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Bevezetés

A nukleinsav kutatás az elmúlt húsz év alatt a gene
tika számos alapvető kérdésére választ adott. Ugyanakkor 

számtalan uj problémát vetett fel, és sok részletfolyamat 
és jelenség továbbra is tisztázatlan, vagy nincs egyér
telmű magyarázat rájuk.

Munkám célkitűzése a DNS bizonyos in vivo reakcióinak 

in vitro kisérletekben való vizsgálata volt.
Kimutatták, hogy az alifás di- és poliaminok metabo- 

lizmusa szorosan összefügg a nukleinsavakéval. Az emlitett 

vegyületek stabilizálják a DNS-t inaktiváló folyamatokkal 
szemben. A hatvanas évek végén kétféle elmélet született 

a stabilizáció mechanizmusára. Az egyik a konfigurációs 

effektusokat emeli ki. A sztereokémiái sajátságok tanulmá
nyozására. különböző szerkezetű diaminokat szintetizáltunk, 

és megvizsgáltuk a DNS-sel való kölcsönhatásukat hődenatu- 

rációs módszerrel.
A poliaminok metabolizmusa a sejtbeli RNS szintézis

sel hozható legszorosabb kapcsolatba. In vitro kisérletekben 

kimutatták, hogy a di- és poliaminok stimulálják az RNS 

szintézist, a mechanizmusra azonban nincs egységes magyará
zat. Kísérleteinkben megvizsgáltuk néhány, a DNS-t különbö
ző mértékben stabilizáló diamin in vitro enzimatikus RNS 

szintézisre való hatását.
A DNS-sel reagáló biológiai alkilezőszerek peptid hor

dozóinak vizsgálata gyógyszerkémiai jelentőségű, továbbá 

nukleoprotein alapmodellként is szolgálnak. Az EITE Szerves 

Kémiai Tanszékén szintetizált, elsősorban bázikus dipeptidek 

DNS-sel való komplex képzését vizsgáltuk meg hődenaturációs 

módszerrel.

f
[
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Az intézetben korábban részletes vizsgálatok folytak 

különböző bifunkciós alkilezőszerek és a DNS közötti reak- 

ció tanulmányozására, sztereokémiái és gyógyszerkémiai 
jelentőségük miatt. Lényeges különbség adódott a sztereo- 

izomer diepoxi-butánok, valamint a különböző térszerkeze
tű diepoxi-hexitek és ezek szubsztituált származékainak 

keresztkötő képessége között. A DNS keresztkötéses alkile- 

zése szempontjából jelentős különbséget mutató diepoxi- 

vegyületekkel alkilezett DNS templáton végbemenő enzim ka
talizálta ENS szintézist tanulmányoztuk sztereokémiái és 

mechanizmus vizsgálati célból.



- 2 -

2. Irodalmi előzmények összefoglalása

2*1. Alifás diaminoк hatása a DNS hőstabilitására

2*1*1. A DNS stabilitását meghatározó tényezők oldatban

A dezoxiribonukleinsavak másodlagos struktúráját 

/tfatson-Crick-féle dupla hélix/ alapvetően kétféle kölcsön
hatás stabilizálja: a komplementer bázisok közötti H-hid, 
az uni transverse kölcsönhatások és a szomszédos bázisok 

közötti un. longitudinal, intexplanar kölcsönhatások, vagy
stacking'1'. A stabilitáshoz oldatban hozzájárulnak még hid-

, 2rofób kölcsönhatások és a hidratált ionok effektusai is .
A kölcsönhatásokat, igy a stabilizáció mértékét a közeg 

ionkoncentrációja, a H+ koncentráció, az oldat hőmérséklete 

és a nukleinsav bázis összetétele befolyásolja. Ezek á 

tényezők egymással is szoros összefüggésben vannak.
A DNS stabilitásának meghatározásához a helix-coil 

átmenetet, azaz a denaturációt kell erre alkalmas módszer
rel követni. A DNS denaturációja a fentebb elmondottak 

alapján hőkezeléssel, pH változtatással, higitással, vala
mint az oldószer összetételének megváltoztatásával vált
ható ki.

A DNS denaturációja az átalakulást kisérő konformáció 

változás révén különböző fiziko-kémiai módszerekkel követ
hető: viszkozitás, optikai forgatóképesség mérés, ultra- 

centrifügás analizis, fényszórás, fényabszorpció-mérés,
. Az egyik legalkalmasabb, valamint legegyszerűbben3-6stb.

kivitelezhető és pontos módszer a DNS hővel szemben stabi
litásának vizsgálata, az ultraibolya tartományban történő 

fényabszoxpció változás mérésével.
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2.1.2. A DNS hőstabilitás vizsgálati módszere és a hőstabi
litást meghatározó tényezők

7 6 ЯThomas' és Doty* azon felfedezése óta, hogy a DNS 

oldat hőmérsékletének emelése a dupla hélix disszociáció
ját okozza, sokan tanulmányozták a természetes és szinteti
kus nukleinsavak hő hatására bekövetkező hélix-coil átala
kulását. A vizsgálatokat fiziko-kémiai és biológiai hatás 

tanulmányozása céljából végezték. A hő indukálta átalakulás 

követésével az oldatban lévő DNS kötéseiről, szerkezetéről, 

valamint a természetes DNS-ek bázis összetételéről nyertek 

információkat. A Jelenséget többféleképpen nevezik: hő- 
denaturáció, olvadás /‘'melting1’/, "unwinding” és "unzipping"^. 
A denaturáció elvével és mechanizmusával sok cikk, közöttük 

több összefoglaló munka, és könyv is foglalkozik^*
Kisérletileg a hődenaturációt hig DNS-oldatban 

/10-40 yug/ml/ és standard pufferban /SSC-puffer: 0,15 M 

NaCl, 0,015 il trinatriumcitrát, pH=7,2/ 260 nm-nél a fény
abszorpció hőmérséklet függvényében bekövetkező változásával
mérik. A hődenaturációs folyamat infravörös spektroszkópiá
val is követhető^* ^ . A fényabszorpcióban bekövetkező nö
vekedés a bázispárok kötéseinek felbomlása következtében 
a bázisok elektron eloszlásában beálló változást tükrözi^.
A fényabszorpció a hőmérséklet függvényében szigmoid-görbét 

ir le. A görbét "thermal transition profil", "absorption- 

-temperature profil", "melting curve"-nek nevezik. Ilyen 

görbéket mutat be az 1. ábra.
Az abszcisszán a hőmérséklet van feltüntetve C°-ban, 

az ordináta adatait a következő képlet alapján számolják:

4° - f25°% A = /1/. 100
£25°
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ahol a 260 nm-nél mért extinkciós koefficiens. Az 
ordináta adatait о/ ^25° fogában is szokás megadni^.
Az előbbi esetben a hiperkróm effektust %-ban kapjuk meg.
A megfelelően tiszta, nagy mólsulyu DNS komplett denaturá- 

ciója mintegy 40 %-os hiperkróm effektushoz vezet.

•Ай
АО

30

20

10

60 t(cv706050
5r>,7m1

1. ábra

A 260 nm-nél mért extinkciós értékeket a hőmérséklet
hatására bekövetkező higulást figyelembe vevő un. hő-
-expanziós faktorral szokták korrigálni. Ezek az értékek

14táblázatosán megtalálhatók az irodalomban
A hődenaturációs görbe karakterizálására két párámé-
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tért használnak. Az egyik az a hőmérséklet, amelynél a
kötések 50 %-a felbomlik: Tm pont. Nevezik "melting
temperature"-nek, "thermal transition midpoint"-nak, "half

14,15 • A Tm a görbéből grafiku
san kapható: a hiperkróm effektus fél értékéhez tartozó
conversion temperature"-nek

hőmérséklet. A második paraméter a Tm~nél mért meredekség, 
amely szintén grafikusan kapható a görbéből: a hiperkróm 

effektus 17 és 85 %-ához tartozó hőmérséklet intervallum, 

jele: AT, vagy A2/j*
A Tm pont az oldat ionkoncentrációjától, pH-jától, a 

DNS bázis összetételétől és nativitásától függ.
A Tm pont pH=5,5 és 8,5 között viszonylag független

a hidrogénion koncentrációtól^.
A DNS Tm pontja és bázis összetétele között Maimur 

lineáris Összefüggést találtak. SSC pufferben17és Doty
az alábbi összefüggés adódott:

GO /%/ = /Tm - 539/ 2,44 /2/

Az összefüggés 30-70 GC7o tartalom között érvényes.
Az olvadáspont görbe alakja és a Tm alig függ a 

DNS mólsulyától, kivéve drasztikus mólsuly csökkenés ese- 
tén1?'18.

19 az ionkoncentráció hatásátSchildkraut és Lifson 

tanulmányozták és N. coli DNS esetén egyértékü.kationokra
a következő összefüggést találták:

/3/Tm = 16,6 !g cMe+ + 102

a moláris sókoncentráció. A /2/ és a /5/ egyen-ahci cMe+
let kombinációjával az alábbi egyenletet kapták:

/4/+ 0,41 /CG%/ + 81,5Tm = 16,6 lg oUe+
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amely egyértékü kationokra
között érvényes, semleges pH-п. A /4/ empirikus egyenlettel

20viszonylag jól megegyezik a Nagasawa által termodinamikai 
alapon elméletileg levezetett egyenlet:

- 0,2 M ionkoncentráció

+ 0,41 /CG%/ + 80,3Tra = 15>° XS °Me+ /5/

A T crteke függ az egyertékü kationok minőségétől is,
111 plZimmer és Yenner

rülmények között a TL, lineárisan csökken a kationok ion-m
rádiuszának növekedésével,

kimutatták, hogy összehasonlitható kö-

azaz:

Li >Ha >К >Rb >Cs

A /3/ ill, /4/ egyenlet csak 0,2 1,1-ig érvényes. Ennél 

na.yyobb ionkoncentráció esetén a T -et az ionkoncentráció 

Ig-ával szemben ábrázolva a korábbi egyenes egy lapos maxi
imba hajlik át, majd egy ellenkező iránytangensü egyenes

. A maximumba való áthajlás a foszfát anionok19,21';ö-rotkezik
kationokkal való teljes leárnyékolását jelzi. A destabili-

. Ez a hatás19,22zálódás az anionok hatásának következménye 

a hidrofób kölcsönhatások megszüntetésén alapul /"hydro- 
i'obic bond breaker**/^.

A T pont két- és háromértékü kationoktól való függé- 
m 27)J foglalta össze egy 258 referenciát tartalmazósét Zimmer

cikkben.
Erősen heterogén DNS-ek, vagy többfázisú olvadásgörbét 

adó nukleoprotelnek Tm pontjának meghatározására pontosabb
módszer az un. differencia görbék /"differential melting

24,25,26,27profil"/ felvétele , vagy az abszorpció-hőmérsék
let adatok un. noimal probability graph paper-en való áb-oq
rázоlása^ .

Az igy nyert Tm-ek a Doty féle ábrázolással kapott 

értékekkel jó egyezést mutatnak.
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2.1.3» Alifás di- és poliaminok hatása

A di- és poliaminok különböző organizmusokban és szö
vetekben való jelenléte már régóta ismert, azonban csak az 

utóbbi 15 évben születtek feltevések hatásmechanizmusukról.
Hershey két kis molekulasulyu, ninhidrin-pozitiv vegyü-

29 . Amesletet talált a Tg fágban, a fág DNS-el asszociálva
azonosítása szerint ezek a vegyületek a putrescin és a

Freser és Mahler^1 ill. Tabor^" Írtákspermidin voltak 

le először ezen anyagok fágokat védő hatását. Mivel a poli
aminok — bázikus természetük következtében — képesek kölcsön—

2 7
hatásba lépni nukleinsavakkal^ , ettől kezdve számos közle
mény foglalkozik ezzel a témával. Kimutatták, hogy a di
ós poliaminok in vitro és in vivo stimulálják a DNS repli- 

kációt, transzkripciót, stabilizálják a tRNS "clover-leaf11 
szerkezetét, kölcsönhatnak az rKRS-el a riboszomákban, meg
növelik a protein szintézis sebességét. Hatásmechanizmusuk

$4»35»36azonban kevéssé ismert
Az élő sejtekben előforduló di- és poliaminokat, ill.

táblázat^.előfordulásukat mutatja be az 1.

1. táblázat

The chemlca structures and occurrence of some naturally-occurring diamines and 
polyamines

StructureAmine Occurrence

NH,(CH,),NH, 
NH,(CH,)4NH, 
NHt(CH,),NH, 
NH2(CH,)4NH—C—NH,

1,3-Dlaminopropane 
Putrescine 
Cadaverine 
Agmatlne

Restricted
Widespread
Restricted
Widespread

NH
3,3'-Diaminodlpropylamine NH.CCH.JjNHCCH.JjNH, Turnip Yellow 

Mosaic Virus? 
Widespread 
Sandalwood Tree 
Widespread 
Area (Mollusca)

NH.tCH.^NHtCHJ.NH, 
NH,(CHj)4NH(CH,)4NHj 
NH,(CH1),NH(CHt)4NH(CH1)1NHt 
NH,C—NH(CH,)4NH—CNH,

Spermidine
Homospermidine
Spermine
Arcain

NH NH
NH,CNH(CH,)3NH(CH,)4NHCNH,Hirudonine Leeches

!!
NH NH
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Állati szövetekben a spermin és a spermidin fordul 
elő leggyakrabban, mig mikroorganizmusokban a spermidin 

és a putrescin. Kivételek azonban vannak*^ . A szabad a-
minosavakon kivül a putrescin és a spermidin acetilált

37származékait is leírták^ *
A di- és poliaminok bázikus, stabil vegyületek. A 

primer amino csoportok pK értékei 9,3 és 11,0 közé, a
s 48 40szekunder aminoké 8,1 és 9,1 közé esnek * 

nők szervetlen savakkal alkotott sói a foszfátok kivéte
lével mind jól oldódnak vízben^.

A di- és poliaminok DNS-sel való direkt, in vitro • 
kölcsönhatásának első vizsgálata Freser, Mahler és 

, valamint Tabor
aminok /poliaminok/ dikationok /polikationok/ formájá
ban növelik a DNS Tm pontját, azaz stabilizálják a DNS- 
t a hődenaturációval szemben. /А hőmérséklet emelkedé
sével a dikation molekulában lévő pozitiv töltések "szá
ma nem, vagy csak alig csökken, n=3**5 C-atomszám esetén

о/ Savi denaturációval /lánchossz specificitás nincs/
32és hígítással szemben is stabilizálják a DNS-t .

A diaminok /ált. képlettel H^VcH^NH^ • 2X“/ DNS 

Tjn pontját növelő hatása függ az amin koncentrációtól, 

a két amin csoportot elválasztó alifás lánc hosszától, 

a DNS bázis összetételétől, a közeg ionkoncentrációjá
tól és a píl-tól^.

A stabilizáció mértékére jellemző ЛТ -ek a vizsgált 

aminok koncentrációjának függvényében /standard puffer: 

un. standard saline citrate v. SSC/ telitési görbét Ír
nak le. A görbe az alábbi egyenlettel irható le:

• A poliami-

46•11-45 nevéhez fűződik: a di-Mehrotra

47
48
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- ДТш/тах/ * М /6/-‘-щ. МкА +
ahol а ДТт a mért változás, [A] az amin moláris koncentrá
ciója és а ДТщ/щзх/ és a KA a görbére jellemző állandók.
A fenti egyenlet bármely di- és poliaminra és DNS-re érvé
nyes. A /6/ egyenlet reciprok alakja:

= [^Vmax/] l1 + VW] /7/1/ДТт

l/6Tm-et 1/[a] függvényében ábrázolva az ordináta tengely- 

metszete l/4Tm/max/-ot adja. А Кд gyakorlatilag független 

az amin lánchosszától, míg a ^Tm^max^ erősen függ: n=2-10- 

ig vizsgálva az optimális az n=5 /cadaverin/ volt DNS-ek
esetén. Az [a] = 0,04-0,05 M esetén а ДТт már konstans, és 

а ДТ -nak kb. 70 %-a, azaz а ДТт = 1,2-5,3 C° az n-m/max/ 
tol függően. /А Mg2+ ugyanilyen koncentrációban elhanyagol-

45ható effektust fejt ki 
Venner és munkatársai szerint ellentétes

./ Az alifás monoaminok hatása
, vagyis a Tm az49

alábbi sorrendben csökken /destabilizáció/:
Na+, NhJ>CH3NH^, /CH^/gNHg, /CH3/3NH+, /CH3/4N+> R/CH2/nNH3> 
ahol az utolsó képlettel jelölt sorozaton belül n=3-7, és
n növekedésével a Tm fokozatosan csökken.

