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A taldlmény targyva tisztitott tetrahidropirimidin-
szadrmazékok és ezeket tartalmazo gységyszerkészitmények. Részlete—
sebben ‘a talalminy olyan tetrahidropirimidin-szarmazekokra
vonatkozik, melyek képesek a DNE-t megvédeni a DNS-kotd szerek,
kémiai karcinogérek s mutagének karositd hatasitol és a
sugarzastol.

Az aktinomicinek, melyek a rékFKemoterépiéban alkalma=zott
antitumor—antibiotikumok egyik os;télyét képezik, megakadadlyozzak
a sejt replikdcisdjit oly mdédon, hogy hegkelddnek az egy sikban
fekv® DNS-bizispidrck kdzé, és igy meggdtoljid&dk a kettds helix
lecsavarodisi&t, valamint gateljsk a transzkripcidt, vagyis a
DNS-flgg®8 RNS-szintézist, mind in vivo, mind in vitra kérdimeények
kdzott, Feltételezik, hegy az in vive vagy in vitro transskripcio
gatldsa uGgy tortenik, hogy & k&miai szer & DNS-hez kotddik eés
gatclja az RNS polimeras mik&desét az elongicid alatt. A DNS-be
beékel&dd vegylletekrdl, dgymint &= aktincmicin D-rél és a
daunomicinrél kimutattik, hogy befclydsoljd&k a DNB misodlagos
szerkezetét.

Az aktinomicin D (& tovabbiskban ActD) ., amelyet

adriamicin j&l1 ismert antitu-

2]

daktinomicinnek is hivnak, &s &
mor-antibiotikumok. Azonban nagyfoki toxicitasuk megakadalyozza
4ltalznos alkalmazdsukat a rék—kemcterdpiaban, Felettébb kivana-—
tos lenne ar ActD és m&s antitumor- és citotoxikus antibiotikumok
toxicitisanak lecs&kkentése, hogy gy hatékonyan lehessen alkal-
mazni ket ar antitumor—terdpizban.

A erzabadalmi bejelentés feltaldldi két, koribban nem
ismert metabolikus tetrahidropirimidin-szarmazekot talaltak,

agymint a 2—meti1-4—karbcxi—5—hidroxi—3,4,S,é—tetrahidropirimi—



dint (a tovabbiakban THF(A)-val jeldlve) és a 2-metil-4-karboxi-
3,4,5,6—tetrahidropirimidint {a tovibbiakban THP(B)), melyek
egy ActD-termeld gram—pozitiv aktinomicetiban, a Streptomyces
parvulusban halmozdédnak fel intracellulédrisan. A fent emlitett
szarmazékokat in vitro és in vivo NMR-visg&latokkal
azonositottak, de nem izolaltak és tiszititottadk Sket [Inbar, L.
és A. Lapidot, J. Bacteriol. 170, 4055 (1988a); Inbar, L. é&s A.
Lapidot, J. Biol. Chem. 263, 16014-16022 {1988b)s Inbar, L. &s A.
Lapidoty J. Bacteriol. 173, 779@ (1991)1.

A THF(B)-t tiszta formaban mar korabban kivontéik egy
extrém halofil bsktérium, az Ectothinrhodospira halochloris
tenyészetébsl. A vegylletet "ectoin"-nak nevezték el, es ozmo-—
regulacids funkciot tulajdonitottar neki [E. A. Galinski, H. P.
Ffeiffer és H. B. Truper, Eur. J. Biochem. 149, 175 (1985)]1. A
THP{B).CHz;0H kristalyokat vizmentes metanollal
kristdlyosftottdk ki [W. Scuh., H. Puff, E., A. Balinski ¢&s H.
G. Truper, Z. Naturforsch. 48c, 762-784 (1985)]. Az ectoint,
amely gy cikluscs aminosav, ké&scbb tEbbféle, extrém sotartalmu
¢l&he lyeken eldforduld sokedveld ts sHtOrd subakitériumban is
megtal&ltik, ugymint & Halomonéas elongata, Deleya halophila,
“alomonas haemophila, Eacterium Ba , Vibrio costicola s Brevi-—
bacterium lineus baktériumokban. Ezeknek a baktériumoknak A
természretes kdrnyezete a si6s vagy sz2z0das tavak, tengeri sdterme-
16 telepek, terngerparti lagunik vagy tengerviz, mely helyeket a
magas ionkoncentricid és az alacscny vizaktivitids Jellemez. A
legtébb halofil eubaktérium, dleszts, alga és gomba az
ozmotikus egyensuly fenntartisa erdekében szervetlen ionokat,

dgymint K+—t, NaT-+ #s C1 -t valamint alacsony molekulatdmegd



semleges nem—ionos sSzZerves molekulikat halmoz fel. Az "emli-

tett szerves molekulik nagyobb osztalyait a kovetkezd
csoportok képviselik: poliolok, cukrok, néhany aminosav,
betainek ¢és ectoinek. Ezegket az oldott anvyagokat "vompatibilis
oldott anyagoknak" nevezik, mert kiegyenlitik az ozmotikus
nyomast és, a definfcié szerint, kompatibilisek a sejt—-
anyagcserével. A kompatibilis oldott anyagok, ideértve az

ectoint is, az ozmotikus funkcio meliett védé hatidst fejtenek ki
az enzimekre, példiul melegitéssel, fagyasztissal és sziritidssal
cremben. [ A. Wolfahrt, J. Severin &s E. A. Balinski, J. GCen.
Microbiol., 1326, 785-712 (1998); R. Reg=av, 1. Peri, H., Bilboa ¢&s
Y. Avi-Dor, Arch. Biochim. Bicphys. 272, 106~-112 (199@); FP.

Peters, £. A. Balinski &3 H. G. Truper, FEMS Microbiolegy Letters

71, 157-162 (1992); E. A. Balirmski ¢£s K. Lippert "BGeneral

and Applied Aspects of Halofilic Microorganisms" {FRodriquez~—
Valera srerk.), Plenum Fress, New York Z51-3258 (1921313,
A Takeca Chemical Ind. 32@Z1265 szamon publik4alt Jjapan

srabadalmi seielentésébesn nyilvinossagra hoztiék az ectoin

kémiai szintézisé&t, =1=4 mzgemlfitik, hogy kémisi Zoens,
mezdgazdasigil 4gens vagy SIerves elektronikus anyagok kbztes
termékeként alkalmszhats., Egyetlien korébbi szakircdslombdl sem

kertlt nyilvénossZgra THFP(tA) és a THP(B) gydgyiszati hatasa £

m

KOl8nBsen nem & DNS-karcsodis elleni véddhatasa.

Feltételezheis, hogy &z ActD-termeld baktériumok és a
halofil eubaktériumok Bnvédelmi stratégidja hasonléd. Nagyon sok
tanulmény foglalkozctt azzal a rérdéssel, hogy az antibictikum-—
termeld baktériumok hogyan kerGlik el az dnpusztitést. Ismeretes,

hogy azokban a k01&6nbb26 czervezetekben, amelyek endogén antibio-



tikumot termelnek, ezen antibiotikumok célhelyei rezisztensek,
bar sock esetben e rezisztencia alapjit még nem teljesen
tisztaztak. Eddig csak az antibiotikum célhelyeinek néhany Onmé-
dositd mechanizmusit Jjellemezték. Azokban az esetekben, ame-
lyeknél az antibiotikum~szintézis a protein-szintézis rééze, az
Snvédelem a riboszomilis RNS-célhely specifikus metilécicjatol
fligg. B&r az antibiotikumck azon képességét, hogy a cél-DNS-hez
k&t8diék, eddig még rem sikerilt qeggatolni.

ActD hati=os inhibitora a DNS—-dependens RNS szintezis-

pog
M

nek. Mivel az S. parvulus normalisan a‘fejlédése soran ActD-t
termel, RNS-szintézis megy végbe az antibiotikum készitéssel
egyid&ben. Ez csak Ugy lehetséges, ha a sejit a transzkripcids
rendszere ActD-vel szemben rezisztens.

Hasonléan, a halofil mikroorganizmuscknal a sejtek lénye-
ges tulajdonséga a transzkripcios rendszer magas elektrolit-
koncentricidval szembeni rezisztenciidja. Mivel a DNB fiziclogias
oH-n  egy igen er&sen tolidétt polisnion, kationok wveszik kOral,
amelyek a proteinek DNE-hez toriénd wdtddésekor kiszorulnak a DNS
felssinérdl. Az czmoregulé&cid-kutatids egy megoldando feladata
amnak a kiderrtése, hogy in viveo a halofil bakiériumokban hogysn
rufferolt a DNS-protein kblcsdnhatas a zejt ionkoncentracidjédban
végbemen® fluktuicid elientétes hatasival szemben. Szhkségszerd,
hogy a halofil baktériumok valamilyen tuléelesi stratégiidt alkal-
mazzanak, hogy elkerdliér a makromoclerulak magas intracellulédris
Na-ion-koncentricidnil bekbdvetkezd szerkezeti rendellenességeit.
A Streptomyces genus kalonbdzd antibictikum—~termeld vonalait
izol&ltadk talajbsl, miutin a talsj sotartalmét lokalisan modosi-

tottdk. Feltételezhetd, bogy ezekben a mikroorganizmusokban az



antibiotikus &s az ozmotikus stresszre adott valasz szabilyozidsi-
ban hasonlé mechanizmusok mbkddnek.

Az antibiotikum-termeld® organizmusck édnvédelmi mechaniz-
musanak tisztézisanil NMR—-technikak alkalmazésaval intracellula-
ris valtozisokat figyeltek meg. A S. parvulus ActD kontroll-
mechanizmusédnak tanulminyoziasakor azonosfitottéak a THP(A)-t és a
THP(R)~t, és Ugy taldltik, hogy azok intracellul4drisan halmozod-
nak fel [Inbar, L. és A. Lapidot (19583)]. Jeldléses kisérletek—
kel megillapiftottdk, hogy a THP-k nem prekurzorai az ActD-nek
[Inbar, L. és A. Lapicot (1588b)]1. A talalmdny szerint iznlédlt és
tieztritott THP(A)-rdl és THP(B)-rdl NMR-rel ¢s rintgen—-krissztal-
lografiival kimutattuk, hogy 2 THP-k feél-szék konformicioid
switterionos molekulit képsznek (1. &bra).

