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1. Bevezeto

Az elmult évtizedekben a gyodgyszerkutatds 0j irdnyt vett, és fokozott hangsuly keriilt a
hatds optimalizacidjara, a mar hasznalt gyogyszermolekuldk tokéletesitésére pl.
szubsztituensek beépitésével vagy kicserélésével, a hatéanyag-molekuldk komplexalasaval
[1-8], vagy izomerizacioval.

Mar az Okori gorogok, és toliik fliggetleniil az amerikai indianok is hasznaltak a flizfa
leveleibdl és barkajabol készitett fozetet fejfajas gyogyitasara, valamint altalanos laz- és
fajdalomcsillapitd szerként. Ezt a hatdanyagot eloszor Johann Buchner izolédlta a flizfa
bark4jabol, és a szalicilsav nevet Raffael Piria adta a vegyiiletnek, az azt tartalmazo
névény, a flizfa latin neve (Salix) utan.

Ennek acetilalt szarmazékat késébb a Bayer cég ASPIRIN néven hozta forgalomba. Ezt a
szert a mai napig is sikeresen €s nagy mennyiségben alkalmazzdk a gydgyészatban.
Azonban a néhany esetben fellépd aszpirinrezisztencia, és az a tény, hogy a szalicilsav mas
szubsztitualt szarmazékai, pl. halogeno-, nitro- vagy amino-szarmazékok, jobb hatasfokkal
birnak, tovabbi kutatdsokat von maga utan.

Szintén évszazadok ota ismert a réz(I1)-ionok reuma elleni hatasa is, ami arra 9sztonozte a
kutatokat, hogy ezen ionok reuma elleni szerekkel képzett komplexeinek bioldgiai
aktivitasat vizsgaljak. Ezek, és hasonl6 vizsgalatok soran arra az altalanos megallapitasra
jutottak, hogy a gyodgyszerek fémkomplexei hatékonyabbak a gyodgyaszatban, mint maguk
a gyogyszermolekulak.

Azt 1s kimutattak mar, hogy az Aspirin réz(I)komplexének gyulladascsokkentd, rakellenes
¢és egyéb kedvez6 hatasai vannak, illetve feltételezik, hogy az aktiv komplex in vivo is
toltésli egyéb molekuldkkal torténd asszociatum-képzOdés. Alkalmasak lehetnek erre pl. a
piridinszdrmazékok, melyek maguk is rendelkeznek gyogyhatéssal.

A hatékonyabb szerek utani kutatasok soran a szalicilsav kiilonb6z6 halogénezett, ill.
amino- vagy nitrocsoportot tartalmazo szarmazékait IS vizsgaltak. Mivel a fluor szamos
igen hatdsos gyodgyszermolekuldban megtalalhatd, a szalicilsav kiilonb6z6 fluorozott
szarmazékai is érdeklddésre tartanak szdmot. Kutatocsoportunk ezért a Szlovak Miiszaki
Egyetem Szervetlen Kémiai Tanszékével kozdsen mar korabban is tanulmanyozta fluoro-
szalicilsav szarmazékok réz(Il)ionnal képzett biner [12,13], illetve és réz(Il)ionokkal és

piridinszarmazékokkal kialakitott terner rendszereit [14,15]. Az utdbbi vizsgalatok alapjan



megallapitast nyert, hogy a fluoro-szalicilsavak és a piridinszarmazékok kdlcsondsen
elésegitik egymas fémion-koordinaciojat [15].

A biologiailag aktiv komplexek koziil az elmult évtizedben fokozott figyelem iranyult a
réz- és cink komplexekre, ugyanis mind a kiilonb6z6 metalloproteinekben, mint az €16
szervezetben ezek a leggyakrabban eléfordulé nyomelemek[16]. Ezen feliil a cink szamos
komplexérdl megallapitottdk, hogy igen valtozatos mdédon képesek a DNS-hez kotddni
[17],[18].

A réz(Il) szalicilsav szarmazékokkal alkotott komplexei sikeresen hasznalhatok gyulladas,
fekély és cukorbetegség esetén, de antimutagén és radioprotektiv hatasuk is van.

Habar a réz alapl nem szteroid szerkezetli gyulladasellenes szerek pontos
hatdsmechanizmusa nem ismert minden részletében, sok minden utal arra, hogy ez a
prosztaglandin szintézis inhibiciojan alapul, és a ciklooxigendz izoenzimkomplexen
keresztiil megy végbe, valamint kapcsolatban allhat a szuperoxid-dizmutacid, a nitrogén
oxid szintaz és immunbiologiai folyamatok szabalyozasaval, mely biologiai folyamatokban

a cink (IT)ionok is kiemelt szereppel birnak.



2. Célkitiizés

Miar a bevezetOben emlitettem, hogy a réz(Il) szalicilsavszarmazékokkal alkotott
komplexeirdl megallapitottak, hogy az mutacidt gatld hatassal bir. Munkank célja az volt,
hogy megvizsgaljuk, hogy olyan szalicilsavszarmazékok, mint a 4-fluoroszalicilsav
(tovabbiakban 4FSA) és a 2,6-bisz-hidroximetil-piridin (tovabbiakban pydime) képesek-e
a DNS-sel kolcsonhatasba 1épni, €s hogy ezen molekulak komplexalasa réz(Il), illetve

cink(1l) ionokkal befolyasolja-¢ ezt a kdlcsonhatast.
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1. abra: A 2,6-bisz-hidroximetil-piridin (pydime), és a 4-fluoroszalicilsav (4FSA) szerkezete

Ennek érdekében a kdvetkezd vizsgélatokat terveztiik:

1. A Zn-pydime, Zn-4FSA biner, illetve Zn-pydime-4FSA terner rendszerek
oldategynsulyi vizsgalata

2. Spektrofotometrias titralasok

3. A DNS — gyogyszermolekula kolcsonhatas vizsgalata fluorimetrids modszerrel az
etidium-bromid kiszoritdsan keresztiil.

4. Géleltolodasi vizsgalatok a fenti kdlcsonhatas esetleges szerkezeti vonatkozasainak
felderitésére.

5. Az eredmények értelmezése



3. Irodalmi osszefoglalo

3.1 A réz(I)-FSA-Pydime komplexképzodéséril

A hatékonyabb gydgyszerek keresése soran szdmos szalicilsav szarmazékot vizsgaltak,
koztiik annak fluorozott szarmazékait is. Tanszékilinkon a Szlovak Miiszaki Egyetem
Szervetlen kémiai tanszékével kozosen tanulmanyoztdk a fluoroszalicilsav-szarmazékok
réz(Il) ionnal és piridinszarmazékokkal alkotott terner rendszereit [14], [19]. Vizsgalataik
soran arra a megallapitasra jutottak, hogy a fluoroszalicilsavak ¢és piridinszarmazékok
kolesonodsen eldsegitik egymas fémion-koordinéciojat.

A szalicilsav és szarmazékainak réz(Il)komplexeirdl az irodalomban és a krisztallografiai
adatbazisokban tobb mint sz4z kristalyszerkezetet talalhatd, melyek bemutatjak, hogy a
szalicilsav koordinacidja igen valtozatos lehet a koriilmények, és az esetleges masodik
ligandum minbségétdl fiiggben. Az 2. abra néhany példat mutat egyfogu karboxilat, a
karboxilat és a fenolat részvételével kialakuld kelat, illetve fenolathidas

réz(Il)komplexekre.

2. abra: Példak a szalicilsav és szarmazékainak kiilonb6z6 koordinacios modjaira a réz(Il)komplexekben:

egyfogu karboxilat (balra — [20]), kelat (kbzépen — [21]) és fenolathidas komplex (jobbra — [22])

A pH potenciometrids mérések soran meghataroztdk a domindns képz6dd komplexek
Osszetételét ¢s képzddési allandoit, melyek segitségével részecskeeloszlasi diagramokat
készitettek (3. abra). Ezeken jol latszik, hogy a mérhetd pH tartomanyban a terner

részecskék jelenléte szignifikans.
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3. abra: A réz(Il) — 5-fluoro-szalicilsav — 3-hidroximetil-piridin (pyme) rendszer részecskeeloszlasi
diagramja (Cu:5-FSA:pyme = 1:2:2 (telt vonal), Cu: 5-FSA:pyme = 1:2:4 (szaggatott vonal), Ccyqiy = 6,0 x
10 mol/dm?; 1 = 0,1 mol/dm?, NaCIOy; T = 298 K. - [22])

Mivel azonban pl. a CuB és CuAB komplexek egymasba alakuldsa nem mindig jar
protonatmenettel, az ilyen komplexek pH-metridssan nehezen elkiilonitheték. A
részecskeeloszlas pontositasara igy mas mérési modszereket is alkalmazni kellett. Ilyen
modszer lehet az UV-VIS spektroszkopia és az ESR spektroszkopia, mivel a réz(11)-ionok

tartalmaznak parositatlan elektronokat.