A fenti kísérletekben az aminok nagy sztöchiometrikus 

feleslegben voltak. A stabilizáló hatás ilyen esetekben 

független a DNS koncentrációtól /10-40 /ug/ml/^.
Diarainok esetén kvantitatív összefüggést találtak a 

ATn és a. DNS bázis összetétele között, amely utóbbit a 

standard körülmények között mért ponttal is ki lehet 
f ejezni:

Дтт = = Tm + d /8/
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ahol c a meredekség és d a tengelymetszet, amely a diamin 

lánchosszától /п/ függ^.
A DNS Tm pontja konstans poliamin koncentráció esetén 

függ az ionkoncentrációtól: növekvő NaCl koncentrációval 
egy minimum görbe szerint változik, mig a Aü?m fokozatosan 

csökken3^. /2.ábra/

■x Calf Thymns DNS 

-o 2,35.Ю"4 

midin
-a 8,05.10“5 

midin 

2,35 «Ю-4
metilén-diamin 

M put-

90 О M sper-

д M sper-
80

Ы hexa- .тт

•-----• 2,35 .10~4
résein70

60
10-2 10-'

2. ábra
Magyarázata az, hogy versengés van a Na+ és NH^ ionok között 

a foszfát anionokért; a destabilizáció a DNS-poliamin
komplex disszociációját jelenti, mig a stabilizáció a nö
vekvő ionkoncentráció miatt van. Nagyobb ATm eléréséhez 

ezért praktikus kis ionkoncentrációkat használni. Ehhez
M NaCl, lCf3 Mstandard puffer az un. SSC/32^3: 10-3

nátriumcitrát, pH=7,2. Ebben a pufferban a diaminok már 
= lO”3 M koncentrációban a telitési ATm értékeket adják. 

A bázis összetételétől való függés hasonló, mint SSC-ben
és ugyanúgy a cadaverin adja a legnagyobb ATm-et, a dia-
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minők közűl^.
Gabbay és munkatársai kimutatták, hogy a dikvaterner 

ammónium sók / R-^^R^N /Cí^/^ N^R-^RgR^ 2Br-/ szubsztituen— 

seinek hidrofobitását növelve csökken a poliribonukleotid 

hélixek stabilitása, mig a poláris szubsztituensek növelik 

a hélix Tm~jét. A maximális stabilizáló hatást n=3-nál 

találták. Az Ir-aminosav száimazékok: amidok, diaminosavak, 
lizil-dipeptidek jobban növelik a DNS Tm pontját, mint a 

megfelelő D-enantiomerek. Méréseiket poliribonukleotidok 

és Calf Thymus DNS-en végezték^*51-58#
A diaminok, éppúgy, mint bizonyos kétértékű kationok 

/pl. Mg /, viszonylag erősen kötnek a DNS-hez /un.'strong- 

- i Lite rác tionV. Az egyértékü kationok és aminosavak gyengén 

kötődnek.
A diaminok és a DNS disszociábilis komplexet alkotnak,

45az előbbiek dializissel eltavolithatók . A diaminok nem
változtatják meg a DNS UV spektrumát sem szobahőmérsékleten,
sen a T felett^, valamint O.R.D. mérések alapján a konfor-
maciót senr . A diaminok által létrehozott kötések ugyan
mind felszakadnak a denaturálódási folyamatban, de a rena-

45turáció sebességét megnövelik .
Egyszálu /"single-stranded”/ DNS Tm pontját a diaminok 

sokkal kevésbé emelik, mint az a /8/ egyenletből várható
szerint a diaminok4545 . RNS-ek /rRNS, tRNS/ T -jét

cq шszerint di- és poliaminok megnövelik. A Poli/A/
lenne 

nem, mig
Poli/A/.poli/U/ és poli/I/.poli/С/ poliribonukleotid dupla
hélixeket az n=2 és n=3 diaminok-stabilizálják legjobban

A poli/U/-t az n=2, mig a poli/rT/-t az n=5 diaminok^0. 
A fenti kisérleti tényekből következik, hogy a diaminok 

és a DNS közötti kölcsönhatás elsősorban elektrosztatikus, 

és igy a hatása negativ foszfát anionok töltésének leárnyé-
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kolásán alapszik. A lánchossz specifitás azonban arra utal, 

hogy a nukleinsavnak bizonyos szerkezeti és térbeli paramé
terekkel is rendelkeznie kell ahhoz, hogy a stabilizáló ha
tás létrejöjjön.

Mahler és Mehrotra elképzelése szerint csak az egyik 

NHj köt ionosán foszfát anionhoz. Második kötőhelynek az 

A vagy/és T bázisokat tartották, mivel csak igy tudták ér
telmezni az AT %-tól való függést^. A lánchossz specifitás 

azonban igy is értelmezhető volt. Az n=5 optimum nemcsak az 

áthidalt távolságból ered, mivel ugyanezt az n=6 is el tud
ja érni a szabad rotáció következtében, hanem az alifás
lánc hidrofób kölcsönhatásai is közreműködnek. Peltételez-

45,48ték ezenkivül hidrogén-hidak kialakulását is
^ a operrain-DNS komplexet úgy képzelte el,, hogyTsuboi

a primer és szekunder amino csoportok a DNS négy foszfátjá
val úgy lépnek kölcsönhatásba, hogy a szekunder amino cso
portok a DNS narrow /v. shallow/ groove-jában egy hidat 

alkotnak a két szál között.
;_.62 a speimin.HCl kristály röntgen

diffrakciós analiziséből, valamint a DNS komplexek elektro
kémiai vizsgálataiból ugyanerre a következtetésre jutottak,

Liquori és munkatársai

ezt mutatja a 5» ábra. 
Suwalsky^ a spermin-DNS komplex röntgen-diffrakciós 

felvételeiből bebizonyította, hogy a poliaminok a DNS В 

formáját stabilizálják, valamint alátámasztotta Liquori 

eredményeit. /А sperminnel kicsapott DNS-ben a spermin N
és a DNS P ekvivalens volt^^’^*6^.

A Tsuboi-Liquori modell alapján az A-T /э-tól való
függés úgy értelmezhető, hogy vizes oldatban a kölcsönhatás 

a jobban szolvatálódó А-T gazdag régiókban koncentrálódik.
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a. / tetramin spermin molekula a DNS két szála között
b. / triamin spermidln és tetramin spermin a DNS két

szála között, sematikusan

Helical axis

í

I5
i
Í

j.

o- o ч> o o o оо о
« «

о о о оо о■о о ■о

(Ь)

3* ábra
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Az ionos kölcsönhatások mellett természetesen a hidrogén- 

hid és hidrofób kölcsönhatásokat is feltételezik, amely 

utóbbiak a nukleotidok és poliaminok apoláris részei kö
zött lépnek fel6^. Ezek a modellek értelmezik a diaminok. 
hatását is^-36.

Gabbay és munkatársai nem fogadják el ezt a magyaráza
tot, mivel szerintük a diaminok /optimális ДТщ n=a-nál/ 

esetén kicsi az N-N távolság az áthidaláshoz /azonosnak ve
szik a DNS-t és a poliribonukelötidokat/, és úgy értelmezik 

eredményeiket, hogy a kétszei’es pozitiv töltésű sók a hélix 

egyazon szálán egymás mellett elhelyezkedő foszfát anionok
kal létrehozott gyűrűs ionos szerkezettel stabilizálják a 

hélixeke t^ ’ 51-5S #

2.2., Dipeptidek hatása a DNS hőstabilitására

A hisztonok genetikai folyamatokban való szerepének 

megismerése céljából számos kutatócsoport foglalkozik a poli- 

nukleotid-polipeptid kölcsönhatások vizsgálatával, egészen 

egyszerű modellektől kezdve /bázikus aminosavak, dipeptidek, 

poii-L-lisin, acetilált poli-L-lizin, poli-L-arginin, stb./.
A hisztonok és hisztonszerü vegyületek stabilizálják a nativ 

DNS-t.
A peptidek nukleinsavakkal való kölcsönhatásának vizs

gálata azonban nemcsak a hiszton modellezést szolgálja, ha
nem biológiai alkilezőszerek, mint kemoterápeutikumok legmeg
felelőbb hordozóinak kiválasztását is 

lényeges a peptid konfigurációja, lánchossza, valamint amino-

66-70 . Ez utóbbi célból

sav aldallánca. Dipeptidek és DNS kölcsönhatásának vizsgála-
47,57 éstával két kutatócsoport is foglalkozik: Gabbay 

és munkatársaik.71P.E.Brown
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Gabbayék a lizil-dipeptidek konfigurációs effektu
sát emelték ki. Brown különböző bázikus dipeptid metil- 

észterek DNS Tm-jére-való hatását vizsgálta. /Az észte- 

rezés a dikationos szerkezet fenntartása miatt szüksé
ges./ Az N-terminális aminosav arginin és lizin volt.
Azt tapasztalta, hogy az a dipeptid adta a nagyobb ДТ- 

et, amelyben triptofán volt. A hatáshoz az ionos kölcsön
hatáson kivül a plenáris hetero gyűrű DNS bázis párjai 
közé való beékelődése, az un. "intercalation" is hozzá
járult .

72Az interkaláció Lerman szerint eres kölcsönhatás 

a DNS és a planáris gyűrűs vegyületek között. Számos ve- 

gyület biológiai hatásmechanizmusának első lépése az in
terkaláció. /pl. karcinogének: 3,4-benzpirén, hnlucino- 

gének: LSD, tranquillánsok, antitumor antibiotikumok: 

Daünomycin, a maláriaellenes gyógyszer: Chloroquin, stb.
/ A triptofán és a tirozin aromás aminosavak interka

láció ját is megemlítik az irodalomban, mint a proteinek 

-kiváltképpen a savas proteinek- nukleinsavakhoz való 

kötésében szerepet játszó effektust

73

74-77

2.3. Enzim kataliz ált a RNS szintézis DNS, templáton

Л DNS nukleotid szekvenciáiban tárolt genetikus in
formáció a DNS-függó RNS polimeróz katalizálásával Író
dik át az RNS-be, a négy ribonukleozid-trifoszfát szek
venciális beépítésével, pirofoszfát kihasadás közben:

n1 ATP DNS
RNS polimeráz
Mg2+ v./és Mn2+

GTPn2 RNS + 4 п^И^CTPn3
UTPn4
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2.3*1« DNS-függő ENS pоlimeráz
A DNS-függő ENS poliaeráz /szisztematikus neve: 

nucleoside-triphosphate: ENA nucleosidyltransferase 

/DNA-dependent/; EC 2.7«7«6./ savas protein, pH optimuma 

pH=8 körül van«
Legjobban ismertek a bakteriális enzimek, kereskedelmi 

forgalomban is többségében ilyenek vannak. Legtöbbet vizs
gált, és általunk is használt enzim az E. coli-ból izolált 

RNS polimerás* Az E. coli RNS polimeráz és a bakteriális 

enzimek többségének összetettebb szerkezetét a szelektiv 

átírás indokolja, nem pusztán a katalitikus funkció. Az
E. coli un./holo-v. full-enzim/ teljes enzimje négy féle 

alegységből áll; és összetétele: > Eiólsulya
4-80 000 D /+ 10 %/» A es* nélküli enzim az un. core-enzin, 

mólsuly 400 000 D /+ 10 %/
transzkripcióra egy szálú vagy dupla hélixü templáton,

78-82 . A core-enzim is képes

azonban effektiv és specifikus /azaz, nem statisztikus és
78,83aszimmetrikus/ átírásra csak a holo-enzim képes

2*3.2. Az RNS szintézis mechanizmusa

Az RNS szintézis alatt az enzimnek. !,übb különböző fela
datot kell ellátnia. Ki kell választania a templát szálat 

- mivel az in vivo transzkripció aszimmetrikus -, megfe
lelő helyeken a templáthoz kell kötődnie, fel kell ismer-' 
nie az átirás irányát. Működnie kell egy mechanizmusnak, 
amely az enzimet mozgatja a templáton, végül megfelelő 

helyen be kell fejeznie a szintézist80,83
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Az enzimatikus folyamat az alábbi lépésekre bont
ható8^":

1. DNS + enzim^DNS-enzim

2. DNS-enzirn + ХТР^==^ DNS-e nz im-XTP-^

3. DNS-e nzim-XTP1 + XTP2 DNS-e nzim-XTP1-XTP2

4. DNS-e az im-XTP^-XTP2 ^ DNS-e az im-XTP1 -XMP2+PP 

5« Enzim továbbvándorlása a templátoa

6. DNS-e az im-XTP1-XIvIP2 + XTP 

s^DNS-e nzim-XTP1-XI.-P2”XMP^ + PP-

7. DNS-e az im-XTP1-XUPi —> DNS+e nz im+XTP^-Xí^

Asszociáció

Iniciáció

Polimerizáció3 ^

Termináció

Asszociáció

A transzkripció in vivo, és gondosan kontrollált kö- 

rülmények között in vitro is szelektiv folyamat ^ , azaz
csak az egyik DNS szál és annak is csak adott régiói Íród
nak ét. A szelektivitást a templát másodlagos struktúrája 

is befolyásolja8-^ . Az•in vitro szintézisnél a DNS protein 

szennyeződése, ill. a DNS degradációja vagy egyéb károsí
tása nagy mértékben csökkenti a transzkripció szelektivitá
sát. Pl. röntgen sugár, deuteron és «к-részecskék a dózis 

függvényében az eredeti terápiát aktivitást 5-Ю %-ára csök
kentik^8*80. A DNS mólsülya is lényeges: 4.108 D alatt az 

ENS szintézise hirtelen lecsökken, és 1-2.10^ D-nál nullává 

válik, viszont 4.108 D felett már csak kevéssel növekszik 

a mólsullyal8^.
Az enzimatikus folyamat első lépése a reverizibilis 

asszociáció /a sókoncentráció növelésével megfordítható/.



18 -

A holo-enzim a nativ, dupla hélixü DNS-en csak meghatáro
zott helyekre kötődhet« Ezek az un. "promoter site-ok,
amelyek 15-40 pirimidin, vagy pirimidin nukleotidokban

így az iniciáció jórészt puringazdag részekből állnak 

nukleozid-trifoszfátokkal történik. A promoter helyeket 

a p' alegység ismeri fel, а Со fa.ktor jelenlétében. A fak
tor a DNS szálak promoter helyekhez közeleső részeinek 

felnyitására is szükséges. A <o a core-enzim /3 láncához kö
tődik, megváltoztatja az enzim konformációját, ezzel a fí> 

alegység kötési tulajdonságait is, képessé téve igy a kód 

felismerésére^»^9-91^ д kötődésen kivül а faktor a

láncinditáshoz is szükséges. Iniciálás után az enzim el
engedi aí= -t^’^.

