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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy wykorzystania chromatografii powinowactwa z uzyciem biatka G do oczysz-
czania chitynazy. Chitynazy to enzymy nalezgce do dwdch konserwatywnych rodzin: 18. i 19. rodziny
hydrolaz glikozydowych. Biatka te wystepujg w bardzo wielu typach organizméw poczawszy od wirusow,
przez bakterie, rosliny i owady az po ssaki. Chitynazy odpowiadajg za hydrolize drugiego pod wzgledem
wystepowania w naturze polisacharydu — chityny, czyli polimeru skfadajgcego sie z potgczonych
ze sobg wigzaniem (-1,4 czasteczek N-acetyloglukozoaminy. Obecnie stosowane metody oczyszcza-
nia chitynazy sktadajg sie z kilkustopniowych procedur obejmujgcych m.in. chromatografie jonowy-
mienng, sgczenie molekularne lub chromatografie powinowactwa, o ile rekombinowane biatko posiada
dodatkowe metki fuzyjne.

Chitynazy przyciagajg coraz wiekszg uwage z uwagi na ich potencjalne wykorzystanie w réznych
gateziach przemystu. Perspektywa zastosowania chitynazy jako przyjaznego $rodowisku bioinsekty-
cydu pozwolitaby zastgpié¢ powszechnie uzywane chemiczne pestycydy w rolnictwie. Enzym ten moze
zostaé réwniez wykorzystany do uzyskiwania oligosacharydéw bedacych pochodnymi chityny. Takie
zwigzki majg potencjalne zastosowanie w przetwérstwie zywnosci jako naturalne konserwanty, jak réw-
niez w przemys$le farmaceutycznym m.in. jako preparaty o charakterze bakterio- i grzybobdjczym,
a takze zwigzki o potencjale obnizania cholesterolu (pochodne chitozanu). Ze wzgledu na obfito$¢ wy-
stepowania chityny w $rodowisku, zastosowanie taniej a zarazem wydajnej metody oczyszczania chity-
nazy jakim jest opisywany wynalazek, moze umozliwi¢ réwniez pozyskanie nowych, alternatywnych
i odnawialnych zrédet energii.

Chitynaza A to enzym o aktywnosSci egzo- i endochitynazy, wykazujgcy szerokg specyficznosé
substratowg oraz aktywny w znacznym zakresie pH. Enzym ten jest wytwarzany w komérkach zakazo-
nych przez wirusy z rodziny bakulowiruséw (Baculoviridae), do ktérej nalezg wirusy o pateczkowatym
ksztatcie i genomie zbudowanym z dwuniciowej kolistej czgsteczki DNA. Poznane dotad bakulowirusy
zakazajg komorki bezkregowcéw ponad 600 gatunkdw i wykazujg bardzo specyficzny gatunkowo tro-
pizm, pomimo duzego podobienstwa w budowie i sekwencji genomu. W szczegdlnosci sekwencja ami-
nokwasowa chitynaz pochodzgcych z bakulowiruséw wykazuje znaczne podobienstwo, na co wskazuje
duzy stopien identycznosci w obrebie domeny katalitycznej oraz obecno$¢ fragmentu immunoglobuli-
nopodobnego (ang. immunoglobulin-like fold).

Biatko G to biatko Sciany komoérek bakteryjnych pochodzgce z bakterii rodzaju Streptococcus.
Dowiedziono, ze biatko to oddziatuje z fragmentem Fc przeciwciat. W celu zwiekszenia powinowactwa
do immunoglobulin opracowano szereg modyfikacji tego biatka, ktdére sg obecnie powszechnie uzywane
do oczyszczania przeciwciat metodg chromatografii powinowactwa, zwtaszcza przeciwciat ludzkich
i mysich.

Celem wynalazku jest dostarczenie metody oczyszczania chitynazy lub biatek zawierajgcych se-
kwencje aminokwasowg pochodzgcg z chitynazy.

