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Popisuji se proteindzové konjugaty subtilizinu, obsahujici
proteinazovou &4st a jednu nebo vice adi¢nich &asti. Kazda
adiéni &ast je kovalentné& zachycena na chrénici poloze
hydrolytického mista proteinazové &asti, kde tato poloha se
vybrala z poloh 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 84, 85, 88, 158,
159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 170, 186, 191, 192, 193,
194, 196, 259, 260, 261, 262, a 274 odpovidajici subtilizinu
BPN’. Proteinazové konjugaty vykazuji zvySenou
imunogennost vigi zakladni proteinaze. Dale se popisui
&istici prostredky a prostfedky osobni péce obsahujici
proteinazové konjugaty.
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péce

Oblast techniky

Popisuje se chemicky upravené subtilizinové proteinazy,
které je moZné pouzit napfiklad jako prostredky osobni péce,
praci prostredky, ¢&istici prostfedky pro silné zneciSténé

povrchy a ¢istici prostfedky urcené pro slabé zneCisténi.

Dosavadni stav techniky

Enzymy tvori nejrozsdhlejsi tfidu prirozené se
vyskytujicich proteinu. Jedna trida enzymi zahrnuje
proteinadzy, které katalyzuji hydrolyzu jinych proteind. Tato
schopnost hydrolyzovat proteiny je v typickém pripadé
vyuzivédna =zaclenénim ptrirozené se vyskytujicich a geneticky
manipulovanych proteindz do ¢&isticich prostfedka, zvlaste
téch, které se mohou pouzit jako praci prostredky.

V oboru &isticich prostredkt se vét3inou nejvice vyuziva
proteindza serinu. Vét3ina uvedenych proteinaz serinu
produkuji bakterie, zatimco ostatni proteinédzy jsou
produkovany jinymi organizmy, Jjako Jjsou houby (popisuje se
v publikaci Siezen et al., ,Homology modelling and protein
engineering strategy of subtilases, the family of subtilisin-
like serin proteases,“ Protein Engineering, Vol.4, No. 7, pp-
719-737 (1991)). Na ne3té&sti uc¢innost proteindz divokého typu,
kterou vykazuji v jejich vlastnim pfirozeném prostfedi, neni
moZné optimalizovat v umé&lém prostfedi <cisticich prosttedkil.
Charakteristiky proteinaz, jako je napriklad teplotni
stabilita, pH stabilita, oxida&ni stabilita a substratova
specifita, neni nutné optimalizovat pfi pouziti mimo p¥irozené
prostredi proteinazy.

Aby doslo ke zmé&n& aminokyselinové sekvence divokého typu

proteinéz serinu s cilem zvysit uc¢innost proteinazy
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v nepfirozeném &isticim prostfedi zvolilo se nékolik pristupa.
Tyto pristupy zahrnuji genetickou manipulaci a/nebo chemickou
Gpravu proteinadz za ucelem zvysit teplotni stabilitu a zlepSit
oxidadéni stabilitu za zcela odlisnych podminek.

Avdak protoze takové upravené proteinadzy Jjsou pro savce
cizorodé, mohou pusobit Jjako potencionalni antigeny. Jako
antigeny takové proteindzy zpusobuji u savcd imunogenni a/nebo
alergickou odezvu (coZ spada pod jeden zde uZivany vyraz
imunogenni odezva).

Navic, zatimco geneticka manipulace a chemickd uprava
proteindz Jje nejdulezitéjsi pfi pokra&ovani vyzkumu vzniku
vysoce ucinnych proteinaz pro vyuZiti v pracich prostfedcich,
takové proteinazy nenachdzeji vyuziti v prostfedcich osobni
pé¢e a u slabé pusobicich detergentt. Primdrni vyznam
nepfitomnosti téchto proteinaz v produktech, jako jsou
napfiklad mydla, gely, sprchové Sampény, Sampény na vlasy a
myci prostfedky urcené pro slabé znedidténé nadobi, je problém
precitlivélosti ¢&lovéka vuci uvedenym prostfedkim, kterad vede
k neZadouci imunitni  odezvé. Je proto nutné pripravit
prostfedek osobni péfe nebo detergent uréeny pro slabeé
znec¢isténi, které poskytuji ¢istici vlastnosti proteindz, aniz
vyvolavaji imunitni odezvu.

Imunitni odezva na proteindzy se miZe minimalizovat
imobilizaci, granulaci, potazZenim nebo rozpudténim chemicky
upravenych proteinaz, aby se zabranilo jejich rozptylu. Tyto
metody, zatimco se pouzivaji v piipadech ve vzduchu
rozptylenych proteindz, stale nezabrani nebezpeci spojenému
s kontaktem tkan& s koneénym prostredkem.

Také se navrhlo, aby se imunogennost proteindzy sniZila
zachycenim polymer na proteinazu (popisuje se naptiklad
v dokumentech patent USA ¢&. 4 179 337, (Davis et al.,
18.12.1979), petent USA ¢&. 5 856 451 (Olsen et al., Novo
Nordisk, 5.1.1999), WO 99/00489 (Olsen et al., Novo Nordisk,
7.1.1999), WO 98/30 682 (Olsen et al., Novo Nordisk,



16.7.1998) a WO 98/35 026, Von der Osten et al., 13.8.1998).
Takovy zavér vsSak nenaznac¢uje dileZitost zachycenych polymert
k urc¢itym aminokyselinovym oblastem proteindzy za ucelem, co
nejvice snizit imunogenni odezvu.

Neddvno se objevilo, Ze proteindza subtilizinu obsahuje
tfi epitopové oblasti a Ze konjugat Jjednoho nebo vice
polymerli, polypeptidl nebo Jjinych skupin mizZe byt pripojen
k jednomu nebo vice téchto oblasti, pricemZ se podstatné snizi
imunogennost proteinazy (popisuje se v dokumentu patentové
prihlasce USA ¢&. 09/088 912 (Weisgerberg et al., The Procter
and Gamble Co., 2.6.1998).

Jako alternativa zpusobu ochrany oblasti epitopt
proteinadzy subtilizinu se zjistilo, Ze Jje mozZné vyuzit
prostorové ochrany jednoho nebo vice hydrolytickych mist (to
jsou oblasti proteinazy, kde mdZe dojit k hydrolyze in vivo)
proteinazy, aby se predeSlo nebo zabranilo pfitomnosti epitopu
a sniZeni imunogennosti proteindzy. Vynalez popisuje chemicky
upravené subtiliziny, kde je chemicky upravena oblast
v sousedstvi jednoho nebo vice hydrolytickych mist. Pripravily
se proto proteindzy subtilizinu, které vyvolavaji sniZenou
imunitni odezvu a presto si zachovavaji svoji aktivitu jako
u¢innd a aktivni proteindza. Proteindzové konjugaty Jsou
vhodné pro pouZiti v nékolika typech prostfedkq, které
zahrnuji, ale nejsou omezeny na praci prostfedky, myci
prostfedky na nadobi, myci prostfedky pro silné =zneciSténé
povrchy, pletové ¢istici prostredky, vlasové Sampony,
prosttfedky urc¢ené pro uUstni hygienu a prostfedky vhodné pro

kontaktni cocky.

Podstata vynalezu

Vynalez popisuje proteinadzové konjugaty, které obsahuji
proteinazovou Cast a jednu nebo vice adiénich ¢asti, kde kazda
adic¢ni &&st je kovalentné zachycena na aminokyseliné

proteindzové Casti v poloze vybranné ze skupiny zahrnujici 13,
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14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 84, 85, 88, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 170, 186, 191, 192, 193, 194, 196, 259,
260, 261, 262 a 274 odpovidajici subtilizinu BPN", kde adic¢ni

Zasti nezavisle na sobé majl obecny vzorec

kde symbol X se vybral ze skupiny obsahujici Zadnou cast a
spojovaci ¢&ast, symbol R; se vybral =ze skupiny obsahujici
adnou C&ast, prvni polypeptid a prvni polymer a symbol R, se
vybral ze skupiny obsahujici Zadnou ¢&ast, druhy polypeptid a
druhy polymér, kde alespon Jjeden symbol =z X, R a R
predstavuje spojovaci cast.

Proteinadzové konjugaty podle vyndlezu sniZujl imunogennost
vzhledem k zakladni proteinaze. Protojsou takové proteinazove
konjugaty vhodné pro pouZiti v nékolika typech prostredku,
které zahrnuji, ale nejsou omezeny na praci prostredky,
prostfedky na myti nadobi, prostredky urc¢ené pro silné
zneidténé povrchy, prostfedky pro péci o plet, kosmetické
prostfedky, prostfedky pro ustni hygienua prostfedky urcené
pro kontaktni cocCky.

Podstatné komponenty podle vyndlezu se popisuji dale
v textu. Také jsou zahrnuty neomezujici popisy raznych nozZnych
a preferovanych sloZek, které Jje mozZné pouzZit Vv raznych
provedenich vynalezu.

Vynalez miZe dale obsahovat v podstaté libovolné =zde
popsané pozadované nebo mozné slozky a/nebo omezeni.

Viechny hodnoty vyjadfené v procentech a pomérné hodnoty
jsou vyjadreny v hmotnostnich procentech nebo jsou to poméry
hmotnosti, neni-11i uvedeno jinak. VSechna procenta se
vypo&itala na zakladé celkového prostredku, neni-1li uvedeno
jinak.

MnoZ¥stvi komponentti a sloueniny se vztahuje k aktivnimu

mnoZstvi uvedeného komponentu nebo slouceniny a neobsahuji



nedistoty, napriklad zbytkova rozpous$tédla nebo vedle]jsi
produkty, které se mohou vyskytovat v bé&Zné& dostupnych
zdrojich.

V3echny zde uvedené dokumenty zahrnujici patenty,
patentové prihladky a publikace jsou v textu citovany.

V textu jsou uvedeny obchodni Jjména materiall, které
zahrnuji, ale nejsou omezeny na enzymy. Vyndlez se neomezuje
na materidly s jistym obchodnim jménem. V proteindzovych
konjugadtech a prostfedcich Jje moZné pouZit ekvivalentni
materidly (napfiklad ty, které Jje moZné =ziskat =z ruznych
zdroja s riznym nazvem nebo s rlznym katalogovym (referencnim)
Cislem).

K popisu aminokyselin je moZné pouzit zkratky. Tabulka C.

1 poskytuje seznam zkratek.

Tabulka ¢. 1:

aminokyselina tfipismenna zkratka |jednopismenna
zkratka
alanin Ala A
arginin Arg R
asparagin Asn A
kyselina aspartova Asp D
cystein Cys C
glutamin Gln 0
kyselina glutamovéa Glu E
glycin Gly G
histidin His H
isoleucin Ile I
leucin Leu L
lysin Lys K
methionin Met M
fenylalanin Phe F
prolin Pro P




serin Ser S
threonin Thr T
tryptofan Trp W
tyrosin Tyr Y
valin Val \Y
Definice

Termin ,mutace“ znamend zm&ny genové sekvence a/nebo
aminokyselinové sekvence produkované témito genovymi
sekvencemi. Mutace zahrnuji delece, substituce a adice
aminokyselinovych zbytk( do sekvence proteinu divokého typu.

Termin ,zakladni“ znamenad protein (divokého typu nebo jeho
variantu), kterad se vyuzivd k dal3i modifikaci za vzniku
proteindzového konjugatu.

Termin ,protein divokého typu“ znamend protein, napfiklad
proteinazu nebo jeji enzym produkovany prirozené se
vyskytujicim organizmem.

Termin ,varianta proteinu“ znamend protein, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci, ktera se 1isi od sekvence
odpovidajici proteinu divokého typu.

V3echny molekulové hmotnosti polymer( se exprimuji jako
prumér molekulovych hmotnosti.

Zatimco konjugaty podle vyndlezu se neomezujl na ty, které
obsahuji subtilizin BPN” a jeho varianty, Cislovani
aminokyselin se provadi s ohledem na aminokyselinovou sekvenci
subtilizinu BPN, kterd je reprezentovdna SEQ ID NO: 1.
Aminokyselinovd sekvence subtilizinu BPN’'se dale popisuje
v publikaci Wells et al., Nucleic Acids Research, Vol. II, pp.
7911-7925(1983).

Konjugaty proteindz podle vynalezu
Konjugaty proteindz podle vynadlezu jsou slouCeniny, které

obsahuji proteinazové &asti a jednu nebo vice dalsich casti,




kde proteinazova cast a dalsi casti jsou spojeny

prostfednictvim kovalentniho spojeni (to je kovalentni vazba).

