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Proteazové konjagudty obsahuji proteazovou &ast a jednu
nebo vice pfidatnych Easti, kde protedzova ¢ast mé
pozménénou aminokyselinovou sekvenci matefské
aminokyselinové sekvence, matefskou aminokyselinovou
sekvenci obsahujici prvni epitopovou oblast, druhou
epitopovou oblast a tieti epitopovou oblast, kde pozménéna
aminokyselinova sekvence obsahuje substituci substituujici
aminokyselinou na jedné nebo vice pozicich v jedné nebo vice
epitopovych oblasti a kde kazda pfidatna &ast je kovalentné
ptipojena k jedné ze substituujicich &asti. Cistici prostfedky a
prostfedky osobni hygieny, které takové protedzové konjugity
obsahuji.



PV o0 - 3376
Proteazovy konjugat a prostfedek osobni hygieny.

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka konjugatl subtilizinové proteadzy a prostiedk,
obsahujicich konjugaty, které maji snizenou imunogenicitu ve srovnani se svymi

odpovidajicimi matefskymi proteazami.

Dosavadni stav techniky

Enzymy tvofi nejvétsi tfidu pfirozené se vyskytujicich proteinl. Jedna trida
enzyml zahrnuje proteazy, které katalyzuji hydrolyzu jinych proteini. Tato schopnost
hydrolyzovat proteiny byla vyuZita zadlen&nim pfirozen& se vyskytujicich nebo
upravenych proteaz do Cisticich prostfedka, zviasté téch, které jsou vhodné pro pouZiti
v pradelnach.

V oboru &isténi se ztéchto protedz nejtastéji pouZivaji serinové proteazy.
Vétsina serinovych proteaz je produkovana bakterialnimi organizmy a nékteré jsou
vytvaieny organizmy jinymi, jako jsou houby. Viz Siezen, Roland J. a kol., ,Homology
Modelling and Protein Engeneering Strategy of Subtilases, the Family of Subtilizin-Like
Serine Proteases®, Protein Engineering, sv. 4, &. 7, str. 719 az 737 (1991). Bohuzel
a&innost standardnich serinovych protedz v jejich pfirozeném prostiedi se Casto
nepfenasi do nepfirozeného prostfedi Eisticich prostfedkl. Zvlasté charakteristické
viastnosti proteaz, jako jsou napfiklad tepelna stabilita, pH stabilita, stabilita va¢i
oxidaci a substratova specificita ¢asto nejsou optimalizované pro pouziti mimo
pfirozené prostfedi proteazy.

Bylo pouzito n&kolik pfistupl jak zmeénit standardni aminokyselinovou sekvenci
serinovych proteaz s cilem zvysit G&innost proteazy v nepfirozeném prostiedi pfi prani.
Tyto piistupy zahmnuji geneticke prebudovani a/nebo chemickou modifikaci proteaz tak,
aby se zvysila tepelna stabilita a zlepdila stabilita viéi oxidaci ve zcela odlisnych
podminkach.

Protoze viak takové geneticky upravené proteézy jsou pro savce cizi, jsou pro
n& potencidlnimi antigeny. JakoZto antigeny, tyto proteazy zpUsobuji imunologenni
a/nebo alergenni odpovédi (zde spolecné popisované jako imunologické odpovédi) u
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savcll. Skutedné& byla pfecitlivélost na serinové proteazy pozorovéna v prostiedich, kde
jsou lidé protedzam pravideiné vystaveni. Takova prostiedi jsou ve vyrobnich
zafizenich, kde jsou zaméstnanci vystaveni proteazam prostfednictvim takovych
nosi&d, jako je prach a aerosoly. Aerosoly mohou mit za nasledek zaneseni proteazy
do plic, coZ je takovy zpisob vystaveni proteaze, ktery vyvolava nejnebezpetnéjsi
reakci. Precitlivélost na proteazu mize také nastat v obchod&, kde opakované
pouZivani prote4zy obsahujicich vyrobk zakaznikem, u ného mlZe zplsobit vznik
imunogenni odpovédi.

Kromé& toho, zatimco genetické pfebudovani a/nebo chemicka modifikace
proteaz byly nejvyznamngjSi pfi pokragujicim hledani jesté uginngjSich proteaz
pouzitelnych pro prani, takové proteazy byly miniméainé pouZity v prostfedcich uréenych
pro osobni hygienu a slabé saponaty. Primarnim divodem nepfitomnosti upravenych
proteaz ve vyrobcich, jako jsou napfikiad mydla, gely, koupelnové prostfedky a
gampony, je vySe zminény problém lidske precitlivélosti, vedouci k neZzadoucim
imunogennim odpové&dim. Bylo by tedy vysoce vyhodné poskytnout prostfedek pro
osobni hygienu, ktery vyuZije &istici schopnosti protedz a pfitom nebude vyvolavat
imunogenni odpovéd.

V soutasné dob& imunogenni odpovédi na prote4zy mohou byt minimalizovany
navazanim na nosié&, granulovanim, potazenim na podklad nebo rozpuéténim chemicky
pozmé&nénych protedz proto, aby nebyly pfenosné vzduchem. U téchto metod, které
uréuji expozici spotiebitele ke vzduchem pfenaSenym protedzam, stale existuje riziko
spojené s rozsahlym kontaktem tkané s vyslednym prostfedkem &i expozici pracovnika
ve vyrob& na prach nebo aerosol, které obsahuji proteazy.

V lékafské oblasti byly predkiadany néavrhy jak zmensit imunogenicitu enzymu
jesté pomoci jiné metody. Tato metoda zahrnuje pfipojeni polymer( k enzymim. Viz
napfiklad patent US & 4 179 337, Davis a kol, vydany 18. prosince 1979 a PCT
pfihlagka WO 96/17929, Olsen a kol., vydana 13. Cervna 1996.

Jeden pfistup, jak sniZeni imunologické aktivity protedzy, je oslabeni
imunologickych vlastnosti epitopli. Epitopy jsou takové aminokyselinové oblasti
antigenu, které vyvolavaji imunologickou odpovéd vazbou protilatek nebo prezentaci
zpracovanych antigend T buikam prostfednictvim hlavniho histokompatibilitniho
komplexu (MHC). Zmény v epitopech mohou ovlivnit jejich G&innost jako antigenu. Viz
Walsh, B. J. a M. E. H. Howden, ,A Method for the Detection of IgE Binding Sequences



of Allergens Based on a Modification of Epitope Mapping“, Journal of immunological
Methods, sv. 121, str. 275 aZ 280 (1989).

Nyn&jsi vynalezci zjistili, Ze ty serinové prote4zy, obecné znadmé jako subtiliziny,
véetnd subtilizinu BPN’, maji vyzna&nou epitopovou oblast na aminokyselinovych
pozicich 70 aZ 84, 103 az 126 a 217 az 252, odpovidajicich subtilizinu BPN’. Nynéjsi
vynalezci zde takové subtiliziny chemicky modifikovali vjedné nebo vice téchto
epitopovych oblasti, aby se zmirnily imunologické viastnosti proteazy.

Pfitom je aktivni misto proteazy minimainé ovlivnéno. Pfedkladatelé tohoto
vynalezu tedy objevili subtilizinu podobné protedzy, které vyvolavaji sniZzenou
imunogenni odpovéd a pfitom si podrzuji svou aktivitu jako G&inna a aktivni proteaza.
Proto jsou proteazové konjugaty, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, vhodné pro
pouziti v nékolika typech prostfedk, jako jsou mimo jiné prostfedky na prani, myti
nadobi, znegist&né povrchy, prostiedky péce o kGzi, prostiedky péte o viasy,
zkradlovaci prostiedky, prostfedky Ostni hygieny a prostiedky pro oSetfovani
kontaktnich Eo&ek.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka konjugatl serinové proteazy, ktery obsahuje
proteazovou &ast a jednu nebo vice Casti pfidatnych, kde:

(a) protedzova &ast ma pozménénou aminokyselinovou sekvenci matefské
aminokyselinové sekvence, matefskou aminokyselinovou sekvenci obsahujici prvni
epitopovou oblast, druhou epitopovou oblast a tfeti epitopovou oblast, kde pozménéna
aminokyselinova sekvence obsahuje substituci pomoci substituujici aminokyseliny na
jedné nebo vice pozicich v jedné nebo vice epitopovych oblasti, pficemzZ:

(i) pokud k substituci dojde v prvni epitopové oblasti, substituce nastava na
jedné nebo vice pozicich, odpovidajicich pozicim 70 az 84 subtilizinu
BPN’;

(ii) pokud k substituci dojde ve druhé epitopové oblasti, substituce nastava
na jedné nebo vice pozicich, odpovidajicich pozicim 103 aZ 126
subtilizinu BPN"; a



(iii) pokud k substituci dojde ve tfeti epitopove oblasti, substituce nastava na
jedné nebo vice pozicich, odpovidajicich pozicim 217 az 252 subtilizinu

BPN’; a
(b) kde kaZda z pfidatnych Easti je kovalentné pfipojena k jedné ze substituujicich

aminokyselin, pfitomnych v proteazové &asti a ma strukturu:

Rl\. X____
Ry

kde X je bud nic nebo vazebné &ast; R, je bud nic, prvni polypeptid a prvni polymer; a
R; je bud nic, druhy polypeptid a druhy polymer; kde alespofi jeden se skupiny X, Rs a
R, neni nulovy. Pfedkladany vynalez se dale vztahuje na Eistici prostfedky a prostiedky
osobni hygieny, které obsahuji takovéto protedzoveé konjugaty.

Podstatné slozky predkladaného vynalezu jsou popséany zde dale. Také jsou
zahrnuty popisy riznych moZnych a vyhodnych slozek, uZite€nych pfi provedeni
pfedkliadaného vynalezu.

Predkladany vynalez muZe obsahovat, sestavat z, nebo sestavat v podstaté
z jakychkoli poZadovanych nebo volitelnych sloZek a/nebo omezeni zde popsanych.

V&echna procenta a pomery jsou potitana jako hmotnostni procenta, pokud neni
stanoveno jinak. V8echna procenta jsou vypocitana na zakladé celkového sloZeni,
pokud neni stanoveno jinak.

V&echny slozky nebo jejich irovné se vztahuji k aktivni drovni dané slozky nebo
prostfedku, a nejsou do nich zapotitavany necistoty, napfiklad zbytky roztokl nebo
vedlejsich produktl, které mohou byt pfitomny v komercné dostupnych zdrojich.

V&echny dokumenty, na které je zde odkazovano, vietné viech patent,
patentovych pfihlasek a ti§ténych publikaci, jsou zahrnuty jako odkaz ve své Gplinosti.

Jsou zde pouzivany odkazy na obchodni nazvy pouZivanych materiall, mimo
jiné enzymi. Autofi pfedkladaného vynalezu nemaji v imysiu byt omezeni na materialy
s uréitymi obchodnimi nazvy. Analogické materialy (napf. ty, které je moZno ziskat od
jiného zdroje pod jinym nazvem nebo katalogovym (referencnim) gislem) k uvadénym
obchodnim nazvim mohou byt zam&nény a pouZity ve zde uvadénych proteazovych
konjugatech a prostiedcich.