Przedmiotem wynalazku jest kompleks biatkowy zawierajgcy biatko G i zwigzang z nim nieko-
walencyjnie chitynaze A lub biatko zawierajgce fragment chitynazy A posiadajgcy powinowactwo do
biatka G.

Chitynaza A w kontekScie przedmiotowego zgtoszenia powinna by¢ rozumiana jako biatko posia-
dajgce aktywno$é beta-1,4-poly-N-acetylo glukozamidynazowg zdolne do rozktadu polimeréw chito-
dekstrynowych i chityny, zawierajgce domene katalityczng oraz sekwencje oddziatujgcg z biatkiem G.
W korzystnej realizacji wynalazku chitynaza A zawiera fragment immunoglobulinopodobny (ang. immu-
noglobulin-like fold). W szczegélnosci zgodnie z przedmiotowym wynalazkiem chitynazg A jest enzym
pochodzacy z Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcCMNPV) o sekwencji zdeponowanej jako
GenBank ID: CAD79454 .1 lub jego homolog, w szczeg6Ino$ci enzym pochodzacy z wirusa nalezacego
do rodziny bakulowiruséw (Baculoviridae).

Korzystnie kompleks biatkowy wedtug wynalazku ulega dysocjacji w roztworze wodnym o odczy-
nie kwasnym (pH ponizej 5), korzystnie o pH okoto 2, zachowujgc przy tym wysokg aktywno$é biolo-
giczng chitynazy. Korzystnie, chitynaza pochodzi z wirusa nalezgcego do rodziny bakulowiruséw (Ba-
culoviridae). W korzystnej realizacji chitynaza posiada sekwencje aminokwasowg przedstawiong jako
Sekw. nr 1 lub sekwencje identyczng w co najmniej 50% natomiast biatko G posiada sekwencje amino-
kwasowg przedstawiong jako Sekw. nr 3.
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Poziom identyczno$ci nalezy oszacowac na podstawie analiz poréwnawczych znanych ze stanu
techniki, np.: Sangar V, Blankenberg DJ, Altman N, Lesk AM. Quantitative sequence-function relationships
in proteins based on gene ontology. BMC Bioinformatics 2007, 8:294, doi:10.1186/1471-2105-8-294.
Korzystnie, biatko G jest dodatkowo immobilizowane na no$niku. W korzystnej realizacji chity-
naza A lub jej fragment posiadajgcy powinowactwo do biatka G stanowi cze$¢ biatka fuzyjnego.
Kolejnym przedmiotem wynalazku jest spos6b wyodrebniania z roztworu wodnego chitynazy A lub
biatka zawierajgcego jej fragment posiadajgcy powinowactwo do biatka G charakteryzujgcy sie tym, ze:
a) kontaktuje sie biatko G z roztworem wodnym zawierajgcym chitynaze A lub biatko zawierajgce frag-
ment chitynazy posiadajgcy powinowactwo do biatka G w celu uzyskania kompleksu biatkowego
zawierajgcego biatko G i zwigzang z nim niekowalencyjnie chitynaze A lub biatko zawierajace frag-
ment chitynazy posiadajgcy powinowactwo do biatka G,

b) oddziela sie od roztworu uzyskany kompleks biatkowy,

c) z uzyskanego kompleksu biatkowego oddysocjowuje sie chitynaze A lub biatko zawierajace frag-
ment chitynazy posiadajgcy powinowactwo do biatka G,

d) zroztworu po dysocjacji wyodrebnia sie chitynaze A lub biatko zawierajgce fragment chitynazy po-
siadajgcy powinowactwo do biatka G.

Korzystnie w etapie a) uzyskuje sie kompleks biatkowy wedtug wynalazku okre$lony powyze;j.

Korzystnie, w etapie b) wyodrebnianie prowadzi sie metodg chromatografii powinowactwa, przy
czym jako ztoze stosuje sie no$nik chromatograficzny zawierajgcy immobilizowane biatko G.

