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A talalmany targyat elkilénitett pszeudomicin képezi, amely pszeudomicin
A-t, ennek gyogyaszatilag megfeleld sojat, hidratjat, észter-szarmazékat,
pszeudomicin B'-t, ennek gydgyaszatilag megfelelé sojat, hidratjat, észter-szar-
mazékat, vagy ezek elegyét tartalmazza.

A talalmany targyat képezi kézelebbrél a pszeudomicin A’ és pszeudomicin
B', amely vegyiiletek az (1A) és (IB) képlettel irhatok le.

Az Uj pszeudomicin A' és B' eredményesen alkalmazhaté gombak szapo-
rodasanak gatlasara és gombak pusztitasara: e vegylletek adhatéok human
személyeknek, allatoknak vagy pedig alkalmazhatok gombakkal megtamadott
névények kezelésére.

A talalmany szerinti pszeudomicin A' és B’ eredményesen alkalmazhato
Candida parapsilosis, Candida albicans, Cryptococcus neoformans vagy
Histoplasma capsulatum elleni kezelésre. o | s
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Természetes pszeudomicin-szarmazékok és ezek alkalmazasa

gombak gatlasara adhat6 gyogyaszati készitmények elsallitasa P
g Y KCTTET TR PELDANY

A talalmany targyat a természetbél elkiilénitett pszeudomicin-szarma-
zékok képezik, ideértve a pszeudomicin A' és B'-t: a talalmany targyat képezi
tovabba e vegyilletek alkalmazasa gydgyaszati készitmények el6éallitasara.

A gombas fertézések szamos betegséget idézhetnek eld, csokkentve
igy az életkériilmények minéségét, tovabba fokozva a human betegek halalo-
zasi aranyat, kulonésen a karosodott immunrendszerrel rendelkezd betegek
esetében. A gombas fertézések szdma human személyeknél nagy meérték-
ben névekedett az elmult 20 évben. Ez részben annak tulajdonithaté, hogy
nagy meértékben megndvekedett azon személyek szama, akiknél az immun-
rendszer legyengilt allapotban van vagy szervatiiltetés, kemoterapias rakke-
zelés, AIDS, id6s kor vagy hasonlo rendellenesség vagy allapot miatt az im-
munrendszer korlatozottan miikod6képes. Ezen személyek ki vannak téve a
gombas kérokozék tamadasanak, minthogy a gombak a lakossag korében
nagyszammal fordulnak el6, csak a jol miikédd immunrendszer ezeket korla-
tok kozott tartja. Ezen kérokozokat nehéz elpusztitani, minthogy a rendelke-
zésre allo gombaellenes szerek egy része nagy mértékben toxikus, vagy csak
a gombak szaporodasat gatolja. igy példaul a polién szarmazékok fungicid
hatassal rendelkeznek, azonban toxikusak, ezzel szemben az azol-szarma-
zékok kevésbé toxikusak, azonban csak fungisztatikus hatast mutatnak. Ami
még aggasztobb, ujabban megjelentek az azol és polién-szarmazékokkal
szemben rezisztens Candida torzsek is, ami nagy mértékben korlatozza ezen
torzsekkel szemben alkalmazhato terapias lehetéségeket.

A Pseudomonas syringae a gombaellenes vagy antibiotikus hatasu
szarmazékok tobb csoportjat termeli, ezek kézil emlitjiik meg a pseudo-
micineket, sziringomicineket, sziringotoxinokat és sziringosztatinokat, ame-

lyek lipodepsinonapeptidek. A P. syringae-hoz tartozé természetes térzsek,



és transzpozicival létrehozott mutansok termelik ezen lipodepszinona-
peptideket. Szamos olyan pszeudomicin, sziringomicin és egyéb
lipodepszipeptid tipusi gombaellenes szarmazékot kulonitettek el, és hata-
roztak meg kémiailag, amelyek széles spektrumu gombaellenes hatassal
rendelkeznek, ideértve a human személyeknél és névényeknél nagymeértéki
karos hatast kifejtd6 korokozok elleni hatékonysagot. igy példaul a
pseudomicin A, B, C és C' szarmazékokat elkillonitették, tisztitottak, és ezen
szarmazekok szerkezetét kilonb6z6 modszerekkel megallapitottak, ezek ko-
zal megemlitve az aminosav szekvenalast az NMR és témegspektrometrias
vizsgalatokat [lasd példaul Ballio és munkatarsai kézleményét ['A
Pseudomonas syringae Uj bioaktiv lipodepszipeptid szarmazékai: a
pszeudomicinek", FEBS Lett., 355, 96-100 (1994)], valamint az 5 576 298
szam( amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi leirast. A pszeudomicinek,
sziringomicinek, sziringotoxinok és sziringosztatinok a gombaellenes hatasu
vegyiiletek szerkezetileg kilonallo csaladjait képezik.

A pszeudomicinek, sziringomicinek, sziringotoxinok vagy sziringo-
sztatinok kozul egyik szarmazék sem kerilt forgalomba gombaellenes keze-
lésre. Nem kivanatos mellékhatasok és egyéb, a nagyobb léptéki termelés-
sel és a készitmény elballitassal kapcsolatos egyéb problémak mindeddig
megakadalyoztdk, hogy a pszeudomicinek, sziringomicinek, sziringotoxinok
vagy sziringosztatinok alkalmazhaték legyenek az allatokat, embereket és
névényeket megtamadd gombas fertdzésekkel szemben. Valtozatlanul
fennall az igény olyan gombaellenes szerek irant, amelyek alkalmazhatok az
eddig ismert gombaellenes szerekkel nem kezelhetd fertézések esetében és
alkalmazhatok az allatoknal, human személyeknél vagy névényeknél fellépd

fertozésekkel szemben.



A talalmany 6sszefoglalasa

A talalmany targyat a P. syringae altal termelt természetes pszedumicin
termek képezi. Ezen pszeudomicin-szarmazék depszinonapeptid gydiriit tar-
talmaz, amelynek szekvencidja: Ser-Dab-Asp-Lys-Dab-aThr-Dhb-HOAsp-
-CIThr, meég kézelebbrél, amelyben LSer-D-Dab-L-Asp-L-Lys-L-Dab-L-aThr-
-Z-Dhb-L-Asp(3-OH)-L-Thr(4-Cl) szekvencia talalhatd, ahol a CIThr-ben lévé
karboxilcsoport és a szerinben Iévd hidroxilcsoport a gydirlit lakton kétés ré-
ven zarja. Az (IA) képletld pszeudomicin A' 3,4-dihidroxi-pentadekansav cso-
portot tartalmaz, ahol a karboxilcsoport az N-terminalis szerinben Iévé amino-
csoporttal amidkétést létesit.

Az (IB) képletli pszeudomicin B' 3-hidroxi-dodekansav-csoportot tartal-
maz, amelyben a karboxilcsoport az N-terminalis szerinben lévé amincso-
porttal amidkétést létesit.

A talalmany szerinti természetes pszeudomicin termékek alkalmazasa-
val, igy a pszeudomicin A'-vel, pszeudomicin B'-vel vagy ezek elegyével ga-
tolhaté a gombak karos hatasa, vagy csokkentheték az arra raszoruld bete-
gekneél a gombas fertézések szimptomai. A taldlmany szerinti szarmazékok
segitségével elpusztithatok a gombak, csdkkentheté a gombas fertézések ka-
ros hatasa, enyhitheté a laz, és/vagy fokozhat6 a betegek altalanos j6 kozér-
zete. A talalmany szerinti szarmazékok kilénb6z6 gombak ellen, mint a
Candida parapsilosis, Candida albicans, Cryptococcus neoformans és/vagy

Histoplasma capsulatum ellen eredményesen alkalmazhatok.
A talalmany részletes ismertetése

Pszeudomicinek

Mint a fentiekben emlitettitk, a pszeudomicin vagy természetes
pszeudomicin termék kifejezés a Pseudomonas syringae baktériumbal elkii-
I6nitett gombaellenes szerek csaladjanak egy vagy tobb tagjara vonatkozik. A

pszeudomicin egy lipodepszipeptid, egy olyan gylirlis peptid, amelyben egy



vagy tébb szokatlan, ritkan eléfordulé aminosav van jelen, és egy vagy tobb
hidroféb vagy zsirsav oldallancot hordoz. Kézelebbrél, a pszeudomicinek
lipodepszinonapeptidek, amelyekben egy laktonkotéssel zart gyiriis peptid
rész van jelen, és amelyben olyan ritkan el6fordulé aminosavak, mint 4-klor-
-treonin, 3-hidroxi-aszparaginsav, dehidro-2-amino-vajsav és 2,4-diamino-
-vajsav talalhaté. Feltételezhets, hogy ezek a ritkan eléfordul6 aminosavak
jatszanak szerepet a pszeudomicinek kedvezé biologiai tulajdonsagainal, igy
a szérumban mutatott stabilitasnal és gomba-pusztitdé hatasuknal.

Mindegyik pszeudomicinnél azonos gyliriis peptid mag talalhato, azon-
ban eltérd hidrofob oldallancok kapcsolédnak ezen maghoz. Mindegyik
pszeudomicinben jelen van a gyiriis nonapeptid csoport, amelynek szek-
vencidja: Ser-Dab-Asp-Lys-Dab-aThr-Dhb-HOAsp-CIThr (vagyis szerin; 2,4-
-diaminovajsav; aszparaginsav; lizin; 2,4-diamino-vajsav; alloTreonin, dehid-
ro-2-amino-vajsav; 3-hidroxi-aszparaginsav; 4-klér-treonin), ahol a CIThr-ben
lévo karboxilcsoport és a szerinben 1évd hidroxilcsoport a gyur(t laktonkétés
révén zarja. A lipofil csoport az N-terminalis szerin aminocsoportjahoz kap-
csolodik. A pszeudomicin A-ban a szerinben Iévé aminocsoport egy 3,4-
-dihidroxi-tetradekanoil-csoportban lévé karboxilcsoporttal képez amidkotest,
a B pszeudomicin esetében az amidkétés egy 3-monohidroxi-tetradekanoil-
-csoporttal, a C pszeudomicin esetében az amidkotés egy 3,4-dihidroxi-
-hexadekanoil-csoporttal, és a C' pszeudomicin esetében az amidképzes egy
3-monohidroxi-hexadekanoil-csoporttal térténik. A szerinben 1évé karboxil-

csoport a gy(iriben lévé Dab-bal képez amidkétest.

Pszeudomicin A' és B’

Mint a fentiekbdl kitlinik, a pszeudomicin A' és pszeudomicin B' megjelo-
lések olyan gombaellenes szerekre vonatkoznak, amelyeket a Pseudomonas
syringae baktériumbol kilonitettunk el. A pszeudomicin A' és B' olyan

pszeudomicinek, amelyekben a Ser-Dab-Asp-Lys-Dab-aThr-Dhb-HOAsp-



-CIThr szekvenciat tartalmazé jellegzetes depszinonapeptid gyiiri van jelen,
és ahol a CIThr-ben lévé karboxilcsoport és a szerin hidroxilcsoportja
laktonké6tés révén zarja a gydrdt. A pszeudomicin A'-ben 3,4-dihidroxi-penta-
dekansav-csoport van jelen, amelyben 1évé karboxilcsoport az N-terminalis
szerinben lévé amincsoporttal Iétesit amidkoétést. A pszeudomicin B'-ben 3-
-hidroxi-dodekansav csoport van jelen, ennek karboxilcsoportia az N-

-terminalis szerinben 1évé aminocsoporttal |étesit amidkotést.

