil-2-tioure§t 

(DMTU) (Sigma) vagy NaN3-ot (Sigma) illetve 1,3-difenil-izobenzofur§nt (DPBF) adtunk. A 

gyºkfog·k koncentr§ci·j§t 0,1 ®s 20 mM kºzºtt v§ltoztattuk. 

4.18. Agar·z g®lelektrofor®zis 

A g®lelektrofor®zis k²s®rleteket v²zszintes elrendez®sŤ agar·z g®lek alkalmaz§s§val 

v®gezt¿k, MINI-H800 (Biocenter Laborat·riumi Szolg§ltat· Kft., Szeged) eszkºzzel. A teljes 

T7 bakteriof§g, valamint az izol§lt T7 DNS elektrofor®zis®hez 1 %-os, a PCR term®kek 

anal²zis®hez pedig 2 %-os agar·z g®leket haszn§ltunk. A mint§k g®lbe tºlt®s®hez, valamint a 

v§ndorl§s kºvet®s®hez azokhoz br·mfenol k®k (0.05%), szukr·z (40%), EDTA (0.1 M, pH 8.0), 

®s SDS (0,5%) kever®k®t adtuk (Sigma g®ltºltŖ puffer), mint§nk®nt azonos mennyis®gben. A 

g®leket etidium-bromiddal (Sigma) festett¿k, a DNS-s§vokat UV-§tvil§g²t· (Sigma) felett 

figyelt¿k meg. M®ret-standardk®nt 1 kb DNS-kever®ket (Ăl®traò; Sigma) vagy a ɚ f§g HindIII 

restrikci·s enzimmel em®sztett fragmentumait (Sigma) haszn§ltuk.  

4.19. Polimer§z l§ncreakci· 

A T7 f§g ºrºk²tŖ anyag§nak ®ps®g®t illetve k§rosod§s§t polimer§z l§ncreakci·val vizsg§ltuk. 

A reakci·hoz a f§g-genom egy 555 bp hossz¼s§g¼ szakasz§t [256] amplifik§ltuk 5ô-

CTGTGTCAATGTTCAACCCG-3ô, valamint 5ô-GTGCCCAGCTTGACTTTCTC-3ô 

primerek seg²ts®g®vel (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, U.S.A.). A reakci·t 

mindenkor 12,5 ɛl t®rfogat¼ mint§kon v®gezt¿k; a vizsg§lt DNS-mint§khoz elŖzetesen 
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optimaliz§lt ar§nyban kevert ®s h²g²tott primereket, PCR-puffert, dezoxi-ribonukleozid-

trifoszf§tokat ®s AmpliTaq Gold DNS-polimer§z enzimet (Perkin Elmer, Wellesley, MA, 

U.S.A.) adtunk. Az amplifik§l§st Perkin Elmer GeneAmp 2700 PCR k®sz¿l®kkel v®gezt¿k. A 

reakci· ut§n a term®keket az elŖzŖ pontban le²rtak szerint g®l elektrofor®zissel elemezt¿k. 

A T7 f§gon v®gzett PCR m®r®sekhez a T7 nukleoprotein 65 ÁC-on tºrt®nŖ termikus 

§talakul§sa (kapszid fellazul§sa) miatt nem sz¿ks®ges a DNS elŖzetes prepar§l§sa, az 

amplifik§l§s a teljes f§g haszn§lat§val is elv®gezhetŖ. 

4.20. Ćraml§si citometria 

A HL-60 sejtek §ltal felvett porfirin sz§rmaz®kok mennyis®g®t §raml§si citometri§val 

hat§roztuk meg. A sejteket RPMI-1640 m®diumban oldott, 2,5-20 mM koncentr§ci·j¼ porfirin 

sz§rmaz®kkal inkub§ltuk 0,5-5 ·r§t. Kontrolk®nt porfirint nem tartalmaz· t§poldatban inkub§lt 

sejteket haszn§ltunk. Az inkub§l§si peri·dus v®g®n az inkub§l· elegyet elt§vol²tottuk, a sejteket 

k®tszer mostuk sz®rum mentes t§poldattal majd 100 ɛl 1 mM-os tripszinnel kezelt¿k [257-259]. 

A tripszin tov§bbi hat§s§t 10% sz®rumot tartalmaz· HEPES pufferrel g§toltuk (100 mM NaCl, 

5,4 mM KCl, 0,4 mM MgCl2, 0,04 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 20 mM D-gl¿k·z, 24 mM 

NaHCO3 ®s 5 mM Na2HPO4, pH 7,4 ). A sejteket FACS-csºvekben centrifug§ltuk (1000 rpm, 

5 perc, 4 ÁC). A fel¿l¼sz· elt§vol²t§sa ut§n a sejteket HPML-ben szuszpend§ltuk. Az 

intracellul§ris fluoreszcencia intenzit§s§t BD LSR II (BD Biosciences, UK) §raml§si 

citom®terrel detekt§ltuk (lex=488 nm, lem=670-735 nm); a kontrol autofluoreszcenci§j§n§l 

nagyobb intenzit§st mutat· sejteket sz§moltuk. Az adatokat FACSDiVa 5.0 software-rel 

elemezt¿k. 

4.21. L®zer p§szt§z· mikroszk·pia 

A l®zer p§szt§z· mikroszk·p seg²ts®g®vel tanulm§nyoztuk a porfirinek ®lŖ sejteken bel¿li 

lokaliz§ci·j§t. A porfirin sz§rmaz®kok sejten bel¿li lokaliz§ci·j§t Zeiss 710 (Carl Zeiss 

Microscopy, Jena, Germany) konfok§lis mikroszk·ppal kºvett¿k. HT-29 sejteket speci§lis 

mintatart·ban (Lab-Tek II 8-chamber Slide, Thermo Fisher Scientific Inc. NYSE: TMO) a 

k²s®rleteket megelŖzŖ 24 ·r§ban nºvesztett¿nk. A mint§kat v®g¿l 20 ÕM porfirin sz§rmaz®kkal 

3 ·r§t inkub§ltuk. A porfirin sz§rmaz®kok kimutat§s§hoz a mint§kat l=488 nm-en 

gerjesztett¿k, az emisszi·t l=650-750 nm tartom§nyban detekt§ltuk. Az egyes 

sejtorganellumokban val· lokaliz§ci· azonos²t§s§hoz ko-lokaliz§ci·s vizsg§latokat v®gezt¿nk.  

A sejtmag DNS-®t SYBR GreenI-gyel (inkub§ci·s koncentr§ci· 400 nM; lex=488 nm, lem=520 

nm), a lizosz·m§kat Lyso Tracker Green DND-26-tal (inkub§ci·s koncentr§ci· 50 nM; lex=488 
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nm, lem=633 nm), a mitokondriumokat MitoTracker Deep Red FM-mel (inkub§ci·s 

koncentr§ci· 100 nM; lex=510 nm, lem=665 nm) jelºlt¿k. A kontroll mint§kat csak egy 

fest®kkel, illetve jelºlŖ n®lk¿li t§poldatban inkub§ltuk. Az adatokat ImageJ software-rel 

elemezt¿k. 

4.22. Adatfeldolgoz§s 

Az adatok feldolgoz§s§hoz, ahol azt m§sk®pp nem jelºlt¿k MicrosoftÈ Excel (Microsoft, 

Redmond, Washington, U.S.A.) t§bl§zatkezelŖ illetve OriginÈ 7.0 (OriginLab, Northampton, 

MA, U.S.A.) programot haszn§ltunk. Az abszorpci·s spektrumok felbont§s§hoz a k²s®rleti 

adatok elm®leti f¿ggv®nyekkel val· illeszt®s®t az OriginÈ 7.0 programmal v®gezt¿k. Az 

abszorpci·s spektrumok felbont§s§hoz egy, Zup§n Krist·f (akkor Ph.D. hallgat·) §ltal k®sz²tett 

programot haszn§ltunk, amely a felbont§sokat automatikusan, programozhat· param®terez®ssel 

v®gezte el egy-egy spektrumon vagy spektrumsorozaton. 
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5. Eredm®nyek 

5.1. Porfirinek kºlcsºnhat§sa modellmembr§nokkal 

A fotodinamikus reakci· tumorellenes hat§s§ban fontosnak l§tszik a f®ny®rz®keny²tŖszer, 

²gy a porfirin sejten bel¿li lokaliz§ci·ja. ElŖnyt jelenthet, ha a porfirin sz§rmaz®k a membr§n 

strukt¼r§kban lokaliz§l·dik, azaz alapvetŖen hidrof·b karakterŤ. M§sfelŖl azonban a hidrof·b 

karakter nºveli az aggreg§tumok kialakul§s§nak lehetŖs®g®t, ennek r®v®n pedig elŖnytelen¿l 

befoly§solja a fotofizikai tulajdons§gokat, az aggreg§tumokban p®ld§ul csºkken az 

abszorbancia, fokoz·dik a fotodegrad§ci·. 

Mindezen probl®m§k egyik lehets®ges megold§s§nak l§tszik sz®nhidr§t oldall§ncok 

kapcsol§sa a porfirin sz§rmaz®khoz. Az oldall§ncok szerkezet®nek, a kapcsol§s m·dj§nak 

v§ltoztat§sa r®v®n a k¿lºnbºzŖ m®retŤ, polarit§s¼, t®rszerkezetŤ konjug§tumok szint®zise 

lehets®ges. Tov§bbi inspir§ci·t jelentett a porfirin-sz®nhidr§t konjug§tumok szint®zis®re, hogy 

egyes megfigyel®sek szerint ezek a konjug§tumok specifikus kºlcsºnhat§sba l®phetnek 

bizonyos tumorsejteken nagy sz§mban expressz§l·d· lektin receptorokkal [260]. 

A glikozil§lt tetrafenilporfirinekkel kapcsolatos kutat§s egyik fŖ k®rd®se az volt, hogy 

hogyan befoly§solja a membr§nnal val· kºlcsºnhat§st a porfirin sz§rmaz®k polarit§sa, a 

molekula geometri§ja. Ennek megfelelŖen saj§t vizsg§latainkhoz olyan mezo-szubsztitu§lt 

glikozil§lt porfirineket v§lasztottunk ®s hasonl²tottunk ºssze, amelyek a szubsztituensek 

term®szete, sz§ma, anell§l§sa alapj§n k¿lºnbºznek egym§st·l (l§sd 8. ®s 9. §bra). A modell 

membr§nokon v®gzett kºtŖd®si vizsg§latokban a porfirin sz§rmaz®kok ®s konjug§tumok 

fotofizikai tulajdons§gait figyelembe v®ve elsŖsorban spektroszk·piai m·dszerekre 

t§maszkodtunk. 

A tanulm§nyozott glikozil§lt porfirin sz§rmaz®kok abszorpci·s spektruma megfelel a szabad 

b§zis¼ porfirinek tipikus abszorpci·s spektrum§nak [236] A vegy¿letek mol§ris abszorbanci§ja 

®s Q-s§vjainak szerkezete, a TP(2-OGluOH)4P kiv®tel®vel, ®rz®kenyen v§ltozik a molekul§ris 

kºrnyezet polarit§s§val. Hasonl· meg§llap²t§s tehetŖ a fluoreszcencia spektrumok szerkezet®re 

®s amplit¼d·j§ra vonatkoz·an is. Ennek alapj§n meg§llap²that·, hogy a fluoreszcencia 

spektroszk·pia alkalmas a porfirin sz§rmaz®kok ®s modell membr§nok kºzºtti kºlcsºnhat§s 

tanulm§nyoz§s§ra. Szeml®ltet®s¿l a 15. §br§n bemutatjuk az aszimmetrikus TP(4-OGluOH)3P 

fluoreszcencia emisszi·s spektrumait k¿lºnbºzŖ old·szerekben illetve M9 foszf§t pufferben 

k¿lºnbºzŖ koncentr§ci·j¼ DMPC oldatokb·l k®sz²tett liposz·m§k jelenl®t®ben. 
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15. §bra TP(4-OGluOH)3P fluoreszcencia emisszi·s spektruma (A) M9 foszf§t pufferben, pH 

7,4 (1) ®s metanolban (2); (B) M9 foszf§t pufferben k¿lºnbºzŖ mennyis®gŤ DMPC liposz·ma 

jelenl®t®ben. A DMPC:porfirin m·lar§ny 0-200 kºzºtt v§ltozik. A ny²l a nºvekvŖ lipid 

koncentr§ci· ir§ny§t jelºli. A porfirin koncentr§ci·ja 10-6 M. A gerjeszt®s az abszorpci·s 

spektrumok Soret-s§vj§nak maximum§n tºrt®nt. 

A DMPC koncentr§ci·j§nak emel®s®vel az apol§ros old·szerben tapasztalhat·hoz 

hasonl·an fluoreszcencia intenzit§snºveked®st l§thatunk, ami a kromof·r apol§ros 

kºrnyezetben val· lokaliz§ci·j§t mutatja. A szimmetrikusan szubsztitu§lt sz§rmaz®kok 

eset®ben elhanyagolhat· (TP(2-OGluOH)4P) vagy hasonl·, de kisebb m®rt®kŤ (TP(4-

OGluOH)4P) v§ltoz§st tapasztaltunk [236]. 

6. t§bl§zat Porfirin sz§rmaz®kok kºtŖd®si §lland·ja (KL) 

(M-1) k¿lºnbºzŖ ºsszet®telŤ liposz·m§khoz, 

szobahŖm®rs®kleten. (M9 foszf§t puffer pH 7,4) 

 KL  (M -1) 

porfirin sz§rmaz®k DMPC 
DMPC/DMPG 

(9/1 m·l/m·l) 

TP(2-OGluOH)4P - - 

TP(4-OGluOH)4P - 4,2x103 

TP(4-OXylOH)4P 3,1x103 4,5x104 

TP(4-OGluOH)3P 1,0x105 8,5x104 

TPF5(4-OGalOH)3P 9,8x103 6,9x104 
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A fluoreszcencia spektrumok §ltal szolg§ltatott adatok alapj§n az egyes vegy¿letek kºtŖd®si 

§lland·i meghat§rozhat·k (l§sd 5. ®s 6. egyenlet). A tºlt®ssel nem rendelkezŖ fejcsoport¼ 

DMPC-bŖl k®sz¿lt liposz·m§k mellett a negat²v tºlt®sŤ fejcsoport¼ DMPG-t tartalmaz· 

(DMPC:DMPG=9:1) liposz·m§khoz val· kºtŖd®st is vizsg§ltuk. A kºtŖd®si §lland·kat a 6. 

t§bl§zat foglalja ºssze. 

A fluoreszcencia emisszi·s spektrumokon t¼l a kromof·r egy®b fotofizikai param®terei, ²gy 

fluoreszcencia ®lettartama is megv§ltozhat a modellmembr§nokkal val· kºlcsºnhat§s 

kºvetkezt®ben. A 7. t§bl§zatban a vizsg§lt vegy¿letek fluoreszcencia ®lettartam§t mutatjuk 

foszf§t pufferben DMPC liposz·ma n®lk¿l ®s annak jelenl®t®ben. 

7. t§bl§zat Porfirin sz§rmaz®kok ®lettartama (tF) (ns) 

szabad §llapotban ®s DMPC liposz·ma jelenl®t®ben 

(porfirin:  DMPC m·lar§ny 1:200), M9 foszf§t pufferben, 

pH 7,4 szobahŖm®rs®kleten. 

 tF (ns) tF (ns) 

porfirin sz§rmaz®k DMPC - DMPC + 

TP(2-OGluOH)4P 11,1 11 

TP(4-OGluOH)4P 8,2 8,5 

TP(4-OXylOH)4P 8,5 10,5 

TP(4-OGluOH)3P 7,3 11 

TPF5(4-OGalOH)3P 6,8 10,3 

A kºtŖd®si hajland·s§gra utalhat az egyes sz§rmaz®kok eset®ben a porfirin-lipid 

kºlcsºnhat§si kinetik§ja. Ennek tanulm§nyoz§s§ra kºvett¿k a vegy¿letek emisszi·s maximum 

®rt®k®n mutatott fluoreszcencia intenzit§s§t az idŖ f¿ggv®ny®ben a liposz·ma prepar§tum 

hozz§ad§sa ut§n (16. §bra). A k²s®rleti gºrb®kre illesztett f¿ggv®nyek alapj§n hat§roztuk meg a 

sebess®gi §lland·kat a lipidek f§zis§talakul§si hŖm®rs®klete alatt (18 ÜC) ®s fºlºtt (37 ÜC) [261]. 

Mint az a 8. t§bl§zat adataib·l kitŤnik, 18 ÜC-on hat§rozott k®t l®pcsŖs kinetik§t 

azonos²thattunk, m²g a f§zis§talakul§si hŖm®rs®klet fºlºtt a kinetika ï a TP(4-OGluOH)3P ï 

DMPC kºlcsºnhat§st·l eltekintve ï egy sebess®gi §lland·val volt jellemezhetŖ. 
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16. §bra TP(4-OGluOH)3P (A) ®s TP(4-OXylOH)4P (B) fluoreszcencia intenzit§sa az idŖ 

f¿ggv®ny®ben DMPC illetve DMPC:DMPG=9:1 liposz·m§val val· ºsszekever®s ut§n 18 ÜC-

on ®s 37 ÜC-on a lipid mentes mint§kban m®rt intenzit§sokhoz viszony²tva. A porfirin 

koncentr§ci·ja 10-7 M, a lipid:porfirin m·lar§ny 200:1. A gerjeszt®s az abszorpci·s 

spektrumok Soret-s§vj§nak maximum§n tºrt®nt. lem=655 nm. (M9 foszf§t puffer pH 7,4) 

8. t§bl§zat Glikozil§lt porfirin sz§rmaz®kok ï modell membr§nok kºlcsºnhat§s§nak sebess®gi 

§lland·i, k1, k2  , (x10-3 s-1) a f§zis§talakul§si hŖm®rs®klet alatti (18 ÜC) ®s feletti (37 ÜC) 

hŖm®rs®kleten, M9 foszf§t pufferben pH7,4). (porfirin:DMPC m·lar§ny 1:200) 

porfirin 

sz§rmaz®kok 

k1 k2 k1 k2 k1 k2 k1 k2 

DMPC DMPC/DMPG DMPC DMPC/DMPG 

18 ÜC 37 ÜC 

TP(4-OGluOH)4P - - 0,8 - -  2,3 - 

TP(4-OXylOH)4P 0,9 0,25 1 0,54 0,69 - 7,3 - 

TP(4-OGluOH)3P 6,0 0,75 1,7 0,1 2,6 0,33 1,9 - 

TPF5(4-OGalOH)3P 1,0 0,24 1,2 0,46 1,88 - 2,1 - 

A k®t sebess®gi (k1 ®s k2) §lland· nem azonos m·don ®s m®rt®kben v§ltozik a lipid 

koncentr§ci· v§ltoz§s§val, mint azt a 17. §br§n bemutatott p®lda is mutatja. A kezdeti, Ăgyorsò 

f§zis sebess®gi §lland·ja meredeken nŖ a lipid koncentr§ci·j§nak emel®s®vel (meredeks®ge 

44,8 s-1M-1), m²g a m§sik komponens v§ltoz§s§nak meredeks®ge egy nagys§grenddel kisebb 

(1,27 s-1M-1).  
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17. §bra TP(4-OXylOH)4P ï DMPC kºtŖd®s®nek sebess®gi §lland·i, k1 (A) ®s k2 (B) a DMPC 

koncentr§ci·j§nak f¿ggv®ny®ben 18 ÜC-on. A porfirin koncentr§ci· 1x10-7 M. (M9 foszf§t 

puffer pH 7,4) 

A porfirin sz§rmaz®kok fotok®miai hat®konys§g§t a membr§n kºtŖd®si hajland·s§gon t¼l 

befoly§solhatja a lipid kettŖs r®tegen bel¿li lokaliz§ci·. Csak a foszfolipid kettŖs r®teget 

tekintve, a porfirinek h§rom k¿lºnbºzŖ elrendezŖd®sben kºtŖdhetnek a membr§nhoz 

[103,126]. Elhelyezkedhetnek a pol§ros fejcsoport-v²z hat§rr®tegben, a lipid oldall§ncok nyaki, 

pol§ros fejcsoportokkal hat§ros r®sz®ben vagy az apol§ros oldall§ncok kºrnyezet®ben a 

l§ncokkal p§rhuzamosan illetve a lipid kettŖs r®teg hat§r§n. 

