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(54) Title: IMPROVED CLEANING PERFORMANCE ON PROTEIN SENSITIVE SOILING
(54) Bezeichnung : VERBESSERTE REINIGUNGSLEISTUNG AN PROTEIN SENSITIVEN ANSCHMUTZUNGEN

(57) Abstract: The invention relates to proteases having an amino acid sequence with at least 70% sequence identity to the amino
acid sequence given in SEQ ID No. 1, across its whole length, and comprising an amino acid substitution on at least one of the
positions P9, Q10, Q62, L82, P86, N130, T141, N187, S236 or T253, relating in each case to the numbering according to SEQ ID
No. 1. The invention also relates to the production and use thereof. Said type of proteases have a very good cleaning performance.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Proteasen umfassend eine Aminosduresequenz, die mindestens 70 %
Sequenzidentitdt mit der in SEQ ID NO:1 angegebenen Aminosduresequenz iiber deren Gesamtlinge aufweist und die eine
Aminoséuresubstitution an mindestens einer der Positionen P9, Q10, Q62, L82, P86, N130, T141, N187, S236 oder T253, jeweils
bezogen auf die Nummerierung gemdfl SEQ ID NO:1, autweisen sowie deren Herstellung und Verwendung. Derartige Proteasen
zeigen eine sehr gute Reinigungsleistung.
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~verbesserte Reinigungsleistung an Protein sensitiven Anschmutzungen®

Die Erfindung liegt auf dem Gebiet der Enzymtechnologie. Die Erfindung betrifft Proteasen aus
Bacillus pumilus deren Aminosauresequenz, insbesondere im Hinblick auf den Einsatz in Wasch-
und Reinigungsmitteln verandert wurden um ihnen eine bessere Reinigungsleistung zu verleihen,
und die fir sie codierende Nukleinsduren sowie deren Herstellung. Die Erfindung betrifft ferner die
Verwendungen dieser Proteasen und Verfahren in denen sie eingesetzt werden sowie diese ent-

haltende Mittel, insbesondere Wasch- und Reinigungsmittel.

Proteasen gehdren zu den technisch bedeutendsten Enzymen tiberhaupt. Fir Wasch- und Reini-
gungsmittel sind sie die am langsten etablierten und in praktisch allen modernen, leistungsfahigen
Wasch- und Reinigungsmitteln enthaltenen Enzyme. Sie bewirken den Abbau proteinhaltiger An-
schmutzungen auf dem Reinigungsgut. Hierunter sind wiederum Proteasen vom Subtilisin-Typ
(Subtilasen, Subtilopeptidasen, EC 3.4.21.62) besonders wichtig, welche aufgrund der katalytisch
wirksamen Aminosauren Serin-Proteasen sind. Sie wirken als unspezifische Endopeptidasen und
hydrolysieren beliebige Saureamidbindungen, die im Inneren von Peptiden oder Proteinen liegen.
Ihr pH-Optimum liegt meist im deutlich alkalischen Bereich. Einen Uberblick Gber diese Familie
bietet beispielsweise der Artikel ,Subtilases: Subtilisin-like Proteases” von R. Siezen, Seite 75-95 in
~subtilisin enzymes®, herausgegeben von R. Bott und C. Betzel, New York, 1996. Subtilasen wer-
den natirlicherweise von Mikroorganismen gebildet. Hierunter sind insbesondere die von Bacillus-
Spezies gebildeten und sezernierten Subtilisine als bedeutendste Gruppe innerhalb der Subtilasen

zZu erwahnen.

Beispiele fir die in Wasch- und Reinigungsmitteln bevorzugt eingesetzten Proteasen vom Subitili-
sin-Typ sind die Subtilisine BPN' und Carlsberg, die Protease PB92, die Subtilisine 147 und 309,
die Protease aus Bacillus lentus, insbesondere aus Bacillus lentus DSM 5483, Subitilisin DY und
die den Subtilasen, nicht mehr jedoch den Subtilisinen im engeren Sinne zuzuordnenden Enzyme
Thermitase, Proteinase K und die Proteasen TW3 und TW7, sowie Varianten der genannten Pro-
teasen, die eine gegenilber der Ausgangsprotease veranderte Aminosauresequenz aufweisen.
Proteasen werden durch aus dem Stand der Technik bekannte Verfahren gezielt oder zufallsba-
siert verandert und so beispielsweise fir den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln optimiert.
Dazu gehdéren Punktmutagenese, Deletions- oder Insertionsmutagenese oder Fusion mit anderen
Proteinen oder Proteinteilen. So sind fur die meisten aus dem Stand der Technik bekannten Pro-

teasen entsprechend optimierte Varianten bekannt.
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In der europaischen Patentanmeldung EP 2016175 A1 ist beispielsweise eine fir Wasch- und Rei-
nigungsmittel vorgesehene Protease aus Bacillus pumilus offenbart. Generell sind nur ausgewahlte
Proteasen fur den Einsatz in flissigen Tensid-haltigen Zubereitungen tberhaupt geeignet. Viele
Proteasen zeigen in derartigen Zubereitungen keine ausreichende katalytische Leistung. Fur die
Anwendung von Proteasen in Reinigungsmitteln ist daher eine hohe katalytische Aktivitat unter

Bedingungen wie sie sich wahrend eines Waschgangs darstellen besonders wiinschenswert.

Folglich haben Protease- und Tensid-haltige flissige Formulierungen aus dem Stand der Technik
den Nachteil, dass die enthaltenen Proteasen unter Standard-Waschbedingungen keine zufrieden-
stellende proteolytische Aktivitat aufweisen und die Formulierungen daher keine optimale Reini-

gungsleistung an Protease-sensitiven Anschmutzungen zeigen.

Uberraschenderweise wurde jetzt festgestellt, dass eine Protease aus Bacillus pumilus oder eine
hierzu hinreichend ahnliche Protease (bezogen auf die Sequenzidentitat), die eine Aminosau-
resubstitution an mindestens einer der Positionen P9, Q10, Q62, L82, P86, N130, T141, N187,
$236 oder T253, jeweils bezogen auf die Nummerierung gemal SEQ ID NO:1, aufweist, hinsicht-
lich der proteolytischen Aktivitat unter Standard-Waschbedingungen gegenuiiber der Wildtypform

verbessert ist und daher besonders fiir den Einsatz in Wasch- oder Reinigungsmitteln geeignet ist.

Gegenstand der Erfindung ist daher in einem ersten Aspekt eine Protease umfassend eine Amino-
sduresequenz, die mindestens 70 % Sequenzidentitat mit der in SEQ ID NO:1 angegebenen Ami-
nosauresequenz Uber deren Gesamtlange aufweist und eine Aminosauresubstitution an mindes-
tens einer der Positionen P9, Q10, Q62, L82, P86, N130, T141, N187, S236 oder T253, jeweils

bezogen auf die Nummerierung gemafl} SEQ ID NO:1, aufweist.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer Protease umfassend
das Substituieren einer Aminosaure an mindestens einer Position, die der Position Positionen 9,
10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 oder 236 in SEQ ID NO:1 entspricht, in einer Ausgangsprotease, die
mindestens 70 % Sequenzidentitdt zu der in SEQ ID NO:1 angegebenen Aminosauresequenz lber
deren Gesamtlange aufweist, vorzugsweise derart, dass die Protease mindestens eine der Amino-
sauresubstitutionen P9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K, N187H, S236A oder
T253S aufweist.

Eine Protease im Sinne der vorliegenden Patentanmeldung umfasst daher sowohl die Protease als
solche als auch eine mit einem erfindungsgemafRen Verfahren hergestellte Protease. Alle Ausfih-
rungen zur Protease beziehen sich daher sowohl auf die Protease als solche wie auch auf die mit-

tels entsprechender Verfahren hergestellten Proteasen.
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Weitere Aspekte der Erfindung betreffen die fir diese Proteasen codierenden Nukleinsauren, erfin-
dungsgemale Proteasen oder Nukleinsduren enthaltende nicht menschliche Wirtszellen sowie
erfindungsgemale Proteasen umfassende Mittel, insbesondere Wasch- und Reinigungsmittel,
Wasch- und Reinigungsverfahren, und Verwendungen der erfindungsgemafien Proteasen in

Wasch- oder Reinigungsmitteln zur Entfernung von fetthaltigen Anschmutzungen.

~,Mindestens eine®, wie hierin verwendet, bedeutete eine oder mehrere, d.h. 1,2, 3,4,5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14 oder mehr.

Die vorliegende Erfindung basiert auf der iberraschenden Erkenntnis der Erfinder, dass eine Ami-
nosauresubstitution an mindestens einer der Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 oder 236
der Protease aus Bacillus pumilus gemaf SEQ ID NO:1, in einer Protease, die eine zu der in SEQ
ID NO:1 angegebenen Aminosauresequenz zu mindestens 70% identische Aminosauresequenz
umfasst, derart, dass an mindestens einer der entsprechenden Positionen die Aminosauren 9H,
10E, 62E, 82F, 86S, 86A, 130D, 141K, 187H, 236A oder 253S vorhanden sind, eine verbesserte
katalytische Aktivitat dieser verdnderten Protease in Wasch- und Reinigungsmitteln bewirkt. Das ist
insbesondere insoweit Uberraschend, als dass keine der oben genannten Aminosauresubstitutio-

nen zuvor mit einer erhdhten katalytischen Aktivitat der Protease in Verbindung gebracht wurde.

Die erfindungsgemalfien Proteasen verfiigen Uber eine erhdhte katalytische Aktivitat in Wasch-
oder Reinigungsmitteln. In vielfaltigen Ausfihrungsformen besitzen die erfindungsgemafien Pro-
teasen eine proteolytische Aktivitat, die bezogen auf die Wildtyp-Variante der Protease (SEQ ID
NO:1) mindestens 110%, mindestens 115%, mindestens 120%, mindestens 125%, mindestens
130%, mindestens 135%, mindestens 140%, mindestens 145%, mindestens 150%, mindestens
155% oder mindestens 160% betragt. Solche leistungsverbesserten Proteasen ermdglichen ver-
besserte Waschergebnisse an proteolytisch-sensitiven Anschmutzungen in einem weiten Tempe-

raturbereich.

Die erfindungsgemafien Proteasen weisen enzymatische Aktivitat auf, das heildt, sie sind zur Hyd-
rolyse von Peptiden und Proteinen befahigt, insbesondere in einem Wasch- oder Reinigungsmittel.
Eine erfindungsgemalie Protease ist daher ein Enzym, welches die Hydrolyse von
Amid/Peptidbindungen in Protein/Peptid-Substraten katalysiert und dadurch in der Lage ist, Protei-
ne oder Peptide zu spalten. Ferner handelt es sich bei einer erfindungsgemalen Protease vor-
zugsweise um eine reife (mature) Protease, d.h. um das katalytisch aktive Molekil ohne Signal-
und/oder Propeptid(e). Soweit nicht anders angegeben beziehen sich auch die angegebenen Se-

quenzen auf jeweils reife (prozessierte) Enzyme.

