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Oblast techniky

Tento vyndlez se tyka subtilisinovych BPN’ variant se sni-
ZYenou adsorpci a zvySenou hydrolyzou, ¢isticiho prostfedku ob-
sahujiciho tyto varianty a genu kodujiciho tuto variantu.

Dosavadni stav techniky

Enzymy tvofi nejv&tsi skupinu pfirozen& se vyskytujicich
proteina. KaZda skupina enzyma obvykle katalyzuje (urychluje
reakce bez toho, aby byla spotfebovavana) jing druh chemické
reakce. Jedna skupina enzymf, zndmd jako proteasy, je znama pro
svoji schopnost hydrolyzovat (rozklédat sloufeninu na dvé nebo
vice jednodus$sich sloudenin s tim, Ze se pfijimd H a OH &ast
molekuly vody na strandch vazby, ktera je §t8pena) jiné protei-
ny. Tato schopnost hydrolyzovat proteiny se s vyhodou provadi
zahrnutim p¥irozend se vyskytujicich a synteticky pfipravenych
proteas jako pfisad do pracich detergentnich prostfedka. Mnoho
skvrn na Satech je proteinového pavodu a proteasy se Sirokou
specifinosti mohou podstatn& zlepSit odstrafiovani téchto

skvrn.

Nanestdsti hladina G&innosti t&chto proteina v jejich pEi-
rozeném bakteridlnim prost¥edi se &asto nepFend$i na relativné
nep¥irozené praci prost¥edi. Konkrétné takové vlastnosti prote~
as, jako je tepelnd stabilita, stabilita p¥i r@zném pH, stabi-
lita pFi oxidaci a substratova specifi&nost, nejsou nutné& opti-
malizovany pro pouZiti mimo p¥irozené prostfedi enzymu.

Aminokyselinova sekvence proteasy uruje vlastnosti pro-
teas. Zména aminokyselinové sekvence proteasy mfZe m&nit vlast-
nosti enzymu do r@zného stupn& nebo dokonce maZe enzym deakti-
vovat, podle umisté&ni, povahy a/nebo velikosti zmény aminoky-
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selinové sekvence. Existuje n&kolik pZistupf@ pro mé&né&ni p¥irod-
ni aminokyselinové sekvence’protéaéﬂpfi pokusech zlepsSit jéjich
vlastnosti s cilem zvysSit G&innost proteas v pracim prostfédig
Mezi tyto p¥istupy pat¥i mé&né&ni aminokyselinové sekvence tak,
aby se zvySila tepelnd stabilita a aby se zlepSila stabilita
k oxidaci za rozdilnych podminek.

Pfes razné p¥istupy popsané v oblasti techniky existuje
stile jes$t& neustila pot¥eba novych efektivnich variant proteas
uZite&nych pro &isté&ni rozmanitych povrcha.

Podstata vyndlezu

Pfedm&tem pfedloZeného vyndlezu je ziskat varianty subtil=-
isinového enzymu, které maji zlepSenou hydrolyzu p¥i srovnéani
s pFirodnim typem tohoto enzymu.

‘PFedmé&tem pFedloZeného vyndlezu je také ziskat takové &i-
stici protfedky, které obsahuji tyto varianty subtilisinového

enzymu.

PfedloZeny vyndlez se tyka subtilisinovych BPN’ variant,
které obsahuji v alespofi jedné, dvou nebo t¥ech aminokyselino-
vych polohdch jiné aminokyseliny neZ ty, které se vyskytuji v
pFirodnim subtilisinovém BPN’ (tj. jde o substituci) ve speci-
ficky identifikovanych polohach, p¥#¥i &emZ tyto BPN’ varianty
maji sniZenou adsorpci k nerozpustnému substratu a zvySenou hy-
drolyzu tohoto nerozpustného substratu p#i srovnani s p¥irodnim
subtilisinovym BPN’. Tento vyndlez se tyka také gen@, které ko-
duji tyto subtilisinové BPN’ varianty. Tento vyndlez se tykéa
také prostFedka obsahujicich tyto subtilisinové BPN’ varianty
pro &isténi rozmanitnych povrcha.

Tento vyndlez se tyka subtilisinovych enzyma, 2zv1asté
BPN’, které jsou modifikovany mutaci raznych nukleotidovych
sekvenci, které koduji tento enzym, tedy modifikovanim aminoky-
selinové sekvence enzymu. Modifikované subtilisinové enzymy
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(zde dale uvadé&né jako "BPN’ varianty") podle p¥edloZeného vy-
nalezu maji sniZenou adsorpci k nerozpustnému substratu a ZV?-
Senou hydrolyzu tohoto nerozpustného substratu p¥i srovnini s
pfirodnim subtilisinem. PFedloZeny vyndlez se tyka také gena
mutantu kodujiciho tyto BPN’ varianty.

Subtilisinové enzymy podle vyndlezu pat#i do skupiny enzy-
m@ znédmych jako proteasy. Proteasa je katalyz&tor Sté&peni pep-
tidovych vazeb. Jednim typem proteas je serinova proteasa. Se-
rinova proteasa se odlisuje tim, Ze m&d v aktivnim mist& esenci-
alni serinovy sztek.

} Je dobfe dokumentovédno, Ze se enzymovad rychlost hydrol¢zy
rozpustnych substréita zvysSuje s koncentraci enzymu. Zd&lo by
se tedy pFijatelné, Ze u substrita@ navazanych na povrch, jak
se s nimi setkdvame p¥i mnoha &isticich aplikacich, by se rych-
lost hydrolygzy zvysSovala se zvysSujici se koncentraci na povr-
chu. Bylo ukdz&no, Ze tomu tak skuteZn& je (Brode P.F. III a
D.S.Rauch, Langmuir, "Subtilisin BPN’: Activity on an Immobi-
lized Substrate" 8, 1325 (1992).). Ve skute&nosti byla zjist&na
lineadrni z&vislost rychlosti na povrchové koncentraci pro ne-
rozpustné substréty, jestliZe se m&ni koncentrace enzymu na po-
vrchu (Rubingh D.N., Bauer M.D.: "Catalysis of Hydrolysis by
Proteases at the Protein-Solution Interface" v Polymer Solu-
tions, Blends and Interfaces, I. Noda a D.N.Rubingh (red;),
Elsevier, str. 464 (1992).). KdyZ byla p¥i vyzkumu variant pro-
teas, které poskytuji lepsSi &ist&ni, hleddna aplikace tohoto
principu, pfekvapiv& jsme nezjistili, Ze enzymy, které vice ad-
sorbuji, poskytuji lepsSi &iSt&ni. Ve skute&nosti jsme pfekvapi-
vE& zjistili opak tohoto p¥#ipadu: sniZend adsorpce enzymu na
substrat vedla ke zvySené hydrol¢ze substriatu (tj. k lepSimu
&isté&ni).

Bez ohledu na teorii pfedpokladame, Ze zlepSené provedeni,
jestliZe se srovnava jedna varianta s druhou, je vysledkem sku-
teCnosti, Ze enzymy, které mén& adsorbuji, jsou také méné& pevn&
vdzany a jsou tedy mobiln&js$i na povrchu, ze kterého se m& od-
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stranit nerozpustny proteinovy substrat. PEi srovnatelnych kon-
Centracich”énzymového roztoku je tato zVYéené'pthEiiVést'doé
state&na pro to, aby pfevaZila jakoukoliv vyhodu, které se do-
sadhne vyssSi koncentraci enzymu na povrchu.

Zde popsané mutace jsou navrZeny pro zmé&nu (tj. sniZeni)
adsorpce enzymu ke Spin& navazané na povrch. V BPN/ aminokyse-
liny od polohy 200 do polohy 220 tvofi velkou vnéjsSi smyC&ku na
molekule enzymu. Bylo objeveno, Ze tato smy&ka hraje vyznamnou
Glohu p¥i adsorpci molekuly enzymu na peptid navdzany na po-=
vrch. Specifické mutace v této smy&ce maji na tuto adsorpci v§-
znamny vliv. Bez toho, abychom se vdzali na teorii, se pFedpo-
klaas, Je tato smy&ka je daleZitd pro adsorpci BPN’ molekuly
alespoii ze dvou davoda. Za prvé, aminokyseliny, které obsahuji
tuto vn&jsi smydku, mohou tvofit té&sné kontakty s jakymikoliv
povrchy, k nimZ molekuly sm&Fuji. Za druhé, blizkost této smy&-
ky k aktivnimu mistu a vazebné kapse BPN’ molekuly ji dava roli
v katalyticky produktivni adsorpci enzymu na substraty vazané
na povrch (peptidové/proteinové usSpinéni).

Pojem "varianta" tak, jak se zde pouZiva, znamend enzym,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci, kterd se 1isi od pf¥irodni

sekvence.

Pojem "mutanta BPN’ genu" tak, jak se zde pouZiva, znamena

gen kodujici BPN’ variantu.

Pojem "p¥irodni subtilisinovy BPN" znamend subtilisinovy

enzym sekvence identifika&ni &islo 1

Ala Gln Ser Val Pro Tyr Gly Val Ser Gln Ile Lys Ala Pro Ala
1 5 10 15

Leu His Ser Gln Gly Tyr Thr Gly Ser Asn Val Lys Val Ala Val
20 25 30
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Gly
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Asn

Tyr

Trp

Val

Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

VAspr

Gly

Asn

Asn

Ala

Ile

Ile

Ala

Ala

Tyr

Ser

Asp

Ser

Ala

Ser

Ser

Val

Ile

Asn

Ala

Ala

Pro

Ser

vVal

Gly

Ser

Ile

Lys

Asn

Met

vVal

Gly

Gly

Asn

Met

Ile
35

Met
50

Gly

65

80

val
95

Gly
110

Ser
125

Asp
140

Asn
155

Lys
170

Gln
185

Ala
200

Asp

Val

Thr

val

Leu

Ile

Leu

Lys

Glu

Tyr

Arg

Pro

Ser

Pro

His

Leu

Gly

Glu

Gly

Ala

Gly

Pro

Ala

Gly

Ser

Val

Gly

Ala

Trp

Gly

val

Thr

Ser

Ser

Val

Ser

His

Glu

Ala

Val

Asp

Ala

Pro

Ala

Ser

Val

Phe

Ser

Pro
40

Thr
55

Gly
70

Ala
85

Gly
100

Ile
115

Ser
130

Ser
145

Gly
160

Ile
175

Ser
190

Ile
205

Asp

Asn

Thr

Pro

Ser

Ala

Gly

Gly

Ser

Ala

Ser

Gln

Leg

Pro

val

Ser

Gly

Asn

Ser

Val

Ser

Val

vVal

Ser

Lys

Phe

Ala

Ala

Gln

Asn

Ala

Val

Ser

Gly

Thr

val

Gln

Ala

Ser

Tyr

Met

Ala

Val

Thr

Ala

Pro

Leu

Ala

45

Asp
60

Leu
75

Leu
90

Ser
105

Asp
120

Leu
135

Val
150

Val
165

Val
180

Glu
195

Pro
210
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Gly Asn Lys Tyr Gly Ala Tyr Asn Gly Thr Ser Met Ala Ser Pro
215 T 220 225

His Val Ala Gly Ala Ala Ala Leu Ile Leu Ser Lys His Pro Asn
230 235 240

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

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

Gln Ala Ala Ala Gln
275
(sekvence id. &. 1).

