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Bevegzetés

A nukleinsav kutatds az elmult husz év alatt a gene-~
tika szémos alapvetd kérdésére valaszt adott. Ugyanakkor
szémtalan uj problémat vetett fel, és sok részletfolyamat
és Jelenség tovabbra is tisztdazatlan, vagy nincs egyér-
telml magyarazat rajuk.

Munkdm célkitiizése a DNS bizonyos in vivo reakcidinak
in vitro kisérletekben vald vizsgalata volt.

Kimutattak, hogy az alifas di- és poliaminok metabo-
lizmusa szorousan osszefigg a nukleinsavakéval. Az emlitett
vesyliletek stabilizaljak a DNS~t inaktivAald folyamatokkal
szemben. A hatvanas évek végén kétféle elmélet sziletett
a stabilizdcid mechanizmusidra. Az egyik a konfiguricids
effektusokat emeli ki. A sztereokémiai sajétsigok tanulmi-
nyozasdra klilonbézl szerkezetil diaminokat szintetizdltunk,
és nmegvizsgaltuk a DNS-sel vald kolcsodnhatasukat hGdenatu-
ridcids mbédszerrel. |

A poliaminok metabolizmusa a sejtbeli RNS szintézis-—
sel hoznatdé legszorosabb kapcsolatba. In vitro kisérletekben
kimutattik, hogy a di- és poliaminok stimulaljék az RNS
szintézist, a mechanizuusra azonban nincs egyééges magyara-
zat, Kisérleteinkben megvizsgadltuk néhany, a DNS-t kiilonbd-
z6 mértékben stabilizdld diemin in vitro enzimatikus RNS
szintézisre valdé hatésat.

A DNS~sel reagdld bioldgiai alkilezbszerek peptid hor—
dozdéinak vizsgalata gydgyszerkémial jelentSségii, tovabba
nukleoprotein alapmodellként is szolgdlnak. Az EITE Szerves
Kémiai Tanszékén szintetizalt, elsSsorban bizikus dipeptidek
DNS-sel vald komplex képzését vizsgdltuk meg hdédenaturiacids
médszerrel.
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Az intézetben kordbban részletes vizsgdlatok folytak
kiilonbsz8 bifunkcids alkilezdszerek és a DNS kdzdtti reak-
cibé tanulminyozasara, szbtereokémiai és gydgyszerkémiai
jelentdségilik miatt. Lényeges kiildnbség addédott a sztereo-—
jzomer diepoxi-butinok, valamint a kiildnbdzd térszerkeze—
tli diepoxi~hexitek és ezek szubsztitualt sziarmazékainak
keresztkotd képessége kozott. A DNS keresztkotéses alkile-
zése szempontjabdl jelentds kiilonbséget mutatd diepoxi-
vegyliletekkel alkilezett DNS templadton végbemend enzim ka-
talizdlta RNS szintézist tanulminyoztuk sztereokémiai és
mechanizmus vizsgalati célbdl,



2. Irodalmi elbzmények Osszefoglalisa

2.1. Alifdas diaminok hatasa a DNS hdstabilitaséra

2.1.1. A DNS stabilitdsat meghatirozd tényezék oldatban

A dezoxiribonukleinsavak masodlagos strukturéjét
/Watson~-Crick-féle dupla hélix/ alapvet6én kétféle kdlcsodn-
hatds stabilizéalja: a komplementer bazisok kozotti H-hid,
az un. transverse kolcsOnhatésok és a szomszédos bazisok
kozobti un., longitudinal, interplanar kolcsonhatasok, vagy
stackingl. A stabilitashoz oldatban hozzdjarulnak még hid-~
roféb kdolesonhatidsok és a hidratalt ionok effektusai isa.

A k6lcsénhatésokat, igy a stabilizacié mértékét a kdzeg
~lonkoncentracidja, a gt koncentracid, az oldat hémérséklete
45 a nukleinsav bézis Osszetétele befolyasolja. Ezek a
tényezdk egyudcsal 1c szoros oOsszefliggésben vannak.

A DUNS stabilitasénak neghatédrozasihoz a helix~coil

5N

trnzretet, azaz a denaturacidét kell erre alkalmas moédszer—
rel kOvetni. A DNS denaturadcidja a fentebb elmondottak
alanjan hdkezeléssel, pH valtoztatassal, higitassal, vala-
mint az oldészer &sszetételének megvaltoztatasaval valt-
haté ki.

A DNS denaturacidja az atalakulést kisérd konformacid
valtozds révén kilonbozd fiziko-kémiai mbédszerekkel kovet-
hetd: viszgkozitas, optikal forgatéképesség mérés, ultra-
centrifugds analizis, fényszoéréis, fényabszorpcidé-mérés,
stb.5"6. Az egyik legalkalmasabb, valamint legegyszeriibben
kivitelezhetd és pontos mdédszer a DNS hével szemben stabi-
litasdnak vizsgdlata, az ultraibolya tartoményban torténd

fényabszorpcid valtozas mérésével.



2.1.,2. A DNS hOstabilités vizsgilati mbédszere és a héstabi-
litast meghatirozd tényezdk

Thomas’ és Doty®?® azon felfedezése 6ta, hogy a DNS
oldat hlémérsékletének emelése a dupla hélix disszocidcid-
Jjat okozza, sokan tanulmanyoztdk a természetes és szinteti-
kus nukleinsavak hé hatdsidra bekovetkez6 hélix-coil Atala~
kuldsat. A vizsgdlatokat fiziko-kéumisi és biclégiai hatés
tanulményozasa céljidbdél végezték. A hd indukalta atalakulés
kovetésével az oldatban lévd DNS kdtéseirbl, szerkezetérdl,
valanint a természetes DIiS-ek bazis Osszetételérdl nyertek
informaéacidkat. A jelenséget tobbféleképpen nevezik: hé-
denaturacid, olvadas /"melting"/, "unwinding" és "unzipping“g.‘
A denaturicid elvével és mechanizmusaval sok cikk, kozdttik
tobb osszefoglald nmunka, és konyv is foglalkozik9’10.

Kisérletileg a hdédenaturaciét hig DNS-oldatban
/10-40 /ug/ml/ és standard pufferban /SSC-puffer: 0,15 M
KaCl, 0,015 il trinatriumcitridt, pH=7,2/ 260 nm-nél a fény-
abszorpcid homérséklet fuggvényében bekovetkezd valtozasival
mérik. A hddenaturdciés folyamat infravérds spektroszképid-

11’12. A fényabszorpcidban bekdvetkezd nd-—

val is kovethetd
vekedés a bazisparok kotéseinek felbomlédsa koévetkeztében
a bazisok elektron eloszlasdban bedlld valtozast tﬁkrézi9.
A fényabszorpcid a homérséklet filiggvényében szigmoid-gorbét
ir le., A gorbét "thermal transition profil"™, "absorption-
~temperature profil", "melting curve'-nek nevezik. Ilyen
gorbéket mutat be az 1, dbra.

Az abszcisszan a homérséklet van feltilintetve C°-ban,
az ordinata adatait a kovetkezd képlet alapjan szamoljék:

pn - S0 7625 o /1/
€ 550




ahol € a 260 nm-nél mért extinkciés koefficiens. Az
ordindta adatait £to/ 6250 fomaban is szokés megadnilB.
Az elb6bbi esetben a hiperkrdém effektust %ban kapjuk meg.
A megfelelben tiszta, nagy mdélsulyu DNS komplett denatura~—
cidja mintegy 40 %—-os hiperkrdém effektushoz vezet.
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1. abra

A 260 mm-nél mért extinkcids értékeket a hbmérséklet
hatdsdra bekdvetkezd higulast figyelembe vevd un, hé-
-expanzids faktorral szoktak korrigadlni. lzek az értékek
tédblézatosan megtalalhatdék az irodalomban14.

A h8denaturacids gorbe karakterizalaséra két paramé-



tert hasznilnak. Az egyik az a hOmérséklet, amelynél a
kotések 50 %~-a felbomlik: T pont. Nevezik "melting
temperature'-nek, "thermal transition midpoint"-nak, "half
converéion temperature"—nek14’15. A T, & g6rbébsl grafiku—~
san kaphaté: a hiperkrém effektus fél értékéhez tartozd
hémérséklet. A masodik paraméter a T -nél mért meredekség,
amely szintén grafikusan kaphatd a gorbébdl: a hiperkrdm
effektus 17 és 85 %-adhoz tartozdé hémérséklet intervallum,
jele: AT, vagy A2/5.

A T  pont az oldat ionkoncentréaciéjatél, pH-jatol, a
DNS bazis Osszetételétdl és nativitasatol figg.

A Tm pont pH=5,5 és 8,5 kozott viszonylag filiggetlen
a hidrogénion koncentréciétéll6.

A DXS T, pontja és bazis Osszetétele kozott Liarmur
és Doty17 linedris Osszefliggést taldltak. SSC pufferben

az alidbbi Osszefliggés adddott:

GC /%/ = /T, - 539/ 2,44 r2/

Az Osszefliggés 30-70 GC% tartalom kézott érvényes.

Az olvaddspont gdrbe alakja és a Tm alig filigg a
DNS mélsulyatdl, kivéve drasztikus ndélsuly csbkkenés ese-
sént’ 218,

Schildkraut és Lifson19 az ionkoncentrédcid hatisat
tanulmanyoztdk és it. coli DINS esetén egyértékii kationokra
a kovetkezd Osszefliggést talaltak:

T = 16,6 lg ¢

" + + 102 /3/

Me

ahol ¢, + a molaris sékoncentricid. A /2/ és a /3/ egyen-

ife ,
let kombinacidjaval az alabbi egyenletet kaptik:

T, = 16,6 1g Ciet + 0,41 /CG%/ + 81,5 /4/



amely egyértékii kationokra 3.10"4 ~ 0,2 M ionkoncentracid
k6z6tt érvényes, semleges pH~n. A /4/ empirikus egyenlettel

20

viszonylag jOl megegyezik a Nagasawa™> &ltal termodinamikai

alapon elméletileg levezetett egyenlet:

T, = 15,0 1g Cpet * 0,41 /CG%/ + 80,3 /5/

AT értéke fligg az egyértéki kationok mindségétsl is,
Zimmer és Venner21 kimutattak, hogy Osszehasonlithaté ko-
rilmény=k kozott a Tm linedrisan csokken a kationok ion-
radiuszanak novekedésével, azaz:

Li >Na >K >Rb >Cs

A /3/ 11l. /4/ egyenlet csak 0,2 l-ig érvényes. Ennél
nayobb ionkoncentracid esetén a T ~et az lonkoncentracié
ip-dval szemben abrazolva a korabbi egyenes egy lapos maxi-
ntaba hajlik at, majd egy ellenkezd irdnytangensii egyenes

Yol At N P
i thiesik

. A maximumba valé athajlas a foszfat anionok
kasionoxkal vald teljes ledrnyékolasat jelzi. A destabili-
7416445 az anionok hatasanak kovetkezmenye19 22 Ez a hatds
a hidrofdéb kélcsonhatasok megszintetésén alapul /"hydro-
fobic bond breaker"/22

A T pont két- és haromértéku kationoktdl vald fliggé-
sét Zlmmer25 foglalta Ossze egy 258 referencidt tartalmazd
cikkben.

Erésen heterogén DNS-ek, vagy tobbfazisu olvadasgdrbét
adé nukleoproteinek Ty pontjanak meghatdrozasdra pontosabb
modszer az un. differencia gorbék /"differential melting
profil"/ felvéte1624’25’26’27
1:{ adatok un. normal probability graph paper-en vald ab-
rﬁzolésaes. .

Az igy nyert T —ek a Doty féle Abréazoléssal kapott
értékekkel jo egyezést mutatnak.

,» Vagy az abszgorpciodé-hdmérsék-
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2.1.,3. Alifés di~ és poliaminok hatésa

A di- és poliaminok kiilonbdzd organizmusokban és sz0-
vetekben'valé jelenléte mar régbta ismert, azonban csak az
utébbi 15 évben sziilettek feltevések hatédsmechanizmusukrol.

Hershey két kis molekulasulyu, ninhidrin-pozitiv vegyl-
letet talalt a T, fagban, a fag DNS-el asszociélvazg. Ames
azonositasa szerint ezek a vegyliletek a putrescin és a
spermidin voltakY. Freser és Mahler T 11l. Tabor’® irtdk
le eldszor ezen anyagok fagokat védd hatésat. Mivel a poli-
aminok - béazikus termmészetilk kovetkeztében -~ képesek kiolcson-
hatasba lépni nukleinsavakkalaz, ettél kezdve szdmos kozle-
mény foglalkozik ezzel a témaval, Kimutattiak, hogy a di-
és poliaminok in vitro és in vivo stimuldljdk a DNS repli-
kacidt, transzkripcidt, stabilizdljak a tRNS "clover-leaf"
szerkezetét, kdolesdnhatnak az rRlIS-el a riboszomikban, meg-
novelik a protein szintézis sébességét. Hatasmechanizmusuk
azonban keviscé ismert54’35’56.

Az é16 sejtekben ¢lbéiorduldé di- és poliaminokat, ill,
eléfordulédsukat mutatja be az 1. téblézat56.

1. tablazat

The chemica structures and occurrence of some naturally-occurring diamines and

polyamines
Amine .Structure Occurrence
1,3-Diaminopropane NH,(CH,),NH, Restricted
Putrescine NH,(CH,).NH, Widespread
Cadaverine NH,(CH,)NH, Rastricted
Agmatine NH,(CH,) NH—C—NH, Widespread
f
NH
3,3'-Diaminodipropylamine NH,(CH,),NH(CH,),NH, Turnip Yellow
Mosaic Virus?
Spermidine NH,(CH,);NH(CH,) NH, Widespread
Homospermidine NH,(CH,) .NH(CH,) NH, Sandalwood Tree
Spermine NH,(CH,),NH(CH,) ,NH(CH,),NH, Widespread
Arcain NH,C—~NH(CH,) NH—CNH, Arca (Mollusca)
i I
NH NH

Hirudonine NH,CNH(CH,),NH(CH,) NHCNH,  Leeches
i i

NH NH




Allati szovetekben a spermin és a spermidin fordul
elé leggyakrabban, mig mikroorganizmusokban a spermidin
és a putrescin. Kivételek azonban vannak35. A szabad a-
minosavakon kiviil a putrescin és a spermidin acetil4lt
szérmazékait is leirtdk-'.

A di~ és poliaminok bdzikus, stabil vegyliletek. A
primer amino cgoportok PKq értékei 9,% és 11,0 kozé, a
szekunider aminoké 8,1 és 9 1 kozé esnek38 39. A poliami-
nok szervetlen savakkal alkotott séi a foszfdtok kivéte-
1ével mind jé1 oldddnak vizbeni©,

A di- és poliaminok DNS-sel vald direkt, in vitro -
kdlcsdnhatédsdnak elsé vizsgdlata Freser, Mahler és

»Mehrotra‘u"45 16

nevéhez fiuzdédik: a di-
aminok /poliaminok/ dikationok /polikationok/ forméjé-
ban ndvelik a DNS Tm pontjat, azaz stabilizdl jdk a DNS~
t a hédenaturdcidéval szemben. /A hémérséklet emelkedé-

sével a dikation molekuléban 16év{ pozitiv toltések szé-—

y, valamint Tabor

ma nem, vagy csak alig csdkken, n=%-5 C-atomszdm esetén
470/ Savi denaturacidéval /ldnchossz specificitds nincs/
48 és higitdssal szemben is stabilizdl jdk a DNS—t32.

A diasminok /4lt. képlettel H N+/CH o/ NHg.zx“/ DNS
T pont jat novelé hatdsa figg az amln koncentra01étél
a kct amin csoportot elvilasztd alifés lénc hosozétdl
a DNS bdzis Osszetételétdl, a kizeg ionkoncentrscid jé-
té1l és a pi- tol45 ’

‘stabilizdcié mértékére jellemz§ AT —ek a v1zspé1t

aminok koncentréc163dnak fliggvényében /otandard puffer:
un. standard saline citrate v. SSC/ telitési gorbét ir-

nak le. A g0rbe az aldbbil egyenlettel irhaté le:



_ ATy/maxy - ]
KA + [ﬁ]

ahol a ATm_a mért valtozds, [A] az amin moldris koncentri-
cidja és a ATm/max/ és a K, a gérbére Jjellemzd 41landdk.
A fenti egyenlet bdrmely di- és poliaminra és DNS-re érvé-

AT /6/

m

nyes. A /6/ egyenlet reciprbk alakja:

1/AT, = [l/ATm /max /] {1 + K,/ [A]] | /1/

l/ATm-et 1/[@] Tluggvényében abrdzolva az ordindta tengely-—
metszete 1/ATm/maX
az amin lénchosszédtél, mig a QT

/—ot adja. A K, gyvakorlatilag figgetlen
n/max/ erésen fugg; n=2-10-
ig vizsgglva az optimdlis az n=5 /cadaverin/ volt DNS-ek
esetén. Az [A]= 0,04-0,05 M esetén a ATm midr konstans, és
< — 2 :. Cad o —

a ATm/max/~nak kb.ZZO %-2, azaz a AT = 1,2-5,5 C° az n
t 81 fliggben. /A Vg urvanilyen koncentrdacidban elhanyagol=-
haté effektust Tejt xi%2./ Az alif4s monoaminok hatdsa
49

y

Venner ¢s munkatdrsai szerint ellentétes vagyilis a T, az

aldabbi sorrendben csidkken /destabilizacid/:

Na*, NHj >CHgNHY, /CHs/pNHS, /CHs/NHY, /CHs/,N'> R/CH,/ N3,
ahol az utolsé képlettel Jjelslt sorozaton beliil n=3%-7, és

n névekedésével a T, fokozatosan csdkken.

