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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neue proteolytische Enzyme mit verbesserten Eigenschaften zur
Verwendung in Reinigungsmitteln. Diese Eigenschaften umfassen verbesserte Fleckentfernungsfahigkeiten
von Waschmittelzusammensetzungen, verbesserte Stabilitat von Waschmitteln bei Lagerung und verbesserte
Stabilitat von aus den Reinigungsmitteln hergestellten Seifenlaugen.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Verwendung enzymatischer Additive, vor allem proteolytischer Enzyme, in Reinigungsmittelzu-
sammensetzungen, um die Entfernung von Verschmutzungen auf Eiweilbasis zu erméglichen, wurde schon
umfassend dokumentiert. Siehe beispielsweise die verdffentlichten europaischen Patentanmeldungen
EP-A-0.220.921 und EP-A-0.232.269, die US-Patente Nr. 4.480.037 und Re 30.602 und den Artikel "Produc-
tion of Microbial Enzymes", Microbial Technology, Bd. 1, 281-311, Academic Press (1979).

[0003] Reinigungsmittelzusammensetzungen kénnen in Pulver-, Fliissigkeits- oder Pastenform vorliegen. Sie
enthalten eine oder mehrere anionische, nichtionische, kationische, zwitterionische oder amphotere Verbin-
dungen als aktives Reinigungsmittelmaterial. Solche Verbindungen wurde in Schwartz, Perry und Berch, "Sur-
face Active Agents", Bd. Il, Interscience Publishers (1958), ausfihrlich beschrieben. Aulerdem kdnnen sie
Maskierungsmittel, Stabilisierungsverbindungen, Aromaverbindungen und in manchen Fallen auch Oxidati-
onsmittel, die Ublicherweise als Bleichmittel bezeichnet werden, umfassen. Reinigungsmittelzusammenset-
zungen werden zur Reinigung von harten Oberflachen, zur Reinigung von Toiletten, zum Geschirrspulen (ent-
weder automatisch oder per Hand) und zur Reinigung von Wasche verwendet.

[0004] Waschmittel werden im Allgemeinen in zwei Hauptgruppen unterteilt: Flissigwaschmittel und Pulver.
Flussigwaschmittel weisen hohe Konzentrationen von Tensiden mit einem neutralen bis mafig basischen pH
auf und enthalten normalerweise keine Bleichmittel. Pulverwaschmittel weisen meistens hohe Basizitat auf
(Laugen-pH 9-11); sie enthalten Maskierungsmittel, wie beispielsweise Natriumtripolyphosphat, und je nach
Waschgewohnheiten des jeweiligen Landes, in dem sie verkauft werden, kénnen sie Bleichmittel enthalten
oder auch nicht.

[0005] Enzyme, die derzeit in Reinigungsmittelzusammensetzungen verwendet werden, werden in Form von
flissigen Suspensionen, Solen oder Granulaten zugesetzt. In Pulverwaschmitteln sind die proteolytischen En-
zyme im Allgemeinen beispielsweise in eingekapselter Form vorhanden, wie z. B. als Spruhkondensat (,prill")
(z. B. MAXATASE® und MAXACAL®) oder Granulate (z. B. SAVINASE® und ALCALASE®). MAXATASE und
MAXACAL werden von International Bio-Synthetics B. V. (Rijswijk, Niederlande) vertrieben, SAVINASE und
ALCALASE von Novo Industri A/S (Bagsvaerd, Danemark). In Flissigwaschmitteln sind Enzyme meistens in
geldster Form vorhanden.

[0006] Proteolytische Enzyme sind im Allgemeinen schwer mit Waschmittelzusammensetzungen zu kombi-
nieren. Sie mussen wahrend der Anwendung stabil und aktiv sein, beispielsweise bei der Entfernung von ei-
weillhaltigen Flecken auf Stoffen wahrend eines Waschvorgangs bei Temperaturen im Bereich von etwa 10°C
bis Uber 60°C. Aullerdem missen sie wahrend der Lagerung langere Zeit im Waschmittel stabil bleiben. Folg-
lich missen Enzyme in Gegenwart von Maskierungsmitteln, Tensiden, hoher Basizitat, in machen Fallen
Bleichmitteln und hohen Temperaturen stabil und funktionsféhig sein. Da es weder universelle Waschmittel
noch universelle Waschbedingungen (pH, Temperatur, Laugenkonzentration, Wasserharte) gibt, die Gberall auf
der Welt gleich sind, kénnen die Anforderungen an Enzyme je nach Art des Waschmittels, in dem sie verwen-
det werden, und den Waschbedingungen variieren.

[0007] Die Bedingungen, welche die Stabilitdt von Enzymen in Pulverwaschmitteln bestimmen, sind im Allge-
meinen nicht optimal. Beispielsweise wirken wahrend der Lagerung von Enzympraparaten in Pulverwaschmit-
teln trotz der scheinbaren physikalischen Trennung des Enzyms von der Reinigungsmatrix durch Einkapselung
des Enzyms Oxidationsmittel vom Waschmittel auf die Protease und verringern ihre Aktivitat. Eine weitere Ur-
sache fur die Instabilitdt des Enzyms in Pulverwaschmitteln wahrend der Lagerung ist Autolyse, vor allem bei
hoher relativer Feuchtigkeit.

[0008] Darlber hinaus bringen Oxidationsmittel, die oft in Pulverwaschmitteln vorkommen, bei Verwendung
als Waschmittel einen grof3en Nachteil in Bezug auf die Fleckenentfernungseffizienz mit sich, da sie eiweil3-
haltige Flecken auf dem Stoff fixieren. AulRerdem verringern diese Oxidationsmittel und andere Waschmittel-
komponenten, wie beispielsweise Maskierungsmittel, auch wahrend des Waschvorgangs die Wirksamkeit der
Protease bei der Fleckenentfernung.

[0009] Bei Flussigwaschmitteln besteht ein bedeutendes Problem in der raschen Inaktivierung von Enzymen,
vor allem bei erhdhten Temperaturen. Da die Enzyme in dem Waschmittelprodukt in geldster Form vorhanden
sind, findet diese Inaktivierung schon bei normalen Lagerbedingungen im Waschmittelprodukt statt und verrin-
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gert so die Aktivitat der Enzyme schon betrachtlich, bevor dieses eigentlich verwendet wird. Vor allem anioni-
sche Tenside, wie beispielsweise Alkylsulfate, in Kombination mit Wasser und Buildern tendieren dazu, das
Enzym irreversibel zu denaturieren und es inaktiv oder fir proteolytischen Abbau anfallig zu machen.

[0010] Teillésungen fur Stabilitatsprobleme in Zusammenhang mit Enzymen in Flissigwaschmitteln sind in
Anpassungen der Flissigwaschmittelformulierung zu finden, wie beispielsweise die Verwendung von Stabili-
satoren, um die Inaktivierung der Enzyme zu reduzieren. Siehe EP-A-0.126.505 und EP-A-0.199.405, US-Pa-
tent Nr. 4.318.818 und UK-Patentanmeldung Nr. 2.178.055 A.

[0011] Ein weiterer Ansatz, um Stabilitdt von Enzymen in Flissigwaschmitteln zu garantieren, ist in der
EP-A-0238216 beschrieben, wobei durch Formulierungstechnik eine physikalische Trennung zwischen den
Enzymmolekilen und der feindlichen Flissigwaschmittelmatrix erreicht wird. Fir Pulverwaschmittel wurden al-
ternative Einkapselungen vorgeschlagen, siehe beispielsweise die EP-A-0.170.360.

[0012] Weiter oben wurden die Bedingungen zusammengefasst, die proteolytische Waschmittelenzyme er-
fullen mussen, um optimal zu funktionieren, sowie auch die Einschrankungen der derzeit zur Verwendung in
Waschmittelzusammensetzungen erhaltlichen Enzyme. Trotz der Anstrengungen, Enzymstabilitat in Wasch-
mittelzusammensetzungen zu gewahrleisten, tritt unter normalen Lager- und Anwendungsbedingungen immer
noch wesentlicher Aktivitatsverlust auf.

[0013] Eine Identifizierung und Isolierung neuer Enzyme fir eine bestimmte Anwendung, wie beispielsweise
zur Verwendung in Reinigungsmitteln, kann auf mehrere Weisen erfolgen. Ein Weg besteht darin, nach Orga-
nismen oder Mikroorganismen zu suchen, welche die gewlinschte enzymatische Aktivitat aufweisen, das En-
zym aus dem (Mikro-)Organismus oder aus einem Kulturiiberstand des (Mikro-)Organismus zu isolieren und
zu reinigen, seine biochemischen Eigenschaften zu bestimmen und zu uberprifen, ob diese biochemischen
Eigenschaften den Anforderungen der Anwendung entsprechen. Wenn das identifizierte Enzym nicht aus dem
Organismus, der es auf natlrliche Weise erzeugt, erhalten werden kann, kénnen DNA-Rekombinationstechni-
ken eingesetzt werden, um das fur das Enzym kodierende Gen zu isolieren, das Gen in einem anderen Orga-
nismus zu exprimieren, das exprimierte Enzym zu isolieren und zu reinigen und zu testen, ob es fir die ge-
wiinschte Anwendung geeignet ist.

[0014] Ein weiterer Weg, neue Enzyme fir eine gewlinschte Anwendung zu erhalten, besteht in der Modifi-
zierung von vorhandenen Enzymen. Das kann unter anderem durch chemische Modifizierungsverfahren er-
reicht werden (siehe I. Svendsen, Carlsberg Res. Commun. 44, 237-291 (1976)). Im Allgemeinen sind diese
Verfahren zu unspezifisch, dass sie alle zuganglichen Reste mit gewdhnlichen Seitenketten modifizieren, oder
sie hangen von der Gegenwart von geeigneten zu modifizierenden Aminosauren ab, und oft kbnnen die schwer
erreichbaren Aminosauren nicht modifiziert werden, wenn das Enzymmolekdl nicht entfaltet ist. Daher wird an-
genommen, dass das Enzymmodifizierungsverfahren durch Mutagenese des Kodierungsgens besser ist. Mu-
tagenese kann entweder durch zufallsbestimmte Mutagenese oder durch ortsgerichtete Mutagenese erzielt
werden. Zufallsbestimmte Mutagenese durch Behandlung eines ganzen Mikroorganismus mit einem chemi-
schen Mutagen oder mit mutagenisierender Strahlung kann naturlich zu modifizierten Enzymen fuhren. In die-
sem Fall mussen starke Selektionsprotokolle verfiigbar sein, um nach den extrem seltenen Mutanten mit den
gewunschten Eigenschaften zu suchen. Eine hdhere Wahrscheinlichkeit, dass Enzym-Mutanten durch zufalls-
bestimmte Mutagenese isoliert werden, kann erreicht werden, indem nach Klonierung des Kodierungsgens
dieses in vitro oder in vivo mutagenisiert und das kodierte Enzym durch Reklonierung des mutierten Gens in
eine geeignete Wirtszelle exprimiert wird. Auch in diesem Fall miissen geeignete biologische Selektionsproto-
kolle verfligbar sein, um die gewlnschten Enzym-Mutanten auswahlen zu kdnnen, wie beispielsweise in der
internationalen Patentanmeldung WO 87/05050 beschrieben ist. Diese biologischen Selektionsprotokolle wah-
len nicht spezifisch Enzyme zur Verwendung in Reinigungsmitteln aus.

[0015] Die spezifischste Weise zum Erhalt von modifizierten Enzymen ist ortsgerichtete Mutagenese, welche
eine spezifische Substitution von einer oder mehreren Aminosauren durch eine beliebige andere Aminosaure
ermdglicht. Die EP-A-0130756 beschreibt beispielsweise die Verwendung dieses Verfahrens zur Bildung von
mutierten Protease-Genen, die exprimiert werden kdnnen, um modifizierte proteolytische Enzyme zu erhalten.
[0016] Vor kurzem wurde das Potenzial von Oligonucleotid-vermittelter ortsgerichteter Mutagenese durch die
Verwendung von mutagenen Oligonucleotiden demonstriert, die so synthetisiert wurden, dass sie an verschie-
denen Positionen in einer Zielsequenz Gemische von Basen enthielten. So kann eine Reihe von unterschied-
lichen Mutationen an einer spezifischen Stelle einer DNA-Sequenz eingeflihrt werden, indem eine einzelne
synthetische Oligonucleotidpraparation verwendet wird, wie sie etwa von Hui et al., EMBO J. 3, 623-629
(1984), Matteucci et al., Nucl. Acids Res. 11, 3113-3121 (1983), Murphy et al., Nucl. Acids Res. 11, 7695-7700
(1983), Wells et al., Gene 34, 315-323 (1985), Hutchinson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 710-714
(1986) und F. M. Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology 1987-1988, Greene Publishers Association
and Wiley, Interscience (1987), angefluhrt wurden.

