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$is isradimas susijes su naujy proteolitiniy fermentuy,
naudojamy plovikliuose, savybiy pagerinimu. Sigs savy-
bés apima geresni nesvarumy dalinimg skalbimo kompozi-
cijose, padidintg stabiluma laikant skalbimo milteliuo-
se ir padidinta stabiluma paruosStose plovikliy muilo

putose.

Fermentiniy priedy, konkreciai proteolitiniy fermenty,
panaudojimas plovikliy kompozicijose, padares imanomg
baltyminiy ne$varumy Salinimg, yra pakankamai dokumen-
tuotas. PavyzdZiui, Zr. publikuotas Europos patenty pa-
raiskas (EP-A-) 0220921 ir 0232269, JAV patentus
Nr. Nr. 4 480 037 ir Re 30 602, straipsni "Production
of Microbial Enzymes" (Mikrobiniy fermentuy gamyba),
Microbial Technology, 1 (1979) 281-311, Academic Press.

Plovikliy mi3iniai gali boti milteliy, skysCio ir pas-
tos pavidalu. Ju aktyvigja medZiaga gali bdti vienas ar
daugelis anijoniniu, nejoniniu, katijoniniy, cviterjo-
niniy ar amfoteriniy Jjunginiy. Tokie junginiai yra
pladiai apradyti Schwartz, Perry 1ir Berch "Surface
Active Agents", 11, Interscience Publishers (1958). Be
to, juose gali buti granuliuojanciy, stabilizuojanéiuy,
aromatizuojandiy junginiy ir atskirais atvejais oksi-
danty, paprastai vadinamy balinimo medZiagomis. Plovik-
liy mi&iniai yra naudojami kietuy pavirsiy valymui,
tualety tvarkymui, indy plovimui (rankomis ir automa-

tuose) ir skalbimui.

Skalbimui naudojami plovikliai daZniausiai yra dviejy
pagrindiniy tipu, skysti ar milteliai. Skystuose plo-
vikliuose gana didelé pavirdiaus aktyviu medZiaguy kon-
centracija, neutralus arba $iek tiek Sarminis pH, daz-
niausiai be balinimo medZiagy. Milteliy pavidalo plo-
vikliai daZniausiai yra stipriai $armidki (puty pH 9-11),
juose yra inhibitoriy, tokiy kaip natrio trifosfatas

ir, priklausomai nuo taikomo skalbimo budo tose Salyse,



10

15

20

25

30

35

LT 3963 B
2

kur jie parduodami, gali bdti su balinimo priemonémis

ar be ju. .

Siuo metu i skalbimo kompozicijas fermentai dedami
skystuy suspensijy, =zoliy arba granuliy pavidalu. Pa-
vyzdZiui, milteliy tipo detergentuose proteolitiniai
fermentai paprastai vyra kapsuliy (granuliy) formoje
(pavyzdZiui, Maxatase® ir Maxacal®) arba granuliaty
formoje (pvz., Savinase® ir Alcalase®). Maksataze ir
Maksakoli iSleidzia firma International Bio- Synthetic
B.V. Rijswijk, Olandija), Savinaze ir Alkalaze - firma
NOVO Industry A/S (Bagsvaerd, Danija). Skystuose plo-

vikliuose fermentai daZniausiai yra i3tirpe.

Proteolitiniai fermentai, kaip taisyklé, blogai deri-
nasi su skalbimo kompozicijomis. Fermentai turi biti
stabilGs ir neprarasti aktyvumo skalbiant, pavyzdZziui,
Salinant baltymy démes 10 -60°C intervale ir auk$-
tesneje temperatiroje. Be to Jjie turi likti stabilGs
skalbimo produkte ilgai juos laikant. Atitinkamai, fer-
mentai turi buti stabilas ir funkcionalis ir tuo at-
veju, kai didelis Sarmingumas, o kai kada, esant ba-

linimo priemonéms ir auk3toje temperatiroje.

Kadangi néra universaliy plovikliy, kaip néra ir uni-
versaliy skalbimo salygy (pH, temperatira, tirpalc kon-
centracija, vandens kietumas) visame pasaulyje, rei-
kalavimai fermentams skiriasi, priklausomai nuo plo-

viklio, su kuriuo jie panaudojami, ir skalbimo salyguy.

Salygos, turinios itakos fermenty stabilumui milteliy
pavidalo plovikliuose, kaip taisykle, néra optimalios.
PavyzdzZziui, laikant milteliy ploviklius, kuriuose vyra
fermento, neZilrint tariamo fermento ir ploviklio kom-
ponenty fizinio atsiribojimo fermento kapsulinés formos
déka, ploviklio oksidantai veikia proteaze, mZindami
jos aktyvumg. Kita fermento nestabilumo ploviklio mil-
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teliuose prieZastis ta, kad fermentas laikant hidro-

lizuoja pats save, ypal¢ esant didelei drégmei.

Dar daugiau, ploviklio milteliuose esan¢iy oksidintojuy
trakumas, kuris tufi itakos démiy paSalinimo efek-
tyvumui skalbiant skalbyklose, yra tas, kad baltymy dé-
més fiksuojamos audiniuose. Be oksidintojy ir kiti plo-
viklio komponentai, inhibitoriai, sumazina proteazés

efektyvumg, 3alinant demes.

Skysty plovikliy atveju, susiduriame su tokia svarbia
problema, kaip sparti fermento inaktyvacija, ypacl auk$-
tose temperaturose. Kadangi fermentai tokiuose plo-
vikliuose tirpioje biukléje, dezaktyvacija vyksta jau
laikant, to pasékoje fermento aktyvumas Zymiai krenta
dar iki ploviklio panaudojimo. Anijonineés pavirSiaus
aktyvios medZiagos, tokios kaip alkilsulfatai kartu su
vandeniu ir kitais komponentais ypa¢ linke negriZtamai
denaturuoti fermenta, padarydami Jji neaktyvy ir ne-

tinkama atlikti proteolotini skaldymg.

I3 dalies fermento stabilumo skystuose miSiniuose prob-
lema i&sprendZia mi$inio modifikavimas, pavyzdzZiui,
stabilizatoriy, mZiananciy fermento inaktyvavimg, prie-
dai. Zr. Europos patenty parai3kas Nr. 0126505 ir
0199405, JAV patentg Nr. 4318818 ir DidZiosios Bri-
tanijos patento parai$ka Nr. 2178055A.

Kitas biOdas stabilizuoti fermentg skystuose plovik-
liuose pateiktas Europos patento 0238216 paraiskoje,
kurioje fermento molekulés ir skysta agresyvi ploviklio
matrica atskiriamos ypatingos miSinio paruoSimo techno-
logijos deéka. Plovikliy milteliams gaminti sitlomi
alternatyvis kapsuliavimo variantai (pvz., Zr. Europos

patento paraiska Nr. 0170360).
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Tuo, kas pasakyta, susumuotos salygos, kurias reikia
sukurti, norint, kad proteolitinis fermentas optimaliai
funkcionuoty ploviklyje, taip pat susumuoti apribojimai
Siuo metu skalbimo kompozicijose naudojamiems fermen-
tams. NeZidrint wvisu pastangy apsaugoti fermentg skal-
bimo kompozicijose, vis tiek daug jo aktyvumo pra-

randama laikant ir naudojant jprastose salygose.

Nauju fermenty identifikavimas ir skyrimas, norint juos
panaudoti apibrézZitose srityse, pavyzdZiui plovikliy
gamybai, turi bati vykdomi keliais budais. Vienas $iy
bidy - tai parinkimas organizmy ar mikroorganizmy, pa-
siZymindiy norimu fermentiniu aktyvumu, (mikro)organiz-
mo arba skystos (mikro)organizmo kultiros paruosimas,
fermento skyrimas ir gryninimas, o taip pat fermento
biocheminiy savybiy nustatymas ir tikrinimas, ar 38ios
biocheminés savybés atitiks panaudojimo reikalavimus.
Kai tokio fermento ar ji produkuojan€io mikroorganizmo
neimanoma iSskirti, gali bGti taikoma geny inZinerijos
technologija, fermenta koduojanc¢io geno skyrimas, geno
ekspresija kitame organizme, iSrySkinto fermento i3~
skyrimas ir gryninimas ir jo tinkamumo numatytoje sri-

tyje tyrimas.

Kitas biadas gauti naujiems fermentams, tinkamiems pa-
naudoti numatytoje srityje - tai egzistuojanciy fermen-
ty modifikavimas, kas tarp kity, gali biti pasiekta
cheminiais metodais (Zr. I.Svendsen, Carsberg Res.
Comm. 44, (1976) 237-291). Kaip taisyklé, tokie metodai
visai nespecififki, tai iSry3kéja modifikuojant visas
prieinamas liekanas iprastose 3Soninese grandinése arba
tada, kai modifikacija priklauso nuo modifikacijai tin-
kamy aminorig3¢iy buvimo, be to daZnai neimanoma modi-
fikuoti sunkiai prieinamy aminordgs8Ciy, neiSskleidus
fermento molekules. Tokiu budu, reikia manyti, kad
fermento modifikacijos bildas, taikant koduojandio geno

mutageneze yra perspektyvesnis.



10

15

20

25

30

35

LT 3963 B
5

Mutagenezé gali buti atsitiktine arba sait-specifiné.
Atsitiktiné mutagenezé, veikiant visa mikroorganizmag
cheminiu mutagenu arba mutageneze i3Saukianciu spin-
duliavimu, savaime suprantama, gali modifikuoti ir fer-
menta. Tuo atveju reikia turéti labai efektyvy atrankos
metoda, igalinanti i3ry3kinti nepaprastai retus mu-
tantus su pasirinktomis savybémis. Didelis mutantiniy
fermenty idskyrimo patikimumas atsitiktinés mutagenezes
bidu gali buti pasiektas, klonuojant koduojanti gensa,
atliekant jo mutageneze in vitro arba in vivo 1ir ko-
duoto fermento ekspresija, pakartotinai klonuojant ko-
duojanti gena tinkamoje lasteleje-3eimininke. Ir Siuvo
atveju turi biti taikomi efektyvis biologinés atrankos
bidai, turint tikslg atrinkti reikalingus mutantinius
fermentus (zr. Tarptautine patento paraidka WO
87/05050), &iais biologinés atrankos biudais nebitinai

bus gauti fermentai, tinkami naudoti plovikliuose.

Specifiskesnis modifikuoty fermenty gavimo budas yra
sait-specifiné mutagenezeé, leidZianti specifiskai pa-
keisti viena ar kelias aminorag$tis bet kuria kita
amino rig3timi. Europos patento Nr. 0130756 paraiskoje
pateiktas tokios technologijos pavyzdys, kai ekspre-
savus mutantinés protezés genus, veliau buvo gauti mo-

difikuoti proteolitiniai fermentai.

Neseniai sait-specifinés mutagenezés galimybés buvo
pademonstruotos, panaudojant mutageninius oligonukleo-
tidus, susintetintus i§ ijvairiy baziy keliose norimose
padétyse. Tuo pasiekiama eileée jvairiy mutacijy, kurios
iterpiamos i specifine DNR sekos dali, pritaikant vieng
sintetini  oligonukleotido preparats, tai parodyta
§iuose darbuose: Hui ir kiti, EMBO J. 3 (1984) 623-629;
Matteucci ir kt., Nucl. Acids. Res., 11, (1983) 3113-
3121; Murphy ir kt., Nukl. Acids. Res. 11 (1983) 7695-
7700); Wells ir kt., Gene, 34 (1985) 315-323;
Hutchinson ir kt., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986)
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710-714 ir F.M. Ausubel, Current Protocols in Molecular
Biology 1987-1988. Greene Publichers Association and

Willey, Interscience, 1987.

Jau Stauffer su bendr., (J.Biol. Chem. 244 (1969) 5333-
5338) aptiko, kad veikiant vandenilio peroksidu, Carlsberg
subtilizino metioninas 221 padétyje oksiduojasi i sul-
foksidimetioning ir yra atsakingas uZ Zymy aktyvumo su-

mazejimg.

Dvieju buady mutagenezes, atsitiktines 1ir sait-speci-
finés, rezultate, 1§ Bacillus amyloliquefaciens serino
protezés, kuri dar vadinama " BPN' subtilizinu", buvo
i&skirti ir charakterizuoti modifikuoti mutantiniai
fermentai. Patente WO 87/05050 apra$ytas termostabiles-
nis BPN' subtilizino mutantas. Europos patento parais-
koje Nr. 0150756 pasakyta, kad sait-specifine visy 19-
kos BPN' subtilizino aminorig3¢iy mutagenezé metionino
222 padétyje, panaudojant "kasetins mutagenezes" me-
toda, gali duoti fermentus, atsparius vandenilio pe-
roksidui. Tad&iau pastaruoju atveju daugumos mutanty
proteolitinis aktyvumas yra Zemas. Rasta, kad geriausi
mutantai yra M222A ir M222S, kuriy specifinis aktyvumas
buvo atitinkamai 53% ir 35% palyginus su natyvaus BPN
subtilizino aktyvumu (Zr. Estell ir kt. J. Biol. Chem.
260, (1985) 6518-6521).

