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Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin
obsahujici fadu substituci jinymi pfirodnimi aminokyselinami,
pfiemZ tyto substituce se nachazeji (a) v prekurzoru
subtilisinu v poloze, ekvivalentni poloze +76 v substilisinu
Bacillus amyloliquefaciens, pfirodni aminokyselina pro
substituci se voli ze skupiny A,R,N, C, G, H, [, L,K, M, F,
P,S, T, W, Y aVa(b)v jedné nebo vét§imu poétu poloh

v prekurzoru substilisinu, ekvivalentnich polohach +27, +99,
+101, +103, +104, +105, +107, +109, +123, +126, +128,
+135, +156, +166, +195, +197, +204, +206, +210, +216,
+217, +218, +222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus
amyloliquefaciens, pfi¢emZ aminokyselina v poloze
prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odlignymi
pfirodnimi aminokyselinami, které se voli ze skupiny A, R, N,
D,C,Q, G HLLKMFPSTWYaVa
aminokyselina v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni
poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je
substituovéna odli$nymi pfirodnimi aminokyselinami ze
skupiny A,R,N,D,E,Q,G,H, ,L,K,M,F,P,S,T,W,Y a
V.
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Izolovana varianta subtilisinu

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych variant karbonylhydrolazy, v jejichZ fetézci aminokyselin je nahrazena
fada zbytkdi aminokyselin prekurzoru karbonylhydrolazy, zv14st& v poloze, odpovidajici nebo
ekvivalentni zbytku v poloze +76 v kombinaci s jednim nebo vét$im poétem zbytki v polohach
99, +101, +103, +104, +107, +123, +27, +105, +109, +126, +128, +135, +156, +166, +195,
+197, +204, +206, +210, +216, +217, +218, +222, +260, +265 a/nebo +274 v karbonylhydrolaze
Bacillus amyloliquafaciens (substilisinu) jinymi zbytky aminokyselin. Takové mutanty nebo
varianty karbonylhydrolaz je obecn& moZno ziskat modifikaci prekurzorového kédového fetézce
DNA pro pfirodné se vyskytujici nebo rekombinantni karbonylhydroldzu na kédovy fetézec pro
jiné zbytky aminokyselin jednotlivé nebo v kombinaci s dal$imi substitucemi, zafazenim nebo
vypusténim dalSich aminokyselin v prekurzorovém fetézci aminokyselin.

Serin proteazy tvofi podskupinu karbonylhydroldz. Tyto enzymy zahrnuji enzymy riiznych
skupin, specifické pro riizné biologické funkce podle publikace Stroud R., Sci. Amer., 131:74 -
88. Navzdory funkéni odli$nosti téchto enzymi jsou typickymi predstaviteli téchto enzymi dvé
geneticky odlisné skupiny téchto enzymi, a to subtilisiny a chymotrypsin savcl spolu
s homologni bakterialni serinprotedzou (napiiklad trypsin a trypsin z S. gresius). Tyto dvé&
skupiny seriproteaz maji zna&né podobny mechanismus katalyzy podle Kraut J., 1977, Ann. Rev.
Biochem., 46:331 — 358. Mimoto pfesto Ze primarni sktruktura téchto litek neni pfibuzna,
terciarni struktura t&chto dvou skupin enzymii obsahuje konzervovany fetézec téi aminokyselin,
nezbytnych pro katalyticky @i&inek, trojici téchto aminokyselin tvofi serin, histidin a aspartat.

Subtilis je serinendoproteaza s molekulovou hmotnosti 27 500, vylu¢ovana ve velkém mnoZzstvi
z mikroorganismii ¢eledi Bacillus a daldich mikroorganismu. Bilkovinny fetézec subtilisinu byl
stanoven u nejméné tfi odliSnych &eledi Bacillus podle Markland F. S. a dalsi, 1983, Hoppe—
Seyler's Z. Physiol. Chem. 364:1537 — 1540. Trojrozmé&ma krystalicka struktura subtilisinu
z Bacillus amyloliquefeciens do rozliseni 2,5 A je popsana v Wright C. S a dal3i, 1969, Nature,
221:235 — 242, Drenth J. a dal3i, 1972, Eur. J. Biochem., 26:177 — 181. Tyto studie prokazuji, Ze
pfesto Ze je tento subtilisin geneticky nepfibuzny serinprotedzam saveim, ma podobnou strukturu
mista G¢inku. Krystalicka struktura subtilisinu podle analyzy rtg—paprsky obsahuje kovalentn&
vézané peptidové inhibitory podle Robertus J. D. a dal3i, 1972, Biochemistry, 11:2439 — 2449
nebo rizné komplexni struktury podle Robertus J. D. a dal3i, 1976, J. Biol. Chem., 251:1097 -
1103 a poskytuje informaci, tykajici se aktivnich mist a vazby substratu na subtilisin. Mimoto
byla zvefejnéna fada publikaci, tykajicich se kinetickych a chemickych modifikaci této latky,
napfiklad Philipp M., a dal3i, 1983, Mol., Cell. Biochem., 51:5 — 32, Svendsen B., 1976,
Carlsberg Res. Comm., 41:237 — 291, Merkland F. S., tamtéZ a byly rovnéz podany zprivy
o pfipadu, v némz byl postranni fetézec methioninu na zbytku aminokyseliny &. 222 substilisinu
pfeveden pusobenim peroxidu vodiku na methioninsulfoxid podle Stauffer D. C. a dal3i, 1965,
J. Biol. Chem., 244:5333 — 5338 a v postrannim fetézci byl serin na zbytku 221 pfeveden na
cystein chemickou modifikaci podle Polgar a dal3i, 1981, Biochimica et Biophysica Acta,
667:351 - 354.

V US patentovém spisu €. 4 760 025 (RE 34 606) se popisuje modifikace zbytkli aminokyselin
substilisinu v polohach, které odpovidaji v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens tyrosinu -1,
aspartitu +32, asparaginu +155, tyrosinu +104, methioninu +222, glycinu +166, histidinu +64,
glycinu +169, fenylalaninu +189, serinu +33, serinu +221, tyrosinu +217, glutamétu +156
aalaninu +152. V US patentovém spisu &. 5 182 204 se popisuje modifikace zbytku amino-
kyseliny v poloze +224 subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens a v odpovidajicich polohach
jinych subtilisini, které je moZno modifikovat substituci, pfidinim nebo vypusténim zbytkd
aminokyselin, coZ je moZno kombinovat s modifikacemi, uvedenymi v US patentovém spisu
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¢.4760025 za vzniku pouZitelnych mutant nebo variant subtilisinu. US patentovy spis
&.5 155033 popisuje podobné mutanty substilisinu s modifikaci v poloze, ekvivalentni poloze
+225 v subtilisinu B. amyloliquefaciens. V US patentovych spisech &. 5 185 258 a 5204 015 se
popisuje mutanta substilisinu s modifikaci v polohdch +123 a/nebo +274. V US patentové
pfihlasce SN 07/898 382, ktera jiz byla zvefejnéna, se popisuji modifikace celé fady zbytkd
aminokyselin subtilisinu v&etné specifickych modifikaci v polohdch +99, +101, +103, +107,
+126, +128, +135, +197 a +204. V US patentovém spisu &. 4 914 031 se popisuji nékteré analogy
subtilisinu v&etné& analogu, modifikovaného v poloze +76.

Vynilez si klade za ukol navrhnout karbonylhydrolazu, s vyhodou subtilisin ve formé variant,
které obsahuji substituci fady zbytkdi aminokyselin v kédové DNA pro prekurzor karbonyl-
hydrolazy tak, aby tyto substituce odpovidaly poloze +76 v kombinaci s nejméné jednou dal3i
polohou ze skupiny +99, +101, +103, +104, +107, +123, +27, +105, +109, +126, +128, +135,
+156, +166, +195, +197, +204, +206, +210, +216, +217, +218, +222, +260, +265 a/nebo +274
v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. Takové varianty zpravidla maji alespoii jednu vlastnost,
odli¥nou od vlastnosti prekurzoru karbonylhydrolazy, od néjz je fetézec aminokyselin uvedené
varianty odvozen.

Novym variantdm subtilisinu odpovidaji kédové fetézce DNA pro uvedené varianty karbonyl-
hydrolazy a také vektory pro expresi, které obsahuji kddové fetézce DNA pro tyto varianty.

K ziskani novych variant je moZno zkonstruovat hostitelské buiiky, transformované svrchu
uvedenymi vektory, tyto hostitelské buiiky by mély byt schopné exprese uloZené kédové DNA
a produkovat varianty karbonylhydrolazy intracelularné nebo extracelularné.

Literarni citace, které byly svrchu uvedeny, jsou uvadény pouze pro podrobnéjsi rozbor znamého

stavu techniky aZz do dne podani pfedmétné pfihlasky. V Zddné z uvedenych citaci se neuvadi
moznost ziskani variant karbonylhydrolazy podle vynélezu.

Podstata vynélezu

Podstatu vyndlezu tvofi ptirodn& se nevyskytujici varianty karbonylhydrolazy s odliSnou
proteolytickou G&innosti stabilitou, specifiénosti pro substrat, profilem G€innosti pfi rizném pH
a/nebo jinymi riiznymi vlastnostmi ve srovnani s prekurzorovou karbonylhyrdolazou, z niZ jsou
tyto varianty odvozeny. Prekurzorovou karbonylhydrolazou miZe byt pfirodné se vyskytujici
karbonylhydrolaza nebo také rekombinantni hydrolaza. Takové varianty karbonylhydroldz maji
fetézec aminokyselin, pfirodné se nevyskytujici a vytvofeny nahradou fady zbytkd aminokyselin
prekurzorové karbonylhydrolazy jinymi aminokyselinami.

Podstatu vynalezu tedy tvofi izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin obsahujici
fadu substituci jinymi ptirodnimi aminokyselinami, pfiemz tyto substituce se nachazeji

(a) v prekurzoru subtilisinu v poloze, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu Bacillus amylo-
liqueficiens, pfirodni aminokyselina pro substituci se voli ze skupiny A, R, N, C, G, H, I, L, K,
M,F,P,S,T,W,YaVa

(b) vjedné nebo vétdimu podtu poloh v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnich polohach +27,
+99, +101, +103, +104, +105, +107, +109, +123, +126, +238, +135, +156, +166, +195, +197,
+204, +206, +210, +216, +217, +218, +222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus
amyloliquefaciens,

pfi¢emz aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odli$nymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
voli ze skupiny A,R,N,D,C,Q,G,H,I,L,K,M,F,P, S, T, W, Y a V a aminokyselina v poloze
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prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je
substituovéana odlisnymi pfirodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R,N,D,E, Q,G, H, 1, L, K,
M,F,P,S, T,W,YaV.

Vyhodné varianty enzymu podle vynélezu obsahujic substituci, vypusténé nebo pridatné zbytky
aminokyselin v nasledujici kombinaci poloh: 76/99, 76/101, 76/103, 76/104, 76/107, 76/123,
76/99/101, 76/99/103, 76/99/104, 76/101/103, 76/101/104, 76/103/104, 76/104/107, 76/104/123,
76/107/123, 76/99/101/103, 76/99/101/104, 76/99/103/104, 76/101/103/104, 76/103/104/123,
76/104/107/123, 76/99/101/103/104, 76/99/103/104/123, 76/99/101/104/104/123, 76/103/104/-
128, 76/103/104/260, 76/103/104/265, 76/103/104/197, 76/103/104/105, 76/103/104/135,
76/103/104/126, 76/103/104/107, 76/103/104/210, 76/103/104/126/265 a/nebo 76/103/104/222.
Ve velmi vyhodném provedeni obsahuji varianty enzymu podle vynalezu substituci, vypusténi
nebo zafazeni dal$iho zbytku aminokyseliny v nasledujicich kombinacich poloh: 76/99, 76/104,
76/99/104, 76/103/104, 76/104/107, 76/101/103/104, 76/99/101/103/104 a 76/101/104
v subtilisinu B. amyloliquefaciens.

Uvedenym variantdm odpovidaji také kédové fetézce DNA pro uvedené varianty karbonyl-
hydrolazy nebo subtilisinu. Tyto fetézce DNA jsou odvozeny od prekurzorového fetézce DNA,
ktery je kédovym fetézcem pro pfirodné se vyskytujici nebo rekombinantni prekurzorovy enzym.
Retézce DNA pro tyto varianty jsou odvozeny modifikaci fetézce prekurzorové DNA tak, aby
tyto fetézce byly kédovymi fetdzci pro substituci jedné nebo vétsiho potu aminokyselin, pfi¢emz
tyto substituce odpovidaji polohdm 76, 99, 101, 103, 104, 107, 123, 27, 105, 109, 126, 128, 135,
156, 166, 195, 197, 204, 206, 210, 216, 217, 218, 222, 260, 265 a/nebo 274 v enzymu Bacillus
amyloliquefaciens nebo v jakékoliv kombinaci t&chto poloh. Prestoze zbytky amynokyselin,
identifikované pro modifikaci, jsou uvadény podle &islovani v B. amyloliquefaciens vzhledem
ktomu, 7¢ jde o b&zny postup pro identifikaci polohy zbytkéi ve viech substilisinech, je
vyhodnym prekurzorovym fetézcem DNA pro pouziti podle vynalezu DNA z Bacillus lentus, tak
Jjak je zndzomeéna na obr. 6 (fetézec &. 11).

Retézce DNA pro varianty enzymu podle vynalezu jsou kédovymi fetézci pro uloZeni nebo
substituci zbytku aminokyseliny v poloze 76 v kombinaci s nejméné jednou dal$i modifikaci.
S vyhodou je pozmén&na sekvence DNA kédovym fetézcem pro substituci nebo zatazeni zbytku
nekteré odlisné aminokyseliny v nasledujicich moznych kombinacich poloh: 76/99, 76/101,
76/103, 76/104, 76/107, 76/123, 76/99/101, 76/99/103, 76/99/104, 76/101/103, 76/101/104,
76/103/104, 76/104/107, 76/104/123, 76/107/123, 76/99/101/103, 76/99/101/104, 76/99/103/104,
76/101/103/104, 76/103/104/123, 76/104/107/123, 76/99/101/103/104, 76/99/103/104/123,
76/99/101/104/104/123, 76/103/104/128, 76/103/104/260, 76/103/104/265, 76/103/104/197,
76/103/104/105,  76/103/104/135,  76/103/104/126,  76/103/104/107,  76/103/104/210,
76/103/104/126/265 a/nebo 76/103/104/222. Ve velmi vyhodném provedeni je pozménéna
sekvence DNA kédovym fetézcem pro modifikaci téchto kombinaci: 76/99, 76/104, 76/99/104,
76/103/104, 76/104/107, 76/101/103/104, 76/99/101/103/104 a 76/101/104. Tyto rekombinantni
sekvence DNA jsou kodovymi fetézci pro varianty karbonylhydrolizy snovymi fetSzci
aminokyselin a obecné s nejméné jednou vlastnosti, podstatné odlisnou od vlastnosti enzymu, pro
néjz je kédovym fetézcem prekurzorovdi DNA. Z pozménénych vlastnosti je moZno uvést
zejména proteolytickou G&innost, specifinost pro substrat, stalost, pozmé&n&ny profil uinnosti
pfi riznych hodnotéch pH a/nebo odli§nou charakteristiku Gi¢innosti.

Vynilez zahrnuje substituci jakéhokoliv zbytku z devatenacti pfirodn& se vyskytujicich zbytki
L-aminokyselin v uvedenych polohich. Tyto substituce je moZno uskutecnit v kterémkoliv
prekurzoru subtilisinu z prokaryotického nebo eukaryotického organismu, ze savce a podobné.
Substituce, které lze s vyhodou uskutenit na kazdém ze zbytk aminokyselin v identifikovanych
polohach, zahmuji, aviak nejsou omezeny na nasledujici substituce: substituce v poloze 76
zahmuje D, H, E, G, F, K, P a N, substituce v poloze 99 zahrnuje D, T, N, Q, G a S, substituce
v poloze 101 zahrnuje G, D, K, L, A, E, S a R, substituce v poloze 103 zahruje Q, T, D, E, Y, K,
G, R, Sa A, substituce vpoloze 104 zahrnuje viech devatenict pfirodné se vyskytujicich
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aminokyselin, substituce v poloze 107 zahmuje V,L, M, Y, G, E, F, T, S, A, N a I, substituce
vpoloze 123 zahmuje N, T, I, G, A, C a S, substituce v poloze 27 zahmuje K, N, C, Va T,
substituce v poloze 105 zahrnuje, A, D, G, R a N, substituce v poloze 107 zahrnuje A, L, V, Y,
G, F, T, Sa A, substituce v poloze 109 zahrnuje S, K, R, A, N a D, substituce v poloze 126

s zahruje A, F, I, V a G, substituce v poloze 128 zahrnuje G, L a A, substituce v poloze 135
zahmuje A, F, 1, S a V, substituce v poloze 156 zahrnuje D, E, A, G, Q a K, substituce v poloze
166 zahrnuje viech devatenact pfirodn& se vyskytujicich aminokyselin, substituce v poloze 195
zahrnuje E stejné jako substituce v poloze 197, substituce v poloze 204 zahmuje A, G, C, Sa D,
substituce v poloze 206 zahmuje L, Y, N, D a E, substituce v poloze 210 zahrnuje L, I, S, C a F,

10 substituce v poloze 216 zahrnuje V, E, T a K, substituce v poloze 217 zahrmuje v3ech devatenact
piirodné se vyskytujicich aminokyselin, substituce v poloze 218 zahrnuje S, A, G, T a V,
substituce v poloze 222 zahrnuje vech devatendct pfirodné se vyskytujicich aminokyselin,
substituce v poloze 260 zahrnuje P, N, G, A, S, C, K a D, substituce v poloze 265 zahrnuje N, G,
A, S,C,K, Y aH, asubstituce v poloze 274 zahrnuje A a S. Vynalez viak neni na uvedené typy

15 substituci omezen. Specifické vyhodné aminokyseliny pro kazdou polohu jsou déle uvedeny
v tabulce 1. PiestoZe v této tabulce jsou uvedeny urdité aminokyseliny, je moZno v uvedenych
polohach k substituci pouzit jakoukoliv jinou aminokyselinu.