Aminokyselinova sekvence subtilisinového BPN’ je dile po-
psana Wellsem J. A., Ferrarim E., Hennerem D.J., Estellem D.A.
a Chenem E.Y. v praci: Nucleic Acids Research 2, 7911 (1993),

kterad je zde zaFazena jako citace.

Pojem "p¥irodni aminokyselinova sekvence" zahrnuje jak
shora uvedenou sekvenci identifika&ni &islo 1 tak sekvenci i-
dentifika&ni &islo 1 s jinymi modifikacemi aminokyselinové sek-

vence neZ v kterékoliv z poloh 199 aZ 220.

Pojem "hydrofiln&jSi aminokyselina" tak, jak se zde pouZi-
va, znamend jakoukoliv jinou aminokyselinu s v&tS$i hydrofilnos-
ti neZ pfedm&tna aminokyselina, jak je to uvedeno v tabulce hy-
drofilnosti ni%e. Nasledujici tabulka hydrofilnosti (tabulka
1) uvadi aminokyseliny v pofadi zvy3ujici se hydrofilnosti (viz
Hopp T.P. a Woods K.R.: "Prediction of Protein Antigenic Deter-
minants from Amino Acid Sequences", Proc. Natl. Acad. Sci., USA
78, 3824 (1981), zahrnuté sem jako citace).



Tabulka 1 ]

aminokyselina hydrofilnost

Trp -3,4
Phe -2,5
Tyr -2,3
Leu, Ile -1,8
Val -1,5
Met -1,3
Cys -1,0
Ala, His -0,5
Thr -0,4
Pro, Gly -0,0
Gln, Asn 0,2
Ser 0,3
Arg*, Lys*,

Glu’, Asp’ 3,0

Tabulka 1 také ukazuje, kterd aminokyselina nese né&boj
(tato vlastnost je odvozena od pH v rozmezi asi 8 aZ 9). Posi-
tivn& nabité aminokyseliny jsou Arg a Lys, negativn& nabité
aminokyseliny jsou Glu a Asp, zbyvajici aminokyseliny jsou
neutrdlni. Ve vghodném provedeni podle pFedloZendho vyndlezu
je substituujici aminokyselina bud neutr&dlni nebo negatiwvn&
nabitéd, vghodn&ji negativn& nabitd (tj. Glu nebo Asp).

Tak napfiklad konstatovani "substituovat Gln stejn& hydro-
filni nebo hydrofiln&jsi aminokyselinou, ktera je neutralni ne-
bo m& negativni ndboj", znameni, Ze Gln by byl substituov&n Asn
(kterda je stejné& hydrofilni jako Gln) nebo Ser, Glu nebo Asp
(které jsou hydrofiln&jsi neZ Gln). KaZda z nich je neutréalni
nebo nese negativni néboj a ma v&t3i hydrofilnost p¥i srovnani
S Gln. Podobné konstatovani "substituovat Pro hydrofiln&js$i a-~
minokyselinou, které& je neutralni nebo mi negativni naboj" zna-
mend, Ze Pro by m&l byt substituovan Gln, Asn, Ser, Glu nebo




Asp.

V této &asti spisu budou popsany varianty, které obsahuji
alespofi jednu substituci aminokyselin.

V jednom provedeni podle pFedloZeného vyndlezu BPN’ vari-
anta obsahuje p¥irodni aminokyselinovou sekvenci, p¥i emZ tato
pEirodni aminokyselinova sekvence je substituovana v jedné nebo
vice z poloh 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208,
209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 a 220,
pFi &emZ tato BPN’ varianta m& sniZenou adsorpci na nerozpustny
substrat nebo zvysSenou hydrolyzu nerozpustného substratu p¥i
srovnidni s p¥irodnim subtilisinovym BPN’. Vfhodnymi polohami,
které maji substituované aminokyseliny, jsou 199, 200, 201,
202, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 212 nebo 215, v§hodn&ji 200,
201, 202, 205 nebo 207.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 199 je s vyhodou
Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 200 je s vyhodou
His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 201 je s vyhodou
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 202 je s vyhodou
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 203 je s vyhodou
Met, Cys, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 204 je s vyhodou

Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 205 je s vyhodou
Leu, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo



Glu.

Pro,

Substituujici aminokyselinou
Asn nebo Ser.

Substituujici aminokyselinou

Asp nebo Glu.

Pro,

Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr,

nebo

Gly,

Ala,

Gln,

Trp ’
Gln,

Phe,
nebo

Thr,

His,

Substituujici aminokyselinou
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo

Substituujici aminokyselinou

pro polohu 206 je s vyhodou

pro polohu 207 je s vyhodou

pro polohu 208 je s vyhodou

Glu.

pro polohu 209 je s vyhodou

Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp
Glu.
Substituujici aminokyselinou pro polohu 210 je s vyhodou

Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.
pro polohu 211 je s vfhodou

Glu.

Substituujici aminokyselinou
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo

Substituujici aminokyselinou pro polochu 212 je s vyhodou

Ser, Asp nebo Glu.

213 je s vyhodou
Gly,

Substituujici aminokyselinou pro polohu
Phe, Ile, Val, Met, Cys, Ala,
Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Tyr, Leu, His, Pro,

Substituujici aminokyselinou pro polohu 214 je s vyhodou
Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Asp
Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 215 je s vghodou
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 216 je s vyhodou
Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.
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Substituujici aminokyselinou pro polohu 218 je s vyhodou

Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 219 je s vyhodou
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 220 je s vyhodou
Pro, Gly, Gln, Asn, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro kteroukoliv z poloh 199,
200, 201, 202, 203, 204, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 212,
213, 214, 215, 216, 219 a 220 je vghodn&jsi s odkazem na tabul-
ku 1 neutralni nebo negativn& nabitid a stejné& hydrofilni nebo
hydrofiln&jsi, s vghodou hydrofiln&jsi, aminokyselina neZ je
aminokyselina v p¥islusSné poloze pF¥irodniho subtilisinového

BPN’ .

Substituujici aminokyselinou pro kteroukoliv z poloh 199,
200, 201, 202, 203, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213,
214, 215, 216, 219 a 220 je jest& vyhodn&ji Asp nebo Glu a
substituujici aminokyselinou pro polohu 204 nebo 218 je Glu.

V této &&sti spisu budou popsadny varianty, které obsahuji
alespofi dvé substituce aminokyselin.

\Y jiném.provedeni podle pfedloZeného vyndlezu BPN’ varian-=
ta obsahuje pFirodni aminokyselinovou sekvenci, pEi &emZ tato
pEirodni aminokyselinova sekvence je substituovana ve dvou nebo
vice polohach z poloh 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206,
207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219
a 220, pfi &emZ tato BPN’ varianta md sniZenou adsorpci na ne-
rozpustny substrat a zvgSenou hydrolyzu nerozpustného substratu
pFi srovnani s pFirodnim subtilisinovym BPN’. Vyhodnymi poloha-
mi, které maji substituované aminokyseliny, jsou polohy 199,
200, 201, 202, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 212 nebo 215, vy=
hodné&ji 200, 201, 202, 205 nebo 207.
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Substituujici aminokyselinou
Cys,

Substituujici aminokyselinou

Substituujici aminokyselinou
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.
Substituujici aminokyselinou

Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou
Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly,
Substituujici éminokyselinou
Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou
Leu, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr,
nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou
Pro, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou
Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo

Substituujici aminokyselinou
Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr,
nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou
Ala, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo

pro polohu 199 je s vghodou

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

pro polohu 200 je s vyhodou

Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

pro polohu 201 je s vyghodou
pro polohu 202 je s vyhodou
pro polohu 203 je s vyhodou
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

pro polohu 204 je s vyhodou

pro polohu 205 je s vyhodou

‘Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp

pro polohu 206 je s vyhodou

pro polohu 207 je s vfhodou

pro polohu 208 je s vyhodou
Glu.

pro polohu 209 je s vyhodou

Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp

pro polohu 210 je s vyhodou
Glu.




Ala,

Gln,

Trp,
Gly,

Phe,
Asn,

Thr,

His,

Leu,

Ser,

Gln,

Pro,

Pro,

200,

12

Substituujici aminokyselinou pro polohu 211 je s vyhodou

Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 212 je s vyhodou
Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 213 je s vghodou
Phe, Tyr, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu. :

Substituujici aminokyselinou pro polohu 214 je s vyhodou
Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln,
Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 215 je s vyhodou
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 216 je s vghodou
Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 217 je s vyhodou
Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn,
Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 218 je s vyhodou
Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 219 je s vyhodou
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 220 je s vyhodou
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro kteroukoliv z poloh 199,
201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,

212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 a 220 je s vyhodou s od-
kazem na tabulku 1 neutr&lni nebo negativn® nabitd a stejné hy-
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drofilni nebo hydrofiln&js$i, vfhodn&ji hydrofiln&jsi aminokyse-

lina ne? je aminokyselina v pEislusné poloze pEirodniho subti- |~

lisinového BPN’.

Substituujici aminokyselinou pro kteroukoliv z poloh 199,
200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,
212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 a 220 je jestd vyhodndji
Asp nebo Glu.

V této &&sti spisu budou popsédny varianty, které obsahuji
alespoii t¥i substituce aminokyselin.’

V jiném provedeni podle p¥edloZeného vyndlezu BPN’ varian-
ta obsahuje pfirodni aminokyselinovou sekvenci, p¥#i &emZ tato
pfirodni aminokyselinova sekvence je substituovana ve t¥ech ne-
bo vice polohdch z poloh 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205,
206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217,
218, 219 a 220, pfi CemZ tato BPN’ varianta ma sniZenou adsorp-
ci na nerozpustny substrat nebo zvysSenou hydrolyzu nerozpustné-
ho susbtratu p¥i srovnadni s pfirodnim subtilisinovym BPN’. V{-
hodnymi polohami, které maji substituované aminokyseliny, jsou
polohy 199, 200, 201, 202, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 212
nebo 215, vyghodn&ji 200, 201, 202, 205 nebo 207.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 199 je s vyhodou
Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 200 je s v§hodou
His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polochu 201 je s vyhodou
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 202 je s vyhodou
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 203 je s v§hodou
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Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly,

Substituujici aminokyselinou

Asp nebo Glu.

Leu,
nebo

Pro,

Substituujici aminokyselinou
Val, Met, Cys, Ala, His, Thr,
Glu.

Substituujici aminokyselinou
Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou

Asp nebo‘Glu.

Pro,

Ile,

nebo

Ala,

Ala,

Gln,

Trp,
Gly,

Phe,

Substituujici aminokyselinou
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo
Substituujici aminokyselinou
Val, Met, Cys, Ala, His, Thr,
Glu.

