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METODO DE PREPARACION DE NUEVA MEDICINA ANTIBACTERIALDE

POLIPEPTIDO RECOMBINANTE

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencién se relaciona con el campo de la produccién de
medicina antibidtica, y mas especificamente, con un método de preparacion de

una nueva medicina antibacterial de polipéptido recombinante.

ANTECEDENTES

Los antibioticos novedosos se han estudiado con grandes esfuerzos, entre
los cuales los métodos de matar células al formar canales de ion en la membrana
celular de la bacteria parecen ser directamente un acercamiento prometedor.
Existen muchas toxinas bacterianas que trabajan en dicho mecanismoc en la
naturaleza. El ejemplo modelo de dicha toxina es colicina, una toxina bacteriana
secretada por Escherichia coli. A comienzos de 1946, H. Florey y otros, los
inventores de la penicilina, habian evaluado completamente acerca de la colicina
en su actividad antibacterial, seguridad y toxicologia (Diario Britanico de Patologia
Experimental. 1946(27), 378-390). Ellos encontraron que la colicina es de gran
actividad antibacterial, con muy buen efecto antibacterial aun después de diluirse
millones de veces. Sin embargo, el espectro antimicrobiano la colicina es muy
especifico, enfocado Unicamente a Escherichia coli y algunas bacterias gram-
negativas con relaciones cercanas. La Colicina la fue encontrada por Jaccb y
otros en 1953 con gran actividad antibacterial a un pH de 6-7. En 1978, Finkelstein
y otros encontraron una colicina K inducible por canales de iones que podia formar
canales de iones dependientes del voltaje en la membrana de lipido bimolecular
artificial, fundamentalmente explicando de esta forma el mecanismo antibacterial
de la toxina bacteriana, formando canales de iones fatales en la membrana de las

células objetivo. En 1996, Qiu y Finkelstein y otros, revelaron [a estructura espacial



transmembrana de la colicina la cuando los canales de iones se formaron en la
membrana de lipido bimolecular artifical abierta o cerrada, y asi se suministra una
base teorica para el disefio y !a preparacién de nuevos antibiéticos a un nivel
molecular. En 2001, Qiu construyo y preparé una medicina artificial de polipéptido
antibacterial contra el Staphylococcus resistente a los farmacos por medio de la
fusion de colicina con feromona de Staphylococcus aureus, dicho polipéptido tiene
una actividad y selectividad bactericida tanto in vivo como in vitro. Del mismo
modo, Qiu construyo polipéptidos artificiales antibacteriales contra Enferococcus
resistente a vancomicina y Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina,
dichos polipéptidos exhiben, en experimentos tanto in vivo como in vitro, un efecto
bactericida especifico, estable y rapido contra esas bacterias patogénicas
formidable para los antibidticos disponibles hoy en dia, con un efecto farmacéutico
de decenas de miles de veces mas que los de vancomicina, oxacilina o penicilina,
etc. Los resultados relevantes fueron publicados en articulos tales como
Biotecnologia de Ila Naturaleza (21(12): 1480-85, 2003), y Agentes
Antimicrobianos y Quimioterapia (49(3): 1184-1189, 2009), etc.

En este proyecto, la nueva idea de investigacion y acercamiento se
suministra para la construccion de polipéeptidos antibacteriales artificiales al
fusionar colicina con miméticos de anticuerpos contra los antigenos de bacteria
patogénica, y un polipéptido antibacterial artificial, la medicina de feromona
antibidtica de espectro amplio, se ha preparado de forma exitosa. El inventor
suministra ideas tnicas e innovacion tedrica en el campo de los farmacos de
polipéptidos antibacteriales, con patentes presentadas y métodos establecidos
para construcciéon artificial de miméticos de anticuerpos miniatura, y los resultados
relevantes publicados en Bictecnologia de la Naturaleza (25(8): 921-929, 2007).
Debido a su mecanismo bactericida especial, la medicina de feromona antibidtica
de amplio espectro novedosa y eficiente del proyecto exhibe un buen efecto

bactericida contra las bacterias resistentes a los farmacos, mas fuerte que los de



los antibidticos disponibles ahora, tal como Pseudomonas aeruginosa resistente a
multiples farmacos (MDRPA), Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), y enterococcus resistente a vancomicina (VRE), etc. El desarrollo y
preparacion de dicha medicina jugara un papel importante en la solucion de los
problemas causados por el tratamiento de bacterias resistentes a los farmacos asi
como en el cuidado de la salud.

La medicina de feromona antibiética de amplic espectro del proyecto es un
material completamente diferente de los antibioticos de péptidos pequefios (por
ejemplo, perforina humana y péptido antibacterial de gusano de seda) estudiados
dentro y fuera del pais. Existen varias diferencias entre los dos: (1) Al igual que la
colicina, dicho polipéptido antibacterial artificial trabaja en una conformacién de
mondomero, es decir, una unica molécula que construye toda una unidad de
trabajo; mientras que los antibidticos de péptidos pequenos trabajan en
conformaciones de polimero, es decir, decenas de moléculas que construyen toda
una unidad de trabajo. (2) Al igual que la colicina, dicho polipéptido antibacterial
artificial puede funcionar dentro de la circulacion sanguinea e in vivo; mientras que
los antibidticos de péptides pequefos no puede. (3) Al igual que la colicina, dicho
polipéptido antibacterial artificial forma canales de iones dependientes del voltaje
en la membrana celular de las células objetivo, lo que lleva a un mejor mecanismo
bactericida y mayor eficiencia que el canal formado por antibioticos de peptidos
pequefics en la membrana celular de las células objetivo. De acuerdo con la
literatura del estado del arte buscado hasta 2010, casi todos de dichos antibidticos
de péptidos pequerios tienen un defecto fatal en experimentos en animales in vivo,
especialmente, se degradan por medio de las proteasas dentro de los animales.
Por lo tanto, ninguno de los farmacos desarrollados a partir de precursores de
farmacos de antibiéticos de péptidos pequefios simples paso la prueba clinica. Sin
embargo, el prototipo del nuevo farmaco de polipéptido antibacterial artificial

desarrollado y preparado en el proyecto es per se una bacteriocina producida a




partir de la coexistencia en canales alimenticios humanos y animales con una

estructura completamente diferentes y mecanismo de funcién a partir de péptidos
pequenos simples. En los 8 afos de las pruebas tanto in vivo como in vitro, la
medicina siempre muestra gran actividad bactericida, y desempefia buen efecto
" bactericida y terapéutico en modeles de animales grandes (por ejemplo, vacas
lecheras y cabras) bien sea administrado por inyeccion local o por inyeccidon
intravenosa. Por lo tanto, no existe ninguna limitacion para el nuevo farmaco de
dicho polipéptido antibacterial artificial para ser utilizado in vivo como aquellos de
dichos péptidos pequefios.

Se muestra al buscar la literatura que en el presente, la colicina, los
polipéptidos de transducciéon de sefial bacteriana asi como las medificaciones de
anticuerpo se han estudiado fuera del pais respectivamente, pero no hay ninguna
investigacion llevada a cabo con dicha idea de investigacion o ruta de técnica
como en el presente proyecto, no se publicd ningun articulo similar. Se muestra al

buscar en NCBI| (www.ncbi.nlm.nih.qov) en Junio de 2010 que habia mas de 2600

literaturas listadas acerca de la colicina, mas de 7300 acerca de feromonas, mas
de 2100 acerca de reconstitucion de anticuerpo, mas de 3800 acerca de
inmunotoxinas, y mas de 94000 acerca de resistencia antibidtica, entre los cuales
ninguno de dichos conceptos cientificos, ideas de disefio o practica de
investigaciéon se relacionaba con el presente proyecto reportado. En Junio de
2010, se manifestd en una busqueda de novedad por parte de la estacion de
trabajo de busqueda de novedad (No.1) del Ministerio de Educacion, Republica de
China que, excepto para los reportes del presente proyecto, no habia ningun
reporte, tanto en el pais como fuera de éste, sobre la construccién de una
medicina de polipéptido antibacterial artificial contra la bacteria objetivo que utilice
colicina para unirse a la feromona bacteriana objetivo o los miméticos de
anticuerpo bacteriano objetivo disefados artificiales. Mientras tanto, no hubo

ningun reporte, tanto en el pais como fuera de él, sobre farmacos humanos o




animales o pesticidas preparados de acuerdo con el método de construccion del

polipéptido antibacterial artificial objetivo del proyecto.

Dicha medicina de feromona antibidética de amplio espectro se ha
desarrollado para animales {un farmaco para el tratamiento de mastitis bovina) y
humanos (antibioticos) de acuerdo con la demanda actual. Se ha demostrado por
medio de pruebas antibacterianas tanto in vivo como in vitro que, dicha feromona
exhibe fuerte efecto antibacterial, especialmente in vivo, lo cual es mucho mejor
que in vitro. En Mayo de 2010, se ha probado en una evaluacion de seguridad por
parte del Centro de Prueba y Supervisién de Farmacos Veterinarios, Ministerio de
Agricultura, Republica de China, que dicha medicina no es toxica y no causara
mutacién o teratogénesis. Los resultados de evaluacion de seguridad de la
medicina terminada son los siguientes:

(1) se mostro por medio de pruebas de toxicidad aguda en ratas y ratones
que dicho farmaco no es toxico (Reporte No. WTPJ20100003);

(2) la mutacion reversa de Salmonelfa typhimurium (Ames) salié negativa,
indicando la no mutagenicidad de dicho farmaco (Reporte No. WTPJ20100003(2));

(3) el resultado de la prueba micronuclear de osteocitos de medula de rata
es negativo, lo cual indica que no hay mutagenicidad de dicho farmaco (Reporte
No. WTPJ20100003(3)),

(4) el resultado de la prueba de malformacién de esperma de ratones es
negativo, lo cual indica que no hay efecto que causa teratogénesis en el esperma
de ratones (Reporte No. WTPJ20100003(4));

(5) 1a medicina recombinante de polipeptido antibacterial se probo para la
inhibicién in vitro y el efecto bactericida en la bacteria patogénica aislada de
mastitis bovina. Los resultados muestran que:

A. La medicina recombinante de polipéptido antibacterial tiene un efecto
antibiético de amplio espectro, asi como buena inhibicion y efecto bactericida en

varias bacterias patogenicas de mastitis bovina in vitro.