Korzystnie, dysocjacje w etapie c) prowadzi sie w roztworze wodnym o odczynie kwasnym (pH < 5),
korzystnie o pH 2.

W korzystnej realizacji sposobu wedtug wynalazku w etapie d) wyodrebnia sie biatko fuzyjne za-
wierajgce chitynaze A lub jej fragment posiadajgcy powinowactwo do biatka G.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie zdefiniowanego powyzej sposobu wedtug
wynalazku do otrzymywania aktywnych biologicznie preparatéw chitynazy A.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie zdefiniowanego powyzej sposobu wedtug
wynalazku do usuwania chitynazy A z preparatéw biatkowych.

Zgodnie z korzystng realizacjg prezentowany sposéb moze stuzy¢ do oczyszczania metodg chro-
matograficzng na kolumnie zawierajgcej ztoze zawierajgce immobilizowane biatko G réznych biatek,
zwtaszcza biatek rekombinowanych majgcych postaé biatek fuzyjnych sktadajgcych sie z biatka doce-
lowego oraz przytgczonej do niego sekwencji aminokwasowej pochodzgcej z chitynazy A posiadajacej
powinowactwo do biatka G.

Prezentowany sposob oczyszczania z wykorzystaniem bakteryjnego biatka G cechuje sie wysoka
specyficznoscig, wydajnoscig i prostots.

W celu lepszego przedstawienia prezentowanego wynalazku jego opis zostat uzupetniony o po-
nizsze przyktady wykonania oraz nastepujgce rysunki:

Fig. 1 prezentuje rozdziat elektroforetyczny frakcji otrzymanych po oczyszczaniu pozywek ho-
dowlanych znad komoérek owadzich zakazonych bakulowirusem. Cyframi 1-4 oznaczono numer frakgc;ji
zawierajgcej wyeluowane biatko. Koricowa objeto$¢ frakcjito 1 ml. Na zel natozono 25 pl kazdej z frakdji.
Wizualizaciji biatek dokonano poprzez ich wybarwienie btekitem kumazyny.

Na Fig. 2 przedstawiono wynik analizy biatek metodg Western blot otrzymany po ekspozyciji sy-
gnatu chemiluminescencyjnego na klisze rentgenowskg. Cyframi 1-4 oznaczono numer frakcji zawie-
rajgcej wyeluowane biatko. Koincowa objetos¢ frakcji to 1 ml. Na zel natozono 25 ul kazdej z frakcji.
Wizualizaciji biatek dokonano poprzez ich wyznakowanie przy pomocy przeciwciat anty-Fc skoniugowa-
nych z peroksydazg chrzanowg, a nastepnie detekcje za pomoca chemiluminescencyjnego substratu
dla peroksydazy chrzanowej.

Na Fig. 3 przedstawiona zostata identyfikacja cukrow redukujgcych uwolnionych po trawieniu chi-
tozanu chitynazg A (odczyn Fehlinga). A — chitozan poddany reakcji enzymatycznej z chitynazg A (z6#to-
zielone zabarwienie osadu powstate poprzez redukcje jonéw Cu2+ do jonéw Cu+). B — chitozan ktoéry
nie byt poddany dziataniu chitynazy A (niebieskie zabarwienie osadu pochodzgce od niezredukowanych
jonow Cu2+).

Na Fig. 4 przedstawiono wyniki pomiaréw intensywnosci fluorescenciji (Aex = 360 nm, Lem = 455 nm)
w zaleznos$ci od czasu inkubacji enzymu z fluorogennym substratem. Legenda wykresu przedstawia
rézne stezenia uzytej chitynazy (500 pM — 7,8 pM) przy wykorzystaniu statej iloSci substratu (7,5 uM).
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Na Fig. 5 przedstawiono wynik bezposredniego testu ELISA obrazujacy wigzanie biatka G do chi-
tynaz pochodzgcych z réznych organizméw. Pomiaru absorbanciji dokonano poprzez pomiar przy dtu-
goéci fali . = 450 nm. Legenda wykresu przedstawia chitynazy pochodzace z r6znych organizmoéw ana-
lizowane pod katem zdolnoéci do tworzenia kompleksu z biatkiem G.

