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A talalmany targyat szamos tisztitd készitményben alkalmaz-
haté Gj szubtilizin BPN’ enzimvariansok, az ezeket kbédold gének,
valamint ezeket a szubtilizin enzimvariédnsokat tartalmazdé tisz-
titd készitmények képezik.

A talalmény szerinti szubtilizin enzimek a vad tipust enzim-
hez képest oldhatatlan szubsztraton csdékkent mértékben adszorbe-
4lédnak, és azt Jjobban hidrolizaljak. A taladlmany szerintil
feenzimvariansokat adalékanyagként mosodai mosédszer készitmé-
nyekben alkalmazva a szennyezett ruhanemibdl tdrténd fehérjetar-
talmi foltok eltavolitédsa lényegesen javul.

A talédlmany targyat képezik kiilénbozé felliletek tisztitaséra
szolgald olyan készitmények is, amelyek ilyen szubtilizin BPN
variadnsokat tartalmaznak.
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A talalmany targyat szamos tisztitéd készitményben alkalmaz-
haté 4j enzimvaridnsok és az ilyen enzimvaridnsokat kédold gének
képezik.

Az enzimek a természetesen eldforduld fehérjék legnagyobb
csoportjat alkotjak. Minden enzimcsoport &ltaldban masfajta ké-
mial reakcidt katalizédl (a reakcidét elhasznalddas nélkil gyor-
sitja). Az enzimek protedzokként ismert csoportjat arrdél a ké-
pességérdl ismerjik, hogy mas fehérjék hidrolizisére (a hasitott
kémiai kotés mindkét oldaldan egy vizmolekula hidrogén- és
hidroxirészének felvételével, egy vegyliletnek kettd vagy tobb,
egyszerlbb vegyliletre vald lebontasdra) képesek. A természetesen
eldfordulé és fehérje iradnyitottsagi protedzokat adalékanyagként
beletéve mosodai mosészer készitményekbe, ezt a fehérjéket hid-
rolizaldé képességet eldnydsen hasznositjuk. A ruhakon sok folt
fehérjetartalmi, és a nagyon specifikus proteindzok lényegesen
javithatjédk az ilyen foltok eltavolitasat.

Sajnos ezeknek a fehérjéknek természetes, bakterialis koér-
nyezetlkben mutatott hatékonysdga gyakran nem tevddik &t a vi-
szonylag termeszetellenes mosédsi kérnyezetre. Kiildndsen az olyan
proteaz tulajdonsagok, mint a h&stabilitas, pH stabilitéas, oxi-
dativ stabilitas és szubsztrat specifikussag, nem sziikségszerien
optimalizaltak az enzimnek természetes kdrnyezetén kivil toérténd
hasznositésara.

A proteaz tulajdonsdgait aminosavszekvenciija hatarozza meg.
A protedz aminosavszekvencidjdnak valtoztatasa eltérd mértékben
megvaltoztathatja az enzim tulajdonségait, sét az aminosavszek-

vencia-valtozés helyétdl, természetétdl és/vagy mértékétdl fig-
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géen még inaktivalhatja 1is azt. Egy tulajdonsdgaik javitasara
tett kisérletben, a protedzok moséasi kdrnyezetben mutatott haté-
konysadganak névelése céljabél néhany megkdzelitésben megkisérel-
ték a protedzok eredeti aminosavszekvencidjit megvaltoztatni.
Ezek a megkozelitések teljesen valtozd koérilmények kozdétt az
aminosavszekvencidnak a hdéstabilitds noévelésére és az oxidéacids
stabilitds javitadsara iranyuld megvaltoztatidsat tartalmazzak.

A technika &lléasdban kdzdlt szamos megkdzelités ellenére fo-
lyamatosan fenndll az igény kiuldnféle feliletek tisztitésara al-
kalmazhatdé Gj, hatékony protedz variansokra.

A talalmany targyat képezik az enzim vad tipusdhoz képest
jobb hidrolizald képességl szubtilizin enzimvariansok.

A taldlmény targyat képezik ezeket a szubtilizin enzimvari-
dnsokat tartalmazd tisztitd készitmények is.

A talalmany targyat olyan szubtilizin BPN’ variédnsok képe-
zik, amelyek legaldbb egy, kettd wvagy harom, a természetesen
eld8forduld szubtilizin BPN -t8l specifikusan azonositott helye-
ken eltérd aminosavat tartalmaznak (azaz szubsztitudltak), ami
altal a természetesen eldforduld szubtilizin BPN -hez képest a
BPN’ varians csdkkent mértékben adszorbedlddik egy oldhatatlan
szubsztrathoz, és azt jobban hidrolizalja. Szintén a talalmany
targyat képezik az ilyen szubtilizin BPN’ variansokat kédold gé-
nek. A taldlmény targyat képezik azok a kiildnbdz8 feliiletek
tisztitasara szolgald készitmények is, amelyek ilyen szubtilizin
BPN’ varidnsokat tartalmaznak.

I. Szubtilizin variansok

A taladlmany téargyadt olyan szubtilizin enzimek — kiilénésen
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BPN" — képezik, amelyeket, az enzimet kédoléd kiilénbdz8 nukleotid
szekvencidk mutacidéjival mddositunk, ezdltal médositva az enzim
aminosavszekvencidjat. A taldlmany szerinti médositott szubti-
lizin enzimek (a késébbiekben ,BPN' varidnsok”) a természetesen
elé8forduld szubtilizin BPN -hez képest egy oldhatatlan szubszt-
raton csodokkent mértékben adszorbealddnak, és azt jobban hidroli-
zadljék. A taladlmany téargyat képezik az 1ilyen BPN' variansokat
kédold mutans gének is.

A taldlmany szerinti szubtilizin enzimek a protedzokként is-
mert enzimcsoporthoz tartoznak. A protedz a peptidkdtések hasi-
tédsara szolgdldé katalizitor. A proteadz egyik tipusa a szerin-
-proteaz. A szerin-protedzt az Jjellemzi, hogy az aktiv helyen
alapvetden egy szerin-maradék van.

J61 dokumentédlt az a megfigyelés, hogy az enzimkoncentracié-
val né egy enzim oldhaté-szubsztritokat hidrolizdld sebessége.
Lehetségesnek tlnik ennélfogva, hogy feluleten kotott szubsztra-
tokra, példaul amilyenekkel sok tisztitdsi alkalmazasnal szamol-
hatunk, a felilleti koncentraciéval a hidrolizis sebessége né.
Lathatdéan ez az eset all fenn. [ Brode, P.F. III és D.S. Rauch,
LANGMUIR; ,Szubtilizin BPN' : Aktivitas egy rdgzitett szubszt-
raton”, vVol.8., 1325-1329 (1992)] . Valdéjaban oldhatatlan
szubsztrdtokra linedris Jsszefliggést taldltunk a sebesség és a
fellileti koncentrdcidé kozétt, amennyiben az enzim felileti kon-
centracidéja valtozik. [ Rubingh, D.N. és M.D. Bauer; ,Hidrolizis
katalizaladsa proteadzokkal a fehérjeoldat hatarfeliileten” cimd
publikacidéja az I. Noda és D. N. Rubingh 4&ltal szerkesztett;

POLYMER SOLUTIONS, BLENDS AND INTERFACES-ben, Elsevier, 464 ol-
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dal (1992)] . Meglepd médon nem tapasztaltuk, hogy a fokozottab-
ban adszorbedldédd enzimek teljesitménye Jobb, amikor ezt az
alapelvet d&hajtottuk alkalmazni jobb tisztitdsi teljesitményt
nyujtod enzimvaridnsok kutatésanal. Valdéjdban meglepve tapasztal-
tuk, hogy ellenkezd a helyzet: egy szubsztrathoz csdkkent ad-
szorpcidju enzim eredményezett jobb szubsztrat hidrolizist (azaz
jobb tisztitdé hatést).

Anélkul, hogy elmélethez kivannank kdtddni, ugy véljik, hogy
egyik varidnsnak a masikkal toérténd osszehasonlitdsianal, a jobb
teljesitmény annak a ténynek eredménye, hogy azok az enzimek,
amelyek kevésbé adszorbedlddnak, kevésbé szorosan kdtdttek, és
ennélfogva nagyobb mozgékonysaguak azon a felilleten, amelyrdl az
oldhatatlan fehérjeszubsztratot el kell tavolitani. Hasonldé en-
zimoldat koncentracidéknal ez a mozgékonysag sziikséges barmilyen
lényeges elényhdz, amelyet nagyobb koncentraciéju enzimnek a fe-
liletre vald szadllitasaval biztositunk.

A talalmanyban kézdlt mutéacidkat ugy terveztiik, hogy az en-
zimnek fellleten kotdtt szennyez8désekre torténd adszorbeildda-
sadt megvéltoztassadk (azaz csdkkentsék). BPN' -ben az aminosavak,
a 220 helytél a 220 helyig, egy nagyobb kiilsd hurkot formalnak
az enzim molekuldn. Felismertik, hogy ez a hurok jelentds szere-
pet jatszik az enzim molekulanak egy felllethez koétdtt peptidre
valé adszorpcidéjéban, és ebben a hurokban levd specifikus muta-
cidk jelentds hatést gyakorolnak erre az adszorpciéra. Anélkiil,
hogy elmélethez kivannank kotddni, ugy véljik, hogy ez a hurok
legalabb két okbol fontos a BPN' molekula adszorpcidéjaban. E1&-

szdr, azok az aminosavak, amelyeket ez a kiils& hurok tartalmaz,
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szoros kapcsolatot létesithetnek barmilyen feliletekkel, amelyek
hatésédnak a molekulat kitesszik. Masodszor, ennek a huroknak az
aktiv hellyel és a BPN' molekula kétd bemélyedésével vald szom-
szédossaga biztosit szerepet az enzimnek a feliilethez kotott
szubsztratokra (peptidek/fehérje szennyezddések) vald kataliti-
kusan produktiv adszorpcidéjéban.

Az itt hasznalt értelmezés szerint a ,varians” a vad tipus-
tol eltérd aminosavszekvencidju enzimet jelent.

7

Az itt hasznalt értelmezés szerint a ,mutidns BPN' gén” egy
BPN' varianst kdédold gént jelent.

Az itt hasznélt értelmezés szerint a ,vad tipusd szubtilizin
BPN'” egy 1. szami aminosavszekvencia altal megadott szubtilizin
enzimet jelent. Szubtilizin BPN' -re az aminosavszekvenciat to-
vdbb& Wells, J.A.E. Ferrari, D.J. Henner, D.A. Estell és E.Y.
Chen; Nucleic Acids Research, II.kotet, 7911-7925 (1983) cimd
munkdban kézlik, amelyet a leirasban hivatkozasként tekintink.

Az itt hasznalt értelmezés szerint a ,vad tipust aminosav-
szekvencia” kifejezés 1. szami aminosavszekvenciat, valamint az
aminosavszekvencidban a 199-220 helyek barmelyikétdl eltérd he-
lyeken moédositédsokkal rendelkezd 1. sza&ml aminosavszekvenciat
jelent.

A jelen értelmezés szerint a ,hidrofilebb” kifejezés barmi-
lyen aminosavat jelent, amelynek hidrofilitdsa nagyobb, mint
egy, a kovetkezd hidrofilitasi téablazatban bemutatott aminosav.
A kovetkezd hidrofilitédsi téabléazat (1.tadblazat) az aminosavakat
a hidrofilitas-névekedés csdkkend sorrendjében sorolja fel [ lasd

Hopp, T.P. és Woods, K.R.; ,Protein antigén determinansok
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eldbecslése az aminosavszekvencidkbdl”, Proceedings of the
National Academy of Science USA, 78, 3824-3828, (1981), amelyet

a leirasban hivatkozasként tekintink] .

1.téblazat

Aminosav Hidrofilitasi érték
Trp -3,4
Phe -2,5
Tyr -2,3
Leu, Ile -1,8
Val -1,5
Met -1,3
Cys -1,0
Ala, His -0,5
Thr -0,4
Pro, Gly -0,0
Gln, Asn 0,2
Ser 0,3
Arg", Lys’, Glu’, Asp 3.0

Az 1l.téblazat azt is jelzi, hogy mely aminosavak hordoznak
téltést (ez a jellemzd kdSrulbelil 8-9 pH értéken alapul). A po-
zitiv toltésd aminosavak az Arg és Lys, a negativ téltésd amino-
savak pedig Glu és Asp, és a tobbi aminosav semleges. A taldl-
many egy eldnyds megvaldsitasidban a szubsztituadld aminosav vagy
semleges vagy negativ toltésd, még eldénydsebben negativ téltésd
(azaz Glu vagy Asp).