380 480 580 680 780 | —10.45
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4. dbra: UV-lathat6 abszorbcids spektrumok. n(Cu(I)):n(5FSA):pydime = 1:2:2,

Tey~1mM [1]

A 4. dbran lathatdo spektrumok alapjan megallapithat6, hogy pH ~ 5 alatt a pydime

koordinalodik erésebben a réz(Il)ionhoz, ugyanis ilyen pH-n a fluoro-szalicilsav



karboxilcsoportjaval, a pydime pedig piridines nitrogénjével és alkoholos —OH
csoportjaival tud koordinativ kotést kialakitani a réz(II) ionokkal, és a N erdsebb
koordinativ kdétést tud kialakitani, mint a karboxilcsoport, és a pydime esetén kelat is
képz6édhet. A pH ~ 5-7 tartomanyban a fluoroszalicilsav fenolos —OH csoportja
deprotonalddva erdsebb koordinacids kotést tud kialakitani a réz(Il)ionnal, mint a pydime,
de az nem egyértelmii, hogy ilyenkor a fluoroszalicilsav kiszoritja-e a pydime-t a réz
koordinacids szférajabol, vagy terner komplex képzddik. Kb. 7-es pH felett ismét a pydime
foglalja el a réz(Il)ion koordinadcios helyeit, ugyanis amint a pydime alkoholos —OH
csoportja deprotonalddik, az képes részben vagy egészben kiszoritani a fluoro-szalicilsavat
a koordinacids szférabol. Tehat pH-t valtoztatva a koordinécids szféraban a ligandumok
fluktuacigja torténik. Ez azért érdekes jelenség, mert a terner rendszerek tobbségében savas

kozegben az egyik, lugosban pedig foként a mésik ligandum koordinélodik a fémionhoz.

Ezeket a megfigyeléseket ESR spektrumokkal is alatdmasztottadk. Ezenkiviil azt is
megfigyelték, hogy pH~6,8 koriil olyan vonalak is megjelentek, melyek semmilyen biner
rendszerben nem figyelhet6k meg, tehat arra kdvetkeztettek, hogy terner rendszer van jelen

az oldatban.

3.2 Az EtBr — DNS kélcsonhatdsrol

Az etidium-bromidot széles korben alkalmazzdk a molekularis biologidban DNS
molekulak jelolésére, mind saveltolodas, mind fluoreszcencia vizsgalatokhoz, ugyanis az
etidium-bromid olyan fluoreszcens festék, amely képes a DNS kettés szala kozé
beékelddni, ¢€s ilyenkor a fluoreszcens intenzitasa 20-100-szoros novekedést mutat. Az
emittalt fény fluorimetridsan mérheté [23]. Az igy mért intenzitas (Iops) tulajdonképp a

DNS-be beékel6dott (Ip) és a szabad (If) EtBr fluoreszcens intenzitasainak az dsszege.

lobs= lp+lf

Mivel mindkét intenzitas aranyos a koncentracioval:

lobs= KoCh+ K¢(Ctot-Cp),

ahol ky, és k¢ aranyossagi tényezok kisérletileg meghatarozhatoak. Innen cy, iS

meghatarozhato:



Miutan ismert a kotott etidium koncentracioja, a kotdédés a Scatchard-egyenlettel [24]
irhato le:

L:nK—rK
Cf

Ahol cf a szabad festék koncentracidja, r a kotott festékmolekulak és a DNS bazisparok
koncentracio-hadnyadosa, n az r maximuma ¢és K a kétddési allando.

A Kk¢-et tiszta etidium-bromid higitasi soranak fluorimetrias mérése soran tudjuk
meghatarozni.

A Kk, gy hatarozhatdé meg, hogy az el6bbi higitasi sorunknak megfeleld legkisebb
toménységii etidium-bromid oldathoz DNS-t adagolunk. Az intenzitasokat mérve telitési
gorbét kapunk. Miutan az intenzitas nem né tovabb, (ijabb adag etidium-bromidot adunk az
oldathoz, és ismét addig adagoljuk a DNS-t amig a gorbe nem telitédik ujra (5. abra). Ha

crer

egy egyenest kell kapnunk, aminek a meredeksége ky,.

obs

[ DNS]

5. abra: Az EtBr oldat kétszeri telitése DNS-sel [23]

Az igy megkapott ki és kp értékekbdl és cior-bol a ¢y, kiszamithatd, majd ebbdl a cris. Az r a
DNS koncentraciobodl, és a DNS tovabbi adataibol szamithatd ki. Miutan kiszamitottuk a
ci-et és cp-t, és ismerjilk a DNS-bazispar koncentraciot, dbrazolni tudjuk az r/cs-et r

fliggvényében. Az igy kapott egyenes meredeksége -K, és az y tengelymetszete nK (6.



abra). Ezen érték a vizsgalt DNS-etidium komplexre az abra alapjan a kotddési allando

3,3x10° M™-nek, n értéke pedig 0,32nek bizonyult.
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6. abra: Az etidium DNS-hez valé kotédésének Scatchard-pontjai proflavin jelenléte nélkiil (), 7x10° M-
os proflavin koncentrcié mellett (@), és 1,4x10”° M-os proflavin koncentracio mellett (A). [23]

cre

mérve, megkapjuk az inhibitorra jellemzd Kops-értéket. 1/Kops-t dbrazolva a cf

figgvényében egy olyan egyenest kapunk, melynek a meredeksége K’/K, ¢és
tengelymetszete 1/K (8. abra).

X

~
H,N N NH,

7. abra: A proflavin szerkezete
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8. abra: Az etidium mért k6tddési allandoi kiilonb6z6 proflavin koncentraciok mellett [23]
fgy ki tudjuk szamolni az inhibitor kotédési allandéjat, és ellendrizni tudjuk az etidium-ion
kotési allandojat.
3.3 Ligandumkompeticids vizsgdlatok

Az EtBr kiszoritasat a DNS kettds szalbol szamos tényezd befolyasolhatja. Kationos
feliiletaktiv anyagokkal végzett mérések mutatjak ezt meg [25].

n 1 n 1 1 ]
0 10 20 30 40 50
Z=[+1/I

9. abra: Az I valtozasa kiilonb6z6 alkil-metil ammonium bromidokkal titralt DNS-Et komplexek esetén,
allando Z [+]/[-], [P]= 4x10"° M, [EtBr]/[P]=0,25; 0,02 M CHES, pH=9,0; T=25 °C.
C1o2N*Me;Br (1), CiuN*MeBr (2) és C1xN"MeBr™ (3) [25]



A 9. dbra gbrbéibdl jol latszik, hogy a szénldnc ndvekedésével nd a feliiletaktiv anyag és a
DNS kolcsonhatasanak az erdssége. Ezt a mérést piridinium tartalma feliiletaktiv

anyagokkal is elvégezték, és ugyanezt kaptak

Ha ugyanezeket a valtozo DNS-koncentracié fliggvényében mérték, a nagyobb DNS-

koncentraciok esetén hamarabb észleltek atcsapast.

Ezutan vizsgaltdk a kolcsonhatds ionerdsség-fliggését (10. 4abra). Az ionerdsség
novekedésével a DNS-Et komplex stabilitasa noétt, de csokkent a fluoreszcens jel
intenzitasa. Ennek az az oka, hogy a DNS-Et komplex nagyobb ionerdsségnél stabilisabb,

¢s a gerjesztett allapot félélettartama csokken.

Ha ehhez a rendszerhez kationos feliiletaktiv anyagot adunk, a jelintenzitas egy adott
koncentracio eléréséig nem valtozik, majd egybeolvad az el6z6 gorbével, azaz a DNS-CS

komplex elbomlik, és csak DNS-Et komplex marad a rendszerben.

100
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10. abra: A DNS-Et komplex |y és a DNS-Et-C,sN*Me;Br™ I fluoreszcens intenzitdsa a NaCl koncentracio
figgvényében.
Z=10, P=2x10° M, minden més paraméter a 9. dbraval egyezik meg. [25]

Ebbdl latszik, hogy a DNS-CS komplex kis ionerdsségnél stabil, de az ionerdsség

novekedésével csokken a stabilitasa.

Ha 1/lp-t abrazoljuk a NaCl koncentracio fiiggvényében, egy €les atcsapast lathatunk, ami

azt mutatja, hogy a DNS-CS bomlasa és a DNS-Et képzddés kooperativ (10. abra).

10



Ezt megvizsgaltak kiilonboz6 hosszisagu szénlancokat tartalmazé alkil-metil-ammonium-
bromidokkal, és azt talaltak, hogy a rovidebb szénlanc esetén nem kooperativ a folyamat,

de a szénlanc novekedésével azza valik.

A bomlas kooperativ voltat az amin koncentracio DNS foszfatkoncentraciohoz valo6 aranya

IS befolyasolja. Ezt mutatja be a 11. abra.