[0017] Stauffer et al., J. Biol. Chem. 244, 5333-5338 (1969), hat schon herausgefunden, dass das Methionin
an Position 221 in Carlsberg-Subtilisin durch H,0, zu Methioninsulfoxid oxidiert wird und fir einen dramati-
schen Aktivitdtsabnahme verantwortlich ist.
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[0018] Als Ergebnis beider Verfahren, der zufallsbestimmten und der ortsgerichteten Mutagenese, zur Bil-
dung modifizierter Enzyme, wurden von Serin-Protease von Bacillus amyloliquefaciens, auch "Subtilisin-BPN"
genannt, abgeleitete Mutanten isoliert und charakterisiert. In der WO 87/05050 ist eine Subitilisin-BPN'-Mutante
mit erhdhter Thermostabilitat offenbart. In der EP-A-0130756 ist beschrieben, dass ortsgerichtete Mutagenese
von Methionin an Position 222 in Subtilisin-BPN' durch alle 19 méglichen Aminosauren, unter Verwendung des
so genannten "Kassettenmutagenese"-Verfahrens, zu Enzymen flihren kann, die gegeniber Oxidation durch
H,O, resistent sind. Im letzteren Fall weisen die meisten Mutanten jedoch geringe proteolytische Aktivitat auf.
Die besten Mutanten, die gefunden wurden, waren M222A und M222S, welche im Vergleich zum nativen Sub-
tilisin-BPN' eine spezifische Aktivitat von 53% bzw. 35% aufwiesen, wie in Estell et al., J. Biol. Chem. 260,
6518-6521 (1985), beschrieben wurde.

[0019] Frihere Arbeiten Uber die Bildung modifizierter Proteasen zeigen, dass Subtilisin-BPN'-Mutanten mit
veranderten Stabilitdtseigenschaften und veranderten kinetischen Eigenschaften erhalten werden kénnen; sie-
he die oben genannte Literatur und andere Literaturhinweise, beispielsweise Rao et al., Nature 328, 551-554
(1987), Bryan et al., Proteins 1, 326-334 (1986), Cunningham und Wells, Protein Engineering 1, 319-325
(1987), Russell et al., J. Mol. Biol. 193, 803-819 (1987), Katz und Kossiakoff, J. Biol. Chem. 261, 15480-15485
(1986) und die Ubersichtsartikel von Shaw, Biochem. J. 246, 1-17 (1987), und Gait et al., Protein Engineering
1, 267-274 (1987). Keiner dieser Literaturhinweise hat jedoch zur industriellen Produktion von proteolytischen
Enzymen mit verbesserter Waschleistung und Stabilitat in Waschmitteln gefuhrt. Keine der modifizierten Pro-
teasen war unter relevanten Anwendungsbedingungen vom selben oder von hdherem kommerziellem Wert als

derzeit verwendete Reinigungsmittelenzyme.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0020] In einem Aspekt stellt die vorliegende Erfindung eine Protease-Mutante zur Verwendung in Reini-
gungsmitteln, vor allem Waschmitteln, bereit. Diese neue Enzym-Mutante weist zumindest 70%ige Homologie
mit der Aminosauresequenz von PB92-Serin-Protease mit folgender Aminosauresequenz auf:

HN-A-Q-§-V-P-W-G-I~S-R-V-Q-A-P-A-A-H-N-R-G-L-T-G-5§-G-
V-K-V~A-V-L-D-T-G-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~§-I-G-V-L-G-V~-A~P-N-A-E-
L~Y-A~V~K-V-L~G-A-5-G~5~G-S-V-S-S~I-A-Q-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~§-A-T~S-R=G3V-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-V-Q-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-L-G-S-T-N-L~Y~G-S~G-L-V-N-A-E-A-A-T-R-COOK;

die sich um zumindest eine Aminosauresubstitution an einer ausgewahlten Stelle, die Position 212 in der
PB92-Serin-Protease entspricht, von Asparagin zu Asparaginsaure oder Glutaminsaure unterscheidet; und die
in Bezug auf PB92-Protease verbesserte Waschleistung und/oder verbesserte Stabilitat aufweist.

[0021] In einem anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein neues enzymatisches Reinigungsmittel
bereit, das ein proteolytisches Enzymprodukt umfasst, das zumindest eine dieser neuen proteolytischen En-
zym-Mutanten enthalt.

[0022] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Testsystem bereit, das eine effiziente
Auswahl von proteolytischen Enzym-Mutanten mit verbesserten Eigenschaften zur Verwendung in Waschmit-
teln aus Dutzenden von Enzymen ermdglicht. Solche Enzyme werden durch Expression von mutagenisierten
Protease-Genen hergestellt.

[0023] Im der folgenden detaillierten Beschreibung werden diese und andere Aspekte der Erfindung genauer

erlautert.

KURZBESCHREIBUNG DER ABBILDUNGEN

[0024] Fig. 1A zeigt den Aufbau des Mutationsvektors, der das PB92-Protease-Gen enthalt.

[0025] Fig. 1B ist eine schematische Darstellung des verwendeten Mutationsverfahrens.

[0026] Fig. 1C zeigt den Aufbau eines Expressionsvektors, der eine PB92-Protease-Gen-Mutante enthalt.
[0027] Fig. 2A, 2B und 3 zeigen die Waschleistung in Gegenuberstellung zur spezifischen proteolytischen Ak-
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tivitdt von verschiedenen PB92-Protease-Mutanten unter unterschiedlichen Waschbedingungen.
[0028] Fig. 4 zeigt die Nucleotidsequenz des PB92-Protease-Gens und die Aminosauresequenz des kodier-
ten Vorlauferenzyms.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0029] Der Begriff "mit verbesserten Eigenschaften”, der in dieser Beschreibung in Zusammenhang mit "pro-
teolytischen Enzym-Mutanten" verwendet wird, bezeichnet proteolytische Enzyme mit verbesserter Waschleis-
tung oder verbesserter Stabilitat bei gleichbleibender Waschleistung in Bezug auf die entsprechende Protease
vom Wildtyp.

[0030] Der Begriff "Waschleistung" von proteolytischen Enzym-Mutanten ist in dieser Beschreibung als Bei-
trag einer proteolytischen Enzym-Mutante zur Reinigung von Wasche zusatzlich zur Wirkung der Reinigungs-
mittelzusammensetzung ohne Enzym unter relevanten Waschbedingungen definiert.

[0031] Der Begriff "relevante Waschbedingungen" wird verwendet, um die Bedingungen zu bezeichnen, die
in Haushalten in einem Waschmittel-Marktsegment wirklich vorherrschen, vor allem die Waschtemperatur,
Zeit, Waschtechnik, Laugenkonzentration, Waschmittelart und Wasserharte.

[0032] Der Begriff "verbesserte Waschleistung" wird verwendet, um anzugeben, dass bei der Fleckenentfer-
nung unter "relevanten Waschbedingungen" ein besseres Endresultat erzielt wird oder dass — bezogen auf das
Gewicht — weniger der proteolytischen Enzym-Mutante notwendig ist, um dasselbe Endresultat wie beim ent-
sprechenden Enzym vom Wildtyp zu erhalten.

[0033] Der Begriff "gleichbleibende Waschleistung" wird verwendet, um anzugeben, dass die Waschleistung
einer proteolytischen Enzym-Mutante unter "relevanten Waschbedingungen" — bezogen auf das Gewicht — zu-
mindest 80% jener der entsprechenden Protease vom Wildtyp betragt.

[0034] Der Begriff "verbesserte Stabilitat" wird verwendet, um im Vergleich zum entsprechenden Enzym vom
Wildtyp bessere Stabilitdt von proteolytischen Enzym-Mutanten in Waschmitteln wahrend der Lagerung
und/oder ihre Stabilitat in der Lauge zu bezeichnen, was Stabilitat gegeniber Oxidationsmitteln, Maskierungs-
mitteln, Autolyse, Tensiden und hoher Basizitat umfasst.

[0035] Biochemische Eigenschaften, die unter klar definierten Laborbedingungen bestimmt werden, sind kei-
ne verlasslichen Parameter zur Vorhersage der Leistung einer bestimmen Waschmittel-Protease unter ge-
winschten und spezifischen Anwendungsbedingungen. Diese Parameter umfassen kinetische Daten, die auf
klar definierten Substraten, wie beispielsweise Proteinen, wie z. B. Casein, Dimethylcasein und Hdmoglobin,
oder substituierten Oligopeptidsubstraten, wie z. B. sSAAPFpNA (Succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-propyl-L-pheny-
lalanyl-p-nitroanilid), gemessen werden. Scheinbar bestimmen andere Merkmale der Proteasen ihre Wirksam-
keit bei der Reinigung von Wasche.

[0036] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Erkenntnis, dass, obwohl Verfahren zur Einfiihrung von Ami-
nosaureveranderung in Proteine vorhanden sind, die zu bedeutenden Veranderungen ihrer biochemischen
Merkmale fiihren kénnen, eine Vorhersage der Wirkung spezifischer Mutationen unter tatsachlichen Anwen-
dungsbedingungen noch immer sehr ungenau oder sogar unmaéglich ist.

[0037] Gemal vorliegender Erfindung wurde nun durch umfassende Forschung und Versuche ein Verfahren
entwickelt, das die Herstellung von Protease-Mutanten mit einem effektiven Selektionsverfahren der Leistung
dieser Proteasen kombiniert. Uberraschenderweise kann auf diese Art eine relativ groe Anzahl an Enzymen
effizient auf ihre Leistung gescreent werden.

[0038] Das Testsystem gemaR vorliegender Erfindung basiert auf der Entfernung von Protease-empfindlichen
Flecken aus Stoffproben in einem Launderometer oder Tergotometer, die relevante Waschbedingungen imitie-
ren. Geeignete Teststoffproben sind beispielsweise die im Handel erhéltlichen EMPA- (Eidgendssische Mate-
rialprifungs- und Versuchsanstalt, St. Gallen, Schweiz) Stoffproben, die kiinstlich mit eiweilhaltigen Flecken
verunreinigt wurden. Relevante Flecken auf Stoffproben zum Testen von Proteasen umfassen Blut-, Gras-,
Schokolade- und andere eiweil3haltige Flecken.

[0039] Auferdem konnen in diesem Testsystem andere relevante Faktoren, wie beispielsweise die Wasch-
mittelzusammensetzung, Laugenkonzentration, Wasserharte, Waschtechnik, Zeit, der pH und die Temperatur,
so geregelt werden, dass fur Haushaltsanwendungen in einem bestimmten Marktsegment typische Bedingun-
gen imitiert werden koénnen.

[0040] Die Waschleistung von Proteasen wird am besten durch ihre Fahigkeit, bestimmte reprasentative Fle-
cken unter geeigneten Testbedingungen zu entfernen, gemessen. Diese Fahigkeit kann durch Reflexionsmes-
sungen auf den Teststoffen bestimmt werden, nachdem dieser mit und ohne Enzyme in einem Launderometer
oder Tergotometer gewaschen wurde. Das Labor-Anwendungstestsystem gemaf vorliegender Erfindung ist
reprasentativ fur Haushaltsanwendungen, wenn es fiir proteolytische Enzyme, die durch DNA-Mutagenese
modifiziert wurden, angewandt wird.

[0041] Demgemal ermdglicht die Erfindung das Testen von groRen Mengen unterschiedlicher Enzyme und
die Auswahl jener Enzyme, die besonders fiir eine spezifische Art von Waschmittelanwendung geeignet sind.
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Auf diese Art kdnnen leicht "mafRgeschneiderte" Enzyme fiir spezifische Anwendungsbedingungen ausgewahlt
werden.