Az enzim kötődéséin és a DNS temp lát ként való felhasz
nálására több elképzelés van. Legvalószinübbnek az látszik, 

hogy az enzim kötődése a hélix egy kismértékű, de határo
zott letekeredését /"unwinding"/ okozza, amely letekeredés 

függ a hőmérséklettől is. A polimerizáció előrehaladásával 

részleges letekeredés és az KNS-DNS hibrid szétválá-ez a
sa utáni visszatekeredés /"rewinding”/ az enzim haladásá-

80,92-94val szinkron folyamat
Az asszociáció gyors reakció, a sebességmeghatározó 

lépés valószinüleg a hélix felnyilása. Érzékeny a pH-ra,
pufferra, az optimális sókoncentráció 0,2 M /КС1/ körül
van.

Iniciáció

Az első szübsztrát kötődési reakció szintén gyors lé
pés. Az első foszfodiészter kötés létrejötte után a kom
plex már nem disszociálható a sókoncentráció növelésével,
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és nem érzékeny az iniciálást inhibiáló egyéb vegyületek-
terminációig fennáll. A 

lánc iniciálás az egész templát molekulát tekintve nem 

teljesen szinkron folyamat80’0^’95-97e

re sem. Ez az állapot egészen a

Polimerizáció

3*. A láncnöveke
dés sebessége in vitro 0,2 M KCl-ban 37 C°-on 16-100 

nukleotid/sec. A sebesség függ a templáttól, az ionkon
centrációtól, a hőmérséklettől, a pH-tól, a szubsztrát

az enzim és temp lát mennyiségétől^’
A sókoncentrácic polimerizációs kinetikára való hatása 

valcszinüleg a termék inhibició megszüntetésén alapul. 

Ugyanakkor a 0,2 I.I sókoncentráció a teminácio utáni re- 

iniciációt is lehetővé teszi, igy megnöveli az összes 

szintetizált HITS mennyiséget. Megfelelő szubsztrát koncent
ráció esetén a szintézis több órán keresztül mehet in 

vitro, miközben a sebesség alig csökken.

Az HITS lánc növekedés iránya: 5’

koncentrációtól,

Termi náció

A lánc befejezésért az E. coliban a nemi rég felfedezett 

£ faktor a felelős. Ez specifikus terminációt okos. A 

terminációt a templáton, hasonlóképpen, mint az iniciációt, 

15-4-0 megfelelő szefcvenciáju pirimidin nukleotidokból 

álló kód jelzi, amelyet q az HITS polimerázhoz való - rever
zibilis - kötődésével felismer^’ . A termináció
után a terner komplexből először az HITS, majd az enzim 
válik ki, amely igy uj láncot indíthat a <3* -val való

101kombináció révén
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80,102-1072.3.3» Az RNS szintézis inhibitorai

1. Az iniciáció inhibitorai
a. / 0,35 M feletti sókoncentráció, valamint karbamid,

Na-dodecilszulfát, stb.
b. / enzimhez kötődő ágensek: rifamycin /ß alegységhez/,

polietilén-szulfonát, heparin, szulfhidril csoport- 

.tal reagáló vegyületek.
c. / kelátképző ágensek /az E. coli enzim Mg2+-on kivül

vas és réz ionokat is tartalmaz, valamint stöchio-
108metrikus mennyiségű cink iont is 

d./ templáthoz kötődő ágensek: proflavin /a szekunder 

struktúrát módositja, de az enzimhez is köthet/.
2. A polimérizáció inhibitorai /templát inaktivatorok/: 

fizikai, kémiai kötődéssel megakadályozzák az enzim ha
ladását, pl. Actinomycin, Chromomycin, stb., alkile’ző- 

szerek, hisztonok, polibázisok.

2.4. Alifás rii- és noliaminok hatása az enzim katalizálta
RNS szintézisre

A 2.1.3. fejezetben röviden megemlitettem, hogy a po- 

liaminok métábólizmusa szorosan összefügg a nukleinsavaké
val. A di- és poliaminok minden sejtben, és viszonylag nagy 

mennyiségben fordulnak elő. Pl. az Azatobacter vinelandii-
ban a putrescin és a spermidin az összes sejtbeli nitrogén

1094 %-ót, és a nem-protein nitrogén 22 %-át teszi ki
Funkcióik közé tartozik, hogy el tudják látni а К és

Mg ionok feladatait ezek hiányában, kontrollálják a sejt- 

osztódást, és az RNS és protein szintézis majd minden lépé
sében szerepet játszanak34 . Hatással ’/annak a ribonukleázok

35,110,111aktivitására, ezáltal az RNS szint regulatorai is 

elcsegitik a riboszóma alegységek asszociációját, és a mRNS
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Stimulál-
, .jelenlétükben az aminoacil- 

tRNS szintézisből kimarad a PP^-ATP csere lépése
iltalában véve a.poliaminok növekedés stimulátorok

, eszenciálisak a növekedés- 
. Ott vannak legnagyabb koncentrációban jelen, ahol 

aktiv protein és RNS szintézis folyik. A normális és pa
tológiás növekedéssel összefüggő jelenségekben, ideértve 

a tumoros növekedést is, a poliaminok mennyiségének növe
kedése .egyike a legkorábbi reakcióknak

és tRNS-ek riboszomákhoz való csatlakozását
112,113jék a tRNS metilálást

114-116

36minden rendű szervezetben 

hez-^

34-36,117-119 . En
nek alapján diagnosztizálásra is felhasználható: D.H. 
Russel120 klinikai vizsgálatai alapján a leukémiában, ill. 

különböző szilárd tumorokban szenvedő páciensek vizeletében
ugrásszerűen megnövekszik a poliamin koncentráció.

Mind a pro- mind az eukariotikus szervezetekben a po
liamin metabolizmussal legszorosabban összefüggő jelenség 

az RNS szintézis. Különösen a spermidin koncentrációjával
korrelálható jól az RNS szintézis sebessége, de nem tud-

34,35,121,122ják, hogy az összefüggés direkt vagy indirekt
Több kutatócsoport tanulmányozta a fenti in vivo e-

redmények után a poliaminok in vitro hatását. Megállapí
tották, hogy megfelelő feltételek mellett a di- és poli
aminok stimulálják az enzim katalizálta RNS szintézist^’ 
35,109,123-126 Megnövelik az iniciálás és láncnöve
kedés sebességét, továbbá megnövelik az összes szinteti
zált RNS mennyiségét dupla hélixü, nativ DNS templáton.
Képesek disszociálni az enzim-RNS komplexet. Denaturált 
DNS-en folyó RNS szintézist nem stimulálják, a szinteti
kus polinukleotidokon pedig inhibiálják a szintézist. A
poli-ribofluoruridilsav által DNS-en okozott RNS szinté-

109 'zis inhibiciét megszüntetik
A di- és poliaminok c.sak meghatározott koncentrá

ció-intervallumban stimulátorok, nagyobb koncentrációk
ban inhibitorok. Pl. Krakow 

Thymus DNS templáton /60 р-g/, Azatobacter vine land ii RNS
109 kísérleteiben nativ Calf
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polimeráz'zal /5 jug/ 60 perces reakcióban a poliaminok az 

alábbiak szerint hatottak:
шах. stim.-hoz 

tarozó amin 

konc. /шМ/

inhibició kez
dete /шМ/

max. stimulá-amin
ció /%Г

spermin 

spermidin 

putrescin 

cadaverin 

L~iizin

5100 2
150 5020

40 100
nincs adat 
nincs adat

80
60 40

4010

A spermidin /12 mM/ és putrescin /40 mM/ elegye effekti- 

vebb, mint ezek külön-külön, de a hatás nem additiv.
Л stimuláció nagy DNS/RNS polimeróz arányoknál a leg

nagyobb: pl. 2 jug-ról 60 pg-ra növelve a templát mennyisé
gét /RNS polimeráz 6,9 jug/, az RNS szintézis ötszörösére 

növekszik, poliaminok jelenlétében nyolcszorosára /2 jug 

ten piát esetén alig van különbség/"^'* •
Oumport Micrococcus lysodeicticus enzimmel dupla hé- 

lixü DNS templóton azt tapasztalta, hogy a spermidin 1-6 

ml/ koncentrációban /in vivo is ilyen koncentrációban van 

jelen/ lecsökkenti a transzkripció szimmetriáját, azaz a 

strand szelekcióban is szerepet játszhat, habár E. coli
ból izolált enzim spermidin nélkül is aszimmetrikus transz-

127 , amely bizonyosan a <£> fak-kripciót katalizál in vitro 

tor jelenlétével van összefüggésben.
A spermidin nativ DNS-en növeli az iniciálási helyek 

126,128számát is
Mivel az enzim pH-optimumát a poliaminok nem változ

tatják meg, feltételezik, hogy ezek maguk az enzimmel nem 

lépnek közvetlenül kölcsönhatásba^^.
A szintézisrendszerekben jelenlévő harmadik makromo

lekula a szintetizált RNS. A poliaminok,és az RNS közötti
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kölcsönhatás kevésbé tanulmányozott. Mitra és Kaestery 
129,130 kimutatták, hogy a spermin képes virus RNS-t 
egy olyan kompaktabb struktúrába összegömbölyiteni, hogy 

kevésbé érzékeny a ribonukleázra. Az élesztő RNS-t a
spermin stabilizálja a hődenaturáció ellen, valószinüleg 

aggregét képződésen keresztül131
125A fenti kisérleti eredmények alapján Abraham há

rom lehetséges hatásmechanizmust tételez fel:
1. / Az aminok a DNS dupla hélix stabilizációjával előse

gítik az RNS szintézis közben történő parciális szál 
szeparáció utáni rewind-et. Ehhez a sémához az elő
feltétel az, hogy a sebességmeghatározó lépés a re
winding legyen, azonban a kisérleti eredmények ezt 

nem támasztják alá. A nagyobb koncentrációjú aminok 

inhibitor effektusa azonban részben magyarázható a 

hélix •stabilizációjával.’
2. / Mivel a poliaminok megváltoztatják az RNS struktúrá

ját, valamint képesek disszociálni az enzim-RNS komp
lexet, elősegítik a szintetizált RNS eltávolítását a 

terner komplexből, és megakadályozhatják az RNS nem 

specifikus kapcsolódását a DNS-hez, ill. a DNS-enzim 

komplexhez. A sebesség növelés eszerint a termék in- 

hibicic megszüntetésén alapul.
3. / A nativ DNS-ek is rendszerint tartalmaznak hibás /pl.

parciálisán denaturált/ régiókat, és ezek egyben pro
moter helyek is lehetnek. Az enzim ilyen helyeken is 

képes kötni, azonban láncot indítani nem. Viszont a 

poliaminok helyreállítják a dupla hélixet, ezáltal 
stimulálhatják az RNS szintézist.

A polinukleotidokon történő RNS szintézis poliamin 

inhibiciója kizárja azt a régebbi feltételezést, amely 

szerint az aminok hatása pusztán a polimerázban léve nuk- 

leáz aktivitás inhibicióján alapszik.
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. 2.5» Az in vitro alkilálás hatása a DNS fizikai kémiai
sajátságaira

A DNS alkilezés termékei intenzív kutatás tárgyát 

S-mustárral végzett kisérletei, 1948.152képezik Elmor
óta. Sok alkilezoszert találtak, ami a foszfát csoporto- 

155 7kát észterezi , majd a purinok N helyzetben való al-
154,155 . A purinok alkilezését azkilezését mutatták ki

un. transzalkilezési mechanizmus szerint képzelték el e-
ezt később részben cáf olták^^’^®, de rész- 

159
156lőször

ben ma is elismerik
In vitro alkiláláskor a támadási pontok a DNS bá

zisai és a nem észter kötésben lévő foszfát oxigénje. A
7bázisok közül az N -G. a legnagyobb százalékban alkilezett 

atom. Az alkilezőszer számára ez sztérikusan hozzáférhető
a dupla hélix "wide-groove"-jában, azonkivül nukleofi'li-
tása miatt a legreaktivabb. Az alkilezőszertől függően 

a G 0 alkilálása is megtörténik, azonban savas hidroli- 

zire G.-ra bomlik, ezért azonosítása nehéz'*'^. Az A N^ a-
141tomja sztérikusan szinten könnyen hozzáférhető

r5 7ban az N -alkil-A a DNS-ben maximálisan 1/4-1/5-a az N -
142,145

, azon-

alkil-G-nek. Az arány függ a DNS GC %-ától is
1 7Nagyon kis %-u alkilezés az_A N és N atomján is meg-

5történik. A pirimidinek közül a _C N atomja alkileződik,
140,144szintén elhanyagolható mennyiségben

A foszfát-triészterek szintén labilisak alacsony
pH-nál, ezért az alkilezés szintjét nehéz meghatározni 
159 . A foszfát észteresedése dimetil-szulfát esetén kb. 
5 %-a az összes metilált terméknek 14514 2 , mások szerint 

monofunkciós alkilálás esetén általában 5-18 %. A fosz- 

fát-triészterek bomlása degradációhoz vezethet145-147
Az alkilezés mechanizmusa: az aromás mustárok S^l 

szerint, alifás mustárok, az alkil-alkánszulfonátok Sw2 

reagálnak. Újabb tapasztalatok szerint'*'^ ’140szerint
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azok az alkilezőszerek, amelyek a bázikus N-t támadják,
S^2 szárint reagálnak, pl. alifás mustárok, epoxidok* a- 

melyek ezenkivül a bázis C atomját is támadják, S^l sze
rint reagálnak, pl. alkilnitrózamidok. Az előbbi felosz- 

tástól140 eltérően az izopropil-, izobutil-, neopentil-
148metánszulfonátok SN1 szerint reagálnak

Az alkilálás "azonnali" következménye a DNS flexi-
142,149 150, a szerkezet eltorzulása 

amelj" kvantitative is követhető a girálási rádiusz, vala-
bilitásának növekedése

mint a határviszkozitás csökkenésével. I.lindkét effektus 

az un. "coiling" átalakulásra utal /a molsuly nem válto- 

és aenaturécié sem következik Ez azt je
lenti, hogy a DNS rigiditása csökken, és igy képes kisebb 

térfogatra összegömbölyödni о

zik,

149 szerint a coiling a 

foszfát alkilezés következménye, amely csökkentve a ne
gativ össztöltést, csökkenti a taszitást. A foszfát ész-
terezéssel magyarázzák a bázikus proteinek felé.mutatott

147 о Későbbi értékelés szerint 

a DNS dimenzió- és alakváltozása oldatban a bázisok
ba bevitt pozitiv töltés eredménye, ami a negativ fosz
fátokkal való kölcsönhatás révén fejti ki hatását.

A bevitt alkil csoport sztérikus effektusa sem elha- 

, és a DNS hidrációs burka is megváltozik

affinitás csökkenését is 
142

140 142nyagolható
Az alkilált DNS neutrális pH-n és alacsony hcnér-

. 57 C°-on történő inkubá-149sékleten viszonylag stabil 
lás hatására azonban neutrális pH-n is instabilis az al
kilált DNS. Oka a depurinálódás, azaz a puririok imidazol 
gyűrűjében lévő pozitiv töltés miatti N-glukozid kötés 

felnyilása. Ez a folyamat függ a pH-tói," hőmérséklettől 
és az inkubációs időtől’*'^*. A depurinálódás után a
dezoxiribóz rész instabil marad, amely szabad aldehid

. /Erre utal a 

, valamint NaBH^-del történő 

redukcióval és NHgOH-nal történő oximképzéssel a depu-

147csoport jelenlétének a következménve
152pozitiv Schiff-reakció
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150«/ A depurinált DNS |3-elírni-rinált DNS stabilizálódik
náción keresztül bekövetkező foszfor-diészter hasadás,

. A degradáció147azaz degradáció révén, stabilizálódik 

pH, hőmérséklet és idő függő, valamint függ a puffertól 
. Az alkilált DNS degradációja nemcsak a ^-eliminá-152is

ció következménye, hanem a foszfát alkilezést követő tri-
146,147,153 ó

■Lészter hasadásé is
A degradáció akkor vezet molsuly csökkenéshez, ha 

mindkét szál eltörik. Monoalkilálás esetén statisztikusan
70 "single-strand" törésre esik egy "double-strand" törés,

7
egy 10 D molsulyu DNS-ben 

inkubálva az alkilezett DN3-t, a molsuly hamarosan csök
kenni kezd, mivel a depurinálódás és degradáció is meg
történik' ilyen körülmények között. A molsuly csökkenés 

természetesen nagyobb mérvű bifunkciós alkilezcszerekkel 
történt alkilálás után, mivel egy keresztkötés teljes ki
hasadása rögtön.a dupla hélix töréséhez vezet.