20 Tabulka I

zbytek aminokyseliny vyhodnd aminokyselina pro substituci

-76

+99
-101
+103
+104
«107
+123

+27
+108
-109
+126
+128
+135
+158
=166
+195
«197
+~204
=206
«210
+216
«217
=218
+222
«260
-265
+274

-

h<H»POU

3O O3 M

-

OUPHHMXY

- -~ -
-

-

)

‘?l S'N‘E,K

-t
< 0 0

PHEOFOHNIHEP UM MO P NP R
n o

25 Vynalez dale zahrnuje vektory pro expresi, obsahujici pozménénou sekvenci DNA a hostitelské
buiky, transformované takovymi vektory a schopné produkce uvedenych variant. Tyto varianty
Jje moZno pouzit v Eisticich prostiedcich.
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Piehled obrazki na vvkresech

Na obr. 1 A-C je znazornéna sekvence DNA a fetézec aminokyselin pro subtilisin Bacillus
amyloliquefaciens a &astena mapa restrik&nich mist pro tento gen (fetézec &. 6).

Na obr. 2 jsou znidzorn&ny konzervované zbytky aminokyselin v subtilisinech z Bacillus
amyloliquefaciens (BPN) a z Bacillus lentus (divoky typ).

Na obr. 3A a 3B jsou znazornény fetézce aminokyselin pro &tyfi druhy subtilisinu. V hornim
fadku je uveden fetézec aminokyselin pro subtilisin z Bacillus amyloliquevaciens (uvadény také
Jako subtilisin BPN’, fetézec &. 7). V druhém fadku je uveden fetézec aminokyselin pro subtilisin
z Bacillus subtilis (fetézec €. 8). Ve tietim fadku je znazorn&n fetézec aminokyselin pro subtilisin
zB. olicheniformis (fetézec &. 9). Ve &tvrtém fadku je zndzornén fetézec aminokyselin pro
subtilisin z Bacillus lentus (uvadény také jako subtilisin 309 v PCT W089/06276, fetézec &. 10).
OznaCeni hvézditkou oznaluje nepfitomnost specifického zbytku aminokyseliny ve srovnani
s fetézcem subtilisinu BPN'.

Na obr. 4 je znazornéna konstrukce plazmidu GGA274.

Na obr. 5 je zndzornéna konstrukce GGT274, ktery je meziproduktem pro ziskani n&kterych
plazmidi pro expresi pro pouZiti podle vynélezu.

Na obr. 6A a 6B je znazornéna sekvence DNA a fetézec aminokyselin pro subtilisin z Bacillus

lentus (fetézec €. 11). Kédem pro uplnou bilkovinu jsou v tomto pfipadé kodony, za&inajici od
kodonit GCG (334-336), ktery odpovida Ala.

Na obr. 7A a 7B je znazornéna sekvence 7A a fetézec aminokyselin pro vyhodné provedeni podle
vynalezu, N76D/S103A/V1041, (fetézec &. 12). DNA byla vtomto pfipadé modifikovana
popsanym zplisobem tak, aby $lo o kddovy fetézec pro aspartat v poloze 76, alanin v poloze 103
a isoleucin v poloze 104. Kodovy fetézec pro Giplnou variantu subtilisinu za&ina na kodonu GCG
(334-336), ktery odpovida Ala.

Na obr. 8 je znazornéna konstrukce vektoru pro expresi pBcDAICAT.
Na obr. 9 je znadzornéna konstrukce vektoru pro expresi pUCCATFINA.

Na obr. 10 je znazorn€na stabilita vyhodné mutanty enzymu ve srovnani se stabilitou divokého
enzymu v kapalném cisticim prostiedku.

Bylo prokazano, Ze pfi uskutednéni mutaci in vitro v subtilisinu z B. lentus v poloze, ekvivalentni
zbytku aminokyseliny v poloze +76 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens vznikaji varianty
subtilisinu, které maji odli¥nou stabilitu (naptiklad odli¥nou autoproteolytickou stabilitu) ve
srovnani s prekurzorovym subtilisinem, jak je také uvedeno v tabulkich IV a VI.

Bylo rovnéz zjisténo, Ze pfi mutaci in vitro na zbytcich aminokyselin, které jsou ekvivalentni
poloham +99, +101, +103, +104, +107, +123, +27, +105, +109, +126, +128, +135, +156, +166,
+195, +197, +204, +206, +210, 4216, +217, +218, +222, +260, +265 a/nebo +274 v subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens jednotlivé nebo ve vzijemnych kombinacich a v jakékoliv kombinaci
s mutaci v poloze +76 vznikaji varianty subtilisinu s odli$nou proteolytickou &innosti, tepelnou
stalosti, pozménénym profilem @&innosti pfi rizném pH, odli¥nou specifi¢nosti pro substrat
a dalSimi zmé&nami.
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Karbonylhydrolazy jsou enzymy, které hydrolyzuji slougeniny, obsahujici skupiny obecného
vzorce

0O

I
-C-X

kde X znamena atom Kysliku nebo atom dusiku. Tyto latky zahmuji pfirodné se vyskytujici
karbonylhydrolazy i rekombinantni karbonylhydrolazy. Pfirodné se vyskytujici enzymy zahrnuji
hydrolazy, naptiklad hydrolazy peptidi, jako subtilisiny nebo metalloproptedzy. Hydrolazy
peptidd zahmuji hydrolazy alfa—aminoacylpeptidii, peptidylaminokyselin, déle acylamino-
hydrolazy, serinkarboxypeptidazy, metallokarboxypeptidazy, thiolproteinazy, karboxylproteinazy
a metalloproteindzy. Zahrnuty jsou serinprotedza, metalloproteaza, thiolprotedza a kyselé
proteazy, stejné jako endoprotedzy a exoproteazy.

Rekombinantni karbonylhydrolaza je takova hydrolaza, v niZ je kédovy fetézec DNA pfirodné se
vyskytujici karbonylhydrolazy modifikovan za vzniku mutované sekvence DNA, ktera je kédem
pro substituci, zafazeni nebo vyputéni jedné nebo vétiiho poétu aminokyselin v fetézci amino-
kyselin karbonylhydrolazy. Vhodné postupy jsou uvedeny v pfedmétné piihlasce a byly jiz
uvedeny také v US patentovych spisech &. 4 760 025, 5204 015 a 5 185 258.

Subtilisiny jsou bakterialni nebo houbové karbonylhydrolazy, které obecné $t€pi peptidové vazby
bilkovin nebo peptidii. Pod timto pojmem s tedy rozumi pfirodné se vyskytujici i rekombinantni
subtilisiny. Je zndmo, Ze fada pfirodné se vyskytujicich subtilisinii, je produkovéno a &asto také
vylu¢ovano riznymi druhy mikroorganismu. Ret&zce aminokyselin enzymi z této skupiny nejsou
zcela homologni. Subtilisiny této skupiny v3ak maji stejny nebo obdobny typ proteolytické
G¢innosti. Tato skupina serinprotedz obsahuje spoletny fetézec aminokyselin, definujici
karalytickou trias, ktera je odliduje od jiné skupiny serinproteaz, ktera je pfibuzna chymotrypsinu.
Serinproteiazy ptibuzné subtilisinu a chymotrypsinu maji katalytickou trojici aminokyselin
aspartat, histidin a serin. V proteazach, pfibuznych subtilisinu je pofadi téchto aminokyselin od
aminoterminalniho konce ke karboxyterminalnimu konci aspartat-histidin—serin. V proteazich,
pribuznych chymotrypsinu je viak toto pofadi histidin—aspartat—serin. Subtilisin je tedy
serinprotedza, v niZz odpovid4 pofadi uvedenych tfi aminokyselin pofadi v subtilisinu. Pfiklady
jsou uvedeny naptiklad na subtilisinech z obr. 3.

Rekombinantni subtilisin je subtilisin, jehoZ kodova sekvence DNA byla modifikovéana za vzniku
pozménéné nebo mutované sekvence DNA, kter4 je kédem pro néhradu, vypustén nebo zafazeni
jedné nebo vétsiho podtu aminokyselin do ptirodné se vyskytujictho fetézce aminokyselin pro
subtilisin. Vhodné postupy pro tyto modifikace, které je mozno kombinovat s postupy,
uvadénymi v této prihladce, byly popsany v US patentovych spisech €. 4 760 025, 5204 015
a5 185258. :

Karbonylhydrolazy, odli$né od enzymi lidského pivodu a pfislusné kédové DNA je mozno
ziskat zcelé fady prokaryotickych i eukaryotickych organismi. Jako vhodné pfiklady
prokaryotickych organismii je moZno uvést gramnegativni organismy, jako E. coli nebo
Pseudomonas a grampositivni bakterie, jako Micrococcus nebo Bacillus. Pfikladem
eukaryotickych organismii, z nichZ je moZno pfipravit karbonylhydrolézu a jeji geny, jsou také
kvasinky, jako Saccharomyces cerevisiae, houby, jako Aspargillus (celd Zeled) a také savci,
odlisni od &lovéka, jako skot. Ze skotu je naptiklad moZno ziskat gen pro karbonylhydrolazu
chymosin. Stejn& jako v ptipadé subtilisinil, je moZno ziskat z pfibuznych &eledi fadu karbonyl-
hydrolaz, jejichZ fetézce aminokyselin nejsou zcela homologni, které vSak pfesto maji stejny
nebo podobny typ biologické i¢innosti. Karbonylhydrolaza jiného nez lidského pivodu je tedy
pouze funkéni pojem, ktery se tykd enzymd, pfimo nebo nepiimo spojenych s prokaryotickymi
a eukaryotickymi organismy.
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Varianta karbonylhydrolazy obsahuje fetézec aminokyselin, ktery je odvozen od tak zvané
prekurzorové karbonylhydrolazy. Prekurzorova karbonylhydrolaza, napiiklad subtilisin zahrnuje
ptirodn& se vyskytujici i rekombinantni enzymy. Retézec aminokyselin varianty enzymu je
»odvozen® od fetézce aminokyselin prekurzorové hydrolazy tak, Ze se nahradi, vypusti nebo
zafadi jeden nebo v&tsi podet zbytkii aminokyselin v prekurzorovém fetézci. Tato modifikace se
provadi v prislu$né sekvenci DNA pro fetézec prekurzorti, ktera je kodem pro fetézec amino-
kyselin prekurzorové karbonylhydrolazy, naptiklad substilisinu a nikoliv ptimou manipulaci ve
vlastnim fetézci enzymu. Vhodné postupy pro zpracovani sekvence DNA pro prekurzorovy
enzym zahrnuji postupy, uvedené v této pfihlasce a také znamé postupy, které byly uvedeny
napiiklad v EP 328 299, W0/89/06279 a ve svrchu uvedenych US patentovych spisech.

Pro mutaci jsou vhodné polohy, které odpovidaji polohdm zbytki aminokyselin +76, poptipadé
v kombinaci s jednim nebo v&t3im poétem zbytkd aminokyselin v polohach +99, +101, +103,
+104, +107, +123, +27, +105, +109, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197, +204, +206,
+210, +216, +217, +218, +222, +260, +265 a/nebo +274 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens.
Vyhodnymi kombinacemi jednotlivych poloh pro modifikaci zbytkdi aminokyselin jsou tyto
kombinace: 76/99, 76/101, 76/103, 76/104, 76/107, 76/123, 76/99/101, 76/99/103, 76/99/104,
76/101/103, 76/101/104, 76/103/104, 76/104/107, 76/104/123, 76/107/123, 76/99/101/103,
76/99/101/104, 76/99/103/104, 76/101/103/104, 76/103/104/123, 76/104/107/123, 76/99/101/-
103/104, 76/101/103/104/123, 76/99/101/104/104/123, 76/103/104/128, 76/103/104/260,
76/103/104/265, 76/103/104/197, 76/103/104/105, 76/103/104/135, 76/103/104/126, 76/103/-
104/107, 76/103/104/210, 76/103/104/126/265 a/nebo 76/103/104/222. Nejvyhodnéjsimi
polohami pro kombinace jsou polohy 76/99, 76/104, 76/99/104, 76/103/104, 76/104/107,
76/101/103/104, 76/99/101/103/104 a 76/101/104. Tyto polohy aminokyselin odpovidaji
polohdm pro (plny subtilisin Bacillus amyloliquefaciens, tak jak je znizorn&n na obr. 1. Vynalez
viak neni omezen na mutace tohoto specifického subtilisinu, av3ak tyka se také prekurzorovych
karbonylhydrolaz, které obsahuji zbytky aminokyselin v polohach, které jsou ,ekvivalentni“
k uvedenym zbytkim v subtilisinu Bacillus amyloliguefaciens. Ve vyhodném provedeni
vynélezu je prekurzorovym subtilisinem subtilisin z Bacillus lentus a nahrady, vypusténi nebo
zafazeni zbytkii aminokyselin se uskutedni na ekvivalentnim zbytku aminokyselin B. lentus,
odpovidajicim svrchu uvedenym poloham.

Zbytek aminokyseliny v prekurzorové karbonylhydroldze je ekvivalentni zbytku v subtilisinu
Bacillus amyloloquefaciens v pfipadg, Ze je homologni (to znamena odpovida poloze v primarni
nebo tercidrni struktufe) nebo je analogicky specifickému zbytku nebo &asti tohoto zbytku
(to znamen4, Ze ma odpovidajici nebo podobnou funkéni schopnost chemické vazby, reakce
nebo interakce).

Aby bylo mozno zhodnotit homologii s primarni strukturou, srovnava se fetézec aminokyselin
prekurzorové karbonylhydrolazy piimo s primarnim fetézcem subtilisinu z Bacillus amylolique-
faciens a zvlast se skupinou zbytkii, o nichZ je zndmo, Ze se v fetézcich znamych subtilisint
neméni. Na obr. 2 jsou znazornény tyto konzervované zbytky v subtilisinech z B. amylolique-
faciens a B. lentus. Jakmile se srovnavaji fetézce tak, Ze se konzervované zbytky zafadi nad sebe,
je moZno definovat ekvivalentni zbytky, které odpovidaji urditym zbytkim aminokyselin
v primarnim  fetdzci subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens. S vyhodou musi novy enzym
obsahovat 100 % konzervovanych zbytki, nebo alespoii vice nez 75 % téchto zbytki, &asto viak
stali pouze 50 % konzervovanych zbytkl k uréeni poloh ekvivalentnich zbytkii aminokyselin.
Zv1aste je zapotfebi zachovat beze zmény katalytickou trias, Asp32/Hia64/Ser221.

Napiiklad na obr. 3 jsou srovnany fetézce aminokyselin pro subtilisiny z Bacillus amylolique-
faciens, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis (carlsbergensisi) a Bacillus lentus tak, aby byla
ziejm4 homologie mezi jednotlivymi fetézci aminokyselin. Ze srovnani je zfejmé, Ze kazdy
zfetézcl obsahuje celou fadu konzervovanych zbytki. Tyto zbytky, napfiklad mezi BPN’
a B. lentus jsou identifikovany na obr. 2.
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Je tedy zfejmé, e tyto konzervované zbytky je moZno uZit k definovani odpovidajicich
ekvivalentnich zbytkd aminokyselin subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens v jinych karbonyl-
hydrolazach, naptiklad z Bacillus lentus, jehoZ fetézec je uveden vPCT WO 89/06279,
zvefejnéni 13. &ervence 1989. Jde o vyhodny prekurzorovy enzym, je v3ak také moZno pouZit
subtilisin, oznagovany PB92 a popsany v EP 329 299, ktery je vysoce homologni s vyhodnym
subtilisinem z Bacillus lentus. Retézce aminokyselin pro nékteré tyto subtilisiny jsou srovniny na
obr. 3A a 3B s fetézcem subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens k ziskdni maximalni homologie
konzervovanych zbytki. Jak je zfejmé, existuje n&kolik vypousténych Casti, fetézce v fet€zci
enzymu z Bacillus lentus ve srovnani se subtilisinem z Bacillus amyloliquefaciens. Ekvivalentni
aminokyselinou pro Vall65 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je v subtilisinu z B. lentus
a B. licheniformis napfiklad isoleucin.

Aminokyselina v poloze +76 v subtilisinu z B. amyloliquefaciens a B. lentus je asparagin N.
Ve vyhodném varianté subtilisinu podle vynalezu je vsak vpoloze +76 tato aminokyselina
nahrazena aspartdtem D. Pro ilustrativni Gely je v nasledujici tabulce II uvedeno srovnani
ndkterych zbytki aminokyselin, identifikovanych pii substituci a nejvyhodnéjsi substituce pro
kaZdou polohu.