11,

0'0 1 1 I 1 1 1 J
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
R
Criecy MOl-L

11. abra: A DNS-EtBr+C;,N+Me;Br- keverék relativ fluoreszcens intenzitasvaltozasa a NaCl koncentracio
fliggvényében, mikor Z=5 (1), 10 (2), 12 (3), 15(4) és [P]=2x10"> M. minden mas paraméter a 9. abraval
egyezik meg. [25]

Lathato, hogy kis aminkoncentracional a bomlas nem volt kooperativ, majd az
aminkoncentracid novekedésével egyre inkdbb azzi valt, a 4 sz. gdrbén mar igen éles

atcsapas lathato.

Ennek a magyarazata, hogy a DNS-CS komplex akkor jon létre, ha a CS koncentracioja
nagyobb a kritikus aggregacios koncentracional (CAC), viszont az ionerdsség
novekedésével a CAC is nd. A komplex akkor bomlik, amikor a CAC = ¢(CS). Ha ez nagy
ionerdsségnél valosul meg, akkor az Et azonnal stabilan odakdt, igy kooperativ lesz a

bomlas.

Vizsgaltdk a kiilonb6z6é rendiiségli aminok komplexeinek a bomlésat is, az ionerdsség
fliggvényében. Az atcsapas mindenhol éles volt, és eldszor a kvaterner amin majd a tercier,
a szekunder ¢és végiil a primer amin atcsapasat észlelték. A kvaterner amin esetén nem, volt
kooperativ a folyamat, a tobbi esetben viszont igen. Az atcsapas fiigg a pH-t6l is, ndvelve a

pH-t, az atcsapas €lesebb lett.

11



Ugyanezt megmérték polimetakriladt-dodecilamin keverékekben is. Az aminocsoport
rendlisége itt is ugyanigy befolyasolta az atcsapast. A pH novelése ebben az esetben

korabbi atcsapast eredményezett.

Osszességében elmondhatd, hogy a DNS-CS komplexek 1étrejottét és stabilitdsat, mind a

pH, mind az ionerdsség, de az anyagok szerkezeti tulajdonséagai is befolyasoljak.

3.4 A Zn(I)-komplexek kolcsonhatdisa a DNS-sel

A biologiailag aktiv komplexek koziil az elmult évtizedben fokozott figyelem iranyult a
réz- és cink komplexekre, ugyanis mind a kiilonb6zé metalloproteinekben, mint az ¢16
szervezetben ezek a leggyakrabban el6fordulé nyomelemek. Ezen feliil a cink szdmos
komplexérél megallapitottak, hogy igen valtozatos moddon képesek a DNS-hez
kot6dni[17][18].

Pl. a cink(Il)-neotrien komplexek a DNS Kkettds hélixbe képesek beékelddni, amit
spektrofotometriasan, és fluorimetrisan bizonyitottak. Kinetikai mérésekkel igazoltak,
hogy az interkalacio kétlépédes mechanizmussal zajlik [17].

Kationos komplexek, mint pl. a Zn-oktametil-piridil-porfirazin komplex, esetén viszont a
DNS-hez kiils6 kotédés is el6fordulhat, melyet fotometrias mérésekkel igazoltak [18].
Ebben az esetben a pozitiv toltésti komplexek negativ toltésii cukor-foszfat gerinchez
elektrosztatikusan kotddnek.

Az altalunk tanulmanyozott komplexekhez igen hasonld cink-diakvabisz(N,N-
dietilénnikotinamid)bisz(szalicilato) és diakvabisz(N,N-dietilnikotinamid)bisz(4-
nitrobenzoato) komplexekrdl is bebizonyitottak mar, hogy képesek a DNS kettds spiralba

ékelddni.

12. abra: A [Zn(C7H503)2(C10H14Nzo)2(Hzo)2] (l-es komplex) és [ZH(C7H503)2(4'02NC5H4COO)2(OH2)2]
(2-es komplex) szerkezete [26]

12



Ezt viszkozimetrids mérésekkel igazoltak, melyek azon alapultak, hogy a komplexek
be¢kelddésének kovetkeztében a DNS egy nyujtottabb szerkezetet vesz fel, és emiatt az

oldat viszkozitasa megn6[26](13 abra).

1.8 1
1561

) complex 1
141
Z 121

g complex 2

H 2
= 0.8
04 -

T T T T T 1

[M][DNA]

13. abra: A hozzaadott cink komplexek hatasa a DNS viszkozitasara, ahol [M] a komplex koncentracidjat
jeloli [26]

3.5. A Cu(ll)-szalicilat komplexek élettani hatdsai

Sok rakos sejtvonal, mint pl. a petefészek adenokarcinoma (SK-OV-3) sejtek rezisztensek
a tumornekrozis faktorokra és egyes citotoxikus gyogyszerekre, mint pl. a ciszplatinra.
Ezen feliil megjegyzendd, hogy a vastagbél adenokarcindma ciszplatinnal valo kezelése
nehezen kivitelezhetd. Ezért a kutatok figyelme olyan fémion tartalmi komplexekre
terel6dott, melyek potencidlisan hatasosak lehetnek a raksejtek elpusztitasaban.

A téma aktualitdsat mutatja, hogy egy frissen megjelent publikdcioban (2012.
marcius)[27], melynek témaja a TDK dolgozatom témajahoz hasonld, a [Cu(salH),(H20),]
(1), [Cu(dipsH)2(H20)] (2), {Cu(3-MeOsal)(H20)0,75}, (3), [Cu(dipsH)2(BZDH),] (4),
[Cu(dipsH)2(MeOHBZDH),]-EtOH (5), [Cu(sal)(phen)] (6), [Cu(dips)(phen)]-H,O (7),
[Cu(3-MeOsal)(phen)]-H20 (8) (3-MeOsalH, = 3-metoxi-szalicilsav, 2-MeOHBZDH = 2-
metanol-benzimidazol)  komplexek  citotoxikus  tulajdonsagait a  ciszplatinnal
Osszehasonlitva vizsgaltak, huméan rakos sejtvonalakon (mellrak (MCF-7), prosztatarak

(DU145), petefészekrak (SK-OV-3) és vastagbélrak (HT29)).
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14. abra: Az 1-8 komplexek és a [Cu(salH,),(BZDH),] [27]

Azt tapasztaltak, hogy 24 ora eltelte utan az 1-5 komplexek csak 100 pM-nal nagyobb
koncentracioban voltak hatasosak, és a szabad réz(II) ion sem bizonyult citotoxikusnak 100
UM koncentracio alatt. 96 ora utan a 2,4 és 5-0s komplexek kozepes aktivitast mutatnak a
mell-, prosztata- és vastagbélrak sejtek ellen. Ezzel ellentétben a 6-8 komplexek mar 24
Ora utdn is citotoxicitdst mutatnak uM koncentracioban, amely aktivitds 96 ora elteltével
jelentésen nd, minden sejtvonalon. Ezek a komplexek még a ciszplatin-rezisztens
petefészekrak sejtekben is hatékonyak voltak, ami arra utal, hogy ezen komplexek mas
hatdsmechanizmussal miikddnek, mint a ciszplatin. Azt is bebizonyitottdk, hogy a
fémmentes fenantrolin in vitro apoptozist indukal a p53-at nem expresszalo
sejtvonalakban. A fenantrolin a 6-8 komplexekkel ellentétben 24 o6ra utan kismértéki
citotoxicitdst mutat, ami arra utal, hogy a komplexek hatdsmechanizmusa mads, mint a
fenantroliné. Megfigyelték tovabba, hogy az 1-5 komplexek nem képesek a DNS-sel
kolcsonhatasba 1épni, szemben a sikalkatd fenantrolin ligandumot tartalmaz6 6-8
komplexekkel. Megjegyzendd, hogy a 3,5-diizopropilszaliciladt aniont tartalmazo 7-es

komplex, kevésbé hat kdlcson a DNS-sel, valdszintileg sztérikus okok miatt, €s 24 6ra utan
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ez mutat a legkisebb citotoxikus aktivitast a 6-8 komplexek koziil, igy valosziniisithetd,
hogy e DNS-hez vald kotddés és a citotoxikus aktivitas kozott van kapcsolat. Ezen kiviil a
réz(IT) nélkiili fenantrolin nem okozott fluoreszencia intenzitas csokkenést, a DNS-EtBr

oldat fluoreszcens vizsgalata soran, tehat nem tavolitja el az EtBr-ot a DNS-bdl.
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4. Kiserleti modszerek és eszkozok

4.1 Potenciometria

Az oldatbeli egyensulyi vizsgalatokhoz, a protonalddasi és komplexképzddési allandok
meghatarozasahoz potenciometrias modszert alkalmaztam.

