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Relatorio Descritvo da Patente de Invencac para
"COMPOSIGAO DETERGENTE DE LAVAGEM DE PRATOS
COMPREENDENDO VARIANTES DE PROTEASE ATIVAS SOBRE
UMA AMPLA FAIXA DE TEMPERATURAS E PROCESSO DE
LAVAGEM DE PRATOS".

[001] O presente pedido de patente reivindica prioridade para
pedido de patente provisério U.S. pendente série N° 60/831 732.

Campo da Invencdo

[002] A presente invengao prové composigdes de protease
particularmente apropriadas para aplicacdes de lavagem de pratos.

Antecedentes da Invencao

[003] Tipicamente, composigdes de lavagem de pratos industriais
e domésticas tradicionais baseiam-se em uma combinagdo de
lavagens detergentes de alta alcalinidade e alvejamento com cloro
para limpeza e sanitizagdo de louga. Tais sistemas geralmente tem um
bom desempenho sobre manchas que podem ser alvejadas.
Entretanto, eles podem ser deficientes na remocdo de sujeiras
contendo proteina que sdo frequentemente presentes sobre lougas em
lares, hospitais, cafeterias, industrias de servigo de bufé, etc. Em
adigao, composigdes contendo cloro e muito altamente alcalinas nao
sao consideradas serem amistosas para o consumidor nem para o
ambiente.

[004] Varias tentativas foram feitas para produgdc de
composi¢des de lavagem de pratos que sejam efetivas na remogao de
sujeiras de proteinas. Estas composicdes lipicamente incluem
proteases ativas sob condi¢des alcalinas (por exemplo, pH de pelo
menos 9,5). Entretanto, tais composi¢cdes tém significantes
desvantagens em que elas sao de dificil formulagac nas formas liquida
ou gel, comumente preferidas por consumidores para detergentes de

lavagem de pratos. Em adigdo, composi¢cdes de lavagem de pratos



2/63

alcalinas frequentemente sao consideradas serem irritantes.

[009] Algumas tentativas foram feitas para produzir composicoes
de lavagem de pratos de baixo pH {por exemplo, pH de menos que
9,5). Estas composigbes s&0 mais seguras, mais ambientalmente
amistosas e capazes de formulagGo em géis e formas liquidas.
Entretanto, correntes composicdes de lavagem de pratos com baixos
pHs provaram ser muito ineficazes na remog¢do de sujeiras de
proteinas, mesmo quando altas concentragcbes de enzimas (por
exemplo, proteases) sao formuladas nas composigdes de lavagem de
pratos.

[006] Assim, permanece uma necessidade na tecnica de
composi¢des de lavagem de pratos que sejam altamente efetivas na
remogao de sujeiras protéicas de louga. Em adigdo, permanece uma
necessidade de composicoes de lavagem de pratos que sejam mais
amistosa ambientalmente e para o consumidor e estejam em uma
forma que seja facil de usar e de custo efetivo.

Sumario da Invengio

[007] A presente invengdo prové proteases mutantes que exibem
propriedades aperfeicoadas para aplicagdo em detergentes de
lavagem de pratos. Em algumas concretizagdes preferidas, as
proteases mutantes tém pelo menos 70% de homologia com a
sequéncia de aminoacidos de PB92 serina protease tendo a seguinte
sequéncia de aminoacidos:H:N-
AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGISTHPDLNIRGGASFVPGEPSTQDG
NGHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVAPNAELYAVKVLGASGSGEVSSIAQGLEWAGNNGM
HVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNSGAGSISYPARYANAMAVGATD
QNNN‘IU‘LSFSQYGAGLDIVAPG%WQSTYPGSTYASLNGTSMATPHVAGAAALVKQKN
PSWSNVQiRNHLKNTATSLGSWLYGSG!:VNAEMTR@DDH (SEQ ID NO:2).

[0C08] Ainda em concretizagdes, as proteases mutantes tém pelo
menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,

pelo menos 95%, ou pelo menos 99% de homologia com SEQ ID NO:
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2. Em cada realizagao preferida aqui, a protease mutante prové
desempenho aperfeigoado de lavagem efou aperfeicoada estabilidade
comparada a protease PB92 tipo selvagem.

[009] Em algumas concretizagbes preferidas, a presente
invengao prové proteases variantes tendo desempenho aperfeigoado
de lavagem de pratos, comparadas a protease de partida. Em algumas
concretizagbes particularmente preferidas, as enzimas incluem
aquelas designadas como 049, 045, 046, 047/048, 050, 051/052, 053,
054, 055/056, 057, 058, 059, e 060, tendo as substituicdes como
mostrado na Tabela 1, aqui. Em concretizacdes adicionais, a presente
invengao prové estas enzimas tendo mutagdes adicionais (por
exemplo, substitui¢coes, insergdes e/ou supressdes).

[0010] Em algumas concretizagbes particularmente preferidas, a
presente invengao prové a enzima designada como 049, tendo a
sequéncia de aminoacidos abaixo:

AQSVPWGISR VOAPAAHNRG LTGSGVRKVAY LDTGISTHPD
LNIRGGASFYV PGEPSTQDGN GHGTHVAGTI AALNNSIGVL
GVAPNAELYA VKVLGASGSG SVSSIAQGLE WAGNNVMHVA
NLSLGLQAPS ATLEQAVNSA TSRGVLVVAA SGNSGAGSIS
YPARYANAMA VGATDQNNNR ASFSQYGAGL DIVAPGVNVQ
STYPGSTYAS LNGTSMATPH VAGAAALVKQ KNPSWSENVQI
RNHLKNTATS LGSTNLYGSG LVNAEAATR (SEQ ID NO:3)
[0011] A presente invencdo também prové novos detergentes de
lavagem de pratos enzimaticos, compreendendo um produto enzima
proteolitica que contem pelo menos uma das proteases mutantes
providas aqui.
[0012] Em concretizagdes adicionais, a presente invengao prové
composi¢gdes de lavagem de pratos compreendendo uma subtilisina
modificada, onde a dita subtilisina compreende pelo menos uma
substituicdo na sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2, onde cada
posicdo corresponde a uma posigao da sequéncia de aminoacidos da
sequéncia de aminoacidos de subtilisina BPN’, e onde as substituigdes

sao selecionadas das seguintes posi¢des: G118, 5128, P129, 5130, e
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S166.

[0013] Em algumas concretizagdes, a subtilisina modificada
compreende substituiges feitas nas seguintes posigdes: G118, S128,
P129, e S130. Em algumas concretizagdes preferidas, a subtilisina
modificada compreende a mutagcdo G118V e pelo menos uma
mutagao adicional. Em algumas concretizagbes particularmente
preferidas, as mutagdes adicionais sdo selecionadas do grupo
consistindo em S128F, S128L, S128N, S128R, S128V, P129E, P129L,
P129M, P129N, P129L, P129Q, P129S, S130A, S130K, S130P,
S130T, S130V, e S166D. Ainda em concretizagbes preferidas, a
subtilisina modificada compreende substituigbes feitas nas seguintes
posigdes S128, P129, e S130. Ainda em concretizagdes preferidas, as
substituicbes sao selecionadas do grupo consistindo em S128C,
S128R, P129Q, P129R, S130D, e S130G. Em algumas concretizagdes
particularmente preferidas, a sequéncia de aminoacidos da dita
subtilisina modificada € mostrada em SEQ ID NO: 3.

[0014] A presente invengao também prové concretizagbes
compreendendo composigdes lavagem de pratos compreendendo uma
subtilisina modificada, onde adita subtilisina compreende uma
substituicdo na sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2, onde cada
posi¢cao corresponde a uma posicao da sequéncia de aminoacidos da
sequéncia de aminoacidos de subtilisina BPN’, e onde a substituigao é
S130T.

[0015] A presente invengao também prové acido nucléico isolado
codificando uma subtilisina modificada, onde a dita subtilisina
compreende pelo menos duas substituigdes na sequéncia mostrada
em SEQ ID NO: 2, onde cada posigédo corresponde a uma posi¢ao da
sequéncia de aminoacidos da sequéncia de aminoacidos de subtilisina
BPN’, e onde as substituigbes sao selecionadas das seguintes
posicbes: G118, S128, P129, S130, e S166. Em algumas
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concretizagdes, o acido nucléico codifica subtilisinas modificadas
compreendendo substituigbes feitas nas seguintes posigbes: G118,
S128, P129, e S130. Em algumas concretizagdes preferidas, o acido
nucléico codifica subtilisinas modificadas compreendendo a mutagao
G118V e pelo menos uma mutagdo adicional. Em algumas
concretizagbes particularmente preferidas, o acido nucléico ainda
compreende mutagbes adicionais selecionadas do grupo consistindo
em S128F, S128L, S128N, S128R, S128V, P129E, P129L, P129M,
P129N, P129L, P129Q, P129S, S130A, S130K, S130P, S130T, S130V
e S166D.

[0016] Ainda em concretizagdes preferidas, o acido nucléico
codifica subtilisina modificada compreendendo substituigdes feitas nas
seguintes posi¢des S128, P129, e S130. Ainda em concretizagdes
preferidas, o acido nucléico compreende substituicdes selecionadas do
grupo consistindo em S128C, S128R, P129Q, P129R, S130D, e
S130G.

[0017] Em algumas concretizagdes particularmente preferidas, a
sequéncia de aminoacidos da subtilisina modificada é mostrada em
SEQ ID NO: 3. Em algumas concretizagbes adicionais, a presente
invengdo prové acido nucléico isolado codificando a sequéncia de
aminoacidos mostrada em SEQ ID NO: 3.

[0018] Ainda em concretizagdes adicionais, a presente invengao
prové vetores compreendendo pelo menos um acido nucléico isolado
como descrito acima. Ainda em concretizagdes, a presente invengao
prové vetores compreendendo pelo menos um do acido nucléico
isolado como mostrado acima. Ainda em concretizagdes, a presente
invengao prové células hospedeiras compreendendo pelo menos um
dos vetores descritos acima.

[0019] A presente invengdo também prové processos de lavagem

de pratos, compreendendo as etapas de: provimento de pelo menos
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uma subtilisina modificada como descritc acima e louga em
necessidade de limpeza; e contato de louga com pelo menos uma
subtilisina modificada sob condicdes efetivas para provimento de
limpeza da louga.

Descricdo das Figuras

[0020] A figura 1A mostra a construcdo do vetor mutagdo contendo
0 gene PBY92 protease.
[0021] A figura 1B prové um esguema mostrando o procedimento
de mutagado usado em algumas concretizagdes da presente invengéo.
[0022] A figura 1C mostra a construgéo de um vetor de expressao
contendo um gene PB92 protease mutante.
[0023] A figura 2 prové a sequéncia de nuclectideos do gene PB92
protease (SEQ ID NO: 1) e a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO:
2) da pré-proteina codificada, pré-proteina e proteina madura.
Descricdo da Invencao
[0024] A presente invencdo prové processos e composicoes
compreendendo pelo menos uma protease mutante para aplicagdes
de lavagem de pratos.
[0025] A menos que de outro modo indicado, a pratica da presente
invengao envolve técnicas convencionais comumente usadas em
biologia molecular, microbiologia, purificacao de proteina, engenharia
de proteina, sequenciamento de proteina e ADN, campos de ADN
recombinante, e uso e desenvolvimento de enzima industrial, todos os
quais estdo dentro do conhecimento da tecnica. Todas as patentes,
pedidos de patentes, artigos e publicacdes agui mencionados, ambos
supra e infra, sdo pelo que expressamente aqui incorporados por
referéncia.
[0026] Alem disso, os titulos aqui providos n&do sao limitacdes para
0s varios aspectos ou concretizagdes da invengaoc os quais podem

podem ter sidos por referéncia ao relatério descritive como um todo.
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Da mesma maneira, os termos definidos imediatamente abaixo sdo
mais inteiramente definidos por referéncia ao relatério descritivo como
um todo. Nao obstante, de modo a facilitar entendimento da invencgéo,
definigdes para um numero de termos sao providas abaixo.

[0027] A menos que de outro modo aqui definido, todos os termos
técnicos e cientificos aqui usados tém os mesmos significados como
comumente entendidos por aqueles versados na técnica a qual esta
invengao pertence. Por exemplo, Singleton and Sainsbury, Dictionary
of Microbiology and Molecular Biology, 2d Ed., John Wiley and Sons,
NY (1994); e Hale and Markham, The Harper Collins Dictionary of
Biology, Harper Perennial, NY (1991) provém aqueles versados na
técnica com dicionarios gerais de muitos do termos usados na
invengdo. Embora quaisquer processos e materiais similares ou
equivalentes aqueles aqui descritos encontrem uso na pratica da
presente invengdo, processos e materiais preferidos s&o aqui
descritos. Da mesma maneira, os termos definidos imediatamente
abaixo sdo mais inteiramente descritos por referéncia ao relatério
descritivo como um todo. Também, como aqui usados, os termos
singulares, "um"”, "uma"”, e "0" incluem a referéncia plural a menos que
0 contexto claramente indique de outro modo. A menos que de outro
modo indicado, acidos nucléicos sao escritos da esquerda para direita
em orientacido 5 para 3’; seqiiéncias de aminoacidos s&do escritas da
esquerda para direita em orientagdo amino para carboxi,
respectivamente. E para ser entendido que esta invengdo ndo é
limitada a particular metodologia, protocolos, e reagentes descritos, na
medida em que estes podem variar, dependendo do contexto em que
sao usados por aqueles versados na técnica.

[0028] E pretendido que toda limitagdo numérica maxima dada por
todo este relatério descritivo inclua toda limitagdo numérica inferior,

com se tais limitagdes numéricas inferiores fossem expressamente
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aqui escritas. Toda limitagdo numérica minima dada por todo este
relatorio descritivo incluira toda limitagdo numeérica superior, como se
tais limitagdes numéricas superiores fossem expressamente aqui
escritas. Toda faixa numérica dada por todo este relatério descritivo
incluira toda faixa numérica mais estreita que cai dentro de tal faixa
numérica mais ampla, como se tais faixas numéricas mais estreitas
fossem todas aqui expressamente escritas.

[0029] Como aqui usado, o termo "compativel”, significa que os
materiais de composicdo de limpeza nao reduzem a atividade
enzimatica da enzima(s) protease aqui provida em uma extensao tal
que a protease(s) ndo é/séo efetiva como desejado durante situagbes
de uso normal. Especificos materiais de composi¢do de limpeza séo
exemplificados em detalhes a seguir.

[0030] Como aqui usado, "quantidade efetiva de enzima" refere-se
a quantidade de enzima necessaria para obter a atividade enzimatica
requerida na especifica aplicagdo. Tais quantidades efetivas sao
facilmente determinadas por aqueles versados na técnica e sao
baseadas em muitos fatores, como a particular variante de enzima
usada, a aplicagdo de limpeza, a especifica composicdo da
composi¢ao de limpeza, e se uma composi¢géo liquida ou seca (por
exemplo, granular) é requerida, e similares.

[0031] Como aqui usado, "tendo propriedades aperfeicoadas”
usado em conexao com "enzimas proteoliticas mutantes”, refere-se a
enzimas proteoliticas com desempenho aperfeicoado e/ou
aperfeicoada estabilidade com desempenho retida, em relagdo a
correspondente protease tipo selvagem. Em algumas concretizagbes
particularmente preferidas, as propriedades aperfeigoadas séo
selecionadas do grupo consistindo em desempenho de lavagem de
pratos aperfeicoada e aperfeicoada estabilidade, assim como a

combinagdo de aperfeicoada estabilidade de lavagem de pratos e
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aperfeigcoada estabilidade.

[0032] Como aqui usada, a frase "estabilidade detergente” refere-
se a estabilidade de uma composicido detergente. Em algumas
concretizagbes, a estabilidade é avaliada durante o uso do detergente,
enquanto em outras concretizagdes, 0 termo refere-se a estabilidade
de uma composigao detergente durante estocagem.

