HGpg |90 i il
= éj o E}
Fy W
U/ 3
ELJARAS FLUORESZCENS FESTEKEK ELOALLITASARA, ES AZOK ALKALMA-
ZASARA NUKLEINSAVAK FESTESERE
BECTON, DICKINSON AND COMPANY, Franklin Lakes, New Jersey
Amerikai Egyesiilt Allamok
Bejelentés napja: 1990. 07. 27.
ElsGbbsége: 1989. 07. 28. (07/386 904)

Amerikai Egyesiilt Allamok

KIVONAT KOZZETETELI
PELDANY
Az (I) 4ltaldnos képleti uj vegyiiletek - a képletben
R jelentése egymdstdl fiiggetlenil -CH; vagy —CHZCOU_
~-csoport,
X jelentése anion, és
n értéke egész szdam -

elsdsorban nukleinsavakhoz kotddnek.
Fenti tulajdonsdguk kﬁvetkeztébeﬁ bioldégiai mintdkban
.- példdul vérben vagy annak komponenseiben - nukleinsavak je-

lenlétének kimutatdsdra haszndlhatok.
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A taldlmdny tdrgya eljdrds uj fluoreszcens festékek
elddllitésdra, amelyek elsfsorban nukleinsavakat festenek meg,

tovdbbd eljdrds nukleinsavak festésére.

Szerte a vildgon igen sulyos egészségligyi problémét
jelentenek a vérben €106 parazitdk dltal okozott fertdzések. A
fenti teridleteken sok helyen nincs sem berendezés, sem szak-
képzett technikus a biolégiai mintdkban - példdul vérben
vagy annak komponenseiben - 1év0 parazitdk detektdldsdra alkal-
mas berendezések kezelésére. A fenti problémdk kikiliszobolésére
olcsd és kis szakértelmet igényld berendezéseket fejlesztettek
ki, amelyek azonban pontos, konnyen leolvashatd eredményeket
adnak. A fenti berendezések egyikében egy kapilldris csdé van,
amely egy olyan fajlagos siiriiségii, dl1taldban hengeres tomeget
tartalmaz, amely képes a sejt-rétegek egyikében uszni, ha a
vérmintdt centrifugdldssal szétvdlasztjdk. Atomeget ugy va-
lasztjdk meg, hogy az egy vékony gyiiriialaku teret alakit ki a
csBben, amelyben a parazitdt hordozd sejtek dssszegyililnek, igy
a parazitdk koncentrdcidja egy szik teriileten megnovekedik.

A csovet ezutdn mikroszkdp segitségével megvizsgdl jak, és el-
dontik, hogy van-e parazita a gyliriialaku régidban. A fenti mdéd-
szert alkalmazdé berendezés a 4 190 328 szdmu amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi leirdsbdél ismert. A fenti mddszerrel mi-
kodd berendezés mint QBCR-rendszer (Becton Dickinson Primary
Care Diagnostics) van kereskedelmi forgalomban.

A fenti mdédszer hdtrdnya azonban az, hogy a parazi-
tdk jelenlétének ldthatdébbd tételére nem alkalmaznak festéket,

igy a parazitdk detektdldsa nehézkes lehet. A parazitdk tobb,



kilonbGzd fejlodési szakaszon mennek keresztil egy adott gazda-
szervezetben. Az egyesz szakaszok megkiilonbdztetése gyakran ne-
héz, és bizonyos foku szaktuddst és gyakorlatot igényel. Az e-
gyes szakaszok jelenléfe vagy hidnya viszont a fertbzés viszony-
lagos sulyossdgdra vagy a fertGzés szakaszdra jellemzd lehet.

A 4 190 328 szdmu amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi le-
irds szerint membrdnon dtjuté festékként akridin-narancsot hasz-
ndlnak, amely a parazitdk nukleinsavait megfesti. Az akridin-
-narancs azonban a vérben 1évd egyéb sejtekbe is bejut, és bi-
zonyos mértékben megfesti a sejtmaggal rendelkezd fehérvérsej-
teket is. Ezért ha a klinikusnak nincs gyakorlata a fertfzés
szakaszainak felismerésében, hamis pozitiv eredményeket kaphat
az akridin-narancs, vagy hasonld festékek alkalmazdsdval.