In verschiedenen Ausfiihrungsformen enthalt die erfindungsgemafie Protease mindestens eine
Aminosauresubstitution, die aus der Gruppe bestehend aus P9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A,
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N130D, T141K, N187H, S236A oder T253S, jeweils bezogen auf die Nummerierung gemal SEQ
ID NO:1, ausgewahlt ist. In weiter bevorzugten Ausfihrungsformen enthalt die erfindungsgemale
Protease eine der folgenden Aminosauresubstitutionsvarianten: (i) P86S und S236A,; (ii) Q62E; (iii)
Q62E und L82F; (iv) Q10E; (v) N130D, T141K und T253S; (vi) P86A,; (vii) POH, Q62E und L82F;
(viii) Q62E, L82F und N187H; (ix) Q62E und N130D; oder (x) P86S, N187H und S236A, wobei die

Nummerierung jeweils bezogen ist auf die Nummerierung gemaf SEQ ID NO:1.

In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung umfasst die Protease eine Aminosauresequenz,
die zu der in SEQ ID NO:1 angegebenen Aminosauresequenz tGber deren Gesamtlange zu min-
destens 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 90,5%, 91%, 91,5%, 92%, 92,5%, 93%, 93,5%, 94%, 94,5%,
95%, 95,5%, 96%, 96,5%, 97%, 97,5%, 98%, 98,5% und 98,8% identisch ist, und die an mindes-
tens einer der Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 oder 236 in der Zahlung gemaf SEQ ID
NO:1, eine oder mehrere der Aminosauresubstitutionen 9H, 10E, 62E, 82F, 86S, 86A, 130D, 141K,
187H, 236A oder 253S aufweist. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet das
Merkmal, dass eine Protease die angegebenen Substitutionen aufweist, dass sie mindestens eine
der entsprechenden Aminosauren an den entsprechenden Positionen enthalt, d.h. nicht alle der 10
Positionen anderweitig mutiert oder, beispielsweise durch Fragmentierung der Protease, deletiert
sind. Die Aminosduresequenzen derartiger Proteasen, die erfindungsgemal bevorzugt sind, sind
in SEQ ID Nos: 2-11 angegeben.

Die Bestimmung der Identitat von Nukleinsaure- oder Aminosauresequenzen erfolgt durch einen
Sequenzvergleich. Dieser Sequenzvergleich basiert auf dem im Stand der Technik etablierten und
Ublicherweise genutzten BLAST-Algorithmus (vgl. beispielsweise Altschul, S.F., Gish, W., Miller,
W., Myers, E.W. & Lipman, D.J. (1990) "Basic local alignment search tool." J. Mol. Biol. 215:403-
410, und Altschul, Stephan F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Hheng
Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997): "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new genera-
tion of protein database search programs"; Nucleic Acids Res., 25, $.3389-3402) und geschieht
prinzipiell dadurch, dass ahnliche Abfolgen von Nukleotiden oder Aminosauren in den Nukleinsau-
re- oder Aminosauresequenzen einander zugeordnet werden. Eine tabellarische Zuordnung der
betreffenden Positionen wird als Alignment bezeichnet. Ein weiterer im Stand der Technik verfiig-
barer Algorithmus ist der FASTA-Algorithmus. Sequenzvergleiche (Alignments), insbesondere mul-
tiple Sequenzvergleiche, werden mit Computerprogrammen erstellt. Haufig genutzt werden bei-
spielsweise die Clustal-Serie (vgl. beispielsweise Chenna et al. (2003): Multiple sequence align-
ment with the Clustal series of programs. Nucleic Acid Research 31, 3497-3500), T-Coffee (vgl.
beispielsweise Notredame et al. (2000): T-Coffee: A novel method for multiple sequence align-
ments. J. Mol. Biol. 302, 205-217) oder Programme, die auf diesen Programmen beziehungsweise
Algorithmen basieren. Ferner méglich sind Sequenzvergleiche (Alignments) mit dem Computer-

Programm Vector NTI® Suite 10.3 (Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Avenue, Carlsbad, Kali-
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fornien, USA) mit den vorgegebenen Standardparametern, dessen AlignX-Modul fir die Sequenz-
vergleiche auf ClustalW basiert. Soweit nicht anders angegeben, wird die hierin angegebene Se-

quenzidentitdt mit dem BLAST-Algorithmus bestimmt.

Solch ein Vergleich erlaubt auch eine Aussage iiber die Ahnlichkeit der verglichenen Sequenzen
zueinander. Sie wird Ublicherweise in Prozent Identitat, das hei3t dem Anteil der identischen Nuk-
leotide oder Aminosaurereste an denselben oder in einem Alignment einander entsprechenden
Positionen angegeben. Der weiter gefasste Begriff der Homologie bezieht bei Aminosaure-
sequenzen konservierte Aminosaure-Austausche in die Betrachtung mit ein, also Aminosauren mit
ahnlicher chemischer Aktivitat, da diese innerhalb des Proteins meist ahnliche chemische Aktivita-
ten austiben. Daher kann die Ahnlichkeit der verglichenen Sequenzen auch Prozent Homologie
oder Prozent Ahnlichkeit angegeben sein. Identitats- und/oder Homologieangaben kénnen ber
ganze Polypeptide oder Gene oder nur lber einzelne Bereiche getroffen werden. Homologe oder
identische Bereiche von verschiedenen Nukleinsaure- oder Aminosauresequenzen sind daher
durch Ubereinstimmungen in den Sequenzen definiert. Solche Bereiche weisen oftmals identische
Funktionen auf. Sie kdnnen klein sein und nur wenige Nukleotide oder Aminosduren umfassen.
Oftmals Gben solche kleinen Bereiche fiir die Gesamtaktivitat des Proteins essentielle Funktionen
aus. Es kann daher sinnvoll sein, Sequenziibereinstimmungen nur auf einzelne, gegebenenfalls
kleine Bereiche zu beziehen. Soweit nicht anders angegeben beziehen sich Identitats- oder Homo-
logieangaben in der vorliegenden Anmeldung aber auf die Gesamtlange der jeweils angegebenen

Nukleinsdure- oder Aminosauresauresequenz.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet die Angabe, dass eine Aminosau-
reposition einer numerisch bezeichneten Position in SEQ ID NO:1 entspricht daher, dass die ent-
sprechende Position der numerisch bezeichneten Position in SEQ ID NO:1 in einem wie oben defi-

nierten Alignment zugeordnet ist.

In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung ist die Protease dadurch gekennzeichnet, dass
ihre Reinigungsleistung gegenulber derjenigen einer Protease, die eine Aminosduresequenz um-
fasst, die der in SEQ ID NO:1 angegebenen Aminosauresequenz entspricht, nicht signifikant ver-
ringert ist, d.h. mindestens 80 % der Referenzwaschleistung besitzt, vorzugsweise mindestens 100
%, noch bevorzugter mindestens 110 % oder mehr. Die Reinigungsleistung kann in einem Wasch-
system bestimmt werden, das ein Waschmittel in einer Dosierung zwischen 4,5 und 7,0 Gramm
pro Liter Waschflotte sowie die Protease enthalt, wobei die zu vergleichenden Proteasen konzent-
rationsgleich (bezogen auf aktives Protein) eingesetzt sind und die Reinigungsleistung gegeniiber
einer Anschmutzung auf Baumwolle bestimmt wird durch Messung des Reinigungsgrades der ge-
waschenen Textilien. Beispielsweise kann der Waschvorgang fiir 60 Minuten bei einer Temperatur
von 40°C erfolgen und das Wasser eine Wasserharte zwischen 15,5 und 16,5° (deutsche Harte)

aufweisen. Die Konzentration der Protease in dem fur dieses Waschsystem bestimmten Waschmit-
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tel betragt 0,001-0,1 Gew.-%, vorzugsweise 0,01 bis 0,06 Gew.-%, bezogen auf aktives, gereinig-

tes Protein.

Ein flissiges Referenzwaschmittel fir ein solches Waschsystem kann wie folgt zusammengesetzt
sein (alle Angaben in Gewichts-Prozent): 4,4% Alkylbenzolsulfonsaure, 5,6% weitere anionische
Tenside, 2,4% C12-C18 Na-Salze von Fettsduren (Seifen), 4,4% nicht-ionische Tenside, 0,2%
Phosphonate, 1,4% Zitronensaure, 0,95% NaOH, 0,01% Entschdumer, 2% Glycerin, 0,08% Kon-
servierungsstoffe, 1% Ethanol, Rest demineralisiertes Wasser. Bevorzugt betragt die Dosierung
des flussigen Waschmittels zwischen 4,5 und 6,0 Gramm pro Liter Waschflotte, beispielsweise 4,7,
4,9 oder 5,9 Gramm pro Liter Waschflotte. Bevorzugt wird gewaschen in einem pH-Wertebereich

zwischen pH 8 und pH 10,5, bevorzugt zwischen pH 8 und pH 9.

Im Rahmen der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Reinigungsleistung beispielsweise bei 40°C
unter Verwendung eines flissigen Waschmittels wie vorstehend angegeben, wobei der Waschvor-

gang vorzugsweise fur 60 Minuten bei 600 rpm erfolgt.

Der Weillegrad, d.h. die Aufhellung der Anschmutzungen, als Mal} fur die Reinigungsleistung wird
mit optischen Messverfahren bestimmt, bevorzugt photometrisch. Ein hierfir geeignetes Gerat ist
beispielsweise das Spektrometer Minolta CM508d. Ublicherweise werden die fiir die Messung ein-
gesetzten Gerate zuvor mit einem Weillstandard, bevorzugt einem mitgelieferten Weillstandard,

kalibriert.

Durch den aktivitatsgleichen Einsatz der jeweiligen Protease wird sichergestellt, dass auch bei
einem etwaigen Auseinanderklaffen des Verhaltnisses von Aktivsubstanz zu Gesamtprotein (die
Werte der spezifischen Aktivitat) die jeweiligen enzymatischen Eigenschaften, also beispielsweise
die Reinigungsleistung an bestimmten Anschmutzungen, verglichen werden. Generell gilt, dass
eine niedrige spezifische Aktivitat durch Zugabe einer gréReren Proteinmenge ausgeglichen wer-

den kann.

Ansonsten sind Verfahren zur Bestimmung der Proteaseaktivitdt dem Fachmann auf dem Gebiet
der Enzymtechnologie gelaufig und werden von ihm routinemaRig angewendet. Beispielsweise
sind solche Verfahren offenbart in Tenside, Band 7 (1970), S. 125-132. Alternativ kann die Pro-
tease-Aktivitat Gber die Freisetzung des Chromophors para-Nitroanilin (pNA) aus dem Substrat
suc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-Nitroanilid (AAPF) bestimmt werden. Die Protease spaltet das Sub-
strat und setzt pNA frei. Die Freisetzung des pNA verursacht eine Zunahme der Extinktion bei 410
nm, deren zeitlicher Verlauf ein MaR fir die enzymatische Aktivitat ist (vgl. Del Mar et al., 1979).
Die Messung erfolgt bei einer Temperatur von 25°C, bei pH 8,6, und einer Wellenldnge von 410
nm. Die Messzeit betragt 5 min und das Messintervall 20s bis 60s. Die Proteaseaktivitat wird Gbli-

cherweise in Protease-Einheiten (PE) angegeben. Geeignete Proteaseaktivitaten betragen bei-
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spielsweise 2,25, 5 oder 10 PE pro ml Waschflotte. Die Proteaseaktivitat ist jedoch nicht gleich
Null.