[0042] Einige bakterielle Serin-Proteasen werden als Subtilisine bezeichnet. Subtilisine umfassen die Se-
rin-Proteasen des Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens ("Subtilisin BPN™) und Bacillus licheniformis
("Subtilisin Carlsberg"). Siehe die Ubersichtsartikel von Markland und Smith in "The Enzymes", Boyer, Hrsg.,
Bd. 3, 561-608, Academic Press, New York (1971). Bacillus-Stdmme, wie beispielsweise alkalophile Bacil-
lus-Stdmme, produzieren andere Proteasen. Beispiele fir die letztere Kategorie sind die Serin-Proteasen in
MAXACAL®, hierin im Folgenden auch als PB92-Protease bezeichnet (von Bacillus nov. spec. PB92), und in
SAVINASE?®, die schon weiter oben erwahnt wurden.

[0043] Die Aminosauresequenz der PB92-Protease ist in Fig. 4 dargestellt. Die reife Protease besteht aus
269 Aminosauren, die ein Molekulargewicht von etwa 27.000 D ausmachen, und weist einen isoelektrischen
Punkt im hohen basischen Bereich auf. Die Aktivitat der PB92-Protease auf ein Proteinsubstrat wird in Alkaline
Delft Units (ADU) angegeben. Die Aktivitat in ADU wird nach dem Verfahren bestimmt, das in der britischen
Patentbeschreibung Nr. 1.353.317 beschrieben ist, mit der Ausnahme, dass der pH von 8,5 auf 10,0 geandert
wurde. Gereinigte PB92-Protease weist eine Aktivitat von 21.000 ADU pro mg auf. Der auf Casein gemessene
Umsatz (k) betragt 90 s'mol™".

[0044] Die spezifische Aktivitat von gereinigten Praparaten aus Subtilisin Carlsberg (Delange und Smith, J.
Biol. Chem. 243, 2184 (1968)) betragt 10.000 ADU/mg und die von Subtilisin BPN' (Matsubara et al., J. Biol.
Chem. 240, 1125 (1965)) 7.000 ADU/mg. AufRer in den oben genannten Parametern, wie beispielsweise spe-
zifische Aktivitat und Umsatz (k,), unterscheidet sich PB92-Protease von Proteasen, wie beispielsweise
Carlsberg-Subtilisin, Subtilisin BPN' und anderen Proteasen, die in Waschmitteln formuliert werden (z. B. MA-
XATASE® und ALCALASE®), dadurch, dass sie eine hohe positive Ladung besitzt, die durch Gelelektrophorese
des nativen Proteins sichtbar gemacht werden kann, wie weiter unten im experimentellen Teil, Abschnitt 4, be-
schrieben ist.

[0045] Da die PB92-Protease bei basischen pH-Werten aktiv zur Fleckenentfernung beitragt, wird sie im All-
gemeinen als Waschmitteladditiv verwendet, zusammen mit Waschmittelbestandteilen, wie beispielsweise
Tensiden, Buildern und Oxidationsmitteln. Letztere Bestandteile werden meistens in Pulverform verwendet.
PB92-Protease weist im Vergleich zu anderen Proteasen, wie beispielsweise den oben erwahnten Subtilisinen,
eine hohe Fleckenentfernungseffizienz auf. Das bedeutet, dass weniger PB92-Protease erforderlich ist, um
dieselbe Waschleistung zu erbringen. Empfindlichkeit gegentber Oxidation ist ein bedeutender Nachteil der
PB92-Protease und aller anderen bekannten Serin-Proteasen, die in Waschmitteln verwendet werden (siehe
auch Stauffer et al., J. Biol. Chem. 244, 5333-5338 (1969); Estell et al., J. Biol. Chem. 263, 6518-6521 (1985)).
Die Oxidation der PB92-Protease durch entweder H,O, oder Persauren, die durch die Aktivatorsysteme gebil-
det werden, die Perborattetrahydrat und TAED enthalten, schafft im Vergleich zu nicht oxidierter PB92-Prote-
ase ein Enzym mit einer spezifischen Aktivitat von 50% bzw. 10%, in ADU/mg (siehe experimenteller Teil, Ab-
schnitt 7, und Beispiel 1).

[0046] Das Verfahren gemaf vorliegender Erfindung ist dufRerst gut geeignet fir die Herstellung, das Scree-
nen und die Auswahl von proteolytischen Enzym-Mutanten, die von natirlich produzierten bakteriellen Se-
rin-Proteasen stammen. Solche Mutanten sind beispielsweise jene, fir die ein Gen kodiert, das von einem
Wildtyp-Gen eines alkalophilen Bacillus-Stammes stammt, und vorzugsweise PB92. Auch Mutanten die von
der alkalophilen Bacillus-Serin-Protease Savinase stammen, sind geeignet. Das Verfahren ist aulserdem vor-
teilhaft fur die Auswahl von modifizierten Proteasen, die von anderen Proteasen stammen als die Serin-Prote-
asen von alkalophilen Bacillus-Stammen PB92. Bekannt sind beispielsweise die Gene, die fir die Serin-Pro-
teasen von Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens und Bacillus licheniformis kodieren, und diese kénnen
als Ziel fir Mutagenese verwendet werden. Natirlich kann entweder Oligonucleotid-gestiitzte ortsgerichtete
Mutagenese oder regionsgerichtete zufallsbestimmte Mutagenese sowie jedes andere geeignete Verfahren
zur effizienten Herbeifihrung von Mutationen im Proteasen-Gen eingesetzt werden.

[0047] Das Verfahren zur Auswahl von proteolytischen Enzym-Mutanten geman vorliegender Erfindung (wel-
ches ihre Herstellung und ihr Screenen umfasst) weist die folgenden Schritte auf: Mutagenisierung eines klo-
nierten Gens, das flr ein proteolytisches Enzym von Interesse oder fir ein Fragment davon kodiert; Isolierung
der erhaltenen Mutanten des Proteasen-Gens oder der Proteasen-Gene; Einfihrung der besagten Mutante(n)
eines Proteasen-Gens oder von Proteasen-Genen, vorzugsweise auf einem geeigneten Vektor, in einen ge-
eigneten Wirtsstamm zur Expression und Produktion; Gewinnen des produzierten Protease-Mutante; und
Identifizierung der Protease-Mutanten mit verbesserten Eigenschaften zur Anwendung in Waschmitteln.
[0048] Geeignete Wirtsstamme zur Herstellung von Protease-Mutanten umfassen transformierbare Mikroor-
ganismen, in denen die Expression der Protease erzielt werden kann. Vor allem Wirtsstdmme derselben Spe-
zies oder Art, von der die Protease abstammt, sind geeignet, wie beispielsweise ein Bacillus-Stamm, vorzugs-
weise ein alkalophiler Bacillus-Stamm, insbesondere Bacillus nov. spec. PB92 oder eine Mutante davon mitim
Wesentlichen denselben Eigenschaften. Auch B.-subtilis-, B.-licheniformis- und B.-amyloliquefaciens-Stamme
gehdren zu den bevorzugten Stammen. Andere geeignete und bevorzugte Wirtsstdamme umfassen jene Stam-
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me, die im Wesentlichen zur Produktion extrazellularer proteolytischer Enzyme vor der Transformation mit ei-
ner Gen-Mutante unfahig sind. Von besonderem Interesse sind Protease-defiziente Bacillus-Wirtsstame, wie
beispielsweise ein Protease-defizientes Derivat von Bacillus nov. spec. PB92. Die Proteasen kdnnen expri-
miert werden, indem Expressionssignale verwendet werden, die im gewahlten Wirtsorganismus funktionieren.
Expressionssignale umfassen Sequenzen von DNA, die die Transkription und Translation der Proteasen-Gene
regulieren. Geeignete Vektoren kdnnen sich in ausreichend hoher Zahl in einem Wirtsstamm nach Wahl repli-
zieren oder eine stabile Aufrechterhaltung des Protease-Gens im Wirtsstamm durch chromosomale Integration
ermdglichen.

[0049] Die proteolytischen Enzym-Mutanten gemafR vorliegender Erfindung werden durch Kultivierung eines
transformierten Wirtsstamms, der die gewtinschte(n) Mutante(n) des/der proteolytischen Gens oder Gene um-
fasst, unter geeigneten Fermentationsbedingungen und Gewinnung der produzierten Enzyme hergestellit.
[0050] Vorzugsweise werden die zu exprimierenden Proteasen in das Kulturmedium, was ihre Gewinnung er-
leichtert, oder im Fall von gramnegativen bakteriellen Wirtsstdmmen in den periplasmatischen Raum sekre-
tiert. Zur Sekretion wird eine geeignete aminoterminale Signalsequenz eingesetzt, vorzugsweise die Signalse-
quenz, fir die das urspriingliche Gen kodiert, wenn dieses im gewahlten Wirtsstamm funktionsfahig ist.
[0051] Gemal einem Aspekt der vorliegenden Erfindung kénnen geeignete Waschleistungstests entwickelt
werden, die fir Waschbedingungen in jedem beliebigen Haushalt des Marktes reprasentativ sind. Beispiels-
weise wurde ein geeigneter Test fir den europaischen Hochleistungs-Pulverwaschmittelmarkt entwickelt, bei
dem Pulverwaschmittel, die Bleichmittel enthalten kénnen oder auch nicht, bei Laugenkonzentrationen von
1-10 g Waschmittel/l bei 10-20°d (Deutscher Harte) und bei Temperaturen von 25-80°C verwendet werden.
Genauer gesagt wurde ein Pulverwaschmittel, das TAED und Perborat enthielt, bei einer Laugenkonzentration
von 4, 7 oder 10 g Waschmittel/l bei 15°d bei 40°C verwendet.

[0052] Aufllerdem wurden Tests bereitgestellt, die fir Waschvorgange mit Fliissigwaschmitteln reprasentativ
sind. Diese Waschmittel werden im Allgemeinen bei Laugenkonzentrationen von 1,5-5 g Waschmittel/l bei
5-15°d bei Temperaturen zwischen 15 und 40°C eingesetzt. Genauer gesagt wurden nichtbleichende Flissig-
waschmittelzusammensetzungen bei einer Laugenkonzentration von 1,5 g Waschmittel/l, 5°d, bei 25°C und 40
°C, was die Flussigwaschmittelbedingungen der USA reprasentiert, sowie bei einer Laugenkonzentration von
5 g Waschmittel/l, 15°d, bei 40°C, was europaische Flissigwaschmittelbedingungen reprasentiert, verwendet.
[0053] Geeignete Leistungstests kénnen auch fiir andere Bedingungen, die auf dem Markt vorkommen, ent-
wickelt werden. Stoffproben, die mit proteaseempfindlichen Flecken beschmutzt wurden, insbesondere Stoff-
proben mit Blut-, Gras-, Schokolade- oder anderen eiweilthaltigen Flecken, genauer gesagt die EMPA-Stoff-
proben 116 und 117, werden in reprasentativen Waschleistungstests verwendet.

[0054] Die Eigenschaften der natirlich vorkommenden oder natirlich mutierten Waschmittel-Proteasen kon-
nen verbessert werden, indem eine Reihe von Mutationen in das Enzym eingefiihrt werden. GréRtenteils sind
die Mutationen Substitutionen, entweder konservative oder nichtkonservative, aber auch Deletionen und Inser-
tionen sind geeignet.

[0055] Fur konservative Substitutionen kann die folgende Tabelle verwendet werden:

Aliphatisch
neutral
nicht polar G, AP, L, I,V
polarC,M, S, T, N, Q
geladen
anionisch D, E

kationisch K, R

Aromatisch F, H, W, Y

worin jede Aminosaure durch eine andere Aminosaure in derselben Kategorie, insbesondere auf derselben Li-
nie, substituiert werden kann. Aulerdem kénnen die polaren Aminosauren N, Q die geladenen Aminosauren
substituieren oder durch sie substituiert werden. Zum Zweck der vorliegenden Erfindung sind vor allem Sub-
stitutionen von Interesse, die zu einem erhdéhen anionischen Charakter der Protease flihren, insbesondere an
Stellen, die nicht direkt mit der aktiven Stelle zusammenhangen.

[0056] Regionen von besonderem Interesse in Bezug auf Mutationen sind jene Aminosauren innerhalb einer
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Entfernung von 4 A vom Hemmmolekiil Eglin C, wenn Eglin C an die aktive Stelle gebunden ist.