B. La medicina recombinante de polipéptido antibacterial (Titulo de Solicitud
de Patente: Un nuevo antibictico y secuencia de nucledtido, método de
preparacion y aplicacion del mismo, Solicitud No. CN200910157564.5) tienen
mejor inhibicién y efecto bactericida contra Staphylococcus (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus  saprophyticus, vy
Staphylococcus sciuri), con MiCsg de 0.125 pg/mL, y MBCsp de 0.25 pg/mL, lo cual
es una diferencia extremadamente significante de los controles de cefalotina
(2ug/ml), oxacilina (4 pg/ml), penicilina, ampicilina, lincomicina, y gentamicina
(cada una con mas de 8 pg/ml). Después de |la estandarizacion de acuerdo con el
peso molecular de la medicina, la inhibicion y el efecto bactericida del polipéptido
(MW 70,000) contra Staphylococcus es 2100 veces que la de la cefalotina (MW
523), y 5300 veces la de la oxacilina (MW 423).

C. La medicina recombinante de polipeptido antibacterial muestra inhibicidon
equivalente y efecto bactericida contra Streptococcus, Arcanobacterium pyogenes,
y Enterobacteriaceae (tal como Escherichia coli, etc.), con 1.0 pg/mL de MICs v
20 pg/mL de MBCsy contra Streptococcus (Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, y Streptococcus bovis), 0.25
ug/mL de MICs, v 1.0 pg/mL de MBCso contra Arcanobacterium pyogenes, asi
como 1.0 pg/mL de MICsq v 1.0 pg/mL de MBCso contra Enterobacteriaceae (tal
como Escherichia coll, etc.).

D. No hay diferencia significativa de inhibicién y efecto bactericida para la
medicina recombinante de polipéptido antibacterial entre la cepa sensible y la cepa
resistente al farmaco de la bacteria, pero la medicina recombinante de polipéptido
antibacterial tiene inhibicién eficiente alta y efecto bactericida contra varios

Staphylococcus, Streptococcus y Escherichia coli resistentes a los farmacos.

En pruebas previas de tratamiento de animales grandes (terapia

experimental de mastitis bovina) 112 se curaron, con una tasa de cura de 95%. Se




detecto por parte del Centro de Valoracion de Seguridad de Farmacos Veterinarios

del Estado que, la medicina pertenece a los farmacos no téxicos, y no generaran
toxicidad o efecto perjudicial hacia los animales. Mientras tanto, como una
sustancia de feromona degradable, dicha medicina evita los residuos de farmacos
de antibidticos normales después del tratamiento de enfermedades de animales y
aves. Se ilustrdé por medio de una prueba por parte de |la Estacidon de Inspeccién y
Supervisién de Calidad de Lacteos de Beijing que no se detectd ningln residuo
antibiotico a partir de la leche producida por las vacas tratadas con dicha medicina
(Reporte de Deteccidn No. A2009-249).

En cuanto a la produccion de dicho antibidtico recombinante, la solicitud de
patente anterior (Titulo de Solicitud de Patente: Un nuevo antibidtico y secuencia
de nucledtido, método de preparacion y aplicacién del mismo, Solicitud No.
CN200910157564.5) divulga, en el Ejemplo 1 de la descripcion, un método de
preparacion integral de dicho péptido antibacterial, en donde el método de cultivo
de rutina se llevdo a cabo durante los pasos de expresion de la proteina
recombinante inducida por la bateria enriquecida despues que se obtuvo un
plasmido recombinante y se transformé en células competentes. Durante la etapa
de experimento, no hay alto requerimiento en la eficiencia de produccidn y la
cantidad de preparacion. Sin embargo, después que el valor médico del péptido
antibacterial recombinante se verific6 por medio de valoracion clinica,
experimentos animales y seguridad. El costo del proceso de preparacion en dicha
solicitud de patente es muy alto para ser utilizado y también muy dificil para
obtener varios productos de expresidn de proteina recombinante con alta pureza.
Por lo tanto, como llevar a cabo el desarrollo eficiente y fa produccién a gran
escala es un problema el cual se debe resolver en la aplicacion practica para dicha

medicina.

RESUMEN DE LA INVENCION




Con base en la ausencia de dicho campo y las demandas emergentes, la
invencion suministra un método de preparacién de dicho polipéptido antibacterial
recombinante.

Se suministra un método de preparacidn de la medicina de polipéptido
antibacterial recombinante, que comprende los siguientes pasos:

(1) Preparar la cepa Escherichia coil que comprende plasmido recombinante, y
congelarla para preservacion,

(2) Alargar la cultivacion de la cepa en un medio de produccion liguido, y

(3) inducir la cepa para expresar el polipéptido antibacterial recombinante y
purificar el polipéptido,

caracterizado porque dicho medio de produccion liquido comprende, en
peso, fosfato de hidrégeno de disodio de 0.4% - 0.7%, fosfato de dihidrogeno de
potasio de 0.1% - 0.6%, cloruro de amonio de 0.05% - 0.2%, cloruro de calcio de
0.0005%-0.001%, sulfato de magnesio de 0.5%-2.5%, peptona de 1% - 3%, polvo
de extracto de levadura de 0.5% - 1%, glucosa de 0.1% - 0.5%, cloruro de sodio
de 0.2% - 0.8% vy el resto de agua.

Dicho medio de produccion liquidoe comprende, en % peso, fosfato de
hidrogeno de disodio de 0.68%, fosfato de dihidrogeno de potasio de 0.3%, cloruro
de amoenio de 0.1%, cloruro de calcio de 0.001%, sulfato de magnesio de 0.02%,
peptona de 2.5%, polve de extracto de levadura de 0.75%, glucosa de 0.2%,
cloruro de sodio de 0.6% y el resto de agua.

Dicho alargamiento de cultivacién comprende tres etapas, con parametros
de 220 rpm, 37°C, y de 3-8 horas en cada etapa.

Dicha induccién de la cepa para expresar el polipeptido antibacterial
recombinante significa tratar el liquide de bacteria fuera del paso (2) como se
muestra a continuacion: revolver a una tasa de 220 rpm, con el maximo volumen
de flujo de oxigeno, 30°C por 2-4 horas; 42°C por 0.5 horas; y 37°C por 1-2 horas,;

IPTG con una concentracion final de 0.5mM se adiciona cuando se llega a 42°C.




Antes de dicho paso (2), la cepa se trata asi:

(1) La cepa se descongela a 4°C, se recupera por toda la noche en un
medid liguido LB que contiene 50 pg/ml de AMP a 220 rpm, 37°C, y luego se
recubre sobre un medio sélido LB para cultivar colonias simples.

{2) La colonia simple se recoge y se cultiva en 1.5ml de medio liquido LB a
220 rpm, 37°C por 5-8 horas, y luego se transfiere en 100m| de medio liquido LB
para cultivarse a 220 rpm, 37°C por 5-8 horas;

Las composiciones y sus proporciones en dicho LB, en peso, son cloruro de
sodio de 1%, peptona de 1%, extracto de levadura de 0.5%, agar de de 0.8-1%, y
el resto de agua.

Dicho Escherichia coli se refiere al BL-21 Escherichia coli artificial que
contiene plasmido recombinante de pBHC-SA1, pBHC-SA2, pBHC-SA3, pBHC-
SA4, pBHC-SE o pBHC-PA.

Con base en una serie de polipéptidos antibacteriales recombinantes
obtenidos por el inventor previamente, un método de preparacion de antibiéticos
recombinantes se suministra en la presente invencion especialmente para la
preparacién a grande escala del polipéptido antibacterial recombinante con alta
pureza. Los métodos existentes no son adecuados para la produccion a grande
escala debido a su pureza o productividad insatisfactoria, lo cual es un problema
que se debe resolver mientras dichos polipéptidos antibacteriales recombinantes
obtenidos previamente se mueven hacia la aplicacion clinica. Una férmula de
medio que es el mas adecuado para la expresion de los genes extrafios es
Escherichia coli se suministra en la invencion por medio de la selecciéon y la
combinacién optimizada de componentes del medio. Mientras tanto, la pureza y la
productividad del polipéptido antibacterial recombinante en la produccion a grande
escala se optimizan ambas por medio de la seleccién de los parametros optimos
para la cultivacion ampliada, lo cual establece la base para la produccion industrial

y a gran escala de dicho polipéptido antibacterial recombinante.




BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. La comparacion entre AMP y el péptido antibacterial preparado por el
presente método

De izquierda a derecha, CON: tdrbido después de 3 horas; AMP: tirbido
despues de 4 horas; y muestras preparadas en el Ejemplo 1: el lote 194 de
proteina y el lote 198 de proteina siguen claros después de 27 horas.
Figura 2. ensayos de pureza de diferentes lotes de polipéptidos antibacteriales
artificiales

En donde, la Banda 1 es representada por el Marcador de control, la Banda
2 esta representada como el lote 120, la Banda 3 como el lote 122, la Banda 4
como el lote 126, la Banda 5 como el lote 246, la Banda 6 como el lote 247, la
Banda 7 como el lote 248, |la Banda 8 como el lote 250, y la Banda 9 como el lote
252. En donde, el metodo de preparacion de los lotes 120, 122 y 126 es un
método de rutina, mientras que el de los lotes 246, 247, 249, 250 y 252 es €l
nuevo método de la presente invencion.,
Figura 3: comparacién de productividad en diferentes escalas

De izquierda a derecha es la productividad del frasco de agitacion,

fermentador 42L, y fermentador 200L con produccion continua de 10 lotes.

MODALIDADES

El proceso de preparacion de la invencidn se ejemplifica con varios peptidos
especificos antibacteriales recombinantes como se muestra a continuacion, pero
el proceso de preparacion no se limita a estos peptidos antibacteriales

recombinantes especificos.

Ejemplo 1. Proceso de preparacion de péptidos antibacteriales contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, y Pseudomonas

aeruginosa.
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Medios usados en la invencion:
(1) Medio liquido LB

100ML: cloruro de sodio 1g, peptona 1g, y extracto de levadura 0.5g se
adicionar en un frasco de 250 ml con la adicion de 100 ml de agua, se disclvieron
y se trataron en autoclave a 120°C por 8 min.

(2) Medio sélido LB

100ML.: Cloruro de sodio 0.5-1.5g, peptona 0.5-2g, extracto de levadura 0.3-
1g, y agar 0.8-3g se adicionar en un frasco de 250 ml con la adicién de 100 ml de
agua, se disolvieron y se trataron en autociave a 120°C por 8 min. El medio sélido
LD es utilizado para el cultivo en placa de colonias simples después de la
recuperacion de la cepa.

(3) Medio especial para produccion (700 ml, 20 L, 100 L, y 200 L)

La soluciéon de medio contiene, en % de peso, fosfato de hidrégeno de
disodio 0.4%-0.7%, fosfato de dihidrogeno de potasio 0.1%-0.6%, cloruro de
amonio 0.05%-0.2%, cloruro de calcio 0.0005%-0.001%, sulfato de magnesio
0.5%-2.5%, peptona 1%-3%, polvo de extracto de levadura 0.5%-1%, glucosa
0.1%-0.5%, cloruro de sodio 0.2%-0.8% y el resto de agua.

