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A PSEUDOMONAS SYRINGAE-BOL IZOLALT GOMBAELLENES
SZEREK

A talalmany targya egy izolalt Pseudomonas syringae
depsidekapeptid, vagy gyoégyszerészetileg elfogadhaté soja,
észtere vagy hidratja, azzal jellemezve, hogy a depsidekapeptid
arginin, treonin, homoszerin, dehidro-amino-vajsav és
dehidroalaninbél all6 depsidekapeptid gydrit, és az arginin
karboxil-csoportjabél és a treonin hidroxil-csoportjabol képzédé

lakton gydr(it tartalmaz.
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A TALALMANY TARGYA

A jelen taldlmany a P. syringae depsidekapeptidekre, az
ilyen peptidek elbdallitasara, és ezen peptidek gombaellenes

alkalmazasanak eljarasara vonatkozik.
A TALALMANY HATTERE

A gombas fert6zések jelentés mértékben okoznak
betegségeket, az életminéség romlasat, az emberi halalozas
névekedését, kuiléndsen az immunbetegségben szenvedd
betegek esetében. A gombas fertézések gyakorisdaga az
emberek koOrében az elmult 20 évben nagy mértékben nétt.
Ennek oka részben a legyengllt immunrendszerrel vagy
szervatiltetésekkel, rak kemoterapiaval, AIDS-el, korral és mas
rendellenességekkel vagy 4allapottal rendelkezd6 betegek
szamanak ndvekedése. Az ilyen betegek hajlamosak a patogén
gombak altali tamadasra, amelyek nagymértékben elterjedtek a
foldkerekségen. Ezeket a patogéneket nehéz kezelni, mert a
jelenleg elérhetdé gombaellenes szerek egy része nagyon
toxikus, vagy csak gatolja a gombas fert6zéseket. Példaul a
poliének rendelkeznek fungicid hatassal, de toxikusak, mig az
azolok kevésbé toxikusak, de csak fungisztatikus hatassal
rendelkeznek. Sokkal fontosabb az a tény, hogy a legujabb
kutatasok és kodzlemények szerint a Candida torzsei

rezisztensek az azolokra és poliénekre, amely tény komolyan
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limitalja ezen vegyuletek Candida térzsek elleni terapias

alkalmazasat.

A Pseudomonas syringae a gombaellenes szerek és

antibiotikumok kilénb6zb osztalyait termeli, mint a
pseudomycinek, syringomycinek, syringotoxinok, és
syringostatinok, amelyek szerkezetukre nézve

lipodepsinonapeptidek. A P. syringae természetes térzsei és
transposon generalt mutansai termelik ezeket a
lipodepsinonapeptideket. Néhany pseudomycint, syringomycint
és mas lipodepsipeptid gombaellenes szert izolaltak, kémiai
szerkezetiket azonositottdk, és igazoltak azok széles
spektrumid gombaellenes hatasat, beleértve az aktivitast
néhany, az emberre és ndvényre patogén gomba ellen. A
pseudomycinek, syringomycinek, syringotoxinok, és
syringostatinok szerkezetiket tekintve a gombaellenes hatasu
vegyilletek kilon csaladjat alkotjak.

Eddig egyetlen P. syringae lipodepsinonapeptidet sem
forgalmaztak gyoégyszerként. A nem kivanatos mellékhatasok,
formulazasi, méretnovelési és egyéb fejlesztési problémak
akadalyoztak meg eddig a P. syringae lipodepsinonapeptidek
alkalmazasba vételét az allatokat, embereket és ndévényeket
érinté gombas ferté6zések teljes skalajaval szemben. Tovabbra
is fennall a szikségessége egy olyan gombaellenes szer
alkalmazasanak, amely kezelni képes az olyan fertézéseket,
amelyeket a jelenleg forgalomban lévé készitményekkel kezelni
nem tudunk az allatok, emberek vagy ndévények gombas

fert6zése esetén.
A TALALMANY OSSZEFOGLALASA
A jelen talalmany targya a P. syringae altal termelt

depsidekapeptid, amely a ritkabban el6fordulé aminosavakat, a

homoszerint (Hse), a dehidro-amino-vajsavat (Dhb) és a
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dehidro-alanint (Dha) tartalmazza, amely utébbi a depsideka-
peptid gylru része. Kézelebbrdl, a P. syringae depsidekapeptid
tartalmaz egy arginin, treonin, homoszerin, dehidro-amino-vaj-
sav és dehidro-alanin aminosavakbo6l allé depsidekapeptid
gytlirt, és tartalmaz tovabba egy lakton gydlrit, amely az
arginin karboxil-csoportjab6l és a treonin hidroxil-csoportjabaél
képz6dott. A P. syringae torzsbdl izolalt depsidekapeptid egy
lipodepsidekapeptid, egy lipofil egységhez kapcsol6dd ciklusos
peptid. Tipikusan a lipofil egység egy zsirsav egység, amely a
treonin amino-csoportjahoz kapcsoldédik savamid kotéssel.
Elénydsen a zsirsav egység a n-dodekansav. A
lipodepsidekapeptid az (I) képleti vegyllet, ahol R jelentése
egy lipofil egység. A lipofil egység tartalmaz 9-15 szénatomos

alkil-, 9-15 szénatomos  hidroxi-alkil-, 9-15 szénatomos
dihidroxi-alkil-, 9-15 szénatomos alkenil-, 9-15 szénatomos
hidroxi-alkenil-, vagy 9-15 szénatomos dihidroxi-alkenil-
csoportot. Elényésen a lipofil egység 11 szénatomos
alkilcsoport. Az alkil-, hidroxi-alkil-, dihidroxi-alkil-, alkenil-,
hidroxi-alkenil- vagy dihidroxi-alkenil-csoportok lehetnek
egyenes vagy elagazé szénlancuak. Elénydsen a

depsidekapeptid gylri aminosav szekvenciaja: treonin —

-alanin - treonin — glutamin - homoszerin — dehidro-amino-
vajsav — alanin — dehidro-alanin — treonin — arginin, amelyet
,25-B1 dekapeptidnek”, vagy

.Thr-Ala-Thr-Gin-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Thr-Arg” (SEQ,
azonosité szam :1) nevezink.

Az itt hasznalt ,25-B1 dekapeptid A gombaellenes szer”
kifejezés jelentése egy specifikus depsidekapeptid, amely a
fenti szekvenciat [SEQ, azonositd szam :1, R jelentése egyenes
lancy 11 szénatomos alkilcsoport, (azaz R = -(CH3)10CH3)]
jelenti.

A talalmany targya tovabba eljaras a P. syringae

depsidekapeptid alkalmazasara a gomba aktivitas gatlasaban,
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vagy a betegek gombas fert6zése tineteinek igény szerinti

csokkentésében. Az ilyen eljarasok képesek a gomba
elpusztitasara, a gombas fertézés stulyossaganak
csokkentésére, a laz csillapitasara, és a beteg altalanos
k6zérzetének javitasara. Kovetkezésképpen, a P. syringae
depsidekapeptidek alkalmazhaték gyoégyszerkészitmény
elb6allitasara a betegek fent leirt tuneteik kezelésében. A
talalmany eljarasai és készitményei hatékonyak az olyan
gombakkal szemben, mint a Candida parapsilosis, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, vagy Histoplasma
capsulatum.

A talalmany targya tovabba mikroorganizmus alkalmazasa
gombaellenes szer, mint a fent leirt P. syringae
depsidekapeptid és 25-B1 dekapeptid termelése eljarasaban.
Az eljaras lényege a Pseudomonas syringae tenyésztése harom
vagy kevesebb aminosavat tartalmaz6é kdézegben, és az eljaréas
soran egy vagy tobb P. syringae depsidekapeptidet nyerink ki a
kulturabol. Az egyik megoldas szerint a P. syringae kultura egy
olyan koézegben szaporodik, amely glicint, egy lipidet, és
burgonya terméket vagy ezek kombinaciéit tartalmazza, 4-6,5
pH értéken, amig egy vagy tébb P. syringae depsidekapeptid
képz6dik legalabb 10 ig/ml koncentraciéban. Ezen tulmenden
a talalmany P. syringae depsidekapeptideket szolgaltat a fent
leirt médon.

A talalmany targya tovabba eljaras gombak
novekedésének kezelésére ¢és megel6zésére ndvenyekben,
amelynek soran a gombat egy vagy téobb fent leirt P. syringae
depsidekapeptiddel kezeljuk.

A TALALMANY RESZLETES LEIRASA

Lipodepsidekapeptid gombaellenes szerek
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Az itt hasznalt ,lipodepsidekapeptid gombaellenes szer”

kifejezés jelentése egy gombaellenes szer, amely egy lakton
csoport altal bezart ciklusos dekapeptid gyirit és egy hozza
kapcsolédo hidroféob csoportot, egy zsirsav egységet tartalmaz.
A lipodepsidekapeptid gombaellenes szereket a Pseudomonas
syringae termeli. E vegyuletcsalad egy reprezentativ
képvisel6jét a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes szert
megtisztitottuk, és szerkezetét meghataroztuk. Az itt hasznalt
.P. syringae lipo-depsidekapeptid” kifejezés jelentése egy
lipodepsidekapeptid gombaellenes szer, amelyet a P. syringae
termel, és a fermentlé 25-B1 dekapeptid A gombaellenes szert
és rokon szerkezetii analogonokat tartalmaz.

A P. syringae lipodepsidekapeptidek jellegzetes szerkezeti
sajatsagokkal rendelkeznek. Példaul, ezen gombaellenes
szerek tartalmazzak a természetben ritkan eléfordulo
homoszerin (Hse) aminosavat, a dehidro-amino-vajsavat (Dhb)
és a dehidro-alanint (Dha) mint a depsidekapeptid gydlru
részeit. Minden egyes P. syringae lipodepsidekapeptidben az
arginin rész karboxil-cso-portja az N-terminalis treonin hidroxil-
csoportjaval laktont képez, amely bezarja lipodepsidekapeptid
gylrit. A P. syringae lipodepsidekapeptid depsidekapeptid
gylridjének szekvenciaja az alabbi:

Thr-Xaa-Xbb-Xcc-Hse-Dhb-Xdd-Dha-Xee-Arg

amelyben mindegyik Xaa, Xbb, Xcc, Xdd és Xee természetben
el6fordul6 aminosavat jelent. A pseudomycin természetes
anyagoktol eltéréen a jelen talalmany lipodepsidekapeptidjei
nem tartalmaznak klor-treonint, amely gyanithatéan okozoéja a
pseudomycin tartalmu gyo6gyszerészeti készitmények injekciod
formajaban torténé beadasakor keletkezd irritacionak.

A depsidekapeptid gyliri egy lipofil részhez kapcsolodik,
amely jelen esetben egy zsirsav egység, amely egy savamid

kotésen keresztil kapcsolodik az N-terminalis treonin amino-
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csoportjaval. A zsirsav egység altalaban 10, 12, 14 vagy 16

szénatomot és tipikusan 0, 1 vagy 2 hidroxilcsoportot tartalmaz.
A zsirsav szénlanca lehet egyenes vagy -elagaz6, és
tartalmazhat egy vagy tobb kettéskoétést. El6nydsen a zsirsav
egység n-

-dekansav, egy vagy két hidroxilcsoporttal helyettesitett n-de-
kansav, n-dodekansav, egy vagy két  hidroxilcsoporttal
helyettesitett n-dodekansav, n-tetradekansav, egy vagy két
hidroxilcsoporttal helyettesitett n-tetradekansav részt

tartalmaz.