A titralasokat 298+0,11 K-en, argon atmoszféra alatt végeztem Metrohm Dosimat 665

automata biirettaval. Az ionerésséget 0,1 mol/dm® NaClO, oldattal tartottuk allando

c sy

cyey

mérdoldattal pH ~ 11-ig folytattam a titralasokat. A ligandumkoncentracié a Zn-pydime és
Zn-4FSA biner rendszerek esetén rendre 4 mM ¢és 2 mM volt, mig a cink-pydime-4FSA
terner rendszer vizsgalatakor 1-1 mM volt, a cink koncentraciéo pedig a fém-ligandum
arany fiiggvényében valtozott.
A potencialértékeket egy Orion 710A pH-méré és egy Orion gyartmanyt kombinalt
tivegelektrod segitségével regisztraltuk. Az elektrod kalibralasara 0,01 M-o0s perklorsav-
oldatot hasznaltam. Az igy nyert adatsorokat a KALGRAN szamitoégépes programmal
értékeltem ki, a modositott négyparaméteres Nernst-egyenlet [28] segitségével:
N +1, Jou - K

E=E,+K-log[H"|+J,[H ]+T°HH—]ﬂ
ahol az ismert paraméterek mellett a Jy és Jou az livegelektrod savas illetve lagos
hib4janak, valamint a folyadék—folyadék hatarfeliileti potencialb6l adddd hibaknak a
korrekciojara szolgalo illesztési paraméterek, és Ky = 10" mol/dm® [29]. Az elektrod
kalibracidja soran 0,010 mol/dm® perklérsavoldatot titraltam 0,101 mol/dm*® NaOH
torzsoldattal 1 = 0,1 mol/dm® ionerdsségnél. A protondlodasi és stabilitdsi allandok
szamitasa a PSEQUAD [30] programmal tortént. Az igy szamitott bruttdé egyensulyi

allandok a kovetkezo altalanositott egyensulyi reakciora vonatkoznak:

,B (2p+r)+
MpLgH

PM * +qL+rH" <——= ML HZ""

4.2 Spektrofotometria
Az UV-Vis spektroszkopia alapelve, hogy az oldatmintdban 200-800 nm hulldmhossz-
tartomanyba esO sugarzas hatasara az oldatbeli molekulak vegyértékelektronjai magasabb

energidju palyakra gerjesztddnek.
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Amikor egy anyag vizes oldatdnak fényelnyelését abrazoljuk a besugarzd fény
energidjanak (hullamhosszanak) fiiggvényében, az un. abszorpcios spektrumot kapjuk. Az
abszorpcios spektrum mind mindségi, mind mennyiségi informaciokat hordoz, emiatt az
analitikai kémia egyik leggyakrabban hasznalt modszere [31]. Ha besugarzunk egy oldatot
egy lo intenzitdsu, adott hulldmhossziusdgu (monokromatikus) fénysugarral, annak
intenzitdsa a fény abszorpcidja miatt lecsokken I-re. A fényelnyelést egy mértékegység
nélkiili mennyiség, az abszorbancia jellemzi, ami definici6 szerint:

A =lg(l/1p)
Tekintsiink egy olyan oldatot, amelyben csak egyfajta fényt abszorbeald anyag van jelen.
Az anyag koncentracidja (C) és az adott A hullimhosszisagu sugarzasra mért abszorbancia
(A) kozotti 6sszefiiggést a Lambert-Beer torvény irja le, amely szerint:

A=¢cl

Ahol ¢ az oldat koncentracidja, 1 a kiivetta hossza és € a molaris abszorbancia, mely egy
anyagi mindségtol fiiggd allando.
Az UV-Vis spektrumokat egy Unicam HELIOS a tipusu, kétutas spektrofotométen vettem fel,
1 cm-es hosszusdga teflondugds kvarckiivettaban. A spektrofotometrids titraldsaim
pontonkénti mérések sorozatabol allnak, melynek soran savas pH-ktél kezdve, ~ 0,5 pH
egységenként, kelld mennyiségli oldatrészletet a mérdcellaba kimérve vettiik fel az oldatok
abszorpcids spektrumat a 200-400 nm-es hulldmhossztartomanyban, ugyanis se a fémnek, se a
ligandumoknak, se a komplexeknek nincs a lathatd hullamhossztartomanyban elnyelésiik. A
ligandumkoncentracié pydime esetén 0,05 mM, 4FSA esetén 0,025 mM, a cink

koncentracioja pedig a megfelelé ligandumkoncentracio fele volt.

4.3 Fluoreszcencia spektroszkopia (fluorimetria)

Fluoreszcencidnak azt a jelenséget nevezziik, amikor egy anyag fényt nyel el egy bizonyos
hullamhosszon, és majdnem egy idében egy kisebb hullamhosszisagu fényt emittal. Ez a
tulajdonsag szelektiv €s érzékeny mérésekre ad lehetdséget, ugyanis mind az abszorpcios,
mind az emisszios cslics az adott anyagra jellemzd. A fluoreszens spektrum a gerjesztés
hatasara bekovetkezd fluoreszcens emisszid intenzitdsanak a hulldmhossztol valo fliggését
abrazolja.

A fluoriméter részei:

- fényforras (ivlampak, gazkisiilésti csovek (Higany, Xenon), lézerek)

- mintat tartalmaz6 kiivetta

- emittalt fényt felbontd6 monokromator
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- fotodetektor
- jelfeldolgozo egység

A mérés alapelve, hogy a mintat tartalmazé kvarckiivettat egy megadott hulldamhosszusaga
gerjesztd fénnyel besugarozzuk, majd a detektoron mérjiikk az emittalt fény intenzitasat, és
ezek alapjan felvessziik a spektrumot. A mért fluoreszcens intenzitds fiigg a besugarzo
fény intenzitasatol, az abszorpcidtol €s a minta koncentracidjatol. Ezek alapjan felirhatjuk
a kovetkezd 0sszefiiggést:
I=k-lp-g-cC,

ahol ¢ a minta koncentracioja, € az elnyelés (besugarzas) hulldmhosszan érvényes molaris
extinkcios koefficiens, Iy a besugarz6 monokromatikus fény intenzitdsa, k pedig egy
aranyossagi tényez0, ami a kiivettara és a miiszerre jellemzd éallanddokat és a vizsgalando
vegyiilet kvantumhasznositasat foglalja magaba.

Meéréseimet Hitachi-F4500 fluoriméterrel 490 nm-es gerjesztési hullamhosszon 950 V-0s
PMT fesziiltségen 510-710 nm-es emisszios hullamhosszon mértem, szobahdémérsékleten,

1cm-es oldalhosszt kiivettaban.

4.4 Plazmid transzformaldsa kompetens sejtekbe

A kisérlet célja pUC 119 plazmid bejutatasa volt DH10B kompetens sejtekbe, majd telepek
novesztése ampicillin-tartalmt taptalajon, ugyanis a pUCI119 plazmid ampicillin
rezisztencia gént tartalmaz, igy a transzformansok szelektiven tenyészthetok.

MCS
&

puci1g B!
3162 bp

Amph

15. abra: A pUC119 plazmid szerkezete

A transzformalast a kovetkez6 modon hajtottam végre:
- 30 pl jégen tarolt DH10B kompetens sejthez 1,5 pl plazmidot adtam, a szuszpenziot
pipettaheggyel kevertem, majd a sejteket tovabbi 10 percig jégen inkubaltam.

- Ezutén 2 percig 42 °C-on elémelegitett asztali inkubatorban razattam.
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- A kovetkezd lépésben az eppendorf csovet, ami a szuszpenzot tartalmazta, azonnal
visszatettem a jégre, és ott 30 percig inkubaltam.

- Az inkubécios 1d6 letelte utan 150 pl LB tapoldatot adtam hozza és 45 percen keresztiil,
37 °C-on razattam. Ezutan a mintabol 30 pl-t kikentem ampicillin-tartalma LB taptalajra.
Az igy elkésziilt lemezemet egy éjszakan at 38 °C-on inkubéltam, és masnapra kindttek a
telepeim. Ezek egyikét LB tapoldatba oltottam at, hogy ott felszaporitsam, és igy
kinyerhessem beldle a plazmid DNS-t.

4.5 Plazmid tisztitas Qiagen maxi kittel

M¢ég a munkamenet megkezdése elott ellendriztem, hogy a P1 puffer tartalmazza-e mar az
RN4z A-t és a LyseBlue indikatort, valamint ellendriztem a P2 puffert, hogy csapadékos-e.
A P3 puffert hiitében taroltuk, igy nem kellett el6htiteni.

