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A jelen talalmany antimikrobiaiis aktivitassal rendelkez6 polipeptidekkel és a polipeptideket kodolé nukleotid szekvenciaval
rendelkezd polinukleotidokkal kapcsolatos. A jelen talalmany nukleinsav szerkezetekkel, vektorokkal és a nukleinsav

szerkezetetek tartalmaz6 gazdasejtekkel, valamint a polipeptidek eldallitasara szolgald eljarasokkal és azok hasznalataval
kapcsolatos.



-
v o ¥ Exy av  wvans
¢ w ex o e x
a ERE a AR
- ? ~ v % A
LR LRy L2 % X

FORROTISEE

NYOMDAPELDANY MEGADAS ALAPJAUL
STOLGALO VALTOZAT

PSEUDOPLECTANIA NIGRELLA-BOL SZARMAZD ANTIMIKROBIALIS
POLIFERPTIDEK

A jelen  taldimany  antimilcobidls  akiivitdssal  rendelkezd
polipsptidekkel &8 a polipeptidekel kodold nukleofid  srekvencigval
rendetkezd polinuklectidokkal kapesolatos, A jelen faldimany nulleinsav
srerkezetekkal, vekiorokkal és a nukleinsav szorkerzsietek tartalmazd
gazdasejiekkel, valamint 3 polipeptidek eldalitasara szolgald slidrasokkal

&8 azok haszndlataval kaposolatos.

A jelen lalalmény célia olyan polipeptidek biztositasa, amelyek
antimikrobiafis  akiivithssal  randelkeznek  &s  olyan  polinuidectid

biztositasa, amelyek a polipaplideket kddoliak,

Az alabbiakban Gsszefoglaliuk a jelen ldimanyt,
Egy eisd aspektushan a jelen taldimany antimikrobidlis aklivitassal
rendelikezd pofipeptiddel kaposolatos, amsly ar alabbiak valamelyike

fahetl:




{a} egy polipsplid, amsly olyan aminosay szekvenciat tartalmaz,
ami logatabb 85%-08 azonossagol mulat a 2. sréma szekvencia 1-40.
aminesavaival;

{b} egy polipeptid, amely olyan aminosav srekvenciat tartalmag,
ami legalabb 88%-ban azonos a Pssudoplectania nigrafls CBS 444,97
tWrzsben jslen levd nukleolid szekvencia antimikrobislis polipepticiét
kadold része altal kodolt polipeptiddet;

{c} agy polipeptid, amelvel sgy olvan nukleotid szekvencia kdatot,
ami alacsony szigorGsag! kdrlimények kozolt hibridizalddik az alabhi

polinukieotid pribak egyikével:

e

i} 8z 1. szamu szekvencia 188-285 nukleotidiainak
komplemeanter szdlaval;

{H} az 1. szému  szekvencia  TO-2858 nukieotidiainak
komplementsr szélaval; vagy

yery

(#) az 1. szami  szekvencia  1-38% nuklantidiainak
komplemanter szalaval; vagy

{d} az (a), (b} vagy {c} pontok sgy fragmentje, amely antimikrobiglis
akiivitgssal rendatkeriic

wgy  masodik aspektushan a elen aldlmany  olvan
polinuklecotidokkal  kapesolatos, amelyek a jelen taldimany  seerint
polipeptidet kodold nukleotld ssekvencidval rendatkernek.

Egy harmadik aspekiusban a jelen talalmany olvan nukleinsav
szevkezetiel kaposolatos, amely a jelen talaimany polipeplidiét kddold
nukleolid szekvenciat tartalmaz, mikeddképsesen Kaposolddva egy vagy
0bh alyan szabalyozd szekvencidhos, amelyek agy megfelel gazdaban
& polipeptid olSallitasat indnyitiak,

Egy negyedik aspekiusban a jelen taldimany agy & jelen aldimany
nukisingay szerkeretdt farfaimand rekombindns axprasszios vakiorral

kaposolains,



Egy SWdK aspekdusban a jelen iala almany egy a jelen taldimany
nukleinsav szerkezetst tartalmazd rekombinans gazdasejttel kaposolatos,
gy hatodik  aspekiusban a jelen taldlmany olyan  eliarassal
kapesolatos, ami a jelen talaimaény szerinti polipeptid eléalitésars szolgal,
ahol ax elidrds a kovetkezskhal ait:
{2} egy a vad forméjdban a polipeplid eldaiitassra képes t0reset
lenyesztink a polipsplid eléalitdsa céllabdl, és
{b} & polipeptidst kinyeriik.

Egy heledik aspektusban a jelen taldimany olyan oljarassal
xaposoiatos, ami a jelen idimany szering colipeptid eléallitasara szolgal,
ahol az eljaras a kdvetkerdkhé! alb:

{a} sgy a jelen taldimény srerin rekombinans gazdassjtet
tenyesstink olvan k&riimények kéz88, ami @ polipeptid eldallitdssdhoz
vazetl, &g

{b} & polipeptidet kinyerjik.

A jelen taldimany egyéb aspekiugal nyilvanvaldak issznek ar alabbi
¥ 8¢ ¥

lmirds és a cealolt igdnypontok alapian,

A jelen taldlmanyban az aldbbi fogaimakat hasznaljuk.

A jelen taldlmany részlstes lefrasa eldt, meghatarozzuk, hogy
malvik fogaimon, mit értlink:

Lénysgeben tiszia polipeptid: A jslen szivegbssrefliiggéshen a
Jenyegabean tiszta polipeptid” olyan polipeplid készitményt jelent, amely
maximur 10 Himeg% egyeb polipeptid anvagot tartaimaz, amsalivel natlv
sHapotaban  kapcsolatban &l {az egyéb polipsptidek  alacgonyabb
szazalékal slfnyosehbek, példdul maximum 8 Wmegt, maximum 8
Wmegt%, maximum 8 ©Omeg%, madmum 4 Hmeg%h, maximum 3

<~

WmegS, maximum & WmegS, meximum 14 thmeag%, masimum Q.8
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tamegt). lgy ailnyds, ha a ényegében tssta polipeptid fegalabb B2%-
ban tiszla, azaz 2 polipsptid & keszitmenyben jelen levd teljes polipeptid
anyag legaigbb 02 ©Omeg%h-at jelentl, és magasabb  szdsalékak

sldnydsebhek, példad a %ga abb G4%-0s Usztasay, a lsgaldbb 85%-0s
lisziasag, a legaldbb 96%-0s tisstasdg, a legalabh §7%-os Haztasag, &
‘agaldblb B8%-os tisztasdg, a legaldbb 89%-os tisziasag, és a ingalabh
29.0%-08 lisziasdg., A jslen alal manyban leirt polfipeptidek idnyésaen
enyegeben tiszta formaban vannak. Résrzletessbben, aldnyds, ha a jslen
talalmanyban lelrt polipeptidek alapiaban véve Hszla formaban” vannak
islen, azaz a pofipeplid késsitmény alapidban véve mentes az agveb
olyan polipeptid anvagtdl, amivel a polipeptid nativan kaposoladik, Bz
megvalosithatd Ggy, példaul hogy a pofipeptidet 18! fsment rekombinans
modszerekkel aliifuk o8, A jelen taldimanyban a Aenvegsaben Hezta
polipeptid”  kifejerds seinonim gz L izolddt polipepiid® &3 az irolal
formaban levd polipeptd” kifsiezésekksl,

Antimitrobialis  aktivitas: Az antimivobidlis  akiivitds” a ialen
talaimany szerintl haszndlatban a mikrabidls saflel slpusziitasénak
Keposséget vagy szaporodasanak  galld Kepassegsét jeltl. A jelen
tdalmény  sedvegdeszefliggéséhen  az L antimikrobiglis” Kifejezds
baklericld  ésfvagy  bakleriosstativus  ésfvagy famg;ia:iiﬁ ésf'xfagy
fungisztatihus hatdst ésivagy virucld hatést jelent, ahol a _bakteric
kifejezaésen azt kell érleni, hogy képes baktérium sefleket elpusziitant, A
~akterivsrtatikus” kifeleres azt jelentl, hogy képes gatolni & bakleridlis
szaporodast, azaz galolia a baktérium sejtek szaporodasat. A Jdungioid”
kifejezgisen azt &k, hogy képes slpussitani a gombasejisket, A
Junglsztatikug” kifsjeréds gzt jelent, hogy képes gatolni a gomba
szaporodasal, azaz skadélyorza a gomba ssjlek szaporodasal A
Sirucid” kifejerdsen azt &k, hogy képes insktivaini g virusokat, A
Jrikroblalis seft” kifejeres bakterium vagy gomba sejfeket Rt {ae

slesztdgombakat is idedrive),
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A jelen talalmény szévegdsszefiggdsében a Suikrobidlis sefek
szaporodasanak gatldsa” kifsjerzds azt jelent, hogy & seftek nem
szaporeds  dlapotban vannak,  azaz azok nem képasek
megeokszorazddn,

A jelen  taldlmany  célidhor sz antimikrobislis  akbivitas
meghataroshatd a Lehrer 88 munkatsrsal  altal leint {Journal of
mmunological Methads, Vol. 137(2) pp. 187174, 1991 1) eliarasok szednt,

Az antimikrobislis akﬁswa@&ai rendelkerd polipeplidek  képesek
lehetnek ax Escherichis colf {(DSM 1878) &8 seflsramat 100 részére
cabkhentani 20°C himérsékisten végzalt 30 percig fartd inkubalds utan,
ar antimikrobialis akiivitdst polipeptid 25 {tOmegidmeq¥-os  vizes
oldataban, elfnyésen 10 {I8meg/Bmegi®%-os vires oldatéban, még
eldnydsebben § (Emaghdmeg®-os vizes oldatdban, még glidnydsabben
T {dmegitdmegi¥e-vs vizes oldatdéban, 0.5 (Bmegittmeg)%-os vizes
oldataban, &z killdndsen eldnydsen .1 {megftdmegi%-os  vizes
oidataban,

Az antimikrobidlis skBivitdssal rendelkezt polipeptidek képasek
leheinek gatolnt ez Escherichia coff (DSM 1578) sraporodasal 28°0
hiomérsaldeten 24 Ordlg tartd  Inkubalds alait mikrobislis sEAROTtS
tapkdzegen, ha 1000 ppm mennyiséghen adiuk hozzd a tapkéizegher,
eibnydsen ha 500 ppm koncentracidban adjuk a tapkéizeghesz, dg
eldnydsebben ha 250 ppm koncentracidban adiuk a tapktizeghez, még
elénybsebben, ha 100 ppm konoentrdcidban adiuk a tapkfizeghes, még
elinytsehben, ha 50 ppm koncentracidhen adiuk a tapkdzeghes, &g
kifidnosen slinydsen, ha 25 ppm koncentracidban adiuk a tapkdraghez,

Az antimikrobialis  aktivitassal rendelkezd polipeptidek  keépesek
tshetnek a Bacifus subfiis (ATCC 8833) 818 sejtszamat 17100 részére
csdkkantent 20°0 hémérsekleten végzelt 30 percly tartd inkubdlas utén,
az antimibrobidlis akfivitast polipeplid 25 (Bregfémeg)¥-os  vizes

oidataban, slbnydsen 10 (Omeg/Omegi¥h-os vizes oldataban, meyg
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elonydsabben § (Wmegittmey%-os vizes oldatahan, mag sidnyiisebben
1 {imegftdmegite-os vires oldatdban, 0.5 {IOmegfttmeqi%-os vizes
oidataban, és  kildndsen slényasen 0 {iGmeg/tdmeg)¥-os  vizes
oldataban.

Az antimikrobidlis aktivitdssal rendelkerd polipeptidek  képesek
gatolni a Baciffus subtilis (ATCC 8833) szaporodasal 25°C hémérsékicton
24 Sraig tartd inkubalés alatt mikrobialis szaporitd tapkdzegen, ha 1000
opm mennyiségban adjuk hozza a tapkdzeghes, glbnydsen ha 500 ppm
koncentraciéban adjuk a fapkdzeghez, méy oldnydsebben ha 250 ppm
koncentracidhan adjuk a tapkdzeghes, még sifnyGsebben, ha 100 ppm
koncentracidban adjuk a tapkdzeghez, még elényosebben, ha 50 ppm
koncentracioban adjiuk 8 tapkiizeghez, ds kildndsen aifnydsen, ha 258
ppm koncentracioban adiuk a Bpkazeghes.

A jelen taldimény polipeplidisl & 2. szdmy srekvencia  1-40
aminosavaiban bamutatolt aminosav gzekvencidt tartalimass polipaptid
antimikrobialis aklivitasdnak sldnydsen legaldbb 20%-aval rendelkernak,
Egy kilondsen elfnyts kivitlell alskban a polipeptidek a 2. szama
szekvencla  1-40  aminosavalban bemutalofl aminosay  srekvenciat
tartalmazo polipeptid antimikrobiglis akiivitdsanak legalabh 40%-aval,
peldaul legalabb B0%-aval, oldnydsen legaldbb 80%-dval, oaldaul
legalabb 70%-aval, még elfnytsshben legaldbh 80%-dval, peldau
legalabb S0%-aval, meg sldnydsebben legalabb 95%-dval, példaut
kirtibelill vagy legalabb 100% dval rendeikesnek.

Azonossag: A jslen taldlmany ssbvegisszefliggésében, a ket
aminosay szekvennia vagy két nuklectid szekvencia kazs homaologiat az
Lzonossag” paraméterdved fnjuk fe.

A jelen talalmany célathor 3 kel aminosav szebvencla kézsts
azonossagol a 2.0-45 FASTA program csomagban talahatd FASTS
programmal (lasd W.R. Pearson and D.J. Lipman, 1988, improved Tools
for Biclogical Sequence Analysis”, PNAS 885:2444-2448. &5 WR
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Faarson, 1840, Rapid and Sansitive Sequence Comparison with FASTR
and FARTA", Methods in Enzymology, 183:63-08) hatdérozzuk meg. A
Nasznall éridkald matrix @ BLOSUMED, a Lgap penally” -12, 88 a gap
extansion penally” -2,

A ket nubdectid seekvencla kdzaty azm‘s{}sﬁag mertaks! ugyvanezt a
fant leir! algoritmust és software csomagot hasenalva hatarozzuk meg; A
hasznall 8rigkeld matrix az azonossagl matrix, a .gap panatty” 18
2380 axtension penally” -

Fragment A jelen taldimany szerindl haszndlatban & 2. szami
szekvencia fragmentje” kifejozés olvan polipeptidet jelent, shol az ezen
aminosay szekvancla aming- ésivagy karboxi-erminusabdl delécidval
20y vagy 10bb aminnsaval sltavolitotiunk,

Allel varians: A jelen taldimany szbvegéssrefiiggésében az aliél
varians” kifejezes ugvanazon kromoszéma lokuszt effogiald gan barmely
Kot vagy 10bh alternatly formajat jelsll. Az allél variacid természetes Glon
mutacio réven kivetkezik be, és populdcidkon beltil pofimorfizmushoz
vazethel, A génmulacld lehet csendes (nincs vallozas a2 kddoll
polipeptidhen), vagy kbdolhal megvéliosoll aminosay  szekvenciaval
rendatkezd polipeptidekst. Egy polipeptid aliél vadansa eay gén alldl
variansa altal kadolt polipeplidet jelant,

Lenyegeaben lisxta polinukdectid: A Jényegében tiszia polinukisotia”
ifgjezes a jelen talalmany szerinl hasendlatban olvan polinukieotid
készitményre ulal, ahol a pofinukisolidot sitdvolitoltdk  termésretes
genetikal kOmyezelshdl, és igy mentes az egyéb kils® vagy nem
Kivanatos kodold szekvenciakidl, &s olvan formaban talathats, amely
meglelald a genetikallag mddositolt protein termeldést rendszeren baliil
haszndlathoz. lgy a lényegében Hszia polinukientd tegfaliebbh 10 tHmeg%
olyan egyéb polinuklestid anyagol tartaimaz, amely fermészetesan
hozzakaposolbdik {az  egyéb  polinuklectid  anvagok  kisebh  %e-a

aldnySsebb, példdul legfeljebb & tOmeg¥-a, legfsliehb & tmagYea,
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legleljebb 5 1Wmeg¥%-a, legialiebbh 4 omegh-a, legleliebb 3 WBmeg-a,
teglaliebb 2 megY%-a, legieliebb 1 Wmeg%-a, tegletiebb 0.5 dmegi-a).
A lényegdben  fiszta  polinukiectid  aronban magaba  foglathat
természelasen effforduld & és & nemlranszial régickat, példaul
promotereket &5 termindtorokat. Flénvés, ha a Enyegében Hszla
polinuklectid  legaldbb  92%-ban  tszta, azez a2 polinukdectid &
keszitmenyben levd  polinuklestid  anvag legalabb 92 Wmeg%-at
lartaimazza, é3 a mig nagyobb %-ok elfinydsek, mint paldaut a fegalabb
B4%-0s lisztosdg, a legaldbb 95%-os tsziasag, = legaldbb 88%-os
tisztasdy, o legaldbb 87%-os tiszlasdg, o logaldhd 88%-os tsztasdg, &
tegatabb 89%-ox Hisziasadg, &8 o lzgalabb 90 5%-os tisziasag. Az #t isin
polinukleotidok elfinydsen lénysgében tisela formaban vannak, Fékent az
eldnyds, ha az it leint polinuideotidok Jdenyegében fisxta formaban”
vaiak, azar a polinukleold készitmény lényegében az agvéeb olvan
polinuidectid  anyagoltd! mandes,  amelyvekkel a2 természetben
Gszzekapusolodik. A jelen  taldiménvban  a Aenvegében  lssis
polinukisotid” kifejezds szinonimja az Jzolalt polinukleotid” és az irolalt
formaban levd polinukleotid” kifelezdseknek,

Modositas{ok) A jelen  talaimany szdveglsseefiiggésdbaen a
Jsmodositas{ok)” kifejezés a polipeplid bérmilven kémial modositasat
magaba foglafla, amely a 2. szamy szekvercla 1440 aminosavaként
bemutatoll aminosav szekvencial tarlalmazza, valamint 8 podipaptidet
kKodold DNE genstikal maniputacidial. A mddositas{ok) shet{nek) az
aminosay  lanc{ok} helyeltesitése, szubszitcioja, delécioia safvagy
nszarcitia a kérdéses aminosavban vagy aminosavnal,

Meslersfges varians: A jelen aldimany szerind hasenalathan a
Jmesterséges  varlans”  kifolszés  olvan  anfimikrobisls  aklivitGssal
rendetkezd polipeptidsat jelent, amslyet gy a2 1. szamd srekvencishar
Kepest modositott gént expresszald organizmus termel. A madositolt

gént, amelybdl az emiitell varians 1éfrelén, ha = meygleleld gazddban




expresszalddik, emberd beavatkozds révén nyeriik ki az 1. sramd
szekvenciaban leirt nukleotid srekvencia madositasaval,

cDNS: A LSDNGT kifelozés & mlen taldimany
szivegbsszefliggassben olvan DNS molekuldt jeldl, amit 2gy eukanidla
seftbdl  szarmazo  érell,  Osszoliesziet mRNS  molekula  reverz
ransziripeiciaval altitunk el A cDNS-hd! hignyoenak azok az infron
szelvanciak, amelyek dialdban felen vannak a megfeleld genom DNS-
ben. A kezdetl, slstdleges RNS transzkript az mRNS prekurzora, s aqy
sor feldolgozast eseményen osik &t éreftl, dsszoilfesziett MBRNS-ként vald
megielendse olfll. Ezen események kdzé tartozik az intron szekvenciak
Mesztésnek nevezst! elidrdssal Orénd oltdvnlitdsa. Mo a8 cDNS mRNS.
B0 szérmasik, akkor abbdl hisnvoznak 8z intron szekvenciak,

Nukleinsay szerkezel A jelen Bigimany seerintl hasznalathan a
Juwikigingay szerkezel” kifelozés olvan nuldeinsay ~ akar agyszall, skar
ketazall ~ molskuldt joltl, amelyet egy tormészetasen sléforduld & genbdd
wolaiiak, vagy amealyet gy mddositotiak, hogy nukleinsavak szegmentiait
lartalimazza oly madon, ahogy a2 sgyébként nem 18tezik a termdsrethen.
A nukleinsav szerkeze! kifsjeréds szinonim az  sxpresssios kezella”
Kfejezdssel, ha a nukleinsay szerkezel o jelen taldlmany kédold
szekvencigfdnak sxpresszididhoz szikséges szabalyozd srekvenciakat
tartaimaz.

Szabalyozd szekvencia: A szabdhozd szekvencia® kifejezds
jelen talddmany szerintl hasznsiatban magabs foglalia az dsszes olyan
komponenst, amire sziikség van, vagy ami alnyds a ielan taldimany
szerinti polipeplid expresszidjdhoz. Az egyes szabalvord szekvencisk
lehetnek nativak  vagy idegenek s polipeptidet kodold  nukleotis
szekvencia szamdara. Az llyen szabalvozd szekvencidk kbze tartornak ax
azekre vald kordtozds nélkll a vezetd szekvencia, a polisdenildcios
szekvancia, a propeplid szekvencla, a ;}mmi\.igr, a i peplid szekvencia,

o8 a ranszkripoids terminadlor srekve A sxabalyozd szekvencia sgy
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promotart &s egy tanszkripolds és tansslécios stop iglet minimum
magaba kell foglalion, A szabalyord szekvencidk biztosithatok kathikal
abbol a calbdl, bogy specifikus restrikcids helyeket hiztosiisunk s
srabalyozé szekvencidk egy polipeptidet kédold nulleotid srelvencia
kadold régidjahoz vald figdlasanak sitsegitéssher.

Mikodoképesen kaposolt A mikadSképesen kaposolt kifejerést
alyan konfiguracioként hatdrozzuk meg, ahol a szabalvozd seskvencia
megleleld médon olyan pozicidhan taldthatd a DNS szekvencia kadold
szekvencigjahoz  kepest, hogy a seabélyozd szekvencla iranyilia a
polipeplid exprassiofat,

Kodold szekvencia: A jelen taldimany szorind hasendlatban &
HOdold szekvancla” olyan nulisctid szekvencial takar, ami kézvetlenil

specifikalja  protein termékénsk  aminosay  szekvencidial A kddold
szekvencia hatarall SHtaldban egy nyilt isolvasds! kerst hatarozza meg,
ami altaldban az ATG start kddonnal kezdé&dik. A kodold szekvencia
fipikusan DNS, cDNS és rekombindns nuklsotid szekvencidkat foglal
magaba.

Expresszic: A jslen  talalmany  sedvegdssrefiggésében  az
Laxpresazia” kifejezes 8 polipeptid Birshordsanak barmilyen lépését
magaba  foglalia, idedrtve ar szekre vald  korddtozas nékid a
transzivipoitt, a post-transekeipoids modositast, a transzlgcist, a post
transziacios modositast és o szekréaitt,

Exprasszios veklor A jelen szbvegbsszefliggdsben az expresszios
vekior” kifejezés egy linedris vagy cirkularis DNS molekuldt takar, ami egy
a jelen talaimany szerintl polipeplidel kddold szegmentst tartalmaz, és
ami mikdddhépesen kapesolddik tovabbi olyan szegmensekhez, amik
transzkripcitiat hiztositjak.

Gazdassfl A gazdasefl kifgjezés s jelen taldimany  szerint
hasznaiatban barmilyen seitlipust magdba foglal, ami fogskony s

nuklainsay szerkezottel végrett transsformacion.