[0033] O termo "estabilidade aperfeicoada" € usado para indicar
melhor estabilidade de protease(s) mutante em composigdes durante
estocagem e/ou melhor estabilidade na espuma. Em concretizagdes
preferidas, a protease(s) mutante exibe aperfeigoada estabilidade em
detergentes de cuidados de pratos durante estocagem e/ou
aperfeicoada estabilidade na espuma, que inclui estabilidade contra
agentes oxidantes, agentes sequestrantes, autdlise, tensoativos e alta
alcalinidade, em relagéo a correspondente enzima tipo selvagem.
[0034] Como aqui usada, a frase, "estabilidade a protedlise"
refere-se a habilidade de uma proteina (por exemplo, uma enzima) a
suportar protedlise. Nao é pretendido que o termo seja limitado ao uso
de qualquer particular protease para avaliar a estabilidade de uma
proteina.

[0035] Como aqui usado, "estabilidade oxidativa" refere-se a
habilidade de uma proteina funcionar sob condigdes oxidativas. Em
particular, o termo refere-se a habilidade de uma proteina funcionar na
presenga de varias concentragdes de H.-, peracidos e outros
oxidantes. Estabilidade sob varias condigbes oxidantes pode ser
medida tanto através de procedimentos-padrdo conhecidos por
aqueles versados na técnica e/ou através de processos aqui descritos.
Uma substancial mudanga em estabilidade oxidante é evidenciada por
pelo menos cerca de 5% ou maior aumento ou diminuigdo (na maioria
de concretizagdes, é preferivelmente um aumento) na meia-vida da

atividade enzimatica, comparada a atividade enzimatica presente na
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auséncia de compostos oxidantes.

[0036] Como aqui usado, "estabilidade de pH" refere-se a
habilidade de uma proteina funcionar em um particular pH. Em geral,
maioria de enzimas tem uma faixa de pH finita na qual elas
funcionardo. Em adigédo para enzimas que funcionam em pHs de faixa
média (isto &, ao redor de pH 7), existem enzimas que sao capazes de
funcionar sob condigdbes com pHs muito altos ou muito baixos.
Estabilidade em varios pHs pode ser medida através de
procedimentos-padrao conhecidos por aqueles versados na técnica
e/ou através dos processos aqui descritos. Uma substancial mudanga
em estabilidade de pH é evidenciada por pelo menos cerca de 5%
maior aumento ou diminuigdo (na maioria de realizagdo, é
preferivelmente um aumento) na meia-vida da atividade enzimatica,
comparada a atividade enzimatica no pH 6timo de enzima. Entretanto,
nao é pretendido que a presente invengao seja limitada a qualquer
nivel de estabilidade pH nem faixa de pH.

[0037] Como aqui usado, "estabilidade térmica" refere-se a
habilidade de uma proteina funcionar em uma particular temperatura.
Em geral, maioria das enzimas tem uma finita faixa de temperaturas
na qual elas funcionardo. Em adicdo a enzimas que funcionam em
temperaturas de faixa — média (por exemplo, temperatura ambiente),
existem enzimas que s&do capazes de funcionarem em temperaturas
muito altas ou muito baixas. Estabilidade térmica pode ser medida
através de procedimentos conhecidos ou através de processos aqui
descritos. Uma substancial mudanga em estabilidade térmica é
evidenciada por pelo menos cerca de 5% ou maior aumento ou
diminuigdo (na maioria de reivindicagbes, é preferivelmente um
aumento) na meia-vida da atividade catalitica de um mutante quando
exposto a dada temperatura. Entretanto, ndo é pretendido que a

presente invengédo seja limitada a qualquer nivel de estabilidade de
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temperatura nem faixa de temperatura.

[0038] Como aqui usado, o termo "estabilidade quimica" refere-se
a estabilidade de uma proteina (por exemplo, uma enzima) na diregéo
de compostos quimicos que podem afetar adversamente sua
atividade. Em algumas concretizagdes, tais compostos quimicos
incluem, mas nao sao limitados a peréxido de hidrogénio, peracidos,
detergentes anidnicos, detergentes catibnicos, detergentes nao-
idbnicos, quelantes, etc. Entretanto, ndo é pretendido que a presente
invengdo seja limitada a qualquer particular nivel de estabilidade
quimica nem faixa de estabilidade quimica.

[0039] Como aqui usados, os termos "purificado" e "isolado"

hY

referem-se a remog¢dao de contaminantes de uma amostra. Por
exemplo, uma enzima de interesse é purificada por remogédo de
proteinas contaminantes e outros compostos dentro de uma solugao
Ou preparagdo que nao sao a enzima de interesse. Em algumas
concretizagbes, enzimas recombinantes de interesse sao expressas
em células hospedeiras bacterianas ou de fungos e estas enzimas
recombinantes de interesse sao purificadas pela remogdo de outros
constituintes de célula hospedeira; a porcentagem de enzima
recombinante de polipeptideos de interesse é pelo que aumentada na
amostra.

[0040] Como aqui usado, "proteina de interesse", refere-se a uma
proteina (por exemplo, uma enzima ou "enzima de interesse") que esta
sendo analisada, identificada e/ou modificada. Proteinas ocorrendo
naturalmente, assim como recombinantes (por exemplo, mutantes)
encontram uso na presente invengao.

[0041] Como aqui usado, "proteina" refere-se a qualquer
composigao compreendida por aminoacidos e reconhecida como uma
proteina por aqueles versados na técnica. Os termos "proteina",

"peptideo” e polipeptideo sdo aqui usados intercambiavelmente. Onde
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um peptideo € uma porgcido de uma proteina, aqueles versados na
técnica entendem o uso do termo no contexto.

[0042] Como aqui usado, proteinas funcionalmente e/ou
estruturalmente similares s&o consideradas serem ‘"proteinas
relacionadas". Em algumas concretizagées, estas proteinas sao
derivadas de um diferente género e/ou espécies, incluindo diferengas
entre classes de organismos (por exemplo, uma proteina bacteriana e
uma proteina de fungo). Em algumas concretizagbes, estas proteinas
sdo derivadas de um diferente género e/ou espécie, incluindo
diferengas entre classes de organismos (por exemplo, uma enzima
bacteriana e uma enzima de fungo). Em concretizagbes adicionais,
proteinas relacionadas sdo providas das mesmas espécies.
Realmente, ndo é pretendido que a presente invengao seja limitada a
proteinas de qualquer fonte particular. Em adi¢do, o termo "proteinas
relacionadas" abrange homoélogos estruturais terciarios e homélogos
de sequéncia primaria (por exemplo, as enzimas da presente
invengdo). Ainda em concretizagbes, 0 termo abrange proteinas que
sao imunologicamente reativas-transversas.

[0043] Como aqui usado, o termo "derivado" refere-se a uma
proteina que é derivada de uma proteina por adigdo (isto é, insergéo) de
um ou mais aminoacidos para qualquer ou ambas as extremidades
terminais-C e N, substituicdo de um ou mais aminoacidos em um ou um
namero de diferentes sitios na sequéncia de aminoacidos, e/ou
supressdao de um ou mais aminoacidos em qualquer ou ambas
extremidades da proteina ou em um ou mais sitios na sequéncia de
aminoacidos, e/ou inser¢do de um ou mais aminoacidos em um ou mais
sitios na sequéncia de aminoacidos. A preparagao de um derivado de
proteina é preferivelmente obtida por modificagdo de uma sequéncia de
ADN que codifica a proteina nativa, transformag¢ao daquela sequéncia

de ADN em um hospedeiro apropriado, e expressdo da sequéncia de



13/63

ADN modificada para formar a proteina derivada.

[0044] Proteinas relacionadas (e derivadas) compreendem
"proteinas variantes". Em algumas concretizagdes preferidas,
proteinas variantes diferem de uma proteina parente e umas das
outras por um pequeno numero de residuos de aminoacidos. O
numero de residuos de aminoacidos diferentes pode ser um ou mais,
preferivelmente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, ou mais residuos
de aminoacidos. Em algumas concretizagbes preferidas, o numero de
aminoacidos diferentes entre variantes esta entre 1 e 10. Em algumas
concretizagbes particularmente preferidas, proteinas relacionadas e
particularmente proteinas variantes compreende pelo menos cerca de
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncias de aminoacidos.
Adicionalmente, uma proteina relacionada ou uma proteina variante
como aqui usada, refere-se a uma proteina que difere de uma outra
proteina relacionada ou uma proteina variante no numero de regides
proeminentes. Por exemplo, em algumas concretizagdes, proteinas
variantes tém 1, 2, 3, 4, 5, ou 10 correspondentes regides
proeminentes que diferem da proteina parente.

[0045] Varios processos sao conhecidos na técnica que sao
apropriados para geragao de variantes das enzimas protease da
presente invengao, incluindo mas nao limitado a mutagénese de
saturagédo de sitio, mutagénese de exploragdo, mutagénese de
inser¢ao, mutagénese randémica, mutagénese de sitio direcionado, e
evolugdo direcionada, assim como varias outras abordagens
recombinatoriais.

[0046] Como aqui usado, "vetor de expressao” refere-se a uma
construcdo de ADN contendo uma sequéncia de ADN que é
operavelmente ligada a uma apropriada sequéncia controle capaz de

efetuar a expressdo do ADN em um hospedeiro apropriado. Tais
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seqliéncias controles incluem um promotor para efetuar transcrigao,
uma sequéncia operadora opcional para controlar tal transcrigdo, uma
sequéncia codificando apropriados sitios de ligagédo de ribossoma
RNAmM e sequéncias que controlam término de transcrigéo e tradugéo.
O vetor pode ser um plasmideo, uma particula fago, ou simplesmente
uma potencial insergdo gendmica. Uma vez transformado em um
hospedeiro apropriado, o vetor pode replicar e funcionar
independentemente do genoma hospdeiro, ou pode, em alguns
exemplos, integrar ele proprio no genoma. No presente relatorio
descritivo, "plasmideo”, "plasmideo de expressao”, e "vetor" sao
frequentemente usados intercambiavelmente, quando o plasmideo é a
forma mais comumente usada de vetor no presente. Entretanto, a
invengdo é pretendida incluir tais outras formas de vetores de
expressdo que servem fungdes equivalentes e que sdo, ou se tornam,
conhecidos na técnica.

[0047] Em algumas concretizagdes preferidas, o gene protease é
ligado em um apropriado plasmideo de expressédo. O gene protease
clonado é entdo usado para transformar ou transfectar uma célula
hospedeira de modo a expressar o gene protease. Este plasmideo
pode replicar em hospedeiros no sentido em que ele contem os
elementos bem conhecidos necessarios para replicagao de plasmideo
ou o plasmideo pode ser desenhado para integrar no cromossoma
hospedeiro. Os elementos necessarios sdo providos para eficiente
expressao de gene (por exemplo, um promotor operavelmente ligado
ao gene de interesse). Em algumas concretizagbes, estes elementos
necessarios sao supridos como o promotor homélogo de préprio gene

7 7

se ele é reconhecido (isto é, transcrito pelo hospedeiro), e um
terminador de transcrigdo que € exdégeno ou é suprido pela regido
terminadora enddgena do gene protease. Em algumas concretizagées,

um gene de selegao tal como um gene de resisténcia a antibiético que
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permite continua manutengdo de cultura de células hospedeiras
infectadas com plasmideo através de crescimento em meios contendo
antimicrobiais também é incluido.

[0048] O seguinte processo de mutagénese de cassete pode ser
usado para facilitar a construgdo das variantes proteases da presente
invengao, embora outros processos possam ser usados.

[0049] Primeiro, como aqui descrito, um gene ocorrendo
naturalmente codificando a protease é obtido e sequenciado no todo
ou em parte. Entdo, a sequéncia é explorada para um ponto no qual é
desejado fazer uma mutagéo (supresséao, insergdo ou substituicdo) de
um ou mais aminoacidos na protease codificada. As seqiiéncias
flanqueando este ponto sdo avaliadas para a presenga de sitios de
restricdo para substituicdo de um pequeno segmento do gene com
uma reunido de oligonucleotideos que quando expressos codificardo
varios mutantes. Tais sitios de restricdo sdo preferivelmente sitios
unicos dentro de gene de proteina de modo a facilitar a substituigdo do
segmento de gene. Entretanto, qualquer sitio de restricdo conveniente
que nao seja demasiadamente redundante no gene protease pode ser
usado, contanto que os fragmentos de gene gerados por digestdo de
restricdo possam ser remontados em prépria sequéncia. Se sitios de
restricdo nao estdo presentes em localizagbes dentro de uma
conveniente distdncia a partir do ponto selecionado (de 10 a 15
nucleotideos), tais sitios sdo gerados através de substituigdo de
nucleotideos no gene em uma maneira tal que nem o quadro de leitura
nem os aminoacidos codificados sdo alterados na construgao final.
Mutagdo do gene de modo a alterar sua sequéncia para conformar a
desejada sequéncia ¢é realizada através de extenséo de iniciador M13
de acordo com processos geralmente conhecidos. A tarefa de
localizagdo de apropriadas regides flanqueantes e avaliagdo de

alteragbGes necessarias para chegar-se a duas sequéncias de sitio de
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restricdo convenientes é feita rotina através de redundancia do cédigo
geneético, um mapa de enzima de restrigdo do gene e 0 grande numero
de diferentes enzimas de restrigdo. Notar que se um conveniente sitio
de restricdo flanqueante é disponivel, 0 processo acima precisa ser
usado somente em conexao com a regiao flanqueante que néo contem
um sitio.

[0050] Uma vez o ADN ocorrendo naturalmente e/ou ADN sintético
seja clonado, os sitios de restricdo flanqueando as posi¢gbes a
sofrerem mutagdo sao digeridos com as enzimas de restrigio
cognatas e uma pluralidade de cassetes de oligonucleotideos
complementares — termini extremidades sao ligados no gene. A
mutagénese é simplificada através deste processo porque todos os
oligonucleotideos podem ser sintetizados de modo a terem os mesmos
sitios de restrigdo, e nenhum ligador sintético € necessario para
criagao de sitios de restrigao.

[0051] Como aqui usado, "correspondendo a", refere-se a um
residuo na posicdo enumerada em uma proteina ou peptideo, ou um
residuo que é analogo, homélogo, ou equivalente a um residuo
enumerado em uma proteina ou peptideo.

[0052] Como aqui usado, "regido correspondendo”, geralmente
refere-se a uma posigéo analoga ao longo de proteinas relacionadas
ou uma proteina parente.

[0053] Os termos "molécula de acido nucléico codificando”,
"sequéncia de acido nucléico codificando”, "sequéncia de ADN
codificando”, e "ADN codificando" referem-se a ordem ou sequéncia
de desoxirribonucleotideos ao longo de uma fita de acido
desoxirribonucléico. A ordem destes desoxirribonucleotideos
determina a ordem de aminoacidos ao longo de cadeia de polipeptideo
(proteina). A sequéncia de ADN assim codifica a sequéncia de

aminoacido.
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[0054] Como aqui usado, o termo "sequéncia analoga" refere-se a
uma sequéncia dentro de uma proteina que prové fungéo similar,
estrutura terciaria e/ou residuos conservados como a proteina de
interesse (isto é, tipicamente a proteina original de interesse). Por
exemplo, em regides de epitopo que contém uma hélice alfa ou uma
estrutura de folha beta, os aminoacidos de substituicdo na sequéncia
analoga preferivelmente mantém a mesma estrutura especifica. O
termo também refere-se a sequéncias de nucleotideos, assim como
sequéncias de aminoacidos. Em algumas concretizagbes, sequéncias
analogas sao desenvolvidas de modo que os aminoacidos de
substituicdo resultam em uma enzima variante mostrando uma fungéo
similar ou aperfeigopada. Em algumas concretizagdes preferidas, a
estrutura terciaria e/ou residuos conservados dos aminoacidos na
proteina de interesse estao localizados no ou préximos do segmento
ou fragmento de interesse. Assim, onde o segmento ou fragmento de
interesse contem, por exemplo, uma hélice alfa ou uma estrutura de
folha beta, os aminoacidos de substituicdo preferivelmente mantém
aquela especifica estrutura.