Ankstesniame darbe, kuriant modifikuotas proteazes,
parodyta, kad galima gauti BPN' subtilizino mutantus su
pakitusiu stabilumu ir pakitusiomis kinetinemis charak-
teristikomis (Zr. ankstesnes nuorodas, ir kitas, pvz.,
Rao ir kt., Nature, 328 (1987) 551-554. Bryan ir kt.
Proteins, 1 (1986) 326-334. Cunningham ir Wells.
Protein Engineering, 1 (1987) 319-325. Russel ir kt. J.
Mol. Biol. 193 (1987) 803-819. Katz ir Kossiakoff. J.
Biol. Chem. 261 (1986) 15480-15485, o taip pat
apzvalgas Shaw, Biochem. J. 246 (1987) 1-17 ir Gait ir
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kt. Protein Engineering, 1 (1987) 267-274. Taciau ne
vienas i3 &iy &altiniy nepaskatino geresniy ir plovik-
liuose stabilesniy proteolitiniy fermenty pramonines
gamybos. Né vienu i3 proteaziy modifikavimo atvejuy ne-
ivertinti juy komerciné reik3mé kai ir pranasSumas pries
$iuo metu plovikliams apibréZtose salygose panaudojamus

fermentus.

Vienas i3 &io iSradimo objekty yra nauji mutantiniai
proteolitiniai fermentai, gauti ekspresuojant genus,
koduojan&ius 3iuy fermenty aminorugsciy sekas, besi-
skirian&ias maZiausiai viena aminorig$timi nuo ati-
tinkamo laukinio tipo fermenty. Sie mutantiniai fermen-
tai pasizymi geresnémis savybémis, naudojant juos plo-
vikliuose, ypad& skalbimo detergentuose. rekomenduojama

idradimg realizuoti PB92 serino proteazese.

Kitas i8radimo objektas yra nauji fermentiniai plo-
vikliai su proteolitiniu fermentiniu produktu, kuriame
yra maZziausiai vienas i§ tokiy nauju mutantiniy pro-

teolitiniy fermenty.

Dar vienas 3&io i8radimo objektas yra efektyvus mu-
tantiniy proteolitiniy fermenty atrankos budas, 1§ viso
tuzino fermenty atrenkant labiausiai tinkamus naudoti
plovikliuose. Tokie fermentai gaunami mutagenizuotos

proteazés geny ekspresijos budu.
TRUMPAS FIGURU APRASYMAS

Fig.l A pavaizduota mutacijos vektoriaus, turinCio PB92

proteazés geng, konstrukcija.

Fig.1l B schematiskai pavaizduota naudojama mutacijos

procedira.
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Fig.1l C parodyta ekspresijos vektoriaus, turin¢io mu-

tantini PB92 proteazés genag konstrukcija.

Fig.2 A, 2 B ir 3 pavaizduota skalbimo efektyvumo pri-
klausomybé nuo ivairiy PB92 proteazés mutanty
specifinio proteolitinio aktyvumo ivairiose

skalbimo salygose.

Fig.4 parodyta PB92 proteazes geno nukleotidy seka

ir koduoto fermento pirmtako aminorigsCiy seka.
DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

I3sireidkimas "pasizymintis geresnémis savybemis", ku-
ris &iame apradyme vartojamas aptariant, "mutantinius
proteolitinius fermentus", suprantamas, kaip proteoli-
tiniai fermentai, kuriy plovimo galia arba stabilumas,
issaugant plovimo galig, yra padidinti, 1lyginant juos

su atitinkama laukinio tipo proteaze.

$iame apraSyme terminas mutantinio proteolitinio fer-
mento "plovimo galia" suprantamas, kaip mutantinio pro-
teolitinio fermento papildomas indélis i skalbimo pro-
cesa, lyginant su plovimo kompozicijos veikimu be fer-

mento, atitinkamose skalbimo sglygose.

ISsireidkimas "atitinkamos skalbimo sglygos" vartojamas
pazyméti salygoms, kaip antai: skalbimo temperatira,
trukmé, skalbimo mechanizmai, tirpalo koncentracija,
ploviklio tipas ir vandens kietumas, kurie realiai buna
namy salygomis naudojant pramoninius ploviklius (de-

tergentus) .

Terminas "padidinta plovimo galia" vartojamas, norint
pazyméti geresni galini rezultata, S$alinant démes "ati-
tinkamose skalbimo salygose", arba kad sunaudojama ma-

3iau mutantinio proteolitinio fermento maseés, tam pa-
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¢iam rezultatui gauti, negu naudojant laukinio tipo

fermentgy. .

ISsireiskimas "i3saugota plovimo galia" vartojamas, nu-
rodant, mutantinio proteolitinio fermento plovimo ga-
lig, paskaidiuota jo masei, kuri sudaro ne maziau 80%
laukinio tipo proteazés plovimo galios "atitinkamose

skalbimo sglygose".

Terminas "padidintas stabilumas" pavartotas, nurodant
didesni mutantiniy proteolitiniy fermenty stabilumg
plovikliuose ir juos laikant, ir/arba ju stabilumg pu-
tose, ir 8§i savoka apima atsparumg oksidanty, inhibi-
toriy poveikiui, autolizei, pavir$iaus aktyviy medZiagy
ir Sarminés aplinkos veikimui, lyginant su atitinkamu

laukinio tipo fermentu.

Biocheminés savybés, nustatytos aprobuotose labaratori-
nése salygose, néra labai patikimi rodikliai, norint
atspéti konkrecios ploviklio proteazés elgesi uZsi-
duotose salygose. Sios pastabos taikomos ir kinetiniams
rodikliams, gautiems panaudojant grieZtai apibreitus
baltyminius substratus, tokius kaip kazeinas, dimetil-
kazeinas ir hemoglobinas arba oligonukleotidiniai subs-
tratai, pavyzdzZiui, SAAPFpNA (sukcinil- L-alanil-
L-alanil- L-prolil- L-fenilalanil- para-nitroanalidas).
Be abejo, kiti proteaziy poZymiai apsprendZia ju, kaip
skalbimo detergenty, efektyvumg.

Sis i3radimas paremtas iSsiaiSkinimu to, kad, neZidrint
egzistuojancé¢iy baltymy aminortg3¢iy modifikacijos me-
tody, kurie gali sukelti esminius jy biocheminiy rodik-
liy pakitimus, vis dar labai menkai galima numatyti
specifines mutacijos ijtaka realiose taikymo sglygose,

jeigu tai aplamai imanoma.
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Sutinkamai su $iuo iSradimu, po intensyviy tyrimy ir
eksperimentavimo buvo rastas mutantiniy proteaziy gavi-
mo budas, kuriame mutantiniy proteaziy paruoSimas sude-
rintas su efektyvia proteaziy atrankos pagal ju veikimg
metodika. Visai netiketa buvo tai, kad 3iuo budu pagal
ju veikimg gali buti atrinktas palyginti didelis fer-

menty skaidius.

ISradimo test-sistema paremta proteazems jautriy deéemiy
pasalinimu iS5 audiniy pavyzdZiy, panaudojant prietaisg,
kuriuo nustatomas audinio atsparumas skalbimo arba
temperatiros poveikiui, imituojant atitinkamas skalbimo
sglygas. Kai tinkami testai gali butti panaudoti firmos
EMPA (Eidgenossische Material Prufungs wund Versuch
Anstalt, St. Gallen, éveicarija) komerciniy audiniy ga-
baléliai dirbtinai sutepti baltyminémis démémis. Kitos
démés, kuriomis buvo suter3ti audiniy pavyzdZiai pro-

teazéms tirti - tai kraujas, Zolé, Sokoladas ir kt.

Be to, tokioje test-sistemoje kiti atitinkami fakto-
riai, tokie kaip: ploviklio sudétis, putuy koncentraci-
ja, vandens kietumas, skalbimo mechanizmai, trukmé, pH
ir temperatira turi buti reguliuojami taip, kad pakar-

totu tipiskas namy Ukio arba tam tikros rinkos sferos

salygas.

Proteaziy plovimo galig paprastai nustato pagal ju
gebéjimg paSalinti tam tikras charakteringas démes
atitinkamose tyrimo sglygose. Sis sugebéjimas gali buati
nustatytas atspindiio matavimais, audinio gabalélius
i8skalbus su fermentu ar be jo, prietaise audiniuy at-
sparumui matuoti arba tergotometre. Laboratoriné i3ra-
dimo test-sistema turi pliusy imituotose namy uakio sg-
lygose tiriant DNR mutagenezeés bidu modifikuoty pro-

teolitiniy fermenty panaudojimg.
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Atitinkamai iSradimas leidZia testuoti daugeli ivairiy
fermenty ir atrinkti tuos i juy tuos, kurie. labiau
tinka naudojamo ploviklio tipui. Tokiu keliu gali bati
atrinkti "pagaminti pagal uZsakyma" fermentai, skirti

panaudoti ypatingose salygose.

Kai kurias bakterines serino proteazes vadina subtili-
zinais. Subtilizinai - tai Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens ("BPN' subtilizinai") ir Bacillus
licneniformis (Carlsberg'o subtilizinas). Zr. apZvalga
Markland ir Smith (1971) "The Enzymes" (Bayer ed.),
3t., 561-608, Academic Press, New-York. Kai kurie alka-
lofiliniai Bacillus kamienai produkuoja kitokias pro-
teazes. Pastaruyjy pavyzdZiu gali buati Maksakalio serino
proteazés, toliau Zymimos kaip PB92 proteazeés (iS5 nau-
jos ruSies PB92 Baccilus genties) ir anks¢iau minéta

Savinaze.

PB92 proteazeés aminortg8ciy seka parodyta Fig. 4. Pilna
proteazé susideda i3 269 amino rags&iy, jos molekuline
masé apie 27000 D, jos izoelektrinis tasSkas sutampa su
aukidto Sarmingumo reik3mémis. Proteazes PB92 aktyvumas
baltyminio substrato atZvilgiu idreidkiamas Sarmingumo
Delta vienetais (5DV). Aktyvumas S$DV nustatomas pagal
metodikag, pateikta DidZziosios Britanijos patente
Nr.1353317, isskyrus tai, kad vietoje pH 8,5, matuojama
prie pH 10. Grynintos PB92 proteazés aktyvumas 21000 Spv.
Katalitiné konstanta (k..), matuojant su kazeinu, yra
90 sek’.

Gryninto Karlsbergo subtilizino specifinis aktyvumas
(Delange ir Smith. J. Biol. Chem. 243 (1968) 2184) yra
10000 &DV/mg. BPN' subtilizino (Matsubora ir kt., J.
Biol. Chem. 240 (1965) 1125) - iki 7000 SDV/mg. Be to-
kiy rodikliuy, kaip specifinis aktyvumas ir K.,.PB pro-
teazeé skiriasi nuo Karlsbergo subtilizino, BPN' subti-

lizino ir kity tipu proteaziuy, panaudojamy plovikliuose
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(pvz., Maksatazéje ir Alkalazeéje), tuo, kad turi didelij
teigiamg kruvi, kas gali bati vizualiai nustatyta, at-
liekant natdralaus baltymo gel-elektroforeze (Zr. eks-

perimentine dalij 4).

Kadangi PB92 proteazé aktyviai $Salina démes Sarmineéje
aplinkoje, ja paprastai naudoja kaip prieda plovik-
liuose kartu su kitais juy komponentais, tokiais kaip:
pavirsiaus aktyvios medZiagos, strukttGrikliai ir oksi-
dantai. Pastarieji komponentai dazZniausiai naudojami
milteliy pavidalu. Salinant démes, PB92 proteaze
pasiZymi didesniu aktyvumu, negu kiti anksc¢iau mineéti
subtilizinai. Tai reisSkia, kad PB92 proteazés reikés

maziau, norint gauti ta pati skalbimo efektga.

PB92 proteazés, kaip ir kity Zinomy plovikliuose nau-
dojamy serino proteaziy, didelis trukumas yra polinkis
oksiduotis (Zr. Stauffer ir kt.., J. Biol. Chem., 244
(1969) 5333-5338; Estell ir kt. J. Biol. Chem. 263
(1985) 6518-6521). PB92 proteazés oksidacija vandenilio
peroksidu arba perrigStimis, susidaranciomis aktyvato-
riaus sistemoje, kurioje yra perborato tetrahidratas,
sumaZzina fermento aktyvumg atitinkamai iki 50% ir 10%
(3DV), palyginus su neoksiduota PB92 proteaze (Zr.
Eksperimentine dali, 1 ir 7 pavyzdZius).

