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Beschreibung
Technisches Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein modifiziertes Enzym mit lipolytischer Aktivitat, eine fir das modi-
fizierende Enzym kodierende DNA-Sequenz, ein Vektor umfassend die DNA-Sequenz, eine Wirtszelle, welche
die DNA-Sequenz oder den Vektor birgt, und ein Verfahren zum Herstellen des Enzyms mit lipolytischer Akti-
vitat.

[0002] Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Anfiigen eines Peptids an das Stammenzym mit li-
polytischer Aktivitat, eine Zusammensetzung umfassend das erfindungsgemafle modifizierte Enzym mit lipo-
lytischer Aktivitat, die vorteilhafte Verwendung des erfindungsgemafRen modifizierten Enzyms in Waschmittel-
zusammensetzungen und weiterhin ein Verfahren zum Verbessern der Waschleistung von Waschmittelzusam-
mensetzungen.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Waschmittelenzyme sind nun seit 20 Jahren auf dem Markt und heutzutage als tbliche Waschmitte-
linhaltsstoffe in sowohl pulverférmigen als auch flissigen Waschmitteln weltweit gangig.

[0004] Waschmittelzusammensetzungen kénnen viele verschiedene Enzyme umfassen, von denen Protea-
sen, Amylasen, Zellulasen, Lipasen und Cutinasen heutzutage die wichtigsten darstellen.

Lipolytische Enzyme

[0005] Lipolytische Enzyme (d. h. Enzyme, die unter der Enzymklassifizierungsnummer E. C. 3.1.1 (Carbo-
xylesterhydrolasen) in Ubereinstimmung mit den Recommendations (1992) of the International Union of Bio-
chemistry and Molecular Biology (IUBMB) klassifiziert sind) sind Enzyme, die zum Entfernen von Lipid- und
Fettflecken von Kleidung und anderen Textilien verwendet werden kénnen.

[0006] Als Waschmittelenzyme kommen vielfaltige mikrobielle Lipasen in Betracht. Beispiele solcher Lipasen
umfassen eine Humicola lanuginosa-Lipase, z. B. beschrieben in EP 258 068 und EP 305 216, eine Rhizomu-
cor miehei-Lipase, z. B. beschrieben in EP 238 023, lipolytische Enzyme aus Absidia sp. (WO 96/13578), eine
Candida-Lipase, wie z. B. eine C. antarctica-Lipase, z. B. die C. antarctica-Lipase A oder B, beschrieben in EP
214 761, eine Pseudomonas-Lipase wie z. B. eine P. alcaligenes und eine P. pseudoalcaligenes Lipase, z. B.
beschrieben in EP 218 272, eine P. cepacia-Lipase, z. B. beschrieben in EP 331 376, eine Pseudomonas sp
Lipase wie z. B. in WO 95/14783 offenbart, eine Bacillus-Lipase, z. B. B. subtilis-Lipase (Dartois et al., (1993)
Biochemica and Biophysica acta 1131, 253-260), eine B. stearothermophilus-Lipase (JP 64/744992) und eine
B. pumilus-Lipase (WO 91/16422).

[0007] Weiterhin sind eine Reihe klonierte Lipasen beschrieben worden, einschlief3lich der Penicillium ca-
membertii-Lipase beschrieben von Yamaguchi et al., (1991), Gene 103, 61-67), die Geotricum candidum-Li-
pase (Schimada, Y. et al., (1989), J. Biochem.., 106, 383-388), und verschiedene Rhizopus-Lipasen wie z. B.
eine R. delemar-Lipase (Hass, M. J. et al., (1991), Gene 109, 117-113), eine R. niveus-Lipase (Kugimiya et al.,
(1992), Biosci. Biotech. Biochem. 56, 716-719) und eine R. oryzae-Lipase.

[0008] Andere Typen lipolytischer Enzyme, die als Waschmittelenzyme in Betracht kommen, schlieen Cuti-
nasen, z. B. aus Pseudomonas mendocina beschrieben in WO 88/09367, oder eine Cutinase aus Fusarium
solani pisi (z. B. beschrieben in WO 90/09446) ein.

[0009] In den letzten Jahren hat man Versuche unternommen, modifizierte lipolytische Enzyme, wie z. B. Va-
rianten und Mutanten mit verbesserten Eigenschaften flir Waschmittelzwecke, herzustellen.

[0010] In den meisten Fallen hat man lipolytische Enzyme mit verbesserter Waschleistung mittels zielgerich-
teter Mutagenese hergestellt, wodurch Substitutionen spezifischer Aminosaurereste, die man entweder auf-
grund ihres Typs oder aufgrund ihrer Position innerhalb der Sekundar- oder Tertiarstruktur des reifen Enzyms
ausgewahlt hat, entstehen.

[0011] Eine alternative generelle Vorgehensweise zum Modifizieren von Proteinen und Enzymen basiert auf
Zufallsmutagenese, zum Beispiel wie in US 4,894,331, WO 93/01285 und WO 95/22615 offenbart.
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Anmerkungen zum Stand der Technik

[0012] Aus dem Stand der Technik ist bekannt, lipolytische Enzyme mittels zielgerichteter Mutagenese zu mo-
difizieren, um eine verbesserte Leistung, insbesondere die Waschleistung lipolytischer Enzyme, zu erzielen.
Als allgemeines Konzept galt die Insertion, Deletion oder Substitution von Aminosauren innerhalb des struktu-
rellen Teils einer Aminosaurekette des fraglichen lipolytischen Stammenzyms. Auf diese Weise hat man lipo-
lytische Enzyme mit einer signifikant verbesserten Waschleistung erhalten.

[0013] Jedoch ist Bedarf zum Bereitstellen lipolytischer Enzyme mit noch verbesserter Leistung vorhanden,
wie z. B. Waschleistung und/oder sogar noch bessere Geschirrspuileigenschaften gegeniiber den lipolytischen
Enzyme, die mittels der Verfahren des Standes der Technik hergestellt werden.

Zusammenfassung der Erfindung

[0014] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher, die Eigenschaften von Enzymen mit lipolytischer
Aktivitat zu verbessern, insbesondere die Waschleistung solcher Enzyme zu verbessern.

[0015] Es wurde Uberraschenderweise gefunden, dass es moglich ist, die Waschleistung lipolytischer Enzy-
me signifikant zu erhéhen, indem man ein Peptid an den N- oder C-Terminus des Enzyms anhangt.

[0016] Demnach betrifft die Erfindung in einem ersten Aspekt ein modifiziertes Enzym mit lipolytischer Aktivi-
tat, welches im Vergleich mit seinem Stammenzym einen oder mehrere Peptidanhange an seinem C- und/oder
N-terminalen Ende aufweist.

[0017] Im vorliegenden Zusammenhang soll der Begriff ,Peptidanhang" bezeichnen, dass ein Abschnitt von
einer oder mehreren aufeinander folgender Aminosauren an einem oder beiden N- und/oder C-terminalen En-
de(n) des Stammenzyms angehangt ist oder innerhalb des nicht-strukturellen Teils des/der N- und/oder C-ter-
minalen Ende/s(n) des Stammenzyms angehangt ist.

[0018] Der Begriff ,nicht-struktureller Teil" soll den Teil des N- beziehungsweise C-terminalen Endes bezeich-
nen, welcher aufRerhalb des ersten beziehungsweise letzten Strukturelements, wie z. B. eine alpha-Helix oder
eine beta-Faltblattstruktur, des gefalteten, reifen Enzyms liegt. Der nicht-strukturelle Teil kann leicht anhand ei-
ner dreidimensionalen Struktur oder eines Modells des fraglichen Enzyms identifiziert werden. Ublicherweise
umfasst der nicht-strukturelle Teil die ersten oder die letzten etwa 1-20 Aminosaurereste der Aminosaurese-
quenz, aus dem das Enzym besteht.

[0019] Der Begriff ,reifes Enzym" wird in seiner herkdbmmlichen Bedeutung verwendet, d. h. um die aktive
Form des Enzyms nach Expression und posttranslationaler Modifizierung durch den Wirtsorganismus (Entfer-
nung von Pro- und/oder Pra-Sequenzen) zu bezeichnen. Im Falle eines sezernierten Enyzms ist das reife En-
zym Ublicherweise die Enzymform nach der Sekretion. Spezifischer bedeutet das, dass die Pra- und Pro-Pep-
tidsequenzen, sofern vorhanden, von dem zunachst translatierten, d. h. unprozessierten Enzym entfernt wor-
den sind.

[0020] Der Begriff ,Stammenzym" soll das Enzym bezeichnen, das gemaf der vorliegenden Erfindung modi-
fiziert werden soll. Das Stammenzym kann ein naturlich vorkommendes (oder Wildtyp-)Enzym oder eine mit
geeigneten Mitteln hergestellte Variante davon sein. Beispielsweise kann das Stammenzym eine Variante ei-
nes naturlich vorkommenden Enzyms sein, welches durch Substitution, Deletion oder Verklrzung einer oder
mehrerer Aminosaurereste oder durch Addition oder Insertion einer oder mehreren Aminosaurereste der Ami-
nosauresequenz des natirlich vorkommenden Enzyms, Ublicherweise im strukturellen Teil des Enzyms, modi-
fiziert worden ist.

[0021] In weiteren Aspekten betrifft die Erfindung eine DNA-Sequenz, die fur ein modifiziertes lipolytisches
Enzym, wie oben definiert, kodiert, einen rekombinanten Vektor oder Transformationsvehikel umfassend eine
erfindungsgemaflie DNA-Sequenz, eine Wirtszelle, die eine erfindungsgemale DNA-Sequenz oder einen er-
findungsgemafien Vektor birgt, und ein Verfahren zum Herstellen eines modifizierten lipolytischen Enzyms
durch Kultivierung der Wirtszelle.

[0022] Das erfindungsgemafle, modifizierte lipolytische Enzym kann gut als Waschmittelenzym eingesetzt

werden und demgemal betrifft die Erfindung schlief3lich einen Waschmittelzusatz oder eine Waschmittelzu-
sammensetzung umfassend ein erfindungsgemafes, modifiziertes lipolytisches Enzym.
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Kurze Beschreibung der Zeichnung

[0023] Abb. 1 zeigt die Nukleotid- und Aminosauresequenz der kodierenden Region des Gens der Humicola
lanuginosa-Lipase, wie sie im Hefeexpressionsvektor pJSO37 vorliegt. Die Signalsequenz (Aminosauren
1-17) ist die urspringliche Signalsequenz von Humicola lanuginosa. Der SPIRR-Peptidanhang befindet sich
an Aminosaurerest 18 bis 22. Aminosaurerest 23 (E) ist der erste Aminosaurerest der in Aspergillus oryzae
exprimierten Stammlipase.

[0024] Abb. 2 zeigt die Nukleotid- und Aminosauresequenz der kodierenden Region des Gens der Humicola
lanuginosa-Lipase, wie sie im E. coli-Expressionsvektor pJSO215 vorliegt. Die Signalsequenz (Aminosauren
1 bis 20) ist die Signalsequenz der A. lyticus Protease | (WO 96/17943). Das SPIRR-Peptid wird nach Amino-
saurerest 20 angehangt. Aminosaurerest 26 (E) ist der erste Aminosaurerest der in Aspergillus oryzae expri-
mierten Stammlipase.

[0025] Abb. 3 zeigt die Nukleotid- und Aminosauresequenz der kodierenden Region des Gens der Humicola
lanuginosa-Lipase, wie sie im E. coli-Expressionsvektor pSX581 vorliegt. Die Signalsequenz (Aminosauren 1
bis 20) ist die Signalsequenz der A. lyticus Protease | (WO 96/17943). Aminosaurerest 21 (E) ist der erste Ami-
nosaurerest der Stammlipase.

[0026] Abb. 4 zeigt die Konstruktion von pSX164;

[0027] Abb. 5 zeigt die Konstruktion von pSX578;

[0028] Abb. 6 zeigt die Konstruktion von pSX581;

[0029] Abb. 7 zeigt das Plasmid SX581;

[0030] Abb. 8 zeigt das Plasmid pJSO37;

[0031] Abb. 9 zeigt die Konstruktion von Aspergillus-Vektor pCaHj485
Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung
Peptidanhang

[0032] Wie oben dargestellt, wurde Uberraschenderweise gefunden, dass eine signifikant verbesserte
Waschleistung eines lipolytischen Enzyms erzielt werden kann, wenn ein geeigneter Peptidanhang an den
nicht-strukturellen Teil eines Enzyms in seiner reifen Form oder an das C-terminale und/oder N-terminale Ende
des reifen Enzyms angehangt wird.

[0033] Der Begriff ,verbesserte Waschleistung" soll bezeichnen, dass das erfindungsgemafie modifizierte En-
zym im Test unter waschahnlichen Bedingungen besser in der Lage ist, Fettverschmutzungen zu entfernen,
als das unmodifizierte Stammenzym. Die Verbesserung wird mit dem Begriff ,Verbesserungsfaktor” (f,.,, o)
(weitere Bezugnahme siehe Abschnitt Material und Methoden weiter unten) bezeichnet. Abhangig vom Pep-
tidanhang und vom reifen Enzym ist ein Verbesserungsfaktor (f;,,,...) im Bereich von 1-5, oder sogar bis zu 10
(wie z. B. im Bereich von 1-10) erzielt worden. Es wird vorliegend davon ausgegangen, dass gemaf der vor-
liegenden Erfindung noch hohere Verbesserungsfaktoren wie z. B. bis zu 20, sogar bis zu 30, oder sogar bis

zu 50, wie z. B. zwischen 30 und 50, oder sogar noch hdhere erzielt werden kénnen.

[0034] Der Begriff ,ein geeigneter Peptidanhang" soll bezeichnen, dass der zu verwendende Peptidanhang
in der Lage ist, eine verbesserte Waschleistung zu bewirken. Die ,Eignung" des Peptidanhangs kann anhand
einer Vergleichsanalyse der Waschleistung des modifizierten Enzyms, an das ein Peptidanhang gehangt ist,
beziehungsweise des entsprechenden Stammenzyms ermittelt werden. Die Waschleistung kann, z. B., mit je-
dem geeigneten Verfahren wie einer der in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Waschleistungstests
bestimmt werden.

[0035] Es wird vorliegend in Betracht gezogen, dass die durch den Peptidanhang bedingte verbesserte

Waschleistung (zumindest teilweise) auf eine erhohte Affinitat des modifizierten lipolytischen Enzyms zu sei-
nem Lipipsubstrat zurtickzuflihren ist (wobei dies vermutlich nicht die einzige Ursache ist).
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[0036] Die vorliegende Erfindung ist nicht auf das Verbessern der Waschleistung des lipolytischen Stammen-
zyms beschrankt. Es kommt in Betracht, dass auch andere Eigenschaften des lipolytischen Stammenzyms ge-
malf der vorliegenden Erfindung, d. h. indem ein geeigneter Peptidanhang an oder innerhalb eines nicht-struk-
turellen Teils des C- und/oder N-terminalen Endes des Stammenzyms angehangt wird, verbessert werden kon-
nen. Spezifischer ausgedriickt kommt es in Betracht, dass die Aktivitat eines lipolytischen Stammenzyms bei-
spielsweise beim Entfernen von Harzpech in der Papier- und Zellstoffindustrie, beim Entfetten von Hauten in
der Lederindustrie, beim Katalysieren organischer Synthesen, usw., signifikant erhéht werden kann, indem ein
geeigneter Peptidanhang an oder innerhalb des N- oder C-terminalen Endes des lipolytischen Enzyms, d. h.
ein Peptidanhang, der die gewunschte Funktion austben kann, angehangt wird. In diesem Zusammenhang
wird ebenfalls angenommen, dass eine verbesserte Aktivitdt zumindest teilweise auf eine verbesserte Affinitat
fur das fragliche Substrat zurtickzufihren ist.

[0037] Als Folge der verbesserten Aktivitat kdnnte es mdglich sein, die Dosierung des Enzyms flr einen be-
stimmten Zweck verglichen mit der Dosierung der erforderlichen Dosierung des unmodifizierten Stammen-
zyms erheblich zu reduzieren.

[0038] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung soll der Begriff ,modifiziertes Enzym" ein Derivat
oder eine Variante des Stammenzyms bezeichnen, wobei das Derivat oder die Variante verglichen mit dem
Stammenzym einen Peptidanhang am C- und/oder N-terminalen Ende (fusioniert an den ersten und/oder letz-
ten Aminosaurerest des Stammenzyms) und/oder innerhalb des nicht-strukturellen Teils des C- und/oder N-ter-
minalen Endes des Stammenzyms umfasst. Folglich kann das modifizierte Enzym beispielsweise einen Pep-
tidanhang entweder am N-terminalen oder am C-terminalen oder sowohl an dem N- als auch dem C-terminalen
Ende des lipolytischen Stammenzyms umfassen.

[0039] Es wird vorliegend angenommen, dass die Fahigkeit des Peptidanhangs, die gewlinschte Effekt (wie
z. B. verbesserte Waschleistung, verbesserte Leistung beim Entfetten von Lederhauten, usw.) zu erzielen, z.
B. von der Identitdt des zu modifizierenden Stammenzyms, von der Struktur (einschlieRlich Lange) des Pep-
tidanhangs, vom Einfluss des Peptidanhangs auf die Struktur des ganzen lipolytischen Enzyms, von der Natur
oder Funktionalitdt der Aminosaurereste des Peptidanhangs usw. abhangt. Voraussetzung dafiir, dass der
Peptidanhang die gewlinschte Wirkung erzielt, ist naturlich, dass das modifizierte Enzym, das den Peptidan-
hang enthalt, in einem geeigneten Wirtssystem exprimierbar ist. Die folgenden allgemeinen Erwagungen kon-
nen fir die Gestaltung eines geeigneten Peptidanhangs von Bedeutung sein.

[0040] Lange des Peptidanhangs: Es wurde gefunden, dass Peptidanhange mit einer variierenden Anzahl
von Aminosaureresten die gewlnschte Wirkung erzielen kénnen. Folglich ist es nicht méglich, die Zahl von
Aminosaureresten genau zu benennen, die in dem Peptidanhang, der gemaf der vorliegenden Erfindung ver-
wendet werden soll, vorliegen muss. In Betracht kommt, dass die obere Grenze der Anzahl an Aminosaure-
resten unter anderem durch den Einfluss des Peptidanhangs auf die Expression, auf die Struktur und/oder die
Aktivitat des erhaltenen modifizierten Enzyms bestimmt wird. Es wird angenommen, dass der Peptidanhang
eine wesentliche Anzahl von Aminosaureresten umfassen kann, wobei nicht alle Aminosaurereste zu der ge-
wiinschten Wirkung beitragen mussen (selbst wenn der Peptidanhang eine wesentliche Anzahl von Aminosau-
reresten enthalt, muss nur eine geringe Anzahl davon die gewtnschte Wirkung erzielen, wobei diese geringe
Anzahl als funktioneller Teil des Peptidanhangs bezeichnet werden kann). Wesentliches Kriterium in Bezug auf
die untere Grenze der Anzahl an Aminosaureresten des Peptidanhangs ist Ublicherweise, dass die Anzahl zur
Erzielung der gewlinschten Wirkung ausreicht.

[0041] Der Peptidanhang kann daher einen einzelnen Aminosaurerest oder eine Aminosaurekette aus von 2
und 500 Aminosauren, wie z. B. von 1 bis 200, oder von 2 bis 100, bevorzugt von 2 to 50, wie z. B. 3 bis 50,
mehr bevorzugt von 7-45 und noch mehr bevorzugt zwischen 1 und 15, wie z. B. zwischen 1 und 10 oder 1
und 7, insbesondere zwischen 4 und 10, wie z. B. 4 und 7 Aminosauren.

[0042] Stabilitdt: Der Peptidanhang sollte vorzugsweise so ausgewahlt sein, dass ein modifiziertes lipolyti-
sches Enzym mit einer annehmbaren Stabilitat entsteht (z. B. strukturelle Stabilitdt und/oder Expressionssta-
bilitdt) oder so, dass die strukturelle Stabilitdt des Stammenzyms nicht signifikant erniedrigt ist. Obwohl von
vielen Peptidanhangen nicht angenommen wird, dass sie dem erhaltenen modifizierten Enzym eine wesentli-
che strukturelle Instabilitét verleihen, kann es in einigen Fallen und mit einigen Stammenzymen wichtig sein,
einen Peptidanhang zu wahlen, der von sich aus dem modifizierten lipolytischen Enzym strukturelle Stabilitat
verleiht. Beispielsweise kann ein Peptidanhang, der von sich aus ein Strukturelement wie z. B. eine alpha-Helix
oder ein beta-Faltblatt ausbildet, das erhaltene modifizierte Enzym stabilisieren und folglich im Zusammen-
hang der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Peptidsequenzen, die solche Strukturen ausbilden kon-
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nen, sind aus dem Stand der Technik bekannt. Alternativ kann eine verbesserte strukturelle Stabilitat durch die
Einfihrung von Cystinbriicken in dem erfindungsgemaRen modifizierten lipolytischen Enzym erzielt werden.
Beispielsweise kann eine Cystinbriicke zwischen dem Peptidanhang und dem reifen Teil des Enzyms ausge-
bildet werden, wenn mindestens ein Aminosaurerest des Peptidanhangs ein Cysteinrest ist, der so angeordnet
ist, dass er eine kovalente Bindung mit einem Cysteinrest im reifen Teil des Enzyms eingehen kann. Der posi-
tive Effekt der Einfiihrung einer Cystinbriicke ist in Beispiel 19 dargestellt. Wenn kein geeignetes Cystein in
dem reifen Enzym vorhanden ist, kann ein Cystein an einer geeigneten Stelle des Stammenzyms eingefligt
werden, am besten, indem man eine Aminosaure des Stammenzyms, die man fur die Aktivitat fur unwichtig
halt, ersetzt.

[0043] Aulerdem kann es wiinschenswert sein, dass mindestens ein Aminosaurerest des Peptidanhangs so
ausgewahlt ist, dass er den Peptidanhang weniger anfallig macht fir die proteolytische Degradation durch pro-
teolytische Enzyme der Wirtszelle, die zur Expression des modifizierten lipolytischen Enzyms verwendet wird.
Beispielsweise kann der Peptidanhang mindestens einen, bevorzugt mindestens zwei Prolinreste umfassen.
Vorzugsweise umfasst der Peptidanhang 1-5, wie z. B. 1-4 oder 1-3 oder zwei oder ein Prolinreste. Der/die
Prolinrest(e) ist/sind bevorzugt an der proteolytischen Spaltstelle oder in deren Nahe lokalisiert. Alternativ kann
der Peptidanhang eine proteasestabile Schleife fiir die modifizierte Lipase ausbilden, z. B. wie beschrieben in
EP 407 225 oder WO 93/11254.

[0044] Natur der Aminosaurereste des Peptidanhangs: Wie oben festgestellt und ohne an eine bestimmte
Theorie gebunden zu sein, wird vorliegend angenommen, dass die durch den Peptidanhang erzielte verbes-
serte Leistung zumindest teilweise auf eine erhdhte Affinitat des modifizierten lipolytischen Enzyms zum Sub-
strat zurtickzufuihren ist. Insbesondere in Bezug auf die Waschleistung wird angenommen, dass giinstige elek-
trostatische Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen Lipidoberflache und den positiv geladenen
und/oder hydrophoben Aminosaureresten des modifizierten Enzyms stattfinden. Demgemal ist es besonders
bevorzugt, dass das erfindungsgemafe modifizierte Enzym einen Peptidanhang mit mindestens einer positi-
ven Ladung, wie z. B. mindestens 2, 3, 4 oder mehrere positive Ladungen umfasst, oder anders ausgedruickt,
in welchem eine wesentliche Anzahl der Aminosaurereste des Peptidanhangs positiv geladen und/oder hydro-
phob ist.

[0045] Um die negative Ladung in einem nicht-strukturellen Ende des Stammenzym zu reduzieren, ist es ana-
log dazu bevorzugt, mindestens eine oder zwei negative geladene Aminosauren vom nicht-strukturellen N-
oder C-terminalen Teil des ausgewahlten Stammenzyms zu entfernen, insbesondere von dem Teil des Stam-
menzyms, der aus den 1-5 ersten oder letzten N-terminalen oder C-terminalen Aminosaureresten besteht, wie
z. B. 1-4, oder 1-3 oder 1-2. Der negativ geladene Aminosaurerest kann entweder entfernt oder durch einen
neutralen, einen positiv geladenen oder einen hydrophoben Aminosaurerest ersetzt werden. Beispielsweise
kann der zu entfernende negativ geladene Aminosaurerest ein E oder D sein, welcher entweder durch die po-
sitiv geladenen Aminosaurereste R, K, oder H, durch die neutralen Aminosaurereste S, T, G oder Q, oder durch
die hydrophoben Aminosaurereste A, I, W, F oder L ersetzt werden kann. In dhnlicher Weise kann ein neutraler
Aminosaurerest eines nicht-strukturellen N-terminalen oder C-terminalen Teils des Stammenzyms gegen ei-
nen positiv geladenen oder hydrophoben Aminosaurerest wie oben definiert ausgetauscht werden.

[0046] Demgemal kann das erfindungsgemafe modifizierte lipolytische Enzyme zusatzlich oder alternativ zu
einer N-terminalen und/oder C-terminalen Verlangerung eine Mutation in dem nicht-strukturellen N-terminalen
und/oder C-terminalen Ende des Stammenzyms umfassen, wobei die Mutation das Deletieren oder Ersetzen
eines negativ geladenen Aminosaurerest des nicht-strukturellen Teils mit einem positiv geladenen oder neu-
tralen Aminosaurerest oder mit einem hydrophoben Aminosaurerest beinhaltet.

[0047] Wenn der Peptidanhang sowohl am N-terminalen als auch am C-terminalen Ende des Stammenzyms
vorliegt, kann der Peptidanhang an oder innerhalb der Termini dieselbe oder eine unterschiedliche Aminoséau-
resequenz aufweisen.

[0048] Eignungstest des Peptidanhangs: die Wirkung der Verwendung eines bestimmten Peptidanhangs, das
z. B. basierend auf den obigen Grundsatzen gestaltet ist, kann getestet werden, indem man ein modifiziertes
lipolytisches Enzym konstruiert, welches den Peptidanhang enthalt, und die Eigenschaften des erhaltenen En-
zyms hinsichtlich der gewiinschten Enzymanwendung wie z. B. Waschen, Entfernung von Harzpech, Entfetten
von Leder, usw. im Originalmalstab oder einem Assay, der mit der fraglichen Enzymanwendung korreliert, tes-
tet.

[0049] Der Peptidanhang kann folgendermalfen verallgemeinert werden.
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[0050] Der erste Rest (gezahlt vom aulieren Rest) wird als ,a", der zweite als ,b", der dritte als ,c" usw. be-
zeichnet. Folglich wird im Falle eines N-terminalen Anhangs der erste Aminosaurerest mit ,a", bezeichnet, im
Falle eines C-terminalen Anhangs der letzte Aminosaurerest mit ,a" bezeichnet.

[0051] In einer wichtigen Ausflihrungsform der Erfindung besteht der Peptidanhang aus von 4 bis 7 Amino-
sauren. Ein derartiger Peptidanhang, der sowohl an den N-terminus und/oder C-terminus des Stammenzyms
gehangt werden kann, kann nachfolgend bezeichnet werden als:

a-b-c-d (4-Aminosauren-Peptidanhang)

a-b-c-d-e (5-Aminosauren-Peptidanhang)

a-b-c-d-e-f (6-Aminosauren-Peptidanhang)

a-b-c-d-e-f-g (7-Aminosauren-Peptidanhang)

[0052] Jeder Buchstabe definiert einen Aminosaurerest.

[0053] a, b, c, d, e, fund g kbnnen unabhangig voneinander jede Aminosaure einschlie3lich Alanin (A), Valin
(V), Leucin (L), Isoleucin (l), Prolin (P), Phenylalanin (F), Tryptophan (W), Methionin (M), Glycin (G), Serin (S),
Threonin (T), Cystein (C), Tyrosin (Y), Asparagin (N), Glutamin (Q), Asparaginsaure (D), Glutaminsaure (E),
Lysin (K), Arginin (R) und Histidin (H) sein.

[0054] In besonderen Ausflihrungsformen sind a, b, c, d, e, f und g unabhangig voneinander eine der folgen-
den Aminosauren:

a: Leu, lle, Val, Trp, Phe, Ser, Arg, Cys oder Lys

b: Leu, lle, Val, Trp, Phe, Ser, Pro, Arg, Lys, Cys oder His,

c: Leu, lle, Val, Trp, Phe, Ser, Pro, Arg, Cys oder Lys

d: Leu, lle, Val, Trp, Phe, Ser, Pro, Arg, Cys oder Lys

e: Leu, lle, Val, Trp, Phe, Pro, Arg, Lys, Ala, Glu, Cys oder Asp,

f: Leu, lle, Val, Trp, Phe, Pro, Arg, Lys, Ala, Glu, Cys oder Asp

g: Leu, lle, Val, Trp, Phe, Pro, Arg, Lys, Cys oder Met.

[0055] In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist zumindest eine, wie z. B. eine, zwei, drei oder vier von a, b,
¢, d, e, foder g eine positiv geladene Aminosaure, d. h. Arg (R) oder Lys (K) oder eine hydrophobe Aminosaure,
d. h. Leu, lle, Val, Trp oder Phe.

[0056] Wie weiter oben festgestellt, sowie in Abhangigkeit von der gewahlten Wirtszelle wird im Allgemeinen
angenommen, dass es wichtig ist, dass der Peptidanhang mindestens einen Prolinrest umfasst, damit das mo-
difizierte lipolytische Enzym gegen die proteolytische Degradation wahrend der Prozessierung des Enzyms
durch die gewahlte Wirtszelle geschitzt ist. Es kann wiinschenswert sein, dass der Prolinrest Position zwei (d.
h. b) und/oder Position drei (d. h. ¢) des Peptidanhangs einnimmt oder eine Position nahe an dem gewinsch-
ten Spaltpunkt (d. h. der Punkt, an dem man die Prozessierung durch die fragliche Wirtszelle stattzufinden
glaubt). Demgemal ist in einer Ausfihrungsform b und optional ¢ des Peptidanhangs Pro.

[0057] In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist a-b SP (Ser-Pro), A-P oder Q-P. Wenn der Pep-
tidanhang mehr Aminoséaurereste enthalt, z. B. zwischen 4 und 7 Aminosauren, folgt der Peptidanhang der all-
gemeinen Formel SPcd, SPcde, SPcdef, SPcdefg oder APcd, APcde, APcdef, APcdefg oder QPcd, QPcde,
QPcdef QPcdefg. In jeder dieser Formeln kann c, d, e, f und g jede Aminosaure sein. Jedoch sind die zuvor
erwahnten Gruppen von Aminosauren bevorzugt.

[0058] In einer weiteren Ausfiuihrungsform umfasst a-b mindestens eine positive Aminoséaure (d. h. Arg und
Lys) oder hydrophobe Aminosaurereste (d. h. Leu, lle, Val, Trp und Phe).

[0059] Spezifisch kann der an das lipolytische Stammenzym angehangte Peptidanhang vorteilhafterweise ei-
nes der folgenden Aminosaurereste oder Peptide sein:
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Arg-Pro-Val-Ser-Gln-Asp (RPVSQD)
Ser-Pro-Ile-Arg-Met (SPIRM) oder .
Ser-Pro-Ile-Arg-Ala-Arg (SPIRAR) oder
Ser-Pro-Ile-Arg-Pro-Arg (SPIRPR) oder
Ser-Pro-Ile-Arg-Glu-Arg (SPIRER) oder
‘Ser-Pro-Ile-Arg-Lys (SPIRK) oder
Ser-Pro-Ile-Lys-Lys (SPIKK) oder
Ser-Pro-Ile-Arg-Arg-Pro (SPIRRP) oder
Ser-Pro-Pro-Arg-Arg (SPPRR) oder
Ser-Pro-Ile-Pro-Arg (SPIPR) oder
Ser-Pro-Arg-Pro-Arg (SPRPR) oder
Ser-Pro-Ile-Arg (SPIR) oder
Ser-Pro-Ile-Arg-Arg (SPIRR) oder
Ser-Cys-Ile-Arg-Arg, (SCIRR) oder
Ser-Pro-Ile-Arg-Pro-Arg-Pro (SPIRPRP) oder
Ser-Cys-Ile-Arg-Pro-Arg-Pro (SCPIRPRP) oder
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Ser-Pro-Arg-Arg-Pro-Arg-Thr (SPRRPRT) oder
Ser-Pro-Phe-Arg-Pro-Lys-Leu (SPFRPKL) oder
Ser-Pro-Pro-Arg-Arg-Pro (SPPRRP) oder
Ser-Pro-Ile-Arg-Arg-Glu (SPIRRE) oder
Ser-Pro-Pro-Arg-Pro-Pro (SPPRPP) oder
Ser-Pro-Pro-Arg-Pro-Arg (SPPRPR) oder
Ser-Pro-Pro-Trp-Trp-Pro (SPPWWP) oder
Ser-Pro-Pro-Trp-Arg-Pro (SPPWRP) oder
Ser-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro (SPPRWP) oder
Ser-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro (SPPRWP) oder |
Ser-His-Trp-Arg-Arg-Trp (SHWRRW) oder
Ser-His-Trp-Arg-Lys (SHWRK) oder
Ser-His-Trp-Arg-Arg (SHWRR) oder
Thr-Ala-Ile-Arg-Pro-Arg-Lys (TAIRPRK),
Ser-Thr-Arg-Arg-Pro-Arg-Pro (STRRPRP),
Gly-Pro-lle-Arg-Pro-Arg-Pro (GPIRPRP) oder
Leu-Pro-Phe-Arg-Glu-Arg-Pro (LPFRQRP) oder
Ser-Arg-Ser-Arg-His-Asp-Ala (SRSRHNA) oder
Ile-Pro-Ile-Arg-Pro-Arg-Arg (IPIRPRR) oder
Ser-Thr-Arg-Arg-Pro-Arg-Pro (STRRPRP) oder |
Thr-Ala-lle-Arg-Pro-Arg-Lys (TAIRPRK) oder
Trp-Arg-Trp-Arg-Trp-Arg (WRWRWR) oder
Glu-Pro-Ile-Arg-Arg (QPIRR) oder
Ser-His-Trp-Glu-Glu (SHWQQ) oder
Ser-Ala-Leu-Arg-Pro-Arg-Lys (SALRPRK)

[0060] Ebenfalls in Betracht kommen gemaf der Erfindung Anhange umfassend mehr als 7 Aminosauren,
wie z. B. von 8 bis 15 Aminosauren.

[0061] Solche Peptide konnen verallgemeinert werden als:
a-b-c-d-e-f-g-h (8-Aminosaurenpeptid)

a-b-c-d-e-f-g-h-i (9-Aminosaurenpeptid)

a-b-c-d-e-f-g-h-i-j (10-Aminosaurenpeptid)
a-b-c-d-e-f-g-h-i-j-k (11-Aminosaurenpeptid)
a-b-c-d-e-f-g-h-i-j-k-I (12-Aminosaurenpeptid)
a-b-c-d-e-f-g-h-i-j-k-I-m (13-Aminosaurenpeptid)
a-b-c-d-e-f-g-h-i-j-k-I-m-n (14-Aminosaurenpeptid)
a-b-c-d-e-f-g-h-i-j-k-I-m-n-o (15-Aminosaurenpeptid).

[0062] a bis o kann jede beliebige der zuvor erwadhnten zwanzig Aminosauren sein.

[0063] Der a-g-Bereich kann wie zuvor in Bezug auf einen Peptidanhang definiert sein, umfassend 1 bis 7
Aminosaurereste.

[0064] h,i,j, k, I, m, n, o kann wie zuvor jede Aminosaure sein, bevorzugt eine der folgenden Aminosauren:
Arg, Lys, Ala, Val, Trp, lle, Phe, Ser oder Pro.
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[0065] Spezifische Beispiele solcher Anhange sind unten aufgelistet:

Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro (RPRPRPRP) oder
Ser-Ser-Thr-Arg-Arg-Ala-Ser-Pro-Ile-Lys-Lys (SSTRRASPIKK) oder
Ala-Trp-Trp-Pro-Ser-Pro-Ile-Arg-Pro-Arg-Pro (AWWPSPIRPRP) oder
Ala-Pro-Pro-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro (APPPRPRPRPRP) oder
Ala—Pro-Pro-Pro-Arg-Thr—Arg-Pro-Ai'g-Pro-Arg-Ser (APPPRTRPRPRS) oder
S'ér-Pro-Lys-Arg-Lys—Pro-Arg—Pro (SPKRKPRP) oder
Ser-Gln-Arg-lle-Lys-Gln-Arg-Ile-Lys (SQRIKQRIK) oder
Ser-Pro-Pro-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro (SPPPRPRP) oder A
Ser-Pro-Ile-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg SPIRPRPRPR oder
Ser-Pro-Ile-Arg-Lys-Ala-Trp-Trp-Pro (SPIRKAWWP) oder
Ala-Pro-Pro-Pro-Lys-Ala-Ser-Pro-Arg-Gln-Arg-Pro (APPPKASPRQRP) oder
Ser-Pro-Ile-Arg-Pro-Arg-Pro-Ser-Pro-lle-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg (SPIRPRPSPIRPRP) oder
Ser-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro-Arg-Arg (SPPRWPRR) oder
-Ser-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro-Arg-Trp (SPPRWPRW) oder
Ser-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro-Trp-Arg (SPPRWPWR) oder
Ser-Pro-Pro-Trp-Arg-Pro-Arg-Arg (SPPWRPRR) oder
Ser-Pro-Pro-Trp-Trp-Pro-Arg-Trp (SPPWWPRW) oder
Ser-Pro-Por-Trp-Trp-Pro-Trp-Arg (SPPWWPWR) oder
| Ser-Pro-Pro-Trp-Trp-Pro-Trp-Trp (SPPWWPWW) oder _
Ser-Pro-Pro-Trp-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro (SPPWPRPRP) oder
" Ala-Pro-Pro-Pro-Arg-Pro-Arg-Leu-Leu-Pro-lIle-Ser (APPPRPRLLPIS) oder
Ala—Pro-Pro-Pro-Thr-Arg-Gln—Arg—Gln—Ser-Pro (APPPTRQRQSP) oder -
Ala-Pro-Pro-Pro-Arg-Thr-Ile-Pro-Arg-Ser-Ser-Pro (APPPRTIPRSSP).

[0066] In jeder derzuvor spezifizierten Peptidanhange (ob umfassend 1 bis 7 oder 1 bis 15 Aminosaurereste),
in denen die Position ,a" ein Ser, Ala, Arg, Lys oder Pro ist, kann das Ser durch ein Ala, Arg, Lys oder Pro, das
Ala durch ein Ser, Arg, Lys oder Pro und das Arg, Lys oder Pro durch ein Ala oder Ser ersetzt werden.

[0067] Es soll betont werden, dass der obige Peptidanhang entweder am N-terminalen und/oder C-terminalen
Ende sein kann. Beispiele fur modifizierte lipolytische Enzyme mit sowohl N-terminalem als auch C-terminalem
Peptidanhang schlie3en alle spezifisch zuvor erwahnten Kombinationen von Peptidanhangen ein. Zwei spezi-

fische solcher Beispiele sind der N-terminale Anhang SPIRPRP zusammen mit dem C-terminalen Anhang
RRP oder RR.

[0068] Wenn der Peptidanhang in den nicht-strukturellen Teil des Stammenzyms eingefigt ist, kann er einen
oder mehrere Aminosaurereste des nicht-strukturellen Teils ersetzen. Beispielsweise kann der Peptidanhang
einen oder mehrere Aminosaurereste ersetzen, welche die ersten, z. B. 1-5, Aminosaurereste des N-termina-
len Endes und/oder die letzten, e. g. 1-5, Aminosaurereste des Enzyms (d. h. die 1-5 Aminosaurereste des
C-terminalen Endes) besetzen. Beispielsweise kann der Peptidanhang Aminosaurerest(e) 1 und/oder 2
und/oder 3 und/oder 4 und/oder 5, usw. von jedem Ende des Stammenzyms ersetzen.

[0069] Wenn das Stammenzym eine H. lanuginosa-Lipase ist, ist es von besonderem Interesse, jede der obi-
gen Peptidanhdnge (am N-Terminus) mit einer Deletion der stamm-ersten (1E) zu kombinieren.

[0070] GemaR der Erfindung kommt es aulerdem in Betracht, an das modifizierte Enzym eine oder mehrere

geladene Aminosauren anzuhéngen, welche eine effiziente Reinigung des Enzyms erlauben. Verfahren dafur
sind dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie bekannt.
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[0071] Verfahren zum Anhangen eines Peptidanhangs an ein lipolytisches Stammenzym Obwohl ein erfin-
dungsgemalies modifiziertes Enzym durch Anfligen (fusionieren oder einfligen) eines synthetisch hergestell-
ten Peptidanhangs an das fragliche lipolytische Stammenzym erhalten werden kann, ist es vorliegend bevor-
zugt, dass das erfindungsgemafie modifizierte Enzym hergestellt wird durch i) Modifizieren der Nukleotid- vor-
zugsweise DNA-Sequenz, die fur das Stammenzym kodiert, so dass sie flr den gewunschten Peptidanhang
an dem/den N-terminalen und/oder C-terminalen Ende(n) des Stammenzyms kodiert (z. B. durch Insertion ei-
ner Nukleinsaure-, (bevorzugt DNA-) Sequenz, die fur den Peptidanhang kodiert, in eine zweckmaRige Stelle
innerhalb der Nukleinsaure- (bevorzugt DNA-) Sequenz, ii) Exprimieren der erhaltenen modifizierten Nuklein-
saure- (bevorzugt DNA-) Sequenz in einem geeigneten Expressionssystem, und iii) Gewinnen des erhaltenen
modifizierten Enzyms.

[0072] Im vorliegenden Zusammenhang soll der Begriff ,angehangt an" bezeichnen, dass der Anhang an das
N-terminale und/oder C-terminale Ende (z. B. an den ersten oder letzten Aminosaurerest) des reifen Enzyms
fusioniert oder in einen nicht-strukturellen Teil des N-terminalen und/oder C-terminalen Endes des reifen En-
zyms eingeflgt ist.