A pszeudomicinek bioldgiai hatasa

A pszeudomicinek szamos kedvezd bioldgiai hatassal rendelkeznek,
ideértve azt, hogy killonb6z6 gombakat elpusztitanak, igy a névényeknél és
allatoknal jelentkezé szamos gombas koérokozot. Kozelebbrél, a pszeudo-
micinek hatasos antimikotikus szerek olyan gombak esetében, amelyek a le-
gyengult immunrendszerrel rendelkezé személyeknél fertézést idéznek el.
Ezen gombak koziil emlitjik meg a killonb6zé Candida fajtakat, ideértve a C.
parapsilosist, C. albicanst, C. glabrata-t, C. tropicalis-t és C. krusei-t. Ide tar-
toznak egyéb fajtak is, mint Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus
és Histoplasma capsulatum is. Egy gombaellenes szer biologiai hatasa ese-
tében az az elényds, ha a szer képes a gombat elpusztitani, és nemcsak a
szaporodasat gatolni, kilénésen vonatkozik ez a patogén gombakra; ilyen
kedvezé hatassal rendelkezik a pszeudomicin A' és/vagy B'.

A pszeudomicinek toxikusnak mutatkoztak igen sokféle névényt karosité
gombaval szemben, megemlithet6 itt a Rynchosporium secalis, Ceratocystis
ulmi, Rizoctonic solani, Sclerotinia sclerotiorum, Verticilium albo-atrum,
Verticillium dahliae, Thielaviopis basicola, Fusarium oxysporum és Fusarium
culmorum ([lasd Harrison, L. és munkatarsai: "Pseudomycins, a family of
novel peptides from Pseudomonas syringae possessing broad-spectrum anti-
fungal activity," (Pszeudomicinek, Pseudomonas syringae-bél szarmazo,

széles spektrumu gombaellenes hatasi Uj peptidcsalad) J. of General
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Microbiology, 7, 2857-2865 (1991)]. Ezen tulmenden a P. syringae MSU
16H-rél kimutattak, hogy nagyobb védelmet biztosit, mint a Ceratocystic
ulmi-val fertézétt szilfakban talalhaté vad térzs, amely gomba a holland szilfa
betegség eldidézdje [lasd példaul Lam és munkatarsai: Proc. Natl. Sci., USA,

84, 6447-6451 (1987)].

Pseudomonas syringae

A Pseudomonas syringae megjelodlés sokféle baktériumot foglal maga-
ban, amelyek altalaban névényekkel vannak kapcsolatban. A P. syringae ko-
zil némelyik névényi kérokozé, némelyik azonban csak gyengén kérokozd
vagy saprophyta. Szamos kulénb6zé P. syringae izolatum termel egy vagy
tobb citotoxikus szert, amelyek segitik ezen baktériumoknak a természetben
vald tulélését, ahol ezen baktériumoknak gombakkal és egyéb baktériumok-
kal kell megkuizdeni. A P. syringae altal termelt sejt-toxikus szerekhez tartoz-
nak olyan gombaellenes szerek, mint a pszeudomicinek, a sziringomicinek, a
sziringotoxinok és sziringosztatinok.

A szakirodalombdl ismertek olyan P. syringae torzsek, amelyek egy
vagy tobb pszeudomicint termelnek. igy példaul az MSU 174-es vadtorzs
(egy Montana-i arpaféldrél elkilénitve) és transposon mutagenezissel ebbdl
létrehozott mutans térzs [aholis a mutagenézishez TN905-t (MSU 16H) al-
kalmaztak) az 5 576 298 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi
leirasban keriiltek ismertetésre (meagdas idépontja: 1996. november 19.)
(szabadalmas: Strobel G. és munkatarsai). Ezen pszeudomicinekkel és a
mutagenézissel a szakirodalomban részletesen foglalkoznak [Strobel,
Harrison és munkatarsai: J. "Pseudomycins, a family of novel peptides from
Pseudomonas syringae possessing broad-spectrum antifungal activity"
(Pszeudomicinek, Pseudomonas syringae-bél nyert széles spektrumi gom-
baellenes hatast Uj peptidcsalad), Gen. Microbiology, 137, 2857-2865

(1991); tovabba Lamb és munkatarsai "Transposon mutagenesis and tagging



of fluorescent pseudomonas: Antimycotic production is necessary for control
of Dutch elm disease", Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 84, 6447-6451 (1987)]. A
P. syringae kulénb6zé térzseinek tenyésztését és ezek alkalmazasat gom-
baellenes szerek elballitasara Hilton M.D. és munkatarsai ismertetik
("Pseudomycin production By Pseudomonas Syringae", US szabadalom
szama: ). Az MSU 174 és MSU 16H tenyészetek a Montana
State University-nél vannak letétbe helyezve [Bozeman, Montana, USA], és
beszerezheték az American Type Culture Collection-tél is (Parklawn Drive,
Rockville, MD, USA). Fenti kézleményeket talalmanyunknal referenciaként
tekintjik.

A talalmany targyat egy toérzs, egy izolatum, biolégiailag tisztitott P.
syringae tenyészet képezi, amely pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t termel leg-
alabb mintegy 10 ug/ml mennyiségben. A biolégiailag tisztitott Pseudomonas
syringae tenyészet az MSU 16H, 25-B1, 67H1 vagy 7H9-1 mikroorganizmu-
sok biolégiailag tisztitott tenyészete, vagy ezen térzsek mutansa, variansa,
izolatuma vagy rekombinansa, amely tenyészetek pszeudomicin A'-t és/vagy
B'-t termelnek. Az MSU 174 és MSU16H tenyészeteket a fentiekben ismerte-
tett helyekrél szereztiik be.

A pszeudomicin A' és/vagy B' termelésére alkalmas P. syringae torzs
elkilénithetd kornyezeti forrasokbdl, ideértve a névényeket, mint az arpat,
citrus névényeket, liliomféleségeket, valamint olyan forrasokat, mint a talaj,
viz, leveg6 és por. Egy elény6s térzs novényekbdl izolalhatd. A kdrnyezeti
forrasokbdl elkilonitett P. syringae térzseket vad tipusu térzsként emlitjuk. A
leirasban alkalmazott "vad tipus" kifejezés a természetben eléfordulé norma-
lis P. syringae populaci6 dominans genotipusat jelenti (vagyis olyan P.
syringae térzseket vagy izolatumokat, amelyek a természetben talalhatok, és
nem laboratériumi kériilmények kozott lettek eldallitva). Mint a tébbi mikroor-

ganizmus esetében is, a talalmany szerinti megoldashoz alkalmazott, A'



és/vagy B' pszeudomicint termelé P. syringae torzs-tenyészetek jellemzéi, igy
az MSU 174, MSU16H, MSU 206, 25-B1, 7H9-1 és 67 H1 tenyészeteké val-
tozoak. igy ezen térzsek leszarmazottai, példaul rekombinansok, mutansok
és variansok a szakember szamara j6l ismert médszerrel nyerhetok.

A P. syringae térzsek mutansai szintén alkalmasak pszeudomicin A’
és/vagy B' eléallitasara. A mutans megnevezés a torzs fenotipusaban beko-
vetkezd hirtelen 6rokletes valtozast jelenti, ami bekdvetkezhet spontan moé-
don vagy ismert mutagén szerek hatasara, igy eléidézhetd besugarzassal
vagy kulénb6zé kémiai szerekkel. A taldlmany szerinti P. syringae mutansok
kiulénféle mutagén szerek segitségével allithatok eld, ideértve a besugarzast,
mint az ultraibolya fénnyel vagy rontgensugarral térténé besugarzast; meg-
emlitjiik itt a kémiai mutagén szereket, egy adott hely szempontjabél specifi-
kus mutagenézist, valamint a transzpozonok altal kozvetitett mutagenézist. A
kémiai mutagénekre példaként emlitjuk meg az etil-metanszulfonatot (EMS),
diepoxioktant, N-metil-N-nitro-N'-nitrozoguanint (NTG), valamint a salétromos
savat.

A talalmany szerinti pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t termelé P. syringae
mutansok oly médon tenyészthetdk, hogy a baktériumot olyan mennyiségi
mutagén szerrel kezeljik, amely eredményesen hoz |étre mutansokat, ame-
lyek nagy mennyiségben termelnek pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t, vagy
egyéb pszeudomicineknél nagyobb mennyiségben termelnek A'-t és/vagy
B'-t, vagy kedvezé tenyésztési korilmények kozott termelnek pszeudomicin
A'-t és/vagy B'-t. A valasztott mutagén szer mennyisége és tipusa valtoztatha-
t6, azonban elényés megoldas szerint NTG-bdl készilt széria higitast hasz-
nalunk, ahol az NTG mennyisége 1-100 pg/ml. A talalmany szerinti elony6s
mutansokhoz tartoznak azok, amelyek minimalis tapkdzegben nagy mennyi-

ségben termelik a pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t. A pszeudomicin A'-t
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és/vagy B'-t nagy mennyiségben termeld mutansok elénydsen legalabb mint-
egy 10 ug/ml pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t termelnek.

A kornyezetbdl eléallitott izolatumok, mutans toérzsek és egyéb P.
syringae torzsek kozott valogatast végezhetiink a kedvezd szaporitasi szoka-
sok, taptalaj, tapanyagforras, szénforras, szaporitasi kérilmények és amino-
sav igény alapjan valogatva. El6nydsen olyan A'-t és/vagy B'-t termeld P.
syringae torzset valasztunk, amely minimalis tapkézegben, mint N21 kézeg-
ben tenyészik, és/vagy amely térzs esetében a pszeudomicin A' és/vagy B'
termelése mintegy 10 pg/ml-nél nagyobb. Az elény6s térzseket glicint és/vagy
adott esetben lipidet, burgonya terméket vagy ezek kombinaciojat tartalmazé
tapk6zegben tenyésztve a térzsek pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t termelnek.

A P. syringae torzsek atalakitasaval rekombinans térzsek alakithatok ki,
ezt a szakember szamara j6l ismert laboratoriumi koriilmények kozétt vegez-
hetjuk. A rekombinans technolégia segitségével a P. syringae térzsek oly
modon alakithatok at, hogy ezen toérzsek altal termelt antibiotikumok mellett
azok egyéb killonb6zé géntermékeket is expresszaljanak. igy példaul a tor-
zseket egy rekombinans vektorral transzformalva olyan térzseket hozhatunk
létre, amelyek olyan antibiotikummal szemben valnak rezisztenssé, amely
esetben altaldban érzékenységet mutatnak. Az ily médon atalakitott térzsek
nemcsak pszeudomicineket, mint pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t fognak ter-
melni, hanem rezisztenciat el6idézé enzimet is, ami lehetévé teszi, hogy a
transzformalt torzseket a vad tipusu sejtektél elkulonitsuk. Ezen kival hasonlo
technologiak segitségével az ismert torzseket atalakithatjuk ugy, hogy a sej-
tekbe az endogén pszeudomicin-bioszintézis gének tébb masolatat visszik
be, és igy nagyobb pszeudomicin, igy pszeudomicin A' és/vagy B' hozamot
érhetlink el. A talalmany targyat képezik a P. syringae 25-B1, 67-H1 és 7H9-1

torzsek szarmazékai, igy a természetes variansok, a mesterségesen létreho-
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zott variansok, mutansok és rekombinansok, amelyek pszeudomicineket, igy

pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t nagy mennyiségben termelnek.