P v X - vday
®Rovx @ > N
. NEL 0w NN
& w -
§ < e -~ an

A polinukientid proba”, a  hibridizacis” kifejezésekat valamint a
klddabOzd  szigordsagi korliményeket az  Antimikrobiafis akiivitass sal
randsikezd polipeptidek” cimil részben frjuk i

Az alabbiakban részletesen bemutatiuk a jslen taldimanmyt,

Antimikrobialis aktivitassal rendeliez§ polipeptidek

gy slsd kivitel alskban a jslen talgimany  anfimikrobislis
aktivitassal rendetkezd polipeptidekkel kapcsolatos, ahol polipephidak
2gy olyan aminosay szekvencidt tartalmaznak, vagy gitnyiisen obvan
aminosav szekvenclabdl alinak, amely 8 2. szamy szekvencia 1-40
aminosavaival (azaz az érell polipeptiddel) legaldbb 85%-os, sldnydsen
legaiably 70%-0s, példaul legaldbb 75% 08, még sldnyssebben legalabb
&0%-0s, paldaul legalabb 85% 08, még eldnyisshben legalabb 80%-os,
még eldnydsebben legaldbb 95%-os, példéul legaldbb 06%-0s, mint
poldaul 87%-08, &3 méy aldnydsebben legaldbb 98%-as, peldaul
tegatabb BR%-08 mértékd azonossagot mutat (o keshibbiskben Lomoldyg
polipeptidkent” walunk ra). Egy érdekes kivitell alskban az aminosay
szekvencia legfelishb 10 aminosavban {példdut 10 aminusavban),
Kiiondsen ellny0s esetben legfeliebb 5§ aminosavban (péidaul 5
aminosavban),  példaul  leglefiebb 4 aminosavhen  (példanl 4
aminosavban),  példadl  legfeliebb 3 aminosavban  {példawt 3
aminosavban} ter & a 2. szamy szekvencia 1-40 aminosavaitol Egy
kildndsen eldnyds kivitelt alakban az aminosav szekvencia legfe wbm 2
aminosavban {pdidaal 2 aminosavhan), példaul 1 aminosavban rel g 2
szama ssekvancia 1-40 aminosavaitdl

EldnyOsen a jelen alalmany polipeptidiel tartalmazzal 3 2. szamd
szekvencia aminosav stekvencididl, ennsk egy allél varénsat, VAGY
antimikrobialis aktivitassal rendelkezd fragmentiét. Fgy masik aidnyds

Kivitell alakban a jelen aldimany polipeptidie magaba foglalla 3 2. szama
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szekvenoia 1-40 aminosavall, Egy tovabbi s?:iéin*gég kivitell alakban a
polipeptid 8 2. szami szekvencia 1-40 aminosavaibal Al

A jelen lalmany polipepidiédt alkotd  aminosavak egymastiol
figgetent! lehetnek I vagy L formais aminosavak,

A jelen (aldimany polipeptidie lehst egy antimikrobidlis aktivitassal
randetkezd vad Hpust polipeplid, amelyst 8gy lermészetiss forrdshbal
azonositotiunk és izoldlunk. Az flven vad Hpusd polipephidek spacifikusan
szkringlhetdk a tudomdny e terGletén ismert standard technikakkal
Erenkiviil, a jelen taldimdny polipeptidie olSallithatd DNS keverési
technikaval, mint amit példaul LE. Ness és munkatérsal irtak le {Naturs
Biotechnology 17:803-888 (1989). S8, a jelen taldlmany polipsptidie lehet
egy masterséges variang, amely olyan aminosay szekvenciat tartalmaz,
vagy amely sldnydsen olyan szekvenciabd! &, ami 2 2. sramu
szekvencla 1-40 aminosavaihoz képest legalahb gy helysliesiiast,
deldciot esfvagy inszercidt tartalmaz. Az fven mesterss ges varansok
megszerkeszihetdk a tudomany o terlietén ismert standard technikakkal,
peldaul a 2. szamd szekvencia 1-40 aminosavaikent bemutatolf aminosay
szekvenciat tarfalmazd polipeptid hely rgnyilottrandam mutagensgzisdvel.
A jelen taldimany egy kivitell alakidban ar aminosay vallordsok {a

mestersd 3- variansokban, valamint a vad tpust polipeptidekben) kis
jslentGséguek, azaz olyan konzervativ aminosav szubsziittioidk, ame ivek
nincsenek  szignifikdns  hatassal & protein follokeredésére  og feagy
aklivitasara; kis deléciok, tptkusan kdrithelld 1-30 aminosavbdl aligk; kis
aminoe- vagy karboxi-lerminalis extenzick, példaul egy amino-derminglis
matonin maradék; egy ks, kOrldbellt 20-28 maradékbal &6, ks
polipeplid, vagy egy kis extenzio, amely oldzeqitl o tisztitast 3 nattd Hitds
vagy agyéb funkeio, példaut egy polihisztidin terlilet, egy antigen epitdp
vagy egy kOtG domén megvalioziatasa révén.

A konzervatlv szubsziitclok paldal 2 bazikus aminosavak {arginin,

fizin, hisziiding, & savas aminosavak {glulaminsay, és aszparaginsavy, a



Las

polarns aminosavak {ghitamin és aszparaging, a hidroféh aminosavak
{leucin, izoleucin, valin s metioninl, aromas aminosavak {fenilalanin,
triptofan, trozin} és kis aminosavak (glicin, atanin, szarn, threoning
koreben trténnek. Az olyan aminosay szubsziiticiak, amealyek sitalgban
nem valtoztaljdk meg a specifikus aktivitast, fsmertek a tudomany e
teriiletén, &s példaul M. Neurath és RL. Hill rtdk 2 (1878, The Proteins ¢,
kdnyvben, Academin Press, New York) A legoyakrabban  eldforduld
cserék a kivelkezdk: Ala/Ser, Valllle, Asp/Glu, ThriSer, ARG Gly, AlafThr,
SerfAsn, AlaVal, SarGly, TyrPhe, AlaiPro, Lysffrg, AsplAsn, Leudlle,
LeuVal, Ala/Glu és Asp/Gly, valamint szek forditnttal,

A jelen aldimany sgy érdekes kivitel alakigban az aminosay
valtozasok olyan lermészelliek, hogy a polipaptidek  fiziko-kémiai
tulaidonsagal megvaltornak.  Példaul, olyan  aminogsay  valloztatas
vegazhetd ol ami javilla 2 polipeptid hésiabilitasat, ami megvaltozialia a
szubszlral specifitést, ami megvalfoztatia 2 pH optimumot &8 mas
hasonio wiajdonsagokat.

Eidnylsen, a 2. szami szekvencia 1-40 aminosavaihoz kKépeast az
tyen szubsztitclok, deléciok dsfvagy insrercidk szama isgfeliebb 10,
peldaut ingleljebb B, példaud legfeliebb 8, még glbnydsebban legleliebb 7
peldaul legfeliebb 6, példaul legleliebb 5, legelnyosebben tegieliebh 4,
peldaul legleljebb 3, példaul legfeljabb 2, specidlisan leglefjebb 1.

A jelen bejelentes feltaldldl imoldtak egy antimikrobidlis aklivitassal
rendelkezd polipeptidet kddeld gént a Pseudoplectania rigrafia-bdl, A
génnek otthont add Pseudoplecianda nigrefle (Brzset a Szabadaimi Odlial
Deponalt Mikroorganizmus Letélek Nemzetkdzi Flismerdsére vonatkozé
Budapest  Seerzddés  szernt 1887 jenudr  28.-8n deponaliuk s
Centraalbureau Voor Schimmeloultures rzsgylijlaményndl
{CBS}Uppsalalaan 8, 3584 C7 Utracht, The Netherdands {vagy P.O.Box
85187, 3508 AD Utecht, The Netherlands), ahol a OBS 44497

katalogusszamot kapis.

R



oy egy masodik  kivitel alakban, a jelsn (aldimany olvan
polipeptidekkel  kaposolates,  amelyek  sldnydsen olyan  aminosav
szekvenciat tartelmaznak (eldnydsen abbdl dlinak), ami tegalabb 65%-
barn azonos azzal az antimilroblalis polipeptidet kodoldé  nuklectd
szekvencia resszel, ami a Pseudopleciania nigrelia UBS 444 .87 trzsben
van jelen. A jelen tldimény egy érdekes kivitell alakjgban a polipeptid
olyan aminosay szekvancla! tartaimaz/sidnydsen olyan szekvenciahdt ai,
amely legaldhb 70%-ban, péidaul legalabb 75%-ban, eltnydsan legalabh
80%-ban, példaul 85%-ban, még eldnydssbben legalabb 80%-ban, meég
sifnydsebban legalabb 98%-ban, példaul 98%-ban, paldaut legalabb
Bffc-ban, és még eldnyiissbben legaldbb 98%-ban, példaut legalabb
bE%-ban azonos azzal az antimikrobidlis polipeptidst kodold nukleotid
seekvencia rasszsl, ami 8 Pesudopleciania nigrella CRS 444,97 tBreshen
van jelen {a késdbbiekban homoldg pofipeptidekkent” utalunk rajuk), Egy
grdekes  Kivitell  alakban gz aminosav  szekvencia legfeliebh 10
aminosavban  (példaul 10 aminosavban), spscidlisan fngfeliebh &
aminasavban (peldaul § aminosavban), példaut lagfelisbb 4 aminosavban
{peldaul 4 aminosavban), példaul legfelisbb 3 aminosavban {példaut 3
aminusaviban} @y ef altdl az antimikrobidlis polipeptidet kadold nukisotid
szekvencia resztdl, ami a Peaudoplectania nigrefls CRS 444.97 torzshen
van jelen. kgy killdndsen érdekes kivitell alakban az  aminosav
sEekvencia legleljebb ¥ aminosavban {példaut 2 aminasavban}, paldaut 1
aminosavban @& ol 8 a Peeudoplectania nigrella CBS 444,97 t8rzshen
jelen levd nuldectid srekvencia  antimikrobidgiis  polipsplidet  kodold
részének aminosav szekvenciajadl,

Eibnydsen, a jslen laldlmany polipsplidisl magukba fagialigk &
Fyeudoplectania nigrells CBS 444,97 rzshen jslen lavd nuklsotid
seekvencia  antimikrobidlis  polipeptidet  kodold  réseének  aminosay
szekvenciajal. Egy masik eoldnyds kivitel alakban a jslen taléim any

polipaptidie a8 Pesudopfectania nigrella CRS 444 .97 Brzshen wlen lovd
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nukieolid srekvencia antimikrobialis polipeptidet kodold résre altal kédolt
polipeplid aminosay szekvanciajahdt ail,

A fertiekben leirtakhoz hasonitan, a jelen aldlmény polipsptidie
tehet egy olyan mesierseges varians, ami eiénydsen egy olvan aminosayv
szekvenciabol all, ami %&ga&ihb gy aminesay szubssiiltcidt, delécist
gsfvagy inszerciol tartalmaz g Psewdopleciania nigrefla CRS 44497
trasben jelen levl nukleotid szekvencia antimikrobidlis polipsplidet
kodold része altal Kodolt aminosay szekvencidhor képest.

Egy harmadic Kivitell alekban a jelen taléiméany antimikrobialis
aktivitdssal rendelkezd  polipeptidekkel  kapesolatos, amelyeket agy
patinukieotid probaval nagyon alacsony szigorisagl karliiményvek ke,
sinydsen slacsony sxigorisagl kéridmények kdzolt, meég eifinydsebben
kizepes szigordsagh kdriimeények kizdéll, még eoidnydsebben kdzapes-
erls szigorusagl koridmanysk kdzbl, és még eidnytsebben ssigord
kGriimények kozil, &s meg sldnydsebben nagyon szigord kériimények
kKGriit hibridizdlodd  nukieotid  szehvencidk  kidolnak., Az emiitett
polinukisotid  proba lehet () a1 szémd szekvencia  188-285
nukleotidiainak komplementsr seala; (1) 8z 1. szému szekvencia TO-285
nukieotidiait tarfaimazd cDNS szekvencla komplemenier szdla: és (1) az
1. szamd szekvencia 1-288 nukleotidisinak komplementer széla {4
Sambrook, BEF. Fritsch and T. Maniatis 1989, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2nd Ed. Cold Spring Harbor, New York),

Az tszama nukisotid szekvencia, vagy ennek sgy a iszekvenciaia,
valamint & 2. szamu aminosav szekvends vagy ennek egy Fragmentie
felhasznathato egy  polinukleotid  proba  megtervezdséhez, hogy
antimikrobidlis  aklivitassal rendelkezd  polipsptideket kadold DNSA
azonosiisunk és konozzunk a8 kKildnblizd nemzelségekbd! vagy fajokbél
szarmazd  fOresekbdl ¢ tudomdny e feriilsn nsert mddszersket
hasznalva, Neverelesen, az ifyen probak fethsszndthattk a kérdéses

namzetssy vagy fal genom vagy cONS-ével vald hibridizdcichoz g
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standard southem lenyomat eljdrast kbvetden, a benniik levé megisiald
gen agonositésa €8 izoldlgsa caljabsl Az iven probak iolentSsen
rividebbek leheinek, mint o telles szekvenda, azenban legalsbb 18,
elfnydisen legaldbl 25, meég elfnydsebben legalébb 35 nukleotid
hosszisaguak, lehetiek akdr 70 nukleotid hosszisaglak, Azonban,
eldnyds, ha a polinukisotid proba legaldhb 100 nuklentd hossausaga.
Héldaul, a polinukleotid praba lehet legaldbb 200 nukisotid E‘iﬁs&z{sségé,
tegalabb 200 nukleotid hosszisagy, legalabb 400 nukleotid hoss Sagu,
vagy tegalabl 800 nukleotid hosszisagl. Akdr ennél hosseabb prébak is
hasznathatok, peéldaul olvan pofinukisotid probak, amik fsgatébb 800
nukleotid hossausdguak, legalabb 700 nukdsotid hosszisagiak, | fegaldbb
800 nukleotid hosszusagiak, vagy Isgaldbb 800 nukisotid hosseusagtak.
DNE es RNS probak is felhasznalhatéh, A probakat Hpikusan ik a
megfeleld gének detekidlasshoz (példaul ¥Poval SHeval, ¥S.sel, biotinnal
vagy avidinnal).

lgy az egyéh ilven szerverzelekbal eldalitoh genom DNS vagy
CLNS kinyvtar szivineihatd olyan DNS.re, amely hibridizalodik o fent el
probakkal, o amely antimikrobidls aktivitdssal rendelkezd polipeptidet
kodol. Az egyeb liyan szarveretekbdl szarmazd genom vagy egyéb DNS
agaraz vagy poliaketamid gélelekirofordzissel, vagy egyéb szepardcids
technikaval srepardthatd. A kfnyviarakbd! szémazd ONS vagy =a
szeparalt DNS transeferdthatd, és immuobilizélhatd nitroceliulézon vagy
agyeb meglelsid hordozd anyagon. Egy az 1. szamd szekvenciaval
omatoy  Rion vagy DNS  asonositasghoz  ax  immobilizalt DNS-
tartaimazd hordozd anyage! haszndljuk southem lenyomat vizsgslathoz,

A jelen lalaimany celiathoz, a hilvidizéold azt iz, hogy a nuklsotid
szekvencia hibridizalodic egy jeldit polinukleotid prébaval, amely nagyon
alacsony ~ nagyon magas szigorisagl karilmanyek kizdl hibridizalddik
ax 1. szami szekvencidban bemutatol nukleotid szekvencidval, Azok a

motekulak, amsiyekhez a polinukleotid préba Hyen ko (lmdnyek kdzal



17 RN
hibridizalodik, detekidihatok réntgen fimmel vagy barmely sgyéb, a

tudomany e terllelén fsmert efiarassal. Ma a Soinukieotid proba®
kifejezast barmikor a jelen sziivegdsszefiggéshen hasenaljuk, akkor

R

szen azt kell érlent, hogy ax fyen proba legalabb15 nukleotidot tartaimaz.

f'i’

tgy érdekes Kivitefl alakban a polinukleotid préba az 1. szamo
szekvancia 186-285 nukleotidiainak, a 70-285 nukleotidiainak vagy a2 1~
288 nukisotidisinak komplementer szalst jalent.

Egy megint mas érdekes kivitell alakban a polinukieotid proba a 2
szami szekvencla  polipeplidigt  kddold  nuldsolid  szekvencia
romplementsr szalat jelentl. Egy tovabbi érdekes kivitell alakban a
polinukleotid proba az 1. szami szekvencia komplementer szalat jelenti,
Egy megint mas érdekes kiviteli alakban a polinukieotid préba az 1.
szamit szekvencia ératt polipeptid kédold régitianak komplementier széiat
fefenti. Egy megint mas érdekes kivitell alakban & polinukieotid praba a
Peeudoplectania nigrefla CBS 44497 tSrzshen jelan lovd antimikrobiglis

polipeptidet kadold régié komplementer sealdt jelenti, Egy megint mas
Kiviteli alakban a polinukleatid proba & Pssudoplectania nigrella CBS
44487 trzsbean jelen lovd érett antimikrobiglis polipeptidet kodold ragid
komplamenter szalat jelentl,

A legatabb 100 nuideotid hosszisagl, hossay probakhos NROYON
alacsony - nagyon magas szigortsaglh kdrliiményeket hatdroznak meg
eiéhibridizacids gs hibridizacids kdrtiményekként, 42°C hémérsekleten
GX SEPE, 1,0% SD8, 58X Denhardt-féle oidat, 100 ugiml feldarabolt,
denaturdll lazac sperma DNS  elegyében, amit standsrd  southem
envomatl efjaras kivel. Enyosen, 2 legaldbb 100 nuldeotidbsl &
hossz( probak nem tartaimaznak 1000 nukleotidndl t6bbet. A legaldbh
100 nukisolidbal 8l hosszi probakhez a hordozd anyagot végil 3-szor
MOSSUR egy-egy alkalommal 18 perclg 2 x S8CH, 0,1% SDS-1 hasznalva
42°C homérséklelen  (nagyon  alacsony  seigorisag kériimsény),

eldnyGsen 3-szor mossuk egy-egy alkalommal 15 percly 0.5 x S8C-,



0,1% SDSU haszndlva 42°C  hémérsalkdeten {alacsony  szigordsag
koridmeny), még elbnylisebben 3-szor mossuk sgy-egy slkalommal 15
parcly 0.8 x 580 0.1% SDE- hasandlva 42°C hémérsékielan {kdzepes
szigorusagh korlimény), még oldnyasebben 3-szor mossuk QUY-8QY
atkalommal 15 perolg 0,8 x S8C4, 0,1% SDS4 hasznalva 55%C
hameérsékleten (kilzepes-erds szigortsagt kariiimeény), lsgeidnytisebben
I-zzor mossuk egy-egy alkalommal 15 percig 0,188C, 0,1% SDS-t
haszndlva G0°C hdmérsékieten (szigord k&ridmeny), és fBként 3-szor
mossuk egy-agy alkalommal 18 percig 0,1 €« 88C-, 0,1 SDS-1 hasrnalva
B3 himérsékleten (nagyon szigond kiimeény).
Bar nem kilGnosebben elényds, Ggy tarfiuk, hogy a8 rividebb
provak, paldaul a koriibelGl 15-89 nukisotid h ceszusagt probak, mint a
kritbeltt 18-70 nukleotid hossz(sag( probak, szintén felhasznahatak,
Az ilyen rdvid probakhoz a seigorisagl korGiményekat 5 kavetkezdkben
hatdrozzuk meyg: elihibridizacis, hibridizécio és hibridizacid utani mosas a
szamitoll Tm  é&rtékndl 5-10°C-kal  slacsonvabh  hdmérsékleten, s
sxamitast Bolton and MoCanhy szerint végezzik of (1982, Proceadings
of the National Academy of Sciences USA 48:1380) md mannyisdgenként
0.8 M NaGl 0,00 M Tris-HCIL pH 7.8, 6§ mM EDTA, 0,5% NP0, 1x
Denhardt-fdle  oldat, 1 mM  ndtiureoirofoszfal, 1 mM  natiume
monobazisos foszfal, 01 mM ATP &5 02 my dlesstégomba RNS
slegyeben a steandard southern lenyomat elidardst kévetden,

A rivid  probakhor,  amelyek  kdrlibelil 1598 nukleotid
hosszisagiak, a hordozd anyagot egyszer mossuk 8x S8C+ 0,1% S3DS-
ben 18 percig, mapd kélszer 15 percig 8x S5C-ben a szamitol Tm
erigknel 5-10°%C-kal alacsonyabb héimérséklaten,

Melsrrindlis extenzic

Az N-termindlis axtenzié megfeleld modon dlthat 1-80 aminosavhdl,

elénydsen 2-20 aminosavhdl, kiltndsen 315 aminosavhél. Bgy kivitel
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alakban az N-terminalis peptid extenzid nem tartaimaz Arg-at (RY. Egy
masik kivitell alakban az N-termindlis axtenzis &gy Rex3-8t vagy kex2-
szerl hasitasi  helyet  tartaimaz,  shogy azt @ késBbhickben
meghatdrozzuk. Egy e §z:mym Kiviteli slakban az N-termindlis extenzia egy
peplid, amely legaldbb 2 Glu (E) ésfvagy Asp {12} aminosay maradskot
tartadmaz, mind péi@éui Az az N-terminalls extenzid, amsly az alabbi
szekvenciak sgyikébdl sl
EAE EE, DE, DD,

Kaxd helyek

A kex2 helyel {(lasd péidaul Methods in Enzyraology Vol 188, ed
0. Goeddel, Academic Press Inc., 1980, San Diego, CA, Gene
Expression Technology™) és a kex2-szer(l helyek dibazisos felismarssi
helyek {(azaz hasHasi halyek), amslvek 2 pro-peptid Rodold régid és
nahany protein éretl rigldia kEzaH talathats

A kexd hely vagy a kexZ-szerd haly mszerciofardl  bizonyos
sselekben kimutattdk, hogy favitjk a helves endopeptidaz feldolgozést a
pro-peplid hasitasi helyndl, ami fokozoll protein szelrécids szintoked
gredmeanyss.

A jelen taldimany szdvegbssrefiiggessben agy kex2 vagy sgy
kend-szerlt hely axt sredmeényezi, hogy lehetéve valik gy bizonvos
pozicioban ax N-lerminalls extenzid hasitbsa, am olvan antimikrobidglis
aktivitassal rendelkezd polipeptidet eredménver, ami hosszabb a o

szami szekvancia 1-40 aminosavaként bemutatolt érelt polipaptidngl,

Az antimikrobialis aktivitassal rendelkezé polipeptidel forrésa

A jelen taldlmany polipeptidie kinyerhetd barmilyen nem reteggbe
tartozd mikroorganizmushal. A jelen taldimany cdliathoz, a SKinyerhetd
alamibdl” kifejezéds a jelen taldimany szerintl hasznalatban azt ielenti,

hogy a nukleotid szekvencia altal kddolt polipaptidet oivan sei termel,
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amelyben a nukleolid srekvencia természetes mddon jelen van, VRGY
amelybe a nuikleotd szekvencid! inszertaitak. Egy elényas kivitell alakban
a polipeptid exiraceliuiralisan srekretdindik,

A jelen taldimany polipaptidie lshet bakterialis polipeptid. Péidaul, a
polipeptid lehet egy gram pozitiv baklerdlis polipeptid, példaul egy
Baciflus  polipeptid,  példdul  egy  Raciius  sikalophilus,  Baoiius
amyloliquefaciens, Raolliius brevis, Racilius circidans, Baciflus coaguians,
Bactfus  lavius,  Baciflus  lentus,  Baoius  licheniformis,  Baciffus
megaterium, Baclius strearothermophiius, Baciiius subtifis vagy Bacifus
thuringiensis polipsplid; vagy egy Streplomycas polipeptid, példaul agy
Streplomyces Hvidans vagy Sfreplomyces murnus polipsplid, VRGY sgY
gram negatly balderiafis polipeplid, példdul egy £ colf vagy 84y
Fesudomonas gp. polipaptid,

A jelen talalmany polipeptidie ishet gomba polipeptid Is, és mag
sidnytsshben egy dleseidgomba  polipeplid, példdudl egy  Candids,
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyoces vagy
Yarrowla  polipeplid, vagy még eldnydssbben egy fonalasgomba
polipeptid,  paldaul  egy  Acremonium,  Aspergiius,  Aurechasidium,
Cryplococeus, Filibasidium, Fusadum, Humicola, Magnaporthe, Mucor,

Myceliophthora, Neocallimastiy, Newrospora, Pascilormyces, Penioliium,
Piromyces,  Scohizophyllum,  Talaromivess,  Thermoascus,  Thislavia,
Folypodladium vagy Trchoderma polipeptid.

Egy erdekes kivileli slakban a polipeplid egy Saccharomyces

carisbergensfs, Saccharamycss cerevisiss, Saccharomyoes diastatious,
Sgocharomycess  douglesf,  Ssccharomyces kuyverli,  Ssccharomyoes
norhensis vagy Saccharomyces oviformis ;miig)emicé,

ad

BEgy megint masik, erdekes kiviteli alakban a polipepltid egy

=

Aspergifus  scufeatus,  Aspergifus awamor,  Aspergifus  fostidus,

)

e

Aspergiius laponicus, ;ism{‘g;ff&;s midulans, Aspergiifus niger, Aspergiius

oryzae,  Fusarfum oiridicides,  Fussrfurm corsafls,  Fusarium
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rookwellense, Fusarium culmarum, Fusarium gramvinssrum, Fusarium
graminum,  Fusarium helerosporum,  Fusarium  negundi Fusarium
oxysporum, Fusarium relicglatum,  Fusarium roseum,  Fusarium

sambucinum,  Fusarnium  sarcochrowm, Fusarium sporotriohicides,

”ﬁ

usanum sulphurewn, Fusarium forulosum, Fusanium fichothecioides,
Fusanium venanatum, Humicola insolens, NHumicols lanuginosa, Mucor
michel, Myceliophthors f‘hf-}f'ﬁ?{};}f}ﬁf‘@, Neurospora crassa, Pericilfium
purpurogenum,  Trichoderms i?ﬁrzﬁamw, frichoderms kondngl,
Trichoderma fongibrachiatum, Trichoderma reesel vagy Trichoderma
virids polipsptid,

gy elbnyds Kkivitell alakban a polipepid egy Pseudoplectania
nigrelia polipeplid, meéyg eidnyosebben egy Fesudoplectania nigrefls CRS
444 .87 polipeplid, példdul a & szamy szekvencia 1440 aminosavaibsl &lid
polipaptid,

Erthetd, hogy az sldbb smiftett fajok esetehen a jelen ialdimdény
magaba foglalja a perdekl &9 az imperfekl alakokat is, valamint egvéb
taxonamial megfelaikel, példaut ax anamorfokat, 3 jelenleg ismernt
fandviil faggetientl, A tudomany e tertiletén képzelt srakember kdnnyen
felismen a megfeleld ekvivalensek azonossagat.

bren fajok tdrassl Kbnnyen  beszerezhetdk  srémos
trzsgylitemenybdl, fivensk példaul az American Type Culture Collection
(ATCC), & Deutshe Sammiung von Mikrorganismen und Zelikulturen
GmbH {D8M), & Centraalbureau Voor Schimmelcuttures (CRS) és az
Agricultural Heasearch Service Patent Culture Collection, MNorthern
Regional Research Center (NRRLL

Ezenkivlil, az dven polipsplidek szonosithaték és boszerazhaldk
agyeh forrdsokbdl, dadrive a természetbdl (példaul talaibdl, komposzihdl,
vishdl st} izolathatc mikroorganizmusokat, a fent emiftett probakat
hasznalva, A lermészetes SiBhelwrdl szammazd  mikroorganizmusok

woldthsahoz vald technikék O ismartek a ludomény o terilstén. A
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nukleotid szekvencia ezutdn szdrmaztathatd az egyéh mikroorganizmus
genom  vagy cDNS Rinyvidrdnak hasonld szkrinelésével. Ma SQY
potipeptidet Rédold nukleotd szekvenciat detekiafiunk a probakkal, a

)

szekvencia zolahatd vagy kidnozhatd a wdomany e leriistén jartas
szakermnber szaméra fsmert technikak felhaszndlisaval (asd péidau
Sambrook et al., 1888, supra).