Igy példaul az az &llitas, hogy ,Gln-t egy azcnos vagy hid-




rofilebb, semleges vagy negativ téltésl aminosavval helyettesi-
tink”, azt jelenti, hogy Gln-t Asn-nal (amely Gln-nal azonos
hidrofilitésu) vagy Ser-nel, Glu-nal vagy Asp-nal (amelyek Gln-
ndl hidrofilebbek) kell helyettesiteni; amelyek mindegyike sem-
leges vagy negativ toltésld, és Gln-hez képest nagyobb hidrofi-
litasi értékd. Az az &llités, hogy ,Pro-t egy semleges vagy ne-
gativ tdltésl, hidrofilebb aminosavval helyettesitjik”, hasonld-
an azt Jjelenti, hogy Pro-t Gln-nal, Asn-nel, Ser-nel, Glu-val
vagy Asp-nal kell helyettesiteni.

A. Legalabb egy aminosav szubsztiticiét tartalmazé variansok

A taldlmény egyik megvaldsitasédban a BPN' varians olyan vad
tipusil aminosavszekvenciit tartalmaz, amelyben a vad tipust ami-
nosavszekvencia a 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207,
208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 218, 219 vagy 220
helyek kozul egy vagy tobb helyen szubsztitualt, ami altal a vad
tipust szubtilizin BPN' -hez képest a BPN' varians csdkkent ad-
szorpcidju és oldhatatlan szubsztriton megnévekedett hidrolizald
képességl lesz. A szubsztitudlt aminosavat tartalmazé helyek
eldnydsen a 199, 200, 201, 202, 205, 206, 207, 208, 209, 210,
211, 212, vagy 215; még eldnydsebben a 200, 201, 202, 205, vagy
207 helyek.

A 199 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Cys, Ala,
His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 200 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen His, Thr,
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 201 helyre a szubsztituald aminosav eldénydsen Gly, Gln,

Asn, Ser, Asp vagy Glu.




Asn,

His,

Cys,

vagy

Glu.

Gln,

Met,

Asn,

Gln,

Ser,

Tyr,

R,

A 202 helyre a szubsztitudlé aminosav eldnydsen Pro,
Ser, Asp vagy Glu.

A 203 helyre a szubsztituadldé aminosav eldnydsen Met,
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 204 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Glu.

A 205 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Leu,

Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 206 helyre a szubsztituald aminosav eldnydsen Pro,

Ser.

A 207 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Asp

A 208 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Pro,
Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 209 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Ile,

Gln,

Cys,

Met,

Asn

vagy

Gly,

Val,

Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 210 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Gly,
Ser, Asp vagy Glu.

A 211 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Ala,
Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 212 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Gln,
Asp vagy Glu.

A 213 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Trp,

Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn,

Asp vagy Glu.

Ile,

A 214 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Phe,

Gln,

Pro,

Asn,

Phe,

Ser,

Leu,

Val, Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Asp vagy Glu.

A 215 helyre a szubsztitudldé aminosav eld8nydsen Thr,

Pro,



HENEL,
10 s0ee oo oe0s o .

Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 216 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydésen His, Thr,
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 218 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Glu.

A 219 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Pro, Gln,
Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 220 helyre a szubsztitudld aminocsav eldnydésen Pro, Gly,
Gln, Asn, Asp vagy Glu.

Még elénydsebben a 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 208,
207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 219 és 220 he-
lyek barmelyikére az l.tadblazatnak megfelelden semleges vagy ne-
gativ toltésd és ugyanolyan hidrofil vagy hidrofilebb, eldnydsen
hidrofilebb a szubsztituadldé aminosav, mint a vad tipusu szubti-
lizin BPN' -ben, az illetd helyen levd aminosav.

Még ennél is eldnydsebben a szubsztitudldé aminosav a 199,
200, 201, 202, 203, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214,
215, 216, 219 és 220 helyek barmelyikére Asp vagy Glu; és a
szubsztitudld aminosav a 204 vagy 218 helyekre Glu.

B. Legalabb két aminosav szubsztituciét tartalmazdé variansok

A talalmény egy masik megvaldésitésdban a BPN' varians olyan
vad tipust aminosavszekvencidt tartalmaz, amelyben a vad tipusu
aminosavszekvencidt a 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206,
207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219
vagy 220 helyek kozil két vagy tébb helyen helyettesitjiik, ami
altal a vad tipusd szubtilizin BPN' -hez képest a BPN' varians
csdkkent adszorpcidéju és oldhatatlan szubsztridton megndvekedett

hidrolizaldé képességld lesz. Szubsztitudlt aminosavat tartalmazd
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helyek elényésen a 199, 200, 201, 202, 205, 207, 208, 209, 210,
211, 212, vagy 215; még eldnydsebben a 200, 201, 202, 205, vagy
207 helyek.

A 199 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Cys, Ala,
His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 200 helyre a szubsztituald aminosav eldnybdsen His, Thr,
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 201 helyre a szubsztituadldé aminosav eldnydésen Gly, Gln,
Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 202 helyre a szubsztitudld aminosav eldénydsen Pro, Gln,
Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 203 helyre a szubsztitualdé aminosav eldnydsen Met, Cys,
Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 204 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Asp vagy
Glu.

A 205 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Leu, Val,
Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 206 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Pro, Asn,
Ser, Asp vagy Glu.

A 207 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Asp vagy
Glu.

A 208 helyre a szubsztitudld aminosav eld8nydsen Pro, Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 209 helyre a szubsztituald aminosav elénydsen Ile, Val,
Met, Cy;, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 210 helyre a szubsztitudldé aminosav eldénydsen Ala, Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.
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A 211 helyre a szubsztituald aminosav eldnydsen Ala,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 212 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Gln,
Asp vagy Glu.

A 213 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Trp,
Tyr, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln,
Ser, Asp vagy Glu.

A 214 helyre a szubsztitudld aminosav eldénydsen Phe,
Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser,
vagy Glu.

A 215 helyre a szubsztituald aminosav eldénydsen Thr,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 216 helyre a szubsztituadld aminosav eldnydsen His,
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 217 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Leu,
Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp
Glu.

A 218 helyre a szubsztituald aminosav eldénydsen Gln,
Asp vagy Glu.

A 219 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydsen Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 220 helyre a szubsztituald aminosav eldnydsen Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

Még eldnydsebben a 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205,
207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218,

Pro,

Ser,

Phe,

Asn,

Leuy,

Asp

Pro,

Thr,

Ile,

vagy

Ser,

Gly,

Gly,

206,

219

és 220 helyek barmelyikére az l.tablazatnak megfelelden semleges

vagy negativ toltésd és

ugyanolyan hidrofil wvagy hidrofilebb,
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eldnydsen hidrofilebb a szubsztitudldé aminosav, mint a vad tipu-
si szubtilizin BPN -ben az illetd helyen levd aminosav.

Még ennél 1is eldnydsebben a szubsztitudldé aminosav a 199,
200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212,
213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 és 220 helyek barmelyikére Asp
vagy Glu.

C. Legalabb harom aminosav szubsztituciét tartalmazé varian-
sok — A talalmény méasik megvaldsitédsdban a BPN' varians olyan
természetes tipusi aminosavszekvenciat tartalmaz, amelyben a
természetes tipusu aminosavszekvencia a 199, 200, 201, 202, 203,
204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 21ls,
217, 218, 219 vagy 220 helyek kézidl harom vagy tdébb helyen
szubsztitudlt, ami &ltal a vad tipust szubtilizin BPN' -hez ké-
pest a BPN' varians csdkkent adszorpcidéji és oldhatatlan szubsz-
trdton megndvekedett hidrolizald képességl lesz. Szubsztitualt
aminosavat tartalmazdé helyek eldényésen a 199, 200, 201, 202,
205, 207, 208, 209, 210, 211, 212, vagy 215; még eldnydsebben a
200, 201, 202, 205, vagy 207 helyek.

A 199 helyre a szubsztituald aminosav eldnydsen Cys, Ala,
His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 200 helyre a szubsztitudld aminosav eldénydsen His, Thr,
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 201 helyre a szubsztitudld aminosav eldénydsen Gly, Gln,
Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 202 helyre a szubsztitudld aminosav eldnydésen Pro, Gln,
Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 203 helyre a szubsztitudld aminosav eldénydsen Met, Cys,
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Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 204 helyre a szubsztitualdé aminosavat eldnydsen Asp-bdl
vagy Glu-bél &llé csoportbdl valasztjuk ki.

A 205 helyre a szubsztitudlé aminosav elénydsen Leu, Val,
Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 206 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Pro, Asn,
Ser, Asp vagy Glu.

A 207 helyre a szubsztitudldé aminosav eldénydsen Asp vagy
Glu.

A 208 helyre a szubsztitualdé aminosav elénydsen Pro, Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 209 helyre a szubsztituadlé aminosav eldnydsen Ile, Val,
Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 210 helyre a szubsztitudld aminosav eldénydsen Ala, Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 211 helyre a szubsztitudld aminosav elénydsen Ala, Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 212 helyre a szubsztitudldé aminosav eldénydsen Gln, Ser,
Asp vagy Glu.

A 213 helyre a szubsztitudldé aminosav eldénydsen Trp, Phe,
Tyr, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn,
Ser, Asp vagy Glu.

A 214 helyre a szubsztitudld aminosav elénydsen Phe, Leu,
Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp
vagy Glu.

A 215 helyre a szubsztitudld aminosav eldnyésen Thr, Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.
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A 216 helyre a szubsztitualdé aminosav eldénydsen His, Thr,
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 217 helyre a szubsztitudldé aminosav eldnydsen Leu, Ile,
Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy
Glu.

A 218 helyre a szubsztitudldé aminosav elénydsen Gln, Ser,
Asp vagy Glu.

A 219 helyre a szubsztitudlé aminosav elénydsen Pro, Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

A 220 helyre a szubsztitualé aminosav elénydsen Pro, Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu.

Még elényésebben a 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206,
207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219
és 220 helyek barmelyikére az 1l.tablazatnak megfelelden semleges
vagy negativ téltésli és ugyanolyan hidrofil vagy hidrofilebb,
elénydsen hidrofilebb a szubsztituald aminosav, mint a vad tipu-
st szubtilizin BPN’ -ben az illetd helyen levd aminosav.

Még ennél is eldénydsebben a szubsztituald aminosav a 199,
200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212,
213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 és 220 helyek barmelyikére Asp

vagy Glu.