A Pseudomonas syringae tenyésztése

A leirasban szerepld "vizes tapkozeg" kifejezés vizes alapu elegyet je-
lent, amely a talalmany szerinti baktériumok szaporodasahoz szilkséges as-
vanyi anyagokat és szerves vegytileteket tartalmazza. Az elényds tapkozegek
hatasos mennyiségben tartalmaznak harom vagy ennél kevesebb aminosa-
vat, elényésen glutaminsavat, glicint, hisztidint vagy ezek kombinaciéjat. Egy
elényds megoldas szerint a tapkézeg hatasos mennyiségben tartalmaz glicint
és adott esetben egy vagy tébb burgonyaterméket és lipidet. A glicin alkal-
mazhatd egyediilli aminosavként vagy tobbféle aminosav elegyében, mint
hidrolizalt fehérjében. A lipidek kozul elényésen hasznalhatdé a szdjababolaj
vagy egy zsirsav. A célszerlien alkalmazhat6 burgonya termékek kézul emlit-
juk meg a burgonya dextroz fézetet, burgonya dextrint, burgonya fehérjét, a
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd tort burgonya vegyes tapot. A tap-
kézegben jelen lévd asvanyi anyagok kozul elénydsek a séelegyek, amelye-
ket altalaban alkalmaznak a sejttenyészetekben és a fermentaciohoz, igy
eredményesen alkalmazhaté a Czapek-féle asvanyis6 oldat (amely példaul
KCl, MgSO,4 és FeSO, tartalmu). A taptalajban lévé szerves vegyuletekhez
tartozik elénydsen a glilkkdz, tovabba az oldhaté keményitd, de jelen lehetnek
egyéb szerves vegyilletek is. A tapkozeg pH-ja elényésen mintegy 4 és 6,5
kozétt van, még elénydsebben ez az érték mintegy 4,5 - 5,7, legeldnydseb-
ben mintegy 5,2.

A tapkozegben jelen lévé komponensek mennyisége nem jatszik dontd
szerepet a baktérium szaporodasa vagy a pszeudomicin A’ és/vagy B' terme-
lése szempontjabdl, mégis kivanatos, hogy némely tapanyag bizonyos szintet
elérjen. A glicin elényés mennyisége mintegy 0,1 g/liter és mintegy 10 g/liter

kozott van, elénydsen ez az érték mintegy 0,3 - 3 gl/liter, még elénydsebben 1
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gfliter. A lipidek elényds mennyisége mintegy 1 g/liter és mintegy 10 g/liter
kozétt van olaj termékre, mint széjabab olajra szamitva, még elénydsebben
ez az ertéek mintegy 0,5 - 2 g/liter széjabab olaj. A zsirsav és zsirsav-észter
elényés mennyisége mintegy 0,5 gl/liter és mintegy 5 g/liter k6z6tt van. A bur-
gonya termekek elényds mennyisége mintegy 12 g/liter és mintegy 36 g/liter
kézétt van, elénydésen mintegy 24 glliter burgonya dextroz fézet, mintegy 5
glliter - 50 glliter, elonyésen mintegy 30 g/liter kereskedelmi forgalomban be-
szerezhetd tort burgonya elegy, mintegy 1 glliter - 30 glliter, elényésen 20
g/liter burgonya dextrin, vagy mintegy 1 g/liter - 10 g/liter, elényésen 4 g/liter
burgonya fehérje van a tapkdzegben. A tapkozeg elénybsen szervetlen kom-
ponenseket is tartalmaz, igy elényésen mintegy 0,02 -2 g/liter kalium-
-kloridot, még elényésebben ez a mennyiség 0,2 g/liter KCI; mintegy 0,02 - 2
glliter magnézium-szulfatot, elénydésen MgSQ,7H,O-t tartalmaz, ennek
mennyisége még elényésebben mintegy 0,2 g/liter; valamint mintegy 0,4 - 40
mg/liter, meég elénydsebben mintegy 4 mg/liter FeSO4-t, elénybsen
FeSO47H,0-t tartalmaz. Amennyiben jelen van, az oldhaté keményit6
mennyisége mintegy 0,5 - 50 g/liter, még elényésebben mintegy 5 g/liter. A
glikdéz mennyisége elénydsen mintegy 2 - 80 g/liter, még eldnybsebben
mintegy 20 g/liter.

Altalaban a P. syringae-t szabalyozott pH-korilmények kozott és ho-
mérsékleten tenyésztjilk. A P. syringae tenyésztését és a Pseudomycin A’
és/vagy B' termelését mintegy 15 °C - 35 °C kozotti hémérsékleten végezziik,
elényésen a hémérsékletet mintegy 20 °C - 30 °C-on, még elénydsebben
mintegy 22 °C - 27 °C-on, legelénydésebben mintegy 25 °C-on tartjuk. A P.
syringae tenyésztését és a pszeudomicin A' és/vagy B' termelését mintegy
4 - 9 pH kozétti tartomanyban, elényésen mintegy 4 - 6, még elénydsebben

mintegy 4,5 - 5,5 pH-n végezzik. Altalaban a P. syringae nem szaporodik,
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amennyiben a hémérséklet 37 °C felett vagy 10 °C alatt van, vagy ha a pH 9
feletti vagy 4-es érték alatti.

Pszeudomicin A' és B' termelése

Annak érdekében, hogy pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t termelhessink,
egy vad tipusu vagy mutans P. syringae térzset razas kdzben hatasos meny-
nyiségli, harom vagy ennél kevesebb aminosavat tartalmazé tapkdzegben
tenyésztink. A harom vagy ennél kevesebb aminosav elényésen lehet
glutaminsav, glicin, hisztidin vagy ezek kombinacioja. Egy elényds megoldas
szerint a taptalajban glicin és adott esetben egy vagy tébb burgonyatermék
és lipid van jelen. A tenyésztést a P. syringae szaporodasa és a
pszeudomicin A’ és/vagy B' termelése szempontjabdl elényss kérdlmények
kozott végezzik. Az elényds koriilmények kozott megemlitjuk a mintegy 22
°C - 27 °C kozotti hémérsékletet, a tenyésztést célszeriien mintegy 36 - 96
6ra hosszat folytatiuk. Amennyiben fenti kérilmények kozott megy végbe a
tenyésztés, ugy a P. syringae sejtsiiriisége mintegy 10 - 15 g/liter szaraz to-
meget is elérhet, a pszeudomicin A' és/vagy B' termelt mennyisége pedig
legalabb mintegy 10 pg/mi-t tesz ki.

A pszeudomicin A’ és/vagy B' termelése szempontjabdl eldnyés, ha a P.
syringae tenyészetben az oxigéntartalmat szabalyozzuk. Elényés, ha az oxi-
génszintet mintegy 5 % - 50 % telitettségen, elényésen mintegy 30 %-os teli-
tettségen tartjuk. A tapkézegben az oxigén koncentracidja szabalyozhato le-
vego, tiszta oxigén vagy oxigéntartalmu gazelegyek atfUjasaval. A razas ite-
mének beallitasaval szintén szabalyozhatjuk az oxigén bevitel sebességét.

A pszeudomicin A’ és/vagy B' termelése szempontjabél elényds, ha a P.
syringae tenyésztése kézben a pH-t szabalyozzuk. A pszeudomicinek, mint a
pszeudomicin A' és/vagy B' ligos pH mellett labilisak, és szamottevé bomlas
kévetkezhet be, amennyiben a tapkézeg pH-ja mintegy 12 6ra hosszat mint-

egy 6-os érték felett van. El6nyosen a tapkézeg pH-jat mintegy 6-os pH alatt



tartjuk, elényésen ez az érték mintegy 5,5-nél kevesebb, még elényésebben
4,0 pH felett van. A pH-t elény&sen mintegy 5 - 5,4 értéken tarjuk, még el6-
nyosebben mintegy 5,0-52 értéken. Feltételezzitk anélkill, hogy a talal-
manyt ezzel korlatozni szandékoznank, hogy a bazikus pH-n végbemend
pszeudomicin bomlas a laktongy(iri felszakadasaval, és a CIThr-nek Thr-ré
valo alakulasaval fiigg dssze.

A P. syringae képes pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t termelni akkor is, ha
szakaszos el@allitast végzink. Azonban a pszeudomicin termelést fokozza,
ha félfolyamatosan taplaljuk be a glukéozt, és adott esetben savat vagy bazist,
mint ammonium-hidroxidot adagolunk be a pH szabalyozasara. A P. syringae
altal térténé pszeudomicin termelés fokozhaté folyamatos tenyésztési mod-
szerek segitségével, ahol automatikusan taplalunk be glilkkézt, és adott eset-
ben a pH szabalyozasara savat vagy bazist, mint ammanium-hidroxidot ada-
golunk.

A pszeudomicin A' és/vagy B' kimutatasa, meghatarozasa, elkilonitése
és/vagy tisztitasa a szakember szamara jol ismert modszerek segitségével
térténhet. igy példaul egy tapkézegben vagy elkul6nitett vagy tisztitott ter-
mékben a pszeudomicin aktivitds szintie meghatarozhaté6 a Candida gom-
bakkal szemben mutatott gombaellenes hatas alapjan. A pszeudomicinek
el6allitasara és vizsgalatara szamos maédszer ismert. igy példaul a
pszeudomicinek elkllénithetdk és tisztithaték kromatografias mivelettel, mint

HPLC moédszerrel.

Gyodgyaszati alkalmazas

Készitmények eléallitasa, a pszeudomicin A' vagy B' gombaellenes

hatasanak vizsgalata

A pszeudomicin A' és a pszeudomicin B' kiilén-kulén in vitro és in vivo
kérulmények kdzoétt hatasos, ezért eredményesen alkalmazhatok szisztémas

gombas fertézések vagy gombas bérfertézések lekiizdésére. A talalmany



szerinti megoldassal a gombak aktivitasa gatolhaté oly médon, hogy a gom-
bakat pszeudomicin A'-vel és/vagy B'-vel vagy ezek gydgyaszatilag megfeleld
sojaval hozzuk érintkezésbe. Egy elényés megoldas szerint kiilénb6zé gom-
bak, igy C. parapsilosis, C. albicans, Cryptococcus neoformans és
Histoplasma capsulatum szaporodasat gatolhatjuk. Mint a fentiekben emlitet-
tuk, a talalmany szerinti vegyiletet egy parazitaval vagy gombaval hozunk
érintkezésbe, ez a talalmany szerinti vegyuletnek a parazitaval vagy gomba-
val val6 kezelését vagy nyilvanval6 érintkeztetését jelenti. Azonban az érint-
kezés kifejezés nem foglal magaban semmilyen gatlasi mechanizmust.

A talalmany szerinti kezelési eljarasnal eljarhatunk uagy is, hogy a gom-
bafert6zés esetében hatasos mennyiségii pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t
vagy ennek gyogyaszatilag megfelel6 séjat, hidratjat vagy észterét adjuk azon
szemelynek, akinek ilyen kezelésre sziiksége van. Eredményesen kezelhetdk
kulénbdzé gombak, ideértve a C. parapsilosist, C. albicanst, Cryptococcus
neoformanst és Histoplasma capsulatumot. Pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t
tartalmazé6 készitményt adva megfelelé mennyiségben a kezelt személynek,
csbkkenthetd a gombas fertézés kellemetlen hatasa, mérsékelhetok a gom-
bas fertézéssel kapcsolatos szimptémak, és a kezelés eredményeként a
gombas fert6zés teljes mértékben eliminalhaté is.

Szamos beteg, akinek gombaellenes kezelésre van sziiksége, a fert6-
zés sulyos szimptdmait mutatja, igy a betegeknek magas lazuk van, és rend-
szerint gondos és intenziv kezelésre van szilkségik. Némely gomba sulyos
fertézést okozhat. igy példaul a Candida spp. nyalkahartya vagy egyéb
szisztemas fertézést okozhat. Egyre gyakrabban jelentkeznek azonban azol-
és polién-szarmazékokkal szemben rezisztens Candida térzsek. Az
Aspergillus életveszélyes szisztémas ferté6zéseket idéz el6. A Cryptococcus
meningitis kialakulasaért felelés. llyen sulyos gombas fertézések |éphetnek

fel azon személyeknél, akiknél az immunrendszer miikédése legyengilt, igy
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peldaul akik szerv- vagy csontvel6-atultetést kaptak, rakbetegségnél kemote-
rapias kezelés alatt allnak, sulyosabb mitétek utan vannak vagy HIV-
-fertézésuk van. Ezen betegek esetében gombaellenes kezelésként altalaban
pszeudomicin A' és/vagy B' tartalmu készitményt adunk intravénas Gton tébb
napon keresztil, vagy ennél hosszabb id6n at a fertézés lekiizdésére.