[0055] Como aqui usado, "proteina homdloga" refere-se a uma
proteina (por exemplo, protease) que tem ag¢do similar e/ou estrutura,
como uma proteina de interesse (por exemplo, uma protease de uma
outra fonte). Nao é pretendido que homdlogos sejam necessariamente
evolucionariamente relacionados. Assim, é pretendido que o termo
abrange a mesma enzima(s) ou similar (isto é, em termos de estrutura
e fungdo) obtida de diferentes espécies. Em algumas concretizagdes
preferidas, é desejavel identificar um homdlogo que tem uma estrutura
quaternaria, terciaria e/ou primaria similar a proteina de interesse, na
medida em que substituicido para o segmento ou fragmento na
proteina de interesse com um segmento analogo a partir do homélogo

reduzira a capacidade de interrupgdo da alteragdo. Em algumas
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concretizagdes, proteinas homodlogas induziram similar resposta(s)
imunolégica como uma proteina de interesse.

[0056] Como aqui usado, "genes homodlogos" refere-se a pelo
menos um par de genes de diferentes espécies, cujos genes
correspondem um ao outro e que séo idénticos ou muito similares um
ao outro. O termo abrange genes que s&o separados por processo
evolutivo (isto é, o desenvolvimento de novas espécies) (por exemplo,
genes ortélogos), assim como genes que foram separados por
duplicagao genética (por exemplo, genes paralogos). Estes genes
codificam "proteinas homologas”.

[0057] Como aqui usado, "ortélogo" ou "genes ortélogos" refere-se
a genes em diferentes espécies que evoluiram de um gene ancestral
comum (isto é, um gene homdlogo) através de processo evolutivo.
Tipicamente, ortélogos retém a mesma fungdo durante o curso de
evolugdo. Identificagdo de ortélogos encontra uso na previsdo
confiavel de fungdo de gene em genomas recentemente
sequenciados.

[0058] Como aqui usado, "paralogo” e "genes paralogos" refere-se
a genes que sao relacionados por duplicagao dentro de um genoma.
Enquanto ortélogos retétm a mesma fungdo através do curso de
evolugédo, paralogos evoluem novas fungdes, embora algumas fungdes
sejam frequentemente relacionadas ao original. Exemplos de genes
paralogos incluem, mas nao sao limitados a genes codificando tripsina,
quimiotripsina, elastase e trombina, que séo todos serina proteinases e
ocorrem juntos dentro das mesmas espeécies.

[0059] Como aqui usado, proteinas "tipo selvagem" e "nativa" séo
aquelas encontradas em natureza. Os termos "sequéncia tipo
selvagem”" e "gene tipo selvagem" sdo aqui usados
intercambiavelmente, para referirem-se a uma sequéncia que é nativa

ou ocorrendo naturalmente em uma célula hospedeira. Em algumas
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concretizagdes, a sequéncia tipo selvagem refere-se a uma sequéncia
de interesse que € o ponto de partida de um projeto de engenharia de
proteina. Os genes codificando a proteina ocorrendo naturalmente
podem ser obtidos de acordo com o0s processos gerais conhecidos por
aqueles versados na técnica. Os processos geralmente compreendem
sintese de sondas rotuladas tendo sequéncias putativas codificando
regides da proteina de interesse, preparagao de bibliotecas genémicas
a partir de organismos expressando a proteina, e selegao de bibliotecas
para o gene de interesse através de hibridizagdo as sondas. Clones
hibridizando positivamente sao entdo mapeados e sequenciados.

[0060] O termo "molécula de ADN recombinante"” como aqui usado
refere-se a uma molécula de ADN que é compreendida por segmentos
de ADN ligados por meio de técnicas de biologia molecular.

[0061] O termo "oligonucleotideo recombinante" refere-se a um
oligonucleotideo criado usando manipulagdes de biologia molecular,
incluindo mas nao limitado a, ligagao de duas ou mais sequéncias de
oligonucleotideos geradas por digestdo com enzima de restrigao de
uma sequéncia de polinucleotideo, a sintese de oligonucleotideos (por
exemplo, a sintese de iniciadores ou oligonucleotideos) e similares.
[0062] O grau de homologia entre sequéncias pode ser
determinado usando qualquer processo apropriado conhecido na
técnica (vide, por exemplo, Smith and Waterman, Adv. Appl. Math.,
2:482 [1981]; Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol., 48:443 [1970];
Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 [1988];
programas tais como GAP, BESTFIT, FASTA, e TFASTA no
Wisconsin Genetics Software Package (Genetics Computer Group,
Madison, W1); e Devereux et al., Nucl. Acid Res., 12:387-395 [1984]).
[0063] Por exemplo, PILEUP € um programa util para determinar
niveis de homologia de sequéncias. PILEUP cria um multiplo

alinhamento de sequéncias a partir de um grupo de sequéncias
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relacionadas usando alinhamentos em pares, progressivos. Ele
também pode obter um grafico de uma arvore mostrando as relagdes
de formagdo de cacho usadas para criar o alinhamento. PILEUP usa
uma simplificagdo do processo de alinhamento progressivo de Feng e
Doolittle, (Feng and Doolittle, J. Mol. Evol., 35:351-360 [1987]). O
processo é similar aquele descrito por Higgins and Sharp (Higgins and
Sharp, CABIOS 5:151-153 [1989]). Parametros uteis PILEUP incluem
um peso folga default de 3,00, um peso de comprimento de folga
default de 0,10, e folgas de extremidade pesadas. Um outro exemplo
de um algoritmo util € o algoritmo BLAST, descrito por Altschul et al.,
(Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:403-410, [1990]; e Karlin et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 [1993]). Um programa BLAST
particularmente util € o programa WU-BLAST-2 (Vide, Altschul et al.,
Meth. Enzymol., 266:460-480 [1996]. Parametros "W", "T" e "X"
determinam a sensitividade e velocidade do alinhamento. O programa
BLAST usa como descuido um comprimento de palavra (W) de 11, a
matriz de escore BLOSUMG62 (vide, Henikoff and Henikoff, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:10915 [1989]) alinhamento (B) de 50, expectativa
(E) de 10, M’5, N’-4, e uma comparagéo de ambas fitas.

[0064] Como aqui usado, "porcentagem (%) de identidade de
sequéncia de &acido nucléico" é definida como a porcentagem de
residuos de nucleotideos em uma sequéncia candidata que é idéntica
com os residuos de nucleotideos da sequéncia.

[0065] Como aqui usado, o "hibridizagdo" refere-se ao processo
através do qual uma fita de acido nucléico junta-se com uma fita
complementar através de emparelhamento de bases, como conhecido
na técnica.

[0066] Como aqui usada, a frase "condigdes de hibridizagdo"
refere-se as condigdes sob as quais reag¢des de hibridizagcdo sio

conduzidas. Estas condigbes s&o tipicamente classificadas por grau de
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"rigorosidade” das condigdes sob as quais hibridizagdo € medida. O
grau de rigorosidade pode ser baseado, por exemplo, na temperatura
de fusdo ™ do complexo ou sonda de ligagdo de acido nucléico. Por
exemplo, "rigorosidade maxima" tipicamente ocorre em cerca de Tm-
5T (5°abaixo de Tm da sonda); "alta rigorosidade” em cerca de 5-10°
abaixo de Tm; "rigorosidade intermediaria" em cerca de 10-20° abaixo
de Tm da sonda; e "baixa rigorosidade"” em cerca de 20-25° abaixo de
Tm. Alternativamente, ou em adigao, condi¢gdes de hibridizagido podem
ser baseadas nas condigdes de resisténcia i6nica ou sal de
hibridizagdo e/ou uma ou mais lavagens rigorosas. Por exemplo,
6xSSC = rigorosidade muito baixa; 3xSSC = rigorosidade baixa a
média; 1xSSC = rigorosidade média; e 0,5xSSC = alta rigorosidade.
Funcionalmente, condigcbes de rigorosidade maxima podem ser
usadas para identificar seqiéncias de acidos nucléicos tendo estrita
identidade ou identidade proxima de estrita com a sonda de
hibridizagao; enquanto condigdes de alta rigorosidade sao usadas para
identificar seqiiéncias de acidos nucléicos tendo cerca de 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sonda.

[0067] Para aplicag¢des requerendo alta seletividade, é tipicamente
desejavel usar-se condig¢des relativamente rigorosas para formagéao de
hibridos (por exemplo, sdo usadas condi¢gdes de sal relativamente
baixo e/ou alta temperatura).

[0068] As frases "substancialmente similar" e "substancialmente
idéntico” no contexto de pelo menos dois acidos nucléicos ou
polipeptideos tipicamente significam que um polinucleotideo ou
polipeptideo compreende uma sequéncia que tem pelo menos cerca
de 50% de identidade, mais preferivelmente pelo menos cerca de 60%
de identidade, ainda mais preferivelmente pelo menos cerca de 75%
de identidade, mais preferivelmente pelo menos cerca de 80% de

identidade, ainda mais preferivelmente pelo menos cerca de 90%,
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ainda mais preferivelmente cerca de 95%, mais preferivelmente cerca
de 97% de identidade, algumas vezes tanto quanto cerca de 98% e
cerca de 99% de identidade de sequéncia, comparada a sequéncia
referéncia (isto é, tipo selvagem). Identidade de sequéncia pode ser
determinada usando-se programas conhecidos como BLAST, ALIGN,
e CLUSTAL usando parametros padrbes (vide, por exemplo, Altschul
et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 [1990]; Henikoff et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:10915 [1989]; Karin et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA
90:5873 [1993]; e Higgins et al., Gene 73:237-244 [1988]). Software
para realizacdo de analises BLASDT é publicamente disponivel
através de National Center for Biotechnology Information. Também,
bases de dados podem ser exploradas usando FASTA (Pearson et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-2448 [1988]). Uma indicagdo de
que dois polipeptideos sao substancialmente idénticos é que o
primeiro polipeptideo seja imunologicamente reativo-cruzado com o
segundo polipeptideo. Tipicamente, polipeptideos que diferem por
substituigbes conservativas de aminoacidos s&o imunologicamente
reativos-cruzados. Assim, um polipeptideo é substancialmente idéntico
a um segundo polipeptideo, por exemplo, onde os dois peptideos
diferem somente por uma substituigdo conservativa. Uma outra
indicagdo de que duas sequéncias de acidos nucléicos sao
substancialmente idénticas é que as duas moléculas hibridizam uma a
outra sob condigdes rigorosas (por exemplo, dentro de uma faixa de
rigorosidade média para alta).

[0069] Como aqui usado, "residuos equivalentes" refere-se a
proteinas que compartilham particulares residuos de aminoacidos. Por
exemplo, residuos equivalentes podem ser identificados através de
determinagido de homologia no nivel de estrutura terciaria para uma
proteina (por exemplo, protease) cuja estrutura terciaria foi

determinada por cristalografia de raios-x. Residuos equivalentes sdo
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definidos como aqueles para os quais as coordenadas atdmicas de
dois ou mais atomos de cadeia principal de um particular residuo de
aminoacido da proteina tendo residuos equivalentes putativos e a
proteina de interesse estdo dentro de 0,13 nm e preferivelmente 0,1
nm apoés alinhamento. Alinhamento é obtido apés o melhor modelo ter
sido orientado e posicionado para render a maxima sobreposi¢ao de
coordenadas atdbmicas de atomos de proteina nao-hidrogénio das
proteinas analisadas. O modelo preferido € o modelo cristalografico
rendendo o mais baixo fator R para dados de difragdo experimental na
mais alta resolugdo disponivel, determinado usando processos
conhecidos por aqueles versados na técnica de cristalografia e
caracterizagdo/analise de proteina.

[0070] O termo "elemento regulador" como aqui usado refere-se a
um elemento genético que controla algum aspecto da expresséo de
sequéncias de acido nucléico. Por exemplo, um promotor € um
elemento regulador que facilita a iniciagdo de transcricdo de uma
regido codificante ligada operavelmente. Adicionais elementos
reguladores incluem sinais de ligagao, sinais de poliadenilagao e sinais
de término.

[0071] Como aqui usado, "células hospedeiras" sdo geralmente
hospedeiros procariéticos ou eucariéticos que sédo transformados ou
transfectados com vetores construidos usando técnicas de ADN
recombinante conhecidas. Células hospedeiras transformadas séo
capazes de replicarem vetores codificando as variantes de proteinas
ou expressarem a desejada variante de proteina. No caso de vetores
que codificam a pré- ou pré-pro-forma da variante de proteina, tais
variantes, quando expressas, sao tipicamente secretadas a partir de
célula hospedeira no meio de célula hospedeira.

[0072] O termo "introduzida" no contexto de insercdo de uma

sequéncia de acidos nucléicos em uma célula, significa transformacgéo,
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transducéo ou transfecgao. Meios de transformagao incluem, mas nao
sao limitados a, quaisquer processos apropriados conhecidos na
técnica, como transformagao de protoplasto, precipitagdo com cloreto
de calcio, eletroporacao, ADN nu, e similares, como conhecidos na
técnica. (Vide, Chang and Cohen, Mol. Gen. Genet.,, 168:111-115
[1979]; Smith et al., Appl. Env. Microbiol., 51:634 [1986]; e o artigo
revisao por Ferrari et al., em Harwood, Bacillus, Plenum Publishing
Corporation, pp. 57-72 [1989]).

[0073] O termo ‘"promotor / aperfeigoador" representa um
segmento de ADN que contem sequUéncias capazes de proverem
ambas fungdes de promotor e aperfeigoador. O aperfeigoador /
promotor pode ser "enddgeno" ou "exdgeno" ou "heterélogo”. Um
aperfeigcoador / promotor endégeno é um que é naturalmente ligado
com um dado gene no genoma. Um aperfeigoador / promotor exégeno
(heterélogo) € um que é colocado em justaposi¢do a um gene por
meio de manipulagdo genética (isto &, técnicas de biologia molecular).

[0074] A presenga de "sinais de unido" sobre um vetor de
expressao frequentemente resulta em maiores niveis de expressao do
transcrito recombinante. Sinais de unido mediam a remogéao de introns
do transcrito de ARN primario e consistem em um doador de unido e
um sitio receptor (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York
[1989], pp. 16.7-16.8).

[0075] O termo ‘"transfecgdo estavel' ou “"estavelmente
transfectado” refere-se a introdugéo e integragdo de ADN estranho no
genoma da célula transfectada. O termo "transfectante estavel” refere-
se a uma célula que integrou estavelmente ADN estranho ou exégeno
no ADN gendmico da célula transfectada.

[0076] Os termos "marcador selecionavel" ou "produto gene

selecionavel" como aqui usados referem-se ao uso de um gene que
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codifica uma atividade enzimatica que confere resisténcia a um
antibidtico ou droga para uma célula na qual o marcador selecionavel
€ expresso.

[0077] Como aqui usado, o termo "amplificagdo” e "amplificagdo
de gene" refere-se a um processo através do qual especificas
sequéncias de ADN sao desproporcionalmente replicadas de modo
que o gene amplificado torna-se presente em um maior numero de
copias do que estava inicialmente presente no genoma. Em algumas
concretizagbes, selegao de células através de crescimento na
presenga de uma droga (por exemplo, um inibidor de uma enzima que
pode ser inibida) resulta na amplificagdo de tanto o gene enddgeno
codificando o produto gene requerido para crescimento na presenga
de droga como através de amplificagdo de sequéncias exdgenas (isto
é, entrada) codificando este produto gene, ou ambas. Selegdo de
células através de crescimento na presenga de uma droga (por
exemplo, um inibidor de uma enzima que pode ser inibida) pode
resultar na amplificagdo de tanto o gene endégeno codificando o
produto gene requerido para crescimento na presenga da droga ou
através de amplificagdo de seqiiéncias exdgenas (isto é, entrada)
codificando este produto gene, ou ambas.