D. Enzimvariansok el&allitasa

1l.példa

Mutans BPN’ gének

Egy vad tipust szubtilizin BPN' géneket tartalmazd fagmidot

(pSS-5) [ Mitchinson, C. és J.A. Wells; ,Protein Engineering of
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Disulfide Bonds in Subtilisin BPN' ; Diszulfid-kdétések fehérje
elrendezése a szubtilizin BPN -ben”, Biochemistry, 28., 4807-
4815 (1989)] Escherichia coli ung CJ236 torzsben kifejezink, és
egyszdlas wuraciltartalmd DNS mintat 4&llitunk eld a VCSM13
segédfag alkalmazéasaval [ Kunkel, T.a., Roberts, J.D. és Zakour,
R.A.; ,Gyors és hatékony, helyre specifikus mutagenezis feno-
tipus szelekcidé nelkil”, Methods in Enzymology, 154., 367-382
(1987); Yuckenberg, P.D., Witney, F., Geisselsoder, J. és
McClary, J. mddositédsa szerint, ,Uraciltartalmd DNS-t és fagmid
vektorokat alkalmazé helyre irédnyuld 1in vitro mutagenezis”,
Directed Mutagenesis - A Practical Approach, szerkesztette M.J.
McPherson; 27-48. oldal (1991); mindkettdét hivatkozasként te-
kintjik a leirasban] . Az Osszes mutans eldallitésa [ alapvetden,
ahogyan Yuckenberg és munkatédrsai (1991) leirtak; lasd az eldézdé-
ekben] Zoller és Smith egyetlen primer helyre iranyuldé mutage-
nezis moédszerének [ Zoller, M.J. és Smith, M. ,Oligonukleotid
iranyitasd mutagenézis M13-bdl szarmazd vektorok alkalmazéasaval:
hatékony és &ltalédnos eljaras pontmutacidk eldallitdsdra barmi-
lyen DNS toredékben”, Nucleic Acids Research, 10, 6487-6500
(1982), amelyet hivatkozésként tekintink a leiradsban] mdbdositéa-
sdval tortént. Az oligonukleotidokat egy Applied Biosystem Inc.
380B DNS szintetizéator alkalmazasaval allitjuk eld. A
mutagenizédlasi reakcidé termékeit Escherichia coli MM294 toérzsben
(American Type Culture Collection E, Coli. 33625) fejezzik ki.
Az Osszes mutéans helyességét DNS szekvendladssal megerdsitjuik, és
az 1izolalt DNS-t transzformdljuk a Bacillus subtilis BG2036 ki-

fejezd torzsbe [ Yang, M.Y., Ferrari, E. és Henner, D.J.; ,Bacil-
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lus subtilis semleges protedzgénjének kldénozadsa és a kldénozott
gén alkalmazdsa egy in-vitro-szarmaztatott delécids mutéans alko-
tas4ra”, Journal of Bacteriology, 160, 15-21 (1984)] . A mutansok
kézil néhdnyvhoz egy médositott, a 217. aminosavnédl egy leolvasas
eltolasi (frameshift) stop kodon mutédcidét tartalmazd pSS-5-0t
alkalmazunk az uracil templat eldallitéasédra. Az oligonukleoti-
dokat Ugy terveztik, hogy a 217 helyen a megfeleld leolvasasi
rendet helyreallitsék, és a 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205,
206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218,
219 és 220 helyeken a véletlenszerd (random) szubsztiticidék ké-
dolasat is (ezeknél a kodonokndl mind a harom bazisra mind a
négy nukleotid ekvimolaris és/vagy valtozd keverékei). Kazein-
bonté képességikkel azonositjuk azokat a mutacidkat, amelyek
megfeleldek a leolvasas eltolasi stophoz, és egy mikodéképes en-
zimet &llitanak eld. A véletlenszerd (random) szubsztiticidkat

DNS szekvenalédssal hatarozzuk meg.

2.példa

Fermentalas

Az illetd szubtilizin mutanst tartalmazdé Bacillus subtilis
sejteket (BE2036) egy liter LB-glikdéz husleves kultUrdban kozép-
logaritmikus szakaszig szaporitunk, és egy 10 liter Ossztérfo-
gatad Biostat ED fermentorba (B. Braun Biotech, Inc., Allertown,
Pennsylvania) beoltjuk. A fermentor-taptalaj élesztdextraktot,
keményitét, habzasgatldét, puffereket és nyomelemeket tartalmaz
(lasd Fermentation: a Practical Approach, szerkesztdé B. McNeil

ésd L.M. Harvey; 1990). A fermentdlas ideje alatt a husleves
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tédptalajt &llandé, 7,0 ©pH értéken tartjuk. A mutagenizalt
plazmid antibiotikus szelektdlasdra kloramfenikolt adunk hozza.
A sejteket egy éjszakdn &t 37°C-on kdrilbelil 60 A,y értékig

szaporitijuk, és learatjuk.

3.példa

Tisztitas

A fermentacids téaptalajt a tiszta enzim kinyeréséhez a ko-
vetkezd lépéseken vissziik keresztil. A téptalajt centrifugadlés-
sal megtisztitjuk a Bacillus subtilis sejtektdl, és a finom ré-
szecskéknek egy 100K cufoff membrannal valdé eltavolitasaval de-
ritjik. Ezt egy 10K cutoff membrénon végzett téményités és Aram-
ladsos dializis koéveti az 1ionerdsség csodkkentésére, majd pH-t
5,5-re 4llitjuk be 0,025 M MES puffer [ 2- (N-morfolino)-etanszul-
fonsav] segitségével. Az enzimet tovébb tisztitjuk vagy egy ka-
tioncseréld kromatografids oszlopra vagy egy affinitads adszorp-
cibés kromatografias oszlopra térténd felvitelével és az oszlop-
ré61 natrium-klorid vagy propilénglikol gradienssel eludlva [ lasd
Scopes, R.K.; Protein Purification Principles and Practice,
Springer-Verlag, New-York (1984), a leirédsban hivatkozasként te-
kintjuk] .

A gréadiens eludlas alatt Osszegyljtétt frakcidkra az aktiv
enzimkoncentrdcié meghatédrozadsidra a pNA vizsgdlatot [ DelMar, E.
G., Largman, J.W. és Geokas, M.C.; Anal. Biochem., 99., 316-320
oldal (1979), a leiradsban hivatkozasként tekintjik] alkalmazzuk.
Ez a vizsgadlat azt a sebességet méri, amellyel a p-nitro-anilin

felszabadul, amikor az enzim az oldhatdé szintetikus szubsztra-
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tot, a szukcinil-alanil-alanil-prolil-fenilalanin-p-nitro-ani-
lidet (sAAPF-pNA) hidrolizdlja. A hidrolizis reakcidébdél a sarga
szin képzdédési sebességét 410 nm-en mérjlik egy spektrofotométer-
rel, és ez aranyos az aktiv enzimkoncentraciéval. Az 06sszes fe-
hérjekoncentracidé meghatarozasara ezen kivil a 280 nm-en végzett
abszorbancia vizsgalatokat alkalmazzuk. Az enzimtisztasagot az
aktiv enzim/6sszes fehérje arany adja, és ezt alkalmazzuk az
egyesitett oldatba 6sszegyljtendd frakcidk vizsgalatéara.

Az enzim térolas alatti autolizisének elkerlilésére a kroma-
tografids oszlopbdl nyert, Osszegyljtott frakcidkhoz azonos
mennyiségl propilénglikolt adunk. A tisztitasi eljards befejezé-
se utédn az enzim alapoldatot SDS-PAGE [ natrium-dodecilszul-
fadt/poliakrilamid gélelektroforézis] segitségével ellendrizzuk,
és az abszolut enzimkoncentracidt egy aktiv-hely titrdlasos el-
jarason keresztil, II-T tipusU tripszin inhibitor alkalmazasaval
— Sigma Chemical Company-tél (St. Louis, Missouri) véasarolt
pulykatojas fehérje — hatarozzuk meg. A mért konverzids tényezdk
mutatjédk, hogy az oldhatdé pNA szubsztridttal szemben, a vad ti-
pushoz képest megndvekedett aktivitdslt enzim varidnst, az enzim
molekulaban kildénbézé helyeken végrehajtott, milyen valtoztatéa-
sok eredményezik.

Az enzim alapoldatot alkalmazédsra vald eld8készitésnél egy
Sephadex-G25 (Pharmacia, Piscataway, New Jersey) tdltetd elva-
lasztd oszlopon keresztil eludljuk a propilénglikol eltavolita-
sadra és a puffer cseréjére. Az enzim alapoldatban levéd MES puf-
fert 0,01 M kalcium-kloridot tartalmazé 0,1 M Trisz-pufferre

[ trisz (hidroxi-metil)-amino-metén] cseréljik, és a pH értéket
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so6sav oldattal 8,6-re allitjuk be. Az Osszes kisérletet 8,6 pH

értéken, Trisz pufferben, 25°C-on termosztéalva végezzik.

E. Az enzim variansok jellemzése

4 .példa

Modellfelillet el&allitasa

A CPG Inc.-tél (Fairfield, New Jersey) vasarolt amino-pro-
pil-végcsoportos szabdlyozott pdrust Uveget (CPG) haszndlunk a
Bachem, Inc.-td8l (Torrance, Kalifornia) véasarolt kovalens kotésl
sAAPF~-pNA szubsztrat hordozdéjaként. A reakcidt dimetil-szul-
foxidban végezzik, és kapcsold agensként 3-[ 3-(dimetil-amino)-
-propil] -1l-etil-karbodiimid-hidrokloridot (EDC) hasznalunk. A
reakcid teljes végbemenetele utan (pNA vizsgalat jelzi) az oldéd-
szer felesleget eltavolitjuk, és a CPG:sAAPF-pNA-t dimetil-
szulfoxiddal (DMSO) és kétszer desztillalt vizzel o6blitjik. Ezt
szaritdészekrényben, N, aramban, kdérilbelil 70°C-on végzett szari-
tads koveti. A reakcid tervezését és a rogzitett szubsztrat eld-
adllitasat a Brode, P.F.III és Rauch, D.S. &4ltal kozdltek [, Szub-
tilizin BPN : aktivitas rdgzitett szubsztraton” — Langmuir, 8,
1325-1329 (1992); a leirédsban hivatkozasként tekintjik] szerint
végezzik.

A CPG felilet 62000 + 7000 pNA molekula/umz—t tartalmaz. A
felszini terllet a CPG Inc. &ltal a CPG-re k&zdlt 50,0 Hﬁ/g ér-
tékhez képest valtozatlan marad. Ez azt sugallja, hogy az sAAPF-
-pNA-nak CPG-hez vald kapcsolédsdra alkalmazott eljarids nem kéro-

sitja a pérusszerkezetet (a4tlagos atmérd 48,6 nm).
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5.példa

Felileti hidrolizis-vizsgalat

CPG:sAAPF-pNA alkalmazasaval egyetlen kisérletben meghata-
rozhatjuk egy enzimvaridns adszorpcidjat és egy CPG kotésd
peptid hidrolizisét. Kis mennyiségld enzimvarians alapoldatot
toltink egy Trisz puffert és géztalanitott CPG: sAAPF-pNA-t tar-
talmazd lombikba. A lombikot 90 percig réazatjuk egy lengd mozga-
sU razdégépen, amely iddé alatt a razdégépet kilonbozd iddékozdnként
(példaul az adszorpcidés hidrolizis korai szakaszaiban minden két
percben — példaul az elsd 20 percben — és a kisérlet vége felé
minden 10 percben) ledllitjuk. A CPG: sAAPF-pNA-t hagyjuk lelile-
pedni, és az oldatot megmintazzuk. Mind a kisérleti eljéarast,
mind az adszorpcid és hidrolizis szémitasat Brody és munkatérsai
(1992) eldzdbekben emlitett kozlése szerint vezetjik.

Az Osszes enzimet ellendrizzik autolizissel szembeni stabi-
litasra, és ezen kisérlet folyamdn nem tudtunk észlelhetd auto-
lizis veszteséget kimutatni. Az enzim adszorpcidt ennélfogva az
oldatkimerilés mérésével hatarozhatjuk meg. A kezdeti enzimvari-
adns koncentracidé és az egyes iddpontoknal mért koncentracidk ké-
zotti kildnbség megadja az adszorbedlt enzimvarians mennyiségét.
A feliletrdl hidrolizalt pNA mennyiséget alikvot mintarészeknek
410 nm-en végzett abszorbancia leolvasésaival mérjuk. Az Jdsszes
hidrolizalt pNA mennyiséget a mintamennyiség és a lombikban ma-
radbé mennyiség Osszeadasaval szémitjuk ki. Ezt az értéket korri-
galjuk az enzim jelenléte nélkil, 8,6 pH értéken Trisz pufferrel
hidrolizadlt pNA mennyiség kivonasaval. Ez az alaphidrolizis az

enzim hatékonysdgatdl figgden a teljes hidrolizisnek 7-29 %-4t
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teszi ki.

6.példa

Oldhatdé szubsztrat kinetikai analizis

Az sAAPF-pNA oldhatdé szubsztrat hidrolizisének sebességét az
adszorbancia ndvekedésnek az idé fliggvényeként, 410 nm-en, egy
DU-70 spektrofotométeren torténd mérésével ellendrizzik. Az en-
zimkoncentraciét &llandé értéken tartjuk, és az sAAPF-pNA-t
90 - 700 uM kozdtt valtoztatjuk az egyes kinetikai meghataroza-
soknal. Egy 900 mésodperces idd8tartam alatt minden mé&sodpercben
felvesziink egy adszorbancia adatpontot, és az adatokat &tvisszik
egy LOTUS™ adatlapra (Lotus Development Corporation, Cambridge,
Massachusetts). A kinetikai paraméterek analizisét a standard
Lineweaver Burk analizissel végezzik, amelyben a gdrbe kezdeti
szakaszan levd adatokat (&ltaldban az elsé perc) egy linearis
regressziés gdrbéhez illesztjik v, megadasdhoz. Ky és k.. nyeré-

séhez a v, és s, adatokat standard inverz médon &brazoljuk.