Pro popis aminokyselin zde budou pouZivany zkratky. Tabulka | podava seznam
véech zde pouzivanych zkratek:



Tabulka |
Aminokyselina Ttipismenova zkratka |Jednopismenova zkratka

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Kysl. asparagova Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Kysl. glutamova Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Izoleucin lle |
Leucin Leu L
Lyzin Lys K
Metionin Met M
Fenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Treonin Thr T
Tryptofan Trp W
Tyrozin Tyr Y
Valin Val \"/

Definice

Zde pouzivany termin ,mutace’ oznatuje zménu v genovych sekvencich a v
aminokyselinovych sekvencich, produkovanych témito genovymi sekvencemi. Mutace
zahmuji delece, substituce a adice aminokyselinovych zbytkli v standardni sekvenci
proteinu.

Zde pouzivany termin ,matefsky* ozna€uje enzym, standardni typ nebo variantu.

Zde pouzivany termin ,standardni‘ oznacuje protein, napfiklad protedzu nebo
jiny enzym, produkované nemutovanym organizmem.

Zde pouzivany termin ,varianta‘ oznatuje protein, ktera ma aminokyselinovou
sekvenci, lisici se od odpovidajiciho standardniho enzymu bud z diivodu genetické
mutace v nukleotidovych sekvencich, kédujicich tento enzym, nebo kvali mutaci

standardniho enzymu samotného.



Véechny zde pouzivané molekularni hmotnosti polymert jsou vyjadfeny jako
pramérné molekularni hmotnosti.

Jak je zde uvedeno, tfebaze konjugaty v pfedkladaném vynalezu nejsou
omezeny pouze na ty, které obsahuji subtilizin BPN" a jeho varianty, veskeré Eislovani
aminokyselin je provedeno s ohiedem na aminokyselinovou sekvenci subtilizinu BPN’,
ktera je uvedena v SEQ ID NO: 1. Aminokyselinova sekvence subtilizinu BPN’ je dale
popsana v praci Wells a kol., Nucleic Acids Research, sv. Il str. 7911 az 7925 (1983).
Proteazové konjugaty pfedkladaného vynalezu.

Prote4zové konjugaty pfedkiadaného vynélezu jsou sloudeniny, které obsahuiji
proteazovou &ast a jednu nebo vice gasti pfidatnych, kde protedzové ¢ast a pridatné
&asti jsou spojeny pomoci kovalentni vazby.

Proteazové &asti.

Proteazové &asti zde uvadéné maji pozméné&nou aminokyselinovou sekvenci
matefské aminokyselinové sekvence. Matefské aminokyselinové sekvence zde
uvadéné jsou serinové proteazy, bud standardni nebo jejich varianty. Zde pouZivany
termin ,serinova proteaza“ znamena proteazu, ktera ma alespoii 50% a vyhodné& 80%
aminokyselinovou sekvenéni shodu se sekvencemi jedné nebo vice serinovych proteaz
subtilizinového typu. Standardni serinové proteazy subtilizinového typu jsou
produkovany  napfiklad mikroorganizmy  Bacillus  alcalophilus, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus amylosaccharicus, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus a
Bacillus subtilis. Diskuse tykajici se subtilizinového typu serinovych proteaz a jejich
homologii Ize nalézt v Siezen a kol., ,Homology Modelling and Protein Engineering
Strategy of Subtilases, the Family of Subtilisin-Like Serine Proteases“, Protein
Engineering, sv. 4, &. 7, str. 719 aZ 737 (1991).

Vyhodné matefské aminokyselinové sekvence pro pouZiti, které je pfedmétem
tohoto vynalezu, zahrnuji napfiklad ty, které jsou ziskany z Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus licheniformis a Bacillus subtilis, subtilizin BPN, subtilizin BPN’, subtilizin
Carlsberg, subtilizin DY, subtilizin 309, proteinazu Ka thermitazu, veetné A/S
Alcalase® (komeréné dostupné od Novo Industries, Kodaii, Dansko), Esperase®
(Novo Industries), Savinase® (Novo industries), Maxatase® (komerénée dostupné od
Gist-Brocades, Delft, Holandsko), Maxacal® (Gist-Brocades), Maxapem 15® (Gist-
Brocades) a varianty vy$e uvedenych. Zvlaste vyhodné proteazy pro pouZiti, které je
pfedmétem tohoto vynalezu, jsou ty, které jsou ziskavany z Bacillus amyloliquefaciens a



jejich varianty. NejvyhodnéjSi protedzy pro pouZiti jako proteazové &asti v ramci
predloZeného vynalezu jsou subtilizin BPN" a jeho varianty.

Zviasté vyhodné varianty subtilizinu BPN’ vhodné pro pouZiti zde jako matefské
aminokyselinové sekvence, dale zde oznadované jako ,Proteaza A‘, jsou popsany
v patentu US &. 5 030 378, Venegas, vydany 9. &ervence 1991, a charakterizované
aminokyselinovou sekvenci subtilizinu BPN’ s nasledujicimi mutacemi:

(a) Gly v pozici 166 je substituovan aminokyselinovym zbytkem, vybranym z

Asn, Ser, Lys, Arg, His, GiIn, Ala a Glu; Gly v pozici 169 je substituovan Ser
a Met v pozici 222 je substituovan aminokyselinovym zbytkem, vybranym
z Gin, Phe, His, Asn, Glu, Ala a Thr; nebo

(b) Gly v pozici 160 je substituovan Ala a Met v pozici 222 je substituovan Ala.

Dalsi vyhodné varianty subtilizinu BPN’ vhodné pro pouZiti zde jako matefské
aminokyselinové sekvence, dale zde oznadované jako ,Protedza B*, jsou popsany
v EP-B-251 446, postoupeném Genencor International, Inc., publikovaném 7.ledna
1988, pievedeny 28. prosince 1994, které jsou charakterizovany standardni
aminokyselinovou sekvenci subtilizinu BPN° s mutacemi na jedné nebo vice
nasledujicich pozicich: Tyr21, Thr22, Ser24, Asp36, Alad45, Alad48, Serd9, MetS0,
His67, Ser87, Lys94, Val95, Gly97, Ser101, Gly102, Gly103, lle107, Gly110, Met124,
Gly127, Gly128, Pro129, Leu135, Lys170, Tyr171, Pro172, Asp197, Met199, Ser204,
Lys213, Tyr214, Gly215 a Ser221; nebo na dvou nebo vice pozicich uvedenych vyse a
kombinovanych s jednou nebo vice mutacemi na pozicich, vybranych z Asp32, Ser33,
Tyr104, Ala152, Asn155, Glu156, Gly166, Gly169, Phe189, Tyr217 a Met222.

Jiné vyhodné varianty subtilizinu BPN’ vhodné pro pouiiti zde jako matefske
aminokyselinové sekvence, déle zde oznadované jako ,Protedza C‘, jsou popsany
v WO 95/10615, postoupeném Genencor International, Inc., publikovaném 20. dubna
1995, které jsou charakterizovany standardni aminokyselinovou sekvenci subtilizinu
BPN’ s mutaci na pozici Asn76 v kombinaci s mutacemi na jedné nebo vice pozicich,
vybranych z: Asp99, Ser101, Gly102, Gin103, Tyr104, Ser105, lle107, Asn109,
Asn123, Leu126, Gly127, Gly128, Leu135, Glu156, Gly166, Glu195, Asp197, Ser204,
GIn2086, Pro210, Ala216, Tyr217, Asn218, Met222, Ser260 Lys265 a Ala274.

Jiné vyhodné varianty subtilizinu BPN’ vhodné pro pouZiti zde jako matefské
aminokyselinové sekvence, dale zde oznakované jako ,Proteaza D, jsou popsany
v patentu US & US 4 760 025, Estell a kol., které jsou charakterizovany standardni



aminokyselinovou sekvenci subtilizinu BPN’ s mutaci na jedné nebo vice pozicich,
vybranych z Asp32, Ser33, His64, Tyr104, Asn155, Glu156, Gly166, Gly169, Phe189,
Tyr217 a Met222.

Vyhodn&j$i protedzy, vhodné pro pouZiti zde jako matefské aminokyselinové
sekvence jsou vybrany ze skupiny skiadajici se z Alcalase®, subtilizinu BPN’, Proteazy
A, Proteazy B, Proteazy C a ProteazyD, pficemz Proteaza D je nejvyhodn&jsi.

Podle pfedkladaného vynalezu, je matefska aminokyselinovd sekvence
substituovana na jednom nebo vice aminokyselinovych zbytcich substituujici
aminokyselinou a je tak vytvofena protedzova &ast (prekurzor), vhodna pro pfipojeni
jedné nebo vice pfedloZenych piidatnych &asti. Substituce by méla byt provedena v
jedné nebo vice epitopovych oblastech, které byly objeveny autory pfedkladaneého
vynalezu. Autofi pfedkladaného vynalezu objevili tfi epitopové oblasti, jedna se nachazi
na pozicich 70 a2 84, odpovidajicich subtilizinu BPN’ (prvni epitopova oblast), jedna se
nachazi na pozicich 103 az 126, odpovidajicich subtilizinu BPN" (druha epitopova
oblast) a jedna se nachazi na pozicich 217 az 252, odpovidajicich subtilizinu BPN’
(treti epitopova oblast). V jiném provedeni vynalezu obsahuje protedzova Cast
substituci na jedné nebo vice pozicich v jedné nebo vice epitopovych oblastech (tj.
jednu nebo vice substituci, které se vyskytuji vkaZdé ze dvou nebo vSech tiech
epitopovych oblastech). V jesté jinem provedeni vynalezu obsahuje proteaza substituci
na jedné nebo vice pozicich v kaZdé ze tfi epitopovych oblastech (tj. jednu nebo vice
substituci, které se vyskytuji ve viech tfech epitopovych oblastech). Nejvyhodné&jsi je,
kdy? je matefska aminokyselinova sekvence substituovana na jednom nebo vice
aminokyselinovych zbytcich, kdy se alespoii jedna ze substituci nachazi Vv prvni
epitopové oblasti.

Kdyz substituce nastane v prvni epitopové oblasti, substituce nastane na jedné
nebo vice zpozic 70 az 84, vyhodné&ji na jedné nebo vice zpozic 73 az 81 a
nejvyhodnéji na pozici 78. KdyZ substituce nastane vdruhé epitopové oblasti,
substituce nastane na jedné nebo vice z pozic 106 az 126, vyhodné&ji na jedné nebo
vice z pozic 106 az 120 a nejvyhodné&ji na pozici 116. KdyZ substituce nastane v tfeti
epitopové oblasti, substituce nastane na jedné nebo vice z pozic 217 az 254, vyhodnéji
na jedné nebo vice z pozic 236 aZ 254 a nejvyhodnéji na pozici 240.

Aby bylo co nejlépe dosazeno selektivniho spojeni (napf. selektivni spojeni
v jedné nebo vice epitopovych oblastech) s jednou nebo vice pfidatnymi &astmi, které



jsou pfedmétem tohoto vynélezu, k proteazové &asti, substituce by mela byt provedena
substituovanim aminokyselinou, ktera se nevyskytuje (je jedine€nd) v matefske
aminokyselinové sekvenci. Z tohoto hlediska miZe byt pouZita jakékoli aminokyselina,
kter4 je v mateiské sekvenci jedine&na. Napfiklad protoZe se cysteinovy zbytek
v standardni aminokyselinové sekvenci subtilizinu BPN" nevyskytuje, z hlediska
pfedkladaného vynélezu je vhodna substituce subtilizinu BPN" jednim nebo vice
cysteinovymi zbytky v jedné nebo vice epitopovych oblastech. Pokud se nachazi
cysteinovy zbytek mimo epitopové oblasti matefské aminokyselinové sekvence, je
vyhodné substituovat jiny aminokyselinovy zbytek vkaZdé zt&chto pozic, aby se
umoznilo selektivni spojeni s jednou nebo vice pfidatnymi ¢astmi v epitopové oblasti
(epitopovych oblastech). Cystein je nejvyhodnéj$i substituujici aminokyselina pro
substituci v jedné nebo vice epitopovych oblastech.