Ein alternativer Test zur Feststellung der proteolytischen Aktivitat der erfindungsgemaflen Pro-
teasen ist ein optisches Messverfahren, bevorzugt ein photometrisches Verfahren. Der hierfur ge-
eignete Test umfasst die Protease-abhangige Spaltung des Substratproteins Casein. Dieses wird
durch die Protease in eine Vielzahl kleinerer Teilprodukte gespalten. Die Gesamtheit dieser Teil-
produkte weist eine erhdhte Absorption bei 290 nm gegeniber nicht gespaltenem Casein auf, wo-
bei diese erhéhte Absorption unter Verwendung eines Photometers ermittelt werden und somit ein

Rickschluss auf die enzymatische Aktivitat der Protease gezogen werden kann.

Die Proteinkonzentration kann mit Hilfe bekannter Methoden, zum Beispiel dem BCA-Verfahren
(Bicinchoninsaure; 2,2°-Bichinolyl-4,4‘-dicarbonsdure) oder dem Biuret-Verfahren (A. G. Gornall,
C. S. Bardawill und M.M. David, J. Biol. Chem., 177 (1948), S. 751-766) bestimmt werden. Die
Bestimmung der Aktivproteinkonzentration kann diesbeziiglich Giber eine Titration der aktiven Zen-
tren unter Verwendung eines geeigneten irreversiblen Inhibitors und Bestimmung der Restaktivitat
(vgl. M. Bender et al., J. Am. Chem. Soc. 88, 24 (1966), S. 5890-5913) erfolgen.

Zusatzlich zu den vorstehend erlauterten Aminosaureveranderungen kénnen erfindungsgemale
Proteasen weitere Aminosaureveranderungen, insbesondere Aminosaure-Substitutionen,
-Insertionen oder -Deletionen, aufweisen. Solche Proteasen sind beispielsweise durch gezielte
genetische Veranderung, d.h. durch Mutageneseverfahren, weiterentwickelt und fir bestimmte
Einsatzzwecke oder hinsichtlich spezieller Eigenschaften (beispielsweise hinsichtlich ihrer katalyti-
schen Aktivitat, Stabilitat, usw.) optimiert. Ferner kdnnen erfindungsgemafe Nukleinsauren in Re-
kombinationsansatze eingebracht und damit zur Erzeugung vollig neuartiger Proteasen oder ande-

rer Polypeptide genutzt werden.

Das Ziel ist es, in die bekannten Moleklle gezielte Mutationen wie Substitutionen, Insertionen oder
Deletionen einzufiihren, um beispielsweise die Reinigungsleistung von erfindungsgemalen Enzy-

men zu verbessern. Hierzu kdnnen insbesondere die Oberflachenladungen und/oder der isoelektri-
sche Punkt der Molekiile und dadurch ihre Wechselwirkungen mit dem Substrat verandert werden.
So kann beispielsweise die Nettoladung der Enzyme verandert werden, um dariiber die Substrat-

bindung insbesondere fir den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln zu beeinflussen. Alternativ
oder erganzend kann durch eine oder mehrere entsprechende Mutationen die Stabilitat oder kata-

lytische Aktivitdt der Protease erhdht und dadurch ihre Reinigungsleistung verbessert werden. Vor-
teilhafte Eigenschaften einzelner Mutationen, z.B. einzelner Substitutionen, kdnnen sich ergénzen.
Eine hinsichtlich bestimmter Eigenschaften bereits optimierter Proteasen, zum Beispiel hinsichtlich

ihrer Stabilitat bei Lagerung, kann daher im Rahmen der Erfindung zusatzlich weiterentwickelt sein.
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Far die Beschreibung von Substitutionen, die genau eine Aminosaureposition betreffen (Aminosau-
reaustausche), wird hierin folgende Konvention angewendet: zunachst wird die natlrlicherweise
vorhandene Aminosaure in Form des international gebrauchlichen Einbuchstaben-Codes bezeich-
net, dann folgt die zugehdrige Sequenzposition und schlielilich die eingefligte Aminosaure. Mehre-
re Austausche innerhalb derselben Polypeptidkette werden durch Schragstriche voneinander ge-
trennt. Bei Insertionen sind nach der Sequenzposition zusatzliche Aminosauren benannt. Bei Dele-
tionen ist die fehlende Aminosaure durch ein Symbol, beispielsweise einen Stern oder einen Strich,
ersetzt oder vor der entsprechenden Position ein A angegeben. Beispielsweise beschreibt P9H die
Substitution von Prolin an Position 9 durch Histidin, P9HT die Insertion von Threonin nach der
Aminosaure Histidin an Position 9 und P9* oder AP9 die Deletion von Prolin an Position 9. Diese

Nomenklatur ist dem Fachmann auf dem Gebiet der Enzymtechnologie bekannt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher eine Protease, die dadurch gekennzeichnet ist,
dass sie aus einer Protease wie vorstehend beschrieben als Ausgangsmolekil erhaltlich ist durch
ein- oder mehrfache konservative Aminosauresubstitution, wobei die Protease in der Zahlung ge-
mafk SEQ ID NO:1 noch mindestens eine der erfindungsgemaien Aminosauresubstitutionen an
den Positionen, die Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 und 236 in SEQ ID NO:1 entspre-
chen, aufweist, wie vorstehend beschrieben. Der Begriff "konservative Aminosauresubstitution”
bedeutet den Austausch (Substitution) eines Aminosaurerestes gegen einen anderen Aminosaure-
rest, wobei dieser Austausch nicht zu einer Anderung der Polaritat oder Ladung an der Position der
ausgetauschten Aminosaure fihrt, z. B. der Austausch eines unpolaren Aminosaurerestes gegen
einen anderen unpolaren Aminosaurerest. Konservative Aminosauresubstitutionen im Rahmen der
Erfindung umfassen beispielsweise: G=A=S, I=V=L=M, D=E, N=Q, K=R, Y=F, S=T,
G=A=I=V=L=M=Y=F=W=P=S8=T.

Alternativ oder ergénzend ist die Protease dadurch gekennzeichnet, dass sie aus einer erfindungs-
gemalen Protease als Ausgangsmolekul erhaltlich ist durch Fragmentierung, Deletions-, Inserti-
ons- oder Substitutionsmutagenese und eine Aminosaduresequenz umfasst, die Gber eine Lange
von mindestens 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270 oder 275 zusammenhangenden Amino-
sduren mit dem Ausgangsmolekiil ibereinstimmt, wobei die im Ausgangsmolekil enthaltene(n)
Aminosauresubstitution(en) an einer oder mehreren der Positionen, die Positionen 9, 10, 62, 82,
86, 130, 141, 187 und 236 in SEQ ID NO:1 entsprechen, noch vorhanden ist/sind.

So ist es beispielsweise mdglich, an den Termini oder in den Loops des Enzyms einzelne Amino-
sauren zu deletieren, ohne dass dadurch die proteolytische Aktivitat verloren oder vermindert wird.
Ferner kann durch derartige Fragmentierung, Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutagenese
beispielsweise auch die Allergenizitat betreffender Enzyme gesenkt und somit insgesamt ihre Ein-
setzbarkeit verbessert werden. Vorteilhafterweise behalten die Enzyme auch nach der Mutagenese

ihre proteolytische Aktivitat, d.h. ihre proteolytische Aktivitat entspricht mindestens derjenigen des
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Ausgangsenzyms, d.h. in einer bevorzugten Ausfihrungsform betragt die proteolytische Aktivitat
mindestens 80, vorzugsweise mindestens 90 % der Aktivitat des Ausgangsenzyms. Auch weitere
Substitutionen kdénnen vorteilhafte Wirkungen zeigen. Sowohl einzelne wie auch mehrere zusam-

menhangende Aminosduren kdnnen gegen andere Aminosauren ausgetauscht werden.

Alternativ oder ergénzend ist die Protease dadurch gekennzeichnet, dass sie aus einer erfindungs-
gemalen Protease als Ausgangsmolekil erhaltlich ist durch ein- oder mehrfache konservative
Aminosauresubstitution, wobei die Protease mindestens eine der Aminosauresubstitutionen P9H,
Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K, N187H, S236A oder T253S an den Positionen,
die den Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 und 236 gemaR SEQ ID NO:1 entsprechen,

aufweist.

In weiteren Ausfiihrungsformen ist die Protease dadurch gekennzeichnet, dass sie aus einer erfin-
dungsgemalen Protease als Ausgangsmolekil erhaltlich ist durch Fragmentierung, Deletions-,
Insertions- oder Substitutionsmutagenese und eine Aminosauresequenz umfasst, die Gber eine
Lange von mindestens 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270 oder 275 zusammenhangenden
Aminosauren mit dem Ausgangsmolekil Gbereinstimmt, wobei die Protease mindestens eine der
Aminosauresubstitutionen P9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K, N187H, S236A
oder T253S an den Positionen, die den Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 und 236 ge-
maf SEQ ID NO:1 entsprechen, umfasst.

Die weiteren Aminosaurepositionen werden hierbei durch ein Alignment der Aminosauresequenz
einer erfindungsgemafen Protease mit der Aminosauresequenz der Protease aus Bacillus pumi-
lus, wie sie in SEQ ID NO:1 angegeben ist, definiert. Weiterhin richtet sich die Zuordnung der Posi-
tionen nach dem reifen (maturen) Protein. Diese Zuordnung ist insbesondere auch anzuwenden,
wenn die Aminosauresequenz einer erfindungsgemalien Protease eine hdhere Zahl von Amino-
saurenresten umfasst als die Protease aus Bacillus pumilus gemall SEQ ID NO:1. Ausgehend von
den genannten Positionen in der Aminosauresequenz der Protease aus Bacillus pumilus sind die
Veranderungspositionen in einer erfindungsgemafien Protease diejenigen, die eben diesen Positi-

onen in einem Alignment zugeordnet sind.

Vorteilhafte Positionen fir Sequenzveranderungen, insbesondere Substitutionen, der Protease aus
Bacillus pumilus, die Ubertragen auf homologe Positionen der erfindungsgemafien Proteasen be-
vorzugt von Bedeutung sind und der Protease vorteilhafte funktionelle Eigenschaften verleihen,
sind demnach die Positionen, die in einem Alignment den Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141,
187 und 236 in SEQ ID NO:1 entsprechen, d.h. in der Zahlung gemafly SEQ ID NO:1. An den ge-
nannten Positionen liegen in dem Wildtypmolekll der Protease aus Bacillus pumilus folgende Ami-
nosaurereste: P9, Q10, Q62, L82, P86, N130, T141, N187, S236 und T253.
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Eine weitere Bestatigung der korrekten Zuordnung der zu verandernden Aminosauren, d.h. insbe-
sondere deren funktionelle Entsprechung, kdnnen Vergleichsversuche liefern, wonach die beiden
auf der Basis eines Alignments einander zugeordneten Positionen in beiden miteinander vergliche-
nen Proteasen auf die gleiche Weise verandert werden und beobachtet wird, ob bei beiden die
enzymatische Aktivitat auf gleiche Weise verandert wird. Geht beispielsweise ein Aminosaure-
austausch in einer bestimmten Position der Protease aus Bacillus pumilus gemal SEQ ID NO:1
mit einer Veranderung eines enzymatischen Parameters einher, beispielsweise mit der Erhéhung
des Ku-Wertes, und wird eine entsprechende Veranderung des enzymatischen Parameters, bei-
spielsweise also ebenfalls eine Erhdhung des Ku-Wertes, in einer erfindungsgemafen Protease-
Variante beobachtet, deren Aminosaureaustausch durch dieselbe eingefiihrte Aminosaure erreicht

wurde, so ist hierin eine Bestatigung der korrekten Zuordnung zu sehen.