A taldlmiarny szerint vay taléltuk, hogy a THP(A) eés a
THF(B) nemcsak a S. parvulusban van jelen, hanem a kdzeli rokon
ActD—termeld mikroorganizmuschkban is, Ygymint a Streptomyces
chrysomallusban ¢és & Streptomyces antibioticusban, amint a3zt a
tal&lmdny szerinti r HWMR-kisérletekkel kimutattuk. Ezek a
Lysérleter viligosan feliiZrtik, hogy a THF(A) &5 a THP{B) ezekben
a sejtexben az ActD szint#zise alatt termelédik. A THP-k meg-
taldldza néhiny AciD-termeld Streptomycetesben, az ActD szintézis
alatti viszonylag magas intracelluléaris koncentracidjuk, s az ,
hogy szintézisak hkezdetének id&pontia megegyezik az ActD szinté~
cisének kezdetadvel, mind mind azt jelzik, hogy szerepet
j&tszhatnak az ActD-termeld organizmusok dnveédelmi mechanizmusa-
ban. Tové&bba ngy taliltuk, hogy egy in vitro transzkripcios
rendszert alkalmazva [T. R. Kadesch ¢ M. J, Chamberlin, J.

Biol. Chem. 257, 5286 (1982)]1, melyben az RNS polimerdz II-t



teljesen g&toltuk ActD-vel, a THP(A) és a THP(B) egylGttes hatasa-
ra reészlegesen helyre&llt az RNS polimerdz aktivitésa.

A taldlmany szerint tgy tal&altuk, hogy a THF(A) odnmagaban
vagy a THP(AR) és a THF(B) kombinalva képes megvédeni a DNS-t a
restrikcids enzimek emésztésétsl. Tovabba azt is lehetdve teszik,
hogy az E. coli hatékonyan ndvekedjen magas sokoncentriacio mel-
lett wvagy adriamicin jelenlétében, melyek egyébként megakada-
lyozndk az E. coli szaporodiésat. Tovabba a THFP(A) €s a THP (B}
funkcid szinergetikus a DNE-ActD komplex kialakulésinak
meggédtlasa&ban. A THP(A)Y-nak onmagéaban vagy egy. THP(A)—-t és
THF(B)~-t tartalmazd kevereéknek van egy rozvetlen hatasa is a:z
ActD jelenlétében tértérd transzkripcidra, amelyet gy in  vivo
transzkripcids assay-ben mutatunk be.

A taldlmany tirgya THP(R)-t és/vagy THP(B)-t &35 egy gyo-
gyészatilag 1fogadhatd hordozdot tzrtalmazd gyégyszerkészitme-
nyek. Ezek a késziimények sajitosan megvédik a DNS-t 2 nem—tumo-
ros srdvetekben a DNS-kEtsd szersk kérositisitdl, vyaymint & toxi-
wus antitumor-—-szerektsl vagy kémizi karcincgénektél, mutagének—
t81 vagy sugirzistdl, ugymint az UV-sugéirzéstsl.

A tal&lmiany szerinti gydgyszerkészitmények aktiv alko-
térészként & cemetil-4~karboxi-S—hidroxi-7,4,5.6~tetrahidropiri-
midin [THP(A)], €9y sbdia, oS—étere vagy S-é=ztere és/vagy a 2-
metil-4—-karboxi-3,4,5,b-tetrahidropirimidin [THFP(BE)1 vagy egy
ethja ko6z0l kividlzsztott tetrahidropirimidin-sz&rmazékot &s egy
gyégyaszatilag elfogadhato hordozdt tartzlmaznak.

A talalminy tovébbi tirgya THP(R) lényegében tiszta forma-
ban és krista&lyos form&ban, valamint a THP(E).2H,0 kristalyos

forma. Ugy taléaliuk, hogy a so-41lapotu THFP(A) és THP(B) kon-



formaicidja azonos az oldatban felvett konformicidjukkal.

A talidlmany tovébbi térgya egy olyan eljaras, mellyel
THP(A) és THP(B) nyerheté lényegében tiszta formaban. A THP(A) és
a THP(B) racemiat alakban vagy optikailag aktiv formaban létezik.
tigy tal&ltuk, hogy a talalmany szerint tisztitott termeszetes
termeknek S formidja van és biolédgiailag aktiv.

A talalmény tovédbbi targyait és elfnyeit a tal&lmany
leiriésaban mutatjuk be.

A THF(A) és a THF(R) srintetikus uton Allithatd eld vagy
természetes forricokbél izoldlhatd és tiszta forméban szeparal-
haté. Ilyen termés:zetes forrasok a Streptomyces fajok, példiul =&
8. parvulus, S. chrisomallus vagy & S. antibioticus és mutansaik
Act-termeld mikroorganizmusainak sejtkivonatai. A THR{(B) izolal-
hatd @5 tisztithatd sdstressz alatt &lld sotdrd és  sdkedveld
baktériumckbdl, tgymint as Ectothiorhodospira nemzetseéq
baktériumaibdl, példéul az E. halocchlorisbél, E. halophilabdl es
ezek mutidnsaibdl, vagy a Halomonadaceae csalad heterotréf halofil
haktériumaibdl. A THFP(A) el&&llrthatd a Streptomyces fajok kézul
a talajlakd mikroorganizmusokbél, paldaul a S. clavuligerusbdl,
S. griseusbdl és ezek mutdnsaibdl kismértekd sédstressz mellett.

A taldlmany egy elényds megvaldsitisi médjdban a THR{R)-t
és a THP(B)—-t ActD termeld Streptomyces torzsbdl izelaljuk es
tisztritjuk egy, az aldbbi lépéseket tartalmazo eljarassal:

(a) az’emlitett Streptomyces térzs tenyésztése megfeleld
tenyészt® tipkdzegben

(b) a sejtek Bsszegyljtése és sejtkivonat keészitese a mosott
sejtekbsl

{c) a THF(A) &s THF(R) tetrahidropirimidin starmazékok



elklilénitése a kisérd szénhidratoktdl, polioloktdl, aminosa-
vaktédl, peptidektdl és proteinektdl néhdny oszlopkromatografids
szeperacios lépéssel

(d) a két tetrahidropirimidin—-szd&rmazékot tartalmaszéd oldat ion-
cserés oszlop—kromatografalasa, és

(e) mindkét tetrahidropirimidin-szarmazék eludlasa kalonbozd
olddszerrel lényegében tiszta THF(A) és THF(B) nyerve.

A tald&lmdny szerint alkalmazott ActD-termeld Streptomyces
tdrzs elénytsen & S. parvulus, pontossbban a 8. parvulus ATTC
124324, mely az ATTC—-nél szabadon hozzaférhetd.

A sejtkivonatckat & szakirodalombdl ismert eljiarasocokkal
készitilk, peldiul & mosott sejtpelletek vizbe térténd szusz-
pendéliasival és 182°C-on tdrténd melegitésével vagy perklérsavas
eljardssal. Ezutidn a sejtextraktumokat ecetsavval elegyirtilk,
mieldtt a szepardcidvs eljaréscknak aldvetnénk. El&sz0r a
szénhidriatokat é= a polioleokat taveolitjuk el, példiul viz:zel,
azutdn az aminosavakat tavolitjuk el anion-cserés kromatogriafiid-
val, #s az intracelluldris peptid- &s proteinszarmazékokat Sepha-
dex G25-tel. A (d) lépéshben a THR(B) elvalasztisat a THF(A)-t6l
Dowex S& W oszlicppal (NH; forma) hajtijuk végre, és az (e)
lépésben a THR{A)-t vizzel, a THR(B)-t M ammé&nium—hidroxiddal
eluv&liuk.

Egy masik eldnybts megvaldsitasi mddban a THF(AR)-t egy
talajbdl izoladlt Streptomyces térzs sejtextraktumabdl izold&ljuk
#s tisztritjuk a fentebb lerrtakhoz hasonléan. Az eljirids a kévet-
kezd8 lépéseket tartalmazza:

(a)_ Az emlitett Streptomyces tdrzs tenyésztése egy alkalmas

tenyésztd tédpkOzegben ©,25-8,5 M NaCl-ben
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(b) a sejtek tsszegyljtése és sejtkivonat készitése a mosott
sejtekbdl

(c) a THP(A) eltavolitdsa a kisérd szénhidratoktol, aminocsavaktdl
és proteinekt&l néhiny oszlopkromatografias szeparacids lépéssel
(d) a THP(A)-t tartalmazd oldat ioncserés oszlop~kromatograftala-
sa, ©s

(e) a THPR(A) eluildsa vizzel és gy lényegeében tiszta THF(A)
nyerése.

Talajlakd Streptomyces tér:sként a taldlmany szerint
elénydsen alkalmazhatd a §&. clavuligerus, pontosabban a §.
clavuligerus NRRL 3585, amely az NNRL-nél szabadon hozzadférhetd,
s az S. griseus, pontosabban az 8. griseus ATTC 12137, mely a=
ATCC-nél szerezhetd be szabadon.

A taldlminy szerinti gydgyszerkészitményekben a THF(A) es

a THP(B) olvyan szereves és s:tervetlen bazisokkal ‘alkotott séit

Q0

alkalmazzuk, melyek fiziolégiailag elfegadhatd sdk. A THRF(AR) S~
dterei igy alacscnyabb szénatomszdmu alkil-étereket es cukorrés-
szel alkotott &tereket, példaul nukleotid-analdgokat foglalnak
magukban. Ezeket & szakircdalemban Jjol ismert eljdrisckkal,
megfeleld alkohoclokkal tdrténd reakciokkal &l1litjuk eld. A THF(A)
S-észterei olyan alacsony szénatomszamu alkanoil-észterekbdl
éllna?, melyeket alacsony szénatomszami alkinsavval allitunk eld.
A THRP(A), THF(R) vagy eszek kombindcidi & DNS-k&td szerek-
kel kezelt betegekben a nem—tumcros sejtek védelmére alkalmazhato
a DNS-kdts szer kirositd hatdsival szemben. DNS-koté szer lehet
barmely, a jelenlegi rdk—kemoterdpi&ban alkalmazott antitumor-

antibiotikum, példi&ul daktinomicin (ActD), daunorubicin, doxoru-

bicin (adriamicin), bleomicin, mitomicin és hasonlcak. Mivel ezek
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az antitumor—antibiotikumok toxikusak a normal szdévetre, a
THP(A), THP(B) vagy a THP(A) és a THP(B) kombindcidjia lecsdkkenti
ezek toxikus hatésdt. Miés antitumor—-antibiotikumokat magas toxi-—
citdsuk miatt jelenleg nem alkalmaznak a radk—-kemoteridpisban. Az
antraciklin-— antibioctikumok, a cinerubin A és B toxicitdsa csik-
kenthetd THP(A)~-val, THP(B)-vel vagy THP{A)+THP(B)-vel, igy
lehetéveé valik a jov8ben ezek alkalmazédsa az antitumor-teridpii-
ban.