A jelen faldimany nukleotid szekvencial altal kddol polipeplidek
magukba  foglainek  fuzionalt polipeptideket, vagy hasithatd  fazios
polipeptideket is, amelyskben egy masik polipeptid fusionalt a podipantid
vagy egy fragmentje N-lerminusahoz vagy Coterminusahoz. Fusionait
polipeptid  [On lelre, ha egy masik polipeptidet kodold  nuklentid
srekvencial (vagy ennek egy részat) fuzionaitatunk a jelen talalmany egy
aukieolid  szekvencidjdhoz  {vagy ennek  sqy reszéhes). A farios
polipeptidel létrehozasdra szolgdld technikak ismertek & tudomany e
terfilotén, és idelartozik a polipeplideket kéadold kodoldsrekvencia oly
madorn Wriénd ligaldsa, hogy ezek kerelen belldl vannak, és g fuzionalt
polipeptid  expresszigls  ugyanszon  promcter(el)  és  termindtor

szahdalyozdsa alalt Al

Folinukleotidok &s nukleotid szekvanciak

A jelen taldimany kaposolatos olvan polinukieotidokkal is, amelyek
& jslen  ieldimany  polipeptidiét  kddold  nukieotid  szelvencidval
rendatkeznek. A jelen taléimény leginkabb olvan polinukleotidokkal
kaposolatos, amelysk a jelen aldimany polipepiidiet kadald nukleotid
szekvencial kddolnak, Egy olénydsen kivitell alakban 8 nuklsotid
szekvencial az 1. szamy szekvencidhan mutstjuk be. Egy még
gibnyfsabb kivitell alakban a nukleotid szekvencia ar 1. sosmu
sekvencia érett polipeplidigt kidold régidt wlent. Egy magint mas
eldnyds kivitell alakban a nuklestid szekvencia a Fseudoplectania rigrela

CBS 444,97 torzsben jelen levd érelt antimikrobislis polipeptidet kodold
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regiot jelentl. A jelen taldimany magabe foglal olyan polinukleotidokat,
amelyek 2 2. szami szekvencla aminosav szekvencidjat tartalmazd
polipeptidet Kddold nukleotid szekvencigkkal, vagy snnek ey arstt
polipsptidievel rendstkeznek, vagy eiSnybsen ebbdl alnak, amik a
genstikal kdd degeneralisagabdl adidéan kildnbdzik az 1. szami
szekvenciatdl

A jelen taldimany olvan polinukisotidokkal is kaposolatos, VEQY
eldnydsen olyvan polinuklentidokbo! &ll, amelyek az 1. szamd srekvencia
agy  alszekvencialaval rendelkeznsk, ami a2 2. szamd szekvencia
antimikrobialis aklivithssal rendelkezd fragmentielt kodolla. Az 1. szémg
szekvencia  alszekvencidle olyan nukieolid szekvencidt jelent, ami
magaba foglalja az 1. szamt szekvencidl, azt leszémitva, hogy az &
esfvagy 3’ végrdl egy vagy 6hb nuidectidol delécidval eltdvaliiottunk.

A jelen alaimany olyan pofinukisotidokkal is kaposolatos, amealvek
olyan modosHott nukleolid szekvencidval rendelkesnek, vagy elénydsen
olyan modositolt nukleotid szekvencidbd! alinak, ami legaldbb a4y
modositast aalimar az 1. szami szekvencis érelt polipeptidet kodold
szekvanoigidban, &s ahol a modosiiol nuklectid szekvencia a 2. sramu
szakvencia 1-40 aminosavaibdl &0 polipeplidet kodol,

A polipeptidet kédold  nukisolid szekvencia  izolaldsahos Yagy
Kidnozasahoz hasznall technikak smertek a udomany e teriiletén, és
arek kdzé tartoznak a genom DNS-DS! vald zoldlds, o cDNS-ba! vald
eldallitas, vagy ezek hombindcidja, A jelen (al@many nuklsotid
szekvencigfanak flysn genom DNS-b8 vald kidnozasa megvaldsithatd,
pélcaul a (0! lsmert polimerds lanoreakcidval (PCR) vagy az expresszits
sonyviarak antites! sxkrinelésével g kizds szerkezell tulajdonsagokkal
rendetkezd, Kidnozott DNS fragmentek detekidldsa céljiahal. Lasd péidaul
mis et al, 1880, POR: A Guide to Methods and Application, Academic
Fress, New York. Egyeb amplifikécics elidrasok, mint példsul a figas

dnorgakels (LCR) a2 Hgalt akbvalt ransekripols (LATY &8 a nuldeotid
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szekvancia-alapt amplifikdcld (NASBAY is hasongihatdk. A nukisotid
szekvencia kitnozhald egy a Pseudoplectania egy Orzsében jslen lovd
antimikrobidlis polipeplidet kodold nukleotid szekvencidhél, vagy egy
masik, vagy rokon gzerveretbdl, és igy pdldaul lehel a nukleotid
szekvencia polipeplidet kodols régididnak sgy a8l vagy faf varidnsa,

A nuklectid szekvencia kinysrhetd 8 génsebészatben hasznalt
standard  kidnozaest elfdrasckkal abbdl a célbdl, hogy éthelyezzik a
nukleolid szekvencial a termdsreles olfforduldst helvdrdl egy masik
helyre, ahol reproduk&iddik. A Kidnozas! alidrasok magulibz foglathatidk a
polipsptidel kodold nuldeotid szekvencidt tartalmazd, kivant fragment
Kimelszését ég izolaldsal, a fragment sgy veklor molekuldba valé
inszerialasat s a rekombinans velkdor olyan gardasejtbe vald beépitésst,
aho! @ nukieolid seekvencia Wbb kopigja vagy kidnja replikalodni fog. &
nuldentid szekvencia lehat genom, cDNS, RNS, félszintetikus, vagy

zintetikus eradetd, vagy lehst ezek birmilyan kombindoidia.

A jelen alalmany egy olyan polinukiectiddal s kapesolatos, amely
glinyGsen olyan nukleolid szekvenciabo! All, ami legalébb 85%-ban
azonos az 1. szémy szekvencia 186-288 nuideotidiaival, Elénydsen a
aukleotid szekvencia legalabb 70%-ban azonos, példaul fegaldbb B0%.-
ban azonos, ;:aéidééasi mgalabb B0%-ban 2zonos, mdg sifinydsebben
=e§%§abb 85%-ban azonos, példaw legalabb 88%-ban azonos, példau

galabd 8¥%-ban azonos, vagy meég eidnydsehben legalabb 9R%-ban
azonos, peldaul legalabb 98%-ban azonos az 1. s2amd szekvencia 188-
285 mkiﬁmﬁgmwai Eldnydsen a nukleotid szekvencis antimikrobisiis
aktivitassal rendelkszd polipsplidet kédol, & k&t nukieolid srekvencia
kazotli azonossag meartéke g fentiekben leirtak szerint hatdrozhatd meg
(asd a definiciokrdl” szold részt). Eldnydsen, a nukleotid szekvencia
tart

sidnydsebl  kivilell alakban s nukleolid szekvencia az 1. szamy

Amazza 8z 1. szamu szekvencia 1686-28% nukleotidisit, Bgy még

szekvensia 166-285 nuklentidiaibal &l
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Egy masik érdekes aspekiusban a jelen tasldéimany olyan
polinukisotiddal kapogolates,  amely  elénvdsen  olvan nukleotid
szekvencial fortalmaz, vagy olyan nukleotid szekvencigbdl &, ami
lmgalabb 88%-ban azonos a Pseudoplectania nigrefls CBS 44497
thrzsben  jelen  levd  antimilvobidlis  akiivitst  kadold  nukisotid
sxeivenciaban jslen levd nukelotid szekvencia antimikrobialis polipeptidet
Kodold regidiaval. Egy ellnyds kivitell alakban a Pseudoplectania nigrefis
GBS 44487 tdrzsben jslen levd antimikrobiglis polipeptidet kédold
nukieolid szekvanciaban jelen levd nukelolid szekvencia antimikrobialis
polipaptidel kadold régidjaval vald azonossay mérdks legalghb 70%-os,
peldaul fegalabb 80%-o8, példdul legalabb 90%-08, még sifinydssbben
teyalably BE%-0s, peldaul legaldbb 88%-0s, példaw legalabb 87%-os,
még eldnydsebben legalabb 88%-os, példaul B88%.-ns. Eldnydsen a
nukisolid szekvencia magdba foglalia a Pseudoplectania pigrefla CRS
444 97 torzshen jelen lavd antimikrobigiis polipeptidet kodold nuklsotid
grekvenciaban jelen levl nukelotid szekvencia antimilrobialis kodold
ragicfat. Egy meg elidnydsebb kivitell alakban a nukleotid szekvenaia
magaba foglalia 8 Pseudoplectania nigrefls CBE 444,87 tSrzsben jelen
levs antimikrobialis polipeptidet kédold nukleotid szekvencidban jelen
tevd nukelolid szekvencia antimikrobidlis polipeptidet kodold régisiat.

A elen ldmény polipeplidiétl kbdold nukleotid  szekvencia
modositasira szikseg lehet azon polipeptid seintéziséhes, amely olvan
amingsay szekvancial foglal magaba, ami a 2. szémd szekvencia 1-40
aminosavahoz képest legalabb egy szubsziithold, delécidt ésivagy
inszaerciat taraimaz. Ezek a mesterséges varidnsok kilSnbéshetnek
namaly génsebészelileg manipulall modon & natlv forrdshal izolalt
polipaplictd!, péidaul leheinek olvan varldnsok, amelyek specifikus
aktivitasukban, histabilitdsukban, pH oplimumukban vagy mas hasonld

tulajdonsaguxkban kildnbdznsk,
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A tudomany e tertietén képrel szakember szamara nyilvanvais,
hogy sz Byen modositasok a molskula funkeid szempontiahd! keitikus
fortossagl regitkon kivil végerhetdk e, és még mindig aktlv poiipeptidet
eredmaényeznek. A jelen taldimény nukleotld srekvencidja altal kodolt
polipeptid aldivitdsahoz Etfontossagy, és ezdrt eldnyéisen a modosias,
pefdaut szubszhittold cfljal kdzé nem fartozd aminosay maradékok
azonosithaték a tudomany e terlistén ismernt elidrasokkal, péidaul hely
ranyitoll mutagenezissel vagy alanin-szkenneld mutagenezissel {ésd
peldaut Cunningham end Wells, 1988, Science 2441081 1388 Ex
utdbbi technikaban 8 mutdcidkat minden pozitiv t8ltEsd maradéknal
bejuttauk 3 molekulaba, 88 a kapott mutdns molekuldt lssziefiik
artimikrobialis aklivitdsra, hogy azonosiisuk a molekula aktivitasghoz
istontnssdgl aminosay maradékokal. A szubssirat-ansim kdlesénhaias
helyel  szintdn  meghatdrozhatdk a  hdromedimenzids  szerkezet
clemzesebdl, amint azt példdul a nuldedris magneses rezonancia
analizises, kiszlallografids vagy foloaffinitast pitiéses  toohnikéval
meghataroziuk {lasd példaut de Vos st al, 1882, Sclence, 255:308-312;
Smith et al, 1892, Journal of Molecular Siology, 284:888-804: Windaver
etal, 198, FEBS Letlars 308:58-84),

a8, a jelen Wwidlmany polipeptidist kodold nuldeotid srekvencia
modosithald Ggy, hogy egy nuklentid szubsziuoldt juttatunk b g, amely
nerm eredményez a nukleotid szekvencia altal kddolt masik aminosav
szekvancial, de amely meglelel az enzim termeléshez szént gaszda
mikroorganizmus kodon hasznalatanak.

A nuldeotid szekvenciaba egy nukleotid masikra vald cserdist
seolgald  mutdcid lotrehozdsa megvaldsithald  hely  irgnyitott
mutagenezissel, & ludomany e terlletén lsmert barmilven eljaréast
hassnalva, Kldndsen hasznos elfdrds, amsly gy kérdéses inszeriet
tartalimazs, szupey feltekeradedt, kétszalll DNS vekiort hagznal, és ke, a

Kivant mutacidt tartalmazd szintetikus primert. Az oligonukisotid primsrek,



amelyek mindsgyike komplementer g veklor slfentétes szdlaval, o Py
DNS  polimeraz  segitségével hosszabbodnak meg & hémérsekiel
ctikiusolds sordn, A primersk bedpitésekor, az sliolf elrenderdsil nickeket
tartalmazd mutdll plazmid Bn Istre. A hémérsélletl clklusolds utén a
termeket Dpnbgyel kezeliik, amely specifikus & matildlt és hemimetiidl
DONS-re, hogy megemeésszitk 2 szOl6 DNS templalol, é&s mutdciot
tartaimazd szinteliz&lt DNE- seelskidlunk. A tudomdny o tertistén ismert
egyeb eliragok is haszndhatdi. A nukisolid helyeesiéssk &ltalénos
lefrasahoz lasd pelddul Ford st al, 1881, Protein Expression and
Furification 2:85-147.

A jelen taldlmany olyan polinukisotiddal is kapesolalos, amely
sibnydsan olvan nuklsolld szekvencial tartalmaz, amid antimikrobiglis
akfivitassal rendeliezd polipeplidet kodol, és ami nagyon alacsony
szigorisagt  kirlimények  kdzdH, eoldnydsen  alacsony szZigorgsagt
korlimenyek  kieoll, meég  eldnyosebben  kozepes  sxigorGsag
kirhimenyek  x8z6f, még  elnybssbben  kérepss-erds  szigord
kGriimenyel kozoll, és meég elinyOsebben igen szigord, és meég
eldnybsebben nagyon szgord kirimények kézdnt hibridizalodik egy
olyan polinukisotid probaval, ami lehet (i) komplenter az 1. sramu
spekvencia 186-285 nulleolidiaival, {HY az 1. szaml szekvancia 70-285
nukieotidiait tartalmasd cONS szekvencia komplementer szala; és (i) az
1. szamd gzekvencia 1285 nukleotidiaingk komplementer szala.

Erthetd, hogy 8 nukleotid szekvenciak hibwidizacioidra vonatkozd
részletek és sajatossagok ugyanazok vagy analdgok a jelen taldlmany
Sntimikrobialis aklivitassal rendelkezd polipeptidel” ¢, részben leirnt
hibridizacios agpekiusaival,

Nukiginsayv szerkszetsk
A jelan lalalmany kaposolatos olyan nukleolid srerkezetskkal ig,

amelyek a jelen ialdimany egy nuklsotfid szekvencldidt tartalmazzék
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mikdddidpesen kaposolodva egy vagy t0bb - a kddold szekvensia
expresseidial  wanvits - sEabalvord szekvencighoz meaglieleld
gazcassitbsn olyan k8ridmeén vek kazdl, ami kompatibilis a szabahvorsd
srekvenciakkal,

A jelen talaimany pulipeplidig!  kodold  nukleotid szekvencia
kiiinféle  modokan manipulathald, hogy & polipeptid QXprassioat
bizinsilsa, A nukdectid  szekvencia veklorba vald inszercidia  sidty
manipulalasa kivanatos vagy szikesges lehet 8z expresszios vekinns!
fuggben. A rekombingns  DNS modszerskel  hasznald  nukleotia
szekvennidk mddositasdra szolgddd technikak 181 ismertek a tudomany e
tertietsén,

A szahdlyozd szekvencia lshet agy maglelald promdter srekvenai a,
&gy  olyan  nukleotid  szekvencla, ami s nukleotid  szekvencia
axpressioihoz  vald gazdassit fellsmer. A promater sZekvencia
tartalmaz a polipeptid expresszicial kizveltd transskripoios s2abdlyord
szekvencidkal, A promdter lahet drmilven nukisotig szekvencia, amely
ranszkripoids  akiivitast mutst a valasston gazdassitben, idedrive
mutans, csankifolt, §s hibrig promotereket, ds Kinyerhetd extraceliy iaris
vagy intraceliuldns polipsptideket kadold genekbdl, amelyek homoldgok
vagy heterologok & gazdasejttal.

A jelen wldlmany nukleinsay  srerkezetsi nek  kildndsen eagy
baklerialis gazdaseitben vald transzk peidianak rdanvitdsahosz magfelald
promoterekre pd Zd*%k, az £ coff lac @gsersmbés?, a Sf;‘emfm,?yc:as coadicolor
Erfasis’fus lichen f"om @S alfa-amilaz gérzbéi {am

stearcthermaphylus  maltogén  amilaz genbdl  {ammAd), & Baciius

o

amyloliguefacisns alfs-amilgz genbdt {amyQ), a Baciflus ficheniformi
peniciinaz génbdl {penf), a Baoillus sultiie VA &3 B génekbdl és a

prokaricta betalaktamaz génbs! szarmazs promdlerek (Villa-Ramaro# ot

' EESD - .-\f-' : HP N o $ o ¥ b e IR S TR
al, 1878, Proceedings of the National Academy of Science USA 75:3797.
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3731}, valamint g tac promdter (DeBoer et al., 1983, Procesdings of the
National Academy of Sclences USA 80:21.25 . Tovabbi promdterek
ker(ilek lefrdsra a kéivelkerdkban: RO ma’feins from recombinant
bacteria” iy Sclentific American, 1980, 242.74.94 és Sambrook st al,
1889, supra,

A jelen taldlmany  nukieinsay  srerkerstel transzkripoidjanak
ranyitasta szolgdld  meglelsld  promoéterekre peldak  fonalasgomba
gazdasejlekben azok a promdtersk, amiket az Aspergifius oryzae TAKA
amilazhoz, a Rhizomucor michei aszpas ragin-proteinachoz, az Aspergifius
figer semeges  alfs-amildzhoz, Aspergifius niger sav  stabll alfa-
amiiazho, az Aspergifivs niger vagy dspergiius awamor gitikoamilazhor
{ad}, a Rhizomucor mishesi §§;:saz?‘w§ az Aspergifius orvzae alkalikus
proteazhos, Aspegiflus orveae  tidz-fosziat womerazhoz, Aspergiffus
midulans  acelamidazhos, 8s a Fusarum OXysporum  tripszin-szerd
proteazhoz veld (WO 98/00787) génekbd oyertlink, valamint az NA2-tpi
promoter (az Aspergifius niger semisges affa-amilézhor ds az Aspargifius
oryzas igs fc}azfé% izomardzhoz vald génekbd! szarmazd promdtarek
hibridie], és ezek mutansa, csonkitolt és hibrid promotereal.

Az elegztigomba gazdaban hasmnos promdterek a Saccharomyoces
ceravisiag snoldzhoz  {(ENO-1), a  Ssocharom WoeS  persvisige
galabtokindzhoz  {BAL1), & Saccharomyces  cerovisiae  alkoho
dehidrogendzigliceraldehid-3-foszia at dehidrogenazhor (ADH2/GAP) és a
Saccharomycas  oarevisiae 3-foszfoglicerat kindzhoz  vals genekbdl
nyerhetdk.  Egyeb  az  élesztigomba gazdagejiskhez  hasnos
promatercket rfak lo Romanos s munkatarsal {1892, Yeast 8:423-488).

A szabdlyozd  szekvencia I8 lehet megfelald  transzkripoics

sy

terminator szekvencia, egy olvan seekvencia, amit a gazdassit »

o

Fansziripos  lermindlasdhoz  amer fal A termingter szakvancia

mikdddképssen kaposalodiv a pulipeptidet kddoid nukleotid srekvencia
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& terminusdhoz. Bammit van  termingior,  ami miakadis & valk
gazdaseitten felhaszndthatd a jslen taldimdnyban.

<

A fonalasgomba gazdaseiiskhez elinyds fermindtorok nyerhetdk

8z Aspergius  oryzse TAKA  amiazhoz, ar Aspergilfus  niger

gitkoamilazhoz, az Aspergifius nidulans  anthranilat szintdzhoz, az

4

Aspergifius niger alfa-gitkozidazhor és a Fusarium Oxysporum tripssin.
szery protedzhoz vald génekhél,

Az dleszidgomba gazdasejfiekher vald elényds  termindtorok
nysrhetdk a Saccharomyces cerevisiae ennlazhoz, a Sgccharomyess
cerevisiae coitokrom C-hez {(CYC1) €5 a Sacchar MTVOSS  coravisise
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendzhoz vald génekodl. Az dless gomba
gazdaseflekhez hasznos egved termindiorok kerlitek lefrasra Romanos

el al, munkdjaban 1992, suprs,

A szabalynzd szekvendia lehet egy magfelsld vezetld szekvencia is,
egy MRNS olvan nem tanszigit regicie, ami a gasdaseft altal
transzlaciohnz . lenyeges. A vezeld  szekvencia mikSddkapesen
rapesolodik 2 polipeplidet Kédold nulieolid szekvencia 5 ¢ terminusahoz.
A valasziofl gazdassitben m GkGdbképes barmilven verstd srakverncia
felhasznathatt a jelen taldimdnyban.

A fonalasgomba gazdesejlekhes gibnylls verst8ket az Aspergifius
oryzae TAKA amiléshor és ar Aspergifius  nitulans  tide-fosefat
zomerashoz vald génekbd! nyerjik.

Az cleszibgomba  gazdaseitekhez  vald megieleld  vezetdk

nyerheldk & Sacoharomyces  cerevish enclazhor  (ENOG-1), a
Saccharomycas cerevisise Sosgfoglicerdt kinazhoz, a Sgocharomyces
cevevisiae  affa-faktorhoz 83 @ Saccharomyces  ceravisiae  alkohol
dehidrogenazigliceraldebid-3fossfat dehidrogenazhoz (ADH2IGARPY vald
genakbil,

A szabalyozo szekvencia lehet sqy poiiadeniiacios szekvenaia, agy

fve

3 nukleohd szekvencla 3 terminusaghor mikdikepesen kaposolads




szekvencia &s egy olvan szekvencia, ami ha atirddik, a gazdassit olyan
jetként fsmert fol, aminek hatasara poliadenosin maradékokat ad az atint
mRNS-hez, Barmilyen poliadeniiacics szekvencia, ami miksdik &
valasziol gazdasejtben, felhasznaihatd a a felen talaimanyban,

Eidnyds  poliadenidcids  srekvencia nyerhatd a fonalasgomba

gazdaseftekher az Aspergilus oryzae TAKA amildzhoz, az Asp argifius

%

niger glikoamitazhoz, az Aspergius nidufans anthranital szintashnz, a
Fusarium oxysporum thipszin-srerd profeazhoz és az Aspergiius niger
alfa-glikozidazhor vaid génekhal,

Az sleszifgomba gazdasejthez  megfeleld  poliadenitacios
szekvencidkat Guo és Sharman irtak le {1985, Moleoular Oslintar Riclogy,
15:5883-5800).