Ezutan a mar elézbleg felszaporitott és lecentrifugalt baktériumsejteket felszuszpendaltam
10 ml P1 pufferben, majd hozzaadtam 10 ml P2 puffert, és miutdn dsszekevertem 5 percig
szobahdmérsékleten inkubaltam. Ezutdn 10 ml hiitétt P3 puffert adtam hozzd, majd
keverés utdn 20 percig jégen inkubdltam. A kovetkezd 1épésben 4°C-ra elShiitott
centrifugdban 13500 rpm-en 30 percig centrifugaltam, majd eltavolitottam a plazmid DNS-
t tartalmaz6 feliiluszot, amit ugyanilyen koriilmények kozott 15 percig centrifugaltam,
majd ennek a feliiliszojat is eltavolitottam. Ezt vittem fel a 10 ml QBT pufferrel
egyensulyba hozott oszlopra, és miutan a DNS a gyantdn megkotddott 2x30 ml QC
pufferrel mostam, majd 15 ml QF pufferrel elualtam. Az elualt DNS-t 10,5 ml
szobahOmérsékletli izopropanollal csaptam ki, majd 6sszekevertem, és 13500 rpm-en és
4°C-on 30 percig centrifugaltam, majd a feliiliszot dvatosan ledntdttem. Az igy kapott
DNS csapadékot 5 ml szobahémérsékletii 70%-o0s etanollal mostam, és 13500 rpm-en 10
percig centrifugdltam, majd a feliiluszot ismét ledntdttem, vigydzva, hogy az tliledéket meg

ne zavarjam. Az iiledéket levegén szaritottam, majd TE-oldatban feloldottam.

4.6 Gélelektroforeézis és EMSA

A gélelektroforézis igen elterjedt molekuldris bioldgiai vizsgdlomodszer. Alapelve az,
hogy a toltéssel rendelkezd makromolekuldk a gélben az ellentétes toltésti elektrod felé
vandorolnak. A vandorlas sebessége fiigg a molekula 0Ossztoltésétdl, tomegétdl, az
elektromos térerdtdl, valamint a molekula alakjatol fliggd strlodasi egyiitthatotol. Ez

alapjan a kovetkezo képlet irhat6 fel:
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v=E2

f
ahol v a vandorlas sebessége, z a molekula toltése, E az elektromos térerdség és f az adott
anyagra jellemz6 allando, ami fiigg a molekulatomegtdl, a molekula alakjatol, és surlodasi
egylitthatojatol.
A makromolekulak futtatasahoz olyan porozus gélt célszerli hasznalni, amellyel az adott
makromolekula nem 1ép reakcioba, és amely egyben molekulasziir6ként is funkcional, igy
a nagyobb molekulak lassabban, a kisebbek gyorsabban haladnak a gélben. [32]
A DNS mintdim vizsgalatara 1%-os agar6z gélt hasznéltam, amit a kdvetkezd mddon
allitottam eld: 120 ml desztillalt vizbe 1,2 g agarozt mértem be, majd addig melegitettem,

amig az agaroz teljesen fel nem oldddott. Ezutan megvartam, amig 50 °C ala hilt, majd

crer

crer

megszilardul.
A mobdszert a tisztitott plazmid DNS-tartalméanak ellendrzésére alkalmaztam, majd a
késdbbiekben PCR termékek saveltolodas analiziséhez, valamint a réz(II)- illetve cink(ll)

komplexek a DNS szerkezetére gyakorolt hatdsdnak vizsgalatara. Ez utobbi mérések esetén

crer

kikiiszobdljem az EDTA kolcsonhatasat a fémionokkal.

A 16. abra a Qiagen tippel tisztitott DN'S mintam ellendrzd futtatdsanak eredménye lathato.

—

L.

16. abra: A 3126 bp méretii pUC119 plazmid DNS ellen6rz6 futtatasa 1%-os agaroz gélen. A jobb oldali
zsebben 5 pl marker, a bal oldaliban 5 pul DNS minta talalhato,
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Az EMSA vagy saveltolodas olyan altalanosan elterjedt mddszer, ami makromolekuldk
kolcsonhatasanak tanulméanyozésara alkalmas, és azon alapul, hogy az egyméshoz kotodott
makromolekuldk a nagyobb tomegilik miatt kisebb tavolsidgra fognak futni mint a

komponens kontroll.

4.7 PCR: avagy polimeraz lancreakcio

A modszer célja tetszéleges DNS darabok felszaporitasa PCR csében hdstabil polimerazzal
végzett ciklikusan ismételt polimerizacidval. A reakcidhoz sziikséges egy minta vagy un
templat DNS, ami tartalmazza a felszaporitandd6 DNS fragmenst; két 15-20 nukleotid
hossziusadgu, a DNS mintdhoz hibridizalodni képes egyszalt DNS darab, Un primer;
héstabil DNS polimeraz; dNTP-k, amibdl a DNS lanc szintetizalédhat, €s az enzim
miikodéséhez sziikséges Mg **-ionokat tartalmazé puffer.

A reakcid a PCR késziilékben jatszodik le, amelynek az a 1ényege, hogy a reakcidocsoveket
egymas utan kb. 92, 60, majd 72 °C ra melegiti/hiiti. 92 °C-on a templat DNS
denaturalodik. A kovetkezO hémérséklet a primerektdl fliggéen valtozik. Ez az un.
annealing hdmérséklet, amikor a primerek az el6zdleg denaturalt templat DNS szalakhoz
hibridizalodnak, azaz a primerek a templat megfelelé helyére kotdédnek. A 72 °C-o0s
hémérséklet a Taq polimerdz miikodési optimuma, igy ezen a hémérsékleten a szintézis
zajlik, azaz a primerek meghosszabbitasaval a templat alapjan komplementer DNS szalak
képzddnek.

A PCR reakciot saveltolodas kisérlethez sziikséges 188 bp méreti DNS minta
elkészitésének céljabol végeztem az Gn. révid pGEX primerekkel pGEX-6P-1 plazmidrol.
A PCR csébe 5 ul Mg2+-tartalm1'1 puffert, 5 ul ANTP-elegyet, 2-2 ul 3’ és 5° primert, 1 pl
templatot, 34,5 pl steril vizet €s 0,5 pl Taq polimerazt mértem be.
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PGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreScission”” Protease

|Leu Glu Val Leu Phe GIniGIy ProlLeu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp End
CTG GAAGTT CTG TTC CAG GGG CGC CTG GGA TCC CCG GAA TTG CCG GGT CGAGTC GAG CGG CCG GAT CGT GAT TGA

BamH | EcoR1 ~gmar  Sall —xpor  Notl

pSj10ABam7Stop?
Psti

pGEX
~4900 bp

Nar |

EcoR V AlwN |

BssH Il

Apal

BR322
BstEll P ofi

Miu |

17. abra: A pGEX-6P-1 plazmid szerkezete

Ezutan a mintat a PCR késziilékbe helyeztem, és a kovetkezd programon dolgoztam:
1.) 98°C, 01:00 perc

2.) 98°C, 00:20 perc

3.) 63°C, 01:00 perc

4.) 72°C, 01:00 perc

5.) 30 ciklus a 2. 1épéstol

6.) 72°C, 04:00 perc

7.) 10°C, leallitasig

Ezutan az elkésziilt mintat fenol-kloroform eleggyel extrahaltam, majd a DNS-t etanollal
csaptam ki Na-acetat jelenlétében. Ezek utan a tovabbi mérésekhez a Tris pufferben oldott

mintat hasznaltam.
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5. Kiserleti eredmények és értéekelés

5.1 Potenciometria

A pydime ¢és a 4-FSA réz(Il)-ionokkal képzett biner ¢és terner komplexeinek
oldategyenstlyi vizsgalatat, mar korabban elvégezték tanszékiinkon, viszont a cink(ll)-
ionokkal alkotott komplexeikrél nem alltak rendelkezésiinkre ilyen adatok. Igy ez utobbi
rendszerek pH-metrias és UV/lathatd spektroszkopias vizsgalatat is elvégeztem, azzal a
céllal, hogy tisztazzam, hogy fiziologias pH tartomanyban milyen részecskék vannak jelen
vizes oldatban.

Méréseimet mindkét biner rendszer esetén 1:2, 1:4 és 1:8 fém-ligandum ardnynal

végeztem, mig a terner rendszer esetén 1:2:2 és 1:4:4 aranyokat hasznaltam.
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18. abra: A Zn-pydime rendszer normalt titralasi gérbéi

Titralasaim soran mindkét biner rendszerben 1:2 és 1:4 aranyoknal csapadék képzodése
volt tapasztalhat6, mely csapadék pydime esetén lagfeleslegben feloldodott. A csapadékot
leszlirve, és azt ujra feloldva, majd megtitralva megallapitottam, hogy ez a csapadék

ligandumot nem tartalmazott, tehat Zn(OH), volt. Az FSA titralasa soran 1:8 fém-
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ligandum aranyndl is csapadék kivalasa volt észlelhetd, mely lugfeleslegben nem oldéddott
fel.