A gombaellenes hatas vonatkozasaban a "hatasos mennyiség" kifeje-
zés a talalmany szerinti vegyllet azon mennyiségét jelenti, amely képes a
gombak szaporodasat vagy aktivitasat gatolni, vagy a gombas fert6zés
szimptomait csdkkenteni. A gombas fert6zések szimptomainak csokkentése
alatt azt ertjik, hogy csdkken a laz, a beteg eszméletére tér, és javul a beteg
kézerzete. El6nydsen a szimptomak oly médon csokkentheték, hogy a gom-
bak elpusztitasaval a fertézést megszuntetjik, vagy a fertézést az érintett
szemely altal toleralhaté szintre vagy a kezelt személy immunrendszere altal
kezelhetd szintre csékkentjik. A leirasban alkalmazott "gatlas" kifejezés a
gombak aktivitdisanak gatlasat, a gombak szaporodasanak leallitasat, csok-
kentését vagy profilaktikus akadalyozasat, vagy a gomba jelenlétébél adodéd
barmely jellegzetesség vagy kévetkezmény gatlasat jelenti.

A beadott dézis nagysaga kulonb6zé tényezéktdl fiigg, mint a fertézés
sulyossagatol és természetétdl, a kezelt beteg koratol és altalanos egészségi
allapotatdl, tovabba a kezelt személynek a gombaellenes szerrel szemben
mutatott tliréképességétél. Altalaban a gombas fertézés lekiizdésére a kezelt
személynek (human vagy egyéb allat, ideértve az emlésdket, mint - a korlato-
zas szandéka nélkal emlitve - macskakat, lovakat és szarvasmarhat, valamint
madarféleségeket), hatasos mennyiségi készitményt adunk be. Ezen ténye-
z6ktol fuggden allitjuk 6ssze a napi dézisrendet, a beadandé napi dézis adha-
td egy adagban, vagy a nap folyaman tébb kisebb adagra elosztva. A kezelés
idétartama mintegy 2-3 naptdl mintegy 2-3 hétig tarto ideig valtozhat, vagy

akar ennél hosszabb ideig is tarthat. A tipikus napi dozis (egy adagban vagy



tobb kisebb adagra osztva) a talalmany szerinti hatdbanyagbé6l mintegy 0,01
mg/kg - 100 mg/kg testtdémeg mennyiséget tartalmaz. Az elénydés napi dézis
altalaban mintegy 0,1 mg/kg - 60 mg/kg, az idealis mennyiség mintegy 2,5
mg/kg és mintegy 40 mg/kg kézo6tt van. Sulyos fertézések esetében a hato-
anyag adhaté intravénas infuzid6 formajaban is, igy példaul 0,01-10
mg/kg/éra hatéanyagot beadva.

A talalmany targyat képezik azon gyogyaszati készitmeények is, amelyek
formajaban a talalmany szerinti gombaellenes vegyiiletek betegek kezelésére
adhatdk. A gybgyaszati készitmények egy vagy tobb gydgyaszatilag megfele-
16 vivbanyagot, higitdszert, hordozét, segédanyagot és egyéb adalékanyagot,
tovabba pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t tartalmaznak. Ezen készitményekben
a hatéanyag 0,1 - 99,9 témeg%-ot tesz ki, altalaban a hatdanyag mennyisége
mintegy 10 % - 30 tdmeg%. A "gyogyaszatilag megfeleld" kifejezés azt jelenti,
hogy a vivéanyag, higitészer vagy segédanyag a készitményben lévd egyéb
komponensekkel kompatibilis €s nem karos a kezelt személyre nézve.

A készitmény adalékanyagként tartalmazhat kulénbézd olajokat, igy
példaul petréleumolajat, allati, novényi vagy szintetikus eredeti olajokat, mint
példaul féldimogyordolajat, szdjababot, asvanyolajat vagy szezamolajat. A
gyogyaszatilag megfeleld vivbanyagok kézil megemlitjik a keményitét, cellu-
l6zt, glukézt, laktdzt, szacharozt, zselatint, malatat, magnézium-sztearatot,
natrium-sztearatot, glicerin-monosztearatot, natrium-kloridot, szaritott lef6l6-
z6tt tejet, glicerint, propilénglikolt, vizet és etanolt. A készitményekkel szoka-
sos m(iveleteket végezhetiink, igy ezeket sterilezhetjilk vagy a készitmények
tartalmazhatnak szokasos adalékanyagokat, mint konzervalészereket, stabili-
zaloszereket, nedvesitészereket vagy emulgealészereket, az ozmozisnyomas
beadllitasara alkalmas sdkat és pufferanyagokat. A gyogyaszatilag megfelelt

vivbanyagokat és készitményeket a szakirodalom ismerteti [Martin:



"Remington's Pharmaceutical Sciences", 15. kiadas, Mack Publishing Co.,
Easton, 1405-1412 és 1461-1487. oldalak (1975)].

A leirasban szereplé "gybgyaszatilag megfelelé s6" kifejezés a fent is-
mertetett vegyuletek azon séira vonatkozik, amelyek az él6 szervezetre néz-
ve lényegében nem toxikusak. A gyogyaszatilag megfelelé sokra példakeént
emlitjuok meg a talalmany szerinti vegyileteknek szervetlen vagy szerves sa-
vakkal, vagy szervetlen bazisokkal képzett soit. Ezen sokat savaddiciés sok
és bazis addicios sok néven ismerjuk.

A savaddicios sok képzéséhez altalaban alkalmazott szervetlen savak-
hoz tartozik a sOsav, hidrogén-bromid, hidrogén-jodid, kénsav és foszforsav,
alkalmazhatok erre a célra szerves savak, mint p-toluolszulfonsav,
metanszulfonsav, oxalsav, p-brom-fenil-szulfonsav, szénsav, borostyankoé-
sav, citromsav, benzoesav és ecetsav. Ezen gyogyaszatilag megfelelé sokra
példaként megemlitheték a szulfat, piroszulfat, hidrogén-szulfat, szulfit, hid-
rogén-szulfit, foszfat, mono-hidrogénfoszfat, dihidrogén-foszfat, metafoszfat,
pirofoszfat, klorid, bromid, jodid, acetat, propionat, dekanoat, kaprilat, akrilat,
format, izobutirat, kaproat, heptanoat, propiolat, oxalat, malonat, szukcinat,
szuberat, szebakat, fumarat, maleat, butin-1,4-dioat, hexin-1,7-dioat, ben-
zoat, klor-benzoat, metil-benzoat, dinitro-benzoat, hidroxi-benzoat, metoxi-
-benzoat, ftalat, szulfonat, xilolszulfonat, fenil-acetat, fenil-propionat, fenil-
-butirat, citrat, laktat, gamma-hidroxi-butirat, glikolat, tartarat, metanszulfonat,
propanszulfonat, naftalin-1-szulfonat, naftalin-2-szulfonat sok és a mandula-
savval képzett sok. A gyogyaszatilag megfelelé savaddiciés sok kézul eld-
nydsek a szervetlen savakkal, mint sésavval és hidrogén-bromiddal, valamint
a szerves savakkal, igy maleinsavval és metanszulfonsavval képzett sok.

A bazis addicios sékhoz tartoznak a szervetlen bazisokkal, mint ammo-
niummal vagy alkalifém- vagy alkaliféldfém-hidroxiddal, -karbonattal vagy

-hidrogén-karbonattal képzett sok. A talalmany szerinti sok eléallitasahoz al-
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kalmas bazisokhoz tartozik a natrium-hidroxid, kalium-hidroxid, ammonium-
-hidroxid, kalium-karbonat, natrium-karbonat, natrium-hidrogén-karbonat, ka-
lium-hidrogén-karbonat, kalcium-hidroxid és kalcium-karbonat. Kulonésen
elényosek a kalium- és natriumsok.

Hangsulyozni szeretnénk, hogy a talalmany szerinti sok képzésében
résztvevo ellenion nem jatszik donté szerepet mindaddig, amig a s6 egészé-
ben véve gyogyaszatilag megfelelé és amig az ellenion a sonal egészében
véve nem idéz el6 nemkivanatos tulajdonsagokat.

A pszeudomicin A' és/vagy B' adhaté parenteralisan, igy példaul intra-
muszkularis, szubkutan vagy intraperitonealis injekcié formajaban, nazalisan
vagy oralis Gton. Ezen kivul a pszeudomicin A’ és/vagy B' adhato helyi keze-
lés formajaban is a bor felszinére, vagy pedig a nyalkahartyara felvive a
gombak elpusztitasara vagy szaporodasuk gatlasara.

A parenteralis beadasra szant készitmények pszeudomicin A'-t és/vagy
B'-t tartalmaznak, valamint fiziolégiai szempontb6l megfelel6 higitészert, mint
ionmentesitett vizet, fizioldgias séoldatot, 5 %-os dextréz oldatot, és egyeb
altalaban ismert higitdszert. A készitmény tartalmazhat ciklodextrint és/vagy
szolubilizalészert, mint poli(etilénglikol)-t vagy poli(propilénglikol)-t, vagy
egyéb ismert szolubilizaloszert. Ezen készitmények készilhetnek steril Gveg-
csében, amely a gombaellenes szert és a segédanyagokat szaraz por vagy
liofilizalt por formajaban tartalmazza. A felhasznalas el6tt fiziologiailag megfe-
lelé higitészert adunk a porhoz, majd az oldatot fecskendébe felszivva azt a
kezelt betegnek beadjuk.

A talalmany szerinti gyogyaszati készitmények ismert modszerrel ké-
szulnek, ismert és konnyen beszerezheté komponensek alkalmazasaval. A
talalmany szerinti készitmények eléallitasa soran a hatéanyagot altalaban vi-
véanyaggal elkeverjik, vagy abban feloldjuk, vagy egy vivbanyagba bezarjuk,

ahol a vivbanyag képezhet kapszulat, tasakot, papir vagy egyéb tartalyt.
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Amennyiben a vivéanyag higitészerként is szerepel, Uugy az lehet szilard,
félszilard vagy folyékony anyag, ami a hatéanyag szempontjabél vivbanyagot,
higitoszert vagy kézeget képez. A készitmények készilhetnek tablettak, dra-
zsék, porok, gyégycukorkak, tasakok, elixirek, szuszpenziék, emulzidk, olda-
tok, szirupok, aeroszolok (szilard por formajaban vagy folyékony kézegben)
akar 10 témeg% hatdéanyagot is tartalmazd kenbécsok formajaban, lagy és
kemény zselatin kapszulak, kupok, steril injekciés oldatok és sterilen csoma-
golt porok formajaban.

Oralis beadasra a gombaellenes vegyiiletet zselatin kapszulakba téltjuk,
vagy tablettdk formajaban készitjuk el. Ezen tablettak tartalmazhatnak
megkétészert, diszpergalészert vagy egyéb alkalmas vivéanyagot is, amivel a
pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t tartalmaz6, megfeleld6 méreti tablettak elké-
szitheték. Gyermekgyogyaszati célra vagy idések szamara a gombaellenes
vegyllet készithetd izesitett folyékony szuszpenzié, oldat vagy emulzié for-
majaban. Egy ordlis célra szant elényds készitményhez hasznalhatunk
linolénsavat, cremophor RH-60-at és vizet, célszeriien 8 % linolénsavat, 5 %
cremophor RH-60-at, 87 % steril vizet és mintegy 2,5 - 40 mg/ml mennyiség-
ben pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t.