[0073] Viele Enzyme werden als Pra-Pro-Enzyme exprimiert, d. h. als Enzyme, die aus dem reifen Enzym,
einem sekretorischen Signalpeptid (d. h. Prapeptid) und einem Pro-Peptid bestehen. Das Pra-Pro-Enzym wird
intrazellular prozessiert und in das Fermentierungsmedium sezerniert, aus dem das reife Enzym isoliert
und/oder gereinigt werden kann. Das Anhangen des Peptidanhangs an das Stammenzym kann erfolgen, in-
dem die fir die gewlinschten Peptidanhange kodierenden Nukleinsduresequenzen stromaufwarts (fur N-ter-
minale Peptidanhange) und/oder stromabwarts (flir C-terminale Peptidanhange) an die fir das Stammenzym
kodierende DNA-Sequenz angehangt werden.

[0074] Die Insertion sollte so erfolgen, dass das gewtnschte modifizierte Enzym (d. h. mit den/dem ge-
winschten Peptidanhang/-anhangen) von der Wirtszelle exprimiert und nach Transkription, Translation und
Prozessierung des Enzyms sezerniert wird. Der Begriff ,Prozessierung" bedeutet in diesem Zusammenhang
die Entfernung von Pra- und Pro-Peptiden (aulRer natirlich wenn das Propeptid mit dem gewinschten Pep-
tidanhang identisch ist. Darauf wird weiter unten naher eingegangen).

[0075] Stromabwarts liegende Sequenzen (die fir einen C-terminalen Anhang kodieren) kénnen zwischen
die fur das Stammenzym kodierende DNA-Sequenz und das Stopp-Kodon eingefiligt werden. Wenn jedoch die
unprozessierte DNA-Sequenz eine fiir ein Pro-Peptid kodierende DNA-Sequenz am C-Terminus umfasst, kann
die Einfligung/Anfiigung der fir den Peptidanhang kodierenden DNA-Sequenz auch zwischen den fir das
Pro-Peptid beziehungsweise flir das reife Enzym kodierenden DNA-Sequenzen erfolgen.

[0076] In den meisten Fallen ist es mdglich, das Stammenzym stromaufwarts zu verlangern, indem eine fir
einen Peptidanhang kodierende DNA-Sequenz zwischen die DNA-Sequenz, die fir das Pro-Peptid oder das
Prapeptid (wenn keine Prosequenz vorhanden ist) kodiert, und die DNA-Sequenz, die fiir das reife Enzym ko-
diert, eingefigt wird.

[0077] Die Einfugung/Anfligung der fiir den Peptidanhang kodierenden DNA-Sequenz kann nach Standard-
verfahren, die dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie bekannt sind, durchgefuhrt werden, vgl.,
z. B. Sambrook et al., 1989). Diese schlief3en, z. B., die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mittels spezifischer
Primer ein, beispielsweise beschrieben in dem US-Patent 4,683,202 oder R. K. Saiki et al., (1988), Science,
239, 487-491. Wie man die Expression und Sekretion der benachbarten DNA-Sequenzen) bewirkt, wird weiter
unten beschrieben werden.

[0078] In Verbindung mit der vorliegenden Erfindung wurde gefunden, dass einige Wirtszellen fiir die Herstel-
lung eines gewtiinschten modifizierten Enzyms weniger geeignet sind, da der/die Peptidanhang/-anhange teil-
weise oder vollstandig wahrend der von der Wirtszelle vorgenommenen posttranslationalen oder anderer Pro-
zessierung abgeschnitten werden. Demgemal soll der Begriff ,geeignetes Expressionssystem" ein Expressi-
onssystem (Wirtszelle oder optional Expressionsvektor) bezeichnen, welches die Herstellung zumindest eines
Teils eines intakten gewlinschten modifizierten Enzyms erlaubt, d. h. ein Expressionssystem, welches den
Peptidanhang, z. B. als Teil einer durch die ausgewahlte Wirtszelle vorgenommene posttranslationale oder an-
dere Prozessierung, nicht teilweise oder vollstandig entfernt (und damit ein Enzym ohne den gewiinschten
Peptidanhang erzeugt). Ublicherweise ist das verwendete Wirtssystem frei von einer oder mehreren proteoly-
tischen Aktivitaten, welche die ungewiinschte posttranslationale Prozessierung austiben. Die Auswahl des Ex-
pressionssystems und folglich der Wirtszelle wird von dem herzustellenden lipolytischen Enzym abhangen, wie
im Detail weiter unten eroértert wird.
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[0079] Wahrend bei der Auswahl eines geeigneten Expressionssystems zur Herstellung eines fraglichen mo-
difizierten Enzyms (insbesondere wenn eine modifizierte DNA-Sequenz zur Herstellung verwendet wird) Um-
sicht gebotenen ist, wurde gefunden, dass ein erfindungsgemafies modifiziertes lipolytisches Enzym (mit einer
verbesserten Waschleistung) erhalten werden kann, indem eine flr das fragliche lipolytische Stammenzym ko-
dierende DNA-Sequenz in einem Expressionssystem exprimiert wird, welches translatierte Polypeptide nicht
auf normale Weise prozessieren kann, und somit ein Enzym entsteht, welches das Propeptid oder ein ahnli-
ches Peptid, das mit dem reifen Protein vor der Prozessierung assoziiert ist, ganz oder teilweise umfasst. In
diesem Fall stellt das Propeptid oder das ahnliche Peptid den Peptidanhang dar. Das Pro-Peptid oder das ahn-
liche Peptid kann heterolog oder homolog zum Stammenzym und kann sowohl am N-terminalen als auch am
C-terminalen Ende des Stammenzyms vorhanden sein. Die Herstellung eines erfindungsgemalen modifizier-
ten lipolytischen Enzym unter Verwendung des letzteren Verfahrens ist weiter unten beschrieben.

[0080] Demgemal kann, wenn ein geeigneter Bereich von Aminosauren bereits in der Pra-Pro-Form des
Stammenzyms kodiert wird und dieser Bereich von Aminosauren bei der Prozessierung des Enzyms in einem
bestimmten Expressionssystem abgeschnitten wird, der Peptidanhang durch Wechsel des Expressionssys-
tems auf ein Wirtssystem, in welchem die Prozessierung des Bereiches von Aminosauren nicht stattfinden, an-
gehangt werden. In einem solchen Fall wird das sekretorische Signalprapeptid wahrend oder nach der Sekre-
tion abgeschnitten, wodurch ein modifiziertes Enzym entsteht, das aus dem Stammenzym umfassend ein
durch die entsprechende DNA-Sequenz kodiertes Propeptid oder ein Teil davon oder eine ahnliche Peptidse-
quenz besteht, d. h. ein lipolytisches Enzym, das entweder an seinem N-terminalen oder C-terminalen Ende
verlangert ist.

[0081] Mit anderen Worten betrifft die Erfindung in einem weiteren Aspekt ein Verfahren zum Steigern der
Waschleistung oder anderen Aktivitat eines Stammenzyms, umfassend die Schritte:
a) Einbringen einer fur das lipolytische Stammenzym kodierende DNA-Sequenz in einen Expressionsvek-
tor,
b) Einbringen der DNA-Sequenz oder des Expressionsvektors in eine Wirtszelle, die nicht oder schlecht das
exprimierte Pro-Enzym in das reife Enzym prozessiert,
c¢) Kultivieren der Wirtszelle unter Bedingungen, die fir die Herstellung des Enzyms umfassend einen Teil
der ganzen Pro-(Pra)-Sequenz geeignet sind, und
d) Gewinnen und optional Reinigen des erhaltenen modifizierten Enzyms.

[0082] Es wurde gefunden, dass Hefezellen zum Anhangen von Peptidanhangen (in Form des Propeptids
oder eines Teils davon) an lipolytische Stammenzyme aus Pilzen von besonderem Nutzen sind, insbesondere
das H. lanuginosa-Lipaseenzym.

[0083] In einer alternativen und dulerst bevorzugten Ausfihrungsform ist der Peptidanhang mittels Zufalls-
mutagenese gemaf den folgenden Grundlagen gestaltet und angehangt:
a) Unterziehen einer fir ein lipolytisches Stammenzym mit Peptidanhang kodierenden DNA-Sequenz der
lokalisierten Zufallsmutagenese in dem Peptidanhang oder in einem nicht-strukturellen Teil des N-termina-
len oder C-terminalen Endes des Stammenzyms,
b) Exprimieren der mutierten, in Schritt a) erhaltenen DNA-Sequenz in einer Wirtszelle, und
¢) Durchmustern nach Wirtszellen, die ein mutiertes lipolytisches Enzym mit einer im Vergleich zum lipoly-
tischen Stammenzym verbesserten Waschleistung exprimieren.

[0084] Anhand dieser Vorgehensweise sind zahlreiche duferst vorteilhafte Peptidanhange erzeugt worden.

[0085] Die lokalisierte Zufallsmutagenese kann wie in WO 95/22615 im Wesentlichen beschrieben durchge-
fuhrt werden. Genauer ausgedrickt wird die Mutagenese unter Bedingungen durchgefiihrt, bei denen nur eine
oder mehrere der obigen Bereiche der Mutagenese unterzogen werden. Insbesondere zum Mutagenisieren
groRer Peptidanhange kann es zweckmalig sein, PCR-erzeugte Mutagenese anzuwenden (z. B. wie von Des-
hler 1992 oder Leung et al., 1989 beschrieben), wobei eine oder mehrere geeignete Oligonukleotidsonden ver-
wendet werden, die den zu mutagenisierenden Bereich flankieren. Fir die Mutagenese von kirzeren Peptidan-
hangen ist es mehr bevorzugt, die lokalisierte Zufallsmutagenese mittels ,doped" oder ,spiked" Oligonukleotide
durchzufiihren. Das Doping oder Spiking wird verwendet, um z. B. Kodons flr ungewtinschte Aminosauren zu
vermeiden oder um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, dass ein besonderer Typ von Aminosaurerest, wie z.
B. ein positiv geladener oder hydrophober Aminosaurerest, in die gewunschte Stelle eingebracht wird.

[0086] Im Anschluss an die Mutagenese wird die mutierte DNA durch Kultivieren einer geeigneten Wirtszelle,
welche die DNA-Sequenz tragt, unter Bedingungen, die eine Expression erlauben, exprimiert. Die fir diesen
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Zweck verwendete Wirtszelle kann eine sein, die mit der mutierten DNA-Sequenz, optional in einem Vektor vor-
liegend, transformiert worden ist, oder eine, die die fir das Stammenzym kodierende DNA-Sequenz wahrend
der Mutagenesebehandlung trug. Beispiele geeigneter Wirtszellen sind unten aufgefihrt, und sie ist vorzugs-
weise eine Wirtszelle, die das mutierte Enzym sezernieren kann (und somit ein einfaches Durchmustern er-
moglicht). Hefezellen, wie z. B. Zellen von S. cerevisiae, haben sich als geeignete Wirtszellen herausgestellt.

[0087] Die Kriterien flr das Durchmustern in Schritt ¢) missen in Abhangigkeit von den gewunschten Eigen-
schaften des modifizierten lipolytischen Enzyms gewahlt werden. Wenn die Konstruktion eines modifizierten
lipolytischen Enzyms mit einer verbesserten Waschleistung gewlinscht ist, ist es glinstig, nach einer vermin-
derten Kalziumabhangigkeit und/oder nach einer héheren Toleranz gegentiber einem Waschmittel oder eines
Waschmittelbestandteils durchzumustern. Das Waschmittel oder der Waschmittelbestandteil kann jeder der
spezifischen Bestandteile sein, die weiter unten im Abschnitt Gber Waschmittelbestandteile erwahnt sind. Ein
bevorzugter Waschmittelbestandsteil ist ein nicht-ionisches oder ein anionisches Tensid, wie z. B. ein Alkohole-
thoxylat oder LAS, ein bevorzugtes Waschmittel ist das in Material und Methoden unten beschriebene PCS.
Nicht-ionische Tenside sind zum Durchmustern des H. lanuginosa-Lipasentyps (z. B. Lipasen aus Pilzen) von
besonderem Interesse, wohingegen anionische Tenside fur das Durchmustern des Pseudomonas-Lipasentyps
von Interesse sind.

[0088] Das Durchmustern von Schritt c) wird glinstigerweise mittels eines Filterassays basierend auf den fol-
genden Grundlagen durchgefiihrt:

[0089] Ein Mikroorganismus, der das interessierende modifizierte lipolytische Enzym exprimieren kann, wird
auf einem fir die Sekretion des Enzyms geeigneten Medium und geeigneten Bedingungen inkubiert, wobei
das Medium mit einem Doppelfilter umfassend einen ersten Proteinbindefilter und/oder dariiber einen zweiten
Filter mit geringer Proteinbindefahigkeit versehen wird. Der Mikroorganismus befindet sich auf dem zweiten
Filter. Im Anschluss an die Inkubation wir der erste Filter umfassend die vom Mikroorganismus sezernierten
Enzyme von dem zweiten Filter umfassend den Mikroorganismus getrennt. Der erste Filter wird dem Durch-
mustern nach der gewtinschten Enzymaktivitat unterzogen und die entsprechenden mikrobiellen Kolonien auf
dem zweiten Filter werden identifiziert.

[0090] Der fir die Bindung der enzymatischen Aktivitdt verwendete Filter kann jeder Proteinbindefilter, z. B.
Nylon oder Nitrozellulose, sein. Der obere Filter mit den Kolonien des Expressionsorganismus kann jeder Filter
mit keiner oder einer geringen Affinitdt zum Binden von Proteinen sein, z. B. Zelluloseacetat oder Durapore™.
Der Filter kann mit allen zum Durchmustern gangigen Bedingungen vorbehandelt werden oder kann wahrend
des Nachweises der enzymatischen Aktivitat behandelt werden.

[0091] Die enzymatische Aktivitdt kann mittels eines Farbstoffs, Fluoreszenz, Prazipitation, pH-Indikator,
IR-Absorption oder mit jedem anderen Verfahren zum Nachweis enzymatischer Aktivitdt nachgewiesen wer-
den.

[0092] Die nachweisende Substanz kann mit jedem Immobilisierungsmittel, z. B. Agarose, Agar, Gelatine, Po-
lyacrylamid, Starke, Filterpapier, Stoffgewebe, oder mit jeder Kombination von Immobilisierungsmitteln immo-
bilisiert werden.

[0093] Die Lipaseaktivitat kann mittels Brilliant-Green, Rhodamin B oder Sudan-Schwarz in Kombination mit
einem Lipid z. B. Olivendl oder Schweinefett, nachgewiesen werden. Durchmusterungskriterien zum ldentifi-
zieren modifizierter lipolytischer Enzyme mit verbesserter Waschleistung kdnnen zum Beispiel EGTA, EDTA,
nicht-ionische oder anionische Tenside, alkalischer pH, oder jede Waschmittelzusammensetzung in Kombina-
tion mit einem der oben genannten Mittel zum Nachweis der enzymatischen Aktivitat sein.

[0094] Es versteht sich, dass die in dem erfindungsgemafen Filterassay angewendeten Durchmusterungsk-
riterien so ausgewahlt sein kdnnen, dass sie den gewtinschten Eigenschaften oder Verwendungen der durch-
zumusternden Enzyme Genuge leisten. Beispielsweise kann es beim Durchmustern nach lipolytischen Enzy-
men zur besonderen Verwendung in der, Papier- und Zellstoffindustrie zweckmaRig sein, nach einem sauren
Enzym mit erhdhter Temperaturstabilitdt durchzumustern. Dies kann unter Verwendung eines Puffers mit sau-
rem pH (z. B. pH 4) und/oder Inkubation bei hdherer Temperatur vor oder wahrend des Assays geschehen.
Das Durchmustern von Waschmittelenzymen erfolgt tiblicherweise bei alkalischem pH.

[0095] Alternativ kann das Durchmustern erfolgen, indem man das mutierte lipolytische, aus Schritt b) erhal-
tene Enzym isoliert und seine Waschleistung (oder jede andere zweckmaRige Eigenschaft) testet. Als letzteres
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genannter ,in vivo"-Test kann auch zusatzlich zu dem Durchmusterungsassay verwendet werden, um aus den
im Durchmusterungsassay ausgewahlten Enzymen die besten zu identifizieren. SchlieBlich kann zur Bestati-
gung der Aminosauresequenz des Peptidanhangs die Aminosauresequenz des erhaltenen Enzyms sequen-
ziert werden.

Verfahren zum Verbessern von Eigenschaften

[0096] Es ist ebenfalls Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Eigenschaften, insbesondere die Waschleistung
der zuvor erwahnten lipolytischen Stammenzyme, zu verbessern. Es wird davon ausgegangen, dass die an-
hand des erfindungsgemafien Verfahrens erzielten, verbesserten Eigenschaften Ergebnis einer erhéhten Affi-
nitdt zu dem Lipidsubstrat sind.

[0097] Das erfindungsgemalfie Verfahren umfasst das Anhangen eines Peptidanhangs an den N-Terminus
oder C-Terminus des Stammenzyms in seiner reifen Form. In einer erfindungsgemafen Ausfiihrungsform ge-
schieht dies, indem ein Peptidanhang durch Kultivieren einer Wirtszelle umfassend eine DNA-Sequenz, die fur
die Pra-, Pro- oder Prapro-Form des lipolytischen Stammenzyms kodiert, und das Stammenzym angehangt
wird. Optional liegt die DNA-Sequenz in einem Vektor vor. Das Gewinnen des erhaltenen modifizierten lipoly-
tischen Enzyms, die Wirtszelle, die Kultivierungsbedingungen und/oder Gewinnungsbedingungen sind so ge-
wahlt, dass héchstens eine teilweise Prozessierung der Pra-, Pro- oder Prapro-Form des Stammenzyms statt-
findet, wodurch mindestens 5%, wie z. B. mindestens 10%, wie z. B. mindestens 15%, wie z. B. mindestens
20%, wie z. B. mindestens 25%, wie z. B. mindestens 50%, wie z. B. mindestens 75% der hergestellten modi-
fizierten Enzymmolekile den gewlnschten Peptidanhang, z. B. die ganze Pro-Sequenz oder einen wesentli-
chen Teil davon, umfassen.

[0098] Die Wirtszelle kann unterschiedlicher Herkunft sein als das Stammenzym, z. B. von einer anderen Gat-
tung als die, von der das Stammenzym stammt, oder kann einen anderen posttranslationalen Prozessierungs-
apparat als der Ursprung des Stammenzyms aufweisen.

[0099] Das lipolytische Stammenzym stammt vorzugsweise von einem filamentésen Pilz, wie z. B. einem
Stamm von Humicola sp., inbesondere H. lanuginosa, oder einem Bakterium, wie z. B. ein Stamm von Pseu-
domonas sp., und die Wirtszelle ist eine Hefezelle, wie z. B. ein Stamm von Saccharomyces sp., insbesondere
Saccharomyces cerevisiae, oder ein Stamm von Hansenula sp.

[0100] In einer erfindungsgemalen Ausflihrungsform ist die inharente Fahigkeit zum Herstellen proteolyti-
scher Enzyme in der Wirtszelle, die zum Anhangen eines Peptidanhangs an das lipolytische Stammenzym ver-
wendet wird, vermindert, z. B. indem die Herstellung von einem oder mehreren proteolytischen Enzymen in der
Wirtszelle unterbunden wird.

[0101] Das erfindungsgemalRe Verfahren umfasst die Schritte:
a) Unterziehen einer fir ein lipolytisches Stammenzym mit Peptidanhang kodierenden DNA-Sequenz, wie
z. B. eine erfindungsgemafie DNA-Sequenz, der lokalisierten Zufallsmutagenese in dem Teil der DNA-Se-
quenz, der fir den Peptidanhang oder einen nicht-strukturellen Teil des N-terminalen oder C-terminalen En-
des des Stammenzyms kodiert,
b) Exprimieren der mutierten, in Schritt a) erhaltenen DNA-Sequenz in einer Wirtszelle, und
¢) Durchmustern nach Wirtszellen, die ein mutiertes lipolytisches Enzym mit einer im Vergleich zum lipoly-
tischen Stammenzym verbesserten Waschleistung exprimieren.

[0102] In einer Ausfuhrungsform ist die DNA-Sequenz das Gen oder die cDNA-Sequenz, die fir das Stam-
menzym in seiner Pro- oder Prapro-Form kodiert.

[0103] GemaR der Erfindung kommt es auRerdem in Betracht, eine Mutation in den nicht-strukturellen Teil des
C-Terminus oder N-Terminus des Stammenzyms in seiner reifen Form einzufiihren, z. B. durch Deletieren oder
Ersetzen eines negativ geladenen Aminosaurerests des nicht-strukturellen Teils mit einem neutralen oder po-
sitiv geladenen Aminosaurerest oder mit einem hydrophoben Aminosaurerest, oder durch Ersetzen eines neu-
tralen Aminosaurerests mit einem positiv geladenen Aminosaurerest.

Lipolytisches Stammenzym

[0104] Die erfindungsgemafien lipolytischen Enzyme kénnen von jedem lipolytischen Stammenzym mikrobi-
eller Herkunft konstruiert werden, vorzugsweise bakterieller Herkunft oder aus Pilzen (d. h. filamentdse Pilze
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oder Hefe).

[0105] GemaR der Erfindung kann das erfindungsgemafle Enzym jedes lipolytische Enzym einschlieflich Li-
pasen, Phospholipasen, Esterasen und Cutinasen (gemaf der herkémmlichen Terminologie) sein.

[0106] Es versteht sich, dass lipolytische Enzyme, die Pro- und/oder Pra-Peptide in unprozessiertem Stadium
Ublicherweise umfassen sowie nicht umfassen, als Stammenzym fur die erfindungsgemafe Modifizierung in
Betracht kommen.

[0107] Beispiele zweckmaliger lipolytischer Stammenzyme schlieRen von den folgenden Mikroorganismen
stammende Enzyme ein:

Humicola, z. B. H. brevispora, H. lanuginosa, H. brevis var. thermoida und H. insolens (US 4,810,414) oder
WO 96/13580;

Pseudomonas, z. B. Ps. fragi, Ps. stutzeri, Ps. cepacia und Ps. fluorescens (WO 89/04361) oder Ps. plantarii
oder Ps. gladioli (US-Patent-Nr. 4,950,417 (Solvay-Enzyme)) oder Ps. alcaligenes und Ps. pseudoalcaligenes
(EP 218 272 oder WO 94/25578) oder Ps. mendocina (WO 88/09367, US 5,389,536);

Fusarium, z. B. F. oxysporum (EP 130,064) oder F. solani pisi (WO 90/09446); Mucor (auch bezeichnet Rhi-
zomucor), z. B. M. miehei (EP 238 023);

Absidia sp. (WO 96/13578);

Chromobacterium (insbesondere C. viscosum);

Aspergillus (insbesondere A. niger);

Candida, z. B. C. cylindracea (auch bezeichnet C. rugosa) oder C. antarctica (WO 88/02775) oder

C. antarctica lipase A oder B (WO 94/01541 und WO 89/02916);

Geotricum, z. B. G. candidum (Schimada et al., (1989), J: Biochem., 106, 383-388);

Penicillium, z. B. P. camembertii (Yamaguchi et al., (1991), Gene 103, 61-67);

Rhizopus, z. B. R. delemar (Hass et al., (1991), Gene 109, 107-113) oder R. niveus (Kugimiya et al., (1992)
Biosci. Biotech. Biochem 56, 716-719) oder R. oryzae; und

Bacillus, z. B. subtilis (Dartois et al., (1993) Biochemica et Biophysica acta 1131, 253-260) oder B. stearother-
mophilus (JP 64/7744992) oder B. pumilus (W091/16422).

[0108] Der Gattungsname Thermomyces lanuginosus wurde 1899 von Tsiklinsky fir eine Spezies, Thermo-
myces lanuginosus, eingeflihrt. Die Spezies ist morphologisch und physiologisch sehr charakteristisch, und es
besteht wenig Zweifel, dass Tsiklinsky's Thermomyces lanuginosus die gleiche ist, wie die von nachfolgenden
Wissenschaftlern (wie beispielsweise Bunce (1961) und Cooney & Emerson (1964)) als Humicola lanuginosa
isolierte und beschriebene.

[0109] GemaR des Internationalen Codes der Botanischen Nomenklatur ist der am frihesten legitimierte der
richtige Name. Folglich sollte Thermomyces lanuginosus der richtige Name sein. Jedoch wurde diese Legiti-
mierung aufgrund Tsiklinsky's unvollstandiger Beschreibung der Spezies von vielen Mykologen in Frage ge-
stellt. Folglich liegt die Hauptursache fiir die taxonomische Verwirrung in unterschiedlichen Ansichten dariber,
ob Tsiklinsky's Beschreibung die Erfordernisse fiir eine stichhaltige Verdffentlichung erfiillt.

[0110] Jedoch sieht man den Namen Humicola lanuginosa nach wie vor in der Literatur, vermutlich aufgrund
der Popularitat des Buches von Cooney & Emerson (1964) ,The thermophilic fungi”, in dem die Verwendung
des Namens Humicola lanuginosa vorgeschlagen wird.

[0111] Man hat die DNA, die fiir einen Teil des 18S-Ribosomgens von Thermomyces lanuginosa kodiert, se-
quenziert. Die 18S-Sequenzen wurden mit anderen 18S-Sequenzen in der GenBank-Datenbank verglichen
sowie einer phylogenetischen Analyse mittels Parsimonie (PAUP, Version 3.1.1, Smithsonian Institut, 1993) un-
terzogen. Damit ist Thermomyces lanuginosa eindeutig der Klasse der Plectomycetes zuzuordnen, vermutlich
der Ordnung der Eurotiales. Gemal des Entrez-Browsers am NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation) ist Thermomyces lanuginosa damit verwandt mit Familien wie z. B. Eremascaceae, Monoascaceae,
Pseudoeurotiaceae und Trichocomaceae, letzere enthaltend Gattungen wie z. B. Emericella, Aspergillus, Pe-
nicillium, Eupenicillium, Paecilomyces, Talaromyces, Thermoascus und Sclerocleista.

[0112] In Verbindung mit der vorliegenden Erfindung wird der Name Humicola lanuginosa verwendet.
[0113] In Verbindung mit den Pseudomonas sp.-Lipasen wurde gefunden, dass Lipasen folgender Organis-

men einen hohen Grad an Homologie aufweisen und folglich als zur selben Lipasefamilie gehérend erachtet
werden.
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[0114] Ps. ATCC21808, Ps. aeruginosa EF2, Ps. aeruginosa PAC1R, Ps. aeruginosa PAO1, Ps. aeruginosa
TE3285, Ps. sp. 109, Ps. pseudoalcaligenes M1, Ps., glumae, Ps. cepacia DSM3959, Ps. cepacia M-12-33,
Ps. sp. KWI-56, Ps. putida IFO3458, Ps. putid'a IFO12049 (Gilbert, E. J., (1993), Pseudomonas lipases: Bio-
chemical properties and molecular cloning. Enzyme Microb. Technol., 15, 634-645).

[0115] Spezifische Beispiele von direkt kommerziell erhaltlichen Lipasen, die gemaR der Erfindung modifiziert
werden kénnen, schlieRen Lipolase® und Lipolase® Ultra (erhaltlich bei Novo Nordisk A/S) ein.

[0116] Beispiele anderer lipolytischer Enzyme, die gemaf der Erfindung spezifisch in Betracht kommen, sind
Lumafast® (eine Ps. mendocina-Lipase von Genencor Int. Inc), Lipomax® (eine Ps. pseudalcaligenes-Lipase
von Genencor Int. Inc); eine Fusarium solani-Lipase (Cutinase) von Unilever; eine Bacillus sp.-Lipase von Sol-
vay Enzymes; und Liposam® (eine Ps. mendocina-Lipase von Showa Denko) und weiterhin die Pseudomonas
sp.-Lipase beschrieben in WO 95/06720, die sequenziert worden ist und, wie man gefunden hat, eine in SEQ
ID NO. 93 gezeigte Aminosauresequenz aufweist.

[0117] Es muss betont werden, dass das lipolytische Stammenzym, aus dem das erfindungsgemafie modifi-
zierte Enzym konstruiert werden kann, die zuvor erwahnten lipolytischen Enzyme und jede Variante, Modifizie-
rung und Verkirzung davon einschlief3t.

[0118] Beispiele solcher Stammenzyme, welche spezifisch in Betracht kommen, schlieBen Enzyme ein, die
in WO 92105249, WO 94101541, WO 94114951, WO 94/25577, WO 95/22615 beschrieben sind, sowie pro-
tein-gestaltete Lipasevarianten wie in EP 407 225 beschrieben; eine protein-gestaltete Ps. mendocina-Lipase
wie in der US 5,352,594 beschrieben, eine Cutinase-Variante wie in der WO 94114964 beschrieben; eine Va-
riante eines lipolytischen Enzyms aus Aspergillus wie in dem EP-Patent 167,309 beschrieben, und eine Pseu-
domonas sp.-Lipase wie in WO 95/06720 beschrieben.

[0119] In der am meisten bevorzugten Ausfihrungsform stammt das Stammenzym von einem Stamm von
Humicola sp. oder von einem Stamm von Pseudomonas sp oder einer Gattung, die man zur Pseudomonas-Fa-
milie gehérend erachtet.

[0120] In einer spezifischen erfindungsgemaflen Ausflihrungsform ist die DNA-Sequenz, die fir das Stam-
menzym mit lipolytischer Aktivitat (das in ein erfindungsgemafes modifiziertes Enzym prozessiert werden soll)
kodiert, die fir das Enzym mit lipolytischer Aktivitat kodierende DNA-Sequenz, die von dem filamentdsen Pilz
Humicola lanuginosa wie in EP 305 216 beschrieben, abstammt. Die Aminosauresequenz des Stammenzyms
ist in diesem Fall die des sezernierten reifen Enzyms.

[0121] Es kommt vorliegend in Betracht, dass die Waschleistung und/oder Thermostabilitdt des modifizierten
erfindungsgemaflen Enzyms weiter verbessert werden kann, wenn das Enzym glykosyliert wird. Demgemafn
kann in einer erfindungsgemafen Ausflihrungsform das modifizierte Enzym glykosysliert sein. Die Aminosau-
resequenz kann jeden Glykosylierungsgrad aufweisen.

Erfindungsgemale DNA-Sequenz

[0122] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung eine fur das erfindungsgemafRe modifizierte Enzym mit
lipolytischer Aktivitat kodierende DNA-Sequenz.

[0123] Die das erfindungsgemale modifizierte Enzym mit lipolytischer Aktivitat kodierende DNA-Sequenz
wird Ublicherweise hergestellt, indem die das fragliche lipolytische Stammenzym kodierende DNA-Sequenz
mittels jeder geeigneten aus dem Stand der Technik bekannten Methode modifiziert wird (z. B. unter Verwen-
dung von PCR wie zuvor erwdhnt), kann aber auch mittels etablierter Standardverfahren synthetisch herge-
stellt werden, z. B. das Phosphoamidit-Verfahren, von Beaucage und Caruthers beschrieben (1981), Tetrahe-
dron Letters 22, 1859-1869, oder das von Matthes et al., beschriebene Verfahren (1984), EMBO Journal 3,
801-805. Nach dem Phosphoamidit-Verfahren werden Oligonukleotide synthetisiert, z. B. in einem automati-
schen DNA-Synthesegerat, gereinigt, durch langsames Abkihlen zusammengefugt (annealed), ligiert und in
geeignete Vektoren kloniert.

[0124] Eine das ausgewahlte, lipolytische Stammenzym kodierende DNA-Sequenz kann mit herkdbmmlichen
Verfahren erhalten werden. Beispielsweise kann die DNA-Sequenz aus einer genomischen oder DNA-Bank,
die aus einem zweckmafigen Organismus angefertigt wurde, isoliert werden, durch Expressionsklonierung er-
halten werden, z. B. wie in WO 93/11249 beschrieben, oder synthetisch hergestellt werden.
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[0125] In einer vorliegend bevorzugten Ausflihrungsform wird die das erfindungsgemalfe modifizierte Enzym
mit lipolytischer Aktivitat kodierende DNA-Sequenz aus einer DNA-Sequenz angefertigt, die fur ein aus Humi-
cola lanuginosa stammendes lipolytisches Enzym kodiert und in EP 305 216 beschrieben ist. In einer weiteren
bevorzugten Ausfiihrungsform stammt die DNA-Sequenz von einem Stamm von Pseudomonas sp, insbeson-
dere einem Stamm von Ps. alcaligenes oder Ps. pseudoalcaligenes.

[0126] Eine ein erfindungsgemafles modifiziertes lipolytisches Enzym kodierende isolierte Nukleinsaurese-
quenz kann auf vielfache Weise manipuliert werden, um die Expression des Enzyms sicherzustellen. Eine Ma-
nipulierung der ein modifiziertes lipolytisches Enzym kodierenden Nukleinsduresequenz vor ihrer Einfligung in
einen Vektor kann in Abhangigkeit vom Expressionsvektor gewilinscht oder erforderlich sein. Die Verfahren
zum Modifizieren von Nukleinsduresequenzen mittels Klonierungsverfahren sind aus dem Stand der Technik
gut bekannt.

[0127] Der Begriff ,Kontrollsequenzen" ist hier dahingehend definiert, dass er alle Bestandteile, die zur Ex-
pression der kodierenden Sequenz der Nukleinsdauresequenz erforderlich oder vorteilhaft sind, einschlieft.
Jede Kontrollsequenz kann nativ aus der das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsaurese-
quenz stammen oder fremder Herkunft sein. Solche Kontrollsequenzen schlieen, ohne darauf beschrankt zu
sein, einen Leader, eine Polyadenylierungssequenz, eine Propeptidsequenz, einen Promotor, eine Signalse-
quenz und einen Transkriptionsterminator ein. Die Kontrollsequenzen enthalten mindestens einen Promotor
und transkriptionale und translationale Stopp-Signale. Die Kontrollsequenzen kénnen zum Zweck der Einflih-
rung spezifischer Restriktionsschnittstellen, die eine Ligation der Kontrollsequenzen mit der kodierenden Re-
gion der fur das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsduresequenz. erleichtern, mit Linkern
versehen sein.

[0128] Die Kontrollsequenz kann eine geeignete Promotorsequenz, eine Nukleinsduresequenz, die von der
Wirtszelle zur Expression der Nukleinsduresequenz erkannt wird, sein. Die Promotorsequenz enthalt Trans-
kriptions- und Translations-Kontrollsequenzen, die die Expression des modifizierten lipolytischen Enzyms ver-
mitteln. Der Promotor kann jede Nukleinsduresequenz, die in der ausgewahlten Wirtszelle transkriptionelle Ak-
tivitat aufweist sein und kann aus Genen, die fiir extrazelludre oder intrazellulare Polypeptide, die zur Wirtszelle
entweder homolog oder heterolog sind, erhalten werden. Beispiele. geeigneter Promotoren zur Steuerung der
Expression von erfindungsgemafien Nukleinsdurekonstrukten, insbesondere in einer bakteriellen Wirstzelle,
sind Promotoren, die aus dem E. coli dac-Operon, dem Agarasegen (dagA) aus Streptomyces coelicolor, dem
Levansucrasegen (sacB) oder dem Alkalische-Phosphatase-Gen aus B. subitilis, dem Alpha-Amylasegen
(amyL) aus B. licheniformis, dem maltogenischen Amylasegen (amyM) aus B. stearothermophilus, dem Al-
pha-Amylasegen (amyQ) aus B. amyloliquefaciens, dem Penicillasegen (PenP) aus B. licheniformis, den XylA-
und XyIB-Genen aus B. subtilis, dem Xylosidasegen aus B. pumilus und dem prokaryotischen beta-Laktama-
se- oder Tryptophangen (Villa-Kamaroff etal., 1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA
75: 3727-3731), sowie dem tac-Gen (DeBoer et al., 1983, Proceedings of the National Academy of Sciences
USA 80: 21-25) erhalten werden. Weitere Promotoren sind beschrieben in ,Useful proteins from recombinant
bacteria" in Scientific American, 1980, 242: 74-94; und in Sambrook et al., 1989, supra. Beispiele geeigneter
Promotoren zur Steuerung der Transkription von erfindungsgemafRen Nukleinsdurekonstrukten in einer fila-
mentdsen Pilzwirtszelle sind Promotoren, die aus den Genen erhalten werden, die fur die TAKA-Amylase aus
A. oryzae, fir die Triosephosphatisomerase aus A. oryzae, fur die Aspartat-Protease aus Rhizomucor miehei,
fur die neutrale Alpha-Amylase aus A. niger, fur die sdure-stabile alpha-Amylase aus A. niger, fur die Glucoa-
mylase (glaA) aus A. niger oder A. awamori, fur die Lipase aus Rhizomucor miehei, fur die alkalische Protease
aus A. oryzae, fur die Triosephosphatisomerase aus A. oryzae, fir die Acetamidase aus A. nidulans, fir die
trypsinahnliche Protease aus Fusarium oxysporum (beschrieben im US Patent No. 4,288,627, welche hierin
durch Bezugnahme aufgenommen ist) kodieren oder der ADH-3-Promotor (McNight et al., (1985), The EMBO
J., 4, 2093-3099) und Hybride davon. Besonders bevorzugte Promotoren zur Verwendung in filamentdsen
Pilzwirtszellen sind die TAKA-Amylase- und glaA-Promotoren. In einem Hefewirt sind die Promotoren aus den
glycolytischen Genen der Hefe (Hitzeman et al., (1989). J. Biol. Chem. 255, 12073-12080; Alber und Kawasaki
(1982), J. Mol. Appl. Gen 1, 419-434) oder Alkoholdehydrogenasegene (Young et al., in Genetic Engeneering
of Microorganisms for Chemicals (Hollaender et al., Hrsg.), Plenum Press, New York, 1982), oder die TPI1-(US
4,599,311) oder ADH2-4c-Promotoren (Russell et al., (1983), Nature 304, 652-654). Verwendbare Promotoren
werden erhalten aus dem Enolasegen aus S. cerevisiae (ENO-1), dem Galaktokinasegen aus S. cerevisiae
(GAL1), den Alkoholdehydrogenase-/Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase-Genen (ADH2/GAP) aus S.
cerevisiae, und dem 3-Phopshoglyceratkinasegen aus S. cerevisiae. Weitere verwendbare Promotoren fir He-
fewirtszellen sind von Romanos et al., 1992, Yeast 8: 423-488 beschrieben.

[0129] Die Kontrollsequenz kann auch eine geeignete Transkriptionsterminatorsequenz sein, eine Sequenz,
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die von einer Wirtszelle zum Terminieren der Transkription erkannt wird. Die Terminatorsequenz ist operabel
mit dem 3'-Terminus der fiir das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsduresequenz verbunden.
Die Terminatorsequenz kann aus der fir das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsaurese-
quenz stammen oder aus fremder Quelle erhalten werden. Jeder in einer ausgewahlten Wirtszelle funktionelle
Terminator kann fir die vorliegende Erfindung verwendet werden. Bevorzugte Terminatoren fir filamentdse
Pilzwirtzellen, werden aus den Genen erhalten, die fiir die TAKA-Amylase aus A. oryzae, fir die Glucoamylase
aus A. niger, fur die Anthranilatsynthase aus A. nidulans, fir die Alpha-Glucosidase aus A. niger und fur die
trypsinahnliche Protease aus Fusarium oxysporum kodieren. Bevorzugte Terminatoren fur Hefewirtszellen
werden erhalten aus Genen, die firr die Enolase aus S. cerevisiae, dem Cytochrom C aus S. cerevisiae (CYC1)
oder den Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAP) aus S. cerevisiae kodieren. Weitere verwendbare
Terminatoren fur Hefewirtszellen sind von Romanos et al., 1992, beschrieben.

[0130] Die Kontrollsequenz kann auch eine geeignete Leadersequenz sein, eine nichttranslatierte Region auf
der mRNA, die fir die Translation in der Wirtszelle wichtig ist. Die Leadersequenz ist operabel mit dem 5'-Ter-
minus der fur das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsduresequenz verbunden. Die Leader-
sequenz kann aus der fur das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsauresequenz stammen
oder aus fremder Quelle erhalten werden. Jede in einer ausgewahlten Wirtszelle funktionelle Leadersequenz
kann fur die vorliegende Erfindung verwendet werden. Bevorzugte Leadersequenzen fur filamentdse Pilzwirts-
szellen werden erhalten aus den Genen, die fir die TAKA-Amylase aus A. oryzae und fir die Triosephospha-
tisomerase aus A. oryzae kodieren. Geeignete Leadersequenzen fur Hefewirtszellen werden erhalten aus dem
Enolasegen aus S. cerevisiae (ENO-1), dem 3-Phophoglyceratkinasegen aus S. cerevisiae, dem alpha-Faktor
aus S. cerevisiae und den Alkoholdehydrogenase-/Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase-Genen
(ADH2/GAP) aus S. cerevisiae.

[0131] Die Kontrollsequenz kann auch eine Polyadenylierungsequenz sein, eine Sequenz, die operabel mit
dem 3'-Terminus der Nukleinsauresequenz verbunden ist und die, wenn transkribiert, von der Wirtszelle als
Signal zum Anhangen von Polyadenosinresten erkannt an die transkribierte mMRNA erkannt wird. Die Polyade-
nylierungsequenz kann aus der fir das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsduresequenz
stammen oder aus fremder Quelle erhalten werden. Jede in einer ausgewahlten Wirtszelle funktionelle Polya-
denylierungsequenz kann fir die vorliegende Erfindung verwendet werden. Bevorzugte Polyadenylierungse-
quenzen fir filamentdse Wirtszellen werden erhalten von Genen, die fiur die TAKA-Amylase aus A. oryzae, fur
die Glucoamylase aus A. niger, fur die Anthranilatsynthase aus A. nidulans, und fiir die Alpha-Glucosidase aus
A. niger kodieren. Verwendbare Polyadenylierunsgssequenzen fir Hefewirtszellen sind von Guo und Sher-
man, 1995, Molecular Cellular Biology 15: 5983-5990, beschrieben. Polyadenylierungsequenzen fir Sduger-
wirtszellen sind aus dem Stand der Technik bekannt.