A THFP(A), THF(B) vagy ezek kombinacidja a kémiai karci-
ncgénekkel, mutagénekkel - belegrtve a sugdrzdst - szemben is
alkalmazhatd a DNS megvédéseéere.

A THRF(A) és a THF(B) nem toxikus az emldsdkre. Egereket
kezelve 1, 1@ éc 1080 mg/1@@g testtimeg ddsisckkal nem tapasztal-
tunk toxikus hatdst. A THR(A)-nak és 3 THF{(R)—-nek antibiocotikus
aktivitésa nincs, ahogy azt ndh&ny gram—pozitiv &s gram—negativ
baktériumtenyészettel végrehaitott teszttel kimutattuk.

R THP(A)-bdl vagy egy sojdbdl, S—éterébdl vagy OS-éscteré-
b&%1 ¢és a THFR(B)-b&l vagy sdjijdbdl gydoyszerkészitményt &llitunk
eld, az emliitett vegylletek é&s egy gyogyaszatilag aktiv hordozéd
Osszekeverasével. A készitményher adalékok, Ggymint stabilizildék
stb. adhatdk.

A  taldlmaény magdban foglalia 8 gyodgys:zerek beaddasanak

eri intravénis

r

badrmely alkalmas mddjidt, de eldnyds a:z egys
injekcid és az intravénis infuzsid.

Azockban & taldlmany szerinti gydgysserkéscitményekben,
melyek a THF{R)-t és THF(B)—-t is tartalmaznak, ezek egym&sho:x
viszonyitott moldris aranya vélfoztathaté. El8nydsen a tal&lmany

szerinti gydgyadszati kompozicid a THR(A)—-t eés a THFR{B)—-t
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ekvimolaris mennyiségben tartalmazza.

A csak THP(A)-t, csak THFP(B)-t vagy ezek kombinacidit
tartalmazd gydgyészati készitményben a THP(A) #é3 a THF(E) men-
nyiseége valtoztathatsd a beteg Allapotatsél, a betegség
sulyossé&gatol és a beadott antitumor-szer mennyiségétél faggfen.
Az egyik megvalositési méddban a gydgydszati készitményt az anti-
tumor-szerhez képest feleslegben adjuk be.

A  tal&lmany szerinti gydgyiszati kompozicid besadhatéd az
antitumor-antibiotikum beadisa elétt, vele egyltt, elédnydsen a
teadads utan. Hatékony mennyiségben csékkenti az antitumor-szer
toxikus hatasat.

A példikhoz, melyekkel taldlmanyunkat csak illusztrdlni
kivanjuk, a kdvetkezd Abrik tartoznak:

1. &bra: A tisztitott THF(B) (&) &s a tisztitott THP(A)
{SZ3-MHz) 4H NMR-spektrumdt dbrizolja.

2. &bra: A THR{A) és THF(BR) molekuldris scerkezetét és
sztereckémiai konfigurdcidiit (S forma) &brizoljia.

3. &brar A kovetkezd proton NMR-spektrumokat mutatjuk be:
(a) egy ActD-d(ATGECAT) &,6:1 ardnyd keveréke, (b) a fenti ke-
verekhez THF{B)-t adva @,1:1:3@ ardnyban, (c) a (b) srereinti
keverekhez THP(A)-t hozzdadva &,6:1:32:3IQ arinyban. A spektrumot
D0 foszfat-puffer oldatban kaptuk, pH=7-nél, 1@°~on, sugarséas
&#ltali oldoszer—-s:zupresszidt alkalmazva a keésleltetés alatt.
Ezekhez a kisérletekhez 4,2 mM ActD térrsoldatot és 188 mM THF(A)
€s THF(B) torzsoldatot haszndltunk feoszfat—pufferben. Mindegyik
y NMR-kisérlethez 1,8 mg d(ATGCAT)-t alkalmaztunk ©@,45 ml
foszfét—-pufferben.

4. &bra: Az ActD-d(ATGCAT) keverék alap-aromids proton-



régid spektrumait (508 MHz-n£l) mutatja be kOld6nbdz6 kémiai
ezer : DNS arinynial - amelyet az (a-e) gbrbéknél jeldltank -,
és az 0:30:70 molaris ardnyd d(ATBCAT), THP(A) és THP(E) keverék
és az ActD spektrumit kilénbdzd kémiai szer:DNS aranynal, mely
arényckat az (a‘-e') gdrbéknél tantettdank fel. Az (a) é&s (a')
kinagyitott spektrumidt mutatjuk be (A) és (A’ )-keént. A
spektrumckat pH=7-nél kaptuk (mint 2. &brin&l). Az ActD-d(ATE-
CAT) protonrezonancidit a spektrumon jeldltlk: adenozin (belsd)
H2 protonjait 8,27 és 8,08 ppm-nel, adenozin (terminalis) Hz
protonjait 7,86 ppm~nél és a guanczin KB protonjait 7,70 és 7,63
ppm—nél. AzbﬁctD~d{ATGCAT) kémiai eltolddés jelei azonosak az S.
C. Brown, K. Mullis, €. Levenson, R. H. Shafer [Biochemistry 23,
483 (1984)] &ltal leirtakkal.

5, &bra: Egy olyan radicgrammot &brdzeol. melyen bemutatjuk
az RNS polimer&z I1 transskripcididnak gatlasit ActD-vel &s &z
sktivitds helyredllitdsdt THF{R) és THF(B) hozzdaddsidval. Minde-

gyik s&v dsszetevéit a &. t&bl&zatban ismertetjok. A savok re-

.+ srerint adtuk meg. A DNS kon-

bl]

hod
a

(S

lativ intenzit&sidt a &. t&kl
centricidia 71,4 pM volt.

& Zbra: PBemutatjuk asz adriamicin DNE~szinteris g&t-
lésinak viseszaforduldsdt -THP-k hatasira. Sematikusan &brizoljuk
a beéplilt [3H] timidint az adriamicin fGggvényében, mnmelyet a
grafiken alatt mutatunk be. Ores négyzetek - [SH] timidin beé-
palés az adriamicin flOgovényében, tele négyzetek - [3H
timidin beépQlés az adriamicin koncentriciojinak flaggvényébken
THP-k (12Q@pupg/ml) jelenlétében.

7. 4&bra: Az aktinomicin transzkripcidéra gyakorolt gatlod

hatds&nak visszaforduldsat mutatjuk be a THF-k hatasara, HelLa WCE
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rendszert alkalmazva. A transzkripciédt ugynevezett "pulse chase®
feltetelek mellett hajtottuk végre, ahogy azt a 6. peélddban
ledrjuk. A DNS-t novekvd koncentricidjua THP~-kkel (A+B) prein-

kub&ltuk 20 percig Z@°C-on, ezutan aktinomicin D-t adtunk hozzi
2.4 pg/ml koncentricidban. 20 perc inkubilds utan WCE-t (10 ul)
&dtunk hozzéd, és 20 percig 20°C-on inkub&ltuk. Ezutan radioaktiv
nukleotid-keveréket adtunk hozzd az 5 perces ‘"pulse"-reakcidhoz,
melyet a "chase"-keverék hozzéadisa koveteti, mely 18mM CTP-t
tartalmazott. A transzkripcidt Z0 percig 328°C-on folytattuk,
exutdn ledllrftottuk. Az RWS—-t kivontuk, és a 6. példidban leirt
médon elemeztlk., H-sav ~ molekulatdmeg-markerehk, C-sav - kontroll
reakcid adriamicin vagy THP-k nélkal. A 8,4 pg/ml aktinomicin D-
vel t6riént reakcidk savisit (+)-szal jelSltik, a ndvekvd THF-
koncentricidénil (2,5, 10, 20, 53, 103, 200, S8 pg/ml) kapott
sdvok felett a THP-koncentricidt jeldltak. A savok relativ inten-—

zitdsdt a b6. példéban leirt médon becsGltik meg, és & kontroll

N
r
2
r
b1l
-
3

w&ban adtuk meg (C siv).

8. 4bra: Kémisilag definidlt t&pkdzegben, kolonbozd sdkon-

1N

centrécidknidl tenyésctett S. clavuligerus extraktumok parositat-

lan proton természetes abundancia 32 NMR {(126,7 MHz) spektru—

mait mutatia. {A) @,5 M NaCl (EB) 8,25 M NaCl (Q) sd& neélkdl. A

C c=slcsok a kovetkez®ket tartaimazzdk: &8 - THR(R), Tre -
trehaldz, Glu - glutaminsav
9. &bra: Kémiailag definiilt t&pkosegben, kG@lonbozd

sédkoncentridcidk mellett novesztett 8. clavuligerus sejtekben levd
intracellula&ris metabolitokat mutatia be a 8. &bra szerinti NMR
—spektrumbdl kiszdmitva. A glutaminsavat aminosav—analizatorral

mértik, ¢és a THF(A) és a trehaldz-értekét a=z NMR—spektrumbél



integrilissal szamitottuk ki.

1@. &bra: 6&& éran At 8,5 M NaCl-t tartalmazd kémiailag
definidlt ta&pkézegben tenyésztett S. griseus sejtkivonatainak
parositatlan proton ‘SC NMR (126,7 MHz) spektrumi&t mutatiuk be.

a fC csticsok a kdvetkez&kb&l &llnak: A — THF(R), Tre —trehalds,
Glu - glutaminsav, Eth — etanol (a THF(A) kvantitativ meréseének
érdekében hozzdadva).