25-B1 dekapeptid gombaellenes szerek

Az itt hasznalt ,25-B1 gombaellenes szer” kifejezés a

gombaellenes anyagok csaladjanak olyan tagjat jelenti, amelyet
a Pseudomonas syringae baktérium tenyészetébdl izolaltak. A
25-
-B1 dekapeptid gombaellenes szer a P. syringae lipodepsideka-
peptid. Pontosabban, a 25-B1 dekapeptid gombaellenes anyag
egy olyan P. syringae lipodepsidekapeptid, amely
depsidekapeptid gydriat tartalmaz, és amelynek aminosav
szekvenciaja a kévetkezb:

Thr-Ala-Thr-Gln-Hse-Dhb-Ala-Dha-Thr-Arg” (SEQ,
azonosité szam :1)

Minden egyes 25-B1 dekapeptid gombaellenes szer
ugyanazon ciklusos peptid gylrirendszerrel rendelkezik, de
kilonbdéznek a gylirihdéz kapcsol6édd hidroféb oldallanc
szerkezetében. A 25-B1 dekapeptid gombaellenes szer
tartalmaz egy 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot. A 25-
B1 dekapeptid gombaellenes anyag tartalmaz egy zsirsav részt,

amely savamid kotésen keresztil kapcsolodik az N-terminalis
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treonin amino-csoportjaval. A 25-B1 dekapeptid A gombaellenes

anyag zsirsav egysége egy n-dodekansav rész.

A P. syringae lipodepsidekapeptidek bioldgiai aktivitasa

A P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1
dekapeptid A gombaellenes szer tobbiranyu bioldgiai
aktivitassal rendelkezik, beleértve a gombadélé hatast,
kilonb6z6 gombak, a novényi és allati patogének aktivitasanak
gatlasat. Kilénésen a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag
egy aktiv antimikotikum, amely hatékony olyan gombéak ellen,
amelyek a legyengilt immunrendszerd egyedeknél okoznak
fert6zéseket. Ezek a gombak példaul a Cryptococcus
neoformans, a Histoplasma capsulatum, és a Candida,
beleértve a Candida parapsilosis és Candida albicans

kilonb6z6 fajait.

A Pseudomonas syringae

A Pseudomonas syringae az olyan baktériumok széles
skalajat tartalmazza, amelyek altalaban névényekhez
kapcsolédnak. Néhany Pseudomonas syringae névényi patogén,
mig a tobbi egyed csak gyengén patogén vagy szaprofita. A
Pseudomonas syringae kilonb6zd izolatumai egy vagy tébb
citotoxikus anyagot termelnek, amelyek segitik a baktérium
tuléelését olyan idegen kérnyezetben, ahol gombakkal és egyéb
baktériumokkal élnek egyitt. A Pseudomonas syringae altal
termelt citotoxikus anyagok olyan gombaellenes anyagok, mint
a Pseudomonas syringae lipodepsidekapeptidek, beleértve a
25-

-B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot, a pseudomycineket,

syringomycineket, syringotoxinokat, és syringostatinokat.
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A Pseudomonas syringae izolalt térzsei, amelyek egy vagy

tébb pseudomycint, syringomycint, syringotoxint, és
syringostatint termelnek jol ismertek az irodalomban jartas
szakemberek szamara. Az MSU 174 vad tipusu toérzs és a
transposon mutacioval generalt térzs egy mutansat az MSU 16H
(ATCC 67028) jeli anyagot leirtak az 1996 november 19.-én
kozzétett, 5,576,298 szamu amerikai egyesult allamokbeli
szabadalomban; G. Strobel és munkatarsai a ,Pseudomycins, a

family of novel peptides from Pseudomonas syringae

possessing broad-spectrum antifungal activity” J. Gen.

Microbiology 137, 2857-2865 (1991); és Lamb és munkatarsai

.jransposon 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). A P. Syringae kulonb6z6 térzsei szaporitasanak

eljarasat és azok felhasznalasat a gombaellenes szerek, mint a
pseudomycinek eléallitasara Matthew D. Hilton és munkatarsai
szintén leirtdak a PCT/US00/08728 szamu amerikai egyesult
allamokbeli talalmanyi bejelentésben, ,Pseudomonas syringae
Pseudomycin termelése” cimmel. A leiras és annak hivatkozasai
teljes terjedelmukben referenciaként beépiilnek e talalmanyba.

A P. syringae torzseit, amelyek alkalmasak egy vagy tébb
P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes szer elballitasara, izoldlhatjuk olyan névényi
kérnyezetb6l, mint az arpa, a citrus és az orgona, tovabba az
erdék aljnévényzetébdl, a foldbdél, vizbél és levegbbdl. A
talalmany targya egy torzs, egy izolatum, és a P. syringae
bioléogiai uton tisztitott kultaraja, amely egy vagy tébb P.
syringae lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyag, termel, nagyobb  mint 10 ig/ml
mennyiségben , elényésen legalabb 10 ig/ml - 50 ig/ml
mennyiségben. Elénybésen a mikroorganizmus biolbgiai udton
tisztitott kulturaja a P. syringae, MSU 16H, 25-B1, 67H1, 7H9-1
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torzsek, vagy a pseudomycint termelé mutans, varians,

izolatum, vagy e toérzsek rekombinansa. Az MSU 16H kultarat a
Montana Allami Egyetemen (Bozeman, Montana, USA) tették
letétbe, és megrendelheté az American Type Culture Collection-
tél (Parklawn Drive, Rockville, MD, USA) az ATCC 67028
szamon.

A P. syringae torzseit, amelyek alkalmasak egy vagy tébb
P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes szer el6allitasara, izolalhatjuk olyan ndévényi
kérnyezetbdl, mint az arpa, a citrus és az orgona, tovabba az
erdé6k aljnévényzetébdl, a foldbol, vizbél és levegdbdél. Egy
elényds torzset noévénybdl izoldlunk. A P. syringae ezen
kdrnyezetbdl vett izolatumait vad tipusu izolatumnak nevezzik.
Az itt hasznalt ,vad tipusu” kifejezés egy domindns genotipust
jelent, amely a természetben fordul el6 a P. syringae normal
populaciéjaban (azaz a P. syringae olyan torzsei vagy
izolatumai, amelyek a természetben fordulnak el6, és nem
laboratériumi manipulacié termékei). A mas organizmusokhoz
hasonléan az e taldlmanyban alkalmazott termeld kulturak, a P.
syringae térzsek jellemzéi, mint az MSU 174, az MSU 16H, az
MSU 206, a 25-B1 és 7H9, idében valtoznak. igy e torzsek
utédait, azaz rekombinansait, mutansait és variansait
megkaphatjuk, eldallithatjuk az irodalomban szakemberek
szamara jo6l ismert médszerekkel.

A P. syringae mutans térzsei szintén alkalmasak egy vagy
tébb P. syringae lipodepsidekapeptid termelésére, mint példaul
a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag. Az itt hasznalt
.mutans” kifejezés egy olyan gyorsan 6rékl6d6é valtozast jelent
a toérzs fenotipusaban, amely lehet spontan, vagy ismert
mutagén anyagok altal indukalt, beleértve a besugarzast, vagy
a kilénbézé kémiai anyagok altal okozott indukalast. A jelen
talalmany P. syringae mutansat eldallithatjuk a mutagén

agensek széles valasztékat hasznalva, beleértve a besugarzast,



e os [ X)
.

[ e« oo

600 o 0 eee
¢« oo .

LX) L) ae os 9

10
mint az  ultraibolya sugarzas, réntgensugarzas; a kémiai

mutagén anyagokat, a ko6tdhely specifikus mutagéneket, és a
transposon medialt mutagenézist. A kémiai mutagén anyagok
példai az etil-metil-

-szulfonat (EMS), a diepoxi-oktan, az N-metil-N-nitro-N -nitr6zé-
-guanin (NTG) és a salétromossav.

A P. syringae alkalmas egy vagy tébb lipodepsidekapeptid,
mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes szer eldallitasara. A
jelen taldlmany szerint a termelés generalhaté a baktériumnak
egy mutagén agens olyan hatékony mennyiségével, amely
elégséges mutansok termelésére, amelyek egy vagy tobb
lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes
anyag tultermelését idézik eldé, vagy amelyek egy vagy tdébb
lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes
anyagot termelnek elényés szaporodasi kdérilmények koézott.
Mikézben a felhasznalandé mutagén &agens tipusa és
mennyisége valtozhat, egy elényésen alkalmazott mddszer a
szériaban higitott NTG mintegy 1-100 ig/ml koncentracié
tartomanyban. A talalmany elényds mutansai azok, amelyek
taltermelik a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot,
elénybtsen legalabb 10 ig/ml =50 ig/ml mennyiségben.

A kornyezeti izolatumokat, a mutans térzseket, és mas
kivanatos P. syringae térzseket szelektalhatjuk a ndvekedési
szokas, a ndvekedési médium, a tapanyagforras, a szénforras,
a ndvekedési feltételek és az aminosav igények kivant jellemzdi
szerint. ElI6ény6sen, a P. syringae lipodepsidekapeptidet, mint a
25-B1 dekapeptid A gombaellenes szert termeld P. syringae
téorzset a minimum taptalajon torténdé novekedés alapjan
szelektaltuk. Az elény6s torzsek mutatjak az egy vagy téobb P.
syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes szert termeld P. syringae torzs jellemz6it, amikor
azok egy glicint, tovabba adott esetben |lipidet, burgonya

terméket vagy mindkett6t tartalmazdé taptalajon névekednek.
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Rekombinans tdérzseket fejleszthetink a P. syringae tor-

zsek transzformalasaval, az irodalombdl a szakemberek altal jol
ismert eljarasokkal. A rekombinans technolégidk hasznéalataval
a P. syringae térzseket transzformalni lehet a gén termékek egy
nagy részének expresszalasaval, azon tul, hogy ezek a torzsek
antibiotikumokat termelnek. Példaul a térzseket
transzformalhatjuk egy rekombinans vektorral, amely
rezisztenssé teszi a torzset olyan antibiotikummal szemben,
amelyre érzékeny volt. Az igy nyert transzformatumok nemcsak
P. syringae lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyagot termelnek, hanem rezisztenciat atado
enzimet is, amely megengedi a transzformalt sejtek szelekcidjat
a vad tipusu torzsektél. Tovabba, hasonlé technikakat
hasznalva, jelenlegi térzseinket moddosithatjuk az endogén
lipodepsidekapeptid bioszintézis gének tébbszérés koépiaja
bevezetésével, amelyek révén magasabb lipodepsidekapeptid
termelést érhetiink el. Az utédok, azaz a P. syringae térzsek, a
25-B1, 67H1 és 7H9-1, természetes és indukalt variansai,
mutansai és rekombinansai, amelyek meg6rzik a
lipodepsidekapeptid termelés képességét és jellemzdit, is e

talalmany részét képezik.