F. BPN’ variansok példai

A koévetkezd8kben, a 2.tablazatban mutatjuk be a csdkkent ad-
szorpcidéju és a felilethez kotott szubsztridtokhoz képest jobb
hidroliz4aldé képességd, taladlmény szerinti BPN' variansokat. A
jellemzd mutacidk leirédsdban elészdér a természetesen eldforduld,
eredeti amincsavat adjuk meg, a masodik a pozicidészam és a har-

madik a szubsztitudlt aminosav.
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2.tablazat

BPN’ variansok példai
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— Egyes mutacidé —

Lys213Glu
Ala216Glu
Ala?l6Asp
Ala216Gly
Ser204Glu

Val203Glu

— Kétszeres

Lys213Glu
I1e205Leu
Ile205Leu
Pro210Ala
Lys213Glu
Tyr214Phe
Gln206Glu
Ala216Glu

Gln206G1lu

+

+

+

+

+

mutacié —
Tyr2l7Leu
Ala216Glu
Ala2l16Asp
Gly215Thr
Ala216Glu
Tyr217Asn
Ala216Glu
Tyr2l7Leu

Tyr2l17Leu

Gln206Glu + Lys213Glu

— Haromszoros mutacié —

Gln206Pro + Gly2l1lAla + Ala216Glu

Lys213Glu
Ile205Val
Gln206Glu

Gln206Glu

+

+

+

+

Ala216Glu
Pro210Ala
Ala216Glu

Lys213Glu

+

+

+

+

Tyr2l7Leu
Lys213Glu
Tyr217Leu

Tyr217Leu

— Négyszeres mutacid —
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Pro210Ala + Lys213Glu + Ala2l16Glu + Tyr2l7Leu
Gln206Glu + Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr2l7Leu
Ser204Glu + Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr2l7Leu
~Otszérés mutacid —
Ile205Leu + Pro2l0Ala + Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr2l7Leu

Ser204Glu + Gln206Glu + Lys213Glu + Ala2l16Glu + Tyr2l7Leu

II. Tisztitd készitmények

A taldlmany masik megvaldsitasdban a taldlmédny szerinti egy
vagy tobb enzimvaridns hatékony mennyiségét, fehérjetartalmu
folt eltavolitasat igényld kiulsénbdzd fellletek tisztitdsara al-
kalmazhaté készitményekbe tessziik bele. Ilyen tisztitd készitmé-
nyek a kemény feliletek tisztitdsdra szolgdld barmilyen formaju
(példaul folyékony és granuldlt) mosdszer készitmények; kelme-
tisztitdsra vald barmilyen formadju (példadul granuldlt, folyékony
és rud készitmények) mosdszer készitmények; mosogatdszer készit-
mények (badrmilyen forméajuak); Dbarmilyen formdju (példaul fog-
apoldészer, fogpaszta és szdjoblitdszer) széajtisztitd készitmé-
nyek; barmilyen formaju (példaul folyékony, tabletta) mifogsor
tisztitd készitmények; és barmilyen formdjua (példaul folyadék,
tabletta) kontaktlencse tisztitd készitmények. Jelen értelmezés
szerint az ,enzimvaridns hatékony mennyisége” annak az enzimva-
riédns mennyiségnek felel meg, amely a jellemzd tisztité készit-
ményben az enzimaktivitads eléréséhez szlkséges. Ilyen hatékony
mennyiségeket a szakember gyorsan meghatdroz, és ezek sok ténye-
z6t8l, példaul az alkalmazott jellemzd enzimvaridnstél, a tisz-

titasi alkalmazastdl, a tisztitd készitmény jellemzd Ssszetéte-—
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1étdl és attdl, hogy folyékony vagy szaraz (példaul granuléatum,
rad) készitmény szikséges-e, és hasonléktdl figgenek. A taléal-
méany szerinti tisztitd készitmények eldnydsen kdrilbeliil 0,0001-
-10 %, még eldénydsebben koriilbelil 0,001-1, még ennél is eldnyd-
sebben koérilbelil 0,01-0,1 % mennyiségben tartalmaznak egy vagy
tébb taldlmény szerinti enzimvaridnst. A leiradsban a koévetkezdk-
ben kilonboézd tisztitd készitmények néhany olyan példajat rész-
letesen targyaljuk, amelyekben a taldlmadny szerinti enzimvarian-
sok alkalmazhatdék. A leirasban alkalmazott dsszes rész, szazalék
és arany tomeg szerinti, amennyiben mé&s médon nem hatarozzuk
meg.

Jelen értelmezés szerint a ,nem kelmetisztitd készitmények”
kemény fellletet tisztitd készitmények, mosogatd készitménvyek,
szadjtisztitd készitmények, mifogsor tisztitd készitmények és
kontaktlencse tisztitd készitmények.

A. Kemény feliletekhez, edényekhez és kelmékhez alkalmazhatéd
tisztitd készitmények

A talalmany szerinti enzimeket barmilyen, nagy habzast és jé
oldhatatlan anyag eltavolitast igényld mosdszer készitményben
alkalmazhatjuk. A taldlmény szerinti enzimvaridnsokat igy alkal-
mazhatjuk kiloénbdzd hagyomédnyos alkotérészekkel egylitt, kemény
felllet tisztitdszer, mosogatdszer készitmény, kelmemosd készit-
mény és hasonlé késztermékek biztositadsdhoz. Az ilyen készitmé-
nyek folyékony, granulélt, rud és hasonldé formédjuak lehetnek. Az
ilyen készitményeket korszerd, ,koncentrdlt” mosdszerekként 1is
kialakithatjuk, amelyek 30-60 toémeg% fellletaktiv anyagot tar-

talmaznak.
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A taldlmany szerinti tisztitd készitmények adott esetben és
eldénydsen kildnbdzd anionos, nemionos, 1ikerionos, stb. feldlet-
aktiv anyagokat tartalmaznak. Az ilyen felilletaktiv anyagok jel-
lemzd8en koérilbelil 5-35 % mennyiségben vannak jelen a készitmé-
nyekben.

A taldlmanyban alkalmazhatd feliletaktiv anyagok nem korla-
tozdé példai a hagyoményos (11-18 szénatomos alkil)-benzolszul-
fondtok és a primer és véletlen (random) alkil-szulfatok, a
10-18 szénatomos, CHs (CHy) 5 (CHOSO3 M) CHj és
CH3(CHz)y(CHOSO3-M+)CH2CH3 dltaldnos képletli — amely képletben x
és (y+l) értéke egész szam, legalabb kdrilbelil 7, eldnydsen
legaldbb 9, és M jelentése egy vizben vald oldhatdésdgot eldsegi-
t8 kation, kildéndsen natrium — szekunder 2,3-alkil-szulfatok, a
10-18 szénatomos alkil-alkoxi-szulfatok (kildénésen az 1-5 EO
etoxi-szulfatok), 10-18 szénatomos alkil-alkoxi-karboxiléatok
(kiléndésen az 1-5 EO etoxi-karboxilatok), a 10-18 szénatomos
alkil-poliglukozidok és megfeleld szulfatdlt poliglikozidjaik,
12-18 szénatomos o-szulfondlt zsirsav-észterek, 12-18 szénatomos
alkil- és alkil-fenol-alkoxilatok (kildndsen az etoxilatok és a
kevert etoxi/propoxi-szarmazékok), 12-18 szénatomos betainok és
szulfo-betainok (,szultainok”), 10-18 szénatomos amin-oxidok és
hasonlék. A taldlmanyban eldnydsek az alkil-alkoxi-szulfatok
(AES) és alkil-alkoxi-karboxildtok (AEC). (Az ilyen fellletaktiv
anyagoknak az eldzdekben emlitett amin-oxid és/vagy betain vagy
szultain feluiletaktiv anyagokkal kombindlt alkalmazdsa szintén
elényds, a gyartd kivanalmaitdl £flggben). Egyéb hagyomanyosan

alkalmazhaté feliletaktiv anyagokat standard mivekben sorolnak
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fel. Kilonosen hasznos felliletaktiv anyagok az U.S.P. 5 194 639
szamu (Connor et al), a leirdsban hivatkozasként tekintett sza-
badalmi iratban koézolt 10-18 szénatomos N-metil-glikamidok.

A taldlmdny szerinti készitményekbe a tisztitd hatasa mosd-
szer készitményekben alkalmazhatd egyéb alkotdrészek széles va-
lasztékat tehetjuik bele, " beleértve egyéb aktiv alkotdrészeket,
hordozdkat, hidrotrépokat, kezelési segédanyagokat, festékeket
vagy pigmenteket, a folyékony készitményekhez olddszereket, stb.
A készitményekbe habfokozdszereket, példidul 10-16 szénatomos al-
kol-amidokat, jellemzden koériulbelul 1-10 % mennyiségben belete-
hetink, amennyiben a habzas tovabbi ndvelése kivanatos. Az ilyen
habfokozd szerek jellemzd csoportjat a 10-14 szénatomos mono-
etanol- és dietanol-amidok alkotjadk. Az ilyen habfokozé szerek-
nek az eldézdbekben ko6zd6lt nagyon habzd kiegészitd feliletaktiv
anyagokkal, példdul amin-oxidokkal, betainokkal és szultainokkal
vald alkalmazasa szintén eldényds. Tovabbi habzads biztositasahoz,
amennyiben kivanatos, oldhaté magnéziumsdkat, példaul magnézium-
-kloridot, magnézium-szulfatot és hasonlét, ijellemzden korilbe-
14l 0,1-2 % mennyiségben adhatunk hozza.

A taldlmény szerinti folyékony mosdszer készitmények hordo-
z6ként vizet és egyéb olddszereket tartalmazhatnak. Megfeleldek
a kis molekulatémegl primer vagy szekunder alkoholok, példaul
metil-alkohol, etil-alkohol, propil-alkohol és izopropil-alko-
hol. A feliletaktiv anyagok oldhatéva tételére eldédnydsek az al-
kohol-monohidratok, alkalmazhatjuk azonban a poliolokat, példaul
a korlUlbelul 2-6 szénatomos és korilbelil 2-6 hidroxicsoportot

tartalmazé (azaz 1,3-propandiolt, etilénglikolt, glicerint és
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1,2-propandiolt) is. Az ilyen hordozdkbdél a készitmények korul-
beliil 5-90 %-ot, jellemzden korilbeliil 10-50 %-ot tartalmazhat-
nak.

A taladlmany szerinti mosdszer készitményeket kialakithatjuk
oly médon, hogy vizes tisztitadsi miveletekben alkalmazva, a mo-
séviz kdrilbelil 6,8-11,0 kozotti pH értékd legyen. A kész-
termékeket igy jellemzden ebben a tartoményban alakitjuk ki. Az
ajanlott alkalmazdsi mennyiségeknél a pH szabdlyozdsi modszerek
koézoétt pufferek, lugok, savak, stb. szerepelnek, és ezek a szak-
ember szamara jél ismertek.

A talalmany szerinti kemény felileti tisztitd készitmények
és kelmetisztité készitmények kialakitasakor a gyartd kilénbozd
szennylebegtetdék alkalmazdsat, koérilbelil 5-50 tomeg% mennyiség-
ben igényelheti. Jellemzd szennylebegtetdk az 1-10 pm-es zeoli-
tok, polikarboxilatok, példaul citrat és oxi-diszukcinatok, ré-
tegelt szilikatok, foszfdtok és hasonldék. Egyéb hagyomanyos
szennylebegtetéket standard szxdvegekben sorolnak fel.

A gyartd, hasonld médon alkalmazni kivanhat ilyen készitme-
nyekben kiildnbéz8 tovabbi enzimeket, példaul cellulézokat, lipa-
zokat, amildzokat és protedzokat, jellemzden koérulbelul 0,001-1
témeg% mennyiségben. A mosodali mosdészer szakmdban J61 ismertek
kiilénbozd8 tisztitd hatast és kelmegondozd enzimek.