Az alkilezés hatásai közé tartozik a T -ben bekövet
kező csökkenés is.

149 . 37 C°-on, neutrális pH-n

m
Dime til-szulháttal metilált DNS T -jem

lineárisan csökken a metilálás fokának növekedésével 
142,154 . A csökkenés nem a denaturálódás, hanem a depu- 
rináció és a degradáció miatt van155 . A metilált DNS Tm
pontja sokkal kevésbé függ a kation koncentrációtól, mint
a nativé. Spermidin és spermin csökkentik a metilált DNS 

Tm pontját. A poli-L-lizin - metilált DNS Tm~je alig ma
gasabb, mint a metilált D-S-e. Kielégítő magyarázatot e- 

zekre a jelenségekre nem adtak
Bifunkciós alkilezőszerekkel történő alkilezés

1-1 2

ese
tén diguanil származékok is létrejönnek. Mennyiségük kb. 
25 %-a a monoalkilezett származékoknak140’166. A digua
nil képződés két lépéses reakció: a monoalkilczós gyors, 
a második rendszerint lassú lépés. A diguanil származé
kok három csoportba oszthatók: intra strand inter strand
és intermolekuláris keresztkötés. Ez utóbbi a kísérletek-
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ben alkalmazott DNS koncentrációk mellett elhanyagolható. 

A diguanil származékok legalább 30 %-a, az alkilezőszer- 

től függően, inter strand keresztkötés. A keresztkötési 
reakció hőmérséklet és idő függő. A keresztkötéses alki- 

lezés mérésére többféle módszer használatos: UC analizis, 

renaturálódáe vizsgálata, Тщ pont mérés, DNase-zal törté
nő emésztés.

2.6. Epoxi vegyületekkel alkilezett DNS

Az intézetben korábban és jelenleg is részletes vizs
gálatok folynak különböző bifunkciós alkilezőszerek és a 

DNS közötti reakció vizsgálatára, sztereokémiái és gyógy
szerkémiai jelentőségük miatt. Ezek során jelentős különb
ség adódott a sztereoizomer diepoxi-butánok keresztkötő
képessége között, valamint különböző térszerkezetű di- 

epoxi-hexitek és ezek szubsztituált származékainak hatása 

között 157
Az epoxi vegvületek nukleofil centrumokkal /А-/, 

.3^,2 mechanizmus szerint reagálnak:

A
r-ch-ch2-a + OHR-CH-CH0V 2u H H

'Ä0/

IOH

7Ilyen nukleofil centrum a DNS-ben pl. a guanin N atomja, 
valamint a foszfát nem észter kötésben lévő О-je. A nuk
leofil centrumok támadási pontja az epoxi gyűrű metilén 

csoportja. Majdnem minden karcinosztatikus epoxi vegyület 
tartalmaz minden epoxi gyűrűn egy szubsztituálatlan me
tilén csoportot. A szubsztitúció jelentősen lecsökkenti

158mind a kémiai, mind a biokémiai reaktivitást
A diepoxi-butánok és a szubsztituálatlan hexitek,

valamint a monofunkciós analógok js konstansai /Swain- 

Scott egyenlet/ közel azonosak, 1,0 körül vannak. 37 C°- 

tiszta vízben a diepoxi-bután fél átalakulásion, pH=7
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157ideje 100 óra
A kéresztkötést létrehozó kétszeres alkilezési ■fo

lyamatban' lényeges a konfiguráció. így a diepoxidok DNS- 
sel történő reakcióinak vizsgálata kiemeli a sztérikus

■faktorok jelentőségét.
A reakcióidő függvényében vizsgálva a renaturálha- 

tóságot, amely a keresztkötés mértékére utal /lásd 3.3*5. 

fejezet/, az L- és D-diepoxi-bután azonos koncentrációk
ban, időben elkülönülve fejtik ki hatásukat: a D csak jó
val később éri el a telitési szakaszt. A mező pedig jóval

157 . Az L-diepoxi-kisebb %-ban létesit keresztkötéseket . ;

bután a mustárok után az egyik legerősebb keresztkötő
158-160 . A depurináció az L-nélszer, antitumor-hatású 

gyorsabb, mint a D-nél, de mindkettőnél igen nagy mérté
kű, ami érthető, mivel a 4 C-atomos lánc rövid a 8 R át
hidalásához. Hogy egyáltalán lehetséges, az a DNS flexi
bilitásával raagvarázha tó. A feszültség a depurinálodással 

159,161megszűnik
A hexit-diepoxidok közül az 1,2-5,6-dianhidro-dul- 

cit és az 1,2-5,ő-dianhídrc-mannit hatása közötti különb
ség a konfigurációnak tulajdonitható. Az utóbbi vegyület 

3,4 helyzetben isopropilidén csoportot tartalmazó szárma
zéka viszont már alig hoz létre keresztkötést. Oka a 

sztérikus gátlás. Л dianhidro-dulcit 3,4-diacetil szár
mazékának gyengébb hatása szintén térgátlással magyaráz
ható157

2.7. RNS szintézis alkilezett DNS templáton

A biológiai alkilezcszerek in vivo effektusa három 

csoportba osztható: citosztatikus ill. tumorgátló, muta
gen és karcinogén hatás. Ez utóbbi valamely sejtbeli mak
romolekulával való reakció eredménye. A mutagén effektus 

vagy az alkilezés okozta anomális bázis párosodás, vagy a
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depurináció miatt bekövetkező un. "mutation by deletion" 

következménye. A citosztatikus hatás pedig elsősorban a 

DNS replikáció gátlásán alapul.
A DNS replikáció gátlására a bifunkciós alkilezősze- 

rek sokkal hatásosabbak, mint a monofunkciósok. Azonban 

a replikáció teljes gátlása esetén is az RNS szintézis 

kisebb sebességgel, de tovább folyhat ugyanazon a templá- 

ton, mivel ehhez csak részleges templát lecsavarodás szük
séges. A sebesség csökkenés okára egyértelmű magyarázat 
nincs, mivel a folyamat összetett.

A 4. ábra a 2.5. fejezetben emlitett hatások semati
kus összefoglalása, kibővitva az RNS szintézisre való ha
tás ábrázolásával.

Halasa a DNS-reAlkiíezés

^ Coiling 

Depurináció
j Degradáció

Purin alkiíezés 

Foszfát alkiíezés
I
I s.s.ő. *1 

d.s.ö. /
/.

A
RNS-szintézis

Lánc indítás 
Lánc növekedés 
Lánczárás

4. ábra

Az alkiíezés hatására bekövetkező RNS szintézis se
besség csökkenés számba jöhető okai: coiling effektus, al- 

kil csoprtok hatása /számuk, eloszlásuk, térkitöltésük,
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liofilitás változása/, depurináciö és degradáció. Kis 

mértékű alkilezésnél /akár mono- akár bifunkcics vegyü- 

lettel/, amikor még nincs kimutatható depurináció és deg
radáció, a templát aktivitás jelentősen csökkenhet. Ez a
bevitt alkil csoportok hatását mutatja /az alkilezés hatá-

142,162,.sát a coiling effektustól nem lehet elválasztani/ 
163

N-mustárral végzett kísérletek alapján a DNS templát 
aktivitása /RNS szintézisben/ lineárisan csökken a bevitt 

alkil csoportok számának logaritmusával 
továbbá, hogy a templát aktivitás logaritmusa lineárisan 

csökken az alkilezószer koncentrációjával
Azonos mértékű alkilezés esetén a S-mustár és mono-

164 . Kimutatták

163

funkciós' analógja közel egyformán hatásos az RNS szinté- 
166zis gátlásában

A bevitt alkil csoportok direkt hatása főleg a lánc
növekedést /-átólja, azaz korai terminációt okoz. A korai
termináció a denurinálódós és a degradáció miatt is be- 

142,163,167következik
A bifunciósokkal történő alkilezéskor a kialakult 

keresztkötések közvetlen hatása ugyanaz 

kilálásnak. Nagyobb százalékú keresztkötés azonban a 

lánc indításhoz szükséges lecsavarodást is gátolhatja, 

igy direkt hatása is nagyobb, mint a monoalkilá'lásnak. 
Indirekt hatásában pedig a molsulyt csökkentő effektusa 

miatt erélyesebb inhibitor 

nullára is csökkentheti

mint a monoal-

164 , és a templát aktivitást
162

Növekvő alkilálással nemcsak a szintetizált RNS 

összes mennyisége csökken, hanem a molekulasúlya is. A 

molekulasúly eloszlás is jelentősen megváltozik: növekvő 

mértékű alkilálással az RNS fő tömege mind kisebb szedi- 

mentációs állandójú lesz 162
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2.8. Célkitűzés
i

Л!•/ Л biokémia egyik igen érdekes kérdése, hogy miért 

egyetemesek a természetben az L-aminosavakból felé
pülő proteinek, és a D-ribózból és D-dezoxiribózból 
felépülő nukleinsavak. A kérdést sokan vizsgálták, e- 

gészen egyszerű modellekből kiindulva. Gabbay és mun
katársai T pont mérések alapján modelleket állítot
tak fel a DNS diaminok által történő stabilizációjá
nak bizonyítására. Elméletük azonban vitatható. 

Sztereokémiái hatások vizsgálata céljából különböző 

diamino származékokat szintetizáltunk, és hcdenatu- 

rációs módszerrel megvizsgáltuk a DNS-sel való köl- 

c sönhat á s ukat.
2. / Az alkilezcszerek peptidhordozóinak vizsgálata gyógy-

szerkémiai jelentőségű, ezenkívül érdekes sztereoké
miái szempontból is. Az ELTE Szerves Kémiai Tanszékén 

Dr. Szekerke T/ária irányításával különböző dipeptide- 

ket szintetizáltak, amelyek DNS-sel való komplex kép
zését intézetünkben vizsgáltuk meg hődenaturációs 

módszerrel.
3. / Nincs egyértelmű magyarázat a diaminok hatására 'lét

rejövő RNS szintézis stimulációnak. Megvizsgáltuk né
hány, a DNS Tm pontjára különbözőképpen ható diamin 

'templát aktivitásra való effektusát.
4. / Az intézetben korábban a DNS kérésztkötéses alkilezé-

se szempontjából megvizsgált különböze szerkezetű, 
epoxidtipusu alkilezószerekkel kezelt DNS-en végbe
menő enzim katalizálta RNS szintézist tanulmányoztuk 

sztereokémiái és mechanizmus vizsgálati célból.

■
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3• Kísérleti anyagok és módszerek

3.1. Modell vegyületek előállítása

3.1.1« Diamino vegyületek
n=2'-6 / dihid-A diamino vegyületek / Hp.N/CHg/j.jNHp, 

rokloridjainak előállítása a megfelelő diamino vegyüle-
tekből /Fluka/ történt.

Az -I-, D- és DL-iizin monohidrokloridjai Reanal 
vegyszerek voltak, amelyek átkristályositás után kerül
tek felhasználásra.

A diamino-mannit-dihidroklorid, valamint a D-mannit, 
dulcit és D-szerbit a Chinoin termékei.

A sztereoizemer lizin-mctil-, -etil-, -izopropil- 
észterek tionilkloriocs módszerrel^0 készültek az ész
ternek megfelelő Reanal készítményé oldószerekben a szle- 

reoisomer lizir.ekbcl.-
A két kvaterner ammonium vegyülőt -ГЦК•

2 Br~ - 1,5-dibrcm-pentanból /Fluka/ és a. megfelelő ter
epcier aminból készült etanolbarkR=CH.*- esetén a reak-2

ció bombaoseber. 20 érán át szobahőmérsékleten, R=CIí-CH.~-2 2
esetén 20 órás reflux alatt ment végbe.

A 3-metil-pentametilén-üiamin.2HCi /a pentaiaetilén- 
diamin a továbbiakban РЫК/ szintézisének lépései: maion- 

észter, 2-metil-malonészter, LiAlh/j-es redukcióval 2-me- 
til-1,3-propándiol, bombacsőben 48 %-os ЬГВг-dal 2-rnetil- 

1>3-dibróm-propán, 2-me til-1,3-propán-dinitril, katali
tikus redukció, majd sóképzéssel a végtermék.

DL-l-hidroximetil-PKD.2HC1: L-lizinből kiindulva
tiomlklorrdos módszerrel DL-lizin-metilészter.2HC1, tri-

т. 6 <3 4 . . .N, N ’ -d 11r 111.1 -DL-1 i z in-m e t i 1 é s z - 
170

fenil-metilkloriddal 
tér, LiAill^-es redukcióval 
a tritil csoport lehasitása HCl-ban való forralással.

a hidroxi vegyület, végül

DL-l-me til-PíAD . 2HC1: асе te cetészterből és akrilnit-
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rilből Michael-addicióval 2-propionitril~acetecetészter,
ketonná hasítással 5-oxo-kapronitril, hidroxilamin-hid-

Na/n-butilalkoholos171rokloriddal 5-oximino:-kapronitril 
redukcióval172 a diamin, végül sóképzéssel a vegyület.

A DL-l-izopropil-FMD.2HC1: асеtecetészterből és izo- 

vajsavkloridból 2-izobutiril-acetecetésztér173 , savvá ha
sítással izobutiril-ecetsav-etilészter* A további.lépések 

-Michael-addició, ketonná hasítás, stb.- az előző vegyü-
letnél leírtakkal azonosak.

Az anyagok azonosítása és tisztasági fokának megha
tározása olvadáspont méréssel, elementáris analízissel 
/С, H, N, Cl/, forgatási értékek meghatározásával, infra
vörös és egy esetben /DL-l-hidroximetil-PMD/ NMR spektrosz
kópiával- történt /2. táblázat/.

3«1»2. Dipeptidek

A modell dipeptidek szintézise az ELTE Szerves Kémiai 
Tanszékén történt. A szintézisek menete és a fizikai ál

dolgozatban találhatók meg.174landók a

3.1«3. 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-3,4-diacetil-dulcit /diAcDAD/ 
előállítása osztályunkon történt DAD-ból.