A lokaliz§ci· tanulm§nyoz§s§nak egyik m·dja a lipid r®gi·k szelekt²v fluoreszcens jelz®se. 

Ismert, hogy az 8-anilino-1-naftalinszulfonsav (ANS) a liposz·m§ban az apol§ris oldall§ncok 

®s fejcsoportok hat§rr®teg®ben lokaliz§l·dik, m²g az 1,6-difenil-1,3,5- hexatri®n (DPH) a 

sz®nhidrog®nl§ncokkal p§rhuzamosan vagy a lipid r®tegek kºzºtt. Vizes oldatban az ANS, 

DPH nem fluoreszk§l, de apol§ros old·szerben, vagy membr§nhoz kºtŖdve jelentŖs m®rt®kŤ 

fluoreszcenci§t mutatnak [262,241]. Az ANS illetve DPH kºrnyezet®nek megv§ltoz§sa 

m·dos²tja azok fotofizikai param®tereit, ²gy fluoreszcencia ®lettartam§t, tov§bb§ 

megv§ltoztathatja a kºrnyezet rendezetts®g®re jellemzŖ anizot·pi§t. 

Azt figyelt¿k meg, hogy a fluoreszcens jelzŖk ®lettartama nem v§ltozik szignifik§nsan a 

szimmetrikusan szubsztitu§lt sz§rmaz®kok jelenl®t®ben (9. t§bl§zat). Az aszimmetrikus porfirin 

sz§rmaz®kok kºtŖd®se ut§n m®rt lecseng®si gºrb®k elemz®sekor a legjobb illeszt®seket k®t 

®lettartam komponens felt®telez®s®vel kaptuk. Mindk®t komponens szignifik§nsan rºvidebb, 

mint a porfirin jelenl®te n®lk¿l kapott megfelelŖ ®rt®kek. 

  

dc_1086_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 
58 

 

9. t§bl§zat DMPC liposz·m§hoz kºtºtt DPH ®s ANS ®lettartama (ns) 

porfirin sz§rmaz®kok kºtŖd®se elŖtt ®s ut§n 20C̄-on. (lg(ANS)=398 nm, 

lg(DPH)=357 nm, lem(ANS)=480 nm, lem(DPH)=450 nm) 

 DPH ANS 

porfirin sz§rmaz®kok t1 t2  t1 t2  

- 8.6 ð 9.3 ð 

TP(2-OGluOH)4P 8.4 ð 9.2 ð 

TP(4-OGluOH)4P 8.2 ð 9.0 ð 

TP(4-OGluOH)3P 5.5 2.3 7.7 1.7 

TPF5(2-OGalOH)3P 6.8 2.2 7.9 2.0 

 

18. §bra DMPC liposz·m§hoz kºtºtt ANS (A,B) ®s DPH (C,D) hŖm®rs®kletf¿ggŖ 

anizotr·pi§j§nak v§ltoz§sa porfirin n®lk¿li liposz·m§kban ( ᵹ ) ®s porfirin sz§rmaz®kok: TP(2-

OGluOH)4P ( ᵹ ) , TP(4-OGluOH)4P ( ᵹ ) (A,C) ®s TP(4-OGluOH)3P ( ᵹ ), TPF5(4-OGalOH)3P 

( ᵹ ) (B,D) jelenl®t®ben. (lg(ANS)=398 nm, lg(DPH)=357 nm, lem(ANS)=480 nm, lem(DPH)=450 nm) 
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A DPH ®s ANS anizotr·pi§j§nak hŖm®rs®kletf¿ggŖ v§ltoz§s§n kereszt¿l a porfirin 

sz§rmaz®k kºtŖd®s®n t¼l inform§ci·t nyerhet¿nk a liposz·ma termikus stabilit§s§r·l ®s az 

alkot·r®szek kooperativit§s§r·l is a f§zis§talakul§s folyamat§ban. A 18. §br§n ºsszefoglalt 

eredm®nyeink azt mutatj§k, hogy a TP(4-OGluOH)3P ®s a TPF5(2-OGalOH)3P jelenl®te 

nºveli a f§zis§talakul§si hŖm®rs®kletet ®s, ï k¿lºnºsen az ANS lokaliz§ci·j§ra jellemzŖ 

r®gi·ban ï csºkkenti a kooperativit§st [236]. A szimmetrikusan szubsztitu§lt sz§rmaz®kok, 

azonos lipid/porfirin ar§nyok mellett kisebb m®rt®kben ugyan, de szint®n csºkkentik a 

kooperativit§st a foszfolipid r®teg nyaki r®gi·j§ban. 

A porfirin sz§rmaz®kok apol§ros l§nc ment®n val· elhelyezked®s®nek pontosabb 

felt®rk®pez®s®re ad lehetŖs®get az ESR spektroszk·pia [263,264]. A liposz·m§kba az apol§ros 

l§nc megfelelŖ hely®n spinjelºlt csoportot hordoz· zs²rsavakat ®p²tett¿nk, ®s az ezek §ltal 

szolg§ltatott jel v§ltoz§s§t kºvett¿k a porfirinek jelenl®t®ben. Szeml®ltet®s¿l itt az 5-ºs (5-DSA) 

®s 16-os (16-DSA) pozici·kban jelzett zs²rsavakkal kapott eredm®nyeket mutatom be.  

 

19. §bra 5-DSA k¿lsŖ csatol§si §lland·ja (2Amax) (A) ®s 16-DSA k param®tere (k=h+1/h0) (B) 

DPPC liposz·m§ban a porfirin n®lk¿li kontroll (Ž), ®s a porfirineket: TP(4-OGluOH)4P-t (ö) 

vagy TPF5(4-OGalOH)3P-t (қ) tartalmaz· mint§kban a hŖm®rs®klet f¿ggv®ny®ben. 

A fejcsoportok kºzel®ben monitorcsoporttal rendelkezŖ spinjelºlŖ (5-DSA) 

alkalmaz§sakor a csatol§si §lland· (2Amax) a hŖm®rs®klet emelked®s®vel csºkken, ami a 

rigidit§s csºkken®s®t jelzi (19.A §bra). Porfirin sz§rmaz®k jelenl®t®ben a csatol§si §lland·k 

®rt®ke magasabb, mint kontroll mint§kban. Ez egyr®szt jelzi a TP(4-OGluOH)4P ®s TPF5(4-

OGalOH)3P jelenl®t®t az 5-DSA-val jelzett r®gi·ban, m§sr®szt arra mutat, hogy jelenl®t¿kben 

a membr§n rigidebb® v§lik, fluidit§sa csºkken. Ez a hat§s a TPF5(4-OGalOH)3P eset®ben 

kifejezettebb. A k®t porfirin sz§rmaz®k fluidit§st befoly§sol· hat§sa a m®lyebb r®gi·kban (19.B 

§bra) l®nyegesen kisebb, ®s nem is azonos ir§nyban befoly§solj§k a membr§n rigidit§s§t. A 
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TPF5(4-OGalOH)3P, a nyaki r®gi·hoz hasonl·an, stabiliz§l· hat§s¼, m²g a szimmetrikusan 

szubsztitu§lt sz§rmaz®k, ink§bb a fluidit§s nºvel®se ir§ny§ban l§tszik hatni, de az §ltala okozott 

v§ltoz§sok nem szignifik§nsak.  

A kºtŖd®s kºvetkezm®nyek®nt a membr§nban kialakul· szerkezeti v§ltoz§sokra mutathat r§ 

a foszfolipidek mikrokalorimetri§s (DSC) vizsg§lata [254,265]. Megjegyzem, hogy a m·dszer 

mintak®sz²t®si felt®telei miatt itt nem liposz·m§k ®s ligandumok kºlcsºnhat§s§t l§tjuk. 

Meghat§roztuk a lipidek sz®nhidrog®nl§ncainak konform§ci·v§ltoz§s§val kapcsolatos fŖ 

f§zis§talakul§s hŖm®rs®kletet (Tm), vagyis a fŖ f§zis§talakul§si cs¼cs maximum§hoz tartoz· 

hŖm®rs®kletet, ®s a f§zis§talakul§s f®l®rt®ksz®les®g®t (T1/2), ami a r®sztvevŖ komponensek 

kooperativit§s§ra jellemzŖ ®rt®k lehet [261]. Az eredm®nyeket a 10. t§bl§zatban foglalom 

ºssze. 

10. t§bl§zat A DMPC ill. DMPC ®s DMPG (9:1) fŖ f§zis§talakul§si hŖm®rs®klete (Tm) ®s a 

f§zis§talakul§s f®l®rt®ksz®less®ge (T1/2) (§tlagÑS.D) k¿lºnbºzŖ porfirin sz§rmaz®kok 

jelenl®t®ben. A lipid : porfirin m·lar§ny 20:1. 

 Tm(ÁC) T1/2(ÁC) 

porfirin sz§rmaz®k DMPC 
DMPC/DMPG 

(9:1) 
DMPC 

DMPC/DMPG 

(9:1) 

- 24.4 ° 0.2 22.8 ° 0.97 1.34 °0.29 1.4 ° 0.37 

TP(2-OGluOH)4P 24.5 ° 0.4 - 1.5 ° 0.22 - 

TP(4-OGluOH)4P 24.7 ° 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-OGluOH)3P 23 ° 0.38 24.7 ° 0.15 5.35 ° 0.21 5.0 ° 1.02 

TPF5(4-OGalOH)3P 24.2 ° 0.1 24.1 ° 0.04 3.6 ° 0.85 1.4 ° 0.04 

Mint a t§bl§zat adataib·l is kitŤnik, az aszimmetrikus TP(4-OGluOH)3P az egyetlen 

vegy¿let, amelynek a jelenl®te szignifik§nsan megv§ltoztatja mindk®t ºsszet®telŤ mint§ban a 

f§zis§talakul§s param®tereit. Mindk®t mint§ban nºveli az §talakul§s f®l®rt®k sz®less®g®t, vagyis 

csºkkenti a kooperativit§st, de ®rdekes m·don nem azonos ir§nyban befoly§solja a 

f§zis§talakul§s hŖm®rs®klet®t. 
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5.2. Kationos porfirinek kºtŖd®se term®szetes polinukleotidokhoz ®s nukleoprotein 

komplexekhez 

5.2.1. Mezo-szubsztitu§lt porfirinek kºtŖd®se term®szetes polinukleotidokhoz 

5.2.1.1. A kºtºtt form§k azonos²t§sa ®s mennyis®gi meghat§roz§sa 

A tºlt®ssel nem rendelkezŖ glikozil§lt porfirin sz§rmaz®kok kºlcsºnhat§sa DNS-sel az 

§ltalunk haszn§lt spektroszk·piai m·dszerekkel nem volt kimutathat·. Az irodalomban sem 

ismeretesek olyan adatok, amelyek al§t§masztan§k ilyen kºlcsºnhat§s kialakul§s§t. 

Ugyanakkor a kationos porfirinek ®s nukleinsavak kºlcsºnhat§sa bizony²that· volt. 

A n®gy pozit²v tºlt®ssel rendelkezŖ TMPyP kºtŖd®s®t szintetikus oligonukleotidokhoz 

kor§bban sokr®tŤen vizsg§lt§k [146,147,174]. 

A szintetikus oligonukleotid szekvenci§j§nak megfelelŖ megv§laszt§sa (pl. dG-dC; dA-dT) 

r®v®n egym§st·l elk¿lºn¿lve megjelenŖ ®s tanulm§nyozhat· kºtºtt form§i, az interkal§lt ®s a 

kis §rokhoz k²v¿lrŖl kapcsol·d· TMPyP, azok spektroszk·piai jellemzŖi, szerkezete ismertek. 

A k®tf®le kºtºtt forma egyidejŤ vizsg§lat§ra, kialakul§suk kvantitat²v ®s kvalitat²v le²r§s§ra 

azonban az irodalomban nagyon kev®s t§mpontot tal§lunk. M®g ink§bb ²gy van ez, ha nem 

oligo-, hanem polinukleotidokkal kºlcsºnhat§sban kialakul· kºtºtt form§k eloszl§s§t, 

jellemz®s®t szeretn®nk megismerni. 

Mi a kºtºtt form§k kialakul§s§t term®szetes polinukleotidokon k²v§ntuk vizsg§lni, k¿lºnºs 

tekintettel azok egym§s mellett val· megjelen®s®re; a kºtŖd®st ®s a kºtºtt form§k megoszl§s§t 

befoly§sol· t®nyezŖkre [237]. Munk§nk elsŖ f§zis§ban term®szetes polinukleotidk®nt a T7 

bakteriof§gb·l izol§lt, 40 kb hossz¼s§g¼ kettŖs sz§l¼ DNS-t haszn§ltuk, amely k²s®rleti 

kºr¿lm®nyeink kºzºtt B-konform§ci·j¼, b§zisºsszet®tel®re a G-C ®s A-T b§zisp§rok 50-50 %-

os ar§nya jellemzŖ. 

A TMPyP interkal§lt illetve k¿lsŖ kºt®sben DNS-hez kapcsol·d· form§j§nak abszorpci·s 

spektruma jellegzetes elt®r®st mutat a szabad form§®t·l (2.3. fejezet, 3. t§bl§zat). Ennek 

anal·gi§j§ra rºgz²tett¿k a megfelelŖ abszorpci·s spektrumokat csak egy®rt®kŤ ionokat 

tartalmaz· Tris-HCl (pH 7,4; I=68 mm·l) pufferben izol§lt T7 DNS-sel val· titr§l§s sor§n. Egy, 

a DNS relat²v koncentr§ci·j§nak nºveked®se nyom§n kialakul· spektrumsorozat Soret 

s§vj§nak tipikus v§ltoz§s§t a 20. §br§n mutatom be. 
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20. §bra A TMPyP abszorpci·s spektrum§nak v§ltoz§sa izol§lt T7 DNS-hez  val· kºtŖd®s 

sor§n (Tris-HCl puffer, pH 7,4) a l=390-480 nm tartom§nyban. A b§zisp§r/porfirin ar§ny (r) 

1-20 kºzºtt v§ltozik. A spektrum v§ltoz§s§nak ir§ny§t a nyilak jelzik. 

MegfigyelhetŖ, hogy a TMPyP Soret s§vja jelentŖs, kºr¿lbel¿l 20 nm-es vºrºs ir§ny¼ 

eltol·d§sa ®s 41 %-os hipokr·mi§ja. Az eltol·d§sok ir§nya, jellege alapj§n §ll²thatjuk, hogy 

l®trejºn a kºtŖd®s a porfirin ®s a polinukleotid kºzºtt. A v§ltoz§sok m®rt®k®t az irodalmi 

adatokkal ºsszevetve (3. t§bl§zat) meg§llap²that·, hogy azok egyik kºtºtt form§ra jellemzŖ 

®rt®kekkel sem azonosak, azok kºzºtt helyezkednek el. Ez alapj§n val·sz²nŤs²thetŖ mindk®t 

t²pus¼ kºtºtt popul§ci· egyidejŤ jelenl®te. 

Az egyes form§kra jellemzŖ spektrumok felder²t®s®hez a spektrumsorozat tagjait 

komponenseikre bontottuk az al§bbi feltev®sekbŖl kiindulva [237]: 

- A TMPyP az izol§lt T7 DNS-hez k®tf®le m·don kºtŖdik; ezek alapvetŖ tulajdons§gai 

megfelelnek az irodalomb·l ismert k¿lsŖ kºtŖd®snek ®s interkal§ci·nak. 

- Mindh§rom (a szabad ®s a k®tf®le kºtºtt) forma egy-egy j·l meghat§rozott Ă§llapot-

spektrummalò jellemezhetŖ. ĉgy minden m®rt spektrum h§rom komponens spektrum 

ºsszegek®nt adhat· meg: 

A(l) = Asz(l) + Ak(l) + Ai(l),     (8) 

ahol Asz,  Ak, Ai rendre a szabad, a k¿lsŖ kºtºtt ®s interkal§lt spektrumokat jelºli. 

- A szabad §llapot ismert spektrum§nak mint§j§ra (4. §bra) felt®telezhetŖ, hogy a kºtºtt 

§llapotok spektrumainak Soret s§vja megfelelŖen kºzel²thetŖ k®t Gauss-f¿ggv®ny 

ºsszeg®vel: egy gºrbe az §llapot abszorpci·s maximum kºr¿li tartom§nyhoz, egy pedig 

annak rºvid hull§mhossz¼ oldal§n tal§lhat· v§llhoz rendelhetŖ. Hogy ez a kºzel²t®s 

min®l jobb legyen, az illeszt®si tartom§nyt viszonylag szŤknek (l=390-480 nm) 

v§lasztottuk (ez®rt nem volt sz¿ks®g hull§mhossz ï frekvencia konverzi·ra sem). 
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- Az egyes §llapotokat jellemzŖ Gauss-gºrbe p§rokat (21. §bra) (a f¿ggv®nyek 

maximumhelyeivel (l, lô megfelelŖen a cs¼cs- ®s v§ll-gºrb®re), f®l®rt®k-sz®less®g®vel 

(w, wô), valamint azok gºrbe alatti ter¿let®vel (A, Aô) ²rtuk le. Egy §llapothoz tartoz· 

spektrum az adott hull§mhossz tartom§nyban teh§t k®t ilyen f¿ggv®ny ºsszegek®nt ²rhat· 
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Felt®telezt¿k tov§bb§, hogy a teljes vizsg§lt hull§mhossz- ®s koncentr§ci·tartom§nyban, 

valamint a kºtŖhelyek tel²tetts®g®tŖl f¿ggetlen¿l ®rv®nyes a spektrumokra a Lambert-Beer 

tºrv®ny linearit§sa. 

 

21. §bra A TMPyP egy §llapot§hoz tartoz· abszorpci·s spektrum l=390-480 nm-es 

tartom§ny§nak modellez®se k®t Gauss-f¿ggv®ny ºsszegek®nt. Az ºsszegspektrumot vastag 

folytonos vonallal, a komponenseket v®kony folytonos (Ăcs¼csòs§v) ®s pontozott vonallal 

(Ăv§llò) jelºlj¿k. 

EbbŖl ugyanis kºvetkezik, hogy egyr®szt az egyes Ă§llapot-spektrumokò alakj§t jellemzŖ l, 

lô, w, wô param®terek konstansnak tekinthetŖk, m§sr®szt egy §llapot cs¼cs- ®s v§ll-gºrb®j®nek 

ter¿lete ï mivel ugyanazon molekula-popul§ci· Ăhozza l®treò azokat ï egym§ssal egyenesen 

ar§nyos. Az ar§nyoss§gi t®nyezŖt Ŭ-val jelºlve a kºvetkezŖ ºsszef¿gg®s ad·dik:  

ax = A'x/Ax      (10) 

Az egyetlen param®ter, amely v§ltozik egy bizonyos porfirin popul§ci· spektrumaiban az 

az ºsszes ter¿let AX, m²g a tºbbi param®ter (ax, lx, lôx, wx, wôx) §lland· marad. 

A kezdeti illeszt®si pr·b§lkoz§sokban az is megmutatkozott, hogy a k®t kºtºtt §llapot j·l 

illeszthetŖ k®t k¿lºn cs¼cs gºrbe ®s egy kºzºs v§ll kombin§ci·j§val. Ennek param®terei, 
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sz®less®ge ®s hull§mhossz maximuma nem v§ltoznak a vizsg§lt koncentr§ci· viszonyok 

mellett. Az egy¿ttes v§llhoz tartoz· param®tereket a tov§bbiakban A'e, l'e, wôe jelºlj¿k. Ilyen 

m·don az egy adott spektrumhoz tartoz· v§ltoz· param®terek a kºvetkezŖk: Asz, Ak, A i, A'e, lk, 

li, lôe, wk, wi, wôe. 