A szabalyozd szekvencia lehet egy olyan jel peptidet kodold régis
i, ami egy a polipeplid amino-terminusahor kSR minosav szekvenciat
kKodal, &3 ami a kddolt polipeplidet & selt szekrécids reakoidaiara
ranyitis. A nuldeolid szekvencia  kodold  srekvencia ajanak & vége
nhevensen fartalmazhat egy fef paptidet kédols regidt, ami termaszotes
madon kSthdik a transelicids leolvasasi keretben a kadols regio olyan
szegmensevel,  ami & szekretdlt  polipsptidet kKodolia,  Masik
tehutbségkent, a kodold srskvencia &' vége tartalmazhat egy olyan jel
peplidel kodold régidl, ami idegen a kodols szekvencia sEamara. Ar
idegan jel peptidet kadold régiara szlikseg lehet, ha a kodold srekvencia
termeszetes modon nem tartalimarz egy jol paptidet kddold régidt, Masik
lehelisegként, az idegen el peplidet kodold  régid  sgyszerden
helyettesithell a természetes jel peptidet kédold régiot, hogy fokorza a

¢

polipeptid  szekrécididl. Azonban barmi dyare olvan @l peplidet kodols
regit, amd az expresszélt pol peptidet a valaszion gazdassil szekrécids

reakoiduijara ranyilis & felthasmnalhatt a a jelen taldimanyban,
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A jel peplidet kodold régis az 1. szémo szakvencia 189
nukleotidiait jelentl, amelyek a 2. szami szekvencia -35 - -33 aminosava
vagy a 3. szdmi szekvencial-23 aminosa vait} kodoliak

A bakleridfls gazdasejther vald hatékony jsf peptidet kédold régiak
azok a fel paptidet kodold régiok, amik a Baciius NCIB 11837 maltogén
amitdzhoz, a Baoiius stearcthermophilus ¢ Wa-amildzhoz, & Bacilus

-~

ichenfformis szublilizinhez, a Baoilus jie haniformis beta-laktaméashor, a
Bacius stearothermophiius semleges protedzokhor (npr?, AprS, o)
éx & Baciius subliius prad-hoz valo genekbd! nyerhettk. Tovabhi jel
peplideke! irtak & Simonen and Palva, 1883, Microbiclogical Reviews
571084137,

A fonalasgomba gazdasejtekhaz vald hatékony jel peptidet kédold
régiok azok a jel peptidet kédnls regiok, amik az Aspergitius 5 aryrae TAKA
amildzhoz, Aspergiius figer semieges amilachoz, az Aspergifius niger

gibkoamitdzhor, Rbizamucor michel assparagin-proteingzhos, Humicols

%

mnsolens celiuldzhoz ds MHumicols fanuginosa lipdshor vald génekbdl
nyerhetdk,

Az eleszidgomba gazdassitkehez vald hasznos el peptidek
nyerhetdk  a Saccharomyoes  cerovisise aifa-fakiorhoz és &
Saccharomyces carevisias inverzathor val génekbdl Egyéb hasznos jel
peplidet kodold régidkat irtak le Romanos 8s munkatarsal, 1992, supra,

A szabalvord szekvenciak lehetnek oivan propeplid kadold régick
's, amik a polipeptid amino-terminusan elhalyezett aminosay srakvenciat
kodolnak, A kapolt polipeptid prosnzimkent vagy propolipeptidként {vagy
bizonyos esetekban simogénkant} fsmert. Egy propolipeptid  aitatdban
makity, & Srelt  akiiy polipepliddé  konvertdlhats  a gropeptid
propolipeptidrdl vald  katalitikus  vagy aulokatalitkus  hasitasaval, A
propeplidel kiddolo  régis  kinverhetd a  Baciius subliffs  alkalikus

proteazhoz (aprl), a Bacifius subtliis semisges protedzhoz {nprty,

oy
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DBCCHRIFOMYCes  corevisian  alfa-daldorh W2, &  Rhizomucor  miched




A » XS Ly e
¢ ¥ xe ¢ R
. x & Ave x o save
AT & * 8 ¢ x
3 casx ¥ea  aa P RN

aszparagin-profeindzhoz és g Myceliophihora thermanhiia 1
geneskbél (WQ 535533835}

KRashoz vald

333

A propeplidet kédold régid az 1, szama szekvencla  TO-188
nukleotidiall jelentl, ami a 2. szamo szekvencia ~37-1 aminosavait {vagy
a 3. sxami szekvencia 24-85 arvinosavait) kddolja,

Ahol a jel peptid és propeptid ragid is jelen van a pol ipeptid aming-
terminusan, g propeplid régid s polipaptid  amino-terminuga  maellatt
helyezkadik o, a jel peptid pedig a propeplid régié amino-ferminusa
mafistt

Kivanatos lehet olyan szabalyozd szekvencidk hozrdadass is, amik
feheliivé feseik a polipeptid expresszidianak szabalyorasat a gazdassit
szaporodasahoz viszonyitva, A szabalyord rendszerelre példak azok,
amik azt okozedk, hogy a gén expresszicla be és kikaposolddik kémiai
vagy foikal stimulus  hatasdra,  idedrtve &gy szabalyord  vegyiilet
jelerdatat. A prokaridta rendszerakben levé szabalyozd rendsrerek kaze
tartoznak afac, a fac 85 a irp operdtor rendsrerak. Elesztfigombéakban az
ADHZ randszer vagy a GALT rendszer hasenalhats, Fonalasgombdkban
8 TARA alfs-amildz promdter, az Asper giftus niger glitkoamilaz promdtar
&% av Aspergilius orvrae gitkoamiiar promdter hasznalhatd szabalyors
szekvenciakant., A szabdlvozd szekvencidgira peldéh meg azok, amik
lehellve teszik & gén amplifikaiast, Pukarista rendszarskben exsk kize
tartornak a dihidrofoldt reduktaz gén, ami metofrexat islenidtdhan
amplifikalodik, s a  metaliotionein genek,  amik  nehésfémekkel
ampiifikdiodnak. Ezekben az eselekben a polipeptidet kédold nukleotig

szekvencia mikdddképesan kaposolodik a s wabdlyozd spekvencidval,

Exproesszids vekios
& jelen ‘za%sﬁmény Kaposolatos olvan rekombinans RAPrYsszios
vektorokkal is, amslyeX a jelen lalaimany  nuklsinsay  scarkerstst

taraimazzan, A RUiEnbszd fent leirt nuklactid o8 szabdivazd [zakvenoiak
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dsszekaposuthatdk,  hogy oivan  rekombingns BXUrasszits  vaktar
Nozzanak létre, ami egy vagy tbb megleleld rastrikoids helyel foglal
Tagaba, hogy lshetfive tegye a solipaptidet kddold nukisotid szekvencia
insrercididt vagy helyettesitésst az fyen helyeken, Masik lehetdsdgkeant,
a jelan alaimany nukleotid 32@&\:&3{3&%5}53 exprasszathaté dgy is, hogy a
nukisolid  szekvanciat vagy &  szekvencldl fartalmard  nukleinsav
szarkezete! sgy megfeleld vekiorba inszertaljuk ar expresszidhoz. Az
exprasszids veklor dtrehozasaban a kddold szekven ciat Ggy helyvezseik
a vektorban, hogy a kédolo srekvencia mitinddtképesen kaposoldd dion az
sxpresszichoz vald megfeleld szabalyosd szekvenciakkal.
A rekombindns expresszios vektor lehet barmitven vektar {paidaul
2gy azmid vagy virus), amely magfeleld rekombinans DNS aelfdrasoknak
vathstd alg, és magvatosithalia a nukisotid szekvencia sxpresszidjat. A
vaklor  Kivalasztasa  tipikusan a  ve sitor azon gazdasejtel  wald
kompatibilitdsatd! fugg, amelybe a vekior be akarjuk juttatni. A vektorok
teheinak finearis vagy =art kir alaka plazmidok.

<

vaktor ishet autondm modon replikalodd vekior, araz afyan
vakior, ami axirakromoszomalis sgységkent letezik, amshmek replikacidja
figgeten a kromosséma replikaciotdl, példdul ehet gy plazmid, egy
extrakromoszamalls elem, sgy minikromoszem &, vagy egy masterséges
kromoszdma,

A veklor tartalmazhs barmityan slemst gz Srireplikacid
bizlosiigsahor, Masik ‘ehatdségkent a vekior lahet olyan vekior, ami, ha
nejuttatiak a gasdasejibs, Miegralodik a genomba, és egyvitt replikalddik
azzaliazokkal a Kromoszomavalikromoszdmakial, amelyikbe bejuttattak.
Ezenkivid, sgyetien vakior vagy plazmid, vagy két vagy tebh vektor \;‘agy
plazmid s hasenalhatod, amelyel egyilt laralmarzak o gazdase;
genomiaba  bejutialands tslfes  DNS-,  vagy gy ranszporon s

atkalmashats.
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A jelen talaimany vekioral alfinyosen egy vagy 19bb srelekisl hatd
markert fartalmaznak, amelyek lehetévé teszik a transzformalt sejtek
Kdrnyl kivilasziasdt A seeleldalhatd marker egy olyan gén, amelynek
terméke  biocid vagy  virdlis rezisziencigt, nsbézfémelkel szaembeand
reziszienctdl, 8z auxordioknak protolrdfiat &8 mas  hasonid
tlgjdonsagokat birtosit,

A haklerialls szslektathatd markerekre peldak 8 Bacilius subtiis-hél
vagy a Beolfus licheniformizbdl sademard ool genek, vagy olyan
markerek, amelyek  antiblotkum  resisstenc al,  példawt  ampicilin
Kanamyoln, koramfenikal vagy tetracidin reztiszte noial biztositanak., Az
sleszitgomba  gazdaseitekher valg megleleld markerek az ADE2, a

HISR, a LEUZ, 8 LYB2, a MET3, a TRP1 gs az URAZ. Fonalasgomba
gazdaseftekben haszndlhatd szelekidthatd markerek Kozé tarlosnak az
azekre vald koridtozds nelkil sz amas {acetamidadz), az arg® {omitin
karbamoi-tran sxzfes*;‘é:e*:}, a bar {fossfinoticin-g sceliiranseferaz), a hyoR
{higromicin foszfotranssferaz), a nfad {nitrédl reduktdz), a pwre {orotidines-
fosefat dekarboxiiaz), az sC (szulfat adeni-transzferdz), a frpd {antranilat
szirtaz), valamint esek ahvivalenset,

Egy Aspergifive sejtben vald hasznalathor sitnyisek az Sspergifius
nidulans vagy az Asg}éfrgfifsfs wryzase amdS és a prG génisi és a
Streptamyoees hygroscopious bar gonje

A jelen aldimany vekioral e eldnydsen fartalmaznak olyvan slemst,
ami lehetdve tesst a vaktor gazdasefl genomiaba vald stabil inlegracidiat,

vagy & vektor autonom replikacioidt a seitben a genomid! Higgetientl

A gazdasejt genomba vald integracidhor a vektor a polipeptidet
vagy a8 veklor harmilyen agyéb elemét kadold nukleotia szekvenciara
tamasskodik a vekior homolég vagy ne o homolsg  rekombinacioval
genomba Wrtend stabil integracididhoz. Masik lshe etbsdgként, a vekior
araimazhatl tovabibl nukleotid szekvencigkat a gazdasell gesnomidba

homoldy  rekombinacidvat megvalosuld  integracid ranvitasahoz, A
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fvabbl nukleolid  szekvenciak  iehetdve teszik, hogy & vekior a
Kromoszomadk) pantas helye(iin infegralddion a gasdaseit gano amijaban. A
portos helyen bekdvetkesd infegracit valds szintdsegének ndveldéssher ar
intagracios stemek elénydsan meagfeleld szamd nuklsotidet, példaul 100~
1500 bazispart, eldnydsen 400-1500 hazispart, még slénytisebben 800-
1500 bazispart tartalmaznak, amelyek ardsen homolagok a megfeleld odl
szekvencidval  ahhoz, hogy  fokozzak & homoldg  rekombinacio
valiszinlsdget. Az integracids slemek lohetnek barmitysn szekvenciak,
amelyek homologok 8 gazdaseit genomyaban levd odl szekvencisval,
Ezenkivil, az integrécics slemsk lehetnek nem-kédold vagy kddols
nukisotid szekvenciak, Masrésst, a vekior ntegralodhat & gazdasejt
genomiaba nem-homoldy rekombinacidval is

Az autondm  replikacidhor a  veklor még  lartalmazhat  egy
replikacios origdt, ami lehettivé teszi hogy a vekior autonam madon
replikalodion a kérdéses gazdasejtben. A baklerialis replikacids origdra
példak a pBR3IZ, a plUCS, g pACYC1YT é3 pACYC184 plazmidok,
amelyek lehetdve teszik az £ coli-ban vald replikacitt, és g plURT10, a
pE1S4, & pTAT080 és a pAMET plazmidok, amik a Baofus-ban vald
replikacidt tesgk leheidve. Az Sleszifgomba  gazdaseitekben  vald
replikacios origokra példak a 2 p-os replikicios origo, ax ARS1, ARSY, az
ARST #s CEN3 kombinacitia és az ARSY és CENG kombindcidia. A
replikacios orlgd lehet olyan replikacis origs, ami mutacioval randaikezik,
es e lehetdvé teszi, hogy hdszenzitivként funkcionaljon a gazdaseitben
{tagd paldaul Bhrlich 1978, Procasdings of the National Academy of
Science, USA T5:1433).

A jeten talaimdny nukleotid szekvencidjanak agyndl tobb képidla is
inszertalhatd a gax daseithe, hogy fokozza a gentermeék termeldssl. A
nuideotid spekvencia kapia széamsanak noveldse slérhetd, ha legalabb egy
tovabbi szekvenaia kopiat rtegralunk a gazdassait genomiaba vagy ha

gy amplifikidlhate  sceloktdhald markernt epitlink a8  nukieotd
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szekvenciba, ahol 3 szelekidlhato marker gén amplifikalt kdpidit &g | gy &

ruklectid spekvencia {ovabbl Koplalt tartaimarzd saifek oy mddon
szelekldlhatok, hogy a  sojtekst megleleld  szelekigthats anyag
elenieigben tenyésziiik

A jelen  waldimény  rekombinans eXpresszios  vekiorainak
megszerkeszigsdl odlzd, a fent leitt slemek tgalasdhor haseznal
eliarasok, o ismertsk a wdomany & ferlietén jartas szakembsrek
szamara (Lasd példaul Sambrook et al., 1989, supra).

Gazdasejiak

A jelen taldimény s Jelen taldlmany nukleinsav  szerkezotet
tartslmazd gazdaseittel is Kaposalatos, amely sldnydsen haszndlhate a
podipeptidek rekombindns Mtreharasaban, A jelen taldimény nukleohd
szekvenciajat tartalmass vekiort bejuttaliuk egy gazdassjtbs, hogy
vakior  kromaszomalis infegransként  vagy  Snreplikaldds  extra-
kKromoszomalls vekdorként maradion fenn, ahogy azt kordbban lsirtuk,

A gazdaselt lehet egysejtd mikroorganizmus, paldéaut agy prokandta

AGY egy nem-agyseilll mikroorganizmus, paldsul gy sukaridia,

Hasznos sgyssiid seitek a bhakisrium seftek, paldaut & gram pozitiv
bakigriumok, idedrive az ezekrs vald Korldtozds rndlkil a Bacifius sejteket,
mint paldadl & Bacilus alk &wg:s;:«:s’ud, Haciffus amyloliguefacions, Bacillus
brevis, Bacillus oliroulans, Baoilfus clausd, Baciflus vcoagulans, Raciius
favtus, Baciflus lentus, Raciflus  lichen formis, Raciifuz megaisnum,
Bacfliug stearcthermophilus, Baciius subliis és 1 Raciflus thuringlensis
vagy a Steptomives sejlek, pélidul a Ste plomyces fvidans, vagy a

NYCES Murinus, vagy a gram negativ baktériumok, mint az £ colf

e a Fseudomonas fajok. Egy sidnyds kiviteli alakban a baktérium
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Sacilus  Bchenfformis t, aciflus

stearothermophius-t vagy Baoiius subfiist inlent Egy masik siényas

L

kivitell alakban a Banifiu seff alkalofit Bacifus-t jelent.
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gy vekior bakledalis gazdasefibe  vald bejuttatisa, példaul
orofpolaszt ransziormacidval valdsithatd meg {fasd peldaw! Chang and
Cohen, 1978, Molscular General Genelics 188:111-118), kompstens
sefteket {lasd példaul Young and Spizizin, 1961, Journal of Hacteriology,
81823828 vagy Dubnau and DavidefR-Abelson, 1974, Joumnal of
Molecudar Bislogy, 56:209-2213 elekt roporacist (lasd példaul Shigekawa
and Dower, 1988, Bintechni ques BI742-F51) vagy Ronjugacior {lasd
peldaul Koehler and Thame, 1987, Joumnal of Bacted ology 189:5771-
SE7R) haszndlva,

A gazdasejt lehet sukaridla, pdldaut emiés, rovar, NOVENY vagy
gumiba ssit.

gy eliinyds kivitel alakban a gazaaseft gomba sejffet jelent A
Hgombe” & jelen lalalmany  szerinft hasznalatban Agcomyoota,
Basidinmycota, Chybidiomycota és Zygomyoola rzseket jetent {ahogy
azt Hawksworth e al, meghataroztak iy Alnsworth  and Bisby's
Dictionary of The Fungl 8. sd. 1008, CAR international, University Press,
Cambridgs, UK), valamint az Qomycoia {ahogy Hawkswarth st al
hivatkoztak, 1995, supra, 171, ol dal} s ar dsszes mitospdras gombak
{Hawksworth st al., 1988, supral.

Egy még solbnydsabh  Kivitel alagkban a gomba gazdaset
elesziGgomba sejlet jelent, Az élsaz tgomba” kifejozés a jelen taldimany
szerinti hasznilatban ascospor rogen Sleszidgombakat {Endomycatales),
basidiosporogén dleszigombakat  as a  Fungi  Imperfecti-be
g§%zsmmyaeiés~m} lardozd dlessifgombakat Elent. Mintdn a jSvében

arhatd, hogy sz élessid gombak rendszerszrése megvaliozik, a jslen
talalmany céljathoz az Slesztigombakat a Bislo gy andd Activities of Yeast
¢ midben meghatdrozotisk srerin hasznaiuk (Skinner, F.A Passmore,
M. and Davenport RR, ads. Soc, App. Bacteriol Symposium Series
No.B, 1880}
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Egy még sldnydsebb kivitel alakban az Sesziigomba Candida,
Hanzsenula, Kluyveromyoes, Fiohis, Rac coharomyces ¥agy  Yarowia
seffeka! jolant,

gy még elfnyisebb kiviteli alakban az sleszifgomba gazdaseit
Saccharomyces carishergensis, Saccharomyvoes ceravigias,
Saccharomyces diastatious, Saccharomyees douglastl, Sacohar FOITIVCO8
Kuyverd, Saccharomyces norbensis vagy Saccharomyces oviformis sejt
lehel. Egy masih eliinvés kivitell alakban az slesziigombs gazdassjt
Kiuyveromyces faclis sejtet jelent. Egy megint mas eidnyds  kivitsl
alakban az dlesztdgomba gazdaseft Yarrowia fipoltica sejtet jelent.

Egy masik elényosebb kivitell alakban s gomba gazdasejt
fonalaggomba gazdasejlet  jelent. A Jonalasgomba®  kifejergs  ar
Eumyoota és Qomyoota srubdivisiaha fartozd Usszes fonalasgombal
magaba foglalia (shogy azt Hawksworth ot al., meghatéroziék, 1995,
supra). A fonalasgombak gy jollemezheték, hogy sejfaluk  kitinbat,
celiuldzbol,  glikanbdl,  kitozanbat, mamanbol &5 egyéb kKomplex
poliszachandbdl &l A vegetativ szaporodas hifa meghosszabbodast

islerd, &3 a szén katabolizmus obil igitan asrob, Fzrel sremben az

elesstgombdk, példay s Saccharomyces  cerevisiae vageiativ
seaporodass az  uniceliulans  thallus sarfadedsdval Ordnik,  szaén
katabollamusuk pedig fermentatiy lehat

Egy meg eldnydsebb kivitell alakban a fonalasgomba gazdasejtek
ar ezekre vald korlatozds nélkll ar aldhbl fajol seffielt jslentik:
Acremanium, Aspergifius, Susgrium,  Humicola, Mucor, Myceliophtors,
Neurospora, Penioilfiurm, Thislavia, Tolypocladium vagy Trichoderma,

kgy még eldinydsabb kiviteli alakban o fonalasgomba gazdasait S
Aspargiiius  awamori,  Asper fgfifus Toetidus, Aspergitius  japoricus,
Aspergiffus nidulans, Aspergitius miger, vagy Aspergitius orveae sejftet
jelent Egy masik elényds kivitell alakban = fonalasgomba gazdasejt

") o~

CUIRNUM Dactndiiowdes,  Fusarium cresis,  Fusarium oraokwellsnse
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FUSEHLUY Quimoriam,  Fussnium qraminear Ui, FUSETET G,

Fusasdum  helerosporum,  Fusarium flegundl,  Fusarfum  oxysporum,
Fusadum  reficulatum,  Fusssium roseum,  Fusarfum sambucinum,

Fusarium sarcochroum, Fusarium sporoticioides, Fusarium sulphursum,
Fusarivm forulosum, Fusarium frichitheoioides va QY Fusarium venenatum
seffet jelent. Egy még elfinySsebb kivitell alakban a fonalazgomba
gazdasefl Fusarfum venenatum {nirenberg sp. nov.) sajtet ielent, Egy
megint mas, siinySs kivitell alakban s fongl Rsgomba gazdassit Numicols

sofens, Humfcola fanuginosa, Mucor mishei, Myceliophiora thermaphila,

Neurospora  orasss,  Pesicilfium furpurogenum,  Thislsvis  ferrestiiz,
Frochoderma haszisnum, Trichoderma  honingd, Trichoderma
fongibrachidtum, Trichoderms reesef vagy frichoderma viridae sejtet
elent,

A gomba sejiek transzformalhatok a protoplasst képzddést, a
protoplasziok ranszformalasat gs a sejtfal regenerdcitat magabha fogiald,
et {per se)  olidrasokkal  Aw Aspergfifus gazdassitek
ranseformaciniara megfeleld  sljdrasckat ek le aw ER 238023
szabadalomban ¢ & Procesdings of the National Academy of Sclence,
LUSA 81:11470-1474 cikkben (Yelton ef al. 1984 4}, A Fusarium fajok

%

franszformalasdra szolgalé megfelald elidrasokat sk le Maladier és

munkatarsal (1888

Gene 781147-158) valamind & W OBOOTRY
szabadalomban, Az &lesziigombéak transziormalhatal a Hecker and
Guarante {(In: Absison, LN, and Siman, ML sds, Guide to Yeast Senetics
and Molecular Rislogy, Methods in Enzymology, Vol 184:182-187,
Acadernic Press, ino., New York), o &s munkatarsal P {1883, Joumal of
SBacteriology 153:163), és Hinnen és munkatarssa {1878, Proceedings of

the National Academy of Sciences, USA 759 B20) altal Isirtak sesrint,
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Az elGaliitas slidrassi

A jelent talalmany kaposolatos a jelen taldimany oolipeptidignek
sitaltitasdra seolgdld sliarasakikal &, amsiynek sordn (a) 20y olvan
threset tenyésatink, ami vad formajdban képes oidslitant a polipeptidet,
és (b} a polipepiidet i{if‘g}f&f‘}i‘;k Citnyisen, a Pseudoplectania nemgslség

areset, meg eldnyosebben a P Cseudoplectania nigref -t hasanddiuk,

A slen talal many a jelen {aial imany polipeplidienek eldalifasary
szolgald eljarasokkal g xapesolatos, amelyek soran {a} a gasdaseitet
olyan kirlimanvek kéizal tenyeszliilk, amely a po Hpeptid termelésdher

vezet, es {b) a polipeptidet kinyerjtk,

A jelen aldimany  elBalitasi eljgrasaiban 3  sejfteket olyan
fenyasstapkiizegbean szaporifuk,  amely megislel g solipaptic
aiballithzdnak, s shhay ismert olidrasokat hassnalunk, Peldaul, a sejt
tenyssztheld razd tombikos tenydszidssel, kis Sptéka VAGY nagy isptékd
fermentacidval {idesrive a folyamatos, a batch, fed-bateh vagy szilard
fazisht  fermentduidkat),  laboratdriumi vagy ipart  fermentorokban,
magfelelld  tenydsriapkézegben, és olyan kdrilimények kazélt, ami
imhotvé  tessl & polipeptid  expressraldsst asfvagy  iroldldsat A
tenyészids olyan megfoleld tenyesztapkdregben Wrténik, ami SZEn,
nitrogen forrdsokat 4s szervatien sakat tartalmaz, és ehhez a tudomany e
ferielén lsmert efidrdsokat hasazndlunk. A megfeleid tenyésztapkizegek
beszereshelfk keroskedelmi ¢ forrasokbdl, vagy sldallithatok publikalt
{példaut az American Typs Culture Collection kataloguséban publikait)
Osszetételek szerint Ha a potipeptid a tenyeszidpkdzegbe szekretalodis,
a polipeptid kinyerhatd kdzvetlenid o tenyesstapktzeghdl Ha a polipeptid
nem szekretaladik, akkor kinverhetd a saft fzatumaibdl,

A polipeptid detekialhatd a polipeplidekre specifikus, a tudoma any 8
terifleten ismert elisrdsokkal. Ezen deteldalds eliarasok kozs tartomak a

spacilikus antitestek hasznalata, 8{Yy enzim termek litrehozasa, VRGY egy
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SNEm szubszirat elitinése. Paidau, By enzim vizsgalat hasznalhats az
Hteirt polipeptid akiivitasanak vissgalathor,

A kapolt polipepiid Kinyerhetd a tudomany o teriletén ismert
sliarasokkal. Példaul, a polipaptid  kinyerhsetd 3 tanvesztapkdzeghd!
hagyomanyos efjarasokkal, idedrtve ar exekre vald korddtords nélki a
cantrifugaldst, & szlirést, az extrahalist, a podasziva széritést, az
evaporaciot és a kicsapatast,

A jelen taldimany polipeptidiel kdnbozs a ludomany e teriletén
st eljarasokkal tisztithatdk, idedrive ar erekre vald korldtozas néikiy
a kromatografiat (példaul oncserés, affinitas, hidrofab, kromatofokuszald
88 méret  exkiizids Kromatografidl), az elekiroforstitus sligrdsoka
{(példadd 8 preparativ Zoelekiromos fokuszalast), a  differenciaié
oidekonységot (peldaul az ammonium sz widtos kicsapatast), ar 8SDS.
PAGE-D vagy sz sxdrahalast {asd peldaul Protein Purffication, J.-0
Janson and Lars Ryden, eds, VOM Publishers, New York, 1 888

Niwvények

A jelen taldlmany olvan franszgenikus  ndvényekkel, novényi
reszekkel vagy nfvényi sejtekkal is Kapcsolatos, amelveket a ielen
taldlmany  antimikrobidlis  aktivitasdval rendelkezd polipeptidst kadols
nukisotid szekvenciaval transzformaliak, hogy expresszalia ds kinverhatd
mennyisaghen  fermelis 3 polipeplidet. A poli peptid  kinverhst® a
ndvenybél vagy a ndvényi részbdl Masik lehe 0sdgkant a rekombingns
potipeplidet tartaimazo noveny vagy névényl rész hasznathatd az
elelmiszer vagy lakarmany mindségdnek javitasara, peldaut a tapéneak,
az izletessdy, és a reolagial hdajdonsagok avitasara, vagy o tapértdket
cslkientd Enyexdk magsemmisitésars. A kinyert polipeptid, ndvény vagy
novenyl  rész  felhasenathald  az  allstok s gazdasagt  Sllatok

emestoidrajanak javitdsara vagy megvalloziaidgsam.
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A transzgenivus ndvany lehet kétszika vagy egysziki. Az sgyszikd
navenyekre példak a flivek, példaul a réti perje (Poa), a takarmany fivek,

mint a Festuca, a Lollum, & marsékelidvi fivek, mint ar Ac rostis és g
g

7o

gabonak, péidaul & blsa, zab, FOTS, arpa, rizs, oirok, és kukorioa.
Ketszikil ndvényekre paldak a dohany, a burgonya, a cukorrépa, a
pillangasok, példaul a ceillagfiinl, a borsé, a bab, &8s g szojabab, a

keresztesviraglak névénysl (Brassicaccse csalad tagiad), példdal &

-

karfiol, & repoemag, és a kazell rokon mo delf ndvény az Arabidopsis
thaliana,

A ndvényt részekrs példak a saar, a hallusz, a levelek, a gvitkér, a
gyimilesdk, a magok &s a gumoék, Specifius ndvamy! sziivelel, mint a
Kloroplasztisz, az  apoplaszt, a mitokondrium, 2 vakuolum, =a
peroxiszomak, & a ciloplazma, szintén g nisveny részénel szamitanak.
Erenkivil, bdrmilven novenyl set, bérmilyen szévethdl szarmazs anit,
szintén a ndvény részének szamit,

A jelen aldimény korébe tartornak ar Hyen ndvénvek utddal,
néviny részel és ndvényi seffjed

A jelen taldimény pﬁﬁg}@g}ii@éi expreaszis ranszgenikus navény
vagy ndvenyl seft megszerkesstheld a udomany e tertietén isment
sfiardsok  szsrint. Roviden, a novenyt vagy ndvényl  sejtet gy
szerkaseiillk meg, hogy egy a iplen taldimany pol ipeplidist kadola gy
vagy Hibb  sxpresssids  srerherelat bejulfatunk  a ndivény gazda
genomidba, &s a kapolt méadosiio novenyt vagy ndvény sejist
transzgenikus ndvénnyé vagy ndvényl seitté nevalilik.

