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PSZEUDOMICIN ELOALLITASA PSEUDOMONAS SYRINGAE
TENYESZETEKKEL

A jelen taldlmany targya eljaras egy vagy tobb
pszeudomicin szarmazék eldallitasara, (1) Aaltalanos képleti
pszeudomicineket eléallit6 Pseudomonas syringae tenyészetekkel,
amely képletben R jelentése lipofil csoport.
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A jelen talalmany targya eljaras egy vagy téobb pszeudo-
micin szarmazék elballitasara, tovabba egy vagy tobb pszeudo-
micin szarmazékot termelé Pseudomonas syringae tenyészetek.

A gombas fertézések jelentés szamban okozdi a
megbetegedéseknek, az életminéség romlasanak, és kiuléndsen
immunbetegségben szenved® egyének esetében az ember hala-
lozasi aranyanak. A gombas fert6zések gyakorisaga embernél az
utébbi 20 évben nagymértékben nétt. Ennek oka részben az, hogy
megnétt a legyengult, vagy szervatultetés, rak kemoterapia, AIDS,
életkor és egyéb hasonlé betegségek vagy koéros allapotok
kovetkeztében legyengult vagy elpusztitott immunrendszeri
egyének szama. Az ilyen betegek hajlamosak olyan patogén
gombas betegségekre, amelyek a népességben elterjedtek, de
azokat a j6l mikodd immunrendszer ellendrzés alatt tartja. Ezek a
patogének nehezen kezelheték, mert a I|étez6 gombaellenes
hatéanyagok egy része nagymértékben mérgez4, mas részik csak
a gomba mikddését gatolja. Példaul, a poliének gombadlészerek,
de mérgezbéek; mig az azolok sokkal kevésbé mérgezbek, de csak
gatoljak a gomba noOvekedését. Fontosabb azonban, hogy a
kozelmultban olyan Candida torzsekr6l szamoltak be, amelyek
azolokkal és poliénekkel szemben ellenallok, igy igen korlatozott a
szbébanforgd torzsek elleni terapias kezelés lehetésége.

Az Jujszeri gombaellenes anyagok egy csoportja, a
pszeudomicinek egyes betegek gombas fert6zéseinek kezelésében

nagyon igéretesek (lasd ezzel kapcsolatban Harrison, L., és masok,
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"Pseudomycins, a family of novel peptides from Pseudomonas
syringae possessing broad-spectrum antifungal activity”
[,Pszeudomicinek, a Pseudomonas syringae altal termelt ujszer,
szélesspektrumu gombaellenes hatassal rendelkezé ujszeri peptid
vegyuletcsoport”], J. Gen. Microbiology, 137 (12), 2857-65 (1991)
kézleményt, valamint az 5,576,298 és 5,837,685 szamu egyesult
allamokbeli szabadalmi bejelentéseket). A pszeudomicinek
Pseudomonas syringae izolatumokbdl szarmazé természetes
anyagok. A P. syringae a novényekkel egyutt él6 baktériumok egy
nagy csoportja, amelyek szamos bioldgiailag aktiv anyag, mint
példaul a bacitracin és a sziringomicinek forrasai. A P. syringae
természetes torzsei, és transzpozonnal atalakitott mutans alakjai
gombaellenes hatasu vegyuleteket termelnek. A P. syringae MSU
174 jel(l vad tipusu torzsének transzpozonnal atalakitott, regulacios
(szabalyozasi) mutans alakja, ami MSU 16H (ATCC 67028) néven
ismert, tobbféle pszeudomicint termel. Elvalasztottak és kémiailag
jellemezték a pszeudomicin A, B, C és C' alkotérészeket, és
kimutattak, hogy azok szélesspektrumu gombaellenes hatassal
rendelkeznek, és tobbek kozott a ndovényekben és az emberben
el6fordulé fontos gombas betegségek ellen hatasosak. A pszeudo-
micinek szerkezetileg rokonok a sziringomicinnel, de kuldnbdznek
attél, és a P. syringae izolatumok egyéb gombaellenes anyagaitol.
A pszeudomicin A, B, C, C' peptid része L-Ser-D-Dab-L-Asp-L-Lys-
-L-Dab-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp(3-OH)-L-Thr(4-Cl)-csoportnak felel
meg, melynek lancvégi karboxil csoportja az N-terminalis szerin
OH-csoportjaval makrogytriit zar be. Az analégok az N-acil
oldallanc alapjan kulonboztetheték meg, azaz, a pszeudomicin A N-
acil-csoportja 3,4-dihidroxi-tetradekanoat, a pszeudomicin B N-acil-
csoportja 3-hidroxi-tetradekanoat, a pszeuddmicin C N-acil-

-csoportja 3,4-dihidroxi-hexadekanoat, és a pszeudomicin C' N-acil-
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csoportja 3-hidroxi-hexadekanoat (lasd ezzel kapcsolatban Ballio,
A., és masok, "Novel bioactive Ilipodepsipeptides from
Pseudomonas syringae: the pseudomycins”, FEBS Letters, 355(1),
96-100, (1994) valamint Coiro, V.M., és masok, "Solution
conformation of the Pseudomonas syringae MSU 16H phytotoxic
lipodepsipeptide Pseudomycin A determined by computer simul-
ations using distance geometry and molecular dynamics from NMR
data", Eur. J. Biochem., 257(2), 449-456 (1998) k6zleményét).

Annak ellenére, hogy novekszik a gombas fert6zések
gyakorisaga, és a pszeudomicinek igéretesek, a pszeudomicinek
eldéallitasa kereskedelmi mennyiségben nehézkesnek bizonyult. A
pszeudomicinek elballitasara szolgald, koézleményekben szerepld
eljarasokat mozgatas és keverés nélkil, draga burgonya-szél6cukor
taptalaj alkalmazasaval végzik. Az ilyen tenyé-szetekben
jellemzéen laboratériumi vizsgalatokra elegendd, kis mennyiségi
pszeudomicin termel6dik olyan koncentraciéban, amely nagy
méretben, vagy kereskedelmi meéretekben valé ter-melésre nem
alkalmas. Szintén nem alkalmas korilbeltul egy liternél nagyobb
méretben valé alkalmazasra a mozgatas nélkuli tenyészet, mert a
tapanyagok és gazok, kuléndésen az oxigén diffazidja, és a
megfeleld sejtndvekedés fenntartasa nehezen valésithaté meg.

Szikség van egy olyan eljarasra a pszeudomicin
eléallitasban, amelyben a P. syringae alkalmazasa olyan méretben
és koncentraciéban valésul meg, amely alkalmas a pszeudo-
micinek, mint gombaellenes anyagok allatok, ember, vagy no-
vények fert6zései elleni alkalmazasra.

A jelen taldalmany targya mikroorganizmusok alkal-
mazasa valamely gombaellenes anyag, mint példaul egy vagy tobb
pszeudomicin szarmazék elééllitéséra szolgalé eljarasban. Az

eljarasban Pseudomonas syringae sejttenyészetet harom vagy
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kevesebb aminosavat tartalmazé taptalajon tenyésztunk, majd a
tenyészetbdél kinyeriink egy vagy tobb pszeudomicin 6sszetevét. A
harom vagy kevesebb aminosav lehet tobbek ko6zo6tt glutaminsav,
glicin, hisztidin vagy ezek keveréke. Az egyik megvaldsitasban, a
P. syringae sejttenyészet glicint, és adott esetben lipidet,
burgonyabdl szarmazé terméket vagy ezek kombinacidjat tar-
talmazd taptalajon tartjuk, a pH pedig 4 - 6,5, amig egy vagy tobb
pszeudomicin szarmazék koérilbelul legalabb 10 pg/ml, el6-
nyosebben koriilbelil tobb, mint 40 ug/l koncentraciéban
termelédik. Az eljaras kuléondsen alkalmas egy vagy tobb pszeu-
domicin szarmazék elballitasara olyan méretben, amelyben a
kinyert egy vagy tobb pszeudomicin szarmazék allatok, ember vagy
novények gombaellenes kezelésére alkalmas hatéanyag. Tovabba,
a jelen talalmany targya a fent Ileirt eljarassal termelt
pszeudomicinek.

A jelen talalmany targya tovabba a P. syringae térzsek
olyan biolégiailag tisztitott tenyészetei, amelyek pszeudomicinek
termelésére alkalmasak. A P. syringae térzsek lehetnek vad tipusu,
kornyezeti forrasokbdl, tobbek kézoétt novényekbdl, mint példaul
arpafélékbél, citrusfélékb6l, orgonafélékbdl stb. izolalt torzsek; az
ilyen kornyezeti izolatumokbdl kivalasztott torzsek; és az ilyen
torzsek mutans alakjai. Az elényds kornyezeti izolatumok
novényekbdl szarmaznak. Az elényds P. syringae tulajdonsagai
tobbek kozott, hogy képesek burgonyabdl szarmazoé terméket nem
tartalmazo, vagy minimalis taptalajon egy vagy tobb pszeudomicin
szarmazék termelésére; képesek a pszeudomicineket jelentds,
példaul korulbelil legalabb 10 png/l koncentracioban termelni;
képesek a pszeudomicinek kivant aranyanak termelésére; és/vagy

képesek egy vagy tobb gomba névekedésének gatlasara.
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A jelen talalmany szerint a P. syringae harom vagy
kevesebb aminosavat, és adott esetben lipidet, burgonyabdl
hosszantarté novekedést és anyagcserét mutat, amig korulbeldl
legalabb 10 pg/ml koncentraciéban egy vagy tobb pszeudomicin
szarmazék termelddik. EI6nydsebben, a P. syringae torzs korulbelul
40 pg/ml - koéridlbelul 700 ng/ml koncentracioban termel egy vagy
tobb pszeudomicin szarmazékot, legelényosebben korulbeliul 200 p
g/ml koncentraciéban termel pszeudomicin A-t, vagy korulbelul
legalabb 100 ug/ml koncentraciéban termel pszeudomicin B-t.

Az eljaras egyik elény6és megvaldsitasaban egy P.
syringae torzs szakaszos (részletekben adagolt tapanyag-
mennyiség alkalmazasaval I|étrehozott) vagy folyamatos (a
tapanyagok folyamatos adagolasaval Iétrehozott) tenyésztési
korilmények kozotti ndvekedése soran egy vagy tobb pszeudomicin
szarmazék termelédik. A P. syringae tenyészetek elegendé ideig és
elegendé siriségben novekednek ahhoz, hogy megnoveljék a
pszeudomicin termelést. A tenyészet pH-jat elénybdsen korulbelul 4
- korilbelil 6,5, elénydsebben 4,5 - 5,5 kozotti értéken tartjuk, hogy

biztositsuk a pszeudomicin stabili-tasat.

Meghatarozasok
A "pszeudomicin" kifejezés jelentése a jelen
talalmanyban (l) altalanos képletii vegyulet, amely képletben R
jelentése lipofil csoport. A pszeudomicin A, A', B, B, C, C
vegyililetek olyan (1) altalanos képleti vegyuletek, amelyekben R

jelentése a kovetkezb:

Pszeudomicin A R = 3,4-dihidroxi-tetradekanoil

Pszeudomicin A’ R = 3,4-dihidroxi-pentadekanoat,
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Pszeudomicin B R = 3-hidroxi-tetradekanoil
Pszeudomicin B’ R = 3-hidroxi-tetradekanoat
Pszeudomicin C R = 3,4-dihidroxi-hexadekanoil
Pszeudomicin C’ R = 3-hidroxi-hexadekanoil

Az 1. abra N21SM vagy burgonyagyéngy taptalajon ~67
oran at tenyésztett tobb P. syringae toérzs pszeudomicin A, B, C és
C' termelésének szintjeit mutatja.

A 2. abra N21SM taptalajon, palackokban ~67 é6ran at
tenyésztett tobb P. syringae torzs pszeudomicin A, B, C és C'
termelésének szintjeit mutatja.

A 3. abra nem razott palackokban, hozzaadott sdkat,
glicint, metil-mirisztatot és/vagy oldhaté keményitét tartalmazé
burgonya-sz6lécukor taptalajon tenyésztett P. syringae MSU 16H
torzs pszeudomicin A, B és/vagy C termelését mutatja.

A 4. abra pszeudomicin termelést mutat a 3. abranal leirt
kérilmények koOzo6tt, azzal a kulonbséggel, hogy a palackokat
razzuk.

Az 5. abra pszeudomicin termelést mutat glicin tartalmu
taptalaj, és a 4. abranal leirt razott palackok alkalmazasa mellett.
Ezek az eredmények szemléltetik a glicin és metil-mirisztat pszeu-
domicin termelést serkent6 hatasaban mutatkozé szinergizmust
(egyutthatast).

A 6. abra burgonya-szd6lécukrot, glicint, sékat és oldhaté
keményitot, és 0,1 v/v% koncentraciéban a kozeghez adagolt
kilonb6zé zsirsav metil-észtereket tartalmazé taptalajon
tenyésztett MSU 16H jelu P. syringae torzs pszeudomicin A, B,
és/vagy C termelését mutatja. A zsirsavak mindegyike telitett, a

savok alatti szamok pedig a szénlanc hosszat mutatjak.
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A 7. abra a pszeudomicin faktor tartalmat mutatja 150
literes fermentalasban. Az oldott oxigén koncentraciojat a keverés
és a légaram szamitégépes szabalyozasaval 30%-on tartottuk. A
glikéz adagolasat 18 ora elteltével kezdtik meg, 200 mi/h
sebességgel, az ammoénium-hidroxid adagolasat a 20. draban 20
mi/h sebességgel. Ebben a fermentaciéban nem tapasztaltunk
pszeudomicin C' termelést.

A 8. abra az oxigénfogyasztast és az oldott oxigént
mutatja abban a 150 literes fermentaciéban, amelynek pszeudo-
micin termelése a 7. abran lathaté.

A 9. abra a hozzaadott, burgonyabdl szarmazé
termékeket nem tartalmazd, és metil-mirisztatot tartalmaz6 vagy
nem tartalmaz6 taptalajon, razott palackokban tenyésztett
kilonbozé P. syringae torzsek pszeudomicin A, B, és/vagy C

termelését mutatja.