11. abra: §. griseusbdl nyert tisztitott THR (A}
pirositatlan proton  ©C NMR (126,7 MHz) spektruma.

A taldlmdnyt a kévetkez& pe&ldidkkal mutatjuk be a korlato-

zds szdadndéka nelkil.

Féldak

1. pé&lda: A THF(A) és a THF{R) izol&liésa és tisztitisa 8.

parvulus ATCC 12434 sejtkivonatabdl

{(a) Tenyeésztés

A 4°C-on  +talaj-kulturadban tartott S. parvulust (ATTC
12434) NI-amin ta&pktzegben (Sheffield Chemicals N. Y., USA)
ndvesztettik 2 napig I@°C-on egy Tforgoé-ra:zo inkub&torban.
Centrifug&ltuk, majd kétszer mostuk a sejteket @,3%-os KCl-ben,
&s az 1gy kapott micélium—-szuszpenzio (3I4%) szolgdlt inokulumkeént
a kémiailag definidlt tenyésztd tdpkbreghez (40 g D-fruktdz, 1.0
g K HFO, . 25 mg InSQ, .7H.0 és 2.1 g L-glutaminsav/1002 ml
ionmentes viz, pH=7,1-en).

(b) Sejtkivonat készitése

Az S. parvulus sejtek kivonatait 1 liter S. parvulus



tenyésztd tapkdzegbSl Allrftottuk eld. A sejteket centrifugilissal
(500 g-nél S5 percig) gyajitdttik dssze 4°C kérill. A sejteket
ketszer mostuk 0,2%-os KC1l oldattal, hogy a tapkézeg maradékat
eltavolitsuk, Az intracellularis extraktumot ugy kaptuk, hogy a
mosott sejtpelletet 18 ml vizbe szuszpendé&ltuk, és 15 percig
1880°C-on melegiftettlk, vagy a perkloridsavas eljérist alkalmaztuk
[L. inbar és A. Lapidot, (1988a)l. A feldluszdt 15 2089 g-nél 15
perces centrifugdléssal kildnitettik el, és csdkkentett nyomids
alatt i ml-re koncentr&ltuk.

(c) THP(A) &s THF{R) elkllonitése S. parvulus sejtkivona-
t&bal

A sejtkivonat-mintdkat 4 térfogatrész IM ecetsavval
kevertlik Ossze & Dowex 5@ W kromatografidval térténd szepardlés
eldtt. Az oszlopot ionmmentes vizzel mostuk (az oszloptérfogat
Stezbrosével) a szénhidritok és poliolok eltivolitdsiéra. Az
aminosavakat, THF({A)-t eés THFR{B)-t IM NH COH-val eludlituk. A=z
amménidt teljesen elparologtattuk, és & maradékot pH=5~re
Z1l1tottuk be, é¢s Dowex 1 anioncseréld {scetdt-tipusy)

kromatografidval szepardltuk. A =avas aminosavak, ugymint a

2]

glutaminsav az cszlopho: kdid8dve maradtak. A THR(AY-t eés a
THF(B)-t vizzel oldottuk le.

{d} A THF{A} és a THF(R) elkiidnitése a peptidektdl és
proteinektdl

A (c) lépésben nyert THF(A) és THF(BR) elegyéet 48 ml
Sephadex G-25 oszlopra vittlik fel. Az os:zlopot vizzel mostuk. Az
elsd frakcidk tartalmazti&k a peptideket és azx alacsony molekula-

témegli proteineket (s&rga s:zinnel), és a THPF(A) és a THF(B)

ezutédn eluilddott.
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(e) A THP(A) elkildnitése a THP(B)-tdl
A (d) lépésben nyert THF(A)+THF(B) keverékét 4 térfogatrész
ecetsavval elegyritettiak, mielStt 70ml Dowex 5@ W x 8 (NH;—forma)
oszlopra felvittak. A THP(A)-t egy kis mennyiségl THP(B)-vel
egyatt vizzel eluidltuk. A THP(B)-t egy kis mennyisegl THP(A)-val
egyGtt 3M amménium-hidroxiddal szorftottuk ki. Az eljarist megegy-—
szer megismételve a THFP(A) teljesen elkildnithetd volt a
THFP(E)-t&1. A THP(B) frakcidja egy kis mennyiségl alanint is
tartalmazott. A masodik frakcidt pH=2~re 411Ztittuk be (HCl-lel),
és egy 70 ml-es Dowex 1 anioncseréld {OH-forma) kromatografidval
vilasztottuk el. Az oszlopot vizzel mostuk, és a THRP(B)—-t 138 ml
%-o0s hangyasavval szoritottuk ki (az alanint 682 ml 1%-os han-
gyasavval eludltuk). 4 tisztritott THP(A) és THP(B) H NMR spekt-
rum&t az 1b. illetve az la. Zbrikon mutatiuk be. A molekulaszer—

kecetek a 2. &brian lidthatok.

2. példa: A THP(A) 4s a THFP(B) kristdlyositisa

(a) Az 1. példa szerint kapott tiszta THP(A)-t forrd
etancliban oldottuk fel, és az oldatot sziérftdban, benzol-gdzben
tdroltuk, hogy kristilyok alakuljanak ki. Atléatszd, hasabalaku,
2,2 x B,1 x 2,25 mm—es kristizlyckat gyljtdttink Sssze a rontgen
kristdlyszerkezet—analizicshez. Trigon&lis (CgHN,0z) kristaly-
szerkezetet 4llapitottunk meg PZ; tércsoporttal. A kristalyok
kdtéshosszat az 1. illetve a 2. tablzzatban mutatiuk be. UOgy
taldltuk, hogy a A THP(A) sztereckémizi konfiguricidja E-forma.

(b)) Az 1. példa szerint nyert tiszta THF(B)-t etanolban
oldottuk, és az oldathoz néhiny csepp metilén-kloridot adtunk. Az
oldatot hagytuk lzssan parologni. Néhidny nap mualva kristalyok

tdntek fel az oldatban. 8,4 x 0,% % 0,2 mm—es szines, &tl&tszo,
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has&balaku kristilyckat gyajtottink oSssze a rbnfgen-kristély—

szerkezet-analfzishez. A C.H,N,0,.2[H,0] kristidlyszerkezet tetra-

gon&lis, F4y tércsoportokkai. A kristalyok kotéshosszait és

koteésszbgeit az 1. illetve a 2. téblézatbarn mutatjiuk be. Ugy

taldltuk, hogy a THP(B) sztereokémiai konfigurzcidja S-forma.

1. téblazat

K&téshosszak (B)

THP(B) THP (A)
C(2)-N(1 1.303 (4) c(2)-N(1)  1.311 (10)
C222)-}3(%) 1.487 (4) N(3)-C(2) 1.310 (8)
C(4)-N(3) 1.459 (4) C(4)-N(3) 1.458 (9)
c(5)-C(4) 1.522 (4) C(47)-C(4) 1.545 (11)
0(8)-C(4’) 1.260 (3) 0(9)=C(5) 1.405 (10)
C(6)-N(1) 1.456 (4) 0(8)-C(4’) 1.217 (10)
N(3)-C(2) 1.312 (4) C(6)=N(1) 1.462 (9)
C(4’)-C(4)  1.523 (3) C(27)-C(2) 1.499 (10)
A8)Esy 11508 (5) Sa)els)  1i8%e (10)
C(6)=-C(5) 1.508 (5) 027;-C(4!) 1.515 (10
2. téblézat
K&tésszdgek (fok)
THP(A)
B
c(s6 -N(l)-C(z)THP(l%3.7 (3) C(6)-N(1)-C(2) ii%.i Egg
N(3)-C(2)-N(1)  121.5 (3) c(2)-C(2)-N(1)  118.1 (6)
c(4)-N(3)-C(2)  122.4 (3) C(4)-N(3)-C(2% 124.2 (6)
C(5)-C(4)-N(3)  108.9 (3) C(4')-C(4)-N£ ) 13.5 (7
0(7)-C(47)-C(4) 116.5 (3) C(6)-C(5)-C(6) 1084 (1)
o(a —C(4')-0(7) 126.0 (3) 0(9)-c(5)-C(6) = 108-8 (£)
C(5)-C(6)-N(1)  109.1 (3) 0(7)-C(4')-8(7) 111.9 (1)
C(27)-C(2)=C(2’) 118.8 (3) 0(8)-C(4)=0( ) 121.8 (1)
N(B)-C(Z)-C(Z') 119.7 (3) N(3)-C(2)-N§ % 121.7 (1)
| C(4')-C(4)-N(3) 112.9 (3) c(2’)-C(2)- g ) 120.2 ()
C(S)-C(4)-C(4') 110.4 (3) C(5)-C(4)-N(4) 105 (8)
it _c(4')-C(4) 117.5 (3) 0(3)-C(5)-C(4)  111.3 (8]
() -c(s) c &) 109.6 (2) C(5)-C(6)-N(1) 08.8 (&)
cl6)-e(3)-ct 0(8)-C(47)-C(4) 120.2 (
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3. példa: Az ActD kHtddése oligonukleotidokhoz THP(A) és

THF(B) jelenlétében - NMR-vizsgidlatok

Az ActD DNS-kitésének tanulmiényozidsa igen nagy é&rdek-
lddésre tart sziamot, mivel feltételezhetden ez az alapja antitu-
mor—aktivitdsanak. Kezenfekvinek tanik, hogy a fenoxazon-
gyGrihodz kapcsoldodd peptidléncok feleldsek nagyrészt azért,
hogy az ActD a DNS GpC helyeihez kotodik. A részletes megoldés
érdekébe szerkezet-modellezd hkutatdsckat végeztek az ActD és &
d{(ATGCAT) 1:1 ardnyd komplexével [Lybrand és mtsai, J. Mol. Biol.
191, 495-5@7, (19864)1.