Substituujici aminokyselinou
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo

Substituujici aminokyselinou
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo
Substituujici aminokyselinou

Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou
Phe, Ile,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Tyr, Leu,

Substituujici aminokyselinou

Leu, Ile, Val, Met, Cys,

Val, Met, Cys,

Ala,

Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

pro polohu 204 je s vyhodou

pro polohu 205 je s vyhodou
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp

pro polohu 206 je s vyhodou
pro polohu 207 je s vghodou

pro polohu 208 je s vyhodou
Glu.

pro polohu 209 je s vyhodou
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp

pro polohu 210 je s vyhodou
Glu.

pro polohu 211 je s vyhodou
Glu.

pro polohu 212 je s vyhodou

pro polohu 213 je s vyhodou

Ala, His, Thr, Pro,

pro polohu 214 je s vyhodou

His, Thr, Pro, Gly, G1ln,
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Asn, Ser, Asp nebo Glu.
Substituujici aminokyselinou pro polohu 215 je s vyhodou
Thr, Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 216 je s v§hodou
His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 217 je s vyhodou
Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn,
Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 218 je s vyhodou
Gln, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 219 je s vyhodou
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro polohu 220 je s v§hodou
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Substituujici aminokyselinou pro kteroukoliv z poloh 199,
200, 201, 202, 203, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212,
213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 a 220 je s vyhodou s odkazem
na tabulku 1 neutrdlni nebo negativné& nabitd a stejn& hydrofil-
ni nebo hydrofiln&js$i, s vyhodou hydrofiln&js$i, aminokyselina
neZ je aminokyselina v p¥islu$né poloze p¥irodniho subtilisino-
vého BPN’.

Substituujici aminokyselinou pro kteroukoliv z poloh 199,
200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 2ii,
212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 a 220 je jest& vyhodné&ji
Asp nebo Glu.

PEiklady provedeni vyndlezu

V této &asti budou popsany p¥ipravy enzymovych variant.
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P¥iklad 1
Geny mutantu BPN’

Fagemid (pSS-5) obsahujici p¥irodni subtilisinovy BPN’ gen
(Mitchinson C. a J.A.Wells: "Protein Engineering of Disulfide
Bonds in Subtilisin BPN’", Biochemistry 28, 4807 (1989).) se
transformuje do Escherichia coli ung-kmen CJ236. Pomoci VCSH13
pomocného fagu se pFipravi jednovléaknovy uracil-obsahujici DNA
templat (Kunkel T.A., Roberts J.D., Zakour R.A.: "Rapid and ef-
ficient site-specific mutagenesis without phenotypic selec-
tion", Methods in Enzymology 154, 367 (1987) podle modifikace
Yuckenberga P.D., Witneyho F., Geisselsodera J. a McClaryho J.:
"gite-directed in vitro mutagenesis using uracil-containing DNA
and phagemid vectors", Directed Mutagenesis - A Practical Ap-
proach, M.J.McPherson (red.), str. 27 aZ 48 (1991), obé& prace
jsou zde zahrnuty jako citace). Pro pfipravu vSech mutanta (v
podstat& tak, jak je popsédno Yuckenbergem a spol.: viz shora
1991) se pouZiva modifikace mistn& ¥izené mutagenese jediného
primeru zp@sobem podle Zollera a Smithe (Zoller M.J., Smith M.:
"0ligonucletide-directed mutagenesis using M13-derived vectors:
an efficient and general procedure for the production of point
mutations in any fragment of DNA", Nucl. Acids Res. 10, 6487
(1982), tato prace je zde zahrnuta jako odkaz). Oligonukleotidy
se p¥ipravuji syntetizatorem Applied Biosystem Inc. 380B DNA
synthesizer. Reak&ni produkty mutagenese se transformuji do
Escherichia coli kmene MM294 (Americka sbirka typ@ kultur, E.
coli 33625). VSechny mutanty se potvrdi DNA sekvenovanim. Iso-
lovana DNA se tranformuje do Bacillus subtilis expresniho kmene
BG2036 (Yang M.Y., Ferrari E., Henner D.J.: "Cloning of the
Neutral Protease Gene of Bacillus subtillis and the Use of the
Cloned Gene to Create an In Vitro-derived Deletion Mutation",
J. Bacteriol. 160, 15 (1984).). Pro stejné mutanty se pfi pfi-
pravé uracilového templ&atu pouZije modifikovany pSS-5 s posunu-
tovou mutaci stop kodonu na aminokyselin& 217. Oligonukleotidy
jsou ur&eny pro restaurovani p¥islusné &teci oblasti v poloze
217 a jsou také kodovany pro ndhodné substituce v polohach 199,
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200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,

212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 a 220 (ekvimolarni a/

/nebo prom&nné smé&si vSech &tyf nukleotida pro v3echny t¥i baze
v t&chto kodonech). Mutace, které opravuji posunuty stop kodon
a produkdji funk&ni enzym, se identifikuji jejich schopnosti
8t&pit kasein. Ndhodné substituce se stanovi DNA sekvenovanim.

P¥iklad 2

Fermentace

Bufiky Bacillus subtilis (BE2036) obsahujici p#islusng
subtilisinovy mutant se nechaji vyrast do stfedni log faze v
jednom litru kultury LB-glukosovi Zivn& pada a nao%kuji se do
fermentoru Biostat ED (B. Braun Biotech, Inc., Allentown, Pen-
sylvanie) v celkovém objemu 10 litra. Fermentadni medium obsa-
huje kvasinkovy extrakt, &krob, protip&nivé &inidlo, pufry a
stopy minerdla (viz Fermentation: A Practical Approach, B.
McNeil, Harvey L.M. (red.), (1990).). Zivn& pada se b&hem fer-
mentace udrZuje na konstantnim pH 7,0. Pro antibiotickou selek-
ci mutovaného plasmidu se p#id4 chloramfenikol. Builky se necha-
ji rast p¥es noc p#i 37 °C do A, kolem 60. Potom se isoluji.

P¥iklad 3
Cisténi

Aby se ziskal &isty enzym fermenta&ni Zivné prosti#edi se
zpracuje podle nésledujicich stupfia. Zivné prostfedi se zbavi
bun&k Bacillus subtilis odstFedovanim a vy&e¥i se odstran&nim
jemngch &astic membrénou zadrZujici &&stice o molekulové hmot-
nosti nad 100 000. N&sleduje odstFedovani membranou, ktera za-
drZuje &astice o molekulové hmotnosti 10 000. Dialysou se sni%i
iontova sila. 0,025M MES pufrem (2-(N-morfolino)ethansulfonova
kyselina) se pH upravi na hodnotu 5,5. Enzym se dile vy&isti
nanesenim bud na kolonu s iontom&ni&em nebo na kolonu s afinit-
nim adsorp&nim nosiem. Z kolony se eluuje gradientem chloridu
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sodného nebo propylenglykolu (viz Scopes R.K.: Protein Puri-
" fication Principles and Practice, Springer Verlag, New York
(1984), tato publikace je zde zahrnuta jako citace).

Pro stanoveni koncentrace aktivniho enzymu ve frakcich i-
solovanych b&hem gradientové eluce se pouZije pNA test (DelMar
E.G., Largman C., Brodrick J.W., Geokas M.C.: Anal. Biochen.
99, 316 (1979); tato prace je zde zahrnuta jako citace.). Timto
testem se m&¥i rychlost, kterou se uvoliiuje p-nitroanilin podle
toho, jak enzym hydrolyzuje rozpustny synteticky substrat, suk-
cinyl-alanin-alanin-prolin-fenylalanin-p-nitroanilid (sAAPF-
-pNA) . Rychlost vzniku Zlutého zabarveni pf¥i hydrolyzalni reak-
ci se m&Fi spektrofotometrem p¥i 410 nm. Tato rychlost je Gmé&r-
nad koncentraci aktivniho enzymu. Pro stanoveni celkové koncen-
trace proteinu se pouZije m&Feni absorbance pfi 280 nm. Pomér
aktivni protein/celkovy protein udava &istotu enzymu. PouZiva
se pro identifikovani frakci, které se spoji jako z&sobni roz-
tok.

Abychom se b&hem skladovdni vyhnuli autolyse enzymu,'pfidé
se ke spojenym frakcim ziskanym z chromatografické kolony stej-
na hmotnost propylenglykolu. Po ukon&eni &isSté&ni se &istota zé-
sobniho enzymového roztoku zkontroluje SDS-PAGE (elektroforesa
na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym). Absolutni
koncentrace enzymu se stanovi titraci aktivnich mist trypsino-
vym inhibitorem typu II-T: vejce kraty od firmy Sigma Chemical
Company (St. Louis, Missouri). Zmé&Fené faktory konverse ukazu-
ji, které zm&ny v molekule enzymu v raznych polohdch vedou k
enzymové varianté& se zvysSenou aktivitou na rozpustny substrét

pNA p¥i srovnani s p¥irodnim typem.

Pfi pPipravé pro pouZiti se enzymovy zasobni roztok eluuje
kolonou s nosiem Sephadex-G25 (Pharmacia, Piscataway, New Jer-
sey) . Odstrani se tak propylenglykol a vyméni se pufr. MES pufr
v zasobnim roztoku enzymu se vymé&ni za O,1M Tris pufr (trishy-
droxymethylaminomethan) obsahujici 0,01M chlorid vépenaty a pH
se kyselinou chlorovodikovou upravi na 8,6. VSechny pokusy se
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provad&ji p¥i pH 8,6 v Tris pufru udrZovaném na 25 °C.

V nasledujicich p¥ikladech budou charakterizovany enzymové
varianty.

Pfiklad 4
PEFiprava modelového povrchu

Jako nosi& pro kovalentni p¥ipojeni substratu sAAPF-pNA
ziskaného od firmy Bachem, Inc. (Torrence, Kalifornie) se pou-
¥ije aminopropyl-sklo s kontrolovanou velikosti pora (CPG) zi-
skané od firmy CPG Inc. (Fairfield, New Jersey). Reakce se pro-
vadi v dimethylsulfoxidu. Jako kondenzad&ni &inidlo se pouZije
hydrochlorid 1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)propyl]karbodiimidu
(EDC) . Po ukon&eni reakce (sledovdno testem pNA) se nadbytek
rozpoudt&dla odstrani a CPG:sAAPF-pNA se promyje dimethylsul-
foxidem (DMSO) a dvakrat p¥edestilovanou vodou. Nasleduje vy-
suSeni v su$arn& v proudu dusiku p¥i 70 °C. Reak&ni schema a
pFiprava imobilizovaného substrdtu se provaddi podle Brodeho
P.F.III a D.S.Raucha: "Subtilisin BPN’: Activity on an Immobi-
lized Substrate", Langmuir 8, 1325 (1992); tato prace je zde
zahrnuta jako odkaz.

CPG povrch ma 62 000 = 7 000 pNA molekul/um?. Plocha povr-
chu 50,0 m?/g uvedend CPG Inc pro CPG se nem&ni. To ukazuje, Ze
tento postup pouZity pro p¥iddni sAAPF-pNA k CPG neposkozuje
porézni strukturu (st¥edni pram&r je 48,6 nm).

P¥iklad 5
Test hydrolyzy na povrchu

Adsorpce enzymové varianty a hydrolyza peptidu navazaného
na CPG se mohou méFit v jediném pokusu pouZitim CPG:sAAPF-pNA.

K bafice, kterd obsahuje Tris pufr a CPG:sAAPF-pNA, z nichZ byly
odstranény plyny, se p¥ida maly objem zdsobniho roztoku enzymo-
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vé varianty. Tato baiika se t¥epe 90 minut. B&hem této doby se

‘tFepalka v razngch &asovych intervalech zastavuje - nap¥iklad ~

kaZdé dvé minuty b&hem stadii adsorp&ni hydrolyzy (nap¥. prv-
nich 20 minut a kaZdgch 10 minut ke konci pokusu). CPG:sAAPF-
-pNA se nechd usadit a odebere se vzorek. Jak experimentalni
postup tak vypolet adsorpce a hydrolyzy se provedou podle po-
stupu, ktery popsali Brode a spol: viz shora 1992.