Tabulka II
+76 +99 +101 +103 +104 +107 +123
B. amyloliquefaciens (divoky typ) N D S Q Y I N
B. lentus (divoky typ) N S S S \' I N
nejvyhodnéjsi substituce D D R A Y \Y S

Ekvivalentni zbytky je také mozno definovat stanovenim homologie na Grovni terciarni struktury
pro prekurzorovou karbonylhydrolazu, jejiz terciari struktura byla stanovena krystalograficky
pomoci rtg-zafeni. Ekvivalentni zbytky jsou definovany jako ty zbytky, pro které atomové
koordinaty dvou nebo vétiiho po&tu hlavnich atomi v urgitém fet€zci aminokyselin prekurzorové
karbonylhydrolazy a subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens (N na N, CAnaCA,CnaCaO na
0) jsou nejvyse 0,12 nm a s vyhodou 0,1 nm po srovnéni fetézcl. Toho je dosazeno po spravné
orientaci a umisténi do polohy, v niz se maximélné piekryvaji atomové koordinity atomu
bilkovin, odlisnych od vodikovych atomii karbonylhydroldzy a subtilisinu Bacillus amylolique-
faciens. Nejlep$im modelem je krystalograficky model, uvadgjici nejniz8i faktor R pro
experimentalni difrakci pfi nejvy$sim dostupném rozliSeni.

ZylFo(h)| - [Fe(h)]

R faktor=
Zy|Fo(h)|

Ekvivalentni zbytky, které jsou funkéné analogické specifickym zbytkiim v subtilisinu Bacillus
amyloliquefaciens jsou definovany jako ty aminokyseliny v prekurzorové karbonylhydrolaze,
které mohou pozménit, nebo také modifikovat strukturu bilkoviny, mohou se vazat na substrat
nebo katalyzovat reakci obdobnym zpiisobem, jako specificky zbytek v subtilisinu z Bacillus
amyloliquefaciens. Mimoto existuji v prekurzorové karbonylhydrolaze zbytky (pro které byla
stanovena terciarni struktura krystalografii v rtg—zafeni), které jsou uloZeny v analogickych
polohéch, prestoze hlavni atomy fetdzce daného zbytku nespliiuji pozadavky ekvivalence podle
homologni polohy, podle atomovych koordinat, které pro nejméné dva atomy postranniho fetézce
zbytku lezi vrozmezi od 0,13 nm, vzhledem k odpovidajicim atomim postranniho fetézce
subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. Koordinaty pro trojrozmé€mou strukturu subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens byly uvedeny v EP 251 446 a je moZno je pouZit ke stanoveni
ekvivalentnich zbytkd aminokyselin na bazi terciarni struktury.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 289323 B6

Neékteré ze zbytkd, identifikovanych pro substituci, zafazeni nebo vypuit&ni pro konzervované
zbytky, jiné nikoliv. V pfipadé nekonzervovanych zbytki je nihrada jedné nebo vétdiho poétu
aminokyselin omezena na substituce, pfi jejichz pouZiti vznikne varianta s fetézcem amino-
kyselin, odliSnym od existujiciho pfirodniho Fetézce. V ptipadé konzervovanych zbytkir by
rovnéz nahradou nemél vzniknout pfirodné se vyskytujici fetézec. Varianty karbonylhydrolazy
podle vynilezu zahrnuji Gplné varianty karbonylhydrolazy a také prekurzory a prekurzory
prekurzorti téchto variant. Prekurzory prekurzor jsou velmi vyhodné vzhledem k tomu, Ze
mohou usnadnit expresi, vylu€ovani a vytvofeni tplnych variant karbonylhydrolaz.

Retézec prekurzori je fetdzec aminokyselin, vdzany na N-terminalni ¢ast zralé formy karbonyl-
hydrolazy, po jehoZ odstranéni vznika ,,zrala“ forma karbonylhydrolazy. Rada proteolytickych
enzymii se vyskytuje jako translatni prekurzorové latky ve formé proenzymu av pfipadg, Ze
nedojde k posttranslaénimu zpracovani, dochazi k jejich expresi v této podob&. Vyhodny fetdzec
prekurzoru pro varianty karbonylhydrolazy, zvlasté subtilisinu, je ten Fetézec, ktery je obsaZen
v prekurzoru subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens, je v3ak moZno uZit i jiné fetézce.
V piikladech 1 a 2 byl naptiklad pouzit fetézec ze subtilisinu z Bacillus lentus, ATCC 21536.

Signélni fetézec je fetézec aminokyselin, vazany na N—terminélni &ast karbonylhydrolazy nebo
prohydrolazy, ktery se miZe Ggastnit sekrece zralé formy nebo prekurzoru hydrolazy. Tato
definice signalniho fetézce je funk&ni a ma zahrnovat viechny fetézce aminokyselin, pro néz je
kédem N-terminalni &ast genu pro subtilisin nebo jinou vyludovani schopnost karbonyl-
hydrolazu, fetézec se itastni vyludovani téchto enzymi za ptirodnich podminek. Podle vynalezu
se takového fetézce vyuZiva k dosaZeni sekrece variant karbonylhydrolazy. Vyhodny signalni
fetézec, uzity v pfikladové &asti obsahuje prvnich sedm zbytki aminokyselin ze signdlniho
fetézce subtilisinu z Bacillus subtilis, tento fetézec je navazan na zbytek signdlniho Fet&zce
subtilisinu z Bacillus lentus ATCC 21536.

Prekurzor prekurzoru varianty karbonylhydrolazy je tvofen zralou formou hydrolézy s fetézcem
prekurzoru, operativné vazanym na aminoterminalni konec hydrolazy a se signilnim fetézcem,
operativné vizanym na aminoterminalni konec prekurzoru.

Vektor pro expresi je konstrukce, obsahujici sekvenci DNA, operativné vazanou na vhodny fidici
fetézec, schopny uskute&n&ni exprese takové DNA ve vhodném hostiteli. Ridici fetézce zahruji
promotory k dosaZeni transkripce, ptipadny operatorovy fetézec pro fizeni této transkripce,
kodovy fetézec pro vhodné misto pro vazbu mRNA ribosomu a fetézce, které Fidi ukon&eni
transkripce a translace. Vektorem miZe byt plazmid, &astice fiagu nebo jednoduse potencilni
fetézec genomu, urleny pro uloZeni. Po transformaci v pFislu$ném hostiteli miZe dochazet
k replikaci vektoru a jeho funkci nezavisle na genomu hostitele nebo mize v nékterych ptipadech
dojit k integraci do genomu hostitele. V priib&hu ptihladky se pojmy ,,plazmid“ a ,,vektor”
pouzivaji zameéniteln& vzhledem k tomu, Ze plazmid je nejbéZngj$i uzivanou formou vektoru
v souasné dob&. AvSak vynalez zahrnuje i jiné formy vektord pro expresi, které jsou v oboru
zndmy a mohou rovnéz spinit pfislusnou funkci.

Hostitelskymi buiitkami jsou obvykle prokaryotické nebo eukaryotické hostitelské buiiky, které
byly s vyhodou predb&ing zpracovany postupy, popsanymi napfiklad v US patentovém spisu
€. 4760 025, tak, aby nebyly schopné vylutovat enzymaticky u¢innou endoproteazu. Vyhodnou
hostitelskou buiikou pro expresi subtilisinu je kmen Bacillus BG2036, ktery neprodukuje
enzymaticky U¢innou neutralni proteazu ani alkalickou protedzu, to znamena vlastni subtilisin.
Konstrukce kmene GB2036 je podrobné popsan v US 5 264 366. Dalsimi hostitelskymi buiikami,
vhodnymi pro expresi subtilisinu jsou Bacillus subtilis 168, rovnéz popsany v US 4 760 025
aUS 5 264 366 a také jakykoliv jiny vhodny kmen Bacillus, jako B. licheniformis, B. lentus
a podobné.

Hostitelské builky se transformuji nebo se podrobi transfekci pF pouZiti vektord,
zkonstruovanych rekombinantni technikou. Transformované hostitelské buiiky jsou schopné
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replikace vektorti, obsahujicich kéd pro varianty karbonylhydrolazy nebo pfimou exprese
pozadované varianty karbonylhydrolazy. V ptipadé vektori, obsahujicich kéd pro prekurzor nebo
pro prekurzor prekurzoru varianty karbonylhydrolazy dochazi po expresi v typickych pfipadech
k sekreci varianty z hostitelské buiiky do Zivného prostiedi.

Pod pojmem ,operativné vazany* se pfi popisu vztahu mezi dvéma oblastmi DNA rozumi
skute&nost, Ze ob& oblasti jsou spolu funkéné spojeny. Napiiklad fetézec prekurzoru je operativné
vazin na peptid v pfipadé, Ze pisobi jako signalni fetézec a Ggastni se vyluCovani zralé formy
bilkoviny, coz pravdépodobng zahrnuje také od3tépeni signalniho fetézce. Promotor je operativné
vazan na kédovy fetéz v ptipadé, Ze ¥idi transkripci fetdzce. Misto pro vazbu ribosomu je
operativné vizano na kédovy fetézec v ptipadé, Ze jeho poloha dovoluje zahjeni translace.

Gen s kodovym Fetézcem pro piirodné se vyskytujici prekurzor karbonylhydrolizy je moZno
pripravit b&nymi postupy. Tyto postupy obvykle zahrnuji pfipravu zna¢enych sond s kédovymi
fetdzci pro urdité oblasti pozadované hydrolazy, pfipravu souborli genomu z organismu, u néjz
dochézi kexpresi hydrolazy a pak prozkoumani tohoto souboru za wCelem vyhledani
pozadovaného genu hybridizaci s ptisluinou sondou. Pozitivn& hybridizujici klony se pak
podrobi analyze fetdzce a vytvofi se mapa restrikénich mist. Gen zB. lentus, pouZity
v piikladové &asti byl klonovan zpisobem podle ptikladu 1 US patentového spisu &. 5 185 258.
Gen pro BPN' uzity v piikladu 5 byl klonovan zpisobe, popsanym v piikladu US 4 760 025
(RE 34 606).

Klonovana karbonylhydroldza se pak uZije k transformaci hostitelskych bunék tak, aby doslo
k expresi hydrolazy. Gen pro hydroldzu se navaZe do plazmidu pfi vysokém poctu kopii.
K replikaci plazmidu dochazi v hostiteli, ktery obsahuje zndmé prvky, nezbytné pro replikaci
plazmidu, to znamené promotor, operativn& vazany na pfisludny kmen, miiZe také jit o homologni
promotor genu v pfipad&, Ze k jeho transkripci dochézi v pouZitém hostiteli, ddle musi byt
pritomna oblast pro ukon&eni transkripce a polyadenylaéni oblast, nutna pro stabilizaci mRNA
pfi transkripci hostitele z genu pro hydrolazu v n&kterych eukaryotickych hostitelskych bufikach,
tato oblast je exogenni nebo je obsaZena v endogenni terminani oblasti genu pro hydrolazu,
mimoto by mél byt gen pro hydrolazu vézan jesté na gen, dovolujici budouci selekci, napfiklad
na gen pro odolnost proti antibiotikiim, ktery umozni péstovani hostitelské buiiky, infikované
plazmidem na Zivné prostfedi s obsahem antibiotika. Plazmidy s vysokym po&tem kopii mimoto
obsahuji potitek replikace hostitele, &imZ se umozni vznik velkého potu plazmidi bez omezeni
chromosomy. Je tedy mozno také integrovat velky poget kopii genu pro hydrolazu do genomu
hostitele. To je usnadngno povahou prokaryotickych a eukaryotickych organismi, u nichZ je
snadno moZno dosihnout homologni rekombinace.

Geny, uzité v piikladové &asti jsou prirodni gen z B. lentus a pFirodni gen z B. amyloliquefaciens.
Je viak mozno pipravit také synteticky gen, ktery je kodem pro piirodné se vyskytujici nebo
mutovany prekurzor karbonylhydrolazy. V tomto pfipadg se stanovi fetézec aminokyselin a/nebo
sekvence DNA pro prekurzor hydroldzy. Pak se syntetizuji prekryvajici se fragmenty DNA
s jednoduchym Fetézcem, z nichz vznikne po hybridizaci a vazb& syntetickd kédova DNA pro
prekurzorovou hydrolazu. Jako priklad konstrukce syntetického genu je moZno uvést postup,
uvedeny v prikladu 3 US patentového spisu €. 5 204 015.

Jakmile byl gen pro ptirodné se vyskytujici nebo syntetickou prekurzorovou karbonylhydrolazu
klonovan, je moZno uskute&nit fadu modifikaci k vyhodngjsimu pouZiti genu pfi syntéze pfirodné
se vyskytujici prekurzorové karbonylhydrolazy. Tyto modifikace zahrnuji pfipravu rekombi-
nantnich karbonylhydrolaz podle US 4 76é 025 (RE 34 606) a podle EP 251 446 a také dale
popsanou produkci variant karbonylhydrolazy.

Nésledujici tvorbu mutaci pfi pouZiti kazet je moZno pouZit k usnadnéni konstrukce

a identifikace variant karbonylhydrolazy podle vynélezu, i kdyZ je moZno pouZit i jiné postupy,
véetné cilové tvorby mutaci. Nejprve se pripravi pkirodné se vyskytujici kodovy gen pro
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hydroldzu a jeho Fetdzec se zcela nebo z &asti analyzuje. Pak se stanovi misto, v némz Jje Zadouci
uskuteCnit mutaci ve smyslu vypustni, zafazeni nebo ndhrady jedné nebo vétsiho poltu
aminokyselin v kddovém fetézci pro enzym. Retézce, sousedici s timto mistem se vyhodnoti na
pfitomnost mist pisobeni restrik&nich enzymi tak, aby bylo mozno kratky isek genu nahradit
smési oligonukleotidi, které povedou po expresi ke vzniku kédovych Fetézei pro riizné mutanty.
S vyhodou se vyhledavaji jedina mista piisobeni restrikénich enzymi v celém fetézci genu pro
hydrolazu k usnadnéni nahrady useku genu. Je viak moZno pouzit zisadné jakékoliv misto
pisobeni restrikéniho enzymu, které se v fetézci genu, vzniklé $t&penim je mozno znovu sestavit
ve spravném pofadi. V pfipadé, Ze nejsou k dispozici mista pilisobeni restrikénich enzymi ve
vhodné vzdalenosti od zvoleného mista (v rozmezi 10 az 15 nukleotidd), je zapotfebi takova
mista vytvofit substituci nukleotidd v genu tak, aby nedoilo ke zmén& &teciho ramce ani
vyslednych aminokyselin, pro néz je fetézec kddem. Mutace genu na zadouci Fetdzec miize byt
uskutenéna extensi pfi pouZiti primeru M13 znamym zpiisobem. UloZeni vhodnych postrannich
oblasti a vyhodnoceni nutnych zmén pro dosaZeni dvou vhodnych mist piisobeni restrik&nich
enzymi je béZnou zéleZitosti po pfipravé mapy piisobeni restrikénich enzymi v priib&hu celého
genu s ohledem na velké mnoZstvi existujicich pouzZitelnych enzymu. V piipads, 7e se vhodna
oblast nachézi alespoii na jedné strang, je mozno uvedenym zpiisobem zpracovat pouze tu stranu,
na niz pfirozené misto piisobeni restrik&niho enzymu chybi.

Jakmile dojde ke klonovani pfirodn& se vyskytujici nebo syntetické DNA, rozitépi se pfislusna
restrikéni mista v blizkosti poloh, v nichz méa dojit k mutaci pomoci ptislusnych restrikénich
enzymil a fragmenty gend se podrobi vazb& pii pouZiti celé fady kazet, komplementarnich
k pfisluSnému zakongeni a obsahujicich oligonukleotidy. Timto zpiisobem se tvorba mutace
usnadni vzhledem k tomu, Ze viechny oligonukleotidy je moZno syntetizovat tak, aby obsahovaly
totéZ misto piisobeni restrikéniho enzynu a neni tedy zapottebi pouZit syntetické vazby Fetézce
pro tvofeni téchto mist.

Proteolytickd G¢innost je definovana jako rychlost hydrolyzy peptidovych vazeb na mg enzymu.
Pro mé&feni proteolytické G&innosti je znama cela fada postupii, popsanych napiiklad v souhrnné
publikaci K. M. Kalisz, ,Microbial Proteinases, Advences in Biochemisal Engineering/-
Biotechnology, A. Fiechter ed., 1988. Mimoto nebo misto modifikace proteolytické @ginnosti
mohou mit varianty enzymu podle vynalezu jiné modifikované vlastnosti, napiiklad K, ke,
pomer ke./K, a/nebo modifikovanou specifiénost pro substrat a/nebo modifikovany profil
Wlinnosti pfi rizném pH. Je mozno vytvofit specifické enzymy pro urdity substrat, jehoz
pritomnost se predpoklad4, napfiklad pfi vyrobé peptidd nebo v ptipadé nékterych hydro-
Iytickych postupt, napiiklad pfi pouziti k prani pradla.