[0057] Die folgende Nummerierung basiert auf einer PB92-Protease, aber die Uberlegungen sind auch fiir an-
dere Serin-Proteasen mit einer im Wesentlichen homologen Struktur von Interesse, vor allem fir jene mit einer
Homologie von Uber etwa 70%, insbesondere jene mit einer Homologie von Uiber etwa 90%. Diese Positionen
sind 32, 33, 48-54, 58-62, 94-107, 116, 123-133, 150, 152-156, 158-161, 164, 169, 175-186, 197, 198,
203-216, wobei die meisten dieser Positionen flir direkte Wechselwirkung mit einem proteinhaltigen Substrat
verfugbar sind. Normalerweise werden die Positionen 32, 62, 153 und 215 nicht substituiert, da Mutationen an
diesen Stellen meist die Waschleistung verschlechtern.

[0058] Positionen fir Substitutionen, die von besonderem Interesse sind, umfassen 60, 94, 97— 102, 105, 116,
123-128, 150, 152, 160, 183, 203, 211, 212, 213, 214 und 216. An manchen Positionen wird versucht, eine
instabile Aminosaure, beispielsweise Methionin, in eine oxidativ stabilere Aminosaure, beispielsweise Threo-
nin, zu verwandeln, wahrend gleichzeitig die allgemeine Struktur und das Volumen der Aminosaure an dieser
Stelle beibehalten werden. In anderen Situationen zeigte sich, dass durch den Ersatz der nattrlichen Amino-
saure durch fast jede andere Aminosaure bessere Ergebnisse erzielt werden kénnen, vor allem durch den Er-
satz der hydroxylierten Aminosauren, S, T, durch eine polare oder nicht-polare Aminosaure oder sogar eine
aromatische Aminosaure.

[0059] Substitutionen von besonderem Interesse umfassen:

G116 I,V,L

S126 beliebige Aminosaure

P127 beliebige Aminosaure

S128 beliebige Aminosaure

S160 anionisch oder neutral aliphatisch oder R
A166 geladen, insbesondere anionisch

M169 neutral aliphatisch, insbesondere apolar
N212 anionisch

M216 aliphatisch polar, insbesondere S, T, N, Q

[0060] Uberraschenderweise ist, obwohl die meisten Mutationen zu geringerer spezifischer Aktivitat der Pro-
tease mit herkdbmmlichen Substraten fiihren, die Waschleistung mit dem nattrlichen Enzym vergleichbar oder
sogar besser als diese, und in vielen Fallen ist auch die Lagerstabiltat besser.

[0061] Die Waschleistung einiger der PB92-Protease-Mutanten nimmt, wenn sie als Inverse der relativen
Menge eines Enzyms, die zur Erreichung derselben Wirkung wie mit nativen Proteasen x 100% erforderlich
ist, exprimiert werden, auf mehr als 120%, in bestimmten Fallen sogar auf mehr als 180%, zu.

[0062] Gemal einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung werden PB92-Protease-Mutanten bereit-
gestellt, die bessere Lagerstabilitat in einer Bleichmittel enthaltenden Pulverwaschmittelzusammensetzung
aufweisen als die native PB92-Protease und gleichzeitig ihre Waschleistung beibehalten. Beispiele fir solche
Mutanten sind M216S und M216Q sowie Mutanten mit zumindest einer dieser Mutationen neben anderen Mu-
tationen an anderen Stellen.

[0063] Gemal einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wurde Uberraschenderweise herausgefun-
den, dass ein einer Flussigwaschmittelzusammensetzung (die keine Oxidationsmittel enthalt) die PB92-Prote-
ase-Mutanten M216S, M216Q, S160D und N212D ihre Aktivitdt besser aufrecht erhalten kénnen als eine
PB92-Protease. Von diesen Mutanten weisen M216S und M216Q gleichbleibende Waschleistung und S160D
und N212D verbesserte Waschleistung auf. Die Verbesserung der Lagerstabilitét bei den getesteten Flissig-
waschmitteln ist bei den Mutanten S160D und M216Q am starksten ausgepragt.

[0064] Es ist auch mdglich, verschiedene Mutationen zu kombinieren, welche die Stabilitat einer Protease in
Waschmittelzusammensetzungen erhdhen. Verschiedene Mutationen, welche die Waschleistung desselben
Proteins positiv beeinflussen, kdnnen zu einer einzelnen Protease-Gen-Mutante kombiniert werden, welche
die Produktion von moglicherweise noch besseren Proteasen ermdglicht, beispielsweise [S126M, P127A,
S128G, S160D] und [G116V, S126N, P127S, S128A, S160D]. Neue Protease-Mutanten kdnnen gebildet wer-
den, indem die guten Waschleistungseigenschaften von beispielsweise N212D und S160D mit den Stabilitat-
seigenschaften von beispielsweise M216S oder M216Q kombiniert werden. Die [S160D, M216S]-Mutante
weist beispielsweise verbesserte Waschleistung und bessere Lagerstabilitat auf.

[0065] Nuitzliche Mutanten kdnnen auch hergestellt werden, indem beliebige Mutationen oder Mutationsgrup-
pen, die in dieser Beschreibung angefiihrt wurden, kombiniert werden. AuRerdem ist es mdglich, hierin offen-
barte nutzliche Mutationen mit Mutationen an anderen Stellen zu kombinieren, die zu einer wesentlichen Ver-
anderung der Eigenschaften des Enzyms fiihren kénnen oder auch nicht.

[0066] Bevorzugte Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung sind die folgenden PB92-Protease-Mu-
tanten: [N212D] und [S160G, N212D].

[0067] Um die Bedeutung des Ansatzes dieser Erfindung zur Erhaltung neuer Proteasen, die zur Anwendung
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in Waschmitteln geeignet sind, aufzuzeigen, d. h. durch reprasentative Anwendungstests flir Wasche als pri-
mares Auswahlkriterium, wurden die Ergebnisse der Waschleistungstests der PB92-Protease-Mutanten mit bi-
ochemischen Parametern verglichen, die Ublicherweise in biochemischer und enzymologischer Proteinfor-
schung bestimmt werden. Diese Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass jede Beziehung zwischen
Parametern, die Affinitat zu definierten Substrate bestimmten, und der Kinetik der proteolytischen Reaktion und
Waschleistung fehlt (siehe Tabelle 1 von Beispiel 1).

[0068] Daher ist es natirlich auch mdglich, zwei oder mehr Mutanten mit unterschiedlichen Eigenschaften in
einem Enzym-Produkt oder im selben Waschvorgang zu kombinieren. Solch eine Kombination kann synergis-
tische Wirkung haben oder auch nicht.

[0069] Die Erfindung umfasst aulerdem die Verwendung einer oder mehrerer proteolytischer Enzym-Mutan-
ten, wie sie hierin weiter oben definiert wurden, in einer Waschmittelzusammensetzungen oder ein einem
Waschvorgang.

[0070] SchlieBlich ist offensichtlich, dass sich durch Deletionen oder Insertionen von Aminosauren in der Pro-
tease-Polypeptidkette, die entweder kinstlich durch Mutagenese geschaffen wurde oder natirlich in zur
PB92-Protease homologen Proteasen vorkommt, die Nummerierung der Aminosauren verandern kann. Es
versteht sich jedoch, dass Positionen, die homolog zu Aminosaurepositionen einer PB92-Protease sind, inner-
halb des Schutzumfangs der Anspriiche liegen.

[0071] Die folgenden Beispiele dienen der Veranschaulichung und nicht der Einschrankung.

EXPERIMENTELLER TEIL
Materialien und Verfahren
Herstellung von PB92-Protease-Mutanten

[0072] Das Grundkonstrukt, von dem die Mutagenesearbeit ausgeht, wird als pM58 bezeichnet und ist in der
EP-A-0283075 im Detail beschrieben.
[0073] Die Strategie umfasst folgende drei Phasen:

a) Bildung eines Mutagenese-Vektors M13M1

b) Mutationsvorgang

¢) Bildung von pM586Eco und Subklonierung der DNA-Fragmentmutante in diesen Vektor.

1.a) Bildung eines Mutagenese-Vektors M13M1

[0074] Das Grundkonstrukt pM58 wurde mit den Restriktionsenzymen Hpal und Ball verdaut. Das 1.400 bp
lange Fragment, welches das PB92-Protease-Gen enthielt, wurde auf niedrigschmelzender Agarose (Maniatis,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, USA (1982)) gereinigt.

[0075] Ein Vektor M13MP11 (Messing et al., Nucl. Acids Res. 9, 303-321 (1981)) wurde mit Smal verdaut.
Das betreffende 1.400 bp lange Fragment wurde in diesen Vektor ligiert und nach den von Cohen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 69, 2110-2114 (1972), beschriebenen Verfahren in E. coli JM101 transfiziert.

[0076] Nach einer Phagenvermehrung in E. coli JM101 wurde ssDNA isoliert (Heidecker et al., Gene 10,
69-73 (1980), und das Insert und seine Ausrichtung wurden durch DNA-Sequenzierung unter Verwendung des
von Sanger, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 6463 (1977), beschriebenen Verfahrens Uberprift.

[0077] Der fur eine Mutagenese geeignete Vektor wurde erhalten und M13M1 benannt. Das oben beschrie-
bene Verfahren ist in Fig. 1A schematisch dargestellt.

1.b) Mutationsverfahren

[0078] Eine Mutagenese wurde unter Verwendung von ssDNA dieses Vektors und dsDNA von M13mp19 an
M13M1 durchgefiihrt (Messing et al., Nucleic Acids Res. 9, 303-321 (1988)), wobei letzterer Vektor mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und HINDIII verdaut wurde, wonach das grofie Fragment auf niedrigschmelzender
Agarose gereinigt wurde.

[0079] Eine Mutagenese wurde wie von Kramen et al., Nucleic Acids Res. 12, 9441-9456 (1984), beschrie-
ben, jedoch mit der Modifikation, dass E. coli JM105 anstelle von E. coli WK30-3 zur Auswahl von Mutanten
verwendet wurde, durchgefiihrt.

[0080] Die Lange der Oligonucleotide, die zur Schaffung der spezifischen Mutationen verwendet wurden, war
22 Nucleotide. Eine regionsspezifische Mutation, die zur Schaffung verschiedener Mutationen in einer spezifi-
schen DNA-Sequenz zu dem Zeitpunkt verwendet wurde, wurde unter Einsatz eines Oligonucleotid-Praparats
mit einer Lange von 40 Nucleotiden, wobei alle vier Nucleotide zufallig in die Stellen aufgenommen wurden,
die der/den zu mutierenden Aminosaure(n) entsprachen, durchgefiihrt.
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[0081] Nach der Mutagenese wurden potentielle Mutanten durch Sequenzanalyse unter Verwendung des Di-
deoxy-Verfahrens von Sanger, s. o., auf die relevante Mutation untersucht. Die gesamte Einzelstrangspalte
(siehe Fig. 1B) wurde sequenziert, um das Fehlen von sekundaren Mutationen zu bestatigen. Das Verfahren
ist in Fig. 1B schematisch dargestellt.

[0082] Das beschriebene Verfahren ist zur Schaffung von DNA-Fragmenten mit Mutationen in 3'-Teil des Pro-
teasen-Gens (Aminosauren 154-269) geeignet.

[0083] Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung werden erkennen, dass zur Bildung von DNA-Fragmenten mit
Mutationen im 5'-Teil des Protease-Gens in einem Bacillus-Vektor auch andere Restriktionsenzyme verwendet
werden kénnen und modifizierte PB92-Protease-Gene analog zum Verfahren von Fig. 1A gebildet werden
kénnen.

1.¢) Bildung von pM58&Eco und Subklonierung von DNA-Fragmenten, welche die Mutationen in diesem Vektor
enthalten (Fig. 1C)

[0084] Um pM58&Eco herzustellen, wurde mP58 mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut und mit T4-Liga-
se unter verdiinnten Bedingungen ligiert. Das Ligationsgemisch wurde verwendet, um B. subtilis 1-A40 (Bacil-
lus Genetic Stock Centre, Ohio, USA) gemall dem Verfahren von Spizizen et al., J. Bacteriol. 81, 741-746
(1961), zu transformieren.