Méréseim kiértékelése soran a mért adatokbol pydime esetén normalt titralasi gorbéket
készitettem, melyek a 18. dbran lathatok. A gorbék alapjan megallapithato, hogy nagyobb
ligandumfelesleg esetén a Zn" hidrolizise magasabb pH-tartoményba tolodik, vagyis a
ligandum, ha gyengén is, de koordinalodik a cinkionhoz. A csapadék feloldodasa
viszonylag alacsony pH-n arra utal, hogy deprotonalodva az egyébként gyengén
koordinal6do ligandum erdsebb kolcsonhatasba 1ép a fémionnal. A mért adatokbol
szamitott stabilitdsi alland6 értékeket az 1. Tablazatban foglaltam Gssze az ott lathato

részecskematrixot hasznalva.

1. Tablazat: A szamitott bruttd stabilitasi allandok (zardjelben az utolséd értékes jegyek bizonytalansagat

tiintettem fel)

L=pydime logs

LH 4,32(7)
ML, 4,23(6)
ML,H.4 -3,91(6)
ML,H, -11,35(2)

A tablazat alapjan a mért rendszerekkel azonos koncentraciokra a HySS [33] nevii program
segitségével 1:2 fém ligandum aranyu rendszerre a 19. abran lathatd eloszlasi diagramot

abrazoltuk.
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19. abra: A Zn:pydime = 1:2 rendszerben talalhato részecskék eloszlasi diagramja

A 19. abran jol latszik, hogy a fémion hozzaadasa a ligandum sajat deprotonalodasat nem
tolja el, és a komplexképzddés csak a deprotondlodds utdn kezdddik. Lathatd tovabba,
hogy semleges formaban a ligandum igen gyenge komplexképz6, ami erdsodik
deprotonalddas hatdsara, egészen addig, mig lugos pH tartomanyban az ML,H., 0sszetételii
részecske domindnsa nem valik. Fiziologias pH tartomanyban a szabad cink dominal, a
komplexben 1év6 fém nagy része pedig ML, formaban van jelen az oldatban.

Az FSA-t Osszehasonlitva a pydimevel, lathaté, hogy ez a ligandum joval gyengébb
komplexképzd. Méréseim soran kideriilt, hogy potenciometriasan az esetlegesen képzddo
komplexek stabilitdsa nem hatdrozhaté meg, és igen valdszinfitlen a fenolos hidroxil korai
deprotonalddasa és koordinacidja.

A terner rendszer titrdlasa sordn mar az 1:2:2 ardny esetén sem tapasztaltam
csapadékkivalast, holott biner rendszereknél 1:4 aranynal mindkét esetben csapadékkivalas
volt tapasztalhatd. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a két ligandum eldsegiti egymas

koordinacidjat a fémhez.
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20. abra: Az 1:4:4= Zn:Py:FSA és 1:4 Zn:Py fém-ligandum aranyu rendszerek normalt titralasi gorbéi

Mivel a 4-FSA igen gyenge komplexképzd, ezért a megfelelé molaranyu pydime-cink(I1)
biner- és a pydime-cink(Il)-FSA terner rendszerek titralasi gorbéi kozvetleniil
Osszehasonlithatok. Ezt példazza a 20. abra, melyen jol lathaté, hogy a cinkionok
hidrolizise még magasabb pH-tartomanyba tolodik el, azaz az FSA is koordinalddik a
cinkhez. Ezt az is aldtdmasztja, hogy csapadék a terner rendszerben nem valt ki. Hasonlo
rendszerekre vonatkozoan rendelkezésiinkre allnak az irodalomban kristalyszerkezeti
adatok is [34][35][36], melyek alapjan feltételezhetd, hogy itt is MA;B, Osszetétell
komplexek alakulnak Kki.

5.2 Spektrofotometria
A potenciometrids mérések eredményeinek megerdsitésére spektrofotometrids titralasokat
végeztem. A 21. és 22. abrakon a ligandumok titralasai lathatok, melyek megerdsitik a

potenciometriasan megallapitott deprotonalddasi allandokat.
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21. abra: A pydime spektrofotometrias titralasanak spektrumsorozata
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22. abra: Az FSA spektrofotometrias titralasanak spektrumsorozata

A cink-pydime rendszer spektrofotometrias titralasa soran a ligandum titralasanal

tapasztaltakhoz képest - amint az a 23. abran is lathato -, nem figylehettiink meg spektralis

valtozast, valamint ebben a koncentracidtartomanyban csapadékkivalas sem tortént.
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23. abra: A pydime-cink rendszer spektrofotometrias titralasanak spektrumsorozata

5.3 Fluorimetria
Tervezett méréseink azon alapultak, hogy az etidium-bromidot (24. abra) 490 nm-es
fénysugarral gerjesztve ~ 590 nm-nél fluoreszcens intenzitdsa maximummal rendelkezik.

Ha az etidiumion DNS-hez kotddik, akkor ez az intenzitas jelentdsen megndvekedik.

24. abra: Az EtBr szerkezete

A méréseket ezért 490 nm-es gerjesztési hullamhosszon, 950V-0s fotoelektron-sokszorozo
fesziiltség mellett, 510-710 nm-es hulldmhossz-tartomanyban végeztem, oly modon hogy a
kiivettaba bemértem 800 pl 6x10" M-os EtBr-ot, 640 ul desztillalt vizet és 160 ul 0,1M-0s
Tris puffert, melynek pH-jat sosavoldattal 7,5-re allitottam. Majd ehhez az oldathoz 20 pl-

crer
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spektrofotometrids modszerrel meghatdroztam. A 25. abran lathatd, a fluoreszcencia

intenzitdsanak ndvekedése a hozzdadott DNS ndvekvd mennyiségének hatasara.

Mérés 490-es gerjesztésen
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— EtBr

— EtBr

—— EtBr+20 ul DNS
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1000 —— EtBr+40 ul DNS
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25. abra: EtBr-oldat titralasa DNS-sel: a fluoreszcencia spektrumok 490 nm-es gerjesztésnél

Lathatjuk, hogy az intenzitasndvekedés a DNS felesleg jelenlétében telitésbe hajlik (26.
abra), ugyanis ekkor mar minden EtBr DNS-hez kotott allapotban talalhatoé. Ilyenkor mar
tovabbi DNS hozzaaddsa utan nem tapasztalhatd valtozds. A DNS-hez kotott EtBr
fluoreszcencia intenzitdsa ebben az esetben mintegy hétszeres ndvekedést produkalt a

szabad festék intenzitdsahoz viszonyitva.
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26. abra: A fluoreszcencia intenzitas cstcsanak novekedése az EtBr-oldat titralasa soran
DNS-oldattal
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A kovetkez0 1épés annak vizsgalata volt, hogy olyan potencialis gydgyszermolekuldk, mint
a 4-FSA, vagy a pydime, valamint ezek réz(Il) komplexei képesek-¢ kiszoritani az EtBr-ot
a DNS kettds spiralbol. Most is az elézdekkel megegyezd fluoriméter beallitasokkal
dolgoztam. Osszemértem egy olyan oldatot, mely 800 ul 6x107 M-0s EtBr-ot, 640 ul
desztillalt vizet és 160 pl 0,1 M-0s 7,5-6s pH-ju Tris-HCI puffert, és 120 pl 2,99x10™* M-0s
DNS-t tartalmazott. Ehhez el6szor 0,00496 M-0s pydime-oldatot adtam, gy, hogy az
oldathoz adott Ossztérfogat rendre 7, 18, 36, 72, 181, majd végiil 361 ul volt. A pydime
hozzaadasaval a fluoreszcencia intenzitasa csokkent, 1524-r61 1103-egységre (37. abra).
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a pydime feleslege képes a DNS kettds hélixbol

kiszoritani az oda k6t6dott EtBr egy részét.

1800

1600

—— DNS+EtBr
—— DNS+EtBr+7 pl pydime
DNS+EtBr+7 pl pydime
DNS+EtBr+18 pl pydime
—— DNS+EtBr+18 pl pydime
—— DNS+EtBr+30 pl pydime
—— DNS+EtBr+36 pl ydime
—— DNS+EtBr+72 pl pydime
DNS+EtBr+72 pl pydime
—— DNS+EtBr+181 pl pydime
DNS+EtBr+181 pl pydime
—— DNS+EtBr+361 pl pydime
DNS+EtBr+361 pl pydime

1400

1200

1000

800

fluoreszcens intenzitas

600

400

200
J/

510 530 550 570 590 610 630 650 670 690 710

hullamhossz (nm)

27. abra: A DNS-t tartalmazé EtBr oldat titralasa pydime oldattal

Ezutan ugyanezt az oldatot 0,00247 M 4FSA-oldattal titraltam, gy, hogy a hozzaadott
Ossztérfogatok rendre 15, 36, 73, 145, 363, és végiil 725 ul legyenek. Az intenzitas a 4FSA
hozzéadasaval tovabb csokkent, 1103-r6l 701-re. Tehat a 4FSA felesleg vélhetéen tovabbi
beckelddott etidium-bromidot tudott Kiszoritani a DNS kettés hélixbdl, azonban nem annak
teljes mennyiségeét.