Ilyen készitményekben Jjellemzden kérilbelil 1-15 tomeg%
mennyiségben alkalmazhatunk kildnbézé fehéritdé vegylileteket,
példadul perkarbondtokat, perbordtokat és hasonldékat. Az ilyen
készitmények, amennyiben kivanatos, tartalmazhatnak fehéritd ak-

tivatorokat, példaul tetraacetil-etilén-diamint, (nonanoil-oxi)-
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-benzolszulfonatot és hasonldékat 1is, amelyek szintén ismertek a
technika &llasaban. Az alkalmazott mennyiségek Jellemzdéen ko-
rilbelil 1-10 tomeg% kozottiek.

Ilyen készitményekben kilénbozé szennyezddést kioldd szere-
ket, kiilédndsen az amino-foszfonatokat és etilén-diamin-diszukci-
natokat, kildonbdz8 agyag szennyezddést eltavolitd szereket, ki-
léndsen etoxilezett tetraetilén-pentamint, kiilénbdézd diszperga-
lészereket, kiilondsen poliakrildtokat és poliaszparatokat, ku-
16nbdz8 szinélénkitd szereket, kildndsen anionos szinélénkitd
szereket, kildnboz8 habzasgatlé szereket, kildndsen szilikonokat
és szekunder alkoholokat, kiilénbdzd kelmelagyitd szereket, kulo-
nésen smektit agyagokat és hasonldkat, koriilbelil 1-35 tdmeg$s
kézotti mennyiségben mind alkalmazhatunk. Az ilyen hagyomanyos
anyagok tobbszdérds, részletes leirédsait standard szovegek és
nyilvanossagra hozott szabadalmi leirasok tartalmazzak.

A taldlmany szerinti tisztitd készitményekben enzim stabi-
lizadlészereket is alkalmazhatunk. Ilyen enzim stabilizdldszerek
a propilénglikol (eldnydsen korilbelil 1-10 %), natrium-formiat
(elénydsen korilbelul 0,1-1 %) és kalcium-formiadt (eldénydsen ko-
riulbelil 0,1-1 %).

1. Kemény felilleti tisztité készitmények

Jelen értelmezés szerint a ,Kemény felulet(et) tisztitd ké-
szitmény” kemény feliletek, példadul padozatok, falak, furddszo-
bai csempe és hasonldék tisztitdsara szolgdld folyékony és granu-
lalt mosészer~'készitményeknek felel meg. A talalmany szerinti
kemény feliilet tisztité készitmények taldlmédny szerinti, egy

vagy tdbb enzim varians hatékony mennyiségét, eldénydsen kdrilbe-
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1ul 0,0001-10 tomeg%, még eldnyodsebben koérilbelil 0,1-5 tomeg$,
még ennél is eldénydsebben kériulbelil 0,5-1 toémeg% készitmenybelil
aktiv enzimet tartalmaznak. Az ilyen kemény felllet tisztitd ké-
szitmények azon kivil, hogy egy vagy toébb taldlmany szerintli en-
zimvarianst tartalmaznak, magukban foglalnak egy feliletaktiv
anyagot és egy vizben oldhaté komplexképzd szennylebegtetdt is.
Bizonyos specializalt termékekben, példaul a permetezds ablak-
tisztitdékban, azonban néha nem alkalmazunk feliiletaktiv anyago-
kat, mivel azok filmszerd/egyenetlen maradvanyt képezhetnek az
Uvegfelileten.

A taldlmany szerinti készitmények 0,1 % mennyiségld felllet-
aktiv anyagkomponenst tartalmazhatnak, amennyiben jelen wvan,
azonban a készitmények jellemzden kdriulbelil 0,25-10 %, még eld-
nydésebben kériilbelil 1-5 % feliletaktiv anyagot tartalmaznak.

A készitmények jellemzden korulbelil 0,5-50 %, eldnydsen ko-
rilbelil 1-10 % tisztité hatdsu szennylebegtetdét tartalmaznak.

A pH értéknek eldnydsen korilbelil 8-12 kdézotti tartomanyban
kell lennie. Hagyomanyos pH be&llitd szereket, példaul néatrium-
~-hidroxidot, natrium-karbonatot vagy soésav oldatot alkalmazha-
tunk a pH beadllitdséara, amennyiben sziikséges.

A készitmények tartalmazhatnak oldészereket. Alkalmazhato
oldészerek, bar az alkalmazhatdé olddészerek nem korlatozddnak
csak ezekre, a glikol-éterek, példaul dietilénglikol-monohexil-
-éter, dietilénglikol-monobutil-éter, etilénglikol-monobutil-
-éter, etilénglikol-monohexil-éter, propilénglikol-monobutil-
~-éter, dipropilénglikol-monobutil-éter és diolok, példaul 2,2,4-

-trimetil-1, 3-pentandiol és 2-etil-1,3-hexéndiol. Alkalmazasuk
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esetén az olddészerek jellemzd8en kdérilbelul 0,5-15 %, elényéseh
kérilbeltil 33-11 % mennyiségben vannak jelen.

A taldlmany szerinti készitményekben, a készitménynek e fe-
liletré8l vald gyorsabb elparolgasédnak eldsegitésére alkalmazha-
tunk tovabba nagyon 1illékony olddszereket, példaul izopropil-al-
koholt vagy etanolt 1is, amikor a fellletet a ,teljes erdssegld”
készitmény alkalmazasa utan nem 8blitjik le. Az illékony oldoé-
szerek — amennyiben a készitményekben alkalmazzuk azokat — jJel-
lemzéen koériilbeliil 0,5-15 %, eldnydsen korilbelil 3-11 % mennyi-
ségben vannak jelen.

A taldlmany szerinti kemény felilet tisztitd készitmény meg-

valésitasat a kovetkezd példadkkal szemléltetjik.

7-12 .példak

Folyékony, kemény felilleti tisztitd készitmények

A minta szama

Komponens 7 8 9 10 11 12
Lys213Glu 0,05 0,50 0,02 0,03 0,10 0,03
Ile205Leu + Ala2l6Asp - - - - 0,20 0,02
Na,DIDA*

EDTA** - - 2,90 2,90 - -
natrium-citrat - - - - 2,90 2,90
12 szénatomos alkil-ben-

zolszulfondt-natriumsd 1,95 - 1,95 - 1,95 -

12 szénatomos alkil-

szulfat-nadtriumséd - 2,20 - 2,20 - 2,20
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12 szénatomos (etoxi)-***
-szulfat-nadtriumsd - 2,20 - 2,20 - 2,20

12 szénatomos dimetil-

-amin-oxid - 0,50 - 0,50 - 0,50
Kumolszulfonat natriumsdé 1,30 - 1,30 - 1,30 -
Hexil-carbitol*** 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
Vigk*xx Kiegészités 100 %-ra

*Dindtrium-N-dietilénglikol-N,N-imino-diacetat
**Nay—etilén-diamin-diecetsav
***Dietilénglikol-monohexil-éter
*x*k* Dz Osszes készitményt 7 pH értékre allitjuk be.

A 7-10.példédkban tobbek kdzdétt a 2.tablazatban ismertetett
BPN variansokkal helyettesitjik Lys213Glu-t, lényegében hasonld
eredményekkel.

A 11-12.példéakban tobbek kozétt a 2.tédblazatban ismertetett
BPN varidnsok barmilyen kombinacidjaval helyettesitjik
Lys213Glu-t és Ile205Leu + Ala2l6Asp-t, lényegében hasonld ered-

ményekkel.

13-18.példak
Permet készitmények kemény feliilletek tisztitasahoz és haztartasi

penész eltavolitasahoz

A minta szama

Komponens 13 14 15 16 17 18

Lys213Glu + Tyr2l7Leu 0,50 0,05 0,60 0,30 0,20 0,30
Ala216Glu - - - - 0, 30 0,10

Natrium-oktil-szulfat 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
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Natrium-dodecil-szulfat 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

Natrium-hidroxid 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Szilikat (natrium) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Illatanyag 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
Viz Kiegészités 100 %-ra

Termék pH érték korulbeldl 7.

A 13-16.példékban tobbek kézétt a 2.tablazatban ismertetett
BPN’ variansokkal helyettesitjik Lys213Glu + Tyr2l17Leu-t, lénye-
gében hasonld eredményekkel.

A 17-18.példakban tébbek kozott a 2.tdblazatban ismertetett
BPN’ variadnskal helyettesitjik Lys213Glu + Tyr2l7Leu-t és
Ala216Glu-t, lényegében hasonld eredményekkel.

2. Mosogatdszer készitmények

A taladlmany egy tovabbi megvalésitasédban a taldlmény szerin-
ti egy vagy tdébb enzimvaridnst mosogatdszer készitmények tartal-
maznak. Jelen értelmezés szerint a ,mosogatdszer készitmény”
edények tisztitidsara szolgald készitmények minden formajat je-
lenti, beleértve a granulalt és folyékony formakat, de nem kor-
latozdédva ezekre. A taldlmény szerinti mosogatédszer készitmenye-

ket a kdvetkezd példakkal szemléltetjik.

19-24.példak

Mosogatdészer készitmény

A minta szama

Komponens 19 20 21 22 23 24

Glu206Pro + Gly2llAla

+ Ala216Glu 0,05 0,50 0,02 0,40 0,10 0,03
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Ile205Leu + Ala2l6Asp - - - - 0,40 0,02
12-14 szénatomos N-metil-

-glikamid 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
12 szénatomos etoxi(l)-

-szulfat 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
2-metil-undekéansav 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
12 szénatomos etoxi(2)-

-karboxiolat 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
12 szénatomos alkohol-

-etoxilat (4) 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
12 szénatomos amin-oxid 3,00 3,00 3,00 3,00 3,060 3,00

Natrium-kumol-szulfonéat 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

Etanol 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Mgﬁ'(magnézium—kloridként)0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Ca"" (kalcium-kloridként) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Viz Kiegészités 100 %-ra

Termék pH értékét 7-re 4llitjuk be.

A 19-22.példakban tobbek kozdtt a 2.tédblazatban ismertetett
BPN variansok barmilyen kombinacidjaval helyettesitjik
Gly211Ala + Ala216Glu-t, lényegében hasonldé eredményekkel.

A 23-24.példakban tobbek kozoétt a 2.tablazatban ismertetett
BPN' varianskal helyettesitjik Gln206Pro + Gly211Ala +
Ala216Glu-t és Ile205Leu + Ala2l6Asp-t, lényegében hasonld ered-
ményekkel.

3. Kelmetisztitd készitmények

A talalmany masik megvaldsitésdban a taldlmény szerinti egy

vagy tobb enzimvarianst kelmetisztité készitmények tartalmazzak.
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Jelen értelmezés szerint a ,kelmetisztitd készitmény” a kelme-
tisztitdsra szolgald mindenféle formaju mosdszer készitményt je-
lent, beleértve a granulalt, folyékony és rud formakat, de nem
korladtozddva ezekre.

a. Granulalt kelmetisztitd készitmények

A taldlmény szerinti granuldlt kelmetisztitd készitmények
egy vagy tdbb, taldlmény szerinti enzimvaridns hatékony mennyi-
ségét, a készitmény tomegére eldnybésen korulbelil 0,001-10 %,
még eldnydsebben kdrilbelul 0,005-5 %, még eldényésebben kdrulbe-
1il 0,01-1% aktiv enzimet tartalmaznak. A granulalt kelmetiszti-
té készitmények egy vagy tébb taldlmany szerinti enzimvarianson
kivil Jellemzden legaldbb egy feliletaktiv anyagot, egy vagy
tdbb szennylebegtetdt és néhdny esetben egy fehéritdszert is
tartalmaznak.

A taladlmany szerinti granul&lt kelmetisztitészer készitmény

megvaldésitasat a kovetkezd példakkal szemléltetjik.

25-28.példak

Granulalt kelmetisztitd készitmény

A minta széama

Komponens 25 26 27 28
Ala2l6Asp 0,10 0,20 0,03 C,05
Ala2l16Gly - - 0,02 0,05

13 szénatomos lineé&ris alkil-
-benzolszulfonat 22,00 22,00 22,00 22,00
Foszfat (natrium-tripolifoszfat-

ként) 23,00 23,00 23,00 23,00
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Natrium-karbonat 23,00 23,00 23,00 23,00
Natrium-szilikat 14,00 14,00 14,00 14,00
Zeolit 8,20 8,20 8,20 8,20

Kelatképzdszer (dietilén-triamin-

-pentaecetsav) 0,40 0,40 0,40 0,40
Natrium-szulfat 5,50 5,50 5,50 5,50
Viz Kiegészités 100 %-ra

A 25-26.példakban tobbek kozott a 2.tdblazatban ismertetett
BPN’ varidnsokkal helyettesitjik Ala2l6Asp-t, lényegében hasonld
eredményekkel.