[0132] Die Kontrollsequenz kann auch eine fir ein Signalpeptid kodierende Region sein, die fur eine Amino-
sauresequenz, welche mit dem Aminoterminus des modifizierten lipolytischen Enzyms verbunden ist und wel-
che das exprimierte modifizierte lipolytische Enzym in den Sekretionsweg der Zelle steuert. Die fur das Signal-
peptid kodierende Region kann aus der fir das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsaurese-
quenz stammen oder aus fremder Quelle erhalten werden. Das 5'-Ende der kodierenden Sequenz der Nukle-
insduresequenz kann inharent eine fir ein Signalpeptid kodierende Region enthalten, welche natirlicherweise
im Translationsleseraster mit einem Abschnitt der kodierenden Region verbunden ist, die fur das sezernierte
modifizierte lipolytische Enzym kodiert. Alternativ kann das 5'-Ende der kodierenden Sequenz eine fir ein Si-
gnalpeptid kodierende Region enthalten, die zu dem Anteil der kodierenden Region, die fir das sezernierte
modifizierte lipolytische Enzym kodiert, fremd ist. Die fremde, das Signalpeptid kodierende Region kann erfor-
derlich sein, wenn die kodierende Sequenz normalerweise keine fiir ein Signalpeptid kodierende Region ent-
halt. Alternativ kann die fremde, fiir das Signalpeptid kodierende Region einfach die natirliche fur das Signal-
peptid kodierende Region ersetzen, um eine verstarkte Sekretion des Enzyms im Verhaltnis zur natiirlichen
das Signalpeptid kodierenden Region, die normalerweise mit der kodierenden Sequenz verbunden ist, zu er-
zielen. Die das Signalpeptid kodierende Region kann von einem Glucoamylasegen oder einem Amylasegen
aus einer Aspergillus-Spezies, aus einem Lipase- oder Proteinasegen aus einer Rhizomucor-Spezies, von
dem Gen fur den alpha-Faktor von Saccharomyces cerevisiae oder aus dem Praprochymosingen des Kalbs
erhalten werden. Eine wirksame fir ein Signalpeptid kodierende Region flr bakterielle Wirtszellen ist ein fur
ein Signalpeptid kodierende Region, die erhalten wird aus dem maltogenischen Amylasegen aus Bacillus
NCIB 11837, aus dem alpha-Amylasegen aus B. stearothermophilus, aus dem Subtilisingen aus B. lichenifor-
mis, aus dem beta-Lactamasegen aus B. licheniformis, aus den neutralen Proteasegenen aus B. stearother-
mophilus (nprT, nprS, nprM, und aus dem PrsA-Gen aus B. subtilis. Weitere Signalsequenzen sind von Simo-
nen und Palva beschrieben, 1993, Microbiological Reviews 57: 109-137. Eine wirksame fir ein Signalpeptid
kodierende Region fir filamenttdse Pilzwirtszellen ist eine fir ein Signalpeptid kodierende Region, die aus dem
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TAKA-Amylasegen aus A. oryzae, dem neutralen Amylasegen aus A. niger, dem Aspartat-Proteasegen aus
Rhizomucor miehei, dem Cellulasegen aus H. lanuginosa oder dem Lipasegen aus Rhizomucor miehei erhal-
ten wird. Verwendbare Signalsequenzen fur Hefewirtszellen werden aus Genen flr den alpha-Faktor von S.
cerevisiae und fUr Intertase aus S. cerevisiae erhalten. Weitere verwendbare fiir ein Signalpeptid kodierende
Regionen sind beschrieben von Romanos et al., 1992, supra. Jedoch kann fiir die vorliegende Erfindung jede
fur ein Signalpeptid kodierende Region, die in der Lage ist, das exprimierte Enzym in den Sekretionsweg einer
ausgewahlten Wirtszelle zu steuern, verwendet werden.

[0133] Die Nukleinsaurekonstrukte der vorliegenden Erfindung kénnen auch eine oder mehrere Nukleinsau-
resequenzen umfassen, die fir einen oder mehrere Faktoren kodieren, die fur die Expression des modifizierten
lipolytischen Enzyms vorteilhaft sind, z. B. einen Aktivator (z. B. einen trans-aktiven Faktor), ein Chaperon und
eine prozessierende Protease. Die Nukleinsauren, die einen oder mehrere dieser Faktoren kodieren, sind nicht
notwendigerweise in Tandem mit der das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nukleinsauresequenz.
Ein Aktivator ist ein Protein, das die Transkription einer das modifizierte lipolytische Enzym kodierenden Nuk-
leinsduresequenz aktiviert (Kudla et al., 1990, EMBO Journal 9: 1355-1364; Jarai und Buxton, 1994, Current
Genetics 26: 2238-244; Verdier, 1990, Yeast 6: 271-297). Die den Aktivator kodierende Nukleinsauresequenz
kann aus Genen, die fir NprA (nprA) aus B. stearothermophilus, das Hamaktivatorprotein 1 (hapl) aus S. ce-
revisiae, fur das Galactose-metabolisierende Protein 4 (gal4) aus S. cerevisiae, und das Ammonium-regulie-
rende Protein (areA) aus A. nidulans kodieren, erhalten werden. Fir weitere Beispiele siehe Verdier, 1990, sup-
ra und MacKenzie et al., 1993, Journal of General Microbiolgy 139: 2295-2307. Ein Chaperon ist ein Protein,
das die korrekte Faltung eines anderen Proteins fordert. (Hartl et al., 1994, TIBS 19: 20-25; Bergeron et al.,
1994, TIBS 19: 124-128; Demolder et al., 1994, Journal of Biotechnology 32: 179-189, Craig, 1993, Science
260: 1902-1903; Gething and Sambrook, 1992, Nature 355: 33-45; Puig and Gilbert, 1994, Journal of Biolo-
gical Chemistry 269: 7764—7771; Wang and Tsou, 1993, The FASEB Journal 7: 1515-11157; Robinson et al.,
1994, Bio/Technology 1: 381: 384. Die fur ein Chaperon kodierende Nukleinsduresequenz kann aus Genen,
die fur GroE-Proteine aus B. subtilis, die die Proteindisulfidisomerase aus A. oryzae, fir Calnexin aus S. cer-
visiae, flr BiP/GRP78 aus S. cerevisiae und flr Hsp70 aus S. cerevisiae, kodieren, erhalten werden. Fir wei-
tere Beispiele siehe Gething und Sambrook, 1992, supra, und Hartl et al., 1994, supra. Jeder in der ausge-
wahlten Wirtszelle funktionelle Faktor kann fur die vorliegende Erfindung verwendet werden.

[0134] Es kann auch gewilnscht sein, regulatorische Sequenzen anzufiigen, welche die Regulation der Ex-
pression des modifizierten lipolytischen Enzyms im Verhaltnis zum Wachstum der Wirtszelle erlauben. Beispie-
le regulatorischer Sequenzen sind solche, die das An- und Abschalten der Genexpression als Antwort auf ei-
nen chemischen oder physikalischen Reiz bewirken, wobei die Anwesenheit einer regulatorischen Substanz
eingeschlossen ist. Regulatorische Systeme in prokaryotischen Systemen wirden die lac-, tac-, und trp-Ope-
ratorsysteme einschlief3en. In Hefe kann das ADH2-System oder das GAL1-System verwendet werden. In fi-
lamentdsen Pilzen kann der TAKA-alpha-Amylase-Promotor, der Glucoamylase-Promotor aus A. niger, und
der Glucoamylase-Promotor aus A. oryzae als regulatorische Sequenzen verwendet werden. Weitere Beispie-
le regulatorischer Sequenzen sind solche, die die Genamplifikation erlauben. In eukaryontischen Systemen
schlieRen diese das Dihydrofolat-Reduktasegen, welches in Anwesenheit von Methotrexat amplifiziert wird,
und die Methallothioningene, welche durch Schwermetalle amplifiziert werden, ein. In diesen Fallen wird die
das modifizierte lipolytische Enzym kodierende Nukleinsduresequenz in Tandem zu der regulatorischen Se-
quenz platziert.

Expressionsvektoren

[0135] Die vorliegende Erfindung betrifft auch rekombinante Expressionsvektoren umfassend eine erfin-
dungsgemale Nukleinsduresequenz, einen Promotor und transkriptionelle und translationale Stopp-Signale.
Die verschiedenen Nukleinsaure- und Kontrollsequenzen wie oben beschrieben kénnen miteinander verbun-
den sein, damit ein rekombinanter Expressionsvektor hergestellt wird, der eine oder mehrere guinstige Restrik-
tionsschnittstellen aufweist, welche die Insertion oder Substitution der fir das modifizierte lipolytische Enzym
kodierenden Nukleinsauresequenz an solchen Stellen erlauben. Alternativ kann die erfindungsgemafie Nukle-
insduresequenz exprimiert werden, indem die Nukleinsduresequenz oder ein Nukleinsdurekonstrukt umfas-
send die Sequenz in eine fir die Expression geeigneten Vektor eingefiigt werden. Bei der Erzeugung des Ex-
pressionsvektors wird die kodierende Sequenz so im Vektor platziert, dass die kodierende Sequenz operabel
mit fir die Expression, und moéglicherweise Sekretion, geeigneten Kontrollsequenzen verbunden ist.

[0136] Der rekombinante Expressionsvektor kann jeder Vektor sein, der gunstigerweise rekombinanten

DNA-Verfahren unterzogen werden und die Expression der Nukleinsauresequenz bewirken kann. Die Auswahl
des Vektors hangt Ublicherweise von der Kompatibilitdt des Vektors mit der Wirtszelle, in welche der Vektor
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eingebracht werden soll, ab. Die Vektoren kénnen linear oder geschlossene zirkulare Plasmide sein. Der Vek-
tor kann ein autonom replizierender Vektor sein, d. h. ein Vektor, der als extrachromosomale Einheit, deren
Replikation nicht von der chromosomalen Replikation abhangt, vorliegt, z. B. ein Plasmid, ein extrachromoso-
males Element, ein Minichromosom, oder ein artifizielles Chromosom. Der Vektor kann alle Elemente zur Si-
cherstellung der Selbstreplikation enthalten. Alternativ kann der Vektor ein Vektor sein, der nach Einbringen in
die Wirtszelle in das Genom integriert wird und zusammen mit dem/den Chromosom(en), in das/die er inte-
griert worden ist, repliziert wird. Das Vektorsystem kann ein einzelner Vektor oder Plasmid oder zwei oder meh-
rere Vektoren oder Plasmide sein, welche gemeinsam die gesamte, in das Genom der Wirtszelle einzubrin-
gende DNA oder ein Transposon enthalten.

[0137] Die erfindungsgemalfien Vektoren enthalten vorzugsweise einen oder mehrere Selektionsmarker, wel-
che die einfache Selektion transformierter Zellen erlauben. Ein Selektionsmarker ist ein Gen, dessen Genpro-
dukt Resistenz gegeniiber Bioziden, Viren oder Schwermetallen oder Prototrophie fur auxotrophe Substanzen,
und ahnliches, verleiht. Beispiele bakterieller Selektionsmarker sind die dal-Gene aus B. licheniformis oder B.
subtilis, oder Marker welche Antibiotikaresistenz verleihen, wie z. B. Ampicillin-, Kanamycin-, Chlorampheni-
col- oder Tetracyclinresistenz. Ein haufig verwendeter Saugerzellmarker ist das Dihydrofolatreduktasegen. Ge-
eignete Marker fur Hefewirtszellen sind ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1, und URAS3. Ein Selektions-
marker zur Verwendung in einer filamentdsen Pilzwirtszelle kann ausgewabhlt sein aus der Gruppe einschlie-
Rend, aber nicht beschrankt auf, amdS- (Acetamidase), argB- (Ornithincarbamoyltransferase), bar- (Phosphi-
notrizinacetyltransferase), hygB- (Hygromycinphosphotransferase), niaD- (Nitratreduktase), pyrG- (Oroti-
din-5'-Phosphatdecarboxylase), sC- (Sulfatadenyltransferase), trpC- (Anthranilatsynthase) und Glufosinat-Re-
sistenzmarker, sowie Aquivalente anderer Spezies. Bevorzugt zur Verwendung in einer Aspergillus-Zelle sind
die amdS- und pyrG-Marker aus A. nidulans oder A. oryzae und der bar-Marker aus Streptomyces hygrosco-
picus. Weiterhin kann die Selektion durch Co-Transformation vollzogen werden, z. B. wie in der WO 91/17243
beschrieben, wobei sich der Selektionsmarker auf einem separaten Vektor befindet.

[0138] Die erfindungsgemaflen Vektoren enthalten vorzugsweise ein Element(e), die eine stabile Integration
des Vektors in das Wirtszellgenom oder die autonome Replikation des Vektors in der Zelle unabhangig vom
Zellgenom erlauben.

[0139] Die erfindungsgemafien Vektoren kénnen nach Einbringen in die Wirtszelle in das Wirtszellegenom
integriert werden. Zur Integration kann der Vektor auf die das modifizierte lipolytische Enzym kodierende Nuk-
leinsauresequenz oder auf jedes andere Element zur stabilen Integration des Vektors in das Genom durch ho-
mologe oder nicht-homologe Rekombination beruhen. Alternativ kann der Vektor zusatzliche Nukleinsaurese-
quenzen enthalten, die die Integration in das Genom der Wirtszelle durch homologe Rekombination steuern.
Die zusatzlichen Nukleinsauresequenzen ermdglichen, dass der Vektor an (eine) genaue(n) Stelle(n) innerhalb
des/der Chromosoms(en) in das Wirtszellgenom integriert wird. Um die Wahrscheinlichkeit fur die Integration
an einer genauen Stelle zu erhdhen, sollten die Integrationselemente vorzugsweise eine ausreichende Anzahl
von Nukleinsauren, wie z. B. 100 bis 1500 Basenpaare, bevorzugt 400 bis 1500 Basenpaare und am meisten
bevorzugt 800 bis 1500 Basenpaare enthalten, die hoch homolog zu der korrespondierenden Zielsequenz
sind, um die Wahrscheinlichkeit fir homologe Rekombination zu erhéhen. Die Integrationselemente kénnen
jede Sequenz sein, die zu der Zielsequenz im Genom der Wirtszelle homolog ist. Weiterhin kdnnen die Inte-
grationselemente nicht-kodierende oder kodierende Nukleinsduresequenzen sein. Andererseits kann der Vek-
tor in das Wirtszellgenom durch nicht-homologe Rekombination integriert werden. Diese Nukleinsduresequen-
zen koénnen jede Sequenz sein, die zu der Zielsequenz im Genom der Wirtszelle homolog ist, und kénnen wei-
terhin nicht-kodierende oder kodierende Sequenzen sein.

[0140] Fur die autonome Replikation kann der Vektor weiterhin einen Replikationsursprung umfassen, der er-
moglicht, dass der Vektor autonom in der fraglichen Wirtszelle repliziert wird. Beispiele bakterieller Replikati-
onsurspriinge sind die Replikationsurspringe der Plasmide pBR322, pUC19, pACYC177, pACYC184,
pUB110, pE194, pTA1060 und pAMB1. Beispiele fir Replikationsurspriinge in Hefewirtszellen sind der 2-Mic-
ron-Replikationsursprung, die Kombination von CEN6 und ARS4 und die Kombination von CEN3 und ARS1.
Der Replikationsursprung kann einer mit einer Mutation sein, die seine Funktionalitat in der Wirtszelle tempe-
ratursensitiv macht (siehe, z. B. Ehrlich, 1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75:
1433).

[0141] Um die Expression der Nukleinsduresequenz zu verstarken, kann mehr als eine Kopie der ein erfin-
dungsgemales modifiziertes lipolytisches Enzym kodierenden Nukleinsduresequenz in die Wirtszelle einge-
fugt werden. Eine stabile Amplifikation der Nukleinsduresequenz kann erhalten werden, wenn mindestens eine
zusatzliche Kopie der
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[0142] Sequenz mittels aus dem Stand der Technik bekannter Verfahren in das Wirtszellgenom integriert und
auf Transformanden selektiert wird.

[0143] Die zur Ligation der Elemente verwendeten Verfahren, die oben beschrieben sind, um erfindungsge-
maRe rekombinante Expressionsvektoren zu konstruieren, sind dem Fachmann bekannt (siehe, z. B. Sam-
brook et al., 1989, supra).

Wirtszellen

[0144] Die vorliegende Erfindung betrifft auch rekombinante Wirtszellen, umfassend eine erfindungsgemafe
Nukleinsauresequenz, die guinstigerweise fur die rekombinante Herstellung des modifizierten lipolytischen En-
zyms verwendet wird. Die Zelle wird bevorzugt mit einem Vektor umfassend eine erfindungsgemafie Nuklein-
sauresequenz transformiert, gefolgt von der Integration des Vektors in das Wirtschromosom. , Transformation”
bedeutet Einbringen eines Vektors umfassend eine erfindungsgemafe Nukleinsauresequenz in eine Wirtszel-
le, so dass der Vektor als chromosomale Integration oder als selbst-replizierender extra-chromosomaler Vektor
propagiert wird. Integration wird im Allgemeinen als vorteilhaft angesehen, da die Nukleinsauresequenz mit ho-
herer Wahrscheinlichkeit stabil in der Zelle propagiert wird. Integration des Vektors in das Wirtschromosom
kann wie oben beschrieben durch homologe oder nicht-homologe Rekombination erfolgen.

[0145] Die Auswahl der Wirtszelle wird in hohem Maf3 von dem das modifizierte lipolytische Enzym kodieren-
den Gen und dessen Herkunft abhdngen. Zusatzlich wird die Auswahl der Wirtszelle haufig von dem proteoly-
tischen Enzymsystem der Wirtszelle und dessen Auswirkung auf die Herstellung des erfindungsgemafen mo-
difizierten lipolytischen Enzyms abhangen. Dementsprechend kann es gewlinscht sein, eine Wirtszelle zu ver-
wenden, die hinsichtlich einer oder mehrerer proteolytischer Enzyme oder weiterer enzymprozessierender
MaRnahmen defizient ist. Protease-defiziente Wirtszellen bei Bakterien sowie bei Pilzzellen (filamentdse Pilze
und Hefe) sind aus dem Stand der Technik gut bekannt.

[0146] Die Wirtszelle kann ein einzelliger oder ein nicht-einzelliger Organismus sein. Verwendbare einzellige
Zellen sind Bakterienzellen wie z. B. gram-positive Bakterien einschlief3lich, aber nicht beschrankt auf, eine Ba-
cillus-Zelle, z. B. B. subtilis, B. licheniformis, B. lentus, B. brevis, B. stearothermophilus, B. alkalophilus, B.
amyloliquefaciens, B. coagulans, B. circulans, B. lautus, B. megaterium, und B. thuringiensis, oder eine Strep-
tomyces-Zelle, z. B., S. lividans oder S. murinus, oder gram negative Bakterien, wie z. B. E. coli und Pseudo-
monas sp. (insbesondere wenn ein bakterielles lipolytisches Enzym, wie z. B. ein Pseudomonas sp.-Enzym
hergestellt werden soll). Die Transformation der bakteriellen Wirtszelle kann, beispielsweise, mittels Proto-
plastentransformation (siehe z. B Chang und Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-115), mittels
kompetenter Zellen (siehe z. B. Young und Spizizin, 1961, Journal of Bacteriology 81: 823-829, oder Dubnar
und Davidoff-Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology 56: 209-221), mittels Elektroporation (siehe z. B.
Shigekawa und Dower, 1988, Biotechniques 6: 742-751), oder mittels Konjugation (siehe z. B. Koehler und
Thorne, 1987, Journal of Bacteriology 169: 5771-5278) bewirkt werden.

[0147] Die Wirtszelle kann ein Eukaryot sein, vorzugsweise ein Pilz, d. h. eine Hefezelle oder eine filamentdse
Pilzzelle, insbesondere flir die Herstellung eines modifizierten lipolytischen Enzyms eukaryotischen Ur-
sprungs.

[0148] ,Hefe", wie vorliegend verwendet, schlieRt ascosporogendse Hefen (Endomycetales), basidiosporo-
gendse Hefen und Hefen, die zu den Fungi Imperfecti (Blastomycetes) gehdren, ein. Die ascosporogendsen
Hefen sind in die Familien Spermophthoraceae und Saccharomycetaceae eingeteilt. Letztere beinhalten vier
Subfamilien, Schizosaccharomycoideae (z. B. die Gattung Schizosaccharomyces), Nadsonioideae, Lipomyco-
ideae, und Saccharomycoideae (z. B. die Gattungen Pichia, Kluyveromyces und Saccharomyces). Die basidi-
osporogendsen Hefen schliefen die Gattungen Leucosporidium, Rhodosporidium, Sporidiobolus, Filobasidi-
um, und Filobasidiella ein. Hefen, die zu den Fungi Imperfecti gehéren, sind in die zwei Familien Sporobolo-
mycetaceae (z. B. die Gattungen Sporobolomyces und Bullera) und Cryptococcaceae (z. B. Gattung Candida).
Da sich die Klassifizierung der Hefe kiinftig wohl &ndern wird, soll fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung
Hefe definiert werden wie in Biology and Activities of Yeast (Skinner, F. A., passmore, S. M. und Davenport, R.
R., Hrsg., Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No. 9, 1980) beschrieben. Die Biologie der Hefe und die Ma-
nipulierung der Hefegenetik sind aus dem Stand der Technik bekannt (siehe z. B. Biochemistry and Genetics
of Yeast, Bacil, M., Horecker, B. J. und Stopani, A. O. M., Hrsg, 2. Auflage, 1987; The Yeasts, Rose, A. H., und
Harrison, J. S., Hrsg., 2. Auflage, 1987; und The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, Strathern et
al., Hrsg, 1981). Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von Hefezellen, die
Ublicherweise ein anderes proteolytisches, enzymprozessierendes System aufweisen als z. B. Bakterien und
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filamentdse Pilze, von besonderem Nutzen fir die Herstellung modifizierter lipolytischer Enzyme, welche, als
den Peptidanhang, die natlrlichen Prosequenzen des fraglichen, lipolytischen Stammenzyms teilweise oder
ganz umfassen. Wenn die Pilzwirtszelle eine Hefezelle ist (z. B. zum Anhangen eines Peptidanhangs in Form
eines Teils oder der vollstandigen Prosequenz des Stammenzyms); kann die Hefewirtszelle jede Zelle von ei-
ner Spezies von Candida, Kluyveromyces, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Pichia oder Yarrowia,
sein, wie z. B. eine S. cerevisiae-Zelle, eine S. carlsbergensis-Zelle, eine S. diastaticus-Zelle, eine S. dougla-
sii-Zelle, eine S. kluyverii-Zelle, eine S. norbensis-Zelle oder eine S. oviformis-Zelle.

[0149] ,Pilze", wie vorliegend verwendet, schlielt die Stamme Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota
und Zygomycota (wie von Hawksworth et al. definiert in ,Ainsworth and Bisby's Dictionary of the Fungi", 8. Auf-
lage, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, UK) sowie die Oomycota (wie zitiert in Hawks-
worth et al., 1995, supra, Seite 171) und alle mitosporischen Pilze (Hawksworth et al., 1995, supra) ein. Typi-
sche Gruppen von Ascomycota schlielen, z. B., Neurospora, Eupenicillium, (=Penicillium), Emericella (=As-
pergillus), Eurotium (=Aspergillus), und die zuvor aufgelisteten echten Hefen ein. Beispiele von Basidiomycota
schlieBen Champignons, Rostpilze und Brand ein. Typische Gruppen von Chytridiomycota schlieen, z. B. Al-
lomyces, Blastocladiella, Coelomyces und aquatische Pilze ein. Typische Gruppen der Oomycota schieRen z.
B. Saprolegniomycetdse aquatische Pilze (Wasserschimmel) wie z. B. Achlya ein. Beispiele mitosporischer Pil-
ze schlief3en Aspergillus, Penicillium, Candida und Alternaria ein. Typische Gruppen von Zygomycota schlie-
Ren, z. B., Rhizopus und Mucor ein.

[0150] ,Filament6dse Pilze" schlielRen alle filamentdsen Formen der Unterabteilungen Eumycota und Oomy-
cota ein (wie definiert von Hawksworth et al., 1995, supra). Die filamentdsen Pilze sind durch ein vegetatives
Myzel bestehend as Chitin, Cellulose, Glucan, Chitosan, Mannan, und andere komplexe Polysaccharide ge-
kennzeichnet. Das vegetative Wachstum erfolgt durch Hyphenverlangerung und der Kohlenstoffmetabolismus
ist obligat aerob. Im Gegensatz dazu erfolgt das vegetative Wachstum von Hefen wie z. B. Saccharomyces
cerevisiae durch Knospung eines einzelligen Thallus und der Kohlenstoffmetabolismus kann fermentativ sein.

[0151] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Pilzwirtszelle eine filamentdse Pilzwirtszelle. In einer
mehr bevorzugten Ausfuhrungsform ist die filamentdse Pilzwirtszelle, ohne darauf beschrankt zu sein, eine
Zelle der Gattungen Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Myceliophthora, Mucor, Neuropsora, Pe-
nicillium, Thielavia, Tolypocladium und Trichoderma. In einer noch mehr bevorzugten Ausfiuihrungsform ist die
filamentdse Wirtszelle eine Aspergillus-Zelle. In einer weiteren noch mehr bevorzugten Ausfuhrungsform ist
die filamentdse Pilzwirtszelle eine Fusarium-Zelle. In einer am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform ist die
filamentdse Pilzwirtszelle eine A. oryza-Zelle, eine A. niger-Zelle, eine A. foetidus-Zelle oder eine A japoni-
cus-Zelle. In einer weiteren am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform ist die filamentése Pilzwirtszelle eine
Fusarium oxysprorum-Zelle oder eine F. graminearum-Zelle.

[0152] Pilzzellen kdnnen mittels eines Verfahrens einschlieBlich Erzeugung und Transformation von Proto-
plasten und Regeneration der Zellwand in an sich bekannter Weise transformiert werden. Geeignete Transfor-
mationsverfahren fur Aspergillus-Wirtszellen sind in EP 238 023 und Yelton et al., 1984, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 81: 1470-1474 beschrieben. Ein geeignetes Verfahren zum Transformie-
ren von Fusarium-Spezies ist von Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 oder in der WO 96/00787 beschrie-
ben. Hefe kann mittels der Verfahren, die von Becker und Guarente, In Abelson, J. N. und Simon, M. I., Hrsg,
Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, Volume 194, Seiten 182-187, Aca-
demic Press Inc.., New York; Ito et al., 1983, Journal of Bacteriology 153: 163; und Hinnen et al., 1978, Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences, USA 75: 1920 beschrieben sind, transformiert werden. Sduger-
zellen kénnen durch direkte Aufnahme mittels der Kalziumphosphatprazipiationsmethode von Graham und
Van der Eb (1978, Virology 52: 546) transformiert werden.

[0153] Erfindungsgemal verwendete Wirtszellen kénnen vorteilhafterweise protease-defiziente oder protea-
se-minus-Stamme (oder ahnliche) sein, wie z. B. Stdmme, die hinsichtlich Proteasen, insbesondere Exoprote-
asen, die in der Lage sind, das modifizierte lipolytische Enzym an einer Stelle nahe des Peptidanhangs (in be-
stimmten Fallen das Propeptid) zu spalten, defizient sind. Besonders passende Wirtszellen sind Wirtszellen,
die hinsichtlich der Tripeptidylaminopeptidasen (TPAP) (siehe z. B. WO 96/14404 von Novo Nordisk A/S), oder
hinsichtlich Depeptidylaminopeptidasen (DPAP) defizient sind, oder Wirtszellen, die hinsichtlich einer
Kex2-Protease oder einer Kex2-ahnlichen Protease defizient und daher nicht in der Lage sind, an einer di-ba-
sischen Stelle wie Arg-Arg (RR) zu spalten.

[0154] Weitere Beispiele an Wirtszellen schlief3en die Aspartatprotease-defizienten Wirtszellen, die in der EP
429 490 (Von Genecor Inc.) schrieben sind, die hinsichtlich proteolytischer Enzyme defizienten Wirtszellen wie
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z. B. die Wirtszellen, die in der WO 93/00925 (Amgen), WO 92/17595 (Salk Inst Biotech), EP 341 215, EP 574
347 und PCT/DK96/00111 (Novo Nordisk A/S) beschrieben sind, ein.

[0155] In den Beispielen unten ist eine Aspergillus oryzae-Wirtszelle mit einem deletierten Gen fir die Alkali-
sche Protease verwendet worden.

Herstellungsverfahren

[0156] Die vorliegende Erfindung betrifft auch Verfahren zum Herstellen eines erfindungsgemafen modifizier-
ten lipolytischen Enzyms umfassend (a) Kultivieren einer Wirtszelle, die mit einer fir das Enzym kodierenden
DNA-Sequenz transformiert ist, unter Bedingungen, die fir die Expression des modifizierte lipolytischen En-
zyms forderlich sind und (b) Gewinnen des modifizierten lipolytischen Enzyms.

[0157] Die Wirtszellen kdnnen in einem Nahrmedium, das zur Herstellung eines modifizierten. lipolytischen
Enzyms geeignet ist, mittels aus dem Stand der Technik bekannter Methoden kultiviert werden. Beispielsweise
kann die Zelle durch Schiittelflaschenkultivierung, Kleinmafstab- oder GroRmafstabfermentation (einschlief3-
lich kontinuierlicher, Chargen-, Zufuhr-Chargen- oder Festphasen-Fermentationen) in Labor- oder Industriefer-
mentern, durchgefihrt in einem geeigneten Medium und unter Bedingungen, die die Expression und/oder Iso-
lation des modifizierten lipolytischen Enzyms erlauben, kultiviert werden. Die Kultivierung findet in einem ge-
eigneten Nahrmedium, umfassend Kohlenstoff- und Stickstoffquellen und anorganische Salze, mittels aus dem
Stand der Technik bekannter Verfahren statt (siehe z. B. Literaturverweise fur Bakterien und Hefe; Bennett, J.
W. und LaSure, L., Hrsg., More Gene Maniplations in Fungi, Academic Press, CA, 1991). Geeignete Medien
sind bei kommerziellen Anbietern erhaltlich oder kénnen anhand veréffentlichter Zusammensetzungen (z. B.
in Katalogen der American Type Culture Collection) zubereitet werden. Wenn das modifizierte lipolytische En-
zym ins Nahrmedium sezerniert wird, kann das modifizierte lipolytische Enzym direkt aus dem Medium gewon-
nen werden. Wenn das modifizierte lipolytische Enzym nicht sezerniert wird, wird es aus Zelllysaten gewonnen.

[0158] Das erhaltene modifizierte lipolytische Enzym kann mittels aus dem Stand der Technik bekannter Ver-
fahren gewonnen werden. Beispielsweise kann das modifizierte lipolytische Enzym aus dem Nahrmedium mit-
tels herkdmmlicher Methoden einschlieRlich, aber nicht beschrankt auf, Zentrifugation, Filtration, Extraktion,
Spruhtrocknung, Verdampfung oder Prazipitation gewonnen werden. Das gewonnene modifizierte lipolytische
Enzym kann dann mittels einer Vielfalt von Chromatografieverfahren weiter gereinigt werden, z. B. lonenaus-
tausch-Chromatografie, Gelfiltrations-Chromatographie, Affinitdts-Chromatographie, oder dergleichen.

[0159] Das erfindungsgemafle modifizierte lipolytische Enzym kann mittels einer Vielfalt von aus dem Stand
der Technik bekannter Verfahren einschlieRlich, aber nicht beschrankt auf, Chromatographie (z. B. lonenaus-
tausch, Affinitat, hydrophober, chromatofokussierender und GréRenausschluss), elektrophoretischer Verfah-
ren (z. B.) praparative isoelektrische Fokussierung (IEF), differentielles Ldslichkeitsverhalten (z. B. Ammoni-
umsulfatfallung) oder Extraktion (siehe z. B. Protein Purification, J.-C. Jansen und Lars Ryden, Hrsg., VCH
Publishers, New York, 1998).

[0160] In einer bevorzugten erfindungsgemaflen Ausfihrungsform wird der Peptidanhang an das Stammen-
zym angehangt, indem man eine Wirtszelle umfassend eine DNA-Sequenz, die fur die Pra-, Pro- oder
Prapro-Form des lipolytischen Stammenzyms kodiert, wobei die DNA-Sequenz optional in einem Vektor vor-
liegt, kultiviert und das erhaltene modifizierte lipolytische Enzym gewinnt. Die Wirtszelle, Kultivierungsbedin-
gung und/oder Gewinnungsbedingungen sind so ausgewahlt, dass héchstens eine partielle Prozessierung der
Pra-, Pro- oder Prapro-Form des Stammenzyms stattgefunden hat, woraus resultiert, dass mindestens 5%, wie
z. B. mindestens 10%, wie z. B. mindestens 15%, wie z. B. mindestens 20%, wie z. B. mindestens 25%, wie
z. B. mindestens 50% oder mindestens 75% der hergestellten modifizierten Enzymmolekile die gewiinschte,
z. B. die gesamte Prasequenz oder einen wesentlichen Teil davon, umfassen.

Erfindungsgemafle Enzymzusamensetzung

[0161] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung eine Enzymzusammensetzung umfassend ein erfin-
dungsgemales Enzym mit lipolytischer Aktivitat.

[0162] Wie hier definiert, ist ein ,,im Wesentlichen reines" Enzym ein Enzym, das im Wesentlichen frei von wei-
teren homologen Fremdstoffen (die aus der selben Quelle wie das modifizierte lipolytische Enzym stammen),
z. B. mindestens etwa 20% rein, bevorzugt mindestens etwa 40% rein, mehr bevorzugt mindestens etwa 60%
rein, noch mehr bevorzugt mindestens etwa 80% rein, am meisten bevorzugt mindestens etwa 90% rein und
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am allermeisten bevorzugt mindestens etwa 95% rein, bestimmt anhand von SDS-PAGE.

[0163] In bestimmten Fallen prozessiert die Wirtszelle nicht alle modifizierten lipolytischen Enzymmolekdile,
die von diesem Wirt exprimiert werden, an derselben Spaltstelle, wodurch ein modifizierte Enzymprodukt ent-
steht, das aus einem Anteil mit einem vollstandigen Peptidanhang und einem oder mehreren anderen Anteilen
mit nur einem Teil des Peptidanhangs besteht. Die Erfinder fanden, dass dies die Waschleistung nicht signifi-
kant beeinflusst. Folglich ist, selbst wenn nicht alles vom lipolytischen Enzym der erfindungsgemafen Enzym-
zusammensetzung den vollstandigen Peptidanhang beibehalten hat, die Enzymzusammensetzung nach wie
vor in der Lage, die gewlinschte Wirkung auszulben, wie z. B eine verbesserte Waschleistung. Man hat sogar
gefunden, dass, so lange mindestens 5% der Gesamtmenge an erfindungsgemaRem modifiziertem lipolyti-
schem Enzym, das fir einen gegebenen Zweck verwendet werden soll, den intakten Peptidanhang aufweisen
wie zuvor offenbart, dies ausreichend sein kann, die gewtinschte Wirkung zu erzielen. Der tbrige Teil der mo-
difizierten lipolytischen Enzymmolekile kann dann einen Peptidanhang haben, der kirzer ist als der vorgese-
hene (z. B. als Folge davon, dass eine oder mehrere Aminosaurereste wahrend der Prozessierung durch den
Wirtsorganismus abgeschnitten worden sind, oder der Peptidanhang tberhaupt). Daher muss die erfindungs-
gemale Enzymzusammensetzung nur mindestens etwa 5%, vorzugsweise mindestens etwa 10%, wie z. B.
mindestens etwa 25%, besser mindestens etwa 50%, insbesondere mindestens etwa 75% des modifizierten
lipolytischen Enzyms mit seinem vollstdndigen Anhang umfassen.

[0164] Die Enzymzusammensetzung kann weiterhin ein Enzym umfassen, das ausgewabhlt ist aus der Grup-
pe bestehend aus Proteasen, Cellulasen, Peroxidasen, Cutinasen, Amylasen und/oder Lipasen, und, wenn
zum Waschen vorgesehen, auch Inhaltsstoffe, die Gblicherweise in Waschmittelzusammensetzungen verwen-
det werden.

[0165] Erfindungsgemalie modifizierte lipolytische Enzyme haben sich erwiesen, als Bestandteile in Wasch-
mittelzusammensetzungen wie Waschpulver oder Geschirrsplilzusammensetzungen von besonderem Inter-
esse zu sein, was detailliert im folgenden Abschnitt beschrieben wird. Zusatzlich kommen die erfindungsge-
mafen modifizierten lipolytischen Enzyme aufgrund ihrer verbesserten Eigenschaften dafir in Betracht, bei-
spielsweise, in der Backindustrie, als Katalysator bei organischen Synthesen (z. B. Veresterungs-, Umeste-
rungs- oder Esterhydrolysereaktionen), in der Papierherstellungsindustrie (z. B. zum Entfernen von Harzpech),
und in der Leder-, Woll- und verwandten Industrien (z. B. zum Entfetten von Tierhauten, Schafhaut oder Wolle),
und flir weitere Anwendungen, die ein Entschmieren/Entfetten mit sich bringen, verwendet zu werden.

WASCHMITTELOFFENBARUNG
Tensidsystem

[0166] Die erfindungsgemaflien Waschmittelzusammensetzungen umfassen ein Tensidsystem, wobei das
Tensid ausgewahlt sein kann aus nichtionischen und/oder anionischen und/oder kationischen und/oder am-
pholytischen und/oder zwitterionischen und/oder semi-polaren Tensiden.

[0167] Das Tensid ist Uiblicherweise in einer Menge von 0,1 Gew.-% bis 60 Gew.-% vorhanden.

[0168] Das Tensid liegt meist vorzugsweise so vor, dass es mit den Enzymbestandteilen, die in der Zusam-
mensetzung vorhanden sind, kompatibel ist. In flissigen oder gelartigen Zusammensetzungen liegt das Tensid
vorzugsweise so vor, dass es die Stabilitat jedes Enzyms in diesen Zusammensetzungen férdert, oder zumin-
dest diese nicht abbaut.

[0169] Bevorzugte Tensidsysteme, die gemaf der vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen, umfas-
sen als ein Tensid ein oder mehrere nichtionische und/oder anionische Tenside, wie hier beschrieben.

[0170] Nichtionische Waschmitteltenside bestehen normalerweise aus einer wasserléslich machenden Poly-
alkoxylen- oder einer Mono- oder Dialkanolamid-Gruppe in chemischer Kombination mit einer organischen hy-
drophoben Gruppe, die beispielsweise abstammt von Alkylphenolen, bei denen die Alkylgruppe von etwa 6 bis
etwa 12 Kohlenstoffatome enthalt, Dialkylphenolen, bei denen jede Alkylgruppe von 6 bis 12 Kohlenstoffatome
enthalt, primaren, sekundaren oder tertiaren aliphatischen Alkoholen (oder Alkylgekappten Derivaten davon),
vorzugsweise von 8 bis 20 Kohlenstoffatome aufweisend, Monocarbonsauren mit von 10 bis etwa 24 Kohlen-
stoffatomen in der Alkylgruppe und Polyproxylenen. Ebenfalls gebrauchlich sind Fettsduremono- und -dialka-
nolamide, bei denen die Alkylgruppe des Fettsdurerests von 10 bis etwa 20 Kohlenstoffatome enthalt und die
Alkyloylgruppe von 1 bis 3 Kohlenstoffatome enthalt. Optional kann in jedem der Mono- und Dialkanolamidde-
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rivate ein Polyoxyalkylenanteil, der letztere Gruppen und den hydrophoben Teil des Molekiils miteinander ver-
bindet, vorhanden sein. In allen Polyalkoxylen-enthaltenden Tensiden besteht der Polyalkoxylenanteil vorzugs-
weise aus von 2 bis 20 Gruppen aus Ethylenoxid oder aus Ethylenoxid- und Propylenoxidgruppen.

[0171] Polyethylen-, Polypropylen- und Polybutylenoxidkondensate von Alkylphenolen sind zur Verwendung
als das nichtionische Tensid der erfindungsgemafRen Tensidsysteme geeignet, wobei die Polyethylenoxidkon-
densate bevorzugt sind. Diese Verbindungenschlieen die Kondensationsprodukte aus Alkylphenolen mit ei-
ner Alkylgruppe enthaltend von etwa 6 bis etwa 14 Kohlenstoffatome ein, vorzugsweise von etwa 8 bis etwa
14 Kohlenstoffatome, entweder in einer geradkettigen oder verzweigtkettigen Konfiguration mit dem Alkyleno-
xid. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Ethylenoxid in einer Menge entsprechend von etwa 2 bis
etwa 25 Mol, mehr bevorzugt von etwa 3 bis etwa 15 Mol, Ethylenoxid pro Mol Alkylphenol vorhanden. Kom-
merziell erhaltliche nichtionische Tenside dieses Typs schlieBen Igepal™ CO-630, vertrieben durch die GAF
Corporation; und Triton™ X-45, X-114, X-100 und X-102, alle vertrieben durch die Rohm & Haa Company, ein.
Diese Tenside werden allgemein als Alkylphenolalkoxylate bezeichnet (z. B. Alkylphenolethoxylate).

[0172] Die Kondensationsprodukte primarer und sekundarer aliphatischer Alkohole mit von etwa 1 bis etwa
25 Mol Ethylenoxid sind zur Verwendung als nichtionisches Tensid der erfindungsgemafen nichtionischen
Tensidsysteme geeignet. Die Alkylkette des aliphatischen Alkohols kann entweder gerade oder verzweigt, pri-
mar oder sekundar sein und enthalt im Allgemeinen von etwa 8 bis etwa 22 Kohlenstoffatome. Bevorzugt sind
die Kondensationsprodukte von Alkoholen mit einer Alkylgruppe enthaltend von etwa 8 bis etwa 20 Kohlen-
stoffatome, mehr bevorzugt von etwa 10 bis etwa 18 Kohlenstoffatome, mit von etwa 2 bis etwa 10 Mol Ethy-
lenoxid pro Mol Alkohol. Etwa 2 bis etwa 7 Mol Ethylenoxid und am meisten bevorzugt von 2 bis 5 Mol Ethy-
lenoxid pro Mol Alkohol sind in den Kondensationsprodukten vorhanden. Beispiele kommerziell erhaltlicher
nichtionischer Tenside dieses Typs schlieRen Tergitol™ 15-S-9 (das Kondensationsprodukt von linearem
C,-C,s-Alkohol mit 9 Mol Ethylenoxid), Tergitol™ 24-L-6 NMW (das Kondensationsprodukt von primérem
C,,-C,,-Alkohol mit 6 Mol Ethylenoxid mit einer engen Molekulargewichtsverteilung), beide vertrieben durch
Union Carbide Corporation; Neodol™ 45-9 (das Kondensationsprodukt von linearem C,,-C,s-Alkohol mit 9 Mol
an Ethylenoxid), Neodol™ 23-3 (das Kondensationsprodukt von linearem C,,-C,,-Alkohol mit 3,0 Mol an Ethy-
lenoxid), Neodol™ 45-7 (das Kondensationsprodukt von linearem C,,-C,s-Alkohol mit 7 Mol an Ethylenoxid),
Neodol™ 45-5 (das Kondensationsprodukt von linearem C,,-C,;-Alkohol mit 5 Mol an Ethylenoxid), vertrieben
durch Shell Chemical Company, Kyro™ EOB (das Kondensationsprodukt von C,;-C,.-Alkohol mit 9 Mol Ethy-
lenoxid), vertrieben durch Procter & Gamble Company, und Genapol LA 050 (das Kondensationsprodukt von
C,,-C,,-Alkohol mit 5 Mol an Ethylenoxid), vertrieben durch Hoechst. Der bevorzugte Bereich von HLB in die-
sen Produkten liegt bei 8-11 und am meisten bevorzugt bei 8-10.