Pseudomonas syringae

A Pseudomonas syringae csoportba szamos, altaladban a
novényekkel kapcsolatban levé baktérium tartozik. Tobb P. syringae
novényi patogén, mig masok csak gyengén patogének, vagy
korhadéklakék. Sok kilénbozé P. syringae izolatum egy vagy tobb
olyan citotoxikus anyagot termel, amelyek segitik a baktérium
tulélését a természetben, ahol gombakkal és mas baktériumokkal
kell versengeniuk. A P. syringae altal termelt citotoxikus anyagok
tobbek ko6zo6tt gombaellenes anyagok, mint példaul pszeudo-
micinek, sziringomicinek, a sziringotoxinok és a sziringosztatinok.

Egy vagy tobb pszeudomicint termeld P. syringae torzsek
onmagukban ismertek. Példaul, az MSU 174 jeli (egy Montanabeli
arpafoldrél elkuldnitett) vad tipusu t6rz$, és ennek Tn905 jell

transzpozonnal atalakitott (MSU 16H jel(l) mutans alakjanak leirasa
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G. Strobel és masok, 1996 november 19.-én koézzétett 5,576,298
szamu egyesilt allamokbeli szabadalmi bejelentésében; Harrison
és masok, "Pseudomycins, a family of novel peptides from
Pseudomonas syringae possessing broad-spectrum antifungal
activity", J. Gen. Microbiology 137, 2857-2865 (1991); és Lamb és
masok, "Transposon mutagenesis and tagging of fluorescent
pseudomonas: Antimycotic production is necessary for control of
Dutch elm disease", Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 6447-6451
(1987) cimi kozleményében szerepel. MSU 174 és MSU 16H jell
tenyészetek megtalalhaték a Montana Allami Egyetemen (Bozeman,
Montana, USA), és beszerezheték az American Type Culture
Collection (Amerikai Térzs Tenyészet Gyiljtemény, Parklawn Drive,
Rockville, MD, USA). Az -ebben a bekezdésben emlitett
kozleményekre a jelen talalmany részeként hivatkozunk.

A jelen talalmany targya tobbek kézdtt olyan P. syringae
torzs, izolatum és bioldgiailag tisztitott tenyészet, amely tobb, mint
koralbelil 10 pg/ml, elénydsen korulbelil legalabb 10 pg/ml és
koralbelidl 900 pg/ml k6zo6tti, elénydésebben kordlbelidl 800 ug/mi és
kordalbelil 900 pg/ml ko6zdétti mennyiségben termel egy vagy tobb
pszeudomicin szarmazékot. A mikroorganizmus biolbgiailag
tisztitott tenyészete elé6nyésen MSU 16H, 25-B1, 67H1, 7H9-1M
vagy 7D11-6 jeli Pseudomonas syringae térzs, vagy ezen torzsek
pszeudomicint termelé mutans alakja, valtozata, izolatuma vagy
rekombinans alakja. Az MSU 174 és MSU 16H jel( tenyészeteket a
fent idézett hivatkozasokban leirt médon allitottuk eld.

Az egy vagy tobb pszeudomicin szarmazék termelésére
alkalmas P. syringae torzs kornyezeti forrasokbdl, tobbek kozott
névényekbdl, mint példaul arpafélékbdl, citrusfélékbdl, orgona-
félékb6l stb., vagy olyan forrasokbol, mint példaul a talaj, viz,

leveg6, por stb. izoldlhaté. Az elényds tdorzset nodvényekbdl
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izolaljuk. A kornyezeti forrasbdl izolalt P. syringae torzseket vad
tipusnak is nevezhetjuk. A "vad tipus" kifejezés jelentése a jelen
talalmanyban a P. syringae természetes populacidiban természetes
moédon el6forduld6 dominans genotipus (azaz, a természetben
el6forduld, és nem labdératériumban eléallitott térzsek vagy izola-
tumok). Mint ahogy mas mikroorganizmusok, a jelen taldlmanyban
alkalmazott pszeudomicin termel6 tenyészetek, a P. syringae
térzsei is, mint példaul az MSU 174, MSU 16H, MSU 206, 25-B1 és
7H9-1 jell térzsek, valtozékonyak. igy ezen tdérzsek utddtérzsei,
peldaul a rekombinansok, mutansok és valtozatok a szakmaban jél
ismert eljarasokkal allithaték elé.

A P. syringae mutans toérzsei is alkalmasak egy vagy
tobb pszeudomicin szarmazék termelésére. A "mutans” kifejezés a
jelen talalmanyban valamely torzs fenotipusanak olyan hirtelen
bekovetkez6, 6rokl6d6 valtozasara utal, amely lehet spontan, vagy
eldidézhetik ismert mutagén anyagok, tobbek kdzoétt sugarzas, és
kilonb6zé vegyi anyagok. A jelen talalmany szerinti mutans P.
syringae torzsek elballithatéok kilonféle mutagén hatasok, tobbek
ko6zott sugarzas; mint példaul ultraibolya fény, vagy roéntgen-
sugarzas; kémiai mutagének, helyspecifikus mutagenezis, és
transzpozonnal koézvetitett mutagenezis alkalmazasaval. Kémiai
mutagének példaul az etil metan-szulfonat (EMS), diepoxi-oktan, N-
metil-N-nitro-N'-nitrozo-guanin (NTG), és salétromossav.

A jelen talalmany szerinti pszeudomicint termeldé mutans
P. syringae torzsek ugy allithatok el6, hogy a baktériumokat olyan
mennyiségi mutagén anyaggal kezeljik, amely elég hatasos ahhoz,
hogy egy vagy tobb pszeudomicin szarmazékot tultermel6
mutansok, egyéb pszeudomicin szarmazékokhoz képest tulsulyban
levé egy pszeuddmicin szarmazékot, példaul pszeudomicin B-t

termelé6 mutansok, vagy elényds novekedési kortilmények kozott
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egy vagy tobb pszeudomicin szarmazékot termelé mutansok ke-
letkezzenek. Mig az alkalmazott mutagén anyag fajtaja és
mennyisége valtozhat, egy elényds eljarasban NTG-oldatokat 1-t6l
100 pg/ml-ig terjedé koncentracié szintekig sorozatban higitunk. A
jelen taldlmany szerint el6nyds mutansok azok, amelyek a
pszeudomicin B-t tultermelik, és a minimalisnak meghatarozott
taptalajon is névekednek. A mutansok egy vagy téobb pszeudomicin
szarmazékot tultermelnek, eldny6sen korulbelul legalabb 10 pg/ml
és korulbelul 900 ug/ml kozaotti, elénydsebben koérilbeltl 800 png/mli
és korulbelul 900 pg/ml kdézd6tti koncentracioban.

A kornyezeti izolatumokbo6l, mutans torzsekbdl és a P.
syringae egyéb kivant torzseibdl kivalaszthatdék a kivanalmaknak
megfeleld noévekedési szokasoknak, ndvekedési taptalaj, szén-
forras, novekedési korulmények, és aminosavigény jellemzéknek
megfelel6 torzsek. EIGnydsen, a pszeudomicin termelé P. syringae
torzset a minimalisnak meghatarozott taptalajon, példaul N21
taptalajon valé novekedése alapjan, és/vagy az alapjan valasztjuk
ki, hogy egy vagy tobb pszeudomicin szarmazékot nagyobb, mint
koralbelul 10 pg/ml koncentraciéban termel-e. Az elényos tor-
zsekre egy vagy tobb pszeudomicin szarmazék termelése jellemzé
olyan taptalajon, amely harom vagy kevesebb aminosavat, és adott
esetben lipidet, vagy burgonyabdl szarmazdé terméket, vagy ezek
kombinacidjat tartalmazza.

A rekombinans torzsek a P. syringae toérzsek atalaki-
tasaval a szakmaban jol ismert eljarasokkal fejlesztheték ki. A P.
syringae torzsek rekombinans DNS technoldégia alkalmazasaval
olyanna alakithatok, hogy az altaluk termelt antibiotikumok mellett
tovabbi géntermékeket is elballitsanak. Példaul, a torzsek egy
olyan rekombinans vektorral atalakithatok, amely olyan anti-

biotikummal szembeni ellenalléképességet ad, ami ellen a torzsek
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rendesen érzékenyek. Az igy nyert transzformalt valtozatok nem
csak pszeudomicineket termelnek, hanem azt az ellenalléképes-
séget ad6 enzimet is, amely lehetévé teszi a transzformalt sejtek
kivalasztasat a vad tipusu sejtek koézul. Tovabba, hasonlé el-
jarasok alkalmazasaval a meglévd térzsekbe a belsé pszeudomicin
bioszintézisért felel6s gének tobbszdrés masolata ultethetd be,
nagyobb pszeudomicin hozam elérése érdekében. A 25-B1, 67H1
és 7H9-1 jelt P. syringae tdérzseknek a pszeudomicin tultermelés
tulajdonsagat megtarté utédai, azaz a természetes és létrehozott
valtozatai, mutans és rekombinans alakjai a jelen talalmany részét

képezik.

Pszeudomicinek

A pszeudomicin elnevezés a jelen talalmanyban a
gombaellenes anyagok csoportjanak olyan tagjaira vonatkozik,
amelyek a Pseudomonas syringae baktériumbdl szarmaznak. A
pszeudomicinek lipodepszipeptidek, egy vagy t6bb szokatlan
aminosavat tartalmazo olyan gyiris peptidek, amelyekhez egy vagy
tobb  hidroféb  zsirsavianc kapcsolddik. Részletesebben, a
pszeudomicinek olyan lipodepszinonapeptidek, amelyek lakton
kotéssel zarulé gyuris peptid részt, és nem szokvanyos amino-
savakat, azaz 4-klér-treonint, 3-hidroxi-aszparaginsavat, dehidro-
-2-amino-vajsavat és 2,4-diamino-vajsavat tartalmaznak. Fel-
tételezziik, hogy a szokatlan aminosavaknak szerepik van a
pszeudomicinek bioldgiai tulajdonsagai, mint a szérumbeli
stabilitas, és a gombaodldképesség kialakitasaban. A pszeudomicin
szarmazékok tobbek k6z6tt a pszeudomicin A, a pszeudomicin A’, a
pszeudomicin B, a pszeudomicin B', a pszeudomicin C és a

pszeudomicin C'. Ezen pszeudomicinek mindegyike ugyanazt a
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gyiiris peptid alapvazat tartalmazza, az ehhez a vazhoz
kapcsolédd hidrofob oldallancban kiuldnboéznek.

A pszeudomicin A, A', B, B', C és C' tipusok mindegyikét
izolaltak, tisztitottak, szerkezetiiket tobbek k&z6tt aminosav
szekvencia meghatarozassal, NMR és témegspektrometrias elja-
rasokkal jellemezték. A pszeudomicin A, B, C és C' leirasa G.
Strobel és masok, 1996. november 19-én kdézzétett 5,576,298
szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentésében; Harrison
és masok, "Pseudomycins, a family of novel peptides from
Pseudomonas syringae possessing broad-spectrum antifungal
activity", J. Gen. Microbiology 137, 2857-2865 (1991) kozle-
ményében; és Ballio és masok, "Novel bioactive lipodepsipeptides
from Pseudomonas syringae: the pseudomycins", FEBS Lett. 355,
96-100 (1994) k6zleményében szerepel. A pszeudomicin A’ és B’
leirasa Palaniappan Kulanthaivel és masok PCT/US00/08727
szamu, "Pseudomycin Natural Products” cimi, a jelen talalmannyal
egyidében bejelentett egyesilt allamokbeli szabadalmi beje-
lentésében szerepel, ezen anyagok eldallitdsara a példakban
kitériink. A tdbb pszeudomicin szarmazék altal mutatott
~gombaellenes hatast a Tn 903 jelli transzpozont visel6 P. syringae
térzsnek tulajdonitjak, amely transzpozon tdébbek ko6zott olyan
tulajdonsagokat kdédol, mint a kanamicin rezisztencia. A Tn 903 jell
transzpozon bazissorrendje, és az azzal végzett atalakitasi
eljarasok ismertek. Lasd ezzel kapcsolatban Oka és masok,
"Nucleotide sequence of the kanamycin resistance transposon Tn
903", J. Mol. Biol. 147, 217-226 (1981) koézleményét. Az ebben a
bekezdésben emlitett hivatkozasokra a jelen talalmany részekent
hivatkozunk.

A pszeudomicinek szerkezete és tulajdonsagai valtozok.

Az elénybs pszeudomicin A, B, C és C' szamos gomba ellen
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hatasos, és altalaban elfogadhatd a toxicitasuk is. A pszeudomicin
B a tobbi elényds pszeudomicinhez képest bizonyos gombak ellen
hatasosabb, és toxicitasi szintje alacsonyabb. igy a pszeudomicin B
alkalmazasa a jelenlegi eljarasok szempontjab6l elényosebb.
Mindegyik pszeudomicinben nonapeptid gytri talalhaté, melynek
aminosavsorrendje  Ser-Dab-Asp-Lys-Dab-aThr-Dhb-HOAsp-CIThr
(szerin; 2,4-diamino-vajsav; aszparaginsav; lizin; 2,4-diamino-
-vajsav; allo-treonin; dehidro-2-amino-vajsav; 3-hidroxi-
-aszparaginsav;, 4-klér-treonin), részletesebben L-Ser-D-Dab-L-
-Asp-L-Lys-L-Dab-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp(3-OH)-L-Thr(4-Cl),
amelyben a CIThr-csoport karboxilcsoportja és a szerin
hidroxilcsoportja zarja a gydrit, lakton kotéssel. A pszeudomicinek
az N-terminalis szerin amincsoportjdhoz kapcsolédoé lipofil csoport
természetében kiilbnboznek. A szerin amincsoportja a pszeudo-
micin A-ban a 3,4-dihidroxi-tetra-dekanoil-csoport, a pszeudomicin
B-ben a 3-monohidroxi-tetradekanoil-csoport, a pszeudomicin
C-ben a 3,4-dihidroxi-hexadekanoil-csoport, és a pszeudomicin
C'-ben a 3-monohidroxi-hexadekanoil-csoport karboxilcsoportjaval
képez amid-kotést. A szerin karboxilcsoportia a gytri Dab-

-csoportjaval képez amidkotést.