A Pseudomonas syringae szaporodasa

Az itt leirt ,vizes taptalaj” kifejezés jelentése egy vizes
kozegli O6sszetétel, amely szervetlen vegylleteket és szerves
vegylleteket és azok séit tartalmazza, amelyek szukségesek a
jelen taldlmanyban hasznalt baktériumok szaporodasahoz. Az
elébnyos taptalaj tartalmazza a harom vagy kevesebb aminosav,
elédnydsen glutaminsav, glicin, hisztidin, vagy azok
kombinaciéinak optimalis mennyiségét. Egy megoldas szerint a
taptalaj 6sszetétele megfelel6 mennyiségli glicin, és adott

esetben egy vagy téobb burgonyakeményité és egy lipid. A
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glicint ajanlhatjuk egyedil, vagy mint az aminosav keverék

egyikét hidrolizalt fehérje formajaban. A megfeleld lipidek
magukban foglaljak a szdjaolajat, zsirsavakat és zsirsav-
észtereket. A megfeleld burgonya termékek magukban foglaljak
a burgonya dextréz taptalajt, a burgonya dextrint, a burgonya
proteint, vagy egy kereskedelemben beszerezhetd pépes
burgonya élelmiszeripari termékek keverékét. A taptalaj elébnyés
asvanyi anyagai ko6zé soroljuk a s6 keverékeket, amelyeket
rendszeresen alkalmazunk a sejtkultarakban és
fermentaciokban, mint a Czapek asvanyi s6, amely kalium-
kloridot, magnézium-szulfatot és vas-szulfatot tartalmaz. A
taptalajpan alkalmazott szerves vegytletek koézul elényésen a
glikézt alkalmazzuk, alkalmazhatunk tovabba adott esetben
oldhaté kemeényitét, és mas hasonlé6 szerves anyagokat. A
kbzeg pH-ja elénydsen 4-6,5, eldbnybsebben 4,5-5,7, kuléndsen
elébnydsen 5,2.

Bar az egyes alkotérészek mennyisége nem kritikus a
baktériumok noévekedése vagy a P. syringae lipodepsi-
dekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag
termelése szempontjabodl, a taptalaj komponensek bizonyos
szintje ajanlatos.

A glicin elényés mennyisége mintegy 0,1 g/1-10 g/l,
elény6ésebben mintegy 0,3 g/1-3 g/l, kiuléndédsen elénydsen
mintegy 1 g/l. A lipidek mint egy olaj, példaul a szdjaolaj
elénybs mennyisége mintegy 1 g/l-10 g/l, eldny6sebben mintegy
0,5 g/l-2 g/l. A zsirsavak vagy =zsirsav-észterek eldnyéds
mennyisége mintegy 0,5-5 g/I. A burgonya termékek elbényés
mennyisége magaban foglal mintegy 12 g/l - 36 g/l
elénybésebben mintegy 24 g/l burgonya dextrézt, mintegy 5 g/l -
50 g/l, elény6bsebben mintegy 30 g/l pépes burgonya
élelmiszeripari termékek keverékét, mintegy 1 g/l - 30 g/l,
elénydosebben mintegy 20 g/l burgonya dextrint, és/vagy mintegy
1 g/l — 10 g/l, elénydsebben mintegy 4 g/l burgonya proteint.
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Egy elony6s taptalaj Osszetétel az &asvanyi sékra, kalium-
kloridra elényésen 0,02-2 g/l, elénydésebben 0,2 g/l
magnézium-szulfatra, elényésen magnézium-szulfat x 7 H,O-ra
mintegy 0,02-2 g/l, elényésebben 0,2 g/l, és vas-szulfatra,
elénybésen vas-szulfat x 7 H20-ra mintegy 0,4-40 g/l,
elé6ny6sebben mintegy 4 g/l. Amennyiben szerepel a taptalaj
6sszetevok kozott, az oldhato keményité mennyisége elédnydsen
mintegy 0,5-50 g/l, elénybésebben mintegy 5 g/l. A gliké6z
mennyisége elényésen mintegy 2-80 g/l, elényésebben mintegy
20 g/l.

A P. syringae nodvekedés kontrollalt és szabalyozott
hémérséklet és pH értéken torténik. A P. syringae szaporodik
és egy vagy tobb citosztatikus terméket termel mintegy 15-35
sC-on, elény6ésebben 20-30 s$C-on, kulénésen elbnybsen
mintegy 25 sC-on. A P. syringae szaporodik és egy vagy tobb
citosztatikus terméket termel mintegy 4-9 pH értéken,
elonyosen 4-6 pH értéken, kuléndésen elénybsen mintegy 4,5-5,5
pH értéken. A P. syringae nem szaporodik, ha a hémérséklet
magasabb, mint 37 sC, vagy alacsonyabb, mint 10 sC, vagy

amikor a pH érték magasabb, mint 9, vagy alacsonyabb, mint 4.

Eljards P. syringae lipodepsidekapeptid termelésére

Egy vagy tobb P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-
-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag termelése egy vad
tipustd vagy mutans P. syringae toérzsbd4l agy térténik, hogy a
mikroorganizmust szaporitjuk keverés kozben egy vizes
k6zegben, amely harom vagy kevesebb aminosav hatékony
mennyiségét tartalmazza. A harom, vagy kevesebb aminosav
elénydsen glutaminsav, glicin, hisztidin vagy kombinaciéik. Egy
elobnyds megoldas szerint az aminosavak tartalmaznak egy
glicint, és adott esetben egy vagy tébb burgonya terméket és

egy lipidet. A fermentaciét olyan kérilmények k6zott vezetjik,
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amely hatékony a P. syringae novekedésére, és a kivant P.

syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyag termelésére. A hatékony feltételek kozé
soroljuk a 22 sC és 27 sC kozotti hémérsékletet, és a 36-96 6Ora
fermentacios idot. Az itt leirt kdorilmények k6zott a P. syringae
fermentlé slirisége mintegy 10-15 g/liter szaraz anyag, és P.
syringae lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyagot termel, legalabb 10 ig/ml
koncentraciéban elénydsen legalabb 50 ig/mi
koncentracioban.

Az oxigén koncentraci6 szabalyozasa a P. syringae
fermentacié soran, a P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a
25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag termelése ko6zben
célszerii. El6nyosen az oxigén szintet 5-50 % telitettségen
tartjuk, elényésebben 30 % telitettségi fokon. Levegd, tiszta
oxigén vagy oxigént tartalmazé gaz keverékek bekeverésével
szabalyozhatjuk a k&ézeg oxigén koncentraci6éjat. Tovabba, a
keverés sebességének szabdalyozasaval az oxigén atadas
sebessége is szabalyozhaté.

A koézeg pH értékének szabalyozasa a P. syringae
fermentacio soran, a P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a
25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag termelése kézben
ajanlatos. A kézeg pH-jat célszeriien pH = 4-6 értéken tartjuk.

A P. syringae képes a P. syringae lipodepsidekapeptid,
mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag termelésére
szakaszosan, egyedi gyartas soran eléallitva. Azonban, a
glik6z folyamatos vagy fél-folyamatos adagolasa, vagy adott
esetben egy sav vagy bazis, mint az amménium-hidroxid pH
szabalyozas céljabol torténdé folyamatos adagolasa néveli a P.
syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyag termelését. A P. syringae
lipodepsidekapeptid, mint a 25--B1 dekapeptid A gombaellenes

anyag termelését tovabb novelhetjik egy folyamatos
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fermentacioval, amelynek soran a glikoézt, és adott esetben a
savat vagy bazist, mint az amménium-hidroxidot a pH allitasara
automatikusan adagoljuk. A pH értéket elédnyésen 5-5,4 k6zott
elébnydsebben 5,5,2 értékek k6zott tartjuk.

A P. syringae torzs valasztasa befolyasolhatja az itt leirt
médon eldallitott P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1
dekapeptid A gombaellenes anyag mennyiségét és eloszlasat.
Példaul a 25-B1 torzs képes csaknem kizarélag a 25-B1
dekapeptid A gombaellenes anyag termelésére.

A P. syringae lipodepsidekapeptid ciklusos dekapeptid
vazat eldallithatjuk a lipofil egység eltavolitasaval, példaul
dezaci-lezéssel. A hasitasos és dezacilezési modszerek,
tovabba a dezacildaz enzimek alkalmazasa jol ismert a

szakemberek szamara.

A P. syringae lipodepsidekapeptid, formulazasa és

gombaellenes hatasa

A P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1
dekapeptid A gombaellenes anyag in vitro és in vivo
gombaellenes hatast mutat és hasznos mind a szisztémas
gombas fertézések, mind a gombas bérfert6zések elleni
kizdelemben. Ennek megfelel6éen a jelen talalmany egy eljarast
szolgaltat a gombas megbetegedések gatlasara, magaban
foglalva gombanak a P. syringae lipodepsidekapeptid, mint a
25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyaggal vagy egy
gyogyszerészetileg elfogadhatd séjaval torténdé kezelését. Egy
elény6s eljaras soran gatoljuk kil6nb6zd gombak, mint a
Cryptococcus neoformans, a Histoplasma capsulatum, és a
Candida, beleértve a Candida parapsilosis és Candida albicans
ndvekedését vagy aktivitasat. Az itt hasznalt, a parazita vagy
gomba a talalmany egy vegylletével t6rténé ,kezelése”

kifejezés jelentése egy egyesulés, talalkozas, vagy nyilvanvalo
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érintkezés, vagy koélcséndés érintkezés a talalmany egy

vegyulete, valamint a parazita vagy gomba k&ézo6tt. Azonban a
kezelés kifejezés nem utal a gatlas barmilyen mechanizmusara.
A jelen talalméany tovabba szolgaltat egy eljarast a gombas
fert6zés kezelésére, amely magaban foglalja a P. syringae
lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes
anyag, vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté so6ja hatékony
mennyiségének adagolasat a gazdaszervezet igény szerinti
kezelésére. Egy elbényds eljaras tartalmazza a kulénb6zd
gombak, mint a Cryptococcus neoformans, a Histoplasma
capsulatum, és a Candida, beleértve a Candida parapsilosis és
Candida albicans  altal okozott fert6zések kezelését.
Amennyiben egy vagy tébb P. syringae lipodepsidekapeptid,
mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag készitményének
hatékony mennyiségét adjuk, az csdkkenti a gombas fertézés
sulyossagat, csdkkenti a gombas fertézéssel kapcsolatos
szimptémakat, és eléidézheti a gombas fert6zés megszinését.
Néhany beteg, akinek sziksége van egy vagy tdébb P.
syringae lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyagot tartalmazé készitményre, a fertézés
sulyos szimptémaival rendelkezik, magas laza van, és nagy
valészinliséggel kritikus allapot elé néz. Tébb gomba okozhat
ilyen sulyos fertézéseket. A Candida spp. példaul silyos
nyalkahartyai és sulyos szisztémas fert6zéseket okozhat, és a
gomba rezisztens lehet az azolokra és poliénekre. Az
Aspergillus életet veszélyezteté szisztémas fert6zéseket okoz.
A Cryptococcus felelés az agyhartyagyulladas kialakulasaért. A
komoly gombas fertézések el6fordulhatnak az immunrendszer
rendellenességekkel kizd6 betegek esetében, azon betegek
esetében, akik szerv, vagy csontveld atliltetésen mentek at,
azon rakos betegek esetében, akik kemoterapias kezelést
kaptak, akik sulyos operacién mentek keresztil, vagy HIV

pozitivak. Az ilyen betegeknél a gombaellenes terapia tipikusan
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egy vagy tébb P. syringae lipodepsidekapeptid készitmény, mint
a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag intravénas
adagolasat jelenti, amelynek soran néhany nap alatt a fert6zést
megallithatjuk vagy visszaszorithatjuk.