Ponizsze przyktady nie powinny by¢ jednak utozsamiane z petnym zakresem przedmiotowego
wynalazku, ktérego istote okreslono powyzej.

Przyktad 1. Oczyszczanie chitynazy A obejmujace uzyskiwanie kompleksu z biatkiem G.

Etapy procesu ekspresji i oczyszczania chitynazy A:

1. Ekspresja:

a) zawiesinowg hodowle komérek owadzich SF9 lub High Five™ prowadzono w pozywce
ESF 921 firmy ExpressionSystems do momentu otrzymania gestosci 2 min komérek/mi
pozywki;

b) komorki zainfekowano bakulowirusem (MOI = 2), a nastepnie hodowano przez 120 godz.
w temperaturze 27°C z mieszaniem (140 rpm).

2. Oczyszczanie:

a) hodowle komérkowe zwirowano w temperaturze 4°C przez 5 minut przy 10 000 x g;

b) zebrano nadsacz (pozywka pozbawiona komérek) i podwyzszono pH do wartosci 7,1
oraz dodano inhibitoréw proteaz: PMSF (Sigma-Aldrich) oraz fenantroliny (Bioshop)
do koncowego stezenia 1 mM;

C) preparat przesgczono za pomocy filtréw o porowatosci 0,45 um;

d) kolumne chromatograficzng zawierajgcg immobilizowane biatko G (Protein G Sepharose
4 Fast Flow firmy GE Healthcare Life Sciences) zréwnowazono 20 mM buforem fosfora-
nowym o pH 7,1 (przygotowanym z odczynnikéw firmy Bioshop) w iloSci 5-krotnej obje-
tosci kolumny;

e) kolumne wypetniano przygotowanym wczesniej preparatem biatkowym przy predkosci
przeptywu 1 ml/min w temperaturze 4°C;

f) wypetniong kolumne przeptukano 20 mM buforem fosforanowym o pH 7,1 w iloSci
10-krotnej objetosci kolumny;

g) elucji biatka dokonano za pomocg wodnego roztworu 0,1 M kwasu cytrynowego o pH 2,0
(Bioshop). Zbierane frakcje o objetosci 0,9 ml zneutralizowano poprzez dodanie 100 pl
2 M roztworu TRIS (Bioshop).

W trakcie oczyszczania dochodzi do niekowalencyjnego oddziatywania biatka G z chitynazag A.
Biatko G to biatko o masie ok. 21,6 kDa, natomiast masa molowa chitynazy A w przyblizeniu réwna jest
65 kDa. Masa molowa powstajgcego kompleksu szacowana jest na ok. 87 kDa. Na Fig. 1 przedstawiono
rozdziat zebranych frakcji w zelu poliakryloamidowym SDS-PAGE (warunki redukujgce) uwidocznionych
btekitem kumazyny.

Przyktad 2. Identyfikacja chitynazy A oczyszczonej metoda obejmujgcg uzyskiwanie
kompleksu z biatkiem G.

Frakcje biatek rozdzielone w zelu poliakryloamidowym wedtug przyktadu 1 poddano elektrotrans-
ferowi na membrane PVDF, ktérg nastepnie zablokowano roztworem 5% mileka w buforze TBS. Mem-
brane inkubowano z roztworem przeciwciat anty-mysie IgG (specyficzne do fragmentu Fc) sprzegnie-
tymi z peroksydazg chrzanowg przez 3 godziny w temperaturze pokojowej. Po odptukaniu tego roztworu
na membrane natozono substrat chemiluminescencyjny dla peroksydazy chrzanowej i dokonano eks-
pozycji sygnatu na klisze rentgenowskg. Na Fig. 2 przedstawiono otrzymany wynik.