Sio isradimo badu labai sékmingai gali bati gaunami ir
atrenkami mutantiniai proteolitiniai fermentai, kile i3
natiraliomis sglygomis bakterijy produkuojamy serino
proteaziy. Tokiy mutanty pavyzdZiu gali biti mutantai,
koduojami geno, gauto 1§ laukinio tipo alkalofilinio
Bacillus kamieno, geriausiai PB92, geno. Taip pat tinka
ir mutantai, gauti 1§ 3arminés serino proteazés Savi-
nazes (Bacillus). Be to $is bidas gali buti sékmingai
panaudotas atrenkant modifikuotas proteazes i3 pro-
teaziy, besiskirian¢iy nuo alkalofiliniy Bacillus PB92

kamieny serino proteaziy. PavyzdZiui, yra Zinomi genai,
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koduojantys Bacillus suotilis, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus licheniformis serino proteazes, ir jie gali
bati panaudoti kaip mutagenezés objektai. Akivaizdu,
kad norint ivykdyti efektyvia proteazés geno mutacija,
gali buti panaudota tiek sait-specifiné mutageneze, da-
lyvaujant oligonukleotidui, tiek ir nukreipta i visg
sriti atsitiktiné mutagenezé, arba bet kuri kita muta-

genezés rudis.

Mutantiniy proteolitiniy fermenty atrankos bidas (api-
mantis mutantuy gavimg ir atskyrimg) susideda i3 §&iy
stadiju; mutageneze klonuoto geno, koduojanc¢io norimg
gauti proteolitini fermenta ar jo fragmenta; gauto mu-
tantinio proteazés geno ar geny iSskyrimas; mutantinio
proteazés geno ar geny jvedimas i atitinkamg kamieng-
Seimininka, geriausiai pasinaudojant tinkamu vektoriu-
mi, ekspresijai ir fermento gaminimui; gautos mutanti-
nés proteazés idskyrimas ir pagerinty savybiy mutanti-
nés proteazés, tinkamos panaudoti plovikliuose, identi-

fikacija.

Mutantiniy proteaziy produkavimui tinkami kamienai-Sei-
mininkai - tai linke trnsformuotis mikroorganizmai, ku-
rivose gali biti gauta proteaziy ekspresija. Ypad tam
tinka tos padios genties ir riSies kamienai-Seiminikai,
i% kuriy proteazés yra iJskirtos, tarp ju yra ir
Bacillus kamienai, bet labiausiai pageidaujamas nauja
Bacillus PB92 rudis ir jos mutantai, turintys i3 esmes
tas padias savybes. Rekomenduojami taip pat kamienai 13
B. subtilis, B. licheniformis ir B.amyloliquefaciens.
Kiti tinkami ir rekomenduojami kamienai-8eimininkai,
tai tie kamienai, kurie i3 esmés nesugebéjo produkuoti
nelasteliniy proteolitiniy fermenty prie$ transforma-
cija mutantiniu genu. Ypatingai démesio verti Bacillus
kamienai-%eiminikai, pasiZymintys proteazés deficitu,
tokie kaip nauja Bacillus PB92 ruSis. Proteazes ekspre-

sija pasiekiama panaudojant ekspresijos signalus, 13-
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ry3kéjanéius pasirinkatame kamiene-Seiminike. Ekspre-
sijos signalai ijungia DNR sekas, reguliuojancias pro-
teazés genuy transkripcijag ir transliacija. Tinkami vek-
toriai sugeba replikuotis, sudarydami pakankamai didelj
kopiju skaic¢iy pasirinktame kamiene-8eimininke, arba
proteazés genas patvariai isitvirtina kamiene-Seimi-

ninke, ivykus chromosominei integracijai.

Pagal &i i3radimg mutantiniai proteolitiniai fermentai
gali bati gauti, kultivuojant atitinkamose fermentaci-
jos salygose transformuota kamieng-3eimininkg, turintj
pageidaujamg mutantini proteolitini gena arba genus,

véliau idskiriant gautus fermentus.

Rekomenduojama, kad ekspresuotos proteazés bity sek-
retuojamos i kultOrine terpe, kas palengvinty ju iSsky-
rima, arba gram-teigiamy bakterijy kamieny-Seimininky
atveju, susikauptuy periplazmoje. Sekretavimui naudojama
aminorug3diy signaliné seka, geriausiai tam tinka sig-
naliné seka, koduojama inicijuojanéio geno, jeigu Jis

funkcionalus pasirinktame kamiene-Seimininke.

Sutinkamai su vienu i8 iSradimo aspekty, gali biti su-
kurti plovimo galios tyrimo metodai, kai pakartojamos
bet kokios namy skalbimo salygos, atitinkandios rinkos
siGlymus. PavyzdZiui, sukurtas metodas tirti Europos
rinkos padiktuotomis grieZtomis salygomis naudojamus
skalbimo miltelius, kuriuose panaudojami milteliy kom-
ponentai su balinimo medZiagomis arba be ju, kai plo-
viklio koncentracija tirpale 1-10 g/1, vandens kietumas
10-20°KL (kietumo laipsniai) ir temperatiira 25-80°C.
Konkrec¢iau, ploviklis susideda i3 milteliuy komponentuy,
jame taip pat yra TAED ir perboratas, ploviklio kon-
centracija tirpale 4,7 ar 10g/1, temperatira 15°C ir
40°C.
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Be to, pateikiami bandymo metodai, imituojantys skal-
bimg skystais plovikliais. Tokiy plovikliy koncentra-
cija paprastai buna 1,5-5 g/l tirpalo, esant 5-10°KL,
temperatiros intervalas 15-40°C. Konkrec&iau, panaudo-
jamos skystos skalbimo kompozicijos be balinimo prie-
moniy, esant ploviklio koncentracijai 1,5 g/l tirpalo,
5°KI ir 25-40°C, kas atitinka salygas, taikomas Europoje

skystiems plovikliams.

Gali biti sukurti ir kiti plovimo galios iSbandymo bu-
dai, atitinka kitas rinkos diktuojamas sglygas. Tiriant
kokia specialia skalbimo yptybe, panaudojami audiniy
pavyzdziai. Konkre&iai, pavyzdZiai i$§ EMPA 116 ir 117,
idtepti démémis, kurias gali veikti proteazé, i85 dalies
audiniai, istepti krauju, Zole, 8okoladu arba balty-

miniais produktais.

Gamtoje randamy arba patyrusiy natiralia mutacija pro-
teaziy savybé gali buti sustiprintos, sukialiant fer-
mente eile mutacijuy. DaZniausiai mutacijos yra pava-
duojamo pobiadZio, kaip konservatyvaus, taip ir nekon-
servatyvaus tipo, tafiau taip pat gali buti delecijos

ir intarpai.

Konservatyviems pakeitimams gauti galima pasinaudoti

lentele:
Alifatines
Neutralios
nepoliarinés G,A,P
L, I, V
poliarinés c, M, S, T, N, Q
Turinéios kruvij
anijonines D, E
katijoninés K,

Aromatineés F, H, W, Y
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kur bet kuri aminorugstis gali buti pakeista kita tos
padios kategorijos aminortgstimi, tarp juy ir _esancia
toje palioje eiluteéje. Be to, poliarinés aminoridgsStys
N, O gali pakeisti arba biti pakeistos turinéiomis
krivi aminoragdtimis. $Sio i3radimo tikslams ypatingai
idomiis pakeitimai, sustiprinantys proteazés anijonine
prigimti, ypal su aktyviais centrais nesusijusiose vie-

tose.

Mutacijoms ypa& svarbios tos aminorugstys, kurios 1lo-
kalizuotos srityje, per 4A nutolusioje nuo inhibito-
riaus molekulés Eglin C, kai Eglin C susiriSes su akty-

viu saitu.

Zemiau pateikta numeracija, pasiremiant PB92 proteazeés
struktira, tadiau tie samprotavimai tinka ir kitoms
homologi§koms serino proteazems, i35 dalies proteazems,
kuriy homologiSkumas vir3ija 70%, o ypa&, kai virsSija
90%. Sios padétys - tai: 32, 33, 48-54, 58-62, 94-107,
116, 123-133, 150, 152-156, 158-161, 164, 169, 175-186,
197, 198, 203-216, ir pagrindiné nurodytuy padéciy dalis
turi buti prieinama betarpi3kam kontaktui su baltyminiu
substratu. Paprastai, 32, 62, 153 ir 215 padetyse ne-
siekiama daryti pakeitimy, kadangi mutacijos Siuose

saituose sumaZina plovimo galig.

Ypatinga reik3me pakeitimio prasme turi 35ios padetys:
60, 62, 94, 97, 102, 105, 116, 123-128, 150, 152, 153,
160, 183, 203, 211, 212 ir 213-216-. Kai kuriose padetys
turés tendencija pakeisti neatsparig oksidinimui amino-
ragsti, pavyzdZiui metionina, atsparesne, pavyzdZiui
treoninu, tuo pacdiu i3saugant S3Sioje padétyje bendra
konformacija ir aminorig3ties turi. Kaip buvo pastebeta
kitose situacijose, gamtinés aminorigSties pakeitimas
bet kuria kita aminorig3timi gali pagerinti rezultatus,

ypa&, pakei&iant hidroksilintas aminorug3tis S ir T
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poliarine, nepoliarine arba netgi aromatine aminorugs-

timi. .
Ypatingo susidoméjimo verti Sie pakeitimai:

Glle 1I,V,L

S126 Dbet kuri aminorig3tis

P127 Dbet kuri aminorug3tis

S128 Dbet kuri aminoriig3tis

S160 anijoniné ar neutrali aminordgStis, arba R

Al66 turinti kravi, ypal¢ anijoniné aminoritgStis

M169 neutrali alifatiné, geriau nepoliariné aminorigstis
N122 anijoniné aminorigstis

M216 alifatiné poliariné, ypac¢ S, T, N, O

Netikéta buvo tai, kad tuo metu, kai daugelis mutacijy
sumaZzina specifini proteazés aktyvumg iprasty substraty
atzvilgiu, ju plovimo galia lieka tokia pat arba pa-
didéja, palyginus su natyviais fermentais, daugeliu at-
vejy padidéja stabilumas laikant.

Kai kuriy PB92 proteazés mutanty plovimo galia, 1iS-
reiskus jg kaip atvirks&ia dydi santykiniam fermento
kiekiui, kuris bitinas norint pasiekti tg pati efekta
kaip ir natyviniy proteaziy atveju, padidéja iki 120%,

kai kuriais atvejais - iki 180%.

Dar vienas i3radimo aspektas - tai, kad gaunami PBO92
proteazés mutantai, kurie, palyginus su natyvia PB92
proteaze, yra stabilesni, laikant milteliy pavidalo
skalbimo kompozicijoje su balinimo priemone, o juy plo-
vimo galia nepakinta. Tokiy mutanty pavyzdZiu gali buti
M216S ir M216Q, kurie turi ne mazZiau vienos 1§ nu-

rodytyju mutacijy Salia mutacijy kituose saituose.
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Dar vienas i8radimo aspektas yra tas, kad netikétai
pastebéta, kad skystoje skalbimo kompozicijoje _(be ok-
sidintojo) PB92 proteazes mutantai M216S, M216Q, S160D
ir N212D iS%saugo savo aktyvumg geriau negu PB92 pro-
teazé. I& paminéty mutanty M216S ir M216Q iSsaugo plo-
vimo galiag, o S160D ir N212D ja dar pagerina. Laikant
nurodytame skystame ploviklyje, stabilumas ypac padi-
déja turint S160D ir M216Q mutantus. Taip pat galima
derinti kelias mutacijas, didinant proteazes stabilumg
skalbimo kompozicijose. Kelios mutacijos, teigiamai
veikiandios vienos ir tos paCios proteazés plovimo ga-
lig, gali susijungti viename mutavusios proteazeés gene,
tuo atveju gali biti gautos dar geresnés proteazés, pa-
vyzdziui [ S126M, P127A, S128G, S160D] ir [ GlleV, SI126N,
P127S, S128A, S160D] . Nauji proteazés mutantai gali bu-
ti gauti, derinant gera ju plovimo galig, pavyzdziui,
déka N212D ir S160D mutacijuy, su geresniu stabilumu dél
M216S ir M216Q mutacijy. PavyzdZiui, mutantai [ S160D,
M216S] pasiZymi stipresne plovimo galia ir didesniu

stabilumu laikant.

Vertingi mutantai gali bati gauti, derinant bet kurig
mutacijg su eile 3iame skyriuje apraSyty mutacijuy. Be
to galima derinti aprasSytas mutacijas su mutacijomis
kituose saituose, rezultate jos gali i35 esmes pakeisti

fermento savybes arba juy nepakeisti.