Proteindzové c&asti

Proteindzové ¢asti Jjsou proteindzy podobné subtilizinu,
bud divokého typu nebo jeho varianty. Termin ,proteinéaza
podobnd  subtilizinu® znamena proteinéaza, kterd vykazuje
alespon 50 % a preferuje se 80 % shodu aminokyseliny se
sekvencemi subtilizinu BPN’. Proteindzy podobné subtilizinu
divokého typu produkuji napfriklad mikroorganizmy Bacillus
alcalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
amylosaccharicus, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus a
Bacillus subtilis. Serinové proteindzy podobné subtilizinu a
jejich homology se popisuji v publikaci Siezen et al.,
,Homology modelling and protein engineering strategy of
subtilases, the family of subtilisin-like serine proteases™,
Protein Engineering, Vol. 4, No. 7, pp. 719-737 (1991).

Preferované proteindzové c¢asti vhodné pro pouziti zahrnuji
napriklad ty ziskané z mikroorganizmu Baccillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis a Bacillus subtilis,
dadle subtilizin BPN, subtilizin Carlsberg, subtilizin DY,
subtilizin 309, proteindzu K a termitdzu, dale A/S Alcalase®
(bézné dostupné u firmy ©Novo Industries, Kodan, Dansko),
Esperase® (Novo Industries), Savinase® (Novo Industries),
Maxatase® (b&Zné& dostupné wu firmy Genencor International
Inc.), Maxacal® (Genencor International 1Inc.), Maxapem 15®
(Genencor International 1Inc.) a Jejich wvarianty. Zvlaste
preferované proteindzové c&a&sti vhodné pro pouziti zahrnuji ty
ziskané z mikroorganizmu Bacillus amyloliquefaciens a Jjejich
varianty. Nejvice preferované proteinazové casti jsou
subtilizin BPN® a jeho varianty.

Zv1asté preferované varianty subtilizinu BPN’, které se

zde nazyvaji ,proteindza A“ se popisuji v patentu USA ¢. 5 030



378 (Venegas, 9.7.1991). Tyto slouCeniny jsou charakterizované

aminokyselinovou sekvenci BPN's nédsledujicimi mutacemi:

(a) Aminokyselina Gly v poloze 166 se substituuje
aminokyselinovym zbytkem vybranym z Asn, Ser, Lys, Arg,
His, Gln, Ala a Glu. Aminokyselina Gly v poloze 169 se
substituovala aminokyselinou Ser a aminokyselina Met
v poloze 222 se substituovala aminokyselinovym zbytkem
vybranym z aminokyselin Gln, Phe, His, Asn, Glu, Ala a
Thr nebo

(b) aminokyselina v poloze 160 se substituovala
aminokyselinou Ala a aminokyselina Met v poloze 222 se
substituovala aminokyselinou Ala.

Navic pouzivané preferované varianty subtilizinu
BPN nazvané ,proteinazy B“ se popisuji v dokumentu EP 251 446
(Genencor International, Inc., 7.1.1988). Tyto 1latky Jsou
charakterizované aminokyselinovou sekvenci subtilizinu
divokého typu BPN's mutacemi v jedné nebo vice z nasledujicich
poloh: Tyr21, Thr22, Ser24, Asp36, Alad5, Ala48, Ser49, Met50,
His67, Ser87, Lys94, Val95, Gly97, Serl0l, Glyl02, Glyl03,
Ilel07, Gly110, Metl124, Glyl27, Glyl28, Prol29, Leul35,
Lys170, TyrlTl, Prol72, Aspl97, Metl99, Serz204, Lys213,
Tyr214, Gly215 a Ser221 nebo ve dvou nebo vice polohéach
uvedenych shora v textu kombinovanych s jednou nebo vice
mutaci v polohé&ch vybranych =z Asp32, Ser33, Tyrl04, Alal52,
asnl55, Glulb56, Glyleée6, Glyl69, Phel89, Tyr2l7 a Met222.

Jiné preferované varianty subtilizinu  BPN’ nazvane
,proteinadzy C“ se popisuji v dokumentu WO 95/10 615 (Genencor
International inc., 20.4.1995). Tyto sloucCeniny jsou
charakterizované aminokyselinovou sekvenci subtilizinu BPN’
divokého typu s mutaci v poloze Asn76 v kombinaci s mutacemi
v jedné nebo vice Jjinych poloh vybranych =z Asn99, SerlOl,
G1lnl03, tyrl04, Serl05, Ilel07, Asnl09, Asnl23, LeulZ2eo,
Glyl27, Glyl28, Leul35, Glulb6, Glylee, Glul95, Aspl97,



Ser204, Gln206, Pro210, Ala2l6, Tyr2l7, Asn2l8, Met222,
Ser260, Lys265 a AlaZid.

Jiné preferované varianty subtilizinu  BPN’ nazvane
,proteinazy D% se popisuji v patentu USA 4 760 025 (Estell et
al., 26.7.1988). Sloucenina jsou charakterizované
aminokyselinovou sekvenci subtilizinu BPN" divokého typu
s mutacemi v jedné nebo vice poloh aminokyselin vybranych ze
skupiny obsahujici Asp32, Ser33, Hiso64, Tyrl04, Asnlb55,
Glul56, Glylé6, Glyl69, Phel89, Tyr2l7 a Met222.

Vyhodn&jsi proteindzové <¢asti se vybraly ze skupiny
obsahujici Alcalase®, subtilizin BPN’, proteinazu A,
proteinéazy B, proteinézu C a proteinazu D, pricemz
nejvyhodnéjsi je proteinaza D.

Proteinazové casti obsahuji alespon dveé pocatecni
hydrolytickd mista nebo oblasti proteindzové c¢asti, ktera je
zv143té nachylnd k hydrolyze in vivo. Oblast, kterda je nejvice
nachylna k hydrolyze 1in vivo, odpovidd poloham aminokyselin
160 a? 165, které odpovidaji subtilizinu BPN'. Jind oblast
nachylnd k hydrolyze in vivo, jsou polohy aminokyselin 19 a
20, které odpovidaji subtilizinu BPN". Zjistilo se, Ze tato
hydrolytickd mista jsou chranéna pfed hydrolyzou a tak pred
expozici epitopll kovalentnim pfipojenim Jjedné nebo vice
daldich ¢&asti k aminokyselin& proteindzové Casti v poloze
vybrané z poloh 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 84, 85, 88,
158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 170, 186, 191, 192,
193, 194, 196, 259, 260, 261, 262 a 274, které odpovidaji
subtilizinu BPN’. Takové polohy se spoleé¢né nazyvaji ,polohy
ochrany hydrolytickych mist™.

Polohy se s vyhodou vybraly s poloh 13, 14, 15, 16, 18,
19, 20, 21, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 170, 186,
191, 192, 193, 194, 196, 259, 260, 261 a 262, které odpovidajil
subtilizinu BPN’. Vyhodné&jsi Jje, kdyZz se polohy vybraly
z poloh 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 170, 186, 191, 192, 193, 194, 196, 259, 260,



261 a 262, které odpovidaji substilizinu BPN'. Vice se
preferuji polohy vybrané z poloh 18, 19, 20, 21, 158, 159,
160, 161, 162, 163, 164, 165, 170, 186, 191, 192, 193, 194,
195, 196, 259, 160, 261 a 262, které odpovidaji subtilizinu
BPN'. Dokonce vice se preferuje, kdyZz se polohy vyberou
z poloh 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 170, 186, 191,
192, 193, 194, 196, 259, 260, 261 a 262, které odpovidaji
subtilizinu BPN'. V této skupiné se polohy prednostné vybraly
ze skupin 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 170, 191,
192, 193, 194, 261 a 262, které odpovidaji subtilizinu BPN’.
Vice se preferuje, kdyZ se polohy vybraly z poloh 158, 159,
160, 161, 162, 163, 164, 192, 193, 194, 261 a 262, které
odpovidaji subtilizinu BPN". Nejvyhodné&jsi polohy se vybraly
z poloh 160, 161, 162, 163 a 261, které odpovidaji BPN".

V preferovaném provedeni podle vyndlezu proteinazové cCasti
obsahuji upravenou sekvenci zakladni aminokyselinové sekvence.
7zdkladni aminokyselinova sekvence miZe byt libovolna ze shora
uvedenych proteindz se stejnymi preferovanym omezenim, jak se
popisuje shora v textu. V jednom provedeni se zakladni
aminokyselinova sekvence substituovala v jednom nebo vice
zakladnim aminokyselinovém zbytku aminokyselinou za vzniku
proteindzové &asti, kterd je vhodnd pro zachyceni jedné nebo
vice adi&nich ¢asti. V souladu s vyndlezem je mozné substituci
provést v jedné nebo vice chranicich polohdch hydrolytickych
mist. Chrénici polohy hydrolytickych mist a preferovana
omezeni se popisuji shora v textu.

Za ucelem dosahnout selektivniho zachyceni v jedné nebo
vice chranicich poloh hydrolytickych mist Jjedné nebo vice
adi¢nich Casti k Casti proteindzy se substituce provede
substituéni aminokyselinou, kterd neni pritomna v zdkladni
aminokyselinové sekvenci. Proto Jje moZné pouzit libovolnou
substituéni aminokyselinu, ktera Jje jedine¢nd v piipadé
zakladni aminokyselinové sekvence. Protoze napfiklad

cysteinovy zbytek se nevyskytuje v aminokyselinové sekvenci



divokého typu subtilizinu BPN’, je vhodna substituce
subtilizinu BPN’~ s jednim nebo vice cysteinovymi zbytky
v jedné nebo vice chréanicich polohdch hydrolytického mista.
JestliZze se cysteinovy zbytek objevi v poloze jiné neiZi je
chrdnici poloha hydrolytického mista zdkladni aminokyselinové
sekvence, Jje vyhodné substituovat jiny aminokyselinovy zbytek
v kazdé =z té&chto poloh, aby se umoZnilo selektivni parovani
s jednou nebo vice adic¢nich casti v chréanici poloze
hydrolytického mista. Cystein je nejvyhodnéjsi aminokyselina
pro substituci v jedné nebo vice ochranicich polohach
hydrolytického mista.

Jinou preferovanou substitu¢ni aminokyselinou je lyzin.
V pripad&, Ze substituéni aminokyselina je lyzin, preferuje se
mutovat lyzinové zbytky, které se vyskytuji v polohach jinych
nez je chrénici poloha hydrolytického mista zdkladni
aminokyselinové sekvence, na jiny aminokyselinovy zbytek tak,
Ye funkce jednoho nebo vice 1lyzinovych zbytkd v chranici
poloze hyrolytického mista je selektivni. Lyzinovy zbytek se
napfiklad objevil v poloze 170 subtilizinu BPN’, kterd tvofi
chranici polohu hydrolytického mista, Jjak se definuje shora
v textu. MaZe byt provedena mistné selektivni mutace v3ech
ostatnich lyzinovych zbytkll  vyskytujicich se v sekvenci
subtilizinu BPN”’ nasledovana selektivni funkcionalizaci
lyzinového zbytku v poloze 170 s adiéni c¢asti. V jiném pripadé
aminokyselinové zbytky v libovolnych chrénicich polohéach
hydrolytického mista se mohou mutovat napfiklad na lyzin, pak
nasleduje selektivni funkcionalizace v uvedenych polohach

adic¢ni Z&asti.

Adi¢ni c¢asti

Proteinazové konjugaty podle vyndlezu obsahuji jednu nebo
vice adidénich &asti, kde kazdd adicéni cast Jje kovalentné
pripojena k jednomu aminokyselinovému zbytku v chranici poloze

hydrolytického mista. Adi&ni &ast miZe byt libovolnad chemicka



struktura. Upfednostfiuje se, kdyZ adi¢ni Ccéasti prostorove
brani chréanici polohu hydrolytického mista, ke které Jjsou
pripojeny, nebo libovolnou jinou chranici polohu
hydrolytického mista, jak se definuje shora v textu. Neomezené
priklady takovych adiénich ¢&asti zahrnuji organické molekuly,
které maji molekulovou hmotnost mensi neZ je priblizZne 1 600,
uprednostiuje se molekulovd hmotnost niZ3i nez Jje pribliZné
800, vyhodn&jdi je molekulovd hmotnost niZ$i neZ pfibliZné 400
a nejvyhodnéjdi je molekulovd hmotnost niZsi neZ priblizneé
300. Mohou to byt polypeptidy a polymery. Termin ,polypeptid"
znamend molekulu obsahujici dva nebo vice aminokyselinovych
zbytktl. Termin ,polymer“ =znamend libovolnou molekulu, ktera
obsahuje dvé& nebo vice shodnych monomernich (uprednostniuje se
pét nebo vice shodnych) jednotek.

