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(57)Anotace:

Popisuji se nové protedzové varianty ziskané ze sekvenci
DNA pfirozené se vyskytujicich nebo rekombinantnich
proteéz, které nepochazi z ¢lovéka. Varianty proteaz se v
obecném pfipadé ziskaly modifikaci in vitro prekurzorové
sekvence DNA kédujici pfirozené se vyskytujici nebo
rekombinantni proteazu, aby doslo k substituci velkého
mnozstvi aminokyselinovych zbytk v aminokyselinové
sekvenci prekurzorové proteazy. Pfipravuji se varianty
proteaz, které obsahuji substituce aminokyselin v jedné nebo
vice polohach tak, Ze substituce méni naboj v této poloze tak,
aby byl vice negativni nebo méné pozitivni ve srovnani s
prekurzorovou proteazou a tak protedzova varianta ve
srovnani s prekurzorovou protedzou je vice u€inna v systému
s nizkou koncentraci detergentu. Popisuji se také varianty .
protedz obsahujici substituce aminokyselin v jedné nebo vice
polohach zbytk tak, Ze substituce méni naboj v uvedené
poloze tak, Ze se stava vice pozitivni nebo méné negativni ve
srovnani s prekurzorovou protedzou a tak varianta proteazy je
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Vicendsobné& substituované varianty protedz se zmé&nénym
nébojem, " které je mozZné pouzit jako detergenty

P

‘Serinové protedzy jsou podskupiny karbonylovych hydrolaz. -

Obsahuji diverzni skupinu enzymﬁ,f které .vykazuji ~ Siroké

rozmezi 'specifit S a bidlogicchh~' funkci (po?isgje‘ se

v publikaci Stroud ; R Sci. Amer., 131: 74488)' Navzdory

jejich funkcnl dlverZLte katalltlckeho mechanlzmu serinovych
-Pfotééz se dosahlo alespon u dvou geneticky odllsnych rodin
‘enzym@: 1) subtiliziny a 2) serinové proteazy pribuzné - savc1mu

'chYmoﬁrypélnuA"a_ homolognl baktgrlalnl - serinové proteazy

(naprlklad trypSLn a trypsin S. gresius) . Tyto,-dve rodlny
serinovych proteaz vykazujl Znadné stejné- mechanizmy katalyzy
(poplsu3e"se, v,publlka01v Kraut J. (1977) Annu Rev.

Biochem., 46: 3314358.‘Dél§f ackoll proteazy nemajl prlbuznou

'primérni strukturu, téiclalnl’ struktura _techto dvou'

enzymatiGKYCh rodin tvofri ‘konzervatlvnl katalytickou trladu
aminokyselin, které obsahuji serin, hlstldln a aspartéat.

SubtiliZiny jsou serinové proteazy " (s . pfiblizZnou

molekulovou hnmotnosti. 27 500), které se vylucuji ve velkém

mnozstvi 2z &irokého . rozmezi  druhl  Bacillus a Jinych
mikroorganizm@. Proteinova sekvence subtilizinu se stanovila

alespoii z deviti -raznych druh@t Bacillus (Markand, F. s., et

: al., (1983), Hoppe-Seyler’'s Z. Physiol. Chem. 364: 1537-1540).

V literatufe se zminuje trojrozmérna krystalograficka
struktura - subtilizinl z mikroorganizmu Bacillus
. amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis a nékolik'

prirozenych variant mikroorganizmu B. lentus. Tyto studie

‘ukazuji, #e alkoli subtilizin neni geneticky pfibuzny se

sav&imi ° serinovymi proteazami, vykazuje podobnou  aktivni
mistni strukturu. Analyza krystallckych -struktur subtilizinu
pomoci X-zateni, pricemz subt11121n obsahuje kovalentne vidzané

peptidové’inhibitOry (popisuje se v publikaci Robertus, J. D.,




et al., (1972), Bidchemistry, 11: 2439-2449) nebo komplexy
produktt - (popisuje se - v publikaci Robertus, J. D. et al.,
(1976), J. Biol. Chem. 251: ~1097-1103), poskytuje takeé

informace o aktlvnlm ‘misté& a putativnim .vazebném Stépeni

I

substratu - subtlllzlnu Publlkuje seAWVéIfg mnoZstvi ~studii

'kineticky;hr Sa- chemlckych , uprav ~molekul “(pbpisuje " se
: v-publikaéi Svedsen, 7B;, (1976) Cerlsberg Res. Commun. 'b 41'
.237 -291, Markland, F. S.“Id.) a ex1stuje alespon ]edna zprava,
.kde vedle351 fefézec’xne%hiénlnu “subtilizinu s 222' zbytky se
‘;premenll perox1dem vodiku na methlonlnsulfox1d (pdpisuje. se

v publlkac;_Stauffer, D. C., et al., (1965),. J. Biol. Chem.;

244:. 5333-5338) a’ provedla se rozsidhld mistné specificka

" mutageneze (Wells and Estell (1988) TIBS 13: 291;297).
B&Znym problememy vyvoje ﬁrptéézové‘ varianty ;vhodné pro

pouziti v detergénthé‘foimUlaci,jsou razné podminky‘promyti

zahrnu31C1 rGzné detergentove formulace, kde se'mohou pouiit'

proteazova varlanty Detergentove formulace. uzlvane v ruznychmﬂ

oblastech 1majl ruzne i koncentrace, raznych relevantnich
komponent pEitomnych v promyvac1 vodé. Napfiklad EVropsky
detergentqur systém v typickém prlpade obsahuje prlbllzne 4

500 az b5 OOO_ ppm detergentovych ~komponentu v praci vode,

zatimco  Japonsky detergentovy systém v typickém pEipadé

vébsahuje v praci: vodé& pribliZné 667 ppm détergeﬁtonch
kdmponentﬁ. V Severni Americe, -zvla3té pak ‘ve Spojenych
stidtech, vykazuje detergentovy systém v praci vodé pribliZné
975‘ ppm detergentovych komponentu. Pfekvapive, se vyvinul
zplsob detailniho projektu vérianty protedz vhodné pro pouiiti
v éystému S nizkou. koncentraéi detergentu, systému s vysokou

koncentrac1 detergentu a/nebo systemu se stredni koncentrac1

detergentu, stejné jako ve wv3ech trech typech systemu»

koncentraci detergentu.

Podstata vynéleiuH~_
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Vynalez popisuje proteézbvé varianty obsahujici“subétituce
aminokyselin v jedné nebo Ve vice pozicich zbytkﬁ. tak, Ze
substituce méni naboj v této poloze na vice negativni nebo

‘méné& pozitivni ve srovnanl prekurzorovou protedzou a tak

]

protedzova varianta je vice Uéinna v'éyétému' s nizkou
koncentraci detergentu ve srovnani s prekurzorovou proteazou

Systém s nizkou koncentrac1 :detergentu je promyvaci system,
ktery >obsahuje mén& ne? priblizné& 800 ppm komponentu
detergentu pritomnych v praci vode. '

Dale vynalez popisuje pereéZQvé ‘varianty. obsahujici
substituce amindkyselin v polohécﬂ jednoho nebo vicel'zbytk&
tak, ze substituce menl nabOJ v teto poloze tak . Ze néboj je
vice pozitivni nebo méné negativni ve srovnani s prekurzorovou
protgézou a tak- proteazova varlanta je v1ce uc1nna v systému
s vysokou Vkoncentrac1 detergentu_ ve srovnani s prekurzorovou
‘protedzou. Systém s vysokou koncentraciw detergentu_: je
promyvaci systém, ktery ma obsah detergéntoyyCh .komponentﬁ
vyééi‘ ne? ptriblizné 2 000 ppm detergéntonch komponent
pritomnych v praci vodé&. ‘ ' ' |

Dale vynalez popisuje proteazove ‘Vérianty obsahujici
vsubstltuce aminokySelin v jedne nebo. vice poiohéch zbytkﬁ,
které méni néboj v této poloze tak, ze je vice pozitivni nebo
mén& negativni . ve srovnani s_prekurzorovou' protedzou,  COZ
znamenéa, Ze ptoteézové varianta je vice uéinna v éystému se
sttedni koncentraci detergentu ve srovnani s prekurzorovou
proteadzou. Systém se stfedni koncentraci detergentu Jje systém,
ktery obsahuje v .praci vodé ptriblizné 800 ppm az 2 000 ppm
detergentovych komponentu.

Vynadlez dale popisuje proteazové varianty obsahujici
substituce aminokyselin .v polohéch jednoho nebo vice zbytkl
tak, Ze substituce méni naboj Vv této pbloze'tak, e naboj Jje
vice negatlvnl nebo méne p021t1vn1 ve srovnani s prekurzoroVou
proteazou a tak proteazova varlanta je vice G&innad v systému

se stredni koncentrac1 detergentu ve srovnani prekurzorovou




protéézq&.' Systém se stredni koncentraci detergentu je
promyvaci system, ktery obSahuje v praci vodé .priblizZné 800
‘ppm az pribliZné 2 OOO ppm detergentovych komponentil.