Jiné vyhodné substituujici aminokyseliny zahrnuji lyzin. Pokud substituujici
aminokyselinou je lyzin, je vyhodné mutovat lyzinové zbytky, vyskytujici se mimo
epitopové oblasti matefské aminokyselinové sekvence na jiny aminokyselinovy zbytek,
takze funkce jednoho nebo vice lyzinovych zbytkli v epitopovych oblastech je
selektivni. Napfiklad lyzinovy zbytek se nachazi v subtilizinu BPN’na pozici 237, coZ je
ve tieti epitopové oblasti. Miize byt provedena mistné selektivni mutace v3ech jinych
lyzinovych zbytkli, nachézejicich se v sekvenci subtilizinu BPN" a pak nasleduje
selektivni pfidéleni funkce lyzinovému zbytku ve tfeti epitopové oblasti pomoci pfidatné
&astmi. Jinou moznosti je mutovat pozice v epitopovych oblastech na lyzin a pote
nasleduje selektivni pfidéleni funkce na téchto pozicich pomoci polymerové Easti.
Pfidatné &asti.

Prote4dzové konjugaty, které jsou piedmétem tohoto vynélezu, dale obsahuji
jednu nebo vice pfidatnych &asti, kde kazda z pfidatnych &asti je kovalentné pfipojena
k jedné ze substituujicich aminokyselin, pfitomnych v jedné z epitopovych oblasti a ma
strukturu:

Risy

R,

kde X je bud nic nebo vazebna &ast; R, je bud nic, prvni polypeptid a prvni polymer; a
R: je bud nic, druhy polypeptid a druhy polymer; kde alespofi jeden se skupiny X, R; a
Rz neni nulovy.
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S vyhodou proteazovy konjugét obsahuje od 1 do 15, vyhodnéji od 2 do 10 a
nejvyhodnéji od 1 do 5 pfidatnych Casti.

Pokud R; a R; jsou nezavisle na sobé polypeptidové Casti nebo polymerové
&asti, Ry a R, mohou byt stejné nebo odlisné. Je vyhodné, kdyZ R, je polypeptidova
gast, je R, bud nic nebo polypeptidova East, a nejvyhodnéji nic. Nejvyhodné&;jsi je, kdyz
R, je polypeptidova &ast, tak R; je bud nic nebo odpovidajici polypeptidova &ast, a
nejvyhodn&ji nic. Je vyhodné, kdyz R, je polymerova &ast, je R, bud nic nebo
polymerova &ast. Nejvyhodnéjsi je, kdyZ R, je polymerova Cast, tak R; je bud nic nebo
odpovidajici polymerova &ast. Pokud alespofi jeden z Rs a R, prvni a druhy polymer,
potom X je s vyhodou nulové.

Polypeptidové Easti.

Zde popsané polypeptidové &asti zahmuiji ty, které obsahuji dva nebo vice
aminokyselinové zbytky. Vyhodné polypeptidové Casti jsou vybirany z proteind, véetné
enzymi. Vyhodné enzymy zahrnuji proteazy, celuldzy, lipazy, amylazy, peroxidazy,
mikroperoxidazy, hemicelulazy, xylanazy, fosfolipazy, esterazy, kutinazy, pektinazy,
keratindzy, reduktazy (véetn& napfiklad NADH reduktazy), oxidazy, fenoloxidazy,
lipoxygenazy, ligninazy, ,pullulanases®, tanazy, pentozanazy, malanazy, B-glukanazy,
arabinozidazy, hyaluronidazy, chondroitindzy, .laccases®, transferazy, izomerazy
(véetné napriklad glukézoizomerazy a xylézoizomerazy), lyazy, ligazy, syntetazy a
enzymy pochazejici z ovoce (v&etné napfiklad papainu). Vyhodnéjsi enzymy, vhodné
pro pouZiti jako polypeptidové &asti, zahrnuji protedzy, celulazy, amylazy, lipazy a
enzymy pochazejici z ovoce, pfiéemz proteazy jsou z nichz nejvyhodnéjsi.

Priklady lipaz, vhodnych pro pouZiti jako polypeptidova &ast, zahrnuji ty, které
pochézeji z nasledujicich mikroorganizmi: Humicola, Pseudomonas, Fusarium, Mucor,
Chromobacterium, Aspergillus, Candida, Geotricum, Penicillium, Rhizopus a Bacillus.

Ptiklady komeréné dostupnych lipaz zahrnuji Lipolase®, Lipolase Ultra®,
Lipozyme®, Palatase®, Novozym435® a Lecitase® (vechny z nich jsou komeréné
dostupné od Novo Nordisk A/S, Kodafi, Dansko), Lumafast® (komeréné dostupny od
Genencor, Int., Rochester, NY) a Lipomax® (Genencor, int.)

Priklady proteaz, vhodnych pro pouZiti jako polypeptidova cast, zahmuji
serinové protedzy, chymotrypsin a enzymy typu elastazy. Nejvyhodnéjsi proteazy,
vhodné pro pouziti jako polypeptidova &ast, zahrnuiji serinové proteazy, které byly zde
vy$e definovany v diskusi o proteazovych &astech.
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Je nejvyhodnéjsi, kdyZ polypeptidova ¢&ast je serinovad proteaza, tak
polypeptidova &ast odpovida vyse uvedené definici proteazové &asti, 4. polypeptidova
&4st ma pozménénou aminokyselinovou sekvenci matefské aminokyselinové sekvence
v jedné nebo vice epitopovych oblastech, jak zde bylo vy$e popséno (tato matefska
aminokyselinova sekvence muZe byt oznacena jako ,druha‘ matefska aminokyselinova
sekvence). V tomto piipadé, jedna ze spojujicich &asti (kde spojujici &ast neni nulova)
nebo proteazova &ast (kde spojujici g4st neni nulovd) je kovalentn& pfipojena
k polypeptidové Easti pomoci jedné substituujici aminokyseliny, piitomné v jedné z
epitopovych oblasti polypeptidové gasti. KdyZ polypeptidovéa Cast je serinova proteaza,
lze uplatnit totéz vyhodné, vyhodnéji a nejvyhodnéjsi spojeni, jak zde bylo vyse
popsano pro proteazove gasti a jejich odpovidajici matefské aminokyselinové
sekvence.

Nejvyhodn&jsi je, kdyz polypeptidova ¢&ast je serinova proteaza, tak
polypeptidova ¢Cast a protedzova &ast jsou ekvivalentni &asti. Vtomto pfipadé
polypeptidovéa &ast a protedzova &ast jsou s vyhodou spojeny pomoci disulfidického
mistku, pfitemz X neni pfitomno a nejvyhodn&ji také R neni pfitomno.

Polymerové tasti.

Zde uvadéné pfidatné &asti mohou obsahovat Casti polymerii. Pfiklady vhodnych
polymerovych &asti  zahrnuji polyalkylenoxidy, polyalkoholy, polyvinylalkoholy,
polykarboxylaty, polyvinylpyrolidony, polyaminokyseliny, celul6zy, dextrany, Skroby,
glykogen, agardzy, guarovou gumu, ,pullulane®, inulin, xanthanovou gumu, karagénan,
pektin, biopolymery, hydrolyzaty alginové kyseliny a hydrolyzaty chitosanu. Vyhodné
polyalkylenoxidy  zahrnuji polyethylenglykoly, methoxypolyethylenglykoly  a
polypropylenglykoly. Vyhodné dextrany zahrnuji karboxymethyldextrany. Vyhodné
celulézy zahmuji methylcelulézu, karboxymethylcelulézu, ethylcelulézu, hydroxyethyl
celulézu, karboxyethylcelulozu a hydroxypropylcelulézu. Vyhodnymi Skroby jsou
hydroxyethylové derivaty $krob( a hydroxypropylové derivaty skrobd. VyhodnéjSimi
polymery jsou polyalkylenoxidy. Nejvyhodnéji polymerovou &asti je polyethylenglykol.

Pokud R; a R; jsou nezavisle na sobé polymerové &asti, je vyhodne, kdyz Ry a
R, maji spoleénou molekulovou hmotnost (tj. molekulova hmotnost R, plus molekulova
hmotnost Rp) od 0,5 kD (kilodaltond) do 40 kD, vyhodné&ji od 0,5 kD do 20 kD a
nejvyhodnéji od 1 kD do 10 kD.
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Pokud R; a R, jsou polymerové Casti, je vyhodné kdyz R, a R, maji kazdy,
nezavisle na sob& molekulovou hmotnost od 0,25 kD do 20 kD, vyhodnéji od 0,5 kD do
10 kD a nejvyhodn&ji od 0,5 kD do 5 kD.

Pokud R; a R, jsou polymerové &asti, je vyhodné kdyZ je pomé&r molekulovych
hmotnostf R, a R, v rozmezi od 1:10 do 10:1, vyhodnéji od 1:5 do 5:1 a nejvyhodnéji od
1:3 do 3:1.

Pokud R, je polymerova &ast a R; je nulovy, je vyhodné kdyZ R, ma molekulovou
hmotnost od 0,5 kD do 40 kD, vyhodnéji od 0,5 kD do 20 kD a nejvyhodnéji od 1 kD do
10 kD.

Vazebné &asti.

Zde pouZivané X mize byt (nic nebo) vazebnad ¢&ast, ktera je kovalentné
pfipojena k polypeptidové &asti nebo polymerové &asti a je téZ kovalentné pfipojena
k jedné substituujici aminokyseliné pfitomné v jedné epitopové oblasti proteazové Casti.
Vazebna &ast je jakakoli mala molekula, napfiklad molekula o molekulové hmotnosti
mendi nez 800, vyhodné mendi nez 400 a jeste vyhodng&ji mensi neZz 300.
Nejvyhodn&jsi vazebné Casti zahrnuji takové, které jsou schopné se kovalentne vazat
k cysteinovému zbytku nebo lyzinovému zbytku, nejvyhodnéji k cysteinovemu zbytku.
Priklady vazebnych &asti a pfislusna chemie jsou popsany v patentu US &. 5 446 090,
Harris, vydaném 29. srpna 1995; patentu US & 5 171 264, Merril, vydaném 15.
prosince 1992; patentu US €. 5 162 430, Rhee a kol., vydaném 10. listopadu 1992;
patentu US &. 5 153 265, Shadle a kol., vydaném Z. fijna 1992; patentu US &. 5 122
614, Zalipsky, vydaném 16. Eervna 1992; Goodson a kol., ,Site-Directed Pegylation of
Recombinant Interleukin-2 at its Glycosylation Site”, Biotechnology, sv. 8, &. 4, str. 343
az 346 (1990); Kogan, ,The Synthesis of Substituted Methoxy-Poly(ethylene glycol)
Derivatives Suitable for Selective Protein Modification®, Synthetic Communications, sv.
22, str. 2417 aZ 2424 (1992) a Ishii a kol., ,Effects of the State of the Succinimido-Ring
on the Fluorescence and Structural Properties of Pyrene Maleimide-Labeled aa-
Tropomyosin®, Biophysical Journal, sv. 50, str. 75 a 80 (1986). Nejvyhodné&jsi vazebna
&ast je substituovany (napf. alkyl) nebo nesubstituovany sukcinimid.