Helyi alkalmazasra a gombaellenes szer késziilhet szaraz por formaja-
ban is, amit a bér felszinére viszink fel, vagy pedig készulhetnek folyékony
készitmények, ideértve a szolubilizalé vizes folyadékokat vagy nemvizes fo-

lyadékokat, igy példaul alkohollal vagy glikollal készilt folyadékokat.

Pszeudomicin A' vagy B' tartalmu készitmények alkalmazasa

A taldlmany targyahoz tartozik egy készlet is, amely a talalmany szerinti
gyogyaszati készitményeket tartalmazza, és a talalmany szerinti kezeléshez
hasznalhaté. A készlet tartalmazhat egy Uvegcsét, amelyben a talalmany
szerinti készitmény és megfelel6 vivbanyag van jelen szaritott formaban vagy

folyékony alakban. A készlet ezen kivil instrukcidkat tartalmaz felirat alakja-



ban az livegcsén és/vagy a dobozban elhelyezett ismertetés formajaban, ami
tajékoztat a vegyiletek alkalmazasanak madjarél. Az instrukciok nyomtatha-
tok az Givegcsét tartalmazo dobozra is. Az instrukcidk tajékoztatast nyujtanak
a sziikséges dozisrol, a beadas madjardl, ami az egészségugyi tertleten dol-
gozok szamara megkonnyiti a gyogyszer beadasat. Az "egészségugyi tertle-
ten dolgozdk” kifejezésen a gyogyszer beadasara jogosult orvost, apolondt
vagy technikust értjik.

A taladlmany targyat képezi egy pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t tartalma-
z6 gyogyaszati készitmény is, ami injekci6 formajaban adhaté be. A talal-
many szerint egy pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t tartalmaz6 készitmény al-
kalmazhaté injekcié formajaban beadhaté gyogyszer elballitasara is. A talal-
many targyahoz tartozik a pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t tartalmazé készit-
mények eldallitasara szolgalo eljaras is, ahol a készitmény injekcio formaja-
ban beadhaté alakban készil. igy példaul szokasos miiveletekkel folyékony
vagy szilard készitmények alakithatok ki kulonb6z6 médon. Folyékony ke-
szitmény allithatd eld oly médon, hogy pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t megfe-
leld oldészerben, igy vizben feloldunk, ahol az oldat megfeleld pH-ju, és adott

esetben pufferanyagokat vagy egyéb segédanyagokat tartalmaz.

Mezégazdasagi alkalmazas

A P. syringae NRRL B-12050 altal termelt antibiotikumok eredményes-
nek mutatkoztak a holland szilfa betegség kezelésére [lasd a 4 342 746 és a
4 277 462 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasokat]. Koéze-
lebbrél, a P. syringae MSU 16H nagyobb védelmet biztosit a Ceratocystis
ulmi altal (a holland szilfabetegség okozéja) fertézétt szilfak vedelmeére, mint
a vad tipusu torzsek [lasd példaul Lam és munkatarsai: Proc. Natl. Sci., USA
84, 6447-6451 (1987)]. Szabad teriileten nevelt szilfaknal végzett vizsgalatok
igazoljak a kedvez6é eredményeket profilaktikus szinten. igy a talalmany sze-

rinti pszeudomicinek eredményesen alkalmazhaték a holland szilfa betegség
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megel6zd kezelésére. A pszeudomicinekrél kimutattdk, hogy szamos né-
vénykarosité patogén gombaval szemben toxikus hatast fejtenek ki, ezen n6-
vényi patogén gombak kozul megemlitjitk a Rynchosporium secalis-t,
Ceratocystis ulmi-t, Rizoctonia solani-t, Sclerotinia sclerotiorum-ot,
Verticillium albo-atrum-ot, Verticillium dahliae-t, Thielaviopis basicola-t,
Fusarium oxysporum-ot és Fusarium culmorum-ot [lasd Harrison, L. és mun-
katarsai: "Pseudomycins, a family of novel peptides from Pseudomonas
syringae possessing broad-spectrum antifungal activity" (Pszeudomicinek, P.
syringae-bol szarmazéd, széles spektrumi gombaellenes hatasa (j
peptidcsalad), J. General Microbiology, 7, 2857-2865 (1991)]. Kovetkezes-
képpen az elkilonitett pszeudomicin A' és/vagy B' (ideértve e vegylletek
hidratjait, szolvatjait és észtereit) eredményesen alkalmazhatok lehetnek no-
vényi gombak kezelésére (kulénoésen V. albo-atrum, Rhizoctonia solani és F.
oxysporum esetében), a kezelés végezhetté kozvetlenll vagy preventiv mo-
don. Altalaban a fertézétt névényeket oly moédon kezeljik, hogy a
pszeudomicin vegyileteket tartalmazé vizes szuszpenziot injekcié formaja-
ban vagy spray formajaban vissziik fel a névényekre vagy juttatjuk be a n6-
vényekbe. Az injekciok beadasanak médjai a szakember szamara j6l ismer-
tek (igy példaul faropisztollyal). A hatéanyag hatasos mennyisegeének a no6-
vények feliiletére valé juttatdsanal barmely moédszer alkalmazhatd a szusz-
penzié felpermetezésére. A szuszpenzi6 tartalmazhat a szakember szamara
jol ismert altalaban alkalmazott adalékanyagokat, igy szolubilizal6szereket,
stabilizalészereket, nedvesitészereket és ezek kombinacioit.

A névények kezelését végezhetjik elkulonitett pszeudomicin A' és/vagy
B' vegyilleteket tartalmazo6 szaraz készitménnyel is. A szaraz készitmény a
szakember szamara ismert barmely médszerrel felvihetd a névények felszi-

nére, igy példaul permetezéssel vagy tartalybol valo kirazassal.



A talalmany jobb megértését szolgaljak az alabbi példak. A példak a ta-
lalmany szerinti megoldas szemiéltetését szolgaljak a talalmany oltalmi kére-
nek korlatozasa nélkul.

Példak

Letétbe helyezett biolégiai anyagok

A P. syringae MSU 16H nyilvanosan hozzaférheté az American Type
Culture Collection-nal (Parklawn Drive, Rockville, MD, USA, letéti szam:
ATCC 67028. P. syringae 25-B1, 7H9-1 és 67 H1 térzsek; letétbe helyezes

idépontja: 2000. marcius 23.; ezen térzsek az alabbi szamok alapjan hozza-

férhetdk:
25-B1 Allomanyi szam PTA-1622
7H9-1 Allomanyi szam PTA-1623
67 H1 Allomanyi szam PTA-1621.
1. példa

Pszeudomicin A' és B' el6allitasa
A pszeudomicin A' és/vagy B' el6allitasat fermentacios uton végezzik,

egy P. syringae torzset fermentaciés kdzegben tenyésztve.

Alkalmazott anyagok és médszerek

Inokulum készitése

Folyékony nitrogén gozfazisaban tarolt sejtek alikvot részét felolvaszt-
juk, majd ezzel két 900 ml-es CSM tapkdzeg adagot beoltunk. A CSM tapko-
zeg 6sszetétele (g/l-ben): dextroz (5), maltéz (4), Difco Triptin szdja tapkozeg
(30), Difco keményité (élesztd) extraktum (3), valamint MgSO47H.0O (2).
2-literes lombikokban Iévd, egyenként 900 ml-es tapkdzeg adagokat mintegy
0,5 ml sejt szuszpenzidval oltunk be. A lombikok tartalmat razas kézben 24
6ra hosszat 25 °C hémérsékleten inkubaljuk. A két lombik egyesitett tartal-
maval 150 liter térfogati fermentorban 1évé 115 liter steril fermentacios tap-

kozeget oltunk be.



Fermentaciés lépés: a fermentaciés tapkdzeg dsszetétele (g/l-ben):
dextr6z (20), oldhatdo keményitd (5), Burgonyapuré (Basic American Foods
Country Style Potato Pearls, azonnal oldédé) (30), glicin (1), MgSO4 7H.O
(0,2), KCI (0,2), valamint FeSO47H,0 (0,004), a tapkdzeg csapvizzel készul.
Sterilezés el6tt a tapkozeg pH-jat 5,2-es érntékre allitjuk. A fermentaciét 25 °C
hémérsékleten 68 6ra hosszat folytatjuk. A feloldott oxigén mennyiséget 30
%-o0s levegb telitettség érték felett tartjuk a levegé aramlas és a keverélapat
sebességének folyamatos szabalyozasaval. H,SO, vagy NaOH beadagola-

saval a tapkozeg pH-jat 4,0 és 5,4 érték kozott tartjuk.

A szakaszos médszer variacioi:

Az egyszer(i szakaszos eljarast kilénb6zé6 maédon varialva allitunk el6
pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t. A kezdeti beoltast kdvetd 24 6ra eltelte utan a
fermentorokba dextrézt adagolhatunk 60 ml/éra Utemben. A betaplalast a
fermentacio teljes ideje alatt folytathatjuk. Masik megoldasként gy jarunk el,
hogy a feloldott oxigén mennyiségét 5 %-os levegé telitettségi szinten tartjuk
a beoltast kovetd 24 oratdl kezdve egészen a fermentaciés periddus végeig.
Az oldott oxigén 5 %-os szinten valé tartasat oly modon biztositjuk, hogy a
fermentorba vezetett levegbhtz kozombos nitrogéngazt (N2) adagolunk.
Mindegyik esetben a gaz beadagolast a fermentiébe sullyesztett egyetlen
permetezé csévon keresztul végezzik, ahol a csé nyilasa a fermentorban lé-

v6 fenék kever6 turbina alatt helyezkedik el.

Eredmények és kovetkeztetések
A P. syringae-bdl kilonb6zé fermentaciés modszerekkel allithatd eld

pszeudomicin A' és/vagy B'.

2. példa
Pszeudomicin A' és B' elkiilonitése és tisztitasa
A P. syringae torzs szaporitasara hasznalt fermentlébél a pszeudomicin

A' és B' elkulonitésére és tisztitasara alkalmas médszereket dolgoztunk ki.



Felhasznalt anyagok és médszerek

A 4x100 liter térfogati fermentlét a fermentacid befejezése utan
Membralox keramia sz(irén (0,45 um) atszdrjuk, igy szirletet (A frakcio) és
szilard szuszpenziét (B frakcid) kapunk. A B frakciot (135 liter) 0,1 % TFA-t
tartalmazé, azonos térfogati acetonnal 120 percig extrahaljuk, majd hagyjuk
letilepedni. A tiszta acetonos extraktumot szliréssel elkulonitjuk, majd va-
kuumban betéményitjiik, igy egy vizes oldatot képezé C frakciohoz jutunk (88
liter). Elészor az A) frakciédt visszuk fel HP20 gyantaval toltétt oszlopra (10 li-
ter), ahol a gyantat elézbleg vizzel szuszpendaltuk; majd az oszlopot 0,1 %
TFA-t tartalmazo 15 %-os acetonitrillel mossuk (20 liter térfogatu). Ezt kbve-
téen a C frakciot toltjilk fel ugyanezen oszlopra, majd az oszlopot 20 liter ter-
fogatu, 0,1 % TFA tartalmu 15 %-os acetonitrillel mossuk at.