Aby jednoznacznie zidentyfikowaé otrzymane biatko oznaczono fragment jego sekwencji amino-
kwasowej poczynajgc od N-korca. Analizie poddano 20 reszt aminokwasowych; uzyskano nastepujgcy
wynik: IPGTP VIDWADRNY ALVEIN.

Otrzymang sekwencje porédwnano z sekwencjami biatek zebranych w bazie danych Uni-
ProtKB/Swiss-Prot. Analiza wykazata jednoznacznie, iz otrzymane biatko to chitynaza A pochodzaca
z Autographa californica nucleopolyhedrovirus (ACMNPYV).

Przyktad 3. Badanie aktywnos$ci enzymatycznej chitynazy A oczyszczonej metoda
obejmujaca uzyskiwanie kompleksu z biatkiem G.

Za pomocg dwéch niezaleznych testow wykazano, iz chitynaza oczyszczona za pomocg chro-
matografii powinowactwa z wykorzystaniem biatka G jest aktywna biologicznie.
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Pierwszy test wykonano poprzez oznaczenie cukréow redukujgcych powstatych po hydrolizie chi-
tozanu wskutek aktywno$ci enzymatycznej wyizolowanej chitynazy (test Fehlinga). W tescie tym reduk-
cji ulegajg jony miedzi Cu2+ (zabarwienie niebieskie) do jonéw Cu+ (zabarwienie zétto-zielone) pod
wptywem obecnosci cukréw redukujgcych w badanej prébce (Fig. 3).

Drugim testem byt pomiar fluorescencji produktu (4-metylolumbelliferonu) powstatego po enzy-
matycznym trawieniu substratu, ktéry jest analogiem chityny (4-metylolumbelliferylo-p-D-N,N’,N"-triace-
tylochitotriozyd, MUF-triNAG), przez wyizolowang chitynaze. Na wykresie (Fig. 4) przedstawiono zalez-
no$¢ intensywnosci fluorescencji (proporcjonalnej do ilosci produktu) od czasu prowadzonej reakcji.
W te$cie wykorzystano state stezenie substratu (7,5 pM) oraz zmienng ilo$¢ chitynazy (od 500 pM
do 7,8 pM). Wzbudzenie fluorescencji prowadzone byto przy 360 nm, natomiast pomiaru fluorescenc;ji
dokonywano przy 455 nm przez 100 minut.

Kolejnym testem byto sprawdzenie zdolnosci chitynaz pochodzgcych z: Autographa californica
nucleopolyhedrovirus (enzym oczyszczony wedtug przyktadu 1), Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich),
Trichoderma viride (Sigma-Aldrich) oraz rekombinowanej ludzkiej chitynazy (Sino Biological Inc.)
do tworzenia komplekséw z biatkiem G. W tym celu przeprowadzono bezposredni test ELISA. Stu-
dzienki ptytki do testu ELISA optaszczono chitynazami pochodzacymi z réznych organizméw stosujgc
roztwory biatek o stezeniu 8 png/ml w 50 mM buforze boranowym o pH 8,3; optaszczanie prowadzono
przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnie, w celu zablokowania wolnych miejsc na powierzchni stu-
dzienek ptytki, zastosowano 3% roztwor albuminy wotowej (BSA) w buforze PBS; inkubacje prowadzono
przez 1 godz. w temperaturze 37°C. Po tym czasie do studzienek ptytki natozono roztwér zbiotynylowa-
nego biatka G o koncowym stezeniu 1 pg/mlw 0,5% roztworze BSA w buforze PBS; inkubacje prowa-
dzono przez 2 godz. w temperaturze 37°C. Niezwigzane biatko G odptukano buforem PBS. Do detekcji
powstatych komplekséw biatka G i chitynazy wykorzystano roztw6r streptawidyny sprzegnietej z perok-
sydazg chrzanowg (GE Helthcare) w rozcienczeniu 1:500 w 0,5% BSA w buforze PBS; inkubacja w tem-
peraturze 37°C trwata 45 minut. Po przeptukaniu studzienek ptytki roztworem PBS dodano do nich roz-
twér chromogennego substratu dla peroksydazy chrzanowej, a po rozwinieciu sygnatu (ok. 20 minut)
reakcje zatrzymano poprzez dodanie 0,1 M roztworu kwasu solnego. Pomiaru absorbancji dokonano
przy dtugosci fali .. = 450 nm. Wynik (przedstawiony na Fig. 5) wskazat, iz tylko chitynaza A pochodzaca
z Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) wykazuje zdolno$¢ do tworzenia kompleksu
z biatkiem G.