[0085] Zellen aus dem Transformationsgemisch wurden auf Minimalplatten, die 20 pg/ml Neomycin enthiel-
ten, plattiert, wie es in Beispiel 1 der EP-A-0283075 beschrieben ist.

[0086] Plasmid-DNA von Transformanten wurde gemafly dem Verfahren nach Birnboim und Doly, Nucleic
Acids Res. 7, 1513-1523 (1979), isoliert und durch Restriktionsenzym-Analyse charakterisiert. Auf diese Wei-
se wurde pM588Eco isoliert (siehe Fig. 1C).

[0087] Um eine Enzym-Mutante herzustellen, wurden die DNA-Fragmente von M13M1, welche die ge-
wiinschten Mutationen aufwiesen und wie in Abschnitt 1.b. beschrieben gebildet wurden, in pM588Eco sub-
kloniert. dsDNA von M13M1 (siehe oben) wurde mit EcoRI verdaut und in die EcoRI-Stelle von pM586Eco li-
giert. Das Ligationsgemisch wurde verwendet, um B. subtilis DB104 zu transformieren, Dio, J. Bacteriol. 160,
442-444 (1984), wobei das Verfahren nach Spizizen et al., s. 0., verwendet wurde.

[0088] Zellen aus dem Transformationsgemisch wurden auf Minimalplatten, die 20 pug/ml Neocym und 0,4%
Casein enthielten, plattiert (EP-A-0283075). DNA von Transformanten produzierender Protease wurde nach
dem von Birnboim und Doly, s. 0., beschriebenen Verfahren isoliert und durch Restriktionsenzymanalyse cha-
rakterisiert.

2. Herstellung von Protease-Mutanten

[0089] Transformanten von DB104, die erwiesenerweise den Vektor mit der Protease-Gen-Mutante enthiel-
ten, wurden in 10 ml Trypton-Soja-Kulturlésung (TSB), das 10 ug/ml Neomycin enthielt, inokuliert und 24 Stun-
den lang bei 37°C inkubiert. Proben der Kultur (0,1 ml) wurden in 500 ml fassende Schiittelkolben inokuliert,
die 100 ml Proteaseproduktionsmedium enthielten: 12,5 g/l Hefeextrakt (Difco), 0,97 g/l CaCl,-6H,0, 2,25 g/l
MgCl,-6H,0, 20 mg/l MnSO,-4H,0, 1 mg/l CoCl,-6H,0, 0,5 g/l Citrat, 0,5 ml/l Schaumverhitungsmittel 5693,
6% (Gew./Vol.) Maltose, 0,2 M Phosphatpuffer pH 6,8 und 20 ug/ml Neomycin.

[0090] Nach 65-stiindiger Inkubation unter konstanter Belliftung wurde die Proteasenaktivitat der Kulturen un-
ter Verwendung von Dimethylcasein als Substrat und mithilfe des von Lin et al., J. Biol. Chem. 244, 789-793
(1969), beschriebenen Verfahrens getestet. Um gréRere reprasentative Menge von PB92 vom Wildtyp und
PB92-Protease-Mutanten herzustellen, wurden diese Stamme auch bei 37°C in bellfteten Fermentern mit ei-
nem Volumen von 10 | oder mehr gezulchtet, wobei im Wesentlichen dasselbe Produktionsmedium verwendet
wurde wie fur die Schittelkolben.

[0091] Die erhaltenen Kulturlésungen wurden zur Proteasen-Reinigung verwendet.

3. Reinigung und Konzentration einer PB92-Protease vom Wildtyp und ihrer Mutanten

[0092] Die PB92-Protease vom Wildtyp und ihre Mutante, die in Schuttelkolben oder 10 | fassenden Fermen-
tern aus Bacillus subtilis DB104 hergestellt wurden, wurden durch Kationenaustauschchromatographie unter
Verwendung von Zeta-Prep®-Scheiben oder -Patronen (PS-Typ, LKB) gereinigt. Die Fermentations-Kulturld-
sung wurde zentrifugiert (3.000 x g, 10 min), und der Uberstand wurde 10fach mit 10 mM Natriumphosphat-
puffer pH 5,5 verdiinnt und dann auf den Kationenaustauscher aufgebracht. Nach dem Waschen mit mehreren
Patronenvolumen Phosphatpuffer wurde die Protease eluiert, indem 0,4 M NaCl in den Phosphatpuffer gege-
ben wurden. Fraktionen, welche Proteasenaktivitat aufwiesen, wurden gepoolt und durch Ultrafiltration mithilfe
einer Amicon-Ruhrzelle, die mit einem PM-10-Filter ausgestattet war, konzentriert. Die NaCl-Konzentration
wurde durch Verdiinnen und Konzentrieren der Proteaseldsung mit Phosphatpuffer auf etwa 50 mM verringert,
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wonach sie bei —-80°C bei einer Proteinkonzentration von 1-10 mg/ml gelagert wurde.

[0093] Alternativ dazu wurden zum Erhalt der PB92-Protease-Mutanten aus den Kulturlésungen von Fermen-
tationen in grélerem Umfang CaCl, (1 Gew.-%) und Aceton (30 Gew.-%) zugesetzt. Nachdem die Zellmasse
abfiltriert worden war, wurde die Protease aus dem erhaltenen Filtrat ausgefallt, indem 0,2-2 Gew.-%
CaS0,-2H,0 und weiteres Aceton bis zu einer Endkonzentration von > 60 Gew.-% zugesetzt wurden. Der Nie-
derschlag wurde abfiltriert und mit Aceton bespriiht, gefolgt von einer Trocknung, wodurch rohes Enzympulver
(CEP) erhalten wurde.

4. Analysetechniken zur Uberpriifung der Reinheit von gereinigten Proteasen

[0094] Proteasen wurden als rein bezeichnet, wenn durch Elektrophorese und Hochleistungs-Gelelektropho-
rese (HPLC) eine einzelne Bande bzw. ein einzelner Peak gefunden wurde.

[0095] Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE) in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) wurde nach
Laemmli, Nature 227, 680-685 (1970), durchgefiihrt. Einer Denaturierung der Proteinproben durch SDS bei
100°C muss jedoch eine Inaktivierung der Proteasenaktivitat vorausgehen, um eine Autodegradation zu ver-
meiden. Das kann durch Inkubation mit Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (1 mM, 30 min, Raumtemperatur)
oder Fallung mit Trichloressigsaure (TCA, 8%, 30 min, auf Eis) erreicht werden. Native PAGE wurde bei pH
7,45 (Gelpuffer aus 20 mM Histidin (His) und 50 mM 3-[N-Morpholin]propansulfonsaure (MOPS)) in 5% Poly-
acrylamidgelen (Verhaltnis zwischen Acrylamid und Bisacrylamid 20 : 1) durchgefuhrt. Proteinproben wurden
auf Slab-Gele aufgetragen und in Richtung der Kathode elektrophoresiert. Derselbe His/MOPS-Puffer wurde
als Elektrophorese-(Tank-)Puffer verwendet, jedoch bei pH 6,3. Nach der Elektrophorese (1'2 bis 2 Std. bei
350 V) wurde das Gel mit 8% Essigsaure durchtrankt, um die Proteine im Gel zu fixieren, und dann mit Coo-
massie-Brillantblau R250 eingefarbt und laut Standardverfahren entfarbt.

[0096] Die Reinheitsuberpriifung durch HPLC wurde mithilfe einer Kationenaustauschsaule (MonoS-Pharma-
cia Fine Chemicals) und einer Gelfiltrationssaule (TSK 2000 SW-LKB) durchgefihrt. Erstere wurde in einem
10 mM Natriumphosphatpuffer pH 5,5 betrieben, und eine Elution der gebundenen Protease wurde unter Ver-
wendung eines linearen Gradienten von 10-300 mM Natriumphosphat pH 5,5 erhalten. Die Gelfiltrationssaule
wurde in 0,25 M Natriumacetat pH 5,5 laufen gelassen.

5. Bestimmung der Proteasekonzentration

[0097] Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in einer gereinigten Proteaseldsung wurden
i) Extinktionsmessungen bei 280 nm unter Verwendung des berechneten Extinktionskoeffizienten (g,,) und
ii) Wirkstellen-Titration eingesetzt.

[0098] Der Extinktionskoeffizient bei 280 nm wurde aus der Anzahl von Tryptophanen (g,,= 5.600 M~"-cm™)
und Tyrosinen (g,, = 1.330 M~"-cm™) pro Enzymmolekdil berechnet. Fiir die PB92-Protease wurde ¢,,= 26.100
M"-cm™ (3 Trp-, 7 Tyr-Reste), was E',* = 9,7 (M, = 26.729 Da), gemessen bei 280 nm, entsprach, verwendet.
Im Falle von Mutanten mit einer veranderten Anzahl von Trp und Tyr wurden entsprechende Korrekturen vor-
genommen.

[0099] Eine Schatzung der Anzahl an aktiven Enzymmolekilen wurde mithilfe einer Wirkstellen-Titration er-
halten. Da das weit verbreitete Verfahren mit N-Transcinnamoylimidazol (M. L. Bender et al., J. Am. Chem.
Soc. 88, 5890-5931 (1966)) fir PB92-Protease nicht zufrieden stellend funktionierte, entwickelten die Erfinder
stattdessen ein Verfahren mit PMSF. Dazu wurde eine Proteaseldsung mit einer geschatzten Enzymkonzent-
ration (von der 280-nm-Absorption) mit 0,25, 0,50, 0,75, 1,00 und 1,25 Aquivalenten von PMSF gemischt und
eine Stunde lang bei Raumtemperatur in 10 mM Natriumphosphat pH 6,5 reagieren gelassen. Die Enzymkon-
zentration muss zumindest 50 pM betragen.

[0100] Restaktivitdt wurde spektralphotometrisch unter Verwendung von Succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-pro-
lyl-L-phenylalanyl-p-nitroanilid (SAAPFpNA) als Substrat gemessen (siehe unten). Die Reinheit (und damit die
Konzentration) von PMSF wurde durch NMR-Spektroskopie bestimmt, und Stammlésungen wurden in Isopro-
panol hergestellt. Die Ergebnisse der Wirkstellen-Titration stimmten mit den Ergebnissen der Reinheitstber-
prufung durch HPLC Uberein.

6. Bestimmung von kinetischen Parametern von Proteasen vom Wildtyp und Protease-Mutanten

1°. Die Aktivitat auf Proteinsubstraten (Casein) wurde, wie in der britischen Patentbeschreibung 1.353.317
beschrieben, bei pH 10,0 gemessen (ausgedrickt in ADU = Alkaline Delft Units).

2°. Der Umsatz mit Casein als Substrat wurde in einem pH-Stat gemessen. Die Reaktionskammer des
pH-Stats (Radiometer, Kopenhagen) enthielt 10 ml 0,1 M KCI mit 50 mg Casein (Hammerstein, Merck). Pro-
tonen, die durch eine Hydrolyse von Casein durch PB92-Protease freigesetzt wurden, wurden mit 10 mM
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NaOH titriert, wahrend der pH bei 10,0 gehalten wurde (bei 40°C und unter einem Stickstoffgasstrom).

3°. Die Aktivitat auf synthetischen Peptiden wurde unter Verwendung von sAAPFpNA gemessen. Das ge-
bildete (gelbe) Paranitroanilid (pNA) wurde spektralphotometrisch bei 410 nm gemessen: g, = 8.480
M-"-cm™ (E. G. Delmar et al., Anal. Biochem. 94, 316-320 (1979), mit einem Spektrometer UVIKON 860
(KONTRON), das mit einem Thermostat-kontrollierten Zellentauscher mit sechs Positionen ausgeristet
war. Die kinetischen Parameter k_,, und K wurden aus den anfanglichen Verhaltnismessungen bei ver-
schiedenen Substratkonzentrationen (fir PB92-Protease von 0,1-6,0 mM) und Einpassen der Daten in eine
Hyperbelfunktion durch nichtlineare Regression unter Verwendung des multivariaten Sekanteniterations-
verfahrens erhalten. Die Spezifitdtskonstante k_,/K,, wurde dann berechnet. Messungen wurden bei 25 °C
in einem Endvolumen von 1 ml, das 0,1 M TRIS-HCI + 0,1 M NaCl pH 8,6 enthielt, durchgefiihrt. Das Nat-
riumchlorid war notwendig, weil in seiner Abwesenheit PB92-Protease keine nichtlineare Linewea-
ver-Burk-Diagramme aufwies, was durch Substrathemmung verursacht hatte sein kdnnen. Das Substrat
wurde zuerst in DMSO auf eine Konzentration von 200 mM geldst und dann mit 0,1 M TRIS-HCI pH 8,6
verdlnnt, was eine Stammldsung von 20 mM ergab (spektralphotometrisch bei 315 nm bestimmt; ¢, =
14.000 M~"-cm™). Fir die variierenden Konzentrationen von DMSO (0,05-3,0 Vol.-%) wurden keine Korrek-
turen vorgenommen.