Nehézseg nélklll az sxpresszits szorkeret gy olyan nukieinsayv
szerkezelst jelent, amely a jelen talaimany polipeptidiét kddold nuldent
szekvencial kédol, amely mttksdiképesen  kapesoladik a valaszion
ndvanyben  vagy  névény  részhen  vals nukisolid  szekvencia
expressmiciahoz  szikséges  meglelsld szabdalyozd  szekvenciakkal

Erenkivid, az exprosszios szerkezet tartalmart nal egy olvan szelebiahatd
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markart, amaly hasznos az olyan gazdasejt azonositdsah dan, armibs az

expresszios szerkezetst integraltak, valaming olyan ONS szekvenciskat

¥

5

Mk a szerkezet kérdéses ndvénybe vald hejutlatésdhor szikségasek
{ex utobbi @ hasenalt DNS bejulatdsi eljardstd! figg).

A szabdlyozd szekvenciak, példad a promdier, és g terminacias
szekvenoiak, gs adolf ssathen a el vagy transll szekvenciak kivalasziassat
petdaul ez hatdrozza meg, hogy mikor, hol, es hogyan ohajtiuk a
polipeplidet expresszaini. Paldaul, a lelen widimany po hpeptidiat kodola
gen expresszidia lehet konstitutiv vagy indukathato, vagy lehet fejlddés-,
fasis- vagy szdvelspecifikus, és a géntermék kotdhet egy specifikus
srQvethez, vagy ndvényl részher, példa! magokhoz vagy levelekhez, A
szabalyozo szskvenciskat példau Tague eb al. ak le (1988, Mant
Fhysiclogy, 88:508),

A konstitutly expresszidhozr g A58-CaMy proméler haszndthatd
Franck et al, 1880, Cell, 21:285. 284} A szerv-specifikus promolerek
tehetnek olyan promodtersk, amik tarold ralddroze sziwvetekbdl, peéldaul
magokbdl, burgonya gumaebol ég gyumdalostkbd! szdrmasnak (Edwards &
LCoruzzi, 1880, Ann. Rev, Genst, 24275303} vagy metabolikus
raktarozd szdvetekbdl, példaul merszidmabsl szarmaznak (o st al,

1804, Plant Mol Riol. 24:88 G3-878), lehetnek mag specifikus promotersk,
pildaul dzshd szarmass gluteling profamin, globulin vagy  albumin
promoterek (Wu et al., 1998, Plant and Cad Physinlogy, 39:285-889) lehat
egy Vivia faba promdier a legumin BA-b ég az lsmeratien MAag protain
gen a Vicla faba-bdt {Convad et al,, 1998, Joumal of Plant Fhysiology
182:708-711), Ishel egy mag olaf test profeinbdl szdrmazs promater
{Chan st al, 1898, Plant and Cell Physilogy, 39:935-841) lehetl a
Bragsica napus-bal szarmazs Hrold profein - napd ~ promdter, vagy lehet
barmilyen, a tudomany o ferlietén ismert mag spaciikus prombtar,
peldaul & WO 81114772 srabadalomban ioir promater. Ezenkivill, a

promoter lshel egy levdl spacifikus promoter, peldaul a rizshd! vagy
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paradicsombdl szdrmazd rbos promdter (Kyozuka eof al, 1983, Plant
Fhysivlogy 102:981-1000) 2 klorelia virus adenin meti-ranszferdz gén
oromoter (Mitra and Higgins, 1994, Plant Molecular Biology, 26:85-93),
vagy a rizsbdl szdwmazd aldP gén promdter (Kagaya eof al, 1095,
Molecutar and General Genstics, 2488 874} vagy Ishet egy seb
indukalhatd promater, példau a bmg;fmya ping promdéter (Xu ef al., 1983,
Plant Molecular Biology, 22 573-588&)

Egy promoter ersitd slem is haszndhatd ar enzim ndvényben
valo magasabb szintd mxpressitianak oléréschez. Példaul, a promater
erositd eleam lehst egy intron, amelyel & promoter g a jelen tataimany

polipeptidiét kédold nukieotid seekvencia koré hal eztek. Példaul, Xu et
al., 1883, supra, leirtak a rize akln 1 gen misd intronjdnak az exproesszie
fokozgsaban vald hasznalatat

A szelektdthato marker gén és ax exprassids szerkeze! barmilyen
sgyel része vilaszthatd a tudomany e terllelén rendolkesésre sl
szerkezetsk kK=l

A nukleinsay szerkezetek a ndvényt genomba 3 tudomany e
terliletén ismart, hagvomanyos technikak szerin épithetdk be, idadrive az
Agrobacterium-altal kdavetitett fransziormaciat, a virus aftal kdzvetitett
transzformaciol, 3 mikroinjekialast, a résrecske bombazast, a biolisztikus
transzformaciét és az elektropordciot {Gasser e al, 1890, Science
2441283, Potrvkus, 1940, Si'Technology 8:535; Shimamoto st al.,
1983 Naturs 338:2743,

Jelentey  az  Agrobacterium-sital KGzvelltet gén transzfer a
valasztolt modszer 2 transzgenihug  kétszikiek tetrehozasahor  (dsd
peldaw Hoovkas and Schilpsroort, 1 H92, Plant Molecular B iology, 18:15~
38} Azonban haszndthatd egyszikliek transzformalésdhos is, bar eren
nbvenysk  aseldben  egyéh  tanssformacios sfarasok  részestinek

anyben. Jelenieg, a transzgenikus sgysainiek | étrehorasdhorz vilaszion

sliaras az embriondlis kalluszok  vagy feflindd embridk  réssscske




o o ¥ ¥ xed v
L R LY
-~ ° xf&
363 T §
> EXNLE S X L b!r&

bombéazasa {8 tanseformald DNS-sel burkalt rikroszkoplkus arany vagy
volfram  részecskék{Christoy, 1982, Plant  Joums 2:275-281;
Shimamoto, 1984, Current Opinion Blotechnology 5:158-182: Vasit ot al.,
1832, Blo/Technology 10:667-874). Az sgysziktek iransziormalasdnak
masik elfardsa a proloplaszios transziormacidra alapul, amit Omirulleh és
munkatarsal irtak le (1993, Plant Molscular Biology, 214154283

A transzformacidt kovetben, az expresszios szerkezete! magaba
foglald  transsformansok szeleklathaték, &8s iofies nGvannys
regenaraltathatdk a tudomany e terilletén il ismert efiarasokial,

A jelen Blalmany a jelen lalaimany polipeptidiénsk slfddliitasara
szolgals eljarasokkal is kaposolatas, amsiyne soran {a) a jalen taldimany
antimikrobiafis  aktivitdsdval  rendelkezd polipeptidet kédold  nukleotid
szekvencial tartalmazd transzgenikus navenyt, vagy ndvényl sejtat olyan
koOrlimdnyek kdzat termeszilk, ami a polipeptid termeléséhay vazel: és
{b} & polipeptidet kinvenak.

Kaszitmények

gy tovabbl aspektushan a jelan talalmany kKeszitményekkel,
pidaul @ jelen aldimany  antimikrobislis polipeptidié!  tartalmaszs
gyogyszarészell készliményekke | Raposolatos,

A készitmeény tartalm wzhalia 2 jelen Llaimany agy polipeptidiét a ¥
polipeptid komponsensként,  példaul  lehet &gy  mono-komponensd
keszitmany. Masik isheldsagkant, a keszitmény tartalmazhat 18bbszérds
engim  akiivitdsokat, példaul aminopeptidas, amilaz, karbohidraz,
karboxipeplidaz, kataldz, celluldz, kitinaz, kutinaz, ciklodexirn, glikosit-
tanszferdz,  dezoxinbonukledz, észieraz, alfa-galaktozidaz,  beta-
galaktozidaz, oltkogrmiias, alfa-glikoridaz, bata-glitkozidas,
haloperoxidaz, invertdz, lakkas, Hpaz, mannosidaz, oxidas, pakiinolitikus
enzim, peplidegiulamings, peraxidés . fitaz, polfancloxigas, proteolitivus

engim, ribonuklesds, i;*arsszzg:fzﬁam%ﬂaz vagy xilandz aktivitast,



A Késritmény a tovahbiakban agysh gyogyszeréseetileg  akily
anyagotl is tartalmazhal, példaul tovabhdi bincid anyagot, paldaut egy s
fentiekban  meghatérorolt  antimikrobials aklivitdst  mutald  masik
antimikrobidlis polipeptidet. A biocid anyag ishet antiblotikus, ahe QY as a
ludomany & tertiletén ismert. Az antibictikumoek o oszialyaba tartoznak
peldaul a penicillin {‘:3, & peniciliin V), a methicllin, az oxacilin, a
carbanicfin, a nafoliiing, a2 ampicillin, sib., penicifinek a heta- -aklamas
inhibllorokkal egyiit, a o cephalosporin, psldad a cafaclor, a catfazoling, a
cefuroxime, a moxalactam, stho) & carbapenemsk, a monobactamok, as
aminoglikozidok, a tetrac Kiinek, a malvolidek, a incomyeinek, s
polimixinek, a2 saulfonamidek, a gquinolonok, a chioramphenicol, a
meatronidezal, a spsctinomyein, s trimathoprim, a vancomyain, sth, A
bincid anyag lehet egy ant-mikotikus anyag is, idedrve a polignekat,
peldaul az amphotericin B, nystatin, az 5-flug SOSY 68 ax azolok, példaut a
riconazol, ketoconazol, iracanazo! és a fluconazol,

Egy kivitell alakban a biooid Snyay ogy nem anzimatikus kémiad
anyagot jelent. Egy masik kivitell alakban a hiocid anvag neme-polipeptid
Remial anyago! islent,

A blocid anyag képes ishet ae Escherichia colf {(RGM 1578) 818 sejt
szamanak 17100 részére  cafikkentésére 36 perdig  tarkd 209

himarsekleten  végrell  inkubalag utdn, a biocld  anyag 25

{HOmeghdmegi-os vizes oldatdban; eldnytisen 10%-0g vizes oidataban,
még eldnvissbben 5%-os viz A(ﬁatébam mey sldnydgebben 1%-os

vizes oldatdban, még eifﬁnyé&ebb@ﬂ 0.8%-08 vizes oldataban és
kldndsen eidnydsen 0,1%- oz viss & oldataban.

A biocld anyag képes ishet arra is, hogy g&tolia az Escherichis coff
(DSM 1578) szaporodasdt 24 éran  keresstl 28°C  hémarsékleten
mikrobislis staporitd tenyesz sztapkdzaghen, ha 1000 ppm koncentracidban
alkalmazzuk, eiénydsen 500 PP koncentrdcidban, még el stiydisebban

:

fa 250 ppm koncentracioban adiuk hozzd és 1 ney eidnyisebhen, ha 100
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opm koncentracioban adivk hozesd, &s legelinydsebbean, &0 ppm

Koncentracioban adiuk, kdifindgen ha 28 pem koncentracidban adjuk
hazza.

& biocld anyag képes lehat arrs, he ogy 1100 réssdre cadkkentse a
Saciflus sublilis (ATCC 8833) &8 ssftszamat 30 pere inkubalds uian,
200 homeérsskisten, 3 biocid anyag 284 (Gmeg/ttimegi%-ns  vizes

cldatdban, elénysen 10%-os vires o idataban, még elényosebben 5%-0g
vizes oldatéban, még eldnytsebben 1%-os vizes olkdatdban, meég

sténydsebben 0,5%-08 vires o jdataban, &8 kiléndsen slinydsen 0, 1%-0s
vizes oliataban.

A biocid anyag képes lehet ara s, hogy gatolla a Baciflus subtilis
(ATCC 8833} szaporodésst 24 éran keresetll 250 hGmérsékisten
mikrobialls szaporits tenyesztapkdzeghen, ha 1000 pom koncentracidhan
alkalmazzuk, eldinydsen 500 pRm konoentracicban, meég aidnydsehben,
ha 250 ppm kancentriciaban adiuk hozza és meég elinybsabben, ha 100
ppm koncentracidhan adiuk hoeza, és legelinydsebben, ha S0 B
koncentracidban adiuk, kildndsen ha 95 ppm koncentracichan adjuk
hozzd.

A felen talaimany antimikrobialis polipeptidie &8 a készitmény biooid

anyaga kivalaszihald dgy, hogy sEingrgista antimikrobialis hatast &ritink

@

Az antimikrobialis polipeptid és s késy itmény  biocid anvags
megvalaszihate Ggy is, hogy az Escherichis ool (DSM 1578) &8
gejiss:-féma lmgalabl 5%-kal (eldnvéisen le galabb  10%-kal)  jobban
cadkkanian, ha a baktériumot 10 perciy inkubaliuk 20°C hiimérsakisten a
slockd anyag 50 {Imeg/tdmeg%h-os vizes oldatsbhan {2iénydsan 35%-0s,
meg eliinylsebben 10%-0s, még effinydsabiben 5%-os vizes old databan)
es 05 ppm  (elBnvosen 01 ppmy antimikrobiglis potipeptid

koncentracidjaval, mintha & biogid anyaggal és az  antimikrobislis
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go?i;}@;}ti{;‘é@ RUGr-kigdsn ©end inkubalss sredmernysit dsszeadiuk és ax
redmeényt ehhez hasonlitjuk, araz egyszerd additiv hatds esataén,

Az enzimatikus kKomponens és @ Keszitmény  biocid anvags
megvalaszthald  Ggy s, ogy  az  Escherichia  pol (D8M 1878)
szaporodasa 28°C hdmérsékleten, 500 ppm {ellnydsen 250 ppm, meég
eifdnydsebben 100 opm, meg eldnydsebben 50 ppmy biocld anyagot és
0.5 ppm (eldnyésen 0.1 pomy antimikrobialis polipeplidet tartalmaza
milobialis szaporitd srubseiratan legalabl 5% kat {sldnydsen legalahb
10%-kal) gatlddion hosszabb idelg, mint amikor a blocid anyvaggst! s az
antimikrolddlis  polipeptidde!  kiilsn- KUION végestt inkubsoidval kapott
aradmanyeket Gssreadiuk, azar egyszerd additiv hatds essién

Az antimikrobidlis polipeptid és g Keszitmény  blocid anyaga
megvalaszthald Ggy s, hogy 8 Beoilus  subtilis {ATCC 8633} 88
sejlszama legalébh  5%-kal {eldnyosen legalabb 1%-kal}  jobban
ceakkanjen, ha a bakiérivmot 10 percly inkubdljuk 20°C héamérséklaten &
bioeld anyag 50 {{Bmeg/timegq)%-08 vires cidataban {(siénydsen 25 08,
meg aibnydsebben 10%-os, mag elinydsebben 5%-0s vizes oldatdban)
28 05  ppm {elfnydsen 01 ppm} antiikrobiatis polipsptid
koncentracidjaval, mintha a blockd anvagogal és ar antimikrobialis
polipepliddel kildn-kHiBn 16rend inkubal as eredményett Osazeadiuk és ar
eradmenyt ehhay hasontitiuk, azaz egyszerd additiv hatds osstén,

Az enzimatikus komponens és a kaeszeitmeény  biooid anyaga
megvalaszthald Ggy is, hogy a Baciflus sublilis 5 {ATOC B833) szaporodass
25°C hdémérsékisten, 500 ppm {eidnydsen 250 ppm, mag ednydsebben
100 ppm, méy siényfisebhen 50 ppm} blocld anysget és 0.8 Do
{eldnyfsen 01 ppm) antimikrobiglis poli pephidet aralimazd mikrobidlis
szaporitd szubseirdton fagalibb 5%.-kal {eldnybsen legalabh 109 va-kal)
gatiddion hosszabb idelg, mint amikor 8 biccid anvaggal ss ar
antimikrobidlis  polipeptidde ROn-kitan  végzett inkubacidval Kapolt

sradményeket dsseeadivk, azay agyszerd additiv hatds esatén




A keseitmeny tartalmazhat megfeleld hordozs anyagol is. A
keszitmények tartalimazhatnak megfelsld bejuttatd eszkaet g, amaly
Képaes a jelen taldimany antimikrobidlis pofipeptidiet bejuttatni a kivant
lokuszha, ha a készitményt gyogyszerkent hasznaljuk,

A keszitmany  eiddliithatd o tdomany e leristén  ismert
eljarasokkal és lehst folyadek vagy szarax készitmény formd&jaban.
Peldaut a polipeptid keszitmé eny lehet granuldtum vagy mikrogranulaium
formajaban. A késsitménybe szant polipeplid stabilizélhatd a tudomany o
teriiaten ismont elidvdsok szarint,

A jelen taldimany polipeptia keszitményel slényss alkalmazssainak
peldait az  aldbbiakban  adjuk meg. A jelen laldlmany  polipeptid
kaszitményenek dozisa &s az egyéb kirliimények, amelyel kosstt a
keszitményt hasznaliuk, & tudomany & terliistén fsmert slidrasok alagian

hatdrozhatdk meg.

Eljarasok &s alkalmazasok

A jelen taldimany magaba foglalla ax antimikrobiglis polipeptidak
RHOnbOzd alkalmazdsall s, Az antimikrobiglis polipeplidelk tipikusan
barmaly olyan helyen alkalmazhatok, amelyek bakiériumos, gombas,
sleszids vagy algds srennyszidésnek vannak kitéve. Tipthusan srek a
helyek vizes rendszersk, pdldaul  hitbvizes rendszarek, mosodai
Gbiitdviz, olg) rendszerek, peéldaul hulladék ofaf, lubrikdld anyagok,
ofafmezdk &s mas hasonldk, ahal sziikség van a mikroorganizmusok
slpusztitasara vagy ahol szaporodasukat gatolnd kel Azonban a jelen
taldimany falhasenathatd minden olvan alkalmazdsban is, ahol az ismert
antimikrobidlis  készitmények  hasznos ak, példadul fa, latex,
fagm:ﬁf&anyag, enyv. paplr, kartonpapl, testil,  bér, mdanyagok,
tomitdeek de takarmany védalmében,

Az egyéb  alkalmazdsok kérd tartoznak  ax Elalmiszer, ial,

Kozmetikal szerek, példdul telek, krémes ek, gélek, kendossk, SZAppanok,
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samponok,  kondivlondlsk, rzadasgatisk, dezodorok,  szajtbldgets
szerek, kontskllencss termékek, enzim kaszitmeanyel vagy Slelmiszer
atkotdrdszeak (artasitasa.

fav, 8 jelen ldimany antimikrobidlis gsz}ispe;}ﬁd;@é felhagenathatok
feritienitiszerként,  példaul Acne,  szem  vagy ai-fertdzsdsek,
orfertGzések kersidsében | Rzadasgaidkban vagy {ié}mﬁf{}i‘{}%{b@ﬁ, &b
aziatd sokban, kontaklencesk Hsztitasshos éx ferttlenitéséhez, kemeény
feliletsk, fogak (oralis gondozag), sebek, horzsoldsok &8 mas hasonddk
kezaléssben.

Sﬁfa?én{}s&égbans azt tarfjuk, hogy a jelen taldimany antimikrobigtis
polipeptidiel hasznosak tisztitashoz és fertdlienitéshez, vagy a mikrobigls
szaporodas gattdsahor barmilven kemsny fellletsn, A ielen taldimany
antimikrobialis polipeptidiéve! o aldnydsen érintkezésbe hozhatd felliletekre
pelddk a feldolgosd gépek fellietal, peldaut a tejgazdassgl, kémiai Vagy
gyégyssmrmarz feldolgozd  Gzemek, a viz Mgiénial rendszerek, az

feldolgozd Geemsk, 3 papirpep feldolgozd Gzemek, a vizkereld
faﬁegﬁk &s a hitdlomyok berendezéseinek felil el A jslen tald almany
antimikrobialis  polipeptidiel olyan mennviségbhen hasznala andok, ami
hatekonyan Hsatiffa, fertSeniti a kérdeses feliletet vagy gatolia o
mikrobialis szapormdéast az iven felliieteken,

Ezankidd, gy w8k, a jelen talaimany antimikrobialis p olipeptidie
sibnydsen alkalmazhatok a helybeni tisziitas) (CLP) rendszerben, a
barmityen tpusy feldolgozd gép tsatitasdhor,

A jelan taldlmény  antimikrohislis polipeptidisl  erenkiviil

fethasendihatdk §§e:~s§m§$zer§ek§&§mzé {izemek falilloteinek &R

oy

Seledénysinak Hsetitasdra, és hdrmy mityen olyan terlieten, ahol élelmisrert
készitenek vagy szolgalnak fal, paldaul korhazakban, szanatdrivmokban,
sltermekbean, kildndsen gyorsetiermekben, cssmegelisietekben és mas

hasonid h@w%\m Fathasznathatdk Slelmiszenpart  termékekben

antimilvobialis  anyagokként s, és kléndsen  haszrosak  felGled




«

- > % >

*Taoae » S5 tex
* A wew A X

o o ¢ % ° v  vea

‘\.x'l kod X ONX e .

antimikyobialis anyagokiént safioknal, Gylimdicstkngl, zéldségekns! &s
saldtabdrok dlelmiszareingl,

Felhasznathaldk konzervaldanvagkent vagy fertStenit fiszerként
vizes alapy fostékekhen,

A jelen  talalmany  antimikrobigls polipeptidiel  hasznosak
vizveretskek mikrobiglis szaporodasanak gatlasdra, iz fe ridtenitdare,
Kidltndsen ipar viz fertédenitésdre

A jelen taldlmany kaposolatos a jelen taldimany antimikrobialis
polipeplidienek vagy készitményének gyogyszerként vald alkalmazasaval
v Erenkivil, a jelen tald almany  antimikrobidhis pulipeptidie  vagy
keszitménye felhaszndhatd olyan gyogyszer sibdllitasara is, amely
mikroorganizmusok, példaul gombak, vagy bakieriumok, sléinydsen gram
pozitiv bakigriumak elleni védekezésre hasenalhatd,

A jelen taldimény antimikrobistis polipeptidie vagy kKesziiménye
feihaszndthald antimikrobidlis aligtorvos) vagy humén lerdpids vagy
profilaktikus  anvagként s gy a ielen  taddlmany  antimikrobialis
polipeplidie  vagy készitménve fothasenathaté mikrobialls,  példaut
bakteridlis vagy gombas, elénydsen gram pozitiv bakieriglis feriSzések
kazelésédre azolgdld allatorvos vagy humén terdpids vagy profilakiikus
anyagok  2l0&liit8ssra. Nevezstessn  a mikrobialis  fertdzés
Osseefliggésben lehat a 0dd betegségeivel, idedrive az szekre vald
kordatozas nélkdl 8 wherculdzist, a cisstas fibrdzist, a szexuslis Glon
teredd belogségeke!, kisdrive az ezslre vald korfatozas nelkil a
gonorhedt és a chlamydiat,

A jelen laldimany készitménye a jelen taldimény animikrobidlis
polipsptidignek hatdkony rennyisdgst tertalmarza.

A Lhatdkony mennyiség” kifgjezés a jelen falalmany  szeringi
nasznalathan & 2. szamd srekvencia 140 aming savaiként bemulatoht

aminosay  szekvenciat, vagy sennek egy fragment$t vagy varansat
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farlaimazo  antimikrobialis  polipaptid wlyan menmyiséget jelent, ami
hatékonyan gatolia a kérdéses 1 mikroorganizmus szaporodasat.

A jelen aldimany kaposolatos ssb Dgyogyitt kaszitményekkel vagy
termekekkel,  példaul  kdtsrerakks!,  orvosi eszikdzdkkel  példaud
kateterekkel, valamint korpasodas  ellent haj lermékekke!, psidaul

samponokkal,

fn1 vitro szintézis

A jelen taldimany antimikrobiglis pol ipeptidiel elfdliithatdk in vitra
szintexissel, a tudomdany e teriletén jsmert hagyoményos eljarasokat
haszndlva, KUlonbdzd kereskedelmi szintetihus késriildkek kaphatok,
paldaut automatizalt szintetizatorok, melyeket az Applied Biosystems, ing,

a Beckman cég, stb. gyartanak.  Szintefizstorokat haszndlva, a

2

termeseetesen sifforduld aminosavak nem lermészetes aminosavakkald,
fokant  Dulzomerekkal  (vagy D-formakkal), paldad! Dealanin és D
zoteucin, diaszierenizomerskkel, Kidenbdzd  hosszasagy &s
funkeoidscsoportokkal rendatkezd cidallancokkal rendetkezd
arminosavakkal, &g mas hasonld aminosavakkal halyvettesithetdk. Ar adott
szekvencial s az ol8allitds modiat a megvaldsithatdsdy, a gasdasag
szempontok, a kivant tisstasdg és mas hasonid tenvezdk hatdrozzak
meg.