La formula de medio preferida de la invencion se muestra en la Tabla 1.

No. Ingredientes | Cantidad de Cantidad de Cantidad de Cantidad de
materia prima | materia prima | materia prima | materia prima
en 700 ml de en 20 L de en 100 L de en 200 L de
medio medio medio medio
(9) (9) (@) (@)

1 Fosfato de 476 136 680 1360

hidrogeno de
disodio

2 Fosfato de 2.1 60 300 600

dihidrégeno
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de potasio

3 Cloruro de 0.7 20 100 200
amonio

4 Cloruro de 0.007 0.2 1 2
galcio

5 Sulfato de 0.14 4 20 40
magnesio

6 Peptona 17.5 500 2500 5000

7 Polvo de 525 150 750 1500
extracto de
levadura

8 Glucosa 1.4 40 200 400

g Cloruro de 4.2 120 600 1200
sodio

10 Agua 700ml 20L 100 L 200L

Después de la adicion de la cantidad correspondiente de agua, el medio se
traté en autoclave a 121°C por 8 min.
(4) Amortiguador acido borico: acido bérico 0.04 M, NaCl 0.01M, tetraborato de
sodio 0.04M, y EDTA 2mM.
Metodo de preparacion: amortiguador de acido bédrico (5L)= sclucion A (1L) +
solucion B(4L)
Solucion A (1L): acido bérico 12.368 g (0.2M), NaCl 2.925 g (0.05M)
Solucién B (4L): tetraborato de sodio 76.27g (0.05M)
Solucién A 1L y solucion B 4L se mezclaron con la adicién de EDTA 2.9225 g a

una concentracion final de 2mM.

Paso 1: Preparar los plasmidos mutantes recombinantes

(S



Los plasmidos mutantes recombinantes pBHC-SA1, pBHC-SA2, pBHC-
SA3, pBHC-SA4, pBHC-SE y pBHC-PA se prepararon de acuerdo con el método
en el Ejemplo 1 en la descripcibn de la patente con solicitud No.
CN200910157564.5 vy titulada: “Un nuevo antibidtico y secuencia de nucleétido,

meéetodo de preparacion y aplicacion del mismo”,

Paso 2; Transformacién de la célula competente

100 ng de los seis plasmidos mutantes recombinantes se incubaron en hielo
con 40 ul de célula competente artificial BL-21 por 5 minutos, se les suministro
calor a 42°C por 30 segundos, se incubaron en hielo por 2 minutos, se adicionaron
con 160 pl de medio SOC, y se cultivaron en agitador a 220 rpm, 37°C por 1 hora,
se recubrieron sobre el medio LB con 1% de agar y 50 ug/ml de ampicilina, y se
cultivaron por toda la noche a 37°C. Las colonias simples se recogieron y se
cultivaron para obtener la cepa, la cual se conservé a baja temperatura.
Paso 3: Recuperacion de la cepa

1. Recuperacion de la cepa

La cepa conservada se descongelé a 4°C; 1.5 ml de la cepa se transfirieron
en 10 ml del medio LB (que contiene 50ug/ml de AMP) y se cultivaron a 220 rpm,
37°C por 5-8 horas.

2. Inoculacion de la colonia simple

La solucion de bacteria recuperada se diluyd por 10* 0 10° veces; 10ul de ia
solucion de bacteria diluida se transfirieron para recubrir sobre la placa de medic
so6lido LB (que contiene 50ug/ml de AMP), se ubicd en una caja himeda y se
cultivé en incubadora a 37°C por 10-12 horas hasta que las colonias simples han
crecido sobre la superficie del medio.

3. Seleccion y propagacion de la bacteria

(1) La colonia simple con forma regular redonda y con borde suave se

recogido por medio de un palillo esterilizado o ciclo de inoculacion desde la placa, y



se adiciond en 1.5ml del medio LB, y se cultivaron en agitador a 220 rpm, 37°C por
5-8 horas.

(2) 1.5ml de la solucién de bacteria se transfirieron en 100 ml del medio LB,
y se cultivaron en agitador a 220 rpm, 37°C por 5-8 horas.

(3) Propagacion principal: 100 mi de la solucién de bacteria del Gltimo pase
se adicionaron en 700ml del medio especial para la produccién, y se cultivaron en
agitador a 220rpm, 37°C por 5-8 horas.

(4) Propagacion secundaria: 700ml de la solucién de bacteria del ultimo
paso se adicionaron en 6x700 m! del medio especial para produccién, y se
cultivaron en agitador a 220 rpm, 37°C por 5-8 horas.

(5) Tercera propagacién: 6x700mt de la solucién de bacteria del ultimo paso
se adicionaron en 20 L de! medio especial para produccion, y se cultivaron en un
fermentador con una tasa de agitacion de 220 rpm y volumen maximo de flujo de
oxigeno, 37°C por 3-5 horas.

(6) Fermentacion de la bacteria artificial y expresion inducida de proteina:
20 L de la solucién de bacteria del Gltimo paso se adicionaron en 200 L del medio
especial para produccion, y se cultivaron en un fermentador para expresion
inducida de proteina con una tasa de agitacion de 220 rpm y volumen maximo de
flujo de oxigeno, a 30°C por 2-4 horas; 42°C por 0.5 horas; y 37°C por 1-5 horas,
notese que se adiciond ITPG a 42°C con una concentracion final de 0.5 mM.

4. Centrifugacién para la recoleccidn de bacteria

6000 g de solucion de cultivo se centrifugaron a 4°C por 20 min. E!
precipitado se recolecté y se adicion en 50mM de amortiguador de acido borico
(pH 9.0) para re-suspender la bacteria, la cual se manipuld a 4°C, nétese que se
adicionaron 2mM de PMSF en el amortiguador de acido borico.

5. Fragmentacion de talos
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Después de re-suspender completamente en amortiguador de acido bérico
de pH 9.0, los talos se fragmentaron por medio de un Homogeneizador de Alta
Presion a 500-600 bar por 7 veces, con intervalos de 3-5 minutos.

8. Precipitacién de! ADN del talo

La solucion de bateria fragmentada se centrifugd a 55000 g, 4°C por 40
min. El flotante se adicioné con sulfato de estreptomicina (16 botellas de 1 miflén
de unidades de sulfato de estreptomicina se adicionaron en cada 200 ml de
liquido), y se agitaron por 1 h en un agitador magnético.

7. Dialisis

La solucién de bacteria del Ultimo paso se centrifugd a 55000 g, 4°C por 20
min. El flotante se ubicé en una bolsa de didlisis y se dializé por 8-12 horas en
amortiguador de acido bdérico, el cual se cambié una vez cada 4 horas.

8. Purificacion de medicina de proteina y obtencion del farmaco de polipéptido
artificial antibacterial

La solucion de bacteria dializada se centrifugé a 5000 g, 4°C por 20 min. El
flotante se ubico en un vaso y la proteina se purifico al utilizar el método de
intercambio de iones. El flotante se cargd en una columna de intercambio de iones
CM, se lavo completamente, y se eluyd con 50mM de amortiguador de acido
bérico que contiene 0.3M de NaCl para obtener el polipéptido artificial antibacterial

novedoso.

Ejemplo 2. Ensayo de inhibicion de bacteria de la medicina de polipéptido

1. 10 ml del medio BM se llenaron en un frasco cénico y se trataron en
autoclave a 121°C por 8 min.

2. la mesa de trabajo limpia se pre-limpié con alcohol, y luego se esterilizo

con UV por 30 min.
3. 3l del Staphylococcus aureus cultivado por toda la noche se llenaron en

cada 100 ml del frasco conico.



4. en 100ml de frascos coénicos, 10ul de solucion salina estéril, 1ul de
1mg/ml de AMP, y 125pul de 0.8 mg/ml de la muestra de polipéptido pBHC-SA1
preparado por medio del método en el Ejemplo 1 se adicionan y se etiquetan
respectivamente.,

5. las mezclas se agitan cultivadas a 37°C, 220rpm.

6. se observaron a 3h, 6h, 9h, 12h y 24h.

El control en blanco y AMP fueron tirbidas a 3h, mientras que la muestra no
es tarbida a 9h, lo cual muestra que la muestra preparada puede resistir
efectivamente el Staphylococcus aureus, como se muestra en la Figura 1. En
donde, de izquierda a derecha, CON: trubido después de 3 horas; AMP: tdrbido
después de 4 horas; y las muestras preparadas de los lotes 194 y 198 de proteina

en el Ejemplo 1: siguen claras después de 27 horas.

Ejemplo 2. Comparacién de los péptidos antibacteriales preparados entre el
presente metodo de preparacion y el método de rutina.

La pureza de los diferentes lotes de pBHC-SA1 péptido antibacterial
preparado por el presente método de preparacion y el método original (divulgado
en CN200910157564.5) en escala de produccién equivalente se compararon por
medio de electroforesis y manchado en SDS-PAGE. Los resultados muestran que,
a un peso molecular de aproximadamente 75000, las bandas del polipeptido
antibacterial artificial preparado a partir del Ejemplo 1 en la Fila 5, 6, 7 y 8 son
relativamente unitarias, mientras que las bandas mezciadas que contienen varios
pesos moleculares pequerios se muestran en las Filas 2, 3, 4, lo cual ilustra que la
pureza del polipéptido preparado por el meétodo de la invencion es

significantemente mejorado.

Ejemplo 3. Mejora del proceso de produccion



El proceso de produccion se mejord y se optimizé continuamente, y la

escala de produccidén se aumentd de un frasco de agitacidén (8.4L), a un

fermentador 42L (25L), hasta el fermentador final 200 L (100L), sin embargo la

productividad no se influencid, como se muestra en la figura 3. Asi, esto establece

la base para la produccién a gran escala e industrial del polipéptido antibacterial.

Los rendimientos y productividades de 10 lotes de produccién continua en el

frasco de agitacién, el fermentador 42L asi como el fermentador 200L se muestran

en la Tabla 2 y en la Figura 3.

Tabla 2. Rendimiento y productividad

Frasco de agitacion

Fermentador 42 L

Fermentador 200 L

Rendimiento

1893.72

6654.82

31940.00

Productividad
(mg/L)

22.54

26.61

31.94




REIVINDICACIONES

1. Un meétodo de preparacion de una medicina nueva de polipéptido
antibacterial recombinante, que comprende los pasos de:

(a) preparar una cepa de Escherichia coli que comprende plasmido
recombinante y congelar para conservacioén,

(b) ampliar el cultivo de la cepa en un medio de produccion liquido,

(c) inducir la cepa para expresar el polipéptido antibacterial recombinante y
obtener el polipéptido purificado,

caracterizado porque, dicho medio de produccion liquido comprende, en %
de peso, fosfato de hidrogenc de disodio de 0.4% - 0.7%, fosfato de dihidrogeno
de potasio de 0.1% - 0.6%, cloruro de amonio de 0.05% - 0.2%, cloruro de calcio
de 0.0005%-0.001%, sulfato de magnesio de 0.5%-2.5%, peptona de 1% - 3%,
polvo de extracto de levadura de 0.5% - 1%, glucosa de 0.1% - 0.5%, cloruro de

sodio de 0.2% - 0.8% y el resto de agua.