Az oszlopot ezutan 30 percig elualjuk, e miivelethez 0,1 % TFA-t tartal-
mazd 15 — 20 % acetonitril linearis gradienst hasznalunk, majd ezutan 60
percig az elualast 0,1 % TFA-tartalmi 20 — 35 %-os acetonitrillel végezzik;
aramlasi sebesség: 1 liter/perc. 1 literes térfogatu frakciokat fogunk fel. A 6-
-tél 9-ig terjedé frakcidkat egyesitjik (4 liter térfogat), igy 24 g D jelzési frak-
ciéhoz jutunk. A D frakciobdl egy adagot (mintegy 1 g-ot) forditott fazisu osz-
lopon kromatografalunk (Dynamax C1s 41,4x250 mm), a miivelethez 3-as pH-
-j trietil-ammonium-foszfat puffer/acetonitri/metanol elegyet hasznalunk
mobil fazisként (gradiens elualas 65:17:18 — 30:35:35); az elualast 45 percig
végezzik; aramlasi sebesség: 40 ml/perc. A megfelel6 frakciokat egyesitjik,
a térfogatot 75 ml-re csékkentjik, majd C18-as oszlopon ismét kromatografiat
végziink a fentiek szerint, ez esetben a gradiens Osszetétele 80:10:10 —
46:27:27; igy 113 mg E frakciot és 116 mg F frakciét kapunk. Az E és F frak-
cidkat C18-as oszlopon (Dynamax 21,4 x 250 mm) tovabb kromatografalva

45 mg pszeudomicin A'-t és 62 mg pszeudomicin B'-t kapunk.



Eredmények és kovetkeztetések
Az egyéb pszeudomicinek tisztitasahoz alkalmazott HPLC modszerek-

kel a fermentlébdl tiszta pszeudomicin A' és B' nyerhetd ki.

3. példa
A pszeudomicin A’ és B' szerkezetének meghatarozasa
A pszeudomicin A' és B' szerkezetét NMR tomegspektrométerrel hata-

roztuk meg.

Pszeudomicin A' szerkezetének meghatarozasa

Alkalmazott médszerek és eredmények

A pszeudomicin A' molekula 6sszegképletét nagy feloldasu FABMS
mobdszerrel hataroztuk meg, eredmény: Cs;HggsCIN12029 [az m/z értéke
1237,6112 a Cs2HgoCIN12020 8sszegképletre szamitva (M+H)", A = 2,4 ppm].
A pszeudomicin A molekula képletét a pszeudomicin A' képletével 6sszeha-
sonlitva ebben egy tovabbi CH, csoport jelenlétét mutathatjuk ki. Ebbél arra
kévetkeztethetiink, hogy a pszeudomicin A'-ben az N-terminalis szerin felte-
hetéen 3,4-dihidroxi-pentadekansavval van acilezve a pszeudomicin A-ban
szerepld 3,4-dihidroxi-tetradekansav helyett. Ezt a feltételezést tamasztja ala
az a tény, hogy az eddigiekben jellemzett pszeudomicineknél a vegyuletben
egy hatarozott, jol azonosithaté nonadepszipeptid gy(rd jelentkezik, és a ve-
gyluleteknél észlelt kilonbség csak a hidroféb oldallancnal mutatkozik meg.

Ennek értelmében a pszeudomicin A' NMR spektrum adatai gyakorlati-
lag azonosak az 6sszes tébbi pszeudomicinével, igy a pszeudomicin A, B, C
és C' vegyuletek NMR adataival. Az 'H, '>C és 2D NMR spektrumok részletes
tanulmanyozasa utan, beleértve a pszeudomicin A'-re vonatkozé TOCSY és
HMQC adatokat is, azt talaltuk, hogy a pszeudomicin A' hidroféb oldallanca-
ban 3,4-diol funkciés csoport van jelen; a protonoknak és a protont hordozé
szénatomoknak a molekuldban elfoglalt helye tisztazhaté volt (lasd az 1.

tablazatot).



A pszeudomicin A' szerkezetét az alabbi tomegspektrometrias és NMR

adatok alapjan hataroztuk meg, és az (IA) képlettel mutatjuk be.

1. tablazat
Pszeudomicin A'-re vonatkozé 'H és 1*C-NMR adatok; H,O+CD3;CN-

-ben
Aminosav | Helyzet SH __&¢
Ser NH 8.28 -
Qa 4.59 54.0
P- B1 4.50 65.5
B2 441
Dab-1* NH 8.48 -
o 4.15 53.1
Bl 1.98
Y 291 37.4
NH- 7.50 -
Asp NH 8.34 -
[0 4.54 51.5
Bl 2.86 36.0
2 2.80
Lvs NH 7.80 -
(o] 4.16 54.6
B 1.75 30.8
vl 1.31 23.2
2 1.22
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Aminosav | Helyzet SH d¢
o 1.54 27.2
3 2.83 40.4
NH- 7.34 -
Dab-2* NH 8.09 -
; o 4.28 52.1
g1 2.11 2
{ g2 1.96
y 2.89 37.6
NH, -
Thr NH 7.63 -
a 4.28 59.8
B 3.92 68.6
y 1.16 204
Dhb NH 945 -
B 6.49 133.9
' Y 1.69 13.5
Hyd. Asp NH 7.85 -
o 494 56.9
8 478 71.6
Cl1Thr NH 7.88
a 4.87 56.0
B 4.31 72.3
yl 3.50 45.6
Y2 3.42
Side chain 2a 247 39.4
2b 2.30
3 3.76 72.6
4 3.39 75.1
5 141 33.3
6-14 1.21 324.
30.2X4.
299,
27.2.
26.4.
23.2
15 0.81 14.3 J

* A Dab-1-re és Dab-2-re vonatkozé adatok egymassal felcserélhetok.




A pszeudomicin B' szerkezetének meghatarozasa

A pszeudomicin B' szerkezetének meghatarozasa szintén a témeg-
spektrum és NMR spektrum adatok értelmezése alapjan tértént. A molekula
osszegképletét: CaoHgsCIN12019 [M/z 1179,5685 a CasHgsCIN12019 Osszeg-
képletre szamitva (M+H)", A - 1,8 ppm] nagy feloldasi FAB-MS adatok alap-
jan hataroztuk meg. Ez a képlet két CH, csoporttal kevesebbet mutatott a
pszeudomicin B képletéhez viszonyitva. Az 'H, °C és 2D NMR adatok részle-
tes vizsgalata, ideértve a TOCSY és HMQC spektrum adatok értékeléseét is
azt mutatta, hogy az ismert pszeudomicinekhez hasonlé aminosav 6sszetétel-
lel allunk szemben. Ezen talmenéen az NMR adatok 3-hidroxi-dodekansav
jelenlétére utaltak (lasd a 2. tablazatot). A spektrum adatokbél megallapithatd
volt a pszeudomicin B' szerkezete, ezt az (IB) képlettel mutatjuk be. A
pszeudomicin B' (IB) képletét az alabbi tomegspektrum és NMR spektrum

adatok alapjan hataroztuk meg.

2. tablazat
A pszeudomicin B'-re vonatkozé 'H és '*C-NMR adatok;

H,O+CD;CN-ben

Aminosav | Helyzet Y d¢c
Ser NH 8.31 -
a 4.64 335
Bl 4.54 65.8
2 4.35
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Aminosav | Helyzet OH dc
Dab-1* NH 8.52 -
o 4.13 53.3
Bl 2.02 28.7
2
Y 2.94 373
NH- 7.54 -
Asp NH 8.30 -
o3 4.56 51.6
Bl 2.86 36.0
g2 2.80
Lys NH 7.90 -
a 4.09 54.9
g 1.75 29.8
yli 1.28 23.2
Y2 1.18
(3 1.52 273
E 2.82 40.4
NH» 7.34 -
Dab-2* NH 8.24
QL 4.35 51.8
g1 2.12 29.2
B2 1.99
Y 2.90 37.7
NH, -
Thr NH 7.75 -
a 4.23 604
B 3.93 68.2
y 1.18 20.5
Dhb NH 9.45 -
B 6.57 134.8
y 1.68 13.7
Hvd. Asp NH 7.79 -
o 495 57.1
B 171 72.0

e .
sece O e o
. .
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Aminosav | Helyzet OH dc

ClThr NH 7.98

o 4.87 55.8

B 4.31 72.5

yl 3.48 15.6
y2 3.42

Side chain 2a 2.33 43.8
2b 2.24

3 3.85 69.6

4 1.37 37.6

5-11 1.20 324,

30.1,

30.1,

29.8.

23.2
2 0.81

14.4

* A Dab-1-re és Dab-2-re vonatkoz6 adatok egymassal felcserélhetdk.

Kovetkeztetések

LX3

.
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A pszeudomicin A' és B' a nonadepszipeptidek osztalyahoz tartozé U

vegyilleteket képviselnek. Ezen molekulak az ismert pszeudomicinek szerke-

zetéhez hasonldak, minddssze a hidroféb oldallancban mutatkozik eltérés,

azonban ezen vegyiiletek kulcsszerepet jatszhatnak ezen gombaellenes ve-

gyllet csoport szerkezettel dsszefiiggd hatasanak felderitesenél.

4. példa
A Pseudomonas

mutagenézise

syringae

elkiilonitése,

jellemzése

és

A gombaellenes szerek eléallitasa soran a kérnyezetbdl P. syringae-t és

ennek mutansait kulénitettik el és alkalmaztuk.
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Felhasznalt anyagok és modszerek

Az MSU 174 és MSU 16-H torzseket az 5 576 298 szamu amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras szerint kulénitettik el és jellemeztik
(a szabadalom megadasanak idépontja: 1996. november 19., Stroebel G. és
munkatarsai szabadalma); ezen torzsekkel foglalkoznak az alabbi kézlemeé-
nyek: Harrison, L. és munkatarsai: "Pseudomycins, a family of novel peptides
from Pseudomonas syringae possessing broad-spectrum antifungal activity,"
(Pszeudomicinek, Pseudomonas syringae-bél szarmazd, széles spektrumu
gombaellenes hatasu Uj peptidcsalad, J. of Gen. Microbiology, 7, 2857-2865
(1991), tovabba Lamb és munkatarsai "Transposon mutagenesis and tagging
of flurescent pseudomonas: Antimycotic production is necessary for control of
Dutch elm disease", Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 84, 6447-6451 (1987). Fenti
kézleményeket talalmanyunknal referenciaként tekintjik.

Kémiailag eldidézett mutagenézis segitségével ezen vad tipusu tor-
zsekbél és mutansaikbdl tovabbi torzsek lettek eléallitva. Az MSU 174, MSU
16H és 25-B1 torzseken mutagenézist végeztiink. A mutagenézisnek alave-
tett torzseket CSM tapkdzegben tenyésztjilk, majd a tenyészetet muta-
genezist eldidéz6é vegylletet: 1-metil-3-nitro-1-nitrozo-guanidint (NTG vagy
MNNG) tartalmazé tapkdzegbe vissziik, ahol a mutagenezist el6idézé vegyu-
let koncentracidja 0, 1, 2, 4, 16 vagy 32 pg/ml. Az igy nyert sejteket fagyaszt-
va taroljuk a tovabbi vizsgalat és elkulonités el6tt.

Mutagenizalt sejteket kulonitink el egy vagy tébb pszeudomicin, igy
pszeudomicin A' és/vagy B' termelése szempontjabdl kedvezd tenyésztési
korulmények kozott. Kémiailag mutagenizalt P. syringae sejteket, mint a
mutagenizalt 25-B1 torzset felolvasztjuk, és 6 sejt/ml koncentraciora higitjuk
N21SM tapkozeggel (lasd az 5. tablazatot). Ezen tapkézeg némely esetben

egy vagy tobb, szelekcidhoz alkalmas komponenst, igy foszfat kulénb6z6

e g0
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gombolyl fenekl mikrotiter lemezre viszink fel atlagban 0,3 sejt/lyuk

s o
e ove o

kon-

centraciéra szamitva. A parolgas csokkentésére minden egyes lyukba szil-

ikon olajat téltiink. Razas kézben a lemezeket 25 °C hémérsékleten 6-12 na-

pig inkubaljuk.