Dégg Avynalez poplsuje sekvence DNA kOdu]lCi takové:
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vproteézové varlanty, stejne ]ako expre51vn1 vektory obsahujici

— -
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tékové_ﬁarlanty sekvenci DNA. ‘

8 Vynalez . déle pépisuje hostitelské bunkyu transformovane

takpvyﬁiﬂ Veit@ry,' stejné Jako hostitelské  buiky, které \jSOU

schopny'exprimovat takovou DNA, aby sevprodukdvalyAproteéZové

y al,_Varianty,qu_uvqitf%buﬁky‘nébp vn& bunky. _ |

Dale vynalez popisuje gistici kompozici- fobsahujici
proteazovou varlantu podle vynalezu |
Navic se! poplsuje krmeni pro zvifaﬁa : obsahujfci

proteazovou variantu-podle vynélezu. .

Dale se poplsuje komp021ce ‘vhodna pro odet¥eni textilii

'obsahu31CL proteazovou varlantu podle vynalezu."' |

Déle se poplsuje zpusob produkce proteazove varianty,
ktéré ’je',VLCe uc1nna. v systemu nlzke,, strednl,'a vysoké
koncentrace detergentu ve srovnani s prekurzorovou proteazou,
ktera zahrnuje. ‘

.a) SubStltuCl amlnokysellny v jedne nebo vice polohach zbytkl,
kde substltuce méni naboj Vv teto poloze tak ieié' ni naboj
vice p021tlvnl nebo méné negatlvnl Ve ';srovnéni
s prekurzorovou proteazou,

— b) substltuce aminokyseliny v jedné nebo vice poloh zbytkl,
kde substituce mé&ni naboj v této poloze tak, Ze &ini naboj
vice negativni nebo méne pozitivni ve srovnani
s prekurzorovou'proteézou, |

c) testovani varianty pro‘standveni jeji u&innosti v systému
vysoké, stfednl a nizké koncentrace detergentu ve srovnani

s prekurzorovou proteazou a

d) opakovani krokul popsanYCh v odstavci a) aZ c), které jsou
nezbyfné_ k produkci proteéiové” varianty, kterda dje vice

G&inna v systému s nizkou, stfedni a - vysokou koncentraci

4,2
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detergentu ve srovnani s prekurzorovou proteadzou, pticemZ

kroky a) aZ b) se mohou provést v libovolném pofadi.

Jak se uvadi shora v textu, leta zemeplsna mlsta vykazujl

I R L ;.,...

-jlste podmlnky pranl a razné —typy detéfgentu ’ Naprlklad

.

\% Japqnsku pou21va1; system. s nlzkou koncentrac1 detergentu,‘
zatimco' v Evropé'“ éou21vajl system 's vysokou koﬁcentracih
detergeéntu. Jak Se 'diskufdje; shora v textu ve épojenYCh-
‘statech se pou21va systém se strednl koncentraci. detergentu
}ZletllO_ Sé! ze ruzne proteazove varlanty pusobl v techto
Vruznych detergentovych formulac1ch optlmalne Avdak na zaklade
tthto pozorovanl predpoklada, ze . bude obtiZné - naleézt
protedzu, ktera bude dobfe 'fungovat ve vsech trech typech
déﬁérgént& Prekvaplve, “neni tomu tak. Vyvinul vsé zpusob_.
’rozﬁmné navrzeném proteazove varianty, ktera se pouzije bud
\% §ystéﬁu s nl;kou koncentra01. detergentu nebo v systémﬁ
S vysdkou koﬁCentréc;v detergentu nebo dokonce v‘systémﬁ %s§
'stfedni\ koncenéraci detergentu ‘nebo dale' pracuje Ve v&ech
systémech uvedenych trech koncentrac1 | . o
Zjistilo se,_ze za Uucelem produkovat proteazovou varlantu,
ktera je uC1nne351 v systému s nlzkou koncentraci, Jje nezbytne
nahradit. pozitivné ‘nabity zbytek nebo zbytky bud negativné -
nabitym ‘zbytkem nebo zbytﬁ§ nebo neutrdlnim zbytkem nebo
zbytky s negativné nabitym zbytkem nebo zbytky. Naopak se
uvadi, Ze za u&elem produkce protedzové varianty, ktera je
.ﬁéinnéjéi v systému s vysokou koncentraci detergentu, je
nezbytné nahradit negativné nabity zbytek (zbytky) bud
pozitivné nabi%Ym zbytkem (zbytky) nebo neutralnim
zbytkem (zbytky) a/nebo neutralnim zbytkem(zbytky) s pozitivné
nabitym : zbytkem(zbytky) Déle se zjistilo, = ze fada
proteazovych variant pou21telna v systému s ankOU koncentrac1
detergentu a/nebo v systemu s vysokou _kpvcentraCL detergentu
je také ucinnd v systému se. stredni koncentraci detergéﬁtu;

' yyvaZenim téchto zmén Jje 'moZné produkovat protedzovou




"' variantu, ktera funguje dob¥e v systémech s nizkou. koncentraci
detergentu, v systémech s nizkou nebo stfednl koncentracil
detergentu, v systémech se sttfedni a “vysokou koncentraci

detergentu‘nebo \% systémech vSech tfri koncentraci detergentu.

é

vedle351ho Fetdzce amihékyséliny s kyselou' nebo’ bazfékoﬂ,
funkci ve vodném roztéku je funkce'pH Kysele zbytky Glu a Asp
v rovnovazném postupu ztrac1 disociaci pfi. hodnoté pH 3 az 6
,proton,‘ pr}cemz zlskavajl negativni naboj. Stejnym zpusobem
ﬁis,_Lyé a‘Arg se pfi’hodnotéch pH S'éé 8, 8,5 az 11,5 a pH 11.
az 14 postupne deprotonlzujl, éimﬁ ztréceji pozifivni néboj-
Proton zbytku Tyr OH zvysuje svou dlSOClaCl mezi: hodnotami pH
8,5 a 11 5, prlcemz Tyr <215kava negatlvnl ‘nabOJ Disociacni
rozme21 karboxyloveho konce ‘se pohybuje mezi hodnotami pH 1 aZ
4, coz vede ke vznlku negatlvnlho nabOJe Vhprlpade N-konce Jje
,tato 'hodnota pH 8 az‘ 11, coz je dopfoyézeno" ztrdtou
p021t1vn1ho nébojé Dlsoc1acn1 rozmezi-'vedlejéiho fetézce
amlnokysellny jsou prumerne hodnoty pro radu protelnu, ale Je
znadmo, Ze je ovllvnujl neobvyklé strukturalnl»konflgurace ve
steanch proteinech. ' ) o
Kumuiati#ni=ﬁéinék Vééch'nébbjﬁ stanovij'zda”protein ma
pri &gné hodnofé pH cisté& pozitivnl nebo negativni néboj.
Hodnota pH;' pfi kterém ﬁéinﬁost pozitivniho a negativniho
'néboje je .ucinna a gvédi protein do elektrostaticky
neutrdlniho stadia se nazyva Aizoelektricky bod (pl).
V pripad&, Ze se posune hodnota pH nebo e se pridd nebo
odstrani aminokyselina s ionizovatelnym zbytkem vedlejsiho
fetézce, protein ztrati nebo ziskd néboj. ZvySeni Ciste
poéitivniho néboje se dosdhne bud nahrazenim zbytku, ktery je
pri dahém pH negativneé ﬁabity, pozitivné nabitym zbytkem nebo -
zbytkem,bez'géboje, co? vede k form&lni zmé&né& ndboje +1 a +2.
NahraZenim nenabitého zbytku vedlejsiho retézce zbytkem, ktery
je protonizdvén pfi daném pH, férmélni zmena ndboje Jje +1.

Podobn& - &ist& negativni néboj se miZe zvy51t nahrazenim

Elektrostétldky ‘naboj 1ibovolného  ionizovatelnénd
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pozitivné& nabitych a nenabitych vedlejsich fet&zcl negativné
‘nabitymi vedlej$imi Ffetézci pfi pH pozorovani, ¢&imZ se zvysi
negativni ndboj o -1 a -2.

System '_ S ankOU koncentrac1 detergentﬁ’ zahrnuje

'detergenty, kde v prac1 vode je pfitomno méng nez prlbllznewﬂ""“""