A Tfenti kisérletekben az aminok nagy sztéchiometrikus
feleslegben voltak. A stabiliz4ld hatds ilyen esetekben
fliggetlen a DNS koncentrdcidétél /10-40 pg/ml/45.

Diaminok esetén kvantitativ Osszefiggést taldltak a
ATm és a DNS bézis Osszetétele kOzdtt, amely utdbbit a

standard koérilmények kozdtt mért rm ponttal is ki lehet
fejezni:

ATm=cT + 4 /8/
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ahol ¢ a meredekség és d a tengelymetszet, amely a diamin
léanchosszatél /n/ f"@gql.

A DNS Tm pontja konstans poliamin koncentracid esetén
flgg az ionkoncentréciétél: novekvd NaCl koncentraciéval
egy minimum gorbe szerint valtozik, mig aJATm fokozatosan

csékkenso. /2.4bra/

TTTTIT Y % X Calf Thymus DNS

1 LELBLRRAA | T T
90} . -
i A\A \’%" ] o 0 2,35.10 4y sper-
. Ny 4 midin

3 r b A A < L] —5 v S -
I o% ; ) 8,05.10 © M sper
~. A

g0l o:._. N midin
| ] 4—4a 2,35,107% I hexa- .
i ‘ 1 A metilén~diamin
; / - *——0 2,35-10‘4 M put-
70} X ~ rescin ’

00 saoa sl Lo s el A 1l

10-1? 107!

2. abra
Magyaridzata az, hogy versengés van a Na¥ és NH% ionok kozott
a foszfat anionokért; a destabilizécid a DNS-poliamin
komplex disszoclécldjat jelenti, mig a stabilizdcid a no-
vekvd ionkoncentracid miatt van. Nagyobb ‘ATm eléréséhesz
ezért praktikus kis ionkoncentraciékat hasznilni. Ehhez

standard puffer az un. SSC/3545: 10~ M NaCl, 107 i
ndtriuvmcitrit, pH=7,2. Ebben a pufferban a diaminok mar
S 1072 M koncentrécidban a telitési AT értékeket adjak.
A béazis Osszetételétldl vald fliggés hasonld, mint SSC-ben
és ugyanugy a cadaverin adja a legnagyobb ‘ATm—et, a dia-



. minok k5zi1*?.
' Gabbay és munkatarsai kimutattdk, hogy a dikvaterner
amménium sok / RyRyR;™N /CH,/; N'RyRyR; 2Br/ szubsztituen—
seinek hidrofobitiésdt ndovelve csokken a poliribonukleotid
hélixek stabilitésa, mig a polaris szubsztituensek novelik
a hélix Tm~jét. A maximdlis stabilizdld hatést n=3-nil |
taldltak. Az L—aminosav szdmazékok: amidok, diaminosavak,
lizil-dipeptidek jobban névelik a DNS T  pontjat, mint a |
negfeleld D-enantiomerek. Méréseiket poliribonukleotidok
és Calf Thymus DNS-en végezték47’51"58.

A diaminok, éppugy, mint bizonyos kétértéki kationok
/pl. Me*/, vissonylag erbsen kotnek a DNS-hez /un. 'strong—
~interactionY. Az egyértéki kationok és aminosavak gyengén
kotodnelz.

A diaminok és a DNS disszociabilis komplexet alkotnak,
az e¢lObbiek dializissel eltévolithatékqs. A diaminok nem
valtoztatjak meg a DNS UV spektrumdt sem szobahomérsékleten,

sex a T, felett45, valamint O.R.D. mérések alapjadn a konfor-

macidd ;emES. A diaminok altal létrehozott kotések ugyan
mind felszakadnak a denaturdaldéddsi folyamatban, de a rena-
turacid sebesséyét megnévelik45.

Egyszdlu /"single-stranded"/ DNS T pontjat a diaminok
sokkal kevésbé emelik, mint az a /8/ egyenletbdl varhatd
lenne*?, RNS-ek /rRNS, tRNS/ T_-jét *° szerint a diaminok
nenn, mig 59 szerint di- és poliaminok megnovelik., A Poli/A/
Poli/A/.poli/U/ és poli/I/.poli/C/ poliribonukleotid dupla
hélixeket az n=2 és n=3 diasminok.stabilizaljdk legjobban
48’51. A poli/U/~t az n=2, mig a poli/rT/-t az n=5 diaminok®0,

A fenti kisérleti tényekbll kévetkezik, hogy a diaminok
és a DNS kozdtti kdlcsOonhatds elsOsorban elektrosztatikus,

és igy a hatésa negativ foszfat anionok tdltésének ledrnyé-
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koladsan alapszik. A lanchossz specifitas azonban arra utal,
hogy a nukleinsavnak bizonyos szerkezeti és térbeli paramé-
terekkel is rendelkeznie kell ahhoz, hogy a stabilizalé ha-
tas letreaogaon.

Mahler és Mehrotra elképzelése s“orlnt csak az egyik
NH; k6t ionosan foszfat anionhoz. Mascdik kotohelynek az
A vagy/és T bazisokat tartottdk, mivel csak igy tudtédk ér-
telmezni az AT %-t61 vald fﬁggést45. A léanchossz specifitas
azonban igy is értelmezhetd volt. Az n=5 optimum nemcsak az
adthidalt tavolsagbdl ered, mivel ugyanezt az n=6 is el tud-
ja érni a szabad roticid kovetkeztében, hanem az alifés
lanc hidrofdéb kolcsdnhatdsai is kozremiikGdnek. Feltételez-

ték ezenkivill hidrogén-hidak lzialakulésat isq5’48.

61 a spermin-DIiIS komplexet ugy képzelte el,. hogy

Tsuboi
a primer és szekunder amino csoportok a DNS négy foszfitja-
val ugy lépnek kolcsdnhatasba, hogy a szekunder amino cso-

portok a DNS narrow /v. shallow/ groove-jaban egy hidat
alkotnak a két szal kozobb.

Liquori és munkatérséi62 a spermin.HCl kristaly rontgen-
diffrakcidés analizisébdl, valamint a DNS komplexek elektro-
kéniail vizsgdlataibdél ugzyanerre a kévetkeztetésre jutottak,
ezt mutatja a 3. abra.

Suwalsl:y63 a spermin-DNS komplex rontgen-diffrakciéds
felvételeibdl bebizonyitotta, hogy a poliaminok a DNS B
formdjat stabilizaljdk, valamint aldtamasztotta Liquori
eredményeit. /A sperminnel kicsapott'DNS~ben a spermin N

és a DNS P ekvivalens volg>2 164163 |
A Tsuboi-Liquori modell alapjan az A-T %-t61 vald

fliggés ugy értelmezhetd, hogy vizes oldatban a kdlcsdnhatas

a jobban szolvatalédd A-T gazdag régidkban lkoncentraléddik.
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a./ tétfamin spermin molekula a DNS két szala kozott
be./ triamin spermidin és tetramin spermin a DNS két
szila k6z0tt, sematikusan

(b)

3 abra

a———

PR
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Az ionos kolcsOnhatidsok mellett természetesen a hidrogén-
hid és hidrofdb kolcsonhatasokat is feltételezik, amely
utébbiak a nukleotidok és poliaminok apolaris részei ko-

zOtt lépnek fel62

. Bzek a modellek értelmezik a diaminok
54—56. ’ :

hatasat is

Gabbay és munkatirsai nem fogadjédk el ezt a magyaraza-
tot, mivel szerintilkk a diaminok /optima&lis 'ATm n=5-nal/
esetén kicsi az N-N tavolsdg az athidalashoz /azonosnak ve-
szik a DNS-t és a poliribonukelotidokat/, és ugy értelmezik
eredményeiket, hogy a kétszeres pozitiv tdltésii sék a hélix
egyazon szalan egymds mellett elhelyezkedd foszfat anionok-
kal létrehozott gyliris ionos szerkezettel stabilizaljak a
hélixeket 121=28,

2.2, Dipeptidek hatésa a DNS héstabilitasara

A hisztonok genetikal folyamatokban vald szerepének
megismerése céljabél szamos kutatdcsoport foglalkozik a poli-
nukleotid~polipeptid kdlcsdnhatdsok vizsgalataval, egészen
egyszeri modellektdl kezdve /bazikus aminosavak, dipeptidek,
poli-I-lizin, acetilalt poli-I~lizin, poli-I~arginin, stb./.
A hisztonok és hisztonszerli vegylletek stabilizaljak a nativ
DNS-%.

A peptidek nukleinsavakkal vald kélcsénhatasanak vizs—
gdlata azonban nemcsak a hiszton modellezést szolgadlja, ha-
nem bioldgiai alkilezészerek, mint kemoterdpeutikumok legmeg-
felelSbb hordozédinak kivalasztasat is™70. Ez utébbi célbél
lényeges a peptid konfiguradciéja, lanchossza, valamint amino-
sav aldallédnca. Dipeptidek és DNS kolcsdnhatédsanak vizsgidla-

taval két kutatécsoport is foglalkoziks: Gabbay47’57 és

71

P.E.Brown és munkatarsaik.
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GCabbayék a lizil-dipeptidek konfigurdcids effektu~
st emelték ki. Brown kiildnbdzé bazikus dipeptid metil-
észterek DNS Tm—jére‘valé hatését vizsgdlta. /Az észte-—
rezés a dikationos szerkezet fenntartdsa miatt sziiksé-
ges./ Az N-terminilis aminosav arginin és 1lizin volt.

Azt tapasztalta, hogy az a dipeptid alta a nagyobb AT -
et, amelyben triptofén volt. A hatdshoz az ionos k&lesén-
hatsdson kivil a plandris hetero gyiirii NNS bizis parjai
k6zé vald beékeldédése, az un. "inte¢rcalation” is hozza~
Jarult.

Az interkaldcid Lerman72

szerint erés kslcsonhatéds
a DNS és a plandris gyiliris vegylletek kozott. Szdmos ve-
gyilet bioldgiai hatdsmechanizmusdnak elsé 1lépése az in-
terkaldcid. /Pl. karcinogének: 3,4-benzpirén, halucino-
gének: ISD, tranquilldnsok, antitumor antibiotikumok:
Daunomycin, a maldriaellenes gydgyszer: Chloroquin, stb.
73/ A triptofédn és a tirozin eromds aminosavak interka-
ldcidjat 1s megemlitik ar irodanlomban, mint a proteinek
-kivdaltképpen a savas proteinek- nukleinsavakhoz valé

kotésében szerepet jatszé effektust74—77.

2.3. Enzim katalizdlta RNS szintézis DNS templdtion

A DNS nukleotid szekvencidiban tarolt genetikus in-
formdcid a DNS~flUggl RNS polimeréz katalizaldssval iré-
dik 4t az RNS~be, a négy ribonukleozid-trifoszfdt szek-~
vencidlis beépitésével, pirofoszfat kihasadds kotzben:

DNS
n GTP AT s z
n2 TP RNS polimerdz RNS + 4 niPPi
3 ' 2 2+

+
ng UTP Mg v./és NMn
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2.3.1, DNS-fliggd RNS polimeraz

A Dﬁs~fﬁgg6 RNS polimeraz /szisztematikus neve:
nucleoside~triphosphate: RNA nucleosidyltransferase
/DNA~dependent/; EC 2.7.7.6./ savas protein, pH optimuma
pH=8 koril van.

Legjobban ismcrtek a bakteridlis enzimek, kereskedelmi
forgalomban is tébbségében ilyenek vanpak. Legtobbet vizs-~
galt, és alvalunk is haszndlt enzim az E. coli-bdél izoladlt
RNS polimeraz. Az L. coli RNS polimeraz és a bakteridlis
enzimek tobbségének Osszetettebb szerkezetét a szelektiv
atiras indokolja, nem pusztidn a katalitikus funkcid. Az
E. coli un./holo-v. full-enzim/ teljes enzimje négy féle
alegységbdl &ll; és Osszetétele: Ngﬁﬁ'ﬁ , mdélsulya
480 00C D /+ 10 /. & & nélkili enzim az un. core-enzin,
mélsuly 400 GOO D /+ 10 ¢/78-82
transzkripcidra ey szilu va"y dupla hélixu templaton,

. A core—enzim is képes

o~

azonban ef: cli us Jaszaw nem statisztikus és

78,85

elztiv és

&)
3
®

aszimnetriizus/ atirdsra csals holo-ecpzin képes

o)

2e3.2. Az RS szintézis mechanizmusa

Az RIS szintezis alatt az enzimnci. LLob kildnbozd fela~
datot kell elidtnia. Ki kell valasztioria a templdt szdlat
~ mivel az in vivo transzkripcié aszimmetrikus -, megfe-
leld helyeken a templathoz kell kotddnie, fel kell ismer--
nie az A&tirds irdnyat. lilikddnie kell egy mechanizmusnal,
amely az enzimet mozgatja a templaton, véglll megfeleld

helyen be kell fejeznie a szintézistSO’BB.
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Az eqzimatikus folyamat az aldbbi lépésekre bont-

hateS*:

l. DNS + enzim ==DNS-enzim Asszociécid
2. DNS~enzin + XTP1===DNS-enzim-XTP1

3. DNS—enzim-XTPl + XTP2:;tDNS—enzim~XTP1-XTP2 Iniciécid
4, DIS-enz im—XTPl—XTPB ==DNS-enz J'.m—XTPl-XI‘«EP2+PP[

5. Enzim tovabbvandorlisa a templaton \

6. DNS-enzim~XTP1-XMP2 + XTP5 == Polimerizacid
:;3DHSnenzim—XTPl-KMPZ-XMP3 + PP

7 DES—enzim—XTPl-XMPi-ﬁ>DNS+enzim+XTPl-XMPi Terminacid

,

. .,
Lesuocidcid

4 btranszkripcid in vivo, és gondosan kontrollalt ko-

riuleépyek kézdtt in vitro is szelekiiv folyamatsa, azaz

=

csall az eoyil DNS szAl és annak is csak adott régidi irdd-

nals 2%, A szelelktivitast a templdt mésodlaf"oc strukturaja

iz befolyédsolja 5. Az in vitro szintézisnél a DIS protein
e

A

szennyezbdése, ill. a DNS degradiciodja vagy egyéb karosi-
téza nayy nértékben csoklentl a transzkripeid szelektivité-
s&t. Pl. rontgen sugar, deuteron és ol-részecskék a dodzis
flgzvényében az eredeti templdt aktivitist 5-10 %-ara csOk-
kensik02 8%, A DNS mélsulya is lényeges: 4.10° D alatt az
A% szintézise hirtelen lecsokken, és 1—-2.105 D-n3al nullavéa

S D felett miar csak kevéssel novekszik

vélik, viszont 4.10
s - 8 Y,
a molsullyal 7.
Az enzimatikus folyamat elsé lépése a reverizibilis

asszociacid /a sdkoncentridcid novelésével megfordithatd/.
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A holo=-enzim a nativ, dupla hélixi DNS-en csak meghataro-
zott helyekre kotédhet. Hzek az un. ‘promoter siteok,
amelyek 15-4C pirimidin, vagy pirimidin nukleotidokban

gazdag részekbdl éllnak88, igy az inicidcid Joérészt purin

nukleozid-trifoszfatokkal torténik. A promoter helyeket

a p' alegység ismeri fel, a ® faktor jelenlétében. A G fak-

tor a JNS szalak promoter helyekhez kozelesd részeinek

felnyitésara is szilkséges. A G a core-enzim £ lancadhoz ko~
t6dik, megvéltoztatja az enzim konformécidjat, ezzel a pi
alegység kotési tulajdonsigait is, képessé téve igy a kéd

85,8991

felismerésere A x6t6désen kiviil a @ faktor a

lancinditéshoz is szilkséges. Inicidlas utédn az enzim el-
engedi a @ -t;85’9l. ,
Az enzin kotddésére és a DNS templatként vald felhasz-—
nalasara toob elképzelés van. Legvaldszinlibbnek az latszik,
hogy @z enzim kétddése a hélix egy kismértéki, de hataro-
zott letekeredését /Mumvinding'/ okozza, amely letekeredés
figg a hémérsdklettdl is. A polimerizacid eldrehaladdsaval
ez a részleges letekeredés és az RNS~DNS hibrid szétvalé-
sa uténi visszatekeredés /"rewinding"'/ az enzim haladasé-
80,92-94

Az asszocidcid gyors reakcid, a sebességmeghatarozd
lépés valédsziniileg a hélix felnyilédsa. Erzékeny a pH-ra,

val szinkron folyamat

pufferra, az optimalis sdékoncentricidé 0,2 M /KCl/ koril

vane.