7. Oxidation von PB92-Proteasen

[0101] Die Empfindlichkeit von PB92-Proteasen gegenuber Oxidation durch H,0, wurde laut dem von Estell
et al., J. Biol. Chem. 260, 6518-6521 (1985), beschriebenen Verfahren getestet, mit der Ausnahme, dass:
i) 20 mM H,0, anstelle von 100 mM verwendet wurden und
i) 20 mM mit 10 mM TAED vereinigtes Natriumperborat als zusatzliches Oxidationsmittel eingesetzt wur-
den.

8. Waschleistungstest

[0102] PB92-Protease-Mutanten wurden in einem speziell entwickelten Waschtest untersucht, bei dem
Baumwolle- und Polyester/Baumwolle-Stoffproben (5,0 x 5,0 cm, von EMPA, St. Gallen, Schweiz, Nr. 116 und
117), die mit Milch, Blut und Tinte beschmutzt waren, verwendet wurden.

[0103] Die Waschtests wurden in einem Atlas-Launderometer LEF-FC durchgefiihrt, das mit Edelstahl-Test-
behaltern ausgestattet war, die jeweils eine definierte Waschmittelzusammensetzungen plus der zu testenden
Protease (PB92-Protease-Mutanten oder PB92-Protease) enthielten. Sofern nicht anders angegeben, wurden
die Tests 30 Minuten lang bei einer gewtinschten Temperatur durchgefiihrt. Nach dem Waschen wurden die
Stoffproben luftgetrocknet, und das Reflexionsvermdgen der Stoffproben wurde bei 680 nm mit einem Photo-
volt-Photometer (Modell 577), das mit einem griinen Filter ausgestattet war, gemessen. Reflexionsdaten, die
auf den mit Waschmitteln, welche die jeweiligen PB92-Protease-Mutanten enthielten, gewaschenen Stoffpro-
ben gemessen wurden, wurden mit Reflexionsdaten einer vergleichbaren Messreihe mit Waschmitteln, die
PB92-Protease enthielten, verglichen. Die Waschleistungswerte der Protease-Mutanten wurden berechnet, in-
dem die Proteinmenge von PB92-Protease (mg) durch die Proteinmenge einer Protease-Mutante (mg), die
zum Erreichen desselben Reflexionsvermogens erforderlich war, dividiert wurde, x 100%.

BEISPIEL 1

[0104] A. Die Waschleistung verschiedener PB92-Protease-Mutanten in europaischen Pulverwaschmitteln
wurden laut dem oben beschriebenen Verfahren bestimmt.

[0105] Edelstahl-Testbehalter, die jeweils eine gegebene Menge Pulverwaschmittel IEC enthielt, das in 250
ml Wasser mit 15°d geldst war, wurden jeweils mit zwei Baumwolle- und zwei Polyester/Baumwolle-Stoffpro-
ben beladen. Die Zusammensetzung des Pulverwaschmittels IEC war wie folgt:
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Komponente Gew.-%
Unverzweigtes Natriumalkylbenzolsulfonat (mittlere 6,4
Kettenlange der Alkankette C11,5)

Ethoxylierter Talgalkohol (14 EO) 2,3
Kernseife 2,8
Natriumtripolyphosphat (STPP) 35,0
Natriumsilicat 6,0
Magnesiumsilicat 1,5
Carboxylmethylcellulose 1,0
Natriumsulfat 16,8
Natriumperborattetrahydrat 18,5
TAED 1,5
Verschiedenes + Wasser auf 100

[0106] Zu jedem Behalter wurde eine ausgewahlte gereinigte PB92-Protease-Mutante in einer Konzentration
von 0 bis 1,74 mg (gereinigter) Protease pro Liter Lauge zugesetzt. Ein Behalter wurde zum Testen von
PB92-Protease auf dieselbe Weise als Vergleich verwendet. Die Waschtests wurden bei 40°C durchgefuhrt.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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[0107] B. Der Waschleistungstest wurde bei 25°C mit demselben Waschmittel, das einige der PB92-Protea-
se-Mutanten enthielt, wiederholt. Die PB92-Protease wurde wieder als Bezug verwendet. Sonstige Testbedin-

gungen waren wie oben beschrieben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

15/35



DE 689 29 484 T2 2004.07.22

Tabelle 2
Waschleistung von PB92-Protease-Mutanten bei 25°C in Pulverwaschmittel enthaltendem STPP, bezogen auf
PB92-Protease (%)

E i Waschleistung (%) ﬁ:
i Protease i Waschmittelkonzentration in der Lauge ;
i : 4g/l 7 g/l :
:' M216S i 90 80 ﬁ:
| M216Q : 95 80 :
i N212D i 250 135 i
| 5160D | 185 120 i

[0108] C. Die Waschleistung der Proteasen wurden auch in einem europaischen Pulverwaschmittel mit
Nicht-Phosphatbleichmittel in einem Launderometer bei 25°C und 40°C bestimmt. Eine PB92-Protease wurde
wieder als Bezug verwendet. Sonstige Testbedingungen waren wie oben beschrieben. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3
Waschleistung von PB92-Protease-Mutanten bei 25°C und 40°C in einem europaischen Pulverwaschmittel mit
Nicht-Phosphatbleichmittel, bezogen auf PB92-Protease (%)

r E Waschleistung (%) E
: Protease { Waschmittelkonzentration in der Lauge :
i i 4 g/l 7 g/l 4 g/l 7 g/l i
E E Temperatur 25 °C Temperatur 40 °C E
r M2165 E 80 85 100 90 |
r M216Q : 80 80 120 100 :
: N212D : 170 105 200 75 |
i S160D :: 170 105 230 165 J
BEISPIEL 2

[0109] Die PB92-Protease-Mutante M216S wurde auf ihre Lagerstabilitat im in Beispiel 1 beschriebenen Pul-
verwaschmittel IEC getestet. Die Lagerstabilitdt wurde in Klima-Boards bei 30°C und 80 relativer Feuchte (r.
F.) untersucht. Die Protease fir diesen Versuch wurde wie folgt eingekapselt:

[0110] Ein Gemisch aus folgenden Bestandteilen wurde hergestellt (in Gew.-%): 2% gereinigte Protease,
50% nichtionisches Tensid (ethoxylierter C,,-C,s-Alkohol mit 50-80 EO-Einheiten), 5% TiO,, 3-10%
CaS0O,-2H,0 und Na,SO, auf 100%. Das Gemisch wurde auf 65-90°C erhitzt und auf Raumtemperatur abge-
kdhlt. Das erhaltene verfestigte Gemisch wurde zu Kérnchen gemahlen. Kérnchen mit einem Durchmesser
von 0,5 bis 1 mm wurden herausgesiebt und fur Lagerungstests in Waschmitteln verwendet.

[0111] 3,5 g des Pulverwaschmittels IEC, das eine M216S-Mutante in einer Konzentration von 6140 ADU/g
Waschmittel enthielt, wurde in 18 ml fassenden Phiolen gelagert. Zum Vergleich wurde PB92-Protease unter
denselben Bedingungen gelagert. Nach 2, 4, 5 und 6 Wochen wurde die Restaktivitat der Proteasen gemes-
sen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4
Restaktivitat von PB92-Protease und ihrer Mutante M216S nach Lagerung (in Wochen) bei 30°C und 80% r.
F. in einem Pulverwaschmittel

| Protease : Restaktivitit (%) |
| 1 |
i : ow 2W 4W 5W 6W i

|
i PB92-Protease : 100 25 5 3 - 5 !
| 1 !
i M2165 | 100 68 31 20 1!
L { !

BEISPIEL 3

[0112] Eine PB92-Protease und verschiedene PB92-Protease-Mutanten wurden auf ihre Lagerstabilitat in
Pulverwaschmittel getestet. Beim Lagerstabilitdtstest wurden die Proteasen in eingekapselter Form verwen-
det.

[0113] Die Protease-Produkte wurden durch Vermischen der folgenden Komponenten bei 80 °C hergestellt:

Komponente Gew.-%
AE’ 50

TiO, 2
Protease (CEP) 7

PVP” 1,5
BHT™ 1
Na,SO, Rest

"AE = C,,-C,,-Alkoholpolyethoxylat. Der Alkohol wurde mit 50-80 Ethylenoxid- (EO-) Gruppen ethoxyliert.
“"PVP = Polyvinylpyrrolidon K17
"BHT = 2,6-Bis(t-butyl)-4-methylphenol.

[0114] Dieses Gemisch wurde durch Sprihkristallisation eingekapselt, wie sie im Wesentlichen in der briti-
schen Patentbeschreibung Nr. 1.603.640 beschrieben ist. Der Kérnchenanteil mit einer Teilchengréf3e von 0,3
bis 0,8 mm wurde verwendet, um die Lagerstabilitdt der Proteasen zu bestimmen. Die verkapselte Protease
(140 mg) wurde mit ALL®-Base (6,4 g) und Natriumperborattetrahydrat (0,6 g) vermischt. [ALL ist ein eingetra-
genes Warenzeichen von Unilever N. V.) Das verwendete ALL-Basenpulver enthielt keine Enzyme oder Bleich-
mittel.

[0115] Das Enzym/Waschmittel/Natriumperborattetrahydrat-Gemisch wurde bei 30°C und 80 r. F. inkubiert. In
Tabelle 5 ist die Restaktivitat nach einer Lagerung fir den angegebenen Zeitraum angegeben.

Tabelle 5
Restaktivitat von PB92-Protease und einigen ihrer Mutanten nach Lagerung (in Wochen) bei 30°C und 80% r.
F. in einem Bleichmittel enthaltendem Pulverwaschmittel

E Protease E Restaktivitit (%) 1:
E E oW 1TW 3W 5W :
i PB92-Protease 1: 100 51 25 15 }'
IM216Q : 100 94 84 52 :
':M21 65 E 100 89 83 50 E
15160D i 100 47 20 o
1N212D i 100 59 31 19 i
BEISPIEL 4

[0116] Eine PB92-Protease und verschiedene PB92-Protease-Mutanten wurden durch das in Beispiel 3 be-
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schriebene Verfahren eingekapselt. In diesem Beispiel wurden jedoch 70 mg eingekapselte Protease mit einer
KorngréRe von 0,3 bis 0,9 mm mit 3,2 g ALL und 0,3 g Natriumperborattetrahydrat vermischt. Die Proben wur-
den bei 30°C in 18 ml fassenden Phiolen in einem Vakuumexsikkator gelagert. Wahrend der ersten drei Tage
der Lagerungsperiode wurde Vakuum angelegt (25 mmHg).

[0117] Durch Anlegen von Vakuum wurde die Wasserdampf-Transportgeschwindigkeit erhdht, so dass das
System sein Gleichgewicht bei 80% r. F. schneller erreichte als in Systemen ohne Vakuum. Die r. F. von 80%
wurde durch eine gesattigte LOsung von Kaliumbromid hergestellt.

[0118] In Tabelle 6 sind die Restaktivitaten nach der angegebenen Lagerungsperiode (in Wochen) angege-
ben.