U vSech enzyma se sleduje stabilita proti autolyze. Zadny
enzym by nemé&l béhem pokusu vykazovat znatelné autolytické
ztraty. Adsorpce enzymu se tedy madZe stanovovat mé&Fenim vy&er-
pani roztoku. Rozdil mezi pavodni koncentraci enzymové varianty
a koncentraci zm&Fenou v kaZdém jednotlivém bodu uddva mnoZstvi
adsorbovaného enzymu. MnoZstvi pNA hydrolyzovaného z povrchu
se zm8Fi ode&tenim absorbance podilu vzorku p¥i 410 nm. Celkové
mnoZstvi hydrolyzovaného pNA se vypo&te pfidanim mnoZstvi ode-
braného‘jako vzorek a mnoZstvi zbyvajiciho v bafice. Tato hodno-
ta se opravi ode&tenim mnoZstvi pNA, které je hydrolyzovano
Tris pufrem p¥#i pH 8,6, jestliZe neni p¥itomen Zadny enzym. Ta-
to hydrolyza se pohybuje mezi 7 a 29 % z celkové hydrolyzy po-

dle G&innosti enzymu.

Priklad 6
Kineticka analyza rozpustného substréatu

Rychlosti hydrol¢zy rozpustného substratu sAAPF-pNA se sle-
duji ze zvysSeni absorbance jako funkce Casu p¥i 410 nm mé&Fenim
na spektrofotometru DU-70. Koncentrace enzymu se udrZuje kon-
stantni. P¥ipravi se vzorek s koncentraci v rozmezi od 6 do
10nM, pfi &emZ koncentrace substratu se pro kaZdé kinetické
stanoveni mé&ni od 90 do 700 uM sAAPF-pNA. Adsorbce se stanovuje
kaZdou vtefinu po dobu 900 vteFin. Tato data se pfenesou na
Lotus™ (Lotus Development Corporation, Cambridge, Massaschu-
setts). Analyza kinetickych parametra se provadi standardni
analyzou (Lineweaver Burk), pfi které data pofdte&ni &asti a-
nalyzy (obvykle prvni minuta) na linedrni regresni k¥ivce da-
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vaji v,. Data vV, a s, se vynesou standardnim 1nverznim zpasobem.
ziskaji se E% a kkat ' S — o

V dalsi &&sti jsou uvedeny p¥iklady BPN’ variant.

Pfiklady BPN’ variant podle p¥edloZeného vyndlezu, které
maji sniZenou adsorpci na substraty vdzané na povrch a zv§3enou
hydrolyzu substrat@ navdzanych na povrchu, jsou uvedeny niZe
v tabulce 2. P¥i popisu pfislusSnych mutaci se pavodni aminoky-
selina, kterd se 'vyskytuje v p¥irodni slouZenin&, uvadi jako
prvni Gdaj, &islo polohy této aminokyseliny jako druhy tGdaj a
substituujici aminokyselina jako t¥eti ddaj.

Tabulka 2
P¥iklady BPN’ variant

Jedind mutace:
Lys213Glu
Ala216Glu
Ala216Asp
Ala216Gly
Ser204G1lu
Val203Glu

Dvoji mutace:
Lys213Glu + Tyr2l1l7Leu

Ile205Leu + Ala216Glu
Ile205Leu + Ala216Asp
Pro210ALa + Gly215Thr
Lys213Glu + Ala216Glu
Tyr214Phe + Tyr217Asn
G1ln206Glu + Ala216Glu
Ala216Glu + Tyr2l17Leu
Gln206Glu + Tyr21l7Leu
G1ln206Glu + Lys312Glu
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Tabulka 2 (pokradovéani)

Troji mutace:

Gln206Pro + Gly211Ala + Ala216Glu
Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr2l7Leu
Ile205Val + Pro2l10Ala + Lys213Glu
G1ln206Glu + Ala216Glu + Tyr21l7Leu
G1ln206Glu + Lys213Glu + Tyr2l7Leu

Cty¥i mutace:

Pro210Ala + Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr2l7Leu
Gln206Glu + Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr217Leu
Gln204Glu + G1ln206Glu + Ala216Glu + Tyr2l1l7Leu

+

P&t mutaci:
Ile205Leu + Pro210Ala + Lys213Glu
Ser204Glu + Gln206Glu + Lys213Glu

+

Ala216Glu + Tyr2l7Leu
Ala216Glu + Tyr2l7Leu

4

Podle jiného provedeni pfedloZeného vyndlezu se do pro-
stfedka uZitednych pro &isté&ni rozmanitych povrcha, které po-
t¥ebuji odstranit proteinové zne&isténiny, pouZiva efektivni
mnoZstvi jedné nebo vice enzymovych variant podle p¥edloZeného
vyndlezu. Mezi tyto &istici prostfedky patfi detergentni pro-
stfedky pro &isténi tvrdych povrcha bez omezeni formy (nap¥.
kapalné nebo granulované), detergentni prost¥edky pro &isténi
latek bez omezeni formy (napf. granulované a kapalné prostfedky
nebo prost¥edky ve formé& kostek), prostfedky pro myti nadobi
(neomezené pokud jde o formu), ordlni &istici prostfedky bez
omezeni formy (nap¥. prostFedek pro &isténi zub@, zubni pasta
a Gstni voda), &istici prostfedky pro zubni protézy bez omezni
formy (nap¥. kapalné prost¥edky, tablety) a &isticil prost¥edky
pro &isténi kontaktnich &olek bez omezeni formy (napf. kapali-
na, tableta). Pojem "efektivni mnoZstvi enzymové varianty" tak,
jak se zde pouZiva, znamend takové mnoZstvi enzymové varianty,
které jé nutné k dosaZeni enzymové aktivity nutné pro specific-
ky &istici prost¥edek. Tato efektivni mnoZstvi jsou snadno zji-
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stitelnd odbornikem z oblasti techniky a zdvisi na mnoha fakto-
rech, jako je pfislusSn& pouZit& enzymova varianta, typ &isté&ni,
specifické sloZeni &isticiho prost#edku, zda jde o kapalinu ne-
bo zda jde o suchou formu (nap¥. granule, kostku) a podobné&.
Tistici prostfedky podle pFedloZeného vynilezu s vyhodou obsa-
huji 0,0001 aZ 10 % hmotn. jedné nebo vice enzymovych variant
podle p¥edloZeného vyndlezu, vyhodn&ji od 0,001 do 1 %, jesté&
vyhodné&ji od 0,01 do 0,1 % hmotn. Nékteré pfiklady raznych &is-
ticich prost¥edk@, v nichZ se mohou pouZivat enzymové varianty
podle p¥edloZeného vyndlezu, jsou zde dale diskutovany podrob-
n&ji. Vsechny dily, procenta a poméry v tomto spisu jsou hmot-
nostni, pokud neni uvedeno jinak.

Pojem "&istici prost¥edky neur&ené pro latky" tak, jak se
zde pouZiv4i, znamend &istici prost¥edky pro tvrdé povrchy, pro-
stfedky pro myti nadobi, ordlni &istici prostfedky, &istici
prost¥edky pro zubni protézy a &istici prost¥edky pro kontaktni
Co&ky.

Cistici prostfedky pro tvrdé povrchy, naddobi a latky: En-
zymy podle pfFedloZeného vyndlzeu se mohou pouZivat v jakémkoliv
detergentnim prost¥fedku, kde je Zadouci vysoké pé&né&ni a dobré
odstrafiovidni nerozpustného substratu. Enzymové varianty podle
pfFedloZeného vyndlezu se tedy mohou pouZivat s r@znymi konven-
&nimi sloZkami. 2iskaji se tak Gplné &istici prostfedky pro
tvrdé povrchy, pro myti nddobi, pro prani latek a podobné. Pro-
stFedky mohou existovat ve form& kapalin, granuli, kostek a po-~-
dobné&. Tyto prostfedky se mohou vyrib&t jako moderni "koncen-
trované" detergenty, které obsahuji aZ od 30 do 60 % hmotn. po-
vrchové aktivnich &inidel.

Cistici prostfedky podle vyndlezu mohou pop¥ipad& obsaho-
vat a s vfhodou obsahuji r@zna aniontova, neiontova, obojetna
atd. povrchové aktivni &inidla. Tato povrchové& aktivni &inidla
jsou v prost¥edcich typicky p¥itomna v mnoZstvich od 5§ do 35
% hmotn. z celkové hmotnosti prost¥edku. ‘
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Mezi neomezujici pfiklady povrchové aktivnich &inidel uZi-
te&ngch podle tohoto vynalezu pat¥i konven&ni alkyl(s 11 aZ 18
atomy uhliku)benzensulfonaty a primdrni a ndhodné alkylsulfaty,
sekundarni (2,3)alkylsulfaty (s 10 aZ 18 atomy uhliku) obecnych
vzorcf CH,(CH,),(CHOSO;) 'M')CH; a  CH;(CH,) (CHOSO;'M')CH,CH;, V
nichZ x a (y+1) znamenaji alespoil &islo 7, s vyhodou alespoii
9, a M znamend ve vod& rozpustny kation, zv1asté& kation sodiku,
alkylalkoxysulfaty s 10 aZ 18 atomy uhliku (zvlasté 1 aZ 5 e-
thoxysulfaty), alkylalkoxykarboxyldty s 10 aZ 18 atomy uhliku
(zv1a8t& 1 aZ 5 ethoxykarboxylaty), alkylpolyglykosidy s 10 aZ
18 atomy uhliku a jejich odpovidajici sulfatované polyglykosi-
dy, a-sulfonované estery mastngch kyselin s 12 aZ 18 atomy uh-
1iku, alkyl a alkylfenolalkoxylaty s 12 aZ 18 atomy uhliku
(zv148t& ethoxylaty a sm&sné ethoxy/propoxyderivaty), betainy
s 12 aZ 18 atomy uhliku a sulfobetainy ("sultainy") s 12 aZ 18
atomy uhliku, aminoxidy s 10 aZ 18 atomy uhliku a podobné. Al-
kyllkoxysulfaty (AES) a alkylalkoxykarboxylaty (AEC) jsou vy=
hodné pro pouZiti podle vynadlezu. Vyhodné je také pouZiti téch-
to povrchové aktivnich &inidel v kombinaci se shora uvedenym
aminoxidovym a/ /nebo betainovym nebo sultainovym povrchové ak-
tivnim &inidlem; zAavisi to na poZadavcich toho, kdo tyto pro-
stFedky pFipravuje. Dalsi konven&n& pouZitelna povrchové aktiv-
ni &inidla jsou uvedena ve standardnich textech. Mezi zvlasté
uZitedna povrchové aktivni &inidla pat¥i N-methylglukamidy s
10 aZ 18 atomy uhliku popsané v USA patentu 5 194 639 Connora
a spol. z 16. bfezna 1993, ktery je zde zahrnut jako citace.

V prost¥edcich podle vynalezu mohou byt obsaZeny rozmanité
jiné sloZky uZitedné v detergentnich &isticich prostfedcich
v&etn& jinych sloZek, nosi&f, hydrotropa, &inidel pro opracovéa-
ni, barviv nebo pigment®@, rozpousté&del pro kapalné prostfedky
atd. JestliZe je Zadouci zvysit p&n&ni, zahrnou se do prostf¥ed-
ku podporovatelé p&nd&ni, jako jsou alkoholamidy s 10 aZ 16 ato-
my uhliku, typicky v mnoZstvi 1 aZ 10 % hmotn. Typickymi skupi-
nami t&chto zesilova&a p&né&ni jsou monoethanol a diethanoclamidy
s 10 aZ 14 atomy uhliku. Vghodné je také pouZiti té&chto zesilo-
va&a p&néni s vysoce p&nivymi povrchové aktivnimi &inidly, jako
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jsou shora uvedené aminoxidy, betainy a sultainy. JestliZe je
to Zadouci, mohou se pro dosaZeni dalSiho p&ndni pfidavat roz-
pustné hofe&naté soli, jako je MgCl,, MgSO, a podobné, typicky
v mnoZstvich od 0,1 do 2 % hmotn.