Iniciacid
Az elsd szubsztrat kotddési reakcid szintén gyors lé-

pés. Az elsd foszifodiészter kotés létrejotte utédn a kom-
plex mar nem disszocidlhaté a sbkoncentricid ndvelésével,
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és nem érzékeny az inicidlast inhibidld egyédb vegyliletek-
re sen. Bz az Allapot egészen a termindcidéig fenndll. A
lanc inicidlds az egész templat molekulat tekinbtve nem

teljesen szinkron folyamat80’82’95"97.

Polimerizacid

Az RNS lanc novekedés iranya: 5° —» 3?., A léncnoveke-—

dés sebessége in vitro 0,2 I KCl-ban 37 ¢°-on 16-100
nukleotvid/sec. A sebésség figg a templattdl, az ionkon~-
centridcidtdl, a hdmérséklettdl, a pH-t061l, a szubsztrat
toncentrédcidtdl, az cnzim és templat mennyiségét61’5’98’99.
A sbékoncentriacié polinmerizdicids kirnetikara vald hatésa
valészinﬁleg a temd¢k inhibicid megszintetésén alapul.
Uzyanalkor a 0,2 I sdékoncentracid a terminécio utanl re-
inicidcidt is lehetdvé teszi, igy megndvell az Osszes

szinbtetizdlt RIS mennyilsdnét. ilegleleld szubsztrit koncent-

ricid esetén a szintézis 6bb oOrin kercesztil nehet in

<

vitro, mikdzben a scebesséz alig csoliken.
Term nacid
A liénc Dbefejezésért az ©. coliban a nemrés felfedezett

g fakbor a felelds. Bz specifilkus termindcidt okoz. A
terminicidt a templabton, hasonldképpen, mint az inicidcidt,

15-40 megfeleld szekvenciidju pirimidin nukleotidokbdl

alid k64 Jjelzi, amelyet g az RES polimerdzhoz valdé - rever-
zibilis ~ kotddésével ;ellgmerB8 98 100 « L terminacid

utédn a terner komplexbdl eldszdr az RNS, majd az enzim
valik ki, amely igy uj lancot indithat a & -val vald

kombinacid revenlo1
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' 2.3.3. Az RNS szintézis inhibitoraiBo’IQQ-lo7

1. Az inicidcié inhibitorai |
a./ 0,35 M feletti sdékoncentrécié, valamint karbamid,
Na-dodecilszulfét, stb. ‘ '
b./ enzimhez k&6t6d6 dgensek: rifamycin /ﬁ alegységhez/,
polietilén-szulfondt, heparin, szulfhidril csoport-
tal reagdld vegyiletek. ‘
c./ keldtképzdé dgensek /az E. coli enzim Mg2+—on kivil
. vas és réz ionokat is tartalmaz, valamint stdchio-
metrikus mennyiségl cink iont ile8.
d./ templdthoz kotéd6 dgensek: proflavin /a szekunder
strukturdt médositja, de az enzimhez is kothet/.

2. A polimérizdcidé inhibitorai /templét inaktivatorok/:
fizikai, kémial kitddéssel megakaddlyozzdk az enzim ha-
laddsét, pl. Actinomycin, Chromomycin, stb., alkilez6-
szerek, hisztonok, polibdzisok.

2.4, Al1fde di- é2 noliaminok hatdsa az enzim katalizdalta

RN3S szintézisre

A 2.1.3. fejezetben rdviden megemlitettem, hogy a po-
liaminok metabolizmusa szorosan Ssszefligg a nukleinsavaké-
val. A di- és poliaminok minden sejtben, és viszonylag nagy
mennyiségben fordulnak eld. Pl. az Azatobacter vinelandii-
ban a putrescin és a spermidin az Osszes sejtbeli nitrogén
4 %-4t, és a nem-protein nitrogén 22 %-at teszi kilog.

Funkcidik ko6zé tartozik, hogy el tudjdk ldtni a K és
Mg ionok feladatait ezek hiényépan, kontrolldl jék a sejt-
osztéddst, és az RNS és protein szintézis majd minden 1épé-
cében szerepet jétszanak34. Hatdesal vannak a ribonukledzok
aktivitdsdra, ezdltal az RNS szint reguldtorai 1535’110’111

elésegitik a riboszdéma alegységek asszocidcidjat, és a mRNS



és tRNS-ek riboszomékhoz valé csatlakozésétas. Stimuldl-
' jAk a tRNS metilglgstll?»112 :
tRNS sZintézisb6l kimarad a PP;~ATP csere lépése

£1teldban véve a_pol%zminok ndvekedés stimuldtorok

minden rendii szervezetben” , eszencidlisak a ndvekedés-
he234. Ott vannak legnagyobb koncentrdcidéban jelen, ahol

, .Jelenlétilkben az aminocacil-
114~116

aktiv protein és RNS szintézis folyik. A normélis és pa-
tolééiés névekedéssel osszefiggh Jjelenségekben, ideértve

a tumoros novekedést is, a poliaminok mennyiségének nove-
kedése egyike a legkorsabbi reakqiéknak54_36’117"119. En-
nek alapjén diagnosztizdldsra is felhaszndlhaté: D.H.
Russellgo klinikai vizsgdlatai alapjén a leukémidgban, ill.
klilonb6z8 szildrd tumorokban szenvedd& paciensek vizeletében
ugrdsszeriien meendvekszik a poliamin koncentrécié.

Mind a pro- mind az eukariotikus szervezetekben a po-
liamin metabolizmuscal legszorosabban Gsszefliegé jelenség
az RNS szintézis. Killonbsen n spermidin koncentraciéjsval
korrelalhatd joél az RN3 szintézis sebessége, de nem tud-
Jék, hogy az Gsszeflggés direkt vagy indirekt34’35’121’122.

Tobb kutatdcsoport tanulmdnvozta a fenti in vivo e~
redmények utén a poliaminok in vitro hatdsdt. Megdllapi-
tottdk, hogy megfeleld feltételek mellett a di- és poli-
aminok stimulAljik az enzim katalizdlta RNS szintézist s
35’109’123"126. Megntvelik az inicidlss és lancnéve-
kedés sebességét, tovibbad megnovelik az Osszes szinteti-
241t RNS mennyiségét dupla hélixli, nativ DNS templdton.
Képesek disszocidlni az enzim-RNS komplexet. Denatursdlt
DNS~en folyd RHNS szintézist nem stimuldljdk, a szinteti-
kus polinukleotidokon pedig inhibidl jik a szintézist. A
poli-ribofluoruridilsav 4ltal DNS-en okozott RNS szinté-
zis inhibiciétlmegszﬁntetiklog. . |

A di- és poliaminok csak mephatérozott koncentrg-
cié-intervallumban stimuldtorok, nagyobb koncentrdcidk-
ban inhibitorok. Pl. Krakow:©2 kisérleteiben nativ Calf
Thymus DNS templéton /60 jpg/, Azatobacter vinelandii RNS
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polimerdzzal /5 pg/ 60 perces reakcidban a poliaminok az
aldbbiak szerint hatottak:

amin | max. stimuld- | max. stim.-hoz|inhibicié kez-
cié /%/ tarozdé amin dete /mM/
konec. /mM/

Sspermin 100 2 5

spermidin 130 20 50

lputrescin 80 40 100

cadaverin 60 40 nincs adat

L-lizin 10 40 nincs adat

A spermidin /12 mM/ és putrescin /40 mM/ elegye effekti=~
vebb, mint ezek klilon-kiildn, de a hatds nem additiv.

A stimuldcid nagy DNS/RNS polimerdz aranyokndl a leg-
nagyobb: pl. 2 ug-rdél 6C ug-ra noévelve a templst menn&isé—
gét /RNS polimerdaz 6,9 pg/, az RN3S szintézis Giszordsére
nifvekszik, poliaminok jelenlétében nyolcszorosdra /2 pg
terr it esetén alie van kﬁlbnbség/log.

Gumport Micrococcus lysodeicticus enzimmel dupla hé-
1ix{i DNS templdton azt tapacsztalta, hogy a spermidin 1-6
m} koncentrdacidban /in vivo is ilyen koncentricidéban van
Jclen/ lecsdkkenti a transzkripeid szimmetridjat, azaz a
strand szelekcidéban 1is szerepet Jjatszhat, habsr E. coli-
bél 1201481t enzim spermidin nélkill is aszimmetrikus transz-—-

127, amely bizonyosan a & fak-

kripcidét katalizdl in vitro
ter Jjelenlétével van Osszefligsmésben.

A gpermidin nativ DNS-en ndveli az inicidldsl helyek
szdmat 15126’128.

Mivel az enzim pH—optimuméﬁ a poliaminok nem valtoz-
tat jdk meg, feltételezik, hogy ezek magdk az enzimmel nem
1épnek kozvetleniil k8lcsénhatdsba .

A szintézisrendszerekben jelenlévé harmadik makromo-

lekula a szintetizdlt RNS. A poliamindk,és az RNS k6zotti
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.k0lcsdnhatds kevésbé tanulmdnyozott. Mitra és Kaestery

129,

eegy

130.kimutatték, hogy a spermin képes virus RNS-t
olyan kompaktabb strukturdba Osszegdmbdlyiteni, hogy

kevésbé érzékeny a ribonukledzra. Az élesztd RNS-t a
spermin stabiliz&lja a hédenaturécié ellen, valdsziniileg

aggregat képzb6désen keresztiil

131.

A fenti kisérleti eredmények alapjén A‘orahaml25 ha-

rom lehetséges hatdésmechanizmust tételez fel:

1./

2./

3./

Az aminok a DNS dupla hélix stabiliziciéjaval ellse-~
gitik az RNS szintézis kozben térténd parcidlis szil
szeparadcid utédni rewind-et. Ehhez a sémdhoz az eld-
feltétel az, hogy a sebességmeghatiarozdé lépés a re-
winding legyen, azonban a kisérleti eredmények ezt
nem -tdmaszt jdk ald. A nagyobb koncentrdcidju aminok
inhibitor effektusa azonban részben magyardzhaté a
hélix estabilizdcidjaval.:
Mivel a poliaminok megviltoztatjdk az RNS strukturs-
Jét, valamint képesek disszocidlni az enzim-RNS komp-
lexet, ellseritik a szintetizdlt RNS eltdvolitidsdt a
terner %omplexbll, és megakaddlyozhat jdk az RNS nem
specifikus kapcsoldddsdt a DNS-hez, il1l. a DNS-enzim
komplexhez. A sebesség novelés eszerint a termék in-
hibicid mersziintetésén alapul.
A nativ DNG~ek 1s rendszerint tartalmaznak hibds /pl.
parcidlisan denaturdlt/ régidkat, és ezek egyben pro-
moter helyek is lehetnek. Az enzim ilyen helyeken is
képes kotni, azonban ldncot inditani nem. Viszont a
poliaminok helyredllitjék a dupla hélixet, ezaltal
stimulélhatjék az RNS szintézist. |
A polinukleotidokon térténé RNS szintézis poliamin

inhibicidja kizdrja azt a rérebbi feltételezést, amely

szerint az aminok hatdsa pusztdn a polimerdzban 1évE& nuk-

ledz aktivitéds inhibiciéjan alapszik.
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2.5+ Az in vitro alkildlds hatdsa a DNS fizikai kémiai
saJétsagalra

A DNS alkilezés termékei intenziv kutatss térgyat
képezik.Elmor132 S-mustérral végzett kisérletei, 1948.
6ta. Sok alkilezdszert taldltak, ami a foszfat csoporto-
kat észterezi 33, majd a purinok N'7 helyzetben vals al-
kilezését mutattak ki134’135. A purinok alkilezését az
“un. transzalkilezési mechanizmus szerint képzelték el e-
lészbr136, ezt késébb részben céfolték137’138; de rész-
ben ma 1is elismerileg.

In vitro alkildldskor a tiémaddsi pontok a DNS béa-
zisai és a nem észter kitésben 1évd8 foszfat oxigénje. A
bdzisok kdzil az N7—” a legnagyobb szazalékban alkilezett
atom. Az alkilez&szer szamira ez sztérikusan hozzaférhetd
a dupla hélix "wide-groove"~jdban, azonkivil nukleofili-
tdsa miatt a legreaktivabb. Az alkilezbszertdl figgden
ag O6 alkildlsdsa is megtdrténik, azonban savas hidroli-
140, Az A N° a-
tomja sztérikusan szintdén kinnyen how dee”hctc 141 , azon-
ban az Nj—a1<1l~A a DN5-ben maximdlisan 1/4-1/%-a az NT-

alkil-G-nek. Az ardny fligg a DNS GC %-4tél igt42, 143
1 7

zire (-ra bomlik, ezért azoncsitdsa nehéz

lagyon kis %-u alkilezés az A N~ és N' atomjédn is meg-

torténik. A pirimidinek kézil a C N3 atomja alkilezdédik,
szintén elhanyagolhaté mennyiségbenl40’l44.
A foszfit-triészterek szintén labilisak alacsony

pH-ndl, ezért az alkilezés szintjét nehdéz meghatsrozni
2Q

139 . A Toszfit észterecedése dimetil-szulfit esetén kb.
5 %-a az Osszes metilslt terméknekl42, masok szerlntl45

monofunkcidés alkildlds esetén dltaldban 5-18 %. A fosz-

fat-triészterek bomldsa degraddcidhoz Vezethet145_l47.

Az alkilezés mechanizmusa: az aromss musiisrok SNl

szérint,_alifés mustiarok, az alkil-alkdnszulfonatok S,.2

Szerintl4oreagé1nak. Ujabb tapasztalatok szerintl*4 1§6
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azok -az alkilezészerek, amelyek a bazikus N-t témadjék,
SN2'szérint reagdlnak, pl. alifis mustarok, epoxidok; a-
melyek ezenkivil a bdzis C atomjédt is témad jék, SNl sze-—~
rint reagdlnak, pl. alkilnitrdézamidok. Az elébbi felosz-
téstéll4o eltérlen az izopropil-, izobutil-, neopentil-
meténszulfondtok SNI szerint reagélnak148. |

"Az alkilélds "azonnali'" kdvetkezménye a DNS flexi-

142’149, a szerkezet'eltorzulésalso,

bilitésénak novekedése
amely kvantitative is kdvethetd a girdlédsi radiusz, vala-
mint & hatdrviszkozitds cadkkenésével. 1Mindkét effektus
az un. "coiling" &dtalakuldsra utal /a molsuly nem valto-

zik, és denaturdcié sem kidvetkezik bel42’149. Ez azt je-

lenti, hogy a DNS rigiditdsa cstkken, és 1gy képes kisebb

z [X3 . X .e - .]
térfogatra Gsszegbmbilyddni. 149

szerint a coiling a
foszfdt alkilezés kovetkezmdénye, emely csdkkentve a ne-
gativ Ossztdltést, csdkkenti a taszitdst. A foszfdat ész-
terezdéssel magyardzzdk a bidzikus proteinek feld mutatott
147, Kés6bbi értékelés szerint

a DNMNS dimenzidé- 8s alakvidltiozdsa oldatban a bdzisok-

affinitds csitkkendsét is
142
ba bevitt pozitiv t6ltés eredménye, ami a negativ fosz-
fatokkal vald kdlcsdnhatas révén fejti ki hatdsst.
A bevitt alkil csoport sztérikus effektusa sem elha-
nyago.hatél4o, és a DNS hidracids burka is megvéltozikl42.
Az alkildlt DNS neutralis pH-n és alacsony hiémér-

149 . 0 .. v s .
2. 37 ¢V-on t6rténd inkubd-

ékleten viszonylag stabil
lés hatédsdra azonban neutrdlis pH-n is instabilis az =2l-
kilalt DI'S. Oka a depurindlddds, azaz a purinok imidazol
gyirtjében 1éveé pozitiv toltds miatti N-glukozid kdtés
felnyildsa. Bz a folyamat flgg a plH-tdl, hémérséklettdl
és az inkubdcids id6t61145’151..A depuringlddds utén a
dezoxiribdz rész instabil marad, amely szabad aldehid
csoport Jelenlétének a kévetkezménye147. /Erre utal a
pozitiv Schiff-reakci6152, valamint NaBH,~del torténd

redukcidval és NH20H~nal torténd oximképzéssel a depu-



ringlt DNS stabilizalédik™°Q/ A depurindlt DNS B-elimi-
nécién keresztiil bekdvetkezé foszfor-diészter hasadés,
azaz degraddcid révén.stabilizélédik147. A degradécio
pH, hémérséklet és idé flggd, valamint figg a puffertdl
is¥22, az alkildlt DNS degradéciéja nemcsak a f-eliming~

cié kovetkezménye, hanem a foszfdt alkilezést kovetd tri-
146,147,153

észter hasad&sé is
A degradacid akkor vezet molsuly csdkkenéshez, ha
mindkét. szal eltdrik. Monoalkildlds esetén statisztikusan
70 "single-strand" torésre esik egy "double-strand" toérés,
egy 107 D molsulyu DNS—ben149. 37 C°~on, neutrialis pH-n
inkubdlva az alkilezett DNS-t, a molsuly hamarosan csdk-
kenni kezd, mivel a depurindlddds és degradicid is még-

torténik ilyen kdrilménvek Xoézdtt. A molsuly csdkkends
természetesen naryobb mérvi bifunkcids alkilezlszerekkel
tortént alkilsdlss utdn, mivel egy keresztkotés teljes ki-
hasadédsa rogtin.a dupla hélix torésédhez vezet.