Mivel a mindenkori v§ll ter¿lete a fentiek szerint a k®t kºtºtt forma spektrum§hoz tartoz· 

v§llak ºsszege: 

A'e = A'k + A'i.     (11) 

A ax = A'x/Ax  egyenlet figyelembe v®tel®vel: 

A'e = Akak + A iai,      (12) 

amibŖl ai megadhat·, mint ak line§ris f¿ggv®nye: 

k

i

k

i

e
i

A

A

A

A'
aa -=      (13) 

Egy adott b§zisp§r/porfirin (r) ar§nyn§l felvett spektrum felbont§si sorozat§b·l az arra 

vonatkoz· f¿ggv®ny megalkothat·. A felbont§sokat elv®gezt¿k 0 ¢ r ¢ 40 tartom§nyban. 

K¿lºnbºzŖ r ®rt®kn®l felvett spektrumok felbont§s§b·l a 22. §br§n bemutatott gºrbesereg 

nyerhetŖ, ahol minden egyenes egy adott r ®rt®kn®l kapott pontokra illesztett f¿ggv®nyt mutat.  

 

 

22. §bra A DNS-hez kºtºtt §llapotok Ŭ ®rt®keinek meghat§roz§sa: Ŭinterkal§lt §br§zol§sa Ŭk¿lsŖ 

f¿ggv®ny®ben, k¿lºnbºzŖ r ar§nyok mellett felvett spektrumok felbont§s§b·l. 

Az §br§b·l vil§gosan kitŤnik, hogy az egyenesek j· kºzel²t®ssel egy pontban metszik 

egym§st, vagyis a k¿lºnbºzŖ r ®rt®kekre adott illeszt®seknek van egy kºzºs megold§sa. Ez a 
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kv§zi-metsz®spont adja meg a minden mint§ra legink§bb elfogadhat· Ŭ ®rt®kp§rt. Ezek alapj§n 

Ŭk¿lsŖ = 1,2, Ŭinterkal§lt = 0,8 ®rt®kek adhat·k meg. Ezeket, mint §lland·kat haszn§ltuk a 

tov§bbiakban spektrumfelbont§sok sor§n. 

A kºtºtt §llapotok cs¼cs-gºrb®inek param®tereire azokat az ®rt®keket kerestem, amelyek az 

eg®sz sorozatra (®s nem pedig az egyes spektrumokra) n®zve a legjobb illeszt®st, azaz a 

legkisebb ɢ2-®rt®keket adj§k. Az ilyen m·don v®gzett felbont§s eredm®nyeibŖl meg§llap²that· 

volt, hogy a k®tf®le kºtºtt §llapot cs¼cs-gºrb®inek maximumhelye l=430, illetve l=446 nm-

n®l tal§lhat·, f®l®rt®k-sz®less®g¿k pedig rendre 20 nm, illetve 19 nm volt. Az egyik §llapotot 

(l= 430 nm, w = 20 nm) a kor§bbi ismeretek alapj§n a k¿lsŖ kºtºtt, a m§sikat pedig (l = 446 

nm, w = 19 nm) az interkal§lt form§nak feleltett¿k meg [146,158,167]. A kºtºtt §llapotok 

rºvidhull§mhossz¼ oldalon elhelyezkedŖ kºzºs v§ll§nak param®terei l'e, =420 nm ®s wôe =67 

nm voltak. 

A felbont§sok eredm®nyek®nt kapott §lland·kat a 11. t§bl§zatban foglalom ºssze. (A 

t§bl§zatban szereplŖ mol§ris extinkci·s §lland·t nem a felbont§sok alapj§n hat§roztuk meg, 

meghat§roz§si m·dj§ra a tov§bbiakban kit®rek.) 

11. t§bl§zat A TMPyP szabad ®s DNS-hez kºtºtt §llapotainak abszorpci·s spektroszk·piai 

jellemzŖi a l=390-480 nm tartom§nyban: az abszorpci·s s§vok (cs¼cs ®s v§ll) 

maximumhelyei (lx , lxô), a s§vok sz®less®ge (wx, wxô), a v§ll ®s cs¼cs ter¿leti ar§nya (ax), 

®s a mol§ris extinkci·s §lland· a spektrum maximum§n§l (e). 

Forma lx(nm) wx(nm) lxô(nm) wxô (nm) ax e (M-1cm-1) 

Szabad 423 17 415 41 1,32 3,17 x 105 

DNS-hez kºtºtt       

k¿lsŖ kºt®s 430 20 420 67 1,20 2,98 x 105 

interkal§ci· 446 19 420 67 0,80 1,66 x 105 

 

A TMPyP kºtŖd®se az abszorpci·s spektrum megv§ltoz§s§n t¼l jellegzetes v§ltoz§sokat 

eredm®nyez annak a fluoreszcencia emisszi·s spektrum§ban, tov§bb§ az egyes kºtºtt form§k 

az irodalomb·l m§r ismert fluoreszcencia ®lettartamokkal is jellemezhetŖk. Ez®rt rem®lhetŖ, 

hogy a TMPyP fluoreszcencia jellemzŖinek DNS jelenl®t®ben mutatott v§ltoz§sai tov§bbi 

bizony²t®kokat szolg§ltathatnak az abszorpci·s spektrumok felbont§s§nak eredm®nyei alapj§n 

felt®telezett kºtŖd®si folyamatok al§t§maszt§s§ra. 
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A TMPyP sz®les, tagolatlan emisszi·s s§vja DNS hozz§ad§s§ra k®t cs¼csra hasad fel, 

valamint intenzit§sa csºkken (23. §bra). A gerjeszt®st a f®nyelnyel®s Ăkv§ziò izoszbesztikus 

pontj§n v®gezt¿k, val·di izoszbesztikus pontr·l ugyanis a h§romf®le §llapot miatt nem 

besz®lhet¿nk (20. §bra). Mindez az irodalmi adatokkal ºsszhangban a porfirin ®s a polinukleotid 

kºtŖd®s®re utal [159-161]. Megjegyzem, hogy a kapott f®nykibocs§t§si sz²nk®pek nagyon 

hasonl·ak a TMPyP metanolban mutatott spektrum§hoz, amibŖl arra lehet kºvetkeztetni, hogy 

a molekula ï legal§bbis r®szben ï apol§ros kºrnyezetbe ker¿lt. A fluoreszcencia spektrum 

alakj§nak, amplit¼d·j§nak v§ltoz§sa jelzi a kºtŖd®s t®ny®t, de a spektrumok r®szletes 

elemz®s®re, felbont§s§ra nem v§llalkozhatunk. 

 

23. §bra A TMPyP emisszi·s spektrum§nak v§ltoz§sa T7 bakteriof§gb·l izol§lt DNS 

hozz§ad§sakor (Tris-HCl, pH7,4); r ®rt®keit az §br§n jelºlj¿k. cTMPyP=2mM 

A kºtºtt form§k jelenl®t®nek igazol§s§t seg²theti a fluoreszcencia ®lettartam(ok) azonos²t§sa 

a feltehetŖen kºtºtt TMPyP popul§ci·kat tartalmaz· mint§kban. Ez®rt TMPyP DNS-t nem 

tartalmaz·, valamint DNS-t k¿lºnbºzŖ b§zisp§r/porfirint m·lar§nyt (3, 6, 8, 12) eredm®nyezŖ 

koncentr§ci·ban tartalmaz· oldatainak fluoreszcencia lecseng®si gºrb®it rºgz²tett¿k ®s 

elemezt¿k. A mint§kat az abszorpci·s spektrumok izozbesztikus pontj§hoz tartoz· 

hull§mhosszon gerjesztett¿k. 

A csak szabad TMPyP-t tartalmaz· oldat fluoreszcencia lecseng®se mono-exponenci§lisnak 

mutatkozott. A m§sodik (r=3) mint§ban h§rom, a nagyobb ar§nyban (r>3) DNS-t tartalmaz· 

mint§kban pedig k®t komponensŤ exponenci§lis gºrb®re volt sz¿ks®g a megfelelŖ pontoss§g¼ 

illeszt®shez el®r®s®hez. 
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24. §bra A szabad (A) ®s a T7 DNS-hez kºtºtt (r=12) TMPyP (B) fluoreszcencia lecseng®si 

gºrb®je, valamint ezek illeszt®se mono- illetve bi-exponenci§lis f¿ggv®nyekkel. Az als· 

grafikonok az illeszt®stŖl val· elt®r®st mutatj§k. (lg=436 nm) 

A megfelelŖ ®lettartam komponenseket a 12. t§bl§zatban foglalom ºssze. L§that·, hogy a 

DNS jelenl®t®ben detekt§lt k®t komponens hibahat§ron bel¿l f¿ggetlen a DNS 

koncentr§ci·j§t·l, ®s egym§st·l szignifik§nsan k¿lºnbºzik. £rt®keik j· kºzel²t®ssel 

megfelelnek az irodalomb·l ismert [160], az interkal§lt (rºvidebb idejŤ komponens) illetve 

kis §rokhoz kºtŖdŖ form§k ®lettartam§nak (hosszabb idejŤ komponens). Azt is ®rdemes 

megfigyelni, hogy m²g r=3,6-n®l a szabad §llapotra jellemzŖ komponens is megjelenik, 

magasabb r ®rt®kekn®l ez eltŤnik, jelezve, hogy itt m§r csak a kºtºtt §llapotok popul§ci·i 

vannak jelen a rendszerben. 

12. t§bl§zat A TMPyP fluoreszcencia ®lettartam§nak komponensei ®s azok relat²v mennyis®ge 

Tris-HCl pufferben (pH7,4) szabad §llapotban ®s DNS jelenl®t®ben k¿lºnbºzŖ r ®rt®kekn®l 

Minta r Ű1 (ns) % Ű2 (ns) % Ű3 (ns) % 

TMPyP 0 5,4 Ñ 0,3 100     

TMPyP 

+ DNS 

3,6 5,4 Ñ 0,2 35 10,4 Ñ 0,5 32,5 2,6 Ñ 0,3 32,5 

8   10,3 Ñ 0,4 34 2,7 Ñ 0,4 66 

12   10,2 Ñ 0,5 29 2,8 Ñ 0,3 69,5 

A kºtºtt form§k jelenl®t®nek bizony²t§s§n t¼l, az ®lettartam meghat§roz§sa lehetŖs®get adott 

az egyes komponensek relat²v mennyis®g®nek meghat§roz§s§ra is, a bem®r®si porfirin 
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koncentr§ci· ismeret®ben teh§t az egyes komponensek koncentr§ci·ja meghat§rozhat·. Azonos 

porfirin koncentr§ci·j¼ ®s azonos b§zisp§r/porfirin ar§nnyal jellemezhetŖ, a k®t m·dszerrel 

egyidejŤleg vizsg§lt mint§kon az abszorpci·s spektrumok felv®tel®t majd felbont§s§t ®s a 

fluoreszcencia lecseng®si gºrb®k felv®tel®t ®s elemz®s®t elv®gezve, az abszorbancia ®s 

komponens koncentr§ci· adatokat ºsszevetve, az egyes kºtºtt form§k mol§ris extinkci·s 

egy¿tthat·i (e) meghat§rozhat·ak. Az e ®rt®keket a 11. t§bl§zat ®s a 25. §bra. mutatja be.  

 

 

25.§bra TMPyP szabad (folytonos vonal), ®s izol§lt DNS-hez kºtºtt form§inak (k¿lsŖ ( - - -) ®s 

interkal§lt (ï ï ï)) rekonstru§lt abszorpci·s spektrumiai (A), ®s az egyes form§k (szabad (Ǐ), 

k¿lsŖ kºtºtt (ƺ), interkal§lt (ƶ)) megoszl§sa a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben 

(B) 

Az e ®rt®kek ®s spektrumfelbont§sok alapj§n a tov§bbiakban tetszŖleges ºsszet®telŤ 

mint§kban meghat§rozhat· az egyes kºtºtt form§k abszol¼t koncentr§ci·ja a 25. §bra 

szerint. 

Tov§bbi bizony²t®kot jelent a k®t kromof·r, azaz a nukleotid b§zisok ®s a porfirin 

kºzels®g®re a fluoreszcencia energia-transzfer jelens®ge is. Az oldat l=260 nm-en tºrt®nŖ 

gerjeszt®s®t kºvetŖen a TMPyP emisszi·ja DNS jelenl®t®ben nºvekedŖ intenzit§st mutat, 

valamint ism®t megfigyelhetŖ a sz²nk®p m§r ismert felhasad§sa (26. §bra). A spektrum alakja 

ï irodalmi anal·gi§k alapj§n [160] ï az interkal§lt forma spektrum§nak felel meg. 

Az 

Ikºtºtt=I ï I0nsz      (14) 

ºsszef¿gg®s alapj§n, ahol I a fluoreszcencia intenzit§s az adott b§zisp§r koncentr§ci· mellett,  

I0 a szabad porfirin fluoreszcencia intenzit§s ®s nsz a szabad porfirin relat²v koncentr§ci·ja, 

megadhat· a kºtºtt porfirin mindenkori fluoreszcencia intenzit§sa. Ennek ®rt®keit r 
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f¿ggv®ny®ben mutatjuk a 26. §br§n. A gºrbe tel²t®si ®rt®ke az interkal§ci·s lehetŖs®gek tel²t®s®t 

jelzi. 

26. §bra (A) A TMPyP emisszi·s spektruma (lem=600-770 nm; lg=260 nm) k¿lºnbºzŖ 

mennyis®gŤ izol§lt T7 DNS ( r: 0-9) jelenl®t®ben, Tris-HCl pufferben; cTMPyP=2mM . Az egyes 

gºrb®khez tartoz· b§zisp§r/porfirin m·lar§nyokat az §br§ban t¿ntetj¿k fel. (B) Az integr§lt 

fluoreszcencia intenzit§s v§ltoz§sa (l§sd 14 k®plet) r f¿ggv®ny®ben. 

Mint ismert, az akir§lis TMPyP DNS jelenl®t®ben, kºtºtt §llapotainak megfelelŖ jellegzetes 

CD jelet szolg§ltat [266,267]. A TMPyP CD spektrumainak sorozat§t rºgz²tett¿k a nºvekvŖ r 

®rt®kkel jellemezhetŖ mint§k sorozat§n. Egy tipikus spektrumsorozatot a 27.A §br§n mutatunk 

be. A spektrumokban megjelenik mind a kis§rokba val· k¿lsŖ kºtŖd®sre jellemzŖ pozit²v 

(lmax=422 nm), mind az interkal§ci·ra jellemzŖ negat²v (lmax=448 nm) s§v. A s§vok 

amplit¼d·ja v§ltozik a b§zisp§rok koncentr§ci·j§val. 

 

 

27. §bra (A) TMPyP CD spektrumai izol§lt DNS jelenl®t®ben (r: 0,8-6.6). A v§ltoz§s ir§ny§t 

az §br§ban ny²llal jelºlj¿k. (B) A mol§ris ellipticit§s v§ltoz§sa l=422 nm-en (ƺ) ®s 448  nm-

en (Ƹ) r f¿ggv®ny®ben.  

dc_1086_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 
70 

 

A s§vok jellemzŖ maximum ®rt®kein®l, (l=422 ®s l=448 nm) k¿lºn is meghat§roztuk a 

mol§ris ellipticit§s ®rt®keket a b§zisp§r/porfirin ar§ny f¿ggv®ny®ben (27.B §bra). Ebben az 

§br§zol§si m·dban is kitŤnik az amplit¼d·k tel²t®sbe hajl· nºveked®se. A tel²t®s kºr¿li r ®rt®kek 

j· egyez®st mutatnak a spektrumfelbont§sok alapj§n kapott ®rt®kekkel (25. §bra). 

A T7 f§gb·l izol§lt 40 kbp m®retŤ DNS mellett, a fentiekhez hasonl·an megvizsg§ltuk a 

TMPyP kºtŖd®s®t izol§lt HeLa nukleosz·ma §tlagosan 150 bp hossz¼ DNS-hez. A T7 DNS 

eset®ben haszn§lt m·dszer a nukleosz·ma DNS eset®ben is minden tekintetben alkalmazhat· 

volt. Az interkal§lt ®s k¿lsŖ kºtºtt form§k kºzºtti megoszl§s a tel²t®si b§zisp§r/porfirin ar§nyn§l 

itt is hasonl·nak, kºzel²tŖleg 60/40-nek ad·dott [246]. 

5.2.1.2. A b§zisºsszet®tel szerepe a kºtºtt form§k kºzºtti eloszl§sban 

A bevezet®sben id®zett kor§bbi kºzlem®nyek [155,171,268] alapj§n egy®rtelmŤnek l§tszik, 

hogy a kationos porfirin sz§rmaz®kok DNS-kºtŖd®s®re bizonyos b§zisszelektivit§s jellemzŖ. 

Kor§bban nem vizsg§lt§k azonban, hogy az egyes kºt®sm·dok hogyan befoly§solj§k egym§st, 

milyen ar§nyban jºnnek l®tre a k¿lºnbºzŖ kºtŖd®sek kevert b§zisºsszet®telŤ, term®szetes 

polinukleotidokon. 

 

28. §bra TMPyP kºtŖd®se k¿lºnbºzŖ b§zisºsszet®telŤ izol§lt DNS-ekhez: a szabad (A), az 

interkal§lt forma (B) a k¿lsŖ komplex (C) megoszl§sa T7 f§gb·l(50 % A-T, 50 % G-C) ( ), 

csirke vºrºsv®rsejtbŖl (68 % A-T, 32 % G-C) ( ) ®s Micrococcus luteusb·l (28 % A-T, 72 % 

G-C) (Ĭ) izol§lt DNS eset®n (Tris-HCl puffer pH7,4) 
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A le²rt metodik§t haszn§lva megvizsg§ltuk a TMPyP kºtŖd®s®t a kiegyenl²tett 

b§zisºsszet®telŤ (50 % A-T, 50 % G-C) T7 bakteriof§g DNS-®tŖl elt®rŖ ºsszet®telŤ, csirke 

vºrºsv®rsejtbŖl (68 % A-T, 32 % G-C) sz§rmaz· illetve Micrococcus luteus bakt®riumb·l (28 

% A-T, 72 % G-C) izol§lt polinukleotidokhoz is. A titr§l§si sorozatokb·l kapott abszorpci·s 

spektrumok felbont§s§hoz a T7 DNS-re kapott param®tereket haszn§ltuk, amelyekkel kellŖ 

pontoss§g¼ (alacsony ɢ2-®rt®kek) illeszked®seket kaptunk mindk®t elt®rŖ ºsszet®telŤ 

polinukleotid eset®ben is. A TMPyP megoszl§s§t az egyes rendszerekben a 28. §bra foglalja 

ºssze. 

Az A-T t¼ls¼ly¼ csirke DNS eset®ben a k¿lsŖ kºtŖd®s ar§nya emelkedett, az interkal§ci·® 

pedig csºkkent, m²g a G-C t¼ls¼ly¼ Micrococcus luteus DNS-hez val· kºtŖd®skor pedig ink§bb 

az interkal§ci· domin§l. Ez ut·bbin§l r>10 b§zisp§r/porfirin ar§nyokn§l a TMPyP molekul§k 

tºbb mint 85 %-a k®pes interkal§l·dni a b§zisp§rok kºz®. T7 DNS-n®l ez az ar§ny kb. 70 %, 

csirke DNS eset®n pedig csak 50 %-ra tehetŖ. A kis §rokhoz kapcsol·d· forma azonban m®g a 

68 % A-T ºsszet®telŤ csirke DNS-ben sem v§lik domin§ss§. Figyelemre m®lt· tov§bb§, hogy 

a szabad forma r®szar§nya mindh§rom esetben rº6-n§l csºkken a m®r®si hiba tartom§ny§ba. 