[0173] Die erfindungsgemafie Waschmittelzusammensetzung kann nichtionisches Material umfassen, wobei
es sich um alkoxylierte aliphatische Alkohole handelt, die mindestens 25 Alkylenoxidgruppen, vorzugsweise
mindestens 50 Alkylenoxidgruppen, und mehr bevorzugt mindestens 80 Alkylenoxidgruppen enthalten. Als
nichtionisches Tensid der erfindungsgemafen Tensidsysteme sind auch Alkylpolysaccharide verwendbar, of-
fenbart in US 4,565,647, die eine hydrophobe Gruppe, enthaltend von etwa 6 bis etwa 30 Kohlenstoffatome,
vorzugsweise von etwa 10 bis etwa 16 Kohlenstoffatome und ein Polysaccharid, z. B. ein Polyglycosid, eine
hydrophie Gruppe enthaltend von etwa 1,3 bis etwa 10, vorzugsweise von etwa 1,3 bis etwa 3, am meisten
bevorzugt von etwa 1,3 bis etwa 2,7 Saccharideinheiten, aufweisen. Jedes reduzierende Saccharid enthaltend
5 oder 6 Kohlenstoffatome kann verwendet werden, z. B. kénnen Glucose-, Galactose- und Galactosylanteile
gegen Glucosylanteile ersetzt werden (optional ist die hydrophobe Gruppe an die 2-, 3-, 4-, usw. -Positionen
angeheftet, wodurch eine Glucose oder Galactose im Gegensatz zu einem Glucosid oder Galactosid entsteht).
Die Intersaccharidbindungen kénnen, z. B., zwischen Position eins der zusatzlichen Saccharideinheiten und
den 2-, 3-, 4- und/oder 6-Positionen der vorangehenden Saccharideinheiten liegen.

[0174] Ein weiteres geeignetes nichtionisches Tensid ist ein Glycosid einer Uronsaure, eines Uronsauresal-
zes oder eines Uronsaurelactons oder einer Polyuronsaure mit einer geradkettigen oder verzweigten gesattig-
ten oder ungesattigten aliphatischen Kette mit von 6 bis 24 Kohlenstoffatomen, optional enthaltend einen aro-
matischen, cycloaliphatischen, gemischten aromatisch-aliphatischen oder einen Polyalkyloxyalkyl-Rest, wie in
der WO 95/10524 beschrieben.

[0175] Die bevorzugten Alkylpolyglycoside haben die Formel

RzO(CnHZnO)t(glyCOSyI)x

wobei R? ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Alkyl, Alkylphenyl, Hydroxyalkyl, Hydroxyalkylphenyl,
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und Mischungen davon, wobei die Alkylgruppen von etwa 10 bis etwa 18, vorzugsweise von etwa 20 bis etwa
14 Kohlenstoffatome enthalten; n ist 2 oder 3, vorzugsweise 2; t ist von 0 bis etwa 10, vorzugsweise 0; und x
ist von etwa 1,3 bis etwa 10, vorzugsweise von etwa 1,3 bis etwa 3, am meisten bevorzugt von etwa 1,3 bis
etwa 2,7. Das Glycosyl stammt bevorzugt von Glucose ab. Um diese Verbindungenherzustellen, wird zuerst
der Alkohol oder der Alkylpolyethoxyalkohol gebildet und dann mit Glucose, oder einer Glucosequelle, zur Bil-
dung des Glucosids reagiert (Anheftung an der 1-Position). Die zusatzlichen Glycosyleinheiten kénnen dann
zwischen ihrer 1-Position und den 2-, 3-, 4- und/oder 6-Positionen der vorangehenden Glycosyleinheiten, vor-
zugsweise Uberwiegend an der 2-Position, angeheftet werden.

[0176] Die Kondensationsprodukte aus Ethylenoxid mit einer hydrophoben Base, die durch die Kondensation
von Propylenoxid mit Propylenglycol gebildet werden, sind zur Verwendung als zusétzliche erfindungsgemafie
nichtionische Tensidsysteme auch geeignet. Der hydrophobe Anteil dieser Verbindungenhat vorzugsweise ein
Molekulargewicht von etwa 1500 bis etwa 1800 und weist Wasserunldslichkeit auf. Das Anhangen von Polyo-
xyethylenanteilen an diesen hydrophoben Teil soll die Wasserloslichkeit des Molekils als Ganzes erhdhen,
und der flissige Charakter des Produkts wird bis zu dem Punkt aufrecht erhalten, an dem der Polyoxyethylen-
gehalt etwa 50% des Gesamtgewichts des Kondensationsprodukts ausmacht, was einer Kondensation mit bis
zu etwa 40 Mol Ethylenoxid entspricht. Beispiele von Verbindungen dieses Typs schlie3en bestimmte kommer-
ziell erhaltliche Pluronic™-Tenside, die durch die BASF vertrieben werden, ein.

[0177] Ebenfalls geeignet zur Verwendung als nichtionisches Tensid des erfindungsgemafien nichtionischen
Tensidsystems sind. Kondensationsprodukte von Ethylenoxid mit dem Produkt, das bei der Reaktion von Pro-
pylenoxid mit Ethylendiamin entsteht. Der hydrophobe Anteil dieser Produkte besteht aus einem Reaktions-
produkt von Ethylendiamin und tUberschissigem Propylenoxid, und weist im Allgemeinen ein Molekulargewicht
von etwa 2500 bis etwa 3000 auf. Dieser hydrophobe Anteil ist mit Ethylenoxid bis zu dem MaR kondensiert,
dass das Kondensationsprodukt von etwa 40 Gew.-% bis etwa 80 Gew.-% an Polyoxyethylen enthalt und ein
Molekulargewicht von etwa 5000 bis etwa 11000 aufweist.

[0178] Beispiele dieses Typs von nichtionischem Tensid schlieBen bestimmte kommerziell erhaltliche Tetro-
nic™-Verbindungen, die durch BASF vertrieben werden, ein.

[0179] Zur Verwendung als nichtionisches Tensid der erfindungsgemafien Tensidsysteme bevorzugt sind Po-
lyethylenoxidkondensate von Alkylphenolen, Kondensationsprodukte von primaren und sekundaren aliphati-
schen Alkoholen mit von etwa 1 bis etwa 25 Mol an Ethylenoxid, Alkylpolysaccharide, und Mischungen davon.
Am meisten bevorzugt sind C,-C,,-Alkylphenolethoxylate mit von 3 bis 15 Ethoxygruppen und C4-C,,-Alkoho-
lethoxylate (vorzugsweise durchschnittl. C,,) mit von 2 bis 10 Ethoxygruppen, und Mischungen davon. AuRerst
bevorzugte nichtionische Tenside sind Polyhydroxyfettsdureamid-Tenside der Formel

"R*-C-N-Z,

O RIi

wobei R' H ist, oder R" C, ,-Kohlenwasserstoff, 2-Hydroxyethyl, 2-Hydroxypropy!l oder eine Mischung davon,
ist, R? C, ,,-Kohlenwasserstoff ist, und Z ein Polyhydroxykohlenwasserstoff ist mit einer linearen Kohlenwas-
serstoffkette mit mindestens 3 Hydroxylen, die direkt mit der Kette verbunden sind, oder ein alkoxyliertes De-
rivat davon. Vorzugsweise ist R' Methyl, ist R? eine geradkettige C,, ,s-Alkyl- oder eine C,,s-Alkyl- oder Alke-
nylkette, wie Kokosnussalkyl oder Mischungen davon, und Z stammt von einem reduzierenden Zucker, wie
Glucose, Fructose, Maltose, Lactose, aus einer reduktiven Aminierungsreaktion.

[0180] Ein nichtionisches Tensidsystem umfassend ein alkoxyliertes nichtionisches Tensid mit einem durch-
schnittlichen Grad an Alkoxylierung von mindestens 6 und ein Aldobionamid der Struktur ANR,R,, wobei A ein
Zuckeranteil ist, der eine Aldobionsaure ist, auler dass sie nicht die OH-Gruppe enthalt, die normalerweise
von der Carboxygruppe der Aldonsaure herausragt. NR,R, ist dort angeheftet, wo sich normalerweise die Hy-
droxylgruppe an der Aldobionséure befindet. R,R,, kénnen gleich oder unterschiedlich sein, ist ein Wasser-
stoffatom, ein aliphatischer Kohlenwasserstoffrest, ein aromatischer Rest, ein cycloaliphatisches Rest, ein
Aminos&ureester oder ein Atheramin. R, und R, kénnen nicht beide Wasserstoffatome sein, wie in der WO
95/2770 beschrieben.

[0181] Weitere so genannte nichtionische Waschmittelverbindungenschlief3en langkettige tertidare Aminoxide,
langkettige tertiare Phosphinoxide und Dialkylsulphoxide ein.
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[0182] AuRerst bevorzugte anionische Tenside schlieRen Alkyl-alkoxylierte Sulfat-Tenside ein, die wasserlés-
liche Salze oder Sauren der Formel RO(A),,SO;M sind, wobei R eine unsubstituierte C,;-C,,-Alkyl- oder Hydro-
xyalkylgruppe mit einer C,,-C,,-Alkylkomponente ist, vorzugsweise ein C,,-C,,-Alkyl oder Hydroxyalkyl, mehr
bevorzugt C,,-C,s-Alkyl oder Hydroxyalkyl, A eine Ethoxy- oder Propoxyeinheit ist, m grofRer als Null ist, Ubli-
cherweise zwischen etwa 0,5 und etwa 6, mehr bevorzugt zwischen etwa 0,5 und etwa 3, und M H oder ein
Kation ist, das, beispielsweise, ein Metallkation sein kann (z. B. Natrium, Kalium, Lithium, Calcium, Magnesi-
um, usw.), ein Ammonium- oder substituiertes Ammoniumkation. Alkylethoxylierte Sulfate sowie alkylpropoxy-
lierte Sulfate kommen ebenfalls in Betracht. Spezifische Beispiele substituierter Ammoniumkationen schlieRen
Methyl-, Dimethyl-, Trimethyl-Ammoniumkationen und quarterndre Ammoniumkationen, wie Tetramethylam-
monium und Dimethylpiperidinium-Kationen und solche, die von Alkylaminen, wie Ethylamin, Diethylamin, Tri-
ethylemin, Mischungen davon, und dgl., abstammen, ein. Beispielhafte Tenside sind C,,-C,;-Alkylpolyethoxy-
lat(1.0)-sulfat (C,,-C,3E(1.0)M), C,,-C,s-Alkylpolyethoxylat(2.25)-sulfat (C,,-C,4(2.25)M), und C,,-C,,-Alkylpoly-
ethoxylat(3.0)-sulfat (C,,-C,,E(3.0)M), und C,,-C,,-Alkylpolyethoxylat(4.0)-sulfat (C,,-C,;E(4.0)M), wobei M
glnstigerweise aus Natrium und Kalium ausgewabhlt ist. Geeignete anionische Tenside, die verwendet werden
kénnen, sind Alkylestersulfonat-Tenside einschlieRlich lineare Ester von C4-C,,-Carbonsauren (d. h. Fettsau-
ren), die mit gasférmigem SO, gemaf ,The Journal of the American Oil Chemists Society", 52, (1975), SS.
323-329, sulfoniert sind. Geeignete Ausgangsmaterialien schlief3en natirliche fettige Verbindungen, wie sie
von Talg, Palmdl usw. abstammen, ein.

[0183] Das bevorzugte Alkylestersulfonat-Tensid, insbesondere flir Waschereianwendungen, umfasst Alky-
lestersulfonat-Tenside der Strukturformel:

0)

B
R3*-CH-C-O0RY,

SOM -

wobei R® ein C,-C,-Kohlenwasserstoff, vorzugsweise ein Alkyl oder eine Kombination davon ist, R* ein
C,-C;-Kohlenwasserstoff, vorzugsweise ein Alkyl oder eine Kombination davon ist, und M ein Kation ist, das
ein wasserldsliches Salz mit dem Alkylestersulfonat bildet. Geeignete salzbildende Kationen schlieRen Metalle
wie Natrium, Kalium und Lithium sowie substituierte oder nicht substituierte Ammoniumkationen, wie Monoe-
thanolamin, Diethanolamin und Triethanolamin, ein. Vorzugsweise ist R® ein C,,-C,,-Alkyl und R* ist ein Methyl,
Ethyl oder Isopropyl: Besonders bevorzugt sind die Methylestersulfonate, wobei R® ein C,,-C,-Alkyl ist.

[0184] Weitere geeignete anionische Tenside schlieen solche Alkylsulfat-Tenside ein, die wasserldsliche
Salze oder Sauren der Formel ROSO,M sind, wobei R bevorzugt ein C,,-C,,-Kohlenwasserstoff ist, bevorzugt
ein Alkyl oder Hydroxyalkyl mit einer C,,-C,,-Alkylkomponente, mehr bevorzugt ein C,,-C,,Alkyl oder Hydrox-
yalkyl, und M H oder ein Kation ist, z. B. ein Alkalimetallkation (z. B. Natrium, Kalium, Lithium), oder ein Am-
monium oder substituiertes Ammonium (z. B. Methyl-, Dimethyl- und Trimethyl-Ammoniumkationen und quar-
terndre Ammoniumkationen, wie Tetramethylammonium- und Dimethylpiperidinium-Kationen und quarternéare
Ammoniumkationen, die von Alkylaminen wie Ethylamin, Diethylamin, Triethylamin und Mischungen davon,
und dgl. abstammen). Ublicherweise sind Alkylketten von C,,-C,, bevorzugt bei niedrigeren Waschtemperatu-
ren (z. B. unter etwa 50°C) und C,4-C,,-Alkylketten sind bevorzugt bei héheren Waschtemperaturen (z. B. tiber
etwa 50°C).

[0185] Weitere anionische, fir Waschzwecke geeignete Tenside kdnnen ebenfalls in die erfindungsgemalien
Waschmittelzusammensetzungen eingeschlossen sein. Diese schlieBen Salze ein (einschlief3lich, beispiels-
weise, Natrium-, Kalium-, Ammonium- und substituierte Ammoniumsalze, wie Mono-, Di- und Triethanolamin-
salze) von Seifen, primare oder sekundéare C4-C,,-Alkansulfonate, C,-C,,-Olefinsulfonate, sulfonierte Polycar-
bonsauren, hergestellt durch Sulfonierung des pyrolysierten Produktes von Erdalkalimetallzitraten, z. B. wie
beschrieben in GB 1,082,179, C,-C,,-Alkylpolyglycolethersulfate (enthaltend bis zu 10 Mol Ethylenoxid); Alkyl-
glycerolsulfonate, Fettsaureglycerolsulfonate, Olsaureglycerolsulfate, Alkylphenolethylenoxidethersulfate, Pa-
raffinsulfonate, Alkylphosphate, Isethionate wie die Acylisethionate, Isothionatester von Alkoxycarbonsauren
(wie in der WO 95/14661 beschrieben), N-Acyltaurate, Alkylsuccinamate und Sulfosuccinate, Monoester von
Sulfosuccinaten (insbesondere geséattigte und ungesattigte C,,-C,,-Monoester) und Diester von Sulfosuccina-
ten (insbesondere gesattigte und ungesattigte C,-C,,-Diester), Acylsarcosinate, Oleoylsarcosinate, Sulfate von
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Alkylpolysacchariden, wie die Sulfate von Alkylpolyglucosid (die nichtionischen nichtsulfatierten Verbindungen
sind unten beschrieben), verzweigte primare Alkylsulfate und Alkylpolyethoxycarboxylate, wie jene der Formel
RO(CH,CH,0),-CH,CO0O-M+, wobei R ein C,-C,,-Alkyl ist, k eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist und M ein 16sli-
ches salzbildendes Kation ist. Harzsauren und hydrierte Harzsauren sind ebenfalls geeignet, wie Rosin, hydro-
geniertes Rosin und Harzsauren und hydrogenierte Harzsauren, die im Tallél vorkommen oder davon abstam-
men. Alkylbenzolsulfonat ist am meisten bevorzugt, insbesondere lineares Alkylbenzolsulfonat (LAS), bei dem
Alkylgruppe vorzugsweise von 10 bis 18 Kohlenstoffatome enthalt.

[0186] Weitere Beispiele sind beschrieben in ,Surface Active Agents and Detergents" (Bd. | und Il von
Schwartz, Perry und Berch). Eine Vielfalt solcher Tenside ist ebenfalls allgemein offenbart in US 3,929,678
(Spalte 23, Zeile 58 bis Spalte 29, Zeile 23).

[0187] Wenn hierin eingeschlossen, umfassen die erfindungsgemafien Waschmittelzusammensetzungen ub-
licherweise von etwa 1 Gew.-% bis etwa 40 Gew.-%, vorzugsweise von etwa 3 Gew.-% bis etwa 20 Gew.-%
solcher anionischen Tenside.

[0188] Die erfindungsgemafien Waschmittelzusammensetzungen kénnen ebenfalls kationische, ampholyti-
sche, zwitterionische und semi-polare Tenside enthalten, sowie andere als die bereits hierin beschriebenen
nichtionischen und/oder anionischen Tenside.

[0189] Kationische, waschaktive Tenside, die fur die Verwendung in den erfindungsgemaflen Waschmittelzu-
sammensetzungen geeignet sind, sind solche mit einer langkettigen Kohlenwasserstoffgruppe. Beispiele sol-
cher kationischen Tenside schlieffen die Ammoniumtenside wie Alkyltrimethylammoniumhalogenide und sol-
che Tenside mit der Formel:

[R*(OR?),JIR*(OR?),],R°N+X~

ein, wobei R? eine Alkyl- oder Alkylbenzylgruppe ist mit von etwa 8 bis etwa 18 Kohlenstoffatome in der Alkyl-
kette, jedes R® ausgewanhlt ist aus der Gruppe bestehend aus -CH,CH,-, -CH,CH(CH,)-, -CH,CH(CH,OH)-,
-CH,CH,CH,- und Mischungen davon; jedes R* ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus C,-C,-Alkyl,
C,-C,-Hydroxyalkyl, Benzolringstrukturen, gebildet durch Verbinden der zwei R*-Gruppen,
-CH,CHOHCHOHCOR®CHOHCH,OH, wobei R°® jede Hexose oder jedes Hexosepolymer ist mit einem Mole-
kulargewicht von weniger als etwa 1000, und Wasserstoff, wenn y nicht 0 ist; R® dasselbe wie R* oder eine
Alkylkette ist, wobei die Gesamtzahl an Kohlenstoffatomen oder R? plus R® nicht mehr als etwa 18 betragt; je-
des y von 0 bis etwa 10 ist und die Summe der y-Werte von 0 bis etwa 15 ist; und X jedes kompatible Anion ist.

[0190] AuRerst bevorzugte kationische Tenside sind wasserldsliche quarterndre Ammoniumverbindungen,
die in der vorliegenden Zusammensetzung verwendbar sind, mit der Formel:

R,R,R,R,NX ()

wobei R, ein C,-C,¢-Alkyl ist, jedes von R,, R, und R, unabhéangig C,-C,-Alkyl; C,-C,-Hydroxyalkyl, Benzyl und
-(C,H,,)H ist, wobei x einen Wert von 2 bis 5 aufweist, und X ein Anion ist. Nicht mehr als einer aus R,, R, oder
R, sollte Benzyl sein.

[0191] Die bevorzugte Alkylkettenlénge fiir R, ist C,,-C,;, insbesondere, wenn die Alkylgruppe eine Mischung
von Kettenlangen ist, die von Kokosnuss- oder Palmkernfett abstammt, oder synthetisch abstammt durch Ole-
finaufbau oder OXO-Alkoholsynthese.

[0192] Bevorzugte Gruppen fur R,, R, und R, sind Methyl- und Hydroxyethylgrupen und das Anion X kann
ausgewahlt sein aus Halogenid-, Methosulfat-, Acetat- und Phosphationen. Beispiele von geeigneten quarter-
naren Ammoniumverbindungender Formel (i) zur Verwendung hierin sind:
Kokosnuss-Trimethylammoniumchlorid oder -bromid;

Kokosnuss-Methyldihydroxyethylammoniumchlorid oder -bromid;

Decyltriethylammoniumchlorid;

Decyldimethylhydroxyethylammoniumchlorid oder -bromid;

C,,.15-Dimethylhydroxyethylammoniumchlorid oder -bromid,;
Kokosnuss-Dimethylhydroxyethylammoniumchlorid oder -bromid;

Myristyltrimethylammoniummethylsulfat;

Lauryldimethylbenzylammoniumchlorid oder -bromid;
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Lauryldimethyl(ethenoxy),-ammoniumchlorid oder -bromid
Cholinester (Verbindungen der Formel (i), wobei R,

CH,-CH;-0-C-Cpa-14-Alkyl

O
und R,R,;R, Methyl sind).

Dialkylimidazoline [Verbindungender Formel (i)]

[0193] Weitere kationische Tenside, die hierin verwendbar sind, sind auch beschrieben in US 4,228,044 und
in EP 000 224.

[0194] Wenn hierin eingeschlossen, umfassen die erfindungsgemafien Waschmittelzusammensetzungen tib-
licherweise von 0,2 Gew.-% bis etwa 25 Gew.-%, vorzugsweise etwa 1 Gew.% bis etwa 8 Gew.-% solcher kat-
ionischer Tenside.

[0195] Ampholytische Tenside sind ebenfalls geeignet zur Verwendung in den erfindungsgemalen Wasch-
mittelzusammensetzungen. Diese Tenside kdnnen allgemein beschrieben werden als aliphatische Derivate se-
kundarer oder tertiarer Amine, oder aliphatische Derivate heterocyclischer sekundarer und tertidrer Amine, bei
denen der aliphatische Rest gerad- oder verzweigtkettig sein kann. Einer der aliphatischen Substituenten ent-
halt mindestens etwa 8 Kohlenstoffatome, Ublicherweise von etwa 8 bis etwa 18 Kohlenstoffatome, und min-
destens einer enthalt eine anionische wasserldslich machende Gruppe, z. B. Carboxy, Sulfonat, Sulfat. Siehe
US 3,929,678 (Spalte 19, Zeilen 18-35) firr Beispiele von ampholytischen Tensiden.

[0196] Wenn hierin eingeschlossen, umfassen die erfindungsgemafien Waschmittelzusammensetzungen tb-
licherweise von 0,2 Gew.-% bis etwa 15 Gew.-%, vorzugsweise von etwa 1 Gew.-% bis etwa 10 Gew.-% sol-
cher ampholytischer Tenside.

[0197] Zwitterionische Tenside sind ebenfalls geeignet zur Verwendung in Waschmittelzusammensetzungen.
Diese Tenside kdnnen allgemein beschrieben werden als Derivate sekundarer und tertiarer Amine, Derivate
heterocyclischer sekundarer und tertidrer Amine, oder Derivate von quarterndrem Ammonium-, quarterndrem
Phosphonium- oder tertiaren Sulfoniumverbindungen. Siehe US 3,929,678 (Spalte 19, Zeile 38 bis Spalte 22,
Zeile 48) furr Beispiele von zwitterionischen Tensiden.

[0198] Wenn hierin eingeschlossen, umfassen die erfindungsgemafien Waschmittelzusammensetzungen tb-
licherweise von 0,2 Gew.-% bis etwa 15 Gew.-%, vorzugsweise von etwa 1 Gew.-% bis etwa 10 Gew.-% sol-
cher zwitterionischer Tenside.

[0199] Semi-polare nichtionische Tenside sind eine besondere Kategorie nichtionischer Tenside, welche was-
serlosliche Aminoxide einschlielen, enthaltend einen Alkylanteil von etwa 10 bis etwa 18 Kohlenstoffatomen
und 2 Anteilen ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alkylgruppen und Hydroxyalkylgruppen, enthaltend
von etwa 1 bis etwa 3 Kohlenstoffatome; wasserlosliche Phosphinoxide enthaltend einen Alkylanteil von etwa
10 bis etwa 18 Kohlenstoffatomen und zwei Anteile ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alkylgruppen
und Hydroxyalkylgruppen enthaltend von etwa 1 bis etwa 3 Kohlenstoffatome; und wasserldsliche Sulfoxide
enthaltend einen Alkylanteil von etwa 10 bis etwa 18 Kohlenstoffatomen und einen Anteil ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus Alkyl- und Hydroxyalkylanteilen von etwa 1 bis etwa 3 Kohlenstoffatomen.

[0200] Semi-polare nichtionische Waschmitteltenside schlieRen Aminoxid-Tenside mit der Formel:

o)
. |
R}(ORHN(R’)2

ein, wobei R? eine Alkyl-, Hydroxyalkyl- oder Alkylphenylgruppe oder Mischungen davon ist, enthaltend von
etwa 8 bis etwa 22 Kohlenstoffatome; R* eine Alkylen- oder Hydroxyalkylengruppe enthaltend von etwa 2 bis
etwa 3 Kohlenstoffatome oder Mischungen davon ist; x von 0 bis etwa 3 ist; und jedes R® eine Alkyl- oder Hy-
droxyalkylgruppe enthaltend von etwa 1 bis etwa 3 Kohlenstoffatome oder eine Polyethylenoxidgruppe enthal-
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tend von etwa 1 bis etwa 3 Ethylenoxidgruppen ist. Die R>-Gruppen konnen aneinander gelagert sein, z. B.
Uber ein Sauerstoff- oder ein Stickstoffatom, um eine Ringstruktur auszubilden.

[0201] Diese Aminoxid-Tenside schlieRen insbesondere C,,-C,,-Alkyldimethylaminoxide und C,-C,,-Alkoxye-
thyldihydroxyethylaminoxide ein.

[0202] Wenn hierin eingeschlossen, umfassen die erfindungsgemafien Waschmittelzusammensetzungen ub-
licherweise von 0,2 Gew.-% bis etwa 15 Gew.-%, vorzugsweise von etwa 1 Gew.-% bis etwa 10 Gew.-% sol-
cher semi-polarer nichtionischer Tenside.

Wasserentharter/Geruststoffe

[0203] Die erfindungsgemaflen Zusammensetzungen kdnnen weiterhin ein Wasserenthartungssystem ent-
halten. Jedes herkbmmliche Wasserenthartungssystem ist geeignet zur Verwendung hierin, einschlief3lich Alu-
minosilikat-Materialier, Silikate, Polycarboxylate und Fettsduren, Materialien wie Ethylendiamin-Tetraacetat,
Komplexierungsmittel fir Metallionen wie Aminopolyphosphonate, insbesondere Ethylendiamin-Tetramethy-
lenphosphonsaure und Diethylentriamin-Pentamethylenphosphonsaure. Phosphat enthaltende Wasserent-
harter/Geruststoffe kdnnen ebenfalls verwendet werden, z. B. Pyrophosphate, Orthophosphate oder Polyphos-
phate.

[0204] Zu den geeigneten Wasserenthartern zahlen ein anorganisches lonenaustauschmaterial, tGblicherwei-
se ein anorganisches hydratisiertes Aluminosilikat-Material, mehr bevorzugt ein hydratisierter synthetischer
Zeolith, wie hydratisierter Zeolith A, X, B, HS oder MAP. Ein weiteres geeignetes anorganisches Wasserent-
hartungsmaterial ist Schichtsilikat, z. B. SKS-6 (Hoechst). SKS-6 ist ein kristallines Schichtsilikat, das aus Na-
triumsilikat (Na,Si,O;) besteht.

[0205] Geeignete Polycarboxylate, die eine Carboxygruppe enthalten, schlieBen Milchsaure, Glycolsaure
und Atherderivate davon ein, wie offenbart in BE 831,368, BE 821,369 und BE 821,370. Polycarboxylate, die
zwei Carboxygruppen enthalten, schlieRen die wasserloslichen Salze von Bernsteinsdure, Malonsaure, (Ethy-
lendioxy)-Di-Essigsaure, Maleinsaure, Diglycolsdure, Weinsaure, Tartronsdure und Fumarsaure sowie die
Athercarboxylate, beschrieben in DE 24 46 686, DE 24 46 487, US 3,935,257, und die Sulfinylcarboxylate, be-
schrieben in BE 840,623, ein. Polycarboxylate, die drei Carboxygruppen enthalten, schlieen insbesondere
wasserlosliche Zitrate, Aconitrate und Citraconate sowie Succinat-Derivate, wie Carboxymethyloxysuccinate,
beschrieben in GB 1,379,241, Lactoxysuccinate, beschrieben in der NL-Anmeldung 7205873, und Oxypoly-
carboxylat-Materialien, wie 2-Oxa-1,1,3-propan-Tricarboxylate, beschrieben in GB 1,387,447, ein.

[0206] Polycarboxylate, die vier Carboxygruppen enthalten, schliefen Oxydisuccinate, offenbart in GB
1,261,829, ein, 1,1,2,2-Ethantetracarboxylate, 1,1,3,3-Propantetracarboxylate, die Sulfosubstituenten enthal-
ten, schlieen die Sulfosuccinat-Derivate, offenbart in GB 1,398,421 und GB 1,398,422 und in US 3,936,448,
und die sulfonierten pyrolysierten Citrate, beschrieben in GB 1,082,179, ein wahrend Polycarboxylate, die
Phosphonsubstituenten enthalten, in GB 1,439,000 offenbart sind.

[0207] Alicyclische und heterocyclische Polycarboxylate schlieRen Cyclopentan-cis,cis-cis-Tetracarboxylate,
Cyclopentadienid-Pentacarboxylate, 2,3,4,5-Tetrahydrofuran-cis,cis,cis-Tetracarboxylate, 2,5-Tetrahydro-fu-
ran-cis-Discarboxylate, 2,2,5,5-Tetrahydrofuran-Tetracarboxylate, 1,2,3,4,5,6-Hexan-Hexacarboxylate und
Carboxymethyl-Derivate polyhydrischer Alkohole wie Sorbitol, Mannitol und Xylitol ein. Aromatische Polycarb-
oxylate schlieBen Mellitinsaure, Pyromellitinsdure und Phthalsdure-Derivate, wie offenbart in GB 1,425,343,
ein. Von den zuvor genannten, sind die bevorzugten Polycarboxylate Hydroxycarboxylate enthaltend bis zu
drei Carboxygruppen pro Molekdl, insbesondere Citrate.

[0208] Bevorzugte Wasserenthartersysteme zur Verwendung in den vorliegenden Zusammensetzungen
schlielen eine Mischung eines wasserunldslichen Aluminosilicat-Wasserentharters wie Zeolith A oder eines
Schichtsilicats (SKS-6), und einen wasserldslichen Carboxylat-chelatisierenden Wirkstoff wie Zitronensaure
ein.

[0209] Ein geeignetes Komplexierungsmittel zum Einbeziehen in die Waschmittelzusammensetzungen ge-
malf der vorliegenden Erfindung ist Ethylendiamin-N,N'-disukzinsaure (EDDS) oder das Alkalimetall, Erdalka-
limetall, Ammonium- oder substituierte Ammoniumsalze davon, oder Mischungen davon. Bevorzugte
EDDS-Verbindungen sind die freie Sdureform und das Natrium- oder Magnesiumsalz davon. Beispiele solcher
bevorzugten Natriumsalze von EDDS schlieRen Na,EDDS und Na,EDDS ein. Beispiele solcher bevorzugten
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Magnesiumsalze von EDDS schlielen MgEDDS und Mg,EDDS ein. Die Magnesiumsalze sind zum Einbezie-
hen in die Zusammensetzungen gemaf der Erfindung am meisten bevorzugt.

[0210] Bevorzugte Wasserenthartersysteme schliefen eine Mischung aus einem wasserunléslichen Alumi-
nosilicat-Wasserentharter wie Zeolith A, und einem wasserléslichen, Carboxylat-komplexierenden Wirkstoff
wie Zitronensaure ein.

[0211] Weitere Wasserenthartermaterialien, die einen Teil des Wasserenthartersystems zur Verwendung in
granularen Zusammensetzungen bilden kdnnen, schlielsen anorganische Materialien wie Alkalimetallcarbona-
te, Bicarbonate, Silicate und organische Materialien wie die organischen Phosphonate, Aminopolyalkylen-
phosphonate und Aminopolycarboxylate ein.

[0212] Weitere geeignete wasserldsliche organische Salze sind die homo- oder co-polymeren Sauren oder
ihre Salze, bei denen die Polycarbonsaure mindestens zwei Carboxyreste, die voneinander durch nicht mehr
als zwei Kohlenstoffatome getrennt sind, umfasst.

[0213] Polymere dieses Typs sind in GB-A-1,596,756 offenbart. Beispiele solcher Salze sind Polyacrylate mit
einem Molekulargewicht von 2000-5000 und ihre Copolymere mit Maleinsaureanhydrid, wie Copolymere mit
einem Molekulargewicht von 20000 bis 70000, insbesondere etwa 40000.

[0214] Reinigungskraftige Wasserenthartersalze sind ublicherweise in Mengen von 5 Gew.-% bis 80 Gew.-%
der Zusammensetzung enthalten. Bevorzugte Wasserenthartermengen fir flissige Waschmittel liegen bei von
5% bis 30%.

Enzyme

[0215] Bevorzugte Waschmittelzusammensetzungen, zusatzlich zu dem erfindungsgemafien Enzym, umfas-
sen andere Enzym(e), welches) fir die Waschleistung und/oder Gewebepflege von Vorteil ist/sind. Solche En-
zyme schlieBen Proteasen, Lipasen, Cutinasen, Amylasen, Cellulasen, Peroxidasen, Oxidasen (z. B. Lacca-
sen) ein.

[0216] Proteasen: Jede Protease, die zur Verwendung in alkalischen Lésungen geeignet ist, kann verwendet
werden. Geeignete Proteasen schlie3en solche von tierischer, pflanzlicher oder mikrobieller Herkunft ein. Mi-
krobielle Herkunft ist bevorzugt. Chemisch oder genetisch modifizierte Mutanten sind eingeschlossen. Die Pro-
tease kann eine Serinprotease, vorzugsweise eine alkalische mikrobielle Protease oder eine Trypsin-ahnliche
Protease sein. Beispiele alkalischer Proteasen sind Subtilisine, insbesondere solche, die von Bacillus abstam-
men, z. B. Subtilisin Novo, Subtilisin Carlsberg, Subilisin-309, Subtilisin-147 und Subtilisin-168 (beschrieben in
der WO 89/06279). Beispiele Trypsin-ahnlicher Proteasen sind Trypsin (z. B. aus dem Schwein oder Rind) und
die Fusarium-Protease beschrieben in der WO 89/06270. Bevorzugte kommerziell erhéltliche Proteaseenzyme
schlieRen solche ein, die unter den Handelsnamen Alcalase, Savinase, Primase, Durazym und Esperase von
Novo Nordisk A/S (Danemark) verkauft werden, solche, die unter dem Handelsnamen Maxatase, Maxacal,
Maxapern und Properase von Gist-Brocades/Genencor verkauft werden, solche, die unter dem Handelsnamen
Purafect und Purafect OXP von Genencor International verkauft werden, und solche, die unter dem Handels-
namen Opticlean und Optimase von Solvay Enzymes verkauft werden. Die Proteaseenzyme kénnen gemaf
der vorliegenden Erfindung in einer Menge von 0,0001 Gew.-% bis 2 Gew.-% der Zusammensetzung an En-
zymprotein in die Zusammensetzungen aufgenommen werden, insbesondere in einer Menge von 0,001
Gew.-% bis 0,1 Gew.-% der Zusammensetzung an Enzymprotein.

[0217] Lipasen: Jede Lipase, die zur Verwendung in alkalischen Lésungen geeignet ist, kann verwendet wer-
den. Geeignete Lipasen schlieen solche ein, die aus Bakterien oder Pilzen stammen, und chemisch oder ge-
netisch modifizierte Lipasemutanten.

[0218] Beispiele nutzlicher Lipasen schlielRen eine Humicola lanuginosa-Lipase, z. B. wie beschrieben in EP
258 068 und EP 305 216, und Mutanten davon, wie beschrieben in WO 92/05249, WO 94/25577 und WO
95/22615 eine Rhizomucor miehei-Lipase, z. B. wie beschrieben in EP 238 023, eine Candida-Lipase, wie z.
B. eine C. antarctica-Lipase, z. B. die C. antarctica-Lipase A oder B, beschrieben in EP 214 762, eine Pseu-
domonas-Lipase, wie z. B. P. alcaligenes und P. pseudoalcaligenes-Lipase, z. B. wie beschrieben in EP 218
272 oder jede Mutante der Pseudomonas-Lipase, eine P. cepacia-Lipase, z. B. wie beschrieben in EP 331 376,
eine P. stutzeri-Lipase, wie z. B. in BP 1,372,034 offenbart, eine P. fluorescens-Lipase, eine Bacillus-Lipase, z.
B. eine B. subtilis-Lipase (Dartois et al., (1993), Biochemica et Biophysica acta 1131, 253-260), eine B. stea-
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rothermophilus-Lipase (JP 64/744992) und eine B. pumilus-Lipase (WO 91/16422) ein. AuRerdem kann eine
Reihe klonierter Lipasen nitzlich sein, eingeschlossen die Penicillium camembertii-Lipase, beschrieben von
Yamaguchi et al., (1991), Gene 103, 61-67), die Geotricum candidum-Lipase (Schimada, Y. et al., (1989), J.
Biochem., 106, 383-388), und verschiedene Rhizopus-Lipasen, wie z. B. eine R. delemar-Lipase (Hass, M. J.
et al,, (1991), Gene 109, 117-113), eine R. niveus-Lipase (Kugimiya et al., (1992), Biosci. Biotech. Biochem.
56, 716—719) und eine R. oryzae-Lipase.

[0219] Weitere Arten lipolytischer Enzyme, wie Cutinasen, kénnen ebenfalls nitzlich sein, z. B. eine Cutinase
aus Pseudomonas mendocina, wie beschrieben in WO 88/09367, oder eine Cutinase aus Fusarium solani pisi
(wie z. B. beschrieben in WO 90/09446). Besonders geeignete Lipasen sind Lipasen wie z. B. M1 Lipase™,
Luma fast™ und Lipomax™ (Gist-Brocades/Genencor), Lipolase™ und Lipolase Ultra™ (Novo Nordisk A/S)
und Lipase P ,Amano" (Amano Pharmaceutical Co. Ltd.).

[0220] Die Lipasen werden Ublicherweise in einer Menge von 0,0001 Gew.-% bis 2 Gew.-% der Waschmittel-
zusammensetzung an Enzymprotein aufgenommen, insbesondere in einer Menge von 0,001 Gew.-% bis 0,1
Gew.-% der Zusammensetzung an Enzymprotein.

[0221] Amylasen: Jede Amylase (a und/oder b), die zur Verwendung in alkalischen Losungen geeignet ist,
kann verwendet werden. Geeignete Amylasen schlieRen solche ein, die aus Bakterien oder Pilzen stammen.
Chemisch oder genetisch modifizierte Mutanten sind eingeschlossen. Amylasen schlieen beispielsweise
a-Amylasen, erhalten aus einem speziellen Stamm von B. licheniformis, detaillierter beschrieben in GB
1,296,839, ein. Kommerziell erhaltliche Amylasen sind Duramyl™, Termamyl™, Fungamyl™ und BAN™ (er-
haltlich von Novo Nordisk A/S) und Rapidase™ und Maxamyl P™ (erhaltlich von Gist-Brocades/Genencor).

[0222] Die Amylasen werden Ublicherweise in einer Menge von 0,0001 Gew.-% bis 2 Gew.-% der Waschmit-
telzusammensetzung an Enzymprotein in die Waschmittelzusammensetzung aufgenommen, insbesondere in
einer Menge von 0,001 Gew.-% bis 0,1 Gew.-% der Zusammensetzung an Enzymprotein.

[0223] Cellulasen: Jede Cellulase, die zur Verwendung in alkalischen Ldsungen geeignet ist, kann verwendet
werden. Geeignete Cellulasen schlie3en solche ein, die von Bakterien oder Pilzen stammen. Chemisch oder
genetisch modifizierte Mutanten sind eingeschlossen. Geeignete Cellulasen sind in US 4,435,307 offenbart,
welche Pilz-Cellulasen offenbart, die von Humicola insolens produziert werden. Besonders geeignete Cellula-
sen sind Cellulasen, die fur die Farbpflege von Vorteil sind. Beispiele solcher Cellulasen sind Cellulasen, die
in der veroffentlichten europaischen Patentanmeldung Nr. 0495257 beschrieben sind. Kommerziell erhaltliche
Cellulasen sind Celluzyme™, das von einem Stamm von Humicola insolens produziert wird (Novo Nordisk
A/S), und KAC-500(B)™ (Kao Corporation).

[0224] Die Cellulasen sind Ublicherweise in einer Menge von 0,0001 Gew.-% bis 2 Gew.-% der Waschmittel-
zusammensetzung an Enzymprotein in die Waschmittelzusammensetzung aufgenommen, insbesondere in ei-
ner Menge von 0,001 Gew.-% bis 0,1 Gew.-% der Zusammensetzung an Enzymprotein.

[0225] Peroxidasen/Oxidasen: Peroxidase- und/oder Oxidase-Enzyme werden in Kombination mit Wasser-
stoffperoxid oder Sauerstoffquellen, z. B. Percarbonat, Perborat, Persulfat, Wasserstoffperoxid, Sauerstoff
usw., verwendet. Sie werden zum ,Ldsungsbleichen" verwendet, d. h. um eine Ubertragung eines Textilfarb-
stoffs von einem gefarbten Stoff auf einen anderen Stoff zu verhindern, wenn die Stoffe zusammen in einer
Waschflissigkeit gewaschen werden, vorzugsweise zusammen mit einem verstarkenden Wirkstoff, wie z. B.
beschrieben in WO 94/12621 und WO 95/01426. Geeignete Peroxidasen/Oxidasen schliefien solche ein, die
aus Pflanzen, Bakterien oder Pilzen stammen. Chemisch oder genetisch modifizierte Mutanten sind einge-
schlossen.