DL-2,З-epoxi-propanol/l/, /v. glicid v. epihidrin- 

alk'ohol/: epiklórhidrinbcl az epoxi gyűrű hig kénsavas 

felnyitásával glicerin-«*.-klórhidrin, ebbel KOH/absz. 
etanolos gyürüzárással a vegyület

L/+/-l,2-3,4-diepoxi-bután: D-borkesavból azeotrop 

észteresitéssel D-borkősav-dietilészter, ebből 2,2-di- 

metoxi-propármal 2,3-0-izopropilidén-D-borkcsav-dietil- 

észter, LiAlH^-es redukcióval 2,3-0-izopropilidén-D- 

treitol. Absz. piridinben metánszulfonsavkloriddal 2,3-

173



2. táblázat

о ÖsszegképletOp. /С У Analízis

/сЗ,Н20/
Veryület

n.ért L'olsuly számolt talált

C 18,05 
H 7,52 
Cl 55,3

Etiléndiamin.
2HC1

C 18,0szabi. c2HiCK2ci2
153,03 8,0H

Cl 53,52

Propilénéiamin. 
2HC1

G 24,7 
H 8,36 

. N 18,9 
Cl 48,3

243 243 C'xH12N2C12 
147,'CG

C 24,5 
H 8,16 
N 19,1 
Cl 48,3

I
vd
-fc.

i

P a tr e s c i n. 2ííC1 515 C 29,85 
9,0 

N 17,5 
Cl 43,94

C4H14N2C12
161,08

C 29,3 
H 8,7 
N 17,4 
Cl 44,15

H

PIvID /cadaverin/ 

.2KC1
261-2 C 34,4 

H 9,01 
N 15,85 
Cl 40,62

C5^16‘'T2C12
175,11

С- 34,5 
H 9,16 
N 16,0 
Cl 40,6

Hesametilén-
diamino2HCl

250 248-50 C6H18N2C12
189,13

C 38,1 C 37,9 
H 10,0 
Cl 37,59

о 55H
Cl 37,55

С 36,2 
H 7,86 
N 12,17 
Cl 30,3

С 36,0 
7,7 

7 12,0
Cl 30,5

L-lizin-me til- 

észter.2HC1
^7^18^T2^2^^2

233,14
H

+ 16,0 211-2 212



I ы 25 IL -t T) j Cc az. eg kép let/ Analizisо t
/сЗ,Н,0/ mért találtszámoltrod. г.: о is uiy

0 36»23 •
8,19 

N 12,01 
Gl 30,45

-15,67 G 36.0 
H 7 \7 
N. 12,0 
Gl 30,5

D -lizin-metii- 
észter.2KC1

^7r'18^2®2''^2

233,14

210-11
H

216-7DL-liz in-где til- 

észter.2HC1
G 36,11 
H 8,0 
N 12,1 
Cl 3C,51

218 к

I
v>)
ЧЛ

+11,67L-lizin-etil- C 38,6 
H 8,5 
Gl 28,6

143-4 143,5-
144,5

C5^20^2^2^^2 

247,17

C 38,8 I8,1Hészter. 2I:C1 CI 28,7

D-lizin-etil- 

észter c 2IIG1
G 38,5 

CI 28,6
8,5H-10,67 143-4

DL-lizin-etil- 

észter ,2I:C1
165-5 C .38,6 

CI 28,5
8,5H

L-lizin-izopro- 

pilészter.2HG1
163-5+8,33 C9H22N 2'0 2G12 

261,2

C 41,6 
H 8,41 
CI 26,87

C 41,4 
8,4 

CI 27,2
H

DL-lizin-izcpro- 

pilészter.2HG1
130-2 »»• C 41,2

H 8,9
: CI 27,4



Op. /с°/ Összegképlet 

MoIsuly

Analisis
Vegyület

mért irod. számolt talált

DL-l-hidroximetil- 

ИШ.2НС1
C 35,0 
К 8,78 
N 13,6 
Cl 34,6

125 C 34,75 
H 9,27 
N 13,4 
Cl 34,94

C6H1SN20C12

205,13

DL-l-tne t il-PKD. 
2HC1

178-9 C 37,98 
H 9,98 
N 14,69 
Cl 37,6

C6H18N2Cl2
189,13

C 38,1 
H 9,55 
N 14,8 
Cl 37,55

V_>3

DL-l-izopropil-PMD
e2RCl

199-200 C 44,2 
H 10,25 ' 
N 12,9 
Cl 32,75

C 43,93 
H 10,28 
N 13,15 
Cl 32,85

n i: M ni
gi * 2 2A * 2° 2

217.19

I

3-me til-PMD. 2HC1 253-4 C 37,86 
H 10,03 
Cl 37,12189,13

C 38,1 
H 9,55 
Cl 37,55 :

N,N,M,N’?J’N’-hexa-
etil-K.n3.23r“

270270 C 47,20 
H 9,07 
N 6,8 
Br 36,77

C 47,20 
H 9,26 
N 6,47 
Br 37,05

C17H40N23r2

432,34

У’-hexa- 

metil-P’.D. 2Br
303 C 37,92 

H 8,05 
N 8,05 
Br 46,0

C 38,04 
H 8,29 
N 8,13 
Br 46,0

ClIH23::2Sr2

348,18



M25L JD
/с2,СНС15/

AnalízisFp. /С°/ 

egyéb állandók
Összegképlet 

Fölsúly
Vegyület

számolt talált

C 48,62 

H 8,17
53-54/9,5 mm 
n2^ 1,4311

L) pp
/fs^ =1,111/

C 49,07 

H 8,45
DL-2,3-epoxi-
propanol/1/

C3H6°2
74,08

'-■О

143-5/760 nm 
ni°= 1,435 

/fs2C=l,113/

L/+/-1,2-3,4-
diepoxi-bután

C 55,9 
H 7,04

C 55,94 
H 7,08

+22,85 C4H6°2 I

86,09

D/-/-1,2-3,4- 

diepoxi-bután
144/760 mm 
/fs2C=l,113/

-23,925 C 55,78 

H 7,31
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-O-izopropilidén-D-treitol-1,4-bisz-metánszulforiát. Me- 

tánszulfonsavval refluxéivá 1,4-bisz-meziloxi-D-treitol, 
végül ez utóbbi éteres oldatában tömény lúg hatására gyü- 

rüzárással a vegyület
D/-/-1,2-3,4-diepoxi-bután: az előző vegyület elő

állításánál említett 2,3-0-izopropilidén-D-treitolból 
48 %-os HBr/cc. kénsavval 1,4-dibróm-D-treitol, ennek é- 

teres;oldatában tömény lúggal gyürüzárás

157

157

5«2. A kísérletekben 'felhasznált egyéb anyagok

A NaCl, Na^HPO^^HpO /Sorensen szerint/, NaHgPO^.í^O, 
KCl, MgClg-ßHgO és a triklc.recetsax' a.lt. minőségű Reanal 
készítmények voltak. A trinátrium-citrát Merck, a TRIS 

/trihidroximetil-metilamin/ Koch-Light Lab. Ltd., a. 2- 

merkaptoetanol Colbiochem p.a. minőségű készítmények .vol
tak.

SSC puffer: 0,15 M NaCl 
pH=7,2 bidesztillált vízben,

0,015 M trinátrium-citrát,- 

= 0,195 í.T.C “f*Na
SSG/55 puffer: 0,001 M NaCl, 0,001 M trinátrium-

= 4.10"^ hí.citrát, pH=7,2 bidesztillált vízben, 
Dezoxiribonukleinsav:

cx, +Na.
csirkevérbcl izolált magas po-

limerizációs fokú Reanal készítmény. GC-tartalma 41,7 + 1,0
mol% hődenaturáciés méréseink alapján /1^=87,0 + 0,4 C° 
SSC pufferben/. £fp/~ 7100 /.foszfor tartalomból számol
va/ Atlagmolsuly 7,41.10^ D ultracentrifugáé szeöimentá-
ciós'állandóból, S5n = 20,0 /Kémiai Szerkezet KutatóeV,w . 17R
Laboratórium/ számolva az irodalomban ^ megadott képlet

2,7/.
guanozin-5’-trifoszfát-, 

uridin-5’-trifoszfát- és citidin-5’-trifoszfát-diNa sók

alapján : 0,445 lg M = 1,819 + lg /S 

Adenozin-5’-trifoszfét-
20,w~

Miles Láb. Inc. készítmények.
A 14C/U/-urídin-5’-trifoszfát 300 mCi/mM specifikus 

aktivitású, 96 % radiokémiái tisztasági fokú csehszlovák
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gyártmány volt /Institut, für Forschung, Herstellung und 

Anwendung der Radioisotope, Praha/.
RNS polimeráz enzim: E. coli K-j^-bol izolálva /Miles 

Lab. Inc./. Specifikus aktivitása: 294 U /egység//mg pro
tein. Az egység definíciója: az enzim azon mennyisége, a- 

mely 1 nM
katalizálja Calf Thymus DNS templáton 10 perc alatt 37 C°- 

on. Az enzim egyéb adatai: 312 U/ml /az enzim 1:1 0,01 M 

TRIS puffer‘.glicerin oldatban, pH=7,9, 0,01 Ы MgCl 
M KC1, 0,1 mM ditio-treitol, 0,1 mM EDTA/, valamint 1,06 

mg protein/ml.

14C-ATP savoldhatatlan anyagba való beépülését

0,12»

3.3« Kísérleti módszerek és eszközök

3.3.1. Hcdenaturációs görbék felvétele

14Az abszorpció-hőmérséklet profil felvétele a 

dalom alapján egy, az intézetben átalakított UNICAM SF- 

500 spektrofotométerrel történt. A méréseket. 1 cm-es kü- 

vettában, pufferral ill. puffer és diamino ill. dipeptid 

vegyülettel szemben végeztük, alifás diaminok vizsgálatá
nál 260 nm-nél, az aromás oldalláncot tartalmazó dipepti- 

deknél 258 nm-nél. A hőmérséklet mérését a küvetta teflon 

dugóján át, közvetlenül a fényút fölé az oldatba benyúló, 
üvegbe ágyazott vas-konstantán termoelem biztosította. A 

termoelem hidegpontja egy 25 C°-os termosztátban volt. A 

hőmérséklet leolvasására kompenzációs műszert használtunk 

/Thermocontrol, Typ:YAK, Ganz, Budapest/. A küvettaház 

ill. a küvetták egyenletes felfütését /0,5 C°/perc/ az 

intézetben készített lineáris hőmérséklet programmozó 

biztosította, a fűtőközeg viz-glicerin elegy volt.
A DNS törzsoldatok 1000-1400 /ig/ml koncentrációjuak

iro-

voltak.
tartalmaztak, a 25 C°-on mért kiindulási £

A pont méréséhez az oldatok 14-26 /ug/ml DNS-t
értékekből260
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/0,23-0,43/ számolva, ami a DNS foszfor tartalma alapján 
3,2-6/0. lC^M-nak felel meg. A hiperkrora effektus 35-42 % 

között volt. Az elnyelési értékek nincsenek korrigálva a 

viz expanziós faktorával. Minden görbe felvétele minimá
lisan 20 mérési pont alapján történt. A mérés pontossága 

+_ 0,05- + 0,5 C° között változott. Minden megadott Tm 

pont minimálisan három T pont mérés átlaga.
Az alifás diaminok vizsgálata a már említett SSC és

SSC/33 pufferekben történt. A dipeptidek vizsgálaténál a
71puffer, az ionkoncentráció és a pH a Brown által leír

takkal volt azonos, hogy a mért adatok az általa publi
káltakkal összehasonlíthatók legyenek: 0,002 M foszfát 

puffer pH=6,35, 0,001 M NaCl hidesztillált vízben.
Az oldatok hidrogénion koncentrációjónak beállítása 

Radelkis pH-méterrel történt /Тур:0Р-205/. A beállítás 

pontossága: pH=7,2 + 0,03.

3.3.2. DNS transzkripció in vitro

Mivel az RNS polimeróz katalizálta RNS szintézis 

függ a puffertól, pH-tól, stb., standardizált rendszerre 

van szükség összehasonlítható eredményekhez. A kísérle
teket az alábbi összetételű reakcióelegyben hajtottam 

végre80: 0,04 M TRIS pH=7,9, 0,2 M KC1, 0,012 M Mg,Cl 
4,2 mM 2-merkaptoetanol, 0,8 mM XTP, 0,1 mCi Л^С-UTP 

/300 mCi/mM/, 100 /ug DNS, 10,6 pg azaz 10 pl E. coli RNS 

polimeróz 0,5 ml össztérfogatban. Az enzim bemérés Ha
milton mikropipettóval történt, a DNS koncentrációt C 

mérés alapján határoztam meg. A DNS mintákat a diaminok 

vizsgálatánál dialízis nélkül, alkilezett DNS-ek vizsgá
latánál dialízis után mértem be az RNS szintézis reakció- 

ele-gybe. Minden enzimes méréshez 3 v. 5 párhuzamos min
tát készítettem.

Az RNS szintézis előrehaladásáról а 1г,С-иТР savold-

2’

260



41

' hatatlan anyagba való beépülése /^C-UMP formájában/ ad 

felvilágosítást.
A reakció az enzim hozzáadásával indult meg. Az in

kubáció 37 C0~on történt meghatározott ideig. A reakció 

leállítása 0rl ml kb. 1300 /ig/ml-es denaturált DNS hoz
záadása után 2 ml jéghideg 5 %-os triklórecetsavval tör
tént. A kémcső jeges fürdőbe került 30 percig, majd a 

savoldhatatlan anyagot 0,45 ju pórusméretü membránszürő- 

vel szűrtem /Sartorius GmbH/, 4x5' ml 5 %-os triklórecet
savval mostam. A szürőlemezek meg3záradás' után radioak
tivitás mérésre kerültek az intézetben kifejlesztett 

gáz fázisú, proporcionális tartományban mérő 

lizátorban.
C ana-

3.3.3. A DNS nlkilezése

A DNS minták alkilezési reakcióinak végrehajtása és
alapján történt. A re- 

akcióelegyek azonban más összetételüek voltak. Az össze
tételt az RNS szintézis követelményei szabták meg.

Az alkilezéshez használt pufferek összetétele:
0,04 M TRIS pH=7,9, 0,1 M KC1, a DNS koncentráció 1 mg/ml 
/2,29-10 ^ M a foszfor tartalom alapján/.

157spektrofotometriás analízise

Az alkilezőszer 

koncentrációja a reakció időfüggésének /0-24 óra/ vizs
gálata esetén 0,1 Tó /koncentráció arány 43,67 alkilező
szer molekula/DNS bázis /, az alkilezőszer koncentráció
ja hatásának vizsgálatakor 0,01-0,5 M /koncentráció arány 

4,37-218,35/, a reakcióidő 2 óra, a hőmérséklet 37 C°.

3.3.4. A DNS minták dialízise

Az RNS szintézis vizsgálatához az alkilezési reak- 

cióelegybol 5 ml-es mintákat vettem. Ezek egy dializáló 

zsákba kerültek /Kalle AG, Wiesbaden/, amelyek 0-5 G° 

hőmérsékletű, 500 ml térfogatú dializáló pufferbe /0,04 M
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TRIS pH=7,9, 0,1 М КС1/ merültek. A hirtelen hűtés a re
akció 'leállítását szolgálta. A dialízis célja pedig az 

el nem reagált, ill. a nem DNS-sel elreagált és elhidro-
lizált. alkilezőszerek makromolekulás oldatból való eltá-

164 10"3 M N-mus-volitása volt. Irodalmi adatok alapján
tár 25 %-kal csökkenti az RNS polimeráz aktivitását,

.10 M alatt pedig az aktivitást gyakorlatilag nem bef o-
tioszulfátoslyásolja. Az epoxid vegyületek Ross-féle 

meghatározással 0,005-0,01 M koncentrációig mutathatók
ki. Kísérleteinkben a dializáló folyadékot /500 ml/ 3-4- 

szer cseréltem, és .a dialízis összesen 100-120 óráig 

tartott 0-5 0° közötti hőmérsékleten. A dialízis elsó 

szakasza után /kb. 30 óra/ már nem volt analitikailag ki
mutatható mennyiségű alkilezőszer a makromolekulás oldat
ban.