Kapalné detergentni prostfedky mohou obsahovat vodu a dal-
81 rozpoust&dla a nosiZe. Vhodngmi jsou primdrni nebo sekundar-
ni alkoholy s nizkou molekulovou hmotnosti, jako napfiklad me-
thanol, ethanol, propanol a isopropanol. Monohydroxyalkoholy
jsou vyhodné pro rozpoust&ni povrchové aktivnich &inidel, ale
mohou se pouZivat i polyoly, jako polyoly s 2 aZ 6 atomy uhliku
a 2 aZ 6 hydroxylovymi skupinami (nap#. 1,3-propandiol, ethy-
lenglykol, glycerin a 1,2-propandiol). Prostfedky mohou obsaho-
vat od 5 do 90, s vyhodou od 10 do 50 % hmotn. t&chto nosid&a.

Detergentni prostfedky podle vyndlezu se s vyhodou pfipra-
vuji tak, aby b&hem pouZiti ve vodnych &isticich postupech mé&l
vodny roztok pH mezi 6,8 a 11,0. Kone&né produkty se typicky
pFipravuji s timto rozmezim pH. Mezi zp@soby, kterymi se regu-
luje pH na doporu&enou hodnotu, pat¥i pouZiti pufra, alkalii,
kyselin atd. Tyto zp@soby jsou velmi dobfe zndmy odbornikém z
oblasti techniky.

JestliZe se pFipravuji &istici prost¥edky pro tvrdé povr-
chy a prostfedky pro &ist&ni latek podle p¥edloZeného vynalezu,
mohou se pouZivat razné stavebni sloZky v mnoZstvi 5 aZ 50 %
hmotn. Mezi typické stavebni sloZky patfi 1 az 10um zeolity,
polykarboxyldty, jako citrat a oxidosukcinaty, vrstvené kfe-
mi&itany, fosfore&nany a podobné. Dal$i konven&ni sloZky Jjsou
uvedeny v standardnich p¥edpisech.

Podobn& se mohou v t&chto prostFedcich pouZivat razné dalsi
enzymy, jako jsou celulasy, lipasy, amylasy a proteasy, typicky
v mnoZstvich od 0,001 % do 1 % hmotn. RaAzné &isticl prostfedky
a enzymy pedujici o latky jsou dobfe zndmy v oblasti techniky
pracich detergentnich &inidel.
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V prost¥edcich se mohou pouZivat razné b&lici sloueniny,

“jako jsou peruhli&itany, perbdritany’a pddobﬁé, typicky v mnoz= -
stvich od 1 do 15 % hmotn. JestliZe je to Zadouci, tyto pro-
st¥edky mohou obshaovat také b&lici aktivatory, jako je tetraa-
cetylethylendiamin, nonanoyloxybenzensulfonat a podobné, které
jsou také znadmy 2z oblasti techniky. Typicky se pouZivaji
mnoZstvi od 1 do 10 % hmotn.

V t&chto prost¥edcich se mohou pouZivat rfaznad &inidla u-
volfiujici uSpin&ni, zv1asté& typu aniontovych oligoestera, rézna
komplexujici &inidla, 2zvlasté& aminofosfonaty a ethylendiamin-
disukcinaty, r@znad &inidla 'odstraﬁujici uspin&ni hlinkami,
zv148t& ethoxylovany tetraethylenpentamin, r@zn& dispergacni
&inidla, zv14sté& polyakrylaty a polyaspartaty, r@zna zjasfiovaci
&inidla, zv14sté& aniontova zjasfiovaci &inidla, razni potladova-
telé p&néni, zv1ast& silikony a sekunddrni alkoholy, razna &i-
nidla pro zmé&k&ovani latek, zv1asté smektitové hlinky, a podob-
ni &inidla v rozmezi od 1 do 35 % hmotn. Stadardni pfedpisy a
publikované patenty obsahuji mnoho podrobnych popis@ té&chto

konven&nich materiila.

V &isticich prostfedcich podle tohoto vyndlezu se mochou
pouZivat také stabilizatory enzyma. Mezi takové stabilizatory
enzym@ pat¥i propylenglykol (s vyhodou od 1 do 10 % hmotn.),
mravendan sodny (s vyhodou od 0,1 do 1 % hmotn.) a mravendan

vapenaty (s vyhodou od 0,1 do 1 % hmotn.).

Pojem "&istici prost¥edky pro tvrdé povrchy" tak, jak se
zde tento pojem pouZiva, znamend kapalné a granulované deter-
gentni prost¥edky pro &isténi tvrdych povrcha, jako jsou po-
dlahy, zdi, obklady koupelen a podobné. Cistici prost¥edky pro
tvrdé povrchy podle p¥edloZeného vyndlezu obsahuji efektivni
noZstvi jedné nebo vice enzymovych variant podle pfedloZeného
vyndlezu, s vghodou od 0,001 do 10 %, vyhodné&ji od 0,01 do 5,
jesté& vyhodné&ji od 0,05 do 1 % hmotn. aktivniho enzymu z celko-
vé hmotnosti prostfedku. Vedle jedné nebo vice enzymovych vari-
ant podle pf¥edloZeného vyndlezu tyto &istici prostfedky pro
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tvrdé povrchy typicky obsahuji povrchov& aktivni &inidlo a ve

vod& rozpustnou maskovaci stavebni sloZku. V n&ktergch specidl-

nich produktech, jako jsou rozpraSovale pro &isté&ni oken, se
v8ak n&kdy povrchové& aktivni &inidla nepouZivaji, protoZe mohou
zanechavat filmovy/Smouhovity zbytek na povrchu skla.

Povrchov® aktivni sloZka, jestliZe je p¥itomna, maZe byt
obsaZena v mnoZstvi i jenom 0,1 % hmotn. z celkové hmotnosti
prost¥edku. Typicky vsSak tyto prostfedky obsahuji od 0,25 do
10, vyhodné&ji od 1 do 5 % hmotn. povrchové& aktivniho &inidla.

Prost¥edky typicky obsahuji od 0,5 do 50 % hmotn. deter-
gentni sloZky, s vyhodou od 1 do 10 % hmotn.

S vyhodou by se pH mé&lo pohybovat v rozmezi od 8 do 12.
Pro Gpravu pH se mohou, pokud je to nutné, pouZivat konven&ni
¢inidla pro Gpravu pH, jako je NaOH, Na,CO; nebo HCI.

V prost¥edku mohou byt obsaZena rozpoust&dla. Mezi uZited&-
nd rozpoustédla pat¥i, ale nejsou na né& omezena, glykolethery,
jako je monohexylether diethylenglykolu, monobutylether diethy-
lenglykolu, monobutylether ethylenglykolu, monohexylether ethy-
lenglykolu, monobutylether propylenglykolu a monobutylether di-
propylenglykolu, a dioly, jako je 2,2,4~-trimethyl-1,3-pentandi-
ol a 2-ethyl-1,3-hexandiol. JestliZe se pouZivaji, potom jsou
tato rozpoust&dla p¥itomna v mnoZstvi typicky od 0,5 do 15, s
vyhodou od 3 do 11 % hmotn.

V pfedloZenych prostfedcich se mohou pouZivat také vysoce
tékava rozpoustédla, jako je isopropanol nebo ethanol, aby se
usnadnilo rychlé odpa¥eni prost¥edku z povrcha@, jestliZe se po-
vrch po "plné" aplikaci prost¥edku na povrch neoplachuje. Jest-
liZe se pouZivaji, potom jsou té&kava rozpoust&€dla v prostfedku
pEitomna v mgontvi typicky od 2 do 12 % hmotn. '

Provedeni <&isticich prostfedk@ pro tvrdé povrchy podle
pFfedloZeného vyndlezu je ilustrovano nédsledujicimi pfiklady.
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P¥iklady 7 aZ 12

Kapalné Cistici prosti"edky pro tvrdé povrchy»---r— e s

sloZka - ptiklad &islo:
7 8 9 10 11 12

Lys213Glu 0,05 0,50 0,02 0,03 0,10 0,03
Ile205Leu + Ala2l16Asp - - - - 0,20 0,02
Na,DIDA"
EDTA™ - - 2,90 2,90 - -
citrat sodny - - - - 2,90 2,90
alkylbenzensulfonat

sodny s 12 at. C 1,95 - 1,95 - 1,95 -
alkylsulfat sodny s

12 at. C - 2,20 - 2,20 - 2,20
ethoxysulfat™ sodny

s 12 at C - 2,20 - 2,20 - 2,20
dimethylaminoxid s

12 at C - 0,50 - 0,50 - 0,50
kumesulfonat sodny 1,30 - 1,30 - 1,30 =
hexylkarbito1l™ 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
voda™™* doplnit do 100 % hmotn.

* N-diethylenglykol-N,N-iminodiacetat dvojsodny

**  &tyPsodna sal ethyldiamindioctové kyseliny

***  monohexylether diethylenglykolu

vSechny prost¥edky maji pH upraveno na hodnotu 7

kkded

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
7 aZ 10 jsou substituovany Lys213Glu s v podstaté& podobnymi v§-

sledky.

BPN’/ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
11 aZ 12 jsou substituovany Lys213Glu a Ile205Leu + Ala216Asp

s v podstaté& podobnymi vysledky.
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P¥iklady 13 aZ 18

Sprejové prostFedky pro &iZt&ni tvrdgch povrche a pro odstrafio- |

vani plisné& v dom&cnosti

sloZka pEiklad &islo:
13 14 15 16 17 18

Lys213Glu + Tyr217Leu 0,50 0,05 0,60 0,30 0,20 0,30

Ala216Glu - - - - 0,30 0,10
oktylsulfat sodny 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
dodecylsulfat sodny 4,00 " 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
hydroxid sodny o,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
kfemi&itan (sodny) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
parfém 0,3 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
voda ‘ doplnit do 100 % hmotn.

Produkt m& pH asi 7.

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
13 aZ 16 jsou substituovany Lys213Glu + Tyr2l7Leu s v podstaté
podobnymi vysledky.

Jakékoliv kombinace BPN’ variant uvedenych v tabulce 2,
mimo jiné, v p¥ikladech 17 aZ 18 jsou substituovany Lys213Glu
+ Tyr217Leu a Ala216Glu s v podstaté& podobnymi vy¢ysledky.