[0226] Die Peroxidase- und/oder Oxidase-Enzyme werden Ublicherweise in einer Menge von 0,0001 Gew.-%
bis 2 Gew.-% der Waschmittelzusammensetzung an Enzymprotein in die Waschmittelzusammensetzung auf-
genommen, insbesondere in einer Menge von 0,001 Gew.-% bis 0,1 Gew.-% der Zusammensetzung an En-
zymprotein.

[0227] Mischungen der zuvor erwahnten Enzyme kommen hierbei in Betracht, insbesondere eine Mischung
einer Protease, einer Amylase, einer Lipase und/oder einer Cellulase.
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Optionale Waschmittelinhaltsstoffe

[0228] Bleichmittel: Zusatzliche optionale Waschmittel-Inhaltsstoffe, die in die erfindungsgemaRen Waschmit-
telzusammensetzungen aufgenommen werden kénnen, schlielen Bleichmittel wie PB1, PB4 und Percarbonat
mit einer Partikelgréf3e von 400-800 uym ein. Diese Bleichmittelbestandteile kbnnen ein oder mehrere Sauer-
stoffbleichmittel und, abhangig von dem ausgewahlten Bleichmittel, einen oder mehrere Bleichaktivatoren ein-
schlieRen. Sofern vorhanden, liegen Sauerstoffbleichverbindungen Ublicherweise in einer Menge von etwa 1%
bis etwa 25% vor.

[0229] Der Bleichmittelbestandteil zur Verwendung hierin kann jeder der Bleichwirkstoffe, die fur Waschmit-
telzusammensetzungen verwendbar sind, sein, einschliellich Sauerstoffbleichen sowie andere aus dem Stand
der Technik bekannte. Das fir die vorliegende Erfindung geeignete Bleichmittel kann ein aktiviertes oder ein
nicht-aktiviertes Bleichmittel sein.

[0230] Eine Kategorie von Sauerstoffbleichmitteln, die verwendet werden kann, umfasst Percarbonsaureb-
leichmittel und Salze davon. Geeignete Beispiele dieser Klasse von Wirkstoffen schlieien Magnesium-Mono-
peroxyphthalathexahydrat, das Magnesiumsalz von Metachlorperbenzoesaure, 4 Nonyllamino-4-oxoperoxy-
buttersdure und Diperoxydodecandi-Saure ein. Solche Bleichmittel sind offenbart in US 4,483,781, US
740,446, EP 0 133 354 und US 4,412,934. AuRerst bevorzugte Bleichmittel schlieRen auch 6-Nonylami-
no-6-oxoperoxycapronsaure, wie in US 4,634,551 beschrieben, ein.

[0231] Eine weitere Kategorie von Bleichmitteln, die verwendet werden kann, umfasst Halogenbleichmittel.
Beispiele von Hypohalit-Bleichmitteln, beispielsweise, schlief3t Trichlor-Isocyanurinsdure und die Natrium- und
Kaliumdichlorisocyanurate und N-Chlor- und N-Bromalkansulfonamide ein. Solche Materialien werden norma-
lerweise zu 0,5-10 Gew.-% des fertigen Produkts zugefiigt, vorzugsweise 1-5 Gew.-%.

[0232] Die Wasserstoffperoxid-freisetzenden Wirkstoffe kdnnen in Kombination mit Bleichaktivatoren verwen-
det werden, wie Tetraacetylethylendiamin (TAED), Nonanoyloxybenzensulfonat (NOBS, beschrieben in US
4,412,934), 3,5-Trimethylhexanoloxybenzensulfonat (ISONOBS, beschrieben in EP 120 591) oder Pentaace-
tylglucose (PAG), welche zur Bildung einer Persaure als aktive Bleichspezies perhydrolysiert werden, was zu
einer verbesserten Bleichwirkung fiihrt. Zusatzlich sind die Bleichaktivatoren C8(6-Octanamido-caproyl)oxy-
benzensulfonat, C9(6-Nonanamidocaproyl)oxybenzensulfonat und C10(6-Decanamidocaproyl)oxybenzensul-
fonat oder Mischungen davon sehr geeignet. Ebenfalls geeignete Aktivatoren sind acylierte Citratester, wie sie
in der europaischen Patentanmeldung Nr. 918702077 offenbart sind.

[0233] Verwendbare Bleichmittel, einschlief3lich Peroxysauren und Bleichsysteme, umfassend Bleichaktiva-
toren und Peroxygen-Bleichverbindungen zur Verwendung in Waschzusammensetzungen gemalt der vorlie-
genden Erfindung sind in der Anmeldung USSN 08/136,626 beschrieben.

[0234] Quarterndre Iminsalze kdnnen als Bleichkatalysatoren zusammen mit einer Peroxygenverbindung,
wie in der WO 95/13352 beschrieben, verwendet werden.

[0235] Das Wasserstoffperoxid kann auch vorliegen, indem ein enzymatisches System (d. h. ein Enzym oder
ein Substrat daflir), welches in der Lage ist, Wasserstoffperoxid bei Beginn oder wahrend des Wasch- und/oder
Spllvorgangs zu erzeugen, hinzugefiigt wird. Solche enzymatischen Systeme sind in der verdffentlichten
EP-Patentanmeldung Nr. 0537381 offenbart.

[0236] Die Freisetzung von Persaure von einer Peroxygen-Bleichquelle kann durch die Verwendung einer er-
findungsgemaRen Lipase aktiviert werden. Die notwendigen Bestandteile des enzymatischen Hydrolysesys-
tems sind die Persduresubstratvorstufen: ein Diacylperoxid R,-CO-O-O-CO-R, wobei R und R, ein gesattigtes
oder ungesattigtes Alkyl, eine Arylgruppe oder ein Alkaryl sein kann. Die Lipase reagiert mit dem Substrat und
setzt Persdure wahrend des Waschens frei.

[0237] Eine nicht-wassrige flissige Waschmittelzusammensetzung kann ein Peroxysaurematerial umfassen,
z. B. Peroxysaure bestehend aus N,N'-Di(4-Percarboxybenzoyl)ethylendiamin (PCBED), N,N'-Terephthalo-
yl-di(6-aminopercarboxycapronsaure) (TPCAP), N,N'-Di(4-percarboxybenzoyl)piperazin (PCBPIP),
N,N'-Di(4-Percarboxybenzoyl)-1,4-diaminocyclohexan(PCBHEX), N,N'-Di(4-Percarboxybenzoyl)-1,4-butandi-
amin(PCBBD), N,N'-Di(4-Percarboxyanilin)-terephthalat(DPCAT), N,N,N'N'-1,2,4,5-Tetra-carboxybenzoyl-
di(6-aminopercarboxycapronsaure)(DiPAP), N,N'-Di(percarboxyadipoyl)phenylendiamin (DPAPD), N,N'-Suc-
cinoyl-di(4-percarboxy)anilin(SDPCA),  C,-Analog von  N,N'-Terephaloyl-di-(8-amino-Peroxyoctansau-
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re(TPOCT), wie beschrieben in WO 95/06104.

[0238] Andere Bleichmittel als Sauerstoffbleichmittel sind ebenfalls aus dem Stand der Technik bekannt und
koénnen hier verwendet werden. Eine Art von Nicht-Sauerstoff-Bleichmitteln von besonderem Interesse schliel3t
photoaktivierte Bleichmittel, wie sulfonierte Zink- und/oder Aluminium-Phthalocyanine ein. Diese Materialien
kénnen wahrend des Waschvorgangs auf das Substrat gegeben werden. Nach Bestrahlung mit Licht, in An-
wesenheit von Sauerstoff wie z. B. durch Aufhangen der Kleidung zum Trocknen ins Tageslicht, wird das sul-
fonierte Zinkphthalocyanin aktiviert und infolgedessen das Substrat gebleicht. Bevorzugtes Zinkphthalocyanin
und ein photoaktivierter Bleichvorgang sind beschrieben in US 4,033,718. Ublicherweise enthalt die Wasch-
mittelzusammensetzung etwa 0,025 Gew.-% bis etwa 1,25 Gew.-% an sulfoniertem Zinkphthalocyanin.

[0239] Bleichmittel kbnnen ebenfalls einen Mangankatalysator enthalten. Der Mangankatalysator kann, z. B.,
eine der Verbindungensein, die in ,Efficient manganese catalysts for lowtemperature bleaching", Nature 369,
1994, SS. 637-639, beschrieben sind.

[0240] Schauminhibitoren: Ein weiterer optionaler Inhaltsstoff ist ein Schauminhibitor, beispielhaft vorgestellt
durch Silicone und Silica-Silicon-Mischungen. Silicone kénnen im Allgemeinen vertreten werden durch alky-
lierte Polysiloxan-Materialien, wahrend Silica ublicherweise in fein pulverisierten Formen verwendet wird, bei-
spielhaft vorgestellt durch Silica-Aero-Gele und Xero-Gele und hydrophobe Silicas verschiedener Arten. Diese
Materialien kénnen als Partikel aufgenommen werden, in denen der Schauminhibitor vorteilhafterweise frei-
setzbar in einem wasserloslichen oder wasserdispergierbaren, im Wesentlichen nicht oberflachenaktiven De-
tergens-impermeablen Trager inkorporiert ist. Alternativ kann der Schauminhibitor in einem flissigen Trager
gel6st oder verteilt werden und durch Sprihen auf einen oder mehrere der anderen Bestandteile aufgebracht
werden.

[0241] Ein bevorzugter schaumkontrollierender Siliconwirkstoff ist in US 3,933,672 offenbart. Weitere beson-
ders verwendbare Schauminhibitoren sind die selbstemulgierenden Silicon-Schauminhibitoren, beschrieben in
DE 26 46 126. Ein Beispiel einer solchen Verbindung ist DC-544, kommerziell erhaltlich von Dow Corning, wel-
ches ein Siloxan-Glycol-Copolymer ist. Besonders bevorzugte schaumkontrollierende Wirkstoffe ist das
Schauminhibitorsystem umfassend eine Mischung aus Silicondlen und 2-Alkylalkanolen. Geeignete 2-Alkylal-
kanole sind 2-Butyloctanole, die kommerziell erhaltlich sind unter dem Handelsnamen Isofol 12 R.

[0242] Ein solches Schauminhibitorsystem ist in der veroffentlichten Europaischen Patentanmeldung Nr.
0593841 beschrieben.

[0243] Besonders bevorzugte schaumkontrollierende Silicanwirkstoffe sind in der veroffentlichten Europai-
schen Patentanmeldung Nr. 0573699 beschrieben. Die Zusammensetzungen kénnen eine Silicon/Silica-Mi-
schung in Kombination mit gerduchertem, nichtporésem Silica wie Aerosil® umfassen.

[0244] Die zuvor beschriebenen Schauminhibitoren werden lblicherweise in Mengen von 0,001 Gew.-% bis
2 Gew.-% der Zusammensetzung verwendet, vorzugsweise von 0,01 Gew.-% bis 1 Gew.-%.

[0245] Weitere Bestandteile: Weitere Bestandteile, die in Waschmittelzusammensetzungen verwendet wer-
den, kdnnen herangezogen werden, wie z. B. Schmutz verhindernde Wirkstoffe, Schmutz freisetzende Wirk-
stoffe, optische Aufheller, Schleifmittel, Bakterizide, Grauschutzmittel, farbende Wirkstoffe und/oder eingekap-
selte oder nicht eingekapselte Duftstoffe.

[0246] Besonders geeignete einkapselnde Materialien sind wasserldsliche Kapseln, die aus einer Matrix aus
Polysaccharid- und Polyhydroxyverbindungen bestehen, wie beschrieben in GB 1,464,616.

[0247] Weitere geeignete wasserldsliche einkapselnde Materialien umfassen Dextrine, die von nicht gelatini-
sierten Starkesaureestern substituierter Dicarbonsauren abstammen, wie beschrieben in US 3,455,838. Die
Saureesterdextrine werden vorzugsweise hergestellt von solchen Starken wie wachshaltige Maisstarke,
wachshaltige Hirsestarke, Sagostarke, Maniokstarke und Kartoffelstarke. Geeignete Beispiele dieser Verkap-
selungsmaterialien schlieBen N-Lok, hergestellt durch National Starch, ein. Das N-Lok-Verkapselungsmaterial
besteht aus einer modifizierten Maisstarke und Glucose. Die Starke wird durch Anheften monofunktioneller
substituierter Gruppen wie Octenylbernsteinsaureanhydrid modifiziert.

[0248] Geeignete ablagerungsverhindernde und Schmutz abweisende Wirkstoffe schlieen Cellulosederiva-
te wie Methylcellulose, Carboxymethylcellulose und Hydroxyethylcellulose sowie homo- oder copolymere Po-
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lycarbonsaure oder deren Salze ein. Polymere dieses Typs schlieRen die Polyacrylate und Maleinsaureanhy-
drid-Acrylsaure-Copolymere ein, z. B. Sokalan CPS, zuvor als Wasserentharter erwahnt, sowie Copolymere
aus Maleinsaureanhydrid mit Ethylen, Methylvinylather oder Methacrylsaure, wobei das Maleinsaureanhydrid
mindestens 20 Mol-% des Copolymers ausmacht. Diese Materialien werden Ublicherweise in Mengen von 0,5
Gew.-% bis 10 Gew.-%, mehr bevorzugt von 0,75 Gew.-% bis 8 Gew.-%, am meisten bevorzugt von 1 Gew.-%
bis 6 Gew.-% der Zusammensetzung verwendet.

[0249] Bevorzugte optische Aufheller sind anionisch, Beispiele hierfir sind Dinatrium-4,4'-bis-(2-diethanola-
mino-4-anilino-s-triazin-6-ylamino)silben-2:2'-disulfonat, Dinatrium-4,4'-bis-(2-morpholino-4-anilino-s-tria-
zin-6-ylamino-stilben-2:2'-disulfonat, Dinatrium-4,4'-bis-(2,4-dianilino-s-triazin-6-ylamino)stilben-2:2'-disulfo-
nat, Mononatrium-4',4"-bis-(2,4-dianilino-s-tri-azin-6 ylamino)stilben-2-sulphonat, Dinatrium 4,4'-bis-(2-anili-
no-4-(N-methyl-N-2-hydroxyethylamino)-s-triazin-6-ylamino)stilben-2,2'-disulfonat, Dinatrium-4,4'-bis-(4-phe-
nyl-2,1,3-triazol-2-yl)-stilben-2,2'-disulfonat, Dinatrium-4,4'-bis-(2-anilino-4-(1-methyl-2-hydroxyethylami-
no)-s-triazin-6-ylami-no)stilben-2,2'-disulfonat, Natrium-2(stilbyl-4"-(naphtho-1',2":4,5)-1,2,3,-triazol-2"-sulfo-
nat und 4,4'-bis-(2-sulfostyryl)biphenyl.

[0250] Weitere verwendbare polymere Materialien sind die Polyethylenglycole, insbesondere jene mit einem
Molekulargewicht von 1000-10000, mehr bevorzugt 2000 bis 8000 und am meisten bevorzugt etwa 4000. Die-
se werden in Mengen von 0,20 Gew.-% bis 5 Gew.-%, mehr bevorzugt von 0,25 Gew.-% bis 2,5 Gew.-% ver-
wendet. Diese Polymere und die zuvor erwahnten homo- oder copolymeren Polycarboxylatsalze sind wichtig
fur die Verbesserung des Weilierhaltens, Riickstandsablagerung aus dem Stoff sowie fir die Waschleistung
gegeniiber Lehm, eiweiRhaltigen und oxidierbaren Schmutzablagerungen in Anwesenheit von Ubergangsme-
tall-Verunreinigungen.

[0251] Ein Pfropfpolymer wie beschrieben in der WO 95/22593 kann ebenfalls verwendet werden.

[0252] Schmutz I6sende Wirkstoffe, die in den erfindungsgemaflen Zusammensetzungen verwendbar sind,
sind im Allgemeinen Copolymere oder Terpolymere aus Terephthalsaure mit Ethylenglycol- und/oder Propy-
lenglycoleinheiten in verschiedenen Zusammensetzungen. Beispiele solcher Polymere sind in US 4,116,885,
US 4,711,730 und EP 0 272 033 offenbart. Ein besonders bevorzugtes Polymer gemalt EP 0 272 033 hat die
Formel:

(CH3(PEG),45)075(POH)q 25[T-PO), 6(T-PEG), J] T(POH), 55((PEG),3CH3)o 75
wobei PEG -(OC,H,)0-, PO(OC,H,0) ist und T (pcOC,H,CO) ist.

[0253] Ebenfalls gut verwendbar sind modifizierte Polyester als Zufallscopolymere von Dimethylterephthalat,
Dimethylsulfoisophthalat, Ethylenglycol und 1-2-Propandiol, wobei die Endgruppen primar aus Sulfobenzoat
und sekundar aus Monoestern von Ethylenglycol und/oder Propandiol bestehen. Das Ziel besteht darin, ein
Polymer zu erhalten, das an beiden Enden durch Sulfobenzoatgruppen mit einer Kappe versehen ist, ,primar"
werden im vorliegenden Zusammenhang die meisten der Copolymere an den Enden durch Sulfobenzoatgrup-
pen mit einer Kappe versehen. Jedoch werden einige Copolymere weniger als vollstandig mit einer Kappe ver-
sehen sein, und deswegen kénnen ihre Endgruppen aus Monoester von Ethylenglycol und/oder Propan-1-2-di-
ol bestehen, bestehen daher ,sekundar" aus solchen Spezies.

[0254] Die hierin ausgewahlten Polyester enthalten etwa 46 Gew.-% an Dimethylterephthalsaure, etwa 16
Gew.-% an Propan-1.2-diol, etwa 10 Gew.-% an Ethylenglycol, etwa 13 Gew.-% an Dimethylsulfobenzoesaure
und etwa 15 Gew.-% an Sulfoisophthalsaure, und weisen ein Molekulargewicht von etwa 3000 auf. Die Poly-
ester und ihre Herstellungsverfahren sind im Detail in EP 311 342 beschrieben.

[0255] Weichmacher: Stoffweichmacher kbnnen geman der vorliegenden Erfindung ebenfalls in die Wasch-
mittelzusammensetzungen aufgenommen werden. Diese Wirkstoffe kdnnen anorganischer oder organischer
Art sein. Anorganische Weichmacher werden beispielhaft anhand der in GB-A-1 400898 und in US 5,019,292
offenbarten Bleicherde erlautert. Organische Stoffweichmacher schlieRen wasserunlésliche, tertiare Amine,
wie in GB-A1 514 276 und in EP 0 011 340 offenbart, ein sowie ihre Kombination mit quarternaren Mo-
no-C,,-C,,-Ammoniumsalzen, wie in EP 026 528 offenbart, und langkettige Di-Amide, wie in EP 0 242 919 of-
fenbart. Weitere verwendbare organische Inhaltsstoffe an Stoffweichmachersystemen schliefen hochmoleku-
lare Polyethylenoxidmaterialien, wie in EP 0 299 575 und 0313 146 offenbart.

[0256] Die Mengen an Bleicherde liegen ublicherweise in einem Bereich von 5 Gew.-% bis 15 Gew.-%, mehr
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bevorzugt von 8 Gew.-% bis 12 Gew.-%, wobei das Material als trockener Mischbestandteil zu dem Rest der
Formulierung zugefligt. Organische Stoffweichmacher wie die wasserunloslichen tertiaren Amine oder lang-
kettigen Di-Amidmaterialien werden in Mengen von 0,5 Gew.-% bis 5 Gew.-%, Ublicherweise von 1 Gew.-% bis
3 Gew.-% aufgenommen, wohingegen die hochmolekularen Polyethylenoxidmaterialien und die wasserldsli-
chen, kationischen Materialien in Mengen von 0,1 Gew.-% bis 2 Gew.-%, Ublicherweise von 0,15 Gew.-% bis
1,5 Gew.-% zugefigt werden. Diese Materialien werden Ublicherweise zu dem sprihgetrockneten Anteil der
Zusammensetzung hinzugefiigt, obwohl es in einigen Fallen glinstiger sein kann, diese als getrocknete ge-
mischte Partikel hinzuzufligen oder diese als geschmolzene Fliissigkeit auf weitere feste Bestandteile der Zu-
sammensetzung aufzusprihen.

[0257] Polymere Farbtransfer-hemmende Wirkstoffe: Die erfindungsgemaflien Waschmittelzusammenset-
zungen kdnnen ebenfalls von 0,001 Gew.-% bis 10 Gew.-%, vorzugsweise von 0,01 Gew.-% bis 2 Gew.-%,
mehr bevorzugt von 0,05 Gew.-% bis 1 Gew.-% an polymeren Farbtransfer-hemmenden Wirkstoffen umfas-
sen. Diese polymeren Farbtransferhemmenden Wirkstoffe werden Ublicherweise in die Waschmittelzusam-
mensetzungen aufgenommen, um den Farbtransfer farbiger Stoffe auf Stoffe, die zusammen damit gewaschen
werden, zu verhindern. Diese Polymere haben die Fahigkeit, diffundierende Farbstoffe, die aus gefarbten Stof-
fen ausgewaschen worden sind, zu komplexieren oder zu absorbieren, bevor die Farbstoffe die Gelegenheit
haben, sich wahrend des Waschvorgangs an andere Kleidungsstiicke anzulagern.

[0258] Besonders geeignete polymere Farbtransfer-hemmende Wirkstoffe sind Polyamin-N-Oxidpolymere,
Copolymere aus N-Vinylpyrrolidon und N-Vinylimidazol, Polyvinylpyrrolidonpolymere, Polyvinyloxazolidone
und Polyvinylimidazole oder Mischungen davon. Der Zusatz solcher Polymere verstarkt auch die Leistung der
erfindungsgemafien Enzyme.

[0259] Die erfindungsgemafie Waschmittelzusammensetzung kann flissig, pastenartig, gelartig, riegelférmig
oder granular vorliegen. Nicht-stdubende Granulate kdnnen hergestellt werden, z. B. wie in US 4,106,991 und
4,661,452 (beide Novo Industri A/S) offenbart und kénnen optional mittels aus dem Stand der Technik bekann-
ter Verfahren beschichtet werden. Beispiele von wachsartigen Beschichtungsmaterialien sind Poly(ethyleno-
xid)-Produkte (Polyethylenglycol, PEG) mit mittleren Molekulargewichten von 1000 bis 20000; ethoxylierte No-
nylphenole mit von 16 bis 50 Ethylenoxideinheiten; ethoxylierte Fettalkohole, bei denen der Alkohol von 12 bis
20 Kohlensstoffatome enthalt und bei denen 15 bis 80 Ethylenoxideinheiten vorliegen; Fettalkohole; Fettsau-
ren; und Mono- und Di- und Triglyceride von Fettsauren. Beispiele Film bildender Beschichtungsmaterialien,
die zur Anwendung in FlieRbettverfahren geeignet sind, werden in GB 1483591 gegeben.

[0260] Granulare erfindungsgemale Zusammensetzungen kénnen auch in ,kompakter Form" vorliegen, d.
h., sie kdnnen eine vergleichsweise hohere Dichte als herkdmmliche granulare Waschmittel aufweisen, d. h.
550 bis 950 g/l bilden; in diesem Fall enthalten die granularen erfindungsgemafen Waschmittelzusammenset-
zungen eine niedrigere Menge an ,Anorganischem Fillsalz", verglichen mit herkdmmlichen granuldren Wasch-
mitteln; typische Fullsalze sind Erdalkalimetallsalze von Sulfaten und Chloriden, tblicherweise Natriumsulfat;
-kompakte" Waschmittel umfassen tiblicherweise nicht mehr als 10% Fillsalz. Die flissigen erfindungsgema-
Ren Zusammensetzungen kénnen auch in ,konzentrierter Form" vorliegen, in diesem Fall enthalten die flissi-
gen erfindungsgemaflen Waschmittelzusammensetzungen eine niedrigere Menge an Wasser, verglichen mit
herkédmmlichen fliissigen Waschmitteln. Ublicherweise betragt der Wassergehalt des konzentrierten fliissigen
Waschmittels weniger als 30 Gew.-%, mehr bevorzugt weniger als 20 Gew.-%, am meisten bevorzugt weniger
als 10 Gew.-% der Waschmittelzusammensetzungen.

[0261] Die erfindungsgemalen Zusammensetzungen kénnen beispielsweise als Hand- und Maschinen-
waschmittelzusammensetzungen formuliert sein, einschliellich Zusammensetzungen von Waschmittelzusat-
zen und Zusammensetzungen, die zur Verwendung in der Vorbehandlung gefarbter Stoffe geeignet sind, beim
Spllen zugefligte Stoffweichmacherzusammensetzungen und Zusammensetzungen zur Verwendung flir den
allgemeinen Haushaltsgebrauch zur Reinigung fester Oberflaichen und zum Geschirrspilen.

[0262] SchlieRlich betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Waschen oder Reinigen unterschiedlicher Gegen-
stande mittels einer erfindungsgemaflien Zusammensetzung. Durch die Verwendung der Zusammensetzung
ist es moglich, Fettablagerungen von besagten Gegenstanden, z. B. Kleidung, Textilien oder Geschirr, wirksa-
mer zu entfernen.

[0263] Es ist auch mdglich, die Menge an lipolytischen Enzymen zu reduzieren, die in der Waschmittelzusam-

mensetzung vorhanden sein missen, um dieselbe Waschleistung wie Waschmittelzusammensetzungen, die
das lipolytische Stammenzym umfassen, zu erhalten.
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[0264] In einer erfindungsgemalen Ausfihrungsform umfasst das Verfahren die folgenden Schritte:
a) Tranken des Gegenstandes in flissigem Medium,
b) Inkontaktbringen des Gegenstandes fiir einen Zeitraum mit einer Waschmittelzusammensetzung umfas-
send das erfindungsgemafle modifizierte Enzym mit lipolytischer Aktivitat, das vor, wahrend oder nach
Schritt @) in dem wassrigen Medium gelést wird,
¢) Spllen des Gegenstandes,
d) Entfernen des Spulwassers von dem Gegenstand.

MATERIAL UND METHODEN
MATERIAL
Plasmide

pYES 2.0 (Invitrogen Corp., UK)

p960 A. oryzae-Expressionsplasmid (beschrieben in EP 305 216 von Novo Nordisk A/S)

pSX581 (E. coli-Expressionsplasmid (siehe Abb. 7)

pJSO37 (S. cerevisiae-Expressionsplasmid) (Okkels J. S., Annals of the New York

Academy of Sciences (in press 1995) (siehe auch Abb. 8)

pSX167 (siehe Abb. 4)

pSX92 (WO 89/06279)

pUC19 (Yanish-Perron et al. (1985) Gene 33, 103-119)

pHD414 (Aspergillus-Expressionsvektor, ein Derivat des Plasmids p775 beschrieben in EP 238 023). Die Kon-
struktion von pHD414 wird weiterhin beschrieben in WO 93/11249).

pJVI245 (siehe Abb. 9)

pCaHj383 (siehe Abb. 9)

pCaHj385 (siehe Abb. 9)

pAHE2: Hobson, A. H., Buckley, C. M., Aamand, J. L., Jgrgensen, S. T., Diderichsen, B., und McConnell, D. J.
(1993). Activation of a bacterial lipase by its chaperone. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, S. 5682-5686).

Mikroorganismen

[0265] Saccharomyces cervisiae YNG318: MATa Dpep4[cir+] ura3-52, leu2-D2, his 4-539 Aspergillus oryzae
IFO 4177

[0266] A. oryzae JalL 125: Aspergillus oryzae IFO 4177 erhaltlich vom Institut fir Fermentation, Osaka; 17-25
Juso Hammachi 2-Chome Yodogawa-ku, Osaka, Japan, bei dem das Gen fiir die Alkalische Protease namens
"alp" (beschrieben von Muratami K. et al., (1991), Agric. Biol. Chem. 55, Seite 2807-2811) deletiert ist, mittels
Ein-Schritt-Genersetzungsverfahren (beschrieben von G. May in "Applied Molecular Genetics of Filamentoous
Fungi" (1992), S. 1-25, Hrsg. J. R. Kinghom und G. Turner; Blackie Academic and Professional), unter Ver-
wendung des A. oryzae pyrG-Gens als Marker.

[0267] E.coli W3110 lacl® (E.coli W3110 ist ein frihes Isolat, das als Vorlaufer-Stamm fiir den K-12-Stamm
verwendet wurde (Bachman, 1972), Bacteriol. Rev. 36). Der W3110-Stamm wurde lag® gemacht, um den
lac-Repressor iberzuproduzieren, so dass die Expression vom plac vollstandiger abgeschaltet wird.

[0268] E. coli SJ6: Diderichsen, B., Wedsted, U., Hedegaard, L., Jensen, B. R., Sjgholm, C., (1990), Cloning
of aldB, which encodes alpha-acetolactate decarboxylase, an exoenzyme from Bacillus brevis. J. Bacteriol.,
172, S. 4315-4312.

[0269] Stamm SJ1503 ist E. coli JA221 enthaltend das Plasmid pAHE2:

Hobson, A. H., Buckley, C. M., Aaman, J. L., Jérgensen, S. T., Diderichsen, B., and MocConnell, D. J. (1993).

Activation of a bacterial lipase by ist chaperone, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, S. 5682-5686.
Donororganismen

Humicola lanuginosa DSM 4109 (EP 305,216)

Humicola insolens DSM 1800 (WO 96/13580)
Pseudomonas cepacia SB10, DSM 3959, beschrieben in WO 89/01032.
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Enzyme
Rindertrypsin (Boehringer Mannheim)
[0270] Die folgenden Lipasen sind Varianten der Humicola lanuginosa DSM 4109 Lipase (EP 305 216), wel-

che entweder als Stammenzyme im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden oder
welche erfindungsgemalie modifizierte Enzyme darstellen:

Tabelle M1
Lipasevarianten Pepﬁdanhang Mutationen
HLvls SPIRR D57G, N94K, D961, L97M
HLv1 . D57G, N94K, D96L, L9TM
HLv2s SPIRR D137G, D167G, E210V, W221L
HLv2 - - D137G, D167G, E210V, W221L
HLv3s ‘ SPIRR N94K, F95L, D96H, N101S, F181L, D234Y,

38/106



DE 696 33 825 T2 2005.11.10

1252L, P256T, G263A, L264Q

HLv3 ; ‘| N94K, F95L, D96H, N101S, Fi181L, D234Y,
- | 12521, P256T, G263A, L264Q
HLv4s SPIRR | I90F, D96L, E99K, V187A
HLv4 - I90F, D96L, E99K, V187A
HLv5s | SPIRR | N94K, D96A, Q249R
HLv5 | - | N94K, D96A, Q249R
HLv7s - | SPIRR | D57G, G59V, N94K, D96L, L97M, S116P,
| | S170P, Q249R o
HLv7 | . D57G, G59V, N94K, D96L, L97M, SI16P,
. S170P, Q249R e

HLv8s SPIRR | A49P, D167G, E210V
Hiv8 ; A49P, D167G, E210V
HLv9s » SPIRPRP | D57G N94K, D96L, Q249R
HLv9 - D57G N94K, D96L, Q249R
HLv10sl GPIRPRP | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s2 SHSRHNA | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s3 TAIRPRK | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLvli0s# | SALRRRP | D57G,N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s5 STRRPRP | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s6 SPRRPRT | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s7 SPIPPGP | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s8 LPFRQRP | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s9 SPFRPKL | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s10 SALRRP | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10s11 SPIRK | D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R

‘| HLv10s12 SPIR D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLv10 . D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R
HLvlls | SPIRP E1P, D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R

[0271] Die folgenden Lipasen sind Varianten der B. cepacia (friher Pseudomonas cepacia) Lipase, and die
ein N-terminaler Anhang gemaf der vorliegenden Erfindung angehangt worden ist.
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Tabelle M2

Lipasevarianten Peptidanhang

SJ3708 SPIRR

SJ3717 SPIRPRP

SJ3718 SPIRPRP

SJ3719 TAIRPRK

SJ3720 | STRRPRP

SJ3720 | STRRPRP

SJ3721 GPIRPRP

[0272] Die folgenden Lipasen sind Varianten des lipolytischen Enzyms aus Humicola insolens DSM 1800.

Tabelle M3
Lipasevarianten Peptidanhang
HILvls . SPPRRP
HILv2s SPPRP
HILv3s SPIRK
HILv4s PPPRRPR

Enzyminhibitor
Sojabohnentrypsininhibitor (Boehringer Mannheim)
Medien
Y.PD: 10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, H,O auf 810 ml. Autoklaviert, 90 ml 20% Glucose (steriffiltriert) hinzuge-
T_UIBQJ—tMedium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt, 10 g NaCla in 1 Liter Wasser.
FG4-Medium: 3% Sojamehl, 3% Maltodextrin, 1% Pepton, pH eingestellt auf 7,0 mit 4 M NaOH

Litex Agarose HSB 2000 (Kat. Nr. F90472)
BG-Reagens: 4 mg/ml Brilliant Green in Wasser geldst

Substrat 1

10 ml Olivendl (Sigma Kat. Nr O-1500)
20 ml 2% Polyvinylalkohol (PVA)

[0273] Das Substrat wird fir 15-20 Minuten homogenisiert.

PCS-Waschmittel

10 g/l:

SDS 0,52¢g
Dobanol 25-3 0,609
Dobanol 25-7 0,58 g
NaBO,H,O 1,50 g

[0274] Auf 1 Liter 0,1 M Tris-Puffer (pH 9), und weiter verdiinnen mit Tris-Puffer bis zur doppelten Konzentra-
tion der gewlnschten Konzentration auf den PCS-Platten.
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PCS-Platten
Lésung zum Herstellen von PCS-Platten

Brillant Green (BG-Reagenz) 10 ml
Substrat 1 24 ml
PCS-Waschmittel 500 mi
2% Agarose (in TRIS-Puffer (pH 9) 500 mi

Lipasesubstrat (Sigma-Katalog Nr. 800-1)
Brilliant Green (Merck, art. No. 1.01310)

Stoffproben

3,5 x 3,5 cm und 9 x 9 cm Baumwollstoffproben (Style #400 von TestFabrics, Inc. (New Jersey) befleckt mit
Schweinefett/Sudan-Rot
Schweinefett: Schweinefett gefarbt mit 0,75 mg Sudan-Rot/Gramm Schweinefett.

Waschmittel |

1,17 g/l LAS (Nansa 1169/P, 30% a. m.)
0,15 g/l AEO (Dobanol 25-7)

1,25 g/l Natriumtriphosphat

1,00 g/I Natriumsulphat

0,45 g/l Natriumcarbonat

0,15 g/l Natriumsilicat

pH-Wert auf 10 eingestellt

[0275] Inaktiviertes Ariel Futur (Procter&Gamble) (kommerziell erhaltlich Chargen-Nr 4279 B 23 : 35): Die En-
zyme im Waschmittel wurden durch Hitze inaktiviert (4 Minuten bei 85°C im Microofen)

Wasser: 3,2 mM Ca®**/Mg®** (5 : 1)

Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesi kit (Kat nr. 200509) (Stratagene, LaJolla, CA)

Ausstattung

473A Protein Sequencer (Applied Biosystems)
Toyopearlbutyl-Saule (XK 16/10) (Pharmacia, Schweden)
Q-Sepharose-Saule (HPQ XK 26/10) (Pharmacia, Schweden)
MonoQ-Saule (1 ml) (Pharmacia, Schweden)
Highperformance Q Sepharose (Pharmacia, Schweden)
Spin-100-Saule (Clontech Lab. Inc., CA, USA)

METHODEN

Hybridisierungsbedingungen

Medium fur hohe Stringenz
[0276] Vortranken in 5 x SSC und Prahybridisieren fir 1 Stunde bei etwa 40°C in einer Losung aus 20%
Formamid, 5 x Denhardt's Lésung, 50 mM Natriumphosphat, pH, 6,8; und 50 mg denaturierte, mit Ultraschall
behandelte Kalbsthymus-DNA, gefolgt von Hybridisieren in der selben Lésung, die mit 100 mM ATP erganzt
ist, fir 18 Std. bei etwa 40°C, gefolgt von einem Waschdurchgang in 0,4 x SSC bei einer Temperatur von etwa
45°C.

Konstruktion des Hefe-Expressionsvektors

[0277] Das Expressionsplasmid pJSO37 stammt von pYes 2.0. Der induzierbare GAL1-Promotor von pYes
2.0 wurde gegen den konstitutiv exprimierten TPI (Triose-Phosphat-lsomerase)-Promotor von Saccharomyces

cerevisiae (Albert und Karwasaki, (1982), J. Mol. Appl. Genet., 1, 419-434) ausgetauscht, und der URA3-Pro-
motor wurde deletiert. Eine Restriktionskarte von pJSO37 ist in Abb. 8 gezeigt.
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Verfahren zum Konstruieren lipolytischer Varianten

[0278] Der Peptidanhang und/oder Mutationen im nicht-strukturellen N-terminalen und/oder C-terminalen
Ende des lipolytischen Stammenzyms zum Konstruieren der erfindungsgemafen modifizierten lipolytischen
Enzyme wurde entweder mittels zielgerichteter Mutagenese oder Zufallsmutagenese bewerkstelligt.

Zielgerichtete Mutagenese

[0279] Furdie Konstruktion der Varianten des lipolytischen H. lanuginosa-Enzyms kann das kommerzielle Kit,
Chameleon double-strande, site-directed mutagenesis kit entsprechend den Herstellerangaben verwendet
werden.

[0280] Das fur das fragliche lipolytische Enzym kodierende Gen wird in das Plasmid pHD414 eingefligt. Ent-
sprechend den Herstellerangaben wird die Scal-Schnittstelle des Ampicillingens von pHD414 unter Verwen-
dung des folgenden Primers in eine Mlul-Schnittstelle umgewandelt:

Primer 3: AGAAATCGGGTATCCTTTCAG (SEQ ID No. 6)

[0281] Der das fragliche lipolytische Gen umfassende pHD414-Vektor wird anschliefiend als Matrize fiir die
DNA-Polymerase und die Oligos 7258 und 7770 verwendet. Die gewlinschte Mutation (z. B. im N-Terminus
des lipolytischen Gens) wird durch Anhangen eines geeigneten Oligos umfassend die gewlinschte Mutation in
das fragliche lipolytische Gen eingebracht.

[0282] Die PCR-Reaktionen werden entsprechend den Herstellerempfehlungen durchgefihrt.
Zufallsmutagenese

[0283] Kann im Wesentlichen wie in WO 95/22615 beschrieben durchgeflihrt werden. Genauer gesagt wird
die Zufallsmutagenese zum Durchfihren der Zufallsmutagenese in kurzen DNA-Bereichen wie z. B. in dem
Peptidanhang unter Verwendung von ,doped" oder ,spiked" Oligonukleotid-Sonden durchgefiihrt. Fir groRere
DNA-Bereiche kann PCR-erzeugte Mutagenese verwendet werden.

Niedrig-Calcium-Filterassay
Verfahren

1) Bereitstellen von SC Ura™ Replica-Platten (nltzlich zum Selektieren von Stdmmen, die einen Expressi-
onsvektor tragen) mit einem ersten Proteinbindefilter (Nylonmembran) und einem zweiten schwachen Pro-
teinbindefilter (Celluloseactetat) oben.

2) Verteilen der Hefezellen enthalten ein Stammlipase-Gen oder ein mutiertes Lipase-Gen auf dem Dop-
pel-Filter und inkubieren fir 2 oder 3 Tage bei 30°C.

3) Behalten der Kolonien auf dem oberen Filter durch Transferrieren des oberen Filters auf eine neue Platte.
4) Entfernen des Proteinbindefilters in eine leere Petrischale.

5) Gielden einer Agaroseldsung umfassend eine Olivendlemulsion (2% P. V. A.: Olivendl = 3 : 1; Briliant
Green (Indikator, 0,004%), 100 mM Trispuffer pH 9 und EGTA (Endkonzentration 5 mM) auf den unteren
Filter, um die Kolonien, die Lipaseaktivitadt exprimieren, in Form von blau-griinen Punkten zu identifizeren.
6) Identifizieren der in Schritt 5) gefundenen Kolonien, die eine verminderte Abhangigkeit fir Calcium ver-
glichen mit der Stammlipase aufweisen.

Dobanol® 25-7 Filterassay
[0284] Das Durchmustern hinsichtlich einer verbesserten Toleranz gegentiber einer Waschmittelzusammen-
setzung wird unter Verwendung eines Filterassays entsprechend dem zuvor beschriebenen Filterassay durch-
gefiihrt, mit der Ausnahme, dass die in 5) definierte Lésung weiterhin 0,02% Dobanol® 25-7 umfasst und opti-
onal ohne EGTA ist.
[0285] Ein alternativer Durchmusterungs-Assay lautet folgendermalien:

Verfahren

1) Bereitstellen von SC Ura™ Replica-Platten (nitzlich zum Selektieren von Stdmmen, die einen Expressi-

42/106



DE 696 33 825 T2 2005.11.10

onsvektor tragen) mit einem Proteinbindefilter (Celluloseactetat) oben:

2) Verteilen der Hefezellen enthalten ein Stammlipase-Gen oder ein mutiertes Lipase-Gen auf dem Filter
und inkubieren fiir 3 oder 4 Tage bei 30°C.

3) Behalten der Kolonien auf dem oberen Filter durch Transferrieren des oberen Filters auf einen neue Plat-
te.

4) Entfernen des Proteinbindefilters in eine Petrischale enthaltend: eine Agaroseldsung umfassend eine
Olivendlemulsion (2% P. V. A.: Olivendl = 2 : 1; Briliant Green (Indikator, 0,004%); 100 mM Trispuffer pH 10
und das Waschmittel oder die Waschmittelzusammensetzung, z. B. PCS-Platten.

5) Identifizieren der in Schritt 4) gefundenen Kolonien, die Lipaseaktivitat exprimieren, in Form von blau-gri-
nen Punkten.

Fermentation in Hefe

[0286] 10 ml SC-ura- Medium werden mit einer S. cerevisisae-Kolonie angeimpft und bei 30°C fir 2 Tage kul-
tiviert. Die erhaltene 10 ml-Kultur wird zum Animpfen einer Schittelflasche enthaltend 300 ml SC-ura- Medium
verwendet, welche bei 30°C fiir 3 Tage kultiviert wird. Die 300 ml werden zum Animpfen von 5 Liter des folgen-
den G-Substrats verwendet:

400 g Amicase

6,7 g Hefeextrakt (Difco)

12,5 g L-Leucin (Fluka)

6,7 g (NH,),SO,

10 g MgSO, 7H,0

17 g K,SO,

10 ml Spurenelemente

5 ml Vitaminlésung

6,7 ml H,PO,

25 ml 20% Pluronic (anti-Schaumwirkstoff)

in einem Gesamtvolumen von 5000 ml.