3.3.5. A DNS renaturálhatóságának meghatározása

A DNS renaturálhatóságának meghatározásához a diali- 

zált mintákból 0,5 ml-ез térfogatokat 25 ml bidesztillált 

vízbe pipettáztam. Ebből az elegyből 4x4 ml-t kémcsőbe 

mértem, kettőhöz 1-1 ml deszt. vizet adtam, a másik ket
tőhöz előbb 0,5-0,5 ml 0,2 n NaOH-ot, majd 2 perc múlva 

alapos összerázás után 0,5-0,5 ml 0,2 n ecetsavat. Ezután 

a minták extinkciós koefficienseit határoztam meg /260 

nm-nél/, majd a nyert adatokból az alábbi képletek alap
ján a keresztkötéses alkilezés mértékére jellemző renatu- 

rálhatósági értékeket számoltam ki:

hk - h
Renaturálhatósági % = /9/‘ 100

hk
tk - 1. A h^ a kontroll minta hiperkrom effek-ahol hk= £

tusa, az í.u°a renaturált minta, £ a nativ minta extink- iC f о
ciós koefficiense. A h= —- az alkilezett minta hiperkrom 

£a renaturált minta extinkciós koefficiense'*'3^eff ektusa,
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4» Eredmények és kiértékelésük

4.1. Alifás diamin származékok hatása a DNS hőstabilitá-
sáru

A polimetilén-diaminok DNS hőstabilitást növelő ha
tása az irodalomból ismert. Calf Thymus DNS esetén n=5~ 

nél ДТт= 5,3 C° /ez a maximális effektus/, n=2-nél 2,0 

C° SSC pufferben. Csirkevérből izolált DNS-nél /Tm= 87,0 

+ 0,4 C°, SSC pufferben/ ezek az értékek 5,0 ill. 1,7 C°. 
/Az arain koncentráció 0,05 M, a DNS koncentráció 4,6.10 

M, az amin/bázis koncentráció arány 1087./
A mérések pontosságához viszonyítva ezek a hőmérsék

let különbségek kicsik finomabb effektusok méréséhez. 
Horaceк 50 méréséi alapján а ДТ növelhető az ion

koncentráció csökkentésével változatlan v. csökkenő di
amin koncentráció mellett. Ezt az effektust megmértük 

csirkevér DNS-sel. A kapott eredményeket a 3. táblásat,
ábra mutatja 10 ^ !.! PND.2HC1 ese-va lomint az 5« és 6. 

t é n.
3. táblázat

-3lg[Í\To+JSókonc. M PMD.2HC110Tm/DNS/
/С0/Í.N a+] /М/ Tm /С°/ ATm /С°/

-3 86,7 +0,1
85.6 + 0,3
84.7 + 0,3
82.8 + 0,3 

85,0 + 0,2
87.8 + 0,2

27,9
21,8
17,5

4,00.10 

7,40.10 
1,25.10"2 

5,01.10"2 

9,80.10~2 
1,95 Л0-1

-2,397'
-2,130■
-1,9031
-1,3002
-1,0088
-0,7100

58.8 + 0,5
63.8 + 0,2 

67,2 + 0,2 

77,7 + 0,3 

83,0 + 0,2 

87,0 + 0,4

-3

5,1
2,0
0,8



§
SS 

í1
s

o
f

b
8

3
3

3s
I <

=>

Q
3 •J

 .

I Sи
v
jl

1
I

£
-b

.

'П
l

A о
I

•3
■s

£
»

«3
-

I
r> * t- «!



- 45

Az 5. ábrán a Tra//DNSy - lg sókoncentráció egyenes 

iránytangense azonos az irodalomban a DNS-ekre leírtak
kal, azaz leírható a /4/ egyenlettel. Eszerint 1.10 

lal megnövelve a NaCl koncentrációt az S3C/33 pufferben 

/a csirkevér DNS Tm pontja ebben a pufferben 58,8 + 0,5 

C°, 20 mérés alapján/ 1,6 C°-kal növekszik meg a DNS T - 

1.10 ^ M PMD.2HC1 pedig 27,9 C°-kal növeli meg a T - 

et. Ez 5,58-szorosa az SSC-ben mért maximális effektus
nak.

-3 Ili

je .

A finomabb effektusok tanulmányozására ezért a to
vábbiakban a kisebb ioneró'sségü SSC/33 puffert használ-

— 4tam. Az aminok koncentrációja mindig 1.10 M volt /Mahler
mérései szerint а ДТ itt már a telítési szakaszon van/m
és az amin/DNS bázis koncentráció arány 21,74.

A maximális effektus itt is n=5-nél van: 4. táblázat
'51,5745és 7. ábra, megegyezően Mahler 

adataival. /А táblása tokban a továbbiakban a DNS-diamin
és ellentétben Gabbay

komplexek T -jét nem tüntetem fel, csak a nyert ATm~eket./ 

4• táblázat

ATmДТ /С0/ m *100V e g у ü 1 e t R A27,9
W /%/

Étilén-diamin.2HCl 

Propjlén-diamin.2MC1 

Butilén-diamin.2HC1 

PMD.2HC1
Hexametilén-diamin.2HC1 

D iamino-mannit. 21 ТС 1 

D-dulcit 

D-mannit 

D-szorbit

66,3
91,0
94,6

100,0
93,2

108,2

18,5 + 0,2
25.4 + 0,2
26.4 + 0,2 

27,9 + 0,1 

26,0 £ 0,2 

30,2 + 0,4

42,0
39.5
40.6 

41,1 

40,0 

40,0

2,5 + 0,3 38,09,0

/Нд a hiperkrom effektus'/
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30

20

10 1 í
2 4 6 п

7. ábra

A PMD effektusát, is felülmúlja azonban a hexameti- 

lén-diamin 2, 5,4,5-te trahidroxi származéka mannit konfi
gurációja izomerjének /diomino-mannit/ hatása. A hidroxi ■ 
csoportok megnövelik az alapvegyület stabilitást növelő 

effektusát 4,2 C°—kai. A 2,3,4,5-tetrahidroxi-hexán'kü
lönböző izomerjeinek azonos hatása van, ez azonban kisebb,
mint a diamino-mannit által adott Д/ДТ /, azaz a 4,2 C°.m

A pentametilén sorban 1-helyettesitett .származékok 
esetén a metil- és izopropil csoport PTID-hez viszonyí
tott effektus csökkentő hatása /5. táblázat/ valószinü- 

leg elsősorban az apoláros karakter növekedésével van 

összefüggésben, éppen úgy, mint a 3-netil яяármazékná 1. 
Azonban nem mindegy, hogy a szubsztitúció hol történik.
A protonált amino csoport mellett kialakult liofil szfé
ra megzavarása egy apoláros csoporttal /ionszolvatáló 

képesség csökkentése,/ jobban csökkenti e^ektast.a::
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5. táblázat

AIЛт_ /с°/ . ~ 100Vegyület RÄш 27,9
/%/ /%/

27,9 + 0,1 

26,0 + 0,2
41,1
40,5

100,0
95,2

PMD.2HC1 

5—metil-PMD.2HC1 
DL-l-Tiiclr oxime til- 

PMD.2HC1
DL-l-metil-РОД).2HC1 

DL-l-izopropil-PMD.2HC1 

L-lizin-etilészter.2HC1 

D-lizin-etilészter.2HC1 

DL-1izin-etileszter.2HC1 

L-lizin-metilészter.2HC1 

D-lizin-metilészter.2HC1 
DL-lizin-iae tilészter. 

2ПС1
L-lizin-izopropilészter. 

2HC1
DL-lizin-izopropil- 

észter.2KC1 

L-lizin.HCl 
D-lizin.HGl 
DL-iizinoHCl 
N,N,N,N J N J N’-hexame til- 

FMD.2Br”
N,N,N,N|N’N’-hexaetil- 

PMD . 2Br~

25,6 + 0,2 

24,8 + 0,1 

25,8 + 0,5
15.6 + 0,5 

15,0 + 0,2 

15,2 + 0,2 

14,0 + 0,1
15.7 + 0,2

59,0
41,5
40.7
59.8
40.8 

59,0 

40,0
57.8

91,8
88.9
85.5
55.9 
55,8
54.5 
50,2 

49,1

15,7 + 0,2 49,1 58,0

15,5 + 0,2 48,4 58,2

15,1 + 0,5 

1,5 + 0,2 
1,5 + 0,2 

1,5 + 0,2

47,0 59,0
5,4 59,5

57,04,7
58,54,7

65,218,2 + 0,2 59,2

0,9 + 0,2 3,2 57,0

re utal az 1-metil- és a 5-metil-PP.® АТ^-jei közötti kü
lönbség: A/ATm/=l,2 С°. Az 1-helyettesitett származé-
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koknál a^metil csoportok elektronküldő effektusa is hoz
zájárulhat a csökkenéshez. Térgátlás a szabad rotálás mi
att kevésbé képzelhető el.

A hidroximetil-PMD vegyület ATm~je 0,8 C°-kal maga
sabb, mint az l-metil-PMD-é. Ez a hidroxil csoport pola
ritásával és a H-hid kötésben való részvételével magyaráz
ható.

APÍ.TD karboximetil, -etil és -izopropil származékai 
kb. 50 %-kal csökkentik az alapvegyület stabilitás növelő 

effektusát. A csökkenés feltehetőleg a karbonil csoport 
oxigénje elektronsűrűségének és az apoláros lánc hatásá
nak a következménye. A karboxietil származékok adják a 

legnagyobb ATm-et az észterek közül. Ez valószinüleg hid- 

rofób kölcsönhatásokkal függ össze.
A PAID karboxil származékai /sztereoizomer lizinek/

a PÍID effektusát szinte teljesen eltüntetik. A kapott
azaz azonos koncentrációjú NaCl ill. az

Ennek oka az
ДТш-ек l.lo“5M, 
ezzel egyenértékű NH^Cl hatásával azonosak, 
aminosav ikerion szerkezete.

A PMD, N, N, N, N J N) N ’• -hexame t il-PMD, N, N, N, N J N ’N * - 

hexaetil-РГЛ) sorban az apoláros szubsztituensek méreté
nek növelése a ATm csökkenéséhez vezet, hasonlóképpen, 
mint azt Gabbav 

A csökkenés részben térgátlással, részben a hidrofób ka
rakter megnövekedése miatti ionszolvatáló kapacitás csök
kenésével magyarázható.

A sztereoizomer lizinek és észtereik ДТ -jei azt mu-m
tatják,' hogy habár minden esetben az I, származékok adják 

a mérési átlagok alapján a nagyobb effektust 

csak egyetlen sztereoizomer pár esetében /L- és D-lizin- 

etilészter/ nem fedik át egymást. A különbség itt is csak 

min. 0,1 C°, max.

51 poliribonukleotidokra megállapította.

az értékek

1,1 C°. Habár Gabbay^*'^ mérései sze
rint a diamino-propionsav, -vajsav, ornitin és lizin 

sztereoizomereknél is csak a legelső /max. 1,1 C0/ és a
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0,1 C°, max. 1,3 G° különbség/ esetbenlegutolsó /min. 
nincs átfedés /a második és harmadik vegyületnél a kü
lönbség 0, ill. Ö,2-C°, a mérési hiba +_ 0,3 C0/, a kü
lönbségnek nagy jelentőséget tulajdonit, és ebből, vala
mint az n=3 max. effektusból felépiti az egy szálon va
ló stabilizáció elvét, amelyet mind DNS-ekre, mind poli- 

ribonukleotidokra érvényesnek tekint.
Mivel egy metil csoport /З-metil-FMD/ az amin-fosz- 

fát kötéstől távol, valószinüleg> pusztán az apoláros lánc 

destabilizáló hatása miatt 1,9 C°-kal csökkenti a PMD
AT -jét, az amino csoport közelében lévő pedig /1-metil- 

^ оPMD/ 3,1 C -kai, azt a következtetést vonhatjuk le, hogy 

a konfigurációnak az alifás diaminok és a DNS kölcsönha
tásában nincs lényeges hatása.

A csirkevér DNS hőstabilitása növekedésének az -ami- 

nok alifás lánchosszától való kisérleteinkben kimért füg
gése, valamint a DNS és az aminok molekuláris paramétere
inek^-,57,62 ismerete alapján a Tsuboi-Liquori modellel 
jobban magyarázhatjuk a DNS diaminok által történő sta
bilizációját, mint a Gabbay-féle modellel.

4.2« Dipeptidek kölcsönhatása a DNS-sel

A vizsgált dipeptidek egyik része N-terrninálisként 
lizint és ornitint, C-terminálisként tirozin- és tripto- 

fán-metilésztereket tartalmazott. Ezek a bázikus dipep
tidek igy az adott pN-n dikation szerkezetűek voltak. A 

második csoport N-terminálisa szerin, C-terminálisai ti
rozin- és triptofán-metilészterek voltak. Ezek monokati
on szerkezetűek, hasonlóképpen, mint a tirozin-metilész- 

t er.
A bázikus aminosavakat tartalmazó dipeptidek DNS- 

sel való kölcsönhatása minden esetben a DNS Tm pontjának
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növekedéséhez vezetett. Az effektus nagysága a peptidet 

alkotó aminosavaktól é3 a peptidek koncentrációjától
függött /6. táblázat/, standard körülmények között 

/2.10
koncentráció:

-3-3 M foszfát puffer pH=6,35, 1.10 

4,6.10”^ M /foszfor//.
M NaCl, DNS

6. táblázat

ATm /С°/

Peptid koncentráció /ЭД/Dipeptid

-4 -4 -3 -31.10 5.10 1.10 2.10

10,9+0,4 11,9+0,3
10,4+0,1
11,4+0,2

Lys-TyrOMe
Lys-D-TyrOMe
Orn-TyrOMe
Lys-TrpOMe
Orn-TrpOMe

13,0+0,5 
10,5+0,2 

11, 8+0, 4

13,2+0,4

16,7+1,0
11,2+0,5 13,6+0,8

Tm l/ATm
(°C)

80

0.10

0,03-
70-

0.01
44 0.1 O.i T~ “5 T

,0 l/cfntM11)C(mM)

8. ábra
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A bázikus dipeptidek Tm~jei a koncentráció függvé
nyében tipikus telítési görbét Írnak le. A 8. ábra az 

L-lizil-L-tirozin-metilészter koncentrációinak hatását 
mutatja be.

A triptofán peptidek hatását 5*10 4 M felett nem 

tudtuk megmérni, mert a heterogyürü UV elnyelést zavaró 

hatása miatt a mérések érzékenysége és pontossága eresen 

lecsökkent.
A Lys-TyrOMe nagyobb mértékben stabilizál, mint a 

megfelelő koncentrációjú D enantiomer, megegyezésben 

méréseivel. A különbségek itt már nagyobbak,47Gabbay
mint a lizin és észterei 
/4.1. fejezet/: 1.10~^ M peptid koncentrációnál min.
1,8 C°,' max. 3,2 C°. A molekula mérete és az aromás ol-

sztereoizomerjeinek esetén

dallánc miatt a stabilizáció mechanizmusa valószínűleg 

nem ugyanaz, mint az egyszerű diaminoknál.
A 6. táblázat adataiból jól látható, hogy mind a 

triptofánt, mind a tirozint tartalmazó, azonos konfigu
rációjú vegj'ületeknél a lizil-dipeptidek magasabb ATm- 

et adnak, mint a megfelelő ornitil származékok. Ez a 

különbség analóg a 4.1. fejezetben a cadaverin és a put- 

rescin között emli u-tt különbséggel.
A kölcsönhatás specificitásához az aromás oldallán

cok is hozzájárulnak. Az analóg tirozin és triptofán
peptidek közül a triptofán vegyületek stabilizálnak job
ban. Ez az eredmény megegyezik Brovm71 eredményeivel, 
aki Arg-Trp dipeptiö esetén kapta a legnagyobb ATm~et. 

Mivel a triptofán hetero indol gyűrűjében lévő NH bázi- 

citása elhanyagolható, bázikus, aminosavakkal képzett di-
peptidjei normál dikationok. A planáris indol gyűrű a- 

zonban képessé teszi a triptofánt a bázis párok közé va
ló beékelődésre /"intercalation"/, hasonlóképpen megtör
ténhet ez a tirozinnal is^4. A stabilizáló kapacitásban
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lévő különbség igy oz interkalációra vezethető vissza. 

A stabilizációs effektus további vizsgálatához a
DNS olyan dipeptidekkel való kölcsönhatását vizsgáltuk

ahol a bázikus aminosavak helyett szerin van. A ka-meg,
pott eredményeket a 7. táblázat tartalmazza /a reakció-
elegy Összetétele változatlan/.