Ami a gombaellenes aktivitast illeti, az itt hasznalt
.,hatékony mennyiség” kifejezés a jelen talalmany egy
vegyilletének azt a mennyiségét jelenti, amely képes a gombas
szaporodas vagy aktivitds gatlasara, vagy a gombas fertdézés
szimptomainak csokkentésére. A legtobb gombas fertdzés
szimptoémainak csOkkentése magaban foglalja a laz
csOkkentését, a normalis allapotba torténd visszatérést és a
beteg egészségének folyamatos visszatérését. Elénydésen a
szimptomakat csdékkentjik a gomba megdlésével a fertdzés
megszlintetésére, vagy a fertézés olyan szintre torténd
csbkkentésével, amely a betegek altal toleralhatd, vagy a beteg
immunrendszere képes toleralni. Az itt hasznalt ,gatlas”
kifejezés jelentése a gomba aktivitasanak csb6kkentése, amely
magaban foglalja a fert6zés megallitasat, elnyujtja vagy
profilaktikusan elrejti vagy megel6zi a no6évekedést, vagy
barmilyen, a gomba jelenlétéhez kapcsoldédd jellemzét, és
eredményt.

Tipikusan a készitményeket beteg egyedeknek
(embereknek vagy allatoknak, beleértve az olyan emldséket,
mint macskak, lovak, szarvasmarhak és szarnyasok) adagoljuk
azok szukségletétdol figgdéen, olyan hatékony mennyiségben,
amely gatolja a gombas fert6zést. Az adagolt doézis valtozik
olyan faktoroktol figgbéen, mint a ferté6zés természete és
sulyossaga, a beteg életkora és altalanos allapota, és a
gombaellenes szerekkel szembeni érzékenysége. Az aktualis
dézistartomany hasonléképpen fugghet ezektél a faktoroktol, és
adhatjuk azokat napi egyszeri dézisban, vagy naponta tébbszor
alkalmazva. Az adagolas elhuz6édhat 2-3 napig, vagy mintegy 2-

3 hétig vagy hosszabb ideig. Egy tipikus napi do6zis (egyszeri
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vagy tobbszori adagban) tartalmazza a talalmany szerinti aktiv

vegyulet mennyiségét 0,01 mg/testtémeg kg — 100 mg/testtémeg
kg tartomanyban. Az elényds napi doézis altalaban 0,1
mg/testtoémeg kg - -60 mg/testtémeg kg, idealisan 2,5
mg/testtémeg kg - 40 mg/testtdbmeg kg. Slulyos fertbzések
esetében a vegylletet intravénas infuzié formajaban, példaul az
aktiv hatéanyagot 0,01-10 mg/kg/6éra mennyiségben adagoljuk.

A jelen talalmany gydgyszerészeti készitményeket is ajanl,
amelyek alkalmasak a talalmany gombaellenes vegytuleteinek
adagolasara. Ennek megfeleléen a talalmany egy
gyogyszerészeti készitményt is ajanl, amely egy vagy tébb
gyogyszerészetileg elfogadhaté vivéanyagot, higité anyagot,
segédanyagot, alkotérészt és tovabbi adalékanyagot, és egy
vagy tébb P. syringae lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1
dekapeptid A gombaellenes anyagot tartalmaz. Az aktiv
hatbanyag mennyisége az ilyen készitményekben 0,1-99,9
tomeg %, elénydésen 10-30 témeg %. A ,gydgyszerészetileg
elfogadhatdé” kifejezés jelentése az, hogy a segédanyagok,
vivbanyagok ¢és alkotérészek kompatibilisek a készitmény
tovabbi anyagaival, és nem artalmasak a beteg szamara.

A készitmény tartalmazhat tovabbi olyan additivanyagokat,
mint kilénbdzbé olajok, beleértve az asvanyi olajokat, allati,
névényi vagy szintetikus eredeti anyagokat, példaul mogyoro
olajat, sz6jaolajat, asvanyi olajat, és szezamolajat. A megfeleld
gyogyszerészeti segédanyagok kdézé soroljuk a keményitdt,
cellulézt, glukézt, laktézt, a cukrot, zselatint, magnézium-
sztearatot, natrium-sztearatot, glicerin-monosztearatot,
natrium-kloridot, szaritott tejport, a glicerint, propilén-glikolt,
vizet és etanolt. A készitmények készitésénél alkalmazhatjuk a
hagyomanyos eszk6zoket, eljarasokat, mint a sterilizalas, és a
készitmények tartalmazhatnak hagyomanyos gyodgyszerészeti
additivanyagokat, mint a tartésitészerek, stabilizalé6 anyagok,

nedvesitd anyagok, vagy emulzifikald6 anyagok, sok, az
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ozmotikus nyomas elérésére, és pufferek. A megfelelb

gyoégyszerészeti segédanyagokat és azok készitését
megtalalhatjuk a kévetkezd tanulmanyban: Martin: ,Remington
Pharmaceutical Sciences”, 15" Edition; Mack Publishing Co.,
Easton (1975): lasd példaul 1405--1412 oldal és 1461-1487
oldal.

Az itt hasznalt ,gyogyszerészetileg elfogadhaté sok”
kifejezés a fenti képletli vegylletek olyan séit jelenti, amelyek
nem toxikusak élélények szamara. A tipikus gyoégyszerészetileg
elfogadhatd sok azok a s6k, amelyek a talalmany vegyileteinek
szervetlen vagy szerves savval vagy szervetlen bazissal torténé
reakciojaval késziulnek. Az ilyen sokat savaddiciés soként, vagy
bazis addicios s6ként ismerjuk.

A savaddicios so6k készitéséhez altalanosan hasznalt
szervetlen savak a hidrogén-klorid, hidrogén-bromid, hidrogén-
jodid, kénsav, és foszforsav, és a szerves savak, mint a p-
toluol-szul-fonsav, metan-szulfonsav, oxalsav, p-brém-fenil-
szulfonsav, szénsav, borostyankésav, citromsav, benzoesav, és
ecetsav. A gyogyszerészetileg elfogadhaté so6k példai a
szulfatok, piroszulfatok, biszulfatok, szulfitok, biszulfitok,
foszfatok, mono-hidrogén-foszfatok, dihidrogén-foszfatok,
metafoszfatok, piro-foszfatok, kloridik, bromidok, jodidok,
acetatok, propionatok, dekanoatok, kaprilatok, akrilatok,
formatok, izobutiratok, kaproatok, heptanoatok, propiolatok,
oxalatok, malonatok, szukcinatok, suberatok, szebacatok,
fumaratok, maleatok, butin-1,4-dioatok, hexin-1,6-dioatok,
benzoatok, klér-benzoatok, metil-benzoatok, dinitro-benzoatok,
hidroxi-benzoatok, metoxi-benzoatok, ftalatok, szulfonatok,
xilol-szulfonatok, fenil-acetatok, fenil-propionatok, fenil-
butiratok, citratok, laktatok, gamma-hidroxi-butiratok,
glikolatok, tartaratok, metan-szulfonatok, propéan-szulfonatok,
naftalén-1-szulfonatok, naftalén-2-szulfonatok, és mandelatok.

Elédnyds gyogyszerészetileg elfogadhaté savaddicios sok
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szervetlen savakkal a kloridok és bromidok, szerves savakkal a

maleatok és metan-szulfonatok.

Bazis addicios sbk tartalmazzak a szervetlen bazisokkal
alkotott sdékat, mint amménium-hidroxiddal, alkali- vagy alkali
foldfém hidroxidokkal, karbonatokkal és bikarbonbatokkal
alkotott sobékat. A talalmany soéinak eldallitasara alkalmas
bazisok a natrium-hidroxid, kalium-hidroxid, ammoénium-
hidroxid, kalium-

-karbonat, natrium-karbonat, natrium-bikarbonat, kalium-bi-
karbonat, kalcium-hidroxid és kalcium-karbonat. A kalium és
natrium sok kiléndsen elénydsek.

Az nyilvanvalé, hogy a taldalmany barmilyen séjanak
kationja vagy anionja nem Kkritikus, amennyiben a sé teljes
egészében gyogyszerészetileg elfogadhaté.

A P. syringae lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1
dekapeptid A gombaellenes anyagot adagolhatjuk paren-
teralisan, példaul intramuszkularis, szubkutan vagy intra-
peritonialis injekciét hasznalva, alkalmazhatjuk nazalisan vagy
oralisan. Ezen az adagolasi médokon tulmenden a P. syringae
lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes
anyagot alkalmazhatjuk helyileg bér feltuleti fertbézések
kezelésére, vagy a nyalkaban gombas névekedés gatlasara.

A parenteralis alkalmazashoz a készitmény tartalmaz egy
vagy tébb P. syringae lipodepsidekapeptidet, mint a 25-B1
dekapeptid A gombaellenes anyagot, és egy fizioldgiailag
elfogadhaté oldészert, mint az ioncserélt vizet, a fiziologias
sbéoldatot, 5 %-os dextr6z oldatot és mas altalanosan hasznalt
oldészereket. A készitmény tartalmazhat egy ciklodextrint
és/vagy egy oldodast segitd anyagot, mint a polietilén-glikol, a
polipropilén-glikol, vagy mas ismert szolubilizdl6 &agensek. A
készit-ményeket kiszerelhetjik steril porampullakban, amelyek
a gombaellenes anyagot és a segédanyagokat szaraz por, vagy

liofilizalt por formajaban tartalmazzak. Alkalmazas elé6tt a
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porampullaba fiziolégiailag elfogadhaté oldoészert adunk, az

anyagot feloldjuk, és az oldatot fecskend6 segitségevel
adagoljuk a betegeknek.

A jelen gyogyszerészeti készitmények elballitasara ismert
eljarasokat, és ismert, konnyen hozzaférhetd és elkészithetd
segédanyagokat alkalmazunk. A jelen talalmany
készitményeinek eldallitasanal az aktiv hatéanyagot altalaban
6sszekeverjuk a segédanyagokkal, vagy higitjuk egy
segédanyaggal, vagy bezarjuk egy kapszula, tasak, papir vagy
mas tartalyformaba. Amennyiben egy segédanyag higito
anyagként szolgal, az lehet szilard, fél-szilard, folyadék
halmazallapotu, amely az aktiv hatéanyagra nézve
vivbanyagként, segédanyagként vagy kozegként szolgal. igy a
készitmények lehetnek tablettak, piruldak, porok, cukorkak,
tasakok, ostyak, elixirek, szuszpenzidk, emulzidk, oldatok,
szirupok aeroszolok (mint szilard formak, vagy folyadék
kézegben a kendcsdk, példaul maximum 10 témeg % aktiv
anyagot tartalmaznak a lagy és kemény zselatin kapszulakban,
kipokban, a steril injektalhaté oldatokban, vagy sterilen
készitett porokban.