A pszeudomicinek biologiai hatasa

A pszeudomicinek szamos bioldgiai hatassal
rendelkeznek, ilyen tobbek ko6zott kulonb6z6 gombak, mint példaul
novények és allatok patogén gombai elleni gombadlé hatas.
Részletesebben, a pszeudomicinek olyan gombak ellen hatasos
anyagok, amelyek a hianyos immunrendszeri egyénekben
opportunisztikus fert6zéseket okoznak. llyen a Candida nemzetség
szamos faja, tobbek kozott a C. parapsilosis, a C. albicans, a C.

glabrata, a C. tropicalis és a C. krusei. Mas nemzetségek is ide
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sorolhatdék, példaul a Cryptococcus neoformans, az Aspergillus
fumigatus és a Histoplasma capsulatum. A pszeudomicinek
kivanatos, és el6nyds biolégiai hatasa, kulonbésen patogén gombak
esetében, inkabb a gombadld hatas, mint a névekedés gatlasa.

A pszeudomicinek szadmtalan ndvényi patogén gomba
ellen is toxikusnak bizonyultak, ilyenek tobbek kozott a
Rynchosporium secalis, a Ceratocystis ulmi, a Rhizoctonia solani, a
Sclerotinia sclerotiorum, a Verticillium alboatrum, a Verticillium
dahliae, a Thielaviopis basicola, a Fusarium oxysporum és a
Fusarium culmorum (lasd ezzel kapcsolatban Harrison, L., és
masok, "Pseudomycins, a family of novel peptides from
Pseudomonas syringae possessing broad-spectrum antifungal
activity", J. of General Microbiology, 7, 2857-2865 (1991)
kozleményét). Kimutattak tovabba, hogy az MSU 16H jeld P.
syringae torzs a szilfavész kérokozédjaval, a Ceratocystis ulmi nevi
fajjal fert6zo6tt szilfaknak nagyobb védettséget ad, mint a vad tipusu
torzsek (lasd ezzel kapcsolatban Lam és mtsai, Proc. Natl. Sci.
USA, 84, 6447-6451 (1987) koézleményét).

A Pseudomonas syringae tenyésztése

A "vizes tapkdzeg" kifejezés jelentése a jelen
talalmanyban vizbazisu, a jelen taldalmanyban szereplé mikro-
organizmusok tenyésztéséhez sziukséges asvanyi sokat, szerves
vegyuleteket és azok soéit tartalmazé készitmény. Az elb6nyos
tapk6zeg hatasos mennyiségben tartalmaz harom vagy kevesebb
aminosavat, elényosen glutaminsavat, glicint, hisztidint vagy ezek
kombinaciéjat. Az egyik megvalésitasban a ko6zeg hatasos
mennyiségu glicint, és adott esetben egy vagy tobb burgonyébél
szarmazé terméket és lipidet tartalmaz. A glicin egyszeri

aminosav, vagy aminosavak keveréke, mint példaul hidrolizalt
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fehérje formajaban is jelen lehet. Alkalmas lipidek tdbbek k6zo6tt a
szobjaolaj, 14 vagy 16 szénatomos alifas lancu zsirsavak, és 14
vagy 16 szénatomos alifas lanca zsirsavészterek. EI6nyos
zsirsavészterek tobbek kozott a metil-palmitat és a metil-mirisztat,
elébnyosen a metil-mirisztat. Alkalmas burgonyabdl szarmazé
termékek tobbek ko6z6tt a burgonya-szélécukor taptalaj, burgonya-
-dextrin, burgonyafehérje, és a kereskedelemben kaphatdo kevert
burgonyapuré por. A tapkézegben elényés asvanyi sok tébbek
kozott a rendszerint sejttenyészetekben és erjesztésnél al-
kalmazott sékeverékek, mint példaul a Czapek-féle asvanyi sé, ami
kalium-kloridot, magnézium-szulfatot és vas(li)szulfatot tartalmaz.
A tapkozegben el6nyds szerves vegyilletek tobbek k6zott a glikoz
vagy a szachar6z, vagy adott esetben a keményitdé; vagy egyéb
szerves vegyuletek. A kézeg pH-ja elénybsen korulbelul 4-6,5,
elédnydsebben kérulbelil 4,5-5,7, legelénydsebben korilbelll 5,2.

Bar nem jellemzd, hogy a taptalaj alkotorészeinek
mennyisége kritikus lenne a baktériumok tenyésztése, vagy egy
vagy tobb pszeudomicin szarmazék termelése szempontjabdl, a
tapanyagok bizonyos koncentracidja elényds. A glicin mennyisége
elébnyosen korulbelul 0,1 g/l és korilbelil 10 g/l k6z6tti,
elényésebben kérulbelil 0,3 g/l és korilbelil 3 g/l kozotti,
legelény6sebben korulbelil 1 g/l. A lipid mennyisége elény6sen
korulbelul 1 g/l és koérulbelul 10 g/l k6z6tti mennyiségl olaj, példaul
szdbjaolaj, elédnyosebben korilbeldl 0,5 g/l és korilbelil 2 g/l kozotti
mennyiségl szodjaolaj. A zsirsav vagy zsirsav-észter mennyisége
elédnydsen korulbelul 0,5 g/l és korulbelil 5 g/l k6zo6tti. A zsirsav-
észter elébnydsen metil-mirisztat, melynek mennyisége korulbelul
0,1 és korulbelul 10 g/l koézotti, elébnydsen koéralbelal 0,3 g/l és
koralbelil 3 g/l kozotti, elénydsebben }kérijlbelijl 1 g/l. A

burgonyabdl szarmazé termékek mennyisége elénydsen kérilbelil



-16 - TEINI

see

12 g/l és koérilbelul 36 g/l kdzotti, elényésebben korulbelul 24 g/l
burgonyacukrot tartalmazé taptalaj; korulbelil 5 g/l és korulbelul 50
g/l koézotti, elébnydsebben korilbelil 30 g/l kereskedelemben
kaphaté kevert burgonyapiré por; korilbelal 1 g/l és korulbelil 30
g/l kozotti, elényésen korulbelil 20 g/l burgonya-dextrin; és/vagy
koralbelul 1 g/l és korilbelul 10 g/l kézotti, elényésen korulbeldl 4
g/l burgonyafehérje. A tapkézegben levé asvanyi sk, mint példaul
a kalium-klorid mennyisége elényosen korulbelul 0,02 és korilbelul
2 g/l k6zoti, eldnydsebben korilbeltul 0,2 g/l; a magnézium-szulfat
elénydsen heptahidrat formaban van jelen, mennyisége elé6nydsen
korulbelul 0,02 és korilbelul 2 g/l kdzotti, elénydsebben korulbelil
0,2 g/l; a vas(ll)szulfat elényosen heptahidrat formajaban van jelen,
mennyisége elényosen korulbelul 0,4 és koérilbelul 40 mg/l k6zo6tti,
elénydésebben korulbelil 4 mg/l; stb. Az adott esetben jelen levé
keményité mennyisége elénydsen koriilbelil 0,5 és korulbelil 50 g/l
kozotti, elénybsebben koérulbelil 5 g/l. A glikéz elénydsen
korulbelul 2 és korulbelul 80 g/l kdzo6tti, elénydsebben koérilbelil 20
g/l mennyiségben van jelen. A szacharéz elényosen korilbelul 2 és
korialbelal 80 g/l kozotti, elédnyésebben korulbelil 30 g/l
mennyiségben van jelen.

A P. syringae torzsek tenyésztése jellemzéen a
szobanforgd kozegben, a pH, a hémérséklet, és hasonlé para-
méterek ellen6rz6tt vagy szabalyozott értékei mellett torténik. A P.
syringae tenyésztése, és egy vagy tobb pszeudomicin szarmazék
termelése korulbelul 15°C és korulbellil 35°C, elényosen korilbelil
20°C és korulbelul 30°C, elényosebben koriulbelil 22°C és
korulbelil 27°C  ko6zd6tti, legelé6nyosebben korilbelul 25°C
hémérsékleten torténik. A P. syringae tenyésztése, és egy vagy
tobb pszeudomicin szarmazék termelése korulbelil 4 és korulbelil

7, elébnyésebben korulbelul 4 és korulbelil 6, elénydsebben
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korilbelul 4,5 és korilbelul 5,5 kozotti pH mellett torténik. A P.
syringae jellemz6 esetben 37°C feletti, vagy 10°C alatti
hémérsékleten, illetve 9 feletti, vagy 4 alatti pH mellett jellemzéen
nem novekszik.

Eljaras pszeudomicin termelésére

Egy vagy téobb pszeudomicin szarmazéknak vad tipusu
vagy mutans P. syringae torzzsel torténd elballitasa céljabdl a
mikroorganizmust keverés mellett harom vagy kevesebb, hatasos
mennyiségl aminosavat tartalmazé taptalajon tenyésztjuk. A harom
vagy kevesebb aminosav elénydsen glutaminsav, glicin, hisztidin
vagy ezek kombinacidéja. Egy elénydés megvalédsitasban, az
aminosav tobbek koz6tt glicin, adott esetben egy vagy tobb
burgonyabdl szarmazd termék és lipid mellett. A tenyésztést olyan
korulmények kozott végezzik, amelyek hatasosak a P. syringae
novekedése és a kivant pszeudomicin vagy pszeudomicinek
termelése szempontjabdl. Hatasos korulmények tobbek kozoétt a
korulbelul 22°C és korulbeltil 27°C kozotti hémérséklet, és a
korulbellil 36 6ra és korulbelul 96 6ra k6zotti idétartam. A jelen
talalmanyban leirt kdozegben tenyésztett P. syringae novekedési
sejtstirGsége elérheti a 10-15 g/l szaraz tomeget, teljes
pszeudomicin termelése legalabb 10 ug/ml, elénydésen legalabb
korulbelul 40 ng/ml, elény6sebben korulbelul 500 pg/mi, vagy tébb.

A pszeudomicin termelés szempontjabdl elbnyos, ha a P.
syringae tenyészet kozegének oxigéntartalmat ellen6rzés alatt
korulbelil 5%-a és korulbelul 50%-a kozoétt, elénydsebben
korulbelil 30% értéken tartjuk. A kdzeg oxigéntartalma levegd,

tiszta oxigén, vagy oxigéntartalmu gazkeverék bekeverésével
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allithaté be. Tovabba, az oxigén kicserélédési arany a keverés
szabalyozasaval valtoztathato.

A pszeudomicin termelés szempontjabdl elényds, ha a P.
syringae tenyészet kozegének pH-jat ellenérzés alatt tartjuk. A
pszeudomicinek lugos kémhatasnal bomlékonyak, a bomlas jelentés
lehet, ha a tenyésztési kdzeg pH-ja tobb, mint 12 6ran at korulbeldl
6 felett van. A tenyésztési kdzeg pH-jat elénydsen kisebb, mint
korilbelul 6, elényésebben kisebb, mint korulbelul 5,5,
legelébny6sebben 4,0 feletti értéken tartjuk. A pH-t elénydsen
kérulbelil 5 és korilbelul 5,4 k6z6tti, elényésebben koérulbelil 5,0
és korulbelul 5,2 értekek ko6zoOtt tartjuk. Bar ez nem korlatozza a
jelen talalmanyt, feltételezéseink szerint a pszeudomicin bomlasat
ligos kémhatason a lakton gydrd kinyilasa, és kloridion leha-
sadasa okozza.

A P. syringae szakaszos tenyészetben egy vagy tobb
pszeudomicin szarmazék termelésére képes. A pszeudomicin
termelést azonban el6segiti a glukéz, és adott esetben a pH
beallitasara szolgaldé sav vagy bazis, példaul ammaénium-hidroxid
szakaszos, vagy félig folytonos adagolasa. A P. syringae pszeu-
domicin termelése tovabb ndvelhetdé olyan folyamatos adagolasu
eljarasokkal, amelyekben a glukéz, és adott esetben a pH
beallitasara szolgaldé sav vagy bazis, mint példaul ammadnium-hid-
roxid adagolasa automatikusan térténik.

A P. syringae alkalmazasaval egy vagy toébb
pszeudomicin szarmazék nagy mennyiségben termelheté. igy egy
vagy tobb pszeudomicin szarmazeék teljes mennyisége legalabb
korulbelul 200 pg/ml és korulbelul 900 pug/ml, elénydsen korulbelil
600 ug/mi és korulbelul 900 pg/ml, elénydsebben koralbeldl 800 p
g/ml és korulbeldl 900 pg/mli értékek kozott van. Pszeudomicin A

termelés esetén a termelt pszeudomicin A teljes mennyisége
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elénydsen legalabb koérulbelil 10 pg/ml és korulbelil 400 pg/mi
kozotti, elénydsebben kérulbelul 300 pg/ml és korilbeltl 400 ug/mil
kozotti, legelébnydsebben koérulbelul 350 pg/ml és koérilbelil 400
g/ml  ko6zotti. Pszeudomicink B termelés esetén a termelt
pszeudomicin B teljes mennyisége elé6nydsen legalabb koérulbelul 10
ng/ml és korulbeldl 300 pg/ml k6zotti, eldbnyésebben korulbeldl 200
pg/mi és koérulbelul 300 pug/mi kozotti, legeldnyosebben korulbelil
250 pg/ml és korulbelul 300 pg/ml kdzoétti. Pszeudomicin C termelés
esetén a termelt pszeudomicin C teljes mennyisége elénydsen
legalabb koérilbelil 5 pg/ml és koérdlbeldl 100 pg/mi kozotti,
elénydsebben kérulbeldl 5 ug/ml és koériulbelal 50 pg/ml kézotti,
legelénydsebben korualbelul 10 ug/ml és korualbelul 50 pg/ml kozotti.
Pszeudomicin C' termelés esetén a termelt pszeudomicin C' teljes
mennyisége elénydsen legalabb korualbelul 1 pg/ml és koéralbelal 50
ug/ml kozoétti, elényésebben kérulbelil 10 ug/ml és koéralbeldl 50 p
g/ml kézobtti, legelébnydsebben korulbelil 30 ng/ml és korulbelul 50
ug/ml k6zotti.

A jelen talalmanyban leirt korilmények kozott tenyész-
tett P. syringae tOrzs kivalasztasa hatassal lehet a termelt
pszeudomicin termelésére és eloszlasara. Példaul, az MSU 16H és
67 H1, és hasonlé torzsek mindegyike fé6ként pszeudomicin A-t,
emellett pszeudomicin B-t és C-t termel, jellemzéen kozelitbleg
4:2:1 aranyban. A 67 H1 jell térzs és hasonld térzsek azonban az
MSU 16H jell torzshdéz képest jellemzéen 3-5-sz6r6s mennyiség-
ben termelnek pszeudomicineket. A 25-B1 jel(l torzs, és hasonlé
torzsek az MSU 16H és 67 H1 jeli torzsekhez képest tobb
pszeudomicin B-t és kevesebb pszeudomicin C-t termelnek. A
7H9-1 jelld, és hasonlo torzsek abban kulonboznek mas torzsektdl,
hogy foként pszeudomicin B-t, és azoktol eltér6en nagyobb

mennyiségl pszeudomicin B-t termelnek. Ez a torzs példaul a
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pszeudomicin B-t 10-szeres mennyiségben képes termelni a
pszeudomicin C-hez vagy pszeudomicin A-hoz képest.