Tabelle 6
Restaktivitat einer PB92-Protease und einiger ihrer Mutanten nach Lagerung bei 30°C und 80% r. F. in einem
Bleichmittel enthaltendem Waschmittel

i Protease E Restaktivitit (%) 1:

i i oW TW 2W 3W i

:rPB92-Protease : 100 27 22 14 i

1M216Q : 100 63 53 44 :

f M216S E 100 55 49 31 f

f S160D E 100 23 18 13 E
BEISPIEL 5

[0119] Die folgende Flissigwaschmittelzusammensetzung wurde hergestellt:

Komponente Gew.-%
unverzweigte C,,-C,;-Alkylbenzolsulfonsaure 12
C,,-Alkoholpolyethoxylat, 8 EO 13
Laurinsaure 8
Olsaure 4
Triethanolamin 6
1,2-Propandiol 6
Ethanol 5
Natriumcitrat 4
Diethylentriaminpentaessigsaure 0,3
Calciumformiat 0,12
Natriumformiat 1

Borax 1,9
NaOH, 25 Gew.-% Ldsung auf pH 11,2
Wasser Rest

[0120] Eine PB92-Protease und verschiedene PB92-Protease-Mutanten wurden zu dieser Zusammenset-
zung in einer Menge zugesetzt, um eine anfangliche Proteasenkonzentration von 0,13 Gew.-% bereitzustellen.
[0121] Die Proteasenstabilitat (in % der Restaktivitat) wurde nach Lagerung der Protease enthaltenden Zu-
sammensetzung bei 37°C fir die angegebene Anzahl von Tagen bestimmt.

[0122] Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

18/35



DE 689 29 484 T2 2004.07.22

Tabelle 7
Restaktivitat einer PB92-Protease und einigen ihrer Mutanten nach Lagerung bei 37°C in einer Flissigwasch-
mittelzusammensetzung

E Protease i Restaktivitit (%) !
E i 0T 5T "t 15T 21T ;
|PB92-Protease | 100 23 10 5 3 :
ES16OD f 100 57 30 14 8 E
iM7_1 6Q E 100 59 32 18 9 i
EM21 65 f 100 45 18 10 5 5
IN212D 100 38 14 9 4 i
BEISPIEL 6

[0123] PB92-Protease und einige ihrer Mutanten wurden wie folgt formuliert. Mit jeder Protease wurde ein Ge-
misch aus den folgenden Komponenten hergestellt:

Komponente Gew.-%
Amylogum CLS 45
Saccharose 23
Sorbitol 17
Glycerin 4
Paraffindl 3
NaH,PO, 0,5
Protease (CEP) 5,0
PVP K17 1,5
TiO, 1

[0124] Aus diesen Gemischen wurden Granulate hergestellt, im Wesentlichen nach dem in Beispiel 5 be-
schriebenen Verfahren laut dem US-Patent Nr. 4.242.219, mit den folgenden Ausnahmen: 1. Das in diesem
Beispiel beschriebene Gemisch wurde durch das oben genannte Gemisch ersetzt; 2. Offnungen mit einem
Durchmesser von 0,7 mm anstelle von 1,0 mm wurden verwendet; 3. die Kérnchen wurden nicht beschichtet.
[0125] Diese Granalien (140 mg) wurden mit ALL-Base (6,4 g) und Natriumperborattetrahydrat (0,6 g) ver-
mischt und in 36 ml fassende Phiolen gegeben.

[0126] Die Proteasenstabilitat (in % der Restaktivitat) wurde nach Lagerung der Protease enthaltenden Zu-
sammensetzung bei 30°C und 80% r. F. fur die angegebene Anzahl von Wochen bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8
Restaktivitat von Granulaten einer PB92-Protease und einigen ihrer Mutanten nach Lagerung bei 30°C und
80% r. F. in einem Waschmittel

i Protease i Restaktivitit (%) 1:
E i ow TW 3W 5W E
i PB92-Protease : 100 45 29 17 :
1M216Q | 100 93 66 45 :
i f 100 90 70 41 i

'M2165
L
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BEISPIEL 7

[0127] Spruhkristallisationsprodukte aus PB92-Protease und einigen ihrer Mutanten wurden hergestellt und
mit Waschmittel und Bleichmittel wie in Beispiel 3 beschrieben vermischt.

[0128] Die Lagerstabilitat dieser Proben (in % der Restaktivitat) wurde bei 30°C und 60/80 r. F. (abwechselnd
12 Stunden lang 50% r. F. und 12 Stunden lang 80% r. F.) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusam-
mengefasst.

Tabelle 9
Restaktivitat von Sprihkristallisationsprodukten aus PB92-Protease und einigen ihrer Mutanten nach Lage-
rung bei 30°C und 60/80% r. F.

E Protease E Restaktivitit (%) |
E i oW TW 3W 58 ;
| PB92-Protease l 100 70 34 15 i
EM216Q E 100 98 88 67 i
EM2165 E 100 93 87 48 E
15160D 100 67 35 10
IN212D i 100 75 53 26 i
BEISPIEL 8

[0129] Granalien, die PB92-Protease und einige ihrer Mutanten enthielten, wurden hergestellt und mit Wasch-
mittel und Bleichmittel wie in Beispiel 6 beschrieben vermischt.

[0130] Die Lagerstabilitat dieser Proben (in % der Restaktivitat) wurde nach Inkubation fir den angegebenen
Zeitraum bei 30°C und einer r. F., die abwechselnd 12 Stunden lang 50 r. F. und 12 Stunden lang 80% r. F.
gehalten wurde, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10
Restaktivitat von Sprihkristallisationsprodukten aus PB92-Protease und einigen ihrer Mutanten nach Lage-
rung bei 30°C und 60/80% r. F.

E Protease i Restaktivitit (%) S

E E oW TW 3W 5W E

i PB92-Protease E 100 54 39 28 5

E M216Q i 100 93 81 67 E

;i/mas ; 100 99 87 72 ;
BEISPIEL 9

[0131] PB92-Protease und einige ihrer Mutanten wurden auf ihre Lagerstabilitét in einem Bleichmittel enthal-
tendem Pulverwaschmittel bei 30°C und 80% r. F. getestet. Fur diesen Versuch wurden die Proteasen in ein-
gekapselter Form verwendet. Jede Protease wurde wie folgt eingekapselt:

[0132] Bei 80°C wurde ein Gemisch der folgenden Zusammensetzung hergestellt:
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Komponente Gew.-%
Nichtionisches Tensid’ 45

TiO, 2
Protease (CEP) 10
Na,SO, Rest

‘Nichtionisches Tensid = C,,-C,s-Alkoholpolyethoxylat (50-80 EO-Gruppen)

[0133] Das oben genannte Gemisch wurde auf Raumtemperatur abkihlen gelassen. Das verfestigte Ge-
misch wurde zu kleineren Kérnchen gemahlen. Kérnchen mit einem Durchmesser von 0,3 bis 0,8 mm wurden
herausgesiebt und flir den Lagerungsversuch verwendet.

[0134] Fur den Lagerungsversuch wurden 140 mg jeder verkapselten Protease mit 6,4 g ALL-Basen-Pulver-
waschmittel und 0,6 g Natriumperborattetrahydrat vermischt. Das ALL-Basenpulver enthielt weder Enzyme
noch Natriumperborat. Die ALL-Base/Protease/Natriumperborattetrahydrat-Gemische wurden bei 30°C und
80% r. F. inkubiert.

[0135] Nach Lagerung fur 0, 1, 2 oder 4 Wochen wurde die Proteasenstabilitat, als % der Restaktivitat, fur
jede Protease bestimmte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11
Restaktivitat einer PB92-Protease und einiger ihrer Mutanten nach Lagerung bei 30°C und 80% r. F. in einem
Bleichmittel enthaltendem Pulverwaschmittel

:' Protease E Restaktivitit (%) 1:

E : oW W 2W 4W :

| PB92-Protease : 100 61 36 12 |

E [S160D, M216Q] % 100 78 58 35 i

E [S160D, M216S] i 100 86 68 39 f
BEISPIEL 10

[0136] PB92-Protease-Mutanten wurden in einem Waschtest unter im Wesentlichen denselben Bedingungen
getestet, wie sie in Beispiel 1 beschrieben sind, mit der Ausnahme, dass im Launderometer-Behalter 0,357 g
Flissigwaschmittel der folgenden Zusammensetzung zu 250 ml Wasser mit 5 °d zugesetzt wurden:

Komponente Gew.-%
Laurinsaure 8
Olséure 4
unverzweigte C,,C,,-Alkylbenzolsulfonsdure 12
C,,;-Alkoholpolyethoxyat, 8 EO 13
Triethanolamin 6
1,2-Propandiol 6
Ethanol 5
Natriumhydroxid, 45 Gew.-% 4
Natriumcitrat 4
Wasser bis 100

(pH der Lauge 7,2)

[0137] Die Waschleistung der verschiedenen Proteasen in diesem Flissigwaschmittel wurde in einem Laun-
derometer bei 25°C 30 Minuten lang getestet. Nach dem Waschen wurde das Reflexionsvermdgen der Stoff-
proben wie in Beispiel 1 beschrieben gemessen. Die Waschleistung der Protease-Mutanten wurde wie in Bei-
spiel 1 beschrieben bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12
Waschleistung von PB92-Protease-Mutanten bei 25°C in einem Flissigwaschmittel

i Protease 3 Waschleistung iSpezifische Aktivitat, bezogen auf i
i i i PB92-Protease (%) |
5212D : + : 100 ﬁ;
1 160D ! + : 73 I
ismoc, N212D E + i 76 f
| M2165 i 0 | 40 |
1 M216Q i 0 | 37 |

0 100% = 20% Waschleistung, bezogen auf PB92-Protease (gleichbleibende Waschleistung).
+ > 120% Waschleistung, bezogen auf PB92-Protease.
— < 80% Waschleistung, bezogen auf PB92-Protease.

[0138] Die Waschleistung der verschiedenen Proteasen wurde in den im Handel erhaltlichen Flissigwasch-
mitteln TIDE®, WISK® und ARIEL® bestimmt. Die Edelstahlbehalter enthielten entweder 0,375 g TIDE in 250
ml Wasser mit 5°d, 0,375 g WISK in 250 ml Wasser mit 5°d oder 1,25 g ARIEL in 250 ml Wasser mit 15°d. Die
Waschleistung wurde bei 25°C oder 40°C bestimmt. Sonstige Bedingungen waren dieselben wie in Beispiel 1.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13
Waschleistung von PB92-Protease-Mutanten in TIDE, WISK und ARIEL bei 25°C und 40°C

E Protease i TIDE E WISK I{ ARIEL i
i : 25 °C 40 °C : 25 °C 40 °C : 40 °C :
1N212D L+ + o+ + 0 i
ES16OD i + + i + + i + |
EM216Q i + i 0 + i + i
| M2165 | NB o 1 0 0o 0 i
15160Q - - R
ES16ON E - - E - - ; 0 ;
| S160K : - - ! - . ! - ;
{ I 1 | |
1S160A - - - - - i
ES160D, M216QQ i + + i + + i + i
S160D, M2165 | S b i
EM117L, M216Q E NB - E NB . E 0 5
IM117L, M2165 E NB - E NB ; i ; S

NB nicht bestimmt

0 100 £ 20% Waschleistung, bezogen auf PB92-Protease.
+ > 120% Waschleistung, bezogen auf PB92-Protease.

- < 80% Waschleistung, bezogen auf PB92-Protease.
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BEISPIEL 11

[0139] Die Waschleistung von PB92-Protease-Mutanten wurde in einem statistischen Waschmaschinentest
im Realmalstab von TNO, Delft, Niederlande (Cleaning Techniques Research Institute) bestimmt. Die Wasch-
leistung dieser Mutanten wurde mit jener von PB92-Protease verglichen.

[0140] Alle Proteasen wurden basierend auf dem Proteingewicht (0,007 Gew.-%) in IEC-Waschmittel dosiert.
Ausgehend von der Aktivitat lieferten diese Dosierungen:

PB92-Protease 1460 ADU/g Waschmittel
M216S 679 ADU/g Waschmittel
M216Q 479 ADU/g Waschmittel
S160D 1080 ADU/g Waschmittel
N212D 1455 ADU/g Waschmittel

[0141] Mit jeder Waschmittel-Proteasenzusammensetzung wurden 8 Waschtests bei 40°C in identischen
AEG-Turnamat-Twinup-Waschmaschinen durchgefuhrt. In jeder Waschmaschine wurden 170 g Waschmittel
verwendet. Wahrend der Tests wurden die untersuchten Waschmittel so verwendet, dass jedes Pulver diesel-
be Anzahl an Waschzyklen in allen Maschinen durchlief.