2. El método de preparacion de la reivindicacidn 1, caracterizado porque
dicho medio de produccion liquido comprende, en % de peso, fosfato de hidrogeno
de disodio de 0.68%, fosfato de dihidrégeno de potasio de 0.3%, cloruro de
amonio de 0.1%, cloruro de calcio de 0.001%, sulfato de magnesio de 0.02%,
peptona de 2.5%, polvo de extracto de levadura de 0.75%, glucosa de 0.2%,

cloruro de sodio de 0.6% vy el resto de agua.

3. El método de preparacion de la reivindicacién 1, caracterizado porque
dicha ampliacion de cultivo comprende tres etapas, con parametros de 220 rpm,

37°C, y de 3-8 horas en cada etapa.
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4. El método de preparacidén de la reivindicacion 1, caracterizado porque
dicha induccion de |la cepa para expresar el polipéptido antibacterial recombinante
significa tratar el liquido de bacteria fuera del paso (b) asi: con una tasa de
agitacion de 220 rpm, volumen maxime de flujo de oxigeno, 30°C por 2-4 horas;
42°C por 0.5 horas; y 37°C por 1-2 horas, y se adiciocna IPTG a una concentracion

final de 0.5mM a 42°C.

5. El método de preparacidén de la reivindicacién 1, caracterizado porgue
antes de ampliar el cultivo del paso (b), la cepa se trata asi:

(1) La cepa se descongela a 4°C y se recupera por toda la noche en un
medio liquido LB que contiene 50 pg/ml de AMP a 220 rpm, 37°C, y luego se
recubre sobre el medio sdlido LB para cultivas ¢olonias simples;

(2) La colonia simple se recoge y se cultiva en 1.5 ml de medio liquido LB a
220 rpm, 37°C por 5-8 horas, y luego se transfiere en 100 ml de medio liquido LB y
se cultiva a 220 rpm, 37°C por 5-8 horas;

en donde las composiciones y sus proporciones en dicho LB, en peso, son
cloruro de sodio de 1%, peptona de 1%, extracto de levadura de 0.5%, agar de

0.8-1%, y el resto de agua.

6. El método de preparacion de la reivindicacién 1, caracterizado porque
dicho Escherichia coli se refiere al Escherichia coli BL-21 artificial que contiene
plasmido recombinante de pBHC-SA1, pBHC-SA2, pBHC-SA3, pBHC-SA4, pBHC-

SE o pBHC-PA.



RESUMEN

La invencién suministra un metodo para preparar una nueva medicina de
polipéptido antibacterial recombinante, el cual principalmente se relaciona con la
formula de medio de cultivo liquido adecuada para la produccién a gran escala del
polipeptido antibacterial, asi como la optimizacion de los parametros de cultivo

agrandados.
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SENORES

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones

Bogota

REFERENCIA:

Cordial saludo,

Patente PCT No. PCT/CN2012/071825

Solicitante: BELJING CREATED TRIBIOTECHNOLOGY CO., LTD
Modificaciones presentadas con base en los articulos 28 y 41

durante la Fase Internacional

Teniendo en cuenta los articulos 28 y 41 del Tratado de Cooperacion en Materia de
Patentes — PCT, los cuales relaciono a continuacion:

“Articulo 28: Modificacion de las reivindicaciones, 13
descripcion y fos dibujos ante las oficinas designadas: 1)
e/ solicitante debera tener la oportunidad de modificar las
reivindicaciones, la descripcion y los dibujos presentados
en cada Oficina designada dentro del plazo prescrito.
Ninguna Oficina designada concederd una patente ni
denegard su concesion antes del vencimiento de ese
plazo, salvo con el consentimiento expreso del
solicitante; 2) Las modificaciones no deberdn exceder /a
divulgacion contenida en la solicitud internacional tal
como fuera presentada, salve que la legislacion nacional
del Estado designado lo permita, 3) Las modificaciones
deberdén ser conformes a la legislacion nacional del
Estado designado en todos los aspectos que no estén
previstos en el presente Tratado y en su Reglamento, y
4) Cuando la oficina desiganada exija una traduccion de
la solicitud internacional, las modificaciones deberan
presentarse en el idioma de la traduccion.

Articulo 41: Modificacion de las reivindicaciones, la
descripcion y los dibujos ante las oficinas elegidas: 1) el
soficitante deberd tener la oportunidad de modificar las
reivindicaciones, la descripcion y los dibujos presentados
en cada Oficina designada dentro del plazo prescrito.
Ninguna Oficina designada concederd una patente ni
denegara su concesion antes del vencimiento de ese
plazo, salvo con el consentimiento expreso del
solicitante; 2) Las modificaciones no deberan exceder /a
divulgacion contenida en la solicitud internacional tal
como fuera presentada, salvo que la legisiacion nacional
agel Estado designado lo permita, 3) Las modificaciones
deberdn ser conformes a la legisiacion nacional del
Estado elegido en todos los aspectos gque no _estén
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previstos en el presente Tratado y en su Reglamento; y
4) Cuando la oficina elegida exija una traduccion de Ia
soficitud internacional, las modificaciones deberan
presentarse en el idioma de la traduccion.”

Me permito relacionar las enmiendas o modificaciones presentadas a la solicitud PCT No.
PCT/CN2012/071825, durante la fase internacional, las cuales solicito sean tenidas en cuenta
como parte integral de la presente solicitud.

Agradeciendo de antemano sus gestiones.

Saludos cordiales,

ANDRES MARQUEZ ACOSTA

C.C. 71.666.347
T.P. 156.6%9 del Consejo Superior de la Judicaty/a
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REIVINDICACIONES

1. Un método de preparacion de una medicina nueva de polipéptido
antibacterial recombinante, que comprende los pasos de:

(a) preparar una cepa de Escherichia coli que comprende plasmido
recombinante y congelar para conservacion,

{b) ampliar el cultivo de la cepa en un medio de produccion liquido,

(c) inducir la cepa para expresar el polipéptido antibacterial recombinante y
obtener el polipéptido purificado,

caracterizado porque, dicho medio de produccion liquido comprende, en %
de peso, fosfato de hidrégeno de disodio de 0.4% - 0.7%, fosfato de dihidrégeno
de potasio de 0.1% - 0.6%, cloruro de amonio de 0.05% - 0.2%, cloruro de calcio
de 0.0005%-0.001%, sulfato de magnesio de 0.5%-2.5%, peptona de 1% - 3%,
polvo de extracto de levadura de 0.5% - 1%, glucosa de 0.1% - 0.5%, cloruro de

sodio de 0.2% - 0.8% y el resto de agua.

2. El método de preparacién de la reivindicacion 1, caracterizado porque
dicho medio de produccion liquido comprende, en % de peso, fosfato de hidrégeno
de disodio de 0.68%, fosfato de dihidréogeno de potasio de 0.3%, cloruro de
amonio de 0.1%, cloruro de calcio de 0.001%, sulfato de magnesio de 0.02%,
peptona de 2.5%, polvo de extracto de levadura de 0.75%, glucosa de 0.2%,

cloruro de sodio de 0.6% vy el resto de agua.

3. El método de preparacién de la reivindicacion 1, caracterizado porque
dicha ampliacién de cultivo comprende tres etapas, con parametros de 220 rpm,

37°C, y de 3-8 horas en cada etapa.
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4. El método de preparacion de la reivindicacion 1, caracterizado porque
dicha induccién de la cepa para expresar el polipéptido antibacterial recombinante
significa tratar el liquido de bacteria fuera del paso (b) asi: con una tasa de
agitacion de 220 rpm, volumen maximo de flujo de oxigeno, 30°C por 2-4 horas;
42°C por 0.5 horas; y 37°C por 1-2 horas, y se adiciona IPTG a una concentracion

final de 0.5mM a 42°C.

5. El método de preparacion de la reivindicacion 1, caracterizado porque
antes de ampliar el cultivo del paso (b), la cepa se trata asi:

(1) La cepa se descongela a 4°C y se recupera por toda la noche en un
medio liquido LB que contiene 50 pg/mt de AMP a 220 rpm, 37°C, y luego se
recubre sobre el medic solido LB para cultivas colonias simples;

(2) La colonia simple se recoge y se cultiva en 1.5 ml de medio liquido LB a
220 rpm, 37°C por 5-8 horas, y luego se transfiere en 100 ml de medio liquido LB y
se cultiva a 220 rpm, 37°C por 5-8 horas;

en donde las composiciones y sus proporciones en dicho LB, en peso, son
cloruro de sodio de 1%, peptona de 1%, extracto de levadura de 0.5%, agar de

0.8-1%, y el resto de agua.

6. El método de preparacion de la reivindicacion 1, caracterizado porque
dicho Escherichia coli se refiere al Escherichia cofi BL-21 artificial que contiene
plasmido recombinante de pBHC-SA1, pBHC-SA2, pBHC-SA3, pBHC-SA4, pBHC-

SE o pBHC-PA.

7. Un medio de cultivo, que comprende las composiciones en % de peso
siguientes: fosfato de hidrogeno de disodio de 0.4% - 0.7%, fosfato de dihidrogeno
de potasio de 0.1% - 0.6%, cloruro de amonio de 0.05% - 0.2%, cloruro de calcio

de 0.0005%-0.001%, sulfato de magnesio de 0.5%-2.5%, peptona de 1% - 3%,




polvo de extracto de levadura de 0.5% - 1%, glucosa de 0.1% - 0.5% y cloruro de

sodio de 0.2% - 0.8%.