Végiil réz(Il)ionokat (0,025 M torzsoldatbol kiindulva) adtam a fenti rendszerhez, hogy a
hozzaadott Ossztérfogat 2, 4, 7, 18, 36 ul legyen. Itt az el6zéeknél intenzivebb, és

egyenletesebb csokkenést észleltem. A maximalis fluoreszcens intenzitds 701-r6l 232-re

30



csokkent. Ennek a jelenségnek tobbféle magyarazata is lehetséges. A réz(Il)-ionok nagy
valdszintiséggel nem 1épnek kompeticidés reakcioba az etidium bromiddal, igy mas
folyamatokkal kell szdmolnunk. Lehetséges, hogy a réz(Il)ionok a potencialis
gyogyszermolekulakkal kolcsonhatasba 1épve azokat aktivabba teszi a kompeticios
reakcioban. Az is elképzelhetd, azonban, hogy a réz(Il)ionok, azaz komplexeik a DNS
hogy a réz(Il)ionok, illetve komplexeik fényelnyelése okozza a detektalhato fluoreszcencia
csokkenést. A 28-30. abrak mutatjak, hogy hogyan valtozott a fluoreszcencia intenzitas a

kiilonbdz6 komponensek hozzaadasa utan.
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28. abra: A fluoreszcencia maximalis intenzitasanak alakulasa a DNS/EtBr oldat pydime-oldattal torténé
titralasa soran
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29. abra: A fluoreszcencia maximalis intenzitasanak valtozasa, az el6z6 oldathoz torténd 4-FSA-oldat
adagolasa soran
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30. abra: A réz(Il)/pydime/4-FSA rendszerben mért fluoreszcencia maximalis intenzitasanak valtozasa, a
réz(Il)ionok adagolasa soran

A kovetkez6 méréssorozatban a kiindulasi oldatban a koncentraciokat a felére
csOkkentettiik anyagtakarékossag céljabol: 400 pl EtBr-ot, 1020 pl desztillalt vizet, 80 ul
7,5-0s pH-ju Tris puffert mértiink be. Ellenérzésképpen ehhez 10 pl-enként adagoltam a
DNS-oldatot, hogy lassam, hogy kisebb koncentracional is miikodik-e a telités. 60 ul DNS
hozzaadasa utan a csucsmagassag megkozelit6leg 700 volt.

A kiszoritdsos vizsgalatot a potencidlis gyogyhatasi molekuldkkal kiprobaltuk mas
sorrendben 1s, mint az el6zd kisérletsorozatban, hogy lathassuk, hatnak-e egymasra, €s
milyen modon a kozottik esetleg kialakulo komplexek, adduktumok. Ebben az esetben a
kiszoritast a 4FSA-oldattal kezdtem, amit tigy adagoltam, hogy a hozzéaadott dssztérfogat
7,18, 37,72, 181, 362 ul legyen. Ardnyaiban az el6z6 esettel azonos mértékii fluoreszcens
intenzitascsokkenést tapasztalhat6. Ezutan ugyanehhez az oldathoz pydime-oldatot
adagoltam, Gigy, hogy a hozzaadott dssztérfogat rendre 3, 9, 18, 36, 90 és 180 ul legyen. Itt
viszont azt tapasztaltam, hogy a hozzaadott pydime hatdsira az intenzitas-csokkenés
mintegy negyede annak, amit a 4FSA esetében tapasztaltunk. Az elézéek alapjan azt
valdszinisitjiik, hogy a 4FSA nagyobb mértékben tudja befolyasolni a mért fluoreszcencia
intenzitdsat, mint a pydime, €s ha mar jelen van az oldatban, az csokkenti a pydime

hatékonysagat.
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A kovetkezd 1épésben réz(Il)ionokat adagoltam a rendszerhez, ugy, hogy a hozzaadott
Ossztérfogat rendre 1, 2, 3,5, 7, 18 és végiil 36 ul legyen. Ebben az esetben nagyon
intenziv, ¢és egyenletes, mintegy 300 egységnyi fluoreszcencia intenzitascsokkenést
tapasztaltam. A végsO intenzitas megkozelitette a szabad EtBr intenzitasat, csakugy, mint
az elsd kisérletben.

A 31-33. é4brak azt mutatjdk be, hogyan csokkent a rendszerek fluoreszcens
intenzitdsa az egyes molekuldk / ionok hozzaadéasa utan. Az utolsé két pont mindhdrom

esetben a szabad EtBr fluoreszcens intenzitasa, hozzaadott DNS nélkiil.
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31. abra: A fluoreszcens csucs intenzitasanak alakulasa a DNS/EtBr oldat 4FSA-val torténd titralasa soran
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32. abra: A fluoreszcens csucs intenzitisanak valtozasa, az €l6z6 oldathoz torténé pydime-oldat adagolasa
soran
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33. abra: A réz(I1)/4FSA/pydime rendszerben mért fluoreszcens csucs intenzitasanak valtozasa, a
réz(Il)ionok adagolasa soran

A tovébbiakban olyan méréseket végeztem, amikor az elsé gyogyhatasii molekula
adagolasa utan a réz(Il)ionokat masodikként adagoltam a rendszerbe. Itt is az el6zdekkel
megegyez0 fluoriméter bedllitdsokkal, és wugyanolyan koncentracidju oldatokkal
dolgoztam, valamint szintén az el6zéekkel megegyezé pydime, 4FSA és réz(ll)
mennyiségeket adagoltam a titralasok soran. Ezekben az esetekben azt tapasztaltam, hogy
az elsének hozzédadott gyogyszermolekula ugyanolyan fluoreszcens intenzitdscsokkenést
valtott ki mint az elézdekben, majd a hozzdadott réz(Il)-oldat hatdsira jelentds
intenzitdscsokkenés keletkezett be: a szabad EtBr sajat fluoreszcens intenzitdscsticsanak
megfeleld intenzitas értékéig. Ezen az ezutdn hozzdadott masodik gydgyszermolekula
érdemben mar nem valtoztatott.

Végiil olyan méréseket is végeztem, amikor a réz(Il)ionokat adagoltam elséként a
DNS/EtBr oldathoz, majd utana adtam hozzé a gyogyszermolekulakat. Itt is az el6zdekkel
megegyez0 bedllitasokkal, €és ugyanolyan koncentracidju oldatokkal dolgoztam. Azt
tapasztaltam, hogy a réz(Il)ionok oldata dnmagéban is igen erélyes csokkenést valtott ki a
fluoreszcencia intenzitasaban, majdnem az EtBr sajat fluoreszcens intenzitds csucsaig
csokkentette le a csucsmagassagot (34. dbra). Ezen tapasztalatok azt valoszintsitik, hogy
ez a jelenség vagy a réz(Il)ionok sajat abszorpcids tulajdonsaganak kdszonhetd, vagy a

réz(Il)ionok kolcsonhatasa DNS-sel az oka az intenzitas csokkenésének.
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34. abra: DNS-t és EtBr-ot tartalmaz6 oldat titralasa Cu(ll)-ionokkal

Ezutan az oldathoz 180 pul pydime-t majd 360 pl FSA-t adtam, de ezek hatisara az
intenzitas érdemben nem csokkent tovabb.

A fenti méréseket cink(l1)-ionokkal is megismételtem, hiszen mig a réz(II)-ionok esetén a
tapasztalatokat betudhatjuk a fémion sajat abszorbanciajanak, a cink(II)-ionnak ebben a
hullamhossztartomanyban sem abszorbancidja, sem fluoreszcencidja nincs. A kiindulasi
oldat 50 pl DNS-t, 100 pl EtBr-ot, 1380 ul desztillalt vizet és 20 pl Tris puffert
tartalmazott. Majd ehhez adtam hozza a ligandumokat és a fémionokat tigy, hogy a bemért
térfogat 0,005M-0s pydime-oldatbol rendre 4 pl, 10 ul, 20 pl, 41 ul, 102 pl, 203 pl; 0,0025
M-os FSA-oldatbol rendre 8 pl, 21 pl, 41 pl, 83 pl, 207 pl, 413 pl; 0,025M-0s cink-
perklorat oldatbol pedig rendre 1 pl, 2 pl, 4 pl, 8 pl, 21 pl, 41 pl volt. Ezek a térfogatok
bazisparonként 1; 2,5; 5; 10; 25; valamint 50-szeres felesleget jelentenek.