[0287] Die Hefezellen werden fiir 5 Tage bei 30°C fermentiert. Ihnen wurde eine Ausgangsdosis von 100 ml
70% Glucose gegeben und 400 ml 70% Glucose/Tag hinzugeflgt. Ein pH = 5 wird unter Zugabe von einer 10%
NH, Lésung beibehalten. Die Riuhrgeschwindigkeit betragt 300 Upm fiir die ersten 22 Std. gefolgt von 900 Upm
fur den Rest der Fermentation. Luft wird mit 1 L Luft/L/min fur die ersten 22 Stunden gefolgt von 1,5 L Luft/L/min
fur den Rest der Fermentation zugefihrt.

[0288] Spurenelemente: 6,8 g ZnCl, 54,0 g FeCl,6H,0, 19,1 g MnCl,4H,0, 2,2 g CuSO,5H,0, 2,58 g CaCl,
0,62 g H,BO,, 0,024 g (NH,);Mo,0,,4H,0, 0,2 g KI, 100 ml HCI (konzentriert), in einem Gesamtvolumen von 1 |.

[0289] Vitaminl6sung: 250 mg Biotin, 3 g Thiamin, 10 g D-Calciumpanthetonat, 100 g Myo-Inositol. 50 g Cho-
linchlorid, 1,6 g Pyridoxin, 1,2 g Niacinamid, 0,4 g Folsaure, 0,4 g Riboflavin. In einem Gesamtvolumen von 1
Liter.

Transformation von Aspergillus oryzae (allgemeines Verfahren)

[0290] 100 ml YPD (Shermna et al., (1981), Methods of Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory) wer-
den mit Sporen von A. oryzae angeimpft und unter Schitteln fur etwa 24 Stunden inkubiert. Das Myzel wird
Uber Filtration durch Miracloth-Filtermaterial geerntet und und mit 200 ml 0,6 M MgSO, gewaschen. Das Myzel
wird in 15 ml 1,2 M MgSO, 10 mM NaH,PO,, pH 5,8 aufgenommen. Die Suspension wird auf Eis gekuhlt und
1 ml an Puffer, enthaltend 120 mg Novozym 234, Charge 1687 wird hinzugeflgt. Nach 5 min wird 1 ml 12 mg/ml
BSA (Sigma type H25) hinzugefuigt und die Inkubation wird unter vorsichtigem Ruhren fir 1,5-2,5 Stunden bei
37°C fortgesetzt, bis eine grolRe Menge an Protoplasten in einer unter dem Mikroskop beobachteten Probe
sichtbar ist.

[0291] Die Suspension wird durch Miracloth gefiltert, das Filtrat in ein steriles Réhrchen Uberfuhrt und mit 5
ml 0,6 M Sorbitol, 100 mM Tris-HCL, pH 7, berschichtet, die Zentrifugation wird fir 15 min bei 1000 g durch-
gefuhrt und die Protoplasten wurden oben vom MgSO,-Kissens gesammelt. Zwei Volumina an STC (1,2 M Sor-
bitol, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM CacCl,) werden zu der Protoplastensuspension hinzugefugt und die Mi-
schung wird fur 5 min bei 1000 g zentrifugiert. Das Protoplasten-Pellet wird in 3 ml STC resuspendiert und er-
neut pelletiert. Das wird wiederholt. SchlieRlich werden die Protoplasten in 0,2—1 ml STC resuspendiert.
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[0292] 100 pl der Protoplastensuspension werden mit 5-25 ug p3SR2 (ein Plasmid, welches das A. nidulans
amdS-Gen tragt; beschrieben in Hynes et al., Mol. And Cell. Biol., Vol. 3, No. 8, 1430-1439, Aug. 1983) in 10
pl STC gemischt. Die Mischung wird fir 25 min auf Raumtemperatur belassen. 0,2 ml von 60% PEG 4000
(BDH 29576), 10 mM CaCl, und 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 werden hinzugefligt und vorsichtig (zweimal) gemischt
und schlieBlich werden 0,85 ml der selben Ldsung hinzu gefligt und vorsichtig gemischt. Die Mischung wird fur
25 min auf Raumtemperatur belassen, fir 15 min bei 2500 g abzentrifugiert und das Pellet wird in 2 ml 1,2 M
Sorbitol resuspndiert. Nach einem weiteren Sedimentationsschritt werden die Protoplasten auf Minimalplatten
(Cove 1966), Biochem. Biophys. Acta 113, 51-56), enthaltend 1,0 M Sucrose; pH 7,0, 10 mM Acetamid als
Stickstoffquelle und 20 mM CsCI zur Verhinderung von Hintergrundwachstum, ausgestrichen. Nach Inkubation
von 4-7 Tagen bei 37°C werden die Sporen gepickt, in sterilem Wasser aufgenommen und auf Einzelkolonien
ausgestrichen. Dieses Verfahren wird wiederholt und die Sporen einer einzelnen Kolonie nach der zweiten
Re-Isolierung werden als definierte Transformante gelagert.

Zufuhr-Chargen-Fermentation

[0293] Zufuhr-Chargen-Fermentation wird in einem Medium durchgefiihrt, das Maltodextrin als Kohlenstoff-
quelle, Harnstoff als Stickstoffquelle und Hefeextrakt enthalt. Die Zufuhr-Chargen-Fermentation wurde durch
Animpfen einer Schuttelflaschenkultur der fraglichen A. oryzae-Wirtszellen in ein geeignetes Medium umfas-
send 3,5% der Kohlenstoffquelle und 0,5% der Stickstoffquelle durchgefiihrt. Nach 24 Stunden Kultivierung bei
pH 5 und 34°C wird die kontinuierliche Zufuhr von zuséatzlichen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen eingeleitet.
Die Kohlenstoffquelle wird als limitierender Faktor beibehalten und es wird sichergestellt, dass Sauerstoff im
Uberschuss vorhanden ist. Die Zufuhr-Chargen-Kultivierung wird fiir 4 Tage fortgefiihrt, nach denen die Enzy-
me mittels Zentrifugation, Ultrafiltration, Klarfiltration und Keimfiltration gewonnen werden kénnen. Weitere
Reinigung kann mittels aus dem Stand der Technik bekannter Anionenaustausch-Chromatografie-Verfahren
erfolgen.

Lipase-Aktivitat (LU — Lipase Units)

[0294] Die Lipase-Aktivitat wird mittels Glycerin-Tributyrat als Substrat und Gummirabikum als ein Emulgie-
rungsmittel getestet. 1 LU (Lipase Unit) entspricht der Menge an Enzym, welche 1 pmol titrierbare Buttersaure
pro Minute bei 30°C, pH 7,0 freisetzt. Die Lipaseaktivitat wird bei pH-stat mittels eines Radiometer-Titrators
VIT90, Radiometer, Copenhagen getestet.

Aufbringen von Schweinefett auf Stoffproben
[0295] 6 ml gefarbtes, auf 70° erhitztes Schweinefett wird auf den Kanter jeder Stoffprobe aufgebracht. Nach-
dem Aufbringen des Flecks werden die Stoffproben in einem Ofen fir 25 Minuten bei 75°C erhitzt und vor dem
ersten Waschen Uber Nacht bei Raumtemperatur gelagert.
3-Zyklus-Waschleistung
[0296] Die 3-Zyklus-Waschleistung des erfindungsgemaflen modifizierten lipolytischen Enzyms kann auf der
Basis der Enzymdosis in mg Protein (oder LU) pro Liter verglichen mit dem lipolytischen Stammenzym auge-
wertet werden. Waschdurchgange erfolgen in 150 ml-Bechern, die in ein Temperatur-geregeltes Wasserbad

gestellt werden. Die Becher werden mit dreickigen magnetischen Rihrstabchen gerihrt.

[0297] Die experimentellen Bedingungen lauten wie folgt:

Verfahren: 3 Zyklen mit Ubernachttrocknung zwischen jedem Zy-
klus

Waschflissigkeit: 1000 ml pro Becher

Stoffproben: 6 Stoffproben (3,5 x 3,5 cm, befleckt mit Schweinefett
gefarbt mit 0,75 mg Sudanrot/Gramm Schweinefett)
pro Becher

Waschmittel: Waschmittel |, pH eingestellt auf 10,2

Enzym-Konz.: 0,075, 0,188, 0,375, 0,75 und 2,5 mg Lipaseprotein
pro Liter

Zeit: 20 Minuten

Temperatur: 30°C
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Spllung: 15 Minuten in fliekendem Leitungswasser
Trocknung: Uber Nacht bei Raumtemperatur (~20°C; 30-50% rF)
Auswertung: nach dem 3. Waschen wurden die Reflexion bei 460

nm gemessen.
Auswertungen der Waschergebnisse

[0298] Dosis-abhangige Kurven werden fir das modifizierte lipolytische Enzym und flr das lipolytische Stam-
menzym verglichen. Die Dosis-abhangigen Kurven werden durch Anpassen der gemessenen Werte an die fol-
gende Gleichung errechnet:

DR = DRyjax c
: K +C%
4]

wobei DR die Wirkung ausgedriickt in Reflexionseinheiten ist

C die Enzymkonzentration ist (mg/l)

DR,... eine Konstante, die die maximale Wirkung ausdruckt, ist

K eine Konstante ist; K2 driickt die Enzymkonzentration aus bei der die Halfte der maximalen Wirkung erzielt
wird.

[0299] Basierend auf den charakteristischen Konstanten DRmax und K, die fiir jedes modifizierte lipolytische
Enzym sowie flir das lipolytische Stammenzym gefunden wurde, werden die Verbesserungsfaktoren errech-
net. Der Verbesserungsfaktor, definiert als:

Fimprove = Cparent/C (“)

drickt die Menge an modifiziertem Lipaseprotein aus, die bendtigt wird, um die selbe Wirkung zu erzielen wie
sie mit 0,25 mg/l des Referenz-Stammenzyms (C,,..,) erzielt wird.

[0300] Folglich lautet das Vorgehen zum Errechnen des Verbesserungsfaktors wie folgt:

1) Die Wirkung des Stammproteins bei 0,25 mg/l (DR ,.,) wurde anhand Gleichung (l) errechnet;
2) Die Konzentration des modifizierten lipolytischen Enzyms, die zu der gleichen Wirkung wie 0,25 mg/l
Stammenzym flhrt, wurde anhand der folgenden Gleichung errechnet:

C = (Kmodify . D p.arent) )2
| DRmax(modify) = DR parent)
| (I1D)

3) der Verbesserungsfaktor wurde anhand Gleichung (Il) errechnet.
Ein-Zyklus-Waschleistung

[0301] Ein-Zyklus-Waschdurchgange wurden in einem Temperatur-geregelten Terg-O-to-Meter (TOM) durch-
gefihrt.
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Verfahren: 1 Zyklus Waschen gefolgt von Trocknen auf der Leine

Waschflissigkeit: 100 ml pro Becher

Stoffproben: 7 Stoffproben (9 x 9 cm, befleckt mit Schweinefett ge-
farbt mit 0,75 mg Sudanrot/Gramm Schweinefett)

Wasser: 3,2 mM Ca2+/mg2+ (5: 1)

Waschmittel: 5 g/l inaktiviertes Ariel Futur™, naturlicher pH etwa
10,3 (kommerziell erhaltliche Charge Nr. 4279 B 23 :
35)

Lipase-Konzentrationen: 0, 1250, 12500 LU/

Zeit: 20 Minuten

Temperatur: 30°C

Spllung: 15 Minuten in fliekendem Leitungswasser

Trocknung: Uber Nacht bei Raumtemperatur (~20°C, 30-50% rF)

Auswertung: das fettige Material wird mittels Soxhlet-Verfahren,

extrahiert die Menge an fettigem Material wird gravi-
metrisch bestimmt.

BEISPIELE
BEISPIEL 1
Herstellung der Wildtyp-Humicola lanuginosa-Lipase in Hefe

[0302] Zur Expression der Humicola lanuginosa-Lipase in der Hefe Saccharomyces cerevisiae YNG318 wur-
de der Hefe-Expressionsvektor pJSO37 (siehe Abb. 8) wie in dem obigen Abschnitt Material und Methoden
beschrieben. pJSO37 umfasst die fir die Stammlipase, kodierende DNA-Sequenz und schlie3t DNA-Sequen-
zen ein, die fir das Signalpeptid und Propeptid (siehe Abb. 1) kodieren. Das Plasmid wurde in die Hefe mittels
Standardverfahren transformiert (vgl. Sambrooks et al., (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.
Aufl., Cold Spring Harbor). Die Hefe wurde wie in Material und Methoden zuvor beschrieben kultiviert.

Reinigung der in S. cerevisiae exprimierten H. lanuginosa-Lipase

[0303] Ammoniumacetat (92 g) wurde zum Fermentationsmedium (1400 ml) hinzugegeben, um eine 0,8 M
Ammoniumacetatlésung zu erhalten. Die Lé6sung wurde auf eine Toyopearl-Butylsaule (XK 16/10) gegeben.
Die Saule wurde mit 0,8 M Ammoniumacetat gewaschen und die Lipase in H,O bei einer Durchflussrate von 5
ml/min eluiert. 10 ml-Fraktionen wurden gesammelt und die Lipase-enthaltenden Fraktionen wurden gemafn
der Aktivitat in dem Standard-Lipasetitrationsassay gepoolt. Der Lipase-enthaltende Pool wurde gefiltert und
der pH wurde auf pH 7,6 eingestellt und auf eine Q-Sepharosesaule (HPQ XK 26/10) gegeben. Die Saule wur-
de mit 200 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 7,25 gewaschen und die Lipase wurde in einem linearen Gradienten von 0
bis 0,3 M NaCl in 400 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 7,25 bei einer Durchflussrate von 5 ml/min eluiert. 10 ml-Fraktionen
wurden gesammelt und die Lipase-enthaltenden Fraktionen wurden gemaf der Aktivitat in dem Standard-Li-
pasetitrations-Assay gepoolt. Der Lipase-enthaltende Pool wurde mit H,O verdinnt und auf eine 1 ml Mo-
noQ-Saule bei einer Durchflussrate von 1 ml/min gegeben. Die Saule wurde mit 30 ml H,O gewaschen und die
Lipase wurde in einem linearen Gradienten von 0 bis 0,25 M NaCl in 40 ml eluiert. Die Lipase wurde gemaf}
der Absorption bei 280 nm manuell gesammelt.

N-terminale Aminosauresequenzierung der in Hefe exprimierten H. lanuginosa-Lipase

[0304] Die N-terminale Aminosauresequenzierung wurde an der S. cerevisiae-exprimierten Lipase mittels
des 473A-Protein-Sequencers gemal den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

[0305] Wenn die N-terminale Aminosauresequenz der S. cerevisiae-exprimierten Lipase mit der N-terminalen
Aminosauresequenz derselben Lipase, die in A. oryzae exprimiert wird (wie beschrieben in EP 305 216) ver-
glichen wird, wurde ein Unterschied beobachtet, da der Hauptteil des in S. cerevisiae exprimierten Enzyms 5
Aminosaurereste mehr (SPIRR-) am N-Terminus enthalt (siehe Tabelle E1), welcher die entsprechende Infor-
mation flr die in A. oryzae exprimierte Lipase einschlieft.
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Tabelle E1
Expressionssystem ' | Fraktion enthaltend || Fraktion enthaltend
: SPIRR-EVSQ... EVSQ...
S. cerevisiae 75 % 25%
A. oryzae 0% 100 %

[0306] Wie man in der Tabelle sieht, ist ein Hauptteil der sezernierten, in S. cerevisiae exprimierten Lipase
um die finf Aminosauren SPIRR (vom Propeptid) verlangert. Die relative Menge an Enzym, die diese zusatz-
lichen Aminosaurereste enthalten, kann anhand der Ausbeuten an PTH-Aminosauren bei der Aminosaurese-
quenzierung ermittelt werden.

BEISPIEL 2
Entfernung des SPIRR-Peptids vom N-Terminus der in S. cerevisiae exprimierten H. lanuginosa-Lipase

[0307] Zu 4,5 mg der vorherigen gereinigten modifizierten (,SPIRR"-enthaltenden), in S. cerevisiae exprimier-
ten Lipase (in 1,8 ml 0,05 M NH,HCO,) wurden 50 mg Rindertrypsin (Sequenziergrad) hinzugefiigt und die Mi-
schung wurde bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert. Nach Inkubation wurde der tryptische Verdau durch Zugabe von
mehr als 50 mg Sojabohnen-Trypsininhibitor gestoppt.

[0308] Die Entfernung des N-terminalen SPIRR-Peptidanhangs wurde mittels N-terminaler Aminosaurese-
quenzierung festgestellt, wobei die Fraktion, die SPIRR enthielt, von 75% auf 13% reduziert war (siehe Tabelle
E2).

Tabelle E2
Behandlung gi)alk}{gxg i?éhaltend Fraktion enthaltend
| -EVSQ... EVSQ...
E;?Zer};a:cﬁg;icrte Lipase) 75 % 25 %
Egr;ig{ung 13% 87 %

[0309] Die milde Trypsinbehandlung verursachte keine internen Spaltungen in der modifizierten Lipase, da
keine internen Aminosauresequenzen mittels Aminosauresequenzierung festgestellt wurden. Ebenso war die
spezifische Aktivitat der Trypsin-behandelten Lipase vergleichbar mit der spezifischen Aktivitat der unbehan-
delten Lipase, was zeigt, dass die Trypsinbehandlung die Enzymaktivitat im Standard-Assay nicht beeinflusste
(siehe Tabelle E3).

Tabelle E3
Aktivitit | Spezifische Aktivitit
Probe . 4 Aago Aago/ Az (LU/ml) P (LU/Azs0)
Unbehandelt R ’ ' ' '
. 3890
(d.h. modifizierte Lipase) 23 : 18 9725 .
Trypsin-behandelt 22 | 18 9163 4127
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BEISPIEL 3

Herstellung der Wildtyp H. lanuginosa-Lipase in Aspergillus oryzae

[0310] Die Klonierung der Humicola lanuginosa-Lipase ist in EP 305,216 beschrieben, worin ebenfalls die Ex-
pression und Charakterisierung der Lipase in Aspergillus oryzae unter Verwendung des Expressionsplasmids
p960 beschrieben ist. Das Plasmid umfassts das fir die Humicola lanuginosa-Lipase kodierende Gen und die
fur den SPIRR-Peptidanhang kodierende DNA-Sequenz (welche ein Teil des Propeptid-kodierenden Teils des
Lipasegens ist). Die Expression der Wildtyp-Lipase in A. oryzae (Stamm IFO 4177) wurde im Wesentlichen wie
in WO 95/22615 beschrieben unter Verwendung eines Expressionsplasmid, das verglichen mit p960 leicht mo-
difiziert ist — vgl. WO 95/22615 — durchgefihrt.

Reinigung der in A. oryzae expirimierten Wildtyp-H. lanuginosa-Lipase

[0311] Der Fermentationsiiberstand von Aspergillus oryzae IFO 4177 wurde zentrifugiert und Zelltrimmer
wurden verworfen. Der Uberstand wurde (iber einen 0,45 m Millipore-Filter gefiltert.

[0312] AnschlieRend wurde der Uberstand mit 60% gesattigtem Ammoniumsulfat gefallt. Das Prazipitat wur-
de in Wasser geldst und festes Ammoniumacetat wurde in einer Endkonzentration von 0,8 M hinzugegeben.
Die Lésung wurde auf eine Butyl-Toyopearl-Saule gegeben, die mit 0,8 M Ammoniumacetat pra-aquilibriert
worden war. Das gebundene Enzym wurde mit einem Gradienten mittels Wasser und 50% Ethanol als eluie-
rende Wirkstoffe eluiert.

[0313] Die Fraktionen mit Enzymaktivitat wurden dann gepoolt und die Leitfahigkeit wurde auf niedriger als 5
mSi eingestellt und der pH wird auf 7,5 eingestellt.

[0314] Die Pools mit der Aktivitat wurden anschlielend auf eine Anionaustauschsaule (z. B. Highperformance
Q Sepharose® gegeben, die mit 25 mM Trisacetat-Puffer, pH 7,5, praaquilibriert worden war. Die gebundene
Aktivitat wurde mit einem linearen Salzgradienten eluiert, wobei derselbe Puffer und 0,5 M Natriumchlorid ver-
wendet wurden. Die Fraktionen mit hoher Lipaseaktivitat wurden gepoolt.

BEISPIEL 4
Konstruktion des Stamm-Humicola lanuginosa-Lipase-Expressionsvektors und Expression in E. coli

[0315] pSX92 (siehe Abb. 4) wurde mit Hind Ill geschnitten, mittels Klenow-Polymerase mit glatten Enden
versehen und dann mit Clal geschnitten. Das groRe Fragment wurde isoliert (A). pHLL (siehe EP 305,216,
Abb. 3 und Abb. 4) (umfassend die die Stammlipase kodierende DNA-Sequenz) wurde mit BamH1 geschnit-
ten, mit glatten Enden versehen und mit Xholl geschnitten. Das Fragment, das den reifen Teil des modifizierten
Lipasegens enthielt, wurde isoliert (B).

[0316] A und B wurden mittels eines synthetischen Linkers (KFN 575/576), welcher fur die letzten 5 Amino-
sauren im Subtilisin-309-Signal, fusioniert mit den ersten vier Aminosauren der reifen Lipase, kodiert, zusam-
men ligiert. Das letzte Nukleotid ,A" im oberen Strang veranderte die Xholl-Stelle im reifen Lipasegen in eine
Bgl ll-Stelle.

Synthetischer Linker

KFN 575/576: 5’ —CGATCGCATCGGCTGCTGAGGTCTCGCAA—3’
A 3-TAGCGTAGCCGACGACTCCAGAGGCTTCTAG-5"

[0317] Das erhaltene Plasmid (pSX167) umfasste die fiir die reife Lipase kodierende DNA-Sequenz. pSX167
wurde mit Pme | und Bam H1 geschnitten und das Fragment, das die Subitilisin-309-Signalsequenz-Lipasefu-
sion und den SS-Terminator enthielt, wurde isoliert (1769 bp). Dieses Fragment wurde in Hinc [I-Bam H1 ge-
schnittenen pUC19 ligiert, wodurch pSX578 entstand.

[0318] Die fir die reife Lipase kodierende DNA bis zur Bst Xl (von pSX167, 654 bp) wurde an die Achromo-

hacter lyticus-Protease |-Signalsequenz (siehe Abb. 3) von Sph | mittels des PCR-Verfahrens fusioniert (,Spli-
cing by Overlap Extension", Horton et al., (1989), Gene).
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[0319] Das Plasmid (pSX578) (siehe Abb. 5) wurde mit Sph | und Bst XI geschnitten und die zuvor erwahnte
PCR-DNA wurde eingefligt (Abb. 6). Das erhaltene Plasmid pSX581 (siehe Abb. 7) wurde in E. coli W3110
laclf transformiert. Nach Wachstum in Schittelflaschen fiir 72 Stunden in LB-Medium enthaltend 0,4% Lactose
bei 30°C produzierte der erhaltene Stamm nicht-glycosylierte Lipase mit derselben spezifischen Aktivitat wie
das normal glycosylierte Stamm-Lipase-Enzym.

BEISPIEL 5

Konstruktion der H. lanuginosa-Lipase mit Peptidanhang in E. coli

[0320] Das pSX581-Plasmid (siehe Abb. 7) wurde mit Bglll/Hindlll verdaut und das Vektorfragment wurde
aus einem Agarosegel mittels Standardverfahren gereinigt.

[0321] Eine PCR-Reaktion wurde mit den folgenden Primern mittels pSX581 als Matrize durchgefihrt:

SPIRR-Primer; Primer 1 (SEQ ID NR. 3)

S"~AA CAG ATC TTG CGA GAC CTC TCT ACG TAT AGG GCT AGC GAG CGC
GGC GCT GAT CG-3' (55-mer)

PCR-Primer; Primer 2 (SEQ ID NR. 4)
GTTGTGTGGAATTGTGAGCGG (21-mer)

[0322] Das erhaltene 300 bp-Fragment wurde Uber Spin100-Saulen gereinigt und mit Bglll/Hindlll verdaut
und nochmals Spin 100-gereinigt. Das Fragment wurde an das obige Vektorfragment ligiert. Das erhaltene
Plasmid wurde pJS0215 genannt und zum Transformieren von E. coli W3110 lacl® verwendet. Von einem
Transformanden wurde eine Plasmidpraparation hergestellt und die DNA sequenziert, um die Einfugung des
SPIRR-Peptidanhangs zu verifizieren.

BEISPIEL 6

Konstruktion und Expression des modifizierten lipolytischen Enzyms aus H. lanuginosa (HLv9s) in Aspergillus
oryzae JaL125

[0323] Ein N-terminaler Peptidanhang wurde an das lipolytische Stammenzym aus H. lanuginosa (DSM
4109) mit der Aminosaure- bzw. DNA-Sequenz, die aus der EP 305 216 ersichtlich ist und zusatzlich die fol-
genden Mutationen D57G, N94K, D96L, Q249K in seinem reifen Teil (eingefugt durch herkdmmliche zielge-
richtete Mutagenese) in der DNA-Sequenz (EP 305 216) enthalt, angehangt. Der Peptidanhang SPIRPRP wur-
de an den N-Terminus des Stammenzyms wie folgt angehangt:

Konstruktion von plVI220

[0324] Das Plasmid wurde mit Hilfe des ,Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis Kit" von
Strategene gemal dem beschriebenen Protokoll konstruiert.

[0325] pHL296 wurde als Plasmidmatrize verwendet. Das Plasmid enthalt das fur das lipolytische H. lanugi-
nosa-Enzym kodierende Gen mit den zuvor erwadhnten Mutationen (D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R), das
in pHD464 kloniert ist.

[0326] Primer Nr. 7258 wurde als Selektionsprimer verwendet.
7258: 5'p (jaa tga ctt ggt tga cgc gtc acc agt cac 3’ (SEQIDNR. 79)

(Damit wurde die im Ampicillin-Resistenzgenz gefundene und zum Schneiden verwendete-Scal-Stelle in eine
Mlul-Stelle umgewandelt).

[0327] Primer Nr. 7770 wurde als Selektionsprimer verwendet.

49/106



DE 696 33 825 T2 2005.11.10

7770+ 5'p tct agc cca‘gaa tabc. tgg atc aaa tc 3’ (SEQIDNR. 80)

(Verandert die in dem H. lanuginosa-Lipasegen gefundene Scal-Stelle, ohne die Aminosauresequenz zu ver-
andern).

[0328] Primer Nr. 8479 wurde als Mutageneseprimer verwendet.

[0329] 8479: 5'p gcg tgg acg gcece ttg get age cct att cgt cct cga ccg gtc tcg cag gat ctg 3' (SEQ ID NR. 81)
(ersetzt das Propeptid und das N-terminale E1 des H. lanuginosa-Stammenzyms (SPIRRE durch SPIRPRP).

Konstruktion von plV1245

[0330] Das Plasmid wurde mit Hilfe des ,Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis Kit" von
Strategene (Kat.-Nr. 200509) gemaf dem beschriebenen Protokoll konstruiert.

[0331] plVI220 wurde als Plasmidmatrize verwendet und Primer Nr. 7887 als Selektionsprimer (verandert die
eingefuhrte Mlul-Stelle, die im Ampicillin-Resistenzgen gefunden und zum Schneiden verwendet wurde, in
eine Scal-Stelle).

7887: 5’p-gaa tga ctt ggt tga gta ctc acc agt cac 3’ (SEQIDNR.77).

[0332] Primer Nr. 8932 wurde als Mutageneseprimer verwendet (8932: 5'p-g aac tgg ata gga aat ttg aag ttc
ctg ttg aaa gaa ata aat gac 3' (SEQ ID NR. 78)) (dadurch Andern des M97 zuriick in L97 als Wildtyp, wobei die
zwei Mutationen N94K und D96L nach wie vor beibehalten werden).

2 Konstruktion des A. oryzae-Expressionsplasmids pCaHj483

[0333] pCaHj483 ist in Abb. 9 dargestellt. Es setzt sich aus den folgenden Fragmenten zusammen:
a) Vektor pToC65 (WO 91/17243), geschnitten mit EcoRI und Xbal.
b) Ein 2,7 kb Xbal-Fragment aus A. nidulans, welches das amdS-Gen tragt (C. M. Corrick et al., (1987),
Gene 53, S. 63-71). Das amdS-Gen wird als Selektionsmarker fir Transformationen in Pilzen verwendet.
Das amdS-Gen wurde so modifiziert, dass die BamHI-Stelle, die Ublicherweise in dem Gen vorhanden ist,
zerstort wird. Dies erfolgte durch Einfihrung einer stillen Punktmutation mit Hilfe des Primers 3: AG-
AAATCGGGTATCCTTTCAG (SEQ ID NR. 6)
c¢) Ein 0,6 kb EcoRI/BamHI-Fragment, das den A. niger-NA2-Promotor, fusioniert an ein 60 bp-DNA-Frag-
ment der Sequenz, die fur das 5'-untranslatierte Ende der mRNA des A. nidulans tpi-Gens kodiert, tragt.
Der NA2-Promotor wurde aus dem Plasmid pNA2 (EP 383 779) isoliert und an die 60 bp-tpi-Sequenz mittels
PCR fusioniert. Der Primer (Primer 4 SEQ ID NR. 14), der fir die 60 bp-tpi-Sequenz kodiert, weist die fol-
gende Sequenz auf:

57 - |
GCTCCTCATGGTGGATCCCCAGTTGTGTATATAGAGGAT TGAGGAAGGAAGAGAAGTG
 TGGATAGAGGTAAATTGAGTTGGAAACTCCAAGCATGGCATCCTTGC-3"

d) Ein 675 bp-Xbal-Fragment, das den A. niger-Glucoamylase-Transkriptionsterminator tragt. Das Frag-
ment wurde aus dem Plasmid pICAMG/Term (EP 238 023) isoliert.

[0334] Die BamHI-Stelle des Fragments c) wurde tber den pIC19R-Linker (BamHI bis Xbal) vor den Trans-
kriptionsterminator auf Fragment d) mit der Xbal-Stelle verbunden.

Konstruktion des HLv9s-Expressionsplasmids pCaHj485

[0335] Das Plasmid pJVi245 wurde mit BamH | und Sal | geschnitten, und das erhaltene 904 bp-Fragment,
das fur das lipolytische Enzym aus HLv9s kodiert, wurde isoliert. pCaHj483 wurde mit BamH | und Sal | ge-
schnitten, und das grof3e Vektorfragment (6757) wurde an das HLv9s-Fragment ligiert. Die Ligationsmischung
wurde zum Transformieren von E. coli-DH5a-Zellen verwendet, und eine Transformante, die das erwartete
Plasmid tragt, wurde isoliert. Das Plasmid wurde pCaHj485 genannt.
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3. Transformation von pCaHi 485 in JaL125

[0336] Aspergillus oryzae JaL125 ist der in der alkalischen Protease deletierte Stamm Aspergillus oryzae IFO
4177, wurde mit pCaHj 485 mittels Selektion auf Acetamid, wie in dem Patent EP 0 531 372 beschrieben,
transformiert. Die Transformanten wurden zweimal einer Sporen-Reisolierung unterzogen. Die Sporen der
zweiten Reisolierung jeder Transformanten wurden verwendet, um 200 pl YPM (1% Hefeextrakt, 2% Pepton,
2% Maltose) in 96-Well-Mikrotiterplatten anzuimpfen. Die YPM-Kulturen wurden fir 4 Tage bei 34°C wachsen
gelassen, und die besten Produzenten wurden mittels eines p-Nitrophenylbutyrat-Assays selektiert:
Stammldsung: 18 pl p-Nitro-phenylbutyrat wurden in 1 ml Isopropanol geldst.

Arbeitslosung: 0,1 ml der Stammlésung wurde mit 10 ml 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM CaCl, gemischt.

[0337] Assay: 1 pl des YPM-Uberstands wurde mit 200 pl der Arbeitslésung in 96-Well-Mikrotiterplatten ge-
mischt, und die Farbentwickelung wurde bei 450 nm mittels eines ELISA-Readers gemessen.

[0338] Eine Transformante wurde fir die Tankfermentation ausgewahlt.
4 Tankfermentation von JalL 125/pCaHj 485

[0339] Die Fermentation erfolgte als eine Zufuhr-Chargen-Fermentation bei einer konstanten Mediumtempe-
ratur von 34°C und einem Ausgangsvolumen von 1,2 Litern. Der Ausgangs-pH des Mediums wurde auf 6,5
eingestellt. Nachdem der pH auf 7,0 angestiegen war, wurde dieser Wert durch die Zugabe von 10% H,PO,
beibehalten. Die Menge an geléstem Sauerstoff im Medium wurde durch Verandern der Riuhrgeschwindigkeit
und durch Verwenden einer festen Beluftungsrate von 1,0 Liter Luft pro Liter Medium pro Minute kontrolliert.
Die Nahrstoff-Zufuhrrate wurde wahrend der gesamten Zufuhr-Chargen-Phase auf einem konstanten Niveau
gehalten.

[0340] Das Chargen-Medium enthielt Maltosesirup als Kohlenstoffquelle, Harnstoff und Hefeextrakt als Stick-
stoffquelle und eine Mischung von Spurenelementen und Salzen. Die Nahrstoffe, die kontinuierlich wahrend
der Zufuhr-Chargen-Phase zugefligt wurden, enthielten Maltosesirup als Kohlenstoffquelle, wahrend der He-
feextrakt und der Harnstoff zugefiigt wurden, um eine ausreichende Versorgung mit Stickstoff sicherzustellen.

5 Reinigung des modifizierten lipolytischen Enzyms

1) Der Fermentationsiberstand wurde Uber einen Millipore-Filter Kat.-Nr. AP2504700 Filtertyp AP25 gefil-
tert.

2) Der Fermentationsuberstand wurde noch einmal tber den Sterilfilter des Millipore-Membran-Typs GS
0,22 pym gefiltert.

3) Der Fermentationsuberstand wurde anschlieBend durch Zugabe von festem Ammoniumacetat auf 0,8 M
Ammoniumacetat eingestellt.

4) Hydrophobe Chromatografie auf TSK gel Butyl-Toyopearl 650. Eine 50 ml-Saule wurde mit der Butyl-To-
yopearl-Matrix gepackt. Die Saule wurde gewaschen und mit 0,8 M Ammoniumacetat aquilibriert. Ein Liter,
mit Ammoniumacetat eingestellter Fermentationsiberstand wurde anschlieend auf die Butyl-Saule aufge-
tragen. Die Saule wurde mit 0,8 M Ammoniumacetat gewaschen, bis das gesamte nicht gebundene Mate-
rial herausgewaschen worden war. Das gebundene Material wurde anschlieBend mit Wasser und 50%
Ethanol schrittweise eluiert. Die Fraktionen wurden gesammelt und mit Hilfe eines Standard-LU-Assays auf
Lipaseaktivitat analysiert. Die Lipaseaktivitat-enthaltenden Fraktionen wurden gepoolt und verdinnt, um die
Leitfahigkeit des Pools unter 4 mSi und den pH auf 8,5 einzustellen.

5) Anionenaustausch-Chromatographie auf High-Performance-Q-Sepharose (Pharmacia, Code-Nr.
17-1014-01). Eine 50 ml-Saule wurde gepackt und mit 50 mM Boratpuffer pH 8,5 gewaschen. Der Lipase-
aktivitat-enthaltende Pool wurde anschlief3end auf die High-Performance-Q-Sepharose-Saule aufgebracht.
Ungebundenes Material wurde mit dem Boratpuffer pH 8,5 gewaschen. Die gebundene Aktivitdt wurde
dann mit einem linearen Gradienten mittels Boratpuffer enthaltend 1 M Natriumchlorid pH 8,5 eluiert. Die
Fraktionen wurden gesammelt und auf Lipaseaktivitat getestet. Die Lipaseaktivitadtenthaltenden Fraktionen
mit einem Verhaltnis der UV-Absorption bei A280 und A260 gréRer als 1,7 wurden gepoolt.

BEISPIEL 7
3-Zyklus-Waschleistung der H. lanuginosa-Lipase mit einem Peptidanhang

[0341] Die Waschleistung der in EP 305 216 beschriebenen Humicola lanuginosa-Lipase und Varianten da-
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von (d. h. erfindungsgemafie modifizierte lipolytische Enzyme) wurde an Hand des 3-Zyklus-Waschleistungs-
tests (beschrieben im Abschnitt Materiali und Methoden zuvor) an Baumwollstoffproben, die mit rot eingefarb-
tem Schweinefett beschmutzt waren, in einem Modellwaschsystem bei 30°C, bei einer konstanten Temperatur
fur 20 Minuten getestet. Die Tests wurden bei Lipasekonzentrationen von 0, 0,075, 0,188, 0,375, 0,75, 2,5 mg
Enzymprotein pro Liter durchgefuhrt.

[0342] 4,2 g/l einer pulverférmigen Waschmittelzusammensetzung europaischen Typs (wie zuvor beschrie-
ben) wurde in dem Test verwendet. Das Waschmittel enthielt vor der Zugabe der erfindungsgemafen modifi-
zierten Lipase keine Enzyme. Das Waschmittel wurde in etwa 18°dH hartem (Deutsche Harte) Wasser gel6st.
Der pH der Waschflissigkeit lag bei etwa 10. Sechs Stoffproben wurden in 100 ml der Waschflissigkeit gewa-
schen. Im Anschluss an das Waschen wurden die Stoffproben unter flieRendem Leitungswasser fiir 15 Minuten
gespult und dann tber Nacht bei Raumtemperatur luftgetrocknet.

[0343] 3 Waschzyklen mit Ubernachttrocknung zwischen jedem Waschzyklus wurden durchgefiihrt.

[0344] Nach dem dritten Waschzyklus wurde die Leistung der erfindungsgemafen modifizierten Lipase und
der in Aspergillus oryzae exprimierten Stammlipase untersucht. Dies erfolgte durch Errechnen des Verbesse-
rungsfaktors (f; ), wie zuvor beschrieben.

improve

[0345] Die Ergebnisse dieser Tests sind in Tabelle E4 unten dargestellt.

Tabelle E4

. N-terminales 3-Zyklen fimprove
Lipase +/- SPIRR (Verbesserungsfaktor)
Stammlipase (exprimiert in 4. oryzae) - 1,0 (Bezugswert)
Modifizierte Lipase (exprimiert in Hefe) + 22
Modifizierte Lipase (exprimiert in Hefe) : 0 6 :
(Trypsin-behandelt) T : A
Variante der Stammlipase (HLvls) + ‘ 93
(exprimiert in Hefe) . ' ’
Variante der Stammlipase (HLv1) = ' 18
(exprimiert in 4. oryzae) B L7
Stammlipase (exprimiert in E. coli) B , 1,0
Modifizierte Lipase (expnmlert in E. colz) + ' 90
(+SPIRR) ' : ’
Modifizierte Lipase (exprimiert in + ‘ 21
Hansenula) . . ’

[0346] In Tabelle E4 kann man sehen, dass der Peptidanhang (d. h. SPIRR), der an den N-Terminus der Hu-
micola lanuginosa-Stammlipase angehangt worden ist, die Waschleistung mindestens verdoppelt.

BEISPIEL 8
Ein-Zyklus-Waschleistung von modifizierten H. lanuginosa-Lipasen mit einem Anhang
[0347] Der Ein-Zyklus-Waschleistungstest (zuvor beschrieben in dem Abschnitt Material und Methoden) wur-
de mit Humicola lanuginosa-Lipasevarianten der Tabelle M1 mit und ohne den SPIRR-Peptidanhang in 5 g/l
an Enzym-inaktiviertem Ariel™ Futur (Procter & Gamble) durchgefiihrt. Die Tests wurden bei Lipasekonzent-

rationen von 0, 1250, 12500 LU/l durchgefunhrt.

[0348] Das Waschmittel wurde in etwa 18°dH hartem (Deutsche Harte) Wasser geldst. Der pH der Wasch-
flissigkeit betrug etwa 10,3.
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[0349] Die Mengen an Soxhlet-extrahiertem fettigem Material, die von dem Stoff entfernt wurden, sind in der

Tabelle unten gezeigt. Die entsprechenden Lipasevarianten mit und ohne Peptidanhang sind paarweise auf-
gelistet.

Tabelle M5

. . % %
Lipasevariante SI-"-I/I-{R Dri;:idenrfgg Scl;:;;ir;sfett Ddg?:ring Sc};ﬁi}:ﬁfw
HLv2s SPIRR 1250 LU 12,5 | 12500 LUN nb
HLv2 | - | 1250LUN 1,7 | 12500 LUA 6,0
HLv3s SPIRR 1250 LU/ 8,9 12500LU/M | 33,9
HLv3 : - 1250 LU/ 4,6 12500 LU/ 6,9
HLv4s SPIRR 2500 LU/ 26,5 12500 LU/ 47,6
HLv4 - | 025mg1 1 12500 LU/ 26
HLvls - SPIRR 1250 LU/1 12,8 12500 LU/ 45
HLvl - | 1250LUN 1,8 12500 LU/ 72
HLv5s SPIRR 1250 LU/ 11,4 12500 LU/ 36,5
HLvS - | 1250LUn 1 12500 LU/L 10,6
HLv8s SPIRR 1250 LU/ 45 12500 LU/I nb
HLv8 - 1250 LU/ 0 12500 LU/ - 1

nb nicht bestimmt

[0350] Die obigen Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Lipasevarianten mit Peptidanhang eine signifikant

verbesserte Ein-Zyklus-Waschleistung aufweisen im Vergleich zu der entsprechenden Lipasevariante ohne ei-
nen Peptidanhang.

BEISPIEL 9
Zielgerichtete Mutagenese des N-terminalen Anhangs der H. lanuginosa-Lipase

[0351] Mutationen in der Hunicola lanuginosa-Lipase mit einem SPIRR-N-terminalen Anhang wurden mittels
des in dem Abschnitt Material und Methoden zuvor beschriebenen Verfahrens durchgefuhrt.