8. El medio de cultivo de la reivindicacion 7, caracterizado porque
comprende las composiciones en % de peso siguientes: fosfato de hidrégeno de
disodio de 0.68%, fosfato de dihidrogeno de potasio de 0.3%, cloruro de amonio
de 0.1%, cloruro de calcio de 0.001%, sulfato de magnesio de 0.02%, peptona de
2.5%, polvo de extracto de levadura de 0.75%, glucosa de 0.2% y cloruro de sodio

de 0.6%.
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SPEFNEMHEERARER, EERLEARERLRKRRE. shik
B F i, FxEEARERERNEZSE, KA EREHREPRHET
2, mAERE, HIREHE\AENSEETARARIEY, Bk, E#TrH %
(PR AL FF R FAAE P A T R 2L 1 35 B S AL AR P — b R R A 1) 28
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AR LR T T AR BER, BRI LA EARHL KOS %T

— PP R E NI A & T, BEN PR,
(1) FI& &G ELFHH ARG, BEEG
(2) RA B L= BRI T AT K% 3%,
(3) BIEITRILEALELIL:

HFFEET, AR EFHFRENRE A T ZH S ELE PR FRRE
FAEL D BEERE — 41 0.4%—0.7%, BB 24 0.1%-0.6%, EALH: 0.05%—0.2%,
F1E45 0.0005%-0.001%%, TR 0.5%—2.5%, FANK 1%--3%, BEFRM 0.5%-1%.
HEHE 0.1%—0.5%, FALEN 0.2%--0.8%H 4 K

TR A R AN AT O T SASTEFE PR AR, Bag
2 M 0.68%, BERE —Z4M 0.3%, FALEE 0.1%, #ILES 0.001%, Bilgst 0.02%,
HAM 2.5%, BFEE 0.75%., T 0.2%, FALDY0.6%, HKRAK.

FUETE M TY KB FR O A=ZRY RESF, &R AEFNSHY.
220rpm. 37°C. 3-8 /it

ki GRIEEAINE L MG BT (2) BRINEEMI T4, fHid
& 220 rpm, B KEEE, 30°C, 2~4 /b 42°C, 0.5 /hEF; 37°C, 1~2 /)
i, A8 42°C BHADAESERE N 0.5mM # IPTG.

FUdRBIR (20 207, BTN T AL,

(1) HMh 4°CER G, EINFE LIS S0ue/ml AMP B LB # fREE Fe

220rpm. 37°CHFE B ERRM, RE%AT LB EARFE LIFELEE,

(2) PR PR ETE T LSmILB i (A IEFrE, 220rpm. 37CHEFF 5-8 /I #4
Ja¥ % 100mILB #AR R FEEF, 220rpm. 37°CLHIFF 5-8 /BT

FRig LB $3F B 0TH 7 RSB R AT 1%, EOF 1%, &
£} 0.5%, IvNE0.8~1%, 4K,

ik KIgir#ie5 % ® 4% pBHC-SAl. pBHC-SA2. pBHC-SA3.
pBHC-SA4. pBHC-SE = pBHC-PA ft] BL-21 Ti21H.

ETRWANATIHRER— RO EHRPIR LK, ARV IvH-2 RE HiE
BHAE, BIIRTFREH S S ENERTER. E 7 ETNEE R £,
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TERAMEAEFE R TAE B A RESERE, ZIERPAGHRENEANE
55 JRHE (e (e AR 7 PR 38 5 PR o0 200 e B 96 A0 o A AR A o %o % 3 8 A IR A B 4R
WAE, BT —MRES KR EREINERERRRE TR, Bl hERE
T KRS, AR RS ERIEARTD, FIOCMAR A T BT O T #
EANELIRNAR S BNFE. ARG EATE D R,
Tk =35 T

I Bl i BH
Bl 1 AE BTG & R RS AMP RS 5 R

METIF: CON: 3 /i TFERTEIR; AMP 4 /N T EATER; Scrlif) | 4478
FIRFIEES: 194 KBS 198 HLIKE A 27 /B
B 2 AR B LR B R

it | AXTHE Marker, 257 2 O 120 4lkIR, 45 3 24 122 ik, &AHF 4 4
126 #1%, 47 5 A 246 LIk, & 6y 247 fitik, % 7 0 248 fbeR, &8
9250 flbik, 45 9 M 252 fitik. Ko 120, 122, 126 HEREIAEPHEAMA
FiE, 246, 247, 249, 250, 252 MIKAARBEH Hikdre.
& 3. A N EFE L

MEBIA Ny B, 420 KB, 200L REEHEESA 10 KPR,
BAB 5 7 =

AT CL— 2 RO BRI AR UL A R A R4l % L 2, 1A R B AN B T &
R - E7NE )
SHIG] 1. PLRBATE . SRGOEERY . REEEERE . SRR RIS
#TE

ARV 2I R FFE:
(1) LB i

100ml SAL4H 1g, FLHF 1o, B 05g, HJEAEFERLE S B 250ml
REdEA, DU 100ml BK, FHEMR, ERkXKERA 120C 8min K&
(2) 1B Wk FE
100m! S1h5% 0.5~1.5¢, T A 0.5~2g, B 0.3~1g, 4G 0.8~3g, LB

4T
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BB FERTEMNEABLFEREF R mEEEH. BSPRMREE BA
250ml B, AA 100ml B3K, FHER, EaERERN 120C  Smin K
B
(3) £=FHEHFE  (700ml 20L 100L  200LD

B SRR B TR I . RS H 0.4%—0.7%, BERE T 4
0.1%-0.6%, FILH 0.05%—0.2%, FAL4 0.0005%-0.001%, HELEE 0.5%—2.5%,
HAAR 19%--3%, B 0.5%-1%, W& 0.1%—0.5%, TALH 0.2%--0.8%ILR
HK

KRBT IR 1

JF5 | BELERR 700m] 5554 | 201 HEardk 100 L 35774 | 2000 ¥4
HEE (20 | BHEE (0 FEE (o) |REE (g

1 R A % 4.76 136 680 1360

2 iR —EH |21 60 300 600

3 AL 0.7 20 100 200

4 AL, 0.007 0.2 1 2

5 Wik s 0.14 4 20 40

6 EAk 17.5 500 2500 5000

7 REEHEY 5.25 150 750 1500

8 WEHE 1.4 40 200 400

9 F it 4.2 120 600 1200

10 7K 700ml 20L 100L 200L

RAFEMANENERAKE, BEXH, 121T  8min KHE.

(4) THRREEHE: TAFE 0.04M, NaCl0.01M, VYMEES4HH 0.04M, EDTA 2mM
o7k WEMEEEAIE SL=A W 1L+ B ¥ 4L

AR (1LY: TEZ 12.368g (0.2M), NaCl2.925g (0.05M)

B W (4L): TOiMisREh 76.272 (0.05MD,

AL+ B 4L ES,. A EDTA2,9225g #ikf& 5 2mM
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B 1% B =T S
Z I EIE S 200910157564.57, A4 —MEaRMEERIEHFRFI.
Hl & ESNMA " RS RIS GBS 1 8 icE, HRREEYRT R
pBHC-SA1. pBHC-SA2. pBHC-SA3 pBHC-SA4. pBHC-SE. pBHC-PA.
£ R 2. 5% R S A 4l
1§ 6 MPELHRRA TN 100 ng 5 SHI& R BL-21 TIEERZALM 40 vl
UG S areh, b 42°C, 30 ¥, BEAKD 2 8. InA SOC K74 160 ul,
220 rpm, 37°C 12 1 /MEEHER (LB X980 1%3E05, 0 50 ug/ml BFEF
FEFR. 37°CHUFD, HMATERETFEE, EHEMT, REREEM
LB 3 ETE I
WESEUN =1,
B (R A7 E AP ACES %, BY 1.5ml B A 10m] LB $E5rE S (& AMP 50pg/mi),
220rpm. 37°CIE3E 5—8 /it
2 F P T R TR
R R BRIVRFRER 10° 8 10° 44, B 10ul FR B3 5 AU 21045 1T A LB
R 1S 75 5 (AMP 50pg/ml) FAR |, iF 4R BB &, 37 CIHRBFFMHE SR 10-12
N, IBFREREKEREEREE
3Bk R PR
(WA KM T B MR G R S W BT, B8 iE e R
. BN LSmILB E3rEh, R fEFE: 2200pm. 37°CHIFE 5-8 /.
(2)1.5mILB E#EFIE 100ml LB 5 FFH L, R HTFE: 220rpm. 37°CHEFF 5-8
NN
(3)— 4RI KBRS 1§ LB R 100ml FEINA S 700ml 475 H 1 ov kg
F, IRFIEFE: 220rpm. 37°CHEFE 5-8 /T,
(4) "Ry KSR 1§ LB 700ml @A BIINA R 6x700ml 4 7L B R A
b, IRBFEEFE: 220rpm. 37°CHEFE 5-8 /M.
(3) =R/ KIEFE: B L 6x700ml BIEMA T 201 =5 RS,
ERBEHEDIIE. WHEEM 220pm. RKAXUEE, 37CHIFE 3—5 T,
(6) TIEWABAGSRIAED: 1% L5 200 B F 200L £/~ % M
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FEM, TLRME DB FNESRIEAER: HHFER 220 pm, & ABREE, 30°C,
24 /B 42°C, 0.5 /MHEs 37°C, 1~2 /i, i 1A 42°C BEINAN AR A
0.5mM (11 IPTG
4. Bk

K FFIR 6000g, 4°CEILr 20min. WO FRIUTRE, M 50mM HITHRRLE
A0 (pH9.0) P, WEAERE TG P, 7 WG A 2mM
1 PMSF (P32 4. R IEmATE o 22 SRt A EE IR, B A BERIR L 5 R
M 4CHAT.
5. MW EAE

FrRiiA e & BE T pHY.0 BiEEE /s . F & RS a0 500~ 600bar = K1
WRIE, FROEMEEE T R, BIOEEIERNG 3~5 .
6. LIERE DNA

U S BB, 550002, 4°CELL 40min. HY LiER, MARBHEER (&8
200ml #EAAEIIA 16 3R 100 77 B4 AIRFRSHES KD, A IHERS BRI 1h,
7. BT

3% F 4 IR 550008, 4°C &0 20min, HR LiEW, FEAEHRSS, g
Pl BT 8h~12 /N, & 4h BER I — IR
8. HROAWAEALITG RN T2 2 251

1% BN B 550002, 4°CEL 20mm, R EEBBRAENT, XHETF
ARG EA. B LE LT CM B TR, ASEtE. HE 0.3 M NaCl
(f) 50 mM HI B 42 i v B 3G B mT 45 S 20 i B T AR B BK
SR 2. % ARZ A A R

1.7F 100ml i AZ 35 N 10ml BM B ECRIKED . B R &R K 121°C,
8min K .

2. Mg TAEGIAT AW, HEIMT KHE 30min .

3. TEEA 100m] #EERF A Sul i BOEFRRI SR EHEIKE.

4. FF 100ml #AM P > B 10p] EEEFLK, 1pl Img/ml 1 AMP.

LA A= e A SERB AR 1 977 14 15 AT 0.8me/ml 49 pBHC-SAL £ BEFE & 12501,
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PE#F AR

5. MAIRBIREFRFE T, 37°C. 220rmp 3R,

6. £ 3h. 6h. Oh. 12h. 24h Bt MEEMIF R .

AR AMP 1€ 3h #7208, HESATE Oh RiRih, U8 G B S R
ML B O EATERE, WEl ). WAEFIG: CON: 3 /M FFAA7EM; AMP :4 /SR
HAEEM; RGO HI R PR 194 HRERS 198 fkEEZEE 27 4~/
B .