Az alkilezds hathsanl k8zé tartozik a T, -ben bekidvet-
kezé csdkrends is. Dimetril-szulfdéttal metildlt DNS Tm—je
linedrisan csdkken a metildlas fokdnak novekeddsével
142’154. A csdkkenés nem a denaturdldédds, hanem a depu-
rinédcié és a degradicidé miatt vant??, A metilsdlt DNS T
pontja sokkal kevésbé flre n kation koncentrdcidtdél, mint
a nativé. Spermidin és spermin csdkkentik a metilalt DNS
T, pontjét. A poli-I-lizin - metildlt DNS m—je aliF ma-
gasabb, mint a metilélt'DVS—é.*Kielégité magyaraszatot e-~
zekre a Jelenségekre nem adtaki’?,

Bifunkcids alkilez@szerekkel tiérténd alkilezés ese-
tén diguanil szdrmazékok is 1létre jdnnek. Mennyiségiik kb.

25 %-a a monoalkilezett szérmazékoknak14o’156

. A dipua-
nil képzddés két lépéses reakcid: a monoalkilezés gvors,
a médsodik rendszerint lassu 1lépés. A divuanil szarmazé-
kok hdrom csoportba oszthatdk: intra strand, inter strand

€s intermolekuldris keresztkétés. Ez utdbbi a kisdrletek-
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ben alkalmazott DNS koncentrécidk mellett elhanyagolhatd.
A diguénil szdrmazékok legaldbb 30 %-a, az alkilezlszer-
t81 fliggben, inter strand keresztkdtés. A keresztkotési
reakcié hémérséklet és id6 fliggb. A keresztkdtéses alki-
lezés mérésére tobbféle médszer haszndlatos: UC analizis,
renaturdldédds vizsgdlata, T, pont mérés, DNase-zal tdrté-
né emésztés.

2.6. Epoxi vegylletekkel alkilezett DNS

Az intézetben kordbban és jelenleg is részletes vizs-
gdlatok folynak kiilonbdzé bifunkcids alkilezlszerek. és a
DNS k&zo6tti reakcid vizsgdlatdra, sztereokémiai és gydgy-
ézerkémiai Jelent8séglik miatt. Ezek sordn jelentds kildnb-
cés adddott a sztereoizomer diepoxi-butdnok keresztkoté-
képessége kozdtt, valamint kiilénb6z8 térszerkezeti di-
epoxi-hexitek és czek szubsztitudlt szirmazékainak hatdsa
kozsttto7,

Az epoxi vegyliletek nukleofil centrumokkal /A /,

Sne mechanizmus szerint reagédlnak:

A -
R-CH-CH,, —>  R-CH-CH,-A + OH
N4 4
*H g OH
07/ |

Ilven nukleofil centrum a DNS-ben pl. a guanin N7 atomja,
valamint a foszfédt nem észter kotésben 1évé O-je. A nuk-
‘leofil centrumok tdmaddsi pontja az epoxi gyliri metilén
csoportja. Majdnem minden karcinosztatikus epoxi vegyilet
tartalmez minden epoxi gyliriin egy szubsztitudlatlan me-
tilén csoportot. A szubsztitucidé jelentésen lecsdkkenti
mind a kémiai, mind a biokémiail reaktivitést}ss.

A diepoxi-butdnok és a szubsztitudlatlan hexitek,
valamint a monofunkcids analdégok s konstansai /Swain-
Scott egyenlet/ kodzel azonosak, 1,0 kéril vannak. 37 c°-
on, pH=7, tiszta vizben a diepoxi-butdan fél sdtalakulési



1dege 100 ora157
| A keresztkotést letrehozo kétszeres alkilezési fo-
“lyamatban lényeges a konfigurdcié. Igy a diepoxidok DNS~
sel torténd reakcidinak vizsgdlata kiemeli a sztérikus
faktorok Jjelentéségét. |

A reakcididd flggvényében vizsgdlva a renaturdlha-
tésép amely a keresztkétés mértékére utal /ldsd 3.3.5.
feJezet/, az I- és D-diepoxi-butdn azonos koncentrdcidk-
ban, idében elkiilénilve fejtik ki hatdsukat: a D csak j6-
val késébb éri el a telitdési szakaszt. A mezo pedig jéval

157

kisebb %-ban létesit keresztkitéseket . Az L~diepoxi-

butén a mustdrok utdn az egyik legerdsebb keresztkotd
szer, antitumcr~hatésu158“16o. A depurindcidé az L-nél
gyorsabb, mint 2 D-nél, de mindketténél igen nagy mérté-
ki, ami érthetd, mivel a 4 C-atomos lénc rovid a 8 £ 4t-
hidalédsdhoz. Hory egyvdltaldn lehetsédres, az a DN3 flexi-

’ »

svardzhatd. 4 Teszmllisés a depurindldédéassal

A hexit~dienoxidoXx %&zil az 1,2-5 6—d13nn10 o-dul-
cit és an 1,2-5,6~dilanhidro-nannit hatdsa kozdtti kidldnb-
ség a konfigurdcidnak tulajdonithatd. Az utébbi vegylilet
3,4 helyzetben izopropilidén csoportot tartalmazd szdrma-
zéxa viszont mér alig hoz létre keresztkdtést. QOka a
sztérikus gdtlds. A dienhidro-dulcit 3,&‘d1809tll SZar-
mazékdnak gyengébb hatdsa szintén térgatlédssal magyardz-
hatél57.

2.7+ RNS szintdzis alkilezett DNS itemplidton

A bidléclal alkilezészerek in vivo effektusa hérom
csoportba oszthatd: citosztatikus 11l. tumorgdtlsd, muta-
gén és karcinogén hatds. Ez utdébbi valamely sejtbeli mak-
romolekuldval valé reakcidé eredménye. A mutagén effektus
vagy az alkilezés okozta anomslis bézis parosodds, vagy a
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‘depurinécié miatt bekdvetkezd un. "mutation by deletion”
kévetkeéménye. A citosztatikus hatds pedig elsCsorban a
DNS replikécidé gdétldédsan alapul.

A DNS replikécié gdtlésdra a bifunkcids alkilezlsze-
rek sokkal hatdsosabbak, mint a monofunkciésok. Azonban '
a replikdcié teljes gétldsa esetén is az RNS szintézis
kisebb sebességgel, de tovabb folyhat ugyanazon a templé-
ton, mivel ehhez csak részleges templdt lecsavarodds szik-
séges. A sebesség csikkenéds okdra egyérielmil magyardzat
nincs, mivel a folyvamat Osszetett.

A 4. dbra a 2.5. fejezetben emlitett hatdsok semati-
kus Osszefoglalésa, kibdévitva az RNS szintézisre vald ha-
tds dbrdzolésdvnl.

Alkilezes Hatasa a DNS-re

Coiling =

Purin alkilezes

N [ |
Foszfat alkilezés Depur. /('0610 ,
' . .50 | ]
Deqradacio =
9 TT——dsb
RNS - szintezis
Lancinditds
Lapcnoye{«edes
Lanczaras
4. Abra

Az alkilezés hatdsdra bekidvetkezd RNS szintdézis se-
besség csbkkenés szdmbajohetl okai: coiling effektus, al-

k11 csoprtok hatdsa /szamuk, eloszldsuk, térkitdltdsik,
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liofilitds viltozdsa/, depurindcid és degraddcié. Kis
mértéki alkilezésnél /akdr mono- aksdr bifunkcids vegyl-
lettel/, amikor még nincs kimutathatdé depurindcid és deg-
radgécidé, a templat aktivitds Jelentlsen csotkkenhet. Ez a
bevitt alkil csoportok hatésdt mutatja /az alkilezés haté-

sédt a coiling effektustél nem lehet elvélasztani/142’l62”

163.

N-mustarral végzett kisérletek alapjén a DNS templét
aktivitdsa /RNS szintézisben/ linedrisan csOkken a bevitt
164. Kimutattdk
tovabbd, hozy o templdt aktivitds logaritmusa linedrisan

165

cstkken az alkilezdszer koncentricidjival .

alkil csoportok szdménak logaritmussdval

Azonos mértéki alkilezés esetén a S-mustar és mono-
funkcids araldpja kdzel egyforman hatdsos az RNS szinté-
2is gatidsabant®®,

A bevitt alkil csoportok direkt hatdsa féleg a lénc-
névekedést gatelja, azaz korail terminsdcidét okoz. A korai
termindcid a denurindlddas és a depraddcid miatt is be-
kUvetkezikl4?’163’167.

A bifuncidésokkal tdrténé alkilezéskor a kialakult
keresztkdtéoek kdzvetlen hatdsa ugyanaz, mint a monoal-
kildlésnak. Nagyobb szdzaléku keresztkdtéds azonban a
lanc inditdsioz sziikséges lecsavaroddst is gdtolhat ja,
igy direkt hatdsa is nagyobb, mint a monoalkililasnak.
Indirekt hatdsdban pedig a molsulyt csdkkenté effektusa
miatt erélyesebb inhibitor164, és a templat aktivitast

nulldra is csékkentheti162.

Wovekvé alkildlassal nemcsak a szintetizdlt RNS
0sszes mennyisége csdkken, hanem a molekulasulya is. A
molekulasuly eloszlds is Jjelentésen megvdltozik: novekvé
mértéki alkildldssal az RNS 6 tomege mind kisebb szedi-

mentdcids dllanddju 1eszlo2.



2.8. Célkitizés

l‘/

20/

3./

4./

A biokémia egyik igen érdekes kérdése, hogy miért
egyetemesek a természetben az L-aminosavakbdl felé-

' plilé proteinek, és a D-ribézbdl és D-dezoxiribdzbsl

felépiil6 nukleinsavak. A kérdést sokan vizsgdltdk, e-
gészen egyszerﬁ modellekbél kiindulva. Gabbay és mun-
katdrsai T, pont mérések alapjén modelleket dllitot-
tak fel a DNS diaminok d1ltal torténé stabilizdcidjd-
nak bizonyitdsdra. Elméletiik azonban vitathatd.
Sztereokémiai hatédsok vizsgdlata céljdbdél kliloénbozd
dliamino szirmazékokat szintetizsdltunk, és hdédenatu-
rdcids médszerrel megvizspgidltuk a DNS-sel vald kol-
csdnhatdsukat.

Az alkilezlszerek peptidhordozdinak vizsgdlata gydgy-~
szerkémial Jelentladgcil, ezenkivill érdekes sutereoké-
miaei szempontbdl is. Az BLTE Szerves Kémiai Tanszékén
Dr. Szekerke IMAria irdnyitdsdval kiilonbozé dipeptide-
kel szintetizdltak, amelyek DN3-sel vald komplex kép-
zését intézetliinkben vizsgdltuk meg h6édenaturdcidés
médszerrel.

Nincs egyértelml magyardzat a diaminok hatdsdra 18t-
rejovd RN3 szintézis stimuldcidnak. Megvizsgdltuk né-
hdny, a DNS Ty pontjdra kilonbdz€képpen hatd diamin
templdt aktivitdsra valdé effektusst.

Az intézetben kordbban a DNS keresztkdiéses alkilezé-
se szempont jdbél megvizsgdlt kiilonbszd szerkezeti,
epoxidtipusu alkilez6szerekkel kezelt DNS-en végbe-~
mend enzim katalizdlta RNS szintézist tanulmdnyoztuk
sztereokémial és mechanizmus vizsgdlati célbdél.



%, Kisédrleti anvagok dés mddszerek

%,1. Modell vepyiiletek elddllitdsa

%.l.1l. Diamino vegyﬁletek

A diamino vegy uleueh / HQL/CH / IIW,'n:2#6 / dihid-
rokloridjainak c1dallitdsa a me fe¢elo diamino vegylle-
tekbdl /Fluka/ toértént. '

s DI~1izin monchidroklorid jai Reanal
ak, emelycxk étkrisﬁalyObltaG utan keril-

e
A diamino-munnit-dihidroklorid, velamint o D-mannit,
dulcit és D-szeorbit a Chinoin terméxel.

izomer 1lizin-metil-, -~eiil~-, -izopropil-
florides modszercelt® Késziltek az és

ternek merfeleld Reanal készitményl olddszerekben a szie-

reoizomer lizinekbdl. S

A ¥ét vaterner ammdénium vegzviloet ~RHP+/CH?/5N+R3.
2 Br - 1,5-01bzém¥panjnaoi /Pluka/ és a“megneie17 ter-
cier aminbgl kdsaillit etano]ban5l. R=CH,- eszeien a reak-—
cld vembacsdében 20 drén 4t szobanémérsékieton, R=CHzCH ;-
esetén 20 drds reflux alatt ment véghe.

A B-metill-pentometilén-diamin.ZHCLI /2 pentametilén-
diamin o tovébbilakban PLHD/ ssintézisdnek lépdsei: maion-
észter, 2-metil-malondszter, ik Hy-es rédukeidval 2-ne-
tll~‘,3~0répédclol, bombacséban 48 %-0s HBr-dal 2-metil-

1,7-dibrdém=-propan, 2-metil-1,3-propin-dinitril, katali-
tikus redulkcid, majd KépLGQJOL'a végtermék.
DL-1-hidroximetil-PKHD.2HC1: 1izinbdél kiindulva
icnilkloridos médezcrra} DL-lizjn~metilésvter.ZHPT tri-
il-m tllk]O“]duallgg

ter, LiAlli,-es redukcidva
a

Ny,N?'-ditritil-Dl-lizin-metilész-

1*70 a hidroxi vesylilet, végil

tritil csoport lehasitdsa HCl-ban valé Torraldssal

DL-1i-metil-PMD.2HCLl: acetecetdszterbdl ¢s skrilinit

3
LS TR O VEa
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"rilbé1l Michael-addiciéval 2-propionitril-acetecetészter,
ketonnd hasitéssal 5-oxo-kapronitril, hidroxilamin-hid-
rokloriddal 5—oximino7kapronitrill71, Na/n-butilalkoholos
redukciévall72 a diemin, végll sdéképzéssel a vegyilet.

A DL-1-izopropil-PMD.2HCl: acetecetészterbél és izo-
vajsavkloridbél 2—izobutiril-acetecetészter173, savv4 ha-
sitdssal izobutiril-ecetsav-etilészter. A tovabbi 1épések
- =Michael-addicié, ketonnd hasitds, stb.~ az ellzl vegyi-
letnél leirtakkal azonosak.

Az anyagok azonositdsa és tisztasdgi fokdnak megha-—
tdrozdasa olvadéspont méréssel, elementdris analizissel
/C, H, N, C1/, forgatdsi értékek meghatdrozissval, infra-
vériés és egy esetben /DL-l-hidroximetil-PKMD/ NMR spektrosz-
képidval. tértént /2. téblszat/.

%.1.2. Dipeptidek

A modell dipeptidex szintézise az ELTE Szerves Kémiai
Tanszékén tirtént. A szintézisek menete és a fizikai 41-
174

landdx a dolgozatban talalhatdk meg.

2.1.%. Epoxidok

Az 1,2-5,6-diepoxi~dulcit /DAD/ és az 1,2-5,6—di¢
epoxi-3,4-izopropilidén~D-mannit /DAMAM/ a Chinoin ter-
mékei, az 1,2-5,6-diepoxi-%,4-diacetil~dulcit /diAcDAD/
el8allitdsa osztdlyunkon tdrtént DAD-bS1.

DL-2,%~epoxi-propanol/l/, /v. glicid v. epihidrin-
alkohol/: epiklérhidrinbél az epoxi gylirit hig kénsavas
felnyitéséval glicerin-e«-kldérhidrin, ebbél XOH/absz.
etanolos gylrizardssal a vegyﬁletl73.