A pszeudomicinek, vagy azok keverékei a szakmaban
ismert eljarasok barmelyikével kimutathaték, meghatarozhatok,
izolalhatok és/vagy tisztithatok. Példaul, a pszeudomicin aktivitas
szintje valamely taptalajon, vagy elkuldnitett vagy tisztitott
készitményben valamely gomba, példaul Candida elleni hatas
alapjan hatarozhaté meg. Szamos eljarast ismerunk a pszeudo-
micinek elballitasara és elemzésére. Példaul, egy vagy tobb
pszeudomicin szarmazék kromatografias eljarassal, példaul HPLC
eljarassal izolalhato és tisztithato.

A jelen talalmany szerinti eljarassal eldallitott
pszeudomicinek gyoégyaszatilag elfogadhaté soéik formajaban is
izolalhatok. A "gyogyaszatilag elfogadhaté” kifejezés jelentése a
jelen talalmanyban a fent leirt vegytletek olyan séi, amelyek az é16
szervezetre lényegében nem mérgezék. Jellemzd gyogyaszatilag
elfogadhaté sok tobbek k6zott a jelen talalmany szerinti vegyuletek
és szervetlen vagy szerves sav vagy szervetlen bazis reagal-
tatasaval el6allitott sék. Az ilyen sék savaddiciés és bazisaddicios
sokként isme'r‘tek‘.

Savaddiciés sok elballitasanal alkalmazott savak tobbek
k6zott olyan szervetlen savak, mint példaul a sésav, hidrogén-bro-
mid, hidrogén-jodid, kénsav és foszforsav, és olyan szerves savak,
mint példaul a p-toluol-szulfonsav, a metan-szulfonsav, az oxalsav,
a p-brom-fenil-szulfonsav, a szénsav, a borostyankésav, a
citromsav, a benzoesav és az ecetsav. llyen gyodgyaszatilag
elfogadhatd sok példaul a szulfat, a piroszulfat, a hidrogén-szulfat,
a szulfit, a hidrogén-szulfit, a foszfat, a mono-hidrogén-foszfat, a
dihidrogén-foszfat, a metafoszfat, a pirofoszfat, a klorid, a bromid,

a jodid, az acetat, a propionat, a dekanoat, a kaprilat, az akrilat, a
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formiat, az izobutirat, a kaproat, a heptanoat, a propiolat, az oxalat,
a malonat, a szukcinat, a szuberat, a szebacat, a fumarat, a
maleat, a butin-1,4-dioat, a hexin-1,6-dioat, a benzoat, a klor-
-benzoat, a metil-benzoat, a dinitro-benzoat, a hidroxi-benzoat, a
metoxi-benzoat, a ftalat, a szulfonat, a xilol-szulfonat, a fenil-
-acetat, a fenil-propionat, a fenil-butirat, a citrat, a laktat, a y
-hidroxi-butirat, a glikollat, a tartarat, a metan-szulfonat, a propan-
szulfonat, az 1-naftalin-szulfonat, a 2-naftalin-szulfonat, és a
mandelat s6k. Elényos gydgyaszatilag elfogadhaté savaddicios sok
az olyan szervetlen savakkal képzett s6k, mint példaul a sésav és a
hidrogén-bromid, és az olyan szerves savakkal képzett sék, mint
példaul a maleinsav és a metan-szulfonsav.

A bazisaddiciés sOk tdbbek k6zdtt az olyan szervetlen
bazisok szarmazékai, mint példaul az ammoénium- vagy az alkali-
vagy alkaliféldfém-hidroxidok, a karbonatok és a hidrogén-
-karbonatok. A jelen talalmany szerinti sok eléallitasahoz
alkalmazhatdék tobbek kézoétt példaul a natrium-hidroxid, a kalium-
hidroxid, az ammodnium-hidroxid, a kalium-karbonat, a natrium-
-karbonat, a natrium-hidrogén-karbonat, a kalium-hidrogén-
-karbonat, a kalcium-hidroxid és a kalcium-karbonat. Kilénésen
elénydsek a kalium- és a natriumsék.

Lényeges felismerés, hogy a jelen talalmany barmely
sbéjanak részét képez6 adott ellenion természete nem kritikus
természetu, amennyiben maga a s6 gyogyaszatilag elfogadhaté, és
amig az ellenion kovetkeztében a s6 egészének nincsenek
nemkivanatos tulajdonsagai.

A jelen talalmany jobb megérthet6ségét szolgaljak az
alabbi példak. A példak a jelen talalmany kilénds megvaldsitasait
szemléltetik, és azok semmilyen moédon nem korlatozzak a jelen

talalmany oltalmi korét.
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PELDAK

A letétben hozzaférhetd bioldgiai alapanyagok

Az MSU 16H jeli P. syringae torzs nyilvanosan
hozzaférheté az American Type Culture Collection (Parklawn Drive,
Rockville, MD, USA) gyljteménybél, ATCC 67028 hozzaférési
szamon. A 25-B1, 7H9-1 és 67 H1 jellG P. syringae térzseket 2000.
marcius 23.-an helyeztuk letétbe az American Type Culture

Collection gylijteménybe, hozzaférési szamuk a kdvetkezd:

25-B1 PTA-1622
7H9-1 PTA-1623
67 H1 PTA-1621

1. Példa -- A pszeudomicinek meghatarozasa és tisztitasa

A pszeudomicinek kimutatasa és mennyiségi meghatarozasa a

gombaellenes hatas alapjan

A pszeudomicin vagy pszeudomicinek keverékének
jelenléte vagy mennyisége valamely készitmény gombaellenes
hatasanak mérésével hatarozhaté meg. A gombaellenes hatas in
vitro meghatarozasa ugy torténik, hogy szabvanyos agar higitasi
teszt, vagy korong diffuziés teszt alkalmazéasaval kimutatjuk a
készitmény legkisebb gatlé6 koncentraciojat (minimum inhibitory
concentration, MIC). Az egy vagy tobb pszeudomicin szarmazékot
tartalmazo készitmény lehet sejttenyészetbdl készilt kivonat, vagy
nagyobb tisztitasi foku keverék. A gombaellenes hatas megha-
tarozasaban hasznalt gomba jellemzéen a C. albicans. A
gombaellenes hatast akkor tekintjuk jelentésnek, ha 50 nul vizsgalati
készitmény Candida albicans x657 tenyészettel beoltott

agarlemezeken 10-12 mm atmérdji gatlasi zonakat eredményez.
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A pszeudomicinek kimutatasa és mennyiséqgi meghatarozasa HPLC
eljarassal

A feltételezések szerint az egy vagy tébb pszeudomicin

szarmazékot tartalmazé mintat el6szor egyenértéknyi mennyiségi
acetonitrillel, vagy masfélszeres térfogata 0,1 térfogat-%-os
metanol/ortofoszforsav keverékkel kirdzzuk, majd sziiréssel vagy
centrifugalassal tisztitjuk. A tisztitott keveréket 60°C hémérsékleti
Zorbax 300SB-C8 oszlopon (3,5 um-es részecskék, 5,0 x 0,46 cm,
MacMod kataléogusszam 865973-906) 2 ml/perc aramlasi sebes-
séggel kromatografaljuk. Az oszlopot A mozgdé fazis (25 mmdlos
natrium-foszfat, 7,74 g/l oktan-szulfonsav és 10%-o0s vizes
acetonitril-oldat, pH=6,5) és B mozgdé fazis (25 mmadlos natrium-
-foszfat, 7,74 g/l oktan-szulfonsav és 60%-0s vizes acetonitril-oldat,
pH=6,5) gradienssel leoldjuk. A pszeudomicinek izolalasat és
mennyiségi meghatarozasat 10 perces id6tartamban 28%-o0s
kezdeti, és 38%-os végs6 koncentraciéju B mozgd fazissal
végezzik. A pszeudomicin A-t jellemz&en korilbeldl 10,2 percnél
(612 masodperc), a pszeudomicin B-t 10,98 percnél (659
masodperc), a pszeudomicin C-t 11,5 percnél (691 masodperc), a
pszeudomicin B'-t 9,6 percnél (5§76 masodperc), és a pszeudomicin
C'-t 12,17 percnél (730 masodperc) oldjuk le. A pszeudomicineket
214 nm hulldmhosszon mutatott elnyelésiik alapjan mutatjuk ki,
minéségi meghatarozasukat az UV csucsok egyesitésével
végezzuk. A pszeudomicinek mindegyikének azonositasat és
mennyisegi meghatarozasat ismert o6sszehasonlité anyagok

alkalmazasaval végeztiik.

A pszeudomicinek tisztitasa keveréssel mikodé fermentorokbdl

150 literes, 1000 literes vagy egyéb tipusu fermentorbdl

szarmazé taptalajt a sejtek eltavolitasa céljabol szirjik. A szirletet
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HP-20SS oszlopra toltjiuk, hogy kinyerjuk a pszeudo-micineket. Az
oszlopot 0,1%-os trifluoro-ecetsavat tartalmazé 15-30%-0s
acetonitrillel mossuk, mikdézben 0&sszegyijtjiitk a részeket. A
pszeudomicineket tartalmazé részeket Amberchrom CG300-sd
oszlopra toltjuk. A pszeudomicin A-t 22-30% acetonitilt tartalmazé
0,2%-os (pH=4,8) natrium-acetat pufferrel oldjuk le. A pszeudo-
micin B-t, C-t és C'-t 25-35% acetonitrilt tartalmazé 0,2%-os
(pH=4,8) natrium-acetat pufferrel oldjuk le. UV elnyelése alapjan a
pszeudomicin A 85% tisztasagu. A pszeudomicin A-t C18 forditott
fazisu HPLC oszlopra toltjuk, és 30-60%-o0s acetonitrilt tartalmazé
0,2%-o0s trifluoro-ecetsavval leoldjuk. A leoldott anyag UV/NMR
vizsgalat alapjan jobb, mint 95% tisztasagu.

2. Példa -- A Pseudomonas syrinqgae elvalasztasa, jellemzése és

mutagenezise

A nagyobb mennyiségli pszeudomicin termelés céljabdl
végzett elsé Iépésként kivalasztunk P. syringae kornyezeti
izolatumokat, majd eléallitjuk azok mutans alakjait. Ezt kdvetden,
ezen izolatumokban és mutansokban vizsgaljuk azokat a ténye-

- z6ket, amelyek javitjdk a pszeudomicin termelést, és a tapkozeget.

Anyagok és eljarasok
Az MSU 174 és MSU 16-H jell torzseket G. Strobel és
masok 1996 november 19.-én kdzzétett 5,576,298 szamu egyesilt

allamokbeli szabadalmi bejelentésében; Harrison és masok,
"Pseudomycins, a family of novel peptides from Pseudomonas
syringae possessing broad-spectrum antifungal activity", J. Gen.
Microbiology 137, 2857-2865 (1991); és Lamb és masok,
"Transposon mutagenesis and tagging of fluorescent pseudomonas:

Antimycotic production is necessary for control of Dutch elm
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disease”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 6447-6451 (1987) cimi
kozleményében leirt médon izolaljuk és jellemezziik. Az ebben a
bekezdésben emlitett hivatkozasokra a jelen talalmany részeként
hivatkozunk.

Az ilyen vad tipusu toérzsekbdl és transzpozonnal
atalakitott mutans alakokbdl kémiai mutagenezissel tovabbi
torzseket hozunk létre. A mutagén hatasnak kitett torzsek tobbek
k6zott az MSU 174, MSU 16H és 25-B1 jell torzsek. A
mutagenizalandé torzset  burgonyabdl szarmazé  terméket
tartalmazé kézegen tenyésztjuk, majd az 1-metil-3-nitro-1-nitrozo-
guanidin (NTG vagy MNNG) kémiai mutagént 0, 1, 2, 4, 16 vagy 32
ug/ml koncentracioban tartalmazé kézegbe osztjuk szét. Ezeket a
sejteket azutan tovabbi vizsgalatok és kivalasztas céljabdl
lefagyasztjuk.

A kivant novekedési tulajdonsagok és/vagy pszeudo-
micin termelés alapjan kivalasztjuk a mutagén hatasnak kitenni
kivant sejteket. A kémiai mutagén hatasnak kitett P. syringae
sejteket, példaul a mutagén hatasnak kitett 25-B1 jel(G toérzset
kiolvasztjuk, majd 6 sejt/ml siriségben N21SM koézegbe higitjuk
(lasd az 1. tablazatot). Ez a koézeg idénként egy vagy toébb
kivalasztott alkotérészt, példaul kilonbézé koncentraciokban
foszfatot tartalmaz. A mutagén hatasnak kitett sejtek 50 pl
térfogatat 96 lyuku, kerek fenekld mikrotiter lemezre osztjuk szét,
atlag 0,3 sejt/lyuk sdriséggel.. A Iyukakba rendszerint szi-
likonolajat toltink, hogy csdkkentsik a parolgast. A lemezeket
razas kdézben 25°C-on 6-12 napig inkubaljuk.

1. Tablazat -- Az N21SM kozeg Osszetétele
GRAMM/LITER

ALKOTORESZ
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glukéz 20
ammonium-szulfat 0,5
mononatrium-glutamat 2

vagy L-glutamin-sav

L-hisztidin 2
glicin 0,5
oldhaté keményitd 5
KH,PO, 0,2
Czapek-féle asvanyi so6 2 ml
oldat

MES puffer 9,8

pH beallitasa 5,0-re

Az inkubalast kovetéen minden Iyukbdl kivesziink
jellemzéen 5 nl térfogatu részletet, sorozatban (példaul 1:56, 1:196,
1:320, 1:686, és/vagy 1:1715 aranyban) higitjuk, majd Candida
albicans elleni hatasat folyadékot tartalmazé mikrotiter lemez
alkalmazasaval végzett biolégiai meghatarozassal érté-keljik. A
lemezeket éjszakan at 37°C-on inkubaliuk, majd a lyukakat a C.
albicans névekedés gatlasa alapjan pontozzuk. Kivalasztjuk azokat
a torzseket, amelyek széls6séges (példaul 1:320, 1:686, és/vagy
1:1715 aranyu) higitasok mellett gatlast eredményeztek, és azokat
CSM kozegre oltjuk (lasd a 2. tablazatot), majd 25°C-on 1-3 napig
tenyésztjuk.