SRR 2 A REHE R ARSI S NS R

KA R H TR 1 RS RE AE (2000101575645 RS TR 7y LA
FRER [ 4 7 ARASE T4 75 B M AR RIHEIA (T B AR pBHC-SA L 8 2% P I Rkt e o
k. B0, DIEESYRaE, ZRER, R TRESRMS TFBE 75000
EA, K1 MTEE TR L RNTEATKE 5. 6. 7, 8 BIAHAHNTE—, m
VKIE 2. 3. 4 WEA KBRS TRV, BRI 24 7= 1 4 Ik 7
FEITHREMNES.

SERES] 3. A TZ RN Bl

223 THEC AL E T2, AL EAR R K, it R
HFE(8.4L), T 42L FEEHES (25L), FHIHIAFM 200L AAEREA S (L0OL),
HBS#H A AR, ZEFRALIRmM, LE 3, SHESKAMELL.
TokibArm B 7. BIRESE LR 10 ik, 2L REFFEEELSEA 104 S
200L REFEEELL A 10 M- B RBMTIER, W& 2. B3

L2 mEHEE

¥ 421 Gl 200L A& EEGE

e 1893.72 6654.82 31940.00

FEE (mg/l) 22.54 26.61 31.94
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1. —FhET B £ IR & T, BEmMT AR

(1) #&ESHEAR MBI ER M, A% RT.

(2) R =R IR B H S B AT 7 R 3R,

(3) FPREEHHEL I, FAALEHNE LK,

HEUET, FidE$ErmBRENA T T SHIELEERP RS
P A RS %M 0.4%—0.7%, B 2 0.1%-0.6%, Ak 0.05%—0.2%,
F AL 5 0.0005%-0.001% , FAEEE 0.5%—2.5%, FAM1%-3%, BEE¥ 0.5%-1%,
HHEFH0.1%0.5%, FALEH 0.2%--0.8%H R A7K

2. IRERFAER 1 keI & A E, RS EFENE AT &
NoELERPHFREFEHEIL Y, PHRE M 0.68%, B —FMW 0.3%, Wik
% 0.1%, FALES 0.001%, BRAEHE 0.02%, HEMK 2.5%, BFEH 075%, B4
0.2%., FALEN 0.6%, HEHK,

3. RIEACNESR 1 Brk i, BRI E T RIS SR =
KEEF, &R KEFASE D 220pm. 37°C. 3-8 /.

4. WERMESR 1 ks &TE, JidBESREEND KX LE (2
BFIAIEE I FARIE. BIFEER 220 rpm, B AHEEE, 30°C 2~4 /bt 42°C
0.5 /Mif: 37°C L~2 /I, JEF] 42°C B A LR IL A 0.5mM /] IPTG.

5. RIEECFIES 1 g ybl& 7k, BRI (20 §7 K3, xhd ik
F BT 0 T A

(1) EFh 4 CHRE, TINHRKE N 50pg/ml AMP H) LB AR,
220rpm, 37°CIEF AW E N, REHRAAT LB B4R L H REE,

(2) PBCAETE T 1LSmILB ik s, 220pm. 37°CHEFR 5-8 /Sy &
¥ ZE 100mILB W ARESEH, 2200pm. 37°CHEFF 5-8 /NS

B LB [ {5 FH 2 A A 9 B4 A 0 BRI S JALH 1%, AR 1%,
REH 0.5%, ¥RAE 0.8~ 1%, HRAK.

6. WEBMER | ik &7TE, HERBAEIESSEAIN
pBHC-SA1.pBHC-SA2. pBHC-SA3. pBHC-SA4. pBHC-SE B¢ pBHC-PA ffJ BL-21
TiEH.
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Title (EN) PREPARATION METHOD OF NEW RECOMBINANT ANTIBACTERIAL POLYPEPTIDE MEDICINE

ABSTRACT

The invention provides a method of preparing a new recombinant antibacterial
polypeptide medicine, which primarily relates to liquid culture medium formula
suitable for large-scale production of the antibacterial polypeptide, as well as

optimization of the enlarged cuiture parameters.

CLAIMS

1. A preparation method of a novel recombinant antibacterial polypeptide
medicine comprises the steps as follows:
(1) Preparing Escherichia coli strain comprising recombinant plasmid and freezing for

conserving,
(2) Enlarging cultivation of the strain in liquid production medium,

(3) Inducing the strain to express the recombinant antibacterial polypeptide and

getting purified polypeptide,




characterized in that, said liquid production medium comprises, in w/v%,
disodium hydrogen phosphate 0.4%-0.7%, potassium dihydrogen phosphate
0.1%-0.6%, ammonium chlonide 0.05%-0.2%, calcium chloride 0.0005%-0.001%,
magnesium sulfate 0.5%-2.5%, peptone 1%-3%, veast extract powder 0.5%-1%,
glucose 0.1%-0.5%, sodium chloride 0.2%-0.8% and water of the rest.

2. The preparation method of claim 1, wherein said liquid production medium
comprises, in w/v%, disodium hydrogen phosphate 0.68%, potassium dihydrogen
phosphate 0.3%, ammonium chloride 0.1%, calcium chloride 0.001%, magnesium
sulfate 0.02%, peptone 2.5%, yeast extract powder 0.75%, glucose 0.2%, sodium
chloride 0.6%, and water of the rest..

3. The preparation method of claim 1, wherein said enlarging cultivation
comprises three stages, with parameters of 220 rpm, 370, and 3-8 hours in each stage.

4. The preparation method of claim [, wherein said inducing the strain to express

the recombinant antibacterial polypeptide means treating bacteria liquid out of step
(2) as follows: with stirring rate at 220 rpm, maximum oxygen flow volume, 30 O
for 2~4 hours; 42°Cfor 0.5 hours; and 37°Cfor 1~2 hours, and IPTG at a final
concentration of 0.5mM is added at 42°C.

5. The preparation method of claim 1, wherein before enlarging cultivationof step
(2), the strain is treated as follows:

(1) The strain is thawed at 40 and recovered overnight in an LB liquid medium
containing 50 pg/ml of AMP at 220 rpm, 370, and then coated onto LB solid medium
to cultivate single colonies.

(2) Single colony is picked and cultivated in 1.5 ml of LB liquid medium at 220
rpm, 370 for 5-8 hours, and then transferred into 100 ml of LB liquid medium and
cultivated at 220 rpm, 370 for 5-8 hours;

the compositions and their ratios in said LB, in w/v, are sodium chloride of 1%,
peptone of 1%, yeast extract of 0.5%, agar of 0.8~1%, and water of the rest.

6. The preparation method of claim !, wherein said Escherichia coli refer to
engineered Escherichia coli BL-21 containing recombinant plasmid of pBHC-SAI,

pBHC-SA?2, pBHC-SA3, pBHC-SA4, pBHC-SE or pBHC-PA.
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Description

PREPARATION METHOD OF NEW RECOMBINANT ANTIBACTERIAL
POLYPEPTIDE MEDICINE

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to production art of antibiotic medicine, and more
specifically, to preparation method of a novel recombinant antibacterial polypeptide

medicine.

RELATED ART

Novel antibiotics have been studied with great efforts, among which the method
of killing cells by forming ion channels on the cellular membrane of bacteria directly
turns to be a promising approach. There are a lot of bacterial toxins working in said
mechanism in the nature. The model example of such toxin is colicin, a bacterium
toxin secreted by Escherichia coli. Early in 1946, H. Florey et al., the inventor of
penicillin, had evaluated thoroughly about colicin on its antibacterial activity, safety
and toxicology (British J. of Experimental Pathology. 1946(27), 378~390). They
found that colicin is of great antibacterial activity, with very good antibacterial effect
even after being diluted by millions of times. However, the antimicrobial spectrum of
colicin is very specific, aiming only at Escherichia coli and some gram-negative

bacteria with near relationships. Colicin Ia was found by Jacob et al. in 1953 with
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great antibacterial activity at pH 6-7. In 1978, Finkelstein et al. found an ion channel
inducible colicin K that could form voltage dependent ion channels on artificial
bimolecular lipid membrane, thus fundamentally explaining the antibacterial
mechanism of the bacterial toxin, namely, forming fatal ion channels at the membrane
of target cells. [n 1996, Qiu and Finkelstein et al. revealed the transmembrane spatial
structure of colicin la when the ion channels formed at the artificial bimolecular lipid
membrane open or close, and thus provides a theoretical basis for the design and
preparation of new antibiotics at a molecular level. In 2001, Qiu constructed and
prepared an engineered antibacterial polypeptide medicine against drug-resistant
Staphylococcus aureus by fusing colicin with Staphylococcus aureus pheromone, said
polypeptide having bactericidal activity and selectivity both in vivo and in vitro.
Likewise, Qiu constructed engineered antibacterial polvpeptides against
vancomycin-resistant Enterococcus and penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae,
said polypeptides exhibiting, in experiments both in vivo and in vitro, a specific,
stable and rapid bactericidal effect against those pathogenic bacteria formidable to
antibiotics now available, with pharmaceutical effect of tens to thousands times more
than those of vancomycin, oxacillin, or penicillin, etc. Relevant results were published
in papers such as Nature Biotechnology (21(12): 1480-85, 2003), and Antimicrobial
Agents and Chemotherapy {(49(3): 1184-1189, 2005), etc.

In this project, new research idea and approach is provided for the construction
of engineered antibacterial polypeptides by fusing colicin with antibody mimics
against pathogenic bacteria antigens, and an engineered antibacterial polypeptide, the
broad-spectrum antibiotic pheromone medicine, has been successfully prepared.
The inventor provides unique ideas and theoretical innovation in the field of
antibacterial polypeptide drugs, with patents filed and methods established for the
artificial construction of miniature antibody mimics, and relevant results published in
Nature biotechnology (25(8): 921-929, 2007). Owing to its special bactericidal
mechanism, the novel efficient and broad-spectrum antibiotic pheromone medicine of
the project exhibits a good bactericidal effect against drug-resistant bacteria, stronger

than those of antibiotics now available, such as multiple drug-resistant Pseudomonas
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aeruginosa (MDRPA), methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), and
vancomycin resistant enterococcus (VRE), etc. The development and preparation of
said medicine will play an important role in solving problems caused by treatment of
drug-resistant bacteria as well as health care.