A THP-k DNS-k&tési médiit ActD Jjelenlétében vagy hiényéban
vizsg&ltuk 4 NMR-spektroszképidaval. A kovetkezd okok miatt a
S(ATBCAT) oligonuklectidot vAlasztottuk ehhe:z & vizsgd&latho:z:
egyedi kotShelyet tartalmaz az ActD szaméra, elegendden hosszid
ahhoz, hegy k&lecstnhatasba l1épjen &z Actd pentapeptid
-laktonjaival, az ActD-d(ATECAT) kineotikdja elegendden lassu, és
megfelelden uwtd&nozzs az AciD-DNS assczocidcid kinetikdjat [8., C.
Erown, K. Mullis, C. Levenson, R. H. Shafer, Bicchemistry 23,
42X (1984); N. Zhou, T. L. James ¢és R. H. GShafer, Bioche-
mistry 28, S231, (1989)1. A DNB-THP{A) &= (B) komplexekkel
folytatott vizsgdlatok azt is jelzik, hogy a THR(A) &s a THR({R)
k&ti az oligonuklectidot, és nagymértékben megakaddlyozza, heogy
az komplexet képezzen az ActD-vel.

(a) A THF-Kk k&tddése a d(ATECAT)-hoz

A szabad d(ATGCAT)-ban ¢és a d(ATGCAT) THR(A)-val és
THP(B)~vel alkotott komplexében a nem-kicserélhetd& protdnok

kémiai eltolddidsidnak Ssszehasonlitdsit mutatja be a 3. tablaz-at.



A hexamerhez THP(A)-t és THP(B)-t adva a guanozin HB (GHB) jele
7.94 ppm-nél mutatott egy nagymértékli, alacsonyabb p&lyara
tBrténd kémiai eltolddast (20 mHz), az adenozin (termin&alis) H8
protonjai alacsonyabb palya felé mozdultak 10 mHz—-nél, mig az
tsszes tSbbi alap-aromis protonok csak kis valtozadst mutattak.
(b) A THP-k kbtbdése az ActD~d (ATBCAT) komplexhez
THRP(B)-t adva az ActD-d(ATGCAT) komplexhez (0,64 ActD per hexamer
molardnyban) a BHB protonok kémiai eltolddésas alacsonyabb pélya
fele tortént 2,218 ppm—-nél, mig az ActD-hexamer komplex adeno-—
zin (belsd) H2 protonja 7,992 ppo-nél viliozatlan maradt (3b.
abra), Ha THP(A)—t adtunk a komplexhez, a BH8 protonok egy tovéb-
bi alacsonyabb palya feleé térténd eltolddasa volt megfigyelhetd

-
bt

(Fc. &bra). Ezev az eredmények azt jelzik, hogy a THFP-k meghkotik
a szabad ocligonukleotidokat még ActD jelenlétében is.

{c) ARz ActD kitdédése z Jd(ATGLCAT)~hoz

Az ActD kitédését & szabad oligonukleotidokhoz és az
oligonuklectid~THFP komplexhez H KMR titridlésos technikéval
vizsgéltuk meg,., A hexamerhez 3,16 mdlekvivalens mennyiségben
ActD-t adva komplex Uj protoncsucsait figyelhettlk meg (4b.
ébra), ¢és a csucsok intesnzitdsa névekedett az 1:1 ActD-d(ATGECAT)
arany eléréséiqg (43., b., c., d., 2. &bra). A szabsd hexamer ¢s
az ActD~hez kHtdHtt hexamer jeleinesk arianvait a 4. té&blZzat mutat-
ja be.

(d) Az ActD kdtddése a d(ATECAT)-THF~k komplexéhex

Ha @,156 mdlekvivalens mennyiségben ActD-t adtunk a hexs-—
mer-THP—-k komplexhez, az ActD-hexamer komplexnél nem figyelhet-
tank meg 4j protoncstcsokat (4b°. &bra), 0,32 mdlekvivalens ActD

hozz&adésakor pedig az ActD-hexamer komplexnek csak egy pro-



tonecsitcsa volt detektalhatd 8,02 ppm—nél (4c' . - abra). Csak
amikor 2,48 molekvivaiens ActD-t adfunk a hexamer—-THP—-khez, akkor
lehetett megkulénbdztetni &z ActD-hexamer u4j p;otoncsucsait,
ahogy ez a 4d'., e'. abrakon lathatd. Az ActD—hexamer ket rezo-
nancidja elveszett, az ActD—hexamer koplex adenozin (belsd) H2
jele 7,99 ppm-né&l nem detektalhato & THP—k-hexamer komplex GHB-
4nak erds rezonanciadja miatt 7,98 ppm—nel, mig az ActD—hexamer
romplex adenczin (terminalis) H2 rezonanqiéjét elfedte a THF(B)
NH protonjanak ezzel egybeesd rezonanciaja 7,58 ppm—-nél. Az
ActD-d(ATGCAT) egyensulyi  kdtési  tulajdonsagai . a  THP-k
jelenlétében és hianyaban (4. tablazat) a szabad hexamer és az
ActD-kdtdtt hexamer protoncsics—terileteinek aranyabdl vezethetdk
le. Mivel az ActD hexamerhez tdrténd kdtésének alacsony eértékei
miatt igen nehez volf a pontos kbtési adatok megallapitasa, a
kétééi 41landdkat nem sikeridlt meghatarozni. Viszont az
egyensukyi mérések (4.4bra és 4. tablazat) demonstraljiak a THP-K

potencid&lis aktivitdsat a DNS fctD-beékelédés elleni védelmében,

mely valészinlleg kompetitiv mechanizmussal megy végbe.

3. tablazat
A d(ATGCAT) &s a d(ATGCAT ) -THP(A)+THP(B) nem

kicserélhetd protonjainak alap—proton kémiai eltolédasa (ppm)

megijeldlés  d(ATBCAT).  THP(A)+THP(B)-d(ATBCAT)  Kildnbség
' 61 £2 51-52
' 000
‘As® .330 8.330 0.
Avs 3.186 8.203 +0.017
G* 7.944 7.984 +g.ggg
7.913 - :
ifg(k) 7.908 ;.ggg 0.000
TR sae 7.849 +0.005
ce . 7.368 7.376 +0.008
T&‘ 70356 ' 7-356 0-0
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Adenozin (belsd) HB (Aia); adenozin (terminalis) H8 (Atg);
guanozin HB (B%); adenozin (bels&) H2 (Ai%); adenozin
(terminalis) H2 (At%); citozin Hé (C°); timin (belsd) H6 (Ti®)

b5 timin (termin&lis) H6 (Tt ).

4, téblAzat
Az ActD egvensulyi kétédeése a d(ATGCAT)-hoz THF-k

jelenlétében és hianyéban

ActD/d (ATGCAT) d(ATBCAT) d (ATGCAT)=THP-k

molarénya (szabad/kotdtt)™ (szabad/kbt&ttf‘
B.16 4,9 NeMa
2,32 1.7 3,5
2,48 2,8 2,7
R.64 2,4 1,3

(a) R szabad hexamer Ai& (kett proton/2) : kdtoétt ActD-hexamer Af
{egy proton) protoncstcs terdleti aranya.

n.m, — nincs meghatirozva

4. peélda:ln vitro transskripcids vizsgdlateok ActD je-

ienlétében: & THF{A) + THF(R) veéddhatdsa

{a) A transzkripcid g&tlasa ActD-vel

Azt, hogy az ActD DNS-he: torténd kotddése ckozza az  RNS
polimerdzos transzkripcid gatlisét T. R. Kadesch és M, J. Cham-
berlin [J. Riol. Chem. 257, S538& (1982)] &ltalt leirt rends:zert
alkalmazva tanulmadnyoztuk, amelyrnél az emldés sejtekbdl tisztitott
polimeridzok, ugymint az RNS polimerdz I, Il és & HeLa sejtekbdl

sz&armaz® RNS polimeridz I] képesek hatékonyan és specifikusan



4tirni a meghatiarozott dCMP-végll DNS-templatokat. Az alkalmazott
dCMP-végd DNS-rendszer lehetdéve teszi a polimeridz-protein
transzkripcids reakcidjinak kvantitativ tanulmanyozasat mas
proteinfaktorok jelenléte nélkil, és igy ez a rendszer alkalmas
arra, hogy analizidljuk a DNE-k&td szerek vozvetlen hatasat a
transzkripcité polyamatira, és a THP(A) és THF(B) védd batasat a:z
ActD jelenlétében torténd transzkripcional.

A DNS-dependens RNS polimerdz I-t, II-t, III-t ( pol I,
pol II, iiletve pol III) HeLa sejtekb&él tisztitottuk Hodo £5
Blatti &ltal lerrt mbddszer [Biochem, 16, 2244 (1977)] modositott
eljarisaval.,

A templ&t-DNS-eket Pstl restrikcids enzimmel linearizdltuk
I tulnyuld végeket létrehozva, és termindlis tranmszferaz alkal-
mazisival (Boehringer Mannheim)} mindkét véget dCTP farckkal
egészitettik ki. Etanolos kicsapast kovetden & gCMF—-farokkal
rendelkez® DNS-eket egy mascdik restrikcids enzimmel hasitottuk,
¢s a kivAlasztott farkazott fragmenst agard: gélen tisztitottuk,
ahogy azt T. R. Kadesch é&s M. J. Chemberlin leirta {J. PRiol.
Chem. 257, 828& (1$832)1]. A transzkripcids reskcidkevereket
I@°C-~on 1@ percig 15 pl transckripcids pufferben inkubaltuk, mely
78 mM Tris—HCI-t (pH=7,%9), @,1 M NH,Cl-t, &mM MgCl,-t, GmM sper-
midiﬁt, 1@% glicerint, 2,15 mM ditiotreitelt, @,&épg dCMP-farckkal
rendelkez® templatot és @,5pl Hela RNS polimerdzt (3 egyseg)
tartalmazott. Ezutidn 4,3 maM ATP-t, GTF-t és CTP-t, 170 pM UTP-t,
20 pCi [a—2P] UTP-t tartalmazd "pulse"-puffert (3,5 pl) adtunk a
transzkripcids reakcidkeverékhez, és 20 madsodpercig inkubaltuk. A
transzkripcid l&nchosszabbitéd (elongdcids) szakaszat 1,5 Rl

"chase"-puffer horz&addsival inditottuk el, amely 7mM UTP-t



tartalmazott 9,046 pg ActD jelenlétében vagy hidnyaban. A transzk-—
ripcids elongiciédt 18 percig folytattuk, és proteindz K puffer
(B,6% SDS, 25 mM Tris pH=7,9, 25 mM EDTA veégso roncentracid),
200 pg/ml proteinidz K és 3D pug tRNS hozzidadasaval 4llitottuk 1le, és
25 percig 65°C-on inkub&ltuk. A mintdt etanollal kicsabtuk, és a
pelletet terhelé-pufferbe (90% formamid, 8,5 X Tris-borat puffer)
reszuszpendaltuk, és &%-os poliakrilamid-gélen elektroforetiz&ljuk.
A gél-autogrammot molekularis . dinamika szamlalo denzitomé-—
terrel analiz4&ltuk, hogy meghatédrozzuk a s&vok relativ
intenzit&sait. (A nukleotid-trifoszfatokat &s a tRNS-t a
Sigmi&tél vasiroltuk, a proteiniz K-t a Boehringer Mannheimtdél, és
azr [a-%XPF] CTF-t (420 Ci/mmbdl) az Amersham Internationaltol,
Egyesiilt Kirdlysédg, szereztik be.)