W obrebie sekwencji aminokwasowej chitynazy A otrzymanej z ACMNPV w pozycjach 14-121
znajduje sie fragment immunoglobulinopodobny (ang. immunoglobulin-like fold), ktérego brak w se-
kwencji innych badanych chitynaz. Przeprowadzona analiza bioinformatyczna wskazuje, ze co najmniej
kilkadziesiat chitynaz wytwarzanych w réznych organizmach posiada fragment aminokwasowy, ktory
wykazuje homologie nie mniejszg niz 50% do fragmentu immunoglobulinopodobnego chitynazy A
z ACMNPV.

Powyzsze przyktady wykonania dowodzg, ze aktywng biologicznie chitynaze A wytwarzang przez
zakazone bakulowirusem komérki owadzie linii SF9, SF21 oraz High Five™ udaje sie oczyscié poprzez
wigzanie enzymu z duzym powinowactwem do biatka G. Wynalazek umozliwia oczyszczanie chity-
nazy A, ktéra nalezy do grupy enzymow stosowanych w przemysle m.in. do ochrony roslin, a potencjal-
nie takze jako terapeutyk grzybobdjczy oraz narzedzie enzymatyczne w wielu innych dziedzinach (m.in.
do otrzymywania farmaceutykéw i paliw). Wynalazek pozwala na oczyszczanie enzymu, ktéry zostat
otrzymany za pomocg dowolnego systemu ekspresji. W szczegdlnosci oczyszczana moze byé chity-
naza pochodzgca z bakulowirusowego systemu ekspresji biatek, ktory jest powszechnie uzywany
do produkcji rozmaitych biatek rekombinowanych. Poniewaz przy kazdym procesie otrzymywania biatek
rekombinowanych, do ktérego wykorzystywany jest bakulowirusowy system ekspresyjny generowane
sg produkty uboczne zawierajgce chitynaze (lizaty komérek owadzich, frakcje po wstepnym oczyszcza-
niu biatek itd.) mozliwe jest ich dalsze wykorzystanie w celu oczyszczania chitynazy A za pomocg ni-
niejszego wynalazku.

Z drugiej strony zastosowanie wynalazku powinno byé pomocne w procedurze oczyszczania in-
nych biatek, zwtaszcza ekspresjonowanych w systemie bakulowirusowym, w celu usuniecia chitynazy A
z otrzymywanych preparatéw biatkowych.

W Swietle powyzszych przyktadéw wykonania mozliwe jest wykorzystanie fragmentu sekwencji
biatkowej chitynazy A jako nowego typu metki fuzyjnej, ktébrg mozna zastosowaé jako narzedzie
do oczyszczania biatek rekombinowanych przy pomocy biatka G.
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Sposdb zastosowania chromatografii powinowactwa z wykorzystaniem biatka G do oczyszczania

chitynazy A wedtug wynalazku jest szybki, wydajny i jednoetapowy. Ponadto wykorzystanie bezpo$red-
niego oddziatywania chitynazy z biatkiem G eliminuje konieczno$¢ wprowadzania metek w obrebie chi-
tynazy, ktére mogg zaburzaé funkcje biatka, a ich odciecie wigze sie z dodatkowym etapem trawienia
i oczyszczania.
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Wykaz sekwenciji