Alle genannten Sachverhalte sind auch auf die erfindungsgemafen Verfahren zur Herstellung ei-
ner Protease anwendbar. Demnach umfasst ein erfindungsgemafies Verfahren ferner einen oder

mehrere der folgenden Verfahrensschritte:

a) Einbringen einer ein- oder mehrfachen konservativen Aminosauresubstitution, wobei die Pro-
tease mindestens eine der Aminosauresubstitutionen P9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A,
N130D, T141K, N187H, S236A oder T253S an den Positionen, die den Positionen 9, 10, 62, 82,
86, 130, 141, 187 und 236 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, umfasst;

b) Veranderung der Aminosauresequenz durch Fragmentierung, Deletions-, Insertions- oder Sub-
stitutionsmutagenese derart, dass die Protease eine Aminosauresequenz umfasst, die Uber eine
Lange von mindestens 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270 oder 275 zusammenhangenden
Aminosauren mit dem Ausgangsmolekil Gbereinstimmt, wobei die Protease mindestens eine der
Aminosauresubstitutionen P9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K, N187H, S236A
oder T253S an den Positionen, die den Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 und 236 gemaf
SEQ ID NO:1 entsprechen, umfasst.

Samtliche Ausfiihrungen gelten auch fir die erfindungsgemafen Verfahren.

In weiteren Ausgestaltungen der Erfindung ist die Protease beziehungsweise die mit einem erfin-
dungsgemalien Verfahren hergestellte Protease noch mindestens zu 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
90,5%, 91%, 91,5%, 92%, 92,5%, 93%, 93,5%, 94%, 94,5%, 95%, 95,5%, 96%, 96,5%, 97%,
97,5%, 98%, 98,5%, oder 98,8% identisch zu der in SEQ ID NO:1 angegebenen Aminosaurese-
quenz Uber deren Gesamtlange. Alternativ ist die Protease beziehungsweise die mit einem erfin-
dungsgemalien Verfahren hergestellte Protease noch mindestens zu 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
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90,5%, 91%, 91,5%, 92%, 92,5%, 93%, 93,5%, 94%, 94,5%, 95%, 95,5%, 96%, 96,5%, 97%,
97,5%, oder 98% identisch zu einer der in SEQ ID Nos:2-11 angegebenen Aminosauresequenzen
Uber deren Gesamtlange. Die Protease beziehungsweise die mit einem erfindungsgemalien Ver-
fahren hergestellte Protease weist eine Aminosauresubstitution an mindestens einer der Positionen
P9, Q10, Q62, L82, P86, N130, T141, N187, S236 oder T253, jeweils bezogen auf die Nummerie-
rung gemal SEQ ID NO:1, auf. In bevorzugteren Ausfuhrungsformen ist die Aminosauresubstituti-
on mindestens eine ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus P9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S,
P86A, N130D, T141K, N187H, S236A und T253S, jeweils bezogen auf die Nummerierung geman
SEQ ID NO:1. In weiter bevorzugten Ausfiihrungsformen umfasst die Protease eine der folgenden
Aminosauresubstitutionsvarianten: (i) P86S und S236A; (ii) Q62E; (iii) Q62E und L82F; (iv) Q10E;
(v) N130D, T141K und T253S; (vi) P86A,; (vii) P9H, Q62E und L82F; (viii) Q62E, L82F und N187H;
(ix) Q62E und N130D; oder (x) P86S, N187H und S236A.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine zuvor beschriebene Protease, die zusatzlich stabili-
siert ist, insbesondere durch eine oder mehrere Mutationen, beispielsweise Substitutionen, oder
durch Kopplung an ein Polymer. Eine Erhdhung der Stabilitdt bei der Lagerung und/oder wahrend
des Einsatzes, beispielsweise beim Waschprozess, filhrt dazu, dass die enzymatische Aktivitat
langer anhalt und damit die Reinigungsleistung verbessert wird. Grundsatzlich kommen alle im
Stand der Technik beschriebenen und/oder zweckmaligen Stabilisierungsmaoglichkeiten in Be-
tracht. Bevorzugt sind solche Stabilisierungen, die Gber Mutationen des Enzyms selbst erreicht
werden, da solche Stabilisierungen im Anschluss an die Gewinnung des Enzyms keine weiteren
Arbeitsschritte erfordern. Beispiele fur hierfur geeignete Sequenzveranderungen sind vorstehend

genannt. Weitere geeignete Sequenzverdnderungen sind aus dem Stand der Technik bekannt.

Weitere Méglichkeiten der Stabilisierung sind beispielsweise:

- Veranderung der Bindung von Metallionen, insbesondere der Calcium-Bindungsstellen,
beispielsweise durch Austauschen von einer oder mehreren der an der Calcium-Bindung betei-
ligten Aminosaure(n) gegen eine oder mehrere negativ geladene Aminosauren und/oder durch
Einflhren von Sequenzveranderungen in mindestens einer der Folgen der beiden Aminosauren
Arginin/Glycin;

- Schutz gegen den Einfluss von denaturierenden Agentien wie Tensiden durch Mutationen,
die eine Veranderung der Aminosauresequenz auf oder an der Oberflache des Proteins bewir-
ken;

- Austausch von Aminosauren, die nahe dem N-Terminus liegen, gegen solche, die vermut-
lich Gber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit dem Rest des Molekuls in Kontakt treten und

somit einen Beitrag zur Aufrechterhaltung der globularen Struktur leisten.

Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind solche, bei denen das Enzym auf mehrere Arten stabilisiert

wird, da mehrere stabilisierende Mutationen additiv oder synergistisch wirken.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Protease wie vorstehend beschrieben, die dadurch
gekennzeichnet ist, dass sie mindestens eine chemische Modifikation aufweist. Eine Protease mit

einer solchen Veranderung wird als Derivat bezeichnet, d.h. die Protease ist derivatisiert.

Unter Derivaten werden im Sinne der vorliegenden Anmeldung demnach solche Proteine verstan-
den, deren reine Aminosaurekette chemisch modifiziert worden ist. Solche Derivatisierungen kén-
nen beispielsweise in vivo durch die Wirtszelle erfolgen, die das Protein exprimiert. Diesbeziglich
sind Kopplungen niedrigmolekularer Verbindungen wie von Lipiden oder Oligosacchariden beson-
ders hervorzuheben. Derivatisierungen kénnen aber auch in vitro durchgefiihrt werden, etwa durch
die chemische Umwandlung einer Seitenkette einer Aminosaure oder durch kovalente Bindung
einer anderen Verbindung an das Protein. Beispielsweise ist die Kopplung von Aminen an Car-
boxylgruppen eines Enzyms zur Veranderung des isoelektrischen Punkts moglich. Eine solche
andere Verbindung kann auch ein weiteres Protein sein, das beispielsweise ber bifunktionelle
chemische Verbindungen an ein erfindungsgemalies Protein gebunden wird. Ebenso ist unter De-
rivatisierung die kovalente Bindung an einen makromolekularen Trager zu verstehen, oder auch
ein nichtkovalenter Einschluss in geeignete makromolekulare Kafigstrukturen. Derivatisierungen
kdnnen beispielsweise die Substratspezifitat oder die Bindungsstarke an das Substrat beeinflussen
oder eine voriubergehende Blockierung der enzymatischen Aktivitat herbeifiihren, wenn es sich bei
der angekoppelten Substanz um einen Inhibitor handelt. Dies kann beispielsweise fiir den Zeitraum
der Lagerung sinnvoll sein. Derartige Modifikationen kdnnen ferner die Stabilitat oder die enzymati-
sche Aktivitat beeinflussen. Sie kdnnen ferner auch dazu dienen, die Allergenizitat und/oder Immu-
nogenizitdt des Proteins herabzusetzen und damit beispielsweise dessen Hautvertraglichkeit zu
erhdhen. Beispielsweise kbnnen Kopplungen mit makromolekularen Verbindungen, beispielsweise

Polyethylenglykol, das Protein hinsichtlich der Stabilitat und/oder Hautvertraglichkeit verbessern.

Unter Derivaten eines erfindungsgemalien Proteins kdnnen im weitesten Sinne auch Praparatio-
nen dieser Proteine verstanden werden. Je nach Gewinnung, Aufarbeitung oder Praparation kann
ein Protein mit diversen anderen Stoffen kombiniert sein, beispielsweise aus der Kultur der produ-
zierenden Mikroorganismen. Ein Protein kann auch, beispielsweise zur Erhéhung seiner Lagersta-
bilitdt, mit anderen Stoffen gezielt versetzt worden sein. Erfindungsgemaf sind deshalb auch alle
Praparationen eines erfindungsgemafen Proteins. Das ist auch unabhangig davon, ob es in einer
bestimmten Praparation tatsachlich diese enzymatische Aktivitat entfaltet oder nicht. Denn es kann
gewiinscht sein, dass es bei der Lagerung keine oder nur geringe Aktivitat besitzt, und erst zum
Zeitpunkt der Verwendung seine enzymatische Funktion entfaltet. Dies kann beispielsweise tUber
entsprechende Begleitstoffe gesteuert werden. Inshesondere die gemeinsame Praparation von

Proteasen mit spezifischen Inhibitoren ist diesbeziiglich mglich.
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Unter allen vorstehend beschriebenen Proteasen beziehungsweise Proteasevarianten und/oder
Derivaten sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung diejenigen besonders bevorzugt, deren
katalytische Aktivitat mindestens einer derjenigen der Proteasen gemal SEQ ID Nos: 2-11 ent-
spricht, und/oder deren Reinigungsleistung mindestens einer derjenigen der Proteasen gemalf
SEQ ID Nos: 2-11 entspricht, wobei die Reinigungsleistung in einem Waschsystem bestimmt wird

wie vorstehend beschrieben.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Nukleinsaure, die fur eine erfindungsgemaie Pro-
tease codiert, sowie ein Vektor enthaltend eine solche Nukleinsaure, insbesondere ein Klonie-

rungsvektor oder ein Expressionsvektor.