Rekomenduojami 3io isradimo realizacijos variantai PB92
proteazeje gali buti tokie: [M216S]; [ M216Q]; [N212D];
[ S160D] ; [S160G, N212D]; [S160D, M216Q]; [ S160D,
M216S]; [Alee6D, M169I]; [ Gllev, S126V, P127E, S128K];
[ Gliev, S126G, P127Q, S128I); [ Glleév, S126L, P127N,
s128v]; [Gllev, S126L, P127Q, S128A]; [Gllev, Sl1l2eV,
P127M] ; [ Glleéev, S126H, P127Y]; [Glléev, S126R, P127S,
S128P) ; [ Gllev, S126F, P127Q]; [Gllev, S126F, P127L,
$128T} ; [Sl26M, P127A, S128G); [ Sl26M, P127A, S128G,
S160D) ir [ Gl1leVv, S126N, P127S, S128A, S160D] .
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Norint pailiustruoti Siame i3radime panaudoto naujy
plovikliams tinkamy proteaziy gavimo budo svarka, t.y.
iSbandymg tipiSkose skalbimo saglygose, naudojant kaip
pirmines atrankos kriterijy, PB92 proteazés mutanty
plovimo galios tyrimo rezultatai buvo lyginami su bio-
cheminiais rodikliais, daZniausiai nustatomais bioche-
miniuose ir enzimologiniuose baltymy tyrimuose. Paly-
ginimo rezultatai leidZia padaryti i3vadg apie tai, kad
nera jokio ry3io tarp plovimo galios ir rodikliy, le-
mianCiy giminingumg pasirinktiems substratams bei pro-
teolitiniy reakcijy kinetikg (Zr. 1 lentele, 1 pa-
vyzdyje) .

Tokiu budu, savaime aisku, galima apjungti du ar dau-
giau mutantus su skirtingomis savybémis viename fermen-
tiniame produkte arba tame paciame skalbimo procese.
Toks derinimas gali tureti arba neturéti sinergetinio

poveikio.

ISradimas taip pat apima vieno ar keliy proteolitiniy
mutantiniuy fermenty panaudojimg skalbimo kompozicijoje

arba skalbimo procese.

Ir pagaliau aidku, kad delecija arba aminoritg3&iy in-
tarpai proteazés polipeptidy grandinéje, iterpti dirb-
tiniu bddu mutagenezés pagalba arba atsirade natidraliai
proteazése, homologiSkose PB92 proteazei, gali pakeisti
aminorig3c¢iy numeracijg. Taciau biatina paaiskinti, kad
padetys, homologiSkos padétims PB92 proteazeje, taip

pat ieina i teisiy turini.

ISradimo iliustravimui sidlome 3iuos pavyzdZius, tacéiau

be idradimo apribojimy.
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EKSPERIMENTINE DALIS
Medziagos ir metodai
1. PB92 proteazés mutanty konstravimas

Baziné konstrukcija, nuo kurios pradedama mutageneze,
pazyméta kaip pM58 ir detaliai apradyta Europos patento
paraiskoje Nr.0283075.

Konstravimo strategija sudaro sekandios trys fazes:
1. a. Mutagenezés vektoriaus M13M1 konstravimas.
1. b. Mutacijos atlikimas.

1. c¢. Vektoriaus pM58 Eco konstravimas ir mutacinio DNR

fragmento subklonavimas Siame vektoriuje.
1. a. Mutagenezés vektoriaus M13M1 konstravimas.

Bazine konstrukcija pM58 surenkama restrikcijos fer-
menty Hpal ir Ball pagalba. Fragmentas i3 1400 baziy
pory, turintis PB92 proteazés gena, gryninamas Zemos
lydymosi temperatiros agarozéje (Maniatis, Molecular

cloning. Laboratory manual, Cold Spring Harbor, 1982).

Vektorius M13MP11 (Messing ir kt., Nukl. Acids Res. 9,
(1981) 303-321) sukonstruojamas, panaudojant Smal. Anks-
¢iau gautas DNR fragmentas i§ 1400 baziuy pory istatomas
i 8i vektoriy ir transformuojamas i E. coli JM101l pagal
metodika, aprasyta Cohen su bendr. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 69, (1972) 2110-2114.

Po faginio padauginimo E. coli JM101, i3skiriamas ssDNR
fragmentas, (Heidecker ir kt., Gene 10, (1980) 69-73.,

intarpas ir jo orientacija kontroliuojami DNR sekvena-



10

15

20

25

30

35

LT 3963 B
21

vimu (Sanger ir kt. Proc. Natl. Acad. Acad. Sci. USA 74
(1977) 6463.

Rezultate gaunamas mutagenezei atlikti tinkamas vekto-
rius, kuris paZyméetas M13M1. AprasSyta procedira schema-

tidkai pavaizduota Fig.lA.
1. b. Mutacijos atlikimas.

Mutagenezé atliekama panaudojant M13M1l, su S§io vekto-
riaus SSDNR ir M13mpl9 su dsDNR (Messing ir kt.,
Nucleic Acids Res. 9, (1988)303-321), po to pastarasis
vektorius pritaikomas restrikcijos fermentais EcoRI 1ir
Hind III, veéliau isgryninat didiji fragmenta Zemos ly-

dymosi temperatiros agarozeje.

Mutagenezé atliekama pagal Kramer ir kt. metodika:
Nucl. Acids Res., 12 (1984) 9441-9456, pakeitus joje
tai, kad mutanty atrankai vietoje E. coli WK 30-3 pa-
naudojama E. coli JM105.

Specifiniy mutacijuy sukdrimui naudojami oligonukleo-
tidai susideda i% 22 nukleotidy. Specifinés mutacijos
sritis, kuri panaudojama keliy mutaciju sukirimui vienu
metu specifinéje DNR sekoje, gaunama, panaudojant 40
nukleotidy preparatg turinti visus keturis nukleotidus
netvarkingai jterptus i saitus, atitinkan&ius pasirink-

ta mutacijai aminorug$ti ar ruagstis.

Po mutagenezés kiekviena potencialiy mutanty mutacija
puvo tikrinama, sekvenuojant didezoksi metodu (Sanger,
5r. auks&iau). Visas vienos grandinés fragmentas (zr.
Fig.1l B buvo sekvenuojamas, norint patikrinti, ar néra

antriniy mutacijuy. Metodika schematiSkai parodyta Fig.l B.
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I5déstyta procedira gali buti panaudota, norint sukurti
DNR fragmentus su mutacijomis proteazés geno 3° gale

(aminoriugstys 154-269).

Norint sukurti DNR fragmentus su mutacija proteazes
geno 5° gale Bacillus vektoriuje, gali buti panaudoti
alternatyvis restrikcijos fermentai ir gali bati
sukonstruoti modifikuoti PB92 proteazes genai pagal

metodika, analogiska metodikai, parodytai Fig.l A.

1. c. Vektoriaus pM585Eco konstravimas ir mutaciniy DNR
fragmenty subklonavimas Siame vektoriuje (Fig. 1 C).

Norint sukonstruoti pM58 & Eco, pM58 buvo skaldomas
restrikcijos fermentu Eco RI ir praskiedimo sglygose
liguojamas su T4 ligaze. Gautas ligavimo miSinys buvo
panaudotas B. subtilis 1-A40 (Bacillus genetiniy kamie-
ny centras, Ohio) transformacijai pagal Spizizen ir
kt., J. Bacteriol. 81 (1961) 741-746.

lLastelés i8 transformacijos mi3inio buvo perkeltos j
minimalias lék3teles su 20 ug/ml neomicino, kaip apra-

Syta Europos patento Nr.0283075 1 pavyzdyje.

Plazmidinés DNR transformantai i3skiriami pagal Birnboim
ir Doly, Nucleic Acids Res. 7 (1979) 1513-1523, ir cha-
rakterizuoti analizuojant restrikcijos fermentais. To-

kiu budu buvo iSskirtas pM5808 Eco (Zr. Fig.l c).

Norint gauti mutantini fermenta, DNR fragmentai M13Ml1,
turintys pageidaujamas mutacijas, sukauptas, kaip apra-
Syta 1 b skyriuje, buvo subklonuoti i pM588Eco. M13M1
dsDNR (aprasSyta auks¢iau) buvo skaldoma su EcoRI ir
liguojama i pM58 Eco saitg EcoRI. Ligavimo miSinys
panaudojamas transformuoti B. subtilis DB104, Doi, J.
Bacteriol. (1984) 160, 442-444, panaudota Spizizen ir

kt. metodg (Zr. auksciau).



10

15

20

25

30

35

LT 3963 B
23

Lastelés i8 transformacijos miSinio perkeliamos i mini-
malias léksteles su 20 pg/ml neomicino ir 0,4% _kazeino
(Europos patentas Nr. 0283075) . Proteazés, produkuojan-
&ios transformantus, DNR buvo iSskirta pagal metoda,
apradyta Birnboim ir Doly, (2r. auk8&iau) ir charakte-

rizuota, analizuojant restrikcijos fermenty pagalba.
2. Mutantiniy proteaziy gavimas.

Transformantais DB104, kuriuose aptiktas vektorius su
mutaciniu proteazés genu, uZsejama 10 ml triptono -
sojos buljono (TSB), i kuri pridéta 20 ml pg/ml neomi-
cino, ir inkubuojama 24 val. 37°C temperaturoje. Kultud-
ros méginiais (0,1 ml) uZséjamos 500 ml tario kratyk-
lines kolbos su 100 ml terpés proteazeil gaminti: 12,5 g/1
mieliy ekstrakto (Difco), 0,97 g/l caCl,.6HO, 2,25 g/l
MgCl,.6H,0, 20 mg/l MnSO,.4H0, 1mg/l CoCl,.6H,0, 0,5 g/1
citrato, 0,5 ml/l puty gesintojo 5693, 6% (svor./tadr.)
maltozés, 0,2 M fosfatinio buferio pH 6,8 su 20 pu/ml

neomicino.

Po 65 val. inkubavimo, pastoviai maisant, matuojamas
proteazeés aktyvumas pagal Lin ir bendr. metodika, (J.
Biol. Chem. 244 (1969) 789-793) su substratu dimetilka-
zeinu. Norint gauti didelius kiekius laukinio tipo PB92
proteazés ir mutantinés PB92 proteazés, tuos palius ka-
mienus augina 37°C temperatiroje aeruojamuose 10 1 tal-
pos ir didesniuose fermentatoriuose su tokia pat terpe,

kaip ir kratyklinése kolbose.
Gauti kultiriniai skys&iai naudojami proteazei idskirti.

3. PB92 laukinio tipo proteazés ir jos mutanty gryni-

nimas ir koncentravimas

Mutantiné ar natyvi pB92 proteazé, gauta i$ Bacillus
subtilis DB104 kratyklinése kolbose arba 10 1 talpos
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fermentatoriuose, gryninama katijony mainy chromatogra-
fijos badu, panudojant diskus Zeta-PrepR arba PS tipo
(LKB) patronus. Fermentacijos misdinys centrifiguojamas
(3000 x g, 10 min.), skystis atskiriamas ir 10 karty
praskiedziamas 10mM natrio fosfato buferiu (pH 5,5) po
to perkialiamas i kolonéle su sorbentu. Patronas plau-
namas keliais turiais fosfatinio buferio, proteazé
elivojama 0,4 m NaCl. Aktyvios frakcijos koncentruo-
jamos ultrafiltracijos budu Amicon aparate, filtras
PM-10. Natrio chlorido koncentracija sumazinama iki
50 mM praskiedZiant proteazés tirpala fosfatiniu bufe-
riu ir sukoncentruojant. Laikoma -30°C temperaturoje

esant baltymo koncentracijai 1-10 mg/ml.

Arba PB92 proteazés mutantai i85 dideliy suspensijos tu-
riy idskiriami, pridedant CaCl (1% sv./sv.) i acetong
(30% sv./sv.) po filtracijos lasteliy mase atskiriama,
proteazé i3sodinama i§ gauto filtrato, pridedant 0,2-2%
(sv./sv.%) CaCl,.2H,0 ir dar pridedant acetono iki jo
galines koncentracijos > 60,0% (sv.%). Nuosédas filt-
ruoja, ap8laksto acetonu ir i8dZiovine gauna pradinio

fermento miltelius (PFM).
4. Proteaziy grynumo kontrole.