Adi¢ni Cast ma prednostné obecny vzorec

kde symbol X se vybral ze skupiny obsahujici Zadnou cast a
spojovaci ¢&ast, symbol R; se vybral =ze skupiny obsahujici
z4ddnou cast, prvni polypeptid a prvni polymer a symbol R, se
vybral ze skupiny obsahujici Zadnou ¢ast, druhy polypeptid a
druhy polymér, kde alespon jeden symbol 2z X, R a R
pfedstavuje spojovaci cast.

Je vyhodné, kdyz proteindzové konjugdty obsahuji pribliZné
1 az 15 adicénich ¢&asti, vyhodnéjdi je pfibliZné 2 az 10
adi&nich ¢&sti a nejvyhodné&jsi Jje pribliZzné 1 aZz 5 adicnich
Céasti.

Kdy symbol R; a R, Jje kazdy nezdvisle na sobé
polypeptidova nebo polymerova c&ast, symbol R; a R, miZe byt
shodny nebo odlidny. Vyhodné je, v pfipadé, Ze symbol Ry je
polypeptidova &ast, symbol R, se vybral ze skupiny zahrnujici

7adnou CGast a polypeptidovou ¢ast a nejvice se preferuje Zadna
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Cast. Nejvice se preferuje, kdyz symbol R; Jje polypeptidova
¢ast, pak symbol R, se vybral ze skupiny zahrnujici Zadnou c&ast
a shodnou polypeptidovou ¢&st a nejvyhodnéjsi je kdyZ symbol R;
nepfedstavuje Zadnou <cast. Vyhodné Jje, kdyzZz symbol R; je
polymerové cast, symbol R, se vybral ze skupiny
zahrnujici zadnou c¢a&st a shodnou polymerovou cast. V pripadé,
Ze alespon jeden ze symbolt R; a R, je prvni polymer respektive

druhy polymer, pak symbol X je s vyhodou jiny neZ Zadna Cast.

Polypeptidové Céasti

Zde popsané polypeptidové ¢asti zahrnuji ty, které
obsahuji dvé nebo vice aminokyselinovych zbytkl. Preferované
polypeptidové ¢a&sti se vybraly =z protein®i, které zahrnuji
enzymy. Preferované enzymy zahrnuji proteinazy, celuléazy,
lipazy, amylazy, peroxidazy, mikroperoxidazy, hemicelulézy,
xylynazy, fosfolipazy, esterézy, kutinazy, pektinazy,
keratindzy, reduktdzy (zahrnujici napriklad reduktazu NADH),
oxidazy, fenoloxidazy, lipoxygenazy, ligninazy, pululanazy,
tanazy, pentosanazy, malandzy, b-glukanazy, arabinosidazy,
hyaluronidéazy, chondroitinédzy, laktazy, transferdzy, izomerdzy
(zahrnujici napriklad isomerazu glukdézy a xyldzy), 1lyazy,
ligazy, syntetazy a enzymy pochdzejici 2z ovoce (zahrnujici
napriklad papain). Vice preferované enzymy vhodné pro pouzZiti
jako polypeptidové ¢asti  zahrnuji proteinazy, celulazy,
amylazy, lipazy a enzymy pochazejici z ovoce, pricemZ vice se
preferuji proteinazy.

Priklady 1lipaz vhodnych pro pouZiti jako polypeptidové
¢&sti zahrnuji ty ziskané z nésledujicich organizmG: Humicola,
Pseudonomas, Fusarium, Mucor, Chromabakterium, Aspergillus,
Candida, Geotricum, Penicillium, Rhizopus a Bacillus.

Priklady komerénich 1lipaz =zahrnuji Lipolase®, Lipolase
Ultra®, Lipozyme®, Palatase®, Novozym4 35® a Lecfitase®

(vSechny uvedené prostredky jsou bézZné dostupné od firmy Novo
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Nordisk, Kodafi, Dansko), Lumafast® (béZné dostupné u firmy
Genencor, Int., Rochester, NY) a Lipomax® (Genencor, Int.).

P¥iklady proteinaz vhodnych pro pouziti jako polypeptidové
Zasti, kterd zahrnuje serinové proteindzy, chymotripsin a
enzymy typu elastazy. Nejvice preferované protienazy vhodné
pro pouziti jako polypeptidova  C&ast zahrnuji serinové
proteinéazy, jak se definovaly shora v textu v sekci
,proteindzové &asti™.

Nejvice se preferuje, kdyZz polypeptidovd cast je serinova
proteindza pak polypeptidovd Ccast nese nezavisle definici
proteindzové ¢&asti, Jjak se popisuje shora v textu. Jak se
popisuje shora v textu polypeptidova cast ma upravenou
aminokyselinovou sekvenci zakladni aminokyselinové sekvence,
kde k upravé do3lo v jedné nebo vice chranicich poloh
hydrolytického mista, jak se popisuje shora v textu (zakladni

aminokyselinovd sekvence se zde oznafuje jako druha zakladni

aminokyselinova sekvence) . V tomto pripadé jedna ze
spojovacich Césti (kde existuje spojovaci cast) nebo
proteinazova cast (kde neexistuje spojovaci cast) je

kovalentné zachycena na polypeptidové ¢&asti prostfednictvim
jedné ze substituc¢nich aminokyselin  pritomnych v jedné
z ochrannych poloh hydrolytického mista polypeptidové cCasti.
V pfipad&, Ze polypeptidova <&ast Jje serinova proteinaza,
stejnd preferované, vice preferované a nejvice preferovane
fazeni do skupin chranicich poloh hydrolytického mista se
aplikuje zplsobem popsanym shora v textu v pfipadé& proteinaz a
jejich odpovidajicich zakladnich aminokyselinovych sekvenci.

V pripadé&, Ze polypeptidovd ¢ast je serinova proteinaza,
polypeptidova ¢&st a proteindzova cast Jsou ekvivalentni
Gasti. v tomto ptripad& polypeptidovd Cast a proteindzova cast
se prednostné zachycuji pfes disulfidovy mistek, kde symbol X
nepredstavuje 2zadnou &ast a nejvice se preferuje, kdyz symbol

R, nepredstavuje zZadnou cCast.
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Polymerové casti

Adi¢ni ¢&asti mohou obsahovat polymerové casti. Termin
polymerova c¢ast znamend libovolnou molekulu, kterda obsahuje
dvé nebo vice shodnych (pfednostné pét nebo vice) monomernich
jednotek. Priklady vhodnych polymernich casti zahrnuji
polyalkylenoxidy, polyalkoholy, polyvinylalkoholy,
polykarboxyléaty, polyvinylpyrrolidony, celuldzy, dextrany,
Skroby, glykogeny, agardézy, gquarovy polysacharid, pululan,
inulin, xantamova guma, karagenan, pektin, hydrolyzéaty
kyseliny alginové a hydrozylaty chitosanu. Preferované
polyalkylenoxidy zahrnuji polyethylenglykoly, methoxypoly-
ethylenglykoly a polypropylenglykoly a polypropylenglykoly.
Preferované dextrany zahrnuji karboxymethyldextrany.
Preferované celuldézy zahrnuji methylceluldzu, karboxymethyl-
celuldézu, ethylceluldzu, hydroxyethylceluldzu, karboxyethyl-
celuldzu a hydroxypropylceluldézu. Preferované Skroby zahrnuji
hydroxyethylové Skroby a hydroxypropylové Skroby. Vice
preferované polymery jsou polyalkylenoxidy. Nejvice
preferované polymerni c¢asti je polyethylenglykol.

V pripadé, zZe kazdy ze symbold R; a R, nezavisle na sobé
jsou polymerni ¢asti, symbol R; a R, vykazuji celkovou
molekulovou hmotnost (to znamend molekulovou hmotnost symbolu
R; plus molekulovou hmotnost symbolu R;) ptibliZné& 0,2 kbDa aZ
priblizn& 40 kDa, vice se preferuje p¥ibliZné& hodnota 0,5 kDa
az 40 kDa, dokonce vice se preferuje hodnota pfiblizZné 0,5 kDa
az 20 kDa a nejvice se preferuje hodnota od 1 kDa az 10 kDa.

V pripadé, Ze symboly R; a R; jsou kaZdy polymerova cast,
kazdy symbol R; a R, nezadvisle vykazuje hodnotu molekulové
hmotnosti p#¥ibliZné 0,1 kDa aZ pribliZzné& 20 kDa, vice se
preferuje hodnota od 0,25 kDa az ptriblizné 20 kDa, dokonce
vice se preferuje hodnota od 0,5 kDa aZ prfiblizné& 10 kDa a
nejvice se preferuje hodnota od pfiblizZné 0,5 kDa aZ pribliZné

5 kDa.
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V ptripadé&, Ze kazdy symbol Ry a R, je polymerova cCast,
pomé&r molekulovych hmotnosti symbolu R; aZ R; Jje prednostné
v rozmezi od 1:10 aZz pfiblizné 10:1, vice se preferuji poméry

1:5 aZ 5:1, ale nejvice se preferuji poméry 1:3 az 3:1.

V pripadé&, Ze symbol R; je polymerovd cast a symbol R
nepredstavuje Zadnou c¢ést, symbol R; prednostné ma molekulovou
hmotnost pfiblizn& 0,1 kDa az 40 kDa, vice se preferuje
hodnota priblizné& 0,5 kDa aZ 40 kDa, dokonce vice se preferuje
hodnota priblizné& 0,5 kDa az 20 kDa a nejvice se preferuje

hodnota pf¥ibliZné 1 kDa az 10 kDa.

Spojovaci céasti

Symbol X nepfedstavuje Zzadnou <¢ést nebo predstavuje
spojovaci ¢&ast, kterd je kovalentné zachycena na jedné nebo
vice polypeptidovych ¢asti a/nebo na Jjednu nebo vice
polymernich Casti, a Jje také kovalentné prichycena na
aminokyselinovém zbytku jedné z chranicich poloh
hydrolytického mista proteinadzové <&asti. Spojovaci cast muzZe
byt v obecném ptipadé 1libovolnad mald molekula, to znamena
molekula, kterd mad molekulovou hmotnost men3i neZ je pribliZné
1 600, uprednostifiuje se nizZz3i neZ priblizZné 800, vice se
upfednostiuje méné neZ pfiblizné 400 a vice se upfednostnuje
méné& ne? priblizné& 300. Nejvice preferované spojovaci casti
zahrnuji ty, které Jjsou schopny se kovalentné vazat na
cysteinovy zbytek nebo lyzinovy zbytek, pificemz vyhodny Jje
cysteinovy zbytek.

Priklady spojovacich ¢&astli se popisuji v dokumentech
patent USA &. 5 446 090 (Harris, 29.8.1995), patent USA &. 5
171 264 (Merrill, 13.12.1992), patent USA &. 5 162 430 (Rhee
et al., 10. 11.1992), patent USA ¢. 5 153 265 (Shadle et al.,
6.10.1992), patent USA &. 5 122 614, (Zalipsky, 16.6.1992,
Goodson et al., ,Site -directed pegylation of recombinant
interleukin-2 at itsglycosylation site“ Biotechnology, Vol.8,

No.4, pp. 343-346 (1990)), Kogan, ,The synthesis of



17

substituted methoxy-poly(ethylenglycol) derivatives suitable
for selective protein modification™, Synthetic Communications,
Vol. 22, pp. 2417-2424 (1992) a Ishii et al., ~Effects of the
state of the succinimido-rong on the fluorescence and
structural properties of pyrenemaleimide-labeled aa-
tropomyosin®, Biophysical Journal, Vol. 50, pp.75-80 (1986).
Nejvice preferovanou spojovaci casti je substituovany
(napfiklad alkylem) nebo nesubstituovany sukcinimid.