7. táblázat

дтт /с°/

Peptid koncentráció /М/ 

2 Ло“4

Dipeptid

1.10 ' -51.Ю"4 5 »IO-4 2.10

1,1+0,1 

0,lj_ ,
1,1 - 
1,0

Ser-TrpOFe
D-Ser-TrpONe
Ser-TyrONe
TyrOMe

1,0+0,1 

0,2+0,1
-0,1

1,2+0,1 

0,2+0,1
-1,1
0,4

-2,9ip,2 

-2,5 '
0,1

A kapott ДТ^-ек, mivel a vegyületek monokation szer
kezetűek, hasonló nagyságrendűek, mint az egyértékü kati
onod valamint a lizinek /4.1. fejezet/, továbbá az iroda-

1 49lomban említett alifás monoamino-hidrokloridok effektusa .
Koncentrációfüggést az irodalom azonban nem említ.

A triptofán peptidekben, a mért koncentráció inter
vallumban а ДТт független a peptid koncentrációtól, mig 

a tirozin peptid ДЧ/д-je ugyanebben a tartományban ’csökken, 
sőt destabilizálja a DNS dupla hélixet Ugyanez a hatása 

a TyrCIv!e-nek is /negativ ДТт/.
Az L-szeril és a D-szeril dipeptidek stabilizáló ef

fektusa közötti különbség az abszolút értékeket tekintve



- 53 -

nem olyan jelentős, mint a bázikus dipeptidek esetén, 
azonban a stabilizáció mértékéhez képest ez is figyelem
reméltó .

1.10~4 M-nál az azonos konfigurációjú tirozint és 

triptofánt, tartalmazó peptidek stabilizáló hatása azo
nos. A koncentráció növekedésével azonban a triptofán 

származék hatása változatlan, mig a tiroziné csökken.
Habár mindkét tipusu dipeptidnél van különbség a 

■ triptofán és a tirosin oldallánc által létrehozott sta
bilizáló effektus között, meg kell emliteni, hogy az in- 

terkalácics effektus nem szükségképpen tükröződik vissza
a hőstabilitásban /fluoreszcencián alapuló spektrofoto- 

metria a legmegfelelőbb módszer az interkalációs effek
tus mérésére/. Az a következtetés azonban levonható, 
hogy az aromás oldalláncok DNS hőstabilitásra való hatá
sa közötti különbség jobban megmutatkozik, ha a pepiid
ben a dilation szerkezet jelen van.

4.3. Alifás diamino vegyületek hatása az in vitro DNS
transzkripcióra

A 4.1. fejezetben megvizsgáltuk különböző diamino 

származékok DNS stabilizációjára való hatását. A vegyü
letek szubsztituenstcl függően különböző mértékben sta
bilizálják a DNS dupla hélixét. Kiválasztottunk három, 
különböző mértékű stabilizációt létrehozó vegyületet, 

hogy megvizsgáljuk, milyen összefüggés van a DNS T pont
ja és a templát aktivitás között.

A 9. ábra egy nativ DNS-en /csirkevér, Reanal/ vég
bemenő RNS szintézist ábrázol, az enzimatikus reakció i- 

dejének függvényében. Az adatokat a 8. táblázat tartal
mazza. A reakcióelegy összetétele a 3.3.2. fejezetben 
található.
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8. táblázat

Reakcióidő
/perc/

Beépült UTP 
/ni.'!/

Szintetizált 
ossz RNS/kémcső

ерш

/ре/

50 3800 + 400 

А 10,5 %/ 
9700 + 300 

А 3,1 %/ 
14000 + 600 

А 4,3 %/

3,39 + 0,36 4,63 + 0,49

90 8,66 + 0,27 11,83 + 0,37

15С 12,50 + 0,54 17,07 + 0,73

UTP RNS 
(nM) (jug)-kcpm. 10

2

15. .20

10.
1

.10

5.

1 1
50 100 150 perc

9. ábra
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A reakció sebessége 150 percnél még alig csökken.
A továbbiakban ezért minden megadott érték 150 perces 

reakcióidőre vonatkozik. /Módositott és nem módositott 
templóton folyó szintézis aránya a különböző időpontok
ban az irodalom alapján azonos./

A három kiválasztott vegyület az L-lizin.HCl, az 

L-lizin-ine tilészter .2HC1 és a PMD.2HC1 volt. A létreho-
M diamin koncentráció esetén-3zott stabilizáció 10 

SSC/33 pufferben 1,5 C°, 14,0 C° és 27,9 C°, azaz egy 

gyenge, egy közepes és egy erős effektust létrehozó ve
gyület. Mindhárom vegyület befolyásolt§t az RNS szinté
zist. Az effektus koncentráció.függő, és függ a diamin 

szerkezetétől is /9. táblázat és 10. ábra/.

9* táblázat

Diáminо 

vegyület 

konc. /ml,!/

RNS szintézis /%/

L-lizin.HCl L-lizin-metil
észter .2HC1

PMD.2HC1

100,00 + 3,8 

10C,3 5 + 5,1 

99,75 + 1,3

100,0 + 3,8 100,0 + 3,8
1

122,0 + 2,6 
153,0 + 3,0

10 98,4 + 4,8 

126,5 + 1,2116,15
122,60 +1,1 

136,50 + 6,7 

140,40 +11,5 
140,00 + 9,8

25
33
50 85,2 + 2,3 

47,4 + 2,8
135,8 + 7,4 

64,9 + 4,6100
150

A PMD maximális és a három vegyület közül is legna
gyobb effektusa az 53 %-os stimuláció, 25 mM koncentráció-
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RNS-szint. (%)

150 _
.I i__

L - Lizin ■ HCi

100

PMD-2HCI 
N L-Lizin-metilészter-2HCl

50

i
15010050

amin konc. (mM)
10. ábra

nál van. Az észtéi' nximális effektusa is ennél a koncent
rációnál van, ez ?(■, 5 %-os stimuláció. Az utóbbi vegyület 

azonban már АО míl-tol, az előbbi pedig 75 mM-tól csökken
ti az RNS szintézis sebességét a 0 koncentrációhoz viszo
nyítva. Az L-lizin 25 mM-nál 16 %-os stimulációt hoz lét
re, azonban ez a positiv hatás tovább növekszik növekvő 

koncentrációval. 150 raM feletti koncentrációkban a méré
si pontok szórása annyira megnövekedett, hogy az értékelést 

lehetetlenné tette. így nem tudtuk eldönteni, hogy az ef
fektus telítési görbe szerint, vagy maximum görbe szerint 
változik.

Az RNS szintézis reakcióelegyben Tm pontot mérni a 

nagy DNS koncentráció miatt nem lehet. Az SSC Na+ koncent-
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rációja azonban közel azonos.az RNS szintézisnél használt 

puffer K+ koncentrációjával. Az utóbbi puffer egyéb ősz- 

szetevői feltehetőleg nem befolyásolják a DNS-diamin köl
csönhatást. így az RNS szintézis reakcióelegyben történő 

DNS stabilizáció minőségileg azonos az SSC-ben ill. az 

' SSC/33-ban történő stabilizációval. Az összehasonlitás- 

nál azonban figyelembe kell venni a DNS és a diamin kon- 

centrá.ció arányokat.
Az RNS szintézis reakcióelegyben a PMD maximális se- 

bességnövelc hatása 25 mM koncentrációnál volt. A DNS 

koncentráció 200 jug/ml, ez molárisán 4,6.10~^ M /foszfor/, 

az amin/DNS bázis koncentráció arány igy 54,35« Ez mind
össze 5,0 %-a az SSC-ben a PKD-vel mért, maximális AT^- 

hez tartozó PMD/DNS bázis koncentráció aránynak /1087/.
Tm pont mérésnél SSC-ben ez 0,0025 M PMD-neк felel meg. 
Tehát az RNS szintézist stimuláló hatás olyan PMD koncent
rációknál lép fel, ahol a dupla hélixet stabilizáló ha
tás még kicsi, azaz számszerűleg 0,8 C° a ATm, az össz- 

stabilizációnak /5,0 C°/ 16 %-a. A PMD 75 mM koncentrá
ció felett már RNS szintézis inhibitor. Itt. a koncentrá
ció arány 163,05, ez 15 %-a 1087-nek, és Tm pont mérésnél 
SSC-ben ez 0,0075 M PMD-nek felel meg. Ebben a koncentrá
cióban a ATm= 2,5 C°, azaz a maximális stabilizáció 50 %-a.

A 25 mii diamin koncentrációnál a három vegyület RNS 

szintézisre való hatása a PMD hatásának százalékában ki
fejezve a következő: PMD 10C %, L-lizin-metilészter 50 %, 
L-lizin, 30,5 %. A sorrend megegyezik a ATm~ek sorrendjé
vel, a lizin azonban jóval nagyobb effektust ad, mint az 

a ATm alapján várható lenne..Ikerion szerkezete miatt 

várhatólag hatásmechanizmusa is különbözik az előbbi két 
vegyületétől. .

A PMD. és a lizin-metilészter adataiból viszont az a 

következtetés vonható le, hogy RNS szintézisre való ha
tásuknak köze van a dupla hélix stabilizációjához. Az
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effektus két részre osztható: 1./ 25 mM koncentrációig 
a stimuláló hatás alapja valószinüleg az RNS termék inhi- 

biciójának megszüntetése /2.4. fejezet/. Ez a DNS-sel 
ill. á DNS-RNS hibriddel való kölcsönhatás eredménye le
het. 2./ 25 mM felett a hélix stabilitásának további nö
vekedése miatt valószinüleg fokozatosan gátolt lesz az 

enzim-DNS asszociációhoz szükséges parciális DNS leteke- 

,redés. Ez a hatás 75» ill. 40 mM felett olyannyira elő
térbe lép, hogy inhibicióról beszélhetünk. Érdekes azon
ban, hogy a kisebb ATm~et és RNS szintézis stimulációt 
létrehozó észter már majdnem fele olyan koncentrációban 

inhibitor, mint a Pl®, holott ez forditva lenne várható, 
ha csak a DNS stabilizálás lenne a mérvadó.

A tiszta dikation szerkezetű vegyületek /alifás di- 

'aminok/ RNS szintézist stimuláló hatása tehát kvalitative 

összefüggésbe hozható e vegyületek által kiváltott DNS 

hőstabilitás növekedéssel. Az inhibitor.hatás azonban 

mm irha tó le a AT függvényeként.

4.4. Bpoxi vegyületekkol alkilezett DNS templát aktivitása
enzim katalizálta RNS szintézisben

Az alábbi hifunkciós a1kilezőszerek hatását vizsgál
tam meg: L- és D-l,2-5,4-diepoxi-bután /továbbiakban L-DB 

és D-DB/, 1,2-5,6-diepoxi-dulcit /DAD/, 1,2-5,6-diepoxi- 

5,4-izopropilidén-mannit /DAMAN/ és 1,2-5,/6-diepoxi-3,4- 

c'iiace til-dulcit /diAc-DAD/. Megvizsgáltam továbbá két, 

keresztkötést létre nem hozó monofunkciós veg.yületet: 
etilénoxid /Е0/ és DL-2,3-epoxi-propanol/l/ /DL-ЕР/.

Л munka célja többek között az volt, hogy megvizs
gáljuk, összefüggésbe hozható-e a keresztkütésre jellem
ző renaturálhatóság értéke az in vitro RNS szintézissel, 

őzért először a bifunkciós alkilezószerekkel alkilezett 

DNS denaturálhatóságát vizsgáltam meg, az alkilezési re-
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akció és a dialízis után. A renaturálhatóság különböző
alkilezőszerekkel való vizsgálata egy korábbi dolgozat 

tárgya volt157 . A renaturálhatósági értékek ismételt meg
határozása azért volt szükséges, mert az alkilezési reak
ció körülményei /DNS-, alkilezószer- és ionkoncentráció,
a puffer, valamint az utókezelésnek számitó dialízis/ 

nem voltak azonosak a korábbiakkal.
A 10. táblázat az öt bifunkciós vegyiilettel alkile- 

zett DNS renaturálhatósági értékeit mutatja be /alkilezó
szer koncentráció = 0,1 М/ a reakcióidő függvényében.

10. táblázat

Reakcióidő Renaturálhatósági %
/óra/

diAc-DADL-DB D-DB DAD DAMAM

25,62
50,48
41,25
59,08

0,5 59,80
45,95
51,00
52,25

10,1
15,7
27.5
50.5

1,0
2,0 12,8

18,9
22,1

4,14,0
6,0

51,60 57,91
56,95

8,0 49,7
10,0
18,0
24,0

7,5
50,60 54,621,20 21,8 11,0

A 11. táblázat az L-DB koncentrációjának függvényé
ben mutatja be a renaturálhatósági értékeket /reakcióidő 

2 óra/.
A 11. ábra az L-DB renaturálhatóságának logaritmusát 

ábrázolja az alkilezőszer koncentrációjának függvényében. 
Megállapítható, hogy a renaturálhatóság logaritmusa égé-
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11. táblázat

Renaturálható- lg/Renaturál-
hatósági %/

L-DB konc.
/М/ sági %

1,4122
1,5775
1,6325
1,7275
1,8075
1,7566

25,25
37,76
42,87
53,56
64,21
57,11

0,025 

0,050 

0,075 

0,100 

0,250 

C, 500
,.r ---

lg(renat %)

1,8
у

/ о

1.7

1,6

1,5

7,4

1i i I •
0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 , 0,5

c(mól)

11. ábra
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szén. 0,1 M alkilezőszer koncéntrációig a koncentráció li
neáris függvénye.

A 12. ábra az bt bifunkciós vegyület renaturálható- 

sági értékeit ábrázolja a reakcióidő ill. az alkilezőszer 

koncentráció /L-DB/ függvényében.

Renat. %
70.

IL-DB {konc.függés.)
2. L-DB
3. DAD
4. D-DB
5. diAc-DAD
6. DAHAM

60.

50.

4 0.

30-

20.

ш10-
6

konc. (mái)ол 0,50.2
T

20 t(óra)10

12. ábra

Az ábrából látható, hogy a. reakció el őrehalad távol 
a két szálat összekötő, kétszeres alkilezési reakció is 

jelentősen előrehalad, majd az erősebben keresztkötc ve- 

gyületek esetén egy lapos maximum után a görbe csökkenni 
kezd. Ennek oka a depurináció. A depurinációs f olyama tok
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' természetesen már rögtön az alkilezés ill. a keresztkö- 

téses alkilezés után megindulnak, azonban sebességük itt 

még kicsi. Az alkile.zés előrehaladtával azonban ez is 

növekszik, és bizonyos idő után sebessége meghaladja az 

alkilezés ill. a keresztkötési reakciók sebességét. A 

bisz-guanil származékok kihasadási folyamatának előtérbe 

kerülése okozza az értékek csökkenését. Wind a renaturá- 

lódás, mind a depurináció sebessége nagy mértékben függ 

az alkilezőszertől.
A 12. táblázat az öt bifunkciós vegyülettel alkile- 

zett DNS templáton végbemenő RNS szintézis adatait tar
talmazza az alkilezési reakció idejének függvényében.

12. táblázat

RNS szintézis /%/Reak
ció
idő
/óra/ diAc-DADL-D8 DADD-DB DAMAM

64 , 16+1,8 

39,34+1,4 
35,06+3,0 

23,77+1,4

0,5 41,53+5,1 

33,32+0,4 
21,44+1,2 

14,65+0,5

57,1+2,7
1,0

4 6,1+5,1 

33,1+1,5
2,0 59,7

50,8+1,3
51,1+3,5
42,9

30,9+0,94,0 
6,0 

8,0 14,95+0,6
13,30+0,6

19,4+2,69,6 4+0,4
10,0
18,0
24,0

30,4+0,4
23,0+0,46,72+0,55,12+0,1 19,2+1,68,3+0,2

/Az cnzimatikus RNS szintézis reakcióideje 150 perc volt./ 

A táblázat minden adatát a savoldhatatlan makromolekulába 
beépült 14C-UMP radioaktivitás! értékeiből számoltuk, és
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a nativ, nem alkilezett DNS-en végbement RNS szintézis 
százalékában adtuk meg, ez utóbbit 100 %-nak véve.