V dalsSi &&sti popisu jsou uvedeny prost¥edky pro myti na-
dobi. Prostfedky pro myti n&dobi obsahuji jednu nebo vice enzy-
movych variant podle p¥edloZeného vyndlezu. Pojem "prost¥edek
pro myti na&dobi" tak, jak se zde pouZiva, znamend vSechny formy
prost¥edka pro &ist&ni nddobi vietn&, ale bez omezeni jenom na
né, granulovanych a kapalnych forem. Provedeni prostfedka pro
myti n&dobi podle pFedloZeného vyndlezu Jjsou ilustrovéana
nasledujicimi p¥iklady.
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‘neoplachujerostfedky pro myti nadobi

sloZka pfiklad &islo:
19 20 21 22 23 24
Glu206Pro + Gly21llAla

+ Ala216Glu 0,05 0,50 0,02 0,40 0,10 0,03
Ile205Léu + Ala2l6Asp - - - - 0,40 0,02
N-methylglukamid

s 12 a% 14 at. ¢ 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
ethoxysulfat s 12

at. C 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
2-methylundekanova

kyselina 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
ethoxykarboxylat s

12 at. C 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
alkoholethoxylat s '

12 at. C 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
aminoxid s 12 at. C 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
kumensulfonat sodny 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
ethanol 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
ho¥e&nat¢ ion (jako

chlorid ho¥eé&naty) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
vapenaty ion (Jjako

chlorid vapenaty) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40

voda

doplnit do 100 % hmotn.

Produkt ma& pH upraveno na hodnotu 7.

BPN’/ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
19 aZ 22 jsou substituovany Gln206Pro + Gly211lAla + Ala216Glu
s v podstaté& podobnymi vysledky.

Jakékoliv kombinace BPN’ variant uvedenych v tabulce 2,
mimo jiné, v p¥ikladech 23 aZ 24 jsou substituovany Gln206Pro
+ Gly211Ala + Ala216Glu a Ile205Leu + Ala2l6Asp s Vv podstaté
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podobnymi vysledky.

V jiném provedeni podle p¥edloZeného vyndlezu jsou uvedeny
prost¥edky pro &ist&ni l&tek, které obsahuji jednu nebo vice
enzymov{ch variant podle p¥edloZeného vyndlezu. Pojem "prost¥e-
dek pro &ist&ni latek" tak, jak se zde pouZiva, znamend vSechny
formy detergentnich prostfedka pro &isté&ni latek v&etn&, ale
bez omezeni jenom na n&, granulovanych a kapalnych forem a fo-

rem ve tvaru kostek.

Granulované prostfedky pro &ist&ni latek podle pfedloZené-
ho vyndlezu obsahuji efektivni mnoZstvi jedné nebo vice enzymo-
vych variant podle p¥edloZeného vyndlezu, s vyhodou od 0,001
do 10 % hmotn., vyhodn&ji od 0,005 % do 5 %, vyhodné&ji od 0,01
$ do 1 % hmotn. aktivniho enzymu z hmotnosti prostfedku. Vedle
jedné nebo vice erizymovych variant granulované prostfedky pro
&ist&ni 1atek typicky obsahuji alespoii jedno povrchov& aktivni
&inidlo, jednu nebo vice stavebnich sloZek a v n&kterych pfipa-
dech bé&lici &inidlo.

Granulované prost¥edky pro &isté&ni latek podle pFedloZené-
ho vyndlezu jsou ilustrovany néasledujicimi p¥iklady.
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PFiklady 25 aZ 28
Granulované prostfedky pro &ist&ni latek

sloZka ptiklad ¢&islo:
25 26 27 28
Ala216Asp 0,10 0,20 0,03 0,05
Ala216Gly - - 0,02 0,05
linedrni alkylbenzensul-
fonat s 13 at. C 22,00 22,00 22,00 22,00
fosfore&nan (jako trifos-
fore&nan sodny) 23,00 23,00 23,00 23,00
uhli&itan sodny 23,00 23,00 23,00 23,00
k¥emi&itan sodny 14,00 14,00 14,00 14,00
zeolit 8,20 8,20 8,20 8,20

chelata&ni &indilo (diethy-
1entriaminpentaoctové

kyselina) 0,40 0,40 0,40 0,40
siran sodny 5,50 5,50 5,50 5,50
voda ' doplnit do 100 hmotn.

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
25 aZ 26 jsou substituovany Ala216Asp s v podstaté podobnymi

vysledky.

Jakékoliv kombinace BPN’ variant uvedenych v tabulce 2,
mimo jiné, v pfikladech 27 aZ 28 jsou substituovany Ala2l6Asp
a Ala216Gly s v podstatd& podobnymi vysledky.
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PFiklady 29 aZ 32
Granulované prost¥edky pro &ist&ni 1latek

sloZka pfiklad &islo:
29 30 31 32

Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr 217Leu 0,10 0,20 0,03 0,05

Ile205Val + Pro2l1l0Ala + Lys213Glu - - 0,02 0,05
alkylbenzensulfonat s 12 at. C 12,00 12,00 12,00 12,00
zeolit A (1 aZ 10 um) 26,00 26,00 26,00 26,00
2-butyloktanova kyselina 4,00 4,00 , 4,00 4,00
sodnd sl sekunddrniho alkyl-

sulfatu s 12 aZ 14 at. C 5,00 5,00 5,00 5,00
citrat sodny 5,00 5,00 5,00 5,00
optické zjasiiovadlo 0,10 0,10 0,10 0,10
siran sodny 17,00 17,00 17,00 17,00
voda doplnit do 100 hmotn.

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
29 aZ 30 jsou substituovany Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr2l1l7Leu
s v podstat& podobnymi vysledky.

Jakékoliv kombinace BPN’ variant uvedenych v tabulce 2,
mimo jiné, v p¥ikladech 31 aZ 32 jsou substituovany Ly5213Giu
+ Ala216Glu + Tyr2l1l7Leu a Ile205Val + Pro2l10Ala + Lys213Glu s
v podstat& podobnymi vysledky.

Kapalné prost¥edky pro &isté&ni latek podle pfedloZeného vy-
nadlezu obsahuji efektivni mnoZstvi jedné nebo vice enzymovych
variant podle pfedloZeného vyndlzeu, s vyhodou od 0,005 do 5
% hmotn., vfhodn&ji od 0,01 % do 1 % hmotn. aktivniho enzymu
z hmotnosti prostfedku. Tyto kapalné prost¥edky pro &isténi la-
tek typicky ddle obsahuji aniontové povrchové aktivni &inidlo,
mastnou Kkyselinu, ve vod& rozpustnou detergentni stavebni
sloZku a vodu.
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Kapalné prostfedky pro &isté&ni latek podle pfedloZeného
vyndlezu jsou ilustrovany nasledujicimi pEiklady. -

P¥iklady 33 aZ 37
Kapalné prost¥edky pro &ist&ni latek

sloZka pFiklad &islo:
33 34 35 36 37

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

Ala216Glu + Tyr2l7Leu - - - 0,01 0,20
alkylsulfat sodny

s 12 aZ 14 at. C 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
2-butyloktanova kyselina 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
citrat sodny 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
alkoholethoxylat s

10 at. Cc ) 13,00 13,00 13,00 13,00 13,00
monoethanolamin - 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
voda/propylenglykol/ethanol

(100:1:1) ‘doplnit do 100 % hmotn.

BPN’/ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
33 a% 35 jsou substituovany Pro210Ala + Gly215Thr s v podstaté
podobnymi vysledky.

Jakékoliv kombinace BPN’ variant uvedenych v tabulce 2,
mimo jiné, v pFikladech 36 aZ 37 jsou substituovany Pro2l0ila
+ Gly215Thr a Pro210Ala + Lys213Glu + Ala216Glu + Tyr2l7Leu s
v podstat& podobnymi vysledky.

Prost¥edky pro &ist&ni latek ve tvaru kostky podle p¥edlo-
Yeného vyndlezu vhodné pro ru&ni prani uSpin&ngch latek obsa-
huji efektivni mnoZstvi jedné nebo vice enzymovych variant po-
dle pfedloZeného vynalezu, s vyhodou od 0,001 do 10 % hmotn.,
vfhodndji od 0,01 % do 1 % hmotn. z hmotnosti prostiedku.
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Prost¥edky pro &isté&ni latek ve tvaru kostky podle pfedlo-
Zeného vyndlezu jsou ilustrovany nasledujicimi p¥iklady.

P¥iklady 38 aZ 41
Prostfedky pro Zist&ni latek ve form& kostky

sloZka ptiklad &islo:
38 39 40 41

Lys213Glu + Ala216Glu 0,3 - 0,1 0,02
Tyr214Phe + Tyr217As - - 0,4 0,03
alkylsulfat sodny s 12

aZz 16 at. C 20,00 20,00 20,0 20,00
N-methylglukamid s 12

a¥ 14 at. C 5,00 5,00 5,0 5,00
alkylbenzensulfondt sodny

s 11 aZ 13 at. C 10,00 10,00 10,0 10,00
uhli&itan sodny 25,0 25,0 25,0 25,00
difosfore&nan sodny 7,0 7,0 7,0 7,00
trifosfore&nan sodny 7,0 7,0 7,0 7,00
zeolit A (0,1 aZ 10 um) 5,0 5,0 5,0 5,00
karboxymethylcelulosa 0,2 0,2 0,2 0,20
polyakrylat (mol.hmotn.1400) 0,2 0,2 0,2 0,20
kokosovy monoethanolamid 5,0 5,0 5,0 5,00
zjasfiovaci &inidlo, parfém 0,2 0,2 0,2 0,20
siran vapenaty 1,0 1,0 1,0 1,00
siran hofe&naty 1,0 1,0 1,0 1,00
voda 4,0 4,0 4,0 4,00
plnidlo* doplnit do 100 % hmotn.

* MaZe byt vybréno z vhodngch materisla, jako je CaCoO;, talek,
hlinka, kFemi&itany a podobné.

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
38 aZ 39 jsou substituovany Lys213Glu + Ala216Glu s v podstaté
podobnymi vysledky.
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Jakékoliv kombinace BPN’ variant uvedengch v tabulce 2,
mimo jiné, v pF¥ikladech 40 aZ 41 jsou substituovany LYsé13G1d”"'
+ Ala216Glu a Tyr214Phe + Tyr217Asn s v podstaté& podobnymi
vysledky.

Vedle shora uvedenych Cisticich prost¥edka pro tvrdé po-
vrchy, prostFedka pro myti nddobi a prost¥edka pro &isté&ni 1la-
tek se ma@Ze do rozmanitych jinych &isticich prost¥edka, kde je
Zad&na hydrolyza nerozpustného substratu, zahrnout jedna nebo
vice enzymovych variant podle pfedloZeného vyndlezu. Tyto dalsi
&istici prostfedky zahrnuji, ale nejsou omezeny jenom na né&,
ordlni ¢&istici prost¥edky, prost¥edky pro &ist&ni zubnich
protéz a prostFedky pro ¢isté&ni kontaktnich &odlek.

V jiném provedeni podle pFedloZeného vyndlezu se do pro-
stfedka uZite&nych pro odstrafiovdnd proteinovych zne&isté&nin
ze zub@ nebo zubnich protéz zahrne jedna nebo vice enzymovych
variant podle pFedloZeného vyndlezu. Pojem "oralni &istici pro-
st¥edky" tak, jak je zde pouZivéan, znamend prost¥edky pro &i-
Sté&ni zub®, zubni pasty, zubni gely, zubni prasky, Gstni vody,
Gstni spreje, Gstni gely, Zvykaci gumy, pastilky, sa&ky, table-
ty, biogely, profylaktické pasty, zubni 1é&ivé roztoky a podob-
né. Oralni Eistici prostfedky podle p¥edloZeného vyndlezu obsa-
huji od 0,0001 do 20 % hmotn. jedné nebo vice enzymovych vari-
ant podle p¥edloZeného vynalezu, vyhodnéji od 0,001 do 10 %
hmotn., jest& vyhodn&ji od 0,01 % do 5 % hmotn. z hmotnosti
prostfedku, a famaceuticky p¥ijatelny nosi&. Pojem "farmaceu-
ticky pFijatelny" tak, jak se zde pouZiva, znamenid, Ze lé&iva
latka, lécivy pfipravek nebo inertni sloZky, které tento pojem
popisuje, jsou vhodné pro pouZiti v kontaktu s tkané&mi &lovéka
a niZsich Zivo&icha bez nepat¥i&né toxicity, nesluditelnosti,
nestability, dréaZdéni, alergické odpov&di a podobnych, p¥i o-
davodnéném poméru prospéch/riziko.