Jako pfiklad se mohou pouZit daldi nelimitujici ¢inidla za
vzniku spojovaci &asti: ester N-[alfa-maleimidoacetoxy]sukci-
nimidu, N-5-azido-2-nitrobenzoaloxysukcinimid, bismaleimido-
hexan, ester N-[beta-maleimidopropyloxy]lsukcinimidu, bis[2-

- (sukcinimidyloxykerbonyloxy)ethyl]lsulfon, bis[sulfosukcinimi-
dyl]suberat, 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzen, dimethyladipimat
2 HCl, dimethylpimelimidé&t . 2HCl, dimethylsuberimat . 2
HC1l, disukcinimidylglutarat, disukcinimidylsuberat, ester
m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidu, N-hydroxysukci-
nimidyl-4-azidosalicyklicka kyselina, N-sukcinimidyl-6-[4"-
-azido-2 -nitrofenylamino]hexanodt, N-hydroxysukcinimidyl,
2,3-dibromopropionat, sukcinimidyl, 4-([N-maleimidomethyl]cy-
klohexan-1l-karboxylat, sukcinimidyl-4-(p-maleimidofe-
nyl)butyrat, sukcinimidyl-6-[ (beta-maleimidopropionami-
do)hexanoat], bis[2-(sulfosukcinimidyloxykarbonyl-
oxy)ethyl]sulfon, ester N-[beta-maleimidobutyryloxy]su-
kcinimidu, N-hydroxysulfosukcinimidyl-4-azidobenzoat, ester N-
—[kappa—maleimidoundekanoyloxy]sulfosukcinimidu, ester m-
-maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfosukcinimidu, sulfosukcinimi-
dyl[4-azidosalicylamido]hexanoat, sulfosukcinimidyl-7-azido-4-
-methylkumarin-3-acetat, sulfosukcinimidyl-6-{4 -azido-2 -ni-
trofenylamino])hexanoat, sulfosukcinimidyl-4-[p-azidofenyllbu-
tyrat, sulfosukcinimidyl(4-jodoacetyl]aminobenzoat, sulfo-
sukcinimidyl—4—[N—maleimidomethyl]cyklohexan—l—karboxylét a

sulfosukcinimidyl-4- (p-maleimidofenyl)butyrat. Kazdy z téchto
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¢inidel je b&zZné& dostupny u firmy Pierce Chemical Co.,

Rockford, IL.

Dalsi mozZné Casti

Proteindzovy konjugadt miZe navic obsahovat jednu nebo vice
jinych chemickych struktur, které zahrnuji (napfiklad) jednu
nebo vice malych molekul polypeptidl a/nebo  polymeru
zachycenych na jinych  zbytcich proteindzy nebo dokonce
v poloze chranici hydrolytické misto, kterd ne nese adicni
Cast (zde se oznac¢uje jako ,doplinkova ca&st™). Doplnkové casti
mohou zahrnovat ©polypeptidové ¢&asti, polymerové ¢éasti a
spojovaci casti, jak se popisuji shora v textu. Navic
naptiklad jeden nebo vice polymert (nejvice se preferuje
polyethylenglykol), ktery ma molekulovou hmotnost pfibliZné
100 Da az 500 Da, s vyhodou ptribliZné& 100 Da aZ 2 000 Da, vice
se preferuje 100 Da aZz 1 000 Da, stédle vice se preferuje 100
Da az 750 Da a nejvice se preferuje 300 Da, se mizZe kovalentné
zachytit na proteindzovou ¢ast na zbytku jiném neZ jsou zde
uvedené. Takové polymerové c¢asti se mohou primo zachytit na
proteindzové ¢&asti v libovolné poloze proteinazové casti za
pouziti zde popsanych postupd stejné jako téch, které jsou
dobfe znamy v oboru (zahrnujici zde popsané spojovaci casti).
Neomezujici pfiklady konjugace polymeru tohoto volitelného
typu se popisuje v dokumentu WO 99/00849 (Olson et al., Novo
Nordisk A/S, 7.1.1999).

Zpusob piipravy

Pfipravily se proteinazové <¢asti vykazujici substituci
v jedné nebo vice chréanicich poloh hydrolytického mista (nebo
v libovolné jiné poloze ¢asti) mutaci nukleotidovych
sekvencich, které kéduji zakladni aminokyselinovou sekvenci.
Takové metody jsou dobfe znamy v oboru a neomezujici priklady

takovych metod jsou popséany dale v textu:
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Fagemid (pSS-5) obsahujici gen substilizinu BPN divokého
typu (popisuje se v publikaci Mitchison, C. and J.A.Wells,
,Protein Engineering of disulfide bonds in subtilisin BPN,"
Biochemistry, Vol. 28, pp. 4807-4815 (1989) se transformoval
do mikroorganizmu Escherichia coli dut-ung kmen CJ23.
Jednoteté&zcové templatové DNA obsahujici wuracil vznikla za
pouziti pomocného fagu VCSM13 (popisuje se v publikaci Kunkel
et al., ,Rapid and efficient sitespecific mutagenesis without
fenotypic selections,™ Methods in enzymology, vol 154, pp.367-
382 (1987), ktery se upravil zpusobem popsanym v publikaci

Yuckenberg et al., ,Site-directed in vitro mutagenesis using

uracil containing DNA a phagemid vectors, ™ Directed
mutagenesis - A practical approuch, McPherson, M. J. ed., pp.
27-48 (1991). Primer site-directed mutagenesis modified from

the method disclosed in Zoller, M. J., and M. Smith,
,Oligonucleotide - directed mutagenesis using M13 - derived
vectors: An efficient and general procedure for the production
of point mutations in any fragment of DNA,“ Nucleic Acids
Research, Vol. 10, pp. 6487-6500 (1982) se pouziva k produkci
vSech mutantl (jako se popisuje v publikaci uvedené shora
v textu Yuckenberg et al., ,Site-directed in vitro mutagenesis
using uracil containing DNA a phagemid vectors,” Directed
mutagenesis - A practical approuch, McPherson, M. J. ed., pp.
27-48 (1991)).

Oligonukleotidy se pripravily pouzitim syntetizéru pro DNA
typ 380 B (vyroben firmou Applied Biosystems Inc.). Produkty
mutac¢nich reakci se transformovaly do mikroorganizmu
Eschrichia coli kmene MM294 (uloZeného v instituci American
Type Culture Collection E. coli 33626). VSechny mutace se
potvrdily sekvenaci DNA a izolovand DNA se transformovala do
expresivniho kmene Bacillus subtilis PG632 (popisuje se
v publikaci Saunder et al., ,Optimization of the Signal-
sequence cleavage site for secretion from Bacillus subtilis of

a 34-amino acid fragment of human parathyroid hormone,“ Gene,
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Vol. 102, pp. 277-282 (1991) and Yang et al., ,Cloning of the
Neutral protease gene of Bacillus subtilis and the use of
cloned gene to create an in vivo - derived deletion mutation,™
Journal of Bacteriology, Vol. 160, pp. 15-21 (1984).

Fermentace probih& néasledujicim zpisobem. Bunky Bacillus
subtilis (PG632) obsahujici proteinadzu se kultivovaly do
stfedni logaritmické faze v kultufe o objemu jednoho litru
kultivadniho média LB, které obsahuje 10 g/1 glukdzy a
inukolovala se do fermentdtoru Biostat C (vyrobeny firmou
Braun Biotech, Inc., Allentown, PA) v celkovém objemu 9 litra.
Fermentacéni médium obsahuje kvasinkovy extrakt, hydrolyzat
kaseinu, rozpustny castec¢né hydrolyzovany Skrob (Maltrin M-
250), ¢&inidlo branici tvofeni pény, pufry a stopové mnoZstvi
minerallt (popisuje se Vv publikaci "Biology of Bacilli:

A}

Applications to Industry,“ Doi, R. H. and M. McGloughlin, eds.
(1992)). Bé&hem fermentace se pH kultivaéniho média udrZovala

na hodnot& 7,5. Za ucelem selekce na zakladé rezistence na

antibiotika se pridal kanamycin (50 pg/ml). Bunky se nechaly
kultivovat po dobu 18 hodin pfi teploteé 37 °C do té doby, kdy
hodnota absorbance pfi vlnové délce 600 nm dosdhla hodnoty
priblizZné& 600 a pak se shrom&zdil produkt.

Fermentadni médium prodlo dalsimi kroky, aby se ziskala
¢istad proteinaza. Bunky mikroorganizmu Bacillus subtilis se
odstranily =z kultivaéniho média tangenciélnim tokem proti
membrand o velikosti péra 0,16 pm. Koncentrace kultivacniho
média bez bunék se pak zvySila ultrafiltraci pfes membranu,
kterd oddéluje molekuly s molekulovou hmotnosti 8 000. pH se
pak upravilo na hodnotu 5,5 koncentrovanym pufrm MES (2-(N-
-morfolin)ethansulfonovd kyselina). Proteinaza se dale ¢isti
chromatografii s vymé&nou kationti na S sefardze a eluuje se
gradientem NaCl (Scopes, R. K., ,Protein purification
Principles and Practice ,“ Springer-Verlag, New York (1984) .

Test pNA (popisuje se v publikaci DelMar et al.,
Analytical Biochemistry, Vol. 99, pp. 316 - 320 (1979)) se
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pouzival ke stanoveni koncentrace aktivni proteinazy v pripade
frakci ziskanych béhem eluce gradientem. Tento test méri
rychlost, kterou se uvolnuje p-nitroanilin pfi hydrolyze
rozpustného syntetického substratu proteinazou, sukcinyl-
alanin-alanin-prolin-fenylalanin-p-nitroanilin (sAAPF-pNA) .
Rychlost produkce Zluté barvy =z hydrolytické reakce se mérila
pfi 410 nm na spektrofotometru a je primo umérnd koncentraci
proteindzové c¢asti. Navic méreni absorbance pri vlnové délce
280 nm se pouzilo ke stanoveni celkové koncentrace proteinu.
Pomér aktivni proteinadza/celkovy protein udava Cistotu
proteindzy a pouZivd se pfri identifikaci frakci, které se pak
spojl a vznikd zasobni roztok.

Aby se =zabranilo autolyze béhem uchovavani proteinzy,
pridad se do frakci, které se ziskaly z chromatografické kolony
stejnd hmotnost propylenglykolu. Po ukoné¢eni procesu c¢isténi
se kontroluje Cistota zasobniho roztoku proteindzy pouZitim
SDS-Page (elektroforéza na polyakrylovém gelu za pouZiti SDS)
a absolutni koncentrace enzymu se stanovila prostfednictvim
metody titrace aktivniho mista za pouZiti inhibitoru trypsinu
typu II-T pochazejiciho z bilku vejce krocana (vyrabi firma
Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri).

P¥i pripravé pro pouziti se k odstranéni propylenglykolu
ze zasobniho roztoku proteindzy pouZila kolona, kterd deli
latky na =zakladé velikosti molekul (Sephadex-G25, Pharmacia,
Piscataway, New Jersey) a vymé&nil se pufr. Pufr MES v zasobnim
roztoku enzymu se vyménil za roztok 0,01 M KH;PO; s hodnotou pH
5,5.

Pripravené proteinazy je moZné vyuzit k funkcionalizaci
jedné nebo vice adi¢nich ¢éasti za vzniku proteinadzového
konjugatu. Prekurzor adic¢ni casti (prekurzor adiéni casti
reaguje S prekurzorem proteinazové ¢asti za vzniku
proteinazového konjugdtu, ktery je obsaZen v adiéni casti a
v proteindzové ¢&sti) se prednostné aktivuje, aby se zvysila

reaktivita s prekurzorem proteinazové casti. Zpusob takove
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aktivace je dobfe zndm v oboru. Neomezujici priklady takovych
metod pfipravy proteindzového konjugadtu se popisuji déale

v textu.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1:

Oﬁ S~ i :
by e
H,C n
(6] / NH\/N
+ — H;C n 0]
(6]
SH

Proteinéaza obsahujici cysetinovy zbytek v jedné
z chranicich poloh hydrolytického mista je spojena
s polymerovou casti podle shora uvedeného schématu za pouzZiti
nidsledujici metody (kde symbol P reprezentuje proteinazovou
Cast bez thiolové skupiny, kterd vznikad substituci cysteinu a
symbol n Jje pocet opakujicich se monomernich jednotek
polyethylenglykolu (napfriklad symbol n = 77).

Pf¥ipravila se varianta subtilizinu BPN"~ vykazujici
substituci leucinu za tyrozin v poloze 217 a substituci
cysteinu za serin v poloze 161. Dosadhla se koncentrace
priblizné 2 mg/ml varianty v fosfatovém pufru (pH 5,5).
Hodnota pH se pak upravila na hodnotu 7,5 redénym roztokem
hydroxidu sodného. Varianta se smichala s monomethyl-
polyethylenglykolmaleimidem v poméru 25 : 1, pricemZ varianta
je v nadbytku. Po jedné hodiné michdni p¥i teploté okoli se
hodnota pH smési upravila na hodnotu 5,5 fedénou kyselinou
fosforec¢nou a filtraci pres molekuldrni ultrafiltr se

odstranil nadbytedny polymer. Koncentrat obsahuje ¢idtény

proteindzovy konjugat.