2. Tablazat: Teljes Streptomyces
taptalaj (Complete Streptomyces
Medium, CSM)

alkotorész koncentracio (g/l)

glukéz 5
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maltéz 4
Difco Tryptic szédja 30
taptalaj

Difco 3
élesztékivonat

MgSO4x7H,0 2

pH beallitas nincs

A kivalasztott torzseket tartésitjuk, 13 ml N21SM kézeget
tartalmazo erjeszté6 palackokba oltjuk, és 25°C-on korulbelul 66
oran at tenyésztjik. Ebbdl az erjesztésbdl kiveszunk egy mintat, ezt
a mintaval egyenld mennyiségl acetonitrillel 1 éran at kirazzuk,
centrifugaljuk, és a pszeudomicinek 1. példa szerinti HPLC
elemzéséhez dekantaljuk. A pszeudomicint megfeleld
mennyiségben, jellemzéen 10 pug/ml-nél nagyobb koncentraciéban
termel6 torzseket ajbél izolaljuk, fermentaljuk, és elbkészitjuk a
nagyobb méretben torténd tenyésztéshez.

A kozeg és a ndvekedési korulmények hozamra és a
pszeudomicinek eloszlasara gyakorolt hatasat is vizsgaltuk. A
kdzeg tobb Osszetevdjét statisztikai alapon felallitott kisérlet-
sorozatban egyidejlileg valtoztattuk. Ezen kisérletek soran
kivalasztottuk azt a meghatarozott kémiai oOsszetételi kozeget,
amely nem tartalmaz burgonyabdl szarmazd terméket, foszfat
tartalma meghatarozott, megnévelt tisztasagu, és amelyben a P.

syringae novekedése magas értéket ér el.

Eredmények

A fent leirt eljarasok alkalmazasaval szamos olyan
torzset allitottunk elé, amelyek pszeudomicin termelése intenziv,

foként egyetlen pszeudomicin szarmazékot termelnek, és/vagy
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minimalis taptalajon is névekednek. Az egy vagy tobb pszeudomicin
szarmazékot megndvekedett mennyiségben termel6 torzseket, és a
13 ml-es erjesztéssel el6allitott pszeudomicinek eloszlasat mutatjuk
be a 3. tablazatban. A 2. és 3. abrakon egyes mutans torzsekre
vonatkozé, burgonya kbézeg és N21SM kobézeg alkalmazasaval

termelt pszeudomicinek eloszlasa és mennyisége lathaté.

3. Tablazat - A pszeudomicin termelés és/vagy minimalis taptalajon

mutatott novekedés alapjan kivalasztott torzsek

torzs PSZEUDOMICIN (ng/ml) sejt- [PSA+PSB| PSB
striség| ODggp PSA

(ODs0o)

A B C C'

30 E3 109 69 0,759 234| 0,64
40G11 81 66 0,818 179| 0,82
7H9-1 3,3 60,4 0,744 86| 18,58
75F8 65 57 0,884 137| 0,88
18 E6 111 57 0,855 196 0,51
8 E3 38,47| 55,07 0,830 113| 1,43
305H8 165,0 48 39 7 0,762 280| 0,29
17H9 96 46 0,769 185| 0,48
67H1-1 216,9 44,2 39,9 5,8 0,817 320| 0,20
49C5 110 43 0,804 190| 0,39
67H1 197 42 0,817 293| 0,21
67H1-6 225,9 42,1 40,2 4,8 0,791 339| 0,19
67H1-6 216,4 41,5 38,6 5 0,797 324 0,19
Torzs PSZEUDOMICIN (png/ml) Sejt- |PSA+PSB| PSB
striség| ODggp PSA

(ODGOO)

A B C C'

67H1-1 232,7 38,3 41,7 4.7 0,819 331 0,16
160G8 123,5 38 27 7 0,738 219| 0,31
96C8 175,1 38 44 6 0,719 296| 0,21
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52G11 68 36 0,822 127| 0,53
11G3 110 33 0,675 212| 0,30
7D11 77,13 32,73 0,706 156 | 0,42
8B6 72,1 32,3 0,706 148| 0,45
16E12 46,4 30 10 0,672 113| 0,64
11B11 41 29 0,779 89| 0,71
49G5 61 29 0,744 121 0,47
288 E11 87,0 28 20 0,736 157| 0,33
224H8 76,9 26 20 0,570 181| 0,34
19D3 40 24 0,804 80| 0,60
37 E9 33 23 0,776 72| 0,68
40B2 56 23 0,420 187| 0,40
13B8 38,1 21,15 9,6 0,676 88| 0,56
7D10 50,95 20,4| 14,05 0,898 79| 0,40
51D2 45 20 0,817 80| 0,45
49D1 41 20 0,826 73| 0,48
6B7 34,35 18,3 8,55 0,698 75| 0,53
17G1 30 17 0,848 55| 0,58
159D4 30,6 15 7 0,699 65| 0,50
1F12 47,7 14,9 0,756 83| 0,31
12E 9 64,7 14,3 0,769 103| 0,22
41G8 48 14 0,850 73| 0,30
37F8 43 14 0,935 60| 0,32
218F10 66,0 13 18 0,619 128| 0,20
45E10 27 13 0,698 58| 0,50
Torzs PSZEUDOMICIN (ng/ml) Sejt- |PSA+PSB| PSB
slriség ODggo PSA
(ODso0)
A B C c'

7G5 50,2 12,7 0,703 89| 0,25
3C11 44 .4 12,5 0,895 64| 0,28
18C2 29,45| 12,45 7,8 0,474 88| 0,42




8D6 19,43| 11,63 0,783 40| 0,60
6D5 2,5 11,5 0,230 61| 4,60
3C3 36,0 10,4 0,622 75| 0,29
4E 12 27,6 10,3 0,695 54| 0,27
25B-1 26,6 10,2 0,38
25B-1 26,5 10,1 0,38
40G2 26 10 0,489 73| 0,39
18G1 31 9 0,699 58| 0,30
8H3 16 0,45 0,843 29| 0,53
42F2 22 8 0,754 40| 0,37
25B-1 22,63 7,9 0,35
7A10 21,8 7,7 0,731 40| 0,35
102D5 9 8 0,791 21| 0,81
11E9 24,85 7,2 0,561 57| 0,29
101 E4 16,0 7 0,850 27| 0,44
18C7 28 7 0,737 48| 0,25
25B-1 18,9 6,7 0,36
15E 6 13,05 6,2 0,391 491 0,48
263H12 13,8 6 0,832 23| 0,40
40D2 32 5 0,866 42| 0,14
25B-1 13,53 4,27 0,32
10A4 28,1 4,2 0,190 170| 0,15
6B2 8,55 4.1 0,535 24| 0,48
41G6 14 4 0,798 23| 0,29
6C1 14,7 4,1 0,726 26| 0,28
Torzs PSZEUDOMICIN (ung/ml) Sejt- |PSA+PSB| PSB
striség| ODeggo PSA
(ODéoo)
A B

6A4 25,7 4,0 0,865 43| 0,16
7G3 17,2 3,8 0,210 100 0,22
17G10 43,0 3,7 0,341 137 0,09
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7C5 15,1 3,6 0,386 22| 0,24
11E 1 9,55 3,5 1,6 0,873 15| 0,37
97D11 12,4 3 4 0,685 23| 0,26
16F9 7 3 0,833 12| 0,45
40G6 11 3 0,243 57| 0,27
19H12 5 3 0,703 11| 0,59
6F4 8,0 2,8 0,655 16| 0,35
024 E5 14,5 2,5 3,4 0,697 24| 0,17
52A3 17 2 0,188 102 0,13
6H4 6,2 1,2 0,307 24| 0,19
37B28 8 1 0,749 12| 0,15
5H8 8,2 1,2 0,725 13] 0,14
97C3 4,9 1 2 0,740 8| 0,20
9D7 19,07 0,00 0,626 30 0,00
7C11 5,3 0 0 0,709 7| 0,00
18H8 10 0 3,1 0,760 13| 0,00
11B3 2,75 0 0 0,351 8( 0,00
7H10 6,4 0,0 0,205 31| 0,00
7B5 5,8 0,0 0,286 20| 0,00
6F1 2,6 0,0 0,719 41 0,00
6B12 4,4 0,0 0,467 9| 0,00
4C4 8,8 0,0 0,744 12| 0,00
3H7 4,2 0,0 0,777 5/ 0,00
3H6 4.7 0,0 0,727 6| 0,00
3G5 7,1 0,0 0,636 11| 0,00
3C12 3.1 0,0 0,711 4| 0,00
Torzs PSZEUDOMICIN (ng/ml) Sejt- |PSA+PSB| PSB
stirtiiseg| ODggo PSA
(ODsoo)
A B C c

13G11 5,4 0,0 0,887 0,00
50G10 9 0 0,526 18| 0,00
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50F2 12 0 0,651 18
48F3 11 0 0,585 19
47C3 2 0 0,123 13
46H5 8 0 0,375 20
38 E5 5 0 0,803 6
12A3 6 0 0,658 10
37B11 2,2 0 0 0,158 14
215B1 2,2 0 0 0,500 4
25B-1 8,4 0 3,1
25B-1 7,6 0 3,1
269A7 4.6 0 0 0,08 58
7G3 0 0 0 0,729 0
17CA1 0 0 0 0,171 0
13B10 0 0 0 0,103 0
10C4 0 0 0 0,682 0
9B6 0,0 0,0 0,338 0
7A9 0,0 0,0 0,509 0
52H7 0 0 0,828 0
41A6 0 0 0,583 0
16F5 0 0 0,224 0

[277H4 0,0 0 0 0,123 0
Kovetkeztetések

A jelen taldlmanyban leirt kivalasztasi eljarasok és
feltételek hatasosak olyan P. syringae torzsek eléallitasanal,
amelyek minimalis taptalajon noévekednek, és egy vagy tobb
pszeudomicin szarmazékot megnovekedett mennyiségben termel-
nek. Talaltunk olyan torzseket és korulményeket, amelyek esetén
valtozik a termelt pszeudomicinek eloszlasa. A minimalis taptalaj

alacsonyabb szarazanyag tartalma és megnodvekedett tisztasaga a
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kdzeg gyorsabb szirését és a sejtstriiség pontosabb meghataro-

zasat teszi lehetbvé.

3. Példa -- Kisérletek a pszeudomicin termelés novelésére

ismert tenyésztési koriilmények alkalmazasaval

Pszeudomicin termelés allé vagy razott lombikos tenyésze-
tekben

A pszeudomicinek nagy méretben torténé termelése
céljabdl végzett elsé lépésként a P. syringae tenyésztés, és a
pszeudomicin termelés ismert laboratériumi méretl eljarasait kellett

reprodukalni.

Anyagok és eljarasok

Az MSU 16H jelG P. syringae torzset mozgatas nélkul
(allé vagy statikus tenyészetben), illetve 250 ml-es razott
lombikokban 25°C-on, a 4. tablazatban leirt tapoldatban 1-10 napig
tenyésztjuk. Ez az oldat hasonlé a Harrison és masok J. Gen.
Microbiol. (lasd alabb) altal alkalmazott tapoldathoz. A 4. tablazat
szerinti tapanyagokat tartalmazé, de burgonya-szdél6cukor taptalajt
nem tartalmazé uvegedényeket dsszehasonlitasként P. syringae
oltéanyaggal oltjuk be. Egy tovabbi, burgonyabdl szarmazo
termékek alkalmazasaval végzett kisérletben a burgonya-sz6-
I6bcukor taptalajt 20 g/l glukéz-oldatot és 4 g/l-es Alburex
burgonyafehérjét tartalmazé taptalajjal, vagy 20 g/l-es glukdz-
oldatot és 20 g/l-es Avebe burgonya-dextrint tartalmazé taptalajjal

helyettesitjik. A gombaellenes hatast az 1. példa szerint mérjuk.

4. Tablazat — Burgonya-sz6l6cukrot és adalékanyagokat tartalmazo
taptalaj (Potato Dextrose Broth Plus Additives Medium, PBM
Medium)
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O0sszetevd koncentracio
Difco burgonya-sz6l6cukor taptalaj 24 g/l
oldhaté keményitd 5 g/l
glicin 1 g/l
Czapek-féle asvanyisé oldat (lasd az 5. tablazatot) 2 mli/i
MES puffer 9,8 g/l

pH beallitasa 5,0 értékre

5. Tablazat -- Czapek-féle asvanyis6-oldat

0sszetevd mennyiség
A rész

KCI 100 g
MgSO4x7H,0 100 g
ioncserélt viz 900 ml
B rész

FeSO4X7H20 2 a
HCI (1 normal) 2 ml
ioncsereélt viz 98 ml

A B részt lassan adjuk hozza az A részhez; addig keverjuk, amig az

oldat letisztul

Eredmények

A P. syringae torzseket a 4. tablazat szerinti burgonya-
-sz6l6cukor taptalajon tenyésztve, a gombaellenes hatas korulbelul
10,5-29 ng/ml pszeudomicin termelésnek megfelel6 értékeket ért el.
Ha a burgonya-szélécukor taptalajt glukozt és  Alburex
burgonyafehérjét tartalmazé kozeggel, vagy glukézt és Avebe
burgonya-szél6cukrot tartalmazé kozeggel helyettesitettuk, ilyen

korulmények kozott az allé lombikos tenyészetek gombaellenes
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hatasa kérulbelil 30 pg/ml pszeudomicin termelésnek felelt meg.
Az ilyen korulmények kozott, burgonyabdl szarmazé termékeket
nem tartalmaz6 tapoldatban tenyésztett allé palackokban nem
mutatkozott gombaellenes hatas.