A 27-28.példakban tobbek koézott a 2.tablézatban ismertetett
BPN varidnsok barmilyen kombinacidéjaval helyettesitjuk
Ala2l16Asp + Ala2l6Glu-t, lényegében hasonld eredményekkel.

29-32.példak

Granuladlt kelmetisztitd készitmény

A minta széama

Komponens 29 30 31 32

Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr2l7Leu 0,10 0,20 0,03 0,05
Ile205Val + Pro210Ala + Lys213Glu - - 0,02 0,05
12 szénatomos alkil-benzolszulfonat 12,00 12,00 12,00 12,00
Zeolite A (1-10 pm) 26,00 26,00 26,00 26,00
2-butil-kaprilsav 4,00 4,00 4,00 4,00
12-14 szénatomos szekunder (2,3)-

~alkil-szulfat natriumsd 5,00 5,00 5,00 5,00
‘ Qﬁtikai szinélénkitészer 0,10 0,10 0,10 0,10

o]

Viz és egyéb alkotdrészek Kiegészités 100 %-ra
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A 29-30.példakban tobbek kézdtt a 2.tablazatban ismertetett
BPN varidnsokkal helyettesitjik Lys213Glu + Ala2l6Glu +
Tyr217Leu-t, lényegében hasonldé eredményekkel.

A 31-32.példakban tobbek koézott a 2.tablazatban ismertetett
BEN variansok barmilyen kombindcidjaval helyettesitjik
Lys213Glu + Ala2l6Glu + Tyr2l7Leu-t és Ile205Val +Pro2l0Ala +
Lys213Glu-t, lényegében hasonld eredményekkel.

b. Folyékony kelmetisztitdé készitmények

A taladlmany szerinti folyékony kelmetisztitdé készitmények
egy vagy tdbb, taldlmdny szerinti enzimvarians hatékony mennyi-
ségét, a készitmény tomegére eldnydsen korilbeldl 0,005-5 %, meg
eldnydsebben kdérulbelul 0,01-1% aktiv enzimet tartalmaznak. Az
ilyen folyékony kelmetisztitd készitmények tovabba Jellemzden
egy feliiletaktiv anyagot, egy =zsirsavat, egy vizben oldhato
tisztité hatasu szennylebegtetdk és vizet is tartalmaznak.

A taldlmédny szerinti folyékony kelmetisztitdszer készitmény

megvaldésitésat a kovetkezd példakkal szemléltetjik.

33-37.példak

Folyékony kelmetisztitd készitmények

A minta szama

Komponens 33 34 35 36 37

Pro210Ala + Gly215Thr 0,05 0,03 0,30 0,03 0,10
Pro210Ala + Lys213Glu +

Ala216Glu + Tyr2l7Leu - - - 0,01 0,20
12-14 szénatomos alkil-szulfat

natriumsé 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
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2-butil-kaprilsav 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Natrium-citrat 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
10 szénatomos alkohol-etoxilat (3) 13,00 13,00 13,00 13,00 13,00
Monoetanol-amin 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50

Q

Viz/propilénglikol/etil-alkohol (100:1:1) Kiegészités 100 %-ra

A 33-35.példadkban tobbek kozdtt a 2.tdbldzatban ismertetett
BPN’ variansokkal helyettesitjik Pro2l10Ala + Gly215Tyr-t, lénye-
gében hasonléd eredményekkel.

A 36-37.példakban tobbek kozott a 2.tdbldzatban ismertetett
BPN variansok barmilyen kombinacidjaval helyettesitjlik
Pro210Ala + Gly215 Tyr-t és Pro2l0Ala + Lys213Glu + Ala2l6Glu +
Tyr2l7Leu-t, lényegében hasonld eredményekkel.

c. Rad alaki kelmetisztitd készitmények

A szennyezett kelmék kézi mosdsdra alkalmazhaté taldlmany
szerinti rud alaku kelmetisztitd készitmények egy vagy tobb, ta-
ldlmany szerinti enzimvariadns hatékony mennyiségét, a készitmény
témegére eldnydsen kérilbelil 0,001-10 %, még eldnydsebben ko-
rilbelidl 0,01-1% aktiv enzimet tartalmaznak.

A taldlmany rud alaki kelmetisztitdszer készitmény megvald-

sitasat a kovetkezd példédkkal szemléltetjik.

38-41.példak

Rud alaki kelmetisztitd készitmények

A minta széama

Komponens 33 39 40 41

Lys213Glu + Ala2l16Glu 0,3 - 0,1 0,02

Tyr214Phe +Tyr217Asn - - 0,4 0,03
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12-16 szénatomos alkilszulféat-
-natriumséd 20,0 20,0 20,0 20,00
12-14 szénatomos N~metil-glikamid 5,0 5,0 5,0 5,00

11-13 szénatomos alkil-benzolszul-

fonadt-natriumsd 10,0 10,0 10,0 10,00
Natrium—-karbonat 25,0 25,0 25,0 25,00
Natrium-pirofoszfat 7,0 7,0 7,0 7,00
Natrium-tripolifoszfat 7,0 7,0 7,0 7,00
Zeolite A (0,1-10 n) 5,0 5,0 5,0 5,00
(Karboxi-metil)-celluldz 0,2 0,2 0,2 0,20
Poliakriladt (molekulatdmeg 1400) 0,2 0,2 0,2 0,20
Kékusz-monoetanol-amid 5,0 5,0 5,0 5,00
Szinélénkitdszer, illatanyag 0,2 0,2 0,2 0,20
Kalcium-szulfat 1,0 1,0 1,0 1,00
Magnézium-szulfat 1,0 1,0 1,0 1,00
Viz 4,0 4,0 4,0 4,00
Toltbanyag* Kiegészités 100 %-ra

*Kivalaszthatjuk hagyomanyos anyagokbdél, példaul kalcium-karbo-
natbdél, talkumbdl, agyagbdl, szilikatokbdl és hasonldkbdl.

A 38-39.példakban tobbek kézdtt a 2.tédblézatban ismertetett
BPN’ varidnsokkal helyettesitjik Lys213Glu + Ala216Glu-t, lénye-
gében hasonld eredményekkel.

A40-41.példakban tobbek kozdétt a 2.tdblazatban i1smertetett
BPN variansok badrmilyen kombindcidjaval helyettesitjik
Lys213Glu + Ala2l6Glu-t és Tyr2l4Phe+ Tyr217Asn-t, lényegében

hasonlé eredményekkel.
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B. Tovabbi tisztitd készitmények

Az eldzd8ekben targvalt kemény felileti tisztitd, mosogatd és
kelmetisztité készitményeken kivil egy vagy tdbb talalmany sze-
rinti enzimvaridnst beletehetiink egy sor olyan egyéb tisztitd
készitménybe 1is, amelyeknél egy oldhatatlan szubsztrat hidroli-
zise kivénatos. Ilyen tovéabbi tisztitd készitmények a szajtisz-
titd készitmények, mifogsor tisztitd készitmények és kontaktlen-
cse tisztitd készitmények, azonban az ilyen készitmények nem
korlatozdédnak ezekre.

1. Szajtisztitd készitmények

A talalmany tovabbi megvalésitasadban egy vagy tdbb, taldl-
many szerinti enzimvaridns gydgyszerészetileg elfogadhatd meny-
nyiségét, fogakrdél vagy mifogsorokrdl fehérjeszerd foltok elta-
volitasadra hasznalhatd készitményekben alkalmazzuk. Jelen értel-
mezés szerint a ,szajtisztitd készitmények” fogipoldszereket,
fogpasztékat, foggéleket, fogporokat, szajoblitdket, szajperme-
teket, szajgéleket, ragdégumikat, szdgletes tablettakat, zacsko-
kat, tablettakat, biogéleket, profilaktikus pasztdkat, fogkezeld
oldatokat és hasonldkat Jjelentenek. A taldlmany szerinti szé&j-
tisztitd készitmények eldénydsen korilbeltil 0,0001-200 tomeg%,
még eldnydsebben kérilbelil 0,001-10 tomeg%, még ennél is eld-
nydsebben koriilbelil 0,01-5 témeg%, egy vagy tébb, taldlmany
szerinti enzimvariadnsot és egy gydgyszerészetileg elfogadhatd
hordozdét tartalmaznak. Jelen értelmezés szerint a ,gydgyszeré-
szetileg elfogadhatdé” azt Jjelenti, hogy azok a hatdanyagok,
gydégyszerek vagy inert alkotdrészek, amelyeket a kifejezés le-

fed, alkalmasak arra, hogy emberi és alacsonyabbrendd &llati
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szdvetekkel érintkezve alkalmazzuk azokat anélkil, hogy toxiku-
sak, Osszeférhetetlenek, labilisak, irritaldéak lennének, aller-
gias vélaszt és hasonlékat valtananak ki egy ésszerd eldény/koc-
kdzat aranyt figyelembevéve.

A szajtisztitd készitmények szajtisztité komponenseinek
gyégyszerészetileg elfogadhaté szajtisztitd komponensei a ke-
szitménynek &ltaldban jellemzden koérilbelil 50-99,99 tomeg%-at,
eldénydsen korilbeliil 65-99,99 tomeg%-at, még eldénydsebben korul-
belil 65-99 tomeg%-4at teszik ki.

A szakember szamara jol ismertek azok a gydégyszerészetileg
elfogadhaté hordozé komponensek és adott esetben alkalmazhatd
komponensek, amelyeket a taladlmény szerinti szijtisztitd készit-
ményekben alkalmazhatunk. Az oralis tisztitdé készitményekben al-
kalmazhaté készitmény tipusok, hordozdé komponensek és adott e-
setben alkalmazhaté komponensek széles valasztékat koézlik az
U.S.P. 5 096 700 szami (Seibel); U.S.P. 5 028 414 szama (Sam-
pathkumar) és U.S.P. 5 028 415 szamd (Benedict, Bush és Sunberg)
szabadalmi iratokban, amelyeket mind hivatkozasként tekintink a
leiréasban.

A taldlmadny szerinti szajtisztitd készitmények megvalésita-

sdt a koévetkezd példidkkal szemléltetjuk.
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42-45.példak

Fogapolészer készitmény

A minta szama

Komponens 42 43 44 41

Ile205Leu + Pro2l0Ala + Lys213Glu+

+ Ala216Glu + Tyr217Leu 2,000 3,500 1,500 2,000
Szorbit (70 %-0s vizes oldat) 35,000 35,000 35,000 35,000
PEG-6* 1,000 1,000 1,000 1,000

Szilicium-dioxid fogddrzsdlé-

szer** 20,000 20,000 20,000 20,000
Natrium-fluorid 0,243 0,243 0,243 0,243
Titan-dioxid 0,500 0,500 0,500 0,500
Szaccharin natriumsé 0,286 0,286 0,286 0,286

Alkil-szulfat natriumsé (27, 9%-os

vizes oldat) 4,000 4,000 4,000 4,000
fzesit8szer 1,040 1,040 1,040 1,040
Karboxi-vinil polimer*** 0.300 0.300 0.300 0.300
Izlandi moha**** 0,800 0,800 0,800 0,800
Viz Kiegészités 100 %-ra

*PEG-6 = 600 molekulatémegl polietilénglikol.
**Zeodent 119-ként azonositott, J.M. Huber &ltal ajanlott kicsa-
patott szilicium-dioxid.
***B.F. Goodrich Chemical Company &ltal ajanlott Carbopol.
****Hercules Chemical Company &ltal ajanlott Iota Carrageenan.