Kémial  kolés  biztosithald  a  kdtésher  vald megielel

unkcidscsoportokal tartalmaxd  kidenbazs peplidekhes  vagy

N

&

proteinekhez, példdul aminccsoportok az amid vagy helyettesitett
elhallitdshoz, példaw) redukify aminatéghoz, tivlcsoporiok a tindter VEGY
chszulid isrehozashos, sarboxiicsoportok a2 amid etrehozashoz, és mas
hasonldk,

azlkseg eseldn, kinbdzd csoportok jultathatdk be a paptidbe a
szirtézle sovdn, vagy az expresszid alatl ami lehetdve teszi Az egyséh

molekulakhor  vagy egy felilether vald  katSdést oy ciszteinek
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hasznalhatdh  Hodterek  ldtrehorssan wz,  hisztidinek  egy  fémion
komplexhez vald kdlésshez, karboxilosoportol az amidok vagy ésstersek
letrehozdsghor,  aminocsoportok  amidak ietrehozésahoz, &5 mas
hasontok.

A polipeplidek (zoldthatok s tsziithatdk s rekombingns seintéeis
megfeleld mdadsrerel szerint is, As axpresszids gazds fzdtuma s
eldaliithatd, és a lizstum tisstithatd HPLCval, exkiGzios kromatografidval,
gelelekirofordzigsel, affinitas Kromatografidval vagy egyvéb tisztitasi
technixdval. A lagtébbsadr, a hosznalt késs tmények  legaldabb 20
WmagYe-ban tartalmazssk a kivant termeket, még gyakrabban legalabb
F3%-ban, eldnydsen legalabb 85%-ban, és terapigs celokbdl sitalaban
legaiabb  kirlbellil 99 5%-ban, az cloaiitasi és Haxtitasi sligrassal
raposolatos szennyezddésekher képest. Altalaban a szérzalék a teliss

protein mennyiségen slapul.

Alfati 1 takanmany

A jelen feldimany az  antimikrobidliis  akiivitéssal rendatkezd
polipeptidek allali fakarmanyban vald haszndlatéval is kapesolatos,
vatamind & jelen (aldlmany  antimikrobislis pofipaptidiell  {artalmasd
takarmany készitményekks! és 1 Rarmany adalékokkal,

Az allal Rifsjszés minden ailato magaba foglal, beleérive az
emberekat is. Az dlistokra példak, a nem kérddzé &s a karfdzd dlialok,
peldaul a starvasmarha, a birka, &s a 1o gy kildnss kivitell alakban az
allat nem kérdded allatot jelent. A nem Kérddzs a allatok egy-gyomiG allatet
islenienek, példaul malacokat &3 sertSseket {(idedrive az szekre vald
korlatozas nélkdl a Wsmalacokal, a stidd malacokat és & koodkat),
szarnyasokal, példaud a pulvkal és a osirkat § {idedrive az exckre vald
kovlatozds nélkd a brofler csirkét és a tojotytkokat), a fiatal borjakat és a

halat {idedrive, de nem sgyvedi erve ko iatozadva, a fazacot),

axve

<
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A takarmany, vagy takarmény készitmény kifejezés barmilyan
vagyilletel, keszitményt, keverékst magaha foglel, ami alkalmas az
dllatok eletésére, vagy amit srre szaniak.

A jelen talaimdny haszndlstaban az  antimikrobi alis  polipeptid
felotetheld az allattal az ololés &lBt utsn vagy arzal egviddben, Ep
WObBI részesitiok slénvben.

gy kilonds kivitell alakban az antirsiicobislis s polipeptid, abban a
formaban, amiben g takarméanvhos adiuk, vagy amibsn s takarmany
adalekban fethaszndijuk, & definiait, A O definialt kifejezds azt jalent,
hogy Rz animilvobisfis  polipeptid kissziimény  legaigbb  80%-as
taztagagl, amint azt méret sxidizics kromalogréfidgval meghataroztuk
{lasd a WO 01/58378 szabadalom 2. peldajat). Egy masik kilBngs
Kiviteli alakban az antimikrobislis po ipeptid keszitmény legalabb 80, 70
80, 85, 88, 80, 92, 84 vagy legalabb 95%-ban Hszta, ahogy ast a jelen
madszarel meghatéroztuk,

Egy (& definigt antimikrobiglis polipeptid  készitmény  slényds.
Faldaul, sokkal kénnvebb a tskarm nanyhoz  helvessn dosirosni az
antimikrobialis polipeptidet, ha az lenyegdben interferdld vagy szannyezd
agyeb antimikrobialis polipeptidekté! mentes. A dosis & Kifgjezes helyvessan
utal, kitidndsen a konzisslens és &llandd eradmanyek kinveréssének
nefiara, @8 a kivant hatdsokra alapuld dizis optimalizélas képasségére.

Ax allal tekarmdnyban vald alkalmazashor ay antimikrobisiis
polipeptid nem kell olvan tiszia tegyen, lartalmazhat peldau agydh
enzimekal, 8z  ssetben  anbmikrobidis polipsptid  készitménynak
nevezheatd,

Az antimikrobidlls  polipeptid keszitmeany {a} kKdzvetleant &
lakarmanyhoz adhatd (vagy z0ldség profeinek kerolési eliarasaban
kdzveliend alkaimazhatd), vagy () hasznathata ey vagy thbb Kaztes
kdszitmeny  oldaliitdsdban, palddlyl adalékok vagy  premixek

aifafitasdban, amelyeket szt kdvetden adunk s lakarmanyhoz {vagy
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hasznalunk a kezslést eligr asban). A fent emiitett Heriasag mertéke g
sredell antimikrobislis polipaptid keszitmény tiszlasagéra ulal, akar a fent
{a} vagy (b) sxerint ?;aszn:—‘}:.{éui&

2 dyen mértekdl tselasaggal jelemzelt antimikrobialis polipeptid
keszitmények kinyerﬁeiék rekombinans fermelési elidrdsokkal, holo#t nem
ayerhetdk ki olyan kdnnyen, és adagonként sokkal nagvobb altérssek
jellemzdek  rajuk, he ar anfimikrobidlis pofipeptidet hagyomanyos
fermentacios sligrasokkal allitiuk olé

Az Hyen antimikrobidlis polipeplid készitmények terméseatosen
Ossreksverheill agyeb snzimekksl,

A zOldség profein kifejezés a laldimény szernti hasandlatban
barmityan vegylilstre, Kaszitmenyre vagy koverdkre utad, ami legalabb
egy olyan proteint magaba foglal, ami ziidedgbdl srarmazik, idedrive a
madosiloft proteineket és a protein szarmazékokal, Specidlis  kivited
alakokban a xdldség proteinsk profein tartabma legalabb 10, 20, 30, 440,
S0 vagy BO tGmegitmegh,

A ziideeg profeinek szérmazhathak zoldseg protein forrdshal,
peldaul  pillangosokbdl  és gabonakbdl, példad a Fahascese
{Leguminosae), Cruciferaceas . Chenopodiaceas és Poaceae csalsdba
tartozd ndvények anyagaibdl, példaul iehet szdjabab fiszt, csillagfint Bzt

8% repoamag Hszd

¢y

Egy specialis  kivitell alakban a 2Oldséy profein forras a Fabgoeas
csaladba  tartozd egy vagy  tobb ndvemyt  jelenti, példau srdjat,
caiflagiirtt, borsdt vagy babot,

Egy masik specidlis kivitell alakban 8 28 dség protein forras a
Chenopodiareas csaladba tartord 8gy vagy Wbb nivény anyagat jelenti,
peldaul répat, curkorrépdt, spendtot v vagy kvinoat,

Az egysh z8ldség protein forrasokra pelddk a repoemag és a
kaposzia,

&

A szojabab elbnyds zoldséy protein foras.
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A xlidegy protein forrdsra lovabb peldak & gabonak, péidawl az
arpa, & bisa, a POxg, @ 2ab, & kukorica, a rizs €3 8 irok.

Az antimikrobigiis polipsptid i}érmiéyen formaban hozraadhaid o
lakarmanyhoz, legyen az &qy viszonylag fiszia antimikrobidlis 3 polipeptid,
vagy az allati takarmanvhoz hozzaadanas agyeb alkolordszek kevardke,
arxar lehst allaf fakarmany  adalék formajdban, példaul az  allal
takarmanyhor vald Ggynevezsit premixek formaigban,

Egy  tovabbi  aspekiushan & felen  talalmany  az  Slla
takarmanyokban hasenalands kéazitményeakkel is Kaposolatos, példaut
aliall takarmdnnyal, sliiat lakarmany adalékokkal, példau pramixekked,

A jelen taldimdny antimikrobialis pulipeplidist! sitekintve 3 jelen
taldimany allal takarmany adalékal legalanb egy zsirban oldodd vitamint
esfvagy legaldbb segy  vizoldhate vilamint  ésfvagy  legalabb egy
nyomelemet ésivagy legalabb egy makrosieme! tartalmamak.

Srenkivil, adolt ssetben, takarmdny  adalék  alkoldrésrzek g

szinezdanyagok, az aroma vagyliietek, a stabilizétorok, ssfvagy legalébb
&gy anzim, ami lehet EC 3.13.8 vagy 31338 Mas BC 3218 xianas,
£C 3.2.1.88 galakianaz; ésivagy EC 3.2.1 4. béta-glilikansgs,

Egy kilinds kivitell alakban erek ar egyel enzimek i definialiak
{mint azt fent definiglivk ar antimikroblalls  polipeptia kKeszitmények
ssetében),

Az agyéb antimikrobialis peplidelre (AMP-kre) palddk a CAP18, a
Leucocin A, a Tritrplicin, Protegrin-1, Thanatin, Defensin, Ovispirin,
peldaw a Novispirin {Robert Lehrer, 2000) és ezek ardirikrobiahs
aktivitast megtartd variansai s vagy fragmential,

Az egyvéb gombasiionas polipeptidekre  (AFP-kre) paldak gz
Aspergiftus gigamnteus és az Aspergiffus niger peptidek, valamint azak
gombaslianes akiivitast megtantd varidnsal és fragmentjel, ahogy a W
SEOMER &8 POTDROZAONIRS (ha kizzsteszik a2 WO szammal

helysttesitendd) szabadaimaikban leirdsra keriittak,
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Altaldhan a zair és vizoldhato vitaminok, valamint a nyomelemek a
takarmany adaléknall szant, dgynevezell premixek réseét atkolidk, mig a
makmoelemekset  Altaldban kisn  adigk  a akarmanyhoz,  Ezen
Keszitmények barmelyik tipusardl s legyen sxé, ha a mlen ialdimany
szenntl antimikrobialis polipeptiddel dusifiuk, az a jelen lalalmdny szerint
aliali takarmany adalékot jelent,

Egy kildnds kivitell alakban a jelen taldimany allati takarmany
adalehat agy tervezzitk (vagy gy Fiuk e}, hogy az allatl étrendnek vagy
takarmanynak 0,01 ~ 10,0%-a, még specifikusabban 0,05-5,0%-a, vagy
3.&-1.0%-2 legyen {a % gramm adaléket jelent 100 g takarmanyra
néxve}. Bz kilindsen a premixek esetében igaz.

A kKdvelhezfk az dven alkotdrészek nem Kizdrs follegll példait
slentiin

A zsiroldhato vitaminokra peldak az A vitamin, a D3 vitamin, az E
vitarain s a K vitamin, péidaul g K3 vitamin,

A vizoldhatd vitaminokra példak a B2 vitamin, a biotin és s kolin, a
B1 vitamin, a BE vitamin, a B8 vitamin, a niscin, a flsav ég a pantoienat,
pétddut a Ca-D-pantotenat.

A nyomelemekre példdk a mangdn, a oink, a vas, a réz, a i6d, a
fzalen 4s a kobalt,

A makro Asvanyl anyagokra paldsk a kalolum, g foszfor ds a
natrium,

Rzan alkoloreszek taplalkozasi szikséglete (szamyasok  és
malacok esetében bemutalolt példakkal) 8 WO 01/B8275 srabadalom A
tablazataban faldlhatd. A taplalkozasi szikséglet azt jelent, hogy ezeket
ax alkotdrészeket a jelill koncentracidkban kel bixtositani a2 éirendben.

Mastk lehetOséghént, a jelen taldimany aliati takarmany adaléka a
WO 0SS

aliotoreszekbdl legaldbb sgyet tartalmaz. A lagalébb egy kifejazés egy

8275 szabadalom A téblézatdban  felsorolt  egyes

vagy Wbh, sgy, vagy kettd, vagy harom, vagy neégy. stb., akéar mind a
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Hzenhdrom, vagy akdr mind g Sraendt egyedt alholdrésat jelent. Még
specifikusabban, e 2  legsidhb &gy egyedi  akotorész  olyan
mennyiségben szerepel a jelen taldimany adalskaban, hogy 2z A tablazat
4o, vagy 5-0s vagy 6-o s oszlopdhan jeldlt hatarértékek kézd tarines
takardnyon beliill koncentraniot biztositson.

A jelen talalimany aflall takarmany keésel imenvekkel is kaposolatos.
Az allall takarméany késziimények vagy etrend viszonylag magas protein
ladtalmi. A szamyas és malactépok a2 WO DUSBITS szabadalom B
tablazatanak 2-3-as oszlopaban jeldltek szerint jellemerhetik. & haltdpok
tgyanazen B i8blazat 4-es oszlopdban jsiohek szerint jellemezhetfk,
zenkivil, 8z ilyen haltdpok  altalaban 200-310 gikg nyers  zsin
lartalmaznak.

A felen taldlmany allatl takarmany keszitményeinek nyvers protein
tartalma G0-800  gikg, ezenkivill  tarialmaz meg  legaldbb  egy
antimikrobidlis polipeptidst, amint ast leirtuk.

Erenkivil, vagy mdsik lehatSségkent (g fenti ryers  protein
tartalmon W) & jelen teléimany alist takarmény  késeiiményeinek
metabolizathald energia tortalma 10430 Mg, éshvagy kalolum tartalma
0.1-200 gihgr ésfvagy hassnosithatd foszior tartadma O 200 gikg;
es/vagy melionin farteima §,1-100 kg ésivagy metionintcisziein
tariaima 01150 gikg; ésivagy fein tartaima 0,5-80 afkg.

Specialis Kivitell alakokban a3 metabolizabhaid anargla, ) nyers
feharje, a kalclum, a foszfor, a metionin, 3 metionin+eisstain asfvagy lisin
lartalom a WO OV/58278 szabadalom B 3blazaténak 2. 3, 4 vagy & (R, 2-
5) hatdvériekeinak birmelyikébe esik.

A nyers  feohérel  nitrogénként  (N) szamitiuk ki §,25-8s
szorzéiaktorral, azaz Nyers fehére {gfg=N{g/kg) x 8,28, A mirogén
fattalimat Ksldahd mddezere! hatdrozeuk meg BLOAL, 1884, Officia
Methods of Analysis 14, Kadds, Association of Official Analyticsl
Chemists, Washington DO
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A& metabolizathald  energis  az NRC  publikacis L lapanyvag
szuikséglel saridsskben” része alapidn szamithata ki, {8. atdolgozoft
kiadas, 1988, Sertés Takarmanyozasi Albizotisag, Allat Takarmanyozasi
Bizotisdy, Mezbgardasagl Tandcs, Nemzetl Kulstasi Tanscs, National
Academy Press, Washington, D.C., pp2-8, és a Europen Table of Ensrgy
Values for Poully Feed-siuffs, Spelderholt cantre for poultry research and
extension, 7361 DA, Beekbergeb, The Netherlands., Grafisch Beadrijf
Fonsen & loofjen by Wageningsn, ISBN B-71463-12-8).

Az étrend kalchum, hasznosithaté foszfor 8s aminosav tartaimat a
tolles allall takarmanyban takarmany Shidzatok alapjan szamoljuk &
{(Vesvoadertabsl 1897, gegavens over chemische samensialiing,
verigerbaarheid  en voederwasrde  van  vosdermiddelen,  Central
Veevorderbureau, Rundeweg 8§, 8219 pk Lelystad, ISEN BO-TIRIG13-7)

Egy specifikus kivitell alakban a jelen aldimany alst fakarmany
készitménye legaldbb egy z0idséy proteint vagy protein forrast tartalmas,
ahogy horébban meghatdrostul,

gy megint méas, specifikus Kivitell alakban a jelen aldimany allal
takarmany késeitménye 0-80-% kukorical, ésivagy 0-80% cirkat, ésfvagy
0-70% buzat, esfvagy 0-70% &rpét, ésivagy 0-30% zabot, ésivagy 0-40%
szdja lisztel, esfvagy 0-10% hallisstet, dsivagyd-20% teisavdl tartaimas.
Ax allatl takarmanyok példaul «i8Qliithatdk 8ral takarmanykant (nem
peliatizall} vagy pelletizall takarménykent Tipkusan az érel takarmanyt
tsszekeverjlk ¢s megfelelt mennyiségd ssszencidlis vitamint oz asvanyi
snyagol adunk hozzd a kérdéses fofra vonatkozd specifikaciénsk
meglelellion. Az enzimek szifdrd vagy folyskony enzim készitmények
formajaban adhatok hozzd., Példéul, eqy szilard enzim koeritmany
tipthusan a keverds! iépés =16t vagy alatt adunk hozza, Es a folyékony
arzim készitményt tiptkusan a pelleliz&ld ¥pés utan adiuk hozsd, Az

enzim beépitheld a takarmany adalékba vagy a premixhe s,




A takarmanyban a végsd encim koncentracid 8,01-200 mg enzim
proteint jelent lakarmény kg-onként, példaal 5-30 mg enzim proteint sllal
takarmany kg-onként,

Az sntimikrobidlis polipeplid az alébbl mennyviségekben adhatd
{szek Wizl egy vagy Obb)ddais hatdrok): 0,01-200, vagy 0,01-100, Vagy
0,05-100, vagy 00880, vagy 80,10-10 ~ ax Osszes hatdwdrigék mg
antimikrobidlis polipeptid proteint jelent takarmany kg-onként {ppml

A takarmény kg-onkéntl antimikrobidlis polipsplid protein myg
mennyisegek meghatarorasahoz az antimikrobidlis polipeptidet kitisztitiuk
a lakarmany készitménybdl, és a fsziitott antimikrobidlls polipeptid
specifikus  akvitdsal  relovéne  vizsgdlsth  modsrereket  hasznadlva
hatdrozzuk meyg {(&sd az  Antimilvobidlis  aklivitds, szubssirilok és
vizegalatok” részeket). A takarmany késziimény antimikrobiafis aktivitdss
meghatarozhatd  ugyanazon  vizsgalatol haszndlva, &8 szen ket
meghatarozas alapjén, a dbzis Kiszamithatd myg antimikrobidlis polipeptia
proteinkdnt kg tekarmanyrs vonatkaziatva.

Ugyanazok az slvek vonatkeznak a mg antimilvobidlls polipeptid
protein takarmany adalékokban valdé meghatérozdséra. Természetasen,
ha & takarmanyhor vagy az adalékhoz hasznall antimikrobialis polipeptid
mintaja rendeikezasre all, a specifikus akiivités meghatdrozhatd obbdl a
mintabol {nincs  salkséy ama, hogy ax antimikrobiélis  polipeptidet

Kitisztitsul a takarmdny készitmenybél vagy az adalékbsh.

Detergens készitmsény

A jelen talaiméany antimikrobialis polipeptidiet hozzaadhatok, és gy
agy detergens készitmény komponanseivé vathatnak,

A jelen taldimany detergens készitménve példdul formuldshats
Kexi, mosodal detergens készitménvként, eértve 3 mosodal adalek
kesziimenyekel, melysk alkalmasak a festel! szlvetek cldkerelésére, o

hozzaadolt extl lagyid késsitmények kidhlitésére, vagy formuldzhatok
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ar  altalanos  haziartdst kemény felszint  Hsstitdsban  hasenalhats
defergens  készitményként.  Vagy  formuldzhatd ke vagy  gépi
mosogatoszerkaént,

Egy specifikus aspeklusban a jelen tald@imany olyan detergens
adalekol biztosit, amsly ltartelmazza a jelen nlgimany antimikrobialis
polipeplidielt valamint egy fellletakliv anyagol. A detergens sdalék,
valamint & detergens készitmény tartalmazhat sgy vagy 8hb ansimet,
paldaul  protedz!, lpdst, kulingzl, amidzt, karbohidrazt, cellulazt,
peklindzt, mamndndzl, arabindzl, gelaklanast, xilanaz vagy oxidazt
{peldaul lakkaxt) ésivagy egy peroxidéast {(pdldaw hatoperoxidazt},

Altalanossagban, a  valasziol enzim{ak}  tulsjdonségai
kompatibifisek  kell legyenek a kivalasziolt delsrgenssel (azaz -
optimum,  kompatibiltds egysh enzimatkus &8 nem  enzimatikus
athotdreszakkel, sth.), és az enzim{sk) hatékony mennyiségben kel ielen
legvaeni{ek).

Profeazok: & meglelald protedsok kdzé tartoznak az &iati, 28kdsdy
vagy mikrobidlis sredeld proteazok. A mikrobidlis eredetisket részesitjik
elfnyben. ide tartoznak a kémdallag madositolt vagy protein sebaszetilag
modositoll mutansok. A protedsol lehetnek szerin protedzok, vagy féme
proteazok (metallo-profedszok), elfinyssen atkalikus mikrobidlis profeszok,
vagy egy Wipszin-szerd prolsdz. Az alkelikus protedzokra paldak g
subtilisinek, kilinOsen 8 Bacifus-bdl szamazdk, példaul subtilisin Nowvo,
subliisin Carlsberg, sublifisin 308, subtifisin 147 s g subdilisin 188 {8 WO
BH/OB278-ben Ak o). A tipszineszerd profedzokra példak o tripszin
{peldaut a sertés vagy szarvasmarha eredetd) és a Fusarfum proteaz
{amit 2 WO 88/08270 &s WO 94/25583 szabadaimakhen intak ls).

A hasznes protedzokra pdélddk g WO 82719728, a WO 88201 15, 8
WO 9820118 &3 5 WO BR/34948 szabadalmakban leirt variansok,

klindsen az alabbl poziciok sgyikében vagy Wbbighen szubsziittcidval
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rendelkezd variansoke 27, 36, 57, 76, 87, 97, 101, 104, 120, 123, 187,
170, 1894, 208, 218, 223, 224, 335 85 274,

Upazok! A megleleld lipazok kozé tartoznak a baklerialis s gomba
oredetd lipdzok. idefartoznak a kémiallag modositott vagy fehéris
sabészetileg mbdositolt muldnsok. A hasznos lipdzokra példak a
Humicola-bal {szinonim & Thermomyoes), példaul g M fanuginoss-bél {T.
fanuginosus) szérmazd lipdzok, amint az EP 258 0B8R és EP 3085 218
szabadalmabkban leirtak, vagy a M. fnsolens-bé! szdrmazd lipaz ahogy a
WO 8813580 szabadalomban leirtak, egy Pseudomonas lipdz, példaul a
o alcaligenss-bd vagy & P pseudosicaligenes-b8l (EP218 272)
szammazd, a £ cepacia-bol (EP 331 378} a B stufzeribd (OB
1372034}, a P, fuorsscens-bdl, Pseudomonss sp SD 705 Brzshdl (WO
RHOBTR0 &s WO 06/27002), & P wisconsinensis-bdl (WO 98/12042), a
Bacifug lipdz, példaul a B, subifis-bdl (Dartois ot al, 1993, Biochemica et
Biophysica Acta, 1131, 253.380}, a 8 stesrothermophifus-bal (UP
84/7448982) vagy a B, pumilis-hal (WO 8118422) szdrmazd lipgzok.