A pszeudomicin termelés idéfuggvénye azt mutatta, hogy
a burgonya-sz6l6cukor taptalajon (potato dextrose broth, PDB)
inkubalt tenyészetek esetén mind az allé6 (lasd a 6. tab-lazatot),
mind a 250/min fordulatszamon razott (ldsd a 7. tablazatot)
lombikokban termel6dott pszeudomicin. A razott lombikokban az
inkubalasi id6 korai szakaszaban termelédtek pszeudomicinek, de
azok eltintek, amikor a tenyészet pH-ja elérte a 7,5, vagy ennél
nagyobb értéket. A teljes pszeudomicin termelés csicspontjanal,
allé tenyészetben a pszeudomicinek eloszlasa a kovetkezd volt:
77% A, 11% B és 12% C. A teljes pszeudomicin termelés
csucspontjanal, razott tenyészetben a pszeudomicinek eloszlasa a
kovetkezé volt: 67% A, 24% B és 9% C.

6. Tablazat -- A pszeudomicin termelés az id6 figgvényében, PHB

kdzeget tartalmazé allé lombikokban

inkubalasi id6 (6ra) | a tenyészet pH-ja | pszeudomicin A+B+C (n

g/ml)
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5,1 0

8 5,9 0
24 5,5 0
48 5,5 4
72 5,6 7
96 5,7 14,5
120 5,5 19,5
168 4,9 21,5
192 4.6 23
312 4,9 29

7. Tablazat -- A pszeudomicin termelés az idé fuggvényében, PHB

k6zeget tartalmazé razott lombikokban

inkubalasi id6 (ora) | a tenyészet pH-ja pszeudomicin A+B+C (p

g/ml)

5,1 0

5,3 0

24 5,0 4,5
32 4.6 9,0
40 4,9 10,5
48 7,5 6,5
56 7,9 0,5
72 8,3 0,5
80 8,3 0,5

A burgonya-dextrin taptalajon végzett inkubalasok
esetén, a pszeudomicin termelés idéfiggvénye alapjan mind az
allé, mind a 250/min fordulatszamon razott lombikokban kelet-
keztek pszeudomicinek (lasd a 8. tablazatot). A tenyésztés

megkezdése elbtt a pH-t 5,0-re allitottuk be, majd az MSU 16H jeli
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torzset sterilizalt taptalaj 50 ml-es adagjaira oltottuk. Néhany, az
utobbi taptalajt tartalmazé razott lombikban a pH érték 6,0 alatt
maradt, és csak kis pszeudomicin veszteséget tapasztaltunk. Az
alléo tenyészet teljes pszeudomicin termelésének csucspontjan a
pszeudomicinek eloszlasa a kovetkez6 volt: 70% A, 16% B és 14%
C. A razott tenyészet teljes pszeudomicin termelésének
csucspontjan a pszeudomicinek eloszlasa a kovetkezd6 volt: 62% A,
19% B és 19% C.

8. Tablazat -- A pszeudomicin termelés az id6 fliggvényében,

burgonya-szél6cukor taptalajt tartalmazé razott lombikokban

inkubalasi pszeudomicin A+B+C az pszeudomicin A+B+C a
idé (o6ra) allé lombikokban (pg/ml) |razott lombikokban (ng/ml)

0 0 0

8 0 0

24 11 13,5

48 22,5 15,5

72 28,5 11

96 28,5 10
Kovetkeztetések

A pszeudomicin termeléshez ismert, laboratériumi
méretll eljarasokat alkalmaztuk. Az ismert termelési eljaras
reprodukalasahoz alapvetéek a burgonyabdl szarmazé termékek. A
burgonya-szdlécukor taptalajt helyettesitheti burgonyafehérjét, vagy

burgonya-dextrint tartalmazé taptalaj.

Pszeudomicin termelés fermentorokban levé allé vagy kevert

tenyészetekben
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A nagyobb mennyiségli pszeudomicin termelés céljabdl
végzett masodik l|épésként kisérleteket hajtottunk végre a P.
syringae tenyésztés és pszeudomicin termelés ismert, laboraté-
riumi  méretd modszereinek 150 literes tartalyokban torténd

megvaldsitasara.

Anvaq és modszer

Az MSU 16H jeli P. syringae torzset mozgatas mellett
vagy anélkul 150 literes tartalyokban, 5,2 pH-ju, a 4. tablazat sze-
rinti tapoldatban 25°C-on legfeljebb 10 napig tenyésztjuk. A 150
literes tartaly keverése 75-150/min fordulatszamon térténd
keverést, és 0,5 SCFM aramlasi arannyal torténé légbefuvast jelent.
Az egyik, burgonyabdl szarmazé termékek valtoztatasaval végzett
kisérletben a burgonya-szdél6cukor taptalajt glikozt és Alburex
burgonyafehérjét tartalmazé kozeggel, vagy glukézt és Avebe
burgonya-dextrint tartalmazé kézeggel helyettesitjuk. A

gombaellenes hatast az 1. példa szerint mérjuk.

Eredmények

A 'nem mozgatott tartalyban lev6 tenyészetben a P.
syringae igen kis novekedést mutatott, és gombaellenes hatas,
vagy pszeudomicin nem volt kimutathaté. Ha a 150 literes tartalyt
kis sebességgel kevertuk, és a szdobanforgd korulmeények kozott
kismértéki légbefavast alkalmaztunk, a P. syringae szintén igen kis
novekedést mutatott, és gombaellenes hatas, vagy pszeudo-micin
szintén nem volt kimutathaté. Ha a glukézt és Alburex burgonya-
fehérjét tartalmaz¢ taptalajt, vagy a glikézt és burgonya-dextrint
tartalmazo taptalajt burgonya-szél6cukor taptalajjal helyettesitettik,

a P. syringae termelés szintén igen kis novekedést mutatott, és
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gombaellenes hatas, vagy pszeudomicin szintén nem volt

kimutathato.

Kovetkeztetés

Az allé P. syringae tenyészettel torténd pszeudomicin

elballitas ismert médszere 150 literes méretben nem miikodott.

4. Példa -- A pszeudomicin termelés sikeres emelése az ismert

tenyésztési koriiilmények és kézeq modositasaval
Vizsgaltuk a P. syringae tenyésztés ismert kérilményei

valtoztatasainak hatasat a pszeudomicin termelésre.

Az oxigén-koncentracio szabalyozasa

Anyag és modszer

A P. syringae torzset a 3. példa szerinti kdérilmények
kozott, burgonya-szélécukor taptalajon (PDB) tenyésztjuk, az
oxigén-koncentraci6 szabalyozasa mellett. Egy tovabbi, bur-
gonyabdl szarmazo termékek alkalmazasaval végzett kisérletben a
9. tablazat szerinti burgonyagyoéngy taptalajt (Potato Pearl Medium,
PPM) a 4. tablazat szerinti taptalajjal helyettesitjik, és
szabalyozzuk az oxigén-koncentraciét. A Basic American Foods
cégtdl szarmazoé Classic Country Style Potato Pearls® markanevi
burgonyagyodngyot alkalmazzuk.

Az oldott oxigén koncentracidjat a tenyésztés elsé 24
orajaban 30% értéken tartjuk, egyes kisérletekben pedig a
tenyésztés hatralevé 72 érajaban 5% értékre csékkentjik. Az oldott
oxigén-koncentraciét ugy tartjuk 5% értéken, hogy csokkentjuk a
légbeflivas sebességét, vagy a tartalyba fujt leveg6be nitrogéngazt
keveriink. Ertékeltik ezen kérilmények MSU16H jell, és a mutans

25-B1 jeli torzs novekedésére gyakorolt hatasat. A gombaellenes
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hatas mérését, és a pszeudomicin A szintek meghatarozasat az 1.

példa szerint végezzuk.

9. Tablazat -- Burgonyagydngy taptalaj (PPM)

Osszetevd mennyiség
glukéz 20 g/l
burgonyagyéngy 30 g/l
oldhaté keményité 5 g/l
glicin 1 g/l
Czapek-féle asvanyisoé-oldat 2 mi/l

pH beallitasa 5,2-re

A mddositott burgonyagydéngy taptalajon mutatott
pszeudomicin termelés id6éfuggvényének meghatarozasahoz egy
150 literes fermentort megtéltink 2,3 kg glikézzal, 575 g oldhaté
keményitével, 3,45 kg, a Basic American Foods cégtél szarmazé
Country Style markanevi burgonyagyongyos instant burgonyapuré
porral, 115 g glicinnel, 23 g magnézium-szulfat heptahidrattal, 23 g
kalium-kloriddal, 0,46 g vas(ll)-szulfat heptahidrattal és 115 |
vizzel. A pH-t 5,0 értékre allitjuk be. A fermentort goézzel
sterilizaljuk és leh(tjuk, majd 1,8 liter 25-B1 jell torzzsel beoltjuk.
A fermentort 150/perc fordulatszamon keverjuk, a Iégaramlast 0,5
SCFM (0,14 vvm. [214158 cm?®/perc]) értékre allitjuk be. A keverés
és a légaramlas beallitasa kisérlet soran automatikusan térténik oly
modon, hogy az oldott oxigén-koncentracio a telitett érték 30%-a
legyen. A hémérsékletet 25°C-on szabalyozzuk. A tenyészet pH-jat
30%-0s kénsav hozzaadasaval 5,5, vagy kisebb értékre allitjuk be.

Még nagyobb méretli kisérlethez egy 1000 literes
fermentort 24,0 kg Difco PDB-vel, 5,0 kg oldhaté keményitével, 1,0
kg glicinnel, 200 g magnézium-szulfat heptahidrattal, 200 g kalium-
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kloriddal, 4 g vas(ll)-szulfat heptahidrattal és 1000 liter vizzel
toltunk meg. A pH-t 5,0 értékre allitjuk be. A fermentort 50 liter 16
oras MSU 16H jell torzzsel oltjuk be. A hémérsékletet 25°C-on, az
oldott oxigén-koncentraciéot keveréssel és légbefuvassal a telitett
érték 30%-an tartjuk. A pH-t 30%-os kénsav hozzaadasaval ugy
allitjuk be, hogy nem Iépje tul az 5,5 értéket.

Eredmények

150 literes tartalyban torténdé tenyésztés soran, az
oxigéntartalom ellenérzése mellett gombaellenes hatas jelentkezett
(ldasd a 10. tablazatot). Ha az oxigéntartalmat nitrogéngazzal
dusitott befujt levegével allitottuk be, ez nagyobb mennyiségi
pszeudomicin termelést eredményezett. Ha a 25-B1 jelii mutans P.
syringae torzset MSU 16H jel torzzsel helyettesitettiik, mind a
mikroorganizmus novekedése, mind a gombaellenes hatas
korulbelul a kétszeresére novekedett (lasd a 10. tablazatot). Ha a
9. tablazat szerinti tapkozeget a 4. tablazat szerinti kdzeggel
helyettesitettik, a ndévekedés és gombaellenes hatas tovabbi

korulbelul kétszeres novekedését értuk el.

10. Tablazat -- A pszeudomicinek termelése két, burgonyabadl
szarmazo terméket tartalmazo taptalajon, az oxigéntartalom

szabalyozasa mellett

torzs dsszes pszeudomicin és pszeudomicin A koncentracio’ (

ng/ml)
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PDB kozeg PDB kozeg PPM kézeg PPM kozeg

nitrogén nitrogén nitrogén nitrogén
befuvassal befuvas nélkul befavassal befuvas nélkul
MSU 16H 21 (8) 12 (ND)? NT? NT
25-B1 49 (27) 20 (13) 87 (37) 75 (44)

' zarojelben a pszeudomicin A koncentracidja
2az ND jelentése: nem hataroztuk meg

3 az NT jelentése: nem vizsgaltuk

A pszeudomicin termelés az id6 fuggvényében a 11.
tablazatban lathaté. A 150 literes fermentacional ebben a
kisérletben tapasztalt pszeudomicin eloszlas a kdovetkez6 volt: 79%
A, 10% B és 11% C. A pszeudomicin C' igen kis mennyiségben

termel6dott.

11. Tablazat -- A pszeudomicin termelés az idd fuggvényében,

burgonyagydngy taptalajt tartalmazé 150 literes fermentorban

eltelt fermentalasi idé (6ra) pszeudomicin A+B+C (ng/ml)
0 0
8 0
16 17
24 35
32 45
40 41

Az 1000 literes fermentorban végzett kisérletben a

pszeudomicin termelés idéfuggvénye hasonld volt (12. tablazat).

12. Tablazat

eltelt erjesztési id6 (ora) pszeudomicin A+B+C (ung/ml)
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0 0
4 0
16 5,2
28 5,6
40 5,9
52 5,8
76 6,0
100 6,3
Kovetkeztetések

A pszeudomicin hozam jelentésen ndévelhetdé olyan
tényezék szabalyozasaval, mint példaul az oldott oxigén kon-

centracioja, a kivalasztott torzs, és a taptalaj dsszetétele.

A taptalaj kiegészitése lipidekkel és tovabbi osszetevdkkel
A 9. tablazat szerinti burgonyagydngy taptalajt tovabbi
osszetevbkkel egészitettuk ki, hogy meghatarozzuk ezek hatasat a

pszeudomicin termelésre.

Anvyaqg és modszer

A 9. tablazat szerinti burgonyagyéngy taptalajt tovabbi
Osszetevbkkel, példaul lipidekkel (példaul metil-mirisztat vagy
szojaolaj), foszfattal, nagyobb mennyiségi glicinnel, amménium-
-hidroxid adagolasaval, és glikéz adagolasaval egészitettik ki (13.
tablazat). A sejtek tenyésztését a fenti korulmények kozott

végeztuk. A gombaellenes hatast az 1. példa szerint mértuk.

Eredmények

A fenti kisérletek eredményei az alabbi, 13. tablazatban
lathatok.
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13. Tablazat -- Megnovekedett pszeudomicin hozam kiegészitett

burgonyagydngy taptalajon

kiegészitdé anyag pszeudomicin A+B+C

hozam (png/ml)

nincs 80
metil-mirisztat (1 g/l) 150
glicin (2 g/l) 110
ammonium-hidroxid hozzaadas (10 ml/éra) 110
glicin (2 g/l) és metil-mirisztat (1 g/l) 160
glicin (4 g/l) 240
glukéz adagolas (200 mi/éra) 80
glicin (4 g/l), metil-mirisztat (1 g/l) és glikéz |287
hozzaadas

szdbjaolaj (1 g/l) 150
KH,PO,4 (0,5 g/l) 60
Kovetkeztetések

A taptalaj kiegészitése glicinne! és metil-mirisztattal jelen-
tdsen noveli a P. syringae pszeudomicin termelését. EI6nyds a

gluk6z hozzaadasa is.