A 42-45.példakban tobbek kozétt a 2.tablazatban ismertetett
BPN/ varidnsokkal helyettesitjuk Ile205Leu + Pro2l10Ala +

Lys213Glu + Ala2l16Glu-t, lényegében hasonld eredményekkel.
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Szajoblitészerszer készitmény

A minta széama

Komponens 46 47 48 49
Ala216Gly 3,00 7,50 1,00 5,00
SDA 40 alkohol 8,00 8,00 8,00 8,00
fzesitdszer 0,08 0,08 0,08 0,08
Emulgeédlészer 0,08 0,08 0,08 0,08
Natrium-fluorid 0,05 0,05 0,05 0,05
Glicerin 10,00 10,00 10,00 10,00
Edesitdszer 0,02 0,02 0,02 0,02
Benzoesav 0,05 0,05 0,05 0,05
Natrium-hidroxid 0,02 0,02 0,02 0,02
Festék 0,04 0,04 0,04 0,04
Viz Kiegészités 100 %-ra

A 46-49.példakban tobbek kozott a 2.tédblazatban ismertetett

BPN’ variansokkal helyettesitjik Ala2l6Gly-t, lényegében hasonld

eredményekkel.

50-53.példak

Négyszdgletes tabletta készitmény

A minta széama

Komponens 50 51 52 53

Tyr214Phe + Tyr2l17Asn 0,01 0,03 0,10 0,02
Szorbit 17,50 17,50 17,50 17,50
Mannit 17,50 17,50 17,50 17,50
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Keményitd 13,60 13,60 13,60 13,60

Edesit8szer 1,20 1,20 1,20 1,20
Izesité&szer 11,70 11,70 11,70 11,70
Szinezék 0,10 0,10 0,10 0,10
Kukoricaszirup Kiegyenlités 100 %-ra

Az 50-53.példakban tdbbek kozd6tt a 2.tédblazatban ismertetett
BPN’ variansokkal helyettesitjik Tyr214Phe + Tyr2l17Asn-t, lénye-

gében hasonld eredményekkel.

54-57. példak

Ragbégumi készitmény

A minta szama

Komponens 54 55 56 57

Ile205Val + Pro2l0Ala + Lys213Glu 0,03 0,02 0,10 0,05
Szorbit kristélyok 38,44 38,40 38,40 38,40
Paloja-T gumi alapanyag* 20,00 20,00 20,00 20,00
Szorbit (70 %-os oldat) 22,00 22,00 22,00 22,00
Mannit 10,00 10,00 10,00 10,00
Glicerin 7,56 7,56 7,56 7,56
Izesit8szer 1,00 1,00 1,00 1,00

*L.A. Dreyfus Company-tdél.
Az 54-57.példékban tdbbek koézdbtt a 2.tdblazatban ismertetett
BPN’ variadnsokkal  helyettesitjik Ile205Val + Pro210Ala +

Lys213Glu-t, lényegében hasonld eredményekkel.
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2. Mifogsortisztitdé készitmények

A taldlmany egy még tovabbi megvaldsitasdban egy vagy tobb
taldlmany szerinti enzimvariédnst mifogsorok szadjliregen kivili
tisztitadsdra szolgald fogsortisztitd készitményekben alkalma-
zunk. Az ilyen fogsortisztitd készitmények egy vagy tobb talal-
many szerinti enzimvarians hatékony mennyiségét, a készitménynek
eldénydsen  korulbeldl 0,0001-50 tomeg%-at, még elényésebbeﬁ
0,001-35 tomeg%-at, még ennél 1is eldénydsebben koriulbeltl 0,01-20
tomeg%-at tartalmazzak. A technika &llasdban jél ismertek kilon-
b6z8 fogsortisztitd készitmény formatumok, példédul pezsgdtablet-
tak és hasonldék [ lasd példaul az U.S.P. 5 055 305 széma (Young)
szabadalmi iratban, amelyet a leirdsban hivatkozasként tekin-
tink] , és ezek &ltaldban alkalmasak arra, hogy a fogsorokrél fe-
hérjeszerd foltok eltavolitdsara egy vagy tdébb, taldlmany sze-
rinti enzimvarianst beletegyunk.

A taldlmény szerinti fogsortisztitd készitmény megvaldsita-

sat a kovetkezd példakkal szemléltetjlk.

58-61.példak

Kétrétegli fogsortisztitd pezsgdtabletta

A minta széama

Komponens 58 59 60 61

Savas reéteg

Ala2l16Glu 1,0 1,5 0,01 0,05
Borkdsav 24,0 24,0 24,0 24,00
Natrium-karbonat 4,0 4,0 4,0 4,00

Szulfaminsav 10,0 10,0 10,0 10,00
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PEG 20,000 4,0 4,0 4,0 4,00

Natrium-hidrogén-karbonat 24,5 24,5 24,5 24,50
Kalium-perszulfat 15,0 15,0 15,0 15,00
Savas natrium-pirofoszfat 7,0 7,0 7,0 7,00
Pirogén szilicium-dioxid 2,0 2,0 2,0 2,00
TAED* 7,0 7,0 7,0 7,00
Ricinol-szulfo-szukcinét 0,5 0,5 0,5 0,50
Izesit8szer 1,0 1,0 1,0 1,00

Lagos réteg

Natrium-perborat—viz (1/1) 32,0 32,0 32,0 32,00
Natrium-hidrogén-karbonat 19,0 19,0 19,0 19,00
EDTA 3,0 3,0 3,0 3,00
Natrium-tripolifoszfat 12,0 12,0 12,0 12,00
PEG 20,000 2,0 2,0 2,0 2,00
Natrium-perszulféat 26,0 26,0 26,0 26,00
Natrium-karbonat 2,0 2,0 2,0 2,00
Pirogén szilicium-dioxid 2,0 2,0 2,0 2,00
Festék/izesitészer 2,0 2,0 2,0 2,00

*Tetraacetil-etilén-diamin.

Az 58-61.példakban tébbek kozott a 2.tdblazatban ismertetett
BPN’ varidnsokkal helyettesitjuk Ala2l16Glu-t, lényegében hasonld
eredményekkel.

3. Kontaktlencse-tisztitd készitmények

A talalmdny egy mésik tovéabbi megvaldésitasédban kontaktlen-
cse-tisztité készitmények a taldlmény szerinti egy vagy tdébb en-
zimvaridnst tartalmaznak. Az 1ilyen kontaktlencse-tisztitd ké-

szitmények egy vagy tdbb, taldlmény szerinti enzimvarians haté-
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kony mennyiségét, a készitmény tdmegére eldénydsen korilnelil
0,01-50 %-ot, még eldénydsebben kérilbelil 0,01-20 %-ot, még en-
nél is eldnydsebben korilbelul 1-5 %-ot és egy kontaktlencse-
tisztitd hordozét tartalmaznak. A technika &llasaban kiilénbsdzd
kontaktlencse-tisztitd készitmény formatumok, példaul tablettak,
folyadékok és hasonldék Jol1 ismertek [ lasd példaul az U.S.P. 4
863 627 szamu (Davies, Meaken és Rees); U.S.P. Re. 32 672 szamu
(Huth, Lam és Kirai; U.S.P. 4 609 493 szama (Schafer); U.S.P. 4
690 793 szadmd (Ogunbiyi és Smith); U.S.P. 4 614 549 szamu
(Ogunbiyi, Riedhammer és Smith) és U.S.P. 4 285 738 szamn
(Ogata) szabadalmi iratokat; amelyek mindegyikét hivatkozasként
tekintjik a leirédsban], és ezek altalédban megfeleléek arra, hogy
a kontaktlencsékrdél fehérjeszerd foltok eltavolitdsara egy vagy
tobb, talalmany szerinti enzimvaridnst tegyiink bele.

A talalmany szerinti kontaktlencse-tisztitd készitmény meg-

valositasat a kovetkezd példakkal szemléltetijiik.

62-65. példak

Enzimes kontaktlencse-tisztité oldat

A minta szama

Komponens 62 63 64 65
Ile205Leu + Ala2l6Asp 0,01 0,5 0,1 2,0
Glikéz 50,00 50,0 50,0 50,0

Nemionos feliletaktiv anyag (poli-
oxi-etilén-polioxi-propilén

kopolimer) 2,00 2,0 2,0 2,0
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Anionos fellletaktiv anyag (poli-

oxi-etlilén-alkil-fenil-éter

nadtrium-szulfit-észter) 1,00 1,0 1,0 1,0
Nadtrium-klorid 1,00 1,0 1,0 1,0
Borax 0, 30 0,3 0,3 0,3
Viz Kiegészités 100 %-ra

A 62-65.példédkban tobbek koézdtt a 2.tadblazatban ismertetett
BPN’ variansokkal helyettesitjik Ile205Leu + Ala2l6Asp-t, lénye-
gében hasonldé eredményekkel.

Mig a talalmany targyat jellemz&é megvalésitasaik leirjak,
nyilvanvalé, hogy a szakemberek a taldlmany targyan kildnbszd
valtoztatasokat és médositdsokat végezhetnek anélkiil, hogy el-
térnének a taldlmény szellemétdl és oltalmi kérétdl. A csatolt
szabadalmi igénypontokkal szandékozzuk lefedni az 6sszes ilyen

médositast, amelyek a taldlmany oltalmi kérén belil vannak.



Ala

His

Ser

Ser

Gly

65

Val

Gly

Trp

Pro

Ser

145

Ser

Val

49

SZEKVENCIA LISTAK

Az 1. szami szekvencia adatai:

(i) Szekvencia jellemzd&k:

(A) HosszUsé&g: 275 aminosav

(B) tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linearis

(11) Molekulatipus: fehérje

(x1) Szekvencia leirds: 1.

Gln Ser Val Pro Tyr Gly Val
5

Ser Gln Gly Tyr Thr Gly Ser
20

Gly Ile Asp Ser Ser His Pro
35 40

Met Val Pro Ser Glu Thr Asn
50 55

Thr His Val Ala Gly Thr Val
70

Leu Gly Val Ala Pro Ser Ala
85

Ala Asp Gly Ser Gly Gln Tyr
100

Ala Ile Ala Asn Asn Met Asp
115 120

Ser Gly Ser Ala Ala Leu Lys
130 135

Gly Val Val val Val Ala Ala
150

Ser Ser Thr Val Gly Tyr Pro
165

Gly Ala Val Asp Ser Ser Asn
180

szama szekvencia:

Ser Gln Ile Lys Ala
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Asn Val
25

Asp Leu

Pro Phe

Ala Ala

Ser Leu
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Ser Trp
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Val Ile

Ala Ala

Ala Glu

Gly Lys
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Gln Arg
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Lys
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Ile
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Val
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Val Ala

Val Ala
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Asp Asn
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Asn Asn

Ala Val

Ile Asn

Met Ser
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Asp Lys
140
Glu Gly

Pro Ser

Ser Phe
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Val

30
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Asn
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Leu
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Thr

Val

Ser
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Ile
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Val
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Ser
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Ser
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Ala
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Gly
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Leu

Glu

Ala
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Val
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Leu

Pro
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Trp

Leu

Ala

Pro
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210

His

Thr

Gly

Ala

Glu
195
Gly

Val

Asn

Gln
275

Leu

Asn

Ala

Thr

Ser
260

50

Asp Val Met Ala Pro Gly Val Ser Ile Gln

200

205

Lys Tyr Gly Ala Tyr Asn Gly Thr Ser Met

215 220

Gly Ala Ala Ala Leu Ile Leu Ser
230 235

Gln Val Arg Ser Ser Leu Glu Asn
245 250

Phe Tyr Tyr Gly Lys Gly Leu Ile
265

Lys

Thr

Asn

His

Thr

Ser Thr

Ala Ser

Pro Asn
240

Thr Lys
255

Val Gln Ala

270
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy vad tipusi aminosavszekvencidt tartalmazdé BPN va-
ridns, amelyben a vad tipust aminosavszekvencia a 199, 200, 201,
202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214,
215, 216, 218, 219 vagy 220 helyek kézidl egy vagy tdébb helyen
szubsztitualt, ahol
a) a szubsztitudld aminosav a 199 helyre Cys, Ala, His, Thr,
Pro Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;

b) a szubsztituald aminosav a 200 helyre His, Thr, Pro, Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;

c) a szubsztitudld aminosav a 201 helyre Gly, Gln, Asn, Ser,
Asp vagy Glu;

d) a szubsztitudld aminosav a 202 helyre Pro, Gln, Asn, Ser,
Asp vagy Glu;

e) a szubsztitudld aminosav a 203 helyre Met, Cys, His, Pro,
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;

f) a szubsztitudld aminosav a 204 helyre Glu;

g) a szubsztitudld aminosav a 205 helyre Leu, Met, Cys, Ala,
His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;

h) a szubsztitudld aminosav a 206 helyre Pro, Asn vagy Ser;