Hierbei kann es sich um DNA- oder RNA-Molekiile handeln. Sie kénnen als Einzelstrang, als ein zu
diesem Einzelstrang komplementarer Einzelstrang oder als Doppelstrang vorliegen. Insbesondere
bei DNA-Molekilen sind die Sequenzen beider komplementarer Strange in jeweils allen drei mogli-
chen Leserastern zu beriicksichtigen. Ferner ist zu beriicksichtigen, dass verschiedene Codons,
also Basentriplets, fir die gleichen Aminosauren codieren kdnnen, so dass eine bestimmte Amino-
sduresequenz von mehreren unterschiedlichen Nukleinsduren codiert werden kann. Auf Grund
dieser Degeneriertheit des genetischen Codes sind samtliche Nukleinsduresequenzen in diesen
Erfindungsgegenstand mit eingeschlossen, die eine der vorstehend beschriebenen Proteasen co-
dieren kénnen. Der Fachmann ist in der Lage, diese Nukleinsduresequenzen zweifelsfrei zu be-
stimmen, da trotz der Degeneriertheit des genetischen Codes einzelnen Codons definierte Amino-
sduren zuzuordnen sind. Daher kann der Fachmann ausgehend von einer Aminosauresequenz fir
diese Aminosauresequenz codierende Nukleinsauren problemlos ermitteln. Weiterhin kénnen bei
erfindungsgemaflen Nukleinsduren ein oder mehrere Codons durch synonyme Codons ersetzt
sein. Dieser Aspekt bezieht sich insbesondere auf die heterologe Expression der erfindungsgema-
Ren Enzyme. So besitzt jeder Organismus, beispielsweise eine Wirtszelle eines Produktionsstam-
mes, eine bestimmte Codon-Verwendung. Unter Codon-Verwendung wird die Ubersetzung des
genetischen Codes in Aminosauren durch den jeweiligen Organismus verstanden. Es kann zu
Engpassen in der Proteinbiosynthese kommen, wenn die auf der Nukleinsaure liegenden Codons
in dem Organismus einer vergleichsweise geringen Zahl von beladenen tRNA-Molekilen gegen-
Uberstehen. Obwohl fir die gleiche Aminosaure codierend fiihrt das dazu, dass in dem Organis-
mus ein Codon weniger effizient translatiert wird als ein synonymes Codon, das fir dieselbe Ami-
nosaure codiert. Auf Grund des Vorliegens einer hdheren Anzahl von tRNA-Molekilen fir das sy-

nonyme Codon kann dieses in dem Organismus effizienter translatiert werden.

Einem Fachmann ist es Uber heutzutage allgemein bekannte Methoden, wie beispielsweise die
chemische Synthese oder die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in Verbindung mit molekular-
biologischen und/oder proteinchemischen Standardmethoden mdglich, anhand bekannter DNA-

und/oder Aminosauresequenzen die entsprechenden Nukleinsduren bis hin zu vollstandigen Ge-
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nen herzustellen. Derartige Methoden sind beispielsweise aus Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Ma-
niatis, T. 2001. Molecular cloning: a laboratory manual, 3. Edition Cold Spring Laboratory Press.

bekannt.

Unter Vektoren werden im Sinne der vorliegenden Erfindung aus Nukleinsduren bestehende Ele-
mente verstanden, die als kennzeichnenden Nukleinsdurebereich eine erfindungsgemafie Nuklein-
saure enthalten. Sie vermdgen diese in einer Spezies oder einer Zellinie tber mehrere Generatio-
nen oder Zellteilungen hinweg als stabiles genetisches Element zu etablieren. Vektoren sind ins-
besondere bei der Verwendung in Bakterien spezielle Plasmide, also zirkulare genetische Elemen-
te. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird eine erfindungsgemafle Nukleinsaure in einen
Vektor kloniert. Zu den Vektoren zahlen beispielsweise solche, deren Ursprung bakterielle Plasmi-
de, Viren oder Bacteriophagen sind, oder iberwiegend synthetische Vektoren oder Plasmide mit
Elementen verschiedenster Herkunft. Mit den weiteren jeweils vorhandenen genetischen Elemen-
ten vermdgen Vektoren sich in den betreffenden Wirtszellen Gber mehrere Generationen hinweg
als stabile Einheiten zu etablieren. Sie kdnnen extrachromosomal als eigene Einheiten vorliegen

oder in ein Chromosom oder chromosomale DNA integrieren.

Expressionsvektoren umfassen Nukleinsduresequenzen, die sie dazu befahigen, in den sie enthal-
tenden Wirtszellen, vorzugsweise Mikroorganismen, besonders bevorzugt Bakterien, zu replizieren
und dort eine enthaltene Nukleinsdure zur Expression zu bringen. Die Expression wird insbesonde-
re von dem oder den Promotoren beeinflusst, welche die Transkription regulieren. Prinzipiell kann
die Expression durch den natirlichen, urspriinglich vor der zu exprimierenden Nukleinsaure lokali-
sierten Promotor erfolgen, aber auch durch einen auf dem Expressionsvektor bereitgestellten Pro-
motor der Wirtszelle oder auch durch einen modifizierten oder einen véllig anderen Promotor eines
anderen Organismus oder einer anderen Wirtszelle. Im vorliegenden Fall wird zumindest ein Pro-
motor fur die Expression einer erfindungsgemaflen Nukleinsdure zur Verfigung gestellt und fur
deren Expression genutzt. Expressionsvektoren kénnen ferner regulierbar sein, beispielsweise
durch Anderung der Kultivierungsbedingungen oder bei Erreichen einer bestimmten Zelldichte der
sie enthaltenen Wirtszellen oder durch Zugabe von bestimmten Substanzen, insbesondere Aktiva-
toren der Genexpression. Ein Beispiel fur eine solche Substanz ist das Galactose-Derivat Isopro-
pyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG), welches als Aktivator des bakteriellen Lactose-Operons (lac-
Operons) verwendet wird. Im Gegensatz zu Expressionsvektoren wird die enthaltene Nukleinsaure

in Klonierungsvektoren nicht exprimiert.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine nicht menschliche Wirtszelle, die eine erfindungs-
gemale Nukleinsaure oder einen erfindungsgemalfien Vektor beinhaltet, oder die eine erfindungs-
gemalie Protease beinhaltet, insbesondere eine, die die Protease in das die Wirtszelle umgebende
Medium sezerniert. Bevorzugt wird eine erfindungsgemalle Nukleinsaure oder ein erfindungs-

gemaler Vektor in einen Mikroorganismus transformiert, der dann eine erfindungsgemafe Wirts-
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zelle darstellt. Alternativ kdnnen auch einzelne Komponenten, d.h. Nukleinsdure-Teile oder
-Fragmente einer erfindungsgemafien Nukleinsdure derart in eine Wirtszelle eingebracht werden,
dass die dann resultierende Wirtszelle eine erfindungsgemafle Nukleinsdure oder einen erfin-
dungsgemalien Vektor enthalt. Dieses Vorgehen eignet sich besonders dann, wenn die Wirtszelle
bereits einen oder mehrere Bestandteile einer erfindungsgemafien Nukleinsaure oder eines erfin-
dungsgemalien Vektors enthalt und die weiteren Bestandteile dann entsprechend erganzt werden.
Verfahren zur Transformation von Zellen sind im Stand der Technik etabliert und dem Fachmann
hinlanglich bekannt. Als Wirtszellen eignen sich prinzipiell alle Zellen, das heildt prokaryotische
oder eukaryotische Zellen. Bevorzugt sind solche Wirtszellen, die sich genetisch vorteilhaft hand-
haben lassen, was beispielsweise die Transformation mit der Nukleinsaure oder dem Vektor und
dessen stabile Etablierung angeht, beispielsweise einzellige Pilze oder Bakterien. Ferner zeichnen
sich bevorzugte Wirtszellen durch eine gute mikrobiologische und biotechnologische Handhabbar-
keit aus. Das betrifft beispielsweise leichte Kultivierbarkeit, hohe Wachstumsraten, geringe Anfor-
derungen an Fermentationsmedien und gute Produktions- und Sekretionsraten fir Fremdproteine.
Bevorzugte erfindungsgemale Wirtszellen sezernieren das (transgen) exprimierte Protein in das
die Wirtszellen umgebende Medium. Ferner kdnnen die Proteasen von den sie produzierenden
Zellen nach deren Herstellung modifiziert werden, beispielsweise durch Anknlpfung von Zucker-
molekilen, Formylierungen, Aminierungen, usw. Solche posttranslationale Modifikationen kénnen

die Protease funktionell beeinflussen.

Weitere bevorzugte Ausfiihrungsformen stellen solche Wirtszellen dar, die aufgrund genetischer
Regulationselemente, die beispielsweise auf dem Vektor zur Verfligung gestellt werden, aber auch
von vornherein in diesen Zellen vorhanden sein kénnen, in ihrer Aktivitat regulierbar sind. Bei-
spielsweise durch kontrollierte Zugabe von chemischen Verbindungen, die als Aktivatoren dienen,
durch Anderung der Kultivierungsbedingungen oder bei Erreichen einer bestimmten Zelldichte
kénnen diese zur Expression angeregt werden. Dies ermdglicht eine wirtschaftliche Produktion der
erfindungsgemafien Proteine. Ein Beispiel fir eine solche Verbindung ist IPTG wie vorstehend

beschrieben.

Bevorzugte Wirtszellen sind prokaryontische oder bakterielle Zellen. Bakterien zeichnen sich durch
kurze Generationszeiten und geringe Anspriiche an die Kultivierungsbedingungen aus. Dadurch
kénnen kostenglnstige Kultivierungsverfahren oder Herstellungsverfahren etabliert werden. Zudem
verfugt der Fachmann bei Bakterien in der Fermentationstechnik Gber einen reichhaltigen Erfah-
rungsschatz. Fir eine spezielle Produktion kdnnen aus verschiedensten, im Einzelfall experimen-
tell zu ermittelnden Griinden wie Nahrstoffquellen, Produktbildungsrate, Zeitbedarf usw., gramne-

gative oder grampositive Bakterien geeignet sein.

Bei gramnegativen Bakterien wie beispielsweise Escherichia coli wird eine Vielzahl von Proteinen

in den periplasmatischen Raum sezerniert, also in das Kompartiment zwischen den beiden die
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Zellen einschliefenden Membranen. Dies kann fir spezielle Anwendungen vorteilhaft sein. Ferner
kdnnen auch gramnegative Bakterien so ausgestaltet werden, dass sie die exprimierten Proteine
nicht nur in den periplasmatischen Raum, sondern in das das Bakterium umgebende Medium aus-
schleusen. Grampositive Bakterien wie beispielsweise Bacilli oder Actinomyceten oder andere
Vertreter der Actinomycetales besitzen demgegeniber keine aulere Membran, so dass sezernier-
te Proteine sogleich in das die Bakterien umgebende Medium, in der Regel das Nahrmedium, ab-
gegeben werden, aus welchem sich die exprimierten Proteine aufreinigen lassen. Sie kénnen aus
dem Medium direkt isoliert oder weiter prozessiert werden. Zudem sind grampositive Bakterien mit
den meisten Herkunftsorganismen fir technisch wichtige Enzyme verwandt oder identisch und
bilden meist selbst vergleichbare Enzyme, so dass sie tiber eine dhnliche Codon-Verwendung

verfiigen und ihr Protein-Syntheseapparat naturgemal entsprechend ausgerichtet ist.

Erfindungsgemale Wirtszellen kdnnen hinsichtlich ihrer Anforderungen an die Kulturbedingungen
verandert sein, andere oder zusatzliche Selektionsmarker aufweisen oder noch andere oder zu-
satzliche Proteine exprimieren. Es kann sich insbesondere auch um solche Wirtszellen handeln,

die mehrere Proteine oder Enzyme transgen exprimieren.