5. Példa -- A glikoz és a metil-mirisztat serkentik a

pszeudomicin termelést

A nagyobb pszeudomicin termelés érdekében vizsgaltuk
a glicin, metil-mirisztat és tobb mas oOsszetevé hatasat a

pszeudomicin termelésre.
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Anyaqg és modszer

A P. syringae baktériumokat 50 ml tenyésztési kbozeget
tartalmazé 250 ml-es lombikban tenyésztjik. Az MSU 16H jeld P.
syringae oltéanyaggal inditott tenyészetet 25°C-on, 70%
paratartalom mellett, razas nélkul 7 napig inkubatorban tartjuk. Az
inkubalasi idé leteltével a lombikbél kivett 4 ml taptalajt 0,1%-os
foszforsavat tartalmazé 6 ml metanollal keverjik. Feltételezzuk,
hogy az alacsony pH stabilizalja a pszeudomicineket. A szilard
részeket szliréssel vagy centrifugalassal eltavolitjuk, a pszeudo-
micineket az 1. példa szerinti HPLC eljarassal mutatjuk ki.

A jelen vizsgalatban alkalmazott koézegek: burgonya-
sz6l6cukor taptalaj (PDB, Difco) sterilizalt vizben készult 24 g/l
cioban Czapek-féle asvanyisd oldatot tartalmazé osszehasonlitéd
kozeg; 1 g/l koncentraciéban glicint tartalmazé 6sszehasonlito
kézeg; 1 ml/l koncentraciéban metil-mirisztatot (Sigma) tartalmazo
osszehasonlité koézeg; 5 g/l koncentraciéban oldhaté keményitot
(Difco) tartalmazoé osszehasonlité kézeg; 2 ml/l koncentraciéban
Czapek-féle asvanyis6 oldatot, 1 g/l koncentraciéban glicint és 5 g/I
koncentracioban oldh‘até. keményitét tartalmazdé osszehasonlitd
kézeg; és 2 ml/l koncentracioban Czapek-féle asvanyiso-oldatot, 1
g/l koncentraciéban glicint, 1 ml/l koncentraciéban metil-mirisztatot
és 5 g/l koncentraciéban oldhaté keményitét tartalmazé Osz-
szehasonlité kozeg.

A vizsgalat napjan a P. syringae baktériumokat ugyan-
azon a taptalajon tenyésztjuk 30 6ran at, a fent leirt korulmények
kozott, de razott lombikokban. A lombikokat 250/perc fordulat-
szammal razzuk.

Egy masik, razott lombikok alkalmazasaval végzett

kisérletben az oOsszehasonlité kozeget glicint és tobb mas
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adalékanyagot tartalmazé taptalajjal hasonlitottuk 6ssze. A sejteket
a fenti, razott lombikokra leirt eljarassal tenyésztjik. Az alkalmazott
kdzegek: Osszehasonlité koézeg; 1 g/l koncentraciéoban glicint
tartalmazé6 6sszehasonlité kbzeg; 1 g/l koncentraciéban glicint és 2
ml/l koncentraciéban Czapek-féle asvanyisé oldatot tartalmazo
Osszehasonlité koézeg; 1 g/l koncentraciéban glicint és 5 g/l
koncentracioban oldhaté keményitét tartalmazé 6sszehasonlitod
kozeg; 1 g/l koncentraciéban glicint és 1 ml/l koncentraciéban
metil-mirisztatot tartalmazé Osszehasonlité kozeg; 1 g/l koncent-
racioban glicint, 2 ml/l koncentraciéban Czapek-féle asvanyiso
oldatot és 5 g/l koncentraciéban oldhaté keményitét tartalmazé
0sszehasonlité kbézeg; és 1 g/l koncentraciéban glicint, 2 ml/i
koncentracioban Czapek-féle asvanyisé-oldatot, 1 ml/l koncentra-
cioban metil-mirisztatot és 5 g/I koncentracioban oldhaté kemé-

nyitét tartalmazoé 6sszehasonlitd kdzeg.

Eredmények

A nem razott lombikokkal elért eredményeket a 3. abra
mutatja. Az 60sszehasonlité kézeg a Montana allambeli G. Strobel
és masok altal alkalmazott, P. syringae tenyésztésére szolgald
kézeg, amelynek leirasa Harrison és masok J. Gen. Microbiol.
cikkében (lasd alabb) szerepel. A pszeudomicinek kimutatasi hatara
ebben a kisérletben koérilbelll 1 pg/ml. A 3. abran lathatd, hogy a
G. Strobel munkajaban szerepld, ismert kdozeg és ko-rilmények
alkalmazasaval a pszeudomicin A termelés korilbelul 5 ug/ml, a
pszeudomicin B és C termelés pedig nem kimutathaté. Ha az
O0sszehasonlité kézeget Czapek-féle asvanyisé oldattal egészitjik
ki, a pszeudomicin A termelés enyhén né, korilbelil 6,5 pg/ml
értékre, a pszeudomicin B és C termelés pedig nem ki-mutathaté.

Ha az oOsszehasonlité kdézeget 1 g/l glicinnel egészitjik ki, a
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pszeudomicin A termelés jelentésen, korulbelil 10,5 ug/mi értékre
né, a pszeudomicin B termelés kimutathaté (2,5 pg/ml), de nincs
kimutathaté pszeudomicin C termelés. Ha az dsszehasonlitd
kdzeget metil-mirisztattal egészitjuk ki, a pszeudomicin A termelés
jelentésen, korulbelul 8 ng/ml értékre né, és a pszeudomicin B és C
termelés egyarant korulbelul 1 pg/ml. Ha az dsszehasonlité kozeget
oldhaté keményitével egészitjuk ki, a pszeudomicin A termelés
enyhén visszaesik, a pszeudomicin B és C termelés nem
kimutathaté. Czapek-féle asvanyisé oldatot, glicint és oldhato
keményitdt tartalmazé 6sszehasonlité kézeg alkalmazasa esetén a
pszeudomicin A, B és C termelés jelentés, nagymértéki nove-
kedése figyelheté meg (3. abra). Tovabbi novekedés tapasztalhato,
ha a Czapek-féle asvanyisé oldatot, glicint és oldhaté keményitét
tartalmazo 6sszehasonlitdo kdézeget metil-mirisztattal egészitjik ki.
A nem razott lombikok esetén minden eredmény 3 lombikra kapott
eredmeények atlaga.

A 4. abran lathatd, hogy razott lombikok esetén hasonlé
eredményeket kaptunk. Razott lombikok esetén azonban ahhoz,
hogy a pszeudomicin A termelés a minimalisnal nagyobb legyen,
lényeges glicin vagy metil-mirisztat hozzaadasa, és a glicin és
metil-mirisztat kombinacidja a pszeudomicin A, B és C termelés
jelentés, az additivhal nagyobb ndvekedését okozza. Hasonld
eredmények figyelheték meg a 6. abra szerinti kombinacidk és

osszetevok alkalmazasaval.

Kovetkeztetések

Nem razott lombikok esetén a glicin és/vagy metil-
-mirisztat egyarant a pszeudomicin A és B termelés jelentés
emelkedését okozza. A metil-mirisztat serkenti a pszeudomicin C

termelését. Razott lombikok esetén, jelentés pszeudomicin A
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termeléshez glicin vagy metil-mirisztat jelenléte sziikséges.
Tovabba, a pszeudomicin A, B és C termelés serkentését tekintve a
glicin és a metil-mirisztat szinergista (egymas hatasat fokozo)

hatasa figyelhetdé meg.

6. Példa -- A zsirsav metil-észterek koziil a metil-mirisztat és a

metil-palmitat serkentik a pszeudomicin termelést

A P. syringae baktériumokat kulénb6zé lanchosszusagu
zsirsav metil-észterek jelenlétében tenyésztjik, annak bizonyitasa
céljabél, hogy a pszeudomicin termelés a szénlanc hosszlUsagatol
fugg.

Anyaqg és modszer

A P. syringae baktériumokat az 5. példa szerint, razas
mellett, 0,1 v/v% koncentracioban a zsirsavak metil-észtereit, 1 g/l
koncentracioban glicint, 2 ml/l koncentraciéban Czapek-féle asva-
nyisé oldatot, 5 g/l koncentraciéban oldhaté keményitét tartalmazo,
5,0 pH-ju taptalajon tenyésztjik. A pszeudomicineket az 1. példa
szerinti HPLC eljarassal mutatjuk ki.

Eredmények

A 6. abra a P. syringae inkubalasok eredményeit mutatja,
6-22 szénatomszamu, paros szamu szénatomos zsirsavak metil-
észterei jelenlétében. Az 5. példa szerint, metil-mirisztat nélkal
végzett inkubalas eredményeihez hasonlé pszeudomicin
mennyiségeket a 6-12 vagy 18-22 szénatomszamu lancokat viseld
zsirsav metil-észterek alkalmazasaval értink el. A pszeudomicin
termelés jelentés emelkedése tapasztalhaté a 14 és 16 szén-
atomszamu lancok esetén. A metil-mirisztat a 14 szénatomos

zsirsav metil-észtere. A 14 és 16 szénatomos zsirsav metil-ész-
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terek mindegyike jelentésen noveli a pszeudomicin A, B és C

mindegyikének termelését.

Kovetkeztetések

MSU 16H jelG toérzs alkalmazasa esetén a vizsgalt
zsirsav metil-észterek kozul a metil-mirisztat okozza a legnagyobb
pszeudomicin termelést. Lényeges kortilmény, hogy a pszeudomici-
nek peptid gyilrijéhez kapcsolédd zsirsavlanc 14 szénatomos. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy a hozzaadott metil-mirisztat lehet a

pszeudomicinek egyik kiindulasi anyaga.

7. Példa — Tartaly méretii pszeudomicin termelésre szolgalé
eljarasok, burgonyabdl szarmazé termék alkalmazasaval
A 4. és 5. peldak szerint dsszeallitott kozeg alkalmaz-
hatdé, ha a P. syringae baktériumokat 150 literes és 1000 literes
méretben, burgonyabdl szarmazé terméket tartalmazé koézegben

tenyésztjuk.

Pszeudomicin termelés 150 literes fermentorban

Anvag és modszer

Teljes streptomyces kozeget (CSM, 2. téablazat)
tartalmazo novekedési (vegetative stage) lombikokat fagyasztott P.
syringae  tenyészettel beoltjuk, majd 25°C-on 250/perc
fordulatszamon 24 6ran at razzuk. A novekedési lombikok 24 éras
inkubalasa utan azok tartalmaval szaporité (bump stage) lom-
bikokat oltunk be. A CSM kbézeget tartalmazd szaporité lombikokat
25°C-on, 250/perc fordulatszamon forgatjuk. A szaporitéo lombikokat
harom vagy négy novekedési lombikbél szarmazd, egyesitett
tenyészettel oltjuk be. A szaporité lombikok jellemzéen kérulbeldl

900 ml CSM koézeget tartalmaznak, sima, 2,5 literes Tunair®
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lombikban. Minden fermentort két szaporité tenyészetet tartalmazé
Tunair® lombikokkal szereliink fel. A szaporitdé lombikokat 16 6ran
at inkubaljuk.

Ezutan két, 1,8 | teljes térfogatu szaporitd tenyészetet
inkubaciés berendezésben (bazooka) egyesitink. Ezekkel az
egyesitett tenyészetekkel oltjuk be a 9. tablazat szerinti, 4 g/l
koncentraciéban (3 g/l koncentraciéju) glicinnel és 1 g/l
koncentraciéban szdjaolajjal kiegészitett, 115 | térfogata kozeget.
Ezeket a nagy méretli tenyészeteket 25°C-on harom-négy napig
tenyésztjuk. A tenyésztési id6 alatt az oldott oxigén koncentraciojat
keveréssel és a levegd aramoltatasaval a telitett érték 30%-an
tartjuk. A pH-t szikség szerint kénsav vagy natrium-hidroxid
hozzaadasaval 5,2 + 0,2 értéken tartjuk. A nagy méretii tenyésztés
megkezdése utan 18 éraval 200 mi/6ra sebességii glukéz adagolast
inditunk el. A nagy méretii tenyésztés megkezdése utan 20 6raval
20 ml/éra sebességli ammonium-hidroxid adagolast inditunk el. A
tenyésztés soran a visszafojtott nyomas 34 kPa. A keverés kezdeti
értéke 150/perc, a légaramlas korilbelil 14158 normal cm®/perc
[0,5 scfm]. A tenyészethez sziikség szerint habképzédést gatlé
anyagot is adunk. A nagy méretli tenyésztés harmadik-negyedik
napjan dsszegyljtjuk a P. syringae baktériumokat. A gombaellenes

hatast az 1. példa szerinti eljarassal mérjik.

Eredmények

A 8. és 9. abran a jelen eljarassal folytatott kisérlet tobb

kulonb6z6 fermentacios paraméterének eloszlasai lathatok.

Kovetkeztetések

A jelen eljarassal a pszeudomicin jelentés, kereskedelmi

mennyiségben allithatoé eld.
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Pszeudomicin termelés 5000 literes fermentorban
A 150 literes méreti pszeudomicin termelés ered-

ményes eljarasait tovabb nagyitottuk, 5000 literes méretre.

Anyagok és eljarasok

A P. syringae oltéanyagot a fentebb leirt 150 literes
méretli fermentalasnal alkalmazott eljarassal allitjuk el6. A
tenyésztés korilményei megfelelnek a 150 literes méreti
tenyésztés fent leirt korilményeinek, a 14. tablazatban szerepl6
modositasokkal. Négy kisérletet hajtunk végre, amelyekbdl az elsé
harom esetén a 150 |literes steril tartalyban parhuzamos
fermentaciot végeztiink, a beoltott taptalaj steril kérilmények k6zott
torténd atvitelével. A steril atvitellel végrehajtott parhuzamos
fermentacié arra szolgal, hogy a 150 literes és 5000 literes
fermentorok teljesitményének 6sszehasonlitasa soran kikliiszobdljuk
a tapanyag kiegészités és a sterilizalas valtozé pa-ramétereit. A

gombaellenes hatast az 1. példa szerint mérjuk.