Oralis alkalmazasra az antifungalis anyagot egy zselatin
kapszuladba to6ltjik, vagy tablettaformat készitink. Az ilyen
tablettak tartalmazhatnak egy kotéanyagot, egy diszpergalo
vagy mas megfelelé segédanyagot, a P. syringae lipodepsideka-
peptid, mint a 25-B1 dekapeptid A antifungalis anyag megfeleld
méret( és dozisu tablettainak kialakitasahoz. Gyermekeknek és
idéseknek az antifungalis vegyltletet készithetjik izesitett
folyékony szuszpenzi6, oldat vagy emulzié formajaban. Egy
eldnyds oralis készitmény linolénsavat, cremofor RH-60-at, és
vizet, eldnyésen 8 térfogat % linolénsavat, 5 térfogat %
cremofor RH-60-at, 87 térfogat % steril vizet és 2,5-40 mg/ml
mennyiségl P. syringae lipodepsidekapeptid, 25-B1 dekapeptid

A gombaellenes anyagot tartalmaz.
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Helyi alkalmazasra a gombaellenes anyagot

formulazhatjuk szaraz por formajaban a bér felszinén, vagy
formulazhatjuk folyadék formaban, amely vizes vagy nem-vizes

k6zeget, példaul egy alkoholt vagy glikolt tartalmaz.

A P. syringae lipodepsidekapeptid készitmények alkalmazasa

A jelen talalmany targya tovabba egy kit, amely tartalmaz
egy talalmany szerinti készitményt és eljarast azok
alkalmazasara. A kit része lehet egy ampulla, amely a jelen
talalmany készitményét és a megfelelé6 vivbanyagot tartalmazza
por, vagy oldat forméajaban. A kit tartalmaz tovabba hasznalati
utasitasokat cimke formaban az ampullan, vagy egy kilénallé
utasitas formajaban az ampulla mellé helyezve a vegylletek
alkalmazasara és adagolasara. Az utasitasokat ranyomtathatjuk
az ampullat tartalmazé dobozra is. A hasznalati utasitas olyan
informacidkat tartalmaz, mint a megfeleld dézis, adagolasi
forma, amelynek alapjan egy egészséglgyi dolgozé
biztonsaggal végzi a szer adagolasat. Egészségigyi dolgozd e
terileten barmilyen szakorvos, ndévér, vagy technikus, akik a
gyégyszereket altalaban beadhatjak.

A jelen talalmany targya tovabba egy gyoégyszerészeti
készitmény, amely egy vagy téobb P. syringae
lipodepsidekapeptid 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot
tartalmaz, amely alkalmas injekcié utjan torténd beadasra. A
talalmany eljarasa szerint az egy vagy tébb P. syringae
lipodepsidekapeptid 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot
alkalmazhatjuk egy készitmény vagy gyoégyszer eldballitasara,
amely alkalmas injekcié utjan torténd6 beadasra. A talalmany
targya tovabba eljaras készitmények eldallitasara, amely egy
vagy tobb P. syringae lipodepsidekapeptid 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyagot tartalmaz és a készitmény alkalmas

oralis vagy helyi alkalmazasra. Példaul egy folyékony vagy
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szilard készitményt eléallithatunk kidlénb6zé mobédon, a

hagyomanyos eljarasokat alkalmazva. A folyékony
készitményeket eléallithatjuk az egy vagy tébb P. syringae
lipodepsidekapeptid 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag
megfelelé oldészerben toérténé feloldasaval, példaul vizben,
megfeleld pH értéken, amely puffereket és mas

adalékanyagokat is tartalmaz.

Mezégazdasagi alkalmazas

A P syringae NRRL B-12050 altal termelt antibiotikumok
az irodalomban leirtak szerint hatékonyak a holland szilfa
gombasodasanak kezelésében. (lasd példaul a 4,342,746 es
4,277,462 szamu amerikai egyesilt allamokbeli
szabadalmakban leirtakat). A vad tipussal 0&sszehasonlitva
kiillébnésen a P. syringae MSU 16H mutatott magasabb foku
védelmet, amikor a szilfat Ceratocystis ulmi
mikroorganizmussal, a holland szilfa gombasodas okozdjaval
fert6zték (lasd példaul Lam és munkatarsai, Proc. Natl. Sci.
USA, 6447-6451 (1987)). A szilfakkal végzett tébb intenziv
kisérlet igazolta azt, hogy a fak ezen gombasodasa megfeleld
kezeléssel megeldzhetd. igy a jelen talalmany
lipodepsidekapeptidei alkalmazhatdk a holland szilfak
gombasodasanak megel6zd6 kezelésére. Ismert tény, hogy a
pseudomycinek toxikusak egy sor névényi patogén gomba ellen,
mint példaul a Rynchhosporium secalis, a Ceratocystis ulmi, a
Rizoctonia solani, a Sclerotinia sclerotiorum, a Verticillium
alboatrum, a Verticillium dahliae, aThielaviopis basicola, a
Fusarium oxysporum, és a Fusarium culmorum (lasd példaul
Harrison L. és munkatarsai, ,Pseudomycins, a family of novel
peptides from Pseudomonas syringae possessing broad-
spectrum antifungal activity” J. General Microbiology, 7, 2857-
2865 (1991). Kovetkezésképpen, egy vagy tébb P. syringae
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lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes

anyag (beleértve hidratjait, szolvatjait, és észtereit) hatékony
lehet a no6évényi gombak (kulénésen a V. albo-atrum,
Rhizoctonia solani és F. oxysporum) kezelésében akar a
fert6zést kovetden, akar megelézés céljabol. Altalaban a
fert6zoétt novényeket ugy kezeljuk, hogy a lipodepsidekapeptid
vizes szuszpenzidjat rafecskendezziik a névényre. A
fecskendezés eszkézei, berendezései jol ismertek az
irodalomban jartas szakemberek szamara. A spray barmilyen
formajat alkalmazhatjuk az aktiv hatdéanyag hatékony
mennyiségének a novény felliletére juttatasara. A szuszpenziod
tartalmazhat tovabbi, az irodalomban jartas szakember szamara
ismert additiv anyagokat, mint szolubilizalé szerek,
stabilizatorok, nedvesitd szerek és ezek kombinéacioi.

A ndvény kezelését elvégezhetjik egy vagy tébb P.
syringae lipodepsidekapeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyag szaraz, szilard készitményeivel. A szaraz
készitményeket felvihetjuk a novény felszinére az irodalomban
jartas szakember szadmara ismert eszkd6zdékkel, moédszerekkel,
mint példaul spray formajaban, vagy egy tartalybél torténd
kiszérassal.

A talalmanyt jobban megérthetjuk a koévetkezd példak
alapjan. E példakat a talalmany reprezentativ szemléltetésére
szantuk a taldalmany oltalmi kore korlatozasanak szandéka

nelkal.

PELDAK

Bioldgiai anyagok letétbe helyezése

A P. syringae MSU 16H hivatalosan elérhetd és
megvasarolhatéo az American Type Culture Collection, Parklawn
Drive, Rockville, MD, USA, azonosité szama: No. ATCC 67028.
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A P. syringae térzseket, a 25-B1, a 7H9-1 és a 67H1-et

hivatalosan 2000 marcius 23.-an helyezték letétbe az American

Type Culture Collection gyljteményben a kdvetkezd azonositd

szamokkal :
25-B1 azonositdé szam: PTA-1622
7H9-1 azonosité szam: PTA-1623
67-HA1 azonosité szam: PTA-1621

1. Példa — A 25-B1 A gombaellenes szer elbdallitasa

A fermentacioés eljarast a lipodepsidekapeptid
gombaellenes szer, a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes szer
elballitasara fejlesztették ki, a Pseudomonas syringae torzs

fermentaciés k6zegében.

Anyaqgok és eljarasok

Az inokulum eldallitasa:

A folyékony nitrogénben tarolt P. syringae térzs 25-B1
sejtek aliquot mennyiségét felolvasztjuk, és beoltjuk a kétszer
900 ml térfogatu CMS taptalajt. A CMS téaptalaj Osszetétele
g/liter egységben: dextr6z: 5, maltéz: 4, Difco Trytic Soy Broth:
30, Difco éleszté6 kivonat:3, és magnézium-szulfat x 7 H,O: 2.
Kb. 0,5 ml sejtszuszpenzi6ét hasznaltunk mindkét 900 ml rész
beoltasara, amelyeket 2 literes lombikban készitettink el6 a
beoltashoz. A lombikokat razatassal 24 o6ran at 25 sC
hémeérsékleten inkubaltuk. A két lombik tartalmat egyesitettik
és beoltottuk a 150 literes késziulékben 1évd el6zbleg sterilizalt

115 liter térfogatu taptalajba.

Fermentacios szakasz:
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A fermentlé oOsszetétele a kdévetkezd, g/liter egységben
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kifejezve: dextroz: 20, oldhatéo keményitd6: 5, Basic American
Foods Country Style Potato Pearls burgonyapép: 30, glicin:1,
magnézium-szulfat x 7 H,O: 0,2, kalium-klorid: 0,2, vas (ll)-
szul-fat x 7 H,0:0,004 csapvizben készitve. A pH értéket
sterilizalas elé6tt 5,2-re allitottuk. A fermentaciot 25 sC-on 68
6ran at folytattuk. Az oldott oxigén mennyiségét 30 %-on vagy
ezen érték folott tartottuk a levegd aram és az impeller keverd
fordulatszamanak folyamatos allitasaval. A pH értéket 4,0-5,4
értékek ko6zott tartottuk szikség szerint kénsav vagy natrium-
hidroxid adagolasaval.

Az uj ciklusos peptid termék elballitasara az egyszeri
fermentaciés folyamat néhany valtozatat dolgoztuk ki. A
dextrézt folyamatosan adagolhatjuk a fermentorba 24 é6raval az
inokulalas utan 60 ml/éra mennyiségben. A dextr6z adagolast
folytathatjuk a fermentacié teljes folyamataban. Alternativ
moédon egy eljarast dolgoztunk ki, amelynek soran az oldott
oxigén mennyiségét 5 %-ra allitottuk 24 o6raval az inokulaciét
kovetéen, és ezt az értéket tartottuk a fermentacioé végéig. Az
oldott oxigén 5 %-on tartasat inert nitrogén gaz adagolasaval
értik el. Minden esetben a gaz adagolasat egy egyszeri
belemerilé cs6évon keresztul oldottuk meg nyitott allasban

kozvetlenul az als6 turbina kever6 ala vezetve.

Eredmények és konklizié

Szamos fermentacios eljaras a P. syringae-bél 25-B1

dekapeptid A gombaellenes anyagot termel.

2. Példa -A 25-B1 A gombaellenes szer izolalasa és

tisztitasa

”
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Eljarasokat fejlesztettink ki a Pseudomonas syringae

torzs fermentlevében termelt lipodepsidekapeptid gombaellenes
anyag, a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag izolalasara
és tisztitasara.

Anvagok és eljarasok

Az 1. példa alapjan gyartott fermentlé mennyisége

tipikusan 100 liter volt vagas utan, amelyet egy Membralox ™
0,45 im poérusméretli keramiaszlrén szirtink le. A szlirében
maraddé szilard anyagot extrahaltuk 0,1 % trifluor-ecetsavat
tartalmaz6é azonos térfogatad acetonnal 90 percen at. Az
acetonos extraktumot szlirtik, és vakuumban beparolva vizes
oldatot nyertink.
Ezt az oldatot egyesitettik az eredeti szirlettel, és
folyamatosan egy 4 liter térfogatd kromatografalé oszlopba
vizben toltott Amberchrom™ CG300 sd gyanta tetejére
adagoltuk. Az adszorpcié utan az oszlopot mostuk 0,2 %-os
ecetsav oldattal (pH 4-8), amig az elfoly6 oldat pH-ja elérte a
4,5 értéket, ezutan mostuk 10 liter térfogatu 0,2 % ecetsavat
tartalmazo6 22 %-os acetonitril oldattal (pH 4,8). Ezutan linearis
gradiens eluciét alkalmaztunk 32 liter térfogatu 0,2 % ecetsavat
tartalmaz6é 22-35 % acetonitril vizes oldattal, és 8 liter
térfogatu 0,2 % ecetsavat tartalmazé 35 % acetonitril vizes
oldattal, 400 ml/6ra sebességgel. A 11-16 szamu frakcidékat (4,8
liter) egyesitettik, vakuumban 100 ml térfogatig beparoltuk,
majd centrifugaltuk.