L/+/-1,2=-3,4~-diepoxi~butdn: D-borkdésavbél azeotrop
észtieresitéssel D-borkésav-dietilészter, ebbél 2,2-di-
metoxi-propénnal 2,3-0O-izopropilidén-D-borkésav-dietil-
észter, LiA1H4—es redukciéval 2,3~-0-izopropilidén~D~-
treitol. Absz. piridinben metdnszulfonsavkloriddal 2,3~



2. tablazat

E’st op. /¢%/ Csszesképlet Analizis
Vegcylulet D . -
/C3,H?C/ nért iragd, oleuly szamnclt taldit
Etiléndianin. - couhl. CoHo 3G, C 18,05 ¢ 18,0
2 a‘—\—-' < < !I r[' 52 17 8 C
- 02‘.' “< & b1 L4 3
2HC1 133,02 Cl 57,3 C1 53,52
Propiléndiamin. - 243 2473 Gty W50, C Qﬁ,? , g 22,7
R z A H 8,186 %6
2HC1 « 147,508 No19,1 | N 18,9
Cl 48,3 Cl 48,%
Tutrescin,.2iC? - - 15 C4Hy 475015 c 29,8 c 29,85
161.08 H 8,7 H 90
e N 17,4 N 17,5
Cl 44,15 Cl 43,94
PLVD /cadaverin/ - 261-2 C5H16N2612 S. 3i,%6 g Sg,gl
- : -~ 1 -
.ZEC1 175,11 N 16,0 N 15,85
1 40,6 Cl 40,62
Hexametilén- - 250 24850 | Cglly ogN5Cl, g 32,}5 | cC .ig,g
e s . a ; H 0
z sy S ’
~lizin- i} ' s NLO c 36,0 Cc 36,2
I~lizin-metil C7h18h202012 " 7:7 I 7:86
észter2HC1 +16,C 211-2 212 233,14 ~ 12,0 N 12,17
Cl 30,5 Cl 30,3

- bg -




o5 N .o Y. , .
. [c';.; g Spa Courepkénlet Anzclizis
4 ‘rj’ N/ T
SeB G HAQ/ . . .- A .
F oyl mért Food, elsuly czémelt taldlit
D ~iizin-metil-~ ~15,67 210-11 C751§N202C1? c 36,0 o 36,23
. h N - - _‘
édszter,2HCl ~ 5 Z’7 % 8,19
Cl 30,5 Cl 30,45

- G¢ -

DI-lizin-metil- - 216-17 2183 " " Cc 36,11
észter.2HC1 v | ‘ g 12:;
: c1 3C,51
L-lizin-etil- +11,67 | 143-4 143,5-| Cgilogl,0,C1, | C 38,8 | C 38,6
ot o © H 8,1 | H 8,5
éonter,2nCl 40 247,17 C1 28,7 | c1 28,6
D-lizin-etil- c 38,95
’ STy Ardi H 8 5
eszZ2ileresdi - Al " "
es te 3 Cl . IO,b/ 14/ “r Cl 28:6
Dl-lizin-etii- - 165-5 " oo C .738,6
dazter,2iC] - 1 H 8,5
cszter.ciCl c1 28.5
L-lizin-izopro~ | +8,33 | 163-5 CoHapNoCoCly | € 41,4 | C 41,6
pilldszter.2HCL ' H 8,4 | H 8,41
il 261,2 ¢1 27,2 | c1 26,87
DL-lizin-izopro- | - 130=2 " " o] <41,2
piléczter .2HCL : H 8,9

\ | - | Cc1 27,4




op. /Cc%/ Osszegképlet Analizis
Vegyilet =

mért ircd. Molsuly szdmolt taldlt
DL-l-hidroximetil- | 125 CgHqgl0Cl, | C 35,0 C %4,73
. H 8,78 H 9,27

D .2HC1 ’

. 205,13 N 13,6 N 13,4
Cl 34,6 Cl %4,94
DL-1-metil-PMD. 178-¢ C. H18 2C72 Cc 38,1 c 37,98
2HC1 H 9,55 H 9,98
189,13 N 14,8 N 14,69

C1 37,55 cl 37,6
DIL-1l-izopropil-FMD | 199-20C CglissNoCl, C 44,2 C 43,93
oC1 H 10,25 4 10,28
°e 217.19 N 12,9 N 13,15
Cl %2,75 | Cl 32,85
Z-metil-PHD.2HCL 25%-4 CeHyglisCly C 38,1 c 37,86
: H 9,55 | H 10,03
189,13 Cl 37,55 Cl 37,12
N,M,N,NININ~hexa~ | 27C 2Te CqrH qioBr, | C 47,20 C 47,20
e ti1-T"D . oBp = H 9,26 H 9,07
- S 432,34 N 6,47 N 6,8
Br 37,05 Br 36 17
N, ML ~hexa— - 3C3 Co o H 4 N BT c 357,92 c 38,04
_t--‘_t;,,D 2Br~ 11 (.\3 2 2 H 8,05 H . 8,29
metil->D. 348,18 N 8,05 N 8,13
Br 46,C Pr 46 ¢

-92-



. o 25 i3 0 (3 £ Analizis
p. /C dsszegk t
Vegylilet [ ]D r /C7/ Osszegképle

/¢2,CHC15/ legyéb &1llandék| Iolsuly s zAmolt 141t
DL-2,3-epoxi- _ 53-54/¢,5 mm CHg0, C 48,62 | ¢ 49,07
25_ 1 4= ‘
propanol/1/ np 521,5311 74,08 H 8,17 | H 8,45
' /fs5¢=1,111/

1/+/-1,2=3, 4~ +22,85 | 143-5/760 nm C 4600 ¢ 55,9 | ¢ 55,94
diepoxi-butdn n§O= 1,435 £6,09 H 7,04 |H 7,08

/£s%C=1,113/

D/=/=1,2=3, 4= ~2%,925 | 144/760 mm " v | c 55,78
diepoxi-butén ' /£s°C=1,113/ 7,31

- L —
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-Orizopropilidén~D-treitolﬂl,4—bisz—metéhszulfonét. Me~
ténszulfonsavval refluxdlva 1,4-bisz-meziloxi-D~treitol,
véglil ez utdébbi éteres oldatdban tomény lug hatgsdra gyii-
rizdréssal a venyulet157
D/-/-1,2-3,4-diepoxi- ~butdn: az el6z6 vegyllet elo—
411it4s4ndl emlitett 2,3-O-izopropilidén-D-treitolbdl
48 %~os HBr/cc. kénsavval 1,4-dibrdm-D- tre1to1_ ennek é-

teres: oldatdban témény luggel zyuruzalésl)/

2.2« A Kisérlctekben Telhasznilt egyédb anyvasok

A NaCl, Na?HPO4
YCl Ngcl 6{20 és a trz klérecetsav a.lt. mindségi Reanal

.2{ ,0 /Sorensen szerint/, Nai2“04.h

kész;tmcnyek voltak. 4 trindtrium-citrat Merck, a TRIS
/trihidroximetil-metilamin/ Koch-Light lLab. Lid., a.2-
merkaptoetanol Calbilochem p.a. minéségl készitmények vol-
tak.

SSC puffer: 0,15 M NaCl, 0,015 M Lrinétrium—citfét,
pi=7,2 bidesztilldlt Vézben, Cyat = 5195 1.

88C/%3 puffer: 0,001 M NaCl, 0,001 M trindtrium-
citrdt, pH=7,2 bidesztilldlt Vizben, Cyat = 4. 10-3 i

Dezoxiribonukleinsav: csirkevérbdl izolslt magas po-
limerizdcids foku Reanal készitmény. QQ-tartaWWQ 41,7 + 1,0
mol% hddenaturdcids méréseink alapijan /Tm=87,0 + 0,4 CO
SsC pufferben/. £/P/ 7100 /foszfor tartslombdl szdwol-
vad fAtlagmolsuly 7,41. 106 D ultracentrifugsds szedimentd-
cids® A1landébdl, 820,W= 20,0. /Kémiai Szerkezet Kutats
Laboraté?ium/ szémolva 2z irodalomban 175 megacdott keéplet
alapjdn : 0,445 1g M = 1,819 + lg /SZO,W’ 2{7/.

Adenozin-5’-trifoszfat-~, guanovin—5’—t”ifoszfét—,
uridin-5’-trifoszfat—- és citidin-5’-trifoszfii-dika sék
Miles Lab. Inc. készitmények.
' 14C/U/--uridin-—S’ trifoszfit 300 mCi/mM specifikus
akt1v1tasu, 96 % radiokémiai tisztasdfi foku csehszlovik
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gyédrimény volt /Institut fir Forschung, Herstellung und
Anwendung der Radioisotope, Praha/.

RNS polimerdz enzim: E. coli K,,-b6l izoldlva /Miles
Lab. Inc./. opec1f1kus aktivitdsa: 294 U /egység//mg pro-
tein. Az egység definicidja: az enzim azon mennyisége, a-
mely 1 nM’14C~ATP savoldhatatlan anyagba valdé beéplilését
katalizdlja Calf Thymus DNS templdton 10 perc alatt 37 cC-
on. Az enzim egyéb adatai: 312 U/ml /az enzim 1:1 0,01 M
TRIS puffer:glicerin oldatban, pH=7,9, 0,01 1! AgClg, 0,1
M KCl, 0,1 mM ditio-treitol, 0,1 mM EDTA/, valesmint 1,06
mg protein/ml.

3.3. Kisdrletl médszerek és eszkozidk

7.%.1. Hldenaturdcids gorbék felvétele

Az abszorpcid-hémérsdéklet profil felvétele a 14 iro-

dalom alapjén egy, az intdézetben dtalakitott UNICAM SFP~
500 spektrofotométerrel tirtént. A mérdsekel 1 cm-es ki-
vettaban, pufferral 1l1l. puffer és diamino 111. dipeptid
vegylilettel szemben végeztik, alifds diaminok vizsgdlats—
ndl 260 nm-nél, az aromds oldalldncot tartalmazdé dipepti-
deknél 258 nm-nél. A héméraéklet mérését a kivetta teflon
dugdjan at, kozvetlenll a fényut f61é az oldaiba benyuld,
lvegbe dgyazott vas-konstantsdn termoelem biztositotta. A
termoelem hidegpontja egy 25 ¢%-0s termosztatban volt. A
hémérséklet leolvasdsdra kompenzécids milszert haszndltunk
/Thermocontrol, Typ:YAK, Ganz, Budapest/. A klivettahdz
i1l. a klvettdk egyenletes felfitését /0,5 Co/perc/ azn
intézetben készitett linedris hémérséklet programmozdé
biztositotta, a flitékidzeg viz-glicerin clesy volt.

A DNS torzsoldatok 1000-1400 pug/ml korcentrdcidjuak
voltak. A T pont méréséhez az oldatok 14-26 pg/ml DNS-t
tartalmaztak, a 25 ¢®-on mért kiindulési 6?6 értékekbél
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/0,2%-0,4%/ szémolva, ami a DNS foszfor tartalma alapjin
-3,2-6;0;10-5M4nak felel meg. A hiperkrom effektus 35-42 %
k6z8tt volt. Az elnyelési értékek nincsenek korrigdlva a
viz expanziés faktordval. Minden gérbe felvétele minimd-
lisan 20 mérési pont alapjdn tortént. A mérés pontosséga
+ 0,05~ + 0,5 c® k6z6tt v4ltozott. Minden megadott T
pont minimdlisan hdrom Th pont mérés atlaga.

Az alifds diaminok vizsgdlata a mdr emlitett SSC és
S8C/3% pufferekben tdrtént. A dipeptidek vizsgdlaténdl a
puffer, az ionkoncentracid és a pH a Brown71 4ltal leir-
takkal volt azonos, hogry a mért adatok az dltala publi-
kdltakkal Osszehasonlithatdk legyenek: 0,002 M foszfat

puffer pH=6,35, 0,001 M NaCl hidesztillalt vizben.
| " Az -cldatok hidrogénion koncentrdcidjénak bedllitdsa
Redelkis pH-méterrel tértént /Typ:0P-205/. A bedllités .
pontossaga: pl=7,2 + 0,03.

3.%.2. DNS transzkripcié in vitro

Mivel az RNS polimerdz katalizdlta RNS szintézis
fisgg a puffertdl, pH-tél, stb., standardizsli rendszerre
 van szikaég Osszehasonlithatd eredményekhez. A kisérle-
texet az aldbbil Osszetétell reakcidelegyben hajtottam
végreso' 0,04 ¥ TRIS pH=7,9, 0,2 M KC1l, 0,012 WM NMgCl
4,2 mM 2-merkaptoetanol, 0,8 mM XTpP, 0,1 mCi.14C—UTP
/300 mCi/mM/, 100 g DNS, 10,6 pg azaz 10 pl . coli RNS
polimerdz 0,5 ml Ossztérfogatban. Az enzim bemérés Ha-
milton mik;opipettéval tértént, a DNS koncentrdeidt €.,
mérés alapjsn hatdroztam meg. A DNS mintdkat a diaminok
vizsgélatdndl dializis nélkil, alkilezett DNS-ek vizsgd-
laténdl dializis utdn mértem be az RNS szintézis reakeid-

2)

elesybe. Minden enzimes méréshez % v. S pdrhuzamos min-
tAt készitettem.
Az RNS szintézis eldrehaladdsardl a‘lqc~UTP savold~-



' hatatlan anyagba valé beéplilése /14C-UMP formd jaban/ ad
felvilggositést.

A reekcié az enzim hozzdaddsdval indult meg. Az in-
kubsgcid 37 ¢P-on tortént meghatdrozott ideig. A reakcié
ledllitésa 0,1 ml kb. 1300 pg/ml-es denaturdlt DNS hoz-
zdaddsa utdn 2 ml jéghideg 5 %-os triklérecetsavval tor-
tént. A kémesd jeges flurddbe kerilt %0 percig, majd a
savoldhatatlan anyagot 0,45 p pérusméretli membranszird-
vel szirtem /Sartorius GmbH/, 4x5 ml 5 %-os trikldrecet-
savval'mostam. A szirflemezek megszdradds: utdn radioak-
tivités mérésre kerliltek az intézetben kifejlesztett
giz fdzisu, proporciondlis tartomdanyban mérd 14C

lizdtorban.

ana-

«3.5. A DNS alkilezése

W

A DN3 mintdk alkilezési reakcidinak végrehajtdsa és
spektrofotometrids cnalizise 157 alepjén toértént. A re-
akcidelegyek azonban mds Gsszetdtelliek voltak. Az 6ssée-.
tételt az RNJ szintédzis kovetelményel szabtdk meg.

Az alkxllezéshez haszniglt pufferek Osszetétele:

0,04 M TRIS pH=7,9, 0,1 M KCl, a DNS koncentrécidé 1 mg/ml
/}2,2‘9.10'_3 M a foszfor tartalom alapjdn/. Az alkilezlszer
koncentrécidja a reakcid idaéfiggésének /0-24 dra/ vizs-
gédlata esetén 0,1 N /koncentrécidé ardny 4%,67 alkilez6-
szer molekula/DNS bdzis /, az alkilezdszer koncentrécid-
Ja hatdsanak vizsgdlatakor 0,01-0,5 M /koncentrdcié arsdny

4,37-218,35/, a reskcididé 2 6ra, a hémérséklet 7 ¢°.
3e3+s4. A DNS mintsk dializise

Az RNS szintézis vizsgdlatdhoz az alkilezési reak-
cidelegyhbl 5 ml-es mintdkat vettem. Ezek egy dializdlé
zsdkba keriltek /Kalle AG, Wiesbaden/, amelyek 0-5 C°
hémérsékleti, 500 ml térfogatu dializdldé pufferbe /0,04 M
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TRIS pH=7,9, 0,1 M KC1/ meriiltek. A hirtelen hiités a re-
akcié 16411itdsét szolgélta. A dializis célja pedig az

el nem reagdlt, ill. a nem DNS-sel elreagalt és elhidro-
1izé1t,a1ki1ezészerék makromolekulds oldatbél vald eltd~
volitésa volt. Irodalmi adatok alapjénl64 1077 M N-mus-
tar 25 %-kal csbkkenti az RNS polimersz aktivitdssat,
AlOm3 M alatt pedig az aktivitdst gyakorlatilag nem befo-
lydsolja. Az epoxid vegylletek Ross-fé1e176 tioszulfiatos
meghatérozéssal 0,005-0,01 M koncentrdcidig mutathatdk
ki. Kisérleteinkben a dializdld folyadékot /500 ml/ %-4-
szef cseréltem, és a dializis Osszesen 100-120 d<réig
tartott 0~5 ¢° kBz5tti hémérsékleten. A dializis elsé
szakasza utén /kb. 30 Sra/ mar nem volt analitikailag ki-
mutathaié mennyiségll alkilezdszer a mekromolekulsds oldat-
ban.

2.3.5. A DNS renaturdlhatdsdgdnak meghatdrozésa

A DNS renaturdlhatdsdsdnak meghatdrozdsshoz a diali-
z4alt mintakbdél 0,5 ml-es térfopatokat 25 ml bidesztillalt
vizbe pipettdztam. Ebbél az elegybdél 4x4 ml-t kémescbe
mértem, kettéhdz 1-1 ml deszt. vizet adtam, a mdsik ket-
téhéz e1lébb 0,5-0,5 ml 0,2 n NaQOH-ot, majd 2 perc mulva
alapos Usszerazss utan 0,5-0,5 ml 0,2 n ecetsavat. kzutan
a mintdk extinkcids koefficienseit hatdroztam meg /260
nm-nél/, majd a nyert adatokbdl az aldbbi képletek alap-
Jén a keresztkotéses alkilezés mértékére jellemz{$ renatu-
rélhatdsdgi értékcket szdmoltam ki:

h, - h

k .
h

Renaturdlhatdssgi % =

100 /9/
k
€ : :
ahol hk: —_—~ - 1. A hk a kontroll minta hiperkrom effek-
tusa, az €. °a renaturélt minta, &
c¢idés koefficiense. A h= 2 ,
effektusa, €a renatursdlt minta extinkcids koefFficiense

o @ nativ minta extink-

az alkilezett minta hiperkrom
157
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4. Eredmények és kiértékelésiik

4.1. Alifds diamin szdarmazdkok hatdasa a DNS hfstabilitsd-

séra

A polimetilén-diaminok DNS héstabilitést noveld ha-
tdsa az irodalombdl ismert. Calf Thymus DNS esetén n=5~-
nél AT = 5,3 0c° /ez a maximglis effektus/, n=2-nél 2,0
¢® SSC pufferben. Csirkevérbll izolélt DNS-nél /Tm= 87,0
+ 0,4 ¢°, SSC pufferben/ ezek az értékek 5,0 ill. 1,7 c°.
/A7 amin xoncentrdcidé 0,05 I, a DN3 koncentrdcié 4,6.10_5-
M, az amin/bszis koncentricidé arany 1087./

A mérések pontossdgdhoz viszonyitva ezek a hémérsék-
let klilonbsérek kicsik finomabb effektusok méréséhez.