A mérések soran a cink(II)-ionok a réz(Il)-ionokhoz hasonl6 viselkedést mutattak, vagyis a
fémion hozzaadasa utan minden rendszer fluoreszcencia intenzitdsaban markans csokkenés

volt megfigyelhetd. Ezt példazza a 35. abra.
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35. abra: A cink(IT)/4FSA/pydime rendszerben mért fluoreszcens intenzitas cstcsainak valtozasa, a

cink(IT)ionok adagolasa soran

Ezenfelil a cink(Il)-ionok, éppigy mint a réz(Il)ionok is, a csak DNS-t és etidium-

bromidot tartalmaz6 oldat fluoreszcencidjat is lecsokkentik (36. abra).
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36. abra : DNS-t és EtBr-ot tartalmazé oldat titralasa Zn(11)-ionokkal
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5.4 Elektromobilitas eltolodasi vizsgalatok

A kisérletek célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a DNS-hez k6t6dd pydime és 4FSA
molekuldk, illetve réz(Il)-ionok és a fentiek adduktumai okoznak-e olyan nagymértékii
szerkezeti valtozasokat a DNS-ben, amelyek befolyasolnak az EtBr megkdtését, illetve a
DNS futasat az agar6z gélen az elektroforézis soran. Az elsd esetben a fluorimetrids
mérésekhez is hasznalt pUC119 plazmid DNS-t hasznéltam a futtatashoz, és ugyanazokat
az oldatokat, amelyeket a fluorimetrianal. A gélen az els6 zsebbe 15 pul marker DNS, a
masodikba 4 ul DNS ¢és 11 ul Tris puffer; a kovetkezobe 4 ul DNS, 1 ul réz(Il)-oldat, és 10
ul Tris puffer; majd 4 ul DNS, 1 pl réz(Il)-oldat és 10 pl pydime; majd 4 ul DNS, 1 ul
réz(Il)-oldat és 10 pl 4FSA; majd 4 ul DNS, 1 pl réz(I)-oldat, 5 pl pydime és 5 pl 4FSA;
majd 4 pl DNS és 10 pl pydime; majd 4 pl DNS és 10 pl 4FSA, és végiil 4 ul DNS 5 pl
pydime és 5 ul 4FSA keriilt. Ily médon FSA-val 16 szoros, a pydimevel 32-szeres, mig a
terner rendszerben 24-szeres ligandumfelesleget értem el DNS bazisparonként. A futtatas

végeredménye a 37. abran lathato.
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37. abra: A pUC119 plazmidbol nyert DNS-sel végzett saveltolodas kisérlet. A zsebek tartalma:
1: marker, 2: DNS, 3: DNS+Cu®", 4: DNS+Cu**+Py, 5: DNS+Cu**+4-FSA, 6: DNS+Cu**+Py+4-FSA,
7: DNS+Py, 8: DNS+4-FSA, 9: DNS+Py+4-FSA

A futtatas alapjan nem lathatunk szerkezeti valtozast, minden minta ugyanolyan messzire

futott, bar ebbdl még messzemend kovetkeztetéseket nem vonhatunk le, ugyanis egy
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nagyméretli plazmid DNS esetén eldfordulhat, hogy a molekuldink nem tudnak olyan nagy
mértékti deforméciot kivaltani, hogy az a futasi sebességet befolyasolja. Eppen ezért egy
PCR reakcioban késziilt kisebb méretii DNS-t tartalmaz6 4,73-10* M koncentracioja DNS
mintaval is megismételtem a gélelektroforézis vizsgalatot. Ezen kisérletekben DNS
bazisparonként 10-szeres feleslegben adtam 4FSA-t, 20-szoros feleslegben a pydimet, mig

a terner rendszernél 15-sz6ros ligandumfelesleget alkalmaztam.(38. abra).

38. abra: A pGEX-6P-1 plazmidbol PCR-rel készitett DNS-sel végzett saveltolodas kisérlet. A zsebek

tartalma:
1: marker, 2: DNS, 3: DNS+Cu?®", 4: DNS+Cu2++Py, 5: DNS+Cu?*+4-FSA, 6: DNS+Cu2++Py+4-FSA, 7.
DNS+Py, 8: DNS+4-FSA, 9: DNS+Py+4-FSA

Habar a kép kissé elmosoddott azt lathatjuk, hogy nem tortént a DNS molekuldban
szerkezeti valtozas. Erdekesség csupan, hogy a 4FSA-t tartalmazé zsebek diffuzan és
jobban vilagitanak az UV lampa alatt, ami a 4FSA sajat fluoreszcenciajanak koszonhetd.

A kisérleteket a cink(Il)komplexek hozzdadasaval is elvégeztem, az eldzdekkel megegyezd
ligandumfeleslegek alkalmazasaval, a pUC119 plazmidbol nyert DNS-sel. Amint az a 39.

abrabdl is lathatd, szerkezeti valtozast itt sem észleltiink.
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39. abra: A pUC119 plazmidbdl nyert DNS-sel végzett saveltolodas kisérlet. A zsebek tartalma:
1: marker, 2: DNS, 3: DNS+Cu?, 4: DNS+Cu?*+Py, 5: DNS+Cu?"+4-FSA, 6: DNS+Cu®*+Py+4-FSA, 7:
DNS+Py, 8: DNS+4-FSA, 9: DNS+Py+4-FSA, 10: DNS+Zn*, 11: DNS+Zn*"+Py, 12: DNS+Zn?"+4-FSA,
13: DNS+Zn**+Py+4-FSA

Ezutan ismét megfuttattam a PCR terméket nagyobb ligandumfelesleggel is, melynek
eredménye a 40. abran lathat6. E kisérlet folyaman a ligandumfelesleg 40-szeres volt
pydime esetén, 20-szoros FSA esetén, mig 30-Szoros a terner rendszer esetén DNS

bazisparonként. Szerkezeti valtozast ebben az esetben sem észleltem.

40. abra: A pGEX-6P-1 plazmidbol PCR-rel készitett DNS-sel végzett saveltolodas kisérlet. A zsebek
tartalma:
1: marker, 2: DNS, 3: DNS+Cu?, 4: DNS+Cu?*+Py, 5: DNS+Cu®*"+4-FSA, 6: DNS+Cu*"+Py+4-FSA, 7:
DNS+Py, 8: DNS+4-FSA, 9: DNS+Py+4-FSA, 10: DNS+Zn*", 11: DNS+Zn*"+Py, 12: DNS+Zn**+4-FSA,
13: DNS+Zn**+Py+4-FSA
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A 38. és 40. abran az figyelhetd meg, hogy a 4-FSA ¢és a DNS fluoreszcens foltjai
ugyanazon a helyen lathatéak, &m a 39. abra alapjan jol latszik, hogy a fluoroszalicilsav
ugyanoda fut a gélen, mint a PCR termék futna, de a minta DNS helyén nem latszik
fluoreszcens folt. Ennek alatimasztasaul elvégeztem a 4-FSA ¢és a PCR termék

Osszehasonlito futtatdsat is, mely a 41. abran lathato.

41. abra: A 4-FSA és a PCR termék 6sszehasonlitod futtatasa.
1: marker, 2: DNS, 3: 4-FSA

Ezek alapjan elmondhato, hogy habar a ligandumok, és komplexeik képesek részlegesen
kiszoritani az EtBr-ot a DNS kettdés spiralbol, ez utobbi szerkezetét ¢és feliileti

toltéssiirliségét nem befolyasoljak jelentdés mértékben.
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6. Osszefoglalds

A laboratoriumi munkam soran elvégeztem a 4FSA/ cink(Il), pydime/cink(ll) biner,
valamint a 4FSA/pydime/cink(Il) terner rendszerek oldategyensulyi vizsgalatait, melyek
soran az oldatban, fiziol6gids pH-tartomanyban terner részecskék jelenlétét allapitottam
meg. Ezen részecskék tovabbi vizsgalatat tervezziik 'H-NMR spektroszkopiaval, és

rontgenkrisztallografiaval.

Tanulmanyoztam tovabba a DNS/4FSA/pydime/réz(Il) és a DNS/ 4FSA/pydime/cink(11)
kolcsonhatast a DNS/EtBr rendszer fluoreszcenciajanak mérése alapjan, ahogyan azt az
irodalomban  szdmtalan tanulmanyban olvashatjuk. Kisérleteinket géleltolodas
vizsgalatokkal is kiegészitettiik, hogy lathassuk, olyan szerkezeti valtozasok létrejonnek-e
a DNS molekuldban, melyek annak futdsat a gélben megvaltoztathatjadk. Az elvégzett
fluoreszcencia spektroszkopias és saveltolodas kisérletek soran azt a kovetkeztetést vontam
le, hogy a réz(I1)-4FSA, a réz(Il)-pydime és a réz(I1)-4FSA-pydime terner komplexek
rakellenes jotékony hatasukat nem oly modon valtjak ki, hogy azok a DNS-hez

kapcsolodva annak szerkezetét megvaltoztatjak.

Annak eldontésére, hogy milyen valtozast okoznak a gyogyhatasti molekuldink a DNS

szerkezetében a tovabbiakban cirkularis dikroizmus spektroszkopids méréseket terveziink.
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