5. tablazat

Az N21SM tapkoézeg osszetétele

Komponensek glliter
Glikoz 20
Ammoénium-szulfat 0,5
Mononatrium-glutamat vagy L-glutaminsav 2
L-hisztidin 2
Glicin 0,5
Oldhat6é keményit6 5
KH,PO4 0,2
Czapek-féle szervetlen sooldat 2 ml
MES puffer 9,8

A pH 5,0 értékre van allitva

Az inkubalast kévetéen minden egyes nyilasbol alikvot részt (altalaban 5

TI-t) széria higitasnak vetiink ala (igy példaul 1:56, 1:196, 1:320, 1:686

és/vagy 1:1715 aranyban), majd a higitasok gombaellenes hatasat Candida

albicans-sal szemben vizsgaljuk folyékony kézegben mikrotiter lemezen bio-

légiai modszerrel. A lemezeket 37 °C hémérsékleten egy ejszakan at

inkubaljuk, ezutan ellenérizzik a C. albicans szaporodasanak gatlasat. A

megfeleld térzseket kivalasztjuk, ezeket CSM tapkdzegbe oltjuk (lasd a 6.

tablazatot), majd 25 °C hémérsékleten 1-3 napig tenyésztjuk.
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6. tablazat

Teljes Streptomyces tapkozeg (CSM)

Komponensek Koncentracié

glliter
Glukoéz 5
Malt6z 4
Difco Triptin sz6ja fézet 30
Difco keményitd extraktum 3
MgSO, 7H,0O 2
pH-allitas nélkul

A kivalasztott térzseket 13 ml N21SM tapkozeget tartalmazé fermenta-
cios lombikokba oltjuk, majd 25 °C hémérsékleten mintegy 66 ora hosszat
tenyésztjilk. A fermentlébél alikvotot vesziink ki, ezt az alikvot térfogataval
azonos térfogatu acetonitrillel 1 6éra hosszat extrahaljuk majd centrifugaljuk,
ezutan dekantaljuk és HPLC vizsgalatot végziink, ellenérizve egy vagy tébb
pszeudomicin, mint pszeudomicin A' vagy B' jelenlétét (az 1-3. példakban is-
mertetett modszer szerint). Azokat a torzseket, amelyek egy vagy tobb
pszeudomicint, igy pszeudomicin A'-t vagy B'-t termelnek, elkulonitjik, Ujra

fermentaljuk, majd nagyobb léptékii tenyésztésre elékészitjik.

Eredmények
A fent ismertetett modszerek szerint eljarva egy vagy tébb pszeudo-

micint, igy pszeudomicin A'-t vagy B'-t termel6 térzset kilonitettink el.

Kovetkeztetés
A fentiekben ismertetett kivalasztasi modszerek eredményesen alkal-

mazhatok olyan P. syringae térzsek elkulonitésére és minimalis tapkozegen
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valé szaporitasara, amelyek egy vagy tébb pszeudomicint, igy pszeudomicin

A'-t vagy B'-t termelnek.

5. példa

P. syringae tenyésztése és pszeudomicinek termelése

A P. syringae-t burgonya terméket nem tartalmazé N21 tapkdzegben
fermentalva (szemben a szakirodalomban P. syringae tenyésztésére alkal-
mazott burgonyatartalmu taptalajjal) elkillénitésre alkalmas koncentracioban

pszeudomicinek termelhetdk.

Pszeudomicinek termelése N21 tapkézegben, razott lombikokban

Felhasznalt anyagok és modszerek

P. syringae-t tenyésztiink 50 ml N21 tapkozeget tartalmazo (lasd a 7.
tablazatot) 250 ml térfogati lombikban. A tenyésztés kezdetén alikvot meny-
nyiségl P. syringae MSU 16H t6rzs inokulumaval beoltast végziink, majd a
tenyésztést 25 °C hémérsékleten 70 %-os nedvességtartalom mellett 7 napig
folytatjuk, mikézben a lombikokat 250 fordulat/perc sebességgel razatjuk. Az
inkubalas végén 4 ml fermentlét kivesziink a lombikbol, majd ezt 0,1 % fosz-
forsav tartalmu 6 ml metanollal elegyitjik. Feltételezések szerint az alacsony
pH stabilizalja a pszeudomicineket. Sziiréssel vagy centrifugalassal a szem-

cseket eltavolitjuk a tiszta oldatbol, majd HPLC miivelettel a pszeudomicinek

c s
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7. tablazat

Az N21 tapkozeg osszetétele

Komponensek glliter
Szacharéz 35
Ammaénium-szulfat 0,5
Mononatrium-glutamat 2
L-hisztidin 2
Glicin 0,5
Oldhaté keményitd 5
KH,PO4 0,2
Czapek-féle szervetlen sboldat 2 mi
Keményitd extraktum 1
MES puffer 9,8
pH allitas 5,2-re

Ellendrizzikk néhany P. syringae torzs pszeudomicin termelését, e mive-
lethez N21 tapkdzeget hasznalunk metil-mirisztat hozzadadasaval és aneélkil.
A vizsgalt P. syringae torzsek kozul értékeltik az MSU 16H, 25-B1, 67H1 es

7H9-1 jelzésii torzseket.

Eredmények

A killdnbézd P. syringae térzseket metil-mirisztat hozzaadasaval vagy
enélkiil tenyésztjilk, a vizsgalt térzsek egy vagy tébb pszeudomicint termeltek
jelentds szinten, igy példaul 10 Tg/ml koncentraciéban pszeudomicin A-t,
pszeudomicin B-t és/vagy pszeudomicin C-t. Némely térzs esetében a metil-

-mirisztat hozzaadasa a pszeudomicin termelést fokozta.
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Koévetkeztetések

A P. syringae killénb6zé térzseit burgonya termékeket nem tartalmazé
tapkézegben tenyésztve ezek kereskedelmi szempontbél jelentés mennyisé-
gl pszeudomicin termelésére képesek, ez a termelés metil-mirisztat hozza-

adasaval stimulalhato.

Pszeudomicin termelés 5000 liter térfogatban, N21 tapkdzeg alkal-
mazasaval
A pszeudomicin termelési médszert 5000 literes szintre néveltilkk meg, a

fermentalast burgonya termékeket nem tartalmazé tapkozeggel végeztiik.

Felhasznalt anyagok és médszerek

Komplett Streptomyces tapkézeget (CSM, lasd az 5. tablazatot) tartal-
maz6 vegetativ szintl lombikokat fagyasztott P. syringae tenyészettel, altala-
ban 67 H1 térzzsel beoltunk, majd a lombikokat 25 °C hémérsékleten 24 éra
hosszat 250 fordulat/perc sebességgel razatjuk. 24 é6raig tarto inkubalas utan
a lombikok tartalmat nagyobb méret(i lombikok beoltasahoz hasznaljuk. Ezen
nagyobb lombikokban CSN tapkézeg van jelen, a lombikok tartalmat 25 °C
homeérsekleten 250 fordulat/perc sebességgel forgatjuk. A vegetativ-szint(
tenyésztéshez hasznalt harom vagy négy lombikban Iévé fermentlét egyesit-
juk, majd ebbdl 0,45 mi-t kivéve ezzel a nagyobb méretii lombikokat beoltjuk.
Erre a célra 2,5 liter térfogatd Tunair™ tipust lombikokat hasznalunk, ame-
lyek mintegy 900 ml CSM tapkozeget tartalmaznak. Minden egyes fermentor-
hoz két Tunair™ lombik tartalmat hasznaljuk fel. A Tunair™ lombikokban az
inkubalast 16 6ra hosszat végezzik.

Ezutan a Tunair™ lombikokban lévé tenyészeteket fém inokulum tar-
talyban egyesitjuk. Ezen egyesitett tenyészetekkel oltjuk be a 15. tablazat
szerinti tapkézeget tartalmazo tankot, amit kiegészitiink 3 g/liter (6sszesen 4
g/liter) glicinnel, 1 g/liter sz6jabab olajjal és 1 g/liter keményité extraktummal.

A nagyléptéki tenyésztést 25 °C hémérsékleten 3-4 napig végezzik. A te-
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nyésztés idétartama alatt a feloldott oxigén mennyiségét 30 %-os levegé teli-
tettségre allitjuk a levegd bearamlas és a keverés szabalyozasaval. A pH-t
5,2 +0,2 értékre allitjuk, a pH beallitdsahoz kénsavat vagy natrium-hidroxidot
hasznalunk a sziikségletnek megfeleléen. A nagyléptéki tenyésztésnéel 18
6ra eltelte utan (a fermentacié kezdetétdl szamitva) glikézt taplalunk be 200
ml/éra Utemben. 20 6raval a nagyléptékli tenyésztés kezdete utan ammoni-
um-hidroxidot taplalunk be 20 ml/éra itemben. A tenyésztés alatt a visszafu-
tast gatlé nyomas 3,4x10* Pa. A keverést 150 fordulat/percre allitjuk, a levegd
bearamlas sebessége 0,5 scfm. Szilkség esetén habzasgatl6é szert adunk a
fermentorba. Ezen kériilmények bizonyos valtozatait szintén vizsgaltuk. A
nagyléptéki tenyésztésnél a fermentalas 3. vagy 4. napjan a P. syringae te-
nyészetet elkulénitjuk. A gombaellenes hatast a 6. példaban leirtak szerint

vizsgaljuk.

Eredmények és kévetkeztetések
Burgonya termékektél mentes tapkézeg alkalmazasaval és a fermenta-
last 5000 liter térfogatban végezve kereskedelmi szempontbdl jelentés

mennyiségli pszeudomicineket tudtunk elballitani.

6. példa

Pszeudomicinek meghatarozasa és tisztitasa

A pszeudomicinek kimutatasa és meghatarozasa gombaellenes ha-

tasuk alapjan

Egy pszeudomicin vagy pszeudomicin elegy jelenlétét vagy mennyisé-
gét a készitmény gombaellenes hatasa alapjan mutathatjuk ki és hatarozhat-
juk meg. A gombaellenes hatast in vitro kérilmények koézott hatarozzuk meg
a minimalis inhibitor koncentracié (MIC) alapjan standard agar higitasi mod-
szert vagy lemez diffGzios vizsgalatot alkalmazva. Egy vagy tobb pszeudo-

micint tartalmazé termék extrahalhato sejttenyészetbdl vagy tisztitott elegy-



bél. A gombaellenes hatas vizsgdlatahoz tipikus gombaként C. albicans-t
hasznalunk. A gombaellenes hatast akkor tekintjik jelentésnek, amennyiben
a vizsgalt készitmény 10-12 mm atmérdji gatlasi zonat hoz létre a Candida
albicans x657-tel beoltott agar lemezeken.

A gombaellenes vizsgalatokat tapkozeg higitasi modszerrel végezzik (a
National Committee for Clinical Laboratory Standards utmutatasa szerint) 96-
-lyuku mikrotiter lemezeken. Sabourauds és dextroz tapkozeget 2,5x10*
Candida/ml koncentracidra allitunk be. A vizsgalati vegytileteket vizben felold-
juk, és kétszeres higitasi oldatokban vizsgaljuk, ahol a legnagyobb koncent-
racié 20 pg/ml. A lemezeket 48 6ra hosszat 35 °C homérsékleten inkubaljuk.
A 3. és 4. tablazatban mutatjuk be a minimalis inhibitor koncentraciéra (MIC)
vonatkozd eredményeket, ahol a vizsgalt vegytlet a szaporodast teljes mér-

tékben gatolta a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

3. tablazat

Pszeudomicin A' gombaellenes hatasa

Mikroorganizmus MIC (W/ml)
Candida albicans 2,5

C. parapsilosis 50
Cryptococcus neoformans 1,25
Aspergillus fumigatus >20
Histoplasma capsulatum 5,0
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4. tablazat

Pszeudomicin B' gombaellenes hatasa

Mikroorganizmus MIC (u/ml)
Candida albicans 10

C. parapsilosis 10
Cryptococcus neoformans 1,25
Aspergillus fumigatus >20
Histoplasma capsulatum 1,25-5,0

A pszeudomicinek kimutatasa és meghatarozasa HPLC maédszerrel

Az egy vagy tébb pszeudomicint tartalmazé mintat szliréssel vagy
centrifugalassal tisztitjuk. A tisztitott mintat Zorbax RxC8 oszlopon (3,5 T ré-
szecskek, 25 x 0,46 cm) kromatografaljuk; aramlasi sebesség: 1 ml/perc. Az
oszlopot 15 percig 0,2 % TFA tartalmi 20 —» 55 % acetonitril linearis gradi-
enssel, majd ezutan 5 percig 0,2 % TFA-tartalmi 55 %-os acetonitrillel
elualjuk. Tipikusan az A’ pszeudomicin mintegy 13,7 perc utan (822 masod-
perc), a pszeudomicin B' pedig 12,4 perc utan (744 masodperc) elualodik. A
pszeudomicinek kimutatasat a 215 nm-nél mért abszorpcié alapjan végezziik,
a kvantitativ meghatarozas az UV csucsok alatti terilet integralasaval torté-
nik. A kimutatashoz és meghatarozashoz mindegyik pszeudomicinbél

standardot hasznalunk.