800 ‘ppm detergentovych komponentu Japonske detergenty 'se
»”v obeqnem_ pr;pade povazuji za systém s’ nlzkou koncentrac1
detgfgentu[ ‘ktery obsahuje v praci -vodé pfibliiné 667 ppm
detérgéntov?ch kdﬁponent&.. | |
| Stfedhiv koncentraéé .detergentu. zahrnuje detérgenty, kde
'ﬁ’précf.-vodé je obsaééﬁo prlbllzne 800‘ ppm. a 2000 ppm
‘detergentovych komponentﬁ“ Detergenty v Severnl “Ameriée se
v obecnem pfipadé povazujl ‘za systemy se stredni koncentraci
detergentu,. ktere .V .praci Vodé obsahuji p¥ibliZné 975 ppm
detergentovych.’komponéntﬁ.: v Brazilii .obsahujI ‘detergenty
& typickém pfipadé v7praci\ 'Vodé pfibliinér 1vv*300 pém
detergéntonch‘kdmponéntﬁ. 3 ey A _;Qxh
Sytem s vysokou | ‘koncentraci i detergentu ‘ 'zahrﬁuje
detergéﬁty, kde V’promyvaCL vodé ]e obsazeno v1ce jak 2000
ppm  detergentovych komponentu. Evropske‘ detergenty se
v obecném pripadé bovaZuji za systémy s vysokou koncentraci
detergent&, cozZ znamené, Ze v prac1 vode obsahuji pfiblizné 4
500 az 5 000 ppm detergentovych komponentu
Detergenty Latinské Ameriky v obecnem pripadé obsahuji
vysoké mnoZstvi fosfath ,é rozmezi detergentl pouZivanych
v Latinské Americe spada do systému se stfedni nebo vysokou
koncentraci detergentu, coZ je rozmezi mezi 1 500 ppm az 6 000
ppm detergentovych komponentd v praci vodé. Jak se ~uvadi shora
v textu Dbrazilské detergenty Vv typickém pripadé obsahuji
v praci vodé 1 500 ppm détergentov?éh komponéntﬁ. Avsak VYSkyt
detepgéntﬁ~:s vysokyﬁ obsahem fosfétﬁ"neni omezen na dalsi
.sté£y=“iatinské Ameriky, kde se mohou -pouZivat systémy
s vysokou koncentrac1 detergentu, které obsahuji' \% p:ovaaci

vode az prlbllzne 6 OOO ppm detergentovych komponenti.
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Z uvedenych skutecnosti je zfejmé, Ze koncentrace

detergentovych slouc¢enin v typickych pracich foztocich v celém
" svété& kolisa od hodnoty n1251 nez prlbllzne 800 ppm (coZ je

nlzka koncentrace detrgentu) naprlklad prlbllzne 667 ppm

e et i et e e e R e

v Japonsku, pfes hodnotu 800 ppm'k hodnoté 2 000 ppm (o5 e
“strednl konéentrace detergen£ﬁ).fnapr1klad prlbllzne 975 ppm
v US a prlbllzne 1 500 v Bra21lll az k hodnote 2 .000 ppm (coz
Jje vysoka koncentrace detergentu). Prikladem je koncentrace 4
500 ppm az prlbllzne 5 000 ppm v Evrope a 6.000 ‘ppm Vv mistech,
fkde se pou21vajl detergenty S vysokym obsahem fosfata.

| Koncentrace Vv typlckych prac1ch roztOC1ch 'se ~stanovim
'empiricky \ USA v typickém pfipadé v pracce udriuje objém

64,4 1 praC1ho roztoku - Aby se lekala prlbllzna hodnota

koncentrace detergentu v prac1m roztoku 975 ppm, pak se musi,'.

do. prac1h0» roztoku prldat prlbllzne 62, 72 'g detergentove

‘kompozice. Toto mnoZstvi. je typlcke 'mnozstv1 odmerovane“
uzivatelem do praci vody' :Aodmerkou,A ktera je"pfibalena u.
détéfgentu . '

-

Proteazy jsou 'karbonylbvé .hydfolééy;g'ktefév v bbecném_
. pfipadé stepl peptldove vazby protelnu_ nebo peptldu Termin
uprOtQaza znamené .prlnozene se vyskytujlc1 proteazu ﬁebo
rekombinantn% proteazu P¥irozené se VySkthJlCl‘ proteézy
'zahth@ji"i' , o- amlnoacylpeptldovou o 'f; hydrolézu,
peptidylaminokyselinovou ‘hydrolézu, . acylaminohydroiézu,
serinovou karbéxypeptidézu, metalokarbokypeptidézu,
thiolproteinazu, karboxylproteindzu  a .metéloprotéinézu.
Zahrnuji také serinové prqteézy, metaloproteézy. a . kysele

proteazy, stejné jako endo- a exoproteazy.

Vyndlez dale popiéuje _ proteédzové enzymy, které Jjsou
varianty karbonylovych - hydroléz, které se pfirozené&
neVyskytuji (proteazové Qarianty))' které Vykazuji pdliénou
proﬁeolytickbu aktivitu, stabilitu, Substrétovou’.speciﬁitu,

profil = pH. a nebo charakteristiky pouZitl ve “srovnani
s prekurzorovou karbonylovou‘"hydrolézou;‘:ze ‘které se ziskala

s
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aminokyselinova sekvence varianty. Ve specifickém pfipadé

takove proteazove varianty vykazujl amlnokysellnovou sekvenci,
kterad se v prirodé& nevyskytuje a kterd se ziskala substltuCl

rady amlnokysellnovych zbytku prekurzorove proteazy raznymi

amlnokysellnaml Prekurzorova proteaza mize byt prirozené& se T T

vyskytujici proteazou nebo rekombinantni proteazou

Protedzové varlanty podle vynalezu zdtraznuji substituci

libovolné z devatenécti pfirozené se = vyskytujicich L-

aminokyselin v- urcenych polohéch aminokyselinovych zbytkl.

Takové substituce se mohou provést v libovolném prekurzorovem

suptilizinu (prokaryontni, eukaryontni, sav&i atd). .V tomto

dokumentu - se rlzné ~aminokyseliny® znaci b&Znym t¥ipismennym
kédem. Takovy kéd je stanoven v publikaci Dale, M.W. (1989),

Molecular Genetics of Bacteria, John Wiley and Sons, Ltd.,

'Appendlx B. P o - o , '

.Zde pou21vane proteazove varlanty se prednostne 21skaly
ze subtlllzlnu mlkroorganlzmu Bac1llus Vlce .se uprednostnujl
varianty proteéaz ziskané ze subtilizinu '>m1kroorganlzmu
Bacillus lentus a subtilizinu 309. '

Subtiliziny Jsou bakteﬁiélﬁi a houbové prbteézy, které
v obecném pripadé Stépl peptidové vazby proteinli nebo peptidu.
Termiﬁ - ,subtilizin® znamena prirozeneé se vyskytujici
subtilizin nebo rekombinantni subtilizin. Je zn&mo, Ze seérie
pfirdiené se vyskytujicich subtilizint produkuji a cCasto
vylu&uji rGzné druhy mikroorganizmi. Aminokyselinové sekvence
z&stupcll této série nejsou zcela homologni. Av&ak subtiliziny
v této sérii vykazuji stejny nebo podobny typ proteolyticke
aktivity. Tato ttida serinovych protedz  sdili bézZnou
aminokyselinovou sekvenci definujici katalytickou triadu,

kterd se odliduje od t¥idy serinovych proteadz pfibuznych

chymotripsinu. Subtiliziny a serinové proteazy pribuzné -

chymotrypsinu vykazujil katalytickou triédu obsahujici
aspartat, histidin a serin. U protedz pribuznych subtilizinu

relativni poradi téchto aminokyselin (&tou-se od N-konce k C-
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- konci) je aspartat—histidin—serin. U proteaz p¥ibuznych

chymotrypsinu * je " relativni pofadi histidin-aspartat-serin.

"'kata}ytlckou trladu proteaz prlbuznych subtilizinu. Pfiklady

-

prlrazenych sekvencim 'subtlllzinu mikroorganlzmu. Bacillus
amylollquefac1ens prltomnych na obrazku &. 1. .

Termin ,”rekomb;nantnl subtilizin® nebo "rekombinantni
,.proteaza znamena subtilizin, ve kterém sekvence,DNA'kédujici
subt11121n nebo proteazu je upravena tak, aby se produkovala
| varlanta’(nebo mutant) sekvence DNA, " které koduje subst1tuc1,
‘delec1 nebo inzerci jedne nebo vice amlnokyselln v prirozené
se vyskytu]1c1 amlnokysellnove sekvenC1 Vhodne metody

produkce takové upravy jsou popsany V. dokumentu Us patent'RE'

5,700,676, US patent 5,801,038 a Us patent 5 7163, 257

‘Termin ”subt11121ny, které nepochazejl Z cloveka 'a DNA Je
kédujici = se ‘mohou ziskat z mnoha prokaryontnlch a,
eukaryontnich’ organizm&. Vhodné pfiklady prokaryontnlch
organizm& zahrnuji gram—negativni organizmy, jako je E. coli
" nebo Pseudomonas a gram pOthlVHl pbakterie jako je Micrococcus
nebo Bacillus. Prlklady eukaryontnlch organizml, ze kterych je
moiné ziskat subtlllz1n a. jejich geny, mohou- zahrnovat
kvasinky, Jjako Jsou Saccharemyces cerevisiae,. houby Jjako Je
Aspergillus sp.