Farmaceuticky pFijatelné ordlni &istici nosné sloZky oral-
nich &isticich sloZek budou v ordlnich &isticich prost¥edcich

Q

typicky obvykle obsaZeny v mnoZstvi od 50 do 99,99 % hmotn.,
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s vfhodou 65 aZ 99,99, vyghodn&ji 65 a% 99 % hmotn. z celkové
" hmotnosti prostfedku. - e T

Farmaceuticky p¥ijatelné nosné sloZky a p¥ipadné sloZky,
které mohou byt zahrnuty v ordlnich &isticich prost¥edcich po-
dle pfedloZeného vyndlezu, jsou dobfe znamy odbornikém z oblas-
ti techniky. Rozmanité typy prost¥edkd, nosnych sloZek a pFi-
padnych sloZek uZite&nych pro ordlni &istici prostf¥edky jsou
popsany v USA patentu 5 096 700 Seibela, vydaném 17. b¥ezna
1992, v ﬂSA patentu 5 028 414 Sampatkumara, vydaném 2. Eervence
1991, a v USA patentu 5 028 415 Benedicta, Bushe a Sunberga,
vydaném 2. &ervence 1991. VSechny jsou zde uvedeny jako citace.

Provedeni ordlnich €isticich prostfedkda podle pFedloZeného
vyndlezu je ilustrovano nasledujicimi p¥iklady.
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P¥iklady 42 aZ 45
Prostfedek pro &idté&ni zuba -

sloZka ptiklad &islo:
42 43 44 45

Ile205Leu + Pro210Ala +
Lys213Glu + Ala216Glu +
Tyr2l7Leu 2,000 3,500 1,500 2,000

sorbitol (70% vodny roztok) 35,000 35,000 35,000 35,000
PEG-6" (polyethylen

glykol 1,000 1,000 1,000 1,000
kf¥emi&itanové dentalni™

abrasivo 20,000 20,000 20,000 20,000
fluorid sodny 0,243 0,243 0,243 0,243
oxid titani&ity 0,500 0,500 0,500 0,500
sodna sfl sacharinu 0,286 0,286 0,286 0,286
alkylsulfat sodny (27,9%

vodny roztok) 4,000 4,000 4,000 4,000
ochucovaci &inidlo 1,040 1,040 1,040 1,040
karboxyvinylovy™ po-

lymer 0,300 0,300 0,300 0,300
karegenan™™" 0,800 0,800 0,800 0,800
voda doplnit do 100 % hmotn.

*

PEG-6 znamen&d polyethylenglykol s mol. hmotn. 600.

**  yysréZeny oxid k¥emi&ity identifikovany jako Zeodent 119 od
J.M.Hubera.

Carbopol od B.F.Goodrich Chemical Company.

Karagenan Iota od Hercules Chemical company.

kk

Hedekek

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v pfikladech
42 a% 45 jsou substituovany Ile205Leu + Pro210Ala + Lys213Glu
+ Ala216Glu + Tyr2l1l7Leu s v podstaté& podobnymi vysledky.
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PEiklady 46 aZ 49
Prostfedek Gstni vody

sloZka pEiklad &islo:

46 47 48 49
Ala216Gly 3,00 7,50 1,00 5,00
ADA 40 alkohol 8,00 8,00 8,00 8,00
ochucovaci &inidlo 0,08 0,08 0,08 0,08
emulga&ni &indilo 0,08 0,08 0,08 0,08
fluorid sodny 0,05 0,05 0,05 0,05
glycerin 10,00 10,00 10,00 10,00
sladidlo 0,02 0,02 0,02 0,02
kyselina benzoova 0,05 0,05 0,05 0,05
hydroxid sodny 0,20 0,20 0,20 0,20
barvivo 0,04 0,04 0,04 0,04
voda doplnit do 100 % hmotn.

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
46 aZ 49 jsou substituovany Ala216Gly s v podstat& podobnymi
vysledky.
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PEiklady 50 aZ 53
Prostfedek ve form& pastilky

sloZka pFiklad &islo:

50 51 52 53
Tyr214Phe + Tyr21l7Asn 0,01 0,03 0,10 0,02
sorbitol 17,50 17,50 17,50 17,50
manitol 17,50 17,50 17,50 17,50
Skrob . 13,60 13,60 13,60 13,60
sladidlo 1,20 1,20 1,20 1,20
ochucovaci &inidlo 11,70 11,70 11,70 11,70
barvivo 0,10 0,10 0,10 0,10
voda doplnit do 100 % hmotn.

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v pfikladech
50 aZ 53 jsou substituovany Tyr214Phe + Tyr217Asn s v podstaté

podobnymi vysledky.

P¥iklady 54 aZ 57
Prostfedek ve formé& Zvykaclky

sloZka pfiklad &islo:
54 55 56 57

Ile205Val + Pro210Ala

+ Lys213Glu 0,03 0,02 0,10 0,05
krystaly sorbitolu 38,44 38,40 38,40 38,40
zdklad p¥irodni gumy” ,

Paloja-T 20,00 20)00 20,00 20,00
sorbitol (70% vodny roztok) 22,00 22,00 22,00 22,00
manitol 10,00 10,00 10,00 10,00
glycerin 7,56 7,56 7,56 7,56
ochucovaci &inidlo 1,00 1,00 1,00 1,00

* dodavan L.A.Dreyfus Company



41

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech

54 a% 57 jsou substituovany Ile205Val + Pro210Ala + Lys213Glu

s v podstat& podobnymi vysledky.

V jiném provedeni podle pfedloZeného vyndlezu jsou uvedeny
prost¥edky pro &isté&ni zubnich protéz mimo Gstni dutinu, které
obsahuji jednu nebo vice enzymovy¢ch variant podle p¥edloZeného
vyndlezu. Tyto prost¥edky pro &isté&ni zubnich protéz obsahuji
efektivni mnoZstvi jedné nebo vice enzymovych variant podle
pFedloZeného vyndlezu, s vfhodou od 0,0001 do 50 % hmotn. jedné
nebo vice enzymovych variant podle pfedloZeného vynalezu,
vyhodn&ji od 0,001 % do 35 %, jest& vyhodn&ji od 0,01 % do 20
% hmotn. 2z hmotnosti prostfedku, a nosi& pro &isté&ni zubni
protézy. V oblasti techniky jsou znamy r@azné formy prost¥edka
pro &isté&ni zubnich protéz, jako jsou efervescentni tablety a
podobné (viz nap¥iklad USA patent 5 055 305 Younga, kter¢ je
zde zahrnut jako citace). Obvykle obsahuji jednu nebo vice en-
zymovych variant podle p¥edloZeného vyndlezu pro odstrafiovani
proteinovych skvrn ze zubnich protéz.

Provedeni prost¥edku pro ¢&isté&ni 2zubnich protéz podle
pfedloZeného vyndlezu je ilustrovéno nédsledujicimi p¥iklady.
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P¥iklady 58 aZ 61
~Dvouvrstva efervescentni tableta pro &ist&ni zubnich protéz — -

sloZka pfiklad ¢&islo:
58 59 60 61

kysela vrstva:

Ala216Glu 1,0 1,5 0,01 0,05
kyselina vinna 24,0 24,0 24,00 24,00
uhli&itan sodny 4,0 4,0 4,00 4,00
kyselina sulfamovéa 10,0 10,0 10,00 10,00
PEG 20,000 4,0 4,0 4,00 4,00
hydrogenuhli&itan sodny 24,5 24,5 24,50 24,50
persiran draselny 15,0 15,0 15,00 15,00
hydrogendifosfore&nan

sodny 7,0 7,0 7,00 7,00
pyrogenni oxid k¥emi&ity 2,0 2,0 2,00 2,00
TAED" 7,0 7,0 7,00 7,00
ricinoleylsulfosukcinat 0,5 0,5 0,50 0,50
ochucovaci &inidlo 1,0 1,0 1,00 1,00

alkalicka vrstva:
monohydrat perboritanu

sodného 32,0 32,0 32,00 32,00
hydrogenuhli&itan sodny 19,0 19,0 19,00 19,00
EDTA 3,0 3,0 3,00 3,00
trifosfore&nan sodny 12,0 12,0 12,00 12,00
PEG 20,000 2,0 2,0 2,00 2,00
persiran draselny 26,0 26,0 26,00 26,00
uhliéitan sodny 2,0 2,0 2,00 2,00
pyrogenni oxid kfemi&ity 2,0 2,0 2,00 2,00

barvivo/ochucovaci &inidlo 2,0 2,0 2,00 2,00

* Tetraacetylethylendiamin

BPN’/ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
58 aZ 61 jsou substituovany Ala216Glu s v podstaté& podobnymi
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vysledky.
v jihém‘provedeni podle pFedloZeného vynalezu &istici pro-
stfedky pro kontaktni &o&ky obsahuji jednu nebo vice enzymovy§ch
variant podle p¥edloZeného vyndlezu. Tyto prost¥edky pro &isté-
ni kontaktnich &o&ek obsahuji efektivni mnoZstvi jedné nebo vi-
ce enzymovych variant podle p¥edloZeného vynédlezu, s vyhodou
od 0,01 do 50 % hmotn. jedné nebo vice enzymovych variant podle
pFedloZeného vyndlezu, vyhodn&ji od 0,01 % do 20 %, jestd vy-
hodné&ji 1 aZ 5 % hmotn. z hmotnosti prost#edku, a nosi& pro &i-
St&ni kontaktnich &o&ek. V oblasti techniky jsou znamy razné
formy prostfedk@ pro &isté&ni kontaktnich &o&ek, jako jsou tab-
lety, kapaliny a podobné (viz nap¥iklad USA patent 4 863 627
Daviese, Meakena a Reese, vydany 5. za¥1 1989, USA patent &islo
Re 32 672 Hutha, Lama a Kiraie, znovu vydany 24. kv&tna 1988,
USA patent 4 690 493 Schidfera, vydany 2. z&Fi 1986, USA patent
4 690 793 Ogunbiyiho a Smithe, vydany 1. z&Fi 1987, USA patent
4 614 549 Ogunbiyiho, Reidhammera a Smithe, vydany 30. z&afi
1986, a USA patent 4 285 738 Ogata, vydany 25. srpna 1981, vse-
chny jsou zde zahrnuty jako citace). Obvykle obsahuji jednu
nebo vice enzymovych variant podle p¥edloZeného vyndlezu pro
odstrafiovadni proteinovych skvrn z kontaktnich &od&ek.