A feluluszo6t elvalasztottuk és 1 liter térfogati Amberchrom
CG 300sd oszlopon kromatografaltuk linearis gradiens eluci6val
0,2 % ecetsavat tartalmazé 22-35 % acetonitrilt tartalmazd
vizes oldattal (pH 4,8), 50 ml/éra sebességgel. A 20-25. szamu
frakciokat egyesitettik (1,2 liter) és ujra kromatografaltuk egy
reverz fazisu oszlopon (NovaPak Cig, 6 im, 40x300 mm,

aramlasi sebesség 40 ml/perc, linearis gradiens elucié 0,2 %
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TFA-t tartalmazé 30-60 % acetonitril vizes oldattal). igy 21 mg .
terméket nyertiink (89 % tisztasagu, UV moédszerrel vizsgalva).
Az ESIMS adatok egy lehetséges [M+H] csucsot mutattak o

1165,7 m/z értéknél, amely kulénbdézik a P. syringae-bdl izolalt
ismert gombaellenes anyagok megfelelé értékétél. Az 'H NMR
spektrum jelei hasonldéak voltak a pseudomycin szerdl
likopeptidek spektrumaval, azonban té6bb mint egy anyag
jelenlétét jelezték. Annak érdekében, hogy a 25-B1 dekapeptid
A gombaellenes anyagot szerkezet meghatarozashoz ¢és
gombaellenes hatdas méréséhez megfeleld tisztasaggal nyerjuk,
tovabbi 4 x 100 liter fermentlevet a fenti médon tisztitottunk, és
raadasul az utolsdé tisztitasi lépésre egy reverz fazisu
oszlopkromatografias lépést vezettink be [Rainin Cyg 6 im,
24x250 mm, linearis gradiens elucié 0,1 % TFA-t-acetonitril-
metanol elegy (8:1:1-t61 4:3:3-ig) 60 percig, majd (4:3:3-to6l
10:45:45-ig) 30 percig]. igy 42 mg 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyagot nyeriink 93 % tisztasaggal (UV alapjan).

Eredmények és konkluzid

A tébbi lipodepsipeptid gombaellenes anyag tisztitdsanal
alkalmazott HPLC modszerhez hasonldé preparativ HPLC
segitségével a fermentléb6l megfeleld tisztasagban nyertik a

25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot.

3. Példa - A 25-B1 A gombaellenes szer szerkezetének

meghatarozasa

Témegspektroszkopia és NMR spektroszkéopia segitségével
hataroztuk meg a lipodepsidekapeptid gombaellenes anyag, a

25-B1 dekapeptid A gombaellenes szer szerkezetét.

Modszerek és eredmények
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A 25-B1 dekapeptid A gombaellenes szer 6sszegképletet

nagy felbontasu FABMS moébdszerrel hataroztuk meg, és azt
Cs2HgsN140416 képletnek talaltuk [m/z 1165,6581 a Cs2HggN14016
(M+H)" képletre, 2+0,9 ppm].

Osszhangban e tapasztalati képlettel a '3C NMR spektrum
és DEPT NMR spektrum 50 kilénallé rezonancia jelet mutatott,
amely tartalmazott 12 karbonil szénatomot, 5 olefin szénatomot,
4 oxigént tartalmazé sp3 szénatomot, 8 tipikus aminosav a-
szén-atomot, 15 metilén szénatomot és 6 metil szénatomot.
Ezek kozul egy metil szénatom jele @ 16,7 ppm értéknél és egy
metilén szénatom jele & 28,9 ppm értéknél degeneralt
szénatomok szettjét alkotta, a tapasztalati képletb6l adéddé 52
szénatomnak megfelel6en.

Az 'H, '°C és 2D NMR (DQCOSY, TOCSY, HMQC, HMBC,
és ROESY) adatok alapjan meghataroztuk a 25-B1 dekapeptid
A gombaellenes szer (lA) szerkezetét, és egyértelmiien
azonositottuk valamennyi hidrogénatomot és szénatomot (1.
Tablazat).

1. Tablazat
A 25-B1 dekapeptid A gombaellenes szer 'H és '>’C NMR adatai
DMSO-dg-ban

Aminosav Atomok Ay ac

helyzete

Arg NH 8,13 -
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CO - 170,4
a 4,23 51,7
al 1,69 28,2
a2 1,63
a 1,46 24,7
a 3,08 40,2
NH 7,59 -
& - 156,7

Thr-1 NH 7,83 -
(010 - 169,8
a 4,23 59,5
a 4,00 66,4
a 1,08 19,7

Dha NH 9,01 -
CcoO - 163,7
a - 135,3
ail 5,86 106,4
a2 5,61

Ala-1 NH 7,96 -
CO - 171,6
a 4,22 49,9
a 1,31 16,7

Aminosav Atomok Gn ac
helyzete

Dhb NH 9,07 -

| CO - 164,0

a - 130,0
a 6,40 128,5

* o0
.
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a 1,61 12,9
HSer NH 8,22 -
CO - 171,1
a 4,22 51,4
al 1,82 34,0
a2 1,76
a 3,47 57,3
Gln NH 7,59 -
CO - 171,9
a 4,31 52,0
ail 1,90 27,9
a2 1,73
a 2,11 31,1
CO - 173,9
NH, 7,13 -
6,72
Thr-2 NH 7,80 -
CO - 169,9
a 4,11 58,4
a 4,11 66,0
a 1,01 19,8
Aminosav Atomok Gy dc
helyzete
Ala-2 NH 8,18 -
CcCO - 172,4
a 4,32 48,5
a 1,16 17,6
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Thr-3 NH 7,93 -
CcoO - 168,6
a 4,47 55,6
& 4,94 70,5
a 1,12 16,7
Oldallanc (010 172,2
2,08 35,1
1,44 25,1
1,21 28,5
5-10 1,21 31,1; 28,9X2
28,8; 28,7;
28,6
11 1,21 22,0
12 0,83 13,9

A DMSO-dg¢-ban 35 sC-on meért 'H, DQCOSY és
TOCSY spektrumok adatai igazoltak hét altalanosan eléforduld
aminosav rész, két alanin, egy arginin, egy glutamin és harom
treonin, és 3 kevésbé altalanosan eld6forduldé aminosav, egy
dehidro-alanin (Dha), egy dehidro-amino-vajsav (Dhb) és egy
homoszerin spin rendszerének jelenlétét. A kevésbé
altalanosan el6forduldé aminosav részeket, nevezetesen a
(Dha)-t, (Dhb)-t és homoszerint a TOCSY spektrumban észlelt
keresztjelekkel hataroztuk meg, amelyek eltol6dasa az amid
protonoktél & 9,01 (széles s), 9,07 (széles s) és 8,22 ppm-nél
jelentkezik, a tovabbi protonok és szénatomok eltolédéasai: &
5,86, 5,61 (G¢c 106,4), 6,40 (&c 128,5), 1,61 (G¢ 12,9), 4,22 (G¢
51,4), 1,82, 1,76 (ac 34,0), 3,47 (&c 57,3). E '>C NMR
spektrumnak megfeleléen 8 proton kapcsolodik a telitett
aminosav részek A-helyzet(i szénatomjaihoz, és 2 kvaterner a-

helyzeti szénatom jelentkezik a telitetlen Dha és Dhb
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aminosavak esetén. A 12 amid vagy észter tipusu karbonil

szénatom koéziul kilencet azonositottunk mint 8 telitett aminosav
részhez kapcsolodot (kettét a glutaminhoz), kettdét (G 164,0 és
163,7 ppm) a Dha és Dhb-hez. A megmaraddé egy karbonil
szénatom a dodekanoil oldallanc része, amelyet tovabba a
terminalis metil-jelek, (au 0,83 és dc 13,9), valamint a '°C
NMR spektrumban megjelené 10 metilén-jel igazol

(1. Tablazat).

Az O6sszegképlet alapjan a molekula 16 telitetlen kotést
tartalmaz. A 10 aminosav és a dodekanoil oldallanc 15
telitetlen kotést mutat jelezvén, hogy a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyag egy monociklusos dekapeptid. A treonin
béta protonjai kémiai eltolédasanak (&n 4,94, 4,11 és 4,00)
6sszehasonlitasa azt jelzi, hogy a AGu 4,94 ppm-nél jelentkezb
proton egy karbonil-csoporthoz kapcsolédik, amely lehet észter
vagy lakton. Ezaltal a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag
depsidekapeptid szerkezetét a HMBC és ROESY adatok
igazoltak. Ezen adatok szintén aldtamasztottak az aminosav
szekvenciat és a dodeka-noil lanc helyzetét a 25-B1 dekapeptid
A gombaellenes anyagban. Az arginin aminosav, mint kiindulasi
pont esetén egy ,long range” korrelaci6ét figyeltink meg a
HMBC spektrumban az amid proton és a szomszédos aminosav
karbonil és alfa-szénatom ko6zétt (lasd |I. abra), amely minden
kétséget kizaréan igazolja az aminosav szekvenciat: Arg-
NH/Thr-CO, Thr-NH/Dha-CO, Dha-NH/Ala-CO, Ala-NH/Dhb-CO,
Dhb-NH/Hse-CO, Hse-NH/Thr-CO, Thr-NH/Ala-CO és Ala-
NH/Thr-CO.

Az alaninnal szomszédos treonin NH csoport nem mutat long
range korrelaciéot az arginin karbonil-csoportjaval, ehelyett
korrelaciot mutat a dodekanoil oldallanc karbonil csoportjaval.
A Thr-NH/Arg-CO korrelacié hianya és a Thr-G-H (dy 4,94, Q¢
70,5)/Arg-CO  egyértelmien a Thr-&-OH és Arg-COOH

csoportok kozott kialakult észter csoportra utal. Ezen
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allitasokat tamasztja ala a ROESY korrelacié, amelyet az amid

protonok és a szomszédos aminosavak da-protonjai ko6zott

észleltink (lasd Il. abra).

Megallapitasok

A 25-B1 dekapeptid A gombaellenes vegyllet a lipodepsi-
dekapeptidek uj osztalyat képviseli, amely tartalmaz néhany
olyan aminosav egységet, amely nem szerepel a P. syringae
kilénb6z6 izolatumai altal termelt pseudomycinekben,
syringomycinekben, syringotoxinokban és syringostatinokban.
Az () depsipeptid 10 aminosavbol all, amely egy tovabbi
kalénbség a pseudomicinekkel és syringomicinekkel szemben,
amelyek csak 9 aminosav egységet tartalmaznak. A természetes
pseudomycin termékektél eltérben az uj depsipeptid nem
tartalmaz klér-treonint, amely vélhetéen az okozbja a
pseudomycin vegylleteket tartalmazé injekcios készitmények

irritaciot okozo mellékhatasanak.