Proteazés laikomos grynos, Jjeigu elektrforezéje arba
HPLC chromatografijos metodais gaunama viena juosta ar-
ba pikas. ‘

Elektroforezé poliakrilamido gélyje (PAGE) su natrio
dodecilsulfatu (NaDS) atliekama pagal Laemmli, Nature,
227 (1970) 680-685. Norint i3vengti fermento denatdra-
vimosi NaDS, 100°c temperatiroje ir jo autodegradavimo,
reikia proteaze inaktyvuoti, inkubuojant ja su fenil-
metilsulfonilfluoridu (FMSF) (1 mM, 30 min. kambario
temperatiroje) arba i3sodinti trichloracto rugStimi
(TChA, %, 30 min., lede). PAGE atliekama prie pH 7,45



10

15

20

25

30

35

LT 3963 B
25

(gélio buferis, susideda i 20 mM histidino (His) ir 50 mM
3-/N-morfolino/propansulforugsties (MOPS) 5% poliakril-
amido gélyje (akrilamido: bioakrilamido santykis 20:1).
Baltymo pavyzdZiai uZneSami virdutinéje gélio ploks-
telés dalyje ir elektroforeze nukreipiami katodo 1link.
Tas pats His/MOPS buferis naudojamas atliekant elekt-
roforeze rezervuare, taciau prie pH 6,3. Po elekt-
roforezeés 1,5-2 val., 350 V) baltymai fiksuojami gelyje
8% acto rag3timi, nudaZomi Coomassie brilliant mély-

nuoju R250 ir i3plaunami pagal standartine metodika.

Grynumas tikrinamas HPLC chromatografija katijonity ko-
lonélése (MonoS-Pharmacia Fine Chemicals) ir gel-filt-
racija kolonélése (TSK 2000 SW-LKB) . Chromatografijai
naudojamas 10 mM natrio fosfato buferis pH 5,5, pro-
teazés eliucija atliekama linijiniu 10-300 mM natrio
fosfato buferio (pH 5,5) gradientu. Gel filtracijos

kolonélése naudojamas 0,25 M natrio acetatas (pH 5,5).
5. Proteazés koncentracijos nustatymas.

Baltymo koncentracija gryninto fermento tirpale nu-

statoma:

1. matuojant absorbcijg ties 280 nm, pasinaudojant pa-
skaidiuotu ekstinkcijos koeficientu (ey) 1ir

2. aktyvaus saito titravimu.

Ekctinkcijos koeficientas skaiCiuojamas, remiantis trip-
")
skaidiais, tenkanciais proteazes molekulei. PBS82 protea-
zei ey = 26100 Mlcm™?t. (3 Trp, 7 Tyr liekanu), kas ek-
vivalentiska koeficientui E}_, iSmatuotam ties 280 nm =

tofany (ey = 5600 Ml.cm™) ir tiroziny (ey = 1330 M'.cm

9,7 (Mr = 26729 Da). Turint mutantus su skirtingu Tyr

ir Trp kiekiu, padaromos atitinkamos pataisos.
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Aktyviy fermento molekuliy skai&ius nustatomas, titruo-
jant aktyvy saita. Kadangi plac¢iai naudojamas N-trans-
cinamoiloimidazolo metodas (M.L. Bendor ir kt., J. Am.
Chem. Soc. 88 (1966) 5890-5931 neduoda patenkinamy re-
zultaty PB92 proteazés atveju, mes sukiréme metoda su
FMSF. Pagal 35i metoda Zinomos koncentracijos (matuojant
absorbcija 280 nm) proteazes tirpalas sumaiSomas ati-
tinkamai su 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 arba 1,25 ekviva-
lentais FMSF ir paliekama 1 val. kambario temperatiroje
10 mM natrio fosfate (pH 6,5). Fermento koncentracija

turi bati ne mazZiau 50 pM.

Liekamasis aktyvumas iSmatuojamas spektrofotometru, kaip
substrata panaudojanti sukcinil- L-alanil- L alanil-
L-prolil- L-fenil-alanil-paranitroanilida  (sAAPFpNA),

(2r. Zemiau).

FMFS grynumas, o (tuo paciu ir koncentracija) nustatoma
BMR-spektroskopijos pagalba, tiriamieji tirpalai ruo-
siami izopropanolyje. Rezultatai, gauti titruojant ak-

tyvig fermento zong, sutampa su HPLC rezultatais.

6. Laukinio tipo ir mutantiniy proteaziy kinetiniy pa-
rametry nustatymas

1°. Aktyvumai su baltyminiais substratais (kazeinu) ma-
tuojami prie pH 10 pagal DidZiosios Britanijos patentg
Nr. 1353317 (idreidkiamas Sarminiais Delfta vienetais,
Spv) .

2°. Efektyvumas, matuojant su kazeino substratu, nu-
statomas pH-statu. I reakcijos kamera (Radiometer,
Kopenhaga) ipilama 10 ml 0,1 M KCL, kuriame iStirpinta
50 mg kazeino (Hammerstein) Merck). Protonai, i8siskyre
po kazeino hidrolizes proteaze, titruojami 10 mM NaOH,
palaikant pH 10 (40°C azoto dujy sroveje).
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3°. Aktyvumai sintetiniu peptiduy atzvilgiu matuojami,
panaudojant sSAAPFpNA. Susidares (geltonas) paranitro-
anilidas (pNA) matuojamas spektrofometru UVIKON 860
(KONTRON) ties 410 nm: e, = 8480 Mt.em™
kt. Anal. Biochem. 94 (1979) 316-320) 8Sediy kiuveliy

(E.G. Delmar ir

termostatuotoje kasetéje. Kinetinés konstantos kg ir Ky
gaunamos, matuojant pradini, reakcijos greiti ivairiose
substrato koncentracijose (PB92 proteazei 0,1-6,0 mM),
priartindami gautus duomenis prie hiperbolines funk-
cijos nelinijinés regresijos budu. Paskaiciuojamos spe-
cifiskumo konstantos (keae/Kn) - Matuojama 25°C tempera-
tiroje 1 ml taryje, kuriame yra 0,1 m Tris-HC1 + 0,1 M
NaCl, pH 8,6. Natrio chloridas bitinas, kadangi be Jjo
PB92 proteazeil negaunama Linweaver-Burck'o kreiviy
linijinés priklausomybes dél inhibicijos substratu.
Substratas pradZioje gaminamas 200 mM koncentracijos,
po to praskiedZiamas iki 20 mM 0,1 M Tris-HCl (pH 8,6)
puferiu (matuojama spektrofotometru ties 315 nm; ey =
14000 M'.cm

piklio koncentracijos (0,05-3% t./t.) nereikia.

). Jokios korekcijos del kintanios tir-

7. PB92 proteazés oksidinimas

PB92 proteazés jautrumas oksidacijai H,0, tiriamas
Estell metodika (J. Biol. Chem. 260 (1985) 6518-652)
isskyrus tai, kad:

1) vietoje 100 mM H,0, imamas 20 mM tirpalas ir

2) kaip papildomas oksidintojas naudojamas 20 mM natrio
perborato tirpalas su 10 mm TAED.

8. Plovimo galios tyrimas
PB92 proteazeés mutantail tiriami specialiai sukurtame

skalbimo eksperimente panaudojant medvilnés arba poli-

esterio-medvilnés gabalélius, iSteptus pienu, krauju ir
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radalu (paZyméti 116 ir 117 numeriais, 5,0x5,0 cm,
gauti i3 EMPA, St. Gallen, Sveicarija). .
Bandymai atliekami firmos Atlas prietaisu LEF-FC, ku-
riuo matuojamas audiniy atsparumas skalbimui. Prietaiso
komplekte skalbimo indai iS$ neridijan¢io plieno, kiek-
vienas i& ju uZpildomas nurodyta skalbimo kompozicija,
pridedant tiriamg proteaze (PB92 proteazés mutantai
arba PB92 proteazé). Jeigu néra atskiry nurodymy, ban-
dymas trunka 30 min uZsiduotoje temperaturoje. Po skal-
bimo audiniy pavyzdZiai dZiovinami oru 1ir Photovolt
fotometru (modelis 577) su #Zaliu filtru, 680 nm ma-
tuojama bandomy audiniy atspindZio galia. Duomenys,
gauti audinio gabaliukus i3skalbus plovikliais, ku-
riuose yra atitinkami PBS2 proteazes mutantai, paly-
ginami su serija matavimy, kai panaudoti plovikliai su
PB92 proteaze. Mutantiniy proteaziy plovimo galia ap-
skaidiuojama dalijant PB92 proteazés baltymo kieki (mg)
i% mutantinés PB92 proteazeés baltymo kiekio (mg), kurio

prireikeé tai pacCiai atspindZio galiai pasiekti, x 100%.
1 PAVYZDYS

A. Ivairiy PB92 proteazés mutanty plovimo galia Europos
skalbimo milteliuose nustatoma auksc¢iau iSdeéstytu me-
todu.

I bandymui naudojamus nerddijan¢io plieno indus, su nu-
rodytu kiekiu skalbimo milteliy IES, iStirpinty 250 ml
vandens (KL 15°), imerkiama po du medvilnés ir poli-
esterio/medvilnés audinio pavyzdZius. Skalbimo milteliy
IEC sudetis:
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Komponentas mases%
Linijinis natrio alkilbenzensulfonatas
(vidutinis alkano grandinés ilgis Cl11l.5) 6,4
Etoksilintas auk3tesnysis alkoholis (14 EO) 2,3
Natrio muilas 2,8
Natrio tripolifosfatas (NaTPF) 35,0
Natrio silikatas 6,0
Magnio silikatas 1,5
Karboksimetil/celiulioze 1,0
Natrio sulfatas 16,8
Natrio perborato tetrahidratas 18,5
TAED 1,5
Ivairas + vanduo iki 100.

] . kiekviena inda pridedamas pasirinktas grynas PB92
proteazés mutantas koncentracijos intervale 0-1,74 mg
(grynos) proteazés litrui pamuiliy su priedais. Viename
inde kontroliné PB92 proteazé. Skalbiama 40°C temperaz
tiroje. Rezultatai pateikti 1 lenteleje.



LT 3963 B

30

6V 95 11 6 €1 MpETE

S8 8L SZT1ZN

81 o€ L'1 9L oLl azIZN‘D091S

wm ¥0T z't 00T SL 0ze azieN

12 0¢ 860 8¥ 80T D091S

A Al z'1 gL GST G1C aoots

1T A 't LY ¥4 12 M09TS

0€ LE z'1 9¢ 0S D9 TZH

€ S L't LE 06 011 091ZNW

S L €1 0% 06 00T S9TZW

6 01 T 06§ 08 08 2300PTSHO-9TZH

20T G0t 0°1 00T 00T 00T ozeo3j01d z64d
WS/ 1 s/1 A /5L /5%
I VAN | Y "5 $ aTedIT] OWTUTES

Te1jswexed TRTUTISUTI

nunakiye sszeajoad
z69d ns ueUTBAT

sgeumakiye sTurTyAjues queuTbAT

e{Toex3jusouoy OTTYTAOCTd
g ozeajoxd Zedd TUS
‘etTeb owtaoTd

ozea301d

soqiaes hjuejnu sol ht

any TeY IT sozeojoxd zedd

eTojuUST 1



LT 3963 B

31

STT 01T 06 I82TS ‘HLZIA “‘N9ZIS ‘A9TID
69 SL 08 18ZTS ‘OLZTd ‘A9ZTS ‘A9TID
. 47 56 08 S9T1Z ‘I69TW
08T 96€ 02 STT 00¢ 00¢ 98Z1S ‘V¥LZT ‘W9ZIS
86 L0C 12 69 06¢ 0S¢ WLZTd ‘A9ZT ‘A9TID
LS 062 1’ 29 002 002 ¥8zTIS ‘OLZId ‘T9ZTIS ‘A9TID
g9 092 ' 18 69T G971 A8ZTS ‘NLZTId ‘T9ZTIS ‘A9TID
98 092 0‘¢ (37 SOT 052 M8ZTS ‘dLZTd “‘A9ZTIS ‘A9TID
8 8 L'T 9¢ 08 19 SOTZW “ILTTW
4 4 6’0 Lz oL 89 O9TZW “TILTTIW
LT oL A S9TZW ‘d09TS
A Ge oL O9TZW ‘d09TS
00T 9€T T69TW ‘d99TV
WS /T s/1T W /6L /6%
i VANee'| Y ! % aTediTy owrqreyS

Texjoweied TETUT}DUTY

nunaliye sszesjoad

Z6dd ns 3jueutbAt

‘seunaAlxe sTuTyAjues 3JUeUTDAT

e{TORIUSOUOY OTTHTAOTJ

g o2zeajoad zZedd ns

‘etTeb owtAaAoTd

Z2ea30Id

(sAutsd]) 9193uUaT 1



LT 3963 B

32

"0,6C ‘TOBN W 10 ‘9‘8 Hd ‘TDH-STIL W T‘0 - STaayng !YNAIdvVvs - sejexisqns :sobATes hwrtaelew +

"npolsaw AQS sSeljonjeu seunalIyy

"$00T drey ejwrtad

‘seunakide sozea30xd zgdd STUINAIURS x«x

OHI hITa3TTW owrtqieys eIA swetiny ‘23-IdLeN J,0y ©Tad o3eisnu erTieb owrtaold «

61 00¢ 0‘TT 08 0GT 18Z1S “1ILZ1d ‘d9CTS ‘A9TIO
€T ¥ z’'c G6 OTT SL I8ZIS ‘OLZTId ’‘9921IS ‘A911D
Go6 Y4 OLzZ1d ‘d9Z1S ‘A9TID
18 SLT 0el d8ZTS “‘SLZTd “‘¥99Z1S ‘A9T19
€L L8 €11 ALZTd ‘H9CTIS ‘A9TTD
Wu's/1 s/1 W T/5L /5%
/3%y 32y ! % oTediT] owTqTreyS
nunakiye seozesjoxd el[ToeIjusduoy OITYTAOTd sze93014d

Texjsweied TETUTISUTYH

Z269d ns 3jueutbAT g azeajoxad gzggd ns

‘geumaAlde sTuryAjues 3JueutbAT

‘etTeb owtaoTd

(sAutsdy) 3T193UST T



10

15

20

LT 3963 B
33

B. Plovimo galios tyrimy matavimai pakartojami 25°C
temperatfiroje su tais padiais plovikliais ir su tais
pag¢iais PB92 proteazés mutantais. Kontrolei naudojama
ta pati PB92 proteazé. Kitos tyrimo sglygos tos pacios,
kaip apradyta. Gauti rezultatai pateikti 2 lenteléje.