[0078] "Amplificacdo” é um caso especial de replicagdo de acido
nucléico envolvendo especificidade de molde. E para ser contrastada
com replicagdo de molde ndo-especifica (isto é, replicagdo que é
dependente de molde mas ndo dependente de um especifico molde).
Especificidade de molde é aqui distinguida de fidelidade de replicagéo
(isto é, sintese da propria sequéncia de polinucleotideos) e
especificidade de nucleotideo (ribo- ou desoxirribo-). Especificidade de
molde é frequentemente descrita em termos de especificidade de
"alvo". Sequéncias alvos sdo "alvos" no sentido de que elas sdo

buscadas serem classificadas fora de outro acido nucléico. Técnicas
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de amplificagdo foram projetadas primariamente para esta
classificagéo.

[0079] Como aqui usado, o termo "coamplificagdo" refere-se a
introdugdo em uma célula simples de um marcador amplificavel em
conjungdo com outras sequéncias de genes (isto é, compreendendo
um ou mais genes nao-selecionaveis tais como aqueles contidos em
um vetor de expressao) e a aplicagdo de apropriada pressao seletiva
de modo que a célula amplifique ambos, 0 marcador amplificavel e as
outras sequéncias de gene nao-selecionavel. O marcador amplificavel
pode estar fisicamente ligado as outras sequéncias gene ou
alternativamente duas pegas separadas de ADN, uma contendo o
marcador amplificavel e a outra contendo o marcador nao-
selecionavel, podem ser introduzidas na mesma célula.

[0080] Como aqui usados, os termos "marcador amplificavel",
"gene amplificavel", e "vetor de amplificagdo" referem-se a um
marcador, gene ou um vetor codificando um gene que permite a
amplificagdo deste gene sob apropriadas condi¢gdes de crescimento.
[0081] Como aqui usado, o termo "acido nucléico amplificavel"
refere-se a acidos nucléicos que podem ser amplificados através de
qualquer processo de amplificacdo. E contemplado que "acido nucléico
amplificavel" usualmente compreendera "molde amostra".

[0082] Como aqui usado, o termo "molde amostra" refere-se a
acido nucléico originando-se de uma amostra que é analisada para a
presenga de "alvo” (definido abaixo). Em contraste, "molde de fundo”" é
usado em referéncia a acido nucléico outro que ndo molde amostra
gue pode ou ndo estar presente em uma amostra. Molde de fundo é
mais frequentemente negligente. Ele pode ser o resultado de sobras
de estoque anterior, ou pode ser devido a presenga de contaminantes
de acidos nucléicos buscados serem purificados fora da amostra. Por

exemplo, acidos nucléicos de organismos outros que nao aqueles a
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serem detectados podem estar presentes como fundo em uma
amostra teste.

[0083] "Especificidade de molde" é obtida na maioria de técnicas
de amplificagdo através de escolha de enzima. Enzimas de
amplificagcdo s&o enzimas que, sob condigdes em que elas sédo
usadas, processarao somente sequéncias especificas de acido
nucléico em uma mistura heterogénea de acidos nucléicos. Por
exemplo, no caso de Qp replicase, ARN MDV-1 & o molde especifico
para a replicase (vide, por exemplo, Kacian et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 69:3038 [1972]). Outros acidos nucléicos nao sao replicados
por esta enzima de amplificagdo. Similarmente, no caso de T7 RNA
polimerase, esta enzima de amplificagdo tem uma especificidade
rigorosa para seus proprios promotores (vide, Chamberlin et al.,
Nature 228:227 [1970]). No caso de T4 DNA ligase, a enzima nao
ligara os dois oligonucleotideos ou polinucleotideos, onde existe um
desemparelhamento entre o0 substrato oligonucleotideo ou
polinucleotideo e o molde na jungao de ligagao (vide, Wu and Wallace,
Genomics 4:560 [1989]). Finalmente, Taq e Pfu polimerases, em
virtude de sua habilidade para funcionar em alta temperatura, séo
verificadas mostrarem alta especificidade para as seqiiéncias ligadas e
assim definidas pelos iniciadores; a alta temperatura resulta em
condigdes termodinamicas que favorecem hibridizagdo de iniciador
com as seqiuéncias alvos e nao hibridizagdo com sequéncias nao-
alvos.

[0084] Como aqui usado, o termo "iniciador" refere-se a um
oligonucleotideo, se ocorrendo naturalmente como em uma digestao
de restricdo purificada ou produzido sinteticamente, que é capaz de
atuar como um ponto de iniciagdo de sintese quando colocado sob
condigbes nas quais sintese de um produto de extensdo de iniciador

que é complementar a uma fita de acido nucléico é induzida (isto é, na
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presenga de nucleotideos e um agente de indugdo tal como ADN
polimerase e em uma temperatura e pH apropriados). O iniciador é
preferivelmente de fita simples para maxima eficiéncia em
amplificagdo, mas alternativamente pode ser de fita dupla. Se de fita
dupla, o iniciador € primeiro tratado para separagao de suas fitas antes
de ser wusado para preparagao de produtos de extensdo.
Preferivelmente, o iniciador € um oligodesoxirribonucleotideo. O
iniciador tem de ser suficientemente longo para iniciar a sintese de
produtos de extensédo na presenga do agente de indugido. Os exatos
comprimentos dos iniciadores dependem de muitos fatores, incluindo
temperatura, fonte de iniciador e 0 uso do processo.

[0085] Como aqui usado, o termo "sonda" refere-se a um
oligonucleotideo (isto é, uma sequéncia de nucleotideos), se
ocorrendo naturalmente como em uma digestao de restrigdo purificada
ou produzida sinteticamente, recombinantemente ou através de
amplificacdo de PCR, que é capaz de hibridizagdo a um outro
oligonucleotideo de interesse. Uma sonda pode ser de fita simples ou
fita dupla. Sondas s&o Uteis na detecgédo, identificagdo e isolamento de
particulares seqiiéncias de gene. E contemplado que qualquer sonda
usada na presente invengdo sera rotulada com qualquer "molécula
repérter”, de modo que seja detectavel em qualquer sistema de
detecgao, incluindo, mas nao limitado a enzima (por exemplo, ELISA,
assim como ensaios histoquimicos baseados em enzima), sistemas
fluorescentes, radioativos e luminescentes. Ndo é pretendido que a
presente invengdo seja limitada a qualquer particular sistema de
detecgao ou rétulo.

[0086] Como aqui usado, o termo "alvo", quando usado em
referéncia a processos de amplificagdo (por exemplo, a reagdo de
cadeia polimerase), refere-se a regido de acido nucléico ligada pelos

iniciadores usados para reagao de cadeia polimerase. Assim, o "alvo"
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é buscado ser classificado a partir de outras sequiéncias de acidos
nucléicos. Um "segmento” é definidko como uma regido de acido
nucléico dentro de sequéncia-alvo.

[0087] Como aqui usado, o termo "reagdo de cadeia polimerase”
("PCR") refere-se aos processos de patentes US 4 683 195, 4 683 202
e 4 965 188, aqui incorporadas por referéncia,que incluem processos
para aumento de concentragdo de um segmento de uma sequéncia-
alvo em uma mistura de ADN gendémico sem clonagem ou purificagéo.
Este processo para amplificagdo de sequéncia-alvo consiste na
introdugdo de um grande excesso de dois iniciadores
oligonucleotideos para a mistura de ADN contendo a desejada
sequéncia-alvo, seguida por uma precisa sequéncia de ciclizagdo
térmica na presenga de uma ADN polimerase. Os dois iniciadores séo
complementares para suas respectivas fitas da sequéncia-alvo de fita
dupla. Para efetuar amplificagdo, a mistura é desnaturada e os
iniciadores entdo anelados a suas sequéncias complementares dentro
da molécula alvo. Seguindo anelamento, os iniciadores séo estendidos
com uma polimerase de modo a formarem um novo par de fitas
complementares. As etapas de desnaturagdo, anelamento de iniciador
e extensdo de polimerase podem ser repetidas muitas vezes (isto é,
desnaturagédo, anelamento e extensao constituem um "ciclo"; podem
existir numerosos "ciclos") para obter uma alta concentragdo de um
segmento amplificado da desejada sequéncia-alvo. O comprimento do
segmento amplificado da desejada sequéncia-alvo é determinado
pelas relativas posi¢gdes dos iniciadores com relagdo uns aos outros, e
por isso, este comprimento € um parametro controlavel. Em virtude do
aspecto de repeticido do processo, 0 método é referido como a "reagdo
de cadeia polimerase" (daqui por diante "PCR"). Devido os desejados
segmentos amplificados da sequéncia-alvo tornarem-se as sequéncias

predominantes (em termos de concentrag&o) na mistura, eles sao ditos
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serem "amplificados por PCR".

[0088] Como aqui usado, o termo "reagentes de amplificagao”
refere-se aqueles reagentes (desoxirribonucleotideos trifosfatos,
tampao, etc.), necessarios para amplificagdo exceto para iniciadores,
molde acido nucléico e a enzima de amplificagdo. Tipicamente,
reagentes de amplificagdo juntos com outros componentes de reagao
sdo colocados e contidos em um vaso de reagéo (tubo de ensaio,
micro-cavidade, etc.).

[0089] Com PCR, é possivel amplificar uma cépia simples de uma
especifica sequéncia-alvo em ADN gendmico para um nivel detectavel
através de varias diferentes metodologias (por exemplo, hibridizagao
com uma sonda rotulada; incorporagdo de iniciadores biotinilados
seguida por detecgao de conjugado de avidina — enzima; incorporagao
de trifosfatos de desoxinucleotideos marcados com 32P, tais como
dCTP ou dATP, no segmento amplificado). Em adigdo a ADN
gendmico, qualquer sequéncia de oligonucleotideo ou polinucleotideo
pode ser amplificada com o apropriado conjunto de moléculas
iniciadoras. Em particular, os segmentos amplificados criados pelo
préprio processo de PCR sao, eles préprios, moldes eficientes para
subseqiientes amplificagdes PCR.

[0090] Como aqui usados, os termos "produto de PCR",
"fragmento de PCR", e "produto de amplificagdo” referem-se a
resultante mistura de compostos apds dois ou mais ciclos das etapas
de PCR de desnaturagédo, anelamento e extensdo serem completas.
Estes termos abrangem o caso onde houve amplificagdo de um ou
mais segmentos de uma ou mais sequéncias alvos.

[0091] Como aqui usados, os termos "endonucleases de restrigao"
e "enzimas de restricdo" referem-se a enzimas bacteriais, cada uma
das quais corta ADN de fita dupla na ou préximo de uma especifica

sequéncia de nucleotideos.
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[0092] Como aqui usado, "propriedade de superficie” é usada em
referéncia a uma carga eletrostatica, assim como propriedades tais
como hidrofobicidade e/ou hidrofilicidade exibida pela superficie de
uma proteina.

[0093] Como aqui usados, os termos "composigao detergente” e
"formulagédo detegente"” sdo usados em referéncia a misturas que sao
pretendidas para uso em um meio de lavagem para a limpeza de
objetos sujos. Em concretizagbes preferidas, o termo é usado em
referéncia a detergentes usados para limpar pratos, cutelaria, etc. (por
exemplo, "detergentes de lavagem de pratos”). Nao é pretendido que a
presente invengdo seja limitada a qualquer particular formulagdo ou
composi¢cado detergente. Realmente, é pretendido que em adigédo a
detergentes que contém pelo menos uma protease da invengado, o
termo relacione detergentes que contém tensoativos, transferase(s),
enzimas hidroliticas, 6xido redutases, builders, agentes alvejantes,
ativadores alvejantes, agentes azulantes e corantes fluorescentes,
inibidores de formagao de torta, agentes de mascaramento, ativadores
de enzima, antioxidantes, e solubilizantes.

[0094] Como aqui usado, "composi¢do de lavagem de pratos”
refere-se a todas as formas de composi¢des para limpeza de lougas,
incluindo cutelaria, incluindo mas nao limitado a formas granulares e
liquidas. Nao é pretendido que a presente invengao seja limitada a
qualquer particular tipo ou composicdo de lavagem de pratos.
Realmente, a presente invengdo encontra uso em limpeza de louga
(por exemplo, pratos, incluindo, mas nao limitado a bandejas, copos,
tacgas, tigelas, etc) e cutelaria (por exemplo, utensilios, incluindo mas
nao limitado a colheres, facas, garfos, utensilios de refeigéo, etc.) de
qualquer material, incluindo mas nao limitado a ceramicas, plasticos,
metais, china, vidro, acrilicos, etc. O termo "louga" é aqui usado com

referéncia a ambos, pratos e cutelaria.
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[0095] Como aqui usado, "desempenho de lavagem" de protease
mutante refere-se a contribuicdo de uma enzima protease mutante
para lavagem de pratos que prové adicional desempenho de limpeza
ao detergente sem a adigado da protease mutante a composigao.
Desempenho de lavagem €& comparada sob relevantes condi¢gbes de
lavagem.

[0096] O termo "relevantes condigbes de lavagem” € aqui usado
para indicar as condigdes, particularmente temperatura de lavagem,
tempo, mecénicas de lavagem, concentragdo de espuma, tipo de
detergente e dureza de agua, realmente usados em lares em um
segmento de mercado de detergente de prato.

[0097] O termo "desempenho aperfeigoado de lavagem” é usado
para indicar que um melhor resultado final é obtido em remogdo de
mancha de louga e/ou cutelaria sob relevantes condigdes de lavagem,
ou que menos protease mutante, em uma base em peso, € necessaria
para obter o mesmo resultado final em relagdo a correspondente
enzima tipo selvagem.

[0098] O termo "desempenho de lavagem retida" é usado para
indicar que o desempenho de lavagem de uma enzima protease
mutante, em uma base em peso, é pelo menos 80% em relagédo a
correspondente enzima protease tipo selvagem sob relevantes
condi¢Oes de lavagem.

[0099] Desempenho de lavagem de proteases é
convenientemente medido através de sua habilidade para remover
certas manchas representativas sob apropriadas condigdes de testes.
Nestes sistemas de teste, outros fatores relevantes, tais como
composigao detergente, concentragdo de espuma, dureza de agua,
mecéanicas de lavagem, tempo, pH, e/ou temperatura, podem ser
controlados de modo que condigdes tipicas para aplicagdo doméstica

em um certo segmento de mercado sejam imitadas. O sistema de
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teste de aplicagao de laboratério aqui descrito é representativo para
aplicagao domeéstica quando usado sobre enzimas proteoliticas
modificadas através de mutagénese de ADN. Assim, 0os processos
aqui providos facilitam o teste de grandes quantidades de diferentes
enzimas e a selegdo daquelas enzimas que sao particularmente
apropriadas para um especifico tipo de aplicagdo detergente. Desta
maneira, enzimas "fabricadas talhadas" para especificas condigées de
aplicagao sao facilmente selecionadas.

[00100] Como aqui usado, o termo "desinfetante" refere-se a
remogdo de contaminantes a partir de superficies, assim como a
inibicdo ou morte de microbios sobre as superficies de itens. Nao é
pretendido que a presente invengéo seja limitada a qualquer superficie
particular, item, ou contaminante(s) ou micrébios a serem removidos.
[00101] Algumas serina proteases bacterianas sdo referidas como
"subtilisinas”. Subtilisinas compreendem as serina proteases de
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens ("subtilisina BPN"), e
Bacillus licheniformis ("subtilisina Carlsberg") (Vide, por exemplo,
Markalnd and Smith, em Boyer (ed.), Enzymes, The (Boyer, ed.) vol. 3,
pp. 561-608, Academic Press, New York, [1971]). Cepas de Bacillus
como cepas Bacillus alcalofilicas produzem outras proteases.
Exemplos da ultima categoria incluem serinas proteases tais como
MAXACAL protease (também aqui referida como "PB92 protease”,
isolada de Bacillus nov. spec. PB92), SAVINASE® protease. Adicional
protease, inclui mas nao é limitada a PROPERASE® protease.