4. Példa — A 25-B1 dekapeptid antifungalis A anyvaqg

gombaellenes hatasa

A gombaellenes hatas mérését a National Committee for
Clinical Laboratory standards eldirasai alapjan egy mikrotiter
higitasos eljarassal egy 96 lyuku mikrotiter lemezen végeztuk.
Sabouraud és dextréz taptalajokat ugy allitottuk be, hogy 2,5 x
10* conida/ml-t tartalmaztak. A tesztvegyliletet feloldottuk
vizben, és a tesztelést kétszeres higitasban kezdtik a
legmagasabb, 20 ig/ml koncentracioval. A lemezeket 35 sC-on
48 6ran at inkubaltuk. A 2. Tablazat adatai mutatjak a vegylulet
minimum gatlé koncentraciéjat (MIC érték), amely teljesen
gatolja a mikroorganizmus szaporodasat szemben a kezeletlen
kontrollal.
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Mikroorganizmus MIC (pg/ml)
Candida albicans 10

C. parapsilosis 10
Cryptococcus neoformans 1,25
Aspergillus fumigatus >20
Histoplasma capsulatum 20

Egy vagy tébb P. syringae lipodepsipeptid, mint a 25-B1
dekapeptid A gombaellenes anyag jelenlétét vagy mennyiséget
a készitmény gombaellenes hatasanak mérésével hatarozhatjuk
meg. A gombaellenes hatast meghatarozhatjuk in vitro a
készitmény minimum gatlé koncentraciojaval (MIC eérték),
standard agar higitdasos modszert, vagy egy lemez diffaziés
modszert hasznalva. Egy vagy tébb P. syringae lipodepsipeptid,
mint a 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyag preparatuma
lehet a sejt kultura, vagy egy jobban tisztitott elegy extraktuma.
A gombaellenes hatas tesztelésében alkalmazott egyik tipikus
gomba a Candida albicans. A gombaellenes hatast akkor
tekintjik jelentésnek, ha a készitmény 10-12 mm atmeérdji gatlo

zonat eredményez egy Candida albicans x 657 agar lemezen.

5 Példa - A Pseudomonas syringae izolalasa, jellemzése és

mutagenezise

A P. syringae kornyezeti izolatumait és mutansait
allitottuk el6 és alkalmaztuk a gombaellenes szerek

termelésében.
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Anyagok és eljarasok

Az MSU 174 és MSU 16-H torzsek izolalasat és jellemzését az
1996 november 19.-én kozzétett 5,576,298 szamu amerikai
egyestllt allamokbeli szabadalomban irta le G.Strobel ¢és
munkatarsai; Harrison és munkatarsai a ,Pseudomycins, a

family of novel peptides from Pseudomonas syringae

possessing broad-spectrum antifungal activity,” J. Gen.

Microbiology 137, 2857-2865 (1991); és Lamb és munkatarsai

.,jransposon 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) kozleményekben. Az e kdézleményekben idézett utalasok

Ujdonsagai referenciaként beépiltek e talalmanyba.

Tovabbi torzseket szarmaztattunk az ilyen vad tipusu és
transposon generalt mutansokb6l kémiai mutagenezissel. A
mutagenezisnek alavetett térzsek magukban foglaltak az MSU
174, az MSU 16H és a 25-B1 térzseket. A mutagenizalando
torzset burgonya terméket tartalmazé taptalajon szaporitottuk,
azutan szétosztottuk egy olyan kozegbe, amely 0, 1, 2, 4 16
vagy 32 iM 1-metil-3-nitro-1-nitrozo-guanidin (NTG vagy
MNNG)
kémiai mutagén anyagot tartalmazott. Ezeket a sejteket
lefagyasztottuk a j6vébeni mérésekre és szelekciobra.

A mutagenizalt sejteket szelektaltuk egy vagy tébb P.
syringae lipodepsipeptid, mint a 25-B1 dekapeptid A
gombaellenes anyag kivanatos noévekedési feltételei és/vagy
termelése szerint. A kémiailag mutagenizalt P. syringae
sejteket, a mutagenizalt 25-B1 torzseket felolvasztottuk, és 6
sejt/ml-re higitottuk N21SM kézeggel (3. Tablazat). Ez a kézeg
néha egy vagy tdobb komponenst tartalmazott a szelekciora,

mint példaul kialénb6z6 koncentraciéoju foszfatokat. Egy 50 il
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térfogati mutagenizalt sejt szuszpenzi6ét szétosztottunk egy 96

lyuku kér alaka mikrotiter lemezen atlagosan 0,3 sejt/lyuk
mennyiségben.
Tipikusan szilikon olajat adtunk mindegyik lyukba a beparlodas

minimalizalasara. A lemezeket razatas koézben 6-12 napig
inkubaltuk 25 sC-on.

3. Tablazat

Az N21SM médium Osszetétele

ALKOTORESZEK GRAM/LITER
glukoé6z 20
ammoénium-szulfat 0,5
natrium-glutamat 2
L-hisztidin 2
glicin 0,5
oldhaté keményitd 5
KH,PO4 0,2
Czapek asvanyi s6 oldat 2 ml
MES puffer 9,8
PH beallitas 5,0-re

Az inkubalas utan egy aliquot részt, altalaban il-t higitottunk
sorozatban mindegyik Ilyukbol (példaul 1:56, 1:196, 1:320,
1:686 és/vagy 1:1715), és értékeltik Candida albicans
gombaval szembeni aktivitasra egy folyékony mikrotiter lemez
bioassay alkalmazasaval. A lemezeket 37 $C-on inkubaltuk egy
éjszakan at, és a lyukakat teszteltik C. albicans névekedésre.
A megfeleldé torzseket kiemeltik, CSM kézegbe inokulaltuk (4.
Tablazat) és 1-3 ‘napig inkubaltuk 25 sC-on.



38

4. Tablazat
Teljes Streptomyces kézeg (CSM)

Osszetevék Koncentracié (g/liter)
glikéz 5

maltéz 4

Difco tripton szé6ja taptalaj 30

Difco élesztd kivonat
MgSO4 x 7H,0 2

pH beallitas nincs

A kivalasztott tdérzseket tartositottuk és inokulaltuk olyan
fermentaciés lombikokba, amelyek 13 ml N21SM taptalajt
tartalmaztak és razattuk mintegy 66 o6ran at 25 sC-on. A
fermentacié soran aliquot részeket vettiunk ki a fermentlébdl,
extrahaltuk 1 é6ran at az aliquot résszel azonos térfogatu
acetonitrillel, centrifugaltuk, és a felilisz6t HPLC segitségével
vizsgaltuk egy vagy tébb, az 1-3 példaban leirt P. syringae
lipodepsi-dekapeptid, mint 25-B1 dekapeptid A gombaellenes
anyag jelenlétére. Az egy vagy tébb P. syringae lipodepsi-
dekapeptid 25--B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot termelé
térzseket ujra izolaltuk, ismételt fermentacioét inditottunk és

el6készitettik egy nagyobb Iéptéki fermentacidé oltbanyagaként.

Eredmények

A fenti eljarasokat hasznalva olyan torzseket allitottunk

el6, amelyek egy vagy tobb P. syringae lipodepsidekapeptid 25-
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-B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot termelnek.

Konkluzid

Az itt kozolt kivalasztasi modszerek és kritériumok
hatékonyak a P. syringae tdérzsek termelésére, amelyek a
minimum koézegben nének, és egy vagy tébb P. syringae

lipodepsidekapeptid 25-B1 dekapeptid A gombaellenes anyagot
termelnek.

6. Példa — A P. syringae lipodepsidekapeptidet tartalmazé

készitmények

A kovetkezd formulazasi példak a talalmany lényeget
illusztraljak és nem korlatozzak a talalmany oltalmi kérét.

Az ,aktiv hatéanyag” kifejezés jelentése P. syringae lipodepsi-
dekapeptid vagy gyogyszerészetileg elfogadhat6 sdja.

1. Készitmény

Kemény zselatin kapszulakat készitettiink, amelyek az alabbi
alkotérészeket tartalmazzak:

Alkotéorészek Mennyiség
(mg/kapszula)
aktiv hatéanyag 250
szaritott keményitd 200
magnézium-sztearat 10
6sszesen 460 mg




2. Készitmény

Tablettat készitettink az alabb felsorolt alkotérészekkel. Az

anyagokat 6sszekevertik, és tablettaztuk ugy, hogy a tablettak

atlagtomege 665 mg.

Alkotérészek

Mennyiség

(mg/kapszula)

aktiv hatéanyag 250
mikrokristalyos celluléz 400
szilikon-dioxid 10
sztearinsav 5
6sszesen 665 mg

3. Készitmény

Aeroszol oldatot készitettink,

komponenseket

tartalmazza.

amely az alabb felsorolt

aktiv hatéanyagot

6sszekevertiuk etanollal, és az elegyet adtuk a hajtégaz 22 egy
részéhez, leh(toéttik -30 sC-ra, és atontéttik egy beméréd
edénybe. A szikséges mennyiséget azutan egy savallo acél
konténerbe juttattuk, és felhigitottuk a maradék hajtdégazzal. A

szeleppel azutan a konténert lezartuk.

Osszetétel Témeg (g)
aktiv hatéanyag 0,25
metanol 27,75
hajtégaz 22 74,00
(kl6ér-difluor-metan)
6sszesen 100,00

4. Készitmény
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A 60 mg hatéanyagot tartalmazo6 tablettékat az alabb leirt

modon és Osszetétellel készitettik:

aktiv hatéanyag 60 mg
mikrokristalyos cellul6z 45 mg
Polivinilpirrolidon (10%-o0s vizes 4 mg

oldat)

natrium-karboximetil keményit6 4,5 mg
magnézium-sztearat 0,5 mg
talkum 1 mg

Osszesen 150 mg

A hatoéanyagot, keményitét és cellulozt atszitaltuk egy 45

mesh (US) méretl szitan, és alaposan Osszekevertik. Az igy

késziilt port 6sszekevertuk polivinil-pirrolidon vizes oldataval,

és Aatszitaltuk egy 18 mesh (US) méretl szitan. Az igy készilt

granulat 50 sC hémérsékleten szaritottuk, és atszitaltuk egy 18

mesh (US) méretld szitan. El6z6leg a karboximetil-cellulozt, a

magnézium-sztearatot és talkumot egy 60 mesh (US) méretd

szitan atszitaltuk, azutan a granuldhoz adtuk, 6sszekevertik,

majd 150 mg atlagtomegil tablettava alakitottuk.

5. Készitmény

A 80 mg hatéanyagot tartalmazé kapszulakat az alabbi

modon készitettik:

aktiv hatdéanyag 80 mg
keményitd 59 mg
mikrobkristélyos celluléz 59 mg
magnézium-sztearat 2 mg

dsszesen

200 mg




42

Az aktiv hatéanyagot, a cellul6zt, keményitét és magnézium-
sztearatot 6sszekeverjlk, atszitaljuk egy 45 mesh (US) méreti

szitan, és 200 mg-t egy kemény zselatin kapszulaba téltunk.

6. Készitmény

A 225 mg hatdéanyagot tartalmazé kupokat az alabbi médon

készitettiuk:

aktiv hatéanyag 225 mg
telitett zsirsav gliceridek 2,000 mg
6sszesen 2,225 mg

Az aktiv hatéanyagot atszitaltuk egy 60 mesh (US) méretl
szitan, és szuszpendaltuk az elé6z6leg a sziikséges minimalis
hével megolvasztott telitett zsirsav gliceriddel. Az elegyet
azutan 2 g nominalis kapacitasu kupba toltéttik, és lehilni

hagytuk.