:
Horacckjo

mérdésel alapidn a AATm novelheté az 1on-=
koncentrdcid cstkkentésével védltozatlan v. csdkkené di-
amin koncentrdcidé mellett. Bzt az effektust megmértik

csirkevér DNS-sel. A kapott eredményeket a 3. téblazat,

velamint az 5. ds Ol dbra mutatja 10"'5 T PMDL2HCL ese-
tén.
3. tabléazat
PN ¥ =3 :
36Konc. 1glva] | Tppnss 10”7 M PMD.2HC1
[wa*] 1/ /co/ T, /C°/ AT /e
1,00.31077 | -2,397 | 58,8 + 0,5 | 86,7 + 0,1 27,9
7,40.107° | -2,1%. | 63,8 + 0,2 | 85,6 + 0,3 21,8
1,25.107° | -1,9031 | 67,2 + 0,2 | 84,7 + 0,3 17,5
5,01.107% | -1,%002 | 77,7 + 0,3 | 82,8 + 0,3 5,1
©,80.107° | -1,0088 | 8%,0 + 0,2 | 85,0 + 0,2 2,0
©,95.107F | -0,7100 | 87,0 + 0,4 | 87,8 + 0,2 0,8
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Az ?. gdbrin a Tm/DNS/“ lg sdékoncentricid egyenes
irdnytangense azonos az irodalomban a DNS-ekre leirtak-
kal, azaz leirhatdé a /4/ egyenlettel., Eszerint 1.10~3 M-
lal megnévelve a NaCl koncentrdcidét az S3C/3% pufferben
/a csirkevér DNS Ty pontja ebben a pufferben 58,8 + 0,5
CO, 20 mérés alapjén/ 1,6 ¢%-kal névekszik meg a DNS Tm-
Je. 1.10—3 M PMD.2HC1 pedig 27,9 ¢®-kxal néveli meg a T -
et. Bz 5,58-szorosa az SSC-ben mért maximalis effektus-
nak. _

A Finomabb efféktusok tanulmdnyozdssra ezért a to-
vdbbiakban a kisebb ilonerlsségil SSC/%% puffert haszndl-
tam. Az aminok koncentrdcidja mindig 1.10—'j M volt /Mahler
mérései szerint a ATm itt mér a telitési szakaszon van/
és az amin/DNS bdzis koncentrsdcid ardny 21,74.

A maximalis effektus ittt is n=5-nél van: 4. tdbldzat

[y -
45 és ellentétben Gabbay51’57

és 7. dbra, megeryezfen 'ahler
adataival. /A tdbldrzatokban a tovdbbiakban a DNS-diamin
xomplexek T -jét nem tlntetem fel, csak a nyert AT -eket./

4. tiablazat

. AT
Vegyilet AT_/C°/ | —"="100| Ry
: 27,9
/B /%/
Etilén-dianin.2HC1 18,5 + 0,2 66,3 42,0
Propilén-diamin.20Cl | 25,4 + 0,2 91,0 39,5
Butilén-diamin.2HC1 26,4 + 0,2 94,6 40,6
PMD.2HC1 27,9 + 0,1 | 100,0 41,1
Hexametilén-diamin.2HC1| 26,0 + 0,2 93,2 40,0
Diemino-mannit,2!IC1l 30,2 + 0,4 108,2 40,0
D-dulcit
D-mannit 2,5 + 0,3 9,0 28,0
D-szorbit .

. . R 4
/Rp & hiperkrom effektusy
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30 |

20

10 .

! L 1 i i

7 . ébra

A TND effektusdt is felllmulja azonban a hexameti-
lén~diamin 2,%,4,5~-tetrahidroxi szdrmazéka mannit konfi-
guracidéju izomerjének /dismino-mannit/ hatdsa. A hidroxi
csoportok mesndvelik az alapvegyilet stabilitdst noveld
effektusdt 4,2 ¢%=kal. A 2,%,4,5-tetrahidroxi-hexdn ki-
16nboz¢ izomer jeinek azonos hatdea van, ez azonhan kisebb,
mint a diamino-mannit dltal adott A/ATm/, azaz a 4,2 cO.

A pentametilén sorban 1—he1yettesitett sziarmazékol
esetén a metil- és izopropil csoport Fl'D-hez viszonyi-
tott effektus csOkkent¢ hatdsa /5. tdabldzat/ valészini-
leg els8sorban az apoldros karakter nivekedésével van
Osszeflggésben, éppen ury, mint a 3-nmetil szdrmazdknidl.,
Azonban nrem nindegy, hogy a szubsztitucid hol tortdnik,
A protondlt amino csoport mellett kialakult liofil szfé-
ra megzavardsa egy apoldros csoporttal /ionszmolvatsld

képoesér csdkkentdse/ Jobban codkkenti nr effeltist. Iir-

v -
R N T VAN
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5. téblazat

Vegyilet At /c°/ . | —= 100 Ry
27,9 :
/%/ e s
PMD . 2HC1 27,9 + 0,1 100,0 41,1
Z—-metil-PMD.2HC1 26,0 + 0,2 93,2 40,5
DL-I-hidroximetil- ‘ o
PMD . 2HC1 25,6 + 0,2 91,8 39,0
DL-1l-metil~PMD.2HC1 24,8 + 0,1 88,9 41,5
DL-1-izopropil-PMD.2HC1 | 23,8 + 0,53 85,3 40,7
L-lizin-etilészter.2HC1l | 15,6 + 0,3 55,9 39,8
D-lizin-etilészter.2HC1 | 15,0 + 0,2 53,8 40,8
DI-lizin-etilészter.2HC1{ 15,2 + 0,2 54,5 39,0
L-lizin-metilészter.2HC1} 14,0 + 0,1 50,2 40,0
D-lizin-metilésztler.2HCl| 13,7 + 0,2 - 49,1 37,8
DL-lizin-metilészter.
2HCL - 13,7 £ 0,2 49,1 38,0
L=lizin-izopropilészter.
2HC1 13,5 + 0,2 48,4 38,2
DI~lizin~izopropil-
dszter,2HCL 13,1 + 0,3 47,0 39,0
1-1izin.HC1 1,5 + 0,2 5,4 39,5
D-1izin.HC1 1 1,3+ 0,2 4,7 37,0
DI.~1i1zin.HC1 1% + 0,2 4,7 38,5
N,N,N,N}N}N’~hexametil~ :
PMD . 2Br " 18,2 + 0,2 65,2 39,2
N,N,N,N)NJN*’~-hexaetil~ ’
PMD .2Br 0,9 + 0,2 3,2 37,0

re utal az l-metil- és a 3-metil-PMD ATm—jei k6z6tti ki-
10nbség: Z&/ATm/=1,2 c®. az 1-helyettesitett szarmazé-
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kokndl a metil csoportok elektronkiildé effektusa is hoz-
zé jdrulhat a cstkkenéshez. Térgatlds a szabad rotdléds mi-
att kevésbé képzelhetd el. ,

A hidroximetil-PMD vegyiilet ATm-je 0,8 ¢%-kal maga-
sabb, mint az l-metil~PMD~é. Ez a hidroxil csoport pola-
ritdssval és & H-hid kétésben vald részvételével magyardz-—
haté. :

A PMD karboximetil, =-etil és -izopropil szdrmazékai
kb. 50 %-kal csékkentik az alapvegylilet stabilitds noveld
effektusdt. A cstkkenés feltehetlleg a karbonil csoport
oxigénje elektronsliriiségének és az apoldaros lénc hatésa-
nak a kivetkezménye. A karboxietil szdrmazékok adjdk a
legnagyobb AT _-et az észterek koézil. Ez valészinlileg hid-
rof'éb kdlesdnhatdsokkal figg Ussze.

A PMD karboxil szdrmazékail /sztereoizomer lizinek/

a PMD effektusdt szinte teljesen eltiintetik. A kapott
AT -ek 1.10~3M, azaz azonos koncentrgcidju NaCl ill. az
ezzel egvendrtdéki NH4C1 hatasaval azonosak. Ennek oka az
aminosav ikerion szerkezete.

A PMD, N,N,N,NININ’-hexametil-PMD, N,N,N,NJNIN’-
hexaetil-PMD sorban az apoldros szubsztituensek méreté—
nek névelése a ATm cs8kkenéséhez vezet, hasonldéképpen,
mint azt Gabbay51 poliribonukleotidokra megdllapitotta.

A csOkkenés részben térgdtldssal, részben a hidroféb ka-
rakter megnidvekedése miatti ionszolvatils kapacitds csodk-
kenésével magyardzhatd.

A sztereoizomer lizinek és észtereik ATmQjei azt mu-
tatjak, hogy habdr minden esetben az I, szdrmazékok adjik
a mérési dtlagok alapjdn a nagyobb effektust, az értékek
csak egyetlen sztereoizomer piar esetében /L- és D-lizin-
etilészter/ nem fedik &t epgymidsct. A kiildnbsée itt is csak
min. 0,1 Co, ma¥x. 1,1 c®. Habsr Gabbay47’57 mérésel sze-
rint a diamino-propionsav, -vajsav, ornitin és lizin
sztereoizomereknél is csak a legelsd /max. 1,1 CO/_és a
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legutolsé /min. 0,1 ¢, max. 1,3 ¢® kiilénbség/ esetben
nincs &tfedés /a mésodik és harmadik vegyliletnél a kii-
lénbség 0, i11l. 0,2 ¢°, a mérési hiba + 0,3 C%/, a ki-
1dnbségrek nagy Jjelent8séget tulajdonit, és ebbdl, vala-
mint az n=3% max. effektusbdl felépiti az egy szdlon va-
16 stabilizdcid elvét, amelyet mind DNS-ekre, mind poli-
ribonukleotidokra érvényesnek tekint. ’

Mivel egy metil csoport /3-metil-PMD/ az amin-fosz-
T4t kitéstdl tévol, valdszinlileg pusztén az apoldros lanc
destabilizdldé hatésa miatt 1,9 c®-kal csdkkenti a PMD
AT ~-jét, az amino csoport ktzelében 1évE pedig /l-metil-
PMD/ 3,1 Co—kal, azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
a konfigurdcidnak az alifés diaminok és a DNS kdlcsdnha-
‘tésabanm nines lényeges hatdsa.

A csirkevér DNS héstabilitdsa novekedésének az .ami-
nok aliféds lénchosszdtdél vald kisérleteinkben kimért flg-
rése, valamint a DNS és az aminok molekuléris paramétere-
inek51’57’62 ismerete alapjdn a Tsuboi-Liquori modellel
jooban magyardzhatjuk a DNS diaminok dltal térténd sta~
bilizdcidjét, mint a Gabbay-féle modellel.

4+2. Dipeptidek kolcsénhatdsa a DNS-sel

A vizsgdlt dipeptidek esyik része N-terminalisként
lizint és ornitint, C-termindlisként tirozin- és tripto-
fén-metilésztereket tartalmazott. Ezek a bazikus dipep-
tidek igy az adott pH-n dikation szerkezetiiek voltak. A
mésodik csoport N-termindlisa szerin, C-termindlisai ti-
rozin- és triptofdan-metilészterek voltak. Ezek monokati-
on~szerkeietﬁek, hasonléképpen;"mint a tirozin-metilész-
ter.

A bdzikus aminosavakat tartalmazd dipeptidek DNS~
sel vald kélestnhatdsa minden esetben a DNS T, pont janak
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novekedéséhez vezetett. Az effektus nagysdga a peptidet
alkotd aminosavaktdl és a peptidek koncentrdcidjiatél
flugegott /6. tédbldzat/, standard kériilmények kozbtt
/2.107% M foszf4t puffer pH=6,35, 1.107> M NaCl, DNS

koncentrécié: 4,6.10"5

6. tébldazat

M /foszfor//.

o
AT /C/
Dipeptid Peptid koncentricié /N/
1.107% | s5.107¢ 1.1077 | 2.107°
Lys-TyrCle 10,9+0,4 | 11,9+0,% | 13,0+0,5 | 13,2+0,4
Lys-D-TyrQtie - 10,4+0,1 | 10,5+0,2 -
Orn-TyrOMe - 11,4+0,2 | 11,8+0,4 -
Lys~TrpOife 16,7+1,0 - - -
Orn—-TrpOlie 11,2+0,5 | 13,6+0,8 - -
Tm »
c) e
80
17 o.%0- /
4 0,05
70-
doo o5 T 'ui—“c(m..,o‘o, I 10

° Veimm ')



- 51 -

, A bézikus dipeptidek Tm-jei a koncentrdcié figgvé-
nyében tipikus telitési gbrbét irnak le. A 8. 4bra az
L-1lizil-L-tirozin-metilészter koncentréacidinak hatését
‘mutat ja be. , ‘
A triptofén peptidek hatédsdt 5.10 ' M felett nem
* tudtuk megmérni, mert a heterogyliri UV elnyelést zavard

4

hatésa miatt a mérések érzékenysége és pontossépga erCsen
lecsokkent.

A Lys-TyrOMe nagyobb mértékben stabilizdl, mint a
megfelelé koncentréciéju D enantiomer, megegyezésben
Gabbay47
mint a lizin és észterei sztereoizomer jeinek esetén
/4.1. fejezet/: 1.107° M peptid koncentracidénil min.
1,8 CO,'max. 2,2 c®. A molekula mérete és az aromds ol-
dalldénc miatt a stabilizdcid mechanizmusa valésziniileg

méréseivel. A kiilénbségek itt mar nagyobbak,

nem ugyanaz, mint az egyszerd diaminoknél.

A 6. tdbldzat adataibdl jdél lathatd, hogy mind a
triptofdnt, mind o tirozint tartalmszé, azonos konfigu-
raciéju vegylileteknél a lizi1~dipeptidek magasabb ATm—
et adnak, mint a megfelell ornitil szdrmazékok. Ez a
klilonbség analdg a 4.1. fejezetben a cadaverin és a put-
rescin kozdtt emlit- tt killonbsérgel.

A kO6lecsdnhatds specificitdsdhoz az aromsds oldallan-
cok is hozzdjérulnak. Az analdés tirozin és triptofén
peptidek k&zil a triptofdn vegyliletek stabilizdlnak Job-—
ban. Ez az eredmény megesyenik Blr‘own‘71 eredményeivel,
akl Arg-Trp dipeptid esetén kapta a legnagyobb ATm—et.
Mivel a triptofdn hetero indol gyliriijében 1év¢ NH bazi-
citdsa elhanyagolhaté, bazikus, aminosavakkal képzett di-
peptidjei normdl dikntionok. A plandris indol gylri a-
zonban képessé teszi a triptofint a bidzis pdrok x6zé va-
16 beékelddésre /"intercalation"/, hasonléképpen megtdr-
ténhet ez a tirozinnal is74. A stabilizdl$ kapacitdsban
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16vé kiilinbsdyg igy az interkaldcidra vezethetd vissza.

A stabilizdcids effektus tovabbi vizsgdlatdhoz a
DNS olyan dipeptidekkel vald kdlesonhatdsét vizsgaltuk

meg, ahol a bdzikus aminosavak helyett szerin van. A ka-

pott eredményeket a 7. tébldzat tartalmazza /a reakcié-

elegy Osszetétele viltozatlan/.

T téblézat

AT /C%/
Dipeptid Peptid koncentricié /M/
1.107% | 2,107 | s5.107% | 1.1077| 2.107°
Ser-TrpQle 1,1+0,1 1,2+0,1} 1,0+0,1 - -
D~Ser-TrpOle| 0,1+, 0,2+0,1] 0,2+0,1 - -
Ser-TyrOMe |1,1- 0,1 -0,1 -1,1 -2,9+0,2
Tyrole 1,0 - - 0,4 ~2,% -

A ¥apott ATm—ek, mivel a vegyliletek monokation szer-

kezetliek, huasonld nagysderendliek, mint az egyértéki kati-~

onok, valamint a lizinek /4.1. fejezet/, tovdbbsi az iroda-
lomban emlitett alifds monosminc-hidrokloridok effektusa49.

Koncentrdcidéfliggdst az irodalom azonban nem emlit.