7. példa
Pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t tartalmazo6 készitmények
Az alabb bemutatott formalasi példak kizardlag a szemléltetés céljat

szolgaljak, és semmiképpen nem korlatozzak a talalmany oltalmi korét. Az
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alabbiakban alkalmazott “hatoéanyag" kifejezés pszeudomicin A'-t és/vagy B'-t

vagy ezek gyogyaszatilag megfelels sojat jelenti.

1. készitmény

Kemény zselatin kapszulakat készitiink az alabbi komponensekbél:

Komponensek Mennyiség

(mg/kapszula)

Hatéanyag 250
Keményité, szaritott 200
Magnézium-sztearat 10
Osszesen 460 mg

2. készitmény
Tablettakat allitunk eld az alabbi komponensekbél. A komponenseket

elegyitjiik, az elegyb&l 665 mg tomegl tablettakat készitiink.

Komponensek Mennyiség
(mgl/kapszula)
Hatbanyag 250
Celluléz, mikrokristalyos 400
Szilicium-dioxid, leparolt 10
Sztearinsav )
Osszesen 665 mg

3. készitmény
Aeroszol oldatot allitunk elé az alabbi komponensekbél. A hatéanyagot

etanollal elegyitjiik, az elegyet a -30 °C-ra leh(tott 22-es jelzés(i hajtoanyag
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egy részletével 6sszekeverjuk, majd az elegyet tolté készulékbe vissziik. A

szikséges mennyiséget ezutdn rozsdamentes acéltartalyba toltjuk, és a

megmaradt hajtbanyaggal meghigitjuk. A tartéedényt ezutan a szelepegy-

séggel lezarjuk.

Komponensek Témeg (g)
Hatéanyag 0,25
Metanol 27,75
22. hajtéanyag (klér-difluor-metan) 74,00
Osszesen 100,00

4. készitmény

60 mg hatbanyag tartalmu tablettakat allitunk elé az alabbi komponen-

sekbdl.

Hatbéanyag 60 mg
Mikrokristalyos cellul6z 45 mg
Poli(vinil-pirrolidon) (10 %-os vizes ol- 4 mg
dat formajaban)

Natrium-karboxi-metil-keményit6 4,5 mg
Magnézium-sztearat 0,5 mg
Talkum 1,0 mg
Osszesen 150 mg

A hatbéanyagot, keményitét és cellulozt 0,32 mm nyilasu szitan atszital-

juk, majd alaposan elkeverjik. Az igy kapott port a polivinil-pirrolidont tartal-

mazo vizes oldattal elegyitjik, majd az elegyet 1,19 mm-es nyilasu szitan at-

torjuk. Az igy kapott granulatumot 50 °C hémérsékleten szaritjuk, majd a
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szaritott anyagot 0,9 mm-es nyilasu szitan attérjuk. A natrium-karboxi-metil-
-kemeényitét, magnézium-sztearatot és talkumot elézetesen 0,25 mm nyilasu
szitan atszitaljuk, majd a fenti granulatumhoz adjuk. Keverés utan az elegyet
tablettaz6 berendezésben préseljiik, egyenként 150 mg témegl tablettakat

eléallitva.

5. készitmény

80 mg hatéanyag-tartalmu kapszulakat allitunk elé az alabbi 6sszetétel

szerint:

Hatbéanyag 80 mg
Keményitd 59 mg
Mikrokristalyos celluloz 59 mg
Magnézium-sztearat 2 mg
Osszesen 200 mg

A hatbanyagot, cellulézt, keményitét és magnézium-sztearatot elegyit-
juk, az elegyet 0,32 mm nyilasa szitan atengedijik, majd 200-200 mg-os

adagokat kemény zselatin kapszulakba toltink.

6. készitmény

Egyenként 225 mg hatéanyagtartalmu kupokat allitunk eld az alabbi

komponensekbél:

Hatdanyag 225mg
Telitett zsirsav-gliceridek 2000 mg
Osszesen 2225 mg

A hatbanyagot 0,25 mm nyilasu szitan atszitaljuk, és elézéleg minimalis
melegitéssel megolvasztott zsirsav-gliceridekben szuszpendaljuk. Az elegyet

ezutan 2 g nominalis kapacitast kuponté formaba toltjuk, és hagyjuk lehdini.



- 43 - Sefeelleflt ol

7. készitmény
5 ml-es adagokban 50 mg hatéanyagot tartalmazo szuszpenziét allitunk

el6 az alabbi komponensekbél:

Hat6éanyag 50 mg
Natrium-karboxi-metil-celluloz 50 mg
Szirup 1,25 ml
Benzoesav-oldat 0,10 ml
izanyag q.v.
Szinezék q.v.
Tisztitott viz, ad S mi

A hatéanyagot 0,32 mm nyilasu szitan atszitaljuk, majd a fent megadott
mennyiségl natrium-karboxi-metil-cellulézzal és sziruppal elegyitve sima
pasztat készitiink. A benzoeasav-oldatot, izanyagot és szinezéket egy adag
vizzel meghigitjuk, majd keverés kdzben fenti pasztahoz adjuk. Az igy nyert

elegyet kelld mennyiségli vizzel a kivant térfogatra feltoltjiik.

8. készitmény
Intravénas készitményt allithatunk eld az alabbiak szerint. Az alabbi

komponensekbdl készilt oldatot 1 ml/perc sebességgel adjuk be a kezelt

személynek.
Hatéanyag 100 mg
Izotdnias natrium-klorid-oldat 1000 mg

Az elbnybés megoldasok és miiveletek bemutatasaval a fentiekben is-
mertettik a taldlmanyt. Hangsulyozni szeretnénk azonban, hogy szamos
valtoztatas és modositas végezhetd a fentiekben ismertetett megoldasok

alapjan, anélkul, hogy a talalmany oltalmi kérétél és elgondolasatdl eltérnénk.



Szabadalmi igénypontok

1. Elkulénitett pszeudomicin, amely pszeudomicin A'-t, ennek gyogya-
szatilag megfeleld sojat, hidratjat vagy észter-szarmazékat, pszeudomicin B'-
-t, ennek gyogyaszatilag megfelelé sojat, hidratjat vagy észterszarmazekat
vagy ezek elegyét tartalmazza.

2. Az 1. igénypont szerinti pszeudomicin, amely pszeudomicin A'-t vagy
ennek gyogyaszatilag megfelelé sojat, hidratjat vagy észter-szarmazékat tar-
talmazza.

3. A 2. igénypont szerinti (IA) képletii pszeudomicin vagy ennek gyogya-
szatilag megfelel6 séja, hidratja vagy észter-szarmazeka.

4. Az 1. igénypont szerinti pszeudomicin, amely pszeudomicin B'-t vagy
ennek gyogyaszatilag megfelels sojat, hidratjat vagy észter-szarmazekat tar-
talmazza.

5. A 4. igénypont szerinti (IB) képletli pszeudomicin vagy ennek gyogya-
szatilag megfeleld séja, hidratja vagy észter-szarmazeéka.

6. (IA) keépleti elkilénitett vegytlet vagy ennek gyégyaszatilag megfele-
16 s6ja, hidratja vagy észter-szarmazéka.

7. (IB) képletii elkildnitett vegyilet vagy ennek gyégyaszatilag megfele-
16 soja, hidratja vagy észter-szarmazéka.

8. Eljaras gombak aktivitdsanak gatlasara, azzal jellemezve,
hogy a kezelend gombat olyan elkilonitett pszeudomicinnel hozzuk érintke-
zésbe, ahol ezen pszeudomicin pszeudomicin A'-t, e vegyulet gyogyaszatilag
megfeleld séjat, hidratjat, észter-szarmazékat, pszeudomicin B'-t, e vegylulet
gyogyaszatilag megfelelé sojat, hidratjat, észter-szarmazékat vagy ezek ele-

gyét tartalmazza.



9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a ke-
zeléshez hasznalt pszeudomicin pszeudomicin A'-t vagy ennek gyégyaszati-
lag megfeleld séjat, hidratjat vagy észter-szarmazékat tartalmazza.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kezeléshez hasznalt pszeudomicin (IA) képletii vegyilet vagy ennek gydgya-
szatilag megfelel6 soja, hidratja vagy észter-szarmazéka.

11. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kezeléshez hasznalt pszeudomicin pszeudomicin B'-t, vagy ennek gyogya-
szatilag megfeleld séjat, hidratjat vagy észter-szarmazékat tartalmazza.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kezeléshez hasznalt pszeudomicin (IB) képletli vegyilet vagy ennek gyogya-
szatilag megfeleld s¢ja, hidratja vagy észter-szarmazéka.

13. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kezelt gomba Candida parapsilosis, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans vagy Histoplasma capsulatum.

14. Eljaras gombak aktivitdsanak gatlasara, azzal jellemezve,
hogy a kezelend6 gombat (IA) képleti elkilonitett vegyiilettel vagy ennek
gyogyaszatilag megfelelé séjaval, hidratjaval vagy észter-szarmazékaval hoz-
zuk érintkezésbe.

15. Eljaras gombak gatlasara, azzal jellemezve, hogy a keze-
lendé gombat (IB) képletl elkulonitett vegyllettel vagy ennek gyégyaszatilag
megfeleld so6javal, hidratjaval vagy észter-szarmazékaval hozzuk érintkezés-
be.

16. Az 1-7. igénypontok szerinti vegyuletek alkalmazasa gombak aktivi-
tasanak gatlasara adhat6 gydgyaszati készitmények eldallitasara.

17. Az 1-7. igénypontok szerinti vegylletek alkalmazasa gombak aktivi-
tasanak gatlasara vagy gombas fertézés szimptémainak csékkentésére ad-

hat6é gydgyaszati készitmények eléallitasara.



18. Eljaras gombak gatlasara névényeken vagy névényekben, azzal
jellemezve, hogy a kezelendé névényt pszeudomicin A'-t, ennek gyogya-
szatilag megfelel6 soéjat, hidratjat, észterét, pszeudomicin B'-t, ennek gyogya-
szatilag megfelel6 sojat, hidratjat, észter-szarmazékat vagy ezek elegyet tar-
talmazo, elkuldnitett pszeudomicinnel hozzuk érintkezésbe.

19. Eljaras gombak gatlasara névényeken vagy névényekben, azzal
jellemezve, hogy a kezelendd névényt elkildnitett (IA) képletl vegyulet-
tel hozzuk érintkezésbe.

20. Eljaras gombak gatlasara névényeken vagy névényekben, azzal
jellemezve, hogy a kezelend6 novényt elkulonitett (IB) képleti vegyilet-

tel hozzuk érintkezésbe.

A meghatalmazott:
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