A vérben €16 parazitdk analizisére szolgdld masik
médszer nem alkalmas a mindennapi haszndlatra, csak kutatdsi
célokra hazsndlhaté. E szerint a médszer szerint egy folyadék-
-citométert és egy membrdnon dtjuté nukleinsav-festéket, példa-
uk tiazol-narancsot haszndlnak. A médszert Makler és munkatdr-
sai ismertették /Cytometry, 8, 568 (1987)7.

Nagy vonalakban, a mdédszer lényege, hogy a betegb6l
vért vesznek, és a teljes vérben 1évO sejteket tiazol-narancs-
csal megfestik. A megfestett sejteket ezutdn folyadék-citométe-
ren - példaul FACSCanR—en (Becton DBickinson Immunocytometry
Systems) folyatjédk keresztil. A sejtek a folyadék-citométeren
keresztilhaladva egy érzékeld régidén haladnak at, lényegében
egyenként, és minden egyes sejtet megvizsgdlnak egy gerjesztett
hulldmhosszu fényben, rendszerint argon-lézerb6l kibocsdtott

438 nm-es fényben. Detektdljdk a szort fényt és az egyes sejtek-



bél emittdlt fluoreszcens fényt megfeleld érzékeldk segitségé-
vel, példdul fotodetektorokkal, és minden egyes sejtet azonosi-
tanak az Osszes detektdlt fényjel alapjén.

Amint azt a fent idézett irocdalmi helyen megjegyzik,
a sejtmaggal rendelkezd sejtek (éretlen viordsvértestek és kii-
lonféle stddiumu fehérvérsejtek) hdttér-festése a vérlemezkéket
is megfesti. Noha a fehérvérsejtek festfdését a sejt-analizis-
b6l ki lehet kiszdbdlni, a sejtmaggal rendelkezd vorosvérteste-
ket és vérlemezkéket nem, igy ezek hdttér-fluocreszcenciat ad-
nak, ami a parazitdt hordozd sejtek felismerését befolydsolhat-
ja.

A fentiek szerint az ismert el jdrdsok tovdbbfejlesz-
tésére olyan festékre van sziikség, amely elsbdsorban a vérben
€16 parazitdk nukleinsavjait festi meg, és csak kis mértékben,
vagy egydltalan nem festi meg a sejtmaggal rendelkez8 vorosvér-

testeket, a fehérvérsejteket és a vérlemezkéket.

A taldlmdany szerinti eljdréds az (I) dltaldnos képle-

ti nukleinsav-festékek - a képletben

R jelentése -CH; vagy —CHZ—CUU_ és
X~ jelentése anion, példdul halogenid, szervetlen ion,
3- 2- -

pelddul PO,” , SO," , IUQ_, Can', NU3 , NOZ' és ha-
sonldé ionok, vagy szerves ion, példdul acetdt, glikdz-
-6-foszfat, D-glukurondt, stb.

R jelentésénzk nem kell minden helyzetben azonosnak lennie.
A festék 488 nm-en gerjeszthetd (maximdlis gerjesztés

460 nm-en) és nukleinsavak jelenlétében fluoreszcens fényt emit-

tdl, 470 - 550 nm-en, a maximdlis emisszid 478 nm-en van. A



festék szelektiven festi az RNS-t és a DNS-t.

Az &brdk rdvid ismertetése:
az 1. 4abrdan ldthatd a PUR-1-jodid-sdé-oldat abszorpcidja a hul-
ldmhossz figgvényében, RNS jelenlétében, vagy anélkil;
a 2. &brdn lathatd a PUR-1-p-toluolszulfonsav-sé-oldat fluoresz-
cencidja a hullamhossz fiiggvényében, RNS jelenlétében, vagy a-

nélkul.