2 lentelé

PB92 proteazés mutanty plovimo galia 25°C tempera-
tiroje, skalbimo milteliai su NaTPF, lyginant su PB92
proteaze (%)

Plovimo galia /%/

Proteaze Ploviklio koncentracija skalbimo tirpale
4 g/l 7 g/l
M216S 90 80
M216Q 95 80
N212D 250 135
S160D 185 120

C. Proteazés plovimo galia taip pat buvo nustatyta
Europos skalbimo milteliams su befosfatine balinimo

priemone.

Bandymus atlieka prietaisu audiniy atsparumui tirti,
skalbiant 25° ir 40° temperatiroje. Ir 3&iuo atveju
palyginimui naudoja PB92 proteaze. Kitos bandymo sa-
lygos atitinka anksc¢iau apraSytgsias. Gauti rezultatai
parodyti 3 lenteléje.
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3 lentele

PB92 proteazés mutanty plovimo galia 25° ir 40°C
temperatiroje su befosfatine balinimo priemone Europos
skalbimo milteliuose, lyginant su PB92 proteaze (%).

Plovimo galia (%)

Proteaze Ploviklio koncentracija skalbimo tirpale
4g/1 7g/1 4g/1 7g9/1
temperatira 25°C temperatiira 40°C

M216S 80 85 100 100

M216Q 80 80 120 100

N212D 170 105 200 75

5160D 170 105 230 165
2 PAVYZDYS

Buvo tiriamas PB92 proteazeés mutanto stabilumas, lai-
kant skalbimo milteliuose IEC, kaip ir 1 pavyzdyje.
Stabilumas laikant tiriamas klimatiniuose stenduose
30°C temperatiroje, santykinis drégnumas (SD) 80%. Pro-

teazé 3iems bandymams buvo kapsuliuojama tokiu butdu:

paruodiamas midinys, kuriame (sv./sv.): 2% grynintos
proteazés, 50% nejoninio (etoksilinto C,,-C;g3 alkoholio
su 50-80 E.O. vienetuy), 5% TiO,, 3-10% CaS0,.2H,0, Na,SO
iki 100%. MiZinys 8ildomas iki 65-90°C ir atau$inamas
iki kambario temperattros. Gautos 0,5-1 mm dalelés at-
skiriamos sijojant ir panaudojamos tirti stabilumui

plovikliuose.

Skalbimo milteliai IEC (3,5 g), i kuriuos pridetas
6140 SDV/g skalbimo milteliy mutantas M216S, buvo lai-
komi 18 ml talpos kolbutése. Palyginimui tose pacliose

salygose buvo laikoma PB92 proteazé. Po 2, 4, 5 ir 6 sa-
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vai¢iy buvo nustatomas iSlikes proteazes aktyvumas.

Gauti rezultatai parodyti 4 lenteléje. .
4 lenteleé
PB92 proteazés ir jos mutanty liekamasis aktyvumas,

laikant (savaites) 30°C temperatiroje ir esant 80% SD,

skalbimo milteliuose.

Liekamasis aktyvumas (%)

Proteazé
0 sav. 2 sav. 4 sav. 5 sav. 6 sav.
PB92 proteazé 100 25 5 3 2
M216S 100 68 31 20 11
3 PAVYZDYS

Buvo tiriamas PB92 proteazés ir jvairiy jos mutanty
stabilumas, laikant skalbimo milteliuose. Stabilumo ty-

rimuose buvo naudojama kapsuliuota proteazé.

Proteazés produktai buvo gaminami, sumaiSant Siuos kom-

ponentus 80°C temperatiuroje:

Komponentas % mase

AE* 50

TiO, 2

proteazé (CPF) 7

PVP** 1,5

BHT* * * 1

Na,S0, iki 100

* AE = C,,-C,g polietoksilintas alkoholis. Alkoholis

buvo etoksilintas 50-80 etileno oksido (EO) grupeémis.



10

15

20

25

LT 3963 B

36
**x  PVP = polivinilpirolidonas K17
*** BHT = 2,6-bis (t—butil)-4—metilfenolis.

Gautas midinys kapsuliuojamas granuliuojant sukietinimo
badu, kaip aprasyta Didsiosios Britanijos patente
Nr. 1603640. Daleliuy frakcija tarp 0,3 ir 0,8 mm panau-
dojama nustatyti proteaziu stabilumui laikant. Kapsu-
liuota proteaze (140 mg) buvo sumaiSyta su ALLY baze
(6,4 g) ir natrio perborato tetrahidratu (0,6 g). /ALL
uzregistruotas firmos Unilever N.V. prekinis enklas/.

ALL bazéje néra fermenty ir balinimo priemoniy.

Fermento-ploviklio-natrio perborato tetrahidrato milte-
1iy midinys inkubuojamas 30°C temperatiroje, esant 80% SD.
5-je lenteléje pateiktas liekamasis aktyvumas, iSlai-

kius nurodyta perioda.
5 lentelé
PB92 proteazés ir kai kuriy jos mutanty liekamasis

aktyvumas, 30°C temperatiroje, esant 80% SD, ploviklyje

su balinimo priemone.

Proteazé Liekamasis aktyvumas%
0 sav. 1 sav. 3 sav. 5 sav.
PB92 proteaze 100 51 25 15
M2160Q 100 94 84 52
M216S 100 89 83 50
S160D 100 47 20 9
N212D 100 59 31 19
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4 PAVYZDYS

PR92 proteazé ir ivairius jos mutantai buvo kapsuliuo-
jami tuo paciu metodu, kaip 3 pavyzdyje. Tadiau Siame
pavyzdyje apie 70 mg kapsuliuotos proteazes, kurios da-
leliy dydis 0,3-0,9 mm, buvo sumaidomos su 3,2 g ALL ir
0,3 g natrio perborato tetrahidrato. PavyzdZiai buvo
laikomi 30°C temperatiroje 18 ml kolbutese vakuum eksi-
katoriuje. Pirmas tris dienas buvo palaikomas 25 mm Hg

vakuumas.

vakuume vandens gary pernesimo greitis dideja ,todel
80% SD pusiausvyra tokioje sistemoje buvo pasiekiama
greic¢iau, negu sistemoje be vakuumo. 80% SD buvo pa-

laikoma prisotintu kalio bromido tirpalu.

6 lenteléje parodytas liekamasis aktyvumas, praéjus nu-

rodytam laikui (savaites)
6 lenteleée
PB92 proteazés ir kai kuriy jos mutanty liekamasis

aktyvumas 30°C temperatiiroje ir esant 80% SD, plo-

viklyje su balinimo priemone.

Proteazé Liekamasis aktyvumas$
0 sav. 1 sav. 2 sav. 3 sav.
PB92 proteazeée 100 27 22 14
M216Q 100 63 53 44
M216S 100 55 49 31

S160D 100 23 18 13
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5 PAVYZDYS

Buvo paruodtas tokios sudéties skystas ploviklis:

Komponentas Svoris %

linijiné C,o—Ci3 alkilbenzensulforigstis 12
C,; alkoholio polietoksiliatas, 8 EO 13
laurino rugstis 8
oleino ruagstis 4
trietanolaminas 6
1,2 propandiolis 6
etanolis 5
natrio citratas 4
dietilentriamino pentaacto rugstis 0,3
kalcio formiatas 0,1
natrio formiatas 1
boraksas 1,9
NaOH, 25% m/m tirpalas iki pH 11,2
vanduo iki 100

I nurodyta kompozicija prideda toki kiekj PB92 pro-
teazés ir ivairiy jos mutanty, kad pradiné proteazes

Q

koncentracija buty 0,13 % (sv.sv.).

Proteazeés stabilumas (liekamasis aktyvumas, %) buvo nu-
statomas, islaikius ja kompozicijoje 37°C temperataroje
nurodyta dieny skaidiy. Gauti rezultatai parodyti

7 lenteléje.
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PB992 proteazés ir kai kuriy jos mutanty liekamasis

aktyvumas, i$laikius 37°C temperatiiroje skystoje skal-

bimo kompozicijoje

Liekamasis aktyvumas

(%)

Proteazé
0 d. d. 11 d. 15 d. 21 d.

PB92 proteaze 100 23 10 5 3
S160D 100 57 30 14 8
M216Q 100 59 32 18 9
M216S 100 45 18 10 5
N212D 100 38 14 ) 4
6 PAVVYZDYS
Su PBS2 proteaze ir kuriais jos mutantais buvo

gaminami tokios sudéties miSiniai:

Komponentas
Amylogum CLS

sacharozé
sorbitas
glicerinas
parafino aliejus
NaH,PO,

proteazé (CEP)
PVP K17

TiO,

Q

Masés

o
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1% 3io mi3inio gaminami granuliatai naudojanti meto-
dika, kaip 5 pavyzdyje pagal JAV patenta Nr.4242219,

igskyrus tai, kad:

1° - pavyzdyje nurodytas miginys pakeiciamas auksciau
pateiktuoju;
2° - naudoja ne 1 mm diametro angas, bet 0,7 mm;

3° - granulés nepadengiamos apvalkalu.

Gautos granulés (140 mg) sumaisomos su ALL baze (6,4 Qg)
ir natrio perborato tetrahidratu (0,6 g), po to supila-

mos i 36 ml talpos kolbutes.

Matuojamas proteazes stabilumas (liekamojo aktyvumo %),
i8laikius &ias kolbutes 30°C temperaturoje, esant 80% SD,
nustatytg savailiy skaidiy. Gauti rezultatai parodyti

8 lenteleje.
8 lentelé
Granuliuotos PB92 proteazés ir kai kuriy jos mutanty

liekamasis aktyvumas, iglaikius 30°C temperatiroje,
esant 80% SD ploviklyje.

Liekamasis aktyvumas (%)

Proteazé
0 sav. 1 sav. 3 sav. 5 sav.
PB92 proteaze 100 45 29 17
M216Q 100 93 66 45

M216S 100 90 70 41
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7 PAVYZDYS

Pagaminamos PB92 proteazes ir kai kuriy Jjos mutanty
granulés ir sumaiSomos su plovikliu ir balinimo prie-

mone, kaip apra8yta 3 pavyzdyje.

iy pavyzdZiy stabilumas laikant (liekamojo aktyvumo %)
buvo nustatomas 30°C temperatiroje, esant 60/80% SD
(pakaitom 60% SD 12 valnady ir 80% SD 12 valandy). Re-
zultatai pateikti 9 lenteléje.

9 lentele

PB92 proteazés ir kai kuriy jos mutanty liekamasis ak-
tyvumas, iSlaikius 30°C temperatiiroje, esant 60/80% SD

Liekamasis aktyvumas (%)

Proteaze
0 sav. 1 sav. 3 sav. 5 sav.

PB92 proteazée 100 70 35 15
M216Q 100 98 88 67
M216S 100 93 17 48
S160D 100 67 35 10
N212D 100 75 53 26
8 PAVYZDYS

Pagaminamos granulés su PB92 proteaze arba kai kuriais
jos mutanatais ir sumailomas su plovikliu ir balinimo

priemone, kaip apraSyta 6 pavyzdyje.