A 15c ábra a 12. táblázat adatait ábrázolja. Az alki- 

lezés előrehaladtával az RNS szintézis sebességének csök
kenése minden alkilezőszerrel alkilezett Í)NS templát ese
tén megfigyelhető'. A görbe lefutása jelentősen függ az al-

RNS- szint. (%)
100

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

50

20 t (óra)10

13. ábra •

} lezőszertől, 24 órás reakció után azonban már minden 

érték 25 % alatt van. A legmeredekebb az 1,-DB görbéje, 

és 24 órás reakció után az eredeti templát aktivitásnak
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csak 5,12 %-a marad meg. Legkevésbé meredek a DAMAM-mal 
alkilezett DNS görbéje, de 24 óra alkilezés után már itt 

is csak 23 %-a marad' meg a nativ DNS templát aktivitásá
nak.

Az L- és a D-DB között a renaturálhatósági százalé
kokban kezdetben meglévő különbség /0,5 óránál 14,18 %/ 
a reakcióidő függvényében fokozatosan csökken /24 óránál 
9,4 %/ /12. ábra/. Hasonlóképpen az RNS szintézis gátlá
sában a 0,5 óránál meglévő 22,58 % különbség 24 óránál 
1,6 %-ra csökken. A csökkenés itt exponenciális 
en a renaturálhatósági % értékeiben meglévő különbség 

csökkenésétől: 14. ábra.

eltérő-

& RNS szint. (*/•)

40

30 _

20

10 о
о

о—j 1
20 t (ora)10

14. ábra
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A kere.sz.tkötéseket nagyobb százalékban létrehozó L-DB a 

templát aktivitást is jobban csökkenti. Hogy 24 óránál 
majdnem azonos hatásnak, az okozhatja, hogy meghatáro
zott számú alkilezés v. keresztkötés és depurináció ill. 

degradáció ill. ezek kombinációi elegendőek a majdnem 

teljes inhibicióhoz. Az ilyen hatást pedig a kisebb ke
resztkötő képességű D-DB is elérheti.

. A renaturálhatóságban a DAD és az L-DB között 0,5 

óránál meglévő közel 50 % különbség 4 órás reakció után 

már csak mintegy 2 %, a későbbiekben pedig a két vegyü- 

let görbéje együtt fut., ill. metszik is egymást. Ennek 

ellenére a DAD sehol sem, még 24 óránál sem csökkenti 
annyira az RNS szintézis sebességét, mint az L-DB, sőt 
még a D-DB görbéjét sem éri el. Az eltérés 24 óránál nem 

nagy, de megvan, kb. 3 %. A jelenség magyarázata az,- 

hogy az L-DB és a DrDB esetén is a depurinálódás sebes
sége jóval nagyobb a négy C-atomos lánc miatt, mint a

157 . A depurinálódás, ill. az azt 
követő degradáció pedig valószinüleg épp olyan jelentős 

a terápiát funkció szempontjából, mint a keresztkötéses al
kilezés .

hat C-atomos DAD-nál

A három hexit, a DAD, a diAc-DAD és a DAHAM renatu- 

rálhatósági értékeinek aránya hasonlóképpen, mint a szte- 

reoizomer diepoxi-butánoknál, összefüggésbe hozható a 

templát aktivitás gátlás arányaival /24 órás reakció után 

a DAD 34,6 %y a diAc-DAD 21,8 % és a DAMAM 11 % renatu- 

rálhatóságot hoz létre. A templát aktivitást pedig 8,3, 

19,2 ill. 23 %-va csökkentik le./
A diepoxi vegyületek egy-egy tipusán belül /bután- 

epoxidok, hat С-atomosak/ a renaturálhatósági értékekből 
tehát következtetni lehet az RNS szintézist gátló hatás
ra. A csoportok összehasonlításánál azonban már a hatás- 

mechanizmust is figyelembe kell venni.
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A 15* ábra a renaturálhatósági értékek /12. ábra or
dinátája/ függvényében ábrázolja az RNS szintézis száza
lékot /13. ábra ordinátája/.

RNS-szint. (*/,)

100 1. DAMAM
2. DAD
3. diAc- DAD 
4-.L-DB (konc.függés.)
5.L-DB
6.D-DB

50

1i
10 20 7050 604030

Renat. (*/*)

15. ábra

Az ábrából az alábbi következtetések vonhatok le: 

1./ A nagy reakcióidőkhöz tartozó re na t ur я1 ha t ó s ági й-ок 

csökkenése miatt /12.ábra/ a görbék vissznhaj'Innnk. Rz
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azt. jelenti, hogy a renaturálhatósági % csökkenése nem 
állitja vissza az eredeti templát aktivitást, vagyis a 

depurináció és az azt követő degradációs folyamatok RNS 

szintézisre való hatását emelik ki. 2./ Egy adott rena- 

turálhatósági %-hoz nem tartoznak azonos RNS szintézis 

%-pk különböző alkilezőszerrel alkilezett templátokon, 
sőt még az azonos alkilezőszerrel, különböző körülmények 

között alkilált templáton sem. Pl. 45 % renaturálhatóság- 

nál az. L-DB reakcióidő függvényében felvett görbéjén 

34 $-05, mig az alkilezőszer koncentrációja függvényé
ben felvett görbéjén 23 %-os RNS szintézis tartozik. Ez 

a monoalkilezési és a másodlagos.folyamatok RNS szinté
zisre való hatását emeli ki. 3»/ Az L-DB-vel kétfélekép
pen felvett görbén lévő azonossági pont /0,1 M alkilezc- 

szer koncentráció és 2 órás alkilezési reakcióidő mind
két esetben előfordult/ az ismételt mérések hibáját ill. 

pontosságát mutatja meg: renaturálhatósági értékekben 

2,36 %, RNS szintézisben pedig 2,26 % az eltérés.
A további kisérle Lekben a tnonoalkilálás hatását 

vizsgáltuk. A 13. táblázat két monofunkciós alkilezőszer, 

az etilénoxid és az epoxi-propanol templát funkcióra va
ló hatását mutatja.

A 16. ábra az EO-val alkilezett DNS templát aktivi
tását mutatja be a már korábban ábrázolt diepoxi-butánok 

görbéjével együtt, mivel az EO egy fél DB-nek felel meg.
Habár a pontok szórása nagyobb, mégis látszik, hogy 

nincs nagyságrendi eltérés az analóg mono- és difunkci.es 

vegyületek azonos koncentrációival alkilezett DNS-eken 

végbemenő RNS szintézis sebesség között, sőt 24 óránál a 

különbség már minimális. Ez csak úgy lehetséges, hogy a 

monoalkilezésnél is pontosan úgy lejátszódik minden, az 

alkilezést követő másodlagos folyamat.
10 órás reakciónál a D-DB-vel alkilezett DNS-en az 

RNS szintézis sebessége 13 Z-ra csökkent /87 Z-os gátlás/,
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13» táblázat

Reakcióidő
/óra/

RNS az intézis /%/

EO DL-EP

47,2 + 2,81
61,37 + 2,8 

49,72 + 3,9
2
4 24.3 +3,1

28.3 + 1,96
7,55 37,87 + 0,4

21,3 ^ 0,83
18
23,1

19,82 + 0,6 

13,20 +0,4
24 8,2 + 0,4

RNS- szint. (%
100

1. Etilén-oxid
2. D-DB
3.L-DB

50

ii
20 t(óra)10

16. ábra
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inig az EO-nál 20 %-ra /80 %-os gátlás/. A köztük lévő 

7 %-os különbség /az egész gátlás 8,05 %-a/ származik 

csak tehát a bifunkciós alkilezéstcl, azaz a keresztkö
tés miatti iniciálás inhibiciótól, valamint a kettős de- 

purináció ill. az azt követő azonnali molsulycsökkenés- 

től. A monofunkciós alkilezés okozta 80 %-os szintézis 

inhibició pedig a monoalkilezés és az azt követő depu- 

rinálódás ill. degradálódás következménye.
A 17. ábra a DL-EP-vel alkilezett templáton végbeme

nő RNS szintézis alkilezési idő függvényét mutatja be a 

már említett hexitek görbéjével együtt /az EP a DAD mole
kula fele/.

RNS-szint. (%)
100

1. DA MÁM
2. diAc-DAD
3. DL-EP
4. DAD

50

л— 1
5- 2

3x-4

20 t(óra)10

17. ábra
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A DAD és az EP-vel alkilezett DNS görbéi között ha
sonló fokú különbség van, mint a 16. ábrán az EO és a DB 

között. Abból viszont, hogy az EP, amely egyáltalán nem 

hoz létre keresztkötést, csak monoalkilezést, és mégis 

jobban csökkenti a templát aktivitást, mint a keresztkö
tést 24 óránál 10 ill. 20 %-ban létrehozó DAMM ill. di

sz következik, hogy az acilezett diepoxi vegyüle- 

teknél nemcsak a keresztkötéses alkilezés, hanem a mono- 

alkilezési reakció is kisebb mértélcü a térbeli gátlás 
miatt.

A cDAD

A 16. és 17. ábra görbéinek pontosabb elemzését te
szi lehetővé az a tény, hogy a görbék adatainak kétszeres 

ill. fél logaritmikus ábrázolása egyenest eredményez. Ezt 
mutatja a IP. és. 19. ábra.

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

о D-DB 
• L-DB 
4- Etilén- ox id100 —2ß

о

ö

50 -

i
igt ■W0

1B. ábra
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RNS-szint C/o)

100 о diAc-DAD 
+ DL-ЕР 
• DAD

SO

l9t0 1,0

19. ábra

Az L- és a D-DB esetében mindkét paraméter kétszeres 

logaritmikus ábrázolása ad egyenest, mig a többi esetben 

az RNS szintézis % - lg t függvény. A különbség oka a ha
tásmechanizmusból adódik: a diepoxi-butánok esetén a nagy
fokú depurinálódás miatt nagyobb mértékben csökken a temp- 

lát aktivitás, mint a többi vegyülettel alkilezett temp- 

lát esetén, igy a görbék lefutása is minőségileg különbö-
Z ő .

Az egyenesek lehetővé teszik az RNS szintézis mérté
kének kiszámitását kisebb és nagyobb reakcióidők esetén, 
és természetesen a folyamat egyenlet formájában történő
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leírását.
A továbbiakban megvizsgáltuk, hogyan folyik az RNS 

szintézis olyan templáton, amelynek alkilezése különböző 

alkilezőszer koncentrációk mellett történik. A vizsgált 

alkilezőszerek az L-DB és a DL-ЕР voltak. Az alkilezési 
reakcióidő minden esetben 2 óra volt. A mérési eredménye
ket a 24. táblázat tartalmazza.

14. táblázat

RNS szintézis %Alkilezőszer
koncentráció

/М/ DL-EPL-DB

0,010
0,025
0,050
0,075

58,40 + 3,5 

44,28 + 5,1 

28,83 + 2,0 

24,30 +1,4 

19,18 + 2,1 

10,35 + 0,7 
7,38 + 0,5

88,48 + 2,8 

78,40
72,38
69,86 + 0,06 

43,16 + 0,36 

22,67 + 1,1

0,100
0,250
0,500

Mindkét alkilezőszerrel alkilezett DNS templát ak
tivitása jelentős mértékben csökken az alkilezőszer kon
centráció növekedésével: 20. ábra. A görbék lefutása ha
sonló jellegű, mint az alkilezési idő függvényében kel- 

vett görbéké. A mono- és bifunkciós vegyülettel alkile
zett templát görbéjének lefutása azonban eltérő meredek- 

ségü. A köztük lévő különbség a 21. ábrán látható.
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A 22. ábrán az RNS szintézis % logaritmusát ábrázol
tuk az alkilezőszer koncentráció logaritmusának függvé
nyében.

lg (RNS-szint.*/,)

2,0

1,0

i i
0 lg (konc.)~2,0 -W

22. ábra

Az L-DB adatai jó közelit'éssel egyenest adnak, mig 

a DL-ЕР kis alkilezőszer koncentrációihoz tartozó 

le/RNS szintézis %/ értékeiből húzható egyenes. Ez a gra
fikus ábrázolás, ill. a változás egyenlőttol való le Írá
sa a kis alkilezőszer koncentrációk hatására bekövetkező 

templát aktivitás változás kiszámítását teszi lehetővé.
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5. Összefoglalás

I* A polimetilén-diaminok közül a pentametilén-diamin 

stabilizálja legnagyobb mértékben a csirkevérből izo
lált DNS dupla hélix szerkezetét, hődenaturációs méré
sek alapján.

1. / A pentametilén sorban az 1-helyettesitett szárma
zékok közül a karboximetil, -etil és-izopropil 
vegvületek mintegy 50 %-ára, a karboxil szárma
zékok pedig 5 %-ára csökkentik a pentametilén-di
amin stabilitás növelő effektusát.

2. / A sztereoizomer lizin és észtereinek vizsgálatá-
-ból arra következtethetünk, hogy a DNS és az ali
fás diaminok kölcsönhatásában a konfigurációnak 

nincs lényeges szerepe.
3. / A pentametilén-diamin effektusát is felülmúlja a

hexametilén-dinmin-2,3,4,5—tetrahidroxi származé
ka mannit konf igurácic ju izomer jenek hatása.

II.A. Hődenaturációs vizsgálatok alapján a bázikus dipep- 

tidek és a DNS közötti kölcsönhatás az alábbiak szerint 

összegezhető:
1. / A kölcsönhatás eredménye minden esetben a DNS hő-

stabilitásának növekedése.
2. / A-konfigurációnak lényegesebb szerepe van a sta

bilizációban, mint alifás diaminok esetén.
3. / A lizil-dipeptidek mindig nagyobb effektust ad-

. nak, mint az azonos koncentrációjú ornitil-dipep- 

tidek.
4. / A kölcsönhatás specificitásához az aromás oldal

láncok is hozzájárulnak: az analóg triptoPán- és 

tirozil-dipeptidek közül a triptofánt tartalmazók 

stabilizálnak nagyobb mértékben. Oka az interka- 

lációs effektus.
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В* A bázikus aminosavakat szerinre cserélve a dipep- 

tidek minden effektusa megváltozik.
1. / A stabilizáció-rendkivül kis mértékű és
2. / a dipeptid koncentráció növekedésével destabili-

záció lép fel.
3. / Habár a konfiguráció hatása kimutatható, a különb

ség kicsi.
4. / A triptofánt és tirozint tartalmazó peptidek ha

tása közötti különbség csak nagyobb peptid kon
centrációk esetén nyilvánul meg.

III. Az alifás diaminok hatással vannak az in vitro en
zim katalizálta RNS szintézisre. A tiszta.dikation szer
kezetű vegyületek RNS szintézist stimuláló hatása össze
függésbe hozható a DNS-t stabilizáló hatásukkal.
IV. Az epoxi vegyületekkel alkilezett DNS templát akti
vitása enzim katalizálta in vitro RNS szintézisben je
lentősen csökken az alkilezési reakció előrehaladtával.

1 о/ A csökkenés mértéke függ az epoxi vegyület szer
kezetétől.

?«/ Az analóg mono- és diepoxidok hatása között nincs 

lényeges különbség.
3. / A diepoxidok esetén lényeges faktor a szénlánc

hossza, valamint a szubsztitúció.
4. / Azonos szénatomszámu diepoxidokkal alkilezett DNS-

ek renaturálhatósági értékeiből következtetni le
het az in vitro RNS szintézist inhibiáló hatásra.
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