A taldlmdny szerinti eljdrdssal elddllitott uj fluo-
reszcens festékek elsdsorban nukleinsavakat fetenek meg. A fes-
tékek 488 nm-en gerjeszthetdk és maximdlis emisszidjuk 478 nm-
-en van. RNS jelenlétében a festék fluoreszcencidja tobb, mint
7000-szeresére novekedik. A festék kvantum-hozama mintegy 0,4.

A festéket az 1. reakcidvdzlat szerinti eljdrassal
d411itjuk eld. Az Osszes kiinduldsi anyag - hacsak azt masként
nem emlitjik - az Aldrich Chemical Co. terméke. A (2) és (3) kbz-
titermékeket Neiman és munkatdrsai kissé médositott eljdrdsa
szerint 41litjuk eld /Israel J. Chem. 3, 161 (1965)7. A (4)
koztiterméket Brooker és munkatdrsai eljdrdsa szerint 411itjuk
els /J. Am. Chem. Soc. 67, 1889 (1945)/.

Az olvaddspontokat Thomas Hoover kapilldris olvadds-
pontmérd készilékkel hatdrozzuk meg, és nem korrigdl juk. Az
NMR-spektrumot tetrametil-szildn belsd standarddal hatdrozzuk
meg. Az analitikai, forditott fdzisu nagynyomdsu folyadékkroma-
togrdafids eljdrdst (HPLC) Waters 860 két szivattyus rendszer-
ben végezziik, fotodidda-sor detektdldssal (200 - 600 nm), 4,6 x
220 mm-es Brownlee ciano-oszlopot haszndlva, az aldbbi k&rilmé-

nyek kozott: eldszdr 5 percen keresztil 50 mmdl/1 koncentrdcig-
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-éterrel mossuk. Mosds utdn a reakcidelegy fehér, amorf szi-
l4rd anyag formdjdt olti. A szerves mosdfolvadékokat egyesit-
jik, fehér, kristdlyos szildrd anvag keletkezik. Ezt az anyagot
123) vegyiilet/ egyesitjik az amorf szildrd anyaggal, és tovab-

bi tisztitds nélkil haszndljuk a PUR-1 elB8dllitdsdra.

2,3-Dimetil-benzotiazdélium-jodid ﬂ@) venglet] elog-

dllitdsa

Fém keverfvel és visszafolvatd hiitdvel felszerelt
gomblimbikba 4,8 g metil-jodidot és 5 g 2-metil-benzotiazolt
mérink. A lombikot olajfiirdén 80 OC-on 16 6rén keresztiil mele-
gitjik. A kapott rdézsaszines-fehér szildrd anyagot /(4) vegyii-

1837 lehitjik, osszetorjik, acetonnal mossuk és szir jik.

3-Metil-2-/(3,7-dimetil-6-purinilidén)-metil7-benzo-

tiazélium-jodid /(5) veayiilet/ elddllitésa

Mdgneses keverdvel és visszafolyatd hiitével felsze-
relt gomblombikba 1,28 g 2,3-dimetil-benzotiazdélium-jodidot
/(&) vegyiilet/, kb. 1,50 g (4,4 mm6l) nyers 3,7-dimetil-é6-
—(metil-tio)-purinium-p-toluolszulfondtot /(3) vegyiilet/, 20
ml metanolt és 0,5 ml trietil-amint mérink. Az elegyet kb. 45
percen keresztiil viszafolyatdé hiité alatt forraljuk, igy sérga,
szildrd anyagot tartalmazd vords oldatot kapunk. Az anyagot
lehiitjik, szirjik és metanollal és dietil-éterrel mossuk. Sar-
ga-narancssdrga szildrd anyagot kapunk, amelyet mint cim sze-
rinti vegylletet azonositunk.

A PUR-1 a taldlmdny szerinti eljdrdssal elddllitott
festékek eldnyds képviseldje, amelynek jellemzdi:

Olvadaspont: 340 - 345 °C;
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NMR-spek trum (CDBOD) &
3,97 (s, 3H), 3,99 (s, 3H), 4,27 (s, 3H), 6,56 (s,
1H), 7,39 (t, 1H), 7,57 (d, 1H), 7,80 (d, 1H), 8,04
(d, 1H), 8,54 (s, 1H), 8,85 (s, 1H);

HPLC: egy komponens retencids ideje 30 perc;

UV-spektrum: Amax = 448 nm;

Nagyfelolddsu FAB-MS a C16H16NSSI (M%) dsszzgképlet alapjan:
szdmitott: 310,1126
taldlt: 310,1136.