5.2.1.3. A porfirin sz§rmaz®k tºlt®s®nek szerepe 

A kationos porfirinek ®s nukleinsavak kºlcsºnhat§s§nak kutat§s§ban az irodalomban 

tºbbnyire n®gy pozit²v tºlt®st hordoz· porfirin sz§rmaz®kokat ï azok szabad b§zis¼ v§ltozatait 

illetve f®mkomplexeit ï v§lasztottak, ezekkel kapcsolatban §ll rendelkez®s¿nkre a legtºbb 

irodalmi adat. A fentiekben mi is a szabad b§zis¼ tetrakationos sz§rmaz®k ®s term®szetes 

polinukleotidok kºlcsºnhat§s§ra vonatkoz·an mutattuk be eredm®nyeinket. Ugyanakkor egyes 

vizsg§latok alapj§n az a k®rd®s is feltehetŖ, hogy a pozit²v tºlt®sek sz§ma, elhelyezked®se 

hogyan befoly§solja a porfirin-polinukleotid kºlcsºnhat§st. 

A k®rd®s megv§laszol§sa ®rdek®ben egy h§rom (TMPCP) illetve egy k®t pozit²v tºlt®st 

hordoz· (BMPCP) porfirin sz§rmaz®k ®s term®szetes polinukleotid kºlcsºnhat§s§t 

tanulm§nyoztuk. A pozit²v tºlt®sek mellett ezek a sz§rmaz®kok egy (TMPCP) illetve k®t 

(BMPCP) negat²v tºlt®ssel is rendelkeznek karboxilcsoportjaik r®v®n. A pozit²v tºlt®sek 

sz§m§n k²v¿l az indokolja a TMPCP ®s BMPCP kiv§laszt§s§t, hogy karboxilcsoportjuk 

alkalmass§ teszi azokat tov§bbi sz§rmaz®kok, ²gy p®ld§ul oligopeptid konjug§tumok 

szint®zis®re, amelyek ¼jabb ®rdekes lehetŖs®geket nyithatnak a kationos porfirinek 

alkalmaz§s§ban. 
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A TMPCP illetve BMPCP ®s a T7 f§gb·l izol§lt DNS kºzºtt kialakul· kapcsolat 

elemz®s®ben a fentiekben a tetrakationos sz§rmaz®kkal (TMPyP) kapcsolatban bemutatott 

megkºzel²t®st ®s m·dszereket alkalmaztuk (5.2.1.1 fejezet). A TMPCP ®s BMPCP abszorpci·s 

spektrumai a TMPyP eset®ben ®szleltekhez hasonl·san hipokr·mi§t ®s vºrºs eltol·d§st 

mutatnak a DNS jelenl®t®ben, a b§zisp§r koncentr§ci·j§t·l f¿ggŖ m®rt®kben [234] A 

spektrumsorozatok elemz®se [234,235]alapj§n kapott param®tereket a 13. t§bl§zatban foglaljuk 

ºssze. 

A spektrumok alapj§n ezekben a rendszerekben is k®t kºtºtt form§t felt®telezve kaptuk a 

legjobb illeszt®st mutat· eredm®nyeket. A vºrºs eltol·d§s ®s a hipokr·mia m®rt®ke alapj§n a 

k®t kºtºtt forma v®lelmezhetŖen itt is az interkal§ci·nak ®s a k¿lsŖ kºt®snek feleltehetŖ meg. 

13. t§bl§zat Kationos porfirinek szabad ®s DNS-hez kºtºtt §llapotainak abszorpci·s 

spektroszk·piai jellemzŖi l=370-490 nm tartom§nyban (Tris-HCl puffer, pH 7,4): az 

abszorpci·s s§vok  maximumhelyei li (nm) ®s a s§vok sz®less®ge wi, (nm). li hib§ja ԇ 1 

nm, wi hib§ja ԇ 0,5 nm. 

Vegy¿let l1 (nm) w1(nm) l2 (nm) w2 (nm) l3 (nm) w3 (nm) l4(nm) w4 (nm) 

 
kºzºs v§ll cs¼cs (szabad) cs¼cs (kºtºtt) 

BMPCP 
407 17 418.5 13.5 429 7 435 14 

TMPCP 402 15 422 17.5 429 25 446 25 

Az egyes s§vok relat²v ar§nya ebben az esetben is v§ltozik a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny 

f¿ggv®ny®ben, amit a 29. §bra szeml®ltet¿nk. A TMPCP eset®ben (29.A §bra) k®t s§v relat²v 

ter¿lete nŖ r nºveked®s®vel, de meg kell jegyezn¿nk, hogy a l=429 nm-es maximummal 

rendelkezŖ s§v m§r a szabad TMPCP spektrum§ban is jelen van. Felt®telezhetj¿k, hogy a 

szabad porfirin sz§rmaz®k abszorpci·s spektrum§nak egyik komponense a felbont§s sor§n nem 

v§laszthat· el az egyik kºtºtt form§hoz tartoz· abszorpci·s s§vt·l.  

A 29.A ®s B §br§k ºsszehasonl²t§sakor az is megfigyelhetŖ, hogy azonos r ®rt®keket tekintve 

mark§ns k¿lºnbs®g van az egyes s§vok r®szar§nya ï ²gy feltehetŖen a hozz§juk tartoz· szabad 

®s kºtºtt form§k mennyis®ge ï kºzºtt a TMPCP illetve BMPCP spektrumaiban. 
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29. §bra A TMPCP (A) ®s BMPCP (B) abszorpci·s s§vjainak relat²v ter¿lete izol§lt DNS 

jelenl®t®ben a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben T7 f§gb·l izol§lt DNS-hez 

kºtŖd®skor a s§vok maximumhelyeinek poz²ci·ja szerint (Tris-HCl puffer, pH 7,4). TMPCP: 

402 nm (x), 422 nm (Ǐ), 429 nm(ƺ) , 446 nm (ƶ); BMPCP: 407 nm (X), 418,5 nm (Ǐ), 429 
nm (ƺ), 435 nm (ƶ).  

A TMPCP k®t kºtºtt form§j§nak megl®t®t t§maszthatja al§ az egyes form§knak megfelelŖ 

induk§lt CD jel megjelen®se (30. §bra) a DNS jelenl®t®ben. A pozit²v (k¿lsŖ kºt®s) ®s negat²v 

(interkal§lt forma) s§vok megjelen®se, ®s amplit¼d·ik v§ltoz§sa a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny 

f¿ggv®ny®ben vil§gosan felismerhetŖ a TMPCP spektrumsorozat§n (30. §bra) m§r az r=0 - 15 

tartom§nyban. A k®t pozit²v ®s k®t negat²v tºlt®st hordoz· BMPCP hasonl· spektrumsorozat§n 

m®g r=30-n§l sem emelkednek ki a s§vok a zajszintbŖl (§bra n®lk¿l).  

 

30. §bra (A) TMPCP CD spektrumai T7 f§gb·l izol§lt DNS jelenl®t®ben (Tris-HCl puffer, pH 

7,4). Az egyes spektrumokhoz tartoz· mint§kban a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny: 0 (fekete), 5 

(k®k), 10 (zºld), 15 (piros). A porfirin koncentr§ci· 1mM. 

A TMPyP p®ld§j§n l§ttuk, hogy az egyes kºtºtt form§k azonos²t§s§t azok fluoreszcencia 

®lettartama is al§t§maszthatja. A BMPCP ®s TMPCP fluoreszcencia lecseng®si gºrb®it DNS 
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n®lk¿li illetve DNS-t tartalmaz· oldataikban rºgz²tett¿k. A lecseng®si gºrb®kre illesztett 

komponensek alapj§n kapott fluoreszcencia ®lettartamokat a 14. t§bl§zat tartalmazza.  

A BMPCP fluoreszcencia lecseng®si gºrb®je mono-exponenci§lisnak mutatkozik mind 

szabad §llapotban, mind a DNS jelenl®t®ben is. MegjegyzendŖ, hogy a t§bl§zatban mutatott 

adat r=6 b§zisp§r/porfirin m·lar§ny¼ oldatra vonatkozik, de nagyobb ar§nyokn§l sem 

mutatkozott tov§bbi komponens. A DNS-t tartalmaz· oldatban a TMPCP bi-exponenci§lis 

lecseng®si gºrb®t mutat. Az ®lettartam komponensek egyike szignifik§nsan rºvidebb, mint a 

szabad §llapothoz tartoz· ®lettartam. Mint kor§bban l§ttuk, ez az eltol·d§s az interkal§lt forma 

jelenl®t®re utal. 

14 t§bl§zat A BMPCP ®s TMPCP fluoreszcencia 

®lettartam§nak komponensei Tris-HCl pufferben (pH7,4) 

szabad §llapotban ®s DNS jelenl®t®ben (r=6) 

Vegy¿let t1 [ns] t2 [ns] 

BMPCP 8,76 Ñ 0,21 - 

BMPCP +DNS 8,84 Ñ 0,23 - 

TMPCP 8,99 Ñ 0,19 - 

TMPCP + DNS 2,38 Ñ 0.18 8,64 Ñ 0,4 

A TMPCP eset®ben az ®lettartamok mellett a DNS b§zisai ®s a porfirin sz§rmaz®kok kºzºtt 

l®trejºvŖ energiatranszfer is vil§gosan jelzi az interkal§lt TMPCP jelenl®t®t. (31. §bra).  

  
31. §bra (A) A TMPCP (ƴ) ®s BMPCP (Ǐ) integr§lt fluoreszcencia intenzit§sa (lem=600-

770 nm; lg=260 nm) (l§sd 14. k®plet) izol§lt T7 DNS b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) 

f¿ggv®ny®ben.  
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Az induk§lt CD-jel hi§nya ®s a fluoreszcencia ®lettartam adatok arra mutatnak, hogy a 

BMPCP nem kºtŖdik interkal§ci·val a polinukleotidhoz. Ugyanakkor az abszorpci·s spektrum 

felbont§s§val kapott komponensek egyike (lmax=435 nm) ®s a BMPCP eset®ben is kimutathat· 

energiatranszfer (31. §bra) jelezheti az interkal§lt forma jelenl®t®t csek®lyebb m®rt®kben m®g a 

k®t pozit²v tºlt®st hordoz· sz§rmaz®k eset®ben is. 

5.2.2. Mezo-szubsztiti§lt porfirin sz§rmaz®kok kºtŖd®se term®szetes nukleoprotein 

komplexekhez 

5.2.2.1. A kºtºtt form§k azonos²t§sa ®s mennyis®gi meghat§roz§sa  

Mint azt bemutattuk, a TMPyP kºtŖd®s®nek sz§mos aspektus§t r®szletesen tanulm§nyozt§k 

az elm¼lt ®vtizedekben. A polinukleotidok ®s a TMPyP kºlcsºnhat§s§val azonban csak nagyon 

kev®s publik§ci· foglalkozott. A nukleoprotein komplexek ®s a kationos porfirinek 

kºlcsºnhat§s§nak kvantitat²v le²r§s§ra pedig nem is tal§ltunk adatot az irodalomban, holott a 

term®szetben a DNS dºntŖen feh®rj®kkel alkotott komplexeiben fordul elŖ. Ez®rt megk²s®relt¿k 

a TMPyP ®s term®szetes nukleoprotein komplexek, a T7 nukleoprotein valamint a nukleosz·ma 

kºzºtti kºlcsºnhat§st kimutatni, a kialakul· kºt®seket elemezni, kvalitat²v ®s kvantitat²v le²r§s§t 

adni.  

 

32. §bra A TMPyP abszorpci·s spektrum§nak v§ltoz§sa nukleoprotein komplexhez (T7 

bakteriof§ghoz) val· kºtŖd®s sor§n (Tris-HCl puffer, pH=7,4). A b§zisp§r/porfirin ar§ny (r) 

1-60 kºzºtt v§ltozik. A spektrum v§ltoz§s§nak ir§ny§t a nyilak jelzik. 

A TMPyP ®s T7 nukleoprotein (NP) kapcsolat§nak le²r§s§hoz a TMPyP-izol§lt DNS 

rendszeren, a fentiekben bemutatott m·dszereket alkalmaztuk [237]. Kiindul§sk®nt felvett¿k a 

TMPyP abszorpci·s spektrumainak sorozat§t nºvekvŖ NP koncentr§ci·k mellett (A NP 

mennyis®g®t a komplexben l®vŖ b§zisp§r m·lban kifejezett mennyis®g®vel jellemezt¿k, vagyis 
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a TMPyP-NP ar§nyok jellemz®s®re itt is r ®rt®k®t, vagyis a b§zisp§r/porfirin ar§nyt haszn§ltuk.) 

A spektrumsorozat l=390-480 nm-es tartom§ny§t a 32. §br§n mutatom be. 

A spektrumsorozatban l§that· eltol·d§s ®s hipokromicit§s hasonl· az izol§lt DNS eset®ben 

l§tottakhoz (20. §bra). A tov§bbi elemz®s®hez a spektrumok felbont§s§nak fent bemutatott 

m·dszer®t alkalmaztuk. A legjobb illeszked®st ebben az esetben is a szabad porfirin 

sz§rmaz®kra jellemzŖ param®terek mellett tov§bbi k®t porfirin popul§ci· felt®telez®s®vel 

kaptuk. Ezek abszorpci·s spektrumainak param®tereit a 15. t§bl§zatban foglalom ºssze. 

15. t§bl§zat A TMPyP NP-hez kºtºtt §llapotainak abszorpci·s spektroszk·piai jellemzŖi: 

az abszorpci·s s§vok (cs¼cs ®s v§ll) maximumhelyei (lx , lxô),  a s§vok sz®less®ge (wx, 

wôx), a v§ll ®s cs¼cs ter¿leti ar§nya (ax), ®s a mol§ris extinkci·s §lland· a spektrum 

maximum§n§l (e). 

Forma lx(nm) wx(nm) lxô(nm) wôx(nm) ax e (M-1cm-1) 

Szabad 423 17 415 41 1,32 3,17 x 105 

NP-hez kºtºtt       

k¿lsŖ kºt®s 430 20 411 73 1,29 2,29 x 105 

interkal§ci· 446 19 411 109 1,59 1,34 x 105 

A kapott param®terek csak kis elt®r®s mutatnak a DNS eset®ben kapott (11. t§bl§zat), valamint 

az irodalomb·l ismert ®rt®kektŖl. Az egyes form§k rekonstru§lt spektrumait ®s a 

b§zisp§r/porfirin m·lar§ny f¿ggv®ny®ben meghat§rozott megoszl§saikat a 33. §bra foglalja 

ºssze. 

33. §bra TMPyP szabad §llapot¼ (folytonos vonal), ®s T7 NP-hez kºtºtt form§inak (k¿lsŖ ( - - 

-) ®s interkal§lt (ï ï ï)) rekonstru§lt abszorpci·s spektrumiai (A), ®s az egyes form§k (szabad 

(Ǐ), k¿lsŖ kºtºtt (ƺ), interkal§lt (ƶ)) megoszl§sa a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) 

f¿ggv®ny®ben (B) 
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A TMPyP fluoreszcencia emisszi·s spektruma NP jelenl®t®ben a DNS-n®l illetve pol§ros 

old·szerben l§tott felhasad§st mutat, ami feltehetŖen itt is valamely kºtŖd®s eredm®nye (nem 

szeml®ltetett adat). 

 

34. §bra NP-hez kºtºtt TMPyP (r= 27) fluoreszcencia lecseng®si gºrb®je, valamint az 

ezekre illesztett f¿ggv®ny. Az als· grafikon az illeszt®stŖl val· elt®r®st mutatja. 

A TMPyP-NP komplex fluoreszcencia lecseng®si gºrb®i (egy p®ld§j§t mutatjuk a 34. §br§n) 

kis b§zisp§r/porfirin ar§nyokn§l, de m®g r=27-n®l is h§rom komponensre bonthat·k; az ezekbŖl 

meghat§rozott ®lettartamok egyike mindig a szabad TMPyP-re jellemzŖ ®rt®ket adja (16. 

t§bl§zat). Ez a komponens csak r=40 kºr¿l v§lik elhanyagolhat·v§. A legrºvidebb ï az 

irodalom szerint az interkal§lt form§t mutat· [159-161] ï komponens hibahat§ron bel¿l azonos 

a NP ®s a DNS eset®ben. A harmadik, a leghosszabb ®lettartam komponens v®lelmezhetŖen 

k¿lsŖ kºtºtt form§hoz tartozik, de szignifik§nsan elt®r az irodalmi [159-161] illetve a T7 DNS-

hez val· kºtŖd®skor kapott ®rt®ktŖl (3. t§bl§zat). 

16. t§bl§zat A TMPyP fluoreszcencia ®lettartam§nak komponensei ®s azok relat²v mennyis®ge 

Tris-HCl pufferben (pH 7,4) NP jelenl®t®ben k¿lºnbºzŖ r ®rt®kekn®l 

Minta r Ű1 (ns) % Ű2 (ns) % Ű3 (ns) % 

TMPyP 0 5,4 Ñ 0,3 100     

TMPyP 

+ NP 

18 5,4 Ñ 0,5 38 7,3 Ñ 0,3 33 2,3 Ñ 0,4 29 

27 5,4 Ñ 0,3 12 7,4 Ñ 0,8 44 2,7 Ñ 0,2 44 
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A NP nukleotidb§zisaival val· interkal§ci· jelenl®t®re vonatkoz· feltev®st bizony²tja a 

TMPyP ®s a b§zisok kºzºtti energiatranszfer megl®te, valamint a TMPyP-NP komplex CD 

spektruma is. 

A TMPyP-NP komplex l=260 nm-en tºrt®nŖ gerjeszt®s®nek nyom§n, a porfirin sz§rmaz®k 

teljes kºtŖd®sekor (r=40) megjelenŖ fluoreszcencia spektrum norm§lt alakj§t mutatja a 35. §bra. 

¥sszehasonl²t§sul a TMPyP-DNS komplex hasonl· kºr¿lm®nyek (r=8) kºzºtt felvett 

spektrum§t is bemutatjuk. A k®t spektrum alakja ®s felhasadt s§vok maximumhelye megfelel 

egym§snak ®s az irodalomban az interkal§lt forma jellemzŖik®nt ismert ®rt®keknek [159-161]. 

 

 

35. §bra A TMPyP norm§lt emisszi·s spektruma (lem=600-770 nm; lg=260 nm) izol§lt T7 

DNS (r=8) (fekete) ®s NP (r=40)(piros) jelenl®t®ben, Tris-HCl pufferben; cTMPyP=2mM  

A TMPyP CD spektrum§ban a NP hozz§ad§sa nyom§n k®t s§v emelkedik ki a zajszintbŖl; 

az r ®rt®k nºveked®s®vel amplit¼d·juk nŖ. A s§vok poz²ci·ja megegyezik az izol§lt DNS 

jelenl®t®ben l§tottak®val, amit a 36.B §br§n a k®t spektrum egym§s melletti §br§zol§sa j·l 

dokument§l. 

£rdemes megeml²teni, hogy azonos TMPyP koncentr§ci·n§l maxim§lis amplit¼d·juk 

megegyezik, de ezt, ahogy azt a 36.A ®s 36.B §bra ºsszevet®s®bŖl l§thatjuk, nem azonos DNS 

illetve NP mennyis®gekn®l, vagyis nem azonos b§zisp§r/porfirin m·lar§nyokn§l ®rj¿k el a k®t 

rendszerben. 