KGldnbdzé ActD koncentricidnil a Hela sejtekbdl szarmazd
h&rom RNS polimerdz érzékenys2geét tisztitott polimerazokat ¢s A
poll-nél 225 bp hosszusigu, a pol II-nél és pol III-nél 420 bp
hossrasigu dCMP-farkazott templatot alkalmazva hataroztuk meg.
Azt vartuk, hogy templétokkal egy 225 nukleotidos illetve 42Q
nukleotidosn&l nagycbb transzuriptumot kapunk, mivel az RNE-
pclimer&z az egyszaly farck-kettdsszzlu duplex egyedi illeszhked-
ési helyénsl bkezdi a transzkripcidt. Mindegyik kiserletnel a
"pDulse~chase' eljarist alkalmaztuk.

[l hérom polimeriz ActD-vel tértént transzkripciod
gatl&sdnak mintdzatét az 5. tabldzatban foglaljuk Ossze, ami
jelzi, hogy az enzimek is érzékenyekr az ActD-re. Mikor 1 pg/ml
ActD-t adunk a "chase'-reakcid-keverékhez, csak 18-28%-ban fenn-—
maradd transzkripcieé fordul eld, még 3-5 pg/ml  koncentricidnal

csak @,1-F%~ban fenrnmaradd transzkripcidt mértink.



Ezek az eredmények Bsszhangban vannak azzal a megadllapft-
Zssal, hogy az ActD gatlas fugg a reakcidkeverek DNS—koncentri-

cidjatol.

5. tablazat

A fennmaradé transzkripcid s:&zalékos aranya ActD jelenletében

Aktinomicin-D

RNS pg/ml
polimeraz 92 1 3 4 5
I 120 1s =
II 106 22 3z =
III 120 13 z 0,1

(b)Y Az ActD gitolt transzkripecid djrainditdsa THP(A)-val
¢s THP(B)-vel

Az assayt clyan ActD koncentricidnal hajtottuk vegre, ame-—
lynél & transckripcid gatldsa meghaladta a 97%-ot; vagyis a=s
ActD—t Jpug/mg koncentracidban alkalmaztuk. tgy gondoltuk, hogy a
THP(A)+THP(B)~b&l az ActD koncentricidji&ndl magasabb koncentra-
cidra van szukség a DNS-he: torténd kdté&désének mecakadadlyorzdsa-
ra, mivel feltételeztlk, hogy azck dltalinosan veédik a DNS-t, és
nem csak a d(GpC) bizispidrn&l (bp), &z ActD koncentricid pedig
ar4dnyos a DNS (GpC) tartalmdval. Amint az az 5. &bra 2., 6., 10.
s&dvjaibdl és a 6. tdablazatbdl lithatd, ezekben a kisérletekben &
THP(A) és a THF(B) Onmag&ban nem gé&tolta a transzkripcids reak-
cidkat. Sem a THF(A) sem a THP(B) egymagdban mem hat az ActD

transzkripcitdgatliasara. (Amint ax az 5. &brin a 3-5, 7-9 savoknal



és a b. tablidzatban 1l&thato.) Viszoqt ha- a THP(A)-t és a
THP(B)~t egylttesen adtunk 1:1 arianyban, a hat&suk dramai volt. 200
UM koncentraciénil, 2,5 puM ActD jelenlétében, mely Snmagaban 97%-
ban gatolja a transzkripciét, a transzkripcio 75%-a volt
visszanyerhetd. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a THP(AR) és a
THP(B) kombindcidja szinergetikus DNS-védd hatast fejt ki az
ActD DNS~-kOtésével szemben. A fentebb leirt koralmények azt
mutatjik, hogy a transzkripcid gatléasa (97%4) 1 molekula ActD per
30 bp &ltal jon létre, mivel a DﬁS—ActD komplex forma 1:10 aranyt
igenyel. 75%—-0s transzkripcidhoz 80 molekula THP(A)+THP(B)
szlikséges minden egyes ActD molekulahoz, vagyis egy par
THP(A)+THP(B) per bp arany. Ezek az eredmények azt sugalljik,
hogy a THP(A)+THF(B) szerepet jatszik a DNS vedelmeéeben az ActD
kotésével szemben, és lehetdvé teszi a transzkripcid visza-

sza&llitédsidt ActD jelenlétében.

b. Téablazat

A fennmaradd transzkripcid mértéke ActD és THP(A) eés THP(B)

jelenlétében
Sorsz&m - THP ActD [3pug/ml] yA
Hg/ml uM [2,5 pM] transzkripcid

2 THP (A) 60 492 - 109

= THFE(A) 10 &b + .2
4 THP(A) 0 200 + 2,95
5. THF (A) 60 462 + 1,5
6 THF (B) &2 420 - 109

7 THR(B) 10 & + 1.0
8 THP(E) I3 200 + 2,7
9 THF(B) £0 400 + 5,1
10 THF(A+EB) (1:1) 68 406 - 100
11 THFP({(A+B) (1:1) 10 b5 + 4,6
12 THP(A+B) (1:1) 0 200 + 75,0
13c THP(A+B) (1:1) & @ + 2,2



5. példa: Sejtndvekedés és keémiai szerrel torténd kezelés:
Az adriamicin DNS-szintézis gitlédsénak visszaforduldsa a THP-k
hatasara

HL&® sejteket mikrotitrdld lemezeken (Nunc) RPMI  tapko-
zegben (Gibco) ndvesztettink, mely 10% fotdlis borjuszérumot
(Biological Labcratories — Bet Haemek) tartalmazott. A sejteket a
tapkozegbe szuszpendéltuk 2x16° koncentricidban, és 100 pl-es
alikvotokban a lemez Gregeibe diszpergdltuk. 2@ oras, 37°C-on
tdrténd inkubidlds utin a sejteket THP-kkel (1@@ pg/ml) és ndvekvd
koncentricitdban, ahogy azt a 6. &bran jeldltdk, adriamicinnel
kezeltik. 24 ora eltelte utan [3H] timidint adtunk hozzd (1
WCi/lireg, 12@pl) 3 oéras idétartamra. A timidin-beépllést 25 pl
28%—-o0s trikldorecetsavval {TCA) &1litottuk le, & & lemezeket
4°C~ra helyeztGk egy és:zakdra. A TCA precipitdtumockat 10@i-os

TCA-val (1380p1) mostuk, 1@8Qupl 1IN NalH-ba srolubiliz&ltuk, é&s a

LN

z&aml&l&shoz Ovegcsévekbe tettlk, melyek Iml, toluén:Lumax

U1}

a

{Lumac, Hollandia) 3:2 ardnyu kevereékeébdl allo szcintillacios
oldatot tartalmaztak. Az assayn@l hiarom pérhuzamost hajtottuk
végre. Amint az a &. &brin l&thatd, mikor a HLED cejteket 2,81-
®,02 pg/ml koncentracidju adriamicinnel kezeltlk, & [BH] bee~

plilés I2-4@%-ban gidtldédott. THF-kK hozzdaddsa & 10D pi/ml  végsd

koncentricidndl visszaforditotta az adriamicin gdtld hatdsat, es

igy az adriamicin jelenléte (0,01-@,02 pe/ml) ellenere a L3 H]

timidin beépllés nagyon hatékony, 127-93% volt. Ezek az eredmények

ismételten jelzik, hogy & THF(k) megvédik & DNS-t a karosito

kémial szerektdl.

6. pelda: Teljes HeLa-sejtkivonatot (WCE) alkalmazd in



vitro transzkripcid: Az aktinomicin D transzkripcid—gétlasédnak
visszaforduléisa THP—-k hatdsara

A WCE-t J. L. Manley mdds:tere szerint &llitottuk eld ([F.
D. Hames e&s 8. J. Higgins (szerk.), " Transcription and
Translation: A Practical Approach", IRL Fress, Whasington D. GC.,
71 (1984)]. 20 pl reakcidelegy 10 pl WCE-t, 1 pg DNS-t, 4 mM
kreatin-fos=zf4tot, 528 pM ATP-t, GTP-t, UTP-t, 5@ pM CTP-t, 20
pCi fa- F1 CTP-t tartalmazott, és a transzkripciot J@°C-on
hajtottuk végre. A reakcidelegyet a nukleotidkeverék hozza&adasa
elétt 29 pe;cig eldinkub&ltuk, majd I perccel & radiosktiv nuk-
lectidok hozzdad&sa utan (“pulse'-lépés) 12 mM jeldletlen CTP-t
tartalmazé® ‘"chase"-keveréket adtunk hozzd, és & transzkripciot
tovAbbi 20 percig folytattuk. A reskcidt ledllitottuk, majd az
RNS-t a 4. példa szerint analizdituk.