Termin ,varianta proteédzy" ma aminokyselinovou sekvenci,
kterd se ziskala z aminokyselinevé sekvence ,prekurzorové
proteazy".  Prekurzorové proteazy zahrnuji pfirozené  se
vyskytujlc1 proteazy a rekomblnantnl proteazy Aminokyselinova
sekveﬁce ‘varianty protedzy se ,ziskala® =z amlnokysellnove
sekvence prekurzorove proteazy substituci, deleci nebo inzerc1
jedné - nebo vice -aminokyselin prekurzorove “aminokyselinové

sekvence. Takovd modifikace je spise modlflkace ,sekvence

' Subtilizin zde vystupuje jako serinovd proteaza vykazujici ®

zahrnuji, ale nejsou omezeny na subtlllzlny uvedeﬁe na obrazku

&. 3. Clslovanl amlnokyselln v proteazach odpov1dav gislum

34,606, US patent 5, 204 015 a US patent 5 185, 258 US patent
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prekurzorové DNA“, ktera kéduje aminokyselinovou sekvenci
prekurzorové proteazy, nez Uprava enzymy prekurzorové proteazy
per se. Vhodné metody takovych Uprav prekurzorové'sekvence DNA

zahrnuji zde popsané metody, stejné& jako metody znédmé v oboru

>7(poplsuje se naprlklad v dokumentu EP 0 328299, "W089/06279 "a -

v u; uvedenych US patentechva'prlhlaskach). _

Tyto Eisla poloh aminokyselin .odpovidaji Eislam
oznacujicim sekvenci subtilizinu | mikroorganiimu Bacillus
amylollquefac1ens, které'je ‘uvedena na bbrézku &. 1. Vynélez
se neomezuje pouze na mutaci tohoto urCLteho subtilizinu, ale
také zahrnuje prekurzorove ' proteazy, které obsahuji
amiﬁokyselinové zbytky v polohach, které Jsou ‘”ekvivalentni“
s,uréitYmi/ ideptifikovanYmi_ zbytky v subtilizinu ~organizmu
Bacillus amyloliquefaciens.-v preferovaném provedenivvynélezu
prekurzorova proteaza je subtilizin organizmu Bac1llus lentUSA
a = substituce se provadl v ekv1valentn1ch polohach
aminokyselinovych.! zbytkl \% organizmu . B. lentus, které
OdeVldajl té&m uvedenym shora v textu.

Poloha =zbytku = (aminokyseliny) prekurzorove protedzy Jje
ekvivalentni zbytku‘ subtilizin@{ ‘mikroorganizmu Bacillus
amyloliguefaciens v pripadé, Ze je bud hdmologniv(to znamena,
e odpovidad poloze bud v primérni nebo tercidlni struktury)
nebo analogicka se spec1f1ckym zbytkenl nebo &asti uvedeného
zbytku v subtilizinu organizmu Bacillus amylollquefac1ens ( to
znamené, ze vykazuje stejnou nebo podobnou funk&ni kapacitu
kombinovat, reagovat nébo chemicky interagovat).

7a ucelem dosahnout homologie s priméarni strukturou
aminokyselinova sekvence prekurzoro&é protedzy se pEimo
porovndva s primarni sekvenci subtilizinu a =zvlasté se sadou
zbytkl, které jsou znamy, Ze Jsou Vv subtilizinech se znamou
sekvenc; ~ neménné. Napfiklad obrazek . 2 znadzornuje
konzervativni - zbytky- subtilizinu organizmu B.
amyloliquefaciens a B. lentus. PO ﬁspofédéni konzervativnich

zbytkd, co% umoZfiuje . nezbytné. za¢lendni a delece za ucelem
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udrzet usporadanl (to znamena zabranit eliminaci

‘konzervativnich zbytku pomOC1 doplnkove "delece a 1nzerce) se

definuji zbytky ) ekv1valentn1 pro- urcité aminokyseliny

v primérni sekvenci subtilizinu organizmu  Bacillus

amylollquefac1ens ﬁgbdfédgﬁzAWEBHEérVa€I§ﬁiEH*beyfkﬁ”'b?fﬁﬁél6‘”

prednostne konzervovat "100 % takoévych zbytkud. Avsak usporadanl
vy8si nes 75 % nebo 50 $  konzervativnich zbytku je také

“adekvatni pro definovani 'ekVivalenthich zbytkﬁ - Méla by -se

udriovat o konzer&atiﬁnost . katalytlcke L ‘triédy B
Asp32/His64/Ser221. V publlkac1 Slezen et val. (1991) Pré}éinr»
Eng.,»4(7): 719~ 737 se’ pop1§uje uspo;adanl velkeho‘ mnoz:}v1
Serinbv§ch Proteéz;  Y fétor puﬁlikaci se - také - poplsuje
roidéleni | subtiléz nebov serinonch' 'pro%eéz-A podobnych

subtlllzlnu do jednotllvych skupln
Naptriklad na ob;azku ¢. 3. jsou usporadany amlnokysellnove
- sekvence “subtiliiinu - z_plkroorganlzmu T Bac111us 
amyIOquUefaciehS, Bac1lus vsﬁbtilié,;ﬂBacilys.;lichenoformls
b(caflsbergensis) ”a Becillus lentus, pfiéemi .se stanbﬁi.
maximalni mnozstvi . homologie, ggmezi‘~ amiﬁ@kyselinOGYmi;."
sekvencemi. Porovnani. téch;p “sékvenci:'naznaégje, ;Zef?Q kazdé.,
sekvenéi existuje.' fadéf'.konzefvativnich 'zbytkﬁ. »T§t07
koﬁzervativni zbytky (mezi VBPN’é B. lentus) Jjsou 'dvédeny na
obrazku c 2. i |
Tyto konzervativni zbytky. se tak mohou pouzit k definici
iOdeVldalelCh ekvivalentnich amlnokysellnovych zbytkld
subtilizinu,mikrdorganizmu Bacillus amyloliquefaciens v jinych
subtilizinech, jako je subtilizin: mikroorganizmu Bacillus
lentUS'(popisuje se v prihlasce PCT ¢&. W089/06279, uverejnéné
13. &ervence 1989), ktefy je preferovanym protéézonm
prekurozorovym enzymem nebo subtilizin popsany jako PB92
(popsany v dokumentu EP. O 328 299),‘-ktefy 'vykazuje‘ vysokou
" homologii s’preferoﬁanmeSUbtiliginem mikroorganizmu Bacillus
lentus Aminokyselindvé'sekVénce jistého;zﬂtéchtobsubtilizinﬁ

jsou usporadany na obrazku c. BA a 3B se sekvenci subtilizinu
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Bacillus amyloliquefaciens tak, aby se dosdhlo maximalni
‘homologie konzervativnich  zbytka. Jak Jje mozné . videt,
v sekvenci mikroorganizmu Bacillus lentus‘ ve . srovnani se

subtilizin@n Bacillus amyloliquefaciens existuje fada deleci.-

M e £ et e e et =0

- e

v subtlllzlnu Bac111us amylollquefac1ens u jlnych subtilizin(;
mlkroorganlzmu je lzoleuc1n B. lentus a B. licheniformls.
Termln ”ekv1valentn1 zbytky" se- mohou také . definovat
stanovenou homologll prekurzorove proteazy na urovni tercialni
struktury, pricemz terc1aln1' struktura se stanovila
krystalografll pomoc1 rentgenoveho z4¥eni. Ekvivalentni zbytky
se deflnujl jako ty, pro ‘které atomové koordlnaty “dvou nebo
vice *hlavnich retezcovych atomu  ur#itého amlnokysellnoveho
zbytku prekurzorové proteazy a subtilizin mikrdorganizmu
Bacillus amylbliqqefééigns (N na N,‘CA na CA,-C na C a O na 0)
jsoun“d 13 nm, 'pfiéemi se uprednostnuje, aby tyto atomové
koordindty po usporadanl byly O 1 nm, Usporadanl se dosahne
po te, co- se zorlentuje a UmlStl ne]lep51 model pricemZ dO]de
k maximalnlmu presahu atomovych koordlnat.f atoml vodiku
proteinu»pfoteézy vici subtilizinu Bac1llus.amyloliquefaciens.
Nejlepsim modelem je kryStalograficky ‘mgdel vykazujici
nejnizsi faktor R v pfipade experimentélnich difrakénich dat

pti nejvy33im moZném rozliseni.

S| Fo()|-| Ec(h)
Z,,IFO(h)]

R factor =

» Fkvivalentni zbytky, které Jjsou funknimi analogy ke
specifickému zbytku subtilizinu Bacillus amyloliquefaciens
jsou definovany Jjako aminokyseliny prekﬁrzqrové rotedzy, které
mohou pfizp&éobit konformaci tak, Ze bud zméni nebo se
podileji deflnovanym zpusobem na strukture protelnu, navazani
substratu nebo katalyze a prlrazujl se ke spec1flkemu zbytkuv

_subtlllzlnu mlkroorganlzmu Bacillus amylollquefac1ens Jsou to

t“Tak naprlklad ekv1valentnl amlnokysellnou v prlpade“‘VéI;165w"”f“*w
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ty zbytky prekurzorové proteazy (jejichi tercidlni struktura.

se ziskala rentgenovou krystalografii), které obsazuji

analogickou polohu, ackoli atomy ‘hlavniho fetézce daného
zbytku nemohou | uspokojit kriterium - ekvivalence na z&kladé .

“obsazeni homologické ~polohy, = pEifemz” atomové ~koordindty-

alespon dvou atoml Vedle]SlhO ‘Tetézce zbytku lezi O 13 nm od
OdeVldalelCh_r atomQ vedle351ho - fetézce subtilizinu
mikroorganizmu' Bacillus amyloliquefac1ens. Koordinaty
trojrozmérné struktury subtilizinu ﬁikroorganizmu Bacillus

amyloliquefaciens jsou uvedeny v dokumentu pfihlaska EPO ¢. 0

.251 4406 (ekv1valent US patentu Cc. 5,182,204) a muzZe se pou21t

ke stanoveni ekvivalentnich zbytkl na».urovnl tercialni

struktury.

‘N&které z té&chto zbytkll ur&enych . pro substituci jsou

konzervativni zbytky, zatimco ostatni nejsou konzervativni.