[0352] Zuerst wurde das die Lipase kodierende Gen in das Plasmid pHD414 eingefligt. Die Scal-Stelle des
Ampicillin-Gens von pHD414 wurde anschlieRend in eine Mlul-Stelle umgewandelt. Anschlielend wurde die
einzige in dem Lipase-Gen vorhandene Scal-Stelle entfernt.

[0353] Die gewinschte Mutation (d. h. SPIRPRP) wurde in den N-Terminus des Lipase-Gens durch Anhan-
gen des folgenden Oligos umfassend die gewlinschte Mutation eingeflihrt:

Oligo 8479 (SEQ ID NR. 5)

5’-P GCG TGG ACG GCC TTG GCT AGC CCT ATT CGT CCT CGA CCG GTC
TCG CAG GAT CTG-3’ ' ‘ '

[0354] Dadurch entstand ein H. lanuginosa-Lipase-Gen mit einem N-terminalen SPIRPRP-Peptidanhang.
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BEISPIEL 10

Konstruktion N-terminaler Anhange durch Zufallsmutagenese

[0355] An dem Teil der DNA-Sequenz, die fiir den N-terminalen Anhang SPIRPRP, angehangt an den ersten
Aminosaurerest des reifen, lipolytischen H. lanuginosa-Enzyms (erhaltlich von DSM 4109) kodiert und die die
folgenden weiteren Mutationen: D57G + N94K + D96L + L97M + Q249R in ihrem reifen Teil enthalt, wurde eine
Zufallsmutagenese-Behandlung durchgefiihrt. Die Mutationen im reifen Teil des lipolytischen Stammenzyms
wurden anhand PCR-vermittelter zielgerichteter Mutagenese durchgefiihrt, wobei geeignete Primersequenzen
mittels der in WO 95/26215 beschriebenen Verfahren verwendet wurden. Der Peptidanhang SPIRPRP wurde
wie in Beispiel 9 beschrieben angehangt.

[0356] Das Schema des Nukleotid-,Doping" der SPIRPRP-Kodons lautete wie folgt:

Oligo 1: 5'-GCG TGG ACG GCC TTG TGCC 86(T/A) 66(A/T) 58(T/A) 67(T/A) 66(T/A) 575 66(T/A) GAG GTC
TCG CAG GAT CTG-3' (57-mer) (SEQ ID NR. 82), wobei sich die Nummern darauf beziehen welche der fol-
genden Flaschen verwendet werden sollen.

Flasche 5: 80% A; 6,66% C; 6,66% G og 6,66% T.

Flasche 6: 80% C; 6,66% A; 6,66% G og 6,66% T.

Flasche 7: 80% G; 6,66% A, 6,66% C og 6,66% T.

Flasche 8: 80% T, 6,66% A; 6,66% C og 6,66% G.

[0357] Ein Zweischritt-PCR-Reaktionsprotokoll wurde verwendet: Der erste Schritt wurde mit dem obigen Pri-
mer als 5'-Primer und mit dem Primer 2056 (5'gca cgt aat gtt tgt acc 3') als 3'-Primer durchgefiihrt, wobei
pHL296 als Plasmidmatrize verwendet wurde. Das Produkt der ersten PCR-Runde wurde in einer neuen PCR
mit 4699 (5'cgg tac ccg ggg atc cac 3') als 5'-Primer (um die BamHI-Stelle und den ersten Teil der kodierenden
Sequenz einzufiihren) und mit dem PCR-Produkt als 3'-Primer unter Verwendung derselben Matrize verwen-
det. Das entstehende Produkt wurde auf einer Spin-100 (von Clontech Lab., Inc.) gereinigt und mit BamHI und
Pvull geschnitten. Das entstehende DNA-Fragment wurde mit Spin-X (Costar) aus einem Agarosegel gereinigt
und in den Hefe-Expressionsvektor pJSO37, der das Gen fir das lipolytische H. lanuginosa-Enzym aus
pHL296, kloniert als ein BamHI-Xbal-Fragment; geschnitten mit BamHI und Pvull, enthalt, ligiert. Die entste-
hende DNA wurde unter Verwendung des herkémmlichen Verfahrens in DH10/DH12-E. coli-Zellen (GibcoBRG
Lifetechnologies) elektrotransformiert.

[0358] Nach Transformation in E. coli und Amplifizierung wurde das Plasmid gereinigt und in S. cerevisiae
YNG 318 transformiert. Die erhaltenen S. cerevisiae-Zellen wurden auf gute Leistung hin in dem alternativen
Lipase-Filter-Assay, enthaltend ein Waschmittel (3 g/l an PCS), durchgemustert. Die positiven wurden sequen-
ziert und enthielten erwiesenermalien die Peptidanhange, die aus Tabelle 1 im Abschnitt Material und Metho-
den ersichtlich sind (identifiziert als HLv10s1-10).

[0359] Die Ein-Zyklus-Waschleistung von jedem der HL10s1-6 wurde wie in dem Abschnitt Material und Me-
thoden zuvor beschrieben (Ein-Zyklus-Waschleistung) bei einer Temperatur von 30°C und unter Verwendung
von 5 g/l an inaktiviertem Ariel Futur als Waschmittel getestet. Die Mengen an fettigem Material, das von jedem
der modifizierten Enzyme entfernt wurde, sind unten gezeigt:

. . Niedrige % Schweinefett Hohe % Schweinefett
L.lp asevariante Dosierung’ entfernt Dosierung entfernt
HLv10s1 1250 LU/ 26 12500 LU/ 54
HLv10s2 1250 LU/ 22 12500 LU/ 53
HLv10s3 1250 LU/ 34 12500 LU/ 55
HLv10s4 1250 LU/ 33 12500 LU/ 55
HLv10s5 1250 LU/ 23 12500 LU/L 47
HLv10s6 1250 LU/ 30 12500 LU/ 53
HLv10s11 1250 LU/ 5 12500 LU/ 27
HLv10s12 - - 12500 LU/ 15,8
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HLvlls 1250 LU/ - 21 12500 LU/1 51

[0360] Als Tendenz war zu erkennen, dass die Varianten mit der besten Leistung in dem N-terminalen Anhang
mehr positiv geladene Aminosauren aufwiesen.

[0361] Analog dazu wurde eine Zufallsmutagenese an dem N-terminalen Anhang RP RP RP RP, der an die
H. lanuginosa-Lipasevarianten E1*, D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R plus weitere Varianten angehangt wor-
den war, durchgeflhrt. Das Schema fur das Nukleotid-,Doping" der RP RP RP RP-Kodons lautete wie folgt:

Oligo 2: 5’ ~GTC TCT GCG TGG ACG GCG GCG CCA CCT CCA 67(T/A
66(T/A) 575 66 (T/A) 67(T/RA) 66 T/A) 575 66 (T/A) '

(6/7) (7/8) (C/G) 57(C/G) C57(5/7)5(C/G) CTG TTT AAC CAG TTC
AAT CTC-3’ (93-mer) (SEQ ID NR. 82) -

Flasche 5: 80% A, 6,66% C; 6,66% G og 6,66% T.
Flasche 6: 80% C; 6,66% A; 6,66% G og 6,66% T.
Flasche 7: 80% G; 6,66% A; 6,66% C og 6,66% T.
Flasche 8: 80% T, 6,66% A; 6,66% C og 6,66% G.

[0362] APPP wird in den N-Terminus von Zufalls-mutagenisiertem RPRPRPRP und vor das Signalpeptid an-
gehéangt, um den N-terminalen Anhang gegen proteolytischen Abbau zu schitzen. Dies kann auch nicht erfor-
derlich sein. E1 wurde deletiert, um eine negativ geladene Aminosaure zu entfernen. Die Aminosduren an den
Positionen 2 bis 5 der reifen H. lanuginosa-Lipase-Sequenz wurden ebenfalls mutagenisiert, um verbesserte
Mutanten in diesem nicht-strukturellen Teil der Lipase aufzufinden. Ansonsten erfolgt das Verfahren wie oben
fur die Zufallsmutagenese von SPIRPRP festgehalten. Die folgenden N-terminalen Peptidanh&nge wurden er-
halten:

Ala-Pro-Pro-Pro-Arg-Pro-Arg-Leu-Leu-Pro-lle-Ser (APPPRPRLLPIS) (zuséatzlich zu dem deletierten E1-Rest
tragt diese Variante die zusatzliche Mutation D5E in ihrem nicht-strukturellen N-terminalen, Teil des reifen En-
zyms).

Ala-Pro-Pro-Pro-Thr-Arg-GiIn-Arg-GIn-Ser-Pro (APPPTRQRQSP) (zusatzlich zu dem deletierten E1-Rest tragt
diese Variante die zusatzlichen Mutationen V2L, S3T und D5V in ihrem nicht-strukturellen N-terminalen Teil
des reifen Enzyms).

Ala-Pro-Pro-Pro-Arg-Thr-lle-Pro-Arg-Ser-Ser-Pro (APPPRTIPRSSP) (zuséatzlich zu dem deletieren E1-Rest
tragt diese Variante die zusatzlichen Mutationen V2L, S3R und D5E in ihrem nicht-strukturellen N-terminalen
Teil des reifen Enzyms).

Ala-Pro-Pro-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro  (APPPRPRPRPRP) (zusatzlich zu dem deletierten
E1-Rest tragt diese Variante die zusatzlichen Mutationen V2G und D5E in ihrem nicht-strukturellen N-termina-
len Teil des reifen Enzyms).

Ala-Pro-Pro-Pro-Arg-Thr-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Ser (APPPRTRPRPRS) (zuséatzlich zu dem deletierten
E1-Rest tragt diese Variante die zuséatzlichen Mutationen V2GL; S3T, Q4P und D5E in ihrem nicht-strukturellen
N-terminalen Teil des reifen Enzyms).

Ala-Pro-Pro-Pro-Lys-Ala-Ser-Pro-Arg-Gin-Arg-Pro  (APPPKASPRQRP) (zuséatzlich zu dem deletierten
E1-Rest tragt diese Variante die zusatzlichen Mutationen V2GL, D5Q und L6M in ihrem nicht-strukturellen
N-terminalen Teil des reifen Enzyms).

BEISPIEL 11
Konstruktion von Ps cepacia-Lipasevarianten umfassend Peptidanhange

[0363] Ein Lipasegen aus Pseudomonas cepacia SB10, DSM 3959, beschrieben in WO 89/01032 (von Novo
Nordisk A/S), kurzlich neu klassifiziert als Burkholderia cepacia, wurde kloniert und die Temperatur-induzier-
bare Expression der Lipase in Escheria coli wurde unter Verwendung des Plasmids pAHEZ2 erhalten. Der
Stamm SJ1503 ist E. coli JA221, der pAHEZ2 enthalt.

[0364] Zur Konstruktion von Vektoren, die variante Lipasen mit N-terminalen Verlangerungen exprimieren,
machte man sich zwei einzeln vorkommende, in pAHE2 vorhandene Restriktionsschnittstellen zu Nutze, eine
einzeln vorkommende BstXI-Stelle; etwa 9 Kodons in der fir das Lipase-Signalpeptid kodierenden Sequenz,
und eine einzeln vorkommende Mlul-Stelle, etwa 7 Kodons strangabwarts von der prozessierenden Stelle, d.
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h. am Anfang der Sequenz fur die reife Lipase.

[0365] Die PCR-Primer wurden so gestaltet, dass sie eine Amplifizierung Uber diese Region erlauben, wobei
die stromaufwarts von der Mlul-Stelle lesenden Primer Sequenzen umfassen, die fur die N-terminalen Verlan-
gerungen kodieren. Alle Primer hatten an ihren duRersten 5'-Enden EcoRI-Stellen eingebaut.

[0366] Die folgenden Sequenzen wurden ausgewahlt, um die N-terminalen Verlangerungen zu kodieren:

1) SPIRPREP |
AGC CCG ATC CGC CCG CGC CCG

2) TAIRPRK :
ACG GCG ATC CGC CCG CGC AAG

3) STRRPRP »
TCG ACG CGC CGT CCG CGC CCG

4) GPIRPRP T |
© GGC CCG ATC CGC CCG CGC CCG

5) S PIRR :
AGC CCG ATC CGC CGG

6) RP RP R P R'P
CGC CCG CGT CCC AGG CCG CGT CCG

[0367] Die folgenden Primer wurden verwendet:
LWN9476 (SEQ ID NR. 7) (stromabwarts von BstXI lesend
5/ ~CGAATTCGATGCGTTCCAGGGTGGTGGCAGG-3"
LWN9472 (SEQ ID NR. 8) (stromaufwarts von Mlul lesend, gestaltet zum Einbau von SPIRPRP)
57 -

CGAATTCACGCGTCGCCGCGTAGCCAGCGGCCGGGCGCGGGCGGA’I‘CGGGCTGGGCGCGGT
GGCCGCCATTGCC-3’

LWN9473 (SEQ ID NR. 9) (stromaufwarts von Mlul lesend, gestaltet zum Einbau von TAIRPRK)
5-

GAATTCACGCGTCGCCGCGTAGCCAGCGGCCTTGCGCGGGCGCATCGCCGTGGGCGCGGTG
GCCGCCATTGCC- 37,

LWN9471 (SEQ ID NR. 10) (stromaufwarts von Mlul lesend, gestaltet zum Einbau von STRRPRP)
5’

CGAATTCACGCGTCGCCGCGTAGCCAGCGGCCGGGCGCGGACGGCGCGTCGAGGGCGCGGT :
- GGCCGCCATTGCC~ 3 !
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LWN9474 (SEQ ID NR. 11) (stromaufwarts von Mlul lesend, gestaltet zum Einbau von. GPIRPRP)

57~ . . :
CGAATTCACGCGTCGCCGCGTAGCCAGCGGCCGGGCGCGGGCGGATCGGGCCGGGCGCGGT

GGCCGCCATTGCC- 37

LWN 9475 (SEQ ID NR. 12) (stromaufwarts von Mlul lesend, gestaltet zum Einbau von SPIRR)

57— ; e
CGAATTCACGCGTCGCCGCGTAGCCAGCGGCCCGGCGGATCGGGCTGGGCGCGGTGGCCGC

CATTGCC-3'

LWN 9470 (SEQ ID NR. 13) (stromaufwarts von Mlul lesend, gestaltet zum Einbau von RPRPRPRP)

57— o , .
CGAATTCACGCGTCGCCGCGTAGCCAGCGGCCGGACGCGGCCTGGGACGCGGGCGGGGCGC

GGTGGCCGCCATTGCC 3’

[0368] Fur die PCR-Amplifizierungen wurde der Primer LWN9476 in Kombination mit jedem der Primer
LWN9470 bis LWN9475, mit pAHE2 als Matrize, verwendet. Die Annealing-Temperatur betrug 70°C und die
Reaktionen wurden in Anwesenheit von 2% DMSO durchgefihrt; ansonsten wurden Standardbedingungen
und Taq™-Polymerase verwendet.

[0369] Die amplifizierten Fragmente wurden aus 2%igen Agarosegel gereinigt, mit BstXl und Mlul geschnit-
ten, an das aus pAHEZ2 erhaltene 7,1 kb BstXI-Mlul-Fragment ligiert, und die Ligationsmischung wurde verwen-
det, um E. coli SJ6 zur Ampicillin-Resistenz mittels Elektroporation zu transformieren. Die Transformanten wur-
den auf LB-Platten mit Ampicillin (200 mg/ml) bei 30°C ausplattiert.

[0370] Mittels Replica-Plating wurden Kolonien auf Lipase-Durchmusterungsplatten transferiert (enthaltend,
pro Liter an Agar, 20 ml an Sigma Lipase Substrat (Katalog-Nr. 800-1) und 4 ml einer 1%igen Bril-
liant-Green-Ldsung (Merck, Art.-Nr. 1.01310)), die bei 42°C inkubiert wurden. Aus jeder Transformationsmi-
schung entwickelten sich schliellich um mehrere Kolonien griine Lichthéfe, die auf Lipaseaktivitat hinwiesen.

[0371] Lipase-positive Kolonien wurden reisoliert, die Plasmide extrahiert, und die BstXI-Mlul-Region-DNA
sequenziert. Die folgenden Stdmme wurden verwahrt:

SJ3606 (SJ6/pSJ3606); enthalt den SPIRPRP-kodierenden Anhang, und hat dariber hinaus das zweite Kodon
im nativen, reifen Enzym von einem Alanin in ein Valin gedndert.

S73608 (SJ6/pSJ3608); enthalt einen SPRP-kodierenden Anhang (DNA-Sequenz der Einfligung TCT CCG
CGC CCG). Erhalten als Variante bei den Versuchen, einen STRRPRP-kodierenden Anhang herzustellen.
SJ3708 (SJ6/pSJ3708); enthalt den SPIRR-kodierenden Anhang.

SJ3717 (SJ6/pSJ3717); enthalt den SPIRPRP-kodierenden Anhang.

SJ3718 (SJ6/pSJ3718); enthalt den SPIRPRP-kodierenden Anhang.

SJ3719 (SJ6/pSJ3719); enthalt den TAIRPRK-kodierenden Anhang.

SJ3720 (SJ6/pSJ3720); enthalt den STRRPRP-kodierenden Anhang.

SJ3721 (SJ6/pSJ3721); enthalt den GPIRPRP-kodierenden Anhang.

—_

BEISPIEL 12
Schuttelflaschen-Fermentation von Ps. cepacia-Lipasevarianten

[0372] Die anhand Beispiel 11 bereitgestellten Kulturen wurden auf TY-Ampicillinplatten (pH 7) gezichtet und
zum Animpfen von Schittelflaschen enthaltend 100 ml doppelt konzentriertes TY-Medium mit Ampicillin (100
mg/ml) pH 7 verwendet. Das angeimpfte Material wurde durch Ausstreichen auf Indikatorplatten auf Lipa-
se-Produktivitat getestet (wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben): Alle Zellen waren erwiesener-
malen Lipase-positiv (die Platten wurden bei 30°C fur 2 Tage inkubiert, dann fir 1 Tag auf 40°C transferiert).

[0373] Die Schuttelflaschen wurden inkubiert, indem sie bei 275 Upm bei 30°C fur 6 Stunden geschuttelt wur-
den, bis die Kulturen die optischen Dichten (578 nm) von 2,8 bis 5,3 erreichten. Die Kulturen wurden anschlie-
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Rend fur weitere 17 Stunden auf 40°C transferiert.

Uberpriifung der Lipase-Herstellung in einer Ps. cepacia-Kultur
[0374] Die Kultur wurde geerntet, zentrifugiert (20 Minuten bei 900 Upm), der Uberstand verworfen und das
Pellet in NaCl (0,5 ml 0,9% NaCl) resuspendiert und mit Ultraschall behandelt (2 Minuten Non-Stopp; auf Eis).
Das Ultraschall-behandelte Pellet wurde zur Messung der Lipase-Einheiten (LU) verwendet, wobei die Titrati-
onsmethode mit Tributyrat als Substrat bei pH 7,0 verwendet wurde.

[0375] Alle 8 Stamme aulder 1 (SJ3720) zeigten Lipase-Aktivitat, wie in der Tabelle unten gezeigt.

Stamm Zeit (h) OD =578 AmpR: OOBGA LU/ml
o : o Zelle # mp: Zelle #
SJ1503wt | t0=0h 0,010
t1=6h 2,89 7
2=17h 7,45 230,5
SJ3606 t0=0h 0,006
tI=6h | 524 43 43
. 2=17h 9,15 0| - 0| 24495
SJ3608 t0=0h 0,015
t1=6 h 4,40 .67 65
©2=17h 9,2 0 0 298,6
SJ 3708 t0=0 h 0,028 | |
t1=6h A4,6V9 , 32 32
©2=17h 11,05 0 0| 1422
SI3717 0=0 h 0,007
t1=6h 4,03 28 © 28
2=17h 11,2 15 15 163,8
1813719 t0=0h 0,001
| tI=6h 449 | 13 13
2=17h 1,7 | 0l 0 33,55
SJ3720 t0=0 h- 0,004 ' | :
| ti=6h | . 3,70 .20 20
©2=17h 10,5 N 0 0
S13721  [t0=0h 0,016 | |
tI=6h 1420 12 12
2=17 h 11,35 0 0] 12575
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BEISPIEL 13

Charakterisierung der Ps. cepacia-Lipasevarianten

[0376] Die von den in Beispiel 11 beschriebenen Stammen produzierten Lipasen wurden hinsichtlich ihrer Ak-
tivitat in Anwesenheit eines Waschmittels getestet, wobei der PCS-Plattendurchmusterungsassay zur Anwen-
dung kam. Ein Probenset wurde aus den Stdammen SJ1503, SJ3606 und SJ3608 hergestellt, welche wie zuvor
beschrieben vermehrt worden waren, die Zellen wurden geerntet und mittels Ultraschall lysiert, um die Lipase
freizusetzen. 15 ml-Proben, enthaltend etwa 230 LU/ml, wurden in die Vertiefungen in Durchmusterungsplatten
entweder ohne Waschmittel oder enthaltend 1,5 bzw. 3,5 Gramm/Liter an Waschmittel hineingegeben. Die
Platten wurden bei 37°C iber Nacht inkubiert und der Durchmesser der griinen Zone, die sich um die Vertie-
fungen gebildet hatte, wurde gemessen. Die folgenden Ergebnisse wurden erhalten:

_ . STAMM .
o SJ1503  SJ3606  SJ3608
WASCHMITTEL - _
Keines ‘ 17 mm - 15 mm 16 mm
1,5Gramm/!l -~ 7mm 13mm  10mm
3,5 Gramm/1 - 0mm 8§mm - 6 mm

[0377] Bei hoheren Waschmittelkonzentrationen konnten keine griinen Zonen beobachtet werden.

[0378] Ein weiteres Probenset wurde angefertigt, indem die Stdamme SJ1503, SJ3708 und SJ3717-SJ3721
auf Zelluloseacetat-Filter (jeder Filter enthaltend alle 7 Stdmme) ausplattiert wurden, die Filter auf LB-Platten
mit Ampicillin (200 mg/ml) bei 37°C Uber Nacht platziert wurden, diese Platten mit den Filtern anschlieRend bei
42°C fur 5 Stunden inkubiert wurden, wonach die Filter auf Durchmusterungsplatten (mit der Kolonie-Seite
nach oben) Ubertragen wurden, welche tUber Nacht bei 37°C inkubiert wurden.

[0379] Ausgepragte grine Zonen entwickelten sich unter allen Kolonien auf der Platte ohne Waschmittel;
SJ3720 produzierte eine signifikant kleinere Zone als der Rest, was héchstwahrscheinlich auf eine reduzierte
Expression der Lipase zuriickzufiihren ist.

[0380] Grine Zonen wurden ebenfalls beobachtet bei allen Kolonien auf der Platte, die 1,5 Gramm/|l an
Waschmittel enthielten. Jedoch war die von SJ1503 produzierte Zone, welcher die native, unmodifizierte Lipa-
se herstellt, signifikant reduziert im Vergleich mit den Zonen, die von den anderen Stdmmen produziert wurden.

[0381] Aufder Platte mit 3,5 Gramm/Liter Waschmittel entwickelte sich keine griine Farbung von SJ1503, wo-
hingegen eine grinliche Farbung noch wahrnehmbar war aus einigen Stdmmen, die die modifizierten B. cepa-
cia-Lipasen exprimierten, insbesondere SJ3717, SJ3718 und SJ3721.
[0382] Folglich ermdglicht die Modifizierung des B. cepacia-Lipasegens fur N-terminale Anhange an die nati-
ve, reife Lipase, wie solche zuvor beschriebenen, zu kodieren, die Herstellung von Lipasen, welche in Anwe-
senheit von Waschmittel eine verbesserte Aktivitat verglichen mit der nativen Lipase aufweisen.
BEISPIEL 14

Fermentation von SJ1503 und SJ3717 in 10-Liter-Tanks
[0383] Das fir Schuttelflaschen beschriebene Verfahren wurde zur Fermentation im 10-Liter-Malstab ver-
wendet. Das verwendete Medium war Bacto Trypton 400 g, Bacto Hefeextrakt 200 g, Glucose x 2 H,0 500 g,
Ampicillin 1 g, Pluronic 1 ml. Der pH wurde konstant bei pH 7,1 gehalten; die Temperatur betrug 30°C fur 7
Stunden, dann eingestellt auf 40°C. Die Zellen wurden nach 16 Stunden mittels Zentrifugation geerntet und die
Zellen wurden unter Verwendung eines Hochdruck-Homogenizers gedffnet (800 bar).

Reinigung der in E. coli exprimierten B. cepacia-Lipase

[0384] E. coli-Zellen aus 10 Liter Fermentationsmedium von SJ1503 und SJ3711 wurden zentrifugiert und der
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Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden unter Verwendung eines, Rannie-Homogenizers unter Druck
von 800 bar gedffnet. Die homogenisierten Zellen wurden bei 305 x g fir 60 Minuten zentrifugiert. Der Zell-
Uberstand wurde abgenommen.

1. Salzfallung

[0385] Der Aktivitit-enthaltende Uberstand wurde unter Zugabe von festem Ammoniumsulfat bis zu einem
Sattigungsgrad von 35% bei Raumtemperatur prazipitiert. Die Prazipitation erfolgte fiir 2 Stunden bei Raum-
temperatur und anschlieBend wurde zentrifugiert bei 350 x g fiir 1 Stunde. Der Uberstand wurde abgenommen
und verworfen. Das Aktivitat-enthaltende Prazipitat wurde in 30% Ethanol geldst, um eine hydrophobe Bindung
der Lipase-Aktivitat an unlésliches Material zu verhindern.

[0386] Um das unlésliche Material von dem in 30% Ethanol geldsten Material loszuwerden, wurde die Lésung
zentrifugiert. Die Lipase-Aktivitat wurde als Uberstand gewonnen und unlésliches Material wurde verworfen.
Der Aktivitit-enthaltende Uberstand wurde eingeengt und mittels Ultrafiltration unter Verwendung einer Ami-
con-Memberan mit einem Ausschluss von 10 kDa gegen 25 mM Tris-Acetat pH 8 dialysiert. Die eingeengte
Probe wurde anschlieend finffach verdiinnt, um jegliches riickstandiges Ethanol in dem Aktivitat-enthalten-
den Uberstand zu verringern.

2. Hydrophobe Chromatographie

[0387] Obige Aktivitat-enthaltende Probe wurde durch Zugabe von festem Ammoniumacetat auf 0,8 M Am-
moniumacetat eingestellt. Eine 50 ml-Toyopearl-Butyl-Saule (Tosho Hass, Japan) wurde gepackt und mit 0,8
M Ammoniumacetat aquilibriert. Die Lipaseaktivitatenthaltenden Proben des vorherigen Schritts wurden an-
schlieRend auf 0,8 M Ammoniumacetat eingestellt und auf die Toyopearl-Butyl-Saule aufgebracht. Die gesam-
te Aktivitat. bindet an das Tragermaterial. Ungebundenes Material wurde mit 0,8 M Ammoniumacetat ausge-
waschen, bis die UV-Absorption des Durchflusses unter 0,05 bei 280 nm lag. Die gebundene Aktivitat wurde
mit 25 mM Trisacetat-Puffer enthaltend 50% Ethanol eluiert. Lipaseaktivitat-enthaltende Fraktionen wurden ge-
poolt und gegen 25 mM Trisacetat-Puffer pH 8,5 dialysiert.

3. Anionenaustauschchromatographie

[0388] Eine 50 ml-Saule wurde mit Anionenaustausch-High-Performance-Q-Sepharose (Pharmacia) ge-
packt. Die Saule wurde gewaschen und mit 25 mM Trisacetat-Puffer pH 8,5 aquilibriert. Die dialysierte Probe
wurde anschlieend auf die Saule aufgebracht. Ungebundene Aktivitat wurde unter Verwendung des Tris-Puf-
fers ausgewaschen. Die gebundene Aktivitat wurde mit einem linearen Salzgradienten von 0 bis 0,5 M NaCl in
dem Tris-Puffer pH 8 eluiert. Die Durchflussrate betrug 2 ml/min und das Gesamtvolumen an Puffer, das fir
die Elution verwendet wurde, betrug 10 Saulenvolumina. Lipaseaktivitatenthaltende Fraktionen wurden ge-
poolt und auf Leistung in einem PCS-Platten-Assay getestet.

[0389] Genauer gesagt wurden 3LU von jeder der gewonnenen modifizierten Lipasen in die Locher auf einer

PCS-Platte hineingegeben (vgl. Beispiel 15 weiter unten) und Giber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach 18 Stunden
wurden die folgenden Ergebnisse erhalten:

STAMM

~ ©SJ1503 SI3T17
WASCHMITTEL L
Keines ,. | 17mm - .13mm
0,5Gramm/l ~  6mm - 10mm
1,0 Gramm/1 C 4 m_m' - 7mm

[0390] Folglich kann gesehen werden, dass die Anwesenheit eines Peptidanhangs in einer signifikant hohe-
ren erhaltenen Waschleistung resultiert.
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BEISPIEL 15
Konstruktion modifizierter, lipolytischer H. insolens-Enzyme mit einem N-terminalen Peptidanhang

[0391] Das fur das lipolytische Enzym kodierende Gen wurde von Humicola insolens DSM 1800 im Wesent-
lichen wie in WO 96/13580 beschrieben isoliert. Drei verschiedene Peptidanhange wurden an den N-Terminus
des reifen Enzyms unter Verwendung des Plasmids plVI1303 als Plasmidmatrize gehangt.

[0392] Die Konstruktion von plVI303 (kodierend fir eine lipolytische Enzymvariante aus H. insolens, welche
eine Mutation in dem Bereich Base 304-369 strangabwarts vom ATG ohne Veranderungen in der Aminosau-
resequenz enthalt, und Entfernen einer moglichen sekundaren DNA-Struktur, welche ansonsten die Verwen-
dung des Chameleon-Double-Stranded-Kit behindert hatte.)

[0393] Das Plasmid wurde unter Verwendung des ,Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis
Kit" von Strategene (Kat.-Nr. 200509) gemaf dem beschriebenen Protokoll konstruiert.

[0394] plVI296 wurde als Plasmidmatrize verwendet und Primer Nr. 7258 als Selektionsprimer.
7258: S’p gaa tga ctt ggt tga cgc gtc acc agt cac 3’

(Folglich Andern der in dem Ampicillin-Resistenzgen gefundenen und zum Schneiden verwendeten Scal-Stelle
in eine Mlul-Stelle).

[0395] Primer Nr. 9349 wurde als Mutageneseprimer verwendet:

9349: 5 p gag tcc cac atc cga aac. atc tgg ata caa gga gta gga
gga cct tac gac gcc gcg 3’

1. Variante: HlLv4s enthaltend die Mutation: PPRRPR (anstelle von PELVAR in dem nativen H. insolens-Pro-
peptid)

Konstruktion von plVI335
[0396] Das Plasmid wurde unter Verwendung des ,Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis
Kit" von Strategene (Kat.-Nr. 200509) gemafly dem beschriebenen Protokoll konstruiert. plVI303 wurde als

Plasmidmatrize verwendet.

[0397] Primer Nr. 7887 wurde als Selektionsprimer verwendet:
7887: 5’p¥gga. tga ctt ggt tga gta ctc aéc agt cac 3’

(Andern der eingefiihrten im Ampicillin-Resistenzgen gefundenen und zum Schneiden verwendeten Miul-Stel-
le in eine Scal-Stelle).

[0398] Primer Nr. 19473 wurde als Mutageneseprimer verwendet:

19473 5'p ac cat acc ccg gcc gct cct cct agg cgt cct cgg cag
ctg gga gcc 3’

2. Variante: HILv1s enthaltend die Mutation SPPRRP (anstelle von ELVARQ in dem nativen H. insolens-Pro-
peptid)

Konstruktion von plVI359

[0399] Das Plasmid wurde unter Verwendung des Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis Kit
von Strategene (Kat.-Nr. 200509) gemall dem beschriebenen Protokoll konstruiert. pIVI303 wurde als Plas-
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midmatrize verwendet. Primer Nr. 7887 (vgl. oben) wurde als Selektionsprimer verwendet. Primer Nr. 21992
wurde als Mutageneseprimer verwendet:

21992: 5'p ac. cat acc ccg gcc gct cct agc cct ccg cgg cgg ccg
ctg gga gcc atc gag aac ggc 37 - _ :

3. Variante: HILv2s enthaltend die Mutation SPPRP (anstelle von ELVARQ in dem nativen H. insolens-Propep-
tid)

Konstruktion von pIVI360

[0400] Das Plasmid wurde unter Verwendung des Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis Kit
von Strategene (Kat.-Nr. 200509) gemaR dem beschriebenen Protokoll konstruiert. plIVI303 wurde als Plas-
midmatrize verwendet, und Primer Nr. 7887 als Selektionsprimer. Der folgende Primer wurde als Selektions-
primer verwendet:

5'p ac cat acc ccg gcc gct cct agce ccte ccg cgg cgg ccg ctg
‘gga gcc atc gag aac ggc 37 '

4. Variante: HILv3s enthaltend die Mutation SPIRK (anstelle von ELVARQ in dem nativen H. insolens-Propep-
tid)

Konstruktion von plVI361

[0401] Das Plasmid wurde unter Verwendung des Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis Kit
von Strategene (Kat.-Nr. 200509) gemall dem beschriebenen Protokoll konstruiert. pIVI303 wurde als Plas-
midmatrize verwendet, und Primer Nr. 7887 als Selektionsprimer.

[0402] Primer Nr. 21994 wurde als Mutageneseprimer verwendet:

21994 5'p ac cat acc ccg gcc gct cct agc cct ata cgt aag ctg
gga gcc atc gag aac ggc 3’

5. Konstruktion eines A. oryzae-Expressionsvektors
plVI296

[0403] pA2L79 ist in Beispiel 2 von WO 96/13580 beschrieben. Das Plasmid enthalt die cDNA-Sequenz des
lipolytischen H. insolens-Enzyms, die in das A. oryzae-Expressionsplasmid pD414 eingefiigt ist. PA2L79 wur-
de mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Xhol geschnitten. Das Fragment, das die fir das lipolytische En-
zym kodierende cDNA-Sequenz (1088 bp) enthielt, wurde aus einem Agarosegel gereinigt. pHD414 wurde mit
den Restriktionsenzymen Hindlll und Xhol geschnitten und der Vektor wurde aus einem Agarosegel gereinigt.

[0404] Das gereinigte Vektorfragment (pHD414) und das Lipase-enthaltende Fragment wurden ligiert, woraus
plVI296 entstand.

[0405] Jeder der obigen Expressionsvektoren wurde in A. oryzae IFO 4177 unter Verwendung des allgemei-
nen Transformationsverfahrens, wie in dem Abschnitt Material und Methoden zuvor offenbart, transformiert.
Eine Transformante jedes Typs wurde jeweils als HILv1-4s isoliert. Die H. insolens-Transformanten wurden fur
3 Tage in Schittelflaschen bei 30°C in 500 ml YPM-Medium (10 g/l Bacto-Hefeextrakt, 20 g/I Bacto-Pepton, 20
g/l Maltose) geziichtet.

[0406] Der Fermentationsiberstand wurde, wie fir die lipolytischen, modifizierten H. lanuginosa-Enzyme be-
schrieben; gefiltert.
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[0407] Reinigungsschritt 1:- 1 Liter des Fermentationsuberstands wurde auf pH 8 eingestellt und verdinnt,
sodass die Leitfahigkeit des Uberstands unter 4 mSi lag.

[0408] Schritt 1: Chargenbehandlung des Fermentationsiiberstands auf einem Anionenaustauscher DEAE
A50.

[0409] DEAE-Sephadex A50 von Pharmacia wurde gewaschen und mit 25 mM Trisacetat-Puffer pH 8 unter
Verwendung eines ,Scintered"-Glastrichters mit geeigneter Porengré3e aquilibriert. Der Fermentationstiber-
stand wurde anschlie3end unter Verwendung des ,Scintered"-Glastrichters auf die DEAE-Sephadex A50 auf-
gebracht. Die lipolytische Aktivitat von H. insolens band nicht an den Anionenaustauscher bei pH 8 und sam-
melte sich als Durchfluss von der DEAE-Sephadex A50.

[0410] Schritt 2:- Der pH des Durchflusses von der DEAE-Sephadex wurde durch Zugabe verdiinnter Essig-
saure auf 4,5 eingestellt. Die Leitfahigkeit wurde ebenfalls durch Zugabe von Wasser auf unter 4 mSi einge-
stellt.

[0411] Kationenaustausch-Chromatographie auf SP-Sepharose. Eine 50 ml-Saule wurde mit SP-Sepharose
Fast Flow Code-Nr. 17-0729-01 Pharmacia gepackt. Die Saule wurde anschlieend gewaschen und mit 25 mM
Natriumacetat-Puffer pH 4,5 aquilibriert.

[0412] Die Probe mit der lipolytischen Aktivitat wurde auf pH 4,5 und auf eine Leitfahigkeit von unter 4 mSi
eingestellt und anschlieRend auf die SP-Sepharose-Saule aufgebracht. Das ungebundene Material wurde un-
ter Verwendung von 25 mM Natriumacetat-Puffer pH 4,5 gewaschen. Die an die SP-Sepharose gebundene
lipolytische Aktivitat wurde anschlieRend mit einem linearen Salzgradienten mit 25 mM Acetat-Puffer pH 4,5,
enthaltend 1 M Natriumchlorid, eluiert. Die Fraktionen mit der lipolytischen Aktivitat und bei denen das Verhalt-
nis der UV-Absorption bei A280/A260 héher war als 1,8, wurden gepoolt. Die Reinheit der Probe wurde auf
SDS-PAGE Uberprtift.

Verifizierung des N-terminalen Peptidanhangs

[0413] Die N-terminale Aminosauresequenz des HILv1s lipolytischen Enzyms wurde bestimmt (d. h. die Va-
rianten, bei der die letzten 5 Aminosaurereste in dem Propeptid und der erste Aminosaurerest in dem reifen
Enzym (ELVARQ durch SPPRRP ersetzt worden sind).

[0414] Die gefundene N-terminale Aminosauresequenz lautete

Arg-Arg-Pro-Leu-Gly-Ala-lle-

entsprechend den letzten drei Aminosaureresten in der substituierten Sequenz und den ersten vier Aminosau-
reresten, die auf die Substitution folgen.

[0415] Die N-terminale Aminosauresequenz des HILv2s lipolytischen Enzyms wurde ebenfalls bestimmt (d.
h. in der Variante, bei der die letzten 5 Aminosaurereste in dem Propeptid und der erste Aminosaurerest in dem
reifen Enzym (ELVARQ durch SPPRP ersetzt worden sind).

[0416] Die gefundene N-terminale Aminosauresequenz lautete

Arg-Pro-Leu-Gly-Ala-lle-Glu-Asn

entsprechend den letzten beiden Aminosaureresten in der substituierten Sequenz und den ersten sechs Ami-
nosaureresten, die auf die Substitution folgen.

BEISPIEL 16
Charakterisierung der modifizierten lipolytischen Humicola insolens-Enzyme
[0417] Die modifizierten lipolytischen Enzyme mit den Peptidanhangen, die durch die Stdmme HILv1s,
HILv2s bzw. HILv3s (beschrieben in Beispiel 21) und dem Wildtyp-Stamm HIL hergestellt worden sind, wurden

hinsichtlich ihrer Lipaseaktivitat auf PCS-Platten enthaltend 0,5 g/l, 1,0 g/l und 1,5 g/l PCS-Waschmittel cha-
rakterisiert.

[0418] 25 pl (entsprechend 5 LU) gereinigte modifizierte HILv1s-, HILv2s- und HILv3s-Lipase und Wild-

typ-HIL-Lipase wurden in die mittels einer Pipette (4 mm) in die PCS-Platten gemachten Lécher hineingegeben
und fir 3 bzw. 6 Stunden inkubiert.
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[0419] Das Ergebnis dieses Tests ist in den Tabellen unten gezeigt:

Variante 0,5 g/1 PCS- 1,0 g/l PCS- 1,5¢/1 PCS-
' Waschmittel Waschmittel Waschmittel
HIL 4 mm -| 4 mm (schwach) 0 mm
(Wildtyp) ’ - '
HILv1s 6 mm 5 mm 4 mm (schwach)
HILv2s 5 mm | 4 mm Omm -
HILv3s 6 mm 6 mm 5 mm
[0420] Inkubation fir 3 Stunden auf PCS-Platten enthaltend FY-Waschmittel.
Variante 0,5 g/l PCS- 1,0 g/1 PCS- 1,5g/1 PCS-
Waschmittel Waschmittel Waschmittel
HIL 4 mm 4 mm (schwach) 0 mm
(Wildtyp) | B
HILvls 7 mm 5 mm ‘ 4 mm (schwach)
HILv2s 5 mm 5 mm (schwach) 4 mm (schwach)
HILv3s - = 6 mm 6 mm 4 mm (schwach)

[0421] Inkubation fir 6 Stunden auf PCS-Platten enthaltend PCS-Waschmittel.
[0422] Wie aus den Tabellen gesehen werden kann, weisen die modifizierten Lipasevarianten (d. h. produ-
ziert durch HILv1s, HILv2s und HILv3s) im Allgemeinen eine hdhere Lipaseaktivitdt in Anwesenheit des
PCS-Waschmittels auf als die Wildtyp-Lipase.
BEISPIEL 17
Konstruktion der modifizierten lipolytischen H. lanuginosa-Enzyme mit einer C-terminalen Verlangerung
[0423] C-terminale Peptidanhange wurden an die lipolytische H. lanuginosa-Enzymvariante HLv12s, enthal-
tend den N-terminalen Peptidanhang SPIRPRP und die internen Mutationen D57G, N94K, D96L, Q249R, an-
gehangt.
1. Variante HLv13s (HLv12s mit dem C-terminalen Peptidanhang: 270R, 271R, 272P, Stopp)
Konstruktion des Plasmids pS14-1

[0424] Das Plasmid wurde unter Verwendung des ,Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis
Kit" von Strategene (Kat.-Nr. 200509) gemaf dem beschriebenen Protokoll konstruiert.

[0425] plVI245 wurde als Plasmidmatrize (die Konstruktion von plVI245 ist in Beispiel 6 beschrieben) und Pri-
mer Nr. 7258 als Selektionsprimer verwendet.

[0426] 7258: 5'p gaa tga ctt ggt tga cgc gtc acc agt cac 3' (Folglich Umwandeln der in dem Ampicillin-Resis-
tenzgen gefundenen und zum Schneiden verwendeten Scal-Stelle in eine Mlul-Stelle).