Ha a NP eset®ben a tel²t®s ®rt®kre k¿lºnbºzŖ m·dszerekkel kapott eredm®nyeket 

ºsszehasonl²tjuk, azt l§tjuk, hogy az abszorpci·s spektrumfelbont§s ®s fluoreszcencia 

®lettartamok alapj§n meghat§rozott ®rt®kek j· egyez®st mutatnak, a tel²t®si r=40 ®rt®kkel 

becs¿lhetŖ. A mol§ris ellipticit§s azonban rÓ10 ®rt®kn®l m§r nem v§ltozik szignifik§nsan, sŖt a 

k®t kºtŖd®si folyamat tel²t®si ®rt®nek sorrendje sem azonos. A DNS eset®ben ilyen elt®r®st nem 
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tapasztaltunk a CD ®s az abszorpci·s, illetve fluoreszcencia spektrumok elemz®se alapj§n nyert 

eredm®nyei kºzºtt. 

. 

36. §bra (A) A mol§ris ellipticit§s v§ltoz§sa l=422 nm-en (ƴ) ®s l=448(ƶ) nm-en r 

f¿ggv®ny®ben a TMPyP CD spektrum§ban NP jelenl®t®ben. (B) TMPyP CD spektrumai NP 

(piros) (r=15) ®s izol§lt DNS jelenl®t®ben (fekete)(r=6,6) (Tris-HCl, pH 7,4) 

A fentiek alapj§n a NP-ben is a polinukleotidban megjelenŖ kºt®si m·dokat lehet 

azonos²tani, ®s ezeken k²v¿l nem jelenik meg m§s kºt®si m·d. 

 

37. §bra A szabad TMPyP ( ) ®s kºtºtt form§inak (interkal§lt forma (O), k¿lsŖ komplex ()) 

megoszl§sa a hŖm®rs®klet f¿ggv®ny®ben T7 NP (A) illetve izol§lt DNS (C) jelenl®t®ben, 

valamint a megfelelŖ spektrumilleszt®sek hib§i (B, D) a ĂNP param®tereketò (Ǐ) illetve a 

ĂDNS param®tereitò (ƶ) haszn§lva. Mindk®t mint§ban r=5. 
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E feltev®s ellenŖrz®s®nek egyik lehets®ges m·dja a kºtŖd®s hŖm®rs®klet f¿gg®s®nek 

elemz®se, illetve az azt le²r· modellek ®rv®nyess®g®nek ellenºrz®se 20 ÜC ®s 70 ÜC kºzºtt. Mint 

ismeretes [232,269], ebben a hŖm®rs®klet tartom§nyban a haszn§lt ionerŖss®gŤ oldatokban a 

B-konform§ci·j¼ DNS szerkezete nem v§ltozik. A T7 nukleoprotein szerkezet®ben azonban 50 

ÜC kºr¿l egy jellegzetes szerkezeti v§ltoz§s tºrt®nik, a kapszid szerkezete fellazul, a kapszidban 

levŖ torzult B-konform§ci·j¼ DNS egy r®sze kit¿remkedik, ®s a szab§lyos B-konform§ci·j¼ 

polimer nagy val·sz²nŤs®ggel a kapszid k¿lsŖ kºrnyezet®ben helyezkedik el. 

A 37.A §br§n l§that·, hogy a hŖm®rs®klet emel®s®vel a NP kºrnyezet®ben l®vŖ szabad 

porfirin mennyis®ge csºkken, 60 ÜC-n§l el®ri a teljes kºtŖd®st. A haszn§lt b§zisp§r/porfirin 

ar§nyn§l (r=5) ez az izol§lt DNS-re jellemzŖ tel²t®si ®rt®k szobahŖm®rs®kleten. MegfigyelhetŖ 

tov§bb§, hogy a spektrumilleszt®s hib§ja (37.B §bra), amennyiben a kor§bban NP-hez kºtºtt 

§llapotok spektrumfelbont§si param®tereit haszn§ljuk, nŖ a hŖm®rs®klet emelked®s®vel, illetve 

a kºtºtt §llapotok §trendezŖd®s®vel. Ugyanezekre a mint§kra, a spektrumfelbont§st a ĂDNS-

param®terekkelò elv®gezve l§that·, hogy annak hib§ja ellent®tes ir§nyban v§ltozik. 

P§rhuzamos k²s®rletben, a TMPyP-DNS kºtŖd®s®t vizsg§lva l§that·, hogy kºr¿lbel¿l 40 ÜC 

-ig a megoszl§s kºzel §lland·, de a hŖm®rs®klet tov§bbi emelked®se ï ebben az esetben is ï 

kedvez tov§bbi kºtºtt §llapotok kialakul§s§nak. A spektrumilleszt®sek hib§ja a teljes 

hŖm®rs®klet tartom§nyban §lland·nak mutatkozik. 

A TMPyP-T7 f§g rendszer meleg²t®sekor tapasztalt spektr§lis v§ltoz§sok arra is utalnak, 

hogy a TMPyP polinukleotidot tartalmaz· oldat§nak elnyel®si sz²nk®p®bŖl, annak a fent le²rt 

m·don val· elemz®s®vel meg lehet k¿lºnbºztetni a rendszerben a DNS torzult ®s nat²v B-

konform§ci·j¼ alakj§t. Mivel az illeszt®si hiba nºveked®se a bemutatott k²s®rletben folytonos 

volt, ez®rt ï a DNS-nek csup§n k®t, diszkr®t §llapot§t felt®telezve ï felmer¿l a kvantitat²v 

szerkezetvizsg§lat lehetŖs®ge is. 

5.2.2.2. A porfirin sz§rmaz®k tºlt®s®nek szerepe a kºtŖd®sben 

A porfirin-DNS kºtŖd®shez hasonl·an a porfirin-NP kºlcsºnhat§ssal kapcsolatban is 

felmer¿l a porfirin sz§rmaz®k tºlt®seinek illetve tºlt®seloszl§s§nak szerepe.  
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38. §bra A TP(4-OGluOH)3P emisszi·s spektrum§nak v§lt oz§sa T7 bakteriof§g 

hozz§ad§sakor (Tris-HCl, pH7,4); cporfirin=2mM; f§gpartikulumok koncentr§ci·ja 0 (é), 

0.025 (----), 0.05 (.-.-.), 0.25 ( ___ ) nM; ɚex=417 nm. 

A neutr§lis glikozil§lt porfirin sz§rmaz®kok kºz¿l az aszimmetrikusan szubsztitu§lt TP(4-

OGluOH)3P fluoreszcencia intenzit§sa v§ltozik meg a NP jelenl®t®ben (38. §bra). Spektr§lis 

eltol·d§st vagy §trendezŖd®st azonban nem tapasztalunk sem az emisszi·s sem az abszorpci·s 

spektrumokban (§bra n®lk¿li adat). 

A kationos porfirinek kºz¿l vizsg§lataink itt is a DNS-kºtŖd®s kapcs§n m§r bevezetett 

sz§rmaz®kokra ï TMPCP ®s BMPCP ï terjedtek ki [234]. 

Elemezt¿k e sz§rmaz®kok nºvekvŖ mennyis®gŤ nukleoprotein komplexet tartalmaz· 

oldatainak abszorpci·s spektrumait. A TMPCP spektrumsorozat§ban l§tott v§ltoz§sok jellege 

megfelel a kºtŖd®skor fentebb le²rtaknak (itt §bra n®lk¿l). A spektrumfelbont§sok sor§n ebben 

az esetben is k®t ¼j abszorpci·s s§v jelenik meg, ezek param®tereit a 17. t§bl§zatban mutatom 

be.  

A BMPCP kºtŖd®se a T7 NP-hez az alkalmazott spektroszk·piai m·dszerekkel a vizsg§lt 

b§zisp§r/porfirin m·lar§nyokn§l nem volt kimutathat·.  

A TMPCP spektrumsorozat§t olyan T7 bakteriof§g oldat felhaszn§l§s§val vett¿k fel, amelyet 

elŖzetesen 65 ÁC-ra meleg²tett¿k. A TMPyP p®ld§j§n a (37. §bra) l§ttuk, ezen a hŖm®rs®kleten 

a DNS Ăkiszabadul§saò a kapszidb·l az izol§lt DNS-®hez hasonl· kºtŖd®si felt®teleket 

teremthet a porfirin sz§m§ra. 
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17. t§bl§zat TMPCP szabad ®s T7 NP-hez valamint elŖzetesen 65 ÁC-ra felmeleg²tett T7 NP-

hez kºtºtt §llapotainak abszorpci·s spektroszk·piai jellemzŖi l=370-490 nm tartom§nyban 

(Tris-HCl puffer, pH 7,4): az abszorpci·s s§vok maximumhelyei li (nm) ®s a s§vok sz®less®ge 

wi, (nm). li hib§ja ԇ 1 nm, wi hib§ja ԇ 0,5 nm. 

Vegy¿let l1 (nm) w1(nm) l2 (nm) w2 (nm) l3 (nm) w3 (nm) l4(nm) w4 (nm) 

 
kºzºs v§ll cs¼cs (szabad) cs¼cs (kºtºtt) 

TMPCP 
401 17 422 17 429 25 434 30 

TMPCP (65 ÁC) 401 15 422 19 429 26 444 24 

 

 

39 §bra A TMPCP abszorpci·s s§vjainak relat²v ter¿lete a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) 

f¿ggv®ny®ben T7 NP-hez (A) ®s 65 ÁC-ra felmeleg²tett T7 NP-hez (B)tºrt®nŖ kºtŖd®skor a 

s§vok maximumhelyeinek poz²ci·ja szerint (Tris-HCl puffer, pH 7,4). (A): 401 nm (x), 422 nm 

(Ǐ), 429 nm (ƺ) , 434 nm (ƶ); (B): 401 nm (X), 422 nm (Ǐ), 429 nm (ƺ), 444 nm (ƶ). 

£rdekes megfigyelni, hogy az illeszt®ssel nyert komponensek kºz¿l a kisebb vºrºs eltol·d§st 

mutat· komponens maximum§nak hull§mhossza (l=429 nm) megegyezik a h§rom ï izol§lt 

DNS, NP, ®s a 65 ÁC-ra meleg²tett NP ï spektrumsorozatban. A nagyobb eltol·d§st mutat·, 

interkal§lt form§hoz rendelhetŖ komponens maximumhelye szignifik§nsan k¿lºnbºzik a NP 

(l=434 nm) ®s a DNS illetve 65 ÁC-ra meleg²tett NP jelenl®t®ben felvett spektrumokban (l=444 

nm illetve l=446 nm). 

Az egyes komponensekhez tartoz· gºrbe alatti ter¿letek, azaz az egyes kºtºtt form§k ar§nya 

v§ltozik a b§zisp§r/porfirin m·lar§nnyal mind a T7 NP mind a 65 ÁC-ra felmeleg²tett T7 NP 

jelenl®t®ben (39 §bra). Az NP (65 ÁC) (39. B §bra) jelenl®t®ben regisztr§lt v§ltoz§s hasonl· az 

izol§lt DNS-hez val· kºtŖd®sn®l l§tottakhoz, ®s ®rtelmezhetŖ a k®t kºtºtt komponens 

mennyis®g®nek nºveked®s®vel ®s a szabad TMPCP mennyis®g®nek csºkken®s®vel. T7 NP 
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kºtŖd®skor (39.A §bra) az interkal§lt formak®nt ®rtelmezhetŖ komponens (lmax=434 nm) 

mennyis®ge ugyancsak nŖ r ®rt®k®nek nºveked®s®vel, de a lmax=429 nm-es komponens relat²v 

mennyis®g®nek csºkken®se nem ®rtelmezhetŖ puszt§n egy kºtºtt forma koncentr§ci·j§nak 

v§ltoz§s§val.  

A TMPCP ï NP kºtŖd®skor k®t kºtºtt forma kialakul§s§t t§masztj§k al§ a TMPCP induk§lt 

CD spektrumai (40. §bra) ®s a fluoreszcencia ®lettartam adatok is (18. t§bl§zat). 

 

40. §bra TMPCP CD spektrumai T7 NP-hez (fekete)  ®s 65 ÁC-ra felmeleg²tett T7 NP-hez 

(piros) tºrt®nŖ kºtŖd®skor (Tris-HCl puffer, pH 7,4). A porfirin koncentr§ci· 1mM, r=30. 

18 t§bl§zat A TMPCP fluoreszcencia ®lettartam§nak 

komponensei (t [ns]) Tris-HCl pufferben (pH7,4) T7 NP-t 

illetve 65 ÁC-ra felmeleg²tett T7 NP-t tartalmaz· oldat§ban 

(r=30). 

Minta t1 [ns] t2 [ns] 

TMPCP + NP 3,14 Ñ 0,15 10,56 Ñ 0,28 

TMPCP + DNS 3,52 Ñ 0.21 10,1 Ñ 0,35 

A k®t kºtºtt forma kºz¿l az interkal§ci· megl®t®t t§masztja al§ a megfelelŖ negat²v s§v a CD 

spektrumban, ®s a kimutathat· fluoreszcencia energia transzfer a nukleinsav ®s a porfirin kºzºtt 

(40. §bra). Ezen t¼lmenŖen, mind az abszorpci·s spektrum megfelelŖ komponens s§vjainak 

(39.A, B, §bra), mind az energia transzfer r®v®n detekt§lhat· fluoreszcencia intenzit§s§nak 

alakul§s a b§zisp§r/porfirin ar§ny f¿ggv®ny®ben (41. §bra) azt mutatja, hogy a f§g strukt¼ra 

kedvez az interkal§ci· kialakul§s§nak. 

dc_1086_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 
84 

 

 

41. §bra (A) A TMPCP integr§lt fluoreszcencia intenzit§sa (lem=600-770 nm; lg=260 nm) T7 

NP-hez (fekete) illetve 65 ÁC-ra felmeleg²tett T7 NP-hez (piros) tºrt®nŖ kºtŖd®skor 

b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben (Tris-HCl puffer, pH 7,4). A porfirin 

koncentr§ci· 1mM. 

5.2.2.3. A kºtºtt form§k elemz®se nukleosz·ma eset®n 

A modellk®nt haszn§lt T7 nukleoprotein ï TMPyP kºlcsºnhat§s elemz®se ut§n 

sz¿ks®gesnek l§ttuk annak tiszt§z§s§t is, hogy eukari·ta sejtekben elŖfordul· nukleoprotein 

komplexek eset®ben hogyan m·dosul a DNS ï porfirin sz§rmaz®k kºlcsºnhat§s. Az eukari·ta 

sejtekben elŖfordul· leggyakoribb nukleoprotein komplex a nukleosz·ma. Eset¿nkben HeLa 

sejtekbŖl izol§lt nukleosz·m§kat haszn§ltunk a kºtŖd®si folyamatok vizsg§lat§ra.  

Rºgz²tett¿k a TMPyP abszorpci·s spektrumait k¿lºnbºzŖ mennyis®gŤ nukleosz·ma 

jelenl®t®ben. A relat²v koncentr§ci· meghat§roz§sakor ism®t a b§zisp§r/porfirin m·lar§nyt. m²g 

a spektrumok felbont§sakor a T7 NP eset®ben kapott param®tereket haszn§ltuk. Az alkalmazott 

ĂNP modellò-t ò (15. t§bl§zat) felhaszn§lva, a nukleosz·ma, mint nukleoprotein komplex 

eset®ben is megfelelŖ illeszt®si pontoss§got kaptunk (42. §bra). Ebben az esetben sem volt 

sz¿ks®ges tov§bbi kºtºtt form§k beilleszt®s®re a modellbe. Hasonl·an a T7 NP-hez, a 

fluoreszcencia ®s CD spektroszk·piai elemz®sek is a m§r kor§bban l§tott k®t kºtºtt forma 

jelenl®t®re utaltak. 

dc_1086_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 
85 

 

 

42. §bra (A) Nukleosz·m§t tartalmaz· (r=5,2) TMPyP oldat (Tris-HCl pH7,4) abszorpci·s 

spektruma (folytonos fekete vonal), ®s annak a NP modell param®terei alapj§n sz§molt 

komponensei: k¿lsŖ kºt®shez tartoz· cs¼cs(k®k), interkal§lt form§hoz tartoz· cs¼cs(zºld), 

kºzºs v§ll (szaggatott k®k), szabad TMPyP cs¼cs (magenta), szabad TMPyP v§ll (szaggatott 

magenta), ®s a komponensekbŖl rekonstru§lt spektrum (ƺ). (B) Az eredeti ®s a rekonstru§lt 

spektrum elt®r®se. 

Az egyes kºtºtt form§k mennyis®g®t a b§zisp§r/porfirin ar§ny f¿ggv®ny®ben a 43. §bra 

mutatja. Mint azt a f§g NP eset®ben is l§ttuk, a feh®rje jelenl®te csºkkenti a DNS-hez val· 

kºtŖd®s lehetŖs®g®t. JelentŖs k¿lºnbs®g van ugyanakkor abban, hogy a NP hogyan befoly§solja 

az egyes kºtºtt form§k kºzºtti megoszl§st. A T7 f§g kapszid feh®rje csºkkentette ugyan a kºtºtt 

TMPyP mennyis®g®t a szabad DNS-en kapott ®rt®khez k®pest, de azonos r ®rt®keket ºsszevetve 

szignifik§nsan nem m·dos²totta a kºtºtt form§k kºzºtti megoszl§st. 

 

43. §bra TMPyP egyes form§inak (szabad (Ǐ), k¿lsŖ kºtºtt (ƺ), interkal§lt (ƶ)) megoszl§sa a 

b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben HeLa nukleosz·ma jelenl®t®ben 
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Meg§llap²that·, hogy a nukleosz·ma szerkezet prefer§lja a k¿lsŖ kºt®sek kialakul§s§t. Az 

ºsszes tºbbi esetben a tipikus interkal§lt/k¿lsŖ kºtºtt ar§ny a tel²t®si ®rt®kn®l kºzel²tŖleg 60/40, 

itt ez az ar§ny azonban megfordulni l§tszik ®s 40/60 ®rt®kkel becs¿lhetŖ. A tel²t®si ®rt®k 

ugyanakkor kºzel azonos a T7 NP-n®l l§tottal, ®s szignifik§nsan magasabb, mint a 

nukleosz·m§b·l izol§lt DNS eset®n. 

5.2.3. A kºrnyezet ionerŖss®g®nek ®s ionºsszet®tel®nek hat§sa a kºtŖd®sre 

A DNS-ligandum kºlcsºnhat§sokat a kºrnyezeti ionerŖss®g ®s ionºsszet®tel, a k®t®rt®kŤ 

ionok minemŤs®ge ®s koncentr§ci·ja ismerten befoly§solja. Ennek alapja lehet, hogy kºtŖdŖ 

ligandum eset®n az ionerŖss®g nºveked®s®vel csºkken a DNS line§ris tºlt®ssŤrŤs®ge. Emiatt a 

kºtŖd®s sor§n a negat²v polinukleotidhoz kºtºtt pozit²v ionok r®szben disszoci§lnak. Ez a 

folyamat alacsony ionerŖ mellett nagyobb entr·pia-nºveked®ssel j§r, ami a folyamatot 

termodinamikailag kedvezŖbb® teszi. Nagyobb ionerŖss®g mellett ez a hat§s kev®sb® jelentŖs, 

ez®rt az ionerŖss®g nºveked®s®vel eset¿nkben v§rhat·an csºkken az egy b§zisp§rra jut· kºtºtt 

porfirin sz§rmaz®k mennyis®ge [143]. 

A v§rakoz§snak megfelelŖen az ionerŖss®g nºveked®s®vel a csak egy®rt®kŤ ionokat 

tartalmaz· Tris-HCl pufferben, egy®bk®nt azonos kºr¿lm®nyek kºzºtt csºkken az ºsszes kºtºtt 

porfirin mennyis®ge (44. A ®s D §bra), mind izol§lt DNS mind pedig NP eset®ben. Az egyes 

kºt®sm·dok kºzºtti megoszl§sok ºsszehasonl²t§sa DNS- ®s NP-kºtŖd®skor azonban §rnyaltabb 

k®pet mutat. 