V pfipadé ° zbytkﬁ, které nejsou ’konZervativni, substitgce
jednoho nebo vice amlnokyselln Je liﬁitovénq na $gbstituci,
kterd produkuje varlantu, kterd wvykazuje \aminokyselinovou
sekvenci, ktera neodpov1da sekvenci | zjiéténé v prirodeé.
V pripadé konzervativnich Zbytku vysledkem takovych subst1tuc1
nebude prlrozene se vyskytujici sekvence. Varlanty proteaz
podle Vynalezu zahrnuji zralé formy Variant'-proteéz, Stejné
jako pro-formy a preprb—formy takovych variant proteaz.
Prepro-formy Jjsou preférované konstrukce, protoZe umoZhuji
expresi, sekreci variant ©proteaz. Termin ,pro-sekvence"
znamena sekvence aminokyselin vézanych na N-termindlni cast
zralé formy proteadzy, kterd kdyZ se odstrani vede k objeveni
,zraléY formy proteazy. Rada proteolytickych enzymi se nachéazi
v prirodé jako translacni proenzymove produkty a

v nepritomnosti post-translaéniho zpracovani se exprimuji

‘timto =zpusobem. Preferované pro- sekvénce produkujici varlanty

protedz jsou putativni pro-sekvence subtilizinu mikroorganizmu

Bacillus amyloliquefaciens, a&koli se mohou pouzit Jiné.

protedzové pro-sekvence.
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‘Termin ”signalni‘ sekvence"® nebo ,presekvence" znamenaji
libovolnou sekvenC1 aminokyselin vézanYch "na N-terminalni
ééstl proteazy nebo N- termlnalnl gasti pro-proteadzy, ktera se

mizZe podllet na sekreci zrale -formy nebo pro- formy proteazy.

Tato deflnlce 51gnaln1‘sekvence je funkcnl, jestllze zahrnuje
,véeChny uvedené aminokysellnove sekvence«kodovane N-termin&lni = -
gasti genu proteazy, ktera se podili* na uékuteénéni.éekrece
proteadzy ' za . nativnich ;podminek. . Vynalez popisujé. takové'
sekvencé, které Se pouzivaji pro »ovlivnéhi sekrece’ zde
deflnovanych varlant proteaz. Jedna mozna signglni sekvence
'obsahuje prvnich sedm amlnokysellnovych zbytkﬁj‘ signélni
'sékvencé,  ktefé pochézi ze subtlllzlnu Bacillus subtillis
fﬁzovaného‘ se zbytkem  “signéln1 sekvence ‘- Subtilizinu
z. mlkroorganlzmu BaC1llus lentus (ATCC 21536).

. Termin "prepro— ‘forma varlanty protedzy zahrnuje zralou
formu‘ prteézy obsahujlcl, prosekvenc1 'operatlvne' spOJenou :
s aminokoncem proteaz a s pre- sekvenc1 nebo ‘se;Lsignélpi
sekvenc1 operatlvne spOJenou s amino- koncem prosekvence._

',Termln ”expyeslvnl “vektor® ‘znamena konstrukc1. ‘DNA
obsahujici sekvenc1 DNA, ktera je operatlvne spo;ena S vhodnou'
kontrolni sekvénc1 schopnou ovllvnlt expre51 uvedene DNA ve
vhodném - hostifeli. Takové kontrolnl sekvence zahrnuji
prombtbr, ktery ovliviuje transkripci, operétorovou sekvenci,
kterd ridi takovou transkripci, sekvenci kédujici vhodné mista
na ribozdmu, kam se vare mRNA a sekvence , které ridi ukonceni
transkripce a translace. Vektorem miuze byt plaimid, fégo&é
tastice nebo jednodude potencionadlni inzerﬁ v genomu. Po té,
co je vhodny hostitel transformovan, vektor se miZe replikovat
a bfunguje nezévisle na genomu hostitele nebo se maze
v nékterych pfipadech sam zaclenit do genomu hostitele. U
nékterych specifikacich termin ,plazmid® a ,vektor® jsou
vnitiné .zaméniteiné, pricemZ plazmid Je Jnejbéinéji uzivanou
formou Vekto;u. Vynalez dé&le popisuje také jiné formy

+
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expresivnich ﬁektorﬁ, které - vykazuji ekvivalentni funkce a
stavajl se dobfe znamy v oboru.

Termin hostltelska buiika® ‘podle vyndalezu jev v obecném

prlpade prokaryontnl nebo_ eukaryontnl hostitel,. ktery se.

7" tak abyl' nebyl ' schopen 7 vylucovat : enzymatlcky aktivni
' endoproteézy » Preferovana hostltelska pbuitka pro expresi

‘ proteazy je mlkroorganlzmus Bacillus kmen BG2036, ktery je

nedostatedny v prlpade enzymatlcky aktlvnl neutralni proteazy

a alkallcke proteazy (s ubt11121nu). Konstrukce kmene BG2036 se
poplsuje v US patentu 5,264, 366 Jlne hostltelske bunky vhodne
pro expre51 proteazy zahrnujl Bac1llus subtllls 168 (popisuje
se v publlkac1 Us patent c. 34 606 a US patent &. 5,264,3660)
stejne jako Vhodny kmen mlkroorganlzmu Bac1llus , Jjako je B.
Allchenlformls, B. lentus atd. _

| Hostiteis@é'_bunky “se’ transformovaly nebo transfekovaly
véktory kbnstruo?anYmi* za pou21t1 metod tekbmblnace DNA.
Takove transformované hostltelske 'buﬁky. jsou schopny
repllkovat'vektory kddujici varlanty proteaz nebo exprlmovat
pozadovanou variantu protedz. V prlpade Vektoru, které kOdujl
pre- nebo prepro- formu varianty proteazy, se pak tyto varianty
v typlckem vprlpade vylucuji = z hostltelske punky do média
hostitelské bufky.

Termin ,operativné& spojeny“ znamena - vztah mezi dvémi
oblastmi DNA. Jednodude znamena, Ze Jjsou vzajemné& funkéneé
pfibuzné. Napriklad pre-sekvence jé operativné spojena
s peptidem, jestliZe funguje jako signélni sekvence, kterad se
podili " na vylu&ovani zralé formy proteinu, pticemz
nejpravdépodobnéji ‘zahrnﬁje Stépeni sighélni sekvencé.
Promotor Ije ,operativné ispojen s’kédujici sekvenci, JjestliZe
Cpidi transkr1pc1 sekvence ' Vazebné  misto ribozdmu je
roperatlvne spOJeno S kOdulel ;ekvenci,_jestliie jé umisténo

tak, Ze umoZhuje translaci.

g
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Geny kédujici ‘ptirozen& se vyskytujici prekurzorovou
protedzu se mohou ziskat pomoci obecnych metod, které Jjsou
zndmy Vv oboru. Metody v obecném pfipadé obsahuji syntézu

znadenych sond, které vykazuji putativni sekvence . kdédujici

6BI§§€i;m“§f6féé2§7“““@f€pfavu"@7Qén6ﬁbvydhw“‘knihoven“f“““ genu’

hybridizaci se sondami. Pozitivné hybridizuﬂici,klbny se pak

mapuji a sekvenuji.

onse

Klonované protedzy se pak pouzZivaji pro transformaci

hostitelské bufky za U&elem expresé _proteazy. Gen proteézy se
pak liguje do plazmldu s vysokym poctem kopii. Tento plazmid
se replikuje v hostltelech ve smyslu, zZe obsahuje dobre znamé
elementy-}nezbytné pro plazmidovou repllkaCL, _promotorA je

oﬁerétivné"spojeny s genem '(ktery se muZe’ zaélenit jako

vlastni homologni promotor ‘genu, JjestliZe Je rozeznan, to

znamend transkribovan hostitelem), ukonceni 'transkripée' a

polyadenyiaéni oblast (nezb&tnou  pro ‘stabilitu mRNA
trahskribOVanou -hostitelem z genu proteézy_‘v:jisﬁYChl_bgﬁkééh
eukaryontnlho hostltele) | kterd Jje exogenni nebo se- dodéava
endogennl termlnacnl oblasti genu protedzy a je-li to nutné,
zahrnuje selek&ni gen , Jjako Je gen nesouci rezistenci na
antibiotika , ktery umoZiuje kontinualni - kultivaci . bunék
hostitele infikovahYch' plazmidem rastem v médiu, které
obsahuje"antibiotika. Plazmidy s &ysokym po¢tem. kopii také

obsahuji po&atek replikace, ktery Jje pro hostitele vhodny.

Plazmidy s vysokym poctem kopii také obsahuji pocatek
replikace, coZ umoZiuje vytvoiit velké mnoZstvi plazmidd
v cytoplazme bez omezeni chromozomu. Av3ak vynadlez také

popisuje zaclenéni vice kopii genu proteazy do hostitelského
genomu. To umozZiuji prokaryontnl a eukaryontni organizmy,
které jsou zvlasteé nachylne k homolognl rekombinaci.

Gen mize byt prlrozeny gen organizmu B. lentus. V jiném
pripadé je mozné produkovat synteticky gen kédujici pfirozené
se VySkth]lCl nebo mutantni prekurzorovou proteazu V. takovém

ptipadé je moZné stanovit sekvenci DNA a/nebo amlnokysellnovou

RERRNA
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_sekvenci prekurzorové proteazy. Syntetizovalo se né&kolik

pfesahujicich syntetickych jednofetézcovych 'frégmentﬁ DNA,

které po hybridizaci a ligaci perukuji' syntetickou DNA'

kédujici prekurzorovou protedzu. Priklad syntetické genové

_konstruEEé éé”'qudi““?’pfikIHdU”*S“fdbkumentu*°US~~§atent‘WC.