[0427] Primer Nr. 20694 wurde als Mutageneseprimer verwendet.
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20694: 5'p-gg gac atg tct tcg acg acc gta geg goct ggg teg act
c 3’. ' o ' ’ ' o :
2. Variante HLv14s (HLv12s mit der Mutation: 270R, 271R, Stopp)
Konstruktion des Plasmids pS20-2
[0428] Das Plasmid wurde unter Verwendung des ,Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis
Kit" von Strategene (Kat.-Nr. 200509) gemafl® dem beschriebenen Protokoll konstruiert. plVI245 wurde als

Plasmidmatrize und Primer Nr. 7258 als Selektionsprimer verwendet.

[0429] 7258: 5'p gaa tga ctt ggt tga cgc gtc acc agt cac 3' (Folglich Umwandeln der in dem Ampicillin-Resis-
tenzgen gefundenen und zum Schneiden verwendeten Scal-Stelle in eine Mlul-Stelle).

[0430] Primer Nr. 20695 wurde als Mutageneseprimer verwendet:

20695:‘5’p—gg gac atg tct tcg gcg gta ggc gcg gct ggg tcg ac 37
Produktion der Enzymvarianten

[0431] Enzyme wurden analog zu der in Beispiel 6 beschriebenen Weise unter Verwendung des Plasmids
pToC 202 fir den Cotransformationsschritt und A. oryzae JAL 125 als eine Wirtszelle hergestellt.

Verifikation der Anwesenheit der C-terminalen Verlangerung in HLv12s

[0432] Eine 1 mg Probe von HLv12s enhaltend die C-terminale Verlangerung Arg-Arg-Pro (RRP) wurde unter
Verwendung von Standardverfahren vor der Degradation mit einer Lysylspezifischen Protease S-carboxami-
domethyliert. Die erhaltenen Peptide wurden unter Verwendung einer ,reversed phase"-HPLC voneinander
getrennt und die gesammelten Fraktionen einer ,Matrix-assisted laser desorption ionization ti-
me-of-flight"-Massenspektrometrie unterzogen. Eine Fraktion, die ein Peptid mit einer experimentellen Masse
von 3906,7 Da enthielt, wurde gefunden. Diese Masse ist innerhalb des experimentellen Fehlers identisch mit
der theoretischen Masse des C-terminalen Peptids von HLv12s enthaltend die RRP-Verlangerung, welche
3906,4 Da betragt.

[0433] Die Aminosauresequenz des Peptids in dieser Fraktion wurde bestimmt als

I le—Glu—Gly—Ile-Asp—Ala—Thr—Gly~Gly—Asn—As'n—Arg—‘Pro—Asn—Ile—
Pro-Asp-Ile-Pro-Ala~His-Leu-Trp-Tyr-Phe-Gly-Leu-I le—_Gly—Thr—
‘Cys—Leu’—Arg—Arg—Pro 4 ' : .

welche die korrekte Aminosauresequenz des C-terminalen Peptids von HLv12s ist und die C-terminale Verlan-
gerung Arg-Arg-Pro enthalt.

C-terminale Verlangerung
[0434] Waschergebnis: 5 g/l inaktiviertes Ariel Futur, 20 Minuten, 1 Zyklus TOM, 30°C, 18°dH.
[0435] Die Enzyme wurden als mg Enzymprotein pro Liter Waschlésung dosiert.

HLv13s: SPIRPR + D57G, N94K, D96L, Q249R, 270R, 271R, 272P
HLv14s: SPIRPR + D57G, N94K, D96L, Q249R, 270R, 271R
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Variante dR (0.5 mg EP/) | dR (1 mg EP/)
HLv12s 5 9
HLv13s -1 3
HLv14s 5 9,5
BEISPIEL 18

[0436] Ein Teil der N-terminalen Verlangerung von HLv15s (HLv15s enthaltend den N-terminalen Peptidan-
hang SPIRPR und die folgenden Mutationen in dem reifen Teil des lipolytischen H. lanuginosa-Enzyms EP,
D57G, N94K, D96L, L97M, Q249R) wurde mittels verlangerter Inkubation mit Clostripain abgeschnitten (EC
3.4.22.8; Sigma Nr. C-0888).

[0437] Die Inkubationsmischung enthielt: HLv15s (1 mg/ml) und Clostripain (20 pg/ml) in 25 mM Natriumphos-
phat, pH 7,4, enthaltend 2,5 mM DTT und 1 mM Calciumchlorid.

[0438] Vor der Inkubation mit Clostripain trugen 60% der Lipase ein intaktes Propeptid (N-terminale Amino-
sauresequenz SPIRPRP), wahrend 10% den ersten Ser-Rest (N-terminale Aminosauresequenz PIPRPV) und
30% die ersten 5 Aminosaurereste des Propeptids verloren hatten (N-terminale Aminosauresequenz (RPVS-
QDL)).

[0439] Nach 62-stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur (resultierend in HLv15s-C) hatten 60% der Lipase
die ersten 4 Aminosaurereste des Propeptids verloren (resultierend in der folgenden Peptidverlangerung PRP-
VSQ, 20% waren ohne 5 Aminosaurereste (folglich mit einer Peptidverlangerung RPVSQD), wohingegen die
Ubrigen 20% 6 Aminosaurereste verloren hatten (folglich die Peptidverlangerung PVYSQDL aufwiesen).

[0440] Die Propeptid-Prozessierung wurde unter Verwendung von N-terminaler Aminosauresequenz-Bestim-
mung bestimmt und es sollte erwdhnt werden, dass die angegebenen Prozentualwerte Naherungswerte sind.

Variante Peptidanhang
HLv15s 60 % SPIRPRPVSQD D57G, N94K, D96L, L97M,
1T 10 % PIRIRIVSQD Q249R ‘ |
30 % RPVSQD v
HLv15s-C 60 % PRPVSQ D57G, N94K, D96L, L97M,
20 % RPVSQ Q249R
20 % PVSQDL o

Ein-Zyklus-Waschleistung mit einem mit Clostripain behandelten modifizierten lipolytischen Enzym

[0441] Der Ein-Zyklus-Waschleistungstest (zuvor beschrieben in dem Abschnitt Material und Methoden) wur-
de mit der H. lanuginosa-Lipasevariante HLv15s, die mit Clostripain behandelt worden ist, durchgefihrt. Der
Waschtest wurde sowohl mit der Clostripainbehandelten Probe als auch mit der nicht-Clostripain-behandelten
Variante durchgefuhrt. Der Waschtest wurde in 5 g/l Enzym-inaktiviertem Ariel Futur (Procter & Gamble) durch-
geflhrt. Fettgefarbte Stoffproben wurden fir 20 Minuten bei 30°C gewaschen. Die Tests wurden bei Lipase-
konzentrationen von 0, 5000 LU/1 und 12500 LU/1 durchgefihrt.

[0442] Das Waschmittel wurde in etwa 18°dH hartem (Deutsche Harte) Wasser geldst. Der pH der Wasch-
flissigkeit betrug etwa 10,3. Sieben Stoffproben wurden in 1000 ml Waschflissigkeit gewaschen. Im An-
schluss an das Waschen wurden die Stoffproben in flieBendem Leitungswasser fur 15 Minuten gespult und
dann Uber Nacht bei Raumtemperatur luftgetrocknet.

[0443] Evaluierung: Der Reflexionsgrad der Stoffproben wurde bei 460 nm gemessen und die Lipaseleistung
(_R) berechnet als:

_R = delta Reflexion =
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= (R R

Stoffproben gewaschen in Waschmittel mit Lipase ~ ' “Stoffproben gewaschen in Waschmittel ohne Lipase)

[0444] Die Mutationen der Lipasen und die Anhange sind zuvor beschrieben worden.

[0445] Die R-Werte sind in der Tabelle unten gezeigt.

+/-
Variante Behandlung mit

niedrige R hohe Dosierung R
Clostripain - :

Dosierung - -

' , " keine , o o s
"HLv15s Clostripain- 5000 LU/ 10 12500 LU 13
Behandlung o ' C _ .

HLv15s-C Clostripain- 5000 LU/ 6 . 12500 LUA 7
' A Behandlung

[0446] Die Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit eines intakten Peptidanhangs zu der besten Waschleis-
tung fihrt. Ein reduzierter (aber nicht vollstandig entfernter) Peptidanhang bewirkt eine verbesserte Waschleis-
tung, insbesondere wenn positiv geladene Aminosaurereste in dem Anhang vorliegen.

BEISPIEL 19
Modifiziertes lipolytisches H. lanuginosa-Enzym enhaltend eine Cystein-Briicke (HLv16s)

[0447] das modifizierte lipolytische H. lanuginosa-Enzym HLv16s enthalt die folgenden Mutationen: N94K,
D96L, E239C und Q249R und den Peptidanhang SCIRR.

[0448] Das Stammenzym HLv16 enthalt die folgenden Mutationen: N94K, D96L, Q249R.
[0449] HLv16s wurde wie folgt konstruiert:
1. Konstruktion von N94K, D96L-Mutationen im Wildtyp lipolytischen H. lanuginosa-Enzym
Konstruktion von pIVI290

[0450] Das Plasmid wurde unter Verwendung des ,Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis
Kit" von Stratagene gemal dem beschriebenen Protokoll unter Verwendung von pAHL (vgl. Abb. 6 der WO
92/05249) als Plasmidmatrize und den Primern Nr. 7258 und 7770 als Selektionsprimern konstruiert.

7258: 5'p gaa tga ctt ggt tga cgc gtc acc agt cac 3' (Folglich Umwandeln der in dem Ampicillin-Resistenzgen
gefundenen Scal-Stelle in eine Mlul-Stelle) (Scal ist zum Schneiden verwendet worden):

7770: Sequenz: 5'p tct aqc cca gaa tac tgg atc aaa tc 3' (Andert die in dem Wildtyp H. lanuginosa-Lipasegen
gefundene Scal-Stelle).

[0451] Primer Nr. 8932 wurde als Mutageneseprimer verwendet.
8932: 5'pgaac tgg ata gga aat ttg aag ttc ctg ttg aaa gaa ata aat gac 3' (Einfihrend N94K, D96L)

2. Konstruktion von HLv16s (SCIRR, N94K, D96L, E239C, Q249R)
Konstruktion von pIVI319
[0452] Das Plasmid wurde unter Verwendung des ,Chameleon double-stranded, site-directed mutagenesis
Kit" von Stratagene (Kat.-Nr. 200509) gemaf dem beschriebenen Protokoll unter Verwendung von plVI290 als

Plasmidmatrize und dem Primer Nr. 7887 als Selektionsprimer konstruiert.

[0453] 7887: 5'p-gaa tga ctr ggt tga gta ctc acc agt cac 3' (Umwandeln der eingeflihrten in dem Ampicillinre-
sistenzgen gefundenen Mlul-Stelle in eine Scal-Stelle) (Mlul ist zum Schneiden verwendet worden).

[0454] Die Primer Nr. 8829, 9639 und 9646 wurden als Mutageneseprimer verwendet.
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8829: 5'p-ggc ggc aat aac cgg ccg aac att ccg gat atc cc 3' (Einfihrend Q249R)
9639: 5'p-at atc gtg aag ata tgc ggc att gat gcc acc 3' (Einfihrend E239C)
9646: 5' p-cg gcce ttg get age tgt att cgt cga gag gtc 3' (Das Propeptid modifizierend von SPIRR nach SCIRR)

Produktion der Enzyme HLv16s und HLv16
[0455] Die Enzyme wurde analog zu der in Beispiel 6 beschriebenen Weise unter Verwendung von A. oryzae
JAL 125 als Wirtszelle hergestellt: Im Anschluss daran wurde die Ein-Zyklus-Waschleistung der Enzyme ge-
testet (unter Verwendung von 5 g/l an inaktiviertem Ariel Futur als Waschmittel und einer Enzymdosis von 0,25
mg Enzymprotein/l bzw. 1,0 mg Enzymprotein/I.

[0456] Die folgenden Ergebnisse wurden erhalten:

| dR (0,25 mg EP/I) dR (1,0 mg EP/)
HLvlés 3 - T
HLvie 1 | _— 2

[0457] Man kann sehen, dass eine signifikant verbesserte Waschleistung fir HLv16s, das eine Cystein-Bru-
cke zwischen dem Peptidanhang und dem reifen Teil des Enzyms enthalt, erhalten wird.
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SEQUENZPROTOKOLL
(1) ALLGEMEINE ANGABEN:
(i) ANMELDER :
(A) NAME: Novo Nordisk A/S
(B) STRASSE: Novo Allet
(C) STADT: Bagsvaerd
(E) LAND: D&nemark
(F) POSTLEITZAHL (PLZ): DK-2880
(G) TELEFON: +45 4444 8888
(H) TELEFAX: +45 4449 3256
(ii) TITEL DER ERFINDUNG: Ein modifiziertes Enzym mit lipolytischer Aktivitat
(iii) ANZAHL SEQUENZEN: 92
(iv) (iv) COMPUTERLESBARE FORM:
(A) ART: Diskette
(B} COMPUTER: IBM PC kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30B (EPA)
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 1:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: andere Nukleins#iure
o (A) BESCHREIBUNG: : /desc = "synthetische DNA"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 1:
GAATGACTTG GTTGACGCGT CACCAGTCAC 30

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 2:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 26 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear )
(ii)- MOLEKULART : andere Nukleins&dure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 2:

TCTAGCCCAG AATACTGGAT CAAATC 2%

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 3:

(i) ' SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 55 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
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(C) STRANGIGhmg . . ©  eanaela - -

(D) TOPOLOGIE: * 1f%ear ~
(ii) MOLEKULART: andere Nukleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer 1"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 3:

AACAGATCTT GOGAGACCTC TCTACGTATA GGGCTAGOGA
GOGOGGCGCT GATCG

{2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 4:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(3A) LANGE: 21 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: andere Nukleinsdure
(B) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer 2"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 4:
GTIGTIGTGGA ATTGTGAGCG G 21

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 5:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 54 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : andere Nukleins&ure
(D) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligo 8479"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 5:

GOGTGGACGG CCTTGGCTAG COCTATTOGT CCTOGACCGG TCTOGCAGGA
TCIG

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 6:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 21 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: andere Nukleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer 3"

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 6:

AGAAATCGGG TATCCTTTCA G

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 7:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
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(A) LANGE: Z3 Hpsghpaare
(B) ART: Nu¥Xlettht¥ure -
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: andere Nukleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "“Primer LWN9476"

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 7:

OGAATTCGAT GCGTTCCAGG GTGGTGGCAG G

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 8:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(R) LANGE: ' 74 Basenpaare
(B) ART: Nukleins&dure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: andere Nukleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer LWNO9472"

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 8:

COAATTCACG CGTOGCOGCE TAGOCAGOGG COGGGIGEGE GCOGATCGEG
CTOGGOGCGG TGGCCGCCAT TGCC . 74

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 9:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
() LANGE: 74 Basenpaare
(B) ART: Nukleins&ure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: andere Nukleinsdure
' (A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer LWN9473"

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 9:

CGAATTCACG CGTCGCCOCG TAGCCAGCGS CCTTGOGCGE GOGGATCOCC
GTGGGCGCGG TGGCOGCCAT TGCC 74

(2) BANGABEN ZUR SEQ ID NR: 10:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: : )
(A) LANGE: 74 Basenpaare
{(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(1i) MOLEKULART: andere Nukleins&dure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer LWN9471"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 10:

CGAATTCACG CGTCGCCGOG TAGCCAGCGG CCGGGLGOGG ACGGOGCGTC
GAGGGCGCGE TGGOCGCCAT TGCC ' 74
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ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 11:

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE:
(B) ART:
(C) STRANGIGKEIT:
(D) TOPOLOGIE:
MOLEKULART:
(A) BESCHREIBUNG:

74 Basenpaare
Nukleinsdure

einzeln

linear

andere Nukleinsiure
/desc = "Primer LWNO9S474"

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 11:

CGAATTCACG CGTCGCCGLG TAGCCAGCGG CCGGGCGLGG GCGGATCGGE
CCGGGCGLGE TGGCCGOCAT TGCC

(2)

(1)

(ii)

(xi)

CGAATTCACG CGTCGCCGOG TAGCCAGCGS CCCOGCGGAT CGOGCTGGEC GOGGTEGCCE

CCATTGCC
(2)

(d)

(ii)

(x1)

ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 12:

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
{A) LANGE:
(B) ART: .
(C) STRANGIGKEIT:
(D) TOPOLOGIE:
MOLEKULART:
(a) BESCHREIBUNG:

74

68 Basenpaare
Nukleinsdure

einzeln

linear

.andere Nukleinsiure
/desc = "Primer LWNO9475"

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 12:

ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 13:

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE:
(B) ART:
(C) STRANGIGKEIT:
(D) TOPOLOGIE:
MOLEKULART :
(A) BESCHREIBUNG:

68

21 Basenpaare
Nukleinsdure

einzeln

linear

andere Nukleins&dure
/desc = "Primer LWN9470"

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 13:

CGAATTCACG CEGTCGCCGCE TAGCCAGCGG COGGALGCGG CCTGGGACGT
GGGCGGGGCG CCOTGGCCGE CATTIGCC

(2
(i)

(i)

(xi)

ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 14:

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE:

(B) ART:

(C) STRANGIGKEIT:

(D) TOPOLOGIE:
MOLEKULART :

(A) BESCHREIBUNG:

* SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ

105 Basenpaare
Nukleinsidure
einzeln

linear

andere Nukleins&ure
/desc = "Primer 4"
ID NR: 14:
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GCTCCTCATG GTGGATCCCC AGPTGEGTAT ATAGACGALT
GAGGRAGGAA GAGAAGTGTG GATACACATA Marrealbtrd
GARACTCCAR GCATGGCATC CTTGC

876 Basenpaare

Nukleinsdure

einzeln
linear

DNA (genomisch)

108

Humicola lanuginosa DSM 4109

CDS
1..876

sig_peptide

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 15:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE:

(B) ART:
(C) STRANGIGKEIT:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) MOLEKULART:
(vi) ORIGINALHERKUNFET:
(B) STAMM:
(ix) MERKMAL:
. (A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LAGE:
(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LAGE:

(xi‘)

ATQ AGG AGC TOC
Met Arg Ser Ser
1 ,

GCC AGT CCT ATT
Ala Ser Pro Ile
20

AAT CTC TTT GLA
Asn Leu Phe Ale
35

GAT GCC CCA GCr
Asp Ala Pra Ala
50

GAG GTA GAG AAG
Glu val Glu Lys
39

GGA GTG GGC GAT
Giy Val Gly Asp

TG ATC GTC CTIC
Lew Ile Val Leu
100

GGG AAT CTT AAC
Gly Asn Leu Asn
118

TGC AGG GGA CaT
Cys Arg Gly His

1..66

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 15:

CTT GTG CTG TTC TTT GTC TCT GCG TGG

Leu Val
Y

Leu Phe

CGT CGA GAG GTC
Arg Arg Glu Val

CAG TaT
Gln Tyr

0T GCA
Ser Ala
40

GGT ACA RAC
Gly Thr Asn
55

ATT
Ile

GCG GAT GCA
Ala Asp Ala
70

ACG
Thr

GTC ACC
Val Thr

GGC
Gly

TTC
Fhe

' 8%

oGT

Arg

Ser Fhe

GGC
Cly

76
Leow

TTC GAC
Phe Asp Lys

120

GAC GGC TTC
Asp CGly rhe

ACT
Thr

Phe Val
10

Ser Ala

TC6 CAG GAT 16
Ser Gln Asp Leu
25

GCC GCA TAC T6C
Ala Ala Tyr Cys

ACG TGC
Thr Cys

ACG GGA
Thz Gly
60

TTT CIC
Fhe Len

TAC TCG

Tyr Ser
75

CTT GCT CTC GAC
Leu Ala Leu Asp
o

TCT CGT TCC ATA
Ser Arg Ser Ile
105

GAR ATA AAT GAC
Glu Ile Asn Asp

TCC TCC 766 ase
Ser Sexr Trp Arg
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Trp

TTT
Phe

GGA
Gly
45

AN
Asn

the

AAC
Asn

GAG
Glu

ATT
Fle
125

T
Ser

ACG
Thy

AAC
Asn

30
AR
Lys

&ee
Ala

Glu

ACG

Aén
110
TGC
Cys

GTA
Val

GCC TTG

JAla Leu

15

CaG
Gln

™¢
Phe

AAC AATY
Asn Asn

TEC CCC
Cys Pro

GAC TCT
Asp Ser
80

AAC
Asn
85

AAA
Lys

TGG ATC
Trp ile

TC 6GC
Ser Gly

GCC
Ala

GAT
hsp

a8

g5
144
19?
240
288
338
384

432



130

ACG TTA
Thr Leu
145

CGC GIG
Arg Val

GCC GGA
Ala Gly

TAT GGC
Tyr Gly

GTA CAG
Val Gln
210

GTC CCT
val Pro
225

GAG TAC
Glu Tyr

ATC GTG
Iie Val

ARAC ATT
Asn Ile

ACH TGT
Thr Cys
290

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 1l6:

(1)

(ii)
(xi)

Met Arg Ser Ser Leu Val Leu Phe Phe Val Ser Ala Trp Thr Ala Leu

1

Ala Ser Pro Ile Arg Arg Glu Val Ser Gln Asp Leu fhe Asn Gln Phe

DE 696 33 825 T2 2005.11.10

130,

AGG CAG BAG GTCG GAG GAT GCT GTG AGG
Arg G;n Lys

GT6
Val

GCA
Ala

GCe
Ala
195

ACC
Thr

AGA
Arg

TGG
Trp

AAG
Lys

CCG
Pro

275

CTT
Ley

Val Glu Asp
150

T?T ACC GGA CAT AGC

Phe

GAC
Asp
180

cceC
#ro

GGC
Gly

c1c
Leuw

ATC
Ile

ATA
Ile
280

GAT
Asp

Thx
165

.
Leu

CGa
Arg

GGA
Gly

ccG
Pro

Lys
245

Glu

ATC
Ile

Gly His Ser

CGT GGA AAT
Arg Gly Asn

GTC GGA AAC
val Gly Asn
200

ACA CIC TAC
Thr Leu Tyr
’ 215

CCG CGC GAA
Pro Arg Glu
230

TCT GGA ACC
Ser Gly Thr

GGC ATC GAT
Gly Ile Asp

CCT GCG CAC
Pro Ala His
280

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
LANGE:

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 16:

(R)
(B)
(D)

20

ART:

TOPOLOGIE:
MOLEKULART:

5

Ala Val Axg

140

GAG CAT
Glu Hig

155

TG GCT GGT
Leu Gly Gly
170

GGG TAT GAT

Gly Tyr asp
i85

AGG GCT TIF
Arg Ala Phe

CGC ATT ACC
Arg Ile Thr

TIC GGT TAC
Phe Gly Tyr
235

CIT GIC ¢eC
Lew Val Pro
250

GCC ACC GGC
Ala Thr Gly
265

CTA TGS TAC

GCA TTG
Ala Leu

ATC GAC
Ile Asp

GOA GAA
Kla Glu
- 205

CAC ACC
His Thr
220

AGC CAT
Ser His
GTC ACC
V&l Thr

GGC AaaT
Gly asn

TIC GGG

CCC GAC TAT
Pro Asp Tyr
160

GCA ACT GTIT
Ala Thr Val
178

GTG TTT TCA
Val Phe Ser
190

TTC CTG ACC
Phe Leu Thr

AAT GAT ATT
Asn Asp Ile

TCT AGC CCa

Ser Ser Pro

240

CGA ARC GAT
Arg Asn Asp
255

AN CAG CCT
Asn Gln Pro
270 :

TTA ATT GG2

Leu Trp Tyr Phe Gly Leu Ile Gly

PY:33

292 Aminos3uren
Aminosdure '

linear
Protein

10

25
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1s

30

430

5238

576

624

672

T20

768

816

864

876



Asn
Asp
Glu
&5
Gly
Leu
Gly
Cys
Thx
145

Arg

Ala

val
val
225
Glu
Ile

Asn

Thr

"(2)

Leu
Ala

50
val
Val
Ilg
Asn
Arg
130
Leu
Val
(i‘ly
Gly
Gln
210
Pro
Tyx
Val

Ile

Cys
290

ANGABEN ZUR SEQ ID NR:

(1)

Phe Ala Gln Tyr Sef Al3 AlS ZlaiTy® C¥s;
s 40 v - -

35
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Pro Alz Gly Thr Asn Ile

55

Glu Lys Ala Asp Ala Thr

Gly Asp Val
85

Val Leu Ser
100

Leu Asn Phe
115

Gly Hig Asp
Arg Gln Lys
Val Phe Thr

165

Ala Asp Leu
180

Ala Pro Arg
195

Thr Gly Gly
Arg Leu Pro
Trp Ile Lys

245

Lys Ile Glu
260 -

Pro Asp Ile
275

Leu *

70
Thr Gly
Phe Arg
Asp Lev
Gly Phe

138

val Glu
150

Gly His
Arg Gly
val Gly
Thr Leu
21%
Pro Arg
230
Ser Gly

Gly Ile

Pro Ala

Phe
Gly
Lys
120
Thr

Asp

Ser

Asn @

Asn

200

Glu

Thr

Asp

His
280

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE:

- -.45

Thr Cys Thr Cly Asn Ala Cys

Phe Leua
Leu Ala
90

Ser Arg
165

Glu Iie
Set Ser

Alas val

Leu Gly
‘ 170

185

Arg ala

Arg Ile

Phe Gly

Leu Val
250

Ala Thr
265

Leu Trp

17:

134)

Tyr Ser Phe Glu
75

Leu Asp Asn Thr

Ser Ile Glu Asn
iio

Asn Asp Ile Cys
128

Trp Arg Ser Val

149

Arg Glu His Pro !

155

Gly Ala Leu Ala

Asp Ile Asp Val
iso

Phe Ala Glu Phe
205

Thr His Thr Asn
220

Tyx Sexr His Ser

235

Pro val Thr Arg

Gly Gly Asn Asn
27¢

Tyr Phe Gly Leu
285

6 Aminos&uren
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Asp

Asn
95

Trp
Ser

Ala

Thr
1715

fhe
Leu
Asp
Sex
Asn
255
Gln

Ile

Gl& Lvé Asn Asn

Pro

Ser

80

Lys

Ile

Gly

Asp

Tyr

160

val
Ser
Thy
Ile
Pro
240
Asp
Pro

Gly
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{B) ART: Amincdiutd’
. (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 17:
Arg-Pro-Yal-SerGlo-Asp
SZ

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 18:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: " 5 Aminosduren
(B) ART: : Aminosidure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

_ (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 18§:
Ser-Pro-lis-Arg-Met
3

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 19:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: )
(A) LANGE: 6 Aminosduren
(B) ART: Eminosiure
(D} TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : ) Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 19:
Ser-Pro-Tle-Arg- Al-Arg

(2) BNGABEN ZUR SEQ ID NR: 20:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 6 Aminosduren
{(B) ART: Aminosidure
(D} TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 20:
Ser-Pro-lle-Arg-Pro-Arg
5
(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 21:
(1) SEQUENZEIGENSvCHAFTEN :
. (A) LANGE: 6 Aminosiuren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: " linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 21:
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Ser-Pro-De-Arg-Glu-Arg
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 22:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 5 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : '~ Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 22:
Ser-Pro-lle-Arg-Lys
s

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 23:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 5 Aminosduren
(B) ART: : Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 23:
Ser-Pro-lle-Lysdys
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 24:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 6 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 24:

Ser-Pro-le-Arg-Arg-Pro
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR:V25:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: ‘ 5 Aminosiduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear ’
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(xi), SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 25:
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Set-Pro-Pro-Arg-Arp
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 26:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: ) 5 Aminosduren
(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 26:
Ser-Pro-lso-Pro-Arp
5

(2) . ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 27:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

() LANGE: » 5 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : » Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 27:
Ser-Fro-Arg-Fro-Arg
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 28:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 4 Aminos&duren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 28:

Ser-Pro-Tie-Arg
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 29:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: :
(A) LANGE: . 5 Aminos&duren
(B) ART: Aminos&dure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 29:
Ses-Pro-lle-Arg-Arg
5
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(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 30:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 4 Aminosduren
(B) ART: . Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 30:

Ser-Cysle-Arg-Arg
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 31:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: . 7 Bminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: ‘linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 31:
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 32:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
’ " (A) LANGE: 7 Aminosduren
(B) ART: Aminosédure
(D) TOPOLOGIE: linear )
(ii) MOLEKULART: : Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 32:
Ser-Cys-lle-Arg-Pro-Arg-Pro
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 33:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: - 7 Bminosduren
(B) ART: : Aminoséure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 33:

See-Pro-Arg-Arg-Pio-Arp-Thr
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 34:
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(i) SEQUENZEIGENSCHAEFBBN :
(A) LANGE: 7 Aminos&duren
(B) ART: Aminosidure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 34:

Ser-Pro-Phe-Arg-Pro-Lys-Leu

5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 35:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 6 Aminosiuren
(B) ART: : Aminos&ure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : : Peptidanhang

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 35:

5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 36:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: )
(A) LANGE: 6 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
{D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 36:

Sﬂ-?&ﬂe-mg-Arg-Giu
5

. (2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 37:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 6 Aminosduren
{(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: ) linear

(ii) MOLEKULART: - Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 37:
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 38;
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(1) SEQUENZEIGENSCHAHTEN:
(A) LANGE: ** '"6 Aminosiuren
(B) ART: : Aminosidure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 38:
Ser-Pro-Pro-Arp-Pro-Args
]

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 39:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(8) LANGE: 6 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
) (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

C(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 39:
Ser-Pro-Pro-Tep-Tep-Pro
$

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 40:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(a) LANGE: : . 6 Aminosduren
(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: . linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 40:
' Sa-Pro-Pro-Trp-Arg-Pro
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 41:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: .
(A) LANGE: . 6 Aminosauren
(B) ART: : Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(xi) = SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 41:
Sev-Pro-Pro-Arg Trp-Pro
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 42:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN :
(A) LANGE: 6 Aminosduren

(B) ART: Aminosiure
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(D) TOPOLOGIE: iuewr -
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 42:

Ser-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 43:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 6 Aminosduren
(B) ART: . Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 43:
Ser-His-Trp-Arg-Arg-Trp
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 44:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 5 Aminosduren
(B) . ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 44:

Ser-His-Trp-Arg-Lys
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 45:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 5 Aminos&uren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear .
S (ii) MOLEKULART: . Peptidanhang
(x1i) SEQUBNZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 45:
* Ser-His Trp-Asp-Arg
' §
(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 46:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LAENGE: 7 Bminos&uren

(B) ART: ~ Aminosédure
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(D) TOPOLOGIE: ‘.. edinear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 46:

Thr-Als-Tlo-Arg-Pro-Arg-Lys
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 47:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: ) 7 Aminos&duren
(B} ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: ’ linear

(ii) MOLEKULART : Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 47:

Ser-Tur-Arg-Arg-Pro-Arg-Pro
5 *
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 48:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
o (A) LANGE: . 7 Aminosduren
(B). ART: ' : Eminosgure
(D) TOPOLOGIE: linear )
T (i) MOLEKULART : ' Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 48:
Gly-Fro-He-Arg-Pro-Arg-Pro
5
(2) .~ ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 49:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: ' .
(A) LANGE: 7 Aminosiuren
. (B) ART: : Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 49:

Ley-Pro-Phe-Arg-Glu-Arg-Fro
s
(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 50:
(i) " SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 7 Aminosduren

(B) ART: Aminos&dure
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(D) TOPOLOGIE: wslnear -
(ii) MOLEKULART: Peptidaniang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 50:

Ser-Arg-Ser-Arg-His-Asp-Ala
' 5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 51:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 7 Aminosiuren
(B) ART: Aminos&dure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 51:

De-Pro-fle-Asg-Pro-Arg-Arg
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 52:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 7 Aminosiuren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: © Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 52:

SerThr-Arg- Arg-Pro-Ang-Pro
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 53:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 7 Aminos&uren
(B) ART: Aminosé&ure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 53:

‘Thr-Als-lle-Arp-Pre-Arg-Lys
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 54:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: .
(A) LANGE: 6 Aminosduren
(B) ART: : Aminosé&ure
(D) TOPOLOGIE: _ linear

(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
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(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: S$&Q 2B NR: *#4:¢

Trp-Arg-Trp-Arg-Trp-Asg

5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 55:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: . 5 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 55:
Giv-Pro-le-Arg-Arg
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 56:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: .
(A) LANGE: 5 Aminos&uren
(B) ART: : Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: ' linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 56:

Ser-His-Trp-GluGilun
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 57:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: :
(A) LANGE: 8 Aminosduren
(B) ART: ' Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 57:
Arg-Pro-Asg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro
5 .

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 58:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 11 Aminos&uren
(B) ART: : Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULART: Peptidanhang
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(xi)  SEQUENZBESCHREIBUNG%_JE®@,JD NR;,%8§

Sex-Sex-Thr-Arg- Arg-Als-Ser-Pro-te Lys Lys

s - 10
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 59:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: » 11 Aminosduren
(B) ART: Aminosidure
) (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 59:

Ale-"Trp-Tip-Pro-Ses-Pro-lle-Arg-Pro-Arg-Pro
5 i0

(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 60:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 12 Aminosiuren
(B) ART: - Aminosiure :
- (D) . TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 60:

5 10

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 61:

(i) . SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 12 Aminosduren

(B) ART: Aminosidure

(D) TOPOLOGIE: linear .
(ii) MOLEKULART: : Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 61:

Alz-Pro-Pro-Pro-Arg-Thr-Asg-Pro-Arg-Pro-Arg-Ser
s ' 10

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 62:

(i) =~ SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: . 8 Aminosiuren
(B} ART: Aminos&dure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: o Peptidanhang
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ “®® NR: €2:

Ser-Pro-Lys-Arp-Lys-Pro-Asg-Pro
]

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 63:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 9 Aminos&uren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(i1) MOLEKULART: : Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 63:
Ser-Glo-Arg-Tle-Lys-Gla-Ang-He-Lys
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 64:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 8 Aminosiuren
(B) ART: Aminosdure
. (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 64:
Ser-Pro-Pro-Fro-Arg-Pro-Arg-Pro
s .
(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 65:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: :
({a) LANGE: 10 Aminosiuren
(B) ART: i Aminos&ure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : Peptidanhang

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 65:

Ser-Pro-lle-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Arg
L3 _ 10
(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 66:
(i) .SEQUENZEIGENSCHAFTEN: . .
(A) LANGE: 9 Aminosiuren
(B) - ART: - Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART : : Peptidanhang

87/106



DE 696 33 825 T2 2005.11.10

(xi)  SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ°IQ MR: %A

Ser-Pro-lle-Arg-Lys-Ala-Trp-Trp-Pro
5.

(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 67:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 12 Aminosduren
{B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG SEQ ID NR: 67:

Ala-Pro-Pro-Pro-Lys-Ale-Ser-Pro-Arg-Gln-Arg-Pro

S 10
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 68:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
’ (A) LANGE: 15 Aminosduren
(B) ART: _ Aminos&ure
. (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: . Peptidanhang

(xi)  SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 68:
Sa-?m-lle-Am‘PmoA:g-Pm-Set-Pm-lle-Afg-Pro-Arg'PMg
§ 10 15

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 69:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: . . 8 Aminosduren
(B) ART: ' Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii)> ~ MOLEKULART: Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 69:
Ser-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro-Arg-Arg
5

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 70:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN
(A) LANGE: 8 Aminos&duren
(B) ART: ) Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: . Peptidanhang
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: &lk» ¢D mR: ®/U!

Ser-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro-Arg-Tep
5 .
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 71:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
() LANGE: 8 Aminosduren
(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: : Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 71:
Sexr-Pro-Pro-Arg-Trp-Pro-Trp-Asg
5
(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 72:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: B
(A) LANGE: . 8 Aminosduren
(B) ART: . Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: - linear
(ii)  MOLEKULART: Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 72:
Ser-Pro-Pro-Trp-Arg-Pro-Arg-Arg
L3

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 73:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: )
(A) LANGE: 8 Aminos&duren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 73:
S¢r-Pro-Pro-Trp-Trp-Fro-Arg-Tip
b3

(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 74:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 8 Aminos&duren
(B) ART: . "+ _Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 74:
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Ser-Pro-Pro-Trp Trp-Pro- Trp-Asg
b1

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 75:

8 Aminosduren
Aminosdure
linear
Peptidanhang

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE:
(B) ART:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) MOLEKULART :
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 75:
Ser-Pro-Pro-Tep-Trp-Pro-Trp-Tip
5

(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 76:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 8 Aminosaduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : ’ Peptidanhang
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 76:
Sez-Pro-Pro-Tip-Pro-Arp-Pro-Arg-Fro
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 77:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
-(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear .
(ii) MOLEKULART : andere Nukleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer 7887"
SEQ ID NR: 77:

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:

gastgacip piigagtact cagcagicac

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 78:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: '
(B) ART:

(C) STRANGIGKEIT:
(D) TOPOLOGIE:

MOLEKULART:

(A) BESCHREIBUNG:

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:

(ii)

46 Basenpaare
Nukleins&dure

einzeln

linear

andere Nukleinsdure
/desc = "Primer 8932"

SEQ ID NR: 78:
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guactggats gganatitga agticetptt gasagaaatd saigad” 46

(2)  ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 79:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
{C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D} TOPOLOGIE: linear
(ii)  MOLEKULART: andere Nukleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer 7258"
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 79:
gaatgectip ptigacgent caccagieac

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 80:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 26 Basenpaare
(B) ART: . Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: andere Nukleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: ‘/desc = "Primer 7770"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 80: :
telagoccag antacigget canste 26

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 81:

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(i)
(A) LANGE: 54 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
{C) STRANGIGKEIT: einzeln
} (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART : andere Nukleins&dure
(A) BESCHREIBUNG: . /desc = "Primer 8479"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 81:
SCEIERATRE CoNpEctag ooctaticpt ectcpacea trlegcapya log . 7

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 82:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: :
"(A) LANGE: 57 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D)  TOPOLOGIE: . linear _
(ii) MOLEKULART: andere Nukleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: ‘/desc = "Oligo 1" .
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 82:
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GOGTGGACGG CCTTGGCCEE(T/A) 66(#_:} +SB{TAAT 63(T1A) 66(T/A) 57566CL/A) GAGGTC TOG
CAGGATCTG ' '

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 83:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: ) 93 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
) (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: ) andere Nukleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligo 2"
(xi)

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 83:

GTCICTGCGT GGACGGCCTT GGCGGCGCCA CCTCCAGTTIA) 66(T/A) 575 65(TIAY 67(TIA)
66(T/A) 575 66(T1A) (61T)(ME)NCIG) SUCIG) C57 (S/T)5(CIG) CTGT TTAACCAGTT CAATCIC

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 84:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE:
(B) ART:

() STRANGIGKEIT:
(D) TOPOLOGIE:

30 Basenpaare
Nukleinsdure

einzeln

linear

andere Nukleinsdure
/desc = "Primer 7887"

3¢

47 Basenpaare
Nukleinsdure
einzeln
linear .

_andere Nukleinsdure

(i) MOLEKULART:
(A) BESCHREIBUNG:
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 84:
gealpactig pligagtict caccagtoas
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 85:
- (i)  SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE:
(B) ART: .
(C) STRANGIGKEIT:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) MOLEKULART :
(A) BESCHREIBUNG:

(x1i)

SCCHlIELEs pEeCpCIce! Llapepte cicppeapet gpgagee

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 86:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
' (A) LANGE:
(B) ART:

(C) STRANGIGKEIT:
(D) TOPOLOGIE:

/desc = "Primer 19473"

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 85:

4

59 Basenpaare
Nukleinsdure
einzeln
linear
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(ii) MOLEKULART: 4 _»e amdere Nukdeinssyre

ot

(A) BESCHREIBUNG:  ** “7desc ™ "PYimer 21992"
(xi)  SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 86:

assatacece PECCECICtt BEOCCICCES BECRECCRS! BREHRCCAIC pagantyge 59

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 87:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: .
(A) LANGE: 21 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsiure
(C) STRANGIGKEIT: ~ einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear )
(ii) MOLEKULART : andere Nukleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer 21994"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 87:

ac:;ahmc gEeegsicet npcceiatac glpsoctpop apocuicpay wocgpec

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 88:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 56 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: - ) linear

(ii) MOLEKULART : andere Nukleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: ) /desc = "Primer 9349"

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 88:

gageetata fcegaascat ¢lgoatacan graglagimg paccliscyes gorgeg

(2 ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 89:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: '
() LANGE: ' 7 Aminos&uren
(B) ART: : Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 89:

Ser- Ala-Lev-Arg-Pro-Arg-Lys
5
(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 90:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: .
(A) LANGE: 12 Aminosduren
(B) ART: : ' Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 90:
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Als-Pro-Pro-Pro-Arg-Pro-Arg-Leu-Leu-Pro-lidSers
5 10

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 91:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 11 Aminosiuren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: E linear

(ii) MOLEKULART: - Peptidanhang

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 91:

Ale-Pro-Pro-Pro-Thr-Arg-Glo-Arg-Gl-Sex-Pro
3 10

(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 92:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: : ' 12 Aminosduren
(B) ART: : © Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: Peptidanhang

(xi) - SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 92:

Als-Pro-Pro-Pro-Arg-The-lle-Pro-Arg-Ser-Ser-Pro
X 10

.(2) ANGABEN ZUR SEQ ID NR: 93:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN: :
’ (A) LANGE: 288 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: . linear
(ii) MOLEKULART: : Protein
(vi) ORIGINALURSPRUNG: '
‘ (B) STAMM: P?s?eudomonas’ sp.

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 83:

Phe Gly Ser Ser Asn Tyr Thr Lys Tir Gln Tyr Pro Ile Val Les Thr
1 5 10 1§ :
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Hxs Gly Met Leu Gly Phe Asp Ser Leu Len Gly &p! Aﬁp Tv!*'!'xi Tyf
20 25 i -

Gly lle Pro Ser Ala Leu Arg Lys Asp Gly Als Ths Val Tyr Vsl Thr
35 40 45

Gl Val Ser Gln Leu Asp Thr Ser Glu Als Arg Gly Glu Gin Leu Leu
50 55 60

Thr Gla Val Glu Gl le Val Ala lfe Ser Gly Lys Pro Lys Val Asm
© 65 70 1% : 80

Leu Pho Gly His Ser His Gly Gly Pro Thr [le Arg Tyr Val Alu Als
8 %0 95

Val Arg Pro Asp Leu Val Als Ser Val Thr Ser lie Gly Al Pro His
100 105 110

Lys Gly Ser Ala Thr Als Asp Phe )l Arg Gln Vil