Egy eld:zetes kisérlethen ar aktinomicin D transzkrip -
cibgidtlisit a HelLa-WCE rendszerben ellendriztdk. 8,43 pg/mi kon-—
centricidt alkalmaztunk, amely kdrllbelidl 8@%-os gidtlist eredme-
nyezett. A 7. &bhrip bemutatoti kisérletben vil&gosan lathato,
hogy az ActD dnmagdban @,4 pg/pl koncentracional a transzkripciés
reakcidét BO@Y%-ban gitolja (0 és C siv dGsszehasonlitadsa). A THF-K
alacsony korncentricidban, 2@ pg/mi-ig, térténd hozzaadasa nem hat
a reakcitra, 1@2-200 pg/ml THP-koncentrdcidndl Ojrakezdddik &
transzkripcid, és eléri a kontroll 49-468%-&t. Ez a kiserlet azt
mutatja, hogy & THP-k (A+R) visszaszoritjik a transzkripcid ActD
4ltali g&tlédasat, az aktinomicin D okezta 20%-ra lecsdkkent
transzkripci¢t kdrQlbeldl 25-45%-kal megemelve.

Ezek az eredmények tovabbi azt jelzik, hogy a THF-k

megvédik a DNS—t azoktdl a kémiai anyagoktdl, amelyek kotéddnek
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hozz&. Tgy a THP-k a DNS-koté szerek gatld hatasZnak vissza-—-
szoritiésit okozzdk, és lehetlve teszik a polimeridzok hatékony

nukleinsav~szintéziset a kémiai szerek jelenléte ellenére is.

7. példa: A THP-k DNS-védd hatdsa a restrikcids enzimek
emésztésével szemben

A THF-k &s a DNS k&z8tti funkciondlis kdlcsodnhatdsnak
tovédbbi bizonyitékdul szolgidl &z, hogy gy taldltuk, hogy a
THP(A) ¢eés a THF(R) keveréke és a THF(A) 6nmagdban is képes egy
plazmid—-DNS (pGEM1G, Fraomega) védelmére a restrikcids
endonukledzok (EcoRI, Aval és Dral) hasitidsidval scemben. A THP-k
k6lcsdbnhatdsban &llnak a DNS-sel, és hatékonyan (1@'4 M-ne&l)
megvédik a restrikcids enzimek &ltal felismert hasitdhelyeket. Az
eredményeket a 7. téblAdzatban foglaltuk &ss:e.

Az emésctési elegyhex THFR-ket adtunrk & 7. t&bl&zatban
jelzett veégkoncentridcidban. A pGEMI® 1 pg—-jit @,2-1uM enzimmel
hasitottuk 3 ordn &t 2@ pl pufferban, shogy azt a qvarté java-
solta (New England Biclabs). Az inkubdcids idd eltelte utdn 5 pnl
757 glicerint, 3% brémfencikéket és 18 mM EDTA-t tartalma:z
meg&llitd puffert adtunk hozzid, &= a reakcidkeverégk 12 pl-ét 13-
os agardz gélre vittlk. A gélt etidium-bromiddal (©,5 pg/ml)
festettlk, Uv-fénnyel lathatdva tettGk é&s letfotdztuk. A
fényképeken a sdvok relativ intenzitdsdt molekuld&ris dinamika
sza&mlald denzitometri&val elemeztlk.

A restrikcids endonukleazok emesstésével szembeni
vedelemhez s:zlkséges THR(A) + THR(E) minimdlis mennyisége 25
pHg/ml és 108 pg/ml hatdrok koz=ott taldlhatd, mig 15@-t&81 250

Hg/ml-ig terjed a teljes ga&tlashor s:zlkséges mennyisége. THFP(A)



és THP(B) jelenlétében Aval-gyel és Dral-gyel végzett Osszeha-
sonlité vizsg&latiébosl agy tanik, hogy az Aval aktivitas négyszer
érzékenyebb a THP-k g&tld hatésival szemben. Ez valédszinuleg
azzal magyarazhatd, hogy a THF-k nagy affinitédssal rendelkeznek
az Aval helyek BC-maradékaihoz, Ssszehasonlitva az affinitésukat
a Dral helyek AT maradékaival (lésd 7. tablazat). Az
endonukledz—hasitassal szembeni DNS-védelemhez szkseéges
THP(A)+THP(B) korcentriacid hasonld a DNS—-hez k6tdd& aktinomicin D
¢s disztamicin A mennyiségéhez, amint azt korédbban mar leirtak.
[V. V. Nosikov, E. &. Braga, A, Karlishev, A. L. Zushe és O. L.
Poliancveky, Nucl. Acids Res. 3, 2293-2201 (1976); Y. V: No=sikov
¢és B. Sain, Nucl. Acids Res. 4, 225632-2273 (1977)]
Figyelemreméltd, hogy mig & THP-k a DNS—-t megvedik a
restrikcitds enzimek hasitésidval szemben, sem & THFP(A) sem a
THP(®) sem egylttesen nincserek hatédsszal az RNS polimeraz askti-
vitdsira, Ez a kitldnbség valdszinlleg a kétféle enzim kdtddesi
mddidbsl erechet. Az RNS polimerdz a kétszilG DNS-hez kétddik, és

megkeresi 3 promcter helyet oly m&don, -~ hogy atmeneti

W

hidrogénkdtéseket létesit a szzbadonilld hidrogén—donor és

bi&zisparock akcepior csoportjai kdzétt, mig az EcoRI endonukleiz a2

-

palindrémis célhelyet ismeri fe=l, s DNS foszfédtgerincének elekt-

rosztatikue vonzasa &ltal, a bizispiarok szétvdlasztidsa nelkil,
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8. példa: THP(A) izol4lédsa és tisztitdsa S. clavuligerus

sejtkivonataibdl

(a) Novesztés tenyésztSkultdrdban: A S. clavuligerust
(NRRL 3585) hasonld kdrdlmények kozott ndvesztjdk, mint a 8.
parvulust, ahogy azt az i.(a) példaban fentebb leirtuk.

A S. clavuligerus spordk szuszpenzi®jdt 20@0%-os glicerinben
taroltuk =-208°C-on. A tenyészetet 122 pl epdraszuszpenzioval
oltottuk be, é&s két napig novesztetilik forgd-razo inkub&terban
(218 ford./perc) kémiailag cdefini&lt tapkdzegben, mely 0,1%
NH,Cl-lel és @,1% élesztd kivonattal volt kiegeészitve. Centri-
fugilids és @,9%-cos NaCl-lel tortend Ex-es mosds utdn a vegetativ
micélium szuszpenzidia (5%) szolgidlt inckulumkent egy kémiailag
definiilt tenyésczt® kdzeghez. A névesztd tapkdzeg tartalma=zott:
1,8% glicerint, ©,2% L-aszparagint, @,C6% Mg €Q, -t, B8,35% K,HFO, —t
és 2,68 % KH,FO,-t és T ml nyomelemsokat tartalmazd térzsoldatot
iiterenként. A nyomelemsék torzscldata 122 mg FeSQ, x7H,0-t, 1€&mg
MnCl; x4H, 0-t, 1G® mg InD, x4H.0-t és 182 mg Callj-t tartalmezott
1223m1 vizhen. & sejteket IB°C-on 248 ford./perc—-nél egy forgd—
rézéd inkubatorban 258 ml-es Erlenmever lombikban  tenyésztettlk,
amely 5@ ml tiapkdzeget tartalmazott. A THF(A) intracelilularisan
felhalmozdédott, amikor Nall-t adtunk az alap-tdpkbzegbe 6,825~
@,5M mennyiségben. A THF(A) nyompyi mennylisege (8. &bra) volt
megtal&lbatd kezdetben 3c NMR-rel mérve (5. &bra) a 8. clavuli-
gerus sejtekben, amikor @,85% M NaCl-ben tenyésztettlk, &s hataro-
zottan megndvekedett 480 pmol/g szaraztomeg-re a:z intracelluléris
tartilyckban, és koncentricidja majdnem olyan magas lett, mint &

ZM NaCl—-ben novesztett halofil baktériumokban. Tehat a THF(AR) es



a THP(B) szintézisének mechanizmusa az ActD-termeld Streptomces
fajokban az aktinomicin szintézisre adott védlasz, és a THP(R) a
RB-laktim~termeld S. clavuligerusban a sétartalom valtozésara
adott valasz,.

A 8. clavuligerus képes 0,3 M NaCl-t elviselni folyékony
minimal tapkdzegben. A tipkdzeg sdtartalminak 2,05 M-rél 2,5 M-ra
térténd ndvekedése hatdssal volt a novekedési ré&tara, mig egy
egyenletes szintnél ugyanazt az. értéket kaptuk, mint az alap-
téapkbzegnél. Az antibiotikum—termelés rendkival érzékeny a
téapkbzeg sodtartalmira, és teljesen gdtldédik @,25 M NaCl-nél.
Természetes abundancia C NMR-rel tanulmdnyozott anyagcsereva-
lasz feltarta, bhogy a THF(R) i@-szeresére megnovekedett
(&sszehasonlitva as alaptdpkbzeggel), és a treﬁaléz felgyGlem—
lett, mig az intracellul&ris glutamin szintje lecsékkent (8. és
9. &bra). Az intracelluldris THF-k maximdlis akkumuldcidja a
nbvekedés féllogaritmikus fizisdban figyelhetd meg, és ex arinvos
az Nall-koncentrici rnévekedésevel (408 pmdl/szdraz csejttdmeq

THE(A) 8,53 M NaCl-nél). A THR(A) a tenyésctés B&. drdja  utan

os

(kes8l log fizis) emésztddik el.

{b) Seitkivonatok elG&llitdsa

A 5. clsvuligerus sejtek csejtkivonmatat 1 liter S.
clavuligerus tenyészkulturidjibdl Allitottuk eld. A sejteket
centrifugidlissal (S22 g—nél S percig) kérlGlbeldll 4°C-on  Sssce-
gyajtottik, és kétsrzer mostuk @,2% KCl-oldattal, hogy elt&volit-
suk a tapkdzeg fennmaradd részét. Az intracelluldris extraktumoc-—
kat a mosott sejtpellet 1@ ml vizhbe térténd szuscpenddlisival és

15 percig 1G2°C-ra téorténd hevitésével kaptuk. A feldluszét 15

perces 135 @B x g-n torténd centrifugdldssal elkdlénitettik, és



csokkentett nyomis alatt 1 ml-re koncentr#ltuk.