Siy pavyzdZiy stabilumas laikant (% liekamojo aktyvumo)
buvo matuojamas po inkubacijos nustatyta laikg 30°C
temperatiroje ir esant 60/80% SD, kuris pakaitom 12 val
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e

buvo palaikomas 60% ir 12 val. 80%. Rezultatai pateikti

10 lenteléje.
10 lentele
PB92 proteazés ir kai kuriy jos mutanty granuliaty lie-

kamasis aktyvumas, iSlaikius 30°C temperataroje, esant
60/80% SD.

Liekamasis aktyvumas (%)

Proteazé
0 sav. 1 sav. 3 sav. 5 sav.
PB92 proteaze 100 54 39 28
M216Q 100 93 81 67
M216S 100 399 87 72
9 PAVYZDYS

Buvo tiriamas PB92 proteazés ir kai kuriy jos mutanty
stabilumas laikant skalbimo milteliuose su balinimo
priemone 30°C temperatidroje, esant 80% SD. Siame eks-
perimente buvo naudojamos kapsuliuotos proteazeés. Kiek-

viena proteazé kapsuliuojama tokiu budu:

80°C temperatiiroje buvo pagamintas tokios sudeties mi-

S§inys:

Komponentas svoris%
Nejoninis* 45
TiO, 2
proteaze (CEP) 10
Na,SO, iki 100

Nejoninis = C;4-C;3 alkoholpolietoksilatas (50-80 EO gru-

pés) EO grupés-etoksi-grupeés.
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Gautas mid8inys auSinamas iki kambario temperatiros. Su-
kietéjusi masé susmulkinama i smulkias daleles..ISsijo-
jamos dalelés 0,3-0,8 mm ir panaudojamos stabilumo eks-

perimentams.

Stabilumo bandymuose 140 mg kiekvienos kapsuliuotos
proteazés buvo sumaiSoma su 6,4 g baziniy ALL skalbimo
milteliy ir 0,6 g natrio perborato tetrahidrato. Pa-
grindiniuose ALL milteliuose nera nei fermento nei
natrio perborato. ALL-proteazés-natrio perborato tetra-
hidrato midinys buvo inkubuojamas 30°C temperatiiroje,

esant 80% SD.

I3laikius 0, 1, 2 ar 4 savaites, nustatomas kiekvienos
proteazés stabilumas (liekamasis aktyvumas, %). Rezul-
tatai pateikti 11 lenteléje.

11 lentelé

PB92 proteazés ir kai kuriy 3jos mutanty liekamasis
aktyvumas, 30°C temperatiiroje, esant 80% SD, skalbimo

milteliuose su balinimo priemone

Proteazé Liekamasis aktyvumas (%)
0 sav. 1 sav. 2 sav. 4 sav.
PB92 proteazée 100 61 36 12
[ S160D, M216Q] 100 78 58 35
[ S160D, M216S] 100 86 68 39

10 PAVYZDYS

PB92 proteazés mutantai buvo tiriami i3 esmés tokiose
paciose kaip 1 pavyzdyje salygose, iSskyrus tai, kad

Launderometre (prietaise audiniy atsparumui tirti) i



10

15

LT 3963 B
44

250 ml vandens 5°KL, buvo dedama 0,375 g skysto plovik-

lio, kurio sudétis:

Komponentas svoris, %
laurino ragsdtis 8
oleino rugstis 4
Cy0-Cy3 linijiné alkilbenzensulforiugstis 12
C,3 polietoksilintas alkoholis, 8 EO 13
trietanolaminas 6
1,2 propandiolis 6
etanolis 5
natrio hidroksidas, 45% sv./sv. 4
natrio citratas 4
vanduo (mi3inio pH 7,2) iki 100

Tvairiy proteaziy plovimo galia Siame skystame plo-
viklyje Dbuvo nustatoma 25°C temperaturoje, skalbiant
30 min. prietaise audiniy atsparumui tirti. Po skalbimo
1 pavyzdyje nurodytu metodu nustatomas tiriamy audiniy
atspindéjimas. Mutantiniy proteaziy plovimo galia nu-
statyta taip, kaip apradyta 1 pavyzdyje. Gauti rezul-
tatai pateikti 12 lenteléje.

12 lenteleée

PB92 proteazés mutanty plovimo galia 25°C temperatiroje
skystame ploviklyje

Specifinis aktyvumas
nuo PB92 proteazés %

Proteazeé Plovimo galia

212D + 100

160D + 73
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12 lentelé (tesinys)
Proteazé Plovimo galia Specifinis aktyvumas
nuo PB92 proteazés %
$160G,N212D + 76
M216S 0 40
M2160Q 0 37

0: 100% + 20% nuo PB92 proteazés skalbimo galios (is8-

likusi plovimo galia)
+: > 120% nuo PB92 proteazés plovimo galios
—. < 80% nuo PB92 proteazés skalbimo galios.

Ivairiy proteaziy plovimo galia nustatyta komerciniuose
skystuose plovikliuose: TideR, Wisk® ir Ariel®. Neradi-
jan&io plieno induose kiekviename buvo: 0,375 g Tide
250 ml vandens 5° kietumo laipsnio (KL) arba 0,375 g
Wisk 250 ml vandens 5° KL arba 1,25 g Ariel 250 ml van-
dens 15°, atitinkamai. Plovimo galia buvo nustatoma 25°C
arba 40°C temperatiiroje. Gauti rezultatai pateikti

13 lenteléje.
13 lentelé

PB92 proteazés mutanty plovimo galia Tide, Wisk ir
Ariel plovikliuose 25°C ir 40°C temperatiiroje.

Proteazé Tide Wisk Ariel
25°C 40°C 25°C 40°C 25°C 40°C
N212D + + + + 0
S160D + + + + +
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13 lentelé (tesinys)
Proteazé Tide Wisk Ariel
25°C 40°C 25°C 40°C 25°C 40°C

M216Q 0 + 0 + +
M216S NN 0 0 0 0
S$1600Q - - - - -
S160N - - - - 0
S160K - - - - -
5160A - - - - -
S160D, M216Q + + + + +
S160D, M216S 0 - + + 0
M117L, M216Q ND - ND - 0
M117L, M216S ND - ND - -

ND - nebuvo nenustatoma

0: 100 + 20% nuo PB92 proteazeés plovimo galios

+: > 120% nuo PB92 proteazés plovimo galios

-: < 80% nuo PBY92 proteazés plovimo galios

11 PAVYZDYS

PB92 proteazes mutanty plovimo galia buvo nustatoma
statistiniuose tyrimuose jprastoje skalbimo m3inoje
TNO, Delft, Olandija (3varos palaikymo technikos tyrimo

institutas). Mutanty plovimo galia buvo 1lyginama su

PB92 proteaze.
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Visos proteazés buvo dozuojamos i IEC plovikli, re-
miantis baltymo kiekiu (0,007% sv./sv.). Sios _ dozes,

idreidkus aktyvumu:

PB92 proteazé 1460 SDV/g ploviklio
M216S 679 SDV/g ploviklio
M216Q 479 Sbv/g ploviklio
$160D 1080 SDV/g ploviklio
N212D 1455 SDV/g ploviklio

Su kiekviena proteazés-ploviklio kompozicija buvo at-
liekami 8 skalbimo eksperimentai 40°C temmperatiroje
identiskose 2 reZimy AEG Turnamat skalbimo ma$inose.
Kiekvienoje skalbimo madinoje buvo sunaudojama 170 g.
ploviklio. Bandymo eigoje tiriamas ploviklis buvo pa-
naudojamas tokiu badu, kad kiekvieni milteliai patyre

toki pati skalbimo cikly skai&iy kiekvienoje masinoje.

Visuose bandymuose buvo naudojamas normalus Delfto

miesto vandentiekio vanduo, kurio rodikliai:

Sarmingumas (M) : 2,2 mmol/1
kietumas (H): 1,6 mmol/1 (9°KL)
temperatira: 20°C

Purvo pasalinimas i$§ tiriamy audiniy

Kiekvienoje bandymy serijoje 6 gabaliukai triju tipu
EMPA medvilnés audinio (no. 111, 116 ir 117), buvo

skalbiami kartu su nedvariais skalbiniais.

Démiy ir purvo padalinimo aktyvumas i§ sutepty testuo-
jamy gabaliuky buvo nustatomas praleidiiant trikom-
ponentine mélyna sviesa statmenai audinio gabaléliui.

Matuojamas &viesos kiekis atspindétas nuo testuojamo
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gabalélio 45°C kampu. Sutinkamai su TIEC publikaci-
ja 456, magnio oksido remisijos dydis prilyginamas 100.
Kuo didesne remisija, tuo 1labiau tinkamas skalbimo
procesas konkreciai uZter3tumo riudiai.

Skalbimo maSinos uzpildymas

I skalbimo masing buvo sukrauta 4,75 kg tiriamy audiniy
ir kitokiy skalbiniy, kurie susiter$é, vartojant na-
muose.

Skalbiniai susidéjo is:

6 virtuvés rank3luoséiy

4 apatiniy baltiniy

4 paklodzZiy

4 uZvalkaly.

Jeigu truksta svorio, pridedama §variy paklodZiy ar

uzvalkaly.

Kiekvienam skalbimui skalbiniai rupestingai parenkami.
Kiekvienas audinio gabalas skirtas vienai madinai, turi
savo analoga, skalbiamg kitoje masinoje. Rezultate -
nesvarumy kiekis ma$inose buvo vienodas.

Skalbimo proceso parametrai

programa 40°c
vanduo pagrindiniame skalbime 19 1
auksSCiausios temperatiros trukmé 15 min
auk8¢iausia temperatira 43°C

skalbimo trukmeé 45 min
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papildomas vandens kiekis 71
temperatira po pamuiliy praskiedimo 30°C
drenaias 171

5 skalavimai, keikvienas po 17 1 Salto vandens

Vidutiné remisijos reik3mé (V) ir santykis (R) buvo nu-
statomi po 8 skalbimo testy. Dvieju nepriklausomy eks-
perimenty rezultatai pateikti 14 A ir 14 B lenteleéese.

14 A lentelé

Dirbtiniy nesvarumy pasalinimas

EMPA audinio pavyzdziai, nr. Bendras

Proteazé 111 116 117

\Y% R \Y R \Y R \Y R

PBY92 proteazée 49 1.00 44 1,00 56 1,00 149 1,00

M216S 19 1,00 46 1.05 58 1,04 153 1,03

14 B lenteleé

Dirbtiniy nesvarumy pasalinimas

EMPA audinio pavyzdZiai Bendras

Proteazeée 111 116 117

v R \% R \Y R \Y R

PB92 proteazé 41 1,00 35 1,00 46 1,00 123 1,00
M216S 40 0.96 33 0,94 42 0,91 115 0,93

M216Q 42 1.01 35 0,99 43 0,94 120 0,98

15 lenteléje santykiniai dydziai (R), kurie buvo gauti

statistiniuose testuose iprastose skalbimo masi-
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nose,dalijami 1§ atitinkamo santykinio dydZio (R'),
paskai¢iuoto 18 plovimo galios reik3miy, gauty PB92
proteazei prietaise audiniy atsparumui tirti analo-
giskose salygose (10g/l1 IEC, EMPA audinio gabaléliai
116 ir 117, skalbimo trukmé 30 min, temperatira 40°C) .

15 lentelé

Koreliacija tarp testy jiprastose skalbimo masSinose ir

prietaise audiniy atsparumui tirti

Proteaze R/R'
PB92 proteazeé 1,00*
M216S 1.18
M2169Q 1,10
S160D 1,02
N212D 0,98

* - pagal apibréiima

Mutantiniy proteaziy R/R' reikSmés, artimos 1,00, pa-
rodo, kad yra koreliacija tarp bandymy iprasto tipo
skalbimo madinose ir prietaisuose audiniy atsparumui

tirti (Launderometro testy).
12 PAVYZDYS

Fig. 2A ir Fig.2B pavaizduota ivairiy PB92 proteazes
mutanty, eéanéiu 4 g IEC/1l, plovimo galia, gauta ty-
rimuose, apradytuose 1 pavyzdyje, lyginant su natyvia
PB92 proteaze, kaip ju specifinio aktyvumo funkcija.