Vjednom zprovedeni vynilezu ma byt dosaZeno vyroby variant karbonylhydrolazy
s pozménénou proteolytickou Gginnosti ve srovnani s prekurzorovou Kkarbonylhydrolazou
vzhledem k tomu, Ze zvySeni uinnosti umoZni efektivn&j$i pouziti enzymu. Zajimavé jsou také
varianty enzymu s odli$nou tepelnou stalosti a/nebo odlidnou specifi¢nosti pro substrat ve
srovnani s pivodnim enzymem. Vyhodnou karbonylhydrolazou pro pouziti ke tvorbé variant na
zdklad€ mutace je subtilisin. Specifickymi aminokyselinami, vhodnymi pro nahradu v karbonyl-
hydrolaze typu subtilisinu jsou aminokyseliny v polohach +76, +99, +101, +103, +104, +107,
+123, 427, +105, +109, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197, +204, +206, +210, +216,
+217, +218, +222, +260, +265 a/nebo +274 nebo jakakoliv kombinace téchto poloh v subtilisinu

wwr

z Bacillus amyloliquefaciens. V nékterych pripadech je Zidouci dosahnout niZz$i proteolytické
ucinnosti, naptiklad pfi syntéze peptidi. Prili§ vysoka proteolyticka i¢innost enzymi by v tomto
pfipadé totiZ mohla rozrusit vysledny produkt syntézy. Na druhé stran& mize byt v nékterych
pfipadech Zadouci zvysit proteolytickou @¢innost varianty ve srovnani s prekurzorem. Mimoto
miize byt Zadouci zvysit nebo sniZit stélost enzymu, a to jak proti piisobeni zasad, tak proti
pisobeni tepla. V nékterych dalsich ptipadech miiZe byt z4douci zvysit nebo sniZit hodnoty ke,
K nebo pomér k/Kn.
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V jiném provedeni vynalezu bylo prokazéno, Ze zbytky, ekvivalentni zbytky v poloze +76 jsou
v kombinaci s dal$imi modifikacemi subtilisinu dilezité pfi dosahovani zmén celkové stalosti
a/nebo proteolytické i¢innosti enzymu. Jak je uvedeno v piikladové &asti, je mozno napriklad
nahradit asparagin N v poloze, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu Bacillus lentus aspartatem
D, ve vyhodném provedeni v kombinaci s dali modifikaci jednoho nebo v&tiho poctu zbytki
aminokyselin v polohach +99, +101, +103, +104, +107, +123, +27, +105, +109, +126, +128,
+135, +156, +166, +195, +197, +204, +206, +210, +216, +217, +218, +222, +260, +265 a/nebo
+274 k dosazeni zvy3ené stalosti a/nebo zvySené GEinnosti vysledného mutovaného enzymu.

Nejvyhodn&jsi provedeni vynilezu jsou uvedena v jednotlivych pfikladech. Tyto ptiklady
zahrnuji  nésledujici specifické kombinace nahrazenych zbytki aminokyselin: N76D/S99D,
N76D/S99D/V1041, N76D/S103A/V1041, N76D/V104U1107V a N76D/S101R/S103A/V104L
V piikladech jsou rovn&Z uvedeny viechny hlavni kombinace mutant podle vynéalezu. Uvedené
substituce se s vyhodou provadgji v subtilisinu zBacillus lentus, je vSak moZno pouZzit
subtilisinu z jakéhokoliv typu Bacillus.

Na zékladé vyzkumu, provedenych s témito a dal3imi variantami subtilisinu je zfejmé, Ze zbytky
aminokyselin v karbonylhydrolazach, s vyhodou v subtilisinu, které jsou ekvivalentni zbytkim
v polohach +76, +99, +101, +103, +104, +107, +123, +27, +105, +109, +126, +128, +135, +156,
+166, +195, +197, +204, +206, +210, +216, +217, +218, +222, +260, +265 a/nebo +274
v Bacillus amyloliquefaciens jsou diilezité pro proteolytickou @¢innost a/nebo stilost téchto
enzymi a tedy i pro &istici nebo praci schopnost takovych variant.

Cela fada variant karbonylhydrolazy podle vynalezu, zv1a3t& subtilisinu je pouZitelné pro vyrobu
riznych &isticich prostfedki. Rada znamych latek jsou sméiledla, vhodni pro pouZiti
v prostfedcich s obsahem mutant karbonylhydrolazy podle vynélezu. Jde o neiontova, aniontova,
kationtov4 nebo amfothermni smagedla, popsana naptiklad v US 4 404 128 (Barry J. Anderson)
a US 4261 868 (Jiri Flora a dali). Vhodny prostfedek s obsahem smécedla je popsan v pfikladu
7US 5 204 015. V oboru je uvedena fada prostfedki s obsahem enzymu, pouzitelnych jako
Zistici nebo praci prosttedky. Kromé& typickych &isticich prostfedkii mohou byt varianty
subtilisinu podle vynalezu pouzity k jakémukoliv Gelu, k némuz se pouZivaji ostatni pfirodni
subtilisiny nebo subtilisiny divokého typu. MiiZe jit o kapalnd mydla, prostfedky na myti nadobi,
prostredky k &isténi kontaktnich &odek, prostfedky pro poutiti pfi hydrolyze peptidd, zpracovani
odpad, v textilnim primyslu, jako enzymu pro tépeni riznych fet€zci pfi vyrob¢ bilkovin
a podobn&. Varianty podle vynalezu mohou mit zvySenou ucinnost v Sisticim prostiedku ve
srovnani s prekurzorem. Touto zvySenou uginnosti se rozumi zvyseny &istici u¢inek v pfipadé
riznych nedistot, citlivych na piisobeni enzymd, jako jsou tukové nebo krevni skvrny, stanoveni
se provadi obvyklym zptisobem pii pouZiti standardnich pracich postupi.

Subtilisiny podle vynilezu je moZno zpracovat na zndmé praskové nebo kapalné ¢istici
prostredky, které maji pH v rozmezi 6,5 aZ 12,0, obsah enzymu je 0,01 az 5, s vyhodou 0,1 az
0,5 % hmotnostnich. Tyto &istici prostfedky mohou je§t¢ obsahovat daldi enzymy, napfiklad
znamé proteazy, amylazy, celulazy, lipizy nebo endoglykosidazy, dale stabilizatory a dalsi
pomocné latky.

Pridavanim subtrilisind podle vynilezu k b&mym pracim prostfedki nevznikd Zadné zvlastni
omezeni pfi jejich pouZiti. To znamen4, Ze jakékoliv teplotni rozmezi nebo rozmezi pH, vhodné
pro urdity &istici prostfedek je rovn&z vhodné pro prostiedky s pfidanim subtilisinu, pokud se pH
pohybuje ve svrchu uvedené rozmezi a teplota pfi pouZiti je niZ$f nez teplota, pfi niZ dochazi
k denaturaci enzymu. Mimoto je mozno subtilisiny podle vynalezu pouzit v &isticich prostiedcich
bez dalich &isticich latek jako takové, nebo v kombinaci s buildery a stabilizatory.

Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicimi piklady, které vSak nemaji slouzit
k omezeni rozsahu vynélezu.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Konstrukce pro expresi genu GG36 v B. subtilis

Klonoviéni a konstrukce pro expresi genu pro subtilisin z B. lentus byly uskutecnény v podstaté
stejnym zpisobem jako v US &. 5 185 258. Plazmid GGA274 (popsany na obr. 4) byl dale
modifikovén zpisobem, zndzorn&nym na obr. 5. Misto pisobeni enzymu Pstl,  vytvofené
v priub&hu konstrukce plazmidu GGA274 bylo odstranéno fizenou mutagenesou pfi pouZiti
oligonukleotidu s fetézcem 5 GAAGCTGCAACTCGTTAAA 3’ (fetdzec &. 1). Zafizenim
podtrzeného nukleotidu A doslo k odstranéni mista plisoben restrik&niho enzymu Pstl a sougasné
byl odpovidajici zbytek aminokyseliny v poloze 274 zménén z alaninu na threonin. Threonin
vpoloze 274 je obvykle pFitomen venzymu divokého typu, napiiklad v sekvenci genu
klonovaného subtilisinu z B. lentu. Kédovy segment DNA pro subtilisin byl z plazmidu GGA274
nebo jeho derivatu vyjmut roz§t&penim enzymy EcoRI a BamHI. Fragment DNA byl pak zpétng
subklonovén ve vektorech na bézi bakteriofagu M13, naptiklad MP19 tak, aby doslo ke vzniku
mutace. Po vzniku mutace byl mutovany gen pro subtilisin po klonovani prenesen zpét
z fragmentu po $t&peni enzymy EcoRI a HindIll do plazmidu pro expresi, napiiklad GGA274
k expresi a izolaci mutovaného subtilisinu.

Priklad 2
Cilena tvorba mutace s pouzitim oligonukleotidu

Pokud byl uskute&nén podle publikace Zoller M. a dal3i, 1983, Methods Enzymol., 100:468-500.
Jako ptiklad je moZno uvést poufiti syntetického oligonukleotidu se sekvenci S’
GCTGCTCTAGACAATTCG 3’ (fetdzec &. 2), tento oligonukleotid byl uZit k nahradé zbytku
aminokyseliny v poloze 76 zasparaginu N na kyselinu asparagovou D, to znamena N76D.
PodtrZené zbytky G a C oznaduji zmény proti sekvenci genu divokého typu. CA uchovava leucin
v poloze +75 a méni fet€zec aminokyselin zatazenim mista ptisobeni enzymu Xbal, (TCTAGA),
zatimco zména GAC méni asparagin v poloze +76 na aspartat.

V piipadé vzniku mutace v polohach 99, 101, 103 a 104 je moZno poutzit riizné oligonukleotidy
v zdvislosti na pozadované kombinaci mutaci. Naptiklad byl pouzit nukleotid 5 GTATTAG-
GGGCGGACGGGTCGAGGCGCCATCAGCTCGATT 3’ (fetézec &. 3) k soutasnému
uskutecnéni z nasledujicich zmén S99D, S101R, S103A a V104l v téze molekule subtilisinu.
Podobnym zpiisobem byly pouzity nukleotidy 5 TCAGGTTCGGTCTCGAGCGTTGCCCAA-
GGATTG 3' (fetézec &. 4) a 5" CACGTTGCTAGCTTGAGTTTAG_3' (fetézec &. 5) k ziskani
mutaci 1107V a N123S. Podtrzené nukleotidy opét oznaduji zmény ve srovnini s Fetézcem
divokého typu, v jejich dusledku vznikaji pozadované zmény fetézci aminokyselin nebo
v mistech plisobeni restrik&nich enzymii.

Priklad 3
Proteolytické G&innost variant subtilisinu
Zpusobem podle prikladu 2 byly pfipraveny varianty ztabulky III. V tabulce je uvedena

proteolyticka G&innost t&chto variant. Kinetické parametry ke, Ky a keo/Ky byly méfeny pro
hydrolyzy  syntetického  peptidu, sukcinyl-L-Ala-L~Ala-L~Pro—L-Phe—p-nitroanilidu
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zpisobem podle publikace P. Bonneau a dal3i, 1991, J. Am. Chem. Soc., sv. 113, &. 3, str. 1030.
Postupuje se tak, ze se maly podil zasobniho roztoku varianty subtilisinu pFida do kyvety
s objemem 1 ml obsahujici substrét, rozpu§tény v 0,1 M tris-HCl-pufru o pH 8,6 a ulozi do
termostatu pii 25 °C. Reakce se sleduje spektrofotometricky sledovanim absorpce reakéniho
produktu, p-nitroanilinu pti 410 nm. Kinetické parametry byly zjistény pouzitim algorithmu
nelinedrni regrese, odpovidajiciho rychlosti reakce a koncentrace produktu v Michaelis—
Mentenové rovnici.

Tabulka III

Kinetické parametry Kex, Ky @ kea/Kn pro subtilisin z Bacillus lentus a jeho varianty

Znzvm Keaae (871) Ky (M) Keae/Ky (87IM%)
B. lencus Subtilisin 170 0.00078 2.18x10*
N76D 218 0.0008 2.74x108
N76D/599D a8 0.000631 1.44x10%
N760/5103A _ 400 0.0014 2.86x10°
N76D/V1041 458 0.0011 4.17x10%
N76D/I107V 219 0.0011 1.99x10%
N76D/N123S 118 p.o018 §.40x10¢
N76D/899D/5101R 146 0.00038 3.84x10°
N76D/599D/5103A 157 0.0012 1.231%10%
N76D/S95D/V1043 247 0.00097 2.55x10
N76D/S101R/5103A 405 0.00069 5.90%10°
N76D/S1C1R/VI04I 540 0.00049 1.10x10
N76D/S103A/V104 832 0.0016 5.20x10?
N76D/V1042/2307V 497 0.0004$ 1.10x10*
N76D/Vi04Y/3107V 330 © 0.00017 1.90x10*
N76D/V1042/N123S 251 0.0026 2.65x10
N76D/I107V/M123S 147 0.0035 4.20x10°
N76D/899D/S101R/S103A 242 0.00074 3.2710°
N76D/S99D/SI0IR/V1IOAT 403 0.00072 5.60x10
N76D/899D/5503A/V104T 420 0.0016 2.62x10°
N76D/S101R/S103A/V1I04T 71 © 0.0006% 1.12x10
N76D/53C63A/vi04I/N123S 3 0.0026 1.23x10°
NB76D/V1042/2207V/N123S 221 0.003 7.70x10°
N76D/S99D/S101R/S103A/VLI042 624 0.00098 6.37x10%
N76D/S99D/S103A/VI04I/N1215 194 0.0043 4.51x10
N76D/S99D/S301R/S103A/VI042/ML238 311 0.0023 1.35x108

Vysledky, uvedené v tabulce III prokazuji, Ze viechny zkoumané varianty subtilisinu si udrZely
proteolytickou G¢innost. Podrobngjsi Gdaje prokazuji, Ze doSlo k podstatnym zménam proteo-
Iytické GEinnosti po riznych kombinacich substituci v pfipadé zbytk aminokyselin v polohach
ekvivalentnich polohach 76, 99, 101, 103, 104, 107a 123 z Bacillus amyloliquefaciens.
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Piiklad 4
Tepelna stalost variant subtilisinu

V nasledujici tabulce IV je uvedeno srovnani tepelné stalosti subtilisinu z Bacillus lentus a jeho
variant, ziskanych zpiisobem podle prikladu 2. Cistény enzym, 15 mikrogrami/ml v 0,1 M
glycinu s 0,01 % Tween-80 o pG 10,0 s ptisadou nebo bez pfisady 50 mM CaCl,, bylo po
Jednotlivych podilech rozd&leno do malych zkumavek a smés byla inkubovana 5 minut pfi 10 °C,
pak byla kaZdou minutu teplota zvy3ena o 10 °C a nakonec byl roztok udrovan 20 minut pfi
teplot€¢ 60 °C. Pak byly zkumavky na 10 minut uloZeny do ledu. Podily ze zkumavek byly
sledovany na uginnost enzymu uloZenim do kyvety sobjemem 1 ml sobsahem 1,2 mM
syntetického peptidu jako substrétu, sukcinyl-L—Ala~L—Ala-L-Pro—~L~Phe—p-nitroanilidu
vroztoku v 0,1 M tris-HCl-pufru o pH 6 v termostatu pfi teploté 25 °C. Poltetni linedrni
rychlost reakce byla sledovéana spektrofotometricky ziznamem absorbance reakéniho produktu,
p-nitroanilinu pti 410 nm v pribshu &asu. Udaje jsou vyjadieny v procentech U¢innosti pred
zahtétim. Vysledky z tabulky IV prokazuji, e v&t3ina variant je tepelné stalejsi ve srovnani se
subtilisinem z Bacillus lentus (24 vzorkdi ze 26) po pfidani 50 mM CaCl,. Bez této latky je
vétsina variant (19 z 26) podstatné stalej3i nez subtilisin z Bacillus lentus. Mimoto jsou varianty
N76D/S99D, N76D/V104l, N76D/S99D/V1041, N76D/S103A/V104I, N76D/V10411107V,
N76D/V104Y/1107V a N76D/S101R/S103A/V1041 podstatn& stalej$i nez varianta s Jjedinou
substituci, N76D pii pokusu, provadéném bez pridani 50 mM CaCl,.
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Tabulka IV

Tepelna stalost subtilisinu z Bacillus lentus a jeho variant pii pH 10, teplotng 60 °C, + nebo —
50 mM CaCl,)

zbyvajici GSinnost v %

Enzym - CaCl, - CaCl;
3. lentus Subtilisin 2 96
N762 34 97
N76D/8%5D 4% 98
N76D/5103A 28 92
N76D/V1042 58 98
N76D/2207V 2 98
N76D/N122S 0 97
N76D/599D/Si01R 30 100
N76D/599D/8103A 36 100
N76D/S95D/V1041 48 97
N76D/S101R/S103A 26 100
N76D/S101R/V1041 38 100
N76D/8103A/VL04T L] 100
N76D/V104I/1107V §0 7
K16D/V104Y/TIL0TV _ 48 74
N76D/V1041/2M1238 0 98
N76D/TL0TV/NL23S 16 100
N76D/S99D/S10LR/S103A : as 100
N76D/S99D/S10LR/V104T a3 100
N76D/S99D/S103A/V1041 as 98
N76D/S101R/S103A/VI041 40 99
N76D/S103A/VI04I/N1235 1 98
N76D/V1041/3107V/N1235 3 29
N78D/899D/S101R/S103A/VI04I 36 29
N76D/$95D/S103A/V104I/NL23S 2 o5

[~}

N76D/S99D/S101R/S103A/V1041/M123S 100

Priklad 5

Rizena tvorba mutace s pouzitim oligonukleotidu a DNA s jednoduchym fetézcem z fagemidu
jako matrice

A. Konstrukce variant B. lentus
Mutace byla vytvofena v podstaté stejnym zpiisobem jako Vv prikladu 2. Matrice DNA
s jednoduchym fetézcem byla ziskéna s pouzitim fagemidu. Aby bylo mozno zkonstruovat vektor

typu fagemidu pro ptipravu DNA s jednoduchym fetézcem jako matrice, byl nejprve
zkonstruovan vektor pBCDAICAT. Tento vektor je zndzornén na obr. 8. Nejprve byl klonovan
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kédovy fragment Clal-Clal pro gen CAT zplazmidu pC194 (Horinouchi S. a Weisblum B,
J. Bacterial. 150, 8-15, 1982) v misté Accl v oblasti vazného fetézce plazmidu pUC19 (New
England Biolabs, Beverly, MA), za vzniku plazmidu pUCCHL. Fragment EcoRI-Dral o velikosti
0,6 kb z 5'~konce kddové DNA pro GG36DAI byl klonovan v mistech EcoRI a EcoRV plazmidu
pBSKS (Stratagene, Inc., San Diego, CA) za vzniku plazmidu pBC2SKS5. Jediné misto ptsobeni
enzymu EcoRi v plazmidu pBC2SKS5 bylo odstranéno rozitépenim uvedenym enzymem
snaslednym vyplnénim vzniklych zakondeni pomoci T4-DNA-polymerizy a pak byly
fragmenty znovu navdziny za vzniku plazmidu pBC2SK-5R, ktery jiz neobsahuje misto
pisobeni EcoRI. Fragment EcoRI-Dral, ktery byl klonovan v plazmidu pBCSK-5R byl izolovan
jako fragment Pstl-HindIll a klonovan v misté Pstl-HindlIl plazmidu pUCCHL (&ast vazné
oblasti pUC19) za vzniku plazmidu pUCHHL5R. Kdédovy fetézec genu GG36DAI byl vystépen
jako fragment EcoRI-BamHI a klonovan v mistech EcoRI-BamHI plazmidu pUCCHL5R za
vzniku plazmidu pUCCAT. Velky fragment EcoRI-Hindlll plazmidu pUCCAT byl pak
klonovan v mistech ptisobeni EcoRI a HindIIl v BS2K S+ za vzniku plazmidu pBCDAICAT.