Adipas vartnsok egyéh példdl a WO B2/05248, s WO 84015841, as
EF 407 225, az EP 280 105, a WO 9§/35381, a WO 98/00882, a WD
BH30744, a WO 94/28878, a WD 8514783, a WO 8522818, a WO
Q¥0A078 a5 a WO 8707202 szabadalmakban irtak le,

Amildzok: A megleleld amildzok {alfa ésfvagy béta) kazé tartornak
a bakigrium vagy gomba eredetl amildzok. ldetarfornak a kémiailag vagy
protein sebeszetiley mbdositolt mutansok. Az amildzok kize tarfornak
peldaul & Baclus-bdl szarmazd alfa-amilazok, példaul a 8. Fcheniformis
specialis  torzsebdl szdrmazd, amit rédszletesen a OB 1208830
szabadalomban rtak e,

Haganos amildzokra példak a WO 84/02587, & WO 84/18314, o
WO BB3873 88 a WO 97/43424 seshadalmakban lelnt varlansok,
killontsen ar alabbl poziciok kdzdl egyben vagy tShb posicidban
szubszitaoid! tarlalmassd vanansok: 18, 23, 108, 108, 124, 138, 133, 154,
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158, 181, 188, 180, 197, 202, 208, 200, 243, 264, 304, 305, 301, 408 é3
4ad,

Celidazoll A megfelald colhldzok kézé tartomak a balderialis és
gormba  eredetll cellldzok. Kémisiley vagy protein sebésrotieg
madositol mutdnsok is idetartoznak, Megleleld cellldzok kdzé tartoznak
3 Bacifus, Pseudomonas, Humicola, Fusanium, Thislavia, Acremonium
nemzetségekbdl szdrmazd celiutasok, példaul az US 4.435.307 uUS
S5.848.263, az US 5881178, az US SI/8.787 ds a WO RY0OI50
seabadalmakban lsfrt Humicols insolens, a Myceliophthors thermophila
&8 a Fugsarium oxysporum altal termelt gomba cellulazok,

Kildntsen alkalmas celluldzok az  atkalikus vagy semleges
cellulazok, amelysk szinvédd eldnyakkel s rendelkernek. Az thyan
cefluldzokra peldak az EP 0 495 2587, az EP 0 531 372, a WO 08/11282,
a WO BB/20387, & WO SR/0BDB40 szabadaimakban el cellularok. A
celiuldz variansck egyéb példait a WO B4/07008, ax EP 0 531 318, az US
5.487.048, ax US 5.0686.503, ax US 5783254, a WO 95/24471, a WO
08/12307 és a POCT/DKIGD0209 szabadaimakban irék e,

FeroxidazokiOxidazok:  Megleleld  peroxidszokioxidazok  kozé
tartoznak  a ndvenyl, bslderdlis vagy gomba oredeldl enzimek. A
kemialag vagy protein sebéseetileg mddosiiott mutdnsok is erek kézé
farloznak. A hasznos peroxidasol paldal kizs tartornak & Coprinus-hdl,
peldaut & C. ainsrsus-bil szérmazd peroxidizok s szek variansal, ahagy
azt & WO 8324618, a WO 85/10802 é5 a WO SR/15257 szabadalmakban
teirtak.

A detergens enzim{ek) szerepstheinek a delergens Készitmeénvben
tgy, hogy sgy vegy ©bb enzimet tarialmasd kidn adaléket adunk
hozea(uk), vagy ugy, hogy szen enzimek mindegyikét tartalmazd
rombinalt adalekol adunk hozza(juk) A jelen talélmany sgy detergens
adaleka, avaz egy szepwdlt adaldk vagy sgy kombingit adalék,

formulazhatd paldaul  granuldtumkent,  folvadékkeént, vagy  sird
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seuszpenzicként sth. Eldnyds detergens  adalék készitmeények a
granulatumok, kildndsen a nem porlddd granuidtumek, a folvadékolk,
kiltndsen a stabilizalt folyadékok vagy a st szusspenziok,

Nem-porlodd  granuldtumok hozhatdk  étre, példaul az  US
4.106.901 o5 4 881452 szabadalmakban leirtak szerint, és adoll esatben
exek & tudomany e terlistén lsmert elidrasokkal burkolhatok. A vigszos
burkold anyagokra példak a pofi{stilén-oxid} termskek (polistiléngiikat,
PEG) amslyek allagos  molekulatdmege  1000-20000; az  stoxiial
nordfenclok, amelyek 18-80 efildn-oxid sgységst tartalmaznak, az stoxial
esiratkoholok, amelyek 12-20 szénatomes alkoholok és amelyekben 18-
80 etlen-oxdd egység van a zsiratkoholok, a ssirsavak &5 8 zsirsavak
mono-, di- &g trighceridiel. A filmet képad, folyadékagvas technikdval vals
haszralathor meglfeleld burkold anvagokra példak a GBR 1483501
szabadalomban  kerliltek lelrdsra. A folydkony enzim készitmeények
pildaul stabilizathatol egy poliol, példaul proplién glikol, sgy cukor, vagy
cukor  ahkohol, lnjsav  vagy borsav  hozedadasgval  megalapozoft
eligrasokal hasenalva, A védetl enzimek sl0althatok az EP 238218
szabadalomban leirt elidrasoknak megfelsiten,

A jelen risimany detergens készitmény barmdlyen telszdleges
formatumu fehet, példaw lehst rGd, tabletta, por, granulatum, pép vagy
folyadak, A folyékony delsrgens lehet vices, fipkusan akdr 70% vizet s
tartaimazhal, &8 0:30% szerves olddszert, vagy iehel nem  vizes
letergans s,

A delergens készitmény egy vagy tbb fellletakliv anvagot
tarlalmaz, amely lehet nenviones, ideérve a sremi-poldris ésivagy
anlonos gsfvagy Kationos zwitteriones felilelakiiv anvagol. A felliletaktiy
anyagok tipikusan §,1-80 Wmag®% mennyiségben vannak jelen.

Ha srerapel a készitményben, 2 detergens tpikusan kiriithallll 1%
- 40% anjonos felliletakiiv anyagol terlalmaz, pdéldaul lnearis alki-

benzén-szulionatnl,  aa-olafin-szuifonatol,  alkibszuifatol  (zsiralkohal
{




seutfatol), alkohol etoxi-szulfatol, szekunder alkan-saulfondtol, alfa-szulfo-
zeirsav-metibdaztert, alkit- vagy atkenibborostydnkdsavat vagy szappant,

Ha szarspel a kKeszitményben, a delergens fipikusan kéritbelil 0,2
-~ 4% nem-donos felllelakliv anyagoet tadalmez, példdul alkohol
stoxilatol, nonifencl-etoxitaiot, alkil-polighikozidet, sikilbdimetib-amin-oxidot,
gtoxilalt zsirsgv-muonoetanobamidad, zsrsav-monoetanob-amidot,
polihidroxi-atkil-zsirsav-amidot, vagy giikdzamin N-acii-N-alkil
szarmazékail { giikamidok™).

A delergens tarlalmazhat 0-85% delergens alapozd  vagy
komplexképzd anyagol s, példaul zeclifol, difossfatol, tridsfoszfatot,
foszfondtol,  karbonaglol,  citrdtol,  nitbriecetsaval,  stiién-diamin-
tetraecetsavatl,  dielilenrlamin-pentascetsaval,  alkih  vagy  alkenil
borostyankdsavat, oldhatd  seilikdlokat vagy rélegesell szifikdtokat
{példdut SKS-8-ot a Hoschshi6i),

A detergens tartalmazhal egy vagy bb polimert Példaék a
karboximetiiceiuldz, a poli{viniipirrolidon), & poli{stilén-giikel), a2 poli{vinii-
alkoholy, & polifvinibpiddin-N-oxid},  a  poliivinidmidazoll, a
polikarboxitétol, paldaut a poliakeldtok, az almasaviakriizsav kopolimerek
&s laurib-metaleiiadtiakriisay kopolimerek,

A detergens taralmazhat feh&ritd rendszert, amsly tartaimazhat
HO, Torrast, peéldaut perbordlot vagy perkarbondiot, ami kombindihatd a
parsavat kepzd fehdrltd aktivalorral, példdyl lelraacetii-etilén-diaminnal
vagy noranoi-oxi-benzén-szutfonattal, Mésik lehetdseéghként, a fehérfts
rendszer tarialmashat peroxisavekal, péidaul amid, imid, vagy szulfon
tipusy peroxisavakat,

A jelen (lalmany  delergens  készitményének  enzimje(d
stabilizélhatok hagyoményos stabifizdld anyagok, példad poliol, péidaul
propitén-glikol vagy glicedn, egy cukor vagy egy cukoratkohol, tejsav,
borsav, vagy borsav szarmazék, peldaul aromas bordbdszier vagy egy

fenib-borsay szérmazék, példayd 4-formil-enib-borsay hasandlatdéval, s a
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készitmény  formuldshetd 8 WO G2M98708 &5 a WO 82019708
bejelentésekben isirlak szerint.

A detergens  tartaimazhat  egydb  hagyomanyos detergens
alkotoreszekatl is, példaul gyar kondiciondloszerskel, példaut agvagot,
habzas or0sitdl, szappanhab  galidkat,  korrdziagalis anyagokat,
szennyezOuést szuszpendalt anyagokal, szennyertddst gatld Uirallepitd
anyagokatl, festékekeat, baktericideket, optikal fényesitiszereket, hidrotrap
anyagokat, fakuldsgatiokat vagy parfimaket.

Jelenleg Ogy veliik, hogy a detsrgens készitménvhez barmilyen
enzim, &8 a jelen talaimdny antimilvobidlis pofipeplidiel hozzaadhatek
olyan mennyiségben, ami megfelel 0,01-100 mg enzim profeinnek mosé
folyadel Herankant, elfnydsen 0,05-10 mg enzim proteinnek mosga
folyadék lerenként, még ellnytisebben 0,1-5 mg enzim proteinnek mosé
folyadék literenként, és legeldnydsebben 01-1 mg enzim proteinnek
mosd folyadak Heranként,

A jelen aldimany antimikrobialis polipeptidial ezenkivil bedpithetdk
a3 WO 9707202 {mely a hivathozds révén részél képezi a jelen

talalmanyrak) bejslentésben leirt detergens készitményakbe is.
A jelen  ialdlmanyt @ lovabbiskban  az  zidbbi paldaikal
szemisliefiilk, melyeket nem szabad 3 jelen ialdimany korének

koridtorasakant tekinteni,

A pufferkent es szubsztratként hasznalt vegyszerek legalabb

reagens lsztasigl keraskedelmi termsakek,

°

3
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1. paida

A Preudoplectania nigrefla-bdél sedrmazd antimilrobidlis polipeptid

BN

azonosiiasa

Az alabbl madszereket &s anyagokat hasenaliuk.

cDNS kdnyviarat allitunk =i 5 napig Mex-1 thpkézegen indukdlt P
migredfa-bol (a WO B8/38288 nemzetkiizi szabadaimi bejelentés paidaiban
falalt eljardst hasandlva). A PoliA-val dusitott RNS- dsztitjuk, 8 oDNS

szintefizaljuk @s a kdnyviaral standard molehulans bioldgial eljarasokkal

alfifuk el6, Az Sllaldnos elfjdrds résslotes leirésa megtaldhatd & WO

SUIL794 namzethtizl szabadaimi bejelentés példdiban. A kidnozashor

hasznall vektor 8 phthass, melvel a 4. sramd srekvenciaban mutatunk

be, és amely az alabbl tulsjdonsagokkal rendslkazii:

Tulgidonsag Elhalyezkedss Lalrds

GRS 3651158 Kanamyoin reziszt.

CD8 2332-2387 B-gataktozidas o
pepiid

-1} jel 21882182 Shine Dalgamo

Fromdler 21012188 Lao promdisr

Vegyes jellemzdk §26-850 KanP1 primer a BACE

rendsserhes

1. {ablazat. A pMhash vektor jellemadi,

Ezen plazmid figyelervemdltd jsllegzetessége az, hogy az EcoRl-

Noll restrikaids helyek szomszédosak a Lac prowmdier Shing Dalgamo

regidiaval, Bz leheldvé teszl, hogy ar EvoRi-Noti-hez llessiett aDNS-aket

a veklorba Kidnozesuk, &8 a kapolt seerkeseleket akiivan frjuk at és

transzialiuk ez £ ool gazdaba.
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A Fseudoplectania nigrella kiinyvtér megszerkesziése €5 a plgzmid
keszletel eredményezd cDNS jef befogdss

Egy NS plazmid készletet dliitlunk ol az eredeli cDONS-phMhash
vekior lgalas Osszesen 20,000 tanszformansabsl A plazmid DN
kizvellentl a szildrd LB szolehliv tapkdzegrél kinvert telepek késziotahs)
ailifjuk eld, 3 plaamid DNS zoldlashor vald Qisgen {Qiagen ine.} protokot
szerint. A plazmid  készletet SigA2  franszpororngl s Mud
transzpozazzal kezeliik a tansepozds gvartdidnak {Finnizyme, Finland)
javasiata szerint. A Yanszpozon Altal sldsegitelt jel befogdsrd! se=dlod
altalanos informactd talathatd s WO 0U77315 szabadalmi bejelentésben,
A kapott slegyst etancilal kicsapatiuk, hogy elidvolitsuk a felesiegbean
evd 8o, @8 1.5 ut elektroporaftatunk 20 pt DHIOR ultra-kompetens
sgflekbe & sejlekkel  {Giboco-BRL)  adott  standard protokolinak
megfelelfen. Az slektropordiiatoll sejiekst SOC tapkdzagbean inkubdliuk
razatés mellelt (28°C, 2 dra, 280 rpm fordulatezam) a  szelekilv
tapkSregre vald szélesziés o6t Harom agar tapkizeget hasanalunk:

LB + 5O po/mi kanamyoin

LB + kanamycin + 18 ug/mi kloramphenicol vagy

LB+ kanamyein + koramphenicol + 12,5 ugimi ampicillin,

Ax elektroporacio LB + kanamyein+kloramphenicot @okdzsgre vald
higitasi szélesziesabd! azt hatdroztuk meg, hogy kériibselt! 119,000 telap
van jelen, amelyek SigA2 franszpozicidval rendetkesd cDNS késnywidr
plazmidot tarlalmaznak. Osszesen 363 telepe! nvertink a kisérlethé!
harmas szelekels alatl, Az Gsszes 383 telepet replika lemesskre tesszik
S0 pgiml ampicilionset végeelt harmas szelekoidra, 3 valdd el bafogolt
telepek szelektdlasa cbliabdl Osszesen 338 telep kKepes szaporodni a
fokozolt  mennyiségl  amploiifin koncentracld  mellefl, &s  ezeket
minipreppet vizsgaliuk a Qlagen QlaturboB8 protokoll szerint (Qiagen

e A plazmidokat a ranszpozon sltre rdanyuld és forditolt primerskiet
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{A &s B primerek) szekvenaliuk, & WO 017735 nemzetkésl szabadainy
bejelentes pelddiban lairt slidrasnak megfeleldan.
A priman agegt Hgog googe galee {16, szamu szekvencia)

B primer: Hall cggte gaaaa ggate o {17, seamid szekvencia)

A reakcichor & DNS  szekvencldt sgy ABITO0  kapilidris
seekvenatoron kapjuk meg. A szekvencidkat hasitiuk, hogy elitavolitsuk a
veklor &8 a bansepozon srekvencidt, valamint az A &3 B primer
feoivasasokat minden egyes Ossredfiitolt plazmid eseldhsn. Bx 225
Gsszealiitolt szekvencidt eredményer, amelyekel szskvencia homoldgia
alapjan 148 contig-ba {(&tfedd DNS szakassok) soroltunk. Az Seszes 145
contig-ot egymastdl figgetlendll  Ssszerendezés-keresés programmal
vizsgaljuk (blasting), és az eredménvekst analizalfuk. Egy plazmid
{(Mlectasin 8 BI1Z2} némi aminosay  homoldgidt mulat lsment

antimdkrobidlis polipeptidekekke! {defenzin-szard polipeptidekkel).

Az aldbbi példakban a fslen aldimany antimikrobidlis polipeptidielre

SHectasinkdnt” hivatkorunk,

2. példa

Az Aapergifius expresszids vekior megsrerkessidse a Plectasinhos

A Plectasint kddold szekvencidt ax alabbiak srerint amplifikaliuk a
fentt cONS  ROnyvtarbd! {ldsd a fenti 1. p&idath 1 gl cDNSY
{magkdzelitélag 10 nanogramm DNS) haszndlunk templatként a BCR
reakoidban, & 178-a3 &s 178-es két primerrel,

178-as Primer: tolgy atcoa coaly caall tacca ceate otote (7. sz szekvencia)

175-as Primer tole! cgage tagla acact igoaa acaan go {852 szskvencia)



Az egyes primerek 10 pmol memnyviségelt hasznaliuk 100 o
reakciotérfogatban, Az annealdst hdmeérsékdet 85°C, és az extenzis 72°C,
1 parclg. Osszesen 35 coidust fultatunk. Expand High Fidelity POR
System-etf {Roche) hasendlunk.

A FCR reakcld sliguot mennyiségeit %08 agardz  gélen
szepardljuk, K&t kilonbézd sav gthald o legszembelindbb sdv &
kOriifheltd 300 bp-ndl taldhatd &3 8 valamivel gyengshb sav kortibeli
350 bazispamal.

Mindkel fragmentet BamMi-gyel és Xhot-gyst emészietiik,
amelysk a POR primerek alital bejullatolt Willdgd szakassokban hasitanak.
Az emeszistt fragmenteket zolaljuk &5 a pMT2188 plazmidba Kidnozzuk,
amely egy 8 pCalji? plazmidva alaporolt Aspergifius sxprosseios
plazmid, {asd a WO Q70084 nemzetkdzl szabadalmi bejslentés
példait], amelyel & PA 2001 00088 Dén szabadaimi bejelentés 7,
példajaban lelrtak szednl szerkesztelitk meg. Azt taldituk, hogy a
rividebb fragment tarfalmazza a Plectasing kbdold szekvenciat, ahogy ast
a fal bafogd Kiséristhen (fasd a fenti 1. példal) meghataroziuk. Ezen révid
POR fragment szekvenciaiat az §. sadmi szekvencidban mutatiuk be.

Hasonloképpen, a hosszabb PCR fragment  szekvencigjval
kaposolatban gzt dllapiiotiuk meg, hogy tartaimasza 3 Plectasin kadold
szekvencial, valamint egy fovabbl 58 bhp hosssisagd  inszertet
Meghgyeltdk, hogy ae 88 bizispdr hosszisaglh inszert tarteimaszza egy
gomba intron konszenzus Wulajdonsagalt, s ezen termék amplifikacidiat a
nem  tikélstes intron sitdvolitds bizonyilékanak tekingitk sz mRNS
keszletben ds g szdmmazialott cONS kényvidrban, A hosszabb POR

fragment szelvenciajdl a 6. szémy seekvencidban mutatiuk be. A

rdvidebb POR termékhez vald Aspergiffus sxpresszids plazmidot {5,

seamil szekvencia) pMT2548 plazmidnak nevezsik.
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3. palda

A Plactasin expresszidls Aspargifusban

A pMT2548 plazmidot a BECH? Aspergiiius oryzas torzsbe {a WO
D0/30322 nempzetkézl szabadalmi bejslentéshen irtak e} &8 az MBint118
Aspergiffus niger Wrzshe tanseformaliuk. Az egyss  torzsekbd& 30
transzformanst  kélszer Gfa  izoldlunk  szelekiiv @8  neme-indukald
kGrifmények kizolt szachardzt és acelamidot tartalmazd Cove minimal
lemazen. A Plectasin sxprassaididnak teazielesshez, a
ranszformansokat § naply 30°C hémérsékleten szaporitiuk 10 mi YPM
(2% pepton, 1% olesaiGkivonat, 2% maltdz) tapkizeget tortaimazd
kemesdvekben. A feliliszékat NuPage 10% Bis-Trs SDS géleken
{nvirogen) fultatiuk & gvand Gtmutatdsanak meglelelBen, MES futtatd
pufferben,  hogy iehetdvé  tegylk 8  szepardldst  az alacsony
molekulatdmegll tartomanyban, Mindkét Aspergitius Wrzs 16! seaporoadik,
meyg akkor s, ha a Pleclasin expresszididra  indukdliuk ket A
Hletasinhoz vart méretd okBioniill sdvet & legidbb transzformansban
athatjuk, mikdzben ezt a savot nem 1atjuk a nem wanszformalt BRECH? A
arizas és MBInT18 A niger gazda rzsekben. Ugy tink, a Plectasin sav
aersebb &  BEChZ  wenszforménsckban, mint  ar MBIn148
transzformansokban, Ugy becstittk, nagyon durvan, és csak a fosiés
merteke alapian, hogy az iyven szaporiias koriimeények kizéd hozam

10-60 my nagysagrendl szaporitd tdpkdzeg Werenként.

4. péida
A Plectasin kidnozasa Ongyikos Expresseios Rendszerhs {(SES-be}

A Hlectasin fragmentet POR-ral amplifikaljuk templatként a felies

hosszisagl Flaclasin cONSA (Plectasin 8 B12) és a DRA34F és DR4AR

Noot és Xbat k810 primersket hagangiva,




P ooggoealgy gattigaty caalgglent tgog (Bsz. srekvancia)l
ORG4R! goeglclags gocatttagt aacactigon ascaa @gess ooctiago

{10.sz.szekvencia)

A PR amplifikdciolt PWO DNS polimerdst haszndlva végerzilk ol a
gyvartd {Roche Blosclence, CA) dimutatdsanak megfeleifen. & POR
termekat Neol és Xbal snzimekkel emésztefiik és franyitva nszertaliuk a
pHHA &5 pHH plazmidokba (a8 WO D0/73433 nemzetkiizi szabadaimi
bejelentés polddiban kerlitek lelrasra). A kepott plazmidokat pOR-18-
placiasinnak nevezzik a pepld citoplasmas expressigjdhos és pORS-
18-plectasinnak a periplazmas exprasszidhoz.

Mindkél plazmid tarfalmazza & Plectasin fragment kévelkezd
aminogay szekvanciaiat
mGFGONGPWDEDDMQUHNHCKSIKGYKORYCAKGORVORESY

{11, sz, szekvencia)
ahol m {metionin} nincs islen a natlv Plectasinban, azonban bejuttativk &
kidnozasi eliaras eredményeként,

Az B, coli szaporodésanak gatldsa s Plectasin sxprosszid sorén

Annak  értdkeleschez, hogy az E. coll szaporodasa gatolts
folyadek tapkiizeghen az endogén Plactasin expresszié indukcidia sordn,
a kivelkexd Kisdristel végerzik e, & WO 0073433 nomzetkds
szabadaimi bejelentés példaiban lelrtek szerint. Réviden, friss, &gy
ejszakas  sefl ltenyésvetel ~ melysk pDRS-18-plectasing, P18
plectasint, pHH-tvagy pHHA- tartalmaznak - 300-szoroséra higitunk 150
ut LB vagy 0,1% arabindzt tartalmazd LB tépkdzeghe mikrotiter lemazen,
g8 37°C himérsékleten  inkubadliuk  erfleles rdzatas meliett A
szaporodast gorbal 8z O, &rték szabalyvos id8kSzonkantt merdsdval
kdvelitk nyomon ELISA leolvagdt hasmndlva. Az ersdmények azt

mutatiak, hogy a Pledlasin a sejlszaporodds  41%-at gatolls, ba
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kdzvellerdd! & periplazmara Fanyull, azonban nem befolvasolta a sefiek

szaporodésal, ha a clloplazmaban expresszalédott (ldsd sz alabbi

x>

ax
%
o

tablazatol),

Szerkazet % galas
piH 16
pht-plectagin (pDR3-18-plectasing | 41
oHHA 12
pHHA-plactasin {(pOR-18-plectasing | 13

2. tebldzat: A sejiszaporodas gatldsa

& pelda
A P, nigrella Plactasin £, coli-ba vald kidnozasa, Qxpresszidia és

akiivitasanak beoslése

AP pigrelia-bdl szérmaed Plestasin  kidnozasa pET3th+
plazmidba

A Plectasin antimilvobiglis  akiivitas vizsgalathor  vald
elballitasahor a Pleclasint kédold cDNS4 & pET31b+ eXRressits
vektorba  (Novagen Ine. WU} inszentdluk.  Specifikusan  ferverett
oligonukiectidokkal (1-ss és Z-us Primerek) a Plectasin gént polimesraz
ancreakeidval amplifikdljuk PWO DNS polimerdzt hasznilva a gyartdk
{Roche Bloscience, CA) Gtmutatdsdnak megfeleléien.

1-es Primar
attaticagatgolggatee gasaaaccigegiogoalia loogoaaaggeatonatatn
{12.5z. szekvencia)
2~eg Primer
astaatctegagiatiage catattttttaalyatalay atgecttigoggataaigoyg ac

{13. sz, szekvensia)




A szomszedos restikeids  endonukiedaz  helyek {Ahwhl Aval)
enzimatikus  emeészidse lehetdvé teszi, hogy ezt a gent  farids
szerkezetként a pET31b+ plazmidba kidnozzuk {a gydrtdk (New England
Riolabs Inc., MA) dmutatdsanak megfeleld, standard eflardsokkal). As
Osszes standard profokolit mashol {rtdk le (Sambrook, Fritsch and
manialis, 1988

AP nigrelia Placlasin transzfomdlasa és expresszidia £ cofi-ban.

A rekombindns pET31b+  plazmidot £ cof  Novablue-ba
transeformaliuk 8 gyarldk  (Novagen)  (tmutatasanak megleiaiben.
Plazmidot allitunk o6 QlAprep Mini Oszliopokat (QIAGEN Inc. CA)
hasznalva, és  aulomatizall szekvendldssal szekvenaliuk  plazmid

specifikus primarsket (3-as 85 4-es primerek) hasenalva.