[00102] As sequéncias de aminoacidos (SEQ ID NO:2) e ADN (SEQ
ID NO: 1) da protease PB92 sdo mostradas na figura 2. A protease
madura consiste em 269 aminoacidos, com um peso molecular de
cerca de 27 000 Daltons, e um ponto isoelétrico na faixa altamente
alcalina. A atividade de PB92 protease sobre substrato proteina é
expressa em Unidades Delft Alcalina (ADU). A atividade em ADU é
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determinada de acordo com o processo descrito no relatério descritivo
de patente Britanica N* 1 353 317 exceto que o pH foi alterado de 8,5
para 10,0. PB92 protease purificada tem uma atividade de 21 000 ADU
por mg. O numero de quantidade metabolizada (*cat) medido sobre
caseina é 90 s'mol™.

[00103] A atividade especifica de preparagbes purificadas de
subtilisina Carlsberg (Vide, Delange and Smith, J. Biol. Chem.,
243:2184 [1968]), totaliza 10 000 ADU/mg e de subtilisina BPN’
(Matsubara et al., J. Biol. Chem., 240:1125 [1965]) a 7000 ADU/mg.
Além dos parametros mencionados acima tais como atividade
especifica e numero de quantidade metabolizada (.. PB92 se
distingue de proteases como subtilisina Carlsberg, subtilisan BPN’ e
outras proteases formuladas em detergentes (por exemplo,
MAXATASE® e ALCALASE) tendo uma carga positiva alta, que pode
ser visualizada por eletroforse em gel da proteina nativa.

[00104] Uma vez que a PB92 protease é ativa em remogao de
mancha em valores de pH alcalinos, ela € comumente usada como um
aditivo detergente, junto com ingredientes detergentes tais como
tensoativos, builders e agentes oxidantes. Os ultimos agentes s&o
principalmente usados em forma pulverizada. PB92 protease tem uma
alta eficiéncia de remogdo de mancha comparada a outras proteases,
tais como as subtilisinas mencionadas anteriormente. Isto significa que
menos PB92 protease € necessaria para obter o mesmo desempenho
de lavagem. Sensitividade a oxidagdo é uma importante desvantagem
da PB92 protease e todas as outras serina proteases usadas para
aplicagdo em detergentes (vide, por exemplo, Stauffer et al., J. Biol.
Chem., 244:5333-5338 [1969]; e Estell et al., J. Biol. Chem., 263:6518-
6521 [1985]). Oxidagdo de PB92 protease por H,», ou peracidos
gerados pelo sistema ativador, contendo perborato-tetraidrato e TAED,

cria uma enzima com uma especifica atividade de 50% e 10%,
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respectivamente, sobre ADU/mg, comparada a PB92 protease néao-
oxidada.

[00105] A presente invengao prové processos e composi¢goes para
a producgio, separagao e sele¢ao de enzimas proteoliticas mutantes
derivadas de serina proteases bacterianas produzidas naturalmente.
Tais mutantes sdo, por exemplo, aqueles codificados por um gene
derivado de um gene tipo selvagem de uma cepa Bacillus alcalofilica.
Em concretizagdes mais preferidas, a cepa é PB92.

[00106] Entretanto, mutantes derivados da serina protease de
Bacillus alcalofilica SAVINASE® sdo apropriados. A presente invengado
também encontra uso na selegdo de proteases modificadas derivadas
de proteases outras que nao as serina proteases de cepas de Bacillus
alcalofilicas PB92. Por exemplo, os genes codificando as serina
proteases de Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, e Bacillus
licheniformis séo conhecidas e podem ser usadas como alvos para
mutagénese. Entretanto, ndo é pretendido que a presente invengao
seja limitada a quaisquer processos particulares, quando qualquer
processo de mutagénese apropriado encontra uso na presente
invengao, incluindo mas nao limitado a mutagénese direcionada a sitio
auxiliada por oligonucleotideo, ou mutagénese randémica direciona a
sitio.

[00107] Em algumas concretizagbes preferidas, os processos para
selecdo de enzimas proteoliticas mutantes providos pela presente
invengéo, incluindo produgao e selegdo, compreendem as seguintes
etapas: mutagénese de um gene clonado codificando uma enzima
proteolitica de interesse ou um seu fragmento; isolamento de gene ou
genes protease mutante obtido; introdugdo do dito gene ou genes de
protease mutantes, preferivelmente sobre um apropriado vetor, em
uma apropriada cepa hospedeira para expressido e produgao;

recuperagao de protease mutante produzida; e identificagdo daquelas
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proteases mutantes tendo aperfeigoadas propriedades para aplicagdo
em detergentes.

[00108] Apropriadas cepas hospedeiras para produgido de
proteases mutantes incluem microorganismos transformaveis nos
quais expressao da protease pode ser obtida. Especificamente cepas
hospedeiras das mesmas espécies ou géneros das quais a protease é
derivada, s&o apropriadas, tais como uma cepa Bacillus,
preferivelmente uma cepa Bacillus alcalofilica e mais preferivelmente
Bacillus nov. spec. PB92 ou seu mutante, tendo substancialmente as
mesmas propriedades. Também, cepas B. subtilis, B. licheniformis e B.
amyloliquefaciens estdo entre as cepas preferidas. Outras apropriadas
e preferidas cepas hospedeiras incluem aquelas cepas que séo
substancialmente incapazes de produzirem enzimas proteoliticas
extracelulares antes da transformagido com um gene mutante. De
particular interesse sdo cepas hospedeiras Bacillus deficientes de
protease, tal como um derivado deficiente de protease de Bacillus nov.
spec. PB92. Expressdao das proteases é obtida usando sinais de
expressao que funcionam no organismo hospedeiro selecionado.
Sinais de expressdo incluem sequéncias de ADN regulando
transcrigdo e tradugao dos genes protease. Vetores proprios sao
capazes de replicagdo em numeros de copias suficientemente altos na
cepa hospedeira de escolha ou permitirem estavel manutengdo do
gene protease na cepa hospedeira através de integragao
cromossomica.

[00109] As enzimas proteoliticas mutantes de acordo com a
invengao sao preparadas através de cultura, sob apropriadas
condigdes de fermentagdo, de uma cepa hospedeira transformada
compreendendo o desejado gene ou genes proteoliticos mutantes, e
recuperando as enzimas produzidas.

[00110] Preferivelmente, as proteases sendo expressas sao
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selecionadas no meio de cultura, o que facilita sua recuperagao, ou no
caso de cepa hospedeiras bacterianas gram negativas no espago
periplasmico. Para secre¢ao uma apropriada sequéncia sinal terminal
amino € empregada, preferivelmente a sequéncia sinal codificada pelo
gene original se este é funcional na cepa hospedeira de escolha.
[00111] Em algumas concretizagbes, as propriedades das
proteases detergentes ocorrendo naturalmente ou de mutagao natural
sdo aperfeicoadas através de introdugdo de uma variedade de
mutagdées na enzima. Para a maior parte, as mutagbes sao
substituigdes, tanto conservativas como nao-conservativas, embora
supressdées e insergbes também encontrem uso em algumas
concretizagdes.
[00112] Para substituigcbes conservativas a seguinte tabela encontra
uso:

Alifatico

Neutro

N&o-polar (G,A,P,L I, V)

Polar (C,M, S, T, N, Q)

Carregado

Anibnico (D, E)

Catiodnico (K, R)

Aromatico(F, H, W, Y)

onde qualquer aminoacido pode estar substituido com
outro amino acido na mesma categoria, particulamente na mesma
linhagem. Em adi¢gdo, os aminoacidos polares N, Q podem substituir
ou serem substituidos pelos aminoacidos carregados. Para os
propésitos da presente invengao, substituicbes resultando em
aumentado carater anibnico da protease, particularmente em sitios
nao diretamente envolvidos com o sitio ativo sdo de particular

interesse.
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[00113] Regides de particular interesse para mutagao sao aqueles
aminoacidos dentro de uma distancia de 4 angstrons a partir da
molécula inibidora Eglin C, quando Eglin C esta ligada ao sitio ativo.
[00114] A seguinte numeragao € baseada em PB92 protease, mas
as consideragbes sao relevantes para outras serinas proteases tendo
uma estrutura substancialmente homologa, particularmente aquelas
tendo mais que cerca de 70% de homologia, mais particularmente
tendo mais que cerca de 90% de homologia. Posi¢des de particular
interesse incluem 32, 33, 48-54, 58-62, 94-107, 116, 123-133, 150,
152-156, 158-161, 164, 169, 175-186, 197, 198, 203-216 (humeragao
PB92), quando maior parte destas posi¢des sao disponiveis para
direta interagdo com um substrato protéico. Usualmente, os
aminoacidos em posigdes 32, 62, 153 e 215 nao s&o substituidos, uma
vez que mutagdes nestes sitios tendem a degradar desempenho de
lavagem. Em algumas concretizagbes particularmente preferidas,
mutagdes sdo feitas em posigbes 116, 126, 127, e 128 (numeragdo
PB92). Em concretizagbes alternativas, uma adicional mutagao é feita
na posig¢ao 160.

[00115] Ainda em concretizagbes, posigdes para substituicdo de
particular interesse incluem 60, 94, 97-102, 105, 116, 123-128, 150,
152, 160, 183, 203, 211, 212, 213, 214 e 216 (humeragdo PB92). Em
algumas posi¢des, a substituicido altera um aminoacido instavel (por
exemplo, metionina) para um amino acido mais estavel oxidantemente
(por exemplo, treonina), enquanto mantendo a conformagdo genérica
e volume do aminoacido naquele sitio. Em algumas outras
concretizagbes, substituicdo de aminoacido natural com quase
qualquer outro aminoacido, resultados aperfeicoados sao obtidos,
particularmente em substituigdbes nas quais o0s aminoacidos
hidroxilados E e/ou T, sdo substituidos com um aminoacido polar ou

nao-polar, ou mesmo um aminoacido aromatico.
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[00116] Em algumas concretizagdes mais preferidas, substituigdes
incluem (numeragéo PB92):

G116l,V, L

S126 qualquer aminoacido P127 qualquer aminoacido
S128 qualquer aminoacido

S160 anidnico ou neutro alifatico ou R

A166 carregado, particularmente aniénico

M169 neutro alifatico, preferivelmente nao-polar

N212 anibnico

M216 alifatico polar, particularmente S, T, N, Q
[00117]  Surpreendentemente, embora muitas das mutagdes tenham
resultado em menor atividade especifica da protease com substratos
comuns, desempenho de lavagem foi comparavel a ou aperfeigoada
em relagdo a enzima natural e em muitos casos estabilidade de
estocagem foi aperfeigoada. Em adigédo, o desempenho de lavagem de
algumas das proteases mutantes PB92 como comparadas a protease
PB92 nativa foi verificada ser de cerca de 120 a cerca de 180 por
cento. Assim, a presente invengao prové proteases variantes com
desempenho muito aperfeigoada, comparadas a protease nativa.
[00118] Em algumas concretizagbes, varias mutagbes sao
combinadas, de modo a aumentar a estabilidade de uma protease em
composi¢gdes detergentes. Varias mutagbes que influenciam
positivamente a lavagem da mesma protease podem ser combinadas
em um unico gene protease mutante permitindo produgado de
proteases possivelmente ainda mesmo aperfeigoadas (por exemplo,
S126M, P127A, S128G, S160D, e G116V, S126N, P127S,
S128A,S160D; numeragdo PB92). Adicionais mutantes protease sdo
providos através de combinagdo de boas propriedades de
desempenho de lavagem de, por exemplo, G116V e S160D com as

propriedades de estabilidade de outras mutagdes (numeragao PB92).
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[00119] Mutantes uteis também s&o providos por combinagao de
quaisquer das mutagdes ou conjuntos de mutagdes aqui descritos. Em
adicionais concretizagdes, mutagdes Uteis especificamente providas
sdo combinadas com mutagbes em outros sitios. Em algumas
concretizagbes, estas combinagdes resultam em substanciais
mudangas nas propriedades das enzimas, enquanto em outras
concretizagles, as alteragbes sao0 menos substanciais.

[00120] A invengao também compreende o uso de uma ou mais
enzimas proteoliticas mutantes, como aqui definidas, em
composigao(bes) detergente e/ou processo(s) de lavagem.
Finalmente, sera claro que supressdes ou insergdes dos aminoacidos
na cadeia de polipeptideo protease, tanto criado artificialmente por
mutagénese como ocorrendo naturalmente em proteases homélogas a
protease PB92, a numeragdo dos aminoacidos pode mudar.
Entretanto, é para ser entendido que posigbes homologas a posigdes
de aminoacidos de PB92 protease cairdo sob 0 escopo das
reivindicagdes.

Experimental

[00121] Os seguintes exemplos sdo providos de modo a
demonstrarem e ainda ilustrarem certas concretizagdes preferidas e
aspectos da presente invengdo e nao sao para serem construidos
como limitantes de seu escopo.

[00122] Na exposi¢cao experimental que segue, sao aplicadas as
seguintes abreviaturas: T (graus Celsius); rpm (ro tagdes por minuto);
H.- (4gua); HCI (acido cloridrico); aa (aminoacido); bp (par de bases);
kb (par de kilobase); kD (quiloDalton); gm (gramas); ug e ug
(micrograma); mg (miligrama); ng (nanograma); uL e uL (microlitro);
mL (mililitro); mm (milimetro); nm (nandémetro); um e um (micrometro);
M (molar); mM (milimolar); yM e uM (micromolar); U (unidade); V (volt);

MW (peso molecular); sec (segundo); min (minuto); hr (hora); MgCl,
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(cloreto de magnésio); NaCl (cloreto de sddio); OD.g, (densidade 6tica
em 280 nM); ODgqo (densidade 6tica em 600 nM); PAGE (eletroforese
em gel de poliacrilamida); EtOH (etanol); PBS (solugdo salina
tamponada com fosfato [NaCl 150 mM, tampao fosfato de sédio 10
mM, pH 7,2]); SDS (dodecil sulfato de sédio); Tris ((tris(hidroximetil)
amino metano); TAED (N,N,N’,N’-tetraacetil etileno diamina); w/v (peso
por volume); v/v (volume por volume); MS (espectroscopia de massa);
TIGR (The Institute for Genomic Research, Rockville, MD); AATCC
(American Association of Texitile and Coloring Chemists); SR (soil or
stain removal); (wfk Testgewebe GmbH, Bruggen-Bracht, Germany);
Amersham (American Life Science, Inc. Arlington Heights, IL); ICN
(ICN Pharmaceuticals, Inc.; Costa Meas, CA); Pierce (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL); Amicon (Amicon, Inc., Beverly, MA);
ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA); Amersham
(Amersham Biosciences, Inc., Picataway, NJ); Becton Dickinson
(Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ); BioRad, Richmond,
CA); Clontech (CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA); Difco
Laboratories, Detroit, MI); GIBCO BRL or Gibco BRL (Life
Technologies, Inc., Gaithersburg, MD); Novagen (Novagen, Inc.,
Madison, WI); Qiagen, Inc., Valencia, CA); Invitrogen (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA); Finnzymes (Finnzymes Ou, Espoo, Finland); Espoo,
Finland); Macherey-Nagel (Macherey-Nagel, Easton, PA); Merieux
(Institut Merieux, Codex, FR); Kelco, Atlanta, GA); Genaissance
(Genaissance Pharmaceuticals, Inc., New Haven, CT); DNA 2.0 (DNA
2.0, Menlo Park, CA); MIDI (MIDI Labs, Newark, DE) InvivoGen
(InvivoGen, SanDiego, CA); Sigma Chemical Co., St Louis, MO)
Sorvall Instruments, a subsidiary of DuPont Co., Biotechnology
Systems, Wilmington, DE); Stratagene (Stratagene Cloning Systems,
La Jolla, CA); Roche (Hoffmann La Roche, Inc., Nutley, NJ); Agilent
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA); Minolta (Konica Minolta,
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Ramsey, NJ); Zeiss (Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY); Henkel (Henkel,
GmbH, Dusseldorf, Germany); Cognis {Cgnis Corp, USA, Cincinnati,
OH); Finnzymes Ou, Espoo, Finland), Reckitt Benckiser, Berks, United
Kingdom); BASF (BASF Corp., Florham Park, NJ}; [IKW
(Industrieverband Korperflege und Waschmittel, Frankfurt, Germanyy);
and WFK (Testgewebe GmbH, Bruggen-Bracht, Germany}.