Die vorliegende Erfindung ist prinzipiell auf alle Mikroorganismen, insbesondere auf alle fermen-
tierbaren Mikroorganismen, besonders bevorzugt auf solche der Gattung Bacillus, anwendbar und
fuhrt dazu, dass sich durch den Einsatz solcher Mikroorganismen erfindungsgemale Proteine her-

stellen lassen. Solche Mikroorganismen stellen dann Wirtszellen im Sinne der Erfindung dar.

In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung ist die Wirtszelle dadurch gekennzeichnet, dass
sie ein Bakterium ist, bevorzugt eines, das ausgewahilt ist aus der Gruppe der Gattungen von E-
scherichia, Klebsiella, Bacillus, Staphylococcus, Corynebakterium, Arthrobacter, Streptomyces,
Stenotrophomonas und Pseudomonas, weiter bevorzugt eines, das ausgewahlt ist aus der Gruppe
von Escherichia coli, Klebsiella planticola, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus amyloli-
quefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus alcalophilus, Bacillus globigii, Bacillus gibsonii, Bacillus clau-
sil, Bacillus halodurans, Bacillus pumilus, Staphylococcus carnosus, Corynebacterium glutamicum,
Arthrobacter oxidans, Streptomyces lividans, Streptomyces coelicolor und Stenotrophomonas mal-

tophilia.

Die Wirtszelle kann aber auch eine eukaryontische Zelle sein, die dadurch gekennzeichnet ist,
dass sie einen Zellkern besitzt. Einen weiteren Gegenstand der Erfindung stellt daher eine Wirts-
zelle dar, die dadurch gekennzeichnet ist, dass sie einen Zellkern besitzt. Im Gegensatz zu proka-
ryontischen Zellen sind eukaryontische Zellen in der Lage, das gebildete Protein posttranslational
zu modifizieren. Beispiele dafiir sind Pilze wie Actinomyceten oder Hefen wie Saccharomyces oder
Kluyveromyces. Dies kann beispielsweise dann besonders vorteilhaft sein, wenn die Proteine im

Zusammenhang mit ihrer Synthese spezifische Modifikationen erfahren sollen, die derartige Sys-
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teme ermdglichen. Zu den Modifikationen, die eukaryontische Systeme besonders im Zusammen-
hang mit der Proteinsynthese durchfilhren, gehéren beispielsweise die Bindung niedermolekularer
Verbindungen wie Membrananker oder Oligosaccharide. Derartige Oligosaccharid-Modifikationen

kdnnen beispielsweise zur Senkung der Allergenizitat eines exprimierten Proteins wiinschenswert

sein. Auch eine Coexpression mit den natirlicherweise von derartigen Zellen gebildeten Enzymen,
wie beispielsweise Cellulasen, kann vorteilhaft sein. Ferner kénnen sich beispielsweise thermophi-
le pilzliche Expressionssysteme besonders zur Expression temperaturbestandiger Proteine oder

Varianten eignen.

Die erfindungsgemafien Wirtszellen werden in tblicher Weise kultiviert und fermentiert, beispiels-
weise in diskontinuierlichen oder kontinuierlichen Systemen. Im ersten Fall wird ein geeignetes

Nahrmedium mit den Wirtszellen beimpft und das Produkt nach einem experimentell zu ermitteln-
den Zeitraum aus dem Medium geerntet. Kontinuierliche Fermentationen zeichnen sich durch Er-
reichen eines Fliel3gleichgewichts aus, in dem Uber einen vergleichsweise langen Zeitraum Zellen
teilweise absterben aber auch nachwachsen und gleichzeitig aus dem Medium das gebildete Pro-

tein enthommen werden kann.

Erfindungsgemale Wirtszellen werden bevorzugt verwendet, um erfindungsgemafie Proteasen
herzustellen. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung einer
Protease umfassend

a) Kultivieren einer erfindungsgemalien Wirtszelle, und

b) Isolieren der Protease aus dem Kulturmedium oder aus der Wirtszelle.

Dieser Erfindungsgegenstand umfasst bevorzugt Fermentationsverfahren. Fermentationsverfahren
sind an sich aus dem Stand der Technik bekannt und stellen den eigentlichen grotechnischen
Produktionsschritt dar, in der Regel gefolgt von einer geeigneten Aufreinigungsmethode des her-
gestellten Produktes, beispielsweise der erfindungsgemalien Proteasen. Alle Fermentations-
verfahren, die auf einem entsprechenden Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemalien

Protease beruhen, stellen Ausfihrungsformen dieses Erfindungsgegenstandes dar.

Fermentationsverfahren, die dadurch gekennzeichnet sind, dass die Fermentation tber eine Zu-
laufstrategie durchgefuhrt wird, kommen insbesondere in Betracht. Hierbei werden die Medienbe-
standteile, die durch die fortlaufende Kultivierung verbraucht werden, zugefuttert. Hierdurch kénnen
betrachtliche Steigerungen sowohl in der Zelldichte als auch in der Zellmasse beziehungsweise
Trockenmasse und/oder insbesondere in der Aktivitat der interessierenden Protease erreicht wer-
den. Ferner kann die Fermentation auch so gestaltet werden, dass unerwiinschte Stoffwechsel-
produkte herausgefiltert oder durch Zugabe von Puffer oder jeweils passende Gegenionen neutra-

lisiert werden.
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Die hergestellte Protease kann aus dem Fermentationsmedium geerntet werden. Ein solches Fer-
mentationsverfahren ist gegeniber einer Isolation der Protease aus der Wirtszelle, d.h. einer Pro-
duktaufbereitung aus der Zellmasse (Trockenmasse) bevorzugt, erfordert jedoch die Zurverfigung-
stellung von geeigneten Wirtszellen oder von einem oder mehreren geeigneten Sekretionsmarkern
oder -mechanismen und/oder Transportsystemen, damit die Wirtszellen die Protease in das Fer-
mentationsmedium sezernieren. Ohne Sekretion kann alternativ die Isolation der Protease aus der
Wirtszelle, d.h. eine Aufreinigung derselben aus der Zellmasse, erfolgen, beispielsweise durch

Fallung mit Ammoniumsulfat oder Ethanol, oder durch chromatographische Reinigung.

Alle vorstehend ausgefiihrten Sachverhalte kdnnen zu Verfahren kombiniert werden, um erfin-

dungsgemale Protease herzustellen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Mittel, das dadurch gekennzeichnet ist, dass es eine
erfindungsgemale Protease wie vorstehend beschrieben enthalt. Bevorzugt ist das Mittel als ein

Wasch- oder Reinigungsmittel.

Zu diesem Erfindungsgegenstand zahlen alle denkbaren Wasch- oder Reinigungsmittelarten, so-
wohl Konzentrate als auch unverdinnt anzuwendende Mittel, zum Einsatz im kommerziellen MaR3-
stab, in der Waschmaschine oder bei der Handwasche beziehungsweise -reinigung. Dazu gehdéren
beispielsweise Waschmittel fir Textilien, Teppiche, oder Naturfasern, fir die die Bezeichnung
Waschmittel verwendet wird. Dazu gehdéren beispielsweise auch Geschirrspulmittel fir Geschirr-
spulmaschinen oder manuelle Geschirrspllmittel oder Reiniger fur harte Oberflachen wie Metall,
Glas, Porzellan, Keramik, Kacheln, Stein, lackierte Oberflachen, Kunststoffe, Holz oder Leder, fiir
die die Bezeichnung Reinigungsmittel verwendet wird, also neben manuellen und maschinellen
Geschirrspulmitteln beispielsweise auch Scheuermittel, Glasreiniger, WC-Duftspiler, usw. Zu den
Wasch- und Reinigungsmittel im Rahmen der Erfindung zahlen ferner Waschhilfsmittel, die bei der
manuellen oder maschinellen Textilwadsche zum eigentlichen Waschmittel hinzudosiert werden, um
eine weitere Wirkung zu erzielen. Ferner zahlen zu Wasch- und Reinigungsmittel im Rahmen der
Erfindung auch Textilvor- und Nachbehandlungsmittel, also solche Mittel, mit denen das Wasche-
stiick vor der eigentlichen Wasche in Kontakt gebracht wird, beispielsweise zum Anldsen hartna-
ckiger Verschmutzungen, und auch solche Mittel, die in einem der eigentlichen Textilwasche nach-
geschalteten Schritt dem Waschgut weitere wiinschenswerte Eigenschaften wie angenehmen Griff,
Knitterfreiheit oder geringe statische Aufladung verleihen. Zu letztgenannten Mittel werden u.a. die

Weichspuler gerechnet.

Die erfindungsgemafien Wasch- oder Reinigungsmittel, die als pulverférmige Feststoffe, in nach-
verdichteter Teilchenform, als homogene Lésungen oder Suspensionen vorliegen kdnnen, kdnnen
neben einer erfindungsgemalien Protease alle bekannten und in derartigen Mitteln Gblichen In-

haltsstoffe enthalten, wobei bevorzugt mindestens ein weiterer Inhaltsstoff in dem Mittel vorhanden
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ist. Die erfindungsgemalien Mittel kdnnen insbesondere Tenside, Builder (Geruststoffe), Bleichmit-
tel, wie insbesondere Persauerstoffverbindungen, und/oder Bleichaktivatoren enthalten. Ferner
kdnnen sie wassermischbare organische Losungsmittel, weitere Enzyme, Sequestrierungsmittel,
Elektrolyte, pH-Regulatoren und/oder weitere Hilfsstoffe wie optische Aufheller, Vergrauungsinhibi-

toren, Schaumregulatoren sowie Farb- und Duftstoffe sowie Kombinationen hiervon enthalten.

Insbesondere eine Kombination einer erfindungsgemalen Protease mit einem oder mehreren wei-
teren Inhaltsstoff(en) des Mittels ist vorteilhaft, da ein solches Mittel in bevorzugten erfindungsge-
maflen Ausgestaltungen eine verbesserte Reinigungsleistung durch sich ergebende Synergismen
aufweist. Insbesondere durch die Kombination einer erfindungsgemaien Protease mit einem Ten-
sid und/oder einem Builder (Geruststoff) und/oder einer Persauerstoffverbindung und/oder einem
Bleichaktivator kann ein solcher Synergismus erreicht werden. Allerdings kann in bevorzugten Aus-

fuhrungsformen das erfindungsgemafie Mittel keine Borsdure enthalten.

Vorteilhafte Inhaltsstoffe erfindungsgemafier Mittel sind offenbart in der internationalen Patentan-
meldung W0O2009/121725, dort beginnend auf Seite 5, vorletzter Absatz, und endend auf Seite 13
nach dem zweiten Absatz. Auf diese Offenbarung wird ausdriicklich Bezug genommen und der

dortige Offenbarungsgehalt in die vorliegende Patentanmeldung einbezogen.

Ein erfindungsgemales Mittel enthalt die Protease vorteilhafterweise in einer Menge von 2jg bis
20mg, vorzugsweise von 5ug bis 17,5mg, besonders bevorzugt von 20ug bis 15mg und ganz be-
sonders bevorzugt von 50ug bis 10mg pro g des Mittels. Ferner kann die in dem Mittel enthaltene
Protease, und/oder weitere Inhaltsstoffe des Mittels, mit einer bei Raumtemperatur oder bei Abwe-
senheit von Wasser fiir das Enzym undurchlassigen Substanz umhillt sein, welche unter Anwen-
dungsbedingungen des Mittels durchlassig fir das Enzym wird. Eine solche Ausfiihrungsform der
Erfindung ist somit dadurch gekennzeichnet, dass die Protease mit einer bei Raumtemperatur oder
bei Abwesenheit von Wasser fir die Protease undurchladssigen Substanz umhillt ist. Weiterhin
kann auch das Wasch- oder Reinigungsmittel selbst in einem Behaltnis, vorzugsweise einem luft-
durchldssigen Behaltnis, verpackt sein, aus dem es kurz vor Gebrauch oder wahrend des Wasch-

vorgangs freigesetzt wird.