A p-toluolszulfondt-sét ugy dllitjuk eld, hogy a 2,3-
-dimetil-benzotiazélium-jodid helyett 2,3-dimetil-benzotiazé-
lium-p-toluolszulfondtot haszndlunk. A PUR-1 p-toluolszulfondt-
sdjdnak jellemzdi:

NMR-spektrum (200 MHz, CD50D) &:

8,66 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 7,9 - 7,2 (m, 8H),

6,55 (s, 1H), 4,28 (ss, 3H), 4,03 (s, 3H), 3,98

(s, 3H), 2,30 (s, 3H).

A tobbi sdkat a jodidsdébdl éllfthatjuk eld, anion-
cseréld eljdrdssal. Roviden, 10 x 250 mm-es Brownlee Aquapore
Anion oszlopon 2,0 ml/perc sebességgel dtszivattyuzzuk az elu-
enst. Az oszlopot mintegy 100 ml vizzel &tmossuk, majd a ki-
cserélendd anion ndtriumséjdnak 10 ml 1,0 mél/1 koncentrdcidju
oldatdval ekvilibrdljuk. A puffer feleslegét 200 ml vizzel le-
mossuk az oszloprél. Az oszlopra felvisszik a festék jodidso-
jét, és vizzel vagy viz és acetonitril 1:1 térfogataranyu e-

legyével eludljuk.



A fenti mddon eld6dllitott PUR-1-sdkat az I. tdbla-
zatban foglaljuk dssze.

I. tdblédzat

Ekvilibrdld sé Eludlészer Veégss sdéforma
1,0 mé1/1 NaHPO4 viz (PUR—l)-NaHPDa
1,0 mél/1 NaSOa viz (PUR—l)—NaSU4
1,0 mél/1 Na-oxalét viz:acetonitril (PUR-1)-oxaléat
1,0 mél1/1 Na-D- viz:acetonitril (PUR-1)-D-gluku-
-glukurocnat rondt
3_

Azt tapasztaltuk, hogy a PUR-1 PO, és 8042_ formé-
ja sokkal jobban olddédik, mint a PUR-1 jodid formdja. Ezért e-
16nyosebb a PUR-1 fenti formdit alkalmazni a Jjodid forma he-
lyett kapilldriscsdvek bevondsdra, amelyekbe késObb a vizsgd-
landé vért vagy vér-komponenst bevissziik.

A PUR-1 jodidsdéjdnak oldhatdsdgdt is fokozhatjuk, ha
a nitrogénhez kapcsolddd metilcsoportok valamelyikét vagy mind-
egyiket —CHZCOU" csoporttal helyettesitjik. Ezt azdltal érhet-
jik el, hogy a (3) vegyiilet el6dllitdsdra metil-p-toluolszul-
fondt helyett brdm-ecetsavat haszndlunk.

Az 1. dbrdra vonatkozdan, a PUR-1 p-toluolszulfondt-
-s6j4t metanolban oldjuk, 1 mmdl/1 koncentrdcidban. Az oldatot

5

foszfdttal pufferolt séoldattal (PBS) 2 x 10"~ mdl/l-re, vagy

1 mg/ml ’NS-t (torula éleszi3, Sigma Chemical Co.) tartalmazd

-5

PBS-sel 2 x 10 mol/1-re higitjuk. Az RNS tdvollétében az ab-
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szorpcids maximum 448 nm (& = 6,3 x 10* l.mél_lcm-l), RNS je-
lenlétében az abszorpcidés maximum 459 nm (&€ = 6,0 x 104 1.mé1"
em™L).