A I=68 mM ionerŖss®gŤ oldatban, mint fent is l§ttuk (25. §bra) r=10 ®rt®kn®l m§r nincs 

jelen szabad TMPyP; ugyanez I=135 mM ionerŖss®gŤ oldatban csak magasabb r ®rt®kn®l (r > 

20) ®rhetŖ el. Az ionerŖss®g tov§bb nºvel®se drasztikusan csºkkenti a kºtºtt porfirin ar§ny§t, 

p®ld§ul I=195 mM eset®ben m§r csak az ºsszes TMPyP 35%-a van kºtºtt §llapotban m®g r =70 

®rt®kn®l is. 

A kºtŖd®s csºkken®shez az egyes kºt®sm·dok nem azonos ar§nyban j§rulnak hozz§ (44. B 

®s C §bra). A DNS kis §rok komplexek mennyis®ge szignifik§nsan nem v§ltozik a vizsg§lt 

ionerŖss®g tartom§nyban; a kºtºtt form§k mennyis®g®nek csºkken®se teljes eg®sz®ben az 

interkal§ci· csºkken®s®bŖl sz§rmazik. ĉgy I=195 mM ionerŖss®gn®l kiegyenl²tett® v§lik a 

kºt®sm·dok kºzºtti megoszl§s, I=395 mM ionerŖss®gn®l pedig m§r a k¿lsŖ kºtºtt popul§ci· 

dominanci§j§t l§tjuk. 

A TMPyP NP kºtŖd®s®t is g§tolja az ionerŖss®g nºveked®se, mindk®t kºtºtt forma 

mennyis®ge p§rhuzamosan csºkken (44.D,E,F §bra). Ez a megfigyel®s arra utal, hogy az 
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ionerŖss®g nºveked®s®vel m·dosul· DNS-feh®rje kºlcsºnhat§sok [270] szint®n 

befoly§solhatj§k a TMPyP-DNS kºtŖd®st, k¿lºnºs tekintettel a k¿lsŖ kºt®sek kialakul§s§ra. 

 

 

44. §bra Az ionerŖss®g hat§sa 4TMPP kºtŖd®s®re izol§lt T7 DNS-hez (A,B,C) ®s T7 

nukleoproteinhez (D,E,F): szabad (A,D), interkal§lt (B,E) ®s k¿lsŖ kºtºtt (C,F) porfirin 

relat²v koncentr§ci·ja a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben 67 (Ǐ), 135 (+), 195 

(Ë) ®s 395 (ƺ) mM ionerŖss®gŤ Tris-HCl pufferben (pH7,4). 

A k®t®rt®kŤ ionok jelenl®te m§r kis koncentr§ci·ban is mark§nsan befoly§solhatja a 4TMPP 

kºtŖd®s®t, a kºtºtt form§k kºzºtti megoszl§st. A kºtºtt form§k megoszl§s§nak elemz®s®t 1 mM 

alk§lifºldf®m (Ca2+, Mg2+) illetve §tmeneti f®m (Cu2+, Ni2+) iont tartalmaz· I=68 mM 

ionerŖss®gŤ Tris-HCl pufferben is elv®gezt¿k. Hab§r a k®t®rt®kŤ ionok hozz§j§rul§sa az ºsszes 

ionerŖss®ghez csek®ly, hat§suk a kºtŖd®si folyamatra meghat§roz· lehet. A hat§s m®rt®ke 

azonban f¿gg az ion t²pus§t·l ®s att·l is, hogy a DNS izol§lt vagy NP komplex form§j§ban l®p 

a kºlcsºnhat§sba. 
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45. §bra K®t®rt®kŤ ionok hat§sa 4TMPP kºtŖd®s®re izol§lt T7 DNS-hez (A,B,C) ®s T7 

nukleoproteinhez (D,E,F): szabad (A,D), interkal§lt (B,E) ®s k¿lsŖ kºtºtt (C,F) porfirin 

relat²v koncentr§ci·ja a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben 1mM Mg2+ (Ǐ ), Ca2+ 

(Ë ), Cu2+ (x), Ni2+ (ƺ) iont tartalmaz· 67 mM ionerŖss®gŤ Tris-HCl (pH7,4) pufferben. 

A Ca2+ ®s Mg2+ jelenl®te izol§lt DNS eset®ben nem m·dos²tja sz§mottevŖen sem a kºtºtt 

4TMPP mennyis®g®t, sem annak megoszl§s§t az interkal§ci· ®s k¿lsŖ kºt®si m·d kºzºtt (45.A-

C §bra). Az §tmeneti f®mionok ugyanilyen kºr¿lm®nyek kºzºtt magasabb ®rt®k fel® tolj§k el a 

tel²t®si b§zisp§r/porfirin ar§nyt (rå25) ®s mark§nsan megv§ltoztatj§k a kºt®sm·dok kºzºtti 

megoszl§st (45.B,C §bra), nevezetesen g§tolj§k az interkal§ci·t, ®s prefer§lj§k a k¿lsŖ kºtŖd®st. 

Mitºbb, a b§zisp§r ar§ny kezdeti nºveked®s®vel mintha §trendezŖd®s menne v®gbe a kºtºtt 

porfirinek kºzºtt a k¿lsŖ kºt®si forma ir§ny§ba. 

A TMPyP ®s NP kºzºtti kºlcsºnhat§s kialakul§s§t 1 mM Ca2+ ®s Mg2+ jelenl®te szint®n nem 

befoly§solja (45. D-F §bra). A Cu2+, Ni2+ hat§sa m®g kifejezettebb, mint azt az izol§lt DNS-n®l 
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megfigyelt¿k. A kºtºtt form§k ºsszehasonl²t§s§b·l az is l§tszik, hogy a kºtŖd®s csºkken®se 

elsŖsorban az interkal§ci· h§tt®rbe szor²t§s§nak eredm®nye.  

5.3. A porfirin kºtŖd®s®nek hat§sa a DNS/NP termikus stabilit§s§ra 

5.3.1. A DNS termikus stabilit§sa 

Ismeretes, hogy a kettŖs sz§l¼ oligo- illetve polinukleotid fel®p¿l®sekor csºkken a nukleotid 

b§zisok abszorbanci§ja a DNS-re jellemzŖ elnyel®si s§vban. Ennek a hipokr·m effektusnak az 

oka az egym§ssal szomsz®dos b§zisok delokaliz§lt elektronjainak kºlcsºnhat§sa. A b§ziss²kok 

p§rhuzamos rendezetts®g®nek csºkken®se ®ppen ellenkezŖleg hat, nºveli a rendszer 

abszorbanci§j§t. Ez a v§ltoz§s elŖid®zhetŖ p®ld§ul a hŖm®rs®klet emel®s®vel, ami a kettŖs sz§l¼ 

polinukleotid eset®n a l§ncok sz®tv§l§s§hoz ®s feltekered®s®hez vezethet. Ezen a jelens®gen 

alapul az ¼gynevezett abszorpci·s Ămeltingò m·dszer, a DNS abszorbanci§j§nak (l=260 nm) 

kºvet®se a hŖm®rs®klet f¿ggv®ny®ben.  

A DNS szerkezet®nek v§ltoz§sa a l§ncsz®tv§l§s hŖm®rs®klettartom§ny§ban a 

hipokr·m/hiperkr·m effektus mellett a DNS kiralit§s§nak v§ltoz§s§ban is megmutatkozik. A 

l§ncok sz®tv§l§sa ®s feltekered®se a CD olvad§si gºrb®ken az adott hŖm®rs®klettartom§nyban 

jelentkezŖ negat²v cs¼csot eredm®nyez (l=280 nm). 

A f§zis§talakul§si (l§ncsz®tv§l§si) hŖm®rs®klet (Tm) f¿gg a nukleotidl§nc hossz§t·l, 

b§zisºsszet®tel®tŖl, de adott ºsszet®telŤ oligo- illetve polinukleotid eset®n jellemzŖ a szerkezet 

termikus stabilit§s§ra is. A l§ncsz®tv§l§si hŖm®rs®kletet a DNS k¿lºnbºzŖ, inter- vagy 

intramolekul§ris kºlcsºnhat§sai csºkkenthetik vagy nºvelhetik. Ezek alapj§n a m·dszer 

felhaszn§lhat· a molekul§ris kºlcsºnhat§sok kimutat§s§ban ®s szerkezeti kºvetkezm®nyeinek 

tanulm§nyoz§s§ban. 

A mezo-szubsztitu§lt porfirin sz§rmaz®kok jelenl®t®nek a kettŖs sz§l¼ polinukleotid 

termikus stabilit§s§ra kifejtett hat§s§t abszorpci·s ®s CD olvad§si gºrb®k felv®tel®vel 

elemezt¿k ï ha az ettŖl val· elt®r®st a szºvegben k¿lºn nem jelºlj¿k ï a T7 f§gb·l izol§lt DNS 

felhaszn§l§s§val. 

A glikozil§lt porfirinek, tekintet n®lk¿l a porfirinhez kapcsolt cukor komponens sz§m§ra ®s 

szerkezet®re, nem v§ltoztatt§k meg az izol§lt DNS l§ncsz®tv§l§si hŖm®rs®klet®t [249]. Ez az 

eredm®ny ºsszhangban van azzal a megfigyel®ssel, amely szerint a glikozil§lt porfirinek 

fotofizikai jellemzŖi sem v§ltoznak meg a DNS jelenl®t®ben.  

A 46.A §br§n a DNS deriv§lt olvad§si gºrb®inek v§ltoz§s§t mutatom be egy reprezentat²v 

p®ld§n TMPyP hozz§ad§sa ut§n k¿lºnbºzŖ porfirin/b§zisp§r m·lar§nyokn§l.  A mint§kban a 
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DNS koncentr§ci·ja hibahat§ron bel¿l §lland·. Meghat§roztuk a deriv§lt olvad§si gºrbe 

maximum§nak (Tm) ®s f®l®rt®k sz®less®g®nek (w) v§ltoz§s§t a pofirin/b§zisp§r ar§ny (1/r) 

f¿ggv®ny®ben. 

 

46. §bra (A) T7 f§gb·l izol§lt DNS olvad§si gºrb®inek elsŖ deriv§ltja TMPyP jelenl®t®ben 

k¿lºnbºzŖ porfirin/b§zisp§r (1/r) ar§nyokn§l. (Tris-HCl puffer, pH 7,4). A b§zisp§r 

koncentr§ci· 12 mM. Az 1/r ®rt®keket az §br§n jelºlj¿k. (B) A deriv§lt gºrb®k maximum§nak 
(Tm) ®s (C) f®l®rt®k sz®less®g®nek (wm) eltol·d§sa a porfirin/b§zisp§r (1/r) m·lar§ny 

f¿ggv®ny®ben 

Vil§gosan l§tszik, hogy a TMPyP hat§s§ra a l§ncsz®tv§l§si hŖm®rs®klet emelkedik (46.A, B 

§bra), a porfirin kºtŖd®se stabiliz§lja a kettŖs helik§lis szerkezetet. A kºtºtt porfirin sz§rmaz®k 

mennyis®g®nek nºveked®s®vel csºkken a deriv§lt gºrb®k amplit¼d·ja, nŖ a f§zis§talakul§s 

f®l®rt®k sz®less®ge (46.C §bra), azaz csºkken a folyamatban r®szt vevŖ b§zisp§rok 

kooperativit§sa. A m®r®si eredm®nyek line§ris ºsszef¿gg®st mutatnak Tm ®s a porfirin/b§zisp§r 

m·lar§ny kºzºtt (korrel§ci·s egy¿tthat·>0,95; p᾽0,1%), ami arra utal, hogy a f§zis§talakul§si 

hŖm®rs®klet v§ltoz§s§t interkal§ci· okozza.  

A T7 DNS olvad§si gºrb®in l§tottakhoz hasonl· eltol·d§st, l§ncsz®tv§l§si hŖm®rs®klet ®s 

f®l®rt®k sz®less®g nºveked®st l§ttunk, a HeLa nukleosz·m§b·l izol§lt DNS eset®ben is. A 

hasonl·s§g miatt ezeket a gºrb®ket itt k¿lºn nem mutatjuk be. 
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A h§rom illetve k®t pozit²v tºlt®st hordoz· TMPCP ®s BMPCP jelenl®te szint®n nºveli a 

DNS l§ncsz®tv§l§si hŖm®rs®klet®t. A 47. §br§n bemutatatott eredm®nyek szerint a Tm ®rt®kek 

v§ltoz§sa ebben az esetben is egyenesen ar§nyos a porfirin/b§zisp§r m·lar§nnyal. 

  

 

47. §bra (A) T7 f§gb·l izol§lt DNS l§ncsz®tv§l§si hŖm®rs®klete a porfirin/b§zisp§r (1/r) 

m·lar§ny f¿ggv®ny®ben TMPCP (o) ®s BMPCP (Ž) jelenl®t®ben. (Tris-HCl puffer, pH 7,4). A 

mint§kban a b§zisp§r koncentr§ci· 15Ñ2 mM.  

Ugyanakkor a m®r®si pontokra illesztett egyenesek meredeks®ge (46. B §bra ®s 47. §bra) 

mark§nsan k¿lºnbºzik a h§rom k¿lºnbºzŖ, n®gy, h§rom illetve k®t pozit²v tºlt®st hordoz· 

kationos porfirin sz§rmaz®k eset®ben. Az azonos porfirin/b§zisp§r m·lar§nyhoz tartoz· 

hŖm®rs®klet eltol·d§s a kºvetkezŖ sorrendet kºveti: TMPyP>TMPCP>BMPCP, ami 

ºsszhangban van az interkal§ci· kor§bban l§tott (5.2.1.1. ®s 5.2.1.3. fejezet) relat²v 

val·sz²nŤs®g®vel. 

5.3.2. A nukleoprotein termikus stabilit§sa 

A T7 f§g ®s a nukleosz·ma abszorpci·s olvad§si gºrb®i (l=260 nm) ºsszetettebbek, mint 

azt az izol§lt DNS-n®l l§ttuk. A NP komplexek gºrb®iben vil§gosan felfedezhetŖ a kettŖs sz§l¼ 

polinukleotid l§ncsz®tv§l§s§ra jellemzŖ hiperkr·m s§v 85 ÁC (T7 f§g) illetve 75 ÁC kºr¿l 

(nukleosz·ma) (48.A,B §bra). Az olvad§si gºrb®k azonban NP komplexek eset®ben tov§bbi 

s§vokat is tartalmaznak. A T7 f§g abszorpci·s olvad§si gºrb®j®n a hiperkr·m s§v mellett 

alacsonyabb hŖm®rs®klet tartom§nyban (50-60 ÁC kºzºtt) egy hipokr·m s§v jelenik meg. A 

nukleosz·ma abszorpci·s olvad§si gºrb®j®n a DNS l§ncsz®tv§l§snak tulajdon²that· s§v 

felhasad ®s kisz®lesedik. Ezek a v§ltoz§sok feltehetŖen a feh®rje komponens szerkezeti 

v§ltoz§sainak tulajdon²that·ak. Ez a felt®telez®s azonban puszt§n az abszorpci·s gºrb®k alapj§n 

nem igazolhat·. 
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 M²g az abszorpci·s olvad§si gºrb®k (l=260 nm) alapj§n kºzvetlen¿l csak a DNS szerkezeti 

v§ltoz§sair·l nyer¿nk inform§ci·t, addig a CD olvad§si gºrb®k lehetŖv® teszik a DNS (l=280 

nm) ®s a feh®rje (l=225 nm) szerkezeti §talakul§s§nak egym§st·l elk¿lºn²tett vizsg§lat§t is 

(48.A,D §bra). 

A T7 f§g ®s a HeLa nukleosz·ma abszorpci·s olvad§si gºrb®it a szok§sos m·don l=260 

nm-en rºgz²tett¿k (48.A,B §bra), m²g CD olvad§si gºrb®iket  azonos ºsszet®telŤ mint§kon a 

feh®rje szerkezet®nek v§ltoz§sait mutat· l=225 nm-en ®s a DNS helicit§s§nak v§ltoz§sait 

mutat· l=280 nm-en is regisztr§ltuk (48.C,D §bra) 

. 

 

48. §bra T7 f§g (A,C) ®s HeLa nukleosz·ma (B,D) abszorpci·s (A,B) ®s CD (C,D) olvad§si 

gºrb®i. A CD olvad§si gºrb®ken (C,D) a k®k vonal a 280 nm-en, r·zsasz²n vonal a 225 nm 

rºgz²tett adatokat mutatja. A folytonos vonalhoz tartoz· gºrb®ket porfirin mentes, a 

szaggatott vonallal jelzett gºrb®ket TMPyP-t tartalmaz· oldatokon rºgz²tett¿k. A 

nukleoprotein komplexek kezdeti optikai denzit§sa 0,3 (abszorpci·s gºrbe) illetve 1 (CD 

gºrbe) volt. A porfirin/b§zisp§r m·lar§ny 0,22 (T7) illetve 0,2 (nukleosz·ma) volt. 

A T7 f§g abszorpci·s olvad§si gºrb®j®n 50 ÁC ®s 60 ÁC kºzºtt egy hipokr·m s§v l§tszik. 

Ezzel p§rhuzamosan a CD gºrb®n l=280 nm-n®l egy pozit²v, l=225 nm-n®l egy negat²v s§v 

dc_1086_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 
93 

 

jelenik meg. Fekete ®s mtsai [248] kor§bban ezt az §talakul§si folyamatot kisszºgŤ rºntgen-

sz·r§ssal vizsg§lva azt §llap²totta meg, hogy 60 ÁC kºr¿l az intraf§g DNS szerkezetre jellemzŖ 

sz·r§si k®p eltŤnik, az intraf§g DNS denzit§sa szignifik§nsan lecsºkken. Ezek, valamint saj§t 

eredm®nyeink alapj§n azt felt®telezhetj¿k, hogy a k®rd®ses hŖm®rs®klet tartom§nyban a 

kapszidot alkot· feh®rj®k rendezetts®ge (helicit§sa) csºkken, a kapszid szerkezet fellazul, ami 

lehetŖv® teszi a DNS Ăkiszabadul§s§tò a kapszidb·l. Ezt erŖs²tett®k meg Vºrºs ®s mtsai [271] 

atomerŖ mikroszk·ppal k®sz¿lt felv®telei is. A szabadd§ v§l· DNS az oldatban szok§sos B-

konform§ci·t veszi fel. 

A nukleosz·ma abszorpci·s olvad§si gºrb®j®nek 60-80 ÁC kºzºtti hiperkr·m s§vja ºsszetett 

szerkezetŤ, l§that·an k®t §tfedŖ s§vra hasad. A f§zis§talakul§s folyamat§t kalorimetri§s 

m·dszerrel vizsg§lva hasonl· felhasad§st ²rtak le kor§bban Bina ®s mtsai [272] ebben a 

hŖm®rs®klet tartom§nyban.  

Az alacsonyabb hŖm®rs®kletŤ maximummal megegyezŖ hŖm®rs®kletn®l a l=280 nm-en 

felvett CD olvad§si gºrbe egy hat§rozott pozit²v cs¼csot mutat, jelezve a DNS relax§ci·t. Az 

abszorpci·s gºrbe magasabb hŖm®rs®kletŤ cs¼cs§val §tfedŖen mind a l=225 nm-en, mind a 

l=280 nm-en regisztr§lt CD gºrb®ben egy-egy negat²v s§v l§that· jelezve a hiszton szerkezet 

rendezetts®g®nek csºkken®s®t ®s az egysz§l¼ DNS feltekered®s®t. A nukleosz·ma §talakul§si 

folyamat§ban teh§t elŖbb kºvetkezik be a DNS letekered®se a hiszton feh®rj®krŖl, majd a 

hiszton feh®rj®k szerkezetv§ltoz§sa ®s a DNS l§ncsz®tv§l§sa. 

A 48.A ®s C §bra alapj§n l§tjuk, hogy a TMPyP jelenl®te nem befoly§solja T7 kapszid 

feh®rj®k termikus stabilit§s§t, nem v§ltoztatja meg az elsŖ f§zis§talakul§si l®p®s hŖm®rs®klet®t. 