Skaic¢iai diagramoje atitinka $ias proteazes:
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

41
42
43
44
45

46

PB92 proteazé
M216A
M216C
M216S
M216L
M216E
M216K
M216H
M216N

M2169Q

M169S

M216Y

M169I, M216S
M216-0x
N212S

N212D

S160G, N212D
L211Y

L211Y, N212S

Al66D, M169I

S160N
S160G
S160P
S160T
S160C

S160Q

51

11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

51
52
53
54
55

56

M216P
M216T
M216W
M216I
M216G
M117L,
M117L,
M117L,
M117L,

M117L,

S259K
W235R
H243R
H243R,
D175N
E134K
W235R,
W235R,
S259K

T207K

51601
S160G,
S1606G,
S160L
S160Y

S160D,

LT 3963 B

H118D
M2160Q
H118D, M216Q
M216S

H118D, M216S

S259K

S259K

H243K

M216S

M216Q

M216S
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47 S160D 57 G116V, S126V, P127E, S128K
48 S160K 58 G116V, S126L, P127ﬁ, S128V
49 S160R 59 G116V, S126L, P127Q, S128A
50 s160A 60 Gl1lev, S126V, P127M

61 S126M, P127A, S128G
62 Glliev, S126Y, P127G, S128L
63 G116V, S126N, P127H, S128I
64 Gllev, S126H, P127Y,
65 G116V, S126R, P127S, S128P
66 G116V, S126F, P127Q,
67 G116V, S126G, P127Q, S128I1
68 G116V, S126F, P127L, S128T

69 G116V, S126Q, P127D,

Fig. 3 pavaizduota jvairiy PB92 proteazes mutantuy,
esandiy 7 g IEC/1l, plovimo galia, nustatyta, kaip ap-
raSyta 1 pavyzdyje, lyginant su natyvia PB92 proteaze,
kaip jos specifinio aktyvumo funkcija. Skaic¢iai diag-
ramoje atitinka tas pacias mutantines proteazes, kaip
ir Fig. 2A ir 2B.

Visos publikacijos (taip pat ir patentinés paraiskos),
paminetos $iame aprasyme, informatyvios tik paruoStam
specialistui tos srities, kuriai skirtas 38is iSradimas.
Visos publikacijos pateiktos nuorody pavidalu tokiu bu-
du, lyg kiekviena 13 ju baty specialiai duodama kaip

nuoroda.

Nors 8is i3radimas pakankamai iliustruotas ir pateikti
pavyzdziai jam paaiskinti, specialistui akivaizdu, kad
&ia galimi ivairus pakeitimai ir modifikacijos, nenu-

tolstant nuo idradimo apibréZties dvasios ir turinio.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Fermentinis produktas, b e s i s k i r i a n t 1
tuo, kad susideda 1§ mutantinio proteolitinio fermento,
gauto ekspresuojant gena, koduojanti §&i fermenta su
aminorig3&iy seka, besiskirianc¢ia bent viena aminorigs-
timi nuo laukinio tipo fermento, be to, 3is mutantinis
fermentas pasiZymi tuo, kad jo savybés daro ji labiau

tinkamg panaudoti plovikliuose.

2. Fermentinis produktas pagal 1 punkta, be s i s k i-
r i ant i s tuo, kad mutantinis proteolitinis fer-
mentas pasiZymi didesne plovimo galia skalbimo deter-

gentuose.

3. Fermentinis produktas pagal 1 punkta, b e s i s k i-
riantis tuo, kad mutantinis proteolitinis fermen-
tas pasiZymi didesniu stabilumu laikant skalbimo deter-

gentuose, iSsaugodamas plovimo galig.

4. Fermentinis produktas pagal 3 punktg, b e s i s k i-
r iant i s tuo,kad mutantinis proteolitinis fermen-
tas pasiZymi didesniu stabilumu, kas pasireiSkia atspa-

rumu oksidantams.

5. Fermentinis produktas pagal bet kuri i5 1-4 punktuy,
b e s i1 s ki r i a n t i s tuo, kad mutantinis
proteolitinis fermentas yra kiles i3 gamtinés bakte-

rinés serino proteazes.

6. Fermentinis produktas pagal bet kuri i§ 1-5 punktuy,
besis kiriamntis tuo, kad nurodytas genas
yra kiles i$ laukinio tipo alkalofilinio Bacillus ka-

mieno.

7. Fermentinis produktas pagal bet kuri i§ 1-5 punktuy,

besis kiriantis tuo, kad nurodytas genas
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yra kiles i3 laukinio tipo geno, kamieno, atrinkto i3
grupés, jungiancios B. subtilis, B. licheniformis ir B.

amyloliquefaciens.

8. Fermentinis produktas pagal 6 punkta, b e s i s k i-
r i a n t i s tuo, kad laukinio tipo genas koduoja
aminorugs8€&€iy seka, kuri maZiausiai 70% yra homologiSka

PB92 serino proteazés aminoritig3ciy sekai.

9. Fermentinis produktas pagal 6 punkta, b e s i s k 1i-
r i ant i s tuo, kad laukinio tipo genas 13 esmés

koduoja tokig aminorigsfiy seka:

HoN-A-Q-5-V-P-W-G-1-5-R-V-Q-A-P-A-A-H-N-R-G-L-T-G-S5-G-V-EK-V-A-
V-L-b-#--I-S-T-H-P-D-L-N-I-R-G-G-A-S-F-V-P-G-E-P-S-T-Q-D-G-N-
G-H-G-T-H-V-A-G-T-I-A-A-L-N-N-S-I-G-V-L-G-V-A-P-N-A-E-L-Y-A-V-
K-V-LG-A-S-G-5-G—8-V-S-S-I-AQ-G-L-E-W-A-G-N-N-G-M-H-V-A-N-L-
$-L-G-S-P-S-P-S-A-T-L-E-Q-A-V-N-S-A-T-S-R-G-V-L~-V-V-A-A-S-G-N-
S-G-A-G-S-I-S-Y-P-A-R-Y-A-N-A-M-A-V-G-A-T-D-Q-N-N-N-R-A-S-F-S-
Q-Y-G-A-G-L-D-I-V-A-P-G-V-N-VQ-S-T-Y-P-G-S-T-Y-A-S-L-N-G-T-S-
M-A-T-P-H-V-A-G-A-A-A-L-V-K-Q-K-N-P-S-W-S-N-V-Q-I-R-N-H-L-K-N-
T-A-T-S-I~-G-5-T-N-1-Y-G-S-G-L-V-N-A-E-A-A-T-R-COCH.

10. Fermentinis produktas pagal 9 punkta, b e s i s k i
riantis tuo, kad laukinio tipo genas yra kiles i3

naujos PB92 Bacillus riSies.

11. Fermentinis produktas, susidedantis i% mutantinio
proteolitinio fermento, b e s i s k i r i a n t 1 s
tuo, kad pagerintos jo savybes daro ji labiau tinkamg
panaudoti plovikliuose, lyginant su laukinio tipo fer-
mentu; Jjo aminorig3Ciy seka 15 esmés atitinka PB92
proteazes aminorug3ciy sekg, turi maZiausiai vienos 1i$
§iy aminoritgsc¢iy 116,126,127, 128, 160, 166, 169, 212
ir 216 mutacija.
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12. Fermentinis produktas pagal 11 punkta, b e s i -
s ki riamnt i s tuo, kad ivykdyta mutacija 116
aminorugdties vietoje, pakeiciant glicing auk3tesnio

molekulinio svorio nepoliarine alifatine aminorugdtimi.

13. Fermentinis produktas pagal 11 punkta, b e s i -
s kiriantis tuo, kad 126 aminorugsties mutacija
jvykdyta, pakeicliant serinag bet kuria nehidroksilinta
aminortugdtimi; 127 aminorugdti pakeigiant bet kuria ki-
ta aminorugstimi; 128 aminorugdti pakeiciant bet kuria

kita aminorug3timi.

14. Fermentinis produktas pagal 11 punkta, b e s 1 -
s kiriantis tuo, kad 216 aminorugsties mutacija

jvyksta, pakeiciant metioning kita tiortgStimi.

15. Fermentinis produktas pagal 11 punkta, be s i -
s k iriant i s tuo, kad mutacija prie 160 ami-
norigdties ivyksta, pakeiliant 3Ja glicinu arba anijo-

nine aminorug$timi.

16. Fermentinis produktas pagal 11 punkta, b e s 1 -
s kiriantis tuo, kad mutacija prie 166 amino-
ragsties ivyksta, pakeic¢iant jJa anijonine aminorugs-

timi.

17. Fermentinis produktas pagal 11 punkta, b e s i -
s k i r i a n t i s tuo, kad mutacija prie 169
aminorig3ties ivyksta, pakeic¢iant Jja nepoliarine alifa-

tine aminoridgdtimi.

18. Fermentinis produktas pagal 11 punkta, b e s i -
s kiriantis tuo, kad mutacija prie 212 amino-
ragdties jvyksta, pakeiciant Ja anijonine aminorugs-

timi.
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19. Fermentinis produktas pagal 11 punktg, be s i s k 1 -
riantis tuo, kad maZiausiai viena mutacija_jvyks-
ta, pakeidiant neutralig aminortgsti anijonine amino-

ragdtimi.

20. Fermentinis produktas pagal 11 punktg, b e s 1 -
s kiriantis tuo, kad maziausiai viena mutacija
ivyksta 116 aminorgsties vietoje, glicing pakeiciant

valinu, izoleicinu arba leicinu.

21. Fermentinis produktas pagal 20 punktg, b e s i -
s k i r i an t i s tuo, kad turi maZiausial vieng

papildomg mutacijag 126, 127 ar 128 vietoije.

22. Mutantinis proteolitinis fermentas pagal bet kurj
i§ 1-21 punkty, b e s i s ki r i ant i s tuo, kad
yra atrinktas 1§ grupés PB92 serino proteazés mutanty,
bitent: [M216S]; [M216Q]; [N212D]; [ S160D]; [ S160G,
N212D]} ; [ S160D, M216Q]; [ S160D, M216S}; [ Al66D, M169I};
[ Gllev, Sl126v, P127E, S128K]; [Gllev, S126G, P127Q,
S128I]; [Gllev, S126L, P127N, S128V]; [Gllév, S126L,
P127Q, S128Aa]; [Gllév, S126v, P127M]; [Gllé6V, S126H,
P127Y]; [Gllev, S126R, P127S, S128P]; [Gllé6V, S126F,
P127Q]) ; [ Glleéev, S126F, P127L, S128T]; [S126M, P1l27A,
5128G} ; [ S12eM, P127A, S128G, S160D] ir [ Gll6V, S126N,
P127S, S128A, S160D] .

23. Proteolitinio fermento, 1labiau tinkamo panaudoti
plovikliuose, atrankos budas, be s i s kiriantis

tuo, kad susideda i§ stadijuy:

mutagenezé klonuoto geno, koduojancio dominanti fer-
mentg arba jo fragmentgy;

gautos mutantinés proteazés iSskyrimas, ir
identifikavimas mutantiniy proteaziy su pagerintomis

savybemis panaudojimui plovikliuose.
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24. Mutantinis genas, koduojantis mutantini proteoli-

tini, fermenta pagal 1-22 punktus.

25. Ekspresijos vektorius, turintis mutantini geng pa-

gal 24 punkta.

26. Prokariotinis kamienas-3eimininkas, transformuotas

ekspresijos vektoriaus pagal 25 punkta pagalba.

27. Transformuotas prokariotinis kamienas-Seimininkas
pagal 26 punkta, b e s i s kir iantis tuo, kad

yra Bacillus.

28. Transformuotas prokariotinis kamienas-Seimininkas
pagal 27 punkta, b e s i1 s kiriantis tuo, kad

priklauso alkalofilinei Bacillus ruSiai.

29. Transformuotas prokariotinis kamienas Seimininkas
pagal 28 punkta, b e s i s kiriantis tuo, kad

yra nauja Bacillus PB92 arba jos mutantas.

30. Transformuotas kamienas-3eimininkas pagal 27 punk-
ta, besis kiriantdis tuo, kad yra atrinktas
i3 grupés B. subtilis, B. licheniformis ir B. amyloli-

quefaciens.

31. Kamienas-3eimininkas pagal bet kuri i3 26-30 punk-
ty, b e s i s kiriantis tuo, kad iki trans-
formacijos i5 esmés nesugeba gaminti nelgsteliniy pro-

teolitiniy fermenty.

32. Mutantinio proteolitinio fermento pagal bet kuri i$
1-22 punkty gavimo bidas, b e s i s k i r i antis
tuo, kad apima kamieno-Seimininko, transformuoto eks-
presijos vektoriumi, turindiu mutantini proteolitini
gena, kultivavimg atitinkamose fermentacijos salygose

ir pagaminto fermento iSskyrimg.



10

LT 3963 B
58

33. Ploviklio kompozicija su fermentiniais priedais,
besis kiriant i tuo, kad tokiu priedu gali
pati vienas ar keli fermentiniai produktai pagal 1-

22 punktus.

34. Vieno ar keliy mutantiniy proteolitiniy fermenty
pagal 1-22 punktus panaudojimas plovikliy kompozici-

jose.

35. Vieno ar keliy mutantiniy proteolitiniy fermenty

pagal 1-22 punktus panaudojimas skalbimo procese.
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