7. Készitmény

Az 50 mg hatdéanyagot 5 ml dézisban tartalmazé szuszpenziot

az alabbi moédon készitettuk:

aktiv hatéanyag 50 mg
natrium-karboximetil-cellul6z 50 mg
szirup 1,25 ml
benzoesav oldat 0,10 ml
illatanyag q.v.
szinezbdanyag q.v.
tisztitott viz ad 5 ml
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Az aktiv hatéanyagot atszitaljuk egy 45 mesh (US) meéretl
szitan, és 0sszekeverjuk natrium-karboximetil-cellul6zzal és
sziruppal egy j6l kezelhetdé paszta eléréséig. Keverés kdzben
benzoesav, illatanyag és szinez6 anyag vizes oldatat adjuk
hozza. Végul elegendd mennyiségl vizet adunk hozza a kivant

térfogat eléréséig.

8. Készitmény

Egy intravénas készitményt az alabbi médon allitjuk el6: ezen
alkotorészek oldatat altalaban intravénasan adagoljuk a

betegnek 1 perc alatt:

aktiv hatbanyag 100 mg

izotonias so6oldat 1,000 mg

A talalmany tébb kilonb6zd specifikus és elényéds
megvaldsitasat és technikai megoldasat irtuk le. Azonban meg
kell értentnk, hogy tobb variaciét és moédositast végezhetink

anélkil, hogy a talalmany oltalmi kérét korlatoznank.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Izolalt Pseudomonas syringae depsidekapeptid, vagy
gyogyszerészetileg elfogadhatdé soja, észtere vagy hidratja,
azzal jellemezve, hogy a depsidekapeptid arginin, treonin,
homoszerin, dehidro-amino-vajsav és dehidroalaninbél allé
depsidekapeptid gydrit, és az arginin karboxil-csoportjabél és a

treonin hidroxil-csoportjaboél képz6d6 lakton gyidrdt tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti depsidekapeptid azzal jellemezve,
hogy a depsidekapeptid az alabbi szekvenciat tartalmazza:
Thr-Ala-Thr-Gln-Hse-Dhb-Ala-Dha-Thr-Arg” (SEQ,

azonosité szam:1).

3. Az 1. igénypont szerinti Pseudomonas syringae depside-
kapeptid, azzal jellemezve, hogy a Pseudomonas syringae

depsidekapeptid Pseudomonas syringae lipodepsidekapeptid.

4. A 3. igénypont szerinti Pseudomonas syringae depsideka-
peptid, azzal jellemezve, hogy a Pseudomonas syringae
depsidekapeptid tartalmaz egy =zsirsav egységet, amely a

treonin amino-csoportjahoz amid kotéssel kapcsolddik.

5. A 4. igénypont szerinti Pseudomonas syringae depsideka-
peptid, azzal jellemezve, hogy a zsirsav egység egy dekansav,

egy vagy két  hidroxilcsoporttal helyettesitett dekansav,
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dodekansav, egy vagy két hidroxilcsoporttal helyettesitett

oo

.
.
. (4
o

dodekansav, tetradekansav, vagy egy vagy két
hidroxilcsoporttal helyettesitett tetradekansav.

6. Az 5. igénypont szerinti Pseudomonas syringae depsi-
dekapeptid, azzal jellemezve, hogy a zsirsav egység egy
dodekansav egység.

7. A 3. igénypont szerinti Pseudomonas syringae depsideka-
peptid, azzal jellemezve, hogy a Pseudomonas syringae
depsidekapeptid az (l) képleti vegyilet, ahol R jelentése egy
lipofil egység, vagy gydégyszerészetileg elfogadhaté sdja,

észtere vagy hidratja.

8. A 7. igénypont szerinti Pseudomonas syringae depsideka-
peptid, azzal jellemezve, hogy a lipofil egység 9-15 szénatomos
alkil-, 9-15 szénatomos  hidroxialkil-, 9-15 szénatomos
dihidroxialkil-, 9-15 szénatomos alkenil-, 9-15 szénatomos

hidroxialkenil-, vagy 9-15 szénatomos dihidroxialkenil-csoport.

9. A 8. igénypont szerinti Pseudomonas syringae depsideka-
peptid, azzal jellemezve, hogy a lipofil egység 9-15 szénatomos

alkilcsoport.

10. A (Il) képleti Pseudomonas syringae depsidekapeptid,
vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté séja, észtere vagy
hidratja.

11. Eljaras a gombas fert6zések gatlasara, amelynek soran a
gombat kezeljuk egy izolalt Pseudomonas syringae
depsidekapeptiddel, vagy gyodgyszerészetileg elfogadhaté

sOjaval, észterével vagy hidratjaval, ahol a depsidekapeptid
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arginin, treonin, homoszerin, dehidro-amino-vajsav és

dehidroalaninbol allé6 depsidekapeptid gydrit, és egy az arginin
karboxil-csoportjabol és a treonin hidroxilcsoportjabol képz6dé

lakton gydrit tartalmaz.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
gomba Candida parapsilosis, Candida albicans, Cryptococcus

neoformans vagy Histoplasma capsulatum.

13. Eljaras a gombas fertb6zések csodkkentésére a beteg
szikséglete szerinti mértékben, amelynek soran a beteget egy
olyan készitménnyel kezeljuk, amely egy izolalt Pseudomonas
syringae depsidekapeptidet, vagy gyogyszerészetileg
elfogadhato sojat, észterét vagy hidratjat tartalmazza, ahol az
emlitett depsidekapeptid arginin, treonin, homoszerin, dehidro-
amino-vajsav és dehidroalaninbél all6 depsidekapeptid gyduriit,
és egy az arginin karboxil-csoportjabél és a treonin

hidroxilcsoportjabél képzédé lakton gydrit tartalmaz.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a tunetek

enyhitésével a gombas ferté6zés sulyossagat csékkentjik.

15. A 13. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
gombas fertézést Candida parapsilosis, Candida albicans,

Cryptococcus neoformans vagy Histoplasma capsulatum okozza.

16. A 13. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran az izolalt
Pseudomonas syringae depsidekapeptidet parenteralisan
adagoljuk naponta 1-3 alkalommal mintegy 0,1-5 mg/kg

mennyiségben.

17. A 13. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran az

emlitett
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tinet enyhitésével a laz csdkkenését, és a beteg altalanos

allapotanak javulasat érjuk el.

18. lzolalt Pseudomonas syringae depsidekapeptid, vagy
gyogyszerészetileg elfogadhaté séja, észtere vagy hidratja
hasznalata, a gombas fert6zés kezelésére alkalmas készitmény
eléallitasaban, ahol az emlitett depsidekapeptid arginin,
treonin, homoszerin, dehidro-amino-vajsav és dehidroalaninbél
all6 depsidekapeptid gylrit, és egy az arginin karboxil-
csoportjabél és a treonin hidroxilcsoportjabol kepz6d6 lakton

gylrit tartalmaz.

19. A 18. igénypont szerinti alkalmazas azzal jellemezve, hogy
a gombas fertézés Candida parapsilosis, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans vagy Histoplasma capsulatum altal

okozott fert6zés.

20. Eljaras egy vagy tébb Pseudomonas syringae
depsidekapeptid el6allitasara, amelynek soran a Pseudomonas
syringae szaporitasat végezzik olyan taptalajon, amely harom
vaqgy kevesebb aminosavat tartalmaz pH = 4-6,5 értékek k6zo6tti
tartomanyban addig, amig egy vagy tébb Pseudomonas syringae
depsidekapeptid képzddik legalabb 10 ig/ml koncentraciéban ;
és az emlitett kultirabol egy vagy tébb Pseudomonas syringae
depsidekapeptidet, vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté séjat,

észterét vagy hidratjat izolaljuk.

21. A 20. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az
aminosavként glutaminsavat, glicint, hisztidint vagy azok

kombinaciéjat alkalmazzuk

22. A 21 igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az

aminosavként glicint alkalmazunk.
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23. A 22. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
taptalaj komponensként oldhaté keményitét, élesztékivonatot

azok kombinacidjat és egy lipidet alkalmazunk.

24. A 23. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
taptalaj komponensként egy burgonya készitményt, és
szOjaolajat, zsirsavakat és zsirsav-észtereket tartalmazoé

lipidet alkalmazunk.

25. A 24. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
burgonya készitményként burgonya dextr6z taptalajt, burgonya
puarét, burgonya dextrint, burgonya fehérjét vagy azok

kombinacidjat alkalmazzuk.

26. A 20. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
fermentacié alatt az oldott oxigén koncentraciéjat 5-30 %

kdézott tartjuk.

27. A 20. igenypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
fermentacié soran a glikdézt, az ammédnium-hidroxidot vagy

azok kombinacidjat folyamatosan adagoljuk.

28. A 20. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
termelt Pseudomonas syringae depsidekapeptid, egy izolalt
Pseudomonas syringae depsidekapeptid, vagy
gyogyszerészetileg elfogadhatdé sodja, észtere vagy hidratja,
ahol az emlitett depsidekapeptid arginin, treonin, homoszerin,
dehidro-amino-vajsav és dehidroalaninb6l allé6 depsidekapeptid
gyariat, és egy az arginin karboxil-csoportjabél és a treonin

hidroxilcsoportjabdol képz6d6 lakton gydriat tartalmaz.
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29. A 20. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a

Pseudomonas syringae olyan torzset tartalmaz, amely MSU
16H, MSU 174 vagy MSU 206 torzsekb6l szarmazik.

30. A 20. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
Pseudomonas syringae MSU 16H, térzset, 25-B1 térzset, 67H1

torzset vagy 7H9-1 térzset alkalmazzuk.

31. A 30. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a

Pseudomonas syringae 25-B1 térzset alkalmazzuk.

32. Pseudomonas syringae depsidekapeptid vagy
gyogyszerészetileg elfogadhatd séja, észtere, hidratja azzal
jellemezve, hogy a 20. igénypont szerinti eljarasssal készult
depsidekapeptid arginin, treonin, homoszerin, dehidro-amino-
vajsav és dehidroalaninbél allé6 depsidekapeptid gydrit, és egy
az arginin karboxil-csoportjabél és a treonin

hidroxilcsoportjabol képz6ddé lakton gydrit tartalmaz.

33. Eljaras a gombas szaporodas kezelésére vagy
megel6zésére egy novényben vagy ndévényen egy izolalt
Pseudomonas syringae depsidekapeptiddel vagy
gyoégyszerészetileg elfogadhaté séjval, észterével, vagy
hidratjaval azzal jellemezve, hogy a depsidekapeptid arginin,
treonin, homoszerin, dehidro-amino-vajsav és dehidroalaninbol
all6 depsidekapeptid gylrit, és egy az arginin karboxil-
csoportjab6él és a treonin hidroxilcsoportjabél kéepz6d6 lakton

gyurit tartalmaz.

34. A 33. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
gomba Rynchosporium secalis, Ceratocycystis ulmi,

Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillum albo-
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atrum, Verticillum dahliae, Thielaviopis basicola, Fusarium

oxysporum vagy Fusarium culmorum.
35. A 34. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
gomba Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillum

albo-atrum vagy Fusarium oxysporum.

A meghatalmazott

ifj. Szentpéteri Adam
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