Priklad 2:
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Proteindzové casti obsahujici cysteinovy zbytek v jedné
z chranicich poloh hydrolytického mista je spojena s polymerni
&asti podle shora uvedeného schématu za pouziti nasledujici
metody (kdy symbol P znamend proteinazovou cast bez thiolové
skupiny, kterd vznika substituci cysteinu a symbol n je pocet
opakujicich se monomernich jednotek kazdého polyethylenového
glykolu (napfiklad symbol n ma& hodnotu 77).

Pfipravila se varianta substilizinu BPN" se substituci
leucinu za tyrozin v poloze 217 a se substituci cysteinu za
fenylalanin v poloze 261. Koncentrace varianty ve
fosfore&nanovém pufru (pH 5,5) je pfiblizZné& 2 mg/ml). Hodnota
pH se pak zvy3ila na hodnotu 7,5 Fedénym hydroxidem sodnym.
Varianta se smichala s dimethylpolyethylenglykolmaleimidem
v pomé&ru 25 : 1, kdy varianta je v nadbytku. Po jedné hodiné
michani pfi teplot& okoli se pH smési upravilo na hodnotu 5,5

fedénou kyselinou fosfore¢nou a smés se filtrovala pkes
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molekularni filtr, ktery odd&li molekuly urcité velikosti
molekul, ¢&imZ se odstrani nadbytek polymeru. Koncentrace

zahrnuje &ist&ny proteinédzovy konjugat.

Priklad 3:

Polymer chranény sukcinimidem se spojuje s lyzinem v jedné
nebo vice chranicich polohédch hydrolytického mista (kde MPEG a
PEGM jsou ekvivalentni a reprezentuji monomethyl-

polyethylglykoly a kde symbol P reprezentuje proteinazovou

&ast bez lyzinové aminoskupiny): -~ O ' /ﬁ\v/\\/i::>,
. 0o
NH N > H,N
(6] .

MPEG”

Priklad 4: _ BN oM

Polymer chranény karbodiimidem se selektivné spojuje
s lyzinem v jedné nebo vice chranénych poloh hydrolytického
mista (kde MPEG a PEGM jsou ekvivalentni a reprezentuji
monomethylpolyethylenglykoly, symbol P reprezentuje
proteindzovou &ast bez lyzinové aminoskupiny a symbol X a X’

jsou vedlejsi fetézce obsahujici karbodiimidovou cast

i HN’X /\/\/@
NH /K H,N

napfiklad alkyly.):

MPEG~ o IIJ
' X
HN
~PEGM [
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Priklad 5:
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Proteinazova &ast obsahujici cysteinovy zbytek v jedné

chranici poloze hydrolytického mista se spojila
s alkylmaleimidem za pouZiti nasledujici metody (kde symbol P
reprezentuje proteindzovou <Cast bez thiolové skupiny, ktera
vznika substituci cysteinu, a symbol R je alkylova skupina).
V tomto prikladu kaZzdy symbol Ry a R: nepredstavuje Zadnou cCast
a spojovaci skupina se ziskala z alkylmaleimidu.

Pfipravila se varianta subtilizinu BPN" se substituci
leucinu za tyrozin v poloze 217 a substituci cysteinu za serin
v poloze 163. Pripravilo se 20 ml roztoku varianty
v koncentraci pfiblizn& 1 mg/ml v pufru 0,01 M KHPO; (pH 7).
K roztoku se pfidalo 1,5 ekvivalentid alkylmaleimidu (napriklad
methylmaleimid). Roztok se mirné michal pfi teploté& okoli po
dobu pfibliZn& jedné hodiny. Vysledny konjugat proteinazy se

ziskal z roztoku standardni metodou.

Priklad 6:
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Proteindzova <&ast obsahujici cysteinovy =zbytek v jedné
chranici poloze hydrolytického mista tvofi dimer za pouziti
nasledujici metody (symbol P reprezentuje proteindzovou Céast
bez thiolové skupiny, kterd je vysledkem substituce cysteinu).
V tomto pfikladu proteindzova <&ast a polypeptidova c&ast Jsou
ekvivalentni (a symbol X nepfedstavuje Zadnou Cast).

Pfipravila se varianta subtilizinu BPN" se substituci
leucinu za tyrozin v poloze 217 a substituce cysteinu za serin
v poloze 163. Pfipravilo se 20 ml varianty Vv koncentraci
pfibliZné 1 mg/ml v pufru 0,01 M KH;POq4 (hodnota pH je 8,6).
Kyslik se nechal probublavat roztokem v malé intenzité pri
teploté okoli po dobu pfibliZné jedné hodiny za vzniku dimeru
proteindzového konjugatu. Vysledny proteinazovy konjugat se

ziskal z roztoku standardnimi metodami.

Analytické metody

Enzymatickd aktivita a imunogenni odezvy se testovaly u
proteindzovych konjugatu za pouziti nasledujicich metod, obé
metody jsou zndmé v oboru. Alternativné se mohou pouzit i

dals$i metody, které jsou dobfe znamy v oboru.

Aktivita proteindzovych konjugatu
Protienadzova aktivita proteindzovych konjugdtli podle
vynalezu se miZe testovat zpusoby, které jsou dobfe znamy

v oboru. Dvé takové metody jsou uvedeny dale v textu.

Zpisob stanoveni aktivity Supin kuze
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Pouzitim lepici pasky Scotch® #3750G se z nohou opakované
izolovaly &upinky lidské kuZe aZ je paska matna. Paska se pak
nastfihd na kousky o velikosti 2,5 cm’. V petriho misce o
rozmérech 10 krat 35 mm se do pufru 0,01 M KHPOs pH 5,5
pfidaji 2 ml 0,75 mg/ml kontrolniho enzymu (naptfiklad
subtilizin BPN’) nebo testovaného proteinazového konjugatu.
K roztoku se pridd 1 ml 2,5 % lauratu sodného s pH 8,6. Roztok
se michd na michadle. Drive pfipravené c&tverecky lepicil pasky
se namo¢ily do roztoku (Supinami nahoru) po dobu deseti minut
a pokracovalo se v michani. Ctverecky lepici péasky se pak
promyji ve vodé& pod kohoutkem po dobu 15 vtefin. Do cisté
petriho misky se pak pipetou nanesou 3 ml Stevenelova modrého
barviva (bé&zZné& dostupného u firmy Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO). Oplachnuté &tverce se umistily do barviva po dobu
t¥i minut (3upinami nahoru) a Jjemné se michaly. Ctvereclky
lepici pésky se odstranily z barviva a promyly se dvakrat po
sob& v ka&dince o objemu 300 ml v destilované vodé. Jedno
promyti trvalo 15 vterin. Ctverecky lepici péasky se nechaly
schnout na vzduchu. Vizualné a pomoci chromametru se
porovnavala intenzita barvy mezi ¢&tverecky lepici péasky
ziskané pouZitim kontrolniho enzymu a <&tverecky lepici pasky
ziskané pouzitim proteinazového konjugatu. V porovnani se
Etveretkem s kontrolnim enzymem  Ctverecek lepici pasky
s proteindzovym konjugatem vykazuje menSi intenzitu zbarveni,

co? naznaduje, e proteindzovy konjugat ma vysokou aktivitu.

Zplisob stanoveni aktivity kolagenu barvenim

Kombinuje se 50 ml pufru 0,1 M Tris (tris-
hydroxymethylaminomethan), ktery obsahuje 0,01 M CaCl,. Hodnota
pH je 8,6. Vznikne 0,5 g latky Azocoll (coz je azobarvivem
impregnovany kolagen, ktery je béziné dostupny u firmy Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO). Tato sm&s se inkubuje pfi
teplot& 25 °C, zatimco se jemné& micha na michadle. Smé€s o

objemu 2 ml se filtruje pfes filtr o velikosti péra 0,2
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mikronu a hodnota absorbance smési se odecitéa na
spektrofotometru pfi vlnové délce 520 nm. Za ucelem testovani
zbyvajicich 48 ml smési Tris/Azocoll se pfrida 1 ppm
kontrolniho enzymu (coZ Jje napriklad subtilizin BPN") nebo
proteinazovy konjugdt. KazZdé 2 minuty se filtruji 2 ml
roztoku, ktery obsahuje kontrolni/proteindzovy konjugat pres
filtr s velikosti pdéra 0,2 méﬁégg;, pri¢emZ celkova doba
filtrace je 10 minut. V pripadé kazdého filtrovaného vzorku se
absorbance odecita pri vlnové délce 520 nm. Vysledky se
vynesly do grafu proti ¢&asu. Strmost krivky pro kontrolni a
testovany konjugdt ukazuji relativni aktivity vzorkd. Vy3si
strmost ukazuje vyS§i aktivitu. Aktivita testovaného
proteindzového konjugatu (strmost) se miZe exprimovat jako

procento kontrolni aktivity (strmost).

My3i intranasalni test imunogennosti

Imunogenni  potencial proteindzovych  konjugatd podle
vynalezu se muaZe stanovit pouzZitim metod zndmych v oboru nebo
my3im intranasalnim testem imunogennosti, ktery se popisuje
dale v textu. Tento test je  podobny testim popsanym
v publikaci Robinson et al., ,Specific antibody responses to
subtilisin Carlsberg (Alcalase) in mice: Development of an
intranasal exposure model, ™ Fundamental and Applied
Toxicology, Vol. 34, pp. 15- 24 (1996) a Robinson et al., ,Use
of the mouse intranasal test (MINT) to determine the
allergenic potency of detergent eqx?mes: Comparison to the
guinea pig intratracheal (GPIT) test™, Toxicological Science,
Vol. 43, pp. 39-46 (1998). Oba testy je moZné pouzit misto
testu uvedeného dale v textu.

Pro test se pouZila samice my5i BDFl (Charles River
Laboratories, Portage, MI) s té&lesnou hmotnosti priblizZné& 18
az 20 grami. My3i se drZi jeden tyden pred aplikaci davky
v karanténé. Mysi se péstuji v klecich s podestylkou

z dfevénych pilin a v kleci se reguluje vlhkost (30 az 70 %),
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teplota (pfi teplot& 20 °C az 25 °C) a s cykly svétlo-tma
trvajicimi 12 hodin. My3i se krmily krmivem Purina® (Purina
Mills, Richmond, IN) a vodou podle libosti.

Testovany potencionalni antigen (bud subtilizin BPN", jako
pozitivni kontrola nebo proteindzovy konjugat podle vynédlezu)
se aplikuje péti my3im ve skupiné. Pfed aplikaci se provedla
anesteze intraperitonealni injekci (i.p.) smési ptipravkua
Ketaset (88,8 mg/kg) a Rompum (6,67 mg/kg). Zvifata, kterym se
provadi anesteze se drzi na dlani ruky zady dolu a aplikuje se
jim intranasdln& 5 ml proteindzy v roztoku pufru (0,01 M
KH,PO,, pH 5,5). Zatimco kaZdé skupiné se aplikovala stejna
davka, mohou se testovat ruzné davky. Roztok se nanesl vné
ka?dé nozdry a my3 ho inhalovala. Aplikace se opakuje v den 3,
10, 17 a 24.

V den 29 se shromazdily vzorky séra. V my3im séru se
testem ELISA méfilo mnozstvi IgGl protilatek specifickych pro
enzym. Imunogennost proteindzového konjugatu se mGZe porovnat

s imunogennosti subtilizinu BPN pouZitim standardnich hodnot

EDsg.

Prostfedky podle vynalezu
Proteindzové konjugaty se mohou pouZit pri 1libovolné
aplikaci, kterd je vhodnd pro zakladni proteinazu. Jednim

takovy prikladem je Cistici prostfedek. Vzhledem k poZadované

sniZené imunogennosti  proteindzového  konjugatu, se muazZe
proteindzovy konjugat dale pouzit pfi aplikacich, které
vykazuji minim&lni vyhody =z pouZiti proteinaz. Priklady

takovych aplikaci  zahrnuji ty, ve kterych proteinazovy
konjugat se nezbytné dostava do blizkého kontaktu s kuZi savce
(zv143t& s lidskou kuzi), jako je pouziti prostfedkd osobni

péce.

Cistici prostredky



30 3 . 3

Proteinazové konjugaty se mohou pouzit v Cisticich
prostfedcich, které zahrnuji, ale nejsou omezeny na praci
prostfedky, ¢&istici prostfedky urcené na silné znecCiSténé
povrchy, ¢&istici prostfedky uréend na nadobi a detergenty
urcené do mycek nadobi.

Cistici prostfedky obsahuji 0¢inné mnoZstvi jedné nebo
vice proteindzovych konjugatl podle vyndlezu a nosic.