Eredmények

A 14. tablazat oOsszefoglalja az 5000 literes méretkel
elért eredményeket, és oOsszehasonlitia azokat a parhozamos
fermentalacok eredményeivel. Az 5000 literes tartalyban elért
koncentraciok az 1. kisérlet kivételével alapvetéen megegyeztek a
150 literes tartalyban elért koncentraciokkal. Az 1. kisérletben az
5000 literes tartaly keverését kezdetben 150/perc, majd a 36.
oraban 50/perc értékre csokkentettik. A sejtek ndévekedése a 150
literes tartalyban végzett parhuzamos fermentaciéban eléert
értéknek mindéssze 1/3-a volt, a pszeudomicin A tartalom pedig a

parhuzamos érték 1/4-e. Az ezt koveté kisérletekben az 5000
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literes tartaly keverését 25/perc (kezdeti) értékre csodkkentettuik,
ennek eredményeként a sejtek novekedése és a pszeudomicinek
aranyai 6sszehasonlithatok voltak a steril parhuzamos kisérletek és
az onalléan mikodtetett 150 literes tartalyok esetén elért
eredményekkel. Az adatokbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a

25-B1 jelld P. syringae torzs érzékeny a nyird igénybevételre.

14. Tablazat -- Az 5000 literes fermentorral elért eredmények
(PPM)

kisérlet| 5000 l-es

sarzs

tarta-

lom’

parhuza-
mos

sarzs

tarta

-lom

megjegyzés

055CE7

12

313CA7

45

4 g/l glicin, 0,1 g/l metil-mirisztat, a
pH nem ellenérzétt, adalék nélkial; az
5000 literes tartalyban: magas DO,
koncentracido, a keverés csokkentése
a 36. o6raban a kezdeti 150/perc

értékrél 50/perc értékre

a 14. tablazat folyt

060CE7

89

atasa

318CA7

77

az 1. kisérlettel azonos, de a kozeg 1
g/l metil-mirisztatot tartalmaz;, az
5000 literes tartalyban a keverést
25/perc fordulatszamon, a DO, érté-

ket 30% szinten szabalyozzuk

3

063CE7

50

332CA7

44

A kozeg az 1. kisérlet szerinti, de 10
g/l burgonyagyongy6t és karamelli-
zalt taptalajt tartalmaz. A pH gyors
csOkkenését kovetben azt a 24. 6ra-
ban NH4OH-dal 5,5 értékre ndveljuk.
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068CE7 | 120 nem 135 |a pH-t NaOH és NH,OH adagolassal
végez-tuk 5,2 értéken tartjuk, glikéz adagolas-

el sal, a kbézeg az 1. kisérlet szerinti, de
metil-mirisztat helyett szojaolajat

tartalmaz

' A tartalom pszeudomicin A koncentraciét (ng/ml) jelent.
A glik6z adagolasa a fermentorokba 80 vegyes%-os glikézoldat
hozzaadasat, az ammoénia adagolasa 58 suUly%-os ammoénium-

-hidroxid hozzaadasat jelenti.

Kovetkeztetések

A jelen eljaras 5000 literes méretben torténdé alkal-
mazasaval jelentdés, kereskedelmi mennyiségben allithaté eld

pszeudomicin.

8. Példa -- P. syringae tenyésztése és pszeudomicin termelése

naqy méretben, burgonyabdél szarmazo termékeket nem

tartailmazo taptalajon

Ha a P. syringae-t olyan N21 taptalajon tenyésztjuk,
amely nem tartalmaz az el6z6 példdkban szerepld, burgonyabdl
szarmazo termékeket, grammnyi mennyiségl pszeudomicin terme-

lése valésithatd meg.

Pszeudomicin termelés razott lombikokban, N21 taptalajon

Anyagok és eljarasok

A P. syringae baktériumokat az 5. példa szerinti
korulmények kozott tenyésztjuk, azzal a kiulonbséggel, hogy a
kozeg nem tartalmaz burgonyabdl szarmazé terméket. Az N21

kozeg néven ismert kozeg 0sszetétele a 15. tablazatban lathato. A
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kozeget 0,2% koncentraciéban metil-mirisztattal egészitettik Kki,

hogy meghatarozzuk a metil-mirisztat hatasat a pszeudomicin

termelésre.

15. Tablazat -- Az N21 kézeg Osszetétele
OSSZETEVO GRAMM/LITER
szacharéz 35
ammonium-szulfat 0,5
mononatrium-glutamat 2
L-hisztidin 2
glicin 0,5
oldhaté keményitd 5
KH,PO, 0,2
Czapek-féle asvanyisé oldat 2 ml
élesztékivonat 1
MES puffer 9,8

pH beallitasa 5,2 értékre

Tobb P. syringae torzs pszeudomicin termelését
értékeltijk metil-mirisztatot tartalmazd, vagy nem tartalmazé N21
kozeg alkalmazasa mellett. A vizsgalt P. syringae torzsek a
kovetkez6k voltak: MSU 16H, 25-B1, 67H1 és 7H9-1.

Eredmények

A metil-mirisztat jelenlétében, vagy hianyaban tenyész-
tett tobb P. syringae térzs pszeudomicin termelésével kapcsolatos
vizsgalati eredményeket mutatja a 16. tablazat és a 9. abra. Az
eredményekbdl lathaté, hogy a 67H1 jelG térzs metil-mirisztat

jelenlétében, vagy hianyaban is nagyobb mennyiségben termeli
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mindegyik pszeudomicin szarmazékot. A 7H9-1 jeli torzs abban
kilonbozik a tobbitél, hogy a pszeudomicin A-nal vagy C-nél jéval
nagyobb mennyiségben termel pszeudomicin B-t. A metil-mirisztat

minden térzsnél serkentette a pszeudomicin termelést.

16. Tablazat -- Néhany P. syringae torzs pszeudomicin termelése

metil-mirisztat jelenlétében és hianyaban

torzs metil- pszeudomicin pszeudomicin pszeudomicin

-mirisztat A ng/ml B ng/mi C pg/mi
MSU 16 H - 59 19 12
25-B1 - 66 50 15
67H1 - 334 173 83
7H9-1 - 3 110 0
MSU 16H + 126 45 27
25-B1 + 154 123 36
67H1 + 390 207 95
7H9-1 + 8,5 222 4,5
Kévetkeztefések

Kulonféle P. syringae torzsek burgonyabdl szarmazé
terméket nem tartalmazé kozegben kereskedelmi mennyiségben
termelnek pszeudomicineket, amely pszeudomicin termelés metil-

-mirisztattal serkentheté.

Pszeudomicin termelés 5000 literes méretben, N21 taptalajon
A burgonyabdl szarmazé termékeket nem tartalmazé
taptalajjal végzett pszeudomicin termelés eljarasait 5000 literes

meéretre nagyitottuk.
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Anyaqg és modszer

A pszeudomicin eldallitast 5000 literes fermentorban a 7.
példa szerinti eljarassal végezzuk, azzal a kulonbséggel, hogy N21
taptalajt alkalmazunk (15. tablazat). Az N21 taptalajt 1 g/l
koncentraciéban élesztékivonattal egészitjuk ki. 67H1 jeld P.

syringae térzset alkalmazunk.

Eredmények

Tiz 5000 literes fermentorban végzett kisérlet ered-

ményeinek atlagértékeit mutatja a 17. tablazat.

17. Tablazat -- Tiz 5000 literes fermentorban kapott pszeudomicin

mennyiségek atlagértékeinek eloszlasa

pszeudomicin | ug/ml begydjtésnél
A 243
B 203
C 71
c' 40

Kovetkeztetések

A pszeudomicin A, B, C és C' 5000 literes méretben,
burgonyabdl szarmazdé termékeket nem tartalmazo taptalaj alkal-
mazasaval kereskedelmi szempontbdl jelentés mennyiségben

termelheto.

9. Példa -- A pszeudomicin termelés kozegének tovabbi

egyszeriisitése

A P. syringae burgonyabdl szarmazo termékeket nem

tartalmazé N21SM kozegben végzett tenyésztése soran ered-
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ményes pszeudomicin termelést tapasztaltunk. Az N21SM alapu, de
annak bizonyos 0Osszetevdit nem tartalmazdé koézegben is jelentds

mennyiségl pszeudomicin termelhetd.

Anvaqgok és eljarasok

A P. syringae torzset razott lombikokban, az 5. példa
szerinti korilmények ké6zo6tt tenyésztjuk, azzal a killébnbséggel, hogy
a kozeg osszetételét az alabbiakban irjuk le. A CNP kdézeg néven
ismert alapk6zeg O0sszetétele a 18. tablazatban lathatd. A vizsgalt

s

alabbiakban (18. tablazat).

18. Tablazat -- A CNP kbzeg O0sszetétele

OSSZETEVO MENNYISEG
glukoz 20 g/l
KH,PO, 0,41 g/l
Czapek-féle asvanyiso oldat 2 ml
MES puffer 9,8 g/l
ammonium-szulfat 1 g/l
pH beallitasa 5,2-re

A CNP KOZEG ADALEKANYAGAI

glutamat 2 g/l
glicin 0,5 g/l
L-hisztidin 2 g/l
oldhaté keményitd 5 g/l
elesztbkivonat 1 g/l
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Néhany P. syringae torzs pszeudomicin termelését
értékeltuk, egy vagy tobb felsorolt adalékanyagot tartalmazé, vagy
nem tartalmazé CNP kdézeg alkalmazasa esetén. Az egyik értékelt

torzs a 25-B1 jelll P. syringae torzs volt.

Eredmények

A P. syringae adalékanyagokkal, vagy anélkul kapott

pszeudomicin termelésének eredményeit mutatja a 19. tablazat.

19. Tablazat -- Az adalékanyagokat tartalmazé, vagy nem

tartalmazé CNP kézegben tenyésztett P. syringae pszeudomicin

termelése
Pszeudomicin (pg/ml)
adalékanyag ODgoo | A B c | C

nincs 0,221 0 0 0

0,222 0 0 0
glutamat 0,943 |82,6|16,3(24,5(5,9

0,94 87 |16,7125,7| 6
glicin 0,628 0 0 0 0

0,567 0 0 0 0
hisztidin 0,331 0 0 0 0

0,354 0 0 0 0
glutamat, glicin és hisztidin 0,984 | 153 | 41 | 44 |12

0,98 (149 | 40 | 42 |12
a 19. tablazat folytatasa
glutamat, glicin, hisztidin és oldhato 0,985 (134} 29 | 34 | 9
keményitd

0,996 |125]| 34 | 35 |11
oldhaté kemeényitd 0,28 0 0 0

0,289 0 0 0
élesztbékivonat 0,441 | 40 6 11
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0,449 | 39 6 1 ] 2

glutamat, glicin, hisztidin, oldhaté 0,998 215 | 62 | 55 |17

keményitd és élesztbkivonat

1,001 |197 | 52 | 66 |19

Kovetkeztetések

A P. syringae tenyésztésére, és kereskedelmi szem-
pontbdl jelentés pszeudomicin termelésre szamos kulénb6zé

minimalis taptalaj alkalmazhaté.

10. Példa

Pszeudomicin A' és B' termelése

Olyan tenyésztési eljarast dolgoztunk ki, amelyben egy
Pseudomonas syringae torzs a taptalajpan pszeudomicin A’'-t

és/vagy B'-t termel.

Anyagok és eljarasok

Az oltéanyag eldallitasa: Folyékony nitrogén gézfazi-

saban tartott, sejteket tartalmazé felliluszé mintat felengedink,
majd ezzel beoltunk két adag 900 ml CSM taptalajt. A CSM taptalaj
O0sszetétele (g/l): glukéz (5), maltéz (4), Difco Tryptic Soy Broth
(30), Difco éleszté6kivonat (3) és magnézium-szulfat heptahidrat (2).
A kétliteres lombikokban levé két adag 900 ml taptalajt korulbelul
0,5 ml térfogatu sejtszuszpenzidoval oltjuk be. A lombikokat razas
mellett 25°C-on 24 6ran at inkubaljuk. A két lombik egyesitett
tartalmat 150 literes fermentorban levé 115 liter steril fermentacios
taptalajra oltjuk.

Fermentacidés szakasz: A fermentacios taptalaj 0ssze-

tétele (g/l): sz6l6cukor (20), oldhaté keményité (5), Basic American
Foods Country Style Burgonyagyongy instant burgonyapuré (30),
glicin (1), magnézium-szulfat heptahidrat (0,2), kalium-klorid (0,2)
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és csapvizben készult vas(ll)-szulfat heptahidrat (0,004). A pH-t a
sterilizalas el6tt 5,2 értékre allitjuk be. A fermentalast 25°C-on 68
kever6 lapatjanak fordulatszama folytonos szabalyozasaval a
telitett érték 30%-an, vagy afelett tartjuk. A pH-t kénsav vagy
natrium-hidroxid hozzaadasaval 4,0-5,4 értékek kozott tartjuk.

Valtozatok az adagolasi eljarasokban: Az egyszeri

szakaszos adagolasi eljarashoz képest szamos olyan valtozatot
talaltunk, amelyek alkalmasak pszeudomicin A' és/vagy B'
termelésére. A sz6l6cukor a beoltas megkezdését kdvetd 24. oratol
60 ml/6ra sebességgel adagolhaté. Az adagolas a fermentalas
folyaman végig folytathatd. Masik eljaras szerint a folyamatban az
oldott oxigén koncentraciéjat a beoltast koveté 24. oratol a
fermentalasi folyamat befejezé6déséig a telitési érték 5%-an tartjuk.
fermentorba vezet6 légaramba semleges nitrogéngazt (N,) ke-
verunk. A gazt minden esetben egy egyszer, sillyesztett bekeverd
csOvon keresztul adagoljuk a fermentorba, amely csé nyilasa éppen

a fermentor aljan levé keverélapat alatt talalhato.

Eredmények és kovetkeztetések

A P. syringae alkalmazasaval tobb fermentacids

eljarasban termelédik pszeudomicin A' és/vagy B'.

A pszeudomicin A' és B' izolalasa és tisztitasa

Kidolgoztuk a pszeudomicin A' és B' Pseudomonas
syringae torzs taptalajabdl vald izolalasara és tisztitasara szolgalo

eljarasokat.

Anyaqok és eljarasok
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A begyijtést kovetéen a teljes fermentaciés taptalaj
mennyiséget (4x100 ml) 0,45 pum Ilyukatmér6ji Membralox
keramiaszurén szlrjuk, igy sziurletet (A rész) és szilard
szuszpenziot (B rész) kapunk. A 135 | térfogatu B részt 0,1%
trifluoro-ecetsavat tartalmazé, egyenlé térfogatia acetonnal kirazzuk
120 percig, majd allni hagyjuk. A tiszta acetonos szerves részt
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