3-as Frimer {golagiiat tgoleageny {14, sz. szskvencia)
4-e5 Primer: accglaghy cgorcatey {158, g=. szekvencial

Hlazmidot ranszformalunk az B, coll BLRADES treshe 1 gyartdk
atmutatasanak megfelelben (Novagen). A bakiériumokat LB tapkozegbsn
szaporfjuk kdritbelld 0.8 ODg Sriékig, &5 a rekombinans protein

ntézist 1 mM  IPTGvel  {zopropd beta-D-Hogalakiopiranoziddal)
ngdiiuk. Marom oras indukcld utdn s bekigriumokat begyditink, 110
terfogals A pufferben (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 100 mM Nall, pH 8}
reszuszpendaijul, majd nyomasos roncsolssal (1500 mBar} Hzaljuk, A
kapoll pelleted kélszer mossuk B ;mf?emeﬁ {80 mM Tris-HCL 10 mM
EOTA, 0.8% TritonX-100, 100 mM NaCl, pH 8). Az Sssres standard

protokolit mashol indk e (Sambrook, Fritsch and Mamaﬁi& 1088

A F vigrefla Plactasin tszittisa £ coff inldGzids testakbsl,
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A fentl tszHtds! sljdrdsbdl kapott pellet tisziitolt inkiizits testeket
arialmaz. A peplid KSI fizids partnerbdl vald Kazabadidsshoz savas
hidrofizist vegelnk egy a2 Placlasint kbdold génbe  N-lermindlisan
bejuttatolt manipuldlt  Asp-Pro helven. Az inklGzids tosteket
reszuszpendatuk 100 mM natrium-foszfathan {pH 2.3} és egy diszakan at
mkubaljuk 85°C  hdmeérséikdeten. A kapott fel(itszd Prolin-Plectasing
tartalmaz, @ a mintal 100 mM ndtrium-fossfatiat {(pH 12,3) semlegesitiik.
A Prolin-Fleclasin azonossagat meg-spektromatrival megerBsiiok. Az
Ouszes slandard protokolit mashol ak le (Sambrook, Frtsch and
Maniatis, 1888}

Antimikrobidlis akliviths Radidlis Diffteids Vizsgalatial

A korabban lefrt protokel mddositolt verzidiat alkalmazzuk ax
antimikrobidlis aktivitas detekialdsshoz {(Letrer et al, 1891, Ultrasensitive
assays for sndogenous antimicrobial polypeptides, 4. immunol, Methods,
137A87-173). A cél baktériumat (10° telopkepzd sgyseg {cfu)) adunk &
10 mbnyl alulrdlegezell agardehoz (1% alacsony slekiro-endosmosis
agaroz, 0.03% Tripticase szdja tpleves, 10 mM natrium-foszfat, pH 7.4,
JTC hbmérsaidet). A szuszpenzidt INTEGRID perficsészén (Recton
Dickinson Labware, NJ} megsziigrdiffuk. Harom mmees gél lvukasziot
hasznalunk az alulrétegezell agardzon {Amersham Pharmacia Blotech,
Sweded) lyukak készitéséhez., A lyukakba mintakat helyerink, maid a
pelricsészekel 37°C homersékieten inkubdliuk 3 dran kereszill, Egy
takard réfeget Ontlnk a lemezek telsidre, 85 a lemezeket (LB tapkdreg,

7.5% ager) egy fiszakin keresstll inkubduk. Az antimilrobialis aktivitas
az dregek k(i balderidlis feltisztuldst zénaként lathatd. Az 18 sejteket
maglestitk 10 mb 0,2 mM MTT &-{4 5-Dimeti-iazol-2-11-2 S-difenil-
tetrazdfium bromid Tiazobkék) hozrdadésaval. Az dssres standard

protokoll mashol kerlilt lelfrasra (Sambrook, Fritsch and Maniatis, 1988).
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A Plectasin Baciflus subliis ellent antimikrobidlis akiivitasa.

& Plectasin antmikrobidlis  akibvitdsanak  sriékeléséhez
rekombinans Aspergiifus aryzee fermenticids tapleveselt alkalmazzuk
kétazeres sorozatos higitdshan egy radialis difftzids vizsgédlatban (Fent
irtuk le) A leseielés sordn nagy fellisziulast #Ondkat latlunk a Racllius
subiiiis mintalval szemben, a fenll slidrds uldn. A legnagyobb follisztulast
zonat {15 mmy a nem higitolt fermentacids tplevessel kaptuk, mig a nem
rekombindns  Aspergiffus orvsss-bdl vell minta  nem mulsioft

antimikrobialis aktivitast a Baofffus subfifis-gal szemben,

Egy alternativ £, cofi gazdaban inkitzids testekben exprasszéll Plectasin

Az antimikrobidlis  okliviidssal  rendelkerd, kinvert Plactasin
mennyiseginek ndveléséher a Plegtasint ax £ coff Origami-DE3R
{Novagen Ino} tOrzsben sxpresszéliuk. Ex o Wres muldcidt hordoz a
toredoxinreduktdzt (InB) és a glulgtionredukiadzt {(gor)  kbdols
génekben. A Plactasint kddold rekombindns pETHIBplazmidot az £ colf
Origami-DES Wrasbe ranssformaliuk a gyartok (Novagen) mulatasanak
megleleifen. A Pleclasint lartalmazd  inkiGzids  testek  szaporitasat,
expressRidjal as roldldsat a fentiekben leliak szerint (A P nigrelis
Flectazin transzformalésa és exprasszidia £ cofi-ban) végsstik, A
Plactasin kinyerését a fentlek szerint (A P nigrella Plectasin tisztitésa B,
coli  inkinziostestekbdl) végezelik, Bt koveldsn, radidlis  diffizids
vizggalatol hasznalunk az antimikrobldlls akiivitds &rtékelésdhar {(ldsd
fant: Antimikrobialis aklivitas radislis diffGzids vizsgalattal),

Az sradmenyek azt mulatiak, hogy 2 Plectasih peptidsk lermeléss
az £ coff Origami-DED frzsben 5-10-szeres nvekedést mutal a peptid
antimikrobialis  aklivitésdban, A Plectasin megnfivekedett  bloldgia
aktivitasal tovabb erdsitelte az & tény, hogy hasonld sredménveket
ayertiink egy masik defensin, @ huméan bela-defensin 3, expresszidiaval,

&

Arra a kivelkeztetosre julottunk, hogy azok az B, colf Srzsel, amelyek



lehative  leszik & dissulfid kitések kinlakuldsat s citoplazmaban,
dltalaban felhasznathatdk a biologiailag aktlv defensinek és egysb
diszulfid kdteshl antimiloobidlis peptidek bioszintérisaben,

8. péida
A Plectasinhoz vald Saccharomyces caravisiae exprasssios vekior

magsrerkeszigse

A Plactasin S, ceravisias-ban vald exprosseididnak érigkeléséhesz,
két kildnbdzd plasmid srerkezetst, a pHH3ETS-81 ds pHH38YS8-of,
hozunk idlre. A pHH3BTS az S, cerovisiaebdl szdrmazd alfa-vezeidt
kodolja ax erett Plectasinhor fuziondlva. & Pleclasin az alfa-vezetdis
lovilaszihatd és driehetd a KEXZ hasilasi ssekvencian keresziil, A
PHH3B78 az alfa-vezellt a Placlasin pro-régihor fusiondltatva kddolia,
armit az ereft Plectasin kdvel. Ebben a szerkerzelben egy KEXZ hely van
jelen az alfavezeld és a Plectasin pro-régidia kSzdlt, mig egy masik
KEXZ hely olk{itnill egymiéstdl a Pleclasin pro-régidiat magaldl a
Plectasintdl

A pHHIETE - alve verelVKEXZ/Plectasin - megsrorkesziése

A Plactasin gént standard PCR  reskoidban  amplifikaliuk az
alébblakban leirt pHH3BTS-Forw &s pHH3875-Rey primerekeat hasznalva.
AL peldabdl szarmazd Aspergiius pMT2548 plazmidot hasznaljuk DNS
templatként a POR reakoidban, A kapott DNS fragmentet Qlaquick Hsziitd
Kitet {Qiagen} hasznalva lisziifjuk, ds Xbal s Clal restrikcids snzimekies!
emésziatilk, amsiyvek g primerek dltal bejutiatoll tillogd részeket hasitjak,
A fragmentet tovabb tsetiffuk 2% agerdz géldl, és egy 8. cuerevisiae
sxpresszids vekiorba Hgaljuk, majd Xbal és Clal snzimekkel smasztetitk,
bz a 2u alept & coff cleszld hordozd vekior 2 konstitutlv tpd promdtert

haszndlia az alfa-vezetliplectasin fGzld expresszididnak rénvitasara,




beta-laktamazt hasandl az B coli-ban vald fenotipusos szelekeichoz, és
hordozza a Atpl éleszitben (MTBS3, aly, Alpiapy pepd-3ipepd-3) vald

plazmid szalekaidhor 8 POT gént.

pHHIETS-Forw primer:
gaagy gatat cgat gotaa gagag gattt ggatly caaly gloct tggga tgagy

{18. sz. szskvencia)

pHH3ETS-Rev primer
cllag el agact aglas cactt goaaa vasag oooee ¢

{18, sz, seskvencia)

A pHH3EYE ~ alfa-vezetiREXhpro-régiddKEX?  Plectasin -
megszerkesziase

A pHH3ETS plaamid megssevkeszidséher vald protokoll azonos a
pHHIB7S-ével, azzal az eliérdssel, hogy DNS primereket hasznalunk, A
pHH3ATE-hoz az alabbi primereket haszndliuk

pHH3ATE-Forw primer
gaagy gulat cgaty golaa gageg secne cagoc igite cogag gotta cge
{20, gz, seekvencia)

pHH3BTE-REV primer (azonos a pHH3BTS-Rev primerrall

cliag ot agact aglaa caclt goaas caaag cocee ¢
{21, sz, szekvencia)
A Plectasin expressziol 5. cerevisiss-ben
A pHHIG0Z {konirolt), & pHHIETS és pHHIBTS plazrmidokat az &
carevisige MTB3IR iirzshe tanszformaljuk  litlum-aceldtos  eljdrast

haszndiva, A pHMH3002, pHHIETS &s pHMIBTR szdmos ranssformansst
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sealpkiahuk, SC alap/agar lemeszelkve (SO alap agart, 2% Deglikdzt,
(L. 02% threonint tarialmaz) szeleseiiilk, és 30°C hdmérsekisten inkubdijuk
a ielepek kifsiiGdaséig.

Az sxpresszid teszicléséher az egyes lelepekel 10 mi folyékony
SC alapba (SC alapot, 2% Dogltkist, 0,02% threonint tartaimas)
mokuialiuk, erés razatas mellett inkubaliuk 30°C hdmérsakieten, 3 napon
at. A feliliszdkat 16% Tricin géleken (Novex) futtatiuk, hogy optimalis
srepardlast kapjunk alacsony molekulattmegt terillsten. A fellilisxdkat
pérhuzamosan koncentraluk 500 bl 20 W mennyiségre, mikrocon spin
agsziopot  alkalmazva 3 kDa molskulatimegl  slvalasziast méretst
hagandlva, A pHH3BYS é&s pHH3BTE plazmidokbd! szérmezd Hssres
minta & varl méretd peplid sdvokat mutatia, A koncentrall mintak mutatiak
a legszembel{indhb sdvokat

A sobkal réssletesebb informacidkhoz, a feliiiszokat sgy MALDK
tipush Wmegspekirométarel analizaljuk Voyager DEPro a Perseplive
Biosystems-il). -

A pHH3IBTS plagmidhoz a {6 megligyell cslics & 4410-944 11
timagekngl jelant meg. £z nagyon kizel van a helvesen dtrehozolt és
feldolgoratt Plectasin 4402 vart ibmegéhez.

A pHH3E70 plaamid esetében szamos cslicsol meghgvelitink, A két
legszembetingbh  cslosot a 44114413 &8 7RYD-T8T1  1dmegeknsl
figyeltiy meg. A 4411 cxios megint csak egyezik a helyessn feldolgozatt
plectasiimal. A 7870-nél levd cstos isgiohban a g feldolgozott
Plectasinnak felel meg, ahol a Pro-régid nem hasadt le a Pleciasinedl.

Szamos bomidst termék feltehetden a 7870 osticsnal volt mgligyelhetd,

A pHHIBTE g5 pHMEETE plazmidokbdl szérmaza Plectasin aktivitdsa
A fent telt felliitszdkal radidlis diffGrids vizsgalatban analizaliuk az

&, poldaban et modon,
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Flazmid Normal Koncsntrall
pHHIRGE g {

DHH3IBTS & 12
pHM387YE 8 14

3. tablazat A gatlas kirliball 2dngja {mm).

Meglepd médon, a pHH38T8 eredményezie a legnagyobh gatliést
zonal, ami 1Obh terméket, vagy nagyobb akivitdssal rendelkezd termékst
igler a pHH3B78-hiz képest,

A Plactasin varignsok HTP szkrineiése

A Plactasin antimikvobidlis akiivitasanak tovabbi optimalizdlasahoz
az akliviths nagy teljesitmeényll vizsgalatat végeztik el Egy flven rendszer
feldliithsdhor a konboll pHH3IBOE plermidot vagy 2 k&t Pleclasin
gxpresszids  plazmidol, a pHH3IETSE-8 ds pHHIB7S-of, tarlsimazd
clesztGgomba  sefleketl 96 (regld mikroliter lemezekben szaporifiuk.
Esszer seftstriségndl sz élesrtégomba tenvészet S vagy 20
mannyissgelt sitavolifjuk a mikrotiter lemezrd, &3 a radidlls ditiGzids
vizegélatban hasznaliuk fel as 5 példaban lsiitak szerint. A radislis
diffuzios tesel lemezen a fellisziulasl zondk egysrisimisk vollak a ket
Plactagin-t termeld {a pﬁHS&?&E»@t &8 2 pHH3BTS-of tartalmazd) Brzshét
szarmazo fellitiszdk ssetében. Amind fant s megligyeliilk, o felisstulast
zinak nagyobbak a pHHIATE-HA szdrmard felilissdk esetdéban. Nem
Rgyaiilink meg foltisziulasi zOndkat 2 kontroll plazmidbdl Ex azt jalsl,
hogy &2 az egysserl HTP  viesgdlal kiildnbsgget tud tenni az
antimikrobadlis allivitas kUlonbozd szintisll oxpresszald &lesziSgomba
gefek kKOxOl, o3 alkalmas a kivant aldivitdssal rendelkezd Plectasin

variansok srkrinsiésérs.
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Flectasinhor vald indukalhatd dlegziGgomba termelési &5 g HTR
sekrinetd rendszer Brehozasa — a pYESE-3802, & pHH38886 (Plectasin

&s a pHHIBE? (Fro-plectasing megssarkesziése

A indukathatd expresszids rendszerek dridkeldséhez, és a jobb
biokdgial aklivitassal rendelkezd Plectasin variansok azonositdsdhoz valg
HIF szlvineld rendszer potencidlis felafiiidsdhoz, a pYES2Z plasmidot
hasznalva Plactasin és pro-pleciasint kddold indukalhals sxpresszids
vekiorokat szerkesziiink meg.

A pYREZ (hwitrogen} plezmid egy 59 kb veblor, amelyst
rekombindns profeinek és peplidek Saccharomvoes cerevisias-ben vald
indukalhate  expresszidjidhoz  lervezilink., A vekior g  kévetkerdkis!
jellemazhetd: tortaimaz dlesatSgomba GALY promdtert a galakidz aital
magas szinth indukathatd exprasszidhor és glikdz altall represszidhoz,
Uraclt protobrdfidt &z ampiciiin reziszlencl&t hassndlunk s
ranszformansok sorrendben édleszidigomba é&s £ coli sefiskben vald
szadekialasdhoz.

Harom plazmidot sterkeszilink meg, sgy kontroll plazmidot, 2
pYES-3002-G, ¢s kit Plecltasind kadold plazmidot, & pHH3886-0t &8 &
pHH38EY el

Mival a pYESZ egy nem Rizids vekior, a pHHID0Z-bE, pHH3ET?S-
b &8 a pHHIBTE-LA szdrmazd leljes affa-vereld régidkat POR
ampiifikaliuk standard POR reskcidban. A fragmentekst 2% agardz gélen
futtatjuk, Qlagen Usziitd kitet hasznabea Hsziituk, & Hindill-mal és Xbal-
gyel emeszisliik, &8 a pYESZ plazmid megfelald helyelre Hgdliuk. Er az
alfa-verstdt a GALY promdier ol halyezi. A ligdldst keveréket kompetens
E. col-ba transzformafiuk. A transzformdnsokal dira sedleszfitk, és
szamos egysdi Kiont analizalink 8 megleleld mérell inscertat tartaimard

N

plazridokra. A vegssd sllendrzést DNS szekvanaldssal vegeszik sz
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AQP107 és AQPAE primersket haszndlva, A plazmidokat pYES-3802

{kontroll), pHHIB8G (Pleclasing s pHH3BRT Pro-plectasing plazmidoknak

jelSHik,

AOP10T priman
caata taaaa aagel agelt fenyg

{22, sz, szekvencia)

AQP 448 priman
{ogae tgaay olget ategg

{23, sz, szekvencia)

A harom plazmidot {(pYES-3802, pHH3BES &s pHH3ERT) & JG188
olesztbGgomba tirzsbe ranszformdljuk, maid 0.5% glikdzt & 1,5%
galaktozt tartalmazd lemezekre szélessliik. A glikdz bistosilia a
megleleld méretll telopek kialakulasal, ¢s 3 gltikds sifogydsa wédn s
galaktéz  biztosifa &  ftovabbi szaporoddst és g Plectasin
transzkripoidianak & megisield lermeléséner Indukeigial Miutén s
telepek kislakultak, az indikator 8res (B, sublilis) rétegst (kirliibeltd 10°
ofu} reétegezzlk a iclepekre, @s a lemseekel tovabb inkubdliuk egy
giszakan al. Ahogy az egyédh, fent leirl dleszibgomba plazmidok sselében
athatd, a konroll plazmidot  {artalmasd Slesatdgomba Wres nem
gredmanysz fellisztulast zOnal, mig a pHH3IBEE &s pHHIRRTY plazmidokat
tartalmazd igen. A legnagyobb feltisziulas! 2dndt 8 Pro-plectasing kbdold

pHH3887 sselében figyeltiik msg.

¢ raxe
«
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8. polda
Flactasinhoz vald indukalhald dlesaifigomba termelés! és a HTP
sekrineles! rendszer megszerkeszigss - a mutaltatol Pleotasin

kiinyviarak magsserkaseiése

Mutaliatolt Plectasin kdnyviagrakat srerkeszilink meg ertor prong”
{(hibara hajflamog) PCR-rall A random mutdiiatolt ONS fragmentekst a
pYES-mut és pHH3885-Rev primerekat és vagy a pHHIETS (Pro-
pleclasing vagy a pHHIBTE {Plectasin} templatot haszndlva hozruk 6tve
3,5 miM MnCL-81 fartalmazd POR regkoidhsan,

Primer pYES-mut
taaataciac fallgecage altgolgota aagasgsagy gotelogsiy gocaagaga

{24, szekvencia)

FPrimer pMHHIBBEL-Rew:
Tataagegty scataactas Hacaigaly cggocctota ga
{25, szekvencia)

A fragmernteket 2%-0s agerds gélen fultatiuk, Quiagen tsziitd kitet
hasznalva  lsztitiuk, és a pYERS-380Z plazmidba  inszertdliuk. A
plazmidokal kompstens JG 158 dleszidgomba seftekbs slekiroporaitatiuk.

A ket kGltnbézt kinyvidral 0.5% glikdzt és 1,5% galakiost
larlaimazd nagy agar lemszekre (lom x 3om) szélesstitk. 30°C
Homersekieten & naplg 8 inkubalis uldn o kénwaidr lemezeket
kidrdibelll 107 ofu B subliist lartalmazd vékony agardz réteggel
feliirdtegezzdk. A lemezeket tovabb inkubdljuk 24 dréan keraszilil, 30°C
hidmersékisten, MegkOzelithen 10,000 iolepel teszielink. A jelentds
folisztulasl zonal mulatd slesztégomba telepsket tovabbl jellemzés
celiabdl izolaliuk,
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A bicldgial anvag depondlass

A kitvetkezd bivlogisl anvagot depondliuk & Budapesti Szerzédés
rendelkezésel drtelméban a Ceontraalburesny Voor Schimmelouliures
tOresgytijtemenynel ({CBS), Uppsalalaagn 8, 3584 COT Utrecht The
Netherlands vagy P.O. Box 85187 3508 AD, Utrecht, The Netherfands),

ahol & kdvetkezd kataldgusszamon taldthatd,

Deponall anvayg Ratalbgusssam  Denonalas datyma
Feeuwdopleciania nigrella GBS 444,97 1887, janudr 28,

A deponalast 8 Novo Nordisk AS telte, melyet késdhb a

MNovozimes A8 et 8 jogutdda.
A Feaudopisctania nigrella rendssertant besoroldsa:

Bukaritla, Gomba,  Ascomyoota, Parizomyooting, Pazizomycetes,

Fazizates, Sarcasamatacess, Pssudopleciania,
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1. Polipeptid, amely antimikrobiglis aktivitdssal rendelkezik, azzal
jsllemszve, hogy a polipeptid lehst

{a} sgy polipeplid, amely olvan aminosav szekvencial tarialmaz,

mi legaldbb 85%-0s azonossagol mulal a 2. szamu szekvencis 1-4Q.
arninosavaival,

(L} egy polipeplid, amelvet egy olvan nuklectid szekvencia kidol,
ami kdzepes szigor(sagl kiriimenyek kdzdl, 0.2 x 88Cwvel 42 *C-on
Wrignd mosas melisll, hibridizsiddik egy obvan polinukdentid prébdvsl,
ami;

{iy az 1. szamu szekvencla 188-28&% nukleotidiainak
komplemeanter szalat

{1y ax 1. szamy seekvencia TO280 nukisotidiaingk
komplamentar ssaldl; vagy

Gy s 1. szamg  szekvenois 1285 nukleolidiainak
komplementer szalat jelenti \éiz o

X & \

} gz {a) vagy &) g}@«nmk gy *mgmem;@ amely antimikrobialis

a&iw;iagms rendelkezik,

2. Az 1 igdnypont szenintl polipeptid azzal jellemesve, hogy olvan
aminosay  sxekvencidval  rendelkezik, amely  legalabb  7T0%-us
azonossagol mudal 8 2. szdédmi szskvencia  1-40, aminosavaival,
alénydsen legaldbb 80%- 02 azonossagol, legaldbb 88%- -0 azonossagol,
logaldbb BO%-0s azonossagol, legaldbb BE%G-08 azonossagol, vagy
fegalabb 99%-0s szonossdgol mulal 8 & szamd szekvencia 1440

aminosavaival,

3 A 2 igénypont szerintl polipeptid azzal jellemezve, hogy a 2

szami srekvencia 1-40 aminosavall talmazza,




4, Az 3. igénypontok barmelyike szerinft polipeplid aszal

isllemezve, hogy 8 2. szamu szekvencia 1-40 aminosavaibdl all.

&, Az 1. igénypont szeriny polipeptid, amelyel egy olvan nuklectid
szekvencia kddol, ami kdzepas-nagy szigortsagl kdriimenyek kizdl, 0.2
X S8C-val 88 "Coon t@rtdnd mosds melisll, eldnvdsen nagy sigortsay
kirlimények k8zot, §,1 x 3SC-vel 80 “Coon nénd mosas mellelt
hibricizalodik egy olyan polinuldactid probaval, amib:

By az 1. szami ssekvencia 166285 nuklsolidisinak
romplamentsr s2alag

{iy ez 1. ssamb szekvenola TO-Z285  nukleolidiainak
komplementer szalat, vagy

() az 1. gzémd seekvencla 19285  nulleolidiainak

komplementer szaldt jslenti; 8s

8. Az B, igénypont szerintl polipeplid, amelyel egy olyan nukleclid
srelvancia kddol, ami kdsepes-nagy szigorusag! kirliiményslk kizal, 2
¥ 88Cwval 88 “Coon Hridnd mosds mellell, eldnydsen nagy szigorissg
kiridmenyek kdzdy, 01 x S8Cwel 80 “Ceon Orignd mosds maelielt
hibridizalodik egy  olyan polinukisotid prébaval, aml az 1. szamd

szekvenclia 168-285 nuklectidiainak komplementer szélat jelenti. ;

7. Polinuklecotid azssl  jsllamezve, hogy  olvan  nukleotid
szekvencidval rendelkezik, ami az 1-8. igényponiok barmelyike szerind
polipepiidet kddolia,

8. Nulkleinsav szerkezel aszal jellemeszva, hogy & 7. igényponi

szerinti  nukisotid  szekvencidt larialmazza, smely  mdkdddképesen
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kaposoladik egy vagy ©©bb olvan szabdlyzd seekvencidhoz, ami &

P

pulipeptid meglelsld gazdaban vald termelésdt ranyilja.

8. Rekombindng expresseits vekinr azzal jellemezve, hogy 8 &

igénypont szerintl nukleinsay szerkezets! ariaimazea.

10. Rekombingns gazdassil azeal jellemesve, hogy & 8. igénypont
szerintl nukleinsay szerkezetet lariaimaz.

11, Elidrds sz 18, igényponiok bammelvike seerint polipeptid
sifaliidssra axzal jellemesve, hogy
{a) 2gy 2 vad formaidban a polipeplidet oldaliltlant kepes {Grzsel

tenvésstiink, a polipeptid oléaliitasa colighol és
{L) 8 polipeplide Kinyegik.

12, Elidrds az 1-8. igényponiok barmelyike seerintl polipeptid
aifaliitasara azzal jellemesve, hogy

{a}) egy a3 10, igénypont sserintl rekombingns  gazdasejtel
fenyésztink olyan kdrlimények kxS, ami a polipaptid tarmeléséhez
vazal 88

{b} & polipsplidet kinveriik,
’ ~ )

13, Elidras mikrobidlis sejtek olpusziitdssrs vagy szapuroddsanak
gatlasara, amely nem az smbel vagy dlall test kezelésdt célzd eljaras,
azzal jellemezve, hogy a mikrobidlls sejlekel ax 18, igénypontok

barmehyike szerint antimikrobidlis polipeptiddel keposolatba hozzuk,

14, Az 1-8. igényponiok bdrmelvike szerinil antimikrobiddis

polipeptid gydgyszerkdnt 10riénd alkalimazasea,
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15, Az 18, igénypordok bammelyike szerinti  antimikrobidlis
podipeptid alkelmazasa mikrobidlis fori@zés kezelésdre vagy profilakiikus

fethaszndlasra sTolgdld aliatorvost vagy human terdpias szer slibliifasara.

16, Az 1-8. igényponiok legalabb egyike szerinll antimikrobidlis

podipeplid slatl takarmanyban WOrténd alkalmazasa.

A maghatalmazott

e
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