K vytvoteni DNA s jednoduchym fetézcem byl pBCDAICAT s obsahem E. coli infikovan
fagem R408 (Stratagene, San Diego, CA) zptisobem podle publikace Russel M., Kidd S. a Kelley
M. R,, Gene, 45:333 — 338, 1986. Jakmile se ziska DNA s Jjednoduchym fetézcem jako matrice,
Je moZno uskute¢nit b&znou tvorbu mutace podle piikladu 2. Dale bude uvedena pro lepsi
osvétleni konstrukce n&kterych mutant.

Pro konstrukei B. lentus (GG36) N76D/S103A/V104I/L.217H byl uzit fragment EcoRI-BamHI
DNA, ktery je kodem pro GG36 N76D/S103A/V104I pi konstrukei pUCCAT (obr. 8) za vzniku
plazmidu pBCDAICAT. Jakmile byla k dispozici DNA s jednoduchym fetézcem jako matrice,
byl pouZit primer pro tvorbu mutace s nasledujicim fet&zcem

* wew we x ClaI
S5' TAT GCC AGC LG AAC GGT ACT TCG ATG GCOT 3

(Fet€zec €. 13) za ziskani L217H. Stejné jako svrchu znamenaji podrzené nukleotidy zmény, které
byly uskute¢nény a oznaceni x Clal znamend, Ze po uskutednéni mutace bylo misto pisobeni
tohoto enzymu odstranéno. Mutace byla vytvofena zpiisobem podle prikladu 2. Po jejim
uskutednéni byla nejprve DNA zkontrolovana tak, aby bylo ov&feno vylougeni mista pusobeni
Clal. Ty klony, v nichZ toto misto jiz nebylo ptitomno, byly podrobeny analyze fetézce DNA,
aby bylo ové&feno uskute¢n&ni poZzadované zmény L na H v poloze 217.

B. Konstrukce variant BPN’ a jejich exprese v B. subtilis

Konstrukce BPN’ zB. amyloliquefaciens, N76D/Q103A/Y1041/Y217L byla uskuteénéna
obdobnym zpiisobem ve dvou po sobé nasledujicich stupnich. Nejprve byla v BPN’ Y217L
provedena zdména N76D za vzniku BPN’ N76D/Y217L a pak byla provedena druha mutace
k pfevedeni na vysledny BPN’ N76D/Q103A/Y104/Y217L. Aby bylo mozZno ziskat DNA
s jednoduchym fet€zcem jako matrici pro tvorbu prvni mutace, uZije se kédovy fragment pro
subtilisin BPN' Y217L (EcoRI-BamHI, odvozeny od plazmidu Y217L, popsaného v publikaci
Wells J. a dalsi, PNAD, 84, 5167, 1087) ke zkonstruovani plazmidu pUCCATFNA (obr. 9).
Plazmid pUCCATFNA, obsahujici BPN’ Y217L se uZije ke zkonstruovani plazmidu
PBCFNACAT (obr. 9). DNA s jednoduchym fetézcem byla pripravena svrchu uvedenym
zplisobem. Pro ziskdni BPN' N76D/Y217L byl uZit oligonukleotidovy primer s fetézcem
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. wew ’txxbar
§* C ACA GTT GCG GCT CTA GAT AAC TCA ATC GGT G 3°

(fetézec &. 14) k uskute&néni zmény N76D. Pak byla pfipravena DNA s jednoduchym fetézcem
zplazmidu pBCFNACAT sobsahem BPN’' N76D/Y217L (plazmid pBCFNACAT po
uskute&n&ni mutace N76D) a pokraduje se mutaci pomoci dal$iho oligonukleotidu s fetézcem

* Wwww "xmrr
5' GCT GAC GGT TCC GGC GCT ATT AGL TGG ATC ATT 3°

(fetézec &. 15), &imz se ziska BPN' N76D/Q103A/1041/Y217L. Viechny stupné, zahmuté do
klonovani, ptipravy DNA s jednoduchym fet&zcem, tvorby mutace a vyhledavani mutant byly
provedeny svrchu uvedenym zpisobem.

Exprese genu pro BPN’ a jeho varianty se doséhne integraci DNA plazmidu (pBCFNACAT
s obsahem riiznych variant genu BPN’) pfimo do kmene Bacillus subtilis, neprodukujiciho
protedzu, tak jak bylo popsano v RE 34 606.

Zplisobem podle piiklad 2 a 5 bylo pripraveno velké mnoZstvi variant. Pro tyto varianty pak byly
ziskany kinetické hodnoty a tdaje o stalosti téchto latek. Kinetické zkouSky byly provedeny
podle piikladu 3 a jejich vysledky jsou uvedeny v tabulce V. Udaje o stalosti byly ziskany dale
uvedenym zpusobem, vysledky jsou shrnuty v tabulce VI.

Zkousky na tepelnou stalost

Cistény enzym byl preveden do jiného pufru, a to do 0,1 M glycinu o pH 10,0 s 0,01 %
prostiedku Tween—80 tak, Ze enzym byl vynesen na vrchol sloupce s néplni Sephadex G-25
vrovnovazném stavu v uvedeném pufru a sloupec byl pak promyvéan timtéZz pufrem k eluci
enzymu,

Do zkumavky s obsahem 0,1 M glycinu s 0,01 % Tween—80 o pH 10,0 s teplotou 60 °C,
udrzovanou v termostatu byl pfiddn enzym v uvedeném pufru az do konetné koncentrace

15 pg/ml.

Podily enzymu byly pfi stalé teploté 60 °C odebirany po riznych intervalech a okamZité byla
prokazovana G&innost enzymu jeho pfidanim do kyvety, obsahujici 1,2 mM syntetického peptidu
jako substratu, $lo o sukcinyl-L-Ala—L-Ala-L-Pro-L~Phe~p-nitroanilid, rozpustény v 0,1 M
tris-HCl-pufru o pH 8,6 a udrZovany na termostatu pfi teplot& 25 °C. Po&ateZni linedrni reakéni
rychlost byla sledovana spektrofotometricky ziznamem absorbance reakéniho produktu, p—nitro-
anilinu pfi 410 nm v pribéhu Casu.

Polotas, to znamena doba do 50% inaktivace enzymu byla stanovena vynesenim reakéni
rychlosti jako funkce doby inkubace pfi teplot€ 60 °C.

Udaje jsou shrnuty vtabulce VI a jsou uvedeny v % pologasu, stanoveného pro subtilisin
z Bacillust lentus (GG36) za stejnych podminek.
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Tabulka \'s
enzym kcat KM kcat/KM
- - -l
(s 1) mM) (s e sy
3. lentuys subtilisin 170 0.78 s.20E-05
N76D/5163G/V1041~ 380 1.4 2.702-05
N76D/S10JA/V104F 730 0.33 2.20E-06
N76D75103A/V104N 790 2.8 2.80E+05
N76D/S102A/V104S 170 0.83 2.00E+05
N76D/§303A/V1047T 370 1.9 2.00E-05
N76D/8103A/V104W 380 0.31 2.80E+08
N76D/SLO3A/V104Y 690 0.5 . .402+06
X2TR/NT6D/V104Y/N123S 500 1.2 $.20E+05
N16D/S3iC1G/S103A/V104T” §20 1.3 4.80E-05
N76D/S103A/VI041/5105A" €50 2.3 4.20E-05
N76D/S103A/V1041/5105D° 440 1.7 2.80E-05%
N76D/S103A/V104T/I107A" .20 5.7 2.102~04
N76D/8103A/VL104T/3T107L" 310 3.2 9.70E-04
N76D/S103A/V104I/L126A 90 2.2 $.102-04
N76D/S103A/V1041/L12567 180 1.9 9.50Z+04
N76D/S103A/V104I/L1261 100 2.4 4.202-04
N76D/S103A/V1041/L126V 64 3.2 1.00E-04
N760/8.03A/V1041/5128G" 560 1.7 3.30E-08
N76D/S103A/V1041/5128L" 430 3.8 L.108-05
N76D/8103a/V1042/L135A 140 0.76 1.802-0S
N76D/S103A/V104I/LL35F 390 0.9  §.70E-05
N76D/5103A/V104Z/L1252 110 0.73 1.302+0S
N76D/S103A/V104T/L135V 140 0.86 1.602-0%
N76D/S103A/V1041/5138Z" 170 2.5 §.50E«04
N76D/5103A/V1041/5166D° 160 1.¢ 4.602+04
N760/5103A/V1041/D1972 510 1.4 3.602-0Q%
N78D/S103A/VI04T/N204A™ 230 1.1 4.80E~0S
N7ED/S1Q3IA/V104I/N204G” 830 1.4 4.102-05
N76D/5303A/V1041/N204C~ 370 1.3 2.902+05
N76/S103A/V104I/P2101~ 500 1.2 4.20%05
N76D/S103A/V1041/L217H" 80 0.62 1.302+0%
N76D/S103A/V104T/M222A 70 3.1 2.30E+04
N76D/5103A/V1041/1M2228 80 3.1  2.60E+04
N76D/S103A/V104I/7260P 660 1.5  4.40E+05
N76D/5103A/V1042/5265N 590 1.3 4.50Z+08
R27TR/NT6D/V104Y/T10TV/N121S 220 1.4  1.60E+05
K27R/NTED/V104Y/N1235/D197E 430 1.1 3.90E+0S
X2TR/NT6D/V104Y/N1235/N204C 400 1.1 3.60E+0S
XZTR/N74D/V104Y/N1215/Q206% 440 1.2 3.70E-05
R27R/NT6D/V104Y/N1218/5216V 440 1.2 3.70E+05
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RZTR/N76D/V104Y/NL23S/N218S 760 0.98 7.80E+05
R2TR/N76D/V104Y/N1235/T260P 410 1.2 3.40E+0S
R2TR/N76D/V104Y/N123S/T274A 390 1 3.90E+05
N76D/S103A/V104T/L1267/S255N 170 2.1 8.10E-04
N76D/S103A/V1041/5156E/516860" 40 6.3 6.40E+03
K27R/N76D/V104Y/N123S/G19SE/G197E 410 0.98 4.20E+0S
R27R/NT6D/V104Y/NL23S/G1ISE/N218S 540 0.68 8.20E+05
K27R/N76D/V104Y/N1225/D1972/N218S 770 0.79 9.80E+0S
R27R/N76D/V104Y/N123S/N204C/N218S 8§10 0.99 6.20E+0Q5
R2TR/NT6D/V104Y/N123S/Q206L/N218S s80 0.78 7.40E+05
K2TR/NT6D/V104Y/N123S/N218S/T264QP (11] 1 6.60E+05
K2TR/NT6D/V104Y/N123S/N2185/T274A 530 0.8% 6.680E+05
X27R/N76D/V104Y/QL09S/N123S/N218S/T274A $20 1 5.20E+08
K2TR/N76D/VI04Y/N121S/GLESE/DLIFTE/N21ES 450 0.83 7.10E+05
3. amylelicuafaciens sudtilisin (BFN') 30 0.14 3.60E+Q%
BEN' -N760/Y217L" 380 0.46 8.30E+QS

* Tyto mutanty byly pfipraveny podle pfikladu 5, vSechny
ostatni byly pPipraveny podle ptfikladu 2.

Tabulka VI

enzym tepelnd stalost
(v % polodasu nativniho enzymu}

8. lancus subtilisin 1400
N76D $30
N76D/S99D 840
N760/S103A 390
N76D/V104Z 860
N76D/1107V ’ 710
N76D/N123S 70
N760/5390/S101R 6§10
N76D/§29D/S103A £30
N76D/S29D/V1041 e1g
N76D/S101R/S103A 930
N76D/S101R/V104I 340
N760/5L03A/V104I 469
N760/5103G/V104I~ 370
N76D/S103A/V104F 484
N76D/S103A/V104N 230
N76D/S.03A/V104S 230
N760/5103A/V104T 370
N76D/S103A/V104W 280
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N76D/S103A/V104Y
N76D/V104Z/I107V
N760/V104Y/I1Q7V
N760D/V104I/N123S
N76D/I107V/N123S
K27TR/N760/V104Y/N123S
N76D/S39D/S101R/S103A
N760/839D/51Q1LR/V104T
N76D/599D/S103A/V104I
N76D/5101G/S103A/V104I"
N760/S101R/S103A/V104I
N76D/S103A/V104I/S1Q5A™
N76D/5103A/V104%/8105D"
N760/SL03A/V1IQ4T/I1A7A"
N760/S103A/V1047/T107L"
N760/S103A/V1041I/N123s
N760/V104I/I107V/N123S
N76D/S103A/V104Z/L128A
N76D/S103A/V104I/L1267
N760/S103A/V104I/L1261
N760/5203A/V104I/L125V
N76D/S103A/V1042/5125G"
N76D/S103A/V104I/S128L"
N76D/S203JA/V104I/L13%A
N76D/S103A/V104T/L1157F
N780/SL03A/VI04I/L13SE
N760/S:03A/V104Z/L135V
N76D/SL03A/V104I/S136E"
N76D/S.03A/V1042/5155D"
N76D/S103A/V104I/D197E
N76D/S103A/V104I/N204A"
N76D/S103A/V104T/N204G~
N76D/S103A/V104I/N204C~
N76D/S103A/V104I/P2101"
N76D/Si103A/V104I/L217H~
N76D/S103A/V104I/M222A
N76D/S103A/V1Q041/M2225
N760/S203A/V104I/T26QP
N76D/S103A/V104L/S263N

CZ 289323 B6

K27R/N76D/V104Y/I1Q7TV/N123S
K27R/N76D/V104Y/N123S/D197E
K2TR/N750/V104Y/N123S/N204C
K27R/NT6D/V104%/N1235/Q206L
K27R/N76D/V104Y/N1235/S216V
K27R/N76D/V104Y/N123S/N218S
K27R/N760/V104Y/N123S/T260P
R2TR/N76D/V104Y/N123S/T274A
N76D/829D/S101R/S103A/V1042
N76D0/5390/S103A/V104I/N1235
N76D/S103A/V104I/L126F/S265N
N76D/S103A/V104Z/515862/5166D"

221 -
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K27R/N76D/V104Y/NL235/GLISE/GLITE ' 90
K27R/NT6D/V104Y/N123S/G19SE/N218S 250
X27R/NT6D/V104Y/N123S/D137E/N218S 270
K27R/N76D/V104Y/N123S/N204C/N218S 460
K27TR/N76D/V104Y/NL235/Q206L/N218S 1400
K27R/N76D/V104Y/N123S/N218S/T26QP 310
KZ7R/N760/V104Y/N123S/N218S/T274A 180
N76D/S99D/S101R/S103A/V104Z/N123S 90
R27TR/NTED/V104Y/QLO9S/N123S/N218S/T274A 230
K27R/N76D/V104Y/N123S/G19SE/DL9TE/N218S 240
8. amyloliquefaciens subtilisin (BFN') 100
80N’ -N76D/¥217L" 420

* Tyto mutanty byly vyrobeny zpiisobem podle ptikladu 5, vechny ostatni byly vyrobeny podle
prikladu 2.