Sekw. nr 1

MLYKLLNVLWLVAVSNAIPGTPVIDWADRNYALVEINYEATAYENLIKPKEQVDVQVSWNVWNGDIGD
TAYVLFDEQQVWKGDAESKRATIKVLVSGOFNMRVKLCNEDGCSVSDPVLVKVADTDGGHLAPLEYTW
LENNKPGRREDKIVAAYEVEWGVYGRNFPVDKVPLPNLSHLLYGEIPICGGDGINDALKTISGSEFESL
QRSCKGREDFKVAIHDPWAAVQKPQKSVSAWNEPY KGN FGQLMAAKLANPHLKILPSIGGWTLSDPEY
FMHDVEKRNVEFVDSVKEFLQVWKEFDGVDVDWE FPGGKGANPSLGDAERDAKTY ILLLEELRAMLDDL
EAQTGRVYELTSAISAGYDKIAVVNYAEAQKSLGKIFLMSYDFKGAWSNTDLGYQTTVYAPSWNSEEL
YTTHYAVDATLLKQGVDPNKIIVGVAMYGRGWTCVTNYTNDNY FSGTCNGPVSGTWEDGVVDYRQIQKD
LNNYVYTFDSAAQASYVEDKSKGDLISFDSVDSEVLGKVKYVDRNKLGGLFAWEIDADNGDLLNAINAQ
FKPKDEL

Chitinase [Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)],
GenBank: CAD79454.1,

Sekw. nr 2

AIPGTPVIDWADRNYALVEINYEATAYENLIKPKEQVDVQVSWNVWNGDIGDIAYVLEDEQQVWKGDA
ESKRATIKVLVSGQFNMRVKLCNEDGCSVSDPVLVKV

Immunoglobulin-like fold (17-121) from Chitinase [Autographa
californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)], GenBank: CAD79454.1,

Sekw. nr 3

MEKEKKVKY FLRKSAFGLASVSAAFLVGSTVFAVDSPTEDTPITRNGGELTNLLGNSETT
LATLRNEESATADLTAAAVADTVAAAAAENAGARAWEAAAAADALAKAKADALKEENKYGV
SDYYKNLINNAKTVEGVKDLOQAQVVESAKKARISEATDGLSDFLKSQTPAEDTVKSIELA
EAKVLANRELDKYGVSDY HKNLINNAKTVEGVKDLQAQVVESAKKARISEATDGLSDEFLK
SQTPAEDTVKSIELAEAKVLANRELDKYGVSDY YKNLINNAKTVEGVKALIDEILAATLPK
TDTYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVEKCYANDNGVDGEWTYDDATKTEFTVITEKPE
VIDASELTPAVTTYKLVINGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDGEWTYDDAT
KTEFTVTEKPEVIDASELTPAVTTYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAEKAFKQYANDNGV
DGVWTYDDATKTFTVTEMVTEVPGDAPTEPEKPEASIPLVPLTPATPIAKDDAKKDDTKK
EDAKKPEAKKEDAKKAETLPTTGEGSNPFFTARALAVMAGAGALAVASKRKED

Immunoglcbulin G-binding protein G [Streptococcus sp. GX7805],
GenBank: CAAEB489.1

Zastrzezenia patentowe

1. Kompleks biatkowy zawierajgcy biatko G i zwigzang z nim niekowalencyjnie chitynaze A lub
biatko zawierajgce fragment chitynazy A posiadajgcy powinowactwo do biatka G.

2. Kompleks wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ulega on dysocjacji w roztworze wodnym
o odczynie kwasnym (pH<5), korzystnie o pH 2.