A DNS l§ncsz®tv§l§shoz tartoz· §talakul§si hŖm®rs®klet ï az izol§lt DNS-hez hasonl·an ï a 

NP komplexekben is szignifik§nsan nŖ a TMPyP hat§s§ra, de a kooperativit§sban v§ltoz§s nem 

mutatkozik.  

A nukleosz·m§hoz kºtŖdºtt TMPyP destabiliz§lja a hiszton-DNS kapcsolatot, ami a DNS 

elsŖ f§zis§talakul§si hŖm®rs®klet®nek (70-75 ÁC) csºkken®s®ben mutatkozik meg, ®s csºkkenti 

a feh®rje szerkezeti §tmeneteihez tartoz· hŖm®rs®kleteket. 

A TMPCP, a TMPyP-hez hasonl·an a nºveli a T7 kapszidban elhelyezkedŖ (49.A §bra), 

m²g csºkkenti a nukleosz·m§t fel®p²tŖ DNS (49.B §bra) l§ncsz®tv§l§si hŖm®rs®klet®t. A 

l§ncsz®tv§l§si folyamatban a kooperativit§s egyik nukleoprotein eset®ben sem v§ltozik 

szignifik§nsan a TMPCP jelenl®t®ben.  

Ugyancsak a TMPyP-hez hasonl·an, a h§rom pozit²v tºlt®sŤ TMPCP nem v§ltoztatja meg a 

T7 hipokr·m §tmenet®nek param®tereit, azaz nem befoly§solja a kapszid stabilit§s§t. A 
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nukleosz·m§ban a feh®rje-DNS kapcsolatra gyakorolt hat§sa nem egy®rtelmŤ, a f§zis§talakul§s 

hŖm®rs®klet®ben nem mutathat· ki szignifik§ns, konzekvensen azonos ir§ny¼ eltol·d§s.  

 

49. §bra T7 f§g (A) ®s HeLa nukleosz·ma (B) TMPCP-t tartalmaz· oldatainak abszorpci·s 

olvad§si gºrb®i. A nukleoprotein komplexek b§zisp§r koncentr§ci·ja 15Ñ2,5 mM volt. A 

porfirin/b§zisp§r m·lar§ny 0-0,26 (T7) illetve 0-0,22 kºzºtt v§ltozott (nukleosz·ma). A 

gºrb®k eltol·d§si ir§ny§t a nºvekvŖ TMPCP koncentr§ci·nak megfelelŖen az §br§n nyilak 

jelzik. 

A k®t pozit²v ®s k®t negat²v tºlt®st hordoz· BMPCP nem v§ltoztatja meg sem a T7 f§g, sem 

a HeLA nukleosz·ma f§zis§talakul§si param®tereit. 

5.4. Porfirin sz§rmaz®kok genotoxicit§sa 

Minden hat·anyaggal kapcsolatban alapvetŖ inform§ci· a genetikai appar§tusra gyakorolt 

hat§s, az alkalmaz§s genotoxicit§si kock§zata [273]. A genotoxicit§s m®r®s®re a gyakorlatban 

tºbb m·dszer ismeretes. Ezek kºzºtt egy egyszerŤ, j·l reproduk§lhat· megkºzel²t®s a T7 

bakteriof§g, mint kromosz·ma modell alkalmaz§sa. 

A k®miai §gensek, ²gy a porfirin sz§rmaz®kok kºtŖd®se a T7 bakteriof§g komponenseihez 

a f§g funkcion§lis s®r¿l®s®t okozhatj§k, azaz a kºlcsºnhat§s a bakteriof§g 

fertŖzŖk®pess®g®nek elveszt®s®t eredm®nyezheti. Ez pedig a hat·anyag, ²gy p®ld§ul a porfirin 

sz§rmaz®k genotoxikus hat§s§t jelzi. Az inaktiv§ci·s gºrbe meredeks®ge alapj§n 

meghat§rozott genotoxicit§si index (MI) [274] a genotoxikus hat®konys§gra jellemzŖ ®rt®k. 

A genotoxicit§si indexet azzal a d·zissal (Mhat·anyag*min) defini§lhatjuk, ami az akt²v f§gok 

sz§m§t e-ed r®sz®re csºkkenti, azaz ahol ln(N/N0)=1. Min®l kisebb MI ®rt®ke, ann§l nagyobb 

az adott hat·anyag genotoxicit§s kock§zata.  
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50. §bra T7 f§g inaktiv§ci·ja (A) a TP(4-OGluOH)3P (o) ®s a TP(4-OGluOH)4P (Ǐ) 

d·zis§nak ®s (B) 2 mM (o) illetve 10 mM (Ǐ)koncentr§ci·j¼ TP(4-OGluOH)3P-val tºrt®nŖ 

inkub§ci· sor§n az inkub§ci· idej®nek f¿ggv®ny®ben. Az (A) §br§n mutatott m®r®sekben az 

inkub§ci·s idŖ egys®gesen 30 perc volt. A szaggatott vonal az inaktiv§ci·s gºrb®k kezdeti 

meredeks®g®t jelzik. A f§gpartikulumok koncentr§ci·ja 0.5 nM volt. (Tris-HCl, pH7,4) 

Az 50. §br§n bemutatott eredm®nyek alapj§n a TP(4-OGluOH)3P csºkkenti a fertŖzŖk®pes 

f§gok sz§m§t [249]. A mezo-szubsztitu§lt glikozil§lt porfirinek kºz¿l a TP(4-OGluOH)3P-en 

k²v¿l csak a TP(4-OgluOH)4P okoz a hibahat§rn§l nagyobb m®rt®kŤ f§ginaktiv§ci·t, de MI 

®rt®ke legal§bb 30-szor nagyobb, mint az aszimmetrikusan szubsztitu§lt sz§rmaz®k®.  

A tov§bbi glikozil§lt sz§rmaz®kok nem mutattak a m®r®si hibahat§rn§l nagyobb inaktiv§l· 

hat§st, vagyis MI ®rt®k¿k v®gtelennek tekinthetŖ. 

A kationos porfirinek mindegyike hat®konyabb a bakteriof§g inaktiv§ci·j§ban, mint a TP(4-

OGluOH)4P. Ennek egy p®ld§j§t l§tjuk a TMPyP eset®re vonatkoz·an (51. §bra);  

 

 
 

51. §bra T7 f§g inaktiv§ci·ja a TMPyP d·zis§nak f¿ggv®ny®ben. A szaggatott vonal az 

inaktiv§ci·s gºrbe kezdeti meredeks®g®t jelzi. A f§gpartikulumok koncentr§ci·ja 0.5 nM volt, 

a b§zisp§r koncentr§ci· 2x10-5 M, az inkub§ci·s idŖ egys®gesen 30 perc. (Tris-HCl, pH7,4) 
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az egyes vegy¿letek MI ®rt®k®t a 19. t§bl§zat foglalja ºssze. Az MI ®rt®kek 

ºsszehasonl²that·s§ga ®rdek®ben azok meghat§roz§sakor olyan k²s®rleti kºr¿lm®nyeket 

haszn§ltunk, ahol a T7 bakteriof§g koncentr§ci·ja a mint§kban §lland· volt. 

19. t§bl§zat Mezo-szubsztitu§lt porfirin sz§rmaz®kok 

genotoxici§si indexe (MI Ñ s) (m·l*min) 

Vegy¿let MI (m·l*min) 

TP(4-OgluOH)3P 7,4x10-4 Ñ 0,5x10-4 

TP(4-OgluOH)4P >2x10-2 

TMPyP 4,8x10-5Ñ 0,25x10-5 

TMPCP 7,2x10-5Ñ 0,38x10-5 

BMPCP  1,5x10-4Ñ 0,07x10-4 

Inaktiv§ci·s k²s®rleteinket megism®telt¿k azonos porfirin ®s v§ltoz· bakteriof§g 

koncentr§ci·j¼ mint§k sorozat§n is (52. §bra). Eredm®nyeink szerint az inaktiv§ci· m®rt®k®t a 

porfirin sz§rmaz®k abszol¼t koncentr§ci·ja mellett a porfirin/b§zisp§r m·lar§ny is befoly§solja 

[238]. 

 

52. §bra T7 f§g inaktiv§ci·ja TMPyP hat§s§ra a porfirin/b§zisp§r m·lar§ny f¿ggv®ny®ben. A 

szaggatott vonal az inaktiv§ci·s gºrbe kezdeti meredeks®g®t jelzi. A b§zisp§r koncentr§ci· 

0,5x10-6- 5x10-5 M kºzºtt v§ltozott, az inkub§ci·s idŖ egys®gesen 30 perc volt. (Tris-HCl, pH 

7,4) 

A 52. §bra a TMPyP k¿lºnbºzŖ porfirin/b§zisp§r ar§nyokn§l sºt®tben inkub§lt T7 f§g 

inaktiv§ci·j§t mutatja, a T7 f§g b§zisp§r koncentr§ci·ja 0,5x10-6- 5x10-5 M kºzºtt v§ltozott. A 
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bakteriof§g ®lŖsz§ma 0,07 porfirin/b§zisp§r ar§nyig jelentŖsen csºkkent, ezt kºvetŖen a reakci· 

hat®konys§ga 1/r nºvel®s®vel nem bizonyult fokozhat·nak. Tudjuk, hogy az 1/r= 0,07, azaz 

r=14 kºzel²tŖleg megfelel annak a b§zisp§r/porfirin m·lar§nynak, ahol a porfirinek kºtŖd®si 

folyamatai tel²tŖdnek (l§sd 5.2.1.1 fejezet). Enn®l nagyobb porfirin/b§zisp§r m·lar§nyokn§l a 

szabad porfirin mennyis®ge nºvekszik, ami a bakteriof§g sºt®t inaktiv§ci·j§hoz m§r nem j§rul 

hozz§. 

5.5 Porfirin -peptid konjug§tumok kºtŖd®se term®szetes polinukleotidhoz ®s 

nukleoprotein komplexhez  

Az irodalomban sz§mos p®ld§t l§tunk porfirinek ®s porfirin sz§rmaz®kok term®szetes illetve 

szintetikus szerves vegy¿letek (pl. oligonukleotid, oligopeptid, monoszacharid, oligoszacharid) 

konjug§tumainak elŖ§ll²t§s§ra [65,73,84,85,275]. A konjug§tumok elŖ§ll²t§s§nak motiv§ci·ja 

lehet a porfirin c®lzott sejtbejuttat§s§nak elŖseg²t®se vagy sejten bel¿li lokaliz§ci·j§nak 

megv§ltoztat§sa. A kationos porfirin sz§rmaz®kok ®s a nukleinsavak ismert kºlcsºnhat§s§nak 

alapj§n ebben az esetben a konjug§ci· egy m§sik aspektusa is felmer¿l, nevezetesen a kationos 

porfirinekhez kapcsolt ligandumok eljuttat§sa a sejten bel¿li nukleinsav ï p®ld§ul sejtmag 

DNS, mitokondri§lis DNS ï kºrnyezet®be. 

Munk§nk sor§n a kationos porfirinekhez kapcsolt peptid ligandumok c®lbajuttat§s§nak 

lehetŖs®geit, felt®teleit k²v§ntuk vizsg§lni. Ennek ®rdek®ben kationos porfirinek oligopeptid ®s 

polipeptid konjug§tumait §ll²tottuk elŖ. A konjug§ci· k®miai felt®telei miatt a kor§bban 

r®szletesen tanulm§nyozott tetrakationos TMPyP kºzvetlen¿l nem alkalmas 

peptidkonjug§tumok elŖ§ll²t§s§ra. Ez®rt egy h§rom ®s egy k®t pozit²v tºlt®ssel rendelkezŖ 

sz§rmaz®kot, mezo-tri(4-N-metilpiridil)-mono-(4-carboxifenil)porfirin-t (TMPCP) ®s mezo-

5,10-bis(4-N-metilpiridil)-15,20-di-(4-karboxifenil)porfirin-t (BMPCP) v§lasztottunk. E 

vegy¿letek egy illetve k®t, konjug§l§sra alkalmas karboxilcsoportot hordoznak. Ennek 

megfelelŖen a TMPCP-re egy, a BMPCP-re k®t peptid l§nc kapcsolhat·. A TMPCP ®s BMPCP 

kºtŖd®s®t DNS-hez ®s nukleoprotein komplexhez a kor§bbi fejezetekben (l§sd 5.2.1.3 ®s 5.2.2 

fejezet) elemezt¿k. 

Oligopeptidk®nt egy tetrapeptidet v§lasztottunk (l§sd anyag ®s m·dszer fejezet). A TMPCP-

4P ®s BMPCP-4P2 (l§sd anyag ®s m·dszer fejezet) alkalmas modelljei lehetnek porfirin-

oligopeptid konjug§tumoknak. Ezen t¼lmenŖen az itt haszn§lt tetrapeptid a 12. §bra szerinti 

alkot· egys®ge a sz®les kºrben haszn§lt polilizin gerincŤ el§gaz· l§nc¼ polipeptideknek (12. 

§bra). Az oligopeptidek mellett elŖ§ll²tottuk a TMPCP polipeptiddel k®pzett konjug§tum§t 

(TMPCP-AK, l§sd 4.2. fejezet). 
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Vizsg§ltuk az oligpeptid ®s polipeptid konjug§tumok kºtŖd®si tulajdons§gait izol§lt DNS-

hez, nukleoprotein komplexhez, jellemezt¿k sejtbe jut§sukat ®s kºvett¿k sejten bel¿li 

lokaliz§ci·jukat.  

Szeml®ltet®s¿l a h§rom konjug§tum izol§lt DNS-sel val· titr§l§sakor regisztr§lt abszorpci·s 

spektrumsorozat§t mutatom az 53. §br§n. Mindh§rom konjug§tom elnyel®si spektruma 

megv§ltozik a polinukleotid jelenl®t®ben. A tetrapeptid konjug§tumok (TMPCP-4P ®s BMPCP-

4P2) spektrumsorozat§ban mind a hipokr·mi§t, mind a vºrºs eltol·d§st felfedezhetj¿k. A 

polipeptid konjug§tum (TMPCP-AK) spektrumsorozat§ban az ut·bbi nem kifejezett. 

Ugyanakkor kºtŖd®skor a spektrumokban a komponens s§vok kºzºtt a l=435 nm-es 

maximummal rendelkezŖ komponens is megjelenik, sŖt ez az egyetlen s§v, amelynek ter¿lete 

nŖ a b§zisp§r koncentr§ci· nºveked®sekor. A spektrumsorozatok felbont§sakor kapott 

komponensek maximum helyeit (li nm) ®s s§vsz®less®g®t a 20. t§bl§zatban foglalom ºssze. 

 

 

53. §bra TMPCP-4P (A), BMPCP-4P2 (B) ®s TMPCP-AK (C) abszorpci·s spektrum§nak 

v§ltoz§sa izol§lt T7 DNS-hez  val· kºtŖd®s sor§n (Tris-HCl, pH 7,4). Az elsŖ ®s utols· 

spektrumhoz tartoz· b§zisp§r/porfirin ar§nyokat az §br§kban l§that· r ®rt®kek, a spektrum 

v§ltoz§s§nak ir§ny§t a nyilak jelzik. 
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20. t§bl§zat A porfirin-konjug§tumok szabad ®s kºtºtt §llapotainak abszorpci·s 

spektroszk·piai jellemzŖi l=370-490 nm tartom§nyban (Tris-HCl puffer, pH 7,4): az 

abszorpci·s s§vok maximumhelyei li (nm) ®s a s§vok sz®less®ge wi, (nm). li hib§ja ԇ1 nm, wi 

hib§ja ԇ 0,5 nm. 

Vegy¿let Partner l1 (nm) w1 (nm) l2 (nm) w2 (nm) l3 (nm) w3 (nm) l4 (nm) w4 (nm) 

  kºzºs v§ll cs¼cs (szabad) cs¼cs (kºtºtt) 

BMPCP-4P2 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  

 
54. §bra A TMPCP-4P (A) ®s BMPCP-4P2 (B) abszorpci·s s§vjainak relat²v ter¿lete izol§lt 

DNS jelenl®t®ben a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben a s§vok maximumhelyeinek 

poz²ci·ja szerint. TMPCP-4P: 402 nm (X), 422 nm (Ǐ), 429 nm (ƺ), 446 nm (ƶ); BMPCP-

4P2: 407 nm (x), 418 nm (Ǐ), 429 nm (ƺ), 435 nm (ƶ). (Tris-HCl puffer, pH 7,4) 

L§that·, hogy ak§rcsak az abszorpci·s spektrum komponenseinek sz§ma ®s maximumhelye, 

azok b§zisp§r/porfirin m·lar§nnyal mutatott v§ltoz§sa is informat²v a kºtºtt form§k sz§m§ra 

illetve relat²v mennyis®g®re vontkoz·an. Ennek alapj§n a k®t tetrapeptid konjug§tum, a 

TMPCP-4P (54.A §bra) ®s a BMPCP-4P2 (54.B §bra) k®t spektrumkomponense mutat 
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nºveked®st az r ®rt®k nºveked®s®vel, m²g a TMPCP-AK konjug§tum eset®ben (55. §bra) csak 

egy kºtŖd®sre utal· komponens jelenik meg. (Megjegyzem, hogy az §br§kon l§that· gºrb®k 

csak a jobb kºvethetŖs®get szolg§lj§k, illeszt®si param®tereik nem szolg§ltatnak adatot a 

kºtŖd®sre vonatkoz·an.) 

 
55. §bra A TMPCP-AK abszorpci·s s§vjainak relat²v ter¿lete izol§lt DNS jelenl®t®ben a 

b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben a s§vok maximumhelyeinek poz²ci·ja szerint: 

407 nm (x), 418 nm (Ǐ), 421 nm, 435 nm (ƶ)(Tris-HCl puffer, pH 7,4) 

Ugyan²gy csak egy kºtŖd®si m·dra mutat· s§v jelenik meg a tetrapeptid konjug§tumok, 

(TMPCP-4P ®s BMPCP-4P2) abszorpci·s spektrumaiban nukleoprotein komplex jelenl®t®ben 

(56.A ®s B §bra). A s§v poz²ci·ja alapj§n nem dºnthetŖ el, hogy ez milyen kºtºtt forma 

jelenl®t®re utal. A polipeptid konjug§tum (TMPCP-AK) abszorpci·s spektrumai nem mutatnak 

v§ltoz§st hasonl· kºr¿lm®nyek kºzºtt (§bra n®lk¿li adat).  

 
56. §bra A TMPCP-4P (A) ®s BMPCP-4P2 (B) abszorpci·s s§vjainak relat²v ter¿lete NP 

jelenl®t®ben a b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben a s§vok maximumhelyeinek 

poz²ci·ja szerint. TMPCP-4P: 403 nm (X), 422 nm (Ǐ), 427 nm (ƺ), 435 nm (ƶ); BMPCP-

4P2: 410 nm (X), 418 nm (Ǐ), 422 nm (ƺ), 426 nm (ƶ). (Tris-HCl puffer, pH 7,4) 
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A kºtŖd®s tov§bbi bizony²t®ka lehet a fluoreszcencia ®lettartam megv§ltoz§sa, kºtºtt 

form§kra jellemzŖ lecseng®si komponensek megjelen®se (21 t§bl§zat). 

21. t§bl§zat A BMPCP-4P2 ®s TMPCP-4P fluoreszcencia 

®lettartam§nak komponensei Tris-HCl pufferben (pH7,4) szabad 

§llapotban, DNS, NP ®s NP(65 ÁC) jelenl®t®ben (r=30). 