[00123] A agua sintética com 3,00 mmols de Ca+Mg (16,84) usada
em alguns experimentos de lavagem de pratos foi preparada como se
seque. Primeiro, trés solugbes estoques foram preparadas. Solugao 1
foi 800 mmols/L NaHCO; (67,2 g/L); solugdo 2 foi 154,2 mmols/L
MgSO4*7H, (38,0 g/L); e solugéo 3 foi 446,1 mmols/L CaCl,*2H» (65,6
g/L). Apos as solugbes serem preparadas, 50 mL de cada uma das
solugdes estogues 1, 2 e 3 foram colocados em um vaso com 7 L de
agua desmineralizada e entdo o vaso enchido com adicional agua
desmineralizada até 10 L. Antes de uso, o valor de pH da agua
sintética foi ajustado para 7,5 com HCI ou NaOH.

[00124] A seguinte tabela (Tabela 1) prové os mutantes produzidos
e testados durante o desenvolvimento da presente invengdo. Nesta
tabela, numeragdc de BPN e PB92 sdc ambas providas por

conveniéncia.

Tabela 1

Tabela 1 - Mutantes PB92

Designacda de | Numeragio BPN' Numeracan PBS2

Cepa

049 G118V, $128L, P129Q, S130A G116V, 51261, P127Q, S128A

045" G118V, S128N, P129S, S130A G116V, S126N, P1275, $128A, S160D

046" G118V, S128L, P120Q, S130A, | G116V, S126L, P127Q, S128A, S160D
$1660

047/048" G118Y, $128Y, P129E, S130K G116V, §126V, P127E, 5128K

050" G118Y, 5128V, P129M, $166D G116V, $126V, P127TM, $1600

051/052" S1307T §128T
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053 G118V, §128F, P129L, $130T G116V, S126F, P1271, 81287

054 G118V, S126L, P129N, S130V G116V, S126L, P127N, 5128V
055/056 G118V, $128F, P129Q G116V, 5126V, P127E, $128K, 51600
057 G118y, S128v, P129E, S130K, | G118V, S126R, P127E, S128K, S160D

S166D

068 G118V, S128R, P129S, 5130P G116V, S126R, P127S, S128P

059 S128R, P129Q, $130D S126R, P127Q, 128D

060 $128C, P129R, $130G $126C, P127R, 5128D

[00125] Na Tabcla 1, todas as cepas foram produzidas ¢ caracterizadas usando-

se 0s processos deseritos nos Exemplos. Cepas indicadas com um asterisco (*) foram
preparadas como descrito em EP 0 571 (49 Bl (vide, exemplo 1A-C). Todas as
outras variantes foram preparadas como descrito no Exemplo 1D,

[00126] Na Tabela 1, todas as cepas foram produzidas e

caracterizadas usando os processos descritos nos Exemplos. Cepas
indicadas com um asterisco (*) foram preparadas como descrito em
EP 0 571 049 B1 (vide, Exemplo 1A-C). Todas as outras variantes
foram preparadas como descrito no Exemplo 1D.

Exemplo 1
Construcao de Mutantes de Protease PBS82

[00127] Neste exemplo, processos usados para construir alguns
dos mutantes PB92 aqui providos s3o descritos. A constru¢ao basica a
partir da qual o trabalho de mutagénese foi iniciado, e referida como
"oM58", que € descrita 0283075 e em EP 571049. A estrategia
seguida compreendeu trés fases:

A.Construcao de vetor de mutagénese 13M1

B.Procedimento de mutagao

C.Construgdo de pM58Eco e subclonagem do fragmento
de ADN de mutacio no vetor
[00128] Em adigao, parte D ("Producdo de variantes PB82") inclui
uma descricao da construgdo de varias variantes PB92 que foram
verificadas serem Uteis na presente invencgao.

A .Construcao de vetor de mutagénese M13M1
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[00129] A construgao basica pM58 foi digerida com enzimas de
restricdo Hpal e Ball. O fragmento de 1400 bp contendo o gene
protease PB92 foi purificado sobre agarose de baixo ponto de fusdo
como conhecido na técnica. O vetor M13MP11 (vide, Messing et al.,
Nucl. Acids Res., 9:303-321 [1981]) foi digerido com Smal. O
fragmento de ADN de 1400 pb de interesse foi ligado neste vetor e
transfectado em E.coi JM101, usando processos conhecidos na
tecnica (vide, Cohen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:2110-2114
[1972]).

[00130] Apés propagacgdo de fago em E. cofi JM101, ssDNA foi
isolado usando processos conhecidos na técnica (vide, Heidecker et
al.,, Gene 10:69-73 [1980], e a inser¢ao e sua orientacdo foram
verificadas usando sequenciamento de ADN Sanger {vide, Sanger,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:6463 [1977]). Um vetor apropriado para
mutagénese foi obtido e nomeado "M13M1". O procedimento descrito
acima & esguematicamente mostrado na figura 1A.

B.Procedimentos de Mutac&o

[00131] Mutagénese foi realizada sobre M13M1 usando ssDNA
deste vetor e dsDNA de M13mp19 (Messing et al., Nucl. Acids Res.,

9:303-321 [1988]), cujo dltimo vetor foi digerido com as enzimas de

restricdo EcoRlI e Hindlll, seguido por purificagéo do fragmento grande
sobre agarose de baixo ponto de fuséo.

[00132] Mutagénese foi realizada como conhecido na técnica (vide,
Kramer et al., Nucl. Acids Res., 12:9441-9456 [1984]) com uma
modificagdo sendo que E. coli JM105, antes que E. coli WK30-3 foi
usado para selecionar mutantes.

[00133] O comprimento dos oligonucleotideos usados para criar as
especificas mutagdes foi de 22 nuclecotideos. Mutacado especifica de
regiao usada para criar varias mutagoes no tempo em uma especifica

sequéncia de ADN, foi realizada usando uma preparagao de
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oligonucleotideo com um comprimento de 40 nucleotideos com todos
0s quatro nucleotideos randomicamente incorporados nos sitios
correspondendo aos aminoédcido(s) a sofrer mutagao.

[00134] Apds mutagénese, potenciais mutantes foram verificados
para a relevante mutagdo através de analise de sequéncia usando o
processo dideoxi de Sanger (vide, Sanger, supra). A inteira folga de
fita simples (vide figura 1B)oi seqlenciada para confirmar a auséncia
de mutagdes secundarias. O procedimento €& esquematicamente
mostrado na figura 1B.

[00135] O procedimento descrito foi util para geragéo de fragmentos
de ADN com mutagbées na parte 3’ do gene protease {aminoacidos
154-269).

[00136] Entretanto, ndo é pretendido que a presente invencgio seja
limitada a estes especificos processos, na medida em que qualquer
processo apropriado conhecido na técnica encontrara uso. Realmente,
aqueles versados na técnica reconhecerdo que de modo a gerar
fragmentos de ADN com mutacdes na parte 5 do gene protease em
um vetor Baciflus, alternativas enzimas de restricdo e genes protease
PB92 meodificados encontram uso em construgdo em processos que
sao analogos ao processo ilustrado na figura 1A.

C.Construcao de pM58Eco e subclonagem de fragmentos de ADN

contendo as mutacdes no vetor

[00137] Para construir pM58Eco, pM58 foi digerida com enzima de
restricdo EcoR/ e ligada com T4 ligase sob condigdes diluidas, como
conhecido na técnica. A mistura de ligag¢do foi usada para transformar
B.subtilis 1-A40 (Bacillus Genetic Stock Centre , Ohio) usando
processos conhecidos na tecnica (vide, Spizizen et al., J. Bacteriol.,
81:741-746 [1961]).

[00138] Celulas da mistura de transformacado foram revestidas

sobre placas minimas contendo 20 g/mL de neomicina como
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conhecido na técnica (vide, Exemplo 1 de EP 0283075).

[C0139] ADN plasmideo de transformantes foi isolado usando
processos conhecidos na técnica (vide, Birnboim and Doly, Nucl. Acids
Res., 7:1513-1523 [1979]), e caracterizado usando analise de enzima
de restricBo. Assim, desta maneira, pM58Eco foi isolado (vide, figura
1c).

[00140] Para produzir enzima mutante, os fragmentos de ADN de
M13M1 contendo as desejadas mutagdes geradas como descrito na
parte B acima, foram subclonadas em pM58Eco. Entdo, ADN de fita
dupla (dsDNA) de M13M1 (descrito acima) foi digerido com EcoRI e
ligado no sitio EcoRI| de pM58Eco. A mistura de ligagao foi usada para
transformar B. subtilis DB104 (vide, Doi, J. Bacteriol., 160:442-444
[1984]) usando processo conhecidos na técnica (vide, Spizizen et al,
supra).

[00141] Células da mistura de transformacdo foram revestidas
sobre placas minimas contendo 20 g/mL de neomicina e 0,4% caseina
como conhecido na técnica (vide, EP 0283075). ADN de
transformantes produzindo protease foi isolado como conhecido na
tecnica (vide, Birmboim and Doly, supra) e caracterizado por analise de
enzima de restri¢do.

D.Producao de Variantes PB982

[00142] Variantes PB92 designadas 0,53 até 060 foram preparadas

por PCR de fusdo como descrito conhecido na técnica (vide, por

exemplo, pedido de patente US 10/541 737, aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade). A tabela que se segue prové as
sequéncias dos primers usados para PCR de fusdo como aqui

descrito.
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Tabela 2

Tabela 2 - Iniciadores usados em PCR de fusao

Sequéncia iniciacora Nome de iniciador
TCCTAAACTCAAATTAGCAACGTGCATGACATTGTTCCCT (SEQ ID NQO: | 118V-Rv

4)

ATGCACGTTGCTAATTTGAGTTTAAGGATTCCTTACGCCAAGTGCCACA | 128F-129L-130T-Fw
(SEQID N: §)

ATGCACGTTGCTAATTTGAGTTTAGCACTCAATGTGCCAAGTGCCACA | 128L-129N-130V-Fw
(SEQID N: 6)

ATGCACGTTGCTAATTTGAGTTTAGGATTCCAGTCGCCAAGTGCCACA | 128F-129Q-Fw
(SEQIDN: 7)

ATGCACGTTGCTAATTTGAGTTTAGCACGCTCTCCGCCAAGTGCCACA | 128R-1295-130P-Fw
(SEQID N: 8)

ATGCACGTTGCTAATTTGAGTTTAGCACGCCAGGATCCAAGTGCCACA | 128R-129Q-130D-
(SEQIDN: 8) Fw
ATGCACGTTGCTAATTTGAGTTTAGGATGCCGTGGGCCAAGTGCCACA | 128C-129R-130G-
(SEQIDN: 10) Fw
TGCAGGCTCAATCGACTATCCGGCCCGT (SEQ ID N: 11) $166D-Fw
ACGGGCCGCATAGTCGATTGAGCCTGCA (SEQ IDN: 12) 5166D-Rv
GCAATTCAGATCTTCCTTCAGGTTATGACC (SEQ ID N; 13) pHPLT-Bglll-Fw
GCATCGAAGATCTGATTGCTTAACTGCTTC (SEQ 1D N: 14) pHPLT-Bglll-Rv
CCTAAACTCAAATTAGCAACGTGCATG (SEQID N 15) 128-up-Rv

[00143] Phusion TM polimerase (Finnzymes) foi usada nestas
reacbes de polimerase. Nestes experimentos, 2 pPL de iniciador
dianteiro e reverso 10 mM, 1 gL dNTP’s 10 mM, 5 uL 10xHF tampéo
Phusion®, 1,5 uL DMSO e 1 pL de molde foram adicionados para um
volume de 50 uL. O seguinte programa foi usado: 3 minutos de
desnaturagao a 95T, anelamento por 1 minuto a 95T |, anelamento
por 1 minuto a 65T, e elongagao por 1 minuto e 15 segundos a 72T,
por 30 ciclos, seguido por 7 minutos a 72T. Seguinte termino, os
produtos de reacio foram estocados em temperatura ambiente.

[00144] O mutante designado como "047/048" foi usado como
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molde para desenvolvimento de mutantes 053 até 058. O iniciador
Bglll-Fw foi combinado com 118V-Rv, e o segundo fragmento foi
preparado através de combinagdo de iniciador Bglll-Rv com os
iniciadores 128-130-Fw. No caso de 057, Bglll-Fw/S166D-Rv e Bglll-
Rv/S166D-Fw foram combinados.

[00145] Em adigdo, mutante "051/052" foi usado como molde para
criar mutantes 059 e 060. Iniciador 126-up-Rv foi combinado com
Bglll-Fw, enquanto BglllI-Rv foi combinado com iniciadores 128-130Fw.
[00146] Fragmentos dos tamanhos esperados foram purificados de
géis de agarose usando colunas de purificagdo de PCR de Macherey-
Nagel. Os corretos fragmentos foram fundidos e amplificados com os
iniciadores Bglll usando Phusion polimerase, e o seguinte programa: 3
minutos de tempo de desnaturagédo a 95C, anelamento por 1 minuto a
65T, e elongagao por 2 minutos a 72T por 25 ciclo s, seguido por 7
minutos a 72T. Seguindo término, os produtos de reagido foram
estocados em temperatura ambiente.

[00147] Fragmentos foram digeridos com Bglll, purificados a partir
de géis de agarose e ligados por toda noite a 14C com 1 yL de T4
DNA ligase, 8 pL 5x tampao de ligagdao T4 em um volume de 40 pL,
usando processos conhecidos na técnica.

[00148] B. subtilis cepa altamente transformavel BG3594 comK foi
usado para obter transformantes positivos protease. Os vetores de
expressdo obtidos como descrito acima foram transformados com 10
ML do produto de ligagdo. Células de Bacillus subtilis competentes,
BG3594 com K, foram transformadas com os plasmideos de
expressao, descritos no Exemplo 1. As bactérias foram feitas
competentes através de indugdo do gene comK sob controle de
promotor induzivel axilose (vide, por exemplo, Hahn et al., Mol.
Microbiol., 21:763-775 [1996]). Clones positivos protease foram
selecionados, isolados, seqlienciados e transformados para B. clausii
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PBT125 como descrito no exemplo 2.

Exemplo 2
Mutantes expressos em B. clausii

[00149] Neste exemplo, processos usados para desenvolver
proteases mutantes expressas em B. clausii PBT125 transformada
usando os vetores de expressao descritos no exemplo 1 sdo providos.
Esta cepa é um derivado negativo protease de PBT110, que foi obtida
de cepa PB92 usando classicos processos de aperfeicoamento de
cepa, seguidos por selegdo para asporogenidade e aperfeicoada
produgao de protease.

[00150] Procedimento de transformagdo de derivado negativo-
protease PB92: PBT125

[00151] O processo de transformagdo de protoplasto induzido por
polietileno glicol de Chang e Cohen conhecido na técnica (vide, por
exemplo, Chang e Cohen, Mol. Gen. Genet., 168:111-115[1979]), com
as seguintes modificagdes, foi usado para transformar B.clausii
PBT125 com os vetores de expressao descritos no Exemplo 1.
Primeiro, protoplastos foram preparados em meio de retengéo alcalino
contendo sucrose 0,5 M, MgCl, 0,02 M, e tampéao Tris-maleato 0,02 M
(pH 8,0) ao qual 0,4 mg de lisozima por mL foi adicionado. Entédo, os
protoplastos foram peletizados e suspensos em 5 mL de meio de
retengdo alcalino ao qual 3,5% (peso/volume) de caldo Bacto —
Penassay (Difco) e albumina 0,04% (Merieux) foram adicionados. Os
protoplastos transformados foram regenerados sobre placas (5) DM3
modificadas contendo 8,0 g de goma GELRITE® gellam (KelcO), 0,3 g
de CaCl,.2H,, 4,06 g de MgCl,.H,:,, 5,0 g de tampéo acido N-
tris(hidroximetil) metil-2-amino etano sulfénico (Sigma), 5,0 g de acidos
casamino, 5 g de extrato de levedura, 1,5 mL de NaOH 4 M
dissolvidos em 750 mL de H.-, e misturado apds esterilizagdo com 250

mL de sucarose 2M e 10 mL de glicose 50% (peso/volume), 1 mL de
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albumina (Merieux), 10 mg de tiamina, 5 mg de biotina, e 50 mg de
neomicina. Placas foram colocadas em aproximadamente 70T.
Transformagao de células B. clausii competentes foi realizada como
conhecido na técnica (vide, por exemplo, Tanaka, "Construction of
Bacillus subtifis Plasmid and Molecular Cloning in Baciffus subtifis”, em
D. Schlesinger (ed.), Microbiology, American Society for Microbiology,
Washington, D.C., pp. 15-18, [1982]).