The broad-spectrum antibiotic pheromone medicine of the project is an entirely
different material from small peptide antibiotics (e.g., human perforin and silkworm
antibacterial peptide) studied home and abroad. There are several differences between
the two: (1) Same as colicin, said antibacterial engineered polypeptide works in a
monomer conformation, i.e., one single molecule constructing a whole working unit;
whereas small peptide antibiotics work in polymer conformations, i.e., tens of
molecules constructing a whole working unit. (2) Same as colicin, said antibacterial
engineered polypeptide may function inside of blood circulation and in vivo; whereas
small peptide antibiotics cannot. (3) Same as colicin, said antibacterial engineered
polypeptide forms voltage dependent ion channels on the cellular membrane of target
cells, leading to a better bactericidal mechanism and higher efficiency than the
channel formed by small peptide antibiotics on the cellular membrane of target cells.
According to literatures of the art searched till 2010, almost all of said small peptide
antibiotics have a fatal defect in animal experiments in vivo, namely, being degraded
by proteases inside of animals. Therefore, none of drugs developed from single small
peptide antibiotics drug precursor had passed clinical test. However, the prototype of
the new antibacterial engineered polypeptide drug developed and prepared in the
project is per se a bacteriocin produced from bacteria coexisting in human and animal
alimentary canals with entirely different structure and function mechanism from
single small peptide. In the 8 years of tests both in vivo and in vitro, the medicine
always shows great bactericidal activity, and performs good bactericidal and
therapeutic effect in large animal (e.g., milk cows and goats) models either
administrated by local injections or by intravenous injections. Thus, there is no
limitation for the new drug of said antibacterial engineered polypeptide to be used in
vivo as those for said small peptides.

It’s shown by searching literature that at present, colicin, bacterial signal
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transduction polypeptides as well as antibody modifications are studied respectively
abroad, but there is no research conducted with such research idea or technique route
as in the present project, and no similar paper published. It's shown by searching at

NCBI (www.n¢bi.nlm.nih.gov) in June, 2010 that there were over 2600 literatures

listed about colicin, over 7300 about pheromone, over 2100 about antibody
reconstitution, over 3800 about immunotoxin, and over 94000 about antibiotic
resistance, among which none such scientific conception, design idea or research
practice as in the present project reported. In June, 2010, it's manifested in a novelty
search by the novelty search workstation (No.1) of the Ministry of Education, P.R.
China that, except for the present project reports, there was no report, both at home
and abroad, on the construction of antibacterial engineered polypeptide medicine
against target bacteria that utilizes colicin to bind to the target bacterial pheromone or
artificial designed target bacterial antibody mimics. Meanwhile, there was no report,
both at home and abroad, on human or animal drugs or pesticides prepared according
to construction method of the targeted antibacterial engineered polypeptide of the
project.

Said broad-spectrum antibiotic pheromone medicine has been developed for
animal (a drug for the treatment of bovine mastitis} and human (antibiotics) in
accordance with actual demands. It's demonstrated by antibacterial tests both in vivo
and in vitro that, said pheromone exhibits strong antibacterial effect, especially in
vivo, which is much better than that in vitro. In May, 2010, it’s proven in a safety
evaluation by the Veterinary Drug Supervision & Test Center, Ministry of Agriculture,
P. R. China that said medicine is non-toxic and will not cause mutation or
teratogenesis. The finished medicine safety evaluation results are as follows:

O it's shown by acute toxicity test on rats and mice that said drug is non-toxic
(Report No. WTPJ20100003);

0 Salmonella typhimurium reverse mutation (Ames) turns to be negative,
indicating non-mutagenicity of said drug (Report No. WTPJ20100003 (2));

[ Rat marrow osteocyte micronuclear test result is negative, which indicates

there is no mutagenicity of said medicine (Report No. WTPI20100003 (3));
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C Mice sperm malformation test result is negative, which indicates there is no
teratogenesis-causing effect on mice sperm (Report No. WTPJ20100003 (4)).

O the recombinant antibacterial polypeptide medicine was tested for the in vitro
inhibition and bactericidal effect on bovine mastitis isolated pathogenic bacteria.
Results show that:

A. The recombinant antibactertal polypeptide medicine has broad-spectrum
antibiotic effect, as well as good inhibition and bactericidal effect on various bovine
mastitis pathogenic bacteria in vitro.

B. The recombinant antibacterial polypeptide medicine (Patent Application Title:

A novel antibiotic and nucleotide sequence, preparation method and application
thereof, Application No. CN200910157564.5) has best inhibition and bactericidal
effect against Staphylococcus (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, and Staphylococcus sciuri), with MICsy of
0.125pg/mL, and MBCsp of 0.25ug/mL, which is extremely significant difference
from controls of cephalothin (2ug/ml), oxacillin (4ug/ml), penicillin, ampicillin,
lincomycin, and gentamicin (each with over 8ug/ml). After standardization
according to the medicine molecular weight, the inhibition and bactericidal effect of
polypeptide (MW 70,000) against Staphylococcus is 2100 times as that of
cephalothin (MW 523), and 5,300 times as that of oxacillin (MW 423).

C The recombinant antibacterial polypeptide medicine shows equivalent
inhibition and bactericidal effect against Streptococcus, Arcanobacterium pyogenes,
and Enterobacteriaceae (such as Escherichia coli, etc.), with 1.0pg/mL of MICs; and
2.0ug/mL of MBCsq against Streptococcus (Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis, and Streptococcus bovis), 0.25ug/mL of MICsp
and 1.0pg/mL of MBCs against Arcanobacterium pyogenes, as well as 1.0ug/mL of
MICsp and 1.0pug/mL of MBCsy against Enterobacteriaceae (such as Escherichia coli,
etc.).

D There is no significant difference of inhibition and bactericidal effect for
recombinant antibacterial polypeptide medicine between sensitive strain and the

drug-resistant strain of bacteria, but the recombinant antibacterial polypeptide
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medicine has high-efficient inhibition and bactericidal effect against various

drug-resistant Staphylococcus, Streptococcus and Escherichia coli.

In previous large animal treatment test (bovine mastitis experimental therapy),
112 was cured, with a cure rate of 95%. It’s detected by the State Veterinary Drug
Safety Assessment Center that, the medicine belongs to non-toxic drugs, and will not
generate toxicity or harmful effect towards animals. Meanwhile, as a degradable
pheromone substance, said medicine avoids drug residues of normal antibiotics after
the treatment of diseases of beasts and birds. It's illustrated by a test by the Beijing
Dairy Quality Supervision & Inspection Station that there is no antibiotic residue
detected from the milk produced by cows treated with said medicine {Detection
Report No. A2009-249),

As for the production of said recombinant antibiotic, the previous patent
application (Patent Application Title: A novel antibiotic and nucleotide sequence,
preparation method and application thereof, Application No. CN200910157564.5)
discloses, in Example 1 of the description, an integrate preparation method of said
antibacterial peptide, wherein routine culturing method was performed during the
steps of expression of the recombinant protein induced by enriched bacteria after a
recombinant plasmid was obtained and transformed into competent cells. During the
experiment stage, there is no high requirement on production efficiency and
preparation quantity. However, after the medical value of the recombinant
antibacterial peptide is verified by clinical, animal experiments and safety assessment.
The cost of preparation process in said patent application is too high to be used and
also hardly to obtain plenty of recombinant protein expression products with high
purity. Therefore, how to conduct efficient development and production in large scale

is an problem which must be solved in practical application for said medicine.

SUMMARY OF THE INVENTION
Aimed at the absence of said field and the emergent demands, the invention

provides preparation method of said recombinant antibacterial polypeptide.
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Provided is a preparation method of the novel recombinant antibacterial
polypeptide medicine, comprising the following steps:
(1) Preparing Escherichia coli strain comprising recombinant plasmid, and freezing
for conserving,
(2) Enlarging cultivation of the strain in liquid production medium, and
(3) inducing the strain to express the recombinant antibacterial polypeptide and
purifying the polypeptide,
characterized in that, said liquid production medium comprises, in w/v, disodium
hydrogen phosphate of 6.4%—0.7%, potassium dihydrogen phosphate of 0.1%-0.6%,
ammonium chloride of 0.05%-0.2%, calcium chloride of 0.0005%-0.001%,
magnesium sulfate of 0.5%-2.5%, peptone of 1%-3%, yeast extract powder of
(0.5%-1%, glucose of 0.1%-0.5%, sodium chloride of .2%-0.8% and water of the rest.

Said liquid production medium comprises, in w/v%, disodium hydrogen
phosphate of 0.68%, potassium dihydrogen phosphate of 0.3%, ammontum chloride
of 0.1%, calcium chloride of 0.001%, magnesium sulfate of 0.02%, peptone of 2.5%,
yeast extract powder of 0.75%, glucose of 0.2%, sodium chloride of 0.6%, and water
of the rest.

Said enlarging cultivation comprises three stages, with parameters of 220 rpm,

3701, and 3-8 hours in each stage.

Said inducing the strain to express the recombinant antibacterial polypeptide
means treating bacteria liquid out of the step (2) as follows: stirring rate at 220 rpm,
with maximum oxygen flow volume, 30°Cfor 2~4 hours; 42 ‘Cfor 0.5 hours; and
37°Cfor 1-2 hours; IPTG with a final concentration of 0.5mM is added when getting
42°C.

Before said step (2), the strain is treated as follows:

(1) The strain is thawed at 40, recovered overnight in an LB liquid medium
containing 50 ug/ml of AMP at 220 rpm, 370, and then coated onto LB solid medium
to cultivate single colonies.

(2) Single colony is picked and cultivate in 1.5ml of LB liquid medium at 220 rpm,

370 for 5-8 hours, and then transferred into 100ml of LB liquid medium to cultivate



at 220 rpm, 370] for 5-8 hours;

The compositions and their ratios in said LB, in w/v, are sodium chloride of 1%,
peptone of 1%, yeast extract of 0.5%, agar of 0.8~1%, and water of the rest.

Said Escherichia coli refer to engineered Escherichia coli BL-21 containing
recombinant plasmid of pBHC-SA1, pBHC-SA2, pBHC-SA3, pBHC-SA4, pBHC-SE
or pPBHC-PA.

Based on a series of recombinant antibacterial polypeptide obtained by the
inventor previously, a preparation method of recombinant antibiotics is provided in
present invention, especially for the large-scale preparation of recombinant
antibacterial polypeptide with high purity. The existing methods are not suitable for
large-scale production as its unsatisfactory purity or productivity, which is a problem
must to be solved during said the recombinant antibacterial polypeptides obtained
previously move towards clinical application. A medium formula that is most suitable
for the expression of foreign genes in Escherichia coli is provided in the invention via
selection and optimized combination of medium components. Meanwhile, purity and
productivity of the recombinant antibacterial polypeptide in large-scale production are
both optimized via selection of optimum parameters for enlarged cultivation, which
establishes the basis for the large-scale and industrial production of said recombinant

antibacterial polypeptide.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
Fig. 1 The comparison between AMP and antibacterial peptide prepared by the
present method
From left to right, CON: turbid after 3 hours; AMP: turbid after 4 hours; and
samples prepared in Example 1: the 194" batch of protein and the 198" batch of
protein are still clear after 27 hours.
Fig. 2 purity assays of different batches of antibacterial engineered polypeptides
Wherein, Band 1 is represented as the control Marker, Band 2 is represented as
120" batch, Band 3 as 122™ batch, Band 4 as 126™ batch, Band 5 as 246™ batch, Band
6 as 247" batch, Band 7 as 248" batch, Band 8 as 250" batch, and Band 9 as 252"




batch. Wherein, the preparation method of 120“‘, 122"d, and 126" batches is routine
method, while that of 246", 247", 249", 250™, and 252" batches is the new method
of the present invention.
Fig. 3 productivity comparison in different scales

From left to right is the productivity of shake flask, 421. fermenter, and 200L

fermenter with continuous production of 10 batches,

EMBODIMENTS

The preparation process of the invention is exemplified with several specific
recombinant antibacterial peptides as follows, but the preparation process is not
limited to these specific recombinant antibacterial peptides.