Vegy¿let Partner t1 [ns] t2 [ns] 

BMPCP-4P2 - 8,99 Ñ 0,28 - 

 DNS 2,36 Ñ 0,12 9,76 Ñ 0,12 

 NP - 9,14 Ñ 0,24 

 NP(65) 3,08 Ñ 0,19 10,25 Ñ 0,27 

TMPCP-4P - 4,9 Ñ 0,15  

 DNS 3,46 Ñ 0.18 9,50 Ñ 0,23 

 NP 3,13 Ñ 0,17      9,87 Ñ 0,27 

 NP(65) 3,19 Ñ 0,25     9,74 Ñ 0,19 

A  BMPCP-4P2 NP jelenl®t®ben mono-exponenci§lis lecseng®st mutat. A 21. t§bl§zatban 

bemutatott tºbbi esetben az ®lettartam komponensek k®t kºtºtt forma megl®t®t t§masztj§k al§. 

A kºtŖd®s form§inak azonos²t§s§ra a fluoreszcencia energia transzfer ®s a CD spektrumok 

vizsg§lat§t alkalmaztuk. A TMPCP-4P, mind DNS (57. §bra) mind NP (58. §bra) jelenl®t®ben 

kifejezett fluoreszcencia intenzit§s nºveked®st mutat a DNS elnyel®si maximum§n, l=260 nm-

en tºrt®nŖ gerjeszt®skor. NP eset®ben ez a nºveked®s kisebb, mint DNS jelenl®t®ben, ®s m®g a 

NP 65 ÁC-elŖkezel®se ut§n sem ®ri el az izol§lt DNS jelenl®t®ben l§tott ®rt®keket. A BMPCP-

4P2 is akceptork®nt viselkedik izol§lt DNS ®s hŖkezelt NP mellett, az intakt NP jelenl®t®ben 

megjelenŖ fluoreszcencia intenzit§s viszont nem bizony²t· erejŤ az interkal§ci·ra n®zve. 
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57. §bra (A) A TMPCP-4P (ƴ) ®s BMPCP-4P2 (Ǐ) integr§lt fluoreszcencia intenzit§sa 

(lem=600-770 nm; lg=260 nm) izol§lt T7 DNS b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) 

f¿ggv®ny®ben. (Tris-HCl puffer, pH 7,4) 

 

 
58. §bra (A) A TMPCP-4P (ƺ) ®s BMPCP-4P2 ( ) integr§lt fluoreszcencia intenzit§sa 

(lem=600-770 nm; lg=260 nm) T7 NP-hez (fekete) ®s 65 ÁC-ra felmeleg²tett T7 NP-hez 

(piros) tºrt®nŖ kºtŖd®skor b§zisp§r/porfirin m·lar§ny (r) f¿ggv®ny®ben. (Tris-HCl puffer, 

pH 7,4) 

A fluoreszcencia ®lettartam ®s energiatranszfer adatokkal ºsszhangban vannak a DNS illetve 

NP tartalm¼ oldatokban regisztr§lt porfirin sz§rmaz®kok CD spektrumai (59. §bra). A TMPCP-

4P CD spektrumai minden bemutatott kºr¿lm®ny mellett tartalmazz§k a pozit²v, ®s az 

interkal§ci·ra mutat· negat²v s§vokat. A BMPCP-4P2 spektrum§ban T7 NP jelenl®t®ben nem 

jelenik meg a negat²v s§v, de hat§rozott a pozit²v s§v a spektrumban. 

A TMPCP-AK polipeptid konjug§tum eset®ben egyik m·dszerrel sem volt kimutathat· az 

interkal§lt forma kialakul§sa. 
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59. §bra TMPCP-4P(folytonos vonal) ®s BMPCP-4P2 (szaggatott vonal) CD spektrumai 

izol§lt DNS-hez (A) T7 NP-hez (B) ®s 65 ÁC-ra felmeleg²tett T7 NP-hez (C) tºrt®nŖ kºtŖd®skor 

(Tris-HCl puffer, pH 7,4). A porfirin koncentr§ci· 1mM, r=30. 

A DNS-en ®s a NP-en bel¿li ligandum-makromolekula kapcsolatokr·l adhatnak 

felvil§gos²t§st az abszorpci·s olvad§si gºrb®k (60. §bra). 

Mindh§rom peptid-konjug§tum kºtŖd®se az izol§lt, B-konform§ci·j¼ DNS-hez (Tris-HCl 

puffer, pH 7,4) nºveli a l§ncsz®tv§l§shoz tartoz· hŖm®rs®kletet, azaz a konjug§tumok 

stabiliz§lj§k a DNS szerkezet®t (60.A ®s B §bra). Ha a f§zis§talakul§si hŖm®rs®kleteket 

tekintj¿k a porfirin/b§zisp§r (1/r) f¿ggv®ny®ben [276], a m®r®si pontokra illesztett line§ris 

f¿ggv®ny meredeks®ge jellemezheti a stabiliz§l· hat§s m®rt®k®t. Az egyes kºlcsºnhat§sokat 

jellemzŖ egyenesek meredeks®g®t a 22. t§bl§zat mutatja. 
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60. §bra T7 f§gb·l izol§lt DNS (A,B) ®s T7 f§g (C,D) TMPCP-4P-t (A,C) ®s BMPCP-4P2-Ŗt 

(B,D) tartalmaz· oldatainak abszorpci·s olvad§si gºrb®i. A mint§k b§zisp§r koncentr§ci·ja 

15Ñ2 mM. A porfirin/b§zisp§r m·lar§ny 0-0,046 (A), 0-0,1 (B), 0-0,12 (C), 0-0,23 (D) kºzºtt 

v§ltozott. A gºrb®k eltol·d§si ir§ny§t a nºvekvŖ porfirin koncentr§ci·nak megfelelŖen az 

§br§n nyilak jelzik. (Tris-HCl puffer, pH 7,4) 

22. t§bl§zat DNS l§ncsz®tv§l§si hŖm®rs®klet - 

porfirin/b§zisp§r (1/r) m·lar§ny f¿ggv®ny meredeks®ge 

Vegy¿let Partner Meredeks®g [ÁC*r] 

BMPCP-4P2 DNS 22,72 

 NP 3,3 

 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 elsŖ, a kapszid fellazul§s§hoz kºthetŖ f§zis§talakul§si hŖm®rs®kletet a TMPCP-4P ®s 

a TMPCP-AK konjug§tum nem befoly§solja, sem az §talakul§s hŖm®rs®klet®t, sem annak 

kooperativit§s§t. A BMPCP-4P2 tetrapeptid-konjug§tum kism®rt®kben megnºveli az 

§tmenethez tartoz· hŖm®rs®kletet, stabiliz§lja a kapszid szerkezet®t illetve a feh®rje-DNS 

kapcsolatot. A kapszidba z§rt DNS f§zis§talakul§si hŖm®rs®klet®t a k®t tetrapeptid konjug§tum 

nºveli, m²g a TMPCP-AK nem befoly§solja. A hat®konys§gra jellemzŖ meredeks®geket szint®n 

a 22. t§bl§zat tartalmazza.  

A tetrapeptid-konjug§tumok stabiliz§l· hat§sa kifejezetteb az izol§lt DNS, mint a 

kapszidban elhelyezkedŖ DNS eset®n. Ugyanakkor az is vil§gos, hogy a feh®rje kapszid 

csºkkenti, de nem z§rja ki a porfirin sz§rmaz®k tartalm¼ konjug§tum-DNS kºlcsºnhat§s 

lehetŖs®g®t. 

5.6. Porfirin sz§rmaz®kok in vitro sejtfelv®tele ®s sejten bel¿li lokaliz§ci·ja 

Annak, hogy a porfirin sz§rmaz®kok illetve konjug§tumaik a sejten bel¿l kºtŖdhessenek a 

nukleinsavakhoz elŖfelt®tele bejut§suk a sejtbe. Ez®rt mielŖtt a sejten bel¿li lokaliz§ci·t 

elemezn®nk sejtbe jut§suk lehetŖs®g®t tanulm§nyoztuk.  

A kationos porfirinek ®s konjug§tumaik sejtfelv®tel®t HL-60 sejteken vizsg§ltuk. Ćraml§si 

citometri§val meghat§roztuk azoknak a sejteknek a relat²v mennyis®g®t, amelyekben a porfirin 

sz§rmaz®kra jellemzŖ fluoreszcencia megjelen®se kimutathat· volt [235]. Az egyes 

sz§rmaz®kok/konjug§tumok sejten bel¿li abszorpci·s k®pess®ge ®s kvantumhat§sfoka nem 

ismert, ez®rt puszt§n a fluoreszcencia intenzit§suk ºsszehasonl²t§sa nem adna megb²zhat· 

t§mpontot a porfirin sz§rmaz®kok/konjug§tumok sejten bel¿li mennyis®g®re vonatkoz·an. 

A 61. §br§n a TMPCP p®ld§j§n mutatjuk meg, hogy a porfirin sz§rmaz®k t§poldatbeli 

koncentr§ci·ja ®s az inkub§l§si idŖ mik®nt befoly§solja a porfirin-pozit²v sejtek ar§ny§t. 

Hasonl·t tapasztaltunk a tºbbi sz§rmaz®kra vonatkoz·an is. P§rhuzamos m®r®sekben 

ellenŖrizt¿k a porfirinek toxicit§s§t a megfelelŖ koncentr§ci·kn§l. A bemutatott kºr¿lm®nyek 

kºzºtt ®s vegy¿letek eset®ben a toxicit§s elhanyagolhat· volt (§bra n®lk¿li adat). 
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61. §bra TMPCP-pozit²v sejtek ar§nya a porfirin koncentr§ci· illetve inkub§l§si idŖ 

f¿ggv®ny®ben 

 

 

62. §bra Porfirin-poz²t²v sejtek ar§nya a porfirin koncentr§ci· f¿ggv®ny®ben 3 ·ra inkub§l§si 

idŖ ut§n 

A k¿lºnbºzŖ sz§rmaz®kok ®s konjug§tumok jelenl®t®t mutat· sejtek ar§ny§t 3 ·ra 

inkub§ci·s idŖ ut§n hasonl²tottuk ºssze. Az eredm®nyeket a 62. §bra foglalja ºssze. Ennek 

alapj§n mark§ns k¿lºnbs®gek tapasztalhat·k az egyes vegy¿letek kºzºtt. A sejtfelv®tel 

szempontj§b·l kiemelkedŖ ®rt®ket mutat a BMPCP ®s annak tetrapeptid konjug§tuma. A 

TMPyP jelenl®t®ben 20 mM inkub§l§si koncentr§ci·t alkalmazva, 3 ·ra inkub§l§si idŖ ut§n a 

sejtek 65 %-a mutatta a porfirin jelenl®t®t (§bra n®lk¿li adat).  
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MeglepŖ m·don az el§gaz· l§nc¼ polipeptid kapcsol§sa a porfirin sz§rmaz®khoz nem 

jelentett elŖnyt a sejtbe jut§skor [235], holott ezt a polipeptidet ®ppen a fokozott sejtpenetr§ci· 

®rdek®ben haszn§lj§k m§s estekben [277]. Megjegyezz¿k, hogy az §br§n jelzettn®l nagyobb 

koncentr§ci·kn§l val·ban tapasztaltunk fokozott sejtfelv®telt, de a p§rhuzamosan megjelenŖ 

citotoxikus hat§s miatt azoknak a koncentr§ci·knak az alkalmaz§sa m§r nem vehetŖ 

sz§m²t§sba.  

 

63. §bra A BMPCP-4P2 ®s a sejtmag specifikus SYBR GREEN I fest®k lokaliz§ci·ja. (A) 

Transzmisszi·s felv®tel a HT-29-es sejtekrŖl. (B-D) Konfok§lis felv®telek: a BMPCP-4P2 (B) 

(lem=650-750 lg=488 nm) ®s a SYBR GREEN I (C) (lem=520, lg=488 nm) lokaliz§ci·ja. D: 

a BMPCP-4P2 ®s SYBR GREEN I ko-lokaliz§ci·ja. (Az inkub§ci·s idŖ 3 ·ra (BMPCP-4P2 ) 

illetve 30 perc (SYBR GREEN I ) volt; a koncentr§ci·k 20 mM (BMPCP-4P2 ) ®s 400 nM 

(SYBR GREEB I)) 

A fentiekben l§ttuk, hogy mind a vizsg§lt kationos porfirin sz§rmaz®kok, mind azok 

tetrapeptid konjug§tumai felhalmoz·dhatnak a sejtekben. A tov§bbiakban e vegy¿letek sejten 

bel¿li lokaliz§ci·j§t vizsg§ltuk k¿lºnºs tekintettel arra a k®rd®sre, hogy a sejtmagon bel¿l 

kimutathat·-e jelenl®t¿k, dokument§lhat·-e DNS-sel val· kapcsolatuk? Mivel a sejtfelv®teli 

eredm®nyek alapj§n a BMPCP-4P2 mutatta a legkedvezŖbb ®rt®keket, a vonatkoz· 

eredm®nyeket mutatom be. 
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A ko-lokaliz§ci·s vizsg§latokhoz a sejtmagot SYBR GREEN I ((lem=520, lg=488 nm) 

fest®kkel jelºlt¿k. A porfirin sz§rmaz®k ®s a sejtmagot jelºlŖ fest®k fluoreszcencia jel®nek 

elhelyezked®s®t hasonl²tottuk ºssze (63 §bra). Mindk®t fluorof·r elhelyezked®se a sejtben 

 

64. §bra A BMPCP-4P2 (E,D,F,G) a lizosz·ma specifikus LysoTracker Green fest®k (C ®s D) 

®s a mitokondrium specifikus MitoTrackerfest®k lokaliz§ci·ja (F ®s G). (A) Transzmisszi·s 

felv®tel a HT-29-es sejtekrŖl. (B-G) konfok§lis felv®telek: a BMPCP-4P2 (B ®s E) (lem=650-

750 lg=488 nm),  LysoTracker Green (C) (lem=633 nm, lg=488 nm), ®s a MitoTracker (F) 

(lem=665 nm, lg=510 nm ) lokaliz§ci·ja. D: a  BMPCP-4P2 ®s a LysoTracker Green ko-

lokaloiz§ci·ja; G: a  BMPCP-4P2 ®s a MitoTracker ko-lokaloiz§ci·ja (Az inkub§ci·s idŖ 3 

·ra (BMPCP-4P2 ) illetve 30 perc (fluoreszcens jelzŖk) volt; a koncentr§ci·k 20 mM 

(BMPCP-4P2 ) ®s 50 nM (fluoreszcens jelzŖk)) 
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vil§gosan l§tszik. A k®t ter¿let nem mutat §tfed®st, a SYBR GREEN I fest®kkell jelzett 

sejtmagban nem mutatkozik a porfirin-peptid konjug§tumt·l sz§rmaz· jel. Hasonl· eredm®nyt 

mutattak a BMPCP, TMPCP ®s TMPCP-4P sejten bel¿li eloszl§s§r·l k®sz¿lt felv®telek. 

A sejtmagon k²v¿li lokaliz§ci·k r®szletesebb felt®rk®pez®s®hez a lizosz·m§kat illetve a 

mitokondriumokat jelºlt¿k specifikusan felhalmoz·d· fluoreszcens fest®kekkel, LysoTracker 

Green-nel ®s MitoTracker-rel. A ko-lokaliz§ci·s vizsg§latok eredm®nyeit ism®t a BMPCP-4P2-

vel jelzett sejtekrŖl k®sz¿lt felv®telekkel demonstr§lom (64. §bra). Az §br§n a ko-lokaliz§ci·t a 

s§rga sz²n mutatja. 

A BMPCP-4P2 mutat ko-lokaliz§ci·t mindk®t jelzŖvel, de ez sokkal kiterjedtebb a 

lizosz·m§kat jelºlŖ LysoTracker fest®k eset®ben. A BMPCP, TMPCP ®s TMPCP-4P is hasonl· 

tendenci§j¼ eloszl§st mutat. A lizosz§ma sz§m§ra mutatkoz· preferencia legkifejezettebb a 

TMPCP eset®ben. 

5.7. Porfirin sz§rmaz®kok fototoxicit§sa 

5.7.1. A fotodinamikus reakci· hat®konys§ga ®s mechanizmusa 

A porfirin sz§rmaz®kok orvosi/biol·giai alkalmaz§si lehetŖs®geinek alapja a fotodinamikus 

reakci·. A keletkezŖ reakt²v term®kek, szabadgyºkºk illetve szingulett oxig®n a sejtekben 

destrukci·s folyamatokat ind²tanak el, amik azt§n a sejtek illetve v²rusok pusztul§s§hoz 

vezethetnek. A dolgozatban vizsg§lt valamennyi sz§rmaz®k felt®telez®seink szerint alkalmas 

lehet ilyen fotodinamikus reakci·kban val· alkalmaz§sra. Ennek lehetŖs®g®t, a reakci·k 

mechanizmus§t vizsg§ltuk ®s ºsszehasonl²tottuk az egyes vegy¿letek v§rhat· hat®konys§g§t. 

A porfirin sz§rmaz®kok fototoxicit§s§nak m®rt®k®t meghat§roz· param®terek kºz¿l egyik 

legfontosabb szingulett oxig®n termel®si hat§sfokuk.  

Munk§nk sor§n jodometri§s titr§l§ssal vizsg§ltuk a porfirin sz§rmaz®kok relat²v szingulett 

oxig®n termel®si hat§sfok§t (65. §bra). A keletkezŖ szingulett oxig®n mennyis®g®re a keletkezŖ 

ionok -

3I abszorbanci§j§b·l sz§rmaz·, l=355 nm-en m®rt abszorbancia nºveked®sbŖl 

kºvetkeztethet¿nk. Az egyes sz§rmaz®kok hat®konys§g§nak ºsszehasonl²t§s§t a 65. §br§n 

mutatom be. 

Az abszorbancia nºveked®se a kezdeti line§ris v§ltoz§s ut§n minden esetben tel²t®s fel® 

hajlik. Ennek egyik oka lehet a porfirin sz§rmaz®k fotok®miai boml§sa/§talakul§sa. Mint 

ismeretes a porfirinek ï molekulaszerkezet¿ktŖl f¿ggŖen k¿lºnbºzŖ m®rt®kben ï f®ny hat§s§ra 

bomlanak, illetve §talakulnak [278]. 
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65. §bra A jodometri§s reagenst ®s porfirin sz§rmaz®kot tartalmaz· oldatok 

abszorbanci§j§nak v§ltoz§sa l=355 nm-en a beesŖ d·zis f¿ggv®ny®ben. (A): 0,5 mM TP(4-

OgluOH)4P ( ), TP(4-OgluOH)3P ( ), TPF5(4-OGalOH)3P (o); (B): 0,5 mM TMPyP ( ), 

TMPCP( ), BMPCP (o), TMPCP-4P ((Ǐ), BMPCP-4P2 (x); C: 0,5 mM ( ), 1 mM (x) , 1,5 

mM (+) , 2 mM (*) TMPCP  

Tapasztalataink szerint a kationos porfirin sz§rmaz®kok fotok®miai §talakul§sa a haszn§lt 

d·zis tartom§nyban elhanyagolhat· (nem szeml®ltetett adat), de sz§mottevŖ lehet a glikozil§lt 

porfirinek eset®ben. Ennek egy p®ld§j§t mutatom be a 66. §br§n a TPF5(4-OGalOH)3P 

vonatkoz§s§ban. 

A tov§bbiakban tesztelt¿k ®s ºsszehasonl²tottuk az egyes sz§rmaz®kok fototoxicit§s§t T7 

bakteriof§g rendszeren. V§laszt§sunkat az indokolta, hogy a k®rd®ses porfirin sz§rmaz®kok 

egyik fontos felhaszn§l§si ter¿lete lehet a patog®n v²rusok inaktiv§l§sa. EbbŖl a szempontb·l 

tekintve a T7 bakteriof§g v§laszt§s§nak tºbb elŖnye is mutatkozik. Egyr®szt a T7 modellje lehet 

a peplonnal nem rendelkezŖ, ak§r DNS, ak§r RNS v²rusoknak. Tov§bbi elŖny, hogy a nagy 

optikai tisztas§g¼ T7 prepar§tumokon kºzvetlen¿l is vizsg§lhat· a v²rusinaktiv§ci· szerkezeti 

h§ttere is. 
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