Condicoes de fermentacdo e producio de protease

[00152] B. clausii PBT125 foi fermentado em fermentadores de 6 ou
3 litros em um meio contendo 22 g (baseado em matéria seca) de
levedura por litro, 5 g de K:HPQO,.3H,- por litro, 0,05 g de .7H»- por litro,
0,05 g de CaCl, por litro, 0,005 g de FeS0,4.7H,- por litro, & 0,05 g de
MnSO,4.4H, por litro. Os componentes de meio foram dissolvidos em
90% do volume final e esterilizados em pH 7,0 em uma temperatura de
120C por 1 hora. A cultura de inoculagdo foi obtida através de
inoculagao de B. clausii PBT125 em 100 mL de TSB; apos
esterilizagdo, 4 mL de solugdo 1 M de carbonato de sédio foram
adicionados a partir de um tubo inclinado. A cultura de inoculagao foi
incubada a 37T por 24 horas sobre uma aparelho de agitagdo. O
meio foi inoculado a 37C e um pH de 8,0 com 1 volume da cultura de
inoculagao por 100 volumes de meio. A fermentacao principal foi
realizada a 37T em fermentadores agitados equipados com
dispositivos para controlar pH, temperatura, e formagio de espuma e
um dispositivo para medigdo continua da concentragdo de oxigénio
dissolvido e a taxa de tomada de oxigénio. EM 17 horas apos
inoculagao, uma solugdo de glicose 30% esterilizada a 120T por 1
hora foi adicionada para uma concentragao final de 30 g de glicose por
litro de meio.

[00153] Os caldos foram girados por 30 minutos em 11800 xg. O
sobrenadante foi filtrado através de um filtro de fibra de vidro Whatman
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e um filtro de 0,8 um em um funil de Buchner, seguido por filtragao
usando almofadas de celulose. O resultante material foi estocado a
4C, até usado. A seguir, o material foi concentrad 0 usando uma
unidade de filtragdo Pall UF, com um corte de filtro de 10 kDa. O
resultante concentrado UF foi formulado pela adi¢ao de propileno glicol
e formato de sédio. Acido férmico foi usado para levar o pH para 6,0.

Exemplo 3
Técnicas analiticas para determinar a pureza de proteases purificadas

[00154] Neste exemplo, processos usados para determinar a
pureza das proteases purificadas sdo descritas. Proteases foram
consideradas puras quando uma banda simples ou pico foi verificada
por eletroforese e eletroforese em gel de alto desempenho (HPLC),
respectivamente.

[00155] Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) na presenga
de dodecil sulfato de sédio (SDS) foi conduzida como conhecido na
técnica (vide, Laemmli, Nature, 227:680-685 [1970]). Entretanto, antes
de desnaturagdo das amostras de proteina por SDS a 100T,
inativacdo da atividade protease foi requerida, de modo a prevenir
auto-degradacéo. Isto foi realizado por incubagdo com fluoreto de fenil
metil sulfonila (PMSF) (1 mM, 30 minutos, temperatura ambiente) ou
precipitagdo com acido tricloro acético (TCA, 8%, sobre gelo). PAGE
nativa foi realizada em pH 7,45 (tamp&o de gel consistindo em
histidina 20 mM (His) e acido 3-[N-morfolino] propano sulfénico
(MOPS) 50 mM em géis de poliacrilamida 5% (razdo de acrilamida :
biacrilamida 20:1). Amostras de proteina foram carregadas na parte de
cima de géis em chapas e sofreram eletroforese na dire¢gdo de catodo.
O mesmo tampao 5 His/MOPS foi usado como tampéo de eletroforese
(tanque), mas em pH 6,3. Apés eletroforese (1-2 horas em 350 V), o
gel foi encharcado em acido acético 8% para fixar as proteinas no gel

e subsequentemente manchado com Coomassie Brilliant Blue R250 e
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retirada mancha como conhecido na técnica.

[C0156]) A pureza verificada por HPLC fez uso de uma coluna de
troca de cétions (MonoS; Pharmacia) e uma coluna de filtragdo com
gel (TSK 2000; SW-LKB). A anterior foi corrida em um tampac de
fosfato de sodio 10 mM pH 5,5. Eluigdo da protease ligada foi obtida
usando um gradiente linear de fosfato de sédio 10-300 mM, pH 5,5. A
coluna de filtragédo de gel foi corrida em acetato de sédio 0,25 M pH
5,5.

Exemplo 4

Determinacéo da concentracao de protease

[00157] Neste exemplo, processos usados para determinar as
concentragdes de protease sao descritos. Em alguns experimentos
medigdes de extingio foram feitas em 280 nm usando o coeficiente de
extingdo calculado (M), e titulagdo de sitio ativo foi usada para
determinar a concentragdo de proteina em uma solucido de protease
purificada, como descrito abaixo. Em experimentos adicionais, 0s
processos mostrados em pedido de patente US 11/011 666, aqui
incorporado por referéncia, foram usados.

[00158] O coeficiente de extingdo em 280 nm foi calculado a partir
do numero de triptofanos (M = 5600 M'.cm™) e tirosinas (M= 1330 M

.em™) por molécula de enzima. Para PB92 protease, o M foi 26100 M
“em™ (3 Trp, 7 Tyr residuos) equivalente a £'1% cm, medido em 280
nm = 8,7 (M, = 26729 Da), foi usado. No caso de mutantes com um
numero alterado de residuos Trp e residucs Tyr, corregbes foram
feitas da mesma maneira.

[00159] Uma estimativa do nOmero de moléculas de enzima ativas
foi obtida com uma titulagao de sitio ativo. Uma vez que o processo
amplamente usado com N-transcinamoil imidazol (vide, Bender et al.,
J. Am. Chem. Soc., 88:5890-5931 [1966]) provou nao funcionar

satisfatoriamente para PB92 protease, um processo usando PMSF foi
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ao invés desenvolvido.

[00160]) Neste processo, uma solugac de protease com uma
concentragdo de enzima estimada (de absor¢cdo de 280 nm) foi
misturada com 0,25, 0,50, 0,75, 1,00 e 1,25 equivalentes de PMSF,
respectivamente, e deixada reagir por uma hora em temperatura
ambiente em fosfato de sdédio 10 mM pH 6,5. A concnetracdo de
enzima tem de ser pelo menos 50 M.

[00161]  Atividade residual foi medida eletroforeticamente usando
succinil-L-alanil-L-alanil-L-prolil-L-fenil alanila-para-nitro anilida
(sAAPFpNA) como um substrato. A pureza (e portanto concentragéo)
de PMSF foi determinada por espectroscopia de RNM e solugbes
estoques foram feitas em isopropanol. Os resultados da titulacao de
sitio ativo foram wverificados estarem em concordancia com o0s
resultados da pureza verificada com HPLC.

Exemplo 5
Determinacédo de parametros cinéticos de proteases tipo selvagem e

mutante

[00162] Neste exemplo, processos usados para determinar o0s
parametros cineticos de proteases tipo selvagem e mutante s3o
descritos.

[00163]) Atividade sobre substratos de proteina (caseina) foi medida
em pH 10,0 como descrito no pedido de patente GB 1 353 317
(expresso em ADU's = unidades Delft alcalinas).

[00164] O numero de guantidade metabolizada com caseina como
substrato foi medido em um pH-stat. A cAmara de reagdo do pH-stat
(Radiometer, Copenhagen) conteve 10 mL de KCI 0,1 M com 50 mg
de caseina. (Hammerstein, Merck). Prétons, liberados com hidrdlise de
caseina por PB92 protease foram titulados com NaOH 10 mM,
enquanto o pH foi mantido em 10,0 (a 40T e sob um fluxo de gas

nitrogénio).
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[C0165]) Atividade sobre peptideos sintéticos foi medida usando
sAAPF,NA. A para nitroanilida {amarela) (pNA) formada foi medida
espectrofotometricamente em 410 nm: M=8480 M. cm’' usando
processos conhecidos na técnica (vide, Delmar et al., Anal. Biochem.,
94:316-320 [1979]) com um espectrofotdmetro UVIKON 860
(KONTRON) equipado com um trocador de célula de seis posi¢des
controlado com termostato. Os pardmetros cinéticos Kcat e Km foram
obtidos de medicdes de taxa inicial em varias concnetragbes de
substrato (para PBS2 protease de 0,1 - 6,0 mM) e adaptando os
dados para uma fungao hiperbdlica atraves de regressdo nao-linear
usando o processo iterativo de secante multivariada. A constante de
especificidade Kcat/kKm foi entao calculada. Medigbes foram realizadas
a 25T, em um volume final de 1 mL contendo 0,1 M Tris-HCI + 0,1 M
NaCl pH 8,6. O cloreto de sodio foi necessario, quando na sua
auséncia, PB92 mostrou graficos Lineweaver-Burk ndo-lineares, que
podem ter sido causados por inibicdo de substrato. O substrato foi
primeiro dissolvido em DMSO para uma concentracdo de 200 mM e
subsequentemente diluido com 0,1 M pH 8,6, para render uma solugao
estoque de 20 mM (determinada espectrofotometricamente em 315
nm; M = 14000 M'.cm™). Nenhuma correcéo foi feita para as
concentragoes variaveis de DMSO (0,05-3,0% viv).

Exemplo &
Testes de desempenho de lavagem

[00166] Neste exemplo, processos usados para determinar o
desempenho de lavagem de PB92 protease mutantes e
comercialmente disponivel PROPERASE® serina protease em
aplicagbes de lavagem de pratos usando detergentes de pratos
comercialmente disponiveis sao descritos.

[00167] Neste exemplo, variantes de PB92 (049; G116V, S126L,
P127Q, S128A; e 046: G116V, S1261, P127Q, S160D; numeracgdo



55/63

PBS2) foram testadas sob varias condigoes. As composicoes dos
detergentes de pratos sdo providas abaixo. Estes detergentes sao
comercialmente disponiveis de WFK e sao referidos pelas
designacgdes providas abaixo. Os protocolos para cada um dos tipos
de mancha (carne moida, gema de ovo, e gema de ovo com leite) sao
providos abaixo. Antes de tipos de sujeira individuais poderem ser
aplicados aos pratos testes, os pratos tém de ser inteiramente lavados.
Isto & particularmente necessario, quando residuos de certas manchas
persistentes ainda podem estar presentes sobre 0s pratos a partir de
testes anteriores. Novos pratos também foram submetidos a trés
lavagens totais antes de serem usados pela primeira vez em um teste.
Manchas de gema de ovo sobre aco inoxidavel

[00168] As folhas de aco inoxidavel {(10x15 cm; escovadas sobre
um lado) usadas nestes experimentos foram inteiramente lavadas a
95T em um lavador de pratos de laboratorio com um detergente
comercial de alta alcalinidade (por exemplo, detergente ECOLAB®;
Henkel) para prover folhas gue foram limpas e livre de graxa. Estas
folhas foram secadas por 30 minutos a 80T em um ga binete térmico
antes de serem manchadas com gema de ovo. As superficies a serem
escovadas nao foram tocadas antes de serem sujas. Tambem,
nenhuma mancha de agua sobre as superficies foram permitidas. As
folhas resfriadas foram pesadas antes de serem sujas.

[00168] As gemas de ovo foram preparadas através de separacio
de gemas de aproximadamente 10-11 ovos (2000 g de gema de ovo)
das claras. As gemas foram agitadas com um garfo em um becher de
vidro para homogeneizar a suspensdo de gemas. As gemas foram
entdo coadas (aproximadamente 0,55 mm tela) para remogdo de
particulas grossas e quaisquer fragmentos de casca de ovo.

[00170] Uma escova plana 0,0635 m (2,5") foi usada para aplicar

1,0+/-0,1 g de suspensao de gema de ovo tao uniformemente quanto
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possivel sobre uma area de 140 cm? sobre os lados escovados de
cada uma das folhas de ago inoxidavel, deixando um aro ndo-sujo de
aproximadamente 1 cm de largura (fita adesiva foi usada se
necessario). As folhas sujas foram secadas horizontalmente (para
prevenir formagdo de goticulas sobre as bordas das folhas), em
temperatura ambiente por 4 horas (max. 24 h).

[00171] Para desnaturagdo, as folhas foram imersas por 30
segundos em agua desmineralizada, em ebuligdo (usando um
dispositivo de retengédo se necessario). Entao, as folhas foram secadas
novamente por 30 minutos em 80C. Apés pesagem, as folhas foram
deixadas por pelo menos 24 horas (20C, 40-60% de u midade relativa)
antes de submeter as mesmas ao teste de lavagem. De modo a
satisfazer os requisitos de teste, somente folhas com 500 +/- 100
mg/140 cm? (gema de ovo apds desnaturagdo), foram usadas nos
testes. Apos os testes de lavagem serem conduzidos, as folhas foram
secadas por 30 minutos a 807C, na gabinete térmico, e novamente
pesadas apods resfriamento. A porcentagem de desempenho de
limpeza foi determinada por divisdo de (mg de gema de ovo liberada
por lavagem x 100) pelo (mg de gema de ovo desnaturada aplicada).

Carne moida sobre pratos de porcelana

[00172] Para estes experimentos, pratos de sobremesa (Arzberg,
branco, porcelana vitrificada) conformando-se a EM 50242, forma
1495, N° 0219, didmetro de 19 cm foram usados. Um total de 225 g de
porco magro e carne de vaca (meio a meio) foram e resfriados, apés
remogao de gordura visivel. A mistura foi corrida duas vezes através
de um moedor. Temperaturas acima de 35T foram evit adas. Entao,
225 g da carne moida foram misturados com 75 g de ovo (gema e
clara misturadas). A preparagao foi entdo congelada por trés meses a -
18T, antes de uso. Se porco nado foi disponivel, carne de vaca foi

usada, quando estas sao intercambiaveis.
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[00173] A mistura de ovo e carne moida (300 g) foi levada para
temperatura ambiente e misturada com 80 mL de agua sintética. A
mistura foi entao homogeneizada usando um misturador manual de
cozinha por 2 minutos. Entdo, um garfo foi usado para espalhar 3 g da
mistura de carne moidafovo/agua sobre cada prato de porcelana
branco, deixando uma margem limpa de aproximadamente 2 cm de
largura ao redor do aro. A quantidade aplicada foi 11,8+/-0,5 mg/cm®.
Os pratos foram secados por 2 horas a 120C em um g abinete térmico
preaquecido. Tao logo os pratos foram resfriados, eles estavam pronto
para uso. Os pratos foram empilhados com toalhas de papel entre
cada um dos pratos.

[00174])  Apos lavagem, os pratos foram espargidos com solugao de
niidrina (1% etanol) para melhor identificagdo dos residuos de carne
moida. Para promover a reagao de cor, os pratos foram aquecidos por
10 minutos a 80T no gabinete térmico. Avaliacdo do desempenho de
lavagem foi feita através de inspecgdo visual de reac¢des de cor dos
residuos de carne moida com referéncia ao catalogo fotografico IK W.