A 2. dbrédval kapcsolatban, a PUR-1-b6l1 PBS-sel 100
/umél/l koncentdrcidju oldatot készitink. 3 ml-es kiivettdba
2,97 ml PBS-t és 0,03ml PUR-1-oldatot mériink. 460 nm ger jesz-
tési hulldmhosszon mérjik az oldat fluoreszcencids emisszig-
jat. RNS tdvollétében nem észleliink emissziét. Mdsik kivettd-
ba 2,97 ml PBS-t, 0,30 ml1 1 mg/ml koncentrédcidju RNS-oldatot
és 30 /ul PUR-1-oldatot mérink. A fluoreszcencids emisszigt
a fentiek szerint mérjik. Széles emisszids gorbét kapunk, a-

melynek maximuma 478 nm-en van, és a kvantum-hozam kb. 0,4.

A taldlmdny oltalmi korébe tartozik minden olyan
vdltoztatds vagy mdédositds is, amely szakember szdmdra kézen-

fekvd.

1
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S zabadalmi igénypontok

1. E1ljdrds az (I) &ltaldnos képletii vegyililetek - a

képletben

R jelentése egymdstdél filiggetlendl -CH3 vagy —CHZCOD-
.csoport,

X jelentése anion és

n értéke egész szam -

elddllitdsdra, a z z a l jel lemezve , hogy

egy (II) dltaldnos képletii vegyiletet - a képletben

R jelentése a tdrgyi korben megadott és

X jelentése halogenidion vagy p-toluolszulfondt ion -
egy (III) dltalédnos képleti vegyiilettel - a képletben

R jelentése a tdrgyi korben megadott -

reagdltatunk trietil-amin jelenlétében, rovidszénldncu alkohol-
ban, és a kapott (I) dltaldnos képletii vegyiilet anionjdt kivint

esetben ismert médon mds anionra cserél jik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds olyan (I) &4lta-
ldanos képleti vegyililetek elddllitdsdra, amelyek képletében
X~ jelentése halogenidion,
azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiinduldsi vegyile-

teket haszndl juk.

3. Az 1. igéypont szerinti eljdrds olyan (I) d1taléa-
nos képleti vegylletek elddllitdsdra, amelvek képletében

. . 3- 2- -
X jelentése PO4 s SO4 R IO4 R

c10,

s NO

3 vagy NO2

iong
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azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiinduldsi vegyii-

leteket haszndljuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljdrds olyan (I) 4lta-
ldnos képleti vegyliletek elddllitdsdra, amelyek képletében
X jelentése acetdt-, glikéz-6-foszfdt- vagy D-glukuro-

azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiinduldsi vegyi-

leteket haszndljuk.

5. A 2. igénypont szerinti eljédréds olyan (I) &lta-
ldnos képleti vegyliletek elddllitdsdra, amelyek képletében
X ' jelentése I és |
R jelentése -CH3,
azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiinduldsi vegyii-

leteket haszndljuk.

6. A 3. igénypont szerinti elj4rds olyan (I) &4lta-
ldnos képletii vegyliletek elfdllitdsdra, amelyek képletében

2- és

X jelentése 9043" vagy SO,
R jelentése —CH3,

azzal jellemezve, hogy a megfeleld kiinduldsi vegyii-
leteket haszndljuk.

>
7. E1jdrds nukleinsavak festésére bioldgiai minté-

ban, azzal jellemezve, hogy a mintdt egy (I) dltald-
nos képletii vegyiilettel - a képletben
R jelentése egymdstdl fiiggetleniil -CHy vagy -CHZCUU'

csoport,
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X jelentése anion és
n értéke egész szam -
reagdltatjuk,

8. A 7. igénypont szerinti eljdrds, azzal

jellemezve, hogy a minta vér, vagy annak egy komponense.

9. Az 1. igénypont szerinti eljdrds az (5) képleti
vegyiilet elddllitdsdra, azzal jellemezve, hogy a megfe-

leld kiinduldsi vegyiileteket haszndl juk.

A meghatalmazott:

DANUBIA
aqaimi 63 Védjegy Iroda K*

“‘“’/’\ﬁl :

7 Qap ranl,

Aktaszdmunk: 69799-2847-51
Ugyintézénk: dr. Kiss Ildiké
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