A triptofan peptidekben, a mért koncentrécidé inter-
vallumban a AT_ figgetlen a peptid koncentrdciétdl, mig
a tirozin peptid ATm~je ugyanebben a tartomanyban cstkken,
sét destabilizdlja a DNS dupla hélixet Ugyanez a hatésa
a TyrCile-nek is /negativ ATm/.

Az L-szeril és a D-szeril dipeptidek stabilizdlé ef-
fektusa kozdtti kilonbség az abszolut értédkeket tekintve
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nem olyan jelentls, mint a bdzikus dipeptidek esetén,
azonban a stabilizécié mértékéhez képest ez is figyelem-
reméltd. N

1-.10”4 M-ndl az azonos konfigurécidéju tiroczint és
triptofént tartalmazd peptidek stabilizdldé hatésa azo-
nos. A koncenirdcié névekedésével azonban a triptofan
szdrmazék hatdsa valtozatlen, mig a tiroziné csdkken.

Habdr mindkét tipusu dipeptidnél van kiildnbség a
triptofédn €3 a tirozin oldallanc 4dltal létrehozott sta-
bilizdld effektus kézétt, meg kell emliteni, hogy az in-
terkaldcids effektus nem szlikségképpen tikrdzldik vissza
a héstebilitsasban /fluoreszcencidn alapuld spektrofoto-
metria a legmepgfelelébb mdédszer az interkaldcids effek-
tus mérésére/. Az a kdvetkeztetés azonban levonhatd,
hogy az aromds oldalléncok DNS hdéstabilitésra vald haté-
sa kozodttl klilonbség Jjobban megmutatkozik, ha a pep{id~

ben & dization scerkezet jelen van.

4.%, AliTds diamino vegyiletek hatdsa az in vitro DIS

tranczkripcidra

A 4.1. fejezetben megvizsgdltuk kiilénbsz¢ diamino
szarmazdkok DY3 stabilizdcidjdra vald hatdssdt. A vegyi-
letek szubsztituenstll flggfen kiildnbozd mértékben sta-
bilizdl jdk a DNS dupla hélixét. Kivdlasztottunk hérom,
kiilonbozé mértékli stabilizdcidt létrehozd vegyliletet,
hogy megvizsgdl juk, milyen Usszefiggés van a DNS Tm pont-
Ja és a templat aktivitds koézott.

' A 9. &bra egy nativ DNS-en /csirkevér, Reanal/ vég-
bemend RNS szintézist ébrézol,.az enzimatikus reakcid i-
de jének Tliggvénvében. Az adatokat a 8. tiblizat tartal-
mazza. A reakcidelegy Osszetétele a 3.%.2. fejezetben
talalhatd.
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8. tablazat

Reakecididd ‘cpm Beépilt UTP Szintetizdlt
/perc/ /ni/ 8ssz RNS/kémcsé
/ne/
30 3800 £ 400 ] 3,39 + 0,36 4,63 + 0,49
/+ 10,5 %/
90 9700 + 30C | 8,66 + 0,27 | 11,83 + 0,37
/+ 3,1 %/
150 14000 + 60C | 12,50 + 0,54 | 17,07 + 0,73
/+ 4,3 %/
4 UTP RNS
cpm. 10 (nM) (ug)
2L
4 20

§/
10 -

|10

I i -
50 100 150 perc

9. abra
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A reakcidé sebessége 150 percnél még alig csdkken.
A tovébbiakban ezért minden megadott érték 150 perces
reakciéidére vonatkczik. /Mdédositott és nem mdédositott
‘templdton folyd szintézis ardnya a kiilonbézé idSpontok-
ban az irodalom alapJjdn azonos./ '

A hdrom kivélasztott vegyilet az L-1lizin.HCl, az
L-lizin-metilészter.2HC1l és a PMD.2HCl volt. A létreho-
zott stabilizdcid 10_3 M diamin koncentrécid esetén
SSC/3% pufferben 1,5 ¢9, 14,0 ¢© és 27,9 ¢%, azaz egy
gyenge, egy kozepes és egy erls effektust 1étrehozé ve-
gyU1et. Mindhdrom vegytilet befolydsolta az RNS szinté-—
zist. Az effektus koncentrdcid fliggl, és flgg a diamin
szerkezetétfl is /9. tdblidzat és 10. dbra/.

9. tébldzat

Diamino RNS szintdzis /%/
vegyvilet
kone. /WE/ | 1 1izinuicl | L-lizin-metil- | PMD.2HC1
| észter.2HC1
0 100,0 + 3,8 100,0 + 3,8 100,0 + 3,8
1 10C,35 + 5,1 - _
10 99,75 + 1,3 98,4 + 4,8 122,0 + 2,6
25 116,15 126,5 + 1,2 153,C + 3,0
33 122,60 + 1,1 - -
50, 136,50 + 6,7 85,2 + 2,3 135,8 + 7,4
100 140,40 +11,5 47,4 + 2,8 64,9 + 4,6
150 140,0C + 9,8 - -

A PMD maximdlis és a hdrom vegylilet kozul is legna-
gyobb effektusa az 53 %-os stimuldcidé, 25 mM koncentrdcid-
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RNS-szint. (%) -

150
L-Lizin-HC!
100
50 \ PMD-2HC!
» ; X
N\ (=-Lizin-metileszter-2HCl
|

! |
50 100 ' 150

armin kanc. (mM)
1 O . ?ll b o

nédl van. Az észter nximdlis effektusa is ennél a koncent-

o~

récidéndl van, ez 20,5 %-0s stimuldeid. Az utdbbi vegpyiilet
azonban nir 40 mlf-tdl, az eldbbi pedig 75 mM-té1 csdkken-
ti az RES szintézis sebességdét a O koncentrdcidhoz viszo-
nyitva. Az L-lizin 25 mM-nal 16 %-os stimul:icidt hoz 1ét-
re, azonban ez a pozitiv hatds tovabb ndvekszik nidvekvd
koncentrdcidoval. 150 mM feletti koncentridcidkban a méré-
si pontok szdridsa annyira megnévekedett, hogy az éritékeldést
lehetetlenné tette. Igy nem tudtuk elddnteni, hogy az ef-
fektus telitési gdrbe szerint, vagy maximum gdrbe szerint
vdltozik.

Z BRNS szintézis reakcidelegyben T, pontot mérni a
nagy DN3 koncentrdcidé miatt nem lehet. Az SSC Na' koncent-
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raciéja azonban kbzel azonos az RNS szintézisnél hasznéli
puffer xt koncentrécibéjaval. Az utébbi puffer egyéb Gsz-
szetevdi feltehetSleg nem befolysdsol jdk a DNS-diamin k81~
csBnhatdst. Igy az RNS szintézis reakcidelegyben torténé
DNS stabilizdcidé minbségileg azonos az SSC-ben ill. az

- 88C/%3~ban tdrténé stabilizdécidval. Az Osszehasonlitdas-~
ndl azonban figyelembe kell venni a DNS és a diamin kon-
centrécid ardnyokat.

Az RNS szintézis reakcidelegyben a PMD maximélis se-
bességnovelé hatdsa 25 mM koncentrdcidénal volt. A DNS
koncentrdcid 200 pg/ml, ez molarisan 4,6.10-4 M /foszfor/,
az amin/DNS bdzis konhcentrdeid ardny igy 54,35. Ez mind-
8ssze 5,0 %-a az SSC-ben a PMD=-vel mért, maximilis ATm—
hez tartozé PMD/DNS bdzis koncentrdcid ardnynak /1087/.
Tm pont mérésnél SSC~ben ez 0,0025 M PMD-nek felel meg.
Tehdt az NS szintézist stimulsdld hatds olyan PMD koncent-

réacidékndl 1ép fel, ahol a dupla hélixet stabilizdld ha-
tds még kicsi, azaz szdmszerileg 0,8 C° a AT , az Bssz-
stabilizécidnak /5,0 €%/ 16 %-a. A PMD 75 mM koncentrd- -
ci6 felett mdér RNS szintézis inhibitor. Itt. a koncentrg-
cié ardny 163,05, ez 15 %~a 1087-nek, és T, pont mérésnél
SSC=ben ez 00,0075 M PMD-nek felel meg. Ebben a koncentri-
cidban a ATm= 245 c®, azaz a maxim&lis stabilizdcié 50 %-a.

A 25 mM diamin koncentrdcidnsal a hdrom vegylilet BNS
szintézisre vald hatdsa a PMD hatdsdnak szdzalékdban ki-
fejezve a kovetkezdé: PMD 1CC %, L-lizin-metilészter 50 %,
L-1lizin, 30,5 %. A sorrend megegyezik a ATm-ek sorrend jé-
vel, a lizin azonban jéval nagyobb effektust ad, mint az
a ATm alapjan vérhatdé lenne..TIkerion szerkezete miatt
vadrhatdélag hatdsmechanizmusa is kiildnbézik az elébbi két
verviiletétél.

A PMD és a lizin-metilészter adataibdél viszont az a
kovetkeztetés vonhatd le, hogy RNS szintézisre vald ha-
tésuknak kdze van a dupla hélix stabilizsdceidjshoz. Az
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effektus két részre oszthatd: 1./ 25 mM koncentrécidig
a stimuldld hatds alapja valdszinlileg az RNS termék inhi-
bicid jdnek megsziintetése /2.4.‘fejezet/. Ez a DNS-sel
11). a DNS-RNS hibriddel valé kdlcsOnhatds eredménye le-
het. 2./ 25 mM felett a hélix stabilitésénak tovdbbi nd-
vekedése miatt valdszinlileg fokozatosan gdtolt lesz az
enzim-DNS asszocidcidhoz sziikséges parcidlis DNS leteke-
. redés. Lz a hatds 75, ill. 40 m} felett olyannyira eld-
térbe 1lép, hogy inhibicidrdl beszélhetilink. ¥rdekes azon-
’bun, hogy a kisebb AT _-et és RNS szintézis stimuldcidt
létrehozd észter mdr majdnem fele olyan koncentriécidban
inhibitor, mint a PID, holott ez forditva lenne vdrhaté,
“ha csak a DNES stabilizdlds lenne a mérvadd.

A tiszta dikation szerkezetl vegyliletek /alifas di-
'cminok/ RNS szintédzist stimuldld hatdsa tehdt kvalitative

szefliggésbe hozhatd e vegylletek 41tal kivdltott DNS
dstabllitds novekeddssel. Az inhibitor hatds azonban

Lot

nen irhatd le a ATm fligsvényekdént.,

4.4. Bpoxi vesyiletekxel alkilezett DN3 templat aktivitdsa

enzio kXatalizdlta RYS szintézisben

Az e2ldibbil bifunkcids avkilezdszerek hatdsdt vizsgdl-
tam meg: L- és D-1,2-3,4-diepoxi-butdn /tovabbiakban L-DB
¢s D-DB/, 1,2-5,6-diepoxi-dulcit /DAD/, 1 2-56—d1epox1~
3y4-izopropilidén-mannit /DAMAY/ és 1,2-5, 6-d1epox1 3,4
¢laceblil-duleit /diAc-DAD/. Megvizsgdliem tovabbg két,
keresutkdtést 1étre nem hozd monofunkcids vegyliletet:
etilénoxid /BO/ és DL-2,3-epoxi-propanol/l/ /DI-EP/.

A munka célja tobbek kdzdtt az volt, hory mesvizs-
il guk, dsszefliggésbe hozhatd-e a keresstkitdsre jellem-
=¢ renaturdlhatdsds értédke az in vitro RNS szintézissel.
Lzért ellészdr a bifunkcids alkilezd8szerekkel alkilezett

T

DU renaturdlhatdsdrat vizsgdltam meg, az alkilezdsi re-
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‘akcidé és a dializis utdn. A renaturdlhatdsdg kilonbdzé
alkilez@szerekkel vald vizsgdlata egy kordbbi dolgozat
targya volt157. A renaturdlhatésdgi értékek ismételt meg-
hatdrozésa ezért volt sziikséges, mert az alkilezési reak-
cié kérilményei /DNS~, alkilez8szer- és ionkoncentricié,
a puffer, valamint az utdkezelésnek szdmité dializis/
nem voltak azonosak a korsbbiakkal.

4 10. tébldzat az 6t bifunkcids vegylilettel alkile-
zett DNS renaturdlhatdésigi értékeit mutatja be /alkilezl-
szer koncentrdcié = 0,1 M/ a reakcididd fliggvényében.

10. tablazat

Reakcididd Renaturdlhatéssagi %
/éra/ , A
1-DB D-DB DAD diAc-DAD|{ DAMAM
0,5 39,80 25,62 10,1 - -
1,0 45,95 30,48 13,7 - -
2,C 51,00 41,23 27,5 12,8 -
4,0 52,25 39,08 50,5 18,9 4,1
6,0 - - - 22,1 -
8,0 51,60 37,91 49,7 - -
10,0 - 36,9% - - -
18,0 - - - co- 7,5
24,0 30,60 | 21,20 34,6 21,8 . 11,0

A 1l. téblézat az L-DB koncentrécidjdnak figevényé-
ben mutatja be a renaturélhatéségi értékeket /reakcididé
2 ¢ra/.

A 11. 4bra az L-DB renaturdlhatdésdgdnak logaritmusst
abrdzolja az alkilezészer koncentfécidjénak TliFgvénydében.
Megdllapithatd, hogy a renaturdlhatdsdg logaritmusa egé-
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11. té&blszat

L-DB konec. Renaturdlhatdé-| 1lg/Renatursl-
M/ | s&gi % hatéségi %/
0,025 25,25 1,4122
0,050 37,76 1,5775
0,075 42,87 1,6325
0,100 53,36 1,7275
0,250 64,21 1,8075
0,500 57,11 1,7566
lg(renal %)
7,8 L Qe e,
”~ T —
/ e
/ T~
/
17 L
76 L.
o
15 |
14 L
| i | 1 L | -
00501 0z 63 4¢G5
c(mol)

11. &bra
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szen 0,1 M alkilez{szer koncentricidig a koncentrdcid li-

nedris fliggvénye.

A 12. dbra az &t bifunkcids vegylilet renaturélhatd-
sagi éftékeitébrézolja a reakcididd il1l. az alkilezbszer
koncentrdcid /L-DB/ fliggvényében.

Renat. %

70. o
1 L-DB (konc.fogges)
2.L.-DB
3.DAD

&0 _ 4 D-D8
5.diAc-DAD
6.DAMAM .

50

40 ]

~

304 *

20. /f A Ly

10 n’ .

0:1 02 013 o,ie ais kaonc. (mal)
t

10 20  tra)

Az &brabdél lathatd, hogy a reakeid elérehaladtival

a két

szilat Csszekidtd, kétszeres alkilezési reakcid is

jelentésen ellrehalad, majd az erdésebben keresztkitl ve-
gyliletek esetén egy lapos maximum utdn a g6rbe csidkkenni

kezd.

nnek oka a depurindcidé. A depurindcids Tolyamatok
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természetesen mar rogtdén az alkilezés ill. a kKeresztko-

téses alkilezés utén megindulnak, azonban sebességik itt
még kicsi. Az alkilezés eldérehaladtéval azonban ez 1is

novekszik, és bizonyos id6 utdn sebessége meghalad ja az
alkilezés ill. a keresztkdtési reakcidk sebességét. A
bisz-guanil szdrmazékok kihasaddsi folyamatdnak elétérbe

keriildse okozza az értékek csokkendsét. ¥ind a renaturd-

16d4ds, mind a depurindcid sebessége nagy mértékben flgg

az alkilez6szertél.

A 12. tdbldzat az 6t bifunkcids vegylilettel alkile-
zett DNS templdton végbemend RNS szintézis adatait tar-

talmazza az alkilezési reakcid idejének fiiggvényében.

12. téblézat

Rggk— RNS szintézis /%/

Ci10~-

1d6 o

/éra/ L-DB D-DB DAD diAc-DAD | DAMAM
0,5 |41,58+5,1 | 64,16+1,8 | 57,1+2,7 - -
1,0 | 33,32+40,4 | 39,%4+1,4 - - -
2,0 |21,44+1,2 | 35,06+3,0 | 46,1+5,1 | 59,7 -
4,0 |14,65+0,5 | 23,77+1,4 | 33,1+1,5 | 50,8+1,% | 80,9+0,9
G,0 - - - 51,1+3,5 -
8,0 9,64+0,4 | 14,95+0,6 | 19,4+2,6 | 42,9 -
10,0 - 1%3,30+0,6 - - -

18,0 - - - - 30,4+0,4
24,0 5,12+0,1 | 6,72+0,5 | 8,3+0,2 | 19,2+1,6 | 23,0+0,4

/Az cnzimatikus RNS szintézis reakcidideje 150 perc volt./

A tdbldzat minden adatat a savoldhatatlan mnakromolekuldba

bedpiilt

1

[

4 . N .
'C~-UMP radioaktivitdsi értdkeibél suzimoltuk, és
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a nativ, nem alkilezett DNS-en végbement RNS szintézis
szazalékdban adtuk meg, ez utébbit 100 %-nak véve.