Zpusoby pfipravy.

Proteazové &asti jsou piipraveny pomoci mutovani nukleotidovych sekvenci,

které koduji matefskou aminokyselinovou sekvenci. Takové metody jsou v oboru dobfe

znamé, jedna takova metoda je uvedena dale:
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Fagemid (pSS-5), obsahujici gen pro standardni subtilizin BPN" (Mitchison, C. a
J.A. Wells, ,Protein Engineering of Disulfide Bonds in Subtilisin BPN™, Biochemistry,
sv. 28, str. 4807 az 4815 (1989) je transformovan do kmene CJ236 Escherichia coli
dutung- a jednovidknova DNA matrice obsahujici uracil je vytvofena pomoci VCSM13
helper faga (Kunkel a kol., JRapid and Efficient Site-Specific Mutagenesis Without
Phenotypic Selection®, Methods in Enzymology, sv. 154, sfr. 367 az 82 (1987),
postupem modifikovanym podle Yuckenberg a kol., ,Site-Directed in vitro Mutagenesis
Using Uracil-Containing DNA and Phagemid Vectors®, Directed Mutagenesis - A
Practical Approach, McPherson, M. J. ed,, str. 27 az 48 (1991). Mistné cilena
mutageneze pomoci primerd, odvozena z metody Zoller a Smith (Zoller, M J aM
Smith, ,Oligonucleotide - Directed Mutagenesis Using M13 - Derived Vectors: An
Efficient and General Procedure of Point Mutations in any Fragment of DNA*, Nucleic
Acids Research, sv. 10, str. 6487 az 6500 (1982), je pouzita pro pfipravu viech mutant
(v podstat® jak je uvedeno v Yuckenberg a kol., ,Site-Directed in vitro Mutagenesis
Using Uracil-Containing DNA and Phagemid Vectors®, Directed Mutagenesis - A
Practical approach, McPherson, M. J. ed., str. 27 aZ 48 (1991)).

Oligonukleotidy jsou pfipraveny pomoci DNA syntetizatoru 380B (Applied
Biosystems Inc.). Produkty mutaénich reakci jsou transformovany do Escherichia coli
kmene MM294 (Americka sbirka typovych kultur E. coli 33625). V&echny mutace jsou
potvrzeny pomoci sekvenovani DNA a izolovana DNA je transformovana do expresniho
kmene PG632 Bacillus subtilis (Saunders a kol., ,Optimization of the Signal-Sequence
Cleavage Site for Secretion from Bacillus subtilis of a 34-amino acid Fragment of
Human Parathyroid Hormone*, Gene, sv. 102, str. 277 aZ 282 (1991) a Yang a kol.,
_Cloning of the Neutral Protease Gene of Bacillus subtilis and the Use of the Cloned
Gene to Create an in vitro — Derived Deletion Mutation®, Journal of Bacteriology, sV.
160, str. 15 az 21 (1984).

Fermentace je nasledujici. Bufiky Bacillus subtilis (PG632), obsahujici
studovanou proteazu rostou do stfedni logaritmické faze v jednom litru LB bujonu,
obsahuijiciho glukézu 10 gllitr, naockovany do fermentoru Biostat C (Braun Biotech,
inc., Allentown, PA) v celkovém objemu 9 litri. Fermentaéni médium obsahuje
kvasniény vytazek, kaseinovy hydrolyzat, rozpustny - castetné hydrolyzovany $krob
(Maltrin M-250), &inidla zamezujici tvorb& p&ny, pufry a stopové mineraly (viz ,Biology
of Bacilli: Application to Industry”, Doi, R. H. a M. McGloughin, ed. (1992)). Bujén je
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udrzovan b&hem fermenta&niho cyklu pfi konstantnim pH 7.5. Pro antibiotikovou
selekci mutovanych plazmidd je pfidan kanamycin (50 pg/ml). Buiiky jsou péstovany po
dobu 18 hodin pfi teplot& 37 °C do Asg asi 60 a vytéZek je potom odebran.

Aby byla ziskana &istd proteaza, je fermentaéni bujon je zpracovan pomoci
nasledujicich krokd. Bujon je zbaven bunék Bacillus subtilis praichodem pifes 0,16 pm
membranu. Bezbun&ény bujon je potom koncentrovan ultrafiltraci pfes membranu, ktera
zadrzuje molekuly s molekulovou hmotnosti 8000. pH je upraveno na 55 pomoci
koncentrovaného pufru MES (2-(N-morfolin)ethanolsulfonova kyselina). Proteaza je
dale &isténa pomoci iontoméni¢ové chromatografie (vyména kationtl) na S-sepharoze
a eluci pomoci gradientl NaCl. (Viz Scopes, R. K., ,Protein Purification Principles and
Practice*, Springer-Verlag, New York (1984).

Pro uréeni koncentrace aktivni proteazy ve frakcich sebranych v prub&hu
gradientové eluce je pouZit test pNA (DelMar a kol., Analytical Biochemistry, sv. 99, str.
316 a2 320 (1979)). Tento test m&fi rychlost s jakou je uvoliiovan p-nitroanilin, kdyZ
protedza hydrolyzuje rozpustny synteticky substrat, sukcinyl-alanin-alanin-prolin-
fenylalanin-p-nitroanilin (SAAPF-pNA). Rychlost s jakou hydrolyzacni reakce vytvafi
Flutou barvu je m&fena pfi 410 nm na spektrofotometru a je tmérna koncentraci aktivni
proteazové &asti. Dale je poutzito méfeni absorbance pii 280 nm pro uréeni celkove
koncentrace proteini. Pomér aktivni proteéza/celkovy protein udava &istotu proteazy a
je pouzivan pro uréovani frakci, které budou spojeny pro pfipravu zasobniho roztoku.

Aby bylo zabranéno autolyze proteazy b&hem skladovani, je ke spojenym
frakcim, ziskanym z chromatografického sloupce, pfidana stejnda hmotnost
propylenglykolu. Po skonceni purifikaéniho postupu je Cistota zasobniho roztoku
varianty kontrolovana SDS-PAGE (polyakrylamidova elektroforéza v piitomnosti
sodium dodecylsulfatu) a absolutni koncentrace enzymu je uréovana pomoci metody
titrace aktivniho mista za pouZiti trypsinového inhibitoru typu II-T: krocani bilek (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Missouri).

Pii pfipravé pro pouZiti je zasobni roztok proteazy vytistén na sloupci
Sephadex-G25 (Pharmacia, Piscataway, New Jersey), aby byl odstranén
propylenglykol a vyménén pufr. Pufr MES, pfitomny v zasobnim roztoku enzymu je
zaménén za roztok 0,01 M KH,PO,, pH 5,5.

Pfipravena protedza muze byt pouzita pro vytvofeni proteazového konjugatu
s jednou nebo vice pfidatnymi &astmi. Prekurzor pfidatné &asti (prekurzor pfidatné
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asti reaguje s prekurzorem proteazové &asti a vytvofi tak proteazovy konjugat, ktery
sestava z pfidatné &asti a proteazové &asti) je s vyhodou aktivovan tak, Ze zvysuje
reaktivitu prekurzoru s protedzovou ¢asti. Takova aktivace je v oboru dobfe znama.
Né&které pfiklady metod pfipravy proteazového konjugatu jsou uvedeny dale.

Ptiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1
NH N
STy, ] \/Q
0 0
* "_—" H;C/ l_ O_] N

Proteaza obsahuijici cysteinovy zbytek v jedne z epitopovych oblasti je spojena
s polymerovou &asti podle vyse uvedeného schématu pomoci nasledujici metody
(pfitemz ,P* pfedstavuje proteazovou gast bez thiolové skupiny, ktera pochazi ze
substituice cysteinu a n je pocet opakujicich se jednotek monomeru
v polyethylenglykolu (napfiklad n = 77)).

Je pfipravena varianta subtilizinu BPN’, obsahujiciho substituci leucinu za
tyrozin na pozici 217 a substituci cysteinu za serin na pozici 78. Je dosazena
koncentrace varianty asi 2 mg/mi ve fosfatovém pufru (pH 5,5). Potom je pH zvySeno
na 7,5 pomoci zfedéného hydroxidu sodného. Varianta je smichana s monomethyl
polyethylenglykol maleimidem v poméru 25 - 1 aktivovaného polymeru k pfebytku
varianty. Po 1 hodiné michani pfi teploté mistnosti bylo pH smé&si upraveno na 5,5
pomoci zfed&né kyseliny fosforecné a filtrovano skrz ultrafiltr, ktery zadrZuje molekuly
od uré&ité molekulové hmotnosti, aby byl odstranén pfebytek polymeru. Koncentrat
obsahuije &istény proteazovy konjugat.
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Proteazova &ast obsahujici cysteinovy zbytek v jedné z epitopovych oblasti je
spojena s polymerovou &asti podie vy$e uvedeného schématu pomoci nasledujici
metody (pficemz ,P* piedstavuje proteazovou &ast bez thiolove skupiny, ktera pochazi
ze substituce cysteinu a n je pocet opakujicich se jednotek monomeru
v polyethylenglykolu (napfiklad n = 77)).

Je piipravena varianta subtilizinu BPN", obsahujiciho substituci leucinu za
tyrozin na pozici 217 a substituci cysteinu za serin na pozici 78. Je dosaZena
koncentrace varianty asi 2 mg/mi ve fosfatovem pufru (pH 5,5). Potom je pH zvySeno
na 7,5 pomoci zfedéného hydroxidu sodného. Varianta je smichana s dimethyl
polyethylenglykol maleinimidem vpoméru 25 : 1 aktivovaného polymeru k pfebytku
varianty. Po 1 hodin& michani pii teploté mistnosti bylo pH smési upraveno na 5,5
pomoci zfedéné kyseliny fosfore&né a filtrovano pres ultrafiltr, ktery zadrzuje molekuly
od uréité molekulové hmotnosti, aby byl odstranén pfebytek polymeru. Koncentrat

obsahuje &istény proteazovy konjugat.
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Priklad 3
Polymer chranény sukcinimidem je selektivné pfipojen k lyzinu v jedné nebo vice
epitopovych eblastech (pfitemz MPEG* a ,PEGM" jsou ekvivalenty a oznacduji
monomethylpolyethylenglykoly a ,P* pfedstavuje protedzovou Cast bez zobrazené

)
0
NH N HN
0" X
0

lyzinové aminoskupiny):

MPEG~”

}m N
~PEGM

Priklad 4
Polymer chranény karbodiimidem je selektivné pfipojen k lyzinu v jedné nebo
vice epitopovych eblastech (pfiemz 'MPEG* a ,PEGM" jsou ekvivalenty a oznaduji
monomethylpolyethylenglykoly a ,P* predstavuje proteazovou Cast bez zobrazené
lyzinové aminoskupiny a X a X'jsou postranni fetézce, obsahuijici karbodiimidovou
gast, napfiklad alkyly):



MPEG~” o T;‘
X
HN
~PEGM

Piiklad 5

0
R, R~N
SH + N pH7
0 2 Y S

Prote4azova &ast obsahujici cysteinovy zbytek v jedné z epitopovych oblasti je
spojena s alkylmaleinimidem pomoci nasledujici metody (pfitemz ,P“ pfedstavuje
proteazovou &ast bez thiolové skupiny, ktera pochazi ze substituce cysteinu a ,R® je
alkylova skupina). V tomto pfikladu jsou R, a R, nulové a spojujici ¢ast je odvozena
z alkylmaleinimidu.