Provedeni prostfedku pro &isté&ni kontaktnich &oZek podle
pfedloZeného vyndlezu je ilustrovano nasledujicimi p#iklady.
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PFiklady 62 aZ 65
Enzymatick§ &istici roztok pro kontaktni-&oky -~

sloZka p¥iklad &islo:

62 63 64 65
Ile205Leu + Ala216Asp 0,01 0,5 0,1 2,0
glukosa 50,00 50,0 50,0 50,0

neiontové povrchové aktivni
&inidlo (kopolymer

polyoxyethylen/poly-

oxypropylen 2,00 2,0 2,0 2,0
aniontové povrchové aktivni

&inidlo 1,00 i,0 1,0 1,0
chlorid sodny 1,00 1,0 1,0 1,0
borax 0,30 0,3 0,3 0,3
voda do 100 % hmotn.

BPN’ varianty uvedené v tabulce 2, mimo jiné, v p¥ikladech
62 aZ 65 jsou substituovany Ile205Leu + Ala216Asp s v podstaté

podobnymi vysledky.

I kdy? je tento vyndlez popsan pFislusSnymi provedenimi,
odbornikem v oblasti techniky bude z¥ejmé, Ze lze udélat razné
zm&ny a modifikace tohoto vyndlezu, aniZ by se tim odchylili
od duchu a rozsahu tohoto vyndlezu. P¥ipojené naroky Jjsou my-
Sleny tak, Ze pokrgvaji viechny takové modifikace, které jsou

v rozsahu tohoto vyndlezu.
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nou hydrolyzou obsahujici p¥irodni aminokyselinovou sek-} 01304

venci, kterd je substituovédna v jedné nebo vice polohic ‘
z poloh 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 2084 LESe i

209,
220,

Ala,

Thr,

Gln,

Gln,

Cys,

Met,
Glu,

Asn nebo Ser,

nebo
Gly,

vVal,
nebo

Gln,
Pro,

Ser,

210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 P

pEi CemZ a
substituujici aminokyselinou pro polohu 199 je Cys,
His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu, ‘
substituujici aminokyselinou pro polohu 200 je His,
Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,
substituujici aminokyselinou pro polchu 201 je Gly,
Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 202 je Pro,
Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 203 je Met,
His, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,
substituujici aminokyselinou pro polohu 204 je Glu,
substituujici aminokyselinou pro polohu 205 je Leu,
Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo

substituujici aminokyselinou pro polohu 206 je Pro,

substituujici aminokyselinou pro polohu 207 je Asp
Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 208 je Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 209 je Ile,
Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln,'Asn, Ser, Asp
Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 210 je Gly,
Asn, Ser, Asp nebo Glu, '
substituujici aminokyselinou pro polohu 211 je Ala,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 212 je Gln,
Asp nebo Glu,
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. substituujici aminokyselinou pro polohu 213 je Trp,

Phe, Tyr, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly,

Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 214 je Phe,’
Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Asp
nebo Glu,

- substituujici aminokyselinou pro polohu 215 je Thr,

Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 216 je His,
Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 218 je Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 219 je Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nhebo Glu a

substituujici aminokyselinou pro polohu 220 je Pro,
Gly, Gln, Asn, Asp nebo Glu,
pFi &emZ tato BPN’ varianta md sniZenou adsorpci na neroz-
pustny substrat a zvySenou hydrol§yzu nerozpustného sub-
stratu p¥i srovnani s p¥irodnim subtilisinovym BPN’.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvySe-
nou hydrolyzou podle naroku 1, v nichZ

substituujici aminokyselinou pro polohu 206 je Asn
nebo Ser,

substituujici aminokyselinou pro polohu 211 je Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 214 je Leu,
Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Asp nebo
Glu a

substituujici aminokyselinou pro polohu 215 je Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvysSe-
nou hydrolyzou podle naroku 2, které jsou v poloze 216
substituovany Ala.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvysSe-
nou hydrol¢zou podle ndroku 2, v nichZ substituujici ami-
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nokyselinou pro kteroukoliv z poloh 199, 200, 201, 202,
203, 204, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214,
215, 216, 219 a 220 je Asp nebo Glu a substituujici amino-
kyselinou pro polohu 204 nebo 208 je Glu, pEi &emZ k sub-
stituci s vghodou doch&zi v jedné nebo vice poloh&ch z po-
loh 199, 200, 201, 202, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 212
nebo 215, vyhodn&ji v jedné nebo vice polohdch z poloh
200, 201, 202, 205 nebo 207.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvyse-
nou hydrolyzou podle niroku 1, s jednou substituci amino-
kyseliny, kterou je

Glu za Lys v poloze 213,

Glu za Ala v poloze 216,

Asp za Ala v poloze 216,

Glu za Ser v poloze 204 nebo

Glu za Val v poloze 203.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvyse-
nou hydrolyzou obsahujici p¥irodni aminokyselinovou: sek-
venci, ktera je substituovdna ve dvou nebo vice polohéch
z poloh 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208,
209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 a
220, p¥i CemZ
~ substituujici aminokyselinou pro polohu 199 je Cys,

Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 200 je His,
Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 201 je Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 202 je Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polchu 203 je Met,
Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 204 je Asp
nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 205 je Leu,




48

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

nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 206 je Pro,
Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 207 je Asp
nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 208 je Pro,
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 209 je Ile,
Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp
nebo Glu, '

. substituujici aminokyselinou pro polohu 210 je Ala,

Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 211 je Ala,
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 212 je Gln,
Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 213 je Trp,
Phe, Tyr, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro,
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

- substituujici aminokyselinou pro polohu 214 je Phe,
Leu, Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln,
Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polchu 215 je Thr,
Pro, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 216 je His,
Thr, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 217 je Leu,
Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Thr, Pro, Gly, Gln, Asn,
Ser, Asp nebo Glu, »

substituujici aminokyselinou pro polohu 218 je Gln,
Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 219 je Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu a

substituujici aminokyselinou pro polohu 220 je Pro,
Gly, Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,
pfi EemZ tato BPN’ varianta ma sniZenou adsorpci na neroz-
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pustny substrit a zvysSenou hydrolyzu nerozpustného sub-
stratu pfi srovnani s p¥irodnim subtilisinovym BPN’/.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvyse-
nou hydrolyzou podle ndroku 6 se dvéma substitucemi amino-

kyselin.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvySe-
nou hydrolyzou podle ndroku 7 se dv&ma substitucemi amino-
kyselin, kterymi jsou substituce

Ala za Pro v poloze 210 a Thr za Gly v poloze 215,
Phe za Tyr v poloze 214 a Asn za Tyr v poloze 217,
Glu za Gln v poloze 206 a Glu za Ala v poloze 216,
Glu za Ala v poloze 216 a Leu za Tyr v poloze 217,
Glu za Gln v poloze 206 a Leu za Tyr v poloze 217,
Glu za Gln v poloze 206 a Glu za Lys v poloze 213,
Glu za Lys v poloze 213 a Leu za Tyr v poloze 217,
Leu za Ile v poloze 205 a Glu za Ala v poloze 216 nebo
Leu za Ile v poloze 205 a Asp za Ala v poloze 216.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvyse-
nou hydrolyzou podle naroku 7, v nichZ

substituujici aminokyselinou pro polohu 206 je Asn
nebo Ser,

substituujici aminokyselinou pro polohu 210 je Gly,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu, |

substituujici aminokyselinou pro polohu 211 je Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,

substituujici aminokyselinou pro polohu 214 je Leu,
Ile, Val, Met, Cys, Ala, His, Pro, Gly, Gln, Asn, Asp nebo
Glu a

substituujici aminokyselinou pro polohu 215 je Pro,
Gln, Asn, Ser, Asp nebo Glu,
pFi Zem? k substituci s vfhodou dochdzi ve dvou nebo vice
polohdch z poloh 199, 200, 201, 202, 205, 207, 208, 209,
210, 211, 212 nebo 215, vyhodn&ji ve dvou nebo vice polo-
hach z poloh 200, 201, 202, 205 nebo 207.
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12.
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14.

15.
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Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zv{sSe-
nou hydrolyzou podle ndroku 9, v nichZ substituujici ami-

nokyselinou pro kteroukoliv polohu z poloh 199, 200, 201,
202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212,
213, 214, 215, 216, 217, 218, 219 a 220 je Asp nebo Glu.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvyse-
nou hydrol§yzou podle ndroku 10 se substituci Glu za Lys
v poloze 213 a Glu za Ala v poloze 216.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvySe-
nou hydrolyzou podle naroku 6 se t¥emi substitucemi amino-

kyselin.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvyse-
nou hydrolyzou podle naroku 12 se tFemi substitucemi ami-
nokyselin, kterymi jsou substituce ’

Pro za Gln v poloze 206, Ala za Gly v poloze 211 a Glu za
Ala v poloze 216,

Val za Ile v poloze 205, Ala za Pro v poloze 210 a Glu za
Lys v poloze 213,

Glu za Gln v poloze 206, Glu za Ala v poloze 216 a Leu 2za
Tyr v poloze 217,

Glu za Gln v poloze 206, Glu za Lys v poloze 213 a Leu za
Tyr v poloze 217 nebo

Glu za Lys v poloze 213, Glu za Ala v poloze 216 a Leu za
Tyr v poloze 217.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvyge-
nou hydrolyzou podle ndroku 6 se &tyfmi nebo péti substi-

tucemi aminokyselin.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zvysSe-
nou hydrolyzou podle naroku 14 se &tyfmi substitucemi ami-
nokyselin, kterymi jsou substituce

Ala za Pro v poloze 210, Glu za Lys v poloze 213, Glu za
Ala v poloze 216 a Leu za Tyr v poloze 217,




16.

17.

18.

19.
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Glu za Gln v poloze 206, Glu za Lys v poloze 213, Glu za
Ala v poloze 216 a Leu za Tyr v poloze 217 nebo ' o
Glu za Ser v poloze 204, Glu za Gln v poloze 206, Glu za
Ala v poloze 216 a Leu za Tyr v poloze 217.

Subtilisinové BPN’ varianty se sniZenou adsorpci a zv{Se~
nou hydrolyzou podle niroku 14 s p&ti substitucemi amino-
kyselin, kterymi jsou substituce

Leu za Ile v poloze 205, Ala za Pro v poloze 210, Glu za
Lys v poloze 213, Glu za Ala v poloze 216 a Leu za Tyr v
poloze 217 nebo

Glu za Ser v poloze 204, Glu za Gln v poloze 206, Glu za
Lys v poloze 213, Glu za Ala v poloze 216 a Leu za Tyr Vv
poloze 217.

Cistici prost¥edek vybran§ ze skupiny sestavajici z &isti-
ciho prostfedku pro tvrdé plochy, prost¥edku pro myti na-
dobi, ordlniho &isticiho prost¥edku, prost¥edku pro &istaé-
ni zubnich protéz a prostfedku pro &ist&ni kontaktnich &o-
&ek, vyznadéujici se timnm, Ze tento &is-
tici prost¥edek obsahuje subtilisinovou BPN’ variantu se
sniZenou adsorpci a zvysSenou hydrolyzou podle naroku 1,
7, 12 nebo 14 a nosi& &isticiho prostFedku.

Prostfedek pro &ist&ni tvrdgch ploch, vyzna¢eéu-
jici se t im, %e obsahuje subtilisinovou BPN’ va-
riantu se sniZenou adsorpci a zvySenou hydrol§yzou podle
naroku 1, 7, 12 nebo 14 a nosil &isticiho prostfedku pro
tvrdé plochy.

Gen mutantu BPN’ kodujici subtilisinové BPN’ varianty se
sniZenou adsorpci a zvySenou hydrolyzou podle naroku 1,
7, 12 nebo 14.

Zastupuje:
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