(c) A THP(A) elkildnitése S. clavuligerus sejtkivonatibol
A sejtextraktum-mintékat 4 térfogat 1 M ecetsavval elegyitettik a
Dowex 5@ W-vel t&rténd kromatografidlédshoz. Az oszlopot ionmentes
vizzel mostuk (az oszloptérfogat OStszérds mennyiségével) a
szenhidratok é&s a poliolok eltédvolitdsidra. A glutamitot és a
THP(A)-t 3 M NH OH-val eludltuk. Az amméniit teljeéen elparolog—~
tattuk, és a maradékot pH=5-re beidllitva Dowex 1 anioncserés
(acetat-forma), kromatografiival kdlénitettik el. A glutaminsav az
anioncserélé-~oszlophoz k&té&dve maradt, mig a THF(A)-t wvizzel
eluiltuk,

() THRP(A) kristdiyositisa

A fentebb nyert tiszta THF(A)-t forrd metanolban cldottuk,
es az oldatot dessrzik&torban hagytuk benzén—g&z mellett kristad-—
lyosodni. A kristdlyok 7 nap milva jelentek meg. Az Atlatszé,
prizma—alakd 8,2 x 0,1 x 2,85 mm-es krist&lyokat feszegyjtdttak

a réntgensugaras szerkeset—-analizishe:z.

?. példa: THFP(A) iroldldsa és tisztitidsa S. griseus sejt-
kivonatbdl

Streptomyces griseust (ATCC 1@137) &agar-tapkdzegen (YM)
tenyésztettik, mely 1% maldtakivonatoct. .4% élesztdkivonatot,
Q,001% CaCl -t, 2% baktoagart és 1 ml nyomelem~sdkat tartalmas
tb6rzsoldatot tartalmazott literenként. A fermentiacids tapkdszeq
(FM) & kbvetkezSket tartalmazta: 1,.@8% glicerin, @,2%4 L—-aszpara-
gin, 0,26% MgS0,, 2,9% NaCl, @,3I5% K HFOy ¢ B:é68% KH;PO4,. és 1 ml
nyomelemsdkat tartalmazd térzsoldat literenként. A nyomelemsd

térzsoldat 100 mg FeS0, x 7H,0-t, 10@ mg CaCl -t tartalmazott 100



ml vizben. A csir&ztatd téapkdzeg (SM) az FM—hez képest tovabbi
2,15 élesztékivonatot és B,1% NH,Cl-t tartalmazott.

Az imokulum eldillitésira a torzseket, mint spdraképzd
kultirat YM agar lapockon téroltuk szobahdmérsékleten. A
csirdztatd tipkdzeget (208 ml 1 literes Erlenmeyer-lombikban) 1
ml sruszpenzidval oltottuk be, melyet a lemezrél 35 ml sdoldattal
mostuk le steril kérdlmények kdzbtt. A sejteket 328°C-on 210
fordulat/perc-nél fcrgé-rizd inkubidtorban 36 oram &t  tenyesztet-
tik (végs® ODgwo = 32,1).

Fermenticitd. A csirakulturabdl a sejteket 13 QB g-s
centrifugdlissal gylQjtsttak Ossze, sdoldattal mostuk és a sejt-
pelleteket szovethomogenizdtorban sdoldatban homogeniz&ltuk.
Véglil ez a szuszpenzid szolgdlt az 1 liter FM tdpkdzeg inokulu-
maként &z 5 literes Erlenmeyer—lombikban (CL,72.40Q0). A sejteket
I2°C-on tenvéscztettlk, és 21@ fordulat/perc—nél forgd-ra&zo in-
kubitorban I8 d&ran &t  tenyvészitettlGk (végsd (ODgspo =1.%9). Tl
miceliumot centrifugilissal Osszegyljtdttdk eés mostuk & THFR(R)
ircldlisdhoz, amelyet a fenti 8. példa-szerint hajtottunk vegre.

o
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halmozni, mely csckkal tébb, mint amit a 8.
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tenyéezktzeg fe
clavuligerussal kaptunk hasonld k&rilmények kozdtt. A 0,5 M
NaCl-t tartalmaz®d tépkdregben tenyésctett S. griseus pérositatlan
proton 430 NMR—-spektrumédt mutatjuk be a 18. &brin, és a termeit

THP({AY~t mutatjuk be a 11, &bran tisztitds utin.



Szabadalmi igénypontok

1. GOydgyszerkészitmény, mely aktiv alkotérészként le-
gald&bb egy, a 2-metil-4-karboxi-5S-hidroxi-3,4,5,6-tetrahidropiri-
midin [THP(A)]. egy sdja, S-étere vagy S—-eésztere és a Z—-metil~-4-
karboxi-3,4,5,é6—-tetrahidropirimidin [THF(B)] vagy egy sdja kodzal
kivadlasztott tetrahidropirimidin—-sz&rmazékct &s egy gydayiszati-
lag elfogadhatd hordozdt tartalma:z.

2. Az 1. igénypont szerinti gydgyszerkészitmény, mely 2~

metil-4-karboxi-5-hidroxi-3,4,5,é-tetrahidropirimidint [TEFR(AR) ]

tartalmaz.

T.Az 1. igénypont szerinti gydgyszerkészitmény, mely 2-
metil-4-karboxi-3,4,5,6-tetrahidropirimidin-t {THF({R}] tartal-
M&Z .

4. Az 1-3. igenypeonteok baArmelyike szerinti gyégy—
szerkészitmény, mely THF(R)-t &s THF(B)-t tartalma:z.

2. A 4. igénypont szerinti gydgyszerkészitmény, mely a

THFP{A)-t és a THRF{BR)!-t ekvimolaris mennyiségben tartalmazza.

6. Az 1-3. 1gényponteok birmelyike szerinti gydégyszerké-—

szitmény & nem—tumoros s:dveitekben a DNS védelmére a DNS-kots
szerek kArcositdsdval scemben.
7. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti gydgyscer-

készitmény egy antitumor-antibiotikum toxikus hatdsainak csék-
kentésére a riak—kemoteradpiiban.
8. A 7. igénypont szerinti gydgyscerkészitmény., ahol

a2z antitumor—antibictikum aktimeomicin D.



9. THP(A), THP(B) vagy ezek kombinicidjanak alkalmazasa a
nem—-tumoros szévetekben a DNS veédelmére a DNS-koto szerek
kdrositasival szemben.

i®. THP(A), THP(B) vagy ezek kombinicidjdnak alkalmazasa
a rik-kemoter&pidban egy antitumor-antibiotikum toxikus haté&-
sainak csbkkentésere.

11. Eljiaris =z DNS védelmére nem—tumoros s:zévetekben egy
DNE-k8tH8 s:zer karositdsaval szem?en egy olyan betegben, akit a=z
emlitett DNS-kot& szerrel kezelnek, mely eljdrds az emlitett
betegnek az 1-5. igénypontok barmelyike sr-erinti készitmény
hat4sos mennyiségének beaddsat foglalia magaban.

i2. A 11. igénypont szerinti elj&rds, shol & DNE-kotS
szer egy antitumor-antibiotikum.

13. A 12. igénypont szerinti elj&rds, ahol az antitumor-—
antibiotikum aktinomicin D vagy a&driamicin.

14. Eljé4rds egy antitumor-antibiotikum toxikus hatasainak
ceékkentésére egy rdakos betegben, akit az emlitett antitumor-
sntibictikummal kezelnek, mely eljirds a betegnek az 1-5. igeny-
pontck b&rmelyike szerintid keészritmény hatdscs mennyisegének
headédsdt fogialija magdban.

15. A 14. igénypont szerinti eljirds, ahel az antitumcr-
antibiotikum aktinomicin D.

ldsara és

.

16. Elj&ris THR{(A) é&s & THFR(B®) izeld
tisztitdsiara egy aktinomicin D termeld Streptomyces mikroorga-
nizmus sejtkivonatébdl, mely elj&ris a kovetkezd
lépésekbd8l &11:

{(a) a mikroorganizmus tenyésztése megfeleld tenyésztd tapk&zegben,
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(b) a sejtek Gsszegyljtése és sejtkivonat készitése a mosott
sejtekbdsl,

(c) a THP(A) és THF(R) tetrahidreopirimidin-szdrmazékok elkO-
16nitése a kisérd szénhidratoktsl, polioloktél, aminosa-
vaktdl, peptidektdl és proteinektdl oszlopkromatografiis
szeperdcids lépésekkel,

(d) a THF(A)-t és a THR(B)-tartalmaz¢® cldat ioncserés oszlop-
Krematografélésa, &s

(e) a THP(A) és THP(BR) eludlasa kGlonbdzd cldészerekkel lényegé-
ben tiszta THR(A)-t és THPR(B)-t nyerve.

17. A 16. igenypont srerinti eljirds, ahol a Streptomyces
tdrzs S. parvulus.
18. A 16. vagy a 17. igénypont srerinti eljdrids, melynél

a (d) leépésben az ioncsréld oszlop-kromatografdlist egy Dowex 5@

W (NH:—forma) cszlopon hajtjuk végre, é&€s az (e) lépéshen a

THF(A)~t vizzel és & THF(E)-t 3 M ammédnium—-hidroxiddal eludljuk.

19, Eljdrds THF(A) izoldlisira és tis-titdsd&ra kismérteékl
sostressz kordlmény=i alatt &116, talajbol izoldlt Streptomyces

mikreorganizmus seitkivonatabal, mely eljaré&s a

kbvetkezd lépésekbdl X11:

(&) & mikroorganizmus tenyésztése egy megfeleld tenyésztd tap-
kbzegben 38,25-0,5 M NaCl-ben,

(b)) a sejtek dsszegyljtése és sejtkivonat készitése a mosott
sejtekbdl,

a THF(A) elkildnitése & kisérd szénhidritoktél, aminosa—-

-~
n
~r

vaktdl es proteinektdl néhdny oszlopkromatogriafiis
szeparacids lépéssel,
(d) & THF(A)-t tartalmazd oldat ioncserés oszlop-kromatografdléa-

sa, es



-3

(e) a THP(A) eluilidsa vizzel, lényegében tiszta THP(A)-t nyerve.
20. A 19. igénypont szerinti eljards, ahol a mikroorga-
nizmus 8. clavuligerus vagy S. griseus.
21, Lényegében tiszta 2-metil—-4~-karboxi-5-hidroxi-

3.4,5,6—tetrahidropirimidin, séi, 5-éterei és S-észterei.

A meghatalmazott {
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