Je pfipravena varianta subtilizinu BPN’, obsahujiciho substituci leucinu za
tyrozin na pozici 217 a substituci cysteinu za serin na pozici 78. Je pfipraveno 20 mi
roztoku varianty o koncentraci pfiblizné 1 mg/ml v0,01 M KHPO, pufru (pH 7).
K tomuto roztoku je pfidano 1,5 ekvivalentu alkylmaleinimidu  (napfiklad
methylmaleinimidu). Roztok je jemn& michan pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny.
Vysledny protedzovy konjugat.je roztoku ziskan standardnimi postupy.
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Pfiklad 6

02

Proteazova &ast obsahujici cysteinovy zbytek vjedné z epitopovych oblasti
vytvafi dimer pomoci nasledujici metody (pfiéemz ,P* pfedstavuje proteazovou ¢ast bez
thiolové skupiny, ktera pochazi ze substituce cysteinu). V tomto pfikladu je proteazova
gast a polypeptidova &ast ekvivalentni (a X je nulové).

Je pfipravena varianta subtilizinu BPN’, obsahujiciho substituci leucinu za
tyrozin na pozici 217 a substituci cysteinu za serin na pozici 78. Je pfipraveno 20 mi
roztoku varianty o koncentraci pfiblizné 1 mg/mi v 0,01 M KH,PO, pufru (pH 8,6). Tento
roztok je jemné probublavan kyslikem pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny, aby se
vytvofil poZadovany dimerni proteazovy konjugat. Vysledny proteazovy konjugatje
z roztoku ziskan standardnimi postupy.

Analytické metody.

U proteazovych konjugatl, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, miuZe byt
pomoci nasledujicich metod testovana jejich enzymaticka aktivita a imunogenni
odpovéd, ob& jsou znamy osobam se zkuSenostmi v oboru. Popfipadé mohou byt
pouZity jiné, v oboru dobfe znamé metody.

Proteazova aktivita proteazového konjugatu, ktery je predmétem tohoto
vynalezu, mize byt testovana pomoci metod, které jsou v oboru dobfe znadmé. Dvé
takové metody jsou pfedstaveny dale:

Aktivita mé&fena na Supinkach kize.

Pomoci pasky Scotch® #3750, jsou opakované z nohou subjektu sloupavany
Supinky kGze tak dlouho, dokud neni paska od t&chto Supinek dosti matna. Paska je
potom rozstfihana na &tverce o rozmérech 1 palec na 1 palec a uloZzena. Do petriho
misky o rozmérech 10 mm krat 35 mm je v pufru 0,01 M KH,PO, pH 5,5 pfidéno 0,75
mg/mi kontrolniho enzymu (napfiklad subtilizin BPN’) nebo proteazovy konjugat, ktery
bude testovan. K tomuto roztoku je pfidan 1 ml 2,5% lauratu sodného pH 8,6. Roztok je
mirné michan na deskovém michadle. Pfedem pfipraveny &tverec pasky je ponechan
nasat vtomto roztoku (stranou s Supinkami kiZe nahoru) po dobu 10 min. za
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pokraéujiciho mirného michani. Gtverec pasky je potom oplachnut vodovodni vodou po
dobu 15 s. Do &isté petriho misky jsou napipetovany 3 mi modré barvy Stevenel Blue
(3ml, komer&né dostupna od Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). Oplachnuty
dtverec pasky je umistén na tfi minuty do barvy (stranou s Supinkami kGize nahoru) za
mirného michani. Ctverec pasky je z barvy vyjmut a postupné oplachnut ve dvou 300
mi kadinkach s destilovanou vadou, kazdé oplachnuti trvalo 15 sekund. Poté byl
&tverec pasky ponechan na vzduchu uschnout. Intenzita barvy &tverce pasky, ziskana
v kontrolnim enzymu a intenzita barvy Ctverce pasky, ziskana v protedzovém
konjugatu, jsou porovnany vizualné nebo pomoci chromometru. Ctverec pasky
z proteazového konjugatu s mené&i intenzitou barvy vzhledem ke &tverci pasky
z kontrolniho enzymu, prokazuje proteazovy konjugat, ktery ma vy38i aktivitu.
Aktivita méfena pomoci zbarveni kolagenu.

K 50 m! 0,1 M tris pufru (tris(hydroxymethylaminomethan)), obsahujiciho 0,01 M
CaCl, s pH 8,6 je pfidano 0,5 g azocoll (kolagen napu$tény azobarvivem, komeréné
dostupny od Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). Smés je inkubovana pfi 25 °C
za mirného michani na deskové michagce. Dva mililitry této smési je prefiltrovano pfes
injek&ni filtr 0,2 mikronu a zmefena jeho absorbance pfi 520 nm a na tuto hodnotu je
nastavena nula spektrfotometru. Pak je ke zbyvajicim 48 ml smési tris/azocoll pfidana 1
ppm kontroiniho enzymu (napfiklad subtilizin BPN’) nebo testovaného proteazového
konjugatu. Kazdé 2 min. jsou prefiltrovany 2 ml roztoku, obsahujiciho kontrolu &i
protedzovy konjugat, pfes injekéni filtr 0,2 mikronu, po celkovou dobu 10 minut. U
kazdého filtrovaného vzorku je ihned zméfena jeho absorbance pfi 520 nm a vysledky
jsou vyneseny v zavislosti na Case. Sklony kfivek kontroly a testovaného konjugatu jsou
znamkou relativnich aktivit vzorki. Vy3si sklon kfivky je znamkou vy$si aktivity. Test
aktivity proteazového konjugatu (sklon) mize byt vyjadfen v procentech aktivity
kontroly (sklonu).
Test mnoZeni T-bunék.

imunogenni potencial proteazovych konjugatl, které jsou pfedmétem tohoto

vynalezu, mize byt uréen pomoci metod v oboru znamych nebo pomoci testu mnoZeni
T-bunék, ktery je zde dale uvedeny. Tento test je variantou testu popsaného v Bungy
Poor Fard a kol., ,T Cell Epitopes og the Major Fraction of Rye Grass Lolium perenne
(Lol p 1) Defined Usibg Overlpping Peptides in vitro and in vivo®, Clinical Experimental
Immunology, sv. 94, str. 111 az 116 (1993).
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V tomto testu jsou pouzity krve osob alergickych k subtilizinu BPN" (pozitivni
koZni test) a osob kontrolnich (negativni koZni test). Od kaZdé osoby je odebrano asi
60 ml krve, ze které jsou pomoci ficoll-hypaque (ktery mizZe byt ziskan od Pharmacia,
Piscataway, New Jersey), ziskany mononuklearni bufiky. Bufiky jsou promyty dvakrat
v RPMI 1640 (které muzZe byt ziskano od Gibco, Grand Island, New York) a potom
resuspendovany v kompletnim médiu RPMI 1640, dopinéném 10 % lidského AB séra, 2
mM L-glutaminu a 25 pg/ml gentamycinu (ktery mize byt ziskan od Gibco, Grand
Island, New York). Buiiky jsou péstovany pii koncentraci 2x1 0° bun&k na jamku v 0,2 mi
kompletniho média v 96jamkovych mikrotitraénich destickach se dnem ve tvaru U
Potencialni antigen, ktery ma byt testovan (bud inaktivovany BPN’ jako pozitivni
kontrola nebo proteazovy konjugat, ktery je pfedmétem tohoto vynalezu) je piidan
v koneéné koncentraci 40 pg/ml. Kultury jsou inkubovany pfi 37 °C v atmosfére 5%
CO,. Po pétidenni inkubaci je pfidana 1 pCifjamku methy!-*H-thymidinu a po 18
hodin&ch jsou bufiky odebrany. Za miru mnozZeni T-bunék je povazovano mnoZstvi *H-
thymidinu zabudovaného buiikou, které je zjistovano pomoci méfeni v kapalném
scintilatoru.

Prostiedky, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu.

Zde uvedené proteazové konjugaty mohou byt pouzity v jakékoli aplikaci, ktera
je vhodna pro pfislu$nou standardni proteazu. Jednim takovym pfikladem jsou éistici
prostiedky. ProtoZe protedzové konjugaty, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, maji
#4doucim zplsobem sniZené imunogenni viastnosti, tyto protedzové konjugaty mohou
byt dale pouzivany v aplikacich, které dosud m&ly zpouZiti proteaz minimalni
prospéch. Pfiklady takovych aplikaci zahrnuji ty, v nichz protedzovy konjugat nezbytné
pfichazi do t&sného styku s kiiZi savei (zviasté lidskou ktiZi), jako pfi pouZiti prostfedku
osobni hygieny.

Cistici prostfedky.

Proteazové konjugaty mohou byt pouzity v Eisticich prostfedcich, mimo jiné
v pracich prostfedcich, prostfedcich pro &isténi pevnych povrchil, prostfedcich na myti
nadobi a detergentovych prostfedcich pro automaticke mycky.

Zde uvedené &istici prostfedky obsahuji uginné mnoZstvi jedné nebo vice
variant, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, a nosi¢ &isticiho prostredku.

Zde pouzivany termin ,uginné mnoZstvi proteazoveho konjugatu* nebo podobné,

oznaduje mnoZstvi protedzového konjugatu nezbytné pro dosaZeni proteolytické
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aktivity, potfebné v uréitych druzich gisticich prostfedkd. Takova u€inna mnoZstvi jsou
snadno zjistitelna pro osoby s béZnou zkusenosti v oboru a je to zaloZzeno na mnoha
faktorech, jako je urgity pouZity proteazovy konjugat, Eistici aplikace, specificke sloZeni
Eisticiho prostfedku a zda je poZadovan vihky nebo suchy (napf. ve formé granuli,
ty&inky) prostfedek a podobné. S vyhodou obsahuiji &istici prostfedky od 0,0001 % do
10 %, vyhodné&ji od 0,001 % do 1% a nejvyhodngji od 0,01 % do 0,1 % jednoho nebo
vice proteazovych konjugatd, které jsou predmétem tohoto vynalezu. Nékolik pfikladl
raznych &isticich prostfedkli, kde mohou byt proteazové konjugaty poutity, je dale
diskutovano detailné.

Navic k protedzovym konjugatim, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu,
predkiadané Eistici prostiedky obsahuji dale nosice &isticich prostiedkl, obsahujici
jeden nebo vice materidll Eisticiho prostfedku, které jsou s protedzovym konjugatem
sluditelné. Zde pouzivany termin ,material Cisticiho prostfedku‘ znamena jakykoli
material, vybrany pro urcity typ poZadovaného &istictho prostredku a formy tohoto
vyrobku (napf. tekutina, granule, tyCinka, sprej, tytka, pasta, gel), pficemz tyto
materialy jsou také slutitelné s proteazovym konjugatem, pouZitym v prostfedku.
Specificky vybér materiéll pro Eistici prostfedky je snadno proveditelny, kdyz se vezme
v ivahu povrchovy material, ktery bude Cistén a pozadovana forma prostiedku pro
podminky, za kterych bude &isténi probihat (napf. kvili pouiti smadcedla). Zde
pouzivany termin ,slugitelny“ znamena materialy v &isticim prostfedku, které nesnizuji
proteolytickou aktivitu proteazoveho konjugatu v takovém rozsahu, Ze by proteaza
neméla pfi pouziti za normaini situace poZadovanou aginnost. Specifické materialy
&isticich prostiedkii jsou zde déle detailné uvedeny.