5 204, 015 ."'“"*"f‘ T ST T S : .
| Klonoval se prlrozene se vyskytujlcl nebo . syntetlcky gen

preku;zorove' proteazy.. Provedla  se rada .modifikaci, ‘aby -

széila moZnost pouziti. genu pri syntéze prlrozene se

‘VyskthJlCl prekurzorove protedzy.w Takové ‘modifikace zahrnujl_

;produkc1 rekomblnantnlch proteaz, jak se popisuje Vv publlkac1
' Us patent RE 34,606 a prlhlaska‘EPO &. 0 251 446, a produkci
zde popsanych varlant proteaz. ‘

_ Nasledujlc1 zpusob kazetove mutageneze se muZe pouzit- pro
‘konstrukci variant proteaz podle. vynalezu, acdkoli se mohou
poﬁiit'~ix jiné me;ody. ‘Nejdfive se ziskéa pfiiozené:,se
vyskytujici gen kédujici protedzu a cely nebo jeho &ast se
SekVenuje. Pak se v sekvenC1 hleda bod ve kteren1 je ‘nutné
provest mutaci (delec;,v»lnzerc; nebo subst1tuc1) jednéVpﬁebo
vice amlnokyselln V‘kédovanéﬁf enzymu , V-sekvenci, ktera
sousedi s timto bodem se hodnotlla prltomnost restrikénich
mlst &hodnYch ' pro nahrazeni kratkého segmentu genu
S ollgonukleotldy, které v pripad&, Ze se exprimujl budou
kédovat ruzné mutanty Uprednostnuje se, aby ‘takova restrikéni
mista byla jedlna restrikéni- mlsta v protedzovém genu, COZ
umoziiuje nahrazeni segmentu genu. MaZe se vsak pouZit
libovolné restrikéni misto, které se v genu proteazy
neopakuje, pficemz Stépenim restrik&nimi enZymy mohou vznikat
genové fragmenty/ které se sestavi do spravné sekveﬁce.
Jestlize restrikéni mista nejsou - v polohach s vhodnou
vzdalenosti od vybraného bodu (10 az 15 nukleotidd), pak se
takovda mista vytvofi' substituci nukleotidd v genuA takovym
zpﬁSobem; zZe éé v konecné kgnstrukci zmé&ni &teci ramec nebo

kédované aminokyseliny."'Extenzi primeru M13 ‘podle - obecné

o
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zndmych ~metod 'se provedla mutace genu za ucelem zmény

sekvence.

Jestlize jednou  dojde ke klonovani = pfirozené se

Vyskytuﬁici DNA - nebo syntetické DNA, pak restrikéni imista'

lemuffEf“ﬁT§ta; kde 56 provede mutace; "se Stépi- restrikEnimy-—- -

enzymy a do genu se liguje plurallta ollgonukleotldovych kazet

s komplementgrnlm vkpncemi_ -Timto zpusobem ‘se ZjeandUSl

mutageneze, protoZe  vechny oligonukleotidy se syntetizovaly

tak, aby mé&ly stejna restriké&ni mista a pro VZﬁik'restrikénich

~mist jsou nezbytné synteticke llnkery

Protéolytické aktlv1ta se deflnuje jako rychlost hydrolyzy

peptldovych vazeb- ha mlllgram " aktivniho enzymu. Za ucelem

- mé&Ffeni 'proteolytlcke akt1v1ty eXlstuje tada znamych postupl

(éopisuje ”_se \Y% publlkac1 K. M. Kalisz, - ,Microbial
Protelnases,‘ R .-Advances - in = Biochemical
Englneerlng/BlotechnolOgy,_»A,‘;Fiechter ced., 1988). Vedle

upravené *proteolytlcke, aktivity Frada énZymﬁ podle Vynélezu

mi%e mit jiné wupravené vlastnosti, Jjako je pomer Kp, Kmt,

kKcat/Kn a/nebo . upravenou specifitu substratu a/nebo upravenyx

profil "aktivity v.zadvislosti na pH. Tyto enzymy se mohou

‘upravit pro urc¢ity substrat, ktery predcha21 prlprave peptldu

'prl prani pradla.

nebo je pritomen pfi hydrolytlckem zpracovanl, jako je pou21t1

Vynélez dale popisuje zabezpeleni proteazy, kterd vykazuje
zm&né&nou protéolytickou aktivitu ve srovnani s prékurzorovou
protedzou, protozZe zvySeni takové aktivity (numericky vys$si)
umoziuje pouZiti enzymu, ktery plsobil uc¢innéji  na cilovy
substrat. ‘Zajimavév jsou také ruzné enzymy, které vykazujl
zm&n&nou tepelnou stabilitu a/nebo substratovou specifitu ve
srovnani s'prekufzorem. V nékterych pfipadech je nutnd niZsi
proteolytiéké aktivita. Napfiklad sniZeni proteolyticke
aktiv%ty Je ﬁgthé,' kdyz se poiadﬁje syntetickd aktivita

proteéz' (nabiiklad pri syntéze peptidd). Je moZné snizit

;proteoiytickou; aktivitu v pripadé, ‘e je schopna porudit.
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. produkt takové syntézy. Naopak v nékterych piipadech maZe byt
nutné zvy3it proteolytickou aktivitu enzymu verzus Jjeho
perkurzoru. Navic je moZné pozZadovat =zvySeni nebo sniZeni
(zmé&na) stability varianty, pficemZ je nutnad alkalickd nebo

““““A"“‘téﬁldtﬁi*‘étébiritai‘“Zvy§eﬁj7“ﬁébo“3ﬁiiéni “Kn; " Kear “nebo kizd/Kg
jsou spécifické pro substrat, ktery se pouZivd pro ‘stanoveni

~té&chto kinetickych paramétrﬁ. - e

Zjistiio se, Ze varianﬁy protedz ~obsahujici substituce

. aminokyselin v jedné nebo Vice poloh-zbytkﬁ tak,. Ze.substituce

‘méni naboj v poloze tak, Ze 'se stdvad vice negativni nebo méné

pozitivni ve srovnani s prekurzorovou proteazou. Tytolvérianty

jsou . G&inn&jdi pfi  niZdi  koncentraci devté_lrgent,_uA- nez

prekurzorové protééza;‘ |

Zjistilo se, Ze varianty protedz obsahujici substituce

-amiﬁokyselin Vljedné nebo - ve vicé polohach 'zbytku tak, _Ze

substituce méni naboj v tétb'poioze,‘pfiéemi ndboj se stava

vice .pozitivni nebo méné negativni ve srovnéni s .prekurzorovou

protedzou. Varianty proteaz Jsou uc¢inné&jsi p¥i. vysokych
koncentracich detergentu ve .srovnani . s prekurzorovou
protedzou.

Ziistilo se, fe fada variant proteéz jsou"pouiitelné
v systému nizkych koncentracich detergentu a/nebo v systémech
s vysokymi koncentracemi. detergentu, také jsou uc¢inné
v systému stfedni koncentrace detergentu.

Tyto substituce se prednostné provadi u subtilizinu
organizmu Bacillus lentus (rekombinantni nebo prirozeny typ),
ackoli se ISUbstituce mohou provést v libovolné proteaze
organizmu Bacillus, upfednostiiuje se subtilizin organizmu

- Bacillus. | |

Na za&kladé vysledkd ziskanych s rozdilnymi protedzami,
uvedené‘ mutace . v subtilizinu organizmu Bacillus
amyloliquefaciens Jjsou daleZité prfi proteolytické aktivite
a/nebo  stabilité& té&chto enzymd a pfi éiéténi nebo promyvani

takdvych enzymi.
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‘Rada pfoteézonch_variant'podle'vynélezu je pouiitelné pri
vytvafeni raznych kompozic detergentu nebo formulaci osobni

potfeby,  .jako Jjsou Sampony nebo ‘pietova voda. Rada znémych

latek jsou' vhodna povrchové aktivni éinidla, ktera se

TTpouzivajiT v Kompozlc1ch“*obsahuj1c1ch mutanty proteaZ‘“podletﬁtmt*“ﬁt

uv_vynéléiu. Tyto latky zahrnuii- neiontove, anloetoye,mkatlentove
nebo obojetné - detergenty,, jak"se‘ popisuje v dokementu Us
4,404,128 Barry a Anderson) a US 4,261,868 (Jiri Flora, et
al. "). Vhodna- detergentova formulace se popisuje v prikladu 7
dokumentu .US patent 5, 204 015 v oboru jsou znamy razné
formulace, které se pou21vajl jako <&istici kompozice. ~Vedle"
typlckych ClSthlCh komp021c se pro llbovolny aéel,'ikde' se.
‘pou21va prlrozena proteaza 'nebo proteéza divokého typu, . je
mozné pou21t varianty proteaz podle vynalezu ‘Tyto varianty'se
mohou pou21t naprlklad ‘pri apllkac1ch kusového nebo kapalneho
mydla, pfi apllkac1 prostredkut na- nadobi,.. ClSthlCh roztoku\‘
Lprob kontaktnl cocky, >IproddktﬁA‘7hydrolyzy ’ peptldu, pfi>
zpracovanl odpadu, apllkac1 na textllle, jako enzymy step1c1'
fuzi pri- produkc1f protelnu : Varlanty podle vynalezu mohou: 
Vykazovat ’zvysenou ' uc1nnost detergentove komp021ee (\}ej
srevnéni s prekurzorem). v Zvysena a&innost detérgentu  se
defiﬁuje Jako zeSLlenl'sehopnostl ¢istit skvrny citiivé VAL
jistému‘,ehzymu,"jake jsou skvrny od travy a krve, Jjak se
definuje obvykiym hodnocenim: po standardnim cyklu prani.
.Pgeteézy podle vynélezu'se mohou vnést do praskovych nebo

kapalnych detergentd, jejichZz pH Jje mezi 6,5 a 12,0

S procentovym zastoupenim pfiblizné 0,01 az 5% hmot.
(upfednostiuje se 0,1 % aZ 0,5 %). Tyto detergentové Cistici
kompo;ice mohou také zahrnovat jineé enzymy/; jako Jjsou