A 15. dbra a 12, t4bldzat adatait sbrazolja. Az alki-
lezés eldrehaladtdval az RNS szintézis sebességének csodk-
kenése minden alkilez8szerrel alkilezett DNS templédt ese-
tén megfigyelhetf. A gbrbe lefutdsa jelentGsen fligg az al-

RNS-~szint. (%)
700

1. DAMAM
2.diAc-DAD
3.DAD
4.D-DB
5L.-DB

1%3. &bra

cilezdezertél, 24 6rds reakcid utdn azonban mér minden
érték 25 % alatt van. A legmeredekebb az I-DB gdrbéje,

¢s 24 Sras reakceid utédn az eredeti templdt aktivitdsnak
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‘csak 5,12 %-a marad meg. Legkevésbé meredek a DAMAM-mal
alkilezett DNS gorbéje, de 24 ¢éra alkilezés utdn mér itt
is csak 2% %-a marad  meg a nativ DNS templdt aktivitdsé-
nak. )

Az L- és a D-DB k6z26tt a renaturdlhatdésigi szidzalé-
kokban kezdetben meglévé kiildnbség /0,5 6rénal 14,18 %/
a rcakcidid¢ flgevényében fokozatosan csdkken /24 6rdnsl
9,4 %/ /12, dbra/. Hasonldéképpen az RNS szintézis gdatlé-
sgban a 0,5 4éridndl meglévd 22,58 % kiillonbsdég 24 6rindl
1,6 %-ra csdkken. A csOkkenés itt exponencidlis, eltéré-
en a renaturdlhatdsdgi % értékeiben meglévds kiilonbség
casbkkenésétfl: 14. &bra.

A RNS szint. (%)

40 |
30 |

201

N

i . . QO wwen

1
10 20 t (ora)

14. dbra
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A keresztkﬁtésekétlnagyobb szézalékban létrehozdé 1-DB a
templdt aktivitdst is Jjobban csdkkenti. Hogy 24 drindl
ma jdnem azonos hatésuak, az okozhatja, hogy meghataro-
zott szému alkilezés v. keresztkités és depurindcidé ill.
‘degraddcié ill. ezek kombindcidi elegendéek a majdnem
fteljes inhibicidhoz. Az ilyen hatgst pedig a kisebb ke-
‘resztkdtd képességl D-DB is elérheti. )

. A renaturdlhatdsdgban a DAD és az L~DB kozottt 0,5
Sdréndl meeldédvd kizel 30 % kiilonbség 4 Srds reakcid utdn
mdr csak mintegy 2 %, a késébbiekben pedig a két vegyl-
let gorbéje egyitt fut, 1ill. metszik is egymdst. Ennek
ellenére a DAD sehol sem, még 24 6randl sem cstkkenti
annyira az RNS szintézis sebességét, mint az L-DB, s6t
még a D-DI £irbdéiét cem éri el. Az eltérés 24 Sréndl nem
nagy, de megvan, kb. 3 %. A Jelenség magyardzata az,-
hogy az L-DB és a D=DB esetén is a depurindldédds sebes-
sége jéval nagyobb a négy C-atomos ldnc miatt, mint a
hat C-atomos DAD—néll57. A depurindlddds, 111. az azt
kovetld degraddcid pedip valdsziniileg épp olyan jelentési
a templét funkcid szempontjiabdél, mint a keresztkdtéses al-
kilezds.

A hérom hexit, a DAD, a diAc-DAD €s a DAMAM renatu-
rédlhatdésdsi értékeinek ardnya hasonldképpen, mint a szte-—
reoizomer diepoxi-butdnokndl, Osszeflggésbe hozhatd a
templdt aktivitds gdtlds ardnyaival /24 éris reakcid utdn
a DAD 34,6 %y, a QiAc-DAD 21,8 % és a DAMAM 11 % renatu-
rdalhatésdgot hoz létre. A templdt aktivitdst pedig 8,3,
19,2 ill. 2% %-ra csdkkentik le./

A diepoxi vegyliletek egy-egy tipusén belill /butdn-
epoxidok, hat C-atomosak/ a renaturdlhatdssgi értdkekbdl
tehdt kovetkeztetni lehet az RNS szintéuzist gdatld hatds-~
ra. A csoportok Osszehasonlitdsdndl azonban mdér a hatds-
mechanizmust is figyelembe kell venni.
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A 15. dbra a renaturdlhatdéségi értékek /12. dbra or-
dindtd ja/ fliggvényében dbrdzolja az RNS szintézis sziza-
lékot /13. dbra ordinatédja/.

RNS-szint.(%)

100 1. DAMAM

2. DAD :
3.diAc-DAD ,
4.L-DB (konc.fugges.)
5..-DB

6.0-08B

50

i
60 70
Renat. (%)

15. &bra

Az dbrabdl az alsbbi kdvetkeztetdsek vonhatdk le:
1./ A nagy reakcididlkhoz tartozd renaturslhatdécd-i %-ok

csokkenése miatt /12.dbra/ a s0rbdk visczahnjlannk. ¥z



- 67 -

azt Jjelenti, hogy a renaturdlhatésdgi % csokkenése nem
411itja vissza az eredeti templat aktivitast, vagyis a
depurindcié és az azt kdvetd degraddcids folyamatok RNS
szintézisre vald hatédsét emelik ki. 2./ Egy adott rena-
turdlhatésdgi %~hoz nem tartoznak azonos RNS szintézis
%~ok kilonboz6 alkilezlszerrel alkilezett templatokon,
s6t még az azonos alkilezdszerrel, kiilonbozé korulmények
koz6tt alkildlt templédton sem. P. 45 % renaturdlhatdsig-
ndl az L-DB reakcididé flggvényében felvett girbé jén

34 %-0s, mig az alkilezdlszer koncentracidja flggvényé-—
ben Telvett gdrbéjén 2% %-os RNS szintézis tartozik. Ez
a monoalkilezési és a mdsodlagos folyamatok RNS szinté-
zisre valé hatdsdt emeli ki. 3./ Az L-DB-vel kétfélekép-
pen felvett gorbén 1éve azonossdgi pént /0,1 M alkilezé-
szer koncentricidé és 2 Ords alkilezési reakcidéidd mind-
két esetben eléfordult/ az ismételt mérések hibgjat ill.
pontosssgdt mutatja meg: renaturdlhatésdgi értékekben
2,36 %, RNS szintézisben pedig 2,26 % az eltérés.

A tovabbi kisérletekben a monoalkildlds hatdsat
vizsgdltuk. A 13. tébldzat két monofunkcids alkilezlszer,
az etilénoxid és az epoxi-propanol templdat funkcidra va-
16 hatdsdat mutat ja.

A 16. dbra az BO-val zlkilezett DNS templdt aktivi-
t4sat mutatja be a mér kordbban dbrizolt diepoxi-butidnok
gorbé jével egylitt, mivel az EO egy fél DB-nek felel meg.

Habdr a pontok szdérésa nagyobb, mégis latszik, hogy
nincs nagrysdgrendi eltérés az analdg mono- és difunkcics
vegylletek azonos koncentrdcidival alkilezett DNS-eken
végbemend RNS szintézis sebessdg kozdtt, sét 24 drénsl a
kiilonbség mdar minimdlis. Bz csak ugy lehetsdéres, hory a
monoalkilezésnél is pontosan usy lejdtszdédik minden, az
alkilezést kdvetd masodlaros folyanmat.

10 6ras reakcidéndl a D-DP-vel alkilezetlt DNS-en az

RNS «zintézis sebessépge 13 %-ra csikkent /87 %-os ritlds/,
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13. tablizat

Reakcididd ) RNS sz intdézis /%/

/éra/ , .

EO DL-EP
1 47,2 + 2,8 -
2 - 61,37 + 2,8
4 24,3 + 3,1 49,72 + 3,9
6 28,3 + 1,9 -
7,55 - 37,87 + 0,4
8 21,3 + 0,8 -
18 - 19,82 + 0,6
2%, 1 - 1%,20 + 0,4
24 8,2 + 0,4 -

RNS-szint. (%
100§

1. Etilen-oxid
2.D-D8

\ 3.L-D8
50}& | : |

2 31

3 2

]
10 20 ¢t (ara)

l1€. dbra
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mig az EO-ndl 20 %-ra /80 %-os gatlas/. A koztlk 1évd
7 %—oé kilonbség /az egész gdatlds 8,05 %~a/ szdrmazik
csak tehdt a bifunkecids alkilezéstél, azaz a keresztko-
tés miatti inicidlds inhibicidétél, valamint a kettfs de-
purindcié ill. az azt kévet$ azonnali molsulycsdkkenés-
t6l. A monofunkcidbés alkilezés okozta 80'%-03 szintézis
inhibicié pedig @ monoalkilezés és az azt kbvetéldepu—
rindlddas 111. degraddlddds kovetkezménye.

A 17. &bra a DL-EP-vel alkilezett templaton végbeme-
nd RNS szintézis alkilezési id§ flggvényét mutatja be a
mar emlitett hexitek gorbéjével egyltt /az EP a DAD mole-

kula fele/.

RNS- szint.(%)
100

7. DAMAM

2 diAc-DAD
3. D0L-EP

4. DAD

10 20  t(ora)

17. dbra
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A DAD és az EP-vel alkilezett DNS gorbéi kozdtt ha-
sonldé foku kiilonbség van, mint a 16. &brsn az EQ és a DB
kozétt. AbLSL viszorit, hogy az EP, amely egydltalén nem
hoz létre keresztkotést, csak monoalkilezést, és mégis
jobban cs8kkenti a templdt ektivitdst, mint a keresztko~
tést 24 6randl 10 ill. 20 %-ban 1létrehozdé DAMAM 11l. di-
AcDAD, az kivetkezik, hogy az acilezett diepoxi vegyile-
teknél nemcsak a keresztkdtéses alkilezés, hanem a mono-
alkilezési reakcid is kisebb mértéKid a térbeli gdatlias
miatt.

A 1¢. és 17. dbra gdrbéinek pontosabb elemzését te-
szi lehetévé az a tény, hory a girbék adatainak kétszeres
111. fé1 logaritmikus dbriroldca egyvenest eredményez. Ezt

miatatja a 192, s 19. dbra.

RNS-szint.| lg(RNS-szint.%)

(%)
o D~-08
e L-DFR

700 .20 + Etilen- oxid

4
i+t

1%, sorn
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RNS-szint (%)

00 |- A o o didc-DAD
+ DL-EP
e DAD

EaN

19. abra

Az L- és a D-DB esetében mindkét paraméter kétszeres
logaritmikus &brdzoldsa ad egyenest, mis a tobbi esetben
az RNS szintézis % - 1lg t fliggvény. A kildnbség oka a ha-
tdsmechanizmusbdl addédik: a diepoxi-butdnok esetén a nagy-
foku depurinélédés miatt nagyobb mértékben csdkken a temp-
14t aktivitds, mint a tobbi vegyllettel alkilezett temp-
14t esetén, igy a gorbék lefutdsa is mindségileg kildnbd-
76

Az egyenesek lehetévé teszik az RNS szintézis mérté-
kének kiszamitasdt kisebb és nagyobb reakciéidlk esetén,

¢s természetesen a folyamat egyenlet form4jsban tirténé
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leiréséat. A

A tovébbiakban megvizsgdltuk, hogyan folyik az RNS
szintézis olyan témpléton,>ame1ynek alkilezése kiilénboz€
alkilez8szer koncentrécidk mellett torténik. A vizsgdli
alkilez&szerek az L-DB és a DL-EP voltak. Az alkilezési
reakcididé minden esetben 2 éra volt. A mérési eredménye-
ket a . 14. tédbldzat tartalmazza.

14, tdbldzat

Alkilexz(lszer RNS szintézis %
koncentrécid
/¥ 1.-DB DI~EP
0,010 58,40 + 3,7 -
0,025 44,28 + 5,1 88,48 + 2,8
0,050 28,83 + 2,0 78,40
0,075 24,50 + 1,4 72,38
0,100 19,18 + 2,1 69,8¢ + 0,06
0,250 10,35 + 0,7 43,16 + 0,736
0,500 7,38 + 0,5 22,67 + 1,1

Mindkét alkilezészerrel alkilezett DNS templdt ak-
tivitdsa jelentds mértékben csidkken az alkilezészer kon-
centracidé novekedésével: 20. dbra. A gérbédk lefutdsa ha-
sonld Jellegli, mint az alkilezési id¢ flirgvényében fel-
vett gorbéké. A mono- és bifunkcids vegyiilettel alkile-
zett templdt gorbéjének lefutdsa azonban eltérd meredek-
ségli. A kiztiuk 14vE¢ kiildnbség a 21. &brén lithatd.
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RNS- séinl. (%)

100

o
. T—

- DL-EP

o—- L-DB

1 i i |

1
01 02 0,3 04 05 konc.(M)

!

20. 4bra

a RNS szint.(%)

50 oo

[N
\o

0 01 0,2 03 0,4 0,15 kaonc.(M)
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A 22. dbrén az RNS szintézis % logaritmusdt dbrézol-

tuk az alkilezdszer koncentrdcid logaritmusdnak fliggvé-
nyében. .

lg (RNS-szint. %)
420
110
6‘\
i | o
=20 =10 | 0 lg (konc.)

22 . &abra

Az L-DB adatai jé kozelitéssel egyenest ndnnk, mig
a DI-FP kis alkillezlszer loncentr:idcidihonm tartozd _
1g/RNS szintézis %/ értéxeib{l huzhnté egyenes. Bz a gra-
fikus ébrézolés,_ill. a véltozds egvenletiel vald leird-
sa a kis alkilez8szer koncentricidk hatasdra bekovetkez(
templdat aktivitds vAltozds kiszdmitdsdt teszi lehetlvd,
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5. Osszefoglalds

I. A polimetilén-diéminok koziil a pentametilén-diamin-
stabilizdlja legnagyobb méritékben a csirkevérbbl izo--
141t DNS dupla hélix szerkezetét, hédenaturdcids méré-
sek alapjan.

1./

2./

.bél arre kiévetkeztethetiink, hogy a DNS és az ali-

3./

A pentametilén sorban az l-helyettesitett szdrma--
zékok k&ziil a karboximetil, -etil és -izopropil
vegyiletek mintegy 50 %-4ra, a karboxil szérma-
zékok pedig 5 %-dra csokkentik a pentametilén-di-
amin stabilitas néveld effektusit.

A sztereoizomer lizin és észtereinek vizsgdlaté-

fés diaminok k@lcsdnhatdsdban a konfigurdcidnak
nincs lényeges szerepe.

A pentametilén-diamin effektusdt is felilmulja a
hexametilén—-diamin-2,%,4,5-tetrahidroxi szdrmazé-
ka mannit konfipuracidju izormer jéiiel hatdsa.

IT.A. Hl¢denaturdcidés vizsgélatok alapjén a bdzikus dipep-
tidek és a DNS kOzotti kSlecsdnhatds az aldbbiak szerint
osszegezhetd:

1.
2./

3./

4./

A ¥8lcsdnhatés eredménye minden esetben a DNS hdé-
stabilitdsdnak névekedése.

A-konfigurdcidnak lényegesebb szerepc van a sta-
bilizdcidban, mint alifés diaminok esetén.

A lizil-dipeptidek mindig nagyobb effektust ad-

.nak, mint az azonos koncentricidéju ornitil-dipep-

tidek. _

A kdlcsénhatés specifiéitéséhoz az arom:ss oldal-
léncok is hozzdjdrulnak: az analdg triptofdn- ds
tirozil-~dipeptidek kozilil a triptofént tartnlmazdk
stabilizdlnak nagyobb mértékben. Cka az interka-
laciés effektus.
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B. A bdzikus aminosavakat szerinre cserélve a dipep-
‘tidek minden effektusa megvaltozik.
1./ A stabilizdcié.rendkiviil kis mértéki és
2./ a dipeptid koncentrécidé niévekedésével destabili-
zécidé 1ép fel. . ‘
3./ Habdr a konfigurdcidé hatdsa kimutathatd, a kiilonb-
ség kicsi.
4,/ A triptofént és tirozint tartalmazd peptidek ha-
tédse koz6tti kiilénbség csak nagyobb peptid kon-~
. centricidk esetén nyilvinul meg.
II1. Az alifds diaminok hatdssal vannak az in vitro en-
zim katelizalta RNS szintézisre. A tiszta.dikation szer-
kezetl vegyliletek RNS szintézist stimuldld hatdsa Ossze-
fligedshe hozhatd a DNS-t stabilizalé hatasukkal.
IV. Az epoxi vegylletekkel alkilezett DNS templat akti-
vitése enzim katalizdlta in vitro RNS szintézisben je-
lentésen csdkken az alkilezési reakcié eldérehaladtaval.
1./ A csdkkenés mértéke flgg az epoxi vegylilet szer-
kezetétdl. .
?o/ Az analdg mono- és diepoxidok hatdsa ko6zdtt nincs
lényeges kiildnbség.
2o/ A diepoxidok esetén lényeges faktor a szénlénc
hossza, valamint a szubsztitucid.
4./ Azonos szénatomszdmu diepoxidokkal alkilezett DNS-
ek renaturdlhatdésisi &rtékeibdél kivetkeztetni le-

het az in vitro RNS szintézist inhibidld hatdsra.
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