Prote4zové konjugaty, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, mohou byt pouZity
v riznych detergentovych prostfedcich, kde je vyZzadovana vysoka pénici a dobra
Sistici aktivita. Proteazové konjugaty tedy mohou byt pouZity spolu s raznymi béznymi
slozkami, aby bylo dosaZeno pfesné definovanych prostiedkd na cisténi pevnych
povrchl, prostfedk( na myti nadobi, prostfedkii na prani tkanin a podobné. Takové
prostfedky mohou byt ve formé tekutin, granuli, ty&inek a podobné. Tyto prostiedky
mohou také byt pfipraveny jako ,koncentrované® detergenty, které obsahuji mezi 30 az
60 hmotnostnimi procenty smacedel.

Cistici prostfedky zde uvadéni mohou popfipadé, a vyhodné, obsahovat rizna
smacedla (napf. aniontova, kationtova smacedla a smacedla obsahujici oba druhy



nabitych skupin). Takova smacedia jsou typicky v prostfedku pfitomna v mnoZstvich od
5do 35 %.

Jako piiklady zde uZiteGnych sméacedel ize mimo jiné uvést b&Zné C4,-Cys alkyl
benzensulfonaty a primarni a nahodne alkylsulfaty, C1o-C1s sekundarni (2,3) alkyl
sulfaty obecnych vzorci CH3(CH2)(CHOSO3)M')CH; a CHs(CH)/(CHOSOsM")
CH,CH,, kde x a (y+1) jsou cela &isla o velikosti alespoii 7, vyhodné alespoii 9 a M je
ve vodé rozpustny kation, zviasté sodik, C1o-C1s alkylalkoxysulfaty (zviadté EO 1-5
ethoxysulfaty), C1o-C1s alkylalkoxykarboxylaty (zvlasté EO 1-5 ethoxykarboxylaty), Cio-
Css alkylpolyglykozidy a jejich odpovidajici sulfatované polyglykozidy, CizCis a-
sulfonatované estery mastnych kyselin, C1Cis alkyl a alkylfenolalkoxylaty (zviaste
ethoxylaty a smiSené ethoxy/propoxylaty), C1-C1s betainy a sulfobetainy (,sultainy®),
C1-C1s aminoxidy a podobné. Zde je davana pfednost alkylalkoxysulfatim (AES) a
alkylalkoxykarboxylatim (AEC). PouZiti takovych smatedel v kombinaci s aminoxidem
a/nebo betainovymi nebo sultainovymi smadedly je také vyhodné, zaleZi v8ak na
poZadavku toho, kdo prostiedek sestavuje. Jina b&Zné pouiivana smacedla jsou
uvedena v b&znych textech z tohoto oboru. Obzviasté vhodna smadedla zahrnuji Ci-
C1s N-methylglukamidy, popsané v patentu US €. 5 194 639, Connor a kol., vydany 16.
bfezna 1993.

Ve zde obsaZenych detergentovych Cisticich prostfedcich se mize vyskytovat
mno2stvi rozmanitych jinych pfimési, napfiklad jiné aktivni pfimési, nosice, €inidla
udrzujici vihkost, barvy nebo pigmenty a u tekutych pfipravki rozpoustédia. Jestlize je
pozadovan daldi zvySeni pénivosti, mohou byt do prostfedku pfidany Zesilovate
p&nivosti, jako jsou Cio-Cis alkolamidy, typicky vmnoZstvi 1 az 10 %. Ci0-C14
monoethanol a diethanolamidy jsou piikladem typické skupiny takovych zesilovad
pénivosti. Vyhodné je také pouZiti téchto zesilovatl pénivosti spolu s vysoce pénicimi
pomocnymi smacedly, jako jsou vySe uvedené aminoxidy, betainy a sultainy. Pokud je
to zadouci, mohou byt pfidany rozpustné hofeénaté soli, jako jsou MgCl,, MgSO; a
podobné, v typickych mnoZstvich od 0,1 do 2 %, aby se dale podpofila pénivost.

Tekuté detergentové prostiedky, zde uvedené, mohou obsahovat jako nosite
vodu a jind rozpoustédla. Vhodné jsou nizkomolekularni primamni a sekundarni
alkoholy, jako jsou methanol, ethanol, propanol a izopropanol. Pro rozpous$téni
smadedel jsou vyhodné jednoduché alkoholy, ale mohou byt také pouzity polyalkoholy,
které obsahuji 2 aZ 6 uhlikovych atomi a 2 aZ 6 hydroxylovych skupin (napf. 1,3-
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propandiol, ethylenglykol, glycerin a 1,2-propandiol). Prostfedky mohou obsahovat 5 az
90 %, typicky v&ak od 10 do 50 % takovych nosi&.

S vyhodou budou zde uvedené detergentové prostiedky sestaveny tak, ze
b&hem pouZivani pro &iéténi ve vodném prostfedi, bude mit myci voda pH mezi 6,8 a
11. Lestici prostfedky jsou typicky takto sestaveny. Techniky pro kontrolu pH pfi
doporuéenych zplsobech pouZiti, zahruji pouZiti napfiklad pufrl, zdsad a kyselin.
Tyto techniky jsou dobfe znamé osobam se zkusenostmi v tomto oboru.

Pii sestavovani prostfedkd pro &isténi pevnych povrchi a prostfedkd pro Cisténi

tkanin, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, si pracovnik muzZe pFat pouZit rizné
komponenty ve vahovém mnoZstvich od 5 do 50 %. Typické komponenty zahmuji 1 az
10 mikronové zeolity, polykarboxylaty jako je citronan a oxydisukcinaty, vrstevnaté
silikaty, fosfaty a podobn&. Ostatni b&éZné komponenty jsou uvedeny v béZnych
receptech.
Pracovnik si miiZze rovnéZ prat pouZit v téchto prostfedcich rizné dalsi enzymy, jako
jsou celulazy, lipazy a proteazy, typicky v mnoZstvich od 0,001 do 1 %. Rozli¢né gistici
enzymy a enzymy vhodné pro pééi o tkaniny jsou dobfe znamé v oboru pracich
detergentt.

V téchto prostfedcich mohou byt pouzity rozlicné bélici slou€eniny, jako jsou
peroxouhli¢itany, peroxoboritany a podobné, typicky vmnoZstvich 1 az 15
hmotnostnich procent. Pokud je to Zadouci, tyto prostfedky mohou také obsahovat
aktivatory bélidel, jako jsou tetraacetylethylendiamin, nonanoyloxybenzen sulfonat a
podobné, které jsou také v oboru znamé. PouZivaji se typicky v mnozZstvich od 1 do 10
hmotnostnich procent.

V téchto prostfedcich mohou byt také pouzita €inidla pro uvoinéni Spiny, zviasté
typu aniontovych oligoesterti, chelatatni ¢inidia, zviasté aminofosfonaty a ethylen
diaminodisukcinaty, G&inidla pro  uvolnéni  zeminy, zvlasté ethoxylovany
tetraethylenpentamin, disperguijici &inidla, zvlasté polyakrylaty a polyaspartaty, lestidla,
zvlasté aniontova lestidla, &inidla potiadujici pénivost, zvlasté silikony a sekundarni
alkoholy, zm&k&ovade tkanin, zviadté valchaiské hliny a podobné, vsechny mohou byt
pouZity vtéchto prostiedcich v mnoZstvich od 1 do 35 hmotnostnich procent.
Standardni popisy sloZeni a publikované patenty obsahuji mnohé podrobné popisy
t&chto béZnych materiall.
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V gisticich prostfedcich mohou byt také pouZity stabilizatory enzymid. Tyto
enzymové stabilizatory zahrnuji propylenglykol (vyhodné v koncentraci od 1 do 10 %),
mravenéan sodny (vyhodn& v koncentraci od 0,1 do 1,0 %) a mraventan vapenaty
(vyhodn& v koncentraci od 0,1 do 1 %).

Varianty, které jsou pfedmétem tohoto vynélezu, jsou vhodné pro pouziti v
gisticich prostfedcich na pevné povrchy. Zde pouzivany termin ,Cistici prostiedky na
pevné povrchy* oznafuje tekuté a granularni detergentové prostfedky pro Cisténi
pevnych povrch, jako jsou podlahy, stény, koupeinové kachliky a podobné. Prostiedky
pro &isténi pevnych povrchi, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, obsahuji uéinné
mnozstvi jednoho nebo vice proteazovych konjugatd, které jsou pfedmétem tohoto
vynélezu, s vyhodou v koncentraci od 0,001 do 10 hmotnostnich procent, vyhodnéji
v koncentraci od 0,01 do 5 hmotnostnich procent, jeste vyhodné&ji v koncentraci od 0,05
do 1 hmotnostniho procenta protedzového konjugatu v prostfedku. Vedle toho, Ze
obsahuji jeden nebo vice proteazovych konjugatli, typicky tyto Gistici prostfedky na
pevné povrchy obsahuji sméaledla a ve vod& rozpustné odlucovaci komponenty.
V urtitych specializovanych produktech, jako jsou sprejové Cistice oken, v8ak nékdy
nejsou smacedla pouZivana, protoze mohou vytvaret filmy a/nebo zbytkove skvry na
sklen&ném povrchu.

Slozka smaéedla, pokud je pfitomna, miZe pfedstavovat pouze 0,1 % zde
uvedenych prostfedkl, ale typicky budou prostfedky obsahovat od 0,25 do 10 %,
vyhodn&ji od 1 do 5 % smacedla.

Prostfedky budou typicky obsahovat od 0,5 do 50 % detergentovych komponent,
s vyhodou od 1 do 10 % detergentovych komponent.

S vyhodou by mélo byt pH v oblasti od 7 do 12. Pokud je to nezbytné, je moZno
pro upravu pH pouZit bézna Einidla, jako jsou hydroxid sodny, uhli¢itan sodny nebo
kyselina chlorovodikova.

V prostfedcich mohou byt obsazena rozpoustédla. Vhodna rozpoustedia
zahrnuji mimo jiné glykolové étery, jako jsou diethylenglykol monohexy! éter,
diethylenglykol monobutyl éter, ethylenglykol monobutyl éter, ethylenglykol monohexyl
éter, propylenglykol monobutyl éter, dipropylenglykol monobutyl éter a dioly, jako jsou
2.2 4-trimethyl-1,3-pentandiol a 2-ethyl-1 3-hexandiol. Pokud jsou pouZita, jsou tato
rozpoustédia pfitomna v mnoZstvich od 0,5 do 15 %, s vyhodou 3 do 11 %.
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Dale mohou byt pouzita v prostfedcich, které jsou predmétem tohoto vynalezu,
vysoce tékava rozpoustédia, jako jsou izopropanol nebo ethanol, aby se urychlilo
odpafovani prostifedku z povrchd, kdyz povrchy nejsou po pouziti prostiedku
oplachnuty. Pokud jsou pouZita, jsou tato tékava rozpoustédla pfitomna v mnozstvich

od 2 do 12 %.