Termin ,u&inné mnozstvi proteindzového konjugatu™ nebo
podobné& znamend mnoZstvi proteindzového konjugatu nezbytného
k dosaZeni proteolytické aktivity nezbytné pro specificky
¢istici prosttfedek. Pro odbornika Jje Jjednoduché stanovit
takové G&inné mnozZstvi a takovy odhad je zaloZen na mnoha
faktorech, jako Jje pouZivany proteinadzovy konjugat, druh
aplikace, specifickd 1latka <cisticiho prostfedku a =zda se
pouzije kapalny nebo suchy (granuldt nebo tyc¢inka) prostredek
a podobné. Cistici prostfedek s vyhodou obsahuje priblizZné

0,0001 % az 10 % jednoho nebo vice proteindzovych konjugatu

o\

podle vynalezu, vice se preferuje priblizné 0,001 % az 1 a
nejvice se preferuje 0,01 % az 0,1 %. Dale v textu se popisuji
ptiklady rlznych <&isticich prostfedkd, kde je moZné pouzit
proteinazové konjugaty.

Navic proteindzové konjugaty a <&istici prostfedky dale
obsahuji nosi& &istici slouCeniny obsahujici jeden nebo vice
Zisticich materiallt kompatibilnich s proteindzovym konjugatem.
Termin ,&istici material“ znamen& libovolny materidl vybrany
z uréitého typu pozZadované ¢&istici slouceniny a formy produktu
(napfiklad kapalina, granule, tyc¢inka, sprej, pasta, gel),
ptridem? uvedeny material je také kompatibilni s proteinazovym
konjugatem, ktery se pouziva v &isticim prostfedku. Specificky
vyb&r ¢&isticiho prostfedku se Casto uskutednil na povrchu
materialu, ktery se ¢isti, a na poZadované formé prostredku
vhodném pro podminky ¢isténi béhem pouziti (napfiklad béhem
pouziti praciho prostfedku). Termin ,kompatibilni™ znamena, ze

¢istici prostredek neredukuje proteolytickou aktivitu
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proteinadzového konjugdtu v takovém rozsahu, Ze proteinaza
stdva neuc¢innou, Jjak se pozZaduje béhem normélnich podminek
pouZiti. Specifické Cistici materidly se popisuji dale
v textu.

Proteinazové konjugaty podle vyndlezu se mohou pouzit
v ruznych detergentech, kde se vyZaduje tvorba bublin a dobré
¢istici vlastnosti. Takové proteinazové konjugaty se mohou
pouzit S ruznymi bézZnymi latkami, aby vznikl ¢istici
prosttfedek wurceny pro silné znec¢i3téné povrchy, prostredky
urc¢ené pro mycky na nadobi, prostfedky pro prani barevného
pradla a podobné. Takové prostfedky mohou byt ve forme
roztokl, granuli, tyCinek a podobné. Takové kompozice se mohou
tvorit ve formé& ,Lkoncentrovaného“ detergentu, ktery obsahuje
priblizné 30 % az 60 % (hmotnostnich) povrchové aktivniho
¢inidla.

Cistici prostfedky mohou obsahovat rGzné povrchové aktivni
¢inidla (napriklad anionogenni, neionogenni nebo
zwitterionogenni povrchové aktivni ¢&inidla). Takova povrchove
aktivni &inidla jsou v typickém pripadé pritomny v mnozstvi od
priblizné 5 % do 35 %.

Nelimitujici pfiklady povrchové aktivnich ¢inidel zahrnuji
Ci1-Cigalkylbenzensulfonadty a primdrni a nahodné alkylsulfaty,
C10-Ci1s sekundarni (2,3)-alkylsulfaty vzorce CH;(CHz)x(CHOSO3)"™
M*)CH,CH;, kde symbol x a (y+l) Jjsou celd ¢&isla, jejichz
hodnota je alespon 7, s vyhodou alespoil 9 a symbol M je ve
vodé rozpustny kation, zv1asté sodik, Cjp-Cjsalkylalkoxysulfaty
(zv1a3té EO 1-5 ethoxysulfaty), Cio-Cisalkylalkoxykarboxylaty
(zvla3té EO 1-5 ethoxykarboxylaty), Cip-Cisalkylpolyglykosidy a
jejich odpovidajici sulfédtované polyglykosidy, Cjy2-Ci;g a-sulfo-
natované estery mastnych kyselin, C12-Cygalkyl a
alkylfenolalkoxylaty (zvlasté ethoxaldty a smichané
ethoxyskupiny a propoxyskupiny), Cijz-Cigbetainy a sulfobetainy
(,sultainy"), Cio-Cigaminoxidy a podobné. Preferuji se

alkyloxysulfaty (AES) a alkyloxykarboxylaty (AEC). Vyhodné je
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pouziti takovych povrchové aktivnich <cinidel v kombinaci
s aminoxidem a/nebo s betainem nebo sultainem v zavislosti na
poZzadované form& ¢&isticiho prostfedku. Jiné bé&Zné pouzitelné
povrchové aktivni ¢&inidla Jjsou uvedena ve standardnich
textech. Zv1a3té pouzitelné povrchové aktivni ¢inidla zahrnuji
Ci0-Ciga-methylglukamidy popsané v dokumentu patent USA C. 5 194
639 (Connor et al., 16.3.1993).

V detergentovych <&isticich prostfedcich je moZné pouZit
rizné jiné latky, které mohou zahrnovat napfiklad aktivni
slozky, nosice, hydrotropni 1latky, pomocnad c¢inidla, barviva,
pigmenty a rozpoudtédla v kapalné formé&. JestliZe se vyZaduje
silné&j3i pénéni, mbZe se do prostfedku zaclenit <cinidlo
podporujici tvorbu bublin, jako je Cyo-Ciesalkolamidy. V typickém
pripadé se pouzivaji v mnoZstvi pribliZné 1 % az 10 %. Cio-
-Cpymonoethanolamidy a diethanolamidy zndzornuji typickou tridu
takovych ¢&inidel, které podporuji tvorbu bublin. PouzZiti
takovych ¢&inidel, jako Jjsou aminoxidy, betainy a sultainy
kterd silné& péni, je také vyhodné. Je-1li to nutné mohou se
pfidat rozpustné sole hofé&iku, jako je MgClz, MgSOs; a podobné,
v mnozstvi, které se v typickém pripadé pohybuje mezi 0,1 % aZ
2 % a tim se podpofri pénéni.

Kapalné detergentové prostfedky mohou obsahovat jako
nosic¢e vodu a jind rozpoudtédla. Také jsou vhodné primarni
nebo sekundadrni alkoholy s nizkou molekulovou hmotnosti, jako
je methanol, ethanol, propanol a isopropanol. Pri rozpousténi
povrchové& aktivnich &inidel jsou vhodné monohydrické alkoholy,
ale mohou se také pouzit polyoly, které obsahuji pribliZneé 2
a7 6 atomt uhliku a p¥ibliZné& 2 aZ 6 hydroxyskupin (napfiklad
1,3-propanediol, ethylenglykol, glycerin a 1,2-propandiol).
Prostfedky mohou obsahovat pfiblizné 5 % az 90 % v typickém
pfipadé priblizné 10 % az 50 % takovych nosicu.

Detergentové prostfedky se mohou prednostné tvorit tak, Ze
béhem pouziti p¥i provadéni ¢isténi s vodou bude voda mit

hodnotu pH pfibliZné& 6,8 a 11. Hodnoty pH kone&nych produktl
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jsou vétsinou Vv tomto rozmezi. Postupy pro regulaci pH
zahrnuji pouziti napriklad pufrd, alkalickych ¢&inidel a
kyselin. Takové postupy jsou zndmy v oboru.

KdyZz se pripravuji ¢&istici prostredky urcené pro silné
zne¢isténé povrchy a praci prostredky urcené pro barevné
pradlo podle vynalezu, je moZné pouZit riznd plnidla
v mnozZzstvi, které tvori pribliZné 5 % az 50 % hmotnosti
prostfedku. V typickém pripadé plnidla zahrnuji =zeolity o
velikosti 1 az 10 mikrdénu, polykarboxylaty, jako je citrat a
oxydisukcindt, vrstvené silikaty, fosforecCnany a podobné. Jina
béZna plnidla jsou uvedena ve standardnich seznamech.

V takovych prostredcich se mohou pouZzit ruzné dalsi
enzymy, Jjako Jsou celulazy, 1lipazy, amylazy a proteinazy,
pricemZz typické mnozstvi se pohybuje od priblizné 0,001 % do 1
% hmotnosti. V oboru pracich prostfedkli Jjsou zndmy ruzné
odpuzovace a enzymy vhodné pro oSetfeni textilii.

V takovych prostfedcich se mohou pouzit rGzné bélici
prostredky, Jjako jsou peroxouhlic¢itany, peroxoboritany a
podobné se mohou pouzit v typickém mnoZstvi 1 % az 15 %
(hmotnostni). JestliZe je to nutné, takové prostredky mohou
také obsahovat bélici aktivatory, jako je
tetraacetylethylendiamin, nonanoyloxybenzensulfondt a podobnég,
které jsou dobfe znadmy v oboru. PouzZité mnozZstvi se v typickém
pripadé pohybuje od 1 % do 10 % (hmotnostni).

V uvedenych prostfedcich se mohou také pouzit <¢inidla
uvolnujici neCistoty, zv14asté typ aniontového esteru,
chelata¢ni ¢inidla, zv1lasté aminofosfonadty a ethylendiamin
disukcinaty, ¢inidla uvolnujici jilovitou pudu, zvlaste
ethoxylovany tetraethylenpentamin, dispergacni ¢inidla,
zvlasté polyakrylaty a polyaspartaty, opticky zjasnujici
prostfedky, ¢inidla plUsobici proti pénéni, =zvlasté silikony a
sekundarni alkoholy, <¢inidla zjemnujici textilie, =zvlaste
montmorillonitové jily, v mnoZstvi, které Jje v rozmezil

priblizné 1 % aZz 35 % (hmotnostni). Standardni popisy a
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zverejnéné patenty obsahuji fadu detailnich popist takovych
bé&Znych materiala.

V ¢isticich prostredcich Jje moZné pouZit stabilizatory
enzymi. Takové stabilizatory enzymid zahrnuji propylenglykol

az 10 % (hmotnostnich)), format sodny

o

(pfednostné 1
{uprednostiuije se 0,1 % az 1 %) a format vapenaty
(uprednostnuje se priblizné 0,1 % az 1 %).

Varianty prostfedkll je také mozZné pouzit v prostfedcich
urcenych pro ¢isténi silné znec¢isténych povrcha. Termin ,silné
znecisteéneé povrchy" znamenaji kapalné a granulatové
detergencni prostredky pro c¢isténi silné znecisténych povrchuy,
jako jsou podlahy, =zdi, obklady a podobné. Prosttredky urcené
pro silné =znecisténi podle vynalezu obsahuji uc¢inné mnozZstvi

jednoho nebo vice proteinazovych konjugati podle vynéalezu,

\

pricemZz se uprfrednostnuje pfiblizné 0,001 % a 10 %, vice se

a stale vice se

o\

upfednostnuje priblizné 0,01 % az 5

az 1 % (hmotnostni)

oe

uprednostnuje priblizné 0,05
proteindzového konjugatu. Uvedeny ¢&istici prostredek vhodny
pro silné zne¢isténé povrchy mimo jednoho nebo vice
proteindzovych konjugatl zahrnuje povrchové aktivni <&inidlo a
prostredek pro zmekcovani vody, ktery je rozpustny ve vodé.
V jistych specializovanych prost¥edcich, jako je prostredek
pro c¢cisténi skel ve spreji, se nékdy nepouziva povrchové
aktivni ¢inidlo, protoZe se miZe tvorit na skle film a/nebo
Smouhy.

Kdyz Jje ptitomno povrchové aktivni ¢inidlo, miZe tvorit
pouze 0,1 % prostredku, ale v typickém pripadé prostredky
budou obsahovat priblizné 0,25 % az 10 % povrchové aktivniho
¢inidla, vice se upfednostfiiuje pr¥ibliZné 1 % aZ 5 % povrchové
aktivniho cinidla.

V typickém pripadé prostfedky budou obsahovat ptriblizZné
0,5 % az 50 % praciho plnidla, pric¢emZz se uprednostnuje

Q 0,

priblizné 1 % az 10 %.
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Pfednostné hodnota pH je v rozmezi 7 az 12. JestliZe je
nutné upravit pH miZe se pouzit ¢inidlo, jako Jje hydroxid
sodny, uhlic¢itan sodny nebo kyselina chlorovodikova.