Example | Preparation process of antibacterial peptides against Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, and Pseudomonas aeruginosa

Mediums used in the invention:
(1) LB liquid medium

100ML: Sodium chloride 1g, peptone 1g, and yeast extract 0.5g were added in

a 250 ml flask with the addition of 100 ml water, dissolved and autoclaved at 1200
for 8min.
(2) LB solid medium
100ML: Sodium chloride 0.5-1.5g, peptone 0.5-2g, yeast extract 0.3-1g, and agar
0.8-3g were added in a 250 ml flask with the addition of 100 ml water, dissolved
and autoclaved at 1200 for 8min. The LB solid medium is used for plate culture of
single colony after the strain recovery.
(3) Special medium for production (700 ml, 20 L, 100 L, and 200 L)

The medium solution contains, in w/v%, disodium hydrogen phosphate
0.4%-0.7%, potassium dihydrogen phosphate 0.1%-0.6%, ammonium chloride
0.05%-0.2%, calcium chloride 0.0005%-0.001%, magnesium sulfate 0.5%-2.5%,
peptone 1%-3%, yeast extract powder 0.5%-1%, glucose 0.1%-0.5%, sodium chloride
0.2%-0.8% and water of the rest.

Preferred medium formula of the invention is shown in Table 1.
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NO. Ingredients Raw  material | Raw  material | Raw  material | Raw  material
amount In 700 | amount in 20 L | amountin 100 L | amount in 200 L
ml medium medium medium medium
(2) (2) (g) (2)
1 Disodium 4.76 136 680 1360
hydrogen
phosphate
2 Potassium 2.1 60 300 600
dihydrogen
phosphate
3 Ammonium 0.7 20 100 200
chloride
4 Calcium 0.007 0.2 ] 2
chloride
5 Magnesium 0.14 4 20 40
sutfate
6 Peptone 17.5 500 2500 5000
7 Yeast extract | 5.25 150 750 1500
powder
8 Glucose 1.4 40 200 400
9 Sodium 4.2 120 600 1200
chloride
10 Water 700ml 20L 100 L 200L

After the addition of corresponding amount of water, the medium is autoclaved at

1210 for 8min.

(4) Boric acid buffer: boric acid 0.04 M, NaCl 0.01M, sodium tetraborate 0.04M,

and EDTA 2mM

Preparation method: boric acid buffer (5L)= solution A (1L) + solution B(4L)



Solution A (1L): boric acid 12.368 g (0.2M), NaCl 2.925 g (0.05M)
Solution B (4L): sodium tetraborate 76.27g (0.05M)
Solution A 1L and solution B 4L are mixed with the addition of EDTA 2.9225 g at a

final concentration of 2mM.

Step 1 Preparing recombinant mutant plasmids

Recombinant mutant plasmids pBHC-SA1, pPBHC-SA2, pPBHC-SA3 pBIHC-SA4,
pBHC-SE and pBHC-PA are prepared according to the method in Example 1 in the
description of Patent with application No. CN200910157564.5 and title: “A novel

antibiotic and nucleotide sequence, preparation method and application thereof™.

Step 2 Transformation of competent cell
100 ng of the six recombinant mutant plasmids is ice-incubated with 40 ul of
BL-21 engineered competent cell for 5 minutes, heat-shocked at 42 'Cfor 30 seconds,
lce~incubated for 2 minutes, added with 160 ul of SOC medium, and shake-cultivated
at 220 rpm, 370for 1 hour, coated on LB medium with 1% agar and 50ug/ml
ampicillin, and cultured overnight at 37°C. Single colonies are picked and cultivated
to obtain the strain, which is conserved at a low temperature.
Step 3 Recovery of the strain
1. Recovery of the strain
The conserved strain is thawed at 40; 1.5 ml of the strain is transferred into 10 ml
LB medium (containing 50pg/ml of AMP) and cultivated at 220 rpm, 370 for 5-8
hours.
2. Inoculation of single colony
The recovered bacteria solution is diluted by 10* or 10° times; 10pl of the diluted
bacteria solution is transferred to coat onto LB solid medium plate (containing
50ug/ml of AMP), placed in a humid box and cultivated in incubator at 37(] for 10-12
hours till round single colonies have grown on the surface of the medium.
3. Picking and propagation of bacteria

(1) Single colony with regular round shape and smooth edge is picked up by
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sterilized toothpick or inoculation loop from the plate, added into 1.5ml of LB
medium, and shaking cultivated at 220 rpm, 370 for 5-8 hours.

(2) 1.5ml of LB bacteria solution is transferred into 100 ml of LB medium, and
shaking cultivated at 220 rpm, 37°C for 5-8 hours.

(3) Primary propagation: 100ml of bacteria solution from the last step is added
into 700ml of special medium for production, and shaking cultivated at 220rpm,
37°C for 5-8 hours.

(4) Secondary propagation: 700ml of bacteria solution from the last step is added
into 6x700 ml of special medium for production, and shaking cultivated at 220 rpm,
37°C for 5-8 hours.

(5) Third propagation: 6x700ml of bacteria solution from the last step is added
into 20 L of special medium for production, and cultivated in a fermenter with stirring
rate of 220 rpm and maximum oxygen flow volume, 370 for 3-5 hours.

(6) Fermentation of engineered bacteria and induced expression of protein: 20 L
of bacteria solution from the last step is added into 200 L of special medium for
production, and cultivated in a fermenter for induced expression of protein with
stirring rate of 220 rpm and maximum oxygen flow volume, at 30"Cfor 2~4 hours;
420 for 0.5 hours; and 37°Cfor 1~2 hours, note that IPTG is added at 42 °C with a final
concentration of 0.5 mM.

4, Centrifugation for collecting bacteria

6000 g culture solution is cenfrifuged at 40 for 20min. The precipitate is
collected and added into 50mM boric acid buffer (pH9.0) to re-suspend the bacterium,
which is manipulated at 47, note that 2mM of PMSF is added into the boric acid
buffer.

S, thalli fragmentation

After re-suspended in pH9.0 boric acid buffer completely, thalli was fragmented
by a High Pressure Homogenizer at 500~600 bar for 7 times, with intervals of 3~5
minutes.

6, precipitation of thalli DNA
The fragmented bacteria solution is centrifuged at 55000 g, 400 for 40 min. The
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supernatant is added with streptomycin sulfate (16 bottles of 1 million unit
streptomycin sulfate are added into every 200 mi liquid), and stirred for I hon a
magnetic stirrer.
7, Dialysis

The bacteria solution from the last step is centrifuged at 55000 g, 4°C for 20 min.
The supernatant is placed into a dialysis bag and dialyzed for 8-~12 hours in boric acid
buffer, which is changed once every 4 hours.
8, Protein medicine purification and obtaining of antibacterial engincered polypeptide
drug

The dialyzed bacteria solution is centrifuged at 55000 g, 4°C for 20 min. The
supernatant 1s placed into a beaker and the protein is purified by using ion exchange
method. The supernatant is uploaded onto a CM ion exchange column, washed
completely, and eluted with 50mM boric acid buffer containing 0.3M NaCl to obtain
the novel antibacterial engineered polypeptide.

Example 2 Bacteria inhibition assay of the polypeptide medicine

1, 10 ml of BM medium is filled into a 100 ml conical flask and autoclaved at
1210 for 8min.

2, the clean bench is pre-cleaned with alcohol, and then UV sterilized for 30 min.

3, 3ul of overnight cultured Staphylococcus awreus is filled into each 100 ml
conical flasks.

4, in 100ml conical flasks, 10ul of sterile saline solution, 1ul of 1mg/ml AMP,
and 125pl of 0.8mg/ml pBHC-SA1 polypeptide sample prepared by method in
Example 1 are added and labeled respectively.

5, the mixtures are shaking cultivated at 37(1, 220rmp.

6, they are observed at 3h, 6h, 9h, 12h and 24h.
The blank contro! and AMP are turbid at 3 h, while the sample is not turbid at 9 h,
which shows that the prepared sample may effectively resist Staphylococcus aureus,

as shown in Fig. 1. Wherein, from left to right, CON: turbid after 3 hours; AMP:



turbid after 4 hours; and the prepared samples of 194" and 198™ batches of protein in

Example 1: still clear after 27hours.

Example 2 Comparison of the prepared antibacterial peptides between the
present preparation method and routine method

Purity of different batches of antibacterial peptide pPBHC-SA1 prepared by the
present preparation method and the original method (disclosed in CN200910157564.5)
in equivalent production scale are compared by electrophoresis and staining in
SDS-PAGE. The result shows that, at a molecular weight of about 75000, the bands of
antibacterial engineered polypeptide prepared from Example 1 at Lane 5, 6, 7, and 8
are relatively unitary, whereas mixed bands containing numerous smaller molecular
weight are shown at Lane 2, 3, 4, which illustrates that purity of the polypeptide

prepared by the method of the invention is significantly improved.

Example 3 Improvement of the production process

The production process is continuously improved and optimized, and the
production scale is enlarged from a shake flask (8.4L), to a 421 fermenter (25L1), till
the final 200 L fermenter (100L), however the productivity is not influenced, as
shown Fig. 3. Thus, it establishes the basis for the large-scale and industrial
production of the antibacterial polypeptide. The yields and productivities of 10
batches of continuous production in shake flask, 42L fermenter as well as 200L
fermenter are shown in Table 2 and Fig. 3.

Table 2 Yield and productivity

Shake flask 42 L fermenter 200 L fermenter
Yield 1893.72 6654.82 31940.00
Productivity 22.54 26.61 31.94
(mg/L)

Drawings
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Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3



Protein productivity mg/L
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150005-07-01 SOLICITUDES
1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE INVENCION 500.0

Valor Recaudo $500.000.00 -********.
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82 INVOCACION DE UNA PRIORIDAD EN NUEVAS CREACIONES

Valor Recaudo $175.000.0