Piiklady 7 az 12
Tekuté prostfedky na &isténi pevnych povrchil
Pi. 7 Pi. 8 PF.9 | Pr.10 | PF.11 | PP 12
proteazovy konjugat 005% | 0,50% | 0,02% | 0,03% | 0,30 % | 0,05%
z prikladu 3

EDTA - - 290% | 290 % - -
citronan sodny - - - - 290% | 2,90 %

NaC;, alkylbenzensulfonat | 1,95 % - 1,95 % - 1,95 % -
NaC, alkylsulfat - 2,20 % - 2,20 % - 2,20%
NaC,, (ethoxy)sulfat - 2,20 % - 2,20 % - 2,20 %
C 2 dimethylaminoxid - 0,50 % - 0,50 % - 0,50 %

Na kumensulfonat 1,30 % - 1,30 % - 1,30 % -
hexylkarbitol 630% | 6,30% | 6,30% | 6,30% | 6,30 % | 6,30 %
voda 904 % | 88,3% |87,53 % |85,87 % |87,25% 85,85 %

V3echny piedpisy jsou upraveny na pH 7.

V jiném provedeni pfedlozeného vynalezu obsahuji prostifedky na myti nadobi
jednu nebo vice variant, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu. Zde pouzivany termin
_prostfedky na myti nadobi* oznacuje véechny formy prostfedkid na myti nadobi, mimo

jiné v granularnich a tekutych formach.

Prikiady 13 az 16

Tekuté detergenty na myti nadobi
PF. 13 Pi. 14 Pt. 15 Pf. 16
proteazovy konjugat z pikladu 1 0,05 % 0,50 % 0,02 % 0,40 %
C12 - C14 N-methylglukamid 0,90 % 0,90 % 0,90 % 0,90 %
C12 ethoxy (1) sulfat 12,0 % 12,0 % 12,0 % 12,0 %
2-methylundekanova kyselina 450 % 450 % 4,50 % 450 %
C1 ethoxy (2) karboxylat 4,50 % 4,50 % 4,50 % 4,50 %
C12 alkohol ethoxylat (4) 3,00 % 3,00 % 3,00 % 3,00 %
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C, aminoxid 3,00 % 3,00% 3,00 % 3,00 %
Na kumensulfonat 2,00 % 2,00 % 2,00 % 2,00 %
ethanol 4,00 % 4,00 % 4,00 % 4,00 %
Mg“" (jako MgCl.) 0,20 % 0,20 % 0,20 % 0,20 %
Ca*’ (jako CaCly) 0,40 % 0,40 % 0,40 % 0,40 %
voda 65,45 % 65 % 6548% | 651%
V3echny piedpisy jsou upraveny na pH7.
Priklady 17 az 19
Tekuté prostiedky pro ¢isténi tkanin
Pt. 17 Pr. 18 Pf. 19
proteazovy konjugéat z pfikladu 4 0,05 % 0,03 % 0,30 %
C12 - C14 alkylsulfat sodny 20,0 % 120,0% 20,0 %
2-butyl oktanova kyselina 50 % 50 % 50 %
citronan sodny 1,0 % 1,0 % 1,0 %
C+ alkohol ethoxylat (3) 13,0 % 13,0 % 13,0 %
monoethanolamin 2,50 % 2,50 % 2,50 %
voda/propylenglykol/ethanol (100:1 :1)| 58,45 % 58,47 % 58,20 %

Prostfedky pro osobni hygienu.
Predlozené proteazové konjugaty jsou obzvlaété vhodné pro pouiti v

prostfedcich pro osobni hygienu, jako jsou napfiklad viasove kondicionéry, Sampény,
prostfedky proti akné, pletova miéka a kondicionéry, sprchové gely, mydia, pénivé a
nepénivé prostfedky pro Zisténi pleti, kosmetika, pletova miéka a zvlihCovacde na ruce,
oblicej a t&lo, kosmetické a Eistici kapesniky, prostfedky Gstni hygieny a prostifedky pro
péci o kontaktni CoCky. Prostfedky pro osobni hygienu, které jsou pfedmétem tohoto
vynalezu, obsahuji jeden nebo vice pfedkladanych protedzovych konjugétii a nosi¢ pro
prostiedky pro osobni hygienu.

Pro ilustraci, proteazové konjugaty, které jsou ptedmétem tohoto vynalezu, jsou
vhodné pro zahrnuti do prostfedku, popsanych v nasledujicich odkazech: patent US €.
5 641 479, Linares a kol., vydany 24. ervna 1997 (prostiedky pro Cisténi pleti); patent
US & 5 599 549, Wivell a kol., vydany 4. Gnora 1997 (prostiedky pro Cisténi pleti);
patent US &. 5 585 104, Ha a kol., vydany 7. prosince 1996 (prostfedky pro Cisténi
pleti); patent US &. 5 540 852, Kefauver a kol., vydany 30. &ervence 1996 (prostiedky
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pro &isténi pleti); patent US ¢. 5 510 050, Dunbar a kol., vydany 23. dubna 1996
(prostfedky pro Cisténi pleti); patent US & 5 612 324, Guang Lin a kol., vydany 18.
bfezna 1997 (prostfedky proti akné); patent US &. 5 587 176, Warren a kol., vydany 24.
prosince 1996 (prostfedky proti akné); patent US &. 5 549 888, Venkateswaran, vydany
27. srpna 1996 (prostfedky proti akné); patent US ¢&. 5 470 884, Corless a kol., vydany
28. listopadu 1995 (prostfedky proti akné); patent US ¢&. 5 650 384, Gordon a kol.,
vydany 22. Zervence 1997 (sprchové gely); patent US €. 5 607 678, Moore a kol.,
vydany 4. bfezna 1997 (sprchove gely); patent US &. 5 624 666, Coffindaffer a kol.,
vydany 29. dubna 1997 (viasové kondicionéry a/nebo gampo6ny); patent US &. 5 618
524, Bolich a kol., vydany 8. dubna 1997 (vlasové kondicionéry a/nebo Sampony);
patent US & 5 612 301, vydany Inman, 18. biezna 1997 (viasové kondicionéry a/nebo
gampony); patent US & 5 573 709, Wells, vydany 12. listopadu 1996 (viasové
kondicionéry a/nebo $ampoény); patent US &. 5 482 703, Pings, vydany 9. ledna 1996
(viasové kondicionéry a/nebo sampony); patent US &. Re. 34 584, Grota a kol., znovu
vydany 12. dubna 1994 (vlasové kondicionéry a/nebo Sampony); patent US &. 5 641
493, Date a kol., vydany 24.¢ervna 1997 (kosmetika); patent US &. 5 605 894, Blank a
kol., vydany 25. Gnora 1997 (kosmetika); patent US €. 5 585 090, Yoshioka a kol,,
vydany 17. prosince 1996 (kosmetika); patent US €. 4 939 179, Cheney a kol., vydany
3. &ervence 1990 (plefova miéka na ruce, oblicej a/nebo t&lo); patent US &. 5 607 980,
McAtee a kol., vydany 4. bfezna 1997 (pletova miéka na ruce, oblicej a/nebo té&lo),
patent US &. 4 045 364, Richter a kol., vydany 30. srpna 1977 (kosmetické a €istici
kapesniky); Zadost o evropsky patent EP 0 619 074, Touchet a kol., publikovany 12.
fijna 1994 (kosmetické a Cistici kapesniky); patent US &. 4 975 217, Brown-Skrobot a
kol., vydany 4. prosince 1990 (kosmetickeé a Eistici kapesniky); patent US €. 5 096 700,
Seibel, vydany 17. bfezna 1992 (prostfedky ustni hygieny); patent US &. 5 028 414,
Sampathkumar, vydany 2. Cervence 1991 (prostfedky ustni hygieny); patent Usé¢ b
028 415, Benedict a kol., vydany 2. ¢ervence 1991 (prostfedky ustni hygieny); patent
US &. 5 028 415, Benedict a kol., vydany 2. Cervence 1991 (prostfedky ustni hygieny);
patent US &. 4 863 627, Davies a kol., 5. zafi 1989 (prostfedky pro peci o kontaktni
gotky); patent US & Re. 32 672, Huth a kol., znovu vydany 24. kvétna 1988
(prostfedky pro péci o kontaktni &otky) a patent US &. 4 609 794, Schafer, vydany 2.
z4fi 1986 (prostfedky pro péci o kontaktni Cokky).
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Pro dal§i ilustraci prostfedkl Ustni hygieny, které jsou pfedmétem tohoto
vynalezu, je farmaceuticky pfijatelné mnoZzstvi jednoho nebo vice proteazovych
konjugatd, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, obsaZeno v prostfedcich vhodnych
pro odstrafiovani proteinovych skvrn ze zubll nebo umeélého chrupu. Zde pouZivany
termin ,prostfedky ustni hygieny“ oznacuje prostiedky na &isténi zubl, zubni pasty,
zubni gely, zubni prasky, ustni vody, Ustni spreje, Ustni gely, Zvykacky, zdravotni
pastilky, dstni parfémy, tablety, biogely, pasty pro prevenci, zubni léCebné roztoky a
podobn&. S vyhodou obsahuiji prostfedky astni hygieny od 0,0001 do 20 hmotnostnich
procent jedné nebo vice variant, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, vyhodnéji od
0,01 do 10 hmotnostnich procent, jesté vyhodnéji od 0,01 do 5 hmotnostnich procent
prostfedku a farmaceuticky pfijateiny nosi¢. Zde pouZivany termin .farmaceuticky
pfijatelny* znamena, Ze latky, léky nebo inertni slozky, které termin popisuje, jsou
vhodné pouZit ke styku s tkanémi lidi a nizSich Zivogichi bez nepiiméiené toxicity,
nesludivosti, nestability, podraZdéni, alergické odpovedi a podobné&, pfiméfené
s rozumnym pomérem zisk/riziko.

V typickém pfipadé budou farmaceuticky pfijatelné slozky nosite pro sloZky pro
Gstni &i&téni v prostfedcich ustni hygieny tvofit od 50 do 99,99 hmotnostnich procent,
vyhodn&ji od 65 do 99,99 hmotnostnich procent a je$té vyhodnéji od 65 do 99
hmotnostnich procent prostfedku.

Farmaceuticky pfijatelné slozky nosite a volitelné slozky, které mohou byt
zahmuty v prostfedcich ustni hygieny, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, jsou
dobfe znamé osobam se zkusenosti v tomto oboru. Velka rozmanitost typl prostiedkd,
nositovych slozek a volitelnych sloZek, vhodnych pro prostfedky ustni hygieny, jsou
popsany v odkazech, které zde byly vy3e citovany.

Vjiném provedeni pfedioZzeného vynalezu, prostiedky pro ¢isténi zubnich
protéz, pouzivané pro &isténi zubnich protéz mimo dutinu astni, obsahuji jednu nebo
vice variant, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu. Tyto prostiedky pro ¢isténi zubnich
protéz obsahuji G&inné mnozZstvi jedné nebo vice variant, s vyhodou v mnoZstvi od
0,0001 do 50 hmotnostnich procent jedné nebo vice variant, vyhodné&ji od 0,001 do 35
hmotnostnich procent, jeét& vyhodngji od 0,01 do 20 hmotnostnich procent prostredku
a nosi¢, vhodny pro ¢isténi zubnich protéz. Rizné formaty prostfedkl pro &isténi
zubnich protéz, jako jsou Sumici tablety a podobné jsou v oboru dobfe znamé (viz napf.
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patent US &. 5 055 305, Young) a obecné jsou vhodné pro zabudovani jednoho nebo
vice proteazovych konjugatii pro odstranéni proteinovych skvrn z umélého chrupu.