_proteézy, amylézy,,celulézy,'lipézy nebo endoglykolazy stejné
jako plnldla nebo stabilizéry. | _ '

Vedle proteadz podle vynalezu neex1stuje zadné spec1flcke
Vyu21t1 beznych ¢isticich prostredku Jlnyml slovy llbovolna

’teplota a pH vhodne pro detergent je take vhodny pro’ uvedenou
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kompozici, pokud pH je ve shora uvedeném rozmezi é_teplota je
ni?%i neZ teplota denaturujici proteazy. Protedzy podle
vyndlezu se mohou pouZit jaké Gistici kompozice bez detergentil

bud samotné nebo v kombinaci s plnidly a stabilizéry.

Vynalez také popisuje <&istici kompozice  obsahujici
protedzové varianty podle <wvynalezu. .Cistici 'kompozibe mohou
ddle  obsahovat - aditiva, ktera se v té&chto ¢isticich
kompozicich bézné& pouZivaji. Tyto aditiva se mohou vybrat, ale

.nejsou omezena, na belidla, povrchové aktivni <¢inidla,
plnidla, - ehzymy a bé&lici katalyticka ¢&inidla. V. oboru  je
zhémo, Ze aditiva jsou vhodnd pro inkluzi do kompozic. Zde
uvedeny sezram  neni vylerpavajici -a je nutné ho brat jako
pfiklady vhodnych aditiv. V oboru je také,zﬁémo, Ze Je mozné
pouzivat pouze ty‘aditiva, kteréfjsou kompatibilni s enzymy a
: o jinymi komponenty V‘kompozici, jako Jje napfikléd 'povréhové
aktivni &inidlo. . - .

" Mno#stvi aditiva, které je pritomno v &istici kompozici- je
priblizZné O;Ol'%iai 99,9 %, upfednostiiuje se priblizné 1 % ai
95 %, vice se upfednostiiuje 1 % aZ 80 %.

‘Proteézové 'varianty .podle Vynélezu se mohou pridat do
zviteciho krmeni,-jak se popisuje v dokumehtu,US 5,612}055; Us
5,314, 692 a US 5,147,642, .

Dadle vyndlez popisuje kompozici pro oSetfeni textilii,
které -zahrnuji proteézové varianty podle vyndlezu. Kompozice
se miZe pouzit pfi odetteni napriklad hedvabi nebo vlny, Jjak
se popisuje v dokumentech RD 216,034, EP 134,267, US 4,533,359
a EP 344,259.

Pfehled obréazkl na vykrese

Na obrazku &. 1 A aZ 'C je =znadzornéna sekvence DNA a
‘aminokyselinova sekvence subtilizinu mikroorganizmu Bacillus

amyloliquefaciens a Caste&nd restrikéni mapa tohoto genu.

SO S - e e e
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Na  obrazku  ¢&. 2 jsou znédzornény konzervativni

aminokyselinové zbytky subtilizind mikroorganizmi Bacillus
amyloliquéfaciens (BPN) “a Bacillus lentus (divoky typ) -

Na obrazcich 3A az 3B je znazornéna aminokyselinova

sekvence - gtyE. subtilizina.  Horni =~ P&déKk  reprezentuje
aminokyselinovou sekvenci subtilizihu oz mikroorganizmu
Bacillus amyloligquefaciens (také se né&kdy nazyva Jjako
subtilizin BPN’). Druhy tadek. znézorﬁuje aminokyselinovou

sekvenci subtilizinu z mikroorganizmu' Bacillus subtilis. Tretil

tadek - znazornuje aminokyselinovou sekvenci subtilizinu
z mikroorganizmu B. Ilicheniformis. Stvrty tradek znédzornuje
aminokyselinovou sekvenci subtilizinu- z mikroorganizmu

Bacillus lentus (ktery se Vv dokumentu PCT WO089/06276 nazyva
subtilizin 309). Symbol * znézbrﬁuje nepfitomnost épecifiéchh

aminokyselinovych zbytkd ve srovnani se subtilizinem BPN'.

Priklady provedeni vynalezu -

Priklad 1:

Produkovalo se a &istilo se velké mnoistvi variant pfbteéz
za pbuéiti meth dobfe znamych v oborui Véechny mutace se
provedly v subtilizinu organizmu Bacillus lentus GG36.

Produkované protedzové varianty se testovaly u dvou typu
detergentu a ‘pfi dvou typech promYVéni za pouziti testu
popsan?ch v publikaci ,An improved method of - assaying for a
preferred enzyme and/or preffered detergent composition,® Us
Seriil No. 6%/068,796.

V. tabulce 1 a# 13 se uvadéji testované protedzy a vysledky
testd ve dvou ruznych detergentech. VSechny hodnoty jsou dany

~jako porovnani s prvni protedzou uvedenou Vv tabulce (to

Q

o\

znamena, Ze hodnota 1,32 ukazuje schopnost uvolnit 132

‘barviva v porovnani se 100 $ prvni varianty uvedené

v tabulce).
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Sloupec A 'ukazuje rozdily Vv néboji variant; \Y pfipadé
sloupce B detergentem byl 0,67 g/1 filtrovaného Ariel Ultra
(Procter and Gamble, Cincinhati, OH, USA) v roztoku, ktery

obsahuje 3  zrna na 3,785 1 michaného Ca2+/Mg2+ V kazdé

prohlubnl se pou21lo 0 3 ppm enzymu prl teplote 25‘@ C(systém "~
s nizkou koncentraci detergentu). V odstavci C detergentem byl
3,38 g/l filtrovaného Ariel Futur (Procter and Gamble,
Cincinnati, . OH, USA) Vv rozfoku obsahujicim 15 zrn V 3,785 1
sme51 Ca2+/Mg2+ a'v kazdé prohlubn1 se pouzilo 0,3 ppm enzymu

pri teplote 40 °C (systém s vysokou koncentraci detergentu)
‘Tébulka‘é..l -
T T | \
Wmo ‘ S103A\ V104i \ Q10SR \ ‘
{—'7'60 l S103A \ V104! \ Q108R ‘ Q245R ‘

[~ ] ICJ
}. \100\109J
\ \048\14‘J

Tabulka ¢ 2

i S N I L L L
VEEA | N76D |S103A | V1041|G 1590 Q236H |Q245R| ] | ‘10011 oo‘ ‘ -
VEBA | N76D |S103A| V1041 |G138D N204D |Q236H| Q245R |-1\1n1.\ooagh

Tabulka ¢&. 3

C | 1
VB8A N7GDES103A V104l! . i
T22K V68A\ N760D | S103A \ V1041 ‘
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Tabulka &. 4
o Al B C
N76D | S103A | v104i [ M222S | | ~|100|100
__| 76D | S5103A | V104l | N173R | M2225 1o loe6|184] =
[ Q2R [ N76D_| S103A |-V1041 | M222S | Q245R | .| +1]0.41 | 5.84 R
_ TabﬁLka éhlg
: ] AlTB[C
T1.00]1.00

Q12R | N76D | S103A | 1104T | S130T | M222S | Q245R
‘Q12R | N76D [ S103A | 1104T | S130T | M222S | Q245R NZ61D | ‘ -1
Q12R | N76D | S103A | 1104T S130T | R170S | N185D | M222S | N243D | Q245R | -3 |2.87|0.02

1.7910.81]

Tabulka &. 6 y
| o e Al B C
V68A | N76D [ S103A | V1041 | G159D | Q236H R 1.00| 1.00 |
VGBA | N76D [S103A| V104l | G159D | Q236H | Q245R | +1]0.94 | 6.80
VGEA | S103A | V1041 | G159D | A232V | Q236H | Q245R |-N252K- 1o | |+3|044|2060| = ~