1) a szubsztitudld aminosav a 207 helyre Asp vagy Glu;

j) a szubsztitudldé aminosav a 208 helyre Pro, Gly, Gln, Asn,

Ser, Asp vagy Glu;
k) a szubsztituald aminosav a 209 helyre Ile, Val, Met, Cys,
Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;

1) a szubsztitualdé aminosav a 210 helyre Gly, Gln, Asn, Ser,
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Asp vagy Glu;
m) a szubsztitudld aminosav a 211 helyre Ala, Pro, Gln, Asn,
Ser, Asp vagy Glu;
n) a szubsztituidldé amincsav a 212 helyre Gln, Ser, Asp vagy
Glu;
o) a szubsztitudld aminosav a 213 helyre Trp, Phe, Tyr, Leu,
Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser,
Asp vagy Glu;
p) a szubsztitudld aminosav a 214 helyre Phe, Leu, Ile, Val,
Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Asp vagy Glu;
gq) a szubsztitudld aminosav a 215 helyre Thr, Pro, Gln, Asn,
Ser, Asp vagy Glu;
r) a szubsztitudldé aminosav a 216 helyre His, Thr, Pro, Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;
s) a szubsztituald aminosav a 218 helyre Glu;
t) a szubsztitudld aminosav a 219 helyre Pro, Gln, Asn, Ser,
Asp vagy Glu; és
u) a szubsztitudld aminosav a 220 helyre Pro, Gly, Gln, Asn,
Asp vagy Glu;
azzal jellemezve, hogy a vad tipusu szubtilizin BPN -hez viszo-
nyitva a BPN varidns egy oldhatatlan szubsztratra csdkkentett
adszorpcidéju és megndvelt hidrolizald képességd.
2. Az l.igénypont szerinti BPN' variédns, azzal jellemezve,
hogy
a) a szubsztitudldé aminosav a 206 helyre Asn vagy Ser;
b) a szubsztitudldé aminosav a 211 helyre Pro, Gln, Asn, Ser,

Asp vagy Glu;
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c) a szubsztitudld aminosav a 214 helyre Leu, Ile, Val, Met,
Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Asp vagy Glu; és

d) a szubsztituald aminosav a 215 helyre Pro, Gln, Asn, Ser,
Asp vagy Glu.

3. A 2.igénypont szerinti BPN' variéans, azzal Jjellemezve,
hogy a 216 helyen Gly-t tartalmaz Ala helyett.

4. A 2.igénypont szerinti BPN' varians, azzal jellemezve,
hogy a 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209,
210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 219 vagy 220 helyek barmelyi-
kén a szubsztituald aminosav Asp vagy Glu.

5. Az 1l.igénypont szerinti, egyetlen aminosav szubsztitlicid-
val rendelkezé BPN' wvarians, azzal jellemezve, hogy a szubszti-
tucid:

a) Glu a 213 helyen Lys helyett,

b) Glu a 216 helyen Ala helyett,

c) Asp a 216 helyen Ala helyett,

d) Glu a 204 helyen Ser helyett vagy

e) Glu a 203 helyen Val helyett.

6. Egy vad tipust aminosavszekvenciat tartalmazdé BPN vari-
dns, azzal jellemezve, hogy a természetes aminosavszekvencia a
199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,
212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 vagy 220 helyek koézul egy
vagy tobb helyen szubsztitualt, ahol

a) a szubsztitudld aminosav a 199. helyre Cys, Ala, His,

Thr, Pro Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;
b) a szubsztitudld aminosav a 200. helyre His, Thr, Pro Gly,

Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;



f)

g)

k)

szubsztitudld
Ser, Asp vagy
szubsztituald
Sexr, Asp vagy
szubsztitudld
His, Thr, Pro,
szubsztituald
szubsztitudld
Cys, Ala, His,
Glu;
szubsztituald
vagy Glu;
szubsztituald
szubsztitudld
Asn, Ser, Asp
szubsztituald
Cys, Ala, His,
Glu;
szubsztituald
Asn, Ser, Asp
szubsztitudld
Asn, Ser, Asp
szubsztitudld
Glu;
szubsztitualé
Ile,

Leu, Val,

Asn, Ser, Asp
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aminosav a 201.
Glu;
aminosav a 202.
Glu;
aminosav a 203.
Gly,

Gln, Asn,

aminosav a 204.

aminosav a 205.

Thr, Pro, Gly,

aminosav a 206.

aminosav a 207.

aminosav a 208.

vagy Glu;

aminosav a 209.

Thr, Pro, Gly,

aminosav a
vagy Glu;
aminosav a 211.
vagy Glu;
aminosav a 212.
213.

aminosav a

Met, Cys, Ala,

vagy Glu;

Ser,

210.
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helyre Gly, Gln, Asn,

helyre Pro, Gln, Asn,

helyre Met, Cys, Ala,

Asp vagy Glu;
helyre Asp vagy Glu;

helyre Leu, Val, Met,

Gln, Asn, Ser, Asp vagy

helyre Pro, Asn, Ser, Asp

helyre Asp vagy Glu;

helyre Pro, Gly, Gln,

helyre Ile, Val, Met,

Gln, Asn, Ser, Asp vagy

helyre Ala, Gly, Gln,

helyre Ala, Pro, Gln,

helyre Gln, Ser, Asp vagy

helyre Trp, Phe, Tyr,

His, Thr, Pro, Gly, Gln,
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p) a szubsztitudld aminosav a 214. helyre Phe,

Leu, Ile,

Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser,

Asp vagy Glu;

g) a szubsztitudld aminosav a 215. helyre Thr,
Asn, Ser, Asp vagy Glu;

r) a szubsztitudld aminosav a 216. helyre His,
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp vagy Glu;

s) a szubsztitudld aminosav a 217. helyre Leu,

Pro, Gln,

Thr, Pro,

Ile, Val,

Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp

vagy Glu;

t) a szubsztitudld aminocsav a 218. helyre Gln,
Glu;

u) a szubsztituald aminosav a 219. helyre Pro,
Ser, Asp vagy Glu; és

v) a szubsztitudld aminosav a 220. helyre Pro,

Asn, Ser, Asp vagy Glu;

Ser, Asp vagy

Gln, Asn,

Gly, Gln,

azzal jellemezve, hogy a vad tipusG szubtilizin BPN' -hez viszo-

nyitva a BPN' varians egy oldhatatlan szubsztratra csdékkentett

adszorpcidjl és megndvekedett hidrolizald képességd.

7. Egy kettds aminosav szubsztiticidju, 6.igénypont szerinti

BPN' wvariéns.

8. Egy 7.igénypont szerinti kettds aminosav szubsztitGciéju

BPN' wvarians, azzal jellemezve, hogy a kettds szubsztituciéd:

a) Pro helyett a 210 helyen Ala és Gly helyett
Thr;
b) Tyr helyett a 214 helyen Phe és Tyr helyett

Asn;

a 215 helyen

a 217 helyen



c) Gln helyett a 206 helyen Glu és Ala helyett a 216 helyen
Glu;

d) Ala helyett a 216 helyen Glu és Tyr helyett a 217 helyen
Leu;

e) Gln helyett a 206 helyen Glu és Tyr helyett a 217 helyen
Leu;

f) Gln helyett a 206 helyen Glu és Lys helyett a 213 helyen
Glu;

g) Lys helyett a 213 helyen Glu és Tyr helyett a 217 helyen
Leu;

h) Ile helyett a 205 helyen Leu és Ala helyett a 216 helyen
Glu; vagy

i) Ile helyett a 205 helyen Leu és Ala helyett a 216 helyen
Asp.

9. Egy 7.igénypont szerinti BPN' variéns, azzal jellemezve,

hogy

a) a szubsztitudld aminosav a 206. helyre Asn vagy Ser;

b) a szubsztituald aminosav a 210. helyre Gly, Gln, Asn,
Ser, Asp vagy Glu;

c) a szubsztitudld aminosav a 211. helyre Pro, Gln, Asn,
Ser, Asp vagy Glu;

d) a szubsztituald aminosav a 214. helyre Leu, Ile, Val, Met,
Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Asp vagy Glu; és

e) a szubsztitudld aminosav a 215. helyre Pro, Gln, Asn,
Ser, Asp vagy Glu;

és egy szubsztiticid eldnydsen a 199, 200, 201, 202, 205,

207, 208, 209, 210, 211, 212 vagy 215 helyek kozil egy vagy tobb
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helyen, még eldnydsebben a 200, 201, 202, 205 vagy 207 helyek
kozul egy vagy tdébb helyen fordul eld.
10. Egy 9.igénypont szerinti BPN' variéns, azzal jellemezve,
hogy a 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209,
210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 vagy 220 helyek
barmelyikére a szubsztitudld aminosav Asp vagy Glu.
11. Egy 10. igénypont szerinti BPN' variéns, azzal jellemez-
ve, hogy Lys-t a 213 helyen Glu helyettesiti és Ala-t a 216 he-
lyen Glu helyettesiti.
12. Egy 6.igénypont szerinti, haromszoros aminosav szubszti-
ticidét tartalmazd BPN' varians.
13. Egy 12.igénypont szerinti, h&romszoros aminosav szubsz-
titGcidt tartalmazd BPN' varians, azzal jellemezve, hogy a héa-
romszoros szubsztitlicid:
a) Gln helyett a 206 helyen Pro, Gly helyett a 211 helyen
Ala és Ala helyett a 216 helyen Glu;

b) Ile helyett a 205 helyen Val, Pro helyett a 210 helyen
Ala és Lys helyett a 213 helyen Glu;

c) Gln helyett a 206 helyen Glu, Ala helyett a 216 helyen
Glu és Tyr helyett a 217 helyen Leu;

d) Gln helyett a 206 helyen Glu, Lys helyett a 213 helyen
Glu és Tyr helyett a 217 helyen Leu;

e) Lys helyett a 213 helyen Glu, Ala helyett a 216 helyen
Glu és Tyr helyett a 217 helyen Leu.

14. Egy 6.igénypont szerinti, négy vagy ot aminosav szubsz-
titGcidét tartalmazd BPN' variéns.

15. Egy l4.igénypont szerinti, négy aminosav szubsztiticiédt
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tartalmazé BPN' varians, azzal jellemezve, hogy a négy szubszti-
tacid:

a) Pro helyett a 210 helyen Ala, Lys helyett a 213 helyen

Glu, Ala helyett a 216 helyen Glu és Tyr helyett a 217
helyen Leu;

b) Gln helyett a 210 helyen Glu, Lys helyett a 213 helyen

Glu, Ala helyett a 216 helyen Glu és Tyr helyett a 217
helyen Leu;

c) Ser helyett a 204 helyen Glu, Gln helyett a 206 helyen

Glu, Ala helyett a 216 helyen Glu és Tyr helyett a 217
helyen Leu.

16. Egy 1l4.igénypont szerinti, ot szubsztitlcidt tartalmazod
BPN' varians, azzal jellemezve, hogy az Ot szubsztitlcid:

a) Ile helyett a 205 helyen Leu, Pro helyett a 210 helyen

Ala, Lys helyett a 213 helyen Glu, Ala helyett a 216 he-
lyen Glu és Tyr helyett a 217 helyen Leu; vagy

b) Ser helyett a 204 helyen Glu, Gln helyett a 206 helyen

Glu, Lys helyett a 213 helyen Glu, Ala helyett a 216 he-
lyen Glu és Tyr helyett a 217 helyen Leu.

17. Egy kemény felilet tisztitd készitménybdl, mosogatdszer
készitményb8l és szajtisztitd készitménybdl, mifogsor tisztitd
készitményb&l és kontaktlencse tisztitd készitménybdl allé cso-
portbél kivalasztott tisztitd készitmény, azzal jellemezve, hogy
a tisztitdé készitmény az 1., 7., 12. vagy l4.igénypont szerinti
BPN' varianst és egy tisztitd készitmény hordozdét tartalmaz.

18. Egy 1., 7., 12. vagy 1l4.igénypont szerinti BPN' varianst

és egy kemény felllet tisztitdszer hordozét tartalmazd kemény
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felllet tisztitd készitmény.

19. Egy 1., 7., 12. vagy l4.igénypont szerinti BPN’ variénst

kédold muténs BPN' gén.

A meghatalmazott:
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