Manchas de Ovo/Leite Sobre Aco Inoxidavel

[00175]) As folhas de ago inoxidavel (10x15 cm, escovadas sobre
um lado) usadas nestes experimentos foram inteiramente lavadas a
95T em um lavador de pratos de laboratorio com um detergente
comercial de alta alcalinidade para remogdo de gordura e limpar as
folhas. As folhas foram polidas secas com um pano de celulose. As
superficies a serem escovadas n&o foram tocadas antes de serem
sujas. Também, nenhuma mancha de agua ou penugem sobre as
superficies foram permitidas. Antes de sujar, as folhas foram
colocadas em um gabinete térmico a 80T, por 30 min utos. As folhas
resfriadas foram pesadas antes de serem sujas.

[C0176] As gemas e claras de ovos de ovos crus integrais (3-4

ovos; 160 g/ovo) foram colocadas em uma tigela e batidas com um
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batedor de ovos. Entdo, 50 mL de leite semi-desnatade UHT (1,5% de
gordura, temperatura ultra-alta, homogeneizado) foram adicionados. O
leite e ovo foram misturados sem formacao de espuma. Uma escova
plana foi usada para distribuir uniformemente 1,0+/-0,1 g da mistura de
ovo/leite sobre o lado escovado das folhas de ago inoxidavel, usando
uma balanga para verificar a distribuicdo. Uma margem de
aproximadamente 1,0 cm foi deixada ao redor de lados curtos das
folhas. As folhas sujas foram secadas horizontalmente (para prevenir
formacgao de goticulas sobre as bordas das folhas), em temperatura
ambiente por 4 horas (max. 24 horas).

[00177] As folhas foram entdo imersas por 30 segundos em agua
desmineralizada em ebulicdo (usando um dispositivo pegador se
necessario). Entdo, as folhas foram novamente secadas por 30
minutos a 80T. Apds secagem e resfriamento, as fol has foram
pesadas. Apds pesagem, as folhas foram deixadas por pelo menos 24
horas (20T, 40-60% de umidade relativa), antes de submeter-se as
mesmas ao teste de lavagem. De modo a satisfazer requisitos de
testes, somente folhas com 180+/-10 mg de gema de ovo foram
usadas.

[00178] Apos os testes de lavagem serem conduzidos, as folhas
foram secadas por 30 minutos a 807, no gabinete térmico, e
novamente pesadas apos resfriamento. A porcentagem de
desempenho de limpeza foi determinada através de divisdo de (mg de
ovo/leite liberada por lavagem x 100) por (mg de ovo/leite aplicado).

Equipamento e Condicdes de Lavagem

[00179] Os testes de lavagem foram realizados em um lavador de
pratos automatico (Miele: G6S0SC), equipado com pratos e folhas de
ago inoxidavel sujos, como descrito acima. Uma definida quantidade
do detergente foi usada, como indicado nas tabelas de resultados

abaixo. As temperaturas testadas foram 45T, 55T e 65T. A dureza
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da agua foi de 9°ou 21°GH (dureza Alema) (374 ppm de Ca).

[C0180]) Como indicado acima, os pratos sujos com carne moida
foram visuaimente avaliados usando uma escala de classificacao de
foto de 0 a 10, onde "0" designou um prato completamente sujo e "10"
designou um prato limpo. Estes valores correspondem a capacidade
de remogdo de mancha ou sujeira (SR} do detergente contendo
enzima.

[00181] As placas de acgo inoxidavel sujas com gema de ovo efou
geme de ovo leite lavadas foram analisadas gravimetricamente para
determinar a quantidade de mancha residual apds lavagem. A
protease mutante PB92 e protease PROPERASE® e outros mutantes
foram testados em um nivel de entre 0 e 20,57 mg/proteina ativa por
lavagem.

[00182] Os detergentes usados nestes experimentos sao descritos
abaixo. Estes detergentes foram obtidos da fonte sem a presenca de
enzimas, para permitir analise das enzimas testadas nestes

experimentos.

Detergente isento de fosfato
IEC-60436 WFK Tipo B (pH=104 em 3 g/L)

Componente % em peso

Citrato de sédio diidratado 30,0

Sal de sodio de copolimero de &cido maléicofacido acrilico | 12,0
(SOKALAN CP5; BASF)

Perborato de sédio monoidratado 5,0
TAED 20
di-silicato de sddio: Protil A (Cognis) 25,0
Etoxilato de alcool graxe linear 2.0

Carbonato de sodio anidro Adicionar para 100
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Detergente contendo fosfato:
|EC-60436 WFK Tipo C {pH =105 em 3 g/L)

Componente % em peso
Tri-polifosfato de sodio 230

Citrato de sddio diidratado 22,3

Sal de sddio de copolimero de acido maléico/acido acrilico 4,0

Perborato de sédio monoidratado 6,0

TAED 20

di-silicato de sodio: Protil A (Cognis) 9,0

Etoxilato de alcool graxo linear 2,0

Carbonato de sodio anidro Adicionar para 100

[00183] Nas tabelas que se seguem, os resultados para varios
experimentos sdo providos. Em cada um destes experimentos, 20,57
mg de proteina ativa por lavagem foram usados. Nestes resultados, o
indice foi 100. assim, os resultados de desempenho para enzima
PROPERASE foram assinalados um valor de "100", e os resultados
para os mutantes foram comparados a este valor. Por exemplo, se
PROPERASE teve um resultado de 45% SR (100 como indice}, € um
mutante teve um resultado de 52% SR, o resultado para o mutante
pode ser 52/45 x 100 = 116 (como indice).

Detergente livre de fosfato, 45T, 21°GH

Enzima Desempenho de | Desempenho de | Desempenho de
lavagem sobre gema | lavagem sobre lavagem sobre
deovo, emrelacdoa | came moida, em gemadecovoe
PROPERASE® relagdo a leite, em relagdo a

PROPERASE® PROPERASE®

PROPERASE® | 100 100 100

PB92 046 71 104 38

| PB92 049 123 116 108
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Detergente livre de fosfato, 55T, 21°GH

Enzima Desempenho de lavagem sobre | Desempenho de lavagem sobre
gema de ovo, em relagdo a |came moida, em relagdo a
PROPERASE® PROPERASE®

PROPERASE® | 100 100

PB92 046 ND ND

PB92 049 134 128

Detergente livre de fosfato, 45T, 21°GH

Enzima Desempenho de | Desempenho de | Desempenho de
lavagem sobre lavagem sobre lavagem sobre gema
gema de ovo, em | came moida, em |de ovo e leite, em
relacdo a relacdo a relacdo a
PROPERASE® PROPERASE® PROPERASE®

PROPERASE® | 100 100 100

PB92 90 100 100

PB92 046 104 71 88

PB92 049 116 123 108

Detergente contendo fosfato, 55T, 21°GH

Enzima Desempenho de | Desempenho de | Desempenho de
lavagem sobre lavagem sobre lavagem sobre
gema de ovo em came moida em | gema de ovo e leite
relagao a relagéo a em relagdo  a
PROPERASE® PROPERASE® PROPERASE®

PROPERASE® | 100 100 100

PB92 046 101 84 107

PB92 049 125 114 111
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Detergente contendo fosfato, 45T, 21°GH

Enzima Desempenho de | Desempenho  de | Desempenho de
lavagem sobre lavagem sobre lavagem sobre
gema de ovo em came moida em | gema de ovo e leite
relacdo a relacdo a em relagéo a
PROPERASE® PROPERASE® PROPERASE®

PROPERASE® 100 100 100

PB92 046 94 76 104

PB92 049 116 170 126

Detergente contendo fosfato, 65T, 21°GH

Enzima Desempenho de | Desempenho  de | Desempenho de
lavagem sobre lavagem sobre lavagem sobre

gema de ovo em |came moida em | gema de ovo e leite

relagao a relagao a em relagdo a
PROPERASE PROPERASE PROPERASE
PROPERASE® 100 100 100
PB92 046 97 38 104
PB92 049 122 126 112

[00184] Todas as patentes e publicagdes mencionadas no relatorio
descritivo sdo indicativas dos niveis daqueles versados na técnica a
qual a invengdo pertence. Todas as patentes e publicacbes sdo aqui
incorporadas por referéncia na mesma extensdo como se cada
publicacdo individual fosse especifica e individualmente indicada para
ser incorporada por referéncia.

[00185] Tendo descrito as concretizagbes preferidas da presente
invengao, parecera aqueles versados na técnica que varias
modificagbes podem ser feitas para as concretizagdes mostradas, e
que tais modificacdes sio pretendidas estarem dentro do escopo da

presente invencao.
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[00186] Aqueles versados na técnica facilmente apreciardo que a
presente invengao € bem adaptada para realizar os objetos e obter os
fins e vantagens mencionadas, assim como aqueles ali inerentes. As
composigdes e processos aqui descritos sao representativos de
concretizagbes preferidas, sdo exemplares, e ndo sao pretendidos
como limitagdes sobre o escopo da invengao. E facilmente visivel para
aqueles versados na técnica que substituicdbes e modificagbes
variaveis podem ser feitas na invengao aqui mostrada sem se fugir de
seu escopo e espirito.

[00187] A invengao ilustrativamente aqui descrita pode ser
praticada na auséncia de qualquer elemento ou elementos, limitagao
ou limitagbes que ndo sdo especificamente aqui mostradas. Os termos
e expressdes que foram empregados sdo usados como termos de
descrigao e nao de limitagdo, e ndo ha intengao no uso de tais termos
e expressdes de excluir quaisquer equivalentes das caracteristicas
mostradas e descritas ou suas porgdes, mas é reconhecido que varias
modificagcbes sao possiveis dentro do escopo da invengédo
reivindicada. Assim, deve ser entendido que embora a presente
invengdo tenha sido especificamente mostrada através de
concretizagdes preferidas e caracteristicas opcionais, modificacdo e
variagado dos conceitos aqui mostrados podem ser recorridas por
aqueles versados na técnica, e que tais modificagdes e variagdes sdo
consideradas estarem dentro do escopo desta invengdo como definido
pelas reivindicagdes apostas.

[00188] A invengéao foi ampla e geralmente aqui descrita. Cada uma
das espécies mais estreitas e agrupamentos sub-gerais caindo dentro
de exposi¢ao genérica também formam parte da invengéo. Isto inclui a
descrigao genérica da invengdo com a condi¢gao ou limitagdo negativa
removendo qualquer matéria do género, independente de se ou nao o

material excisado é especificamente aqui recitado.
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REIVINDICAGOES

1. Composigao detergente de lavagem de pratos,
caracterizada pelo fato de que compreende uma subtilisina modificada,
em que a referida subtilisina compreende pelo menos uma substituigao
na sequéncia:

AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGISTHP
DLNIRGGASFVPGEPSTQDGNGHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVAPNA
ELYAVKVLGASGSGSVSSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSAT
LEQAVNSATSRGVLVVAASGNSGAGSISYPARYANAMAVGATDQNN
NRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNGTSMATPHVAGA
AALVKQKNPSWSNVQIRNHLKNTATSLGSTNLYGSGLVNAEAATR

em que cada posicdo corresponde a uma posicdo da
sequéncia de aminoacidos de subtilisina BPN’, e em que a referida
subtilisina compreende as substituigdes G118V, S128L, P129Q, e
S130A.

2. Composigao detergente de lavagem de pratos de acordo
com a reivindicagdo 1, caracterizada pelo fato de a subtilisina
modificada consiste na sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

3. Composigao detergente de lavagem de pratos de acordo
com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de apresenta
desempenho de lavagem melhorado para gema de ovo, carne moida,
e leite com gema de ovo em comparagdo com uma composi¢ao
detergente de lavagem de pratos que ndo contém a referida subtilisina
modificada.

4. Processo de lavagem de pratos, caracterizado pelo fato
de que compreende as etapas de: provimento de uma composi¢ao
detergente de lavagem de pratos como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e louga em necessidade de limpeza; e contato da
referida louga com a referida composigao detergente sob condigbes

efetivas para provimento de limpeza da dita louga.
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FIG. 1A

Fo:\,_w__oo.m_ Emaﬁomuo&wcmh .r
aseby v 4 .

UOHEINW JAQUY A

nreg/iedy x

[BWS x



2/5

FIG. 1B
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FIG. 1C
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FIG. 2

Pre
-100
--------------------------- ATGAAGAAACCGTTGGGGAAAATTGTCGCAAGC
M K XK PL GKI V A S

Pro

-90 -
ACCGCACTACTCA’I‘I‘I‘CTGTI‘GC'I'J"ITAGITCATCGATCGCATCGGCTGCTGAAGAAGCA
TALLISVAFSSSIAS'AAEEA

-70
AAAGAAANATATTITAATTGGCTTTAATGAGCAGGAAGCTGTCAGTGAGTTTGTAGAACAA
K EX YLIGFNEGQEA AV SETFUVEZQ

-50
GTAGAGGCAAATGACGAGGTCGCCATTCTCTCTGAGGAAGAGCAAGTCGAAATTCGAATTG
V EANDEVYAILSETETETEUVETIEH/HL

-30
CTTCATGAATTTGAAACGATTCCTGTTTTATCCGTTGAGTTAAGCCCAGAAGATGTGGAC
L HEFETTIPVLSVELSZPEDWD

-10
' GCGCTTGAACTCGATCCAGCOATTTCTTATATTGAAGAGCATGCAGAAGTAACGACAATGC
A LELTUDTP.AISYZI1ETEDATEVTTHM

Mature
*) 10 20
CCGCAATCAGTGCCATGGGGAATTAGCCCTGTGCAAGC CCCAGCTGCCCATAACCGTGOA
AQSVPWQISRVQAPAAHNBO

30 bo
TTGACAGCTTCTGGTGTAAAAGTTGCTGTCCTCGATACAGGTATTITCCACTCATCCAGAC
LT GS GVEKVAVLDTOGTISTHPD

: 50 60
1 AAATATTCGTGGTCGCGCTAGCTTTGTACCAGGGGAACCATCCACTCAAGATGGGAAT
LNI RGGASPFVPGEPSTA QDG GN

70 80
GGGCATGGCACGCATCTCGCTCGCACGATTOCTGCTTTAAACANTTCOATTGGCGTTCTT
G H G THV AGTIAALNNSZSTIGUVL
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FIG. 2

(Continuagéo)

90 100
GGCGTAGCACCGAACGCGGAACTATACGCTGTTAAAGTATTAGGGGCGAGCGGTTCAGGT
G VA PNATELYA AVEKUVLGASTGSS®G

110 120
TCGGTCAGCTCCGATTGCCCAAGGATT GGAATGGGCAGGGAACAATGGCATGCACGTTGCT
s YV S 8§ I A QG ULEUWA'GNNGMHWVA

130 140
AATTTGAGTTTAGGAAGCCCTTCGCCAAGTGCCACACTTGAGCAAGCTCTTAATAGCGCG
N L S L GSUPSPSATULET® QAVDNSA

150 v 160
ACTTCTAGAGGCGTTCTTGTTGTAGCGGCATCTGGGAATTCAGGTGCAGGCTCAATCAGC
T SR GV LVVYAASGNSGAGSTI S

) 170 180
TATCEGGCCCGTTATGCOAACGCAATGGCAGTCCCAGCTACTGACCAAAACAACAACCTC
Y P A RY ANAMAVGATDUQNNNR

190 200
GCCAGCTTTTCACAGTATGGCGCAGGGCTTAACATTGTCGCACCAGGTATAAACGTGCAG
A S F S QY GAGTL DI VAP GV N V Q

210 220

AGCACATACCCAGGTTCAACGTATGCCAGCTTAAACG GTACATCGATGGCTACTCCTCAT
S T Y PGS T YA SLNG.T S M A& TP H

230 240
GTTGCAGGTGCAGCAGCCCTTGTTAMACAAAAGAACCCATCTTGGTCCAATGTACAAATC
vV A G A A ALYV X QEKRUPSUWSNUVQTI

250 260
CGCAATCATCTAAAGAATACGGCANCGAGCTTGGGAAGCACGAACTTGTATGOAAGCGGA
R N HLKXKNT AT SLGSTNLYGGS G

270
CTIGTCAATGCAGAAGCGGCAACACGCTAA
L VN A E A A T REnd
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