Ptiklad 6
Test na praci G¢innost

Praci G&innost rtiznych variant z predchozich prikladii byla vyhodnocena méfenim odstranéni
skvrny, zplisobené nanesenim EMPA 116 (krev/mléko/uhlikova &erii na bavin€) na pokusnych
&astech tkaniny (Testfabrick, Inc., Middlesex, NJ 07030).

Sest pokusnych vzorkii tkaniny EMPA 116, rozdélené na dseky srozmérem 7,5 x 10 cm
s vroubkovanymi okraji se ulozi do zku$ebniho zafizeni Model 7243S Terg-O-Tometer (united
States Testing CO., Inc. Hoboken, NJ) s obsahem 1000 m! vody s tvrdosti 15 gpg (hmotnostni
pomér vapenatych a hofe¢natych iontd 3 : 1), 7 g praciho prostfedku a pisluSného mnoZstvi
enzymu. Cistici prostfedek byl prosttedek WFK1 (wfk-Testgewebe GmbH, Adlerstrasse 42,
Postfach 13 07 62, D-47759, Krefeld, SRN). SloZeni je uvedeno v nasledujici tabulce:

slozka % vysledného prostfedku
zeolit A 25

siran sodny 25

bezvody uhli¢itan sodny 10

linearni alkylbenzensulfonaty 88
alkoholethoxylat (7-8 EO) 4,5

sodné mydlo 3

kfemiéitan sodny

SiO;Na,0=33:1 3

K tomuto zakladnimu prostfedku se pfidaji nasledujici slozky:

monohydrét perboritanu sodného 13
kopolymer (Sokalan CP5 4
TAED (Mykon ATC Green) 3
enzym 0,5
zjasiiova¢ (Tinopal AMS-GX) 0,2
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Monohydrat perboritanu sodného byl ziskan od Degussa Corporation, Ridgefield—Park, NJ
07660. Sokalan CP5 byl ziskan od BASF Corporation Parsippany, NJ 07054. Mykon ATC Green
(TAED, tetraacetylethylendiamin) byl ziskin od Warwick International Limite, Mostyn,
Holywell, Clwyd CH8 9HE, Anglie, Tinopal AMS GX byl ziskan od Ciba-Geigy Corporation.,
Greensboro, NC 27419.

Sest vzorkii bylo vybréno pomoci Cisticiho prostiedku s enzymem, prani trvalo 30 minut pii
teploté 60 °C, pak byly vzorky dvakrat machény vzdy 5 minut v 1000 ml vody. Enzymy byly
pfidavany do kone¢né koncentrace 0,05 az 1 ppm pro standardni kfivku a 0,25 ppm pro b&znou
analyzu. Pak byly vzorky usuSeny a vyZehleny a odraz svétla byl méfen p¥i pouziti hodnoty L
kfivky, ziskany na Minolta Chroma Meter, Model CR-200 (Minolta Corporation, Ramsey, NJ
07446). Utinnost se vyjadiuje v procentech G&innosti proteazy B. lentus (GG36) a vypodita se
tak, Ze se mnoZstvi protedzy B. lentus (GG36) vydéli mnozstvim varianty, jeho? je zapottebi
k dosazeni téhoz ginku a vysledek se vynasobi stem. Udaje jsou shrnuty v tabulce VII.

Tabulka VII
enzym praci Géinnost
3. lancus subcilisin 100
N76D 30
N76D/S1Q3A 230
N76D/V1041I 1340
N76D/21Q07V 180
N76D/539D/S101R 370
N76D/S39D/S103A 280
N76D/S101R/5103A 130
N760/S101R/V104I 300
N76D/S103A/V1041 329
N760/5303G/V1041 184
N76D/S103A/VL104F 210
N760/S1Q3A/V1i04N 110
N76D/S103A/V104T 170
N78D/V10Q4L/T107V 210
N76D/539D/S101R/S103A 220
N76D/S99D/S101R/V104TI 140
N76D/5101G/S103A/V104I 170
N76D/S101R/S103A/VL042 150
N76D/S103A/V104I/510Q35A 170
N76D/S103A/V104T/I107A 120
N76D/S103A/V104T/I207L 110
N76D/S1Q3A/VL04TI/L1267 119
N76D/S103A/V104I/S128G 280
N760/S103A/V104Z/L135T 150
N76D/S103A/V1042L/L13SV 150
N76D/S103A/V104I/D197E 170
N76D/S103A/V104I/N204A 150
N760/S103A/V1041I/N204G 150
N76D/S103A/V104I/9210T 470
N760/S103A/V104I/1M222A 100
N76D/S103A/V104I/T260P 230
N76D/S103A/V1041/5263N 190
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CZ 289323 B6

Piiklad 7
Stalost proteazy v kapalném pracim prostfedku

Srovnani stalosti protedzy v kapalném pracim prostfedku bylo provedeno pro subtilisin z Bacillus
lentus a jeho variantu N76D/S103A/V104Y svrchu uvedenym zpiisobem. Pouzitym pracim
prostiedkem byl b&Zn& dodévan prostfedek Tide Ultra (Procter and gamble Company, USA).
K inaktivaci protedzy in situ bylo zapottebi praci prostfedek zahfat. K tomuto dcelu byl
prostiedek inkubovin 4,5 hodiny pfi teploté 96 °C. Pak byl ke pracovanému prostfedku pfidan
subtilisin zB. lentus nebo jeho varianta N76D/S103A/V1041 v mnozstvi 20 g/l pfi teploté
mistnosti, takze kone&n4 koncentrace enzymu v pracim prostfedku Tide Ultra byla 0,3 g/l. Pak
byl prostiedek inkubovan ve vodni lazni s teplotou 50 °C v termostatu. Podily byly odebrany
v dob& 0 a 24, 46, 76 a 112 hodin od za¢4tku zah¥ivani a byla stanovena i€innost enzymu jeho
vlozenim do kyvety sobsahem 1,2 mM syntetického peptidu, suc—Ala~Ala—Pro-Phe-p-nitro-
anilidu v 0,1 M tris—HCI pufru o pH 8,6 s teplotou 25 °C, uchovavanou v termostatu. Linearni
rychlost reakce byla sledovana spektrofotometricky sledovanim absorbance reakéniho produktu,
p-nitroanilinu, p¥i 410 nm v prib&hu &asu. Jak je zfejmé z obr. 10, byla varianta N76D/S103A/-
V1041 vyznamné stalejsi proti inaktivaci tepla neZ nativni enzym B. lentus. Stanoveny polocas
inaktivace v uvedeném pracim prostfedku pro oba enzymy za t&chto podminek je 45 hodin pro
subtilisin B. lentus a 125 hodin pro uvedenou variantu.

V priibéhu pFihlasky jsou uvedeny kédy pro aminokyseliny ve form& jednoho nebo ti pismen.
Jde o b&zné kédy podle publikace Dale J. W. 1989, Molecular Genetics of Bacteria, John Wiley
and Sons, Ltd., dopln€k B.

Vynalez byl popsan v souvislosti s fadou vyhodnych provedeni. Je viak zfejmé, Ze by bylo
mozno navrhnout jesté fadu zmén a ekvivalentni modifikaci bez odchyleni smyslu vynalezu tak,
jak je vyjadfen v patentovych narocich, takze vynalez nemiize byt omezen na popsana vyhodna
provedeni.
2) Informace o fetézci €. 1:
i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 19 pari bazi
B) typ: nukleova kyselina
C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni
ii) Typ molekuly: DNA (genomu)

xi) Popis fetézce €. 1

GAAGCTGCAA CTCGTTAAA

2) Informace o fetézci &. 2:
i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 18 pard bazi

B) typ: nukleova kyselina
C) druh fetézce: jednoduchy
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2)

2)

2)

ii)

Xi)

CZ 289323 B6

D) topologie: linearni
Typ molekuly: DNA (genomu)
Popis fetézce &. 2:

GCTGCTCTAG ACAATTCG

Informace o fetézci €. 3:

)

Xi)

vlastnosti fetézce:

A) délka: 39 pari bazi

B) typ: nukleova kyselina

C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

Typ molekuly: DNA (genomu)

Popis fetézce €. 3:

GTATTAGGGG CGGACGGTCG AGGCGCCATC AGCTCGATT

Informace o fetézci €. 4:

i)

xi)

vlastnosti fetézce:

A) délka: 33 part bazi

B) typ: nukleova kyselina

C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linedrni

Typ molekuly: DNA (genomu)
Popis fetézce ¢&. 4:

TCAGGTTCGG TCTCGAGCGT TGCCCAAGGA TTG

Informace o fFetézci &. 5:

)

xi)

vlastnosti fetézce:

A) délka: 22 part bazi

B) typ: nukleova kyselina

C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

Typ molekuly: DNA (genomu)

Popis fetézce €. 5:

CACGTTGCTA GCTTGAGTTT AG
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Informace o fetézci ¢. 6:

i) vlastnosti fetézce:

CZ 289323 B6

A) délka: 1497 part bazi

B) typ: nukleova kyselina
C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) Typ molekuly: DNA (genomu)

xi) Popis fetézce €. 6:

GTCTACTAA
LR b - G‘-A

AATATTATZC
AATGAAAAAA

GTTTGITIGTT
AGGCGGCAGS
GTACTATGAG
AGCAATTCAA
TGAAAARAGA
AGTCCSGTGSS
CTGSATCAAA
TAAAGSTAGE
ACTCTCACSS
TAGGEGTTGE
GCTAATACAG
TTAACATGAG

TGCTTTAGES 7T

GAMATCAARC
C3CCGCTAAG
ATATGTAGAC

CATACTATAC
AGGAGAGGAT
TCTTTA
GGSSAAAAGA
AAGAARGATG

GIAGCTTCAG .

CITGAGISTT
TTACGSIGTA
TGTITAARGTA

AAGCGGA
AACTCACGTT
GCCAAGTSCA
CTGGARTCATT

GITTACSTTG

ﬂc: Q\‘M:‘
-

Ghd\ls -

.\-\.l

GCZ AGTATGSTTC

Lalalalo o LWl ]
GCTSSCACA

AACSGAATCG

AATTAATACA
AAAGAGTGAG
CGATGGCGTT
AATATATIGY
TCATTICTGA
TCACATTAAA
AAGAAGATCA
AAGTZICTGC
ACAGCGGTAT
CTTCTGAAAC
TTGCGGITCT
CTGTAAAAGT
AGTGGGCGAT

CAGAATAATC
AGSC 33

CGSTAGCACA
GGSTT-AAA
AMAGEISSS
CCAAAAAGTT
CGTAGIACAT
TCTGTACTCT
CGATTITTCT
AAATCITTIC
TAATAACTCA
TCTCGETGIT
CGCAAACAAT

TGTCTATTGS
GTATGSATCA
TCITCTGICS
CAGACAATGA
AAAGTGTAAA
GTAARAGART

GLSTACGSSC

CAAGSCTACA
CATCTTGATT
CAAGACAACA

L ades
ATCSGIGT.

GACGETTCCS

ATGGACGTTA

CCTCESEIGIA

CCGTTGTATC
CAAGTACAGT
GCAGCAACCA
GCGTATCTAT

CGECCTCETA
GGSTTACCCT
AAGAGCATCT
CCAAAGIACS

Codabaowas
GTCITTGIGG
GGTAAATACC
TICTCAAGSG
CTTCTTIGGAA

CTGITGITTIT
CAGCITGSTAA
CTTCTGTCAT
TAGSACCTIGA
ACAAATACGS

TGGTATCTCS
CAMACACTCA
ACTATﬂﬂ‘ . 8

GCACITTGIC

GGAGIGSCTS

AGTCCGCAGT
AGHH HOPG h A Mﬁ

AGTTTAGARA
AACITACAAG

CoaGunseny
CGACSGATGS
CGTAACGSSS

-~

Ve e e an e

Y s o e
\-bb-%-%

ATTATIOTNC
ARAT TR AAC

CTTIGATICY
ACACCACTAC
CGGTAGLTCA
TTCCTCIGSA

AABAGCSECA
CGAAGSTACT T
TGCAGTAGSS
GSTTGATGTC
GGCGTACAAC
TTCTAAGTAC
AAAACTTGST
GTAAAACATA
PGTTCAATCS

GTTGATAAAG

nu-u— o~

GCTGTTGACA
ATGGCACCTG
GGTACGTICAA
CSGAACTGGA
GAZTTCTTIGY
AARARCT

-

GITSCATAAT

GAGAARACGGT

GGGTTGACTT

GITTCAGYCS

AACTCCTGAA

ACGTTTCAAT

39 TCGGTGGITT

~o
haowemairans

Colwuws il

CIISTAGACS
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2) Informace o fetézci &. 7:

i) vlastnosti Fetézce:

A) délka: 275 pari bazi
B) typ: aminokyseliny

C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

CZ 289323 B6

1)) Typ molekuly: bilkovina

xi) Popis fetézce ¢. 7:

Ala Gln
His Sez
Sar Gly
Ser Mex
Gly Thar
83

Val Lau

Gly Ala

Leu Pra

v3 Hig
225

His

Gly

Asp

Ile
115
Gly

val

Ala
Glu
195
Gly

val

Val
Gly
24

Asp
P=a
val
val

Gly
160

Ala
Sex

val

val
180

Leu

Asn

Sar

Ala

Ala

83

Saz

Asn Asn Mel

Ala
val
val

163
Asp

Asp

Lys

Gly

Gly

Ala

Val
150

-

Gly

Jar

Val

ala
230

Gly Val

Gly Ser

His Pro
40

T™hr Asn
55
Thr val

Ser Ala

Gla Tyr

Sar Gln Ila Lys

10

Asn Val Lys Val

2S

Asp Lau Lys Val

Prs 2he Gln Asp

Ala Ala Leu Asa

Ser Leu Tyr Ala

Ser Trp Ila Ile

105

Asp Val

120

Lau Lys Ala

133

Ala Ala Ala

Ty~ Pxro Gly

Ser Asa Gln

Mer Ala Pro
2040

Gly Ala Tvyr

215§

Ala Ala Leu

-27-

45

69

75

Gly val

asa Gly

Ile Leu
233

As?
140

Glu

Sazr

Ser

~m

220

Sar

Ala

Ala

Ala

Asn

Asat

val

30

Ser
1235
Lys
Gly

Sez

Ile
205

Ser

Lys

3¢5 Ala

1s

Gly Gly .
Asn Sar
Ser Ile

Lys Val

gs

Asa Gly Ile

His
Gly
84

Lau

Glu

Lau Gly Gly

Ala Val Ala

Thes Ser Gly

val Ile aAla
175

Sar Ser Val

130

Gla Ser Tar

Mec Ala Serx

dis Pzo Aszn

240
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2)

CZ 289323 B6

Tsp The Asn Thr Gla Val Acy Ser Ser Leu Glu Asat Thr Thr Thr Lys
245 250 283

Leu Gly Asp Ser Phe Tyr Tyr Gly Lys Gly Laeu Iie Asn val Gla Ala
280 283 270

Ala ala Gln
2795

¥

"

Informace o fetézci €. 8:
i) vlastnosti Fetézce:
A) délka: 275 parh bazi
B) typ: aminokyseliny
C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) Typ molekuly: bilkovina

xi) Popis fetézce ¢. 8:

Ala Gln Ser Val Pro Ty= Gly Ile Ser Gln Ile Lys Ala Pre Ala Lau

L 3 10 15

dis Ser Gla Gly Tyr Th- Gly Ser Asn Val Lys Val Ala ggl Ils Asp
29 25

Ser Gly Ile Asp Ser Ser His Pro Asp Leu Asn Val :gg Gly Gly Ala
3s 44Q

Ser She Val Pro Ser Glu Thr Asn Pro Tyr Gln Asp Gly Ser Ser His

Gly Thr His Val Ala Gly Thr Ile Ala Ala Leu Asn Asn Ser Ile Gly

63 70 75 80

val Leu Gly Val Ser Pro Ser Ala Ser Leu Tyx Ala Val Lys Val Leu

as 30 33

Asp Ser Thr Gly Ser Gly Gla Tyr Sexr Trp Ile Ile Asa Gly Ile Giu

100 1405 110

Trs Ala Ile Ser Asn Asn Met Asp Val Ile Asn Met Sex Leu Gly Gly
115 12Q 128

Pro Thr Gly Ser Thr Ala Leu Lys Thr val Val Asp Lys Ala Val Sex
110 131§ 140

Ser Gly Ile Val Val Ala Ala Ala Ala Gly Asn Glu Gly Ser Sar Gly
145 130 155 164

Ser Thr Sexr Thr v:l Gly Tyr Pzo Ala ng Tyr Pro Ser Thr
183 i

| o ]

-28-



Ala
Glu
185
Gly
Val
Asn

Asn

Gln
275

Val
180
Leu

Gly

Ala

Ser
260

AsSnl Ser Sex

Asp Val Mez

CZ 289323

Asn Gln

Ala Pra
.200

™hr Tyr Gly Ala Tvr

Gly Ala Ala

230

Gln Val aArg

245

?he Tyr Tyr

2) Informace o fet&zci &. 9:

i)

ii)

vlastnosti fet&zce:

A) délka: 274 pari bazi
B) typ: aminokyseliny

C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

Typ molekuly: bilkovina

15 xi) Popis fetézce €. 9:

Ala
ki

Tw
-~ae

Thr
Ser
Thr
63

Ley

Gln

ALia

Gly 2

She
50
His

Gly

Ser

Val

val

Gly

Val
Gly
20

Gln
Ala
Ala

Ala

Sez
100

Pro Tyr
5

She Lys
Ala Ser
Gly Glu

Gly Thr
70

Pro Sar
85

Gly Sex T

215

Gly

His

Ala

Val

Val

Ala Leu

Asp Arg

Gly

-
-
[
‘g
2]
o

Ala Asn
Pro Asp
40

Tyr Asn
Ala Ala

Ser Lau

Ser Gly I

1as

-29-

B6

Arg Ala

Gly val

Asan Gly

I

P

Lau Glu

250

Gly Leu

Ley
1q

val

Leu

Thr

e Leu

235

Lys
asn
Asp
Asp
75

Ala

val

Ser

Sex

Thr

220

Ser

Ser T

Lys

Val

Val

Gly

Phe Ser §

190

Ile Gin
S
Ser Mec

Lys 2i

Ala val
Val Gly
45

Asn Gly
Thr Thr

Lys Val

Gly Ile
110

My o

- ases -

283

L Gila Ala

Vet

Glu Tmp




2)

CZ 289323 B6

Asa Gly Met Asp Val
120

-
R

Gly
110

Thr Ala Mec Lys Gln

133

val Ala Ala Ala
150

Ser

Val val val

Asn Thr Gly Tys Pro Ala

163

Asp
180

Sar Asn Sar Asn

Lau Glu Val

Tyr

His Val
225

Gly Ala

Gla val

245
Tyz

Ser Arg Asn Arg

Gly Sez Phe

260

Ser Tyr Gly Lys

Gln

Informace o fetézci €. 10:

i) vlastnosti fetézce:

A) délka: 269 paru bazi

B) typ: aminokyseliny

C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) Typ molekuly: bilkovina

xi) Popis fetézce €. 10:

?la Gla Ser Val Pro Trp Gly Ile
S

His Asn Arg Gly Leu Thr Gly Ser

20

The Gly Ile
35

Ser Thr Hig Preo Asp
40

She Val Pro

Gly Glu Pro Ser Thr
S9Q b1

Ile Asn Met

Ala Val Asp

Gly Asn Sex

Lys Tyr Asp

Sex A3
Gly val
23

Lau AsS

Gln Asp

Sex
Asn
140

Gly
155

Ser
170

Azg Ala
185

Gly Ala

Sax ¢

Asn Gly Thr Ser

220

Ile Leu Lys

Sez Thr

250

Leu

Gly Lau

283

val Gln
10

Lys Val

60

-30-

Ile A2z Gly
45

Gly Asn Gly

Leau Gly Gly Ala

128
Ala Tyz

Asn Ser

val Ile

Sar Sar
19¢

Ty> Sero
205

Mar Ala
#is P=s

Ala Tasc

val Glu
270

Ala P23

Ala

o84

hum

Ala Arg

Gly Sez

[ 1

Val

Thr

Ser

4
¥

[ Y

1
-
7

wns

an

a
3

[

Gly

164

Val



10

2)

Hig Val

83
Gly Val

Ser Gly

Gly Asn

Pro Ser

130
Val
145

Tyz

Leu

Pxro

Ala

Ala

Lauy

His

Gly Sar

Gly Thr Ile

70
Ser Ala
8S

Pro

Gly Sar vVal

100

Gly Me:z His

Thr L Glu

Ala Ala
150

Ala

val

Azrg Tyr

183
Ala

Arg Ser

184Q

Gly Val asn

Asn Gly Thr

Gin
230

val Lvs

W

Lau Lys
248

sn

Gly Leu Val

269

Informace o fetézci &. 11:

)

vlastnosti fetézce:

A) délka: 1140 pari bazi

B) typ: nukleova kyselina
C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

CZ 289323 B6

Ala

Glu

Ser

Val

Gln

133

Ser

Asn

Phe

val

Ser Mact

213

Lys

Tar

Asn Ala

ii) Typ molekuly: DNA (genomu)

xi) Popis fetézce €. 11:

Ala Leu Asn

Leu Tyr Ala

80

Ser Ile Ala

108

Ala
120

Asn Lau

Ala Val Asn

Gly Asn Ser

Ala Mez Ala

170

Gla Tyr
185

Ser

Gla Ser Thr
200

Ala Thar

Asn Pro Ser

Thr Ser
250

Ala

Glu Ala
263

-31-

Asn
75

Val
Gln
Sex
Sezr
Gly
153
val

Gly

Tys

T2
238

Leu

Ser

Lys

Gly
Leu
Ala
140
Ala
Gly

Ala

Pro

His val A

220

Sez Asa

Gly Ser

Thr arg

Gly

Ala

Gly

Gly
205

Gly

Leu

Glu T

110

Ser

Sez

Ser

Leu
130

Sex 7

Val

Ml

Val

1
:0

93

Gan I

[ 2 B T

T
v Gb"

Lau
§Q

Ala

Saz

Sex
1380

Gla
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ATGAAGAAAC
AGTTCATISA
GAGTAGGAAS
CTCTCTGAGS
TTATCCGITSG
TATATIGANG

GTCTGIARG
GTCCTCTATA
GTACCAGSSS

| oot @ @eaacenl
avma e

ATT
GITGITAARG
GAATGGEEAG
AGTGCSACARC
GTATCTGGGA
GCAGTCGGAG
CTTGACATTG
AGTTTAARCS

CAAAAGAACT

e urv it le
C'Jb W\ASIAN

TCITATCGST
CTGTTAGCTGA
AAGAGGAAGT
AGTTRAGSSS
AGGATGTAGA
CTCTAGRTCC

AACCATCSAC
TAAACIATTC
TATTAGSSSS
GSAACAATSS
TGAGCANGS
ATTCAGSTGS
CTACTGACSCA
TCGCACCAGS
GTACATCGAT
CATCTTGSTC

Ccz

AATTGTCSC
TCITGAAGAA
TTTGTAGAA
CGAAATTGAA
AGAAGATGTG
AGTAACGACA
COATANCCST
CACTCATCTA

L .o BN ed-Lileieied
L) "2 & NS

289323 B6

AGTACCSCAC T
GCAAARGAAN
CARAGTAGAGS
TTGETTCAY

GACGIICTTG
ATGGISGIAAT
GGATTGACAG
GACTTARATA
AATGGGIATG

GATTGEISTT
GAGISETTCA
CATGCACSTT

GTTAATAGS
AGSITCAATS
AAACAACAXC
TGTAAACGTG
GGITACTCCT
CAATGTACAA

AGCTTAGGAA GTACGAACTT GTATGGAAGC

Informace o fetézci &. 12:

i) vlastnosti fetézce:

A) délka: 1140 péari bazi

B) typ: nukleova kyselina
C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii)

xi) Popis fetézce €. 12:

Typ molekuly: DNA (genomu)

CToGGS3TAG

TACTCATTTC
AATATTTAAT
CAAATGACGA
AATTT
AACTCGATCC
CAGTGICATG
GTTCTGETGT
TTCETGETGS

SCATGTY G&C

CSCCTAGISGS

GETTCSITCA

GCTAATTTGA

GCTCIATY

TTTAGGAAG

GCGACTTCTA

AGTTATCCSS

GAGGRSTTICT

Cnu\l & GATG&

CGLSTTAGTT
CAGAGCACAT
CATGTTGRAG
ATCCGTAATC
GGACTISTCA

-32-

TTTCACAGTA
ACCCAGGTTIC
GTGTAGCAGS
ATCTAAAGAA
ATGTAGAAGT

TETTGCTTIT
TGGETTTAAT

G3TCGECATT

S GATTCCIGTT

AGCGATTICT
Gﬂﬁ!a‘.lcc
ARAAGTTGET

- ———  veon -
CGCTAGETTT

GSCTGGEGACS

GGAACT

G Ved
Aa

T CCAAGGATTS

~rna

:-. .C-mm\

-GA aG&h \J

leiad B Lu ol
el o \J

TEIIGRAGSS
AACGTATGSS

STTGTTAAA
TACGGITAACT
GGCAACACST

240
3aoQ
160
4240
430
3440

-3 o
X 219
o o

~)
@
[=

840
940
964
1020
1040
1144
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ATGAAGAAAC
AGTTCATCGA
GAGTAGGAAG
CTCTTTGAGS
TTATCCGTTG
TATATTGAAG

s o iateial B
b s

PTEECATCSSS
CTGTCAGTGA
AAGAGGAAGT
AGTTAAGCCS
AGGATGCAGA

CGTGTGTAAG
GTCCTCGATA
GTACCAGSSS
ATTGETGST?
GTTGTTAARG
GAATGGGCAG

AGTGICACAC

-G

o~ Y
N ble s

pge eiely
GCRAGTCSGAG
CTTGACATTG
AGTTTAARCS
CAAAAGRACT
AGCTTAGSAA

CCCCAGTTCC

STATTTC
AACCATCCAC
TAGACAACTC

CZ 289323 B6

AATTGTCGTA

AGCACCSIAC

PTACTCATTTC

TGCTGAAGAA GTAAAAGAAA AATATTTAAT

GTTTGTAGAA
CGAAATTGAA

CAAGTAGAGS
TTGCTTCATG

AGAAGATGTG
AGTAACGACA
CCATAACCGT
CACTCATCCA
TCAAGATGSS

3 e py o
GTT

GATT

TATTAGGESEES
GSAACAATGG
TTGAGCAAGT
ATTCAGSTGS
CTACTGACCA
TCGTACCAGE
GTACATCGAT
CATCITGGTC
GCACGAACTT

Informace o fetézci &. 13:

i)  vlastnosti fetézce:

GAGTGGETTCA
CATGRACGTT
TGTTAATAGS
AGGTTCAATC
AAACIACARC
TGTAAACGT

GACGCGITTG
ATGGCGCAART
GGATTGACAG
GACTTAAATA
AATGGGCATG

CAAATGACSA
ARTTTGAAAC
AACTCGATCC

e Ly
wited

CAGT

JYEY YA E Oy gy
TGGCTTTAAT
GITCGCCATT
GATTCCTGTT
AGCGATTTCT
GGGAATTAGC

LAy C ey epy

AAAAGTTGIT

(s e e o)

GCACECATGT

CTTGGLGTAG
GGCGCTATCA
GOTAATTTGA

CurweizAGe .
GOTCGATTGS

GTTTAGSARG

GC3ACTTCTA
AGTTATCISS
CGCGECAGET
CAGAGCACAT

GAGSCGTICT

CCCGTTATGC
TTTCACAGTA
ACCCAGSETTC

GSCTAC -tele o
CAATGTACAA
GTATGGAAGT

A) délka: 30 pari bazi
B) typ: nukleova kyselina
C) druh fetézce: jednoduchy

D) topologie: linearni

Xi)

Popis fetézce ¢. 13:

Typ molekuly: DNA (genomu)

CATGITGIAS

ATCISCAATC

TATGCCAGCT ACAACSGTAC TTCGATGSCT

-33-

GTGIAGIAGS
TCTAMAGAA
ATGTAGAAGT

CSCTAGCTTT
GGCCESGACG
GGAACTATAC

TAAGGATTG
CITTTCCLTA
TGTTGTAGSS
GANCITAATG
TGEIGTAGSS
AACSTATGIT
COTTIGTTAAA
TACGGTAACS

Lt B - loiad
GGTAACACGST

840
800
969
1029
L0840
1149
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2) Informace o fetézci €. 14:
i)  vlastnosti fetézce:

A) délka: 31 pari bazi

B) typ: nukleova kyselina
C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) Typ molekuly: DNA (genomu)
xi) Popis fetézce €. 14:

CACAGTTGCG GCTCTAGATA ACTCAATCGG T

2) Informace o fetézci €. 15:

i) vlastnosti fetézce:

A) délka: 33 paru bazi

B) typ: nukleova kyselina
C) druh fetézce: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) Typ molekuly: DNA (genomu)
xi) Popis fetézce €. 15:

GCTGACGGTT CCGGCGCTAT TAGTTGGATC ATT

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovani varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin obsahujici fadu substituci jinymi
ptirodnimi aminokyselinami, pfi¢emz tyto substituce se nachézeji

(a) v prekurzoru subtilisinu v poloze, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu Bacillus amylolique-
faciens, ptirodni aminokyselina pro substituci se voli ze skupiny A, R, N, C,G,HLLKMF,
P,S,T,W,YaVa -

(b) vjedné nebo vétiimu poétu poloh v prekurzoru sibtilisinu, ekvivalentnich polohach +27,
499, +101, +103, +104, +105, +107, +109, +123, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197,
+204, +206, +210, +216, +217, +218, +222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus
amyloliquefaciens,

pfi¢emZ aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odlisnymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
voli ze skupiny A,R,N, D, C,Q,G,H,,L,K,M,F,P,S,T, W, Y aV aaminokyselina v poloze
prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefacient je

-34-



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 289323 B6

substituovana odli$nymi pfirodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R, N,D,E, Q, G, H,L, L, K,
M,F,P,S, T,W,YaV.

2. Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin, obsahujici fadu substituci
odli$nymi pfirodnimi aminokyselinami, pfi¢emz tyto substituce se nachazeji

(@) v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu Bacillus amylolique-
faciens a

(b) v poloze, ekvivalentni poloze +101, v niZ se odli§né ptirodni aminokyseliny voli ze skupiny
G,D,K,L,A,E,SaRa

(¢) vjedné nebo vétdim poltu poloh v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnich polohich +27,
+99, +103, +104, +105, +107, +123, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197, +204, +206,
+210, +216, +217, +222, 4260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens,

pfi¢emz aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odlidnymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
voli ze skupiny A,R,N,D,C,Q,G,H, L, K, M,F,P, S, T, W, Y a V a aminokyselina v poloze
prekurzoru sibtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je
substituovéna odli$nymi pfirodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R, N, D, E, Q, G, H, I, L, K,
M,F,P,S, T,W,YaV.

3. Varianta subtilisinu podle niroku 2, v niZ se aminokyseliny pro nahradu aminokyseliny
v poloze, ekvivalentni poloze +101 voli ze skupiny R, G, D, K, L, A aE.

4. Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin, obsahujici fadu substituci odli$nou
pfirodni aminokyselinou, pfi¢emz tyto substituce se nachazeji

(a) v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu z Bacillus amylolique-
faciens a

(b) v poloze ekvivalentni poloze +105, pfiemz pfirodni aminokyselina se voli ze skupiny A, D,
G,RaNa

(c) vjedné nebo vétsimu poctu poloh v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnich polohach +27,
+99, +101, +103, +104, +107, +123, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197, +204, +206,
+210, +216, +217, +222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens,

pfi¢emZ aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odlisnymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
voli ze skupiny A,R,N, D, C,Q,G,H, ,L,K, M, F,P,S, T, W, Y a V a aminokyselina v poloze
prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je
substituovana odlisnymi p¥irodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R, N, D, E, Q, G, H, I, L, K,
M,F,P,S,T,W,YaV.

S. Varianta subtilisinu podle niroku 4, v niZ se aminokyselina pro nahradu aminokyseliny
v poloze, ekvivalentni poloze +105 voli ze skupiny A a D.

6. Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin, obsahujici fadu substituci
odliSnymi pfirodnimi aminokyselinami, pfi¢emz tyto substituce se nachazeji

(a) v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu z Bacillus amylolique-
faciens,
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(b) v poloze, ekvivalentni poloze +135, pfitemZ odli$né pfirodni aminokyseliny se voli ze
skupiny A,F,I,SaVa

(c) vjedné nebo vétiimu poltu poloh v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnich polohach +27,
499, +101, +103, +104, +105, +107, +123, +126, +128, +156, +166, +195, +197, +204, +206,
+210, +216, 4217, +222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens,

pfiemz aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odli3nymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
voli ze skupiny A,R,N,D,C,Q,G,H, LL,K, M, F,P, S, T, W, Y a V a aminokyselina v poloze
prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je
substituovana odli$nymi p¥irodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R,N, D, E, Q, G, H, I, L, K,
M,P,S, T,W,YaV.

7. Varianta subtilisinu podle naroku 6, v niz se aminokyselina pro nahradu aminokyseliny
v poloze, ekvivalentni poloze +135 voli ze skupiny I, Aa S.

8. Izolovand varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin, obsahujici fadu substituci
odli$nymi ptirodnimi aminokyselinami, pfi¢emz tyto substituce se nachézeji

(a) vpoloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu Bacillus amylolique-
faciens,

(b) v poloze, ekvivalentni poloze +210, pfi€emz pfirodni aminokyselina pro nahradu této
aminokyseliny se voli ze skupiny L,I,S,CaFa

(c) v jedné nebo v&tsim po&tu poloh v prekurzoru subtilisinu ekvivalentnich polohach +27, +99,
+101, +103, +104, +105, +107, +123, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197, +204, +206,
+216, +217, 4222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens,

pti¢emz aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odli¥nymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
voli ze skupiny A, R, N, D,C,Q,G, H, L L, K, M, F, P, S, T, W, Y, a V a aminokyselina
v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amylolique-
faciens je substituovana odli¥nymi pFirodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R, N, D, E, Q, G,
HLLKMFPST,W,YaV.

9. Varianta subtilisinu podle naroku 8, v niz se aminokyselina pro ndhradu aminokyseliny
v poloze, ekvivalentni poloze +210 voli ze skupiny I, SaC.

10. Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin, obsahujici fadu substituci jinymi
pfirodnimi aminokyselinami, pfiemz tyto substituce se nachazeji

(a) vpoloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu Bacillus amylolige-
faciens,

(b) v poloze, ekvivalentni poloze +260, pfi¢emZ odli3na pfirodni aminokyselina pro nahradu se
voli ze skupiny P,N, G, A, S,C,K,aD, a

(c) vjedné nebo vétiimu podtu poloh v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnich polohach +27,
+99, +101, +103, +104, +105, +107, +123, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197, +204,
+206, +210, +216, +217, 4222, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens,

pfi¢emz aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odlinymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
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voli ze skupiny A,R,N,D,C,Q,G,H, LL,K, M, F,P,S, T, W, Y a2 V a aminokyselina v poloze
prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je
substituovana odliSnymi pfirodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R, N, D, E, Q,G, H, I, L, K,
M,F,P,S,T,W,YaV.

11. Varianta subtilisinu podle naroku 10, v némZ se aminokyselina pro nahradu aminokyseliny
v poloze +260 voli ze skupiny P, A, S, N a G.

12. Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin, obsahujicich fadu substituci
odli$nymi pfirodnimi aminokyselinami, pfi€emzZ tyto substituce se nachéazeji

(a) v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu Bacillus amylolique-
faciens,

(b) v jedné nebo vétsim po&tu poloh prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnim poloham +101, +105,
+135,+210a+260 a

(c) vjedné nebo v&tSimu podtu poloh v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnich polohach
polohédch +27, +99, +103, +104, +107, +123, +126, +128, +156, +166, +195, +197, +204, +206,
+216, +217, 4222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens,

pfi¢emZ aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odlisnymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
voli ze skupiny A,R,N,D,C,Q,G,H,,L,K, M, F,P,S, T, W, Y a V a aminokyselina v poloze
prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je
substituovana odlisnymi pFirodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R, N, D, E, Q, G, H, I, L, K,
M,F,P,S, T,W,YaV.

13. Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin, obsahujicich fadu substituci
odliSnymi pfirodnimi aminokyselinami, pfi¢emz tyto substituce se nachéazeji

(a) v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +76 v subtilisinu Bacillus amylolique-
faciens,

(b) vpoloze, ekvivalentni poloze +103, pfiemZ odli¥na pfirodni aminokyselina se voli ze
skupiny Q, T, D, E, Y,K,G,R,SaA,a

(¢) vjedné nebo vétsimu poétu poloh v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnich polohich
polohach +27, +99, +101, +104, +105, +107, +123, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197,
+204, +206, +210, +216, +217, +222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus
amyloliquefaciens,

pfi¢emZ aminokyselina v poloze v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu
z Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odli$nymi pfirodnimi aminokyselinami, které se
voli ze skupiny A, R,N,D,C,Q,G,H,,L,K,M,F,P,S, T, W, Y a V a aminokyselina v poloze
prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je
substituovana odli$nymi ptirodnimi aminokyselinami ze skupiny A, R,N, D, E, Q, G, H, I, L, K,
M,F,P,S,T,W,YaV.

14. Varianta subtilisinu podle niroku 13, vniz se aminokyselina pro substituci v poloze,
ekvivalentni poloze +103 voli ze skupiny A, Q, T, D,E, Y,K,GaR.

15. lIzolovand varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin, obsahujici fadu substituci
odli$nymi pfirodnimi aminokyselinami, pfi¢emZ tyto substituce se nachazeji

-37-




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 289323 B6

(a) v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +76 v substituci Bacillus amylolique-
faciens,
% odlidna ptirodni aminokyselina pro substituci se

(b) v poloze, ekvivalentni poloze 104, pficemz pf
LL K,MFP,ST,WaY,a

voli ze skupiny A,R,N, D, C,E,Q, G, H,

(¢) vjedné nebo vétsimu podtu poloh v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentnich polohich +27,
+99, +101, +103, +105, +107, +123, +126, +128, +135, +156, +166, +195, +197, +204, +206,
+210,+216, +217, 4222, +260, +265 a +274 subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens,

pri¢emz aminokyselina v poloze prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +126 v subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odlignou pfirodni aminokyselinou, ktera se voli ze
skupiny A, R, N, D,E, Q,G, H,,L,K, M, F, P, S, T, W, Y a V, aminokyselina v poloze
v prekurzoru subtilisinu, ekvivalentni poloze +195 v subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens je
substituovana odlisnymi pfirodnimi aminokyselinami, které se voli ze skupiny A, R, N, D, C, Q,
G,HLL K MF P, S, T, W, Y a Va aminokyselina v poloze prekurzoru subtilisinu,
ekvivalentni poloze +206 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens je substituovana odliSnymi
ptirodnimi aminokyselinami ze skupiny A,R,N, D, E, Q,G, H, LL,K,M,F,P,S, T, W,Ya V.

16. Varianta subtilisinu podle naroku 15, vniz se aminokyselina pro substituci v poloze,
ekvivalentni poloze +104 voli ze skupiny I, Y, S,L, A, T,G,F,M, W,DaN.

17. Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin obsahujici kombinovanou sestavu
substituci odlidnymi ptirodnimi aminokyselinami, pfi¢emz tyto kombinované skupiny substituci
jsou provedeny v polohé4ch tvorenych skupinami poloh, které jsou ekvivalentni polohdm

76/99, 76/101, 76/103, 76/104, 76/107, 76/123, 76/99/101, 76/99/103, 76/99/104, 76/101/103,
76/101/104, 76/103/104, 76/104/107, 76/104/123, 76/107/123, 76/99/101/103, 76/99/101/104,
76/99/103/104, 76/101/103/104, 76/103/104/123, 76/104/107/123, 76/99/101/103/104,
76/99/103/104/123, 76/99/101/103/104/123, 76/103/104/126, 76/103/104/135, 76/103/104/197,
76/103/104/222, 76/103/104/260, 76/103/104/265, 76/103/104/126/265, 27/76/104/123/274,
27/76/104/123, 27/76/104/107/123, 27/76/104/123/197, 27/76/104/123/204, 27/76/104/123/206,
27/76/104/123/216, 27/76/104/123/260, 27/76/104/123/195/197, 76/103/104/217,
76/103/104/156, 76/103/104/166, 76/103/104/105, 76/101/103/104, 76/103/104/210,
76/103/104/107, 76/103/104/204, 76/217, 76/103/104/156/166, 76/103/104/156/166/210,
76/101/103/104/166/210, 76/101/103/104/156/166/210 a 76/103/104/128 v subtilisinu Bacillus
amyloliquefaciens.

18. Izolovana varianta subtilisinu podle naroku 17, déle obsahujici alespoii jednu dal3i substituci
odli$nou pfirodni aminokyselinou, pfi¢emZ tyto substituce jsou uvedeny v jedné nebo vétSim
podtu poloh ze skupiny +109 a +218.

19. Varianta subtilisinu podle naroku 18, obsahujici kombinované skupiny substituci
v polohéch, které se voli ze skupiny poloh, které jsou ekvivalentni polohdm

27/76/104/109/123/274, 27/76/104/123/218/274, 27/76/104/109/123, 27/76/104/109/123/218/-
274,27/76/104/123/218, 27/76/104/123/195/218, 27/76/104/123/197/218, 27/76/104/123/204/-
218, 27/76/104/123/206/218, 27/76/104/123/218/260, a 27/76/104/123/195/197/218.

20. Varianta subtilisinu podle naroku 17, ktera se voli ze skupiny
N76D/S99D; N76D/S101R; N76D/S103A; N76D/V1041; N76D/1107V, N76D/N123S; N76D/-
S99D/S101R; N76D/S99D/S103A; N76D/S99D/V104l; N76D/S101R/S103A; N76D/S101R/-

V1041; N76D/S103A/V1041; N76D/V1041/1107V; N76D/V104Y/11107V; N76D/V1041/N123S;
N76DPI107V/N123S; N76D/S99D/S101R/S103A; N76D/S99D/S101R/V1041; N76D/S99D/-
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S103A/V1041; N76D/S101R/S103A/V1041; N76D/S103A/V1041/N123S; N76D/V1041/1107V-
PN1238; N76D/S99D/S101/S103A/V1041; N76D/S99D/S103A/V1041/N123S; N76D/S99D/-
S101R/S103A/V1041/N123S; N76D/S103A/V1041/S128G; N76D/S103A/V1041/T260P; N76D/-
S103A/V104U/S265N; N76D/S103A/V104/D197E; N76D/S103A/V1041/S105A; N76D/-
S103A/V104I/L135I; N76D/S103A/V104I/L126F; N76D/S103A/V104T/L107T; N76D/S103A/-
V1041/P210I; N76D/S103A/V1041/L126/S265N; N76D/S103A/V1041/S156E/S166D/P210I;
N76D/S101G/S103A/V1041/S166D/P210I;  N76D/S101G/S103A/V1041/S156E/S166D/P2101

aN76D/S103A/V1041/M222A.

21. Varianta subtilisinu podle naroku 20, kterd se voli ze skupiny N76D/S99D N76D/104],
N76D/S99D/V1041, N76D/S103A/V1041, N76D/V104PI107V, N76DPV104Y/1107V, N76D/-
S101RPS103A/V1041, N76D/S99D/S101R/S103A/V1041 a N76D/S101R/V1041.

22. Varianta subtilisinu podle naroku 21, obsahujici skupinu substituci N76D/S103A/V1041.

23. Izolovana varianta subtilisinu se sekvenci aminokyselin obsahujici kombinované skupiny
substituci odliSnymi pfirodnimi aminokyselinami, pfi¢em tyto kombinované skupiny substituci
Jsou provedeny v polohach, které se voli ze skupiny poloh, ekvivalentnich polohach 76/99,
76/101, 76/103, 76/104, 76/107, 76/123, 76/99/101, 76/99/103, 76/99/104, 76/101/103,
76/101/104, 76/103/104, 76/104/107, 76/104/123, 76/107/123, 76/99/101/103, 76/99/101/104,
76/99/103/104,  76/101/103/104,  76/103/104/123, 76/104/107/123,  76/99/101/103/104,
76/99/103/104/123; 76/99/101/103/104/123; 76/103/104/128; 76/103/104/260; 76/103/104/265;
76/103/104/197;  76/103/104/105;  76/103/104/135;  76/103/104/126;  76/103/104/107;
76/103/104/210;  76/103/104/126/265, 76/103/104/156/166/210;  76/101/103/104/166/210;
76/101/103/104/156/166/210 a 76/103/104/222.

20 vykrest

-39-




CZ 289323 B6

vigdqo0

11 weqg

PIG° 4 =i
WH3L 1YW OHd—3Hd ~S8Y d
{ _*w\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\_\\\_\\\_ | TD._”_
¢
11NAd 181D id 003

-40-




CZ 289323 B6

[-417990

VIO OWY VIL IVO 199 1VD 1901 191 1V JIV 199 29V OvO OlvV 11D 909 VIO Vvw 11D 1w VIL VOO 1OV IVl 999
BA SA} ma) dsy o sH g ;S dsy 9 A9 s dsy e jeA ey A SA] fea usy 18s A9 i ML A9
or o€ 02
Y¥D 101 OVD 910 199 190 029 YWV LY VWO VIOL VID 299 IVl 190 919 201 9¥I 929 Jvi 929 1VD VIO Vi9 V)
ug RS SH nel By oid By s ay wo RS A AD M) o A 1S uo ey ML ey SH ey A SH
0l 1 b
1VN ..ll_
VO VWO WO LID Jvi 199 D19 29V 9933 JvO WV VWV DL VWO Vv VIO 109 VW VWO OW Vil VIV 199 VOl 109
dsy ng no feA A ey [BA S od dsy sk} sk nal Mo s feA By SAY M usy m] ML ey J8S ey
01- 02 ot:
V09 OVO VIO VL VWV Ol YVO OW VD 919 V¥vV DOD 099 VWV VWO 101 LIV J19 IVD VW SW DW 199 309 09V
gy dsy A M) sk ayd uo shy up pA SAT A9 AD s mg BS e A dsy sk} shy sA) ey ey 1ag
or- 05
Olv DIV 29V 91V VOV OVD VW L1l 999 019 LIV IV] V¥V v YvO D99 OwW VIL vvv H5D v3D 939 9v) 239 101
B ML RS 1B ML uo SAT eyd Ao A an AL SAT SAT g AD usy sag SA1 A9 ey ey wo ey 1as
09 Odd 0L 08
0L VOV 05V 299 OL D09 91V 99V 111 JIV VLL 909 VII 109 11l 917 SII 19V J1V D91 VID VW Vv 099 VoV
3G ML s A9 ayd ey leW ML ayd ay na) By nal ey ayd na) may s ey dip A sy shy Ao By
06- JHd 00}-

— crn w m—

919 VOVVVIVOOVOVOOVYYWYYVOLYYYODLOLLYEIDO1LVIO1D101VVIVVOVIVIVIVYLIVVIVIVIOVIVIOLIVLIVIVYYYIOVIDIO0

13N
40}-

Sad

0

®

d

&

174/

66¢

yee

(74

1741

-41 -



CZ 289323 B6

10V oW VOV 994 OvvY 930
nyp ousy myp dip usy o
(174

199 oW OV1 999 D99 IVl
Mo usy iy ey Ao M)

192 V99 V19 29V VoL JLL
od A9 1A RS S 8y
061

199 199 9VL 299 919 VIV
ko odg M) 49 A w1

V09 LD 309 YWV 1vD 119
ey A ey sk dsy (ep
ov)

oIV 1W OW VO O1V 999
BN usy usy ey ey ey

YvY ¥19 109 Ovi 113 VIl
sA1 ® A ey 1A ney 18§
06 &y

999 LD VD 10V V99 OVI
ey 1A SH M1 A9 sy

V0 owv
siH skl

Yvwv 0wy
sh1 usy

191 ¥99
g By

J9Y¥ VoL
18g 195

V09 929
CVY

091 9vO
dy no

vJ39 09v¥
By 18g
105

101 Owy
185 usy

101
1g

v99
i)

yov
By

oY
T

VY
sk

v
ol

vJ0
0ld

avy
usy

119
na

102
ord

aie

VV)
u9

299
Ao
091

vl
nay

1919}
&
ol

0209
By

avo
dsy

09

nuy
N

19
na]

414
usy

3L
198

)
199
ey

W
usy

o
(A

vv¥d
wo

-q194d0

ou
nay

9oV
ny

J9v
1233

10V
uyi
198

139
ey

ny
ol

299
&9

JLL
ayg

139
ey

Jov
105

oV
198

299
Ao

101
13g

oy
ol

vl
na7

192
0id

usy

139 939 v99 339 L9 V) 930

ey

vv¥o
h)

Vo
dsy

vvO
no

199
LTS

901
di

vi9
IEA

1vv
usy

o4

ey A9 ey BA smi
0cz

o1V 101 VI9 299 190
8y 1S A A oy

L9 129 299 ViD VIO
A ey A9 EeA ey
081

Jvy 199 339 VIO DO
usy A9 ey ey ey

101 130 V99 299 010
1B od 49 A9 ney
ot

J9vV 0Vl Yv) 299 201
135 K] v A9 195

199 J1v VIL JwW 1w
Ao ey 1S usy usy
00

VOV W9 191 199 L9
ML MO 1S 01 [eA

oxd

v39
ey
002

Ly
o)

19
(EA
0s)

0V
198

199
Ao
001

Ho
nay

oLV
18N
0s

131 ¥39 OLv Y3l 9Jv p0l

1S

By 1B S nL
oce

o1v 219 1v9 L0 9VO

1oN

A dsy ne1 mo

J19 131 130 Jvl ww

A

g oy My sky
174}

019 V19 319 399 001

[EA

leA A A9 18g

Oly oW LV 119 VD
1B usy 8 (eA dsy

0zt

Jv9 109 199 210 119

dsy

ey A9 nal [ep

ey dsy

199 9529 119 VOV 099
By ey A ML A9

0L

¥

6v8

1744

669

¥e9

09Y 309 Y09 099 V39 6¥S

JTIS

ey A9 A9 ey

-42.




CZ 289323 B6

-

by
/M
!
e
2
o

arq4do0

€-d1y4d0

01V99I1 VY1931 VIDOIVOVOIDIIVIVILIOLL 1 19399099031990vV19ITTLVYILIOVILODIDLLEDDIILLD Ikl

939921 V¥I1I190VVVOL 321 9¥VII990VY1933319V3I1399030VO119993090VVVOVIIVYLLLLVVVYYOLI1300139D1VODIVOILVVLY 9IE1

03439201Vv01191vI9001 301101 T IVITLI1199009000399LLIDIDIIVVVVWVYIVOVY Vvl OVI 109 V39 D39 9vI Vi9 ¥l
WH3al

20

Jvv OLv 913 999 wvv VOO IVl OVl OIL 101 1IvD 199 LD VYvv¥ VOV 1OV JJV JWW vvO

usy

9

1 Ao sty Ao

ME A ey

g dsy 49 naj
09¢

sAq

m

ny

My usy

Mo
uo

uo ey By By U [EA
714 0L2

VLL 19V 29V 090 019 vv) 6kl
na1 185 08 Biy A uo
052

-43 -



CZ 289323 B6

Konzervované zbytky v subtilisinu z
Bacillus amyloliquefaciens
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20 30

Srovniani sekvenci subtilisinu z
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B.amyloliquefaciens

B.subtilis
B.licheniformis
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