Tapulka &. 7

V1041 | G159D \ A232V | Q236H | Q245R.
' "Q236H | Q245R

Tabulka &. 8

Al B | C
VGBA | S103A | V1041 | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N252K 100 1.00
VG8A | ST03A | V104l | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K | | -1]1.96| 0.65
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Tabulka &. 9
Al B | C
V6BA |S103A| V104l | G159D ['A232V | Q236H | Q245R | 11.00 | 1.00
___[\/68A [S103A|_V104]_| G159D | A232V | Q236H | K237E [ Q245R 2 | 127.| 012
Tabulka &. 10 A
, , Al B | Cy
[vesa S109A V1041 | G159D | A232V | Q236H OZASR‘ L257V _ 1.00 | 1.00
- [V6BA | N76D, | S103A | V104l | G158D | A232V | G236H | Q245R | L257V 1] 156|048
Tabulka &. 11 , L
: _ . N _ Al B | C
S103A | V1041 | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K 11.00({1.00|
S103A | V1041 | G159D | L217E | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K | |-1|1.80]0.15]
Tabulka &. 12 |
— TA]T B | C
1S703A V1041 | S701G | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K ‘ 1.00 | 1.00
N76D | S103A | V104l | S101G | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K -1 1128039
Tabulka &. 13
_ Al B | C
N62D | S103A | V1041 [ G159D | T213R | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K 1.00 | 1.00
N62D | S103A | V104l | Q109R | G159D | T213R | A232V | Q236H | Q245R [ N248D [ N252K | +10.40 | 1.74
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Priklad 2:
Nédsledujici varianty proteaz se pfipravily a testovaiy,
jak se popisuje v pfikladu 1. '

Varianty v tabulce  &. 14 Jjsou varianty proteaz, které

vykazuji oba typjmsubétffﬁngify, KTEeré méni naboj v uvedenéd—
poloze, prilemZ -se.zde méni nébdﬁ"tak/fié je;viCe‘negaFivni
. nebo méné pegativhi Qe'siovnéni‘s orgébizmem»B. lentus‘¢G36
stejné jakb,.peufrélni 'sub#tituce, ktere néovlivﬁuﬂi ﬁéboj
v dénéb polézé zbytku. Tak se produkuji ,proteéZOVé"variahtyg
Jjejiz uCinnost ’ﬁe‘ iepéi nei standardni aéinnOSt v 6bou
systemech detergentovych koncentraCi, jak v systému. ~s'nizkod
koncentraCi detergentu (sloupec A, 0,67 g/l filtrovaného Ariel
Ultra (Procter and Gamble, Cincinnati, OH, -USA), coz .Jje
.roztok “ktery obsahuje 3 zrna na 3,785 1 michaného Ca2+/Mg2+ a
v kazde prohlubni se pouZilo 0,3 ppm enzymu p¥i ‘teploteé 25 °C,
tak vssystemu -5 vysokou koncentraCiA detergentu (sloupec B,
'3,38u,g/l filtrovaneho Ariei{eqgr (Eppc;ep» and:.Gambie;‘
Cincinnati, OH, ‘USA) V roztoku, kterY"obsahujé 15-zrn"na 3, 785
1 michaneho Ca2+/Mgz2+ a v kazde prohlubni se pouZilo 0,3 ppm

enzymu pri teplote 40 °C) .
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Al B
N76D | S103A | V104l 1,00 1.00
TVBBA | S103A| V1041 | G159DA232V Q236H|"Q245R [ N252KAm- ——r o |5 oo 1-1.41.1.1.85
V6BA | N76D | S103A | V104l | G159D T213R | A232V | Q236H | Q245R | T260A 130 | 1.73
V6BA | S103A| V104l | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248D NZ52K 277 1.20
VoA [S103A | V104l | N140D | G158D | A232V | Q236H | Q245R NZ52K | 2.96 | 1.42
N43K “V68A | S103A | V1041 | G159D | A232V | Q236H Q245R _' ’ 2051178
N43D‘ V68AVS103A V104! | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N252K [ "2.00 >1.34
V68A | N76D | S103A |.V104l | G158D | A215R | A232V | Q236H | Q245R 167 1.45
[ O15R | V68A | N76D | S103A | V104l | G159D | A232V | Q236H | Q245R 216 [1.72.
N76D [S103A | VA04l | Vi47l | G159D | A232V | Q236H | 245R | N248S | K251R 135129
a5 | 76D | G103 | V104l | G159D | A232V | Q236H | Q245R | S256R 201 | 1.72

' [Ve8A | N76D | S103A | V104l | G159D | Q206R | A232V | 0236H | Q245R 2.09 | 162
{5703 | V1041 | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K ' T4 (141
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PATENTOVE NAROKY
1.7 Varianta ~protéadzy obsahujici  substituci ‘amrﬁ“ kyseliny

v §édné nebd vice poloh Zbytku; kde sibstituce méni  naboj
v uvedené poloze, pEiCemZ ,néboj' je viéé'vnegatiVﬁi nebo
mene p021t1vn1 ve Srovnanl E prekurzorovou proteazou a kde
Varlanta proteazy je ve srovnanl S prekurzorovou proteazou .

uc1nne351 v systému s nizkou koncentraci detergentu.

2. 'Vafianta protéézy ~podle . nadroku 1, kde proteézou_.je
" Subtilizin. | ‘
3. :Vafianta protedzy podle naroku 1, kterd se ziskala ze

vsubtilizinueqrganizﬁu Bacillus. :
4. " Varianta 'protééiy podle néroku 3, které se ziskala ze

,Subtlllzlnu organlzmu Bac1llus lentus

5. DNA kdédujici varlantu proteazy podle naroku 1
6,"Expre51vn1 vektor kédujici DNA podle ndroku 5.
7. Hostitelskd& bunka, v y 'z n a C-u j ic.i s‘e‘ t i m, e

- se transformovala expresivnim vektorem podle naroku 6.

8. Clstlc; komp021ce obsahujici variantu protedzy podle
naroku 1. = '
9. Krmeni pro ~zvitata, vy znac¢uijilci se

t i m, % e obsahuje variantu protedzy podle naroku 1.

10. Sloudenina vhodnd pro oSetfeni textilie, obsahujici
variantu protedzy podle naroku 1.

11. Varianta protedzy obsahujici substituci aminokyseliny
v jedné nebo vice poloh zbytkl, kde substituce mé&ni naboj
v této poloze, pficemZi se naboj stava vice pozitivni nebo
méné negativni ve srovnani s prekurzorovou protedzou a kde
varianta protedzy ve srovnani s prekurzorovou proteazou je
"vice ucinna v systému s vysokou koncentraci detergentu.

12. Varianta proteazy podle ;néroku. 11, kde proteazou ‘jé

subtilizin.
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Varianta proteazy podle- naroku 11, kterd se ziskala ze
subtilizinu organizmu Bacillus.
Varianta proteazy podle naroku 13, ktera se ziskala ze

subtilizinu organizmu Bacillus lentus.

15,
16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

DNA kodule1 variantu protedzy podle” droku 1l "

Expresivni vektor kédujici DNA podle naroku 15.

z

Hostitelska punka, vy znadcujicil se tim 2z e
se transformovala expre51vnlm vektorem podle naroku 16.
Cistici komp021ce, vyznaduijici se tim Ze
obsahuje variantu proteazy podle naroku 11.

Krmeni pro zviFata, Vy Z nadc¢uijici s e

tim Z e obsahuje variantu proteézy podle ‘naroku 11.
Slouc¢enina = pro ofetfeni - textilie .obsahujici = variantu
proteééy'pbdle'ﬁéroku 11. ' ’ )
Varianta proteazy podle naroku l 'kdé“vysoké'koncéntrace

detergentu je v praci vodé vy551 nez 2-000 ppm. _ .

zpusob produkce varlanty proteazy, | ktera je ve srovnanl'

.8 prekurzorovou proteazou u&inn&jsi v systemu» s nizkym,
strednlm . a vysokym o obsahem detergentu,
vyznad¢cuijic i se. tim Ze zahrnuje:

substituci amlnokysellny \Y% jedne nebo vice “poloh zbyﬁkﬁ,

.

kde ‘substituce mé&ni néboj v této poloze tak, Ze.se stava
vice pozitivni  nebo méneé negativni ve srovnani
S prekurzorovou proteazou,

substituci aminokyseliny v jedné nebo vice poloh, kde

substituce m&ni v této poloze nabo] tak, Ze se stava vice

-negativni nebo méné& pozitivni ve srovnadni s prekurzorovou

proteazou,
testovani varianty, pficemZz se stanovi jeji Gacinnost
“v systému s vysokou, - stfedni a nizkou koncentraci

- detergentu ve srovnani s prekurzordvpu'proteézou a

R p— .

opakovéﬁi kroka a) aZ c), pticemZ Je nezbytné vytvorit

variantu protedzy, kterd Je a&innéjéi ve srovnani s




23.

- 31

prekurzorovou. protedzou Vv systému s nizkou, stfedni nebo
vysokou koncentraci detergentu.
Varianta protedzy obsahujici substituci aminokyseliny

v jedné nebo vice poloh zbytkll, kde substituce zméni naboj

24.

vubalbze tak, Ze je véf§f6?ﬁ§ﬁi“é“pfékurzorovoufproteézou

vice pozitivni nebo mén& negativni a kde varianta- proteazy

U
[=N

. ve srovnani s prekurzorovou proteézou je uc¢innéj

v systemu se strednl koncentrac1 detergentu.

Varianta -proteazy obsahujlc1 substituci aminoﬁyseliny

v jedné nebo vice ‘polohéch zbytkl, kde substltuce zméni

‘nébojfv poloze tak; Ze nabOJ Jje vice negativni nebo ménée

pozitivni ve srovnani s prekurzorovou protedzou a kdel

arlanta proteéazy je ve srovnani s prekurzorovou proteazou

i
[eL8

néjél v systemu se stfedni koncentrac1 detergentu
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