In weiteren Ausfihrungsformen der Erfindung ist das Mittel dadurch gekennzeichnet, dass es

(a) in fester Form vorliegt, insbesondere als rieselfahiges Pulver mit einem Schittgewicht von 300
g/l bis 1200 g/1, insbesondere 500 g/l bis 900 g/l, oder

(b) in pastdser oder in flissiger Form vorliegt, und/oder

(c) in gelférmiger oder dosierbeutelfdérmiger (Pouches) Form vorliegt, und/oder

(d) als Einkomponentensystem vorliegt, oder

(e) in mehrere Komponenten aufgeteilt ist.
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Diese Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung umfassen alle festen, pulverférmigen, fliissi-
gen, gelférmigen oder pastdsen Darreichungsformen erfindungsgemafer Mittel, die gegebenen-
falls auch aus mehreren Phasen bestehen kdnnen sowie in komprimierter oder nicht komprimierter
Form vorliegen kdnnen. Das Mittel kann als rieselfdhiges Pulver vorliegen, insbesondere mit einem
Schittgewicht von 300 g/l bis 1200 g/l, insbesondere 500 g/l bis 900 g/l oder 600 g/l bis 850 g/I. Zu
den festen Darreichungsformen des Mittels zahlen ferner Extrudate, Granulate, Tabletten oder
Pouches. Alternativ kann das Mittel auch fliissig, gelférmig oder pastds sein, beispielsweise in
Form eines nicht-wassrigen Fliissigwaschmittels oder einer nicht-wassrigen Paste oder in Form
eines wassrigen Flussigwaschmittels oder einer wasserhaltigen Paste. Weiterhin kann das Mittel
als Einkomponentensystem vorliegen. Solche Mittel bestehen aus einer Phase. Alternativ kann ein
Mittel auch aus mehreren Phasen bestehen. Ein solches Mittel ist demnach in mehrere Komponen-

ten aufgeteilt.

Erfindungsgemale Wasch- oder Reinigungsmittel kdnnen ausschlielilich eine Protease enthalten.
Alternativ kénnen sie auch weitere hydrolytische Enzyme oder andere Enzyme in einer fir die
Wirksamkeit des Mittels zweckmafigen Konzentration enthalten. Eine weitere Ausfihrungsform
der Erfindung stellen somit Mittel dar, die ferner eines oder mehrere weitere Enzyme umfassen. Als
weitere Enzyme bevorzugt einsetzbar sind alle Enzyme, die in dem erfindungsgemafien Mittel eine
katalytische Aktivitat entfalten kdnnen, insbesondere eine Lipase, Amylase, Cellulase, Hemicellula-
se, Mannanase, Tannase, Xylanase, Xanthanase, Xyloglucanase, R-Glucosidase, Pektinase,
Carrageenase, Perhydrolase, Oxidase, Oxidoreduktase oder andere - von den erfindungsgemalien
Protease unterscheidbare - Protease, sowie deren Gemische. Weitere Enzyme sind in dem Mittel
vorteilhafterweise jeweils in einer Menge von 1 x 102 bis 5 Gewichts-Prozent bezogen auf aktives
Protein enthalten. Zunehmend bevorzugt ist jedes weitere Enzym in einer Menge von 1 x 107-3
Gew.-%, von 0,00001-1 Gew.-%, von 0,00005-0,5 Gew.-%, von 0,0001 bis 0,1 Gew.-% und be-
sonders bevorzugt von 0,0001 bis 0,05 Gew.-% in erfindungsgemafien Mitteln enthalten, bezogen
auf aktives Protein. Besonders bevorzugt zeigen die Enzyme synergistische Reinigungsleistungen
gegeniber bestimmten Anschmutzungen oder Flecken, d.h. die in der Mittelzusammensetzung
enthaltenen Enzyme unterstitzen sich in ihrer Reinigungsleistung gegenseitig. Ganz besonders
bevorzugt liegt ein solcher Synergismus vor zwischen der erfindungsgemaf enthaltenen Protease
und einem weiteren Enzym eines erfindungsgemafen Mittels, darunter insbesondere zwischen der
genannten Protease und einer Amylase und/oder einer Lipase und/oder einer Mannanase
und/oder einer Cellulase und/oder einer Pektinase. Synergistische Effekte kbnnen nicht nur zwi-
schen verschiedenen Enzymen, sondern auch zwischen einem oder mehreren Enzymen und wei-

teren Inhaltsstoffen des erfindungsgeméafien Mittels auftreten.

Ein weiterer Erfindungsgegenstand ist ein Verfahren zur Reinigung von Textilien oder harten Ober-
flachen, das dadurch gekennzeichnet ist, dass in mindestens einem Verfahrensschritt ein erfin-

dungsgemales Mittel angewendet wird, oder dass in mindestens einem Verfahrensschritt eine
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erfindungsgemale Protease katalytisch aktiv wird, insbesondere derart, dass die Protease in einer
Menge von 40ug bis 4g, vorzugsweise von 50ug bis 3g, besonders bevorzugt von 100ug bis 2g

und ganz besonders bevorzugt von 200ug bis 1g eingesetzt wird.

In verschieden Ausflihrungsformen zeichnet sich das oben beschriebene Verfahren dadurch aus,
dass die Protease bei einer Temperatur von 0-100°C, bevorzugt 0-60°C, weiter bevorzugt 20-45°C

und am meisten bevorzugt bei 40°C eingesetzt wird.

Hierunter fallen sowohl manuelle als auch maschinelle Verfahren, wobei maschinelle Verfahren
bevorzugt sind. Verfahren zur Reinigung von Textilien zeichnen sich im allgemeinen dadurch aus,
dass in mehreren Verfahrensschritten verschiedene reinigungsaktive Substanzen auf das Reini-
gungsgut aufgebracht und nach der Einwirkzeit abgewaschen werden, oder dass das Reinigungs-
gut in sonstiger Weise mit einem Waschmittel oder einer Lésung oder Verdiinnung dieses Mittels
behandelt wird. Entsprechendes gilt fiir Verfahren zur Reinigung von allen anderen Materialien als
Textilien, insbesondere von harten Oberflachen. Alle denkbaren Wasch- oder Reinigungsverfahren
kdnnen in wenigstens einem der Verfahrensschritte um die Anwendung eines erfindungsgemafien
Wasch- oder Reinigungsmittels oder einer erfindungsgemalfien Protease bereichert werden und
stellen dann Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung dar. Alle Sachverhalte, Gegenstande
und Ausfahrungsformen, die fiir erfindungsgemafe Protease und sie enthaltende Mittel beschrie-
ben sind, sind auch auf diesen Erfindungsgegenstand anwendbar. Daher wird an dieser Stelle
ausdricklich auf die Offenbarung an entsprechender Stelle verwiesen mit dem Hinweis, dass diese

Offenbarung auch fiir die vorstehenden erfindungsgemafien Verfahren gilt.

Da erfindungsgemale Proteasen natirlicherweise bereits eine hydrolytische Aktivitat besitzen und
diese auch in Medien entfalten, die sonst keine Reinigungskraft besitzen wie beispielsweise in
blolem Puffer, kann ein einzelner und/oder der einzige Schritt eines solchen Verfahrens darin be-
stehen, dass als einzige reinigungsaktive Komponente eine erfindungsgemale Protease mit der
Anschmutzung in Kontakt gebracht wird, bevorzugt in einer Pufferldsung oder in Wasser. Dies stellt

eine weitere Ausflihrungsform dieses Erfindungsgegenstandes dar.

Alternative Ausfuihrungsformen dieses Erfindungsgegenstandes stellen auch Verfahren zur Be-
handlung von Textilrohstoffen oder zur Textilpflege dar, bei denen in wenigstens einem Verfah-
rensschritt eine erfindungsgemale Protease aktiv wird. Hierunter sind Verfahren fur Textilrohstoffe,
Fasern oder Textilien mit natirlichen Bestandteilen bevorzugt, und ganz besonders fur solche mit
Wolle oder Seide.

SchlieBlich erfasst die Erfindung auch die Verwendung der hierin beschriebenen Proteasen in
Wasch- oder Reinigungsmitteln, beispielsweise wie oben beschrieben, zur (verbesserten) Entfer-

nung von proteinhaltigen Anschmutzungen, beispielsweise von Textilien oder harten Oberflachen.
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Alle Sachverhalte, Gegenstande und Ausfihrungsformen, die fur erfindungsgemale Protease und
sie enthaltende Mittel beschrieben sind, sind auch auf diesen Erfindungsgegenstand anwendbar.
Daher wird an dieser Stelle ausdriicklich auf die Offenbarung an entsprechender Stelle verwiesen

mit dem Hinweis, dass diese Offenbarung auch fir die vorstehende erfindungsgemale Verwen-
dung gilt.
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Beispiele

Beispiel 1: Waschtest

Ubersicht iiber die Mutationen:

Diese Erfindung betrifft eine alkalische Protease vom Subtilisin Typ aus Bacillus pumilus. Von die-
ser Protease wurden durch Zufallsmutagenese Varianten hergestellt, welche dann u.a. auf verbes-

serte Waschleistung gescreent wurden.

Variante Sequenz SEQ ID NO:
Mutante 1 P86S S236A 2
Mutante 2 Q62E 3
Mutante 3 Q62E L82F 4
Mutante 4 Q10E 5
Mutante 5 N130D T141K T253S 6
Mutante 6 P86A 7
Mutante 7 P9H Q62E L82F 8
Mutante 8 Q62E L82F N187H 9
Mutante 9 Q62E N130D 10
Mutante 10 | P86S N187H S236A 11
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Gew.-% Aktivsub-

stanz im

Gew.-% Aktivsub-

stanz in der

Chemischer Name Rohmaterial Formulierung
Wasser demin. 100 Rest
Alkylbenzolsulfonsaure 96 4.4
Anionische Tenside 70 5,6
C12-C18 Fettsaure Na-Salz 30 24
Nicht-ionische Tenside 100 4.4
Phosphonate 40 0,2
Zitronensaure 100 1,4
NaOH 50 0,95
Entschaumer t.q. 0,01
Glycerin 100 2
Konservierungsmittel 100 0,08
Ethanol 93 1

Ohne opt. Aufheller, Parfum, Farbstoff

und Enzyme.

Dosierung 4,7 g/L

Protease-Aktivititsassays

Die Aktivitat der Protease wird durch die Freisetzung des Chromophors para-Nitroanilin aus dem
Substrat Succinyl Alanin-Alanin-Prolin-Phenylalanin-para-Nitroanilid (AAPFpNA; Bachem L-1400)

bestimmt. Die Freisetzung des pNA verursacht eine Zunahme der Extinktion bei 410 nm, deren

zeitlicher Verlauf ein Mal fur die enzymatische Aktivitat ist.