V jiném provedeni piedioZeného vynalezu, prostiedky pro péci o kontaktni CoCky
obsahuji jeden nebo vice protedzovych konjugatli, které jsou pfedmétem tohoto
vynalezu. Tyto prostfedky pro pé¢i o kontaktni Cocky obsahuji G&inné mnoZstvi jednoho
nebo vice protedzovych konjugati, s vyhodou v mnoZstvi od 0,01 do 50 hmotnostnich
procent jednoho nebo vice protedzovych konjugati, vyhodné&ji od 0,01 do 20
hmotnostnich procent, je§té vyhodng&ji od 1 do 5 hmotnostnich procent prostfedku a
nosi€, vhodny pro pééi o kontaktni Sotky. Rizné formaty prostfedkli pro péti o
kontaktni Eocky, jako jsou tablety, kapaliny a podobné jsou rovnéZz v oboru dobfe
znamé a obecné jsou vhodné pro zabudovani jednoho nebo vice protedzovych
konjugatl, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, pro odstranéni proteinovych skvrn
z kontaktnich ¢ocek.

Piiklady 20 aZ 23
Roztoky pro &iéténi kontaktnich Cocek
Pr.20 | Pr.21 | Pf.22 | Pi 23
proteazovy konjugat z pfikladu 5 001% | 05% 01% 20%
glukéza 50,0% | 50,0% | 50,0% | 50,0 %
neiontové smacedlo (kopolymer 20% | 20% 20% | 20%
polyoxyethylenu a polyoxypropylenu)
aniontové smacedlo (polyoxyethylen—{ 1,0 % 1,0% 1,0 % 1,0 %
Na alkylfenyléter sulfricester)
chlorid sodny 1,0% | 1,0% 1.0% | 1,0%
borax 030% | 030% | 0,30% | 0,30%
voda 4569 % | 45,20 % | 45,60 % | 43,70 %
Priklady 24 az 27
Vyrobky pro myti téla
Pf. 24 Pr. 25 Pr. 26 Pr. 27
voda 62,62% | 6575% | 57,72% | 60,72 %
Na; EDTA 0,2 % 02% 0.2 % 0,2 %
glycerin 3,0% 3,0% 3,0% 3,0%
Polyquaternium 10 04 % 04 % 0,4 % 0,4 %
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Na laureth sulfat 120% | 120% | 120% | 12,0%
cocamide MEA 28 % 28 % 28% 28%
Na ,lauraphoacetate* 6,0 % 6,0 % 6,0 % 6,0 %
kyselina myristilova 1,6 % 1,6 % 1,6 % 1,6 %
MgSO,. 7H.0 0,3 % 0,3 % 0,3% 03%
trihydroxystearin 0,5% 0,5% 0,5% 0.5%
PEG-6 triglyceridy kyselin 3,0% - - -
kaprylové/kaprové
sacharézové polyestery 3,0% - - -
_cottonate” mastné kyseliny
sachar6zové polyestery 3,0% - 40% -
,behenate* mastné kyseliny
vazelina z ropy - 4,0% 8,0% -
mineralni olej - - - 6,0 %
DMDM hydantoin 008% | 008% | 008% | 0,08%
proteazovy konjugat z pitkladu6 | 0,1% 20% 2,0% 5,0%
kyselina citronova 1,40 % 1,40 % 1,40 % 1,40 %
Priklady 28 az 31
Vyrobky pro oSetfovani pleti na obliceji
Pr. 28 Pf. 29 Pf. 30 Pr. 31
voda 6652% | 6515% | 68,47 % | 68,72 %
Na; EDTA 0,1% 0,1 % 0,2 % 02 %
kyselina citrénova - - 1,4 % 1.4 %
Na laureth-3 sulfat 3,0% 35% - -
Na laureth-4 karboxylat 3,0% 35% - -
Polyquaternium 10 - - 04 % 04 %
Polyquaternium 25 0,3% 0,3 % - -
glycerin 3,0% 3,0% 3,0% 3.0%
Na ,lauraphoacetate” - - 6,0 % 6,0 %
kyselina laurova 6,0 % 6,0 % 3,0% 3.0%
kyselina myristilova - - 3,0% 3.0%
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MgSO,. 7TH,0 2,3% 2,0% 2,0% 2,0%
triethanolamin 40% 4,0 % 40 % 40 %
trihydroxystearin 0,5 % 0,5% 05% 0,5%
sacharézové polyestery 20% 2,0% - -
_behenate* mastné kyseliny
sachar6zové polyestery 3.0% 2,0% - -
_cottonate* mastné kyseliny
PEG-6 triglyceridy kyselin - - - 2,0%
kaprylové/kaprove
vazelina z ropy - - 40% -
mineralni olej - - - 20%
kokamidopropy! betain 2,0 % 3.0% 1,8 % 1,8 %
lauryldimethylaminoxid 1,0% 1,2 % 1.2% 1,2 %
dex panthenol 1,0% 0,25 % 0,25 % -
DMDM hydantoin 008% | 008% | 0,08% | 0,08%
protedzovy konjugat z pfikladu2 | 1,0% 20% 2,0% 05%
viné 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0.2%
Priklady 32 az 33
Vyrobky pro zvih€ovani pleti
priklad 32 pfiklad 33
glycerin 50% -
kyselina stearova 3.0% -
C11.13 izoparafin 20% -
glykolstearat 15% -
propylenglykol - 3,0%
mineraini olej 1,0 % 10,0 %
sezamovy olej - 7.0%
vazelina z ropy - 1,8 %
triethanolamin 0,7 % -
cetyloctan 0,65 % -
glycerinstearat 0,48 % 20%
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TEA stearat - 25%
cetylalkohol 0,47 % -
lanolinalkohol - 1,8 %
DEA cetylfosforenan 0,25 % -
methylparaben 0,2% 0,2%
propylparaben 0,12 % 01%
carbomer 934 0,11 % -
Na, EDTA 0,1 % -
proteazovy konjugat z piikiadu 4 0,1% 0,5%
voda 84,32 % 71,1 %
Priklad 34
Prostfedek, pouzivany v &isticich kapesnicich
propylenglykol 1,0 %
laurylsiran amonny 0,6 %
kyselina jantarova 0,4 %
jantaran sodny 32%
Triclosan® 0,15 %
proteazovy konjugat z pfikladu 4 0,05 %
voda 91,0 %

Vyse uvedenym prostiedkem je napustén arch tkaniny, sloZeny z celulézy
a/nebo polyesteru v mnoZstvi 250 % vahy absorbujiciho archu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Proteazovy konjugat, vyznacujici se t i m, Ze obsahuje proteazovou Cast
a jednu nebo vice &asti piidatnych, kde:

(a) proteazova &ast ma pozmeénénou aminokyselinovou sekvenci matefské
aminokyselinové sekvence, matefskou aminokyselinovou sekvenci obsahuijici prvni
epitopovou oblast, druhou epitopovou oblast a tfeti epitopovou oblast, kde pozménéna
aminokyselinova sekvence obsahuje substituci pomoci substituujici aminokyseliny na
jedné nebo vice pozicich v jedné nebo vice epitopovych oblasti, pfitemz:

(i) pokud k substituci dojde v prvni epitopové oblasti, substituce nastava na
jedné nebo vice pozicich, odpovidajicich pozicim 70 aZ 84 subtilizinu
BPN’;

(ii) pokud k substituci dojde ve druhé epitopové oblasti, substituce nastava
na jedné nebo vice pozicich, odpovidajicich pozicim 103 az 126
subtilizinu BPN'; a

(iii) pokud k substituci dojde ve treti epitopové oblasti, substituce nastava na
jedné nebo vice pozicich, odpovidajicich pozicim 217 az 252 subtilizinu
BPN’; a

(b) kde kaZda z pfidatnych &asti je kovalentné pfipojena k jedné ze substituujicich

aminokyselin, pfitomnych v proteazové &asti a ma strukturu:

Rl\ N
R,

kde X je bud nic nebo vazebna &ast; R, je bud nepfitomen, prvni polypeptid a prvni
polymer; a R; je bud nepiitomen, druhy polypeptid a druhy polymer; kde alespo jeden
se skupiny X, Rs a Rz neni nepfitomen.

2. Proteazovy konjugat podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze substituujici

aminokyselina je cystein.

3. Proteazovy konjugat podie kteréhokoli z predchazejicich narokl, vyznadujic i
se tim 2ze matefskd aminokyselinova je vybrana ze skupiny, obsahujici
subtilizin BPN’, subtilizin Carlsberg, subtilizin DY, subtilizin 309, proteinazu K,
thermitazu, Proteazu A, Proteazu B, Proteazu C, Proteazu D a jejich varianty.



seee

4. Proteazovy konjugat podle kteréhokoli z predchazejicich naroki, vyzna Sujici
se tim, Ze R, je nepiitomen.

5. Protedzovy konjugat podie kteréhokoli z narokii 1,2 nebo 3, vyznacdujici
se tim, Ze R, je prvni polypeptid.

6. Proteazovy konjugat podle kteréhokoli z narokli 1,2, 3nebo 5, vyznadujici
se tim, Ze prvni polypeptid ma pozménénou aminokyselinovou sekvenci druhé
matefské aminokyselinové sekvence, druha matefska aminokyselinova sekvence
obsahujici prvni epitopovou oblast, druhou epitopovou oblast a tfeti epitopovou
oblast, kde pozmén&na aminokyselinova sekvence druhé mateiské
aminokyselinové sekvence obsahuje substituci substituujici aminokyselinou na
jedné nebo vice pozicich epitopovych oblasti druhe mateiské aminokyselinové
sekvence, kde:

(i) pokud k substituci dojde v prvni epitopové oblasti, substituce nastava na
jedné nebo vice pozicich, odpovidajicich pozicim 70 az 84 subtilizinu
BPN’;

(ii) pokud k substituci dojde ve druhé epitopové oblasti, substituce nastava
na jedné nebo vice pozicich, odpovidaijicich pozicim 103 az 126
subtilizinu BPN’; a

(iii) pokud k substituci dojde ve treti epitopové oblasti, substituce nastava na
jedné nebo vice pozicich, odpovidajicich pozicim 217 az 252 subtilizinu
BPN’; a

kde vazebna &ast nebo proteazova &ast je kovalentné pfipojena k prvnimu polypeptidu

pomoci jedné ze substituujicich aminokyselin, pfitomnych v prvnim polypeptidu.

7. Proteazovy konjugat podle kteréhokoli z narokii 1,2, 3,5nebo 6, vyznacujici
se tim, Ze X je nulové a Ze proteazova Cast a prvni polypeptid jsou kovalentné

spojeny pomoci disulfidického mustku.

8. Proteazovy konjugat podle kteréhokoli z naroki 1,2 nebo 3, vyznaéujici
se tim, Ze R, je prvni polymer a R; je bud nepfitomen anebo druhy polymer.



9. Protedzovy konjugat podie kteréhokoli z pfedchazejicich narokl, vyznadujici

se tim, Ze R, je nepfitomen.

10. Prostiedek osobni hygieny, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje proteazovy
konjugat podle kteréhokoli z pfedchazejicich naroki a nosié vhodny pro prostifedek

osobni hygieny.
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