Do prostfedkl je moZné zahrnout rozpoustédla. Pouzitelné
rozpoudtédla zahrnuji, ale nejsou omezena na glykolethery,
jako je diethylenglykolmonohexylether, diethylenglykol-
monobutylether, ethylenglykolmonobuthylether, ethylenglykol-
monohexylether, propylenglykolmonobutylether a dioly, jako je
2,2,4-trimethyl-1, 3-pentandiol a 2-ethyl-1,3-hexandiol.

ov

Rozpoudtédla jsou v typickém pripadé pritomna v mnoZstvi 0,5
az 15 %, vice se preferuje priblizné 3 % az 11 %.

Navic, v uvedenych prostfedcich je mozZné pouZit vysoce
tékava rozpoudtédla, jako je isopropanol nebo ethanol, coZ
umoziuje rychlejsi odpafovéni prostfedku z povrchi v pripadée,
7e prostfedek neni po aplikaci na povrch opléachnut. Tékava
rozpoudtédla se v typickém pripadé v prostfedku pouzivaji

jei

v mnozstvi priblizZné 2 % az 12 %.

Pfiklad 7 az 12: Kapalné cistici prostfedky vhodné pro silné

zne¢isténé povrchy

priklad |pfiklad |pfiklad |pfiklad|pfiklad |pfiklad
7 8 9 10 11 12

proteindzovy konjugat [0,05% [0,5% 0,02% 10,03% |0,3% 0,05%
v prikladu 3

EDTA 2,9% 2,9%

citrat sodny 2,9% 2,9%
NaCjzalkylbenzen- 1,95% 1,95% 1,95%
sulfonéat

NaCj;alkylsulfat 2,2% 2,2% 2,2%
NaCj; (ethoxy) sulfat 0,5% 0,5% 0,5%
Cipdimethylaminoxid 0,5% 0,5% 0,5%
natriumkumensulfonat |1, 3% 1, 3% 1, 3%
hexylkarbitol 6,3% 6,3% 6,3% 6,3% 6,3% 6,3%

voda 90,4% |88,3% |87,53 [85,87 |87,25 |85,85%
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pH viech prostfedku se upravilo na hodnotu 7.

V jednom provedeni podle vyndlezu prostfedek urceny pro
automatické my&ky nadobi obsahuje Jjednu nebo vice variant
podle vynalezu. Termin ,prostfedek wurCeny pro automatické
myCky nadobi“ znamena vsechny formy prostfedkl vhodnych pro
myti nadobi, které zahrnuji, ale nejsou omezeny na granulatové

a kapalné formy.

Pfiklady 13 a% 16: Kapalné detergenty urcCené pro mytil nadobi

Priklad |Priklad |Priklad jPriklad

13 14 15 16
proteindzovy konjugat v ptikladu 1 0,05% |0,5% 0,02% |0,4%
C12-Crsa-methylglukamid 0,9 % 10,9 % (0,9 % (0,9 %
Cizethoxy (1) sulfat 12 % 12 % 12 % 12 %
2-methylundekanova kyselina 4,5 % {4,5 % |4,5 % |4,5 %
Cioethoxy (2) karboxylat 4,5 % (4,5 % {4,5 % |4,5 %
Cizalkoholethoxylat (4) 3 % 3 % 3 % 3%
Ciaminoxid 3 % 3% 3% 3%
natriumkumensulfonat 2% 2 % 2 % 2 %
ethanol 4 % 4 % 4 % 4 %
Mg®* (jako MgCly) 0,2 % (0,2 % {0,2 % |0,2 %
ca’* (jako CaCly) 0,4 % |0,4 % 10,4 % (0,4 %
voda 65,45 |65 % 65,48 |65,1 %

pH vSech prostfedkl se upravilo na hodnotu 7.

Pfiklady 17 a% 19: Kapalné prostfedky vhodné pro cisténi

textilii
Priklad |Pfiklad priklad
17 18 19
Proteinazovy konjugat 0,05 % |0,03 % 0,30 %
natriumC;»-Cigsalkylsulfat 20 % 20 % 20 %
2-butyloktankyselina 5% 5% 5 %
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citrat sodny 1% 1 % 1%

Cipalkoholethoxylat (3) 13 % 13 % 13 %

monoethanolamin 2,5 % 2,5 % 2,5 %

voda/propylenglykol/ethanol (100:1:1) 58,45 58,47 % |58,20

Prostfedky urcCené pro osobni péce

Proteindzové konjugaty Jjsou zvlasté vhodné pro pouZiti
v prostfedcich osobni péce, jako jsou napriklad kondicionéry,
Sampony, prostf¥edky na oSetfeni akné, pletovd mléka a
kondicionéry, a sprchové gely, mydla, pénici a nepénici
pletové ¢&istici prostfedky, kosmetické prostfedky, roztoky
k oSetfeni rukou, obliceje a celého téla, zvlhc¢ujici ¢&inidla,
nédplasti a masky, pletovd zvlhc¢ujici ¢&inidla, kosmetickée a
Eistici kapesnicky, prostfedky vhodné pro péci ustni dutiny a
prostfedky vhodné k oSetfeni kontaktnich <cocCek. Prostredky
uréené pro osobni péc¢i zahrnuji jeden nebo vice proteinazovych
konjugatt.

Aby se prokazalo, Ze proteindzové konjugaty jsou vhodné
pro za&lenéni do uvedenych prostfedkll, uvadi se nasledujici
dokumenty: patent USA ¢. 5 641 479 (Linares et al., 24.6.1997,
ple tové cistici ¢&inidlo), patent USA &. 5 599 549 (Wivell et
al., 4.2.1997, pletovy cCistici prostfedek), patent USA ¢C. 5
585 104 (Ha et al., 17.12.1996, pletovy cistici prostredek),
patent USA ¢. 5 540 852 (Kefauver et al., 30.7.199¢, pletovy
Sistici prostredek), patent USA &. 5 510 050, Dunbar et al.,
23.4.1996 (pletovy Cistici prostfedek), patent USA ¢&. 5 612
324 (Guang Lin et al., 18.3.1997, pfipravek proti vzniku
akné), patent USA ¢. 5 581 176, Warren et al., 24.12.1996
pripravek proti akné), patent USA &. 5 549 888 (Venkateswaran,
27.8.1996, prostredky proti akné), patent USA ¢&. 5 470 884
(Corless et al., 28.11.1995, prostfedek proti akné), patent
USA &. 5 650 384 (Gordon et al., 22.7.1997, sprchové gely),
patent USA ¢&. 5 607 678 (Moore et al., 4.3.1997), patent USA
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&. 5 624 666 (Coffindaffer et al., 29.4.1997, kondicionér na
vlasy a/nebo vlasovy Sampon), patent USA ¢. 5 618 524 (Bolich
et al., 8.4.1997, kondicionér na vlasy a/nebo vlasovy
Sampon), patent USA c. 5 612 301 (Inman, 18.3.1997,
kondicionér na vlasy a/nebo vlasovy 3ampon), patent USA ¢&. 5
573 709 (Wells, 12.11.1996, kondicionér na vlasy a/nebo
vlasovy Sampon), patent USA ¢&. 5 482 703 (Pings, 9.1.1996,
kondicionér na vlasy a/nebo vlasovy Sampon), patent USA 12.4.
1994, kondicionér na vlasy a/nebo vlasovy 3ampon), patent USA
&. 5 641 493 (Date et al., 24.6.1997, kosmeticky pfipravek),
patent USA ¢. 5 605 894 (Blank et al., 25.2.1997, kosmeticky
pripravek), patent USA ¢&. 5 585 090 (Yoshioka et al.,
17.12.1996 (kosmetické pripravky), patent USA ¢. 4 939 179
(Cheney et al., 3.7.1990, roztok pro o3etfeni rukou, obliceje
a/nebo celého té&la), patent USA ¢. 5 607 980 McAtee et al.,
4.3.1997, roztok pro oSetfeni rukou, oblic¢eje a/nebo celého
téla), patent USA ¢&. 4 045 364 (Richter et al., 30.8.1977
(kosmetické a ¢&istici tampony), prihlaska evropského patentu
EP 0 0619 074 (Touchter et al., publikovidno 12.10.1994,
kosmetické a ¢&istici ubrousky), patent USA ¢&. 4 975 217
(Brown-Skrobot et al., 4.12.1990, kosmetické a Cistici
ubrousky), patent USA &. 5 096 700 (Seibel et al., 17.3.1992,
prostfedek pro c¢idténi ustni dutiny), patent USA ¢. 5 028 414
(Sampathkumar, 2.7.1991, prostfedek pro &¢isténi ustni dutiny),
patent USA &. 5 028 415 (Benedict et al., 2.7.1991, prostfedek
pro ¢&isténi ustni dutiny), patent USA &. 5 028 415 (Benedict
et al., 2.7.1991, prostfedek pro &¢isténi ustni dutiny), patent
USA &. 4 863 627 (Davies et al., 5.9.1989, roztok pro oSetreni
kontaktnich &o&ek), patent USA &. Re. 32 672 (Huth et al.,
24.5.1988, roztok pro oSetfeni kontaktnich cocek), patent USA
c. 4 609% 493 (Schafer, 2.9.1986, roztok pro oSetfeni
kontaktnich cocek).

V pripadé prostfedkd pro oSetfeni ustni dutiny podle

vynalezu farmaceuticky pfijatelné mnozstvi jednoho nebo vice
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proteindzovych konjugdtd podle vyndlezu =zahrnuje odstranéni
proteindzovych skvrn ze zub(l nebo zubnich protéz. Termin
,prosttedek pro <&isténi ustni dutiny“ zahrnuje ustni vodu,
zubni pastu, =zubni gely, =zubni prasky, ustni spreje, ustni
gely, zvykaci gumy, pastilky, tablety, bioaktivni gely,
profylaktické pasty, roztoky pro o8etfeni ustni dutiny a
podobné. Prostfedky pro o3etfeni ustni dutiny obsahuji
pribliZné 0,0001 % aZ 20 % Jjednoho nebo vice proteinazovych

S

konjugatu podle vynédlezu, vice se preferuje pfibliZzné 0,001 %

o\
o\°

az 10 %, stale vice se preferuje priblizné 0,01 az b5
(hmotnostni) prostfedku, a farmaceuticky prijatelny nosic.
Termin ,farmaceuticky pfijatelny“ znamend 1léky nebo inertni
primési, které pfi kontaktu s lidskou nebo =zvireci tkéani
neptisobi toxicky, Jjsou kompatibilni, vykazuji stabilitu,
neplisobi podréaZdéni, nepusobi alergickou reakci a podobné.
Umérny by mé&l Dbyt taky pozitivni aéinek vaci faktoru
nebezpeci.

V typickém pripadé farmaceuticky prijatelné orédlni cCistici
nosicové sloZky oralnich &isticich pfimé&si oralnich c¢&isticich
prostfedklt budou v obecném piipadé obsahovat pfriblizné& 50 % az
99,99 %, prednostn& 65 % aZ 99,9 %, vice se uprednostnuje
pribliZzné 65 % aZz 99 % (hmotnostni) prostredku.

Farmaceuticky pfijatelné nosicové sloZky, které mohou byt
zahrnuty v Ustnich ¢&isticich prostfedcich podle vynalezu jsou
dobfe znamy v oboru. ROzné typy prostfedkl, nosicovych slozek
a slozek, které jsou pouzZitelné v ustnich ¢isticich
prostfedcich, se popisuji v publikaci uvedené shora v textu.

V jiném provedeni vynalezu c¢istici prostfedky vhodné pro
¢isté&ni =zubnich protéz mimo ustni dutinu obsahuji jeden nebo
vice proteindzovych konjugatt podle vyndlezu. Takové <cCistici
prostfedky vhodné pro ¢isténi zubnich protéz obsahuji ucinne
mno?stvi jednoho nebo vice konjugatu, pricemZ se upfednostnuje

pfiblizn& 0,0001 % aZz 50 %, vice se upfednostfiuje pfiblizné

o\°

0,001 % az 35 %, stale vice se uprednostinuje pfiblizné 0,01
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az 20 % (hmotnostnich) prostfedku. Ruazné prostredky pro
¢isténi zubnich protéz se pripravuji ve formé& rozpustnych
tablet a Jjsou dobfe znadmy v oboru (popisuje se napriklad
v dokumentech patent USA ¢. 5 055 305, Young) a jsou v obecném
pripadée vhodné pro zaClenéni do jednoho nebo vice
proteinazovych konjugatu, pric¢emz slouzi k odstranéni
proteinovych skvrn ze zubnich protéz.