[0142] Wahrend der Tests wurde normales Leitungswasser aus der Stadt Delft mit folgenden Merkmalen ver-
wendet:

Basizitat (M) 2,2 mmol/l
Harte (H) 1,6 mmol/l (9°d)
Temperatur 20°C

Schmutz- und Fleckenentfernung aus Stoffproben

[0143] Bei jedem Testdurchlauf wurden 6 Stoffproben mit drei Arten von EMPA-Verschmutzungen auf Baum-
wolle (Nr. 111, 116 und 117) zusammen mit der verschmutzten Wasche gewaschen.

[0144] Die Schmutz- und Fleckenentfernung aus den kiinstlich verschmutzten Stoffproben wurden dann be-
wertet, indem blaues Dreibereichslicht orthogonal zur Stoffprobe gesandt wurde. Die Lichtmenge, die von der
Stoffprobe wieder in einem Winkel von 45° abgegeben wurde, wurde gemessen. Laut der IEC-Ver6ffentlichung
456 wurde der Reemissionswert von Magnesiumoxid mit 100 festgelegt. Je hdher der Reemissionswert, desto
besser ist der Waschvorgang fiir eine bestimmte Art von Verschmutzung.

Beladung der Waschmaschine

[0145] Die Waschmaschinen wurden mit einer Beladung von 4,75 kg, die aus Stoffproben und durch norma-
len Haushaltsgebrauch verschmutzter Wasche bestand.

[0146] Die Wasche umfasste:

6 Stuck Geschirrtlicher

4 Stlck Unterwasche

4 Betttucher

4 Kissenbezlge.

[0147] Wenn erforderlich wurden saubere Betttlicher und Kissenbeziige dazugegeben, um die erforderliche
Beladungsmenge zu erreichen.

[0148] Bei jedem Waschvorgang wurde die Wasche sorgféaltig ausgewahlt. Jedes Stoffstlick, das fur eine der
Maschinen ausgewahlt wurde, wies ein gleich schmutziges Gegenstiick auf, das in einer der anderen Wasch-
maschinen gewaschen wurde. Auf diese Weise war die Verschmutzung bei jedem Vorgang gleich.
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Parameter des Waschvorgangs

|
ES Spiilungen mit jeweils etwa 17 Liter kaltem Wasser

EProgramm 40 °C o
iWassermenge im Hauptwaschgang 191 i
| Zeit bis zum Erreichen der Hochsttemperatur 15 min ,:
EHéchsttemperatur 43 °C i
iWaschdauer 45 min E
I:Wasserzufuhr 71 1:
ETemperatur nach der Laugenverdiinnung 30 °C i
| Abwassermenge 171 i

i

[0149] Die Mittelwerte der Reemission (V) und des Verhaltnisses (R) wurden nach 8 Waschtests bestimmt.
Die Ergebnisse der beiden unabhangigen Versuche sind in den Tabellen 14A und 14B zusammengefasst.

Tabelle 14A
Entfernung von kinstlichen Verschmutzungen

r

| Protease i— EMPA-Stoffprobe Nr. :r Gesamt E
E i 111 116 117 E E
E E—v R r Vv R :r Y, R fv R :
:FPB92-Protease : 49 1,00 : 44 1,00 :r 56 1,00 : 149 1,00 :
EM216S E 49 1,00 E 46 1,05 E 58 1,04 i 153 1,03 E
Tabelle 14B
Entfernung von kiinstlichen Verschmutzungen
i Protease E EMPA-Stoffprobe Nr. E Gesamt E
i i 111 116 117 E E
E f" Y R : Y R E v R j: % R E
:FPB92-Proteaseﬁ: 41 1,00 : 35 1,00 : 46 1,00 : 123 1,00 1:
EM216S E 40 0,96 E 33 0,94 E 42 091 E 115 0,93 3
iMzmQ i 42 1,01 : 35 0,99 i 43 0,94 i 120 0,98 E

[0150] In Tabelle 15 wurden die Verhaltnisse (R), die in statistischen Waschmaschinentests im Realmafstab
erhalten wurden, durch das entsprechende Verhéltnis (R'), das aus Waschleistungswerten in Bezug auf
PB92-Protease, die in Launderometer-Waschtests unter dhnlichen Bedingungen (10 g/l IEC, Stoffproben
EMPA 116 und 117, Waschdauer 30 min, Temperatur 40°C) berechnet wurde, dividiert.
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Tabelle 15
Korrelation zwischen einem Waschmaschinentest im Realmalfistab und einem Launderometer-Waschtest

: Protease E R/R' i
:‘ PB92-Protease E 1,00* i
i M216S : 1,18 :
E M216Q i 1,10 E
E $160D i 1,02 i
| N212D i 0,98 |

laut Definition

[0151] R/R'-Werte fur eine Protease-Mutante, die nahe bei 1,00 liegen, weisen auf eine Korrelation zwischen
Maschinentests im Realmal3stab und Launderometer-Tests hin.

BEISPIEL 12
[0152] Fig. 2A und 2B zeigen die Waschleistung von verschiedenen PB92-Protease-Mutanten in 4 g IEC/I

laut den in Beispiel 1 beschriebenen Tests und in Bezug auf eine native PB92-Protease als Funktion ihrer spe-
zifischen Aktivitat. Die Figuren im Diagramm beziehen sich auf die folgenden Protease-Mutanten:

1 PB92-Protease 11 M216P

2 M216A 12 M216T

3 M216C 13 M216W

4 M216S 14 M2161

5 M216L 15 M216G

6 M216E 16 M117L, H118D

7 M216K 17 M117L, M216Q

8 M216H 18 M117L, H118D, M216Q
9 M216N 19 M117L, M216S

10 M216Q 20 M117L, H118D, M216S
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21 M169S 31 S259K

22 M216Y 32 W235R

23 M169I1, M216S 33 H243R

24 M216-ox 34 H243R, S259K

25 N212S 35 D175N

26 N212D 36 E134K

27 $160G, N212D 37 W235R, S259K

28 L211Y 38 W235R, H243R

29 L211Y, N212S 39 S259K

30 A166D, M169I 40 T207K

41 S160N 51 S1601

42 S160G 52 S160G, M216S

43 S160P 53 S160G, M216Q

44 S160T 54 S160L

45 S$160C 55 S160Y

46 S160Q 56 S160D, M216S

47 S160D 57 G116V, S126V, P127E, S128K
48 S160K 58 G116V, S126L, P127N, S128V
49 S160R 59 G116V, S126L, P127Q, S128A
50 S160A 60 G116V, S126V, P127M

61 S126M, P127A, S128G
62 G116V, S126Y, P127G, S128L
63 G116V, S126N, P127H, S128I
64 G116V, S126H, P127Y
65 G116V, S126R, P127S, S128P
66 G116V, S126F, P127Q
67 G116V, S126G, P127Q, S128I
68 G116V, S126F, P127L, S128T
69 G116V, $126Q, P127D

[0153] Fig. 3 zeigt die Waschleistung von verschiedenen PB92-Protease-Mutanten in 7 g IEC/I laut den in
Beispiel 1 beschriebenen Tests und in Bezug auf eine native PB92-Protease als Funktion ihrer spezifischen
Aktivitat. Die Figuren im Diagramm beziehen sich auf dieselben Protease-Mutanten wie in Fig. 2A und 2B.
[0154] Alle Verodffentlichungen (einschlief3lich Patentanmeldungen), die in dieser Beschreibung erwahnt wur-
den, geben Informationen Uber das Kénnen von Fachleuten auf dem Gebiet der Erfindung, auf das sich diese
Erfindung bezieht.

[0155] Obwohl die Erfindung hierin zur Veranschaulichung in gewissem Detail erlautert und Beispiele zum
besseren Verstéandnis angefuhrt wurden, wird fiir Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung offensichtlich sein,
dass zahlreiche Veranderungen und Modifikationen daran vorgenommen werden kénnen, ohne vom Schutz-
umfang der beiliegenden Anspriiche abzuweichen.

Patentanspriiche

1. Proteasen-Mutante zur Verwendung in Waschmitteln, die zumindest 70%ige Homologie mit der Amino-
sauresequenz von PB92-Serin-Protease mit folgender Sequenz aufweist:

H,N-A-Q-S-V-P-W-G~I-S-R-V-Q-A-P-A~A~-H~N-R-G-L-T-G-S~-G-V-K=

V-A-V-L-D-T-G-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-L-G-A-5-G~S~G~S=V-5-5-I-A~Q~G-L~E—-H~A-G-N-N~G-M~H~V-A-
N-L-S-L-G-S-P-5~P~S~A-T-L-E-Q-A-V-N-§-A-T-§~R-G-V-L-V-V~A-A-S-
G-N-S-G-A-G-S-I~5~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~V-Q-S-T-Y-P-G-S-T~Y~A~S~L~N-G-
T-§-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-L-G~§~T-N-L-Y-G-S-G~L~V-N-A~E—~A-A-T-R-COOH

die sich um zumindest eine Aminosauresubstitution an einer ausgewahlten Stelle, die Position 212 in der
PB92-Protease entspricht, von Asparagin zu Asparaginsaure oder Glutaminsdure unterscheidet,
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mit in Bezug auf PB92-Protease verbesserter Waschleistung und/oder verbesserter Stabilitat.

2. Proteasen-Mutante nach Anspruch 1, worin die Substitutionen [N212D, S160G] entsprechen.

3. Proteasen-Mutante nach Anspruch 1, worin das Enzym eine PB92-Proteasen-Mutante ist.

4. Protease zur Verwendung in Waschmitteln, welche die Sequenz:

H,N-A-Q-S~-V-P-W-G-I-S-R~-V-Q-A-P-A-A-H-N-R-G-L-T-G-5-G-V-K-
v-A-V~-L-D-T7-G~I-§-T-H~-P-D-L~N-I-R-G-G-A-S-F~-V-P-G-E-P-S5-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-1-G-A-5-G-$-G-S$-V-§5-S-I-A-Q-G-L-E-W-A-G-N-N-G-M-H-V-A-
N-L-S-L-G-$S-P-S$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-V-Q-S-T-Y-P-G-S-T-Y-A-S-L-D-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-L-G-S-T-N-L-Y-G-S-G-L~-V-N-A-E-A-A-T-R-COOH.
aufweist.

5. DNA-Sequenz, die fiir eine in einem der Anspriche 1 bis 4 definierte Protease kodiert.

6. Expressionsvektor, der eine DNA-Sequenz nach Anspruch 5 umfasst.

7. Prokaryotischer Wirtsstamm, der mit einem Expressionsvektor nach Anspruch 6 transformiert ist.

8. Transformierter prokaryotischer Wirtsstamm nach Anspruch 7, worin der Wirtsstamm ein Bacillus ist.

9. Transformierter prokaryotischer Wirtsstamm nach Anspruch 8, worin der Bacillus ein alkalophiler Bacil-
lus ist.

10. Transformierter prokaryotischer Wirtsstamm nach Anspruch 9, worin der alkalophile Bacillus Bacillus
nov. spec. PB92 oder eine Mutante davon ist.

11. Transformierter prokaryotischer Wirtsstamm nach Anspruch 10, worin vor der Transformation der
Wirtsstamm zumindest im Wesentlichen unfahig war, extrazellulare Proteasen zu produzieren.

12. Verfahren zur Herstellung einer Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 4, welches Folgendes um-
fasst:
das Zuchten eines Mikroorganismus-Wirtsstamms, der mit einem Expressionsvektor transformiert ist, der eine
fur die Protease kodierende DNA-Sequenz umfasst, wodurch die Protease produziert wird; und
das Gewinnen der Protease.

13. Waschmittelzusammensetzung, die eine oder mehrere in einem der Anspriiche 1 bis 4 definierte Pro-
teasen umfasst.

14. Verwendung einer oder mehrerer in einem der Anspriiche 1 bis 4 definierter Proteasen in einer Wasch-
mittelzusammensetzung.

15. Verwendung einer oder mehrerer in einem der Anspriche 1 bis 4 definierter Proteasen in einem
Waschvorgang.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIGUR 1B
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FIGUR 1C
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FIGUR 2A
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Waschleistung in 4 g/1 IEC bezogen auf PB92-Protease (%)
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FIGUR 2B
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Waschleistung in 7 g/1 IEC bezogen auf PB92-Protease (%)
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FIGUR 4
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FIGUR 4 (Fortsetzung)
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