3. Kompleks wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze chitynaza pochodzi z wirusa nalezgcego
do rodziny bakulowiruséw (Baculoviridae).

4. Kompleks wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze chitynaza posiada sekwencje aminokwasowg
przedstawiong jako Sekw. nr 1 lub sekwencje identyczng w co najmniej 50%.
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Kompleks wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze chitynaza zawiera fragment immunoglobuli-
nopodobny (ang. immunoglobulin-like fold).

Kompleks wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze chitynaza zawiera domene o sekwencji ami-
nokwasowej przedstawionej jako Sekw. nr 2 lub sekwencji identycznej w co najmniej 50%.
Kompleks wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze biatko G posiada sekwencje aminokwasowg
przedstawiong jako Sekw. nr 3.

Kompleks wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze biatko G jest dodatkowo immobilizowane
na noéniku.

Kompleks wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze chitynaza A lub jej fragment posiadajgcy po-
winowactwo do biatka G stanowi cze$¢ biatka fuzyjnego.

Sposo6b wyodrebniania z roztworu wodnego chitynazy A lub biatka zawierajgcego jej fragment
posiadajgcy powinowactwo do biatka G, znamienny tym, ze:

a) kontaktuje sie biatko G z roztworem wodnym zawierajgcym chitynaze A lub biatko
zawierajgce fragment chitynazy posiadajgcy powinowactwo do biatka G w celu uzy-
skania kompleksu biatkowego zawierajgcego biatko G i zwigzang z nim niekowalen-
cyjnie chitynaze A lub biatko zawierajgce fragment chitynazy posiadajgcy powinowac-
two do biatka G,

b) oddziela sie od roztworu uzyskany kompleks biatkowy,

c) zuzyskanego kompleksu biatkowego oddysocjowuje sie chitynaze A lub biatko zawie-
rajgce fragment chitynazy posiadajgcy powinowactwo do biatka G,

d) zroztworu po dysocjacji wyodrebnia sie chitynaze A lub biatko zawierajgce fragment
chitynazy posiadajgcy powinowactwo do biatka G.

Sposo6b wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze w etapie a) uzyskuje sie kompleks biatkowy
okre$lony w zastrz. 1-6.

Sposo6b wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze w etapie b) wyodrebnianie prowadzi sie me-
todg chromatografii powinowactwa, przy czym jako ztoze stosuje sie noSnik chromatograficzny
zawierajgcy immobilizowane biatko G.

Sposob wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze dysocjacje w etapie ¢) prowadzi sie w roztwo-
rze wodnym o odczynie kwasnym (pH < 5), korzystnie o pH 2.

Sposob wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze w etapie d) wyodrebnia sie biatko fuzyjne za-
wierajgce chitynaze A lub jej fragment posiadajgcy powinowactwo do biatka G.
Zastosowanie sposobu jak okreslono w zastrz. 10 do otrzymywania aktywnych biologicznie
preparatéw chitynazy A.

Zastosowanie sposobu jak okreslono w zastrz. 10 do usuwania chitynazy A z preparatdéw biat-
kowych.



PL 235 436 B1

Rysunki

1 2 3 4

[kDa]

170
130

100
70
55

40

1

1 2 3 4 [kDa]

170
130

100

70
55

40




10

intensywnos¢ fluorescencji

450 nm

Abscrbancija A

100000

90000

80000

70000

60000

50000

40000

mierzona przy 455 nm

30000

20000

10000

0

®500pM @250 pM @125 pM

0.4

0.35

0.3

0.25

0.2

0.1

0.05

-0.05

PL 235 436 B1

4] 20 a0
czas {min]

Fig. 4

Fig. S

80 100

®62,5pM ®3125pMi @ 156pM @78 pM

B chitynaza z Autographa californica
nucleopolyhedrovirus
W chiynaza z Streptomyces griseus

& chitynaza z Tichoderma viride
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