V jednom provedeni podle vynalezu <¢Cistici prostredky
vhodné pro kontaktni ¢oc¢ky  obsahuji jeden nebo vice
proteinazovych  konjugatd podle vynalezu. Takové  Cistici
prostfedky vhodné pro kontaktni ¢ocky obsahuji a¢inné mnoZstvi

jednoho  nebo vice proteinazovych konjugata, prednostné

o

obsahuji priblizné 0,01 az 50 % jednoho nebo vVvice
proteindzovych konjugdtd, vice se upfednostnuje pfiblizné 0,01
$ az 20 %, stale vice se upfrednostiuje priblizné 1 % az 5 %
(hmotnostni) prostfedku. RAzné cistici prostredky vhodné pro
kontaktni &od&ky se pfipravuji ve formé tablet, roztoku a
podobné a jsou dobfe znamy Vv oboru a v obecném pripadé jsou
vhodné pro zaClenéni jednoho nebo vice proteindzovych

konjugatth podle vynalezu pfi odstranéni proteinovych skvrn

z kontaktnich c¢ocek.

P¥iklad 20 az 23: Cistici roztok pro kontaktni cocky

Pfiklad |Pfiklad [Priklad |Pfiklad
20 21 22 23
Proteinazovy konjugat popsany 0,01% 10,5 % |0,1 % |2 %
v prikladu 5
glukéza 50 % 50 % 50 % 50 %
neionogenni povrchové aktivni 2 % 2% 2 % 2 %
¢inidlo (polyoxyethylenpolyoxypro-
pylenkopolymer)
anionogenni povrchové aktivni 1% 13 1 3 1%
¢inidlo (polyoxyethylenalkylfenyl-
ethernatriumsulficester)
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chlorid sodny 1% 1% 1% 1 %
borax 0,3 % (0,3 % |0,3 % (0,3 %
voda 45,69 |45,2% |45,6% [43,7%
Priklady 24 az 27: Produkty vhodné pro myti celého tela
Priklad |Priklad |Pfiklad |Priklad
24 25 26 27

voda 62,62 |65,72 (57,72 |60,72
dinatrium EDTA 0,2 % (0,2 % (0,2 % |0,2 %
glycerin 3% 3% 3% 3%
polyquaternium 10 0,4 % (0,4 % (0,4 % |0,4 %
natriumlaurethsulfat 12 % 12 % 12 % 12 %
kokamid MEA 2,8 % (2,8 % (2,8 % |2,8 %
laurafoacetat sodny 6,0 % |6,0 % |6,0 % [6,0 %
kyselina myristova 1,6 % 1,6 % (1,6 % |1,6 %
heptahydrat siranu horecnatého 0,3 % (0,3 %1(0,3% |0,3 %
trihydroxystearin 0,5 % |0,5% {0,5% {0,5 %
PEG-6 kapryltriglyceridy/PEG-6 3%
kaprinaltriglyceridy
polyestery sachardzy a mastnych 3%
kyselin bavlniku
polyestery sachardzy a behenanu 3% 4 %
mastnych kyselin
vazelina 4 3% 8 3%
mineralni olej 6 %
DMDM hydantoin 0,08% |0,08% [0,08% |0,08%
proteindzovy konjugat 0,1 3% |2 % 2% 5%
kyselina citrinova 1,4 % |1,4 ¢ (1,4 % |1,4 %
Priklad 28 az 31: Produkty vhodné pro ¢isténi obliceje

Priklad |P¥iklad|Pfiklad |Priklad '

28 29 30 31
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voda 66,52 |65,17 |68,47 |68,72%
dinatrium EDTA 0,1 % (0,12 % (0,1 % |0,1 %
kyselina citronova 1,4 % 11,4 %
natriumlaureth-3-sulféat 3% 3,5 %
natriumlaureth-4-karboxylat 3 % 3,5 %

laureth-12 1 % 1,2 %
polyquaternium 10 0,4 % 10,4 %
polyquaternium 25 0,3 % |0,3 %

glycerin 3 % 3% 3 % 3%
laurcamfoacetat sodny 6 % 6 %
kyselina laurova 6 3% 6 3% 3% 3%
kyselina myristova 3% 3%
heptahydrat siranu hofecnatého 2,3 % |2 % 2 % 2 %
triethanolamin 4 % 4 % 4 % 4 3
trihydroxystearin 0,5 % (0,5% |0,5% (0,5 %
polyestery sachardézy a mastnych 3% 2 %

kyselin bavlniku

polyestery sachardézy a behenanu 2 % 2 %

mastnych kyselin

vazelina 4 %
mineralni olej 2 %
PEG-6 kapryltriglyceridy/PEG-6 2 %
kaprinaltriglyceridy

konamidopropylbetain 2% 3 % 1,8 % |1,8 %
lauryldimethylaminoxid 1% 1,2 % |1,2 % |1,2 %
Dex Panthenol 1% 0,25% |0,25%

DMDM hydantoin 0,08% {0,08% |0,08% |0,08%
proteinazovy konjugat popsany 1% 2 % 0,5 % |0,5 %
v prikladu 2

vonna latka 0,2 % |0,2 % (0,2 % |0,2 %

Priklad 32 aZ 33: Prostredek

neoplachuje

zvlhcujici

plet, ktery se
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Priklad 32 Priklad 33
glycerin 5 %
kyselina stearova 3%
Cii-13isoparafin 2 %
glykolstearat 1,5 %
propylenglykol 3%
minerdlni olej 1% 10 %
sezamovy olej 1%
vazelina 1,8 %
triethanolamin 0,7 %
cetylacetét 0,05 %
glycerylstearat 0,48 % 2 %
TEA stearat 2,5 %
cetylalkohol 0,47 %
alkoholy lanolinu 1,8 %
DEA-cetylfosfat 0,25 %
methylparaben 0,2 % 0,2 %
propylparaben 0,12 % 0,1 %
Carbomer 934 0,11 %
dinatrium EDTA 0,1 %
proteindzovy konjugdt popsany 0,1 % 0,5 %
v prikladu 4
voda 84,32 % 71,1 %
Priklad 34: Prostfedek vhodny pro ¢istici kapesnicky
propylenglykol 153
amoniumlaurylsulfat 0,6 %
kyselina jantarova 4 %
sukcinat sodny 3,2
Triclosan® 0,15 %
proteindzovy konjugat popsany|0,05 %
v prikladu 1
voda 91 %
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Shora uvedené latky se napusti do tkaného absorbujiciho

kapesnicku, ktery obsahuje celuldzu a/nebo polyester

v mnoZstvi 250 $ hmotnosti absorbujiciho kapesnicku.
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Seznam sekvenci

<210> 1

<211> 275

<212> protein

<213> Bacillus amyloliquefaciens
<400> 1

aAla Gln Ser Val Pro Tyr Gly Val Ser Gln Ile Lys Ala Pro Ala Leu
His Ser Gln Gly Tyr Thr Gly Ser Asn Val Lys Val Ala Val Ile Asp
20 25 30

Ser Gly Ile Asp Ser Ser His Pro Asp Leu Lys Val Ala Gly Gly Ala
35 40 45

ser Met val Pro Ser Glu Thr Asn Pro Phe Gln Asp Asn Asn Ser His
50 55 60

Gly Thr His Val Ala Gly Thr val Ala Ala Leu Asn Asn Ser Ile Gly
65 70 75 80

val Leu Gly Val Ala Pro Ser Ala Ser Leu Tyr Ala val Lys Val Leu
85 S0 95

Gly Ala Asp Gly Ser Gly Gln Tyr Ser Trp Ile Ile Asn Gly Ile Glu
100 105 110

Trp Ala Ile Ala Asn Asn Met Asp Val Ile Asn Met Ser Leu Gly Gly
115 120 125

Pro Ser Gly Ser Ala Ala Leu Lys Ala Ala val Asp Lys Ala val Ala
130 135 140

Ser Gly val val val Val Ala Ala Ala Gly Asn Glu Gly Thr Ser Gly
145 150 155 160

Ser Ser Ser Thr Vval Gly Tyr Pro Gly Lys Tyr Pro Ser val Ile Ala
165 170 175

val Gly Ala Val Asp Ser Sexr Asn Gln Arg Ala Ser Phe Ser Ser Val
180 185 190

Gly Pro Glu Leu Asp Val Met Ala Pro Gly Val Ser Ile Gln Ser Thr
195 200 205

Leu Pro Gly Asn Lys Tyr Gly Ala Tyr Asn Gly Thr Ser Met Ala Ser
210 215 220

Pro His val Ala Gly Ala Ala Ala Leu Ile Leu Ser Llys His Pro Asn
225 230 235 240
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XY X

Trp Thr Asn Thr Gln Val Arg Ser Ser Leu Glu Asn Thr Thr Thr Lys
245 250 255

Leu Gly Asp Ser Phe Tyr Tyr Gly Lys Gly Leu Ile Asn Val Gln Ala
260 265 270

Ala Ala Gln
275
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Proteinazovy konjugat, ktery obsahuje proteinazovou cast a
jednu nebo vice adinich &asti, kde kazidad adicni cast je
kovalentn& zachycena na aminokyseliné proteinazové Casti

v chranici poloze hydrolytického mista vybranné ze skupiny
zahrnujici 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 84, 85, 88, 158,
159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 170, 186, 191, 192, 193,
194, 196, 259, 260, 261, 262 a 274 odpovidajici subtilizinu
BPN".

Proteindzovy konjugat podle naroku 1, kde kaZda adilni cast

nezavisle na sobé& ma obecny vzorec

kde symbol X se vybral ze skupiny zahrnujici Zadnou cast
nebo spojovaci &ast, symbol R; se vybral ze skupiny
zahrnujici Zadnou ¢&st, prvni polyamid a prvni polymer a
symbol R, se vybral ze skupiny zahrnujici Zadnou ¢&ast, druhy
polypeptid a druhy polymer, kde alespon jeden ze symbolu X,
R; a R, nepfedstavuje Zadnou cast.

Proteindzovy konjugat podle naroku 2, kde proteinadzova Cast
m& upravenou aminokyselinovou sekvenci zakladni
aminokyselinové sekvence, kde upravend aminokyselinova
sekvence obsahuje substituci substitué¢ni aminokyselinou

v jedné nebo vice chréanicich poloh hydrolytického mista
vybraného ze skupiny zahrnujici 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20,
21, 84, 85, 88, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
170, 186, 191, 192, 193, 194, 196, 259, 260, 261, 261 a 274
odpovidajici subtilizinu BPN"a kde kaZda adic¢ni Cast jJe
kovalentné zachycena na jedné ze substitucnich

aminokyselin.
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Proteinazovy konjugat podle naroku 3, kde substitucéni
aminokyselina je cystein.

Proteindzovy konjugat podle libovolného z pfedchozich
naroka, kde zakladni aminokyselinovad sekvence se vybrala ze
skupiny obsahujici subtilizin BPN’, subtilizin Carlsberg,
subtilizin DY, subtilizin 309, proteindzu K, termitazu,
proteinazu A, proteindzu B, proteindzu C a proteinazu D a
jejich varianty.

Proteindzovy konjugat podle libovolného z predchozich
naroka, kde kazdy symbol R; a R, nepfedstavuje Zadnou cast.
Proteindzovy konjugat podle libovolného z predchozich
narokn, kde symbol R; je prvni polypeptid.

Proteindzovy konjugat podle naroku 7, kde prvni polypeptid
se vybral ze skupiny obsahujici subtilizin BPN", subtilizin
Carlsberg, subtilizin DY, subtilizin 309, proteinazu K,
termitézu, proteindzu A, proteindzu B, proteindzu C a
proteindzu D a jejich varianty.

Proteinadzovy konjugat podle nédroku 8, kde symbol X
nepredstavuje Zadnou cCast a kde proteindzovad Cast a prvni
polypeptid jsou kovalentné zachyceny pfes disulfidovy
mastek.

Proteinazovy konjugdt podle naroku 2, kde symbol R; je prvni
polymer a symbol R, se vybral ze skupiny zahrnujici Zadnou
¢ast a druhy polymer.

Proteindzovy konjugat podle nadroku 10, kde symbol R»
nepfedstavuje Zadnou Cast a prvni polymer je
polyethylenglykol.

Cistici prostfedek, vy znac€ujici se tim Ze
zahrnuje proteindzovy konjugdt podle naroku 1 a nosic
¢isticiho prosttfedku.

Prostfedek osobni péfe, vy znacujici se tim,
7 e zahrnuje proteindzovy konjugat podle naroku 1 a nosic

vhodny pro prostfedek osobni péce.
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