Die Messung erfolgte bei einer Temperatur von 25°C, bei pH 8,6 und einer Wellenlange von 410

nm. Die Messzeit betrug 5 min bei einem Messintervall von 20 bis 60 Sekunden.

Messansatz:

10 pL AAPF-Lésung (70 mg/mL)

1000 pL Tris/HCI (0,1 M; pH 8,6 mit 0,1% Brij 35)

10 pL verdiinnte Proteaseldsung

Kinetik erstellt iber 5 min bei 25°C (410 nm)
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Waschtest und Ergebnisse

Mini-Waschtest mit Bacillus subtilis Kulturiberstanden, die die gescreenten Proteasemutanten
durch heterologe Expression enthalten. Die Uberstande werden aktivitatsgleich zum Benchmark =
Wildtyp-Protease mit einer marktiblichen Konzentration fur Proteasen in Waschmittel eingesetzt.
Bedingungen: 40°C, 16°dH Wasser, 1 h

Anschmutzungen:

1. CFT CS038 (Eigelb mit Pigment (eingetrocknet) auf Baumwolle; Center for Testmaterials
Cft B.V., Vlaardingen, NL)

2. CFT PC-10 (Erdnussél, Pigment, Milch auf Polyester/Baumwolle; Center for Testmaterials
Cft B.V., Vlaardingen, NL)

3. WIK 10N (Ei/Pigment auf Baumwolle, wfk - Cleaning Technology Institute e.V., Krefeld,
DE)

4. CFT C-03 (Kakao/Russ auf Baumwolle; Center for Testmaterials Cft B.V., Vlaardingen, NL)
5. EMPA 112 (Kakao auf Baumwolle; Swissatest Testmaterialien AG, St. Gallen, CH)

6. CFT C-05 (Blut, Milch, Tinte auf Baumwolle; Center for Testmaterials Cft B.V., Vlaarding-
en, NL)

Ausgestanzte Gewebe (Durchmesser = 10 mm) in Mikrotiterplatte vorlegen, Waschlauge auf 40°C
vortemperieren, Endkonzentration 4,7 g/L, Lauge und Enzym auf die Anschmutzung geben, fir 1 h
bei 40°C und 600 rpm inkubieren, anschlieRend die Anschmutzung mehrmals mit klarem Wasser
spulen, trocken lassen und mit einem Farbmessgerat die Helligkeit bestimmen. Je heller das Ge-
webe wird, desto besser ist die Reinigungsleistung. Gemessen wird der L-Wert = Helligkeit, je ho-

her desto heller. Angegeben ist die Summe der 6 Anschmutzungen in % bezogen auf den Wildtyp.

Variante Waschleistung (delta L)
(bezogen auf Waschleistung der WT-Protease (SEQ ID NO:1))
Mutante 1 142%
Mutante 2 146%
Mutante 3 142%
Mutante 4 162%
Mutante 5 148%
Mutante 6 167%
Mutante 7 156%
Mutante 8 129%
Mutante 9 112%
Mutante 10 121%




WO 2017/162428 PCT/EP2017/055276
26

Patentanspriiche

1. Protease umfassend eine Aminosauresequenz, die mindestens 70 % Sequenzidentitat mit der
in SEQ ID NO:1 angegebenen Aminosauresequenz Uber deren Gesamtlange aufweist und die
eine Aminosauresubstitution an mindestens einer der Positionen P9, Q10, Q62, L82, P86,
N130, T141, N187, S236 oder T253, jeweils bezogen auf die Nummerierung gemal SEQ ID
NO:1, aufweist.

2. Protease nach Anspruch 1, wobei die mindestens eine Aminosauresubstitution aus der Gruppe
bestehend aus PO9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K, N187H, S236A oder
T2538S, jeweils bezogen auf die Nummerierung gemaf SEQ ID NO:1, ausgewahlt ist.

3. Protease nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei die Protease eine der folgenden Amino-
sauresubstitutionsvarianten aufweist:
(i) P86S und S236A;

(i) Q62E;

(iii) Q62E und L82F;

(iv) Q10E;

(v) N130D, T141K und T253S;
(vi) P86A,

(vii) P9H, Q62E und L82F;
(viii)  Q62E, L82F und N187H;
(ix) Q62E und N130D; oder
(x) P86S, N187H und S236A.

4. Protease, dadurch gekennzeichnet, dass

(a) sie aus einer Protease nach Anspruch 1-3 als Ausgangsmolekil erhaltlich ist durch ein-
oder mehrfache konservative Aminosauresubstitution, wobei die Protease mindestens eine
der Aminosauresubstitutionen P9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K,
N187H, S236A oder T253S an den Positionen, die den Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130,
141, 187 und 236 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist; und/oder

(b) sie aus einer Protease nach Anspruch 1-3 als Ausgangsmolekdl erhaltlich ist durch Frag-
mentierung, Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutagenese und eine Aminosau-
resequenz umfasst, die Gber eine Lange von mindestens 200, 210, 220, 230, 240, 250,
260, 270 oder 275 zusammenhangenden Aminosauren mit dem Ausgangsmolekul Gber-
einstimmt, wobei die Protease mindestens eine der Aminosauresubstitutionen P9H, Q10E,
Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K, N187H, S236A oder T253S an den Positionen,



6.

10.
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die den Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 und 236 gemal SEQ ID NO:1 entspre-

chen, umfasst.

Verfahren zur Herstellung einer Protease umfassend das Substituieren einer Aminosaure an
mindestens einer der Positionen, die Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 und 236 in
SEQ ID NO:1 entsprechen, in einer Ausgangsprotease, die mindestens 70 % Sequenzidentitat
zu der in SEQ ID NO:1 angegebenen Aminosauresequenz Uber deren Gesamtlange aufweist,
vorzugsweise derart, dass die Protease an mindestens einer Position die Aminosauresubstitu-
tion PO9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K, N187H, S236A oder T253S um-

fasst.

Verfahren nach Anspruch 5, ferner umfassend einen oder beide der folgenden Verfahrens-
schritte:

(a) Substituieren mindestens einer Aminosaure durch ein- oder mehrfache konservative Ami-
nosauresubstitution, wobei die Protease mindestens eine der Aminosauresubstitutionen P9H,
Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D, T141K, N187H, S236A oder T253S an den Positio-
nen, die den Positionen 9, 10, 62, 82, 86, 130, 141, 187 und 236 gemal SEQ ID NO:1 ent-
sprechen, umfasst;

b) Veranderung der Aminosauresequenz durch Fragmentierung, Deletions-, Insertions- oder
Substitutionsmutagenese derart, dass die Protease eine Aminosauresequenz umfasst, die
Uber eine Lange von mindestens 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270 oder 275 zusammen-
hangenden Aminosduren mit dem Ausgangsmolekil tbereinstimmt, wobei die Protease min-
destens eine der Aminosauresubstitutionen P9H, Q10E, Q62E, L82F, P86S, P86A, N130D,
T141K, N187H, S236A oder T253S an den Positionen, die den Positionen 9, 10, 62, 82, 86,
130, 141, 187 und 236 gemall SEQ ID NO:1 entsprechen, umfasst.

Nukleinsaure kodierend fir eine Protease nach einem der Anspriiche 1-4 oder kodierend fur

eine nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 5 oder 6 erhaltliche Protease.

Vektor enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 7, insbesondere ein Klonierungsvektor

oder ein Expressionsvektor.

Nicht-menschliche Wirtszelle, die eine Nukleinsaure nach Anspruch 7 oder einen Vektor nach
Anspruch 8 beinhaltet, oder die eine Protease nach einem der Anspriiche 1-4 beinhaltet, oder

die eine nach einem Verfahren der Anspriiche 5 oder 6 erhaltliche Protease beinhaltet.

Verfahren zur Herstellung einer Protease umfassend
a) Kultivieren einer Wirtszelle gemaf Anspruch 9; und

b) Isolieren der Protease aus dem Kulturmedium oder aus der Wirtszelle.
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11. Mittel, insbesondere ein Wasch- oder Reinigungsmittel, dadurch gekennzeichnet, dass es min-
destens eine Protease nach einem der Anspriiche 1-4 oder eine nach einem Verfahren der

Anspriiche 5 oder 6 erhaltliche Protease enthalt.

12. Verfahren zur Reinigung von Textilien oder harten Oberflachen, dadurch gekennzeichnet, dass
in mindestens einem Verfahrensschritt ein Mittel nach Anspruch 11 angewendet wird, oder
dass in mindestens einem Verfahrensschritt eine Protease nach einem der Anspriiche 1-4 oder

eine nach einem Verfahren der Anspriiche 5 oder 6 erhaltliche Protease angewendet wird.

13. Verwendung einer Protease nach einem der Anspriiche 1-4 oder einer nach einem Verfahren
der Anspriiche 5 oder 6 erhaltlichen Protease in einem Wasch- oder Reinigungsmittel zur Ent-

fernung von peptid- oder proteinhaltigen Anschmutzungen.
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Tabelle 1

WO 20147207228 Al (NOVOZYMES AS [DK])
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Seite 16, Zeilen 8-13

WO 96/28566 A2 (PROCTER & GAMBLE [US])
19. September 1996 (1996-09-19)
Anspruch 1

WO 95/30010 Al (PROCTER & GAMBLE [US])
9. November 1995 (1995-11-09)

Zeilen 4-5 - Seite 9

WO 037054127 A2 (DIREVO BIOTECH AG [DE])
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Database accession no. Q29ZA8
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2015198660 A 12-11-2015
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2005170488 Al 04-08-2005
2012052553 Al 01-03-2012
2013157341 Al 20-06-2013
2015232829 Al 20-08-2015
03062380 A2 31-07-2003
3013950 Al 04-05-2016
2016145595 Al 26-05-2016
2014207228 Al 31-12-2014
4868896 A 02-10-1996
9607356 A 15-06-1999
2214348 Al 19-09-1996
1183119 A 27-05-1998
9702793 A3 12-11-1997
0813596 A2 29-12-1997
9800765 A2 28-07-1998
H11501812 A 16-02-1999
23818 Al 01-10-1996
6455295 Bl 24-09-2002
9628566 A2 19-09-1996
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9530010 Al 09-11-1995

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)

Seite 1 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2017/055276

Im Recherchenbericht
angefihrtes Patentdokument

Datum der
Veroffentlichung

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der
Veroffentlichung

WO 03054127 A2
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WO 2011014278 Al
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03-02-2011
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AT 409744
AU 2002316816
CN 1537163
DK 200101090
EP 1409659
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JP 2004537994
NZ 530237
NZ 541095
US 2004197894
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US 2011152155
US 2013225466
US 2014018283
US 2015024990
US 2017096654
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KEINE
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CA 2769420
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JP 5852568
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WO 2011014278
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DE 102006022224
EP 2016175
JP 2009536630
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WO 2007131656

09-07-2003
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03-07-2003
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29-02-2008
07-10-2004
10-07-2008
23-06-2011
29-08-2013
16-01-2014
22-01-2015
06-04-2017
23-01-2003
03-08-2004

01-06-2011
03-11-2015
03-02-2011
11-07-2012
06-06-2012
03-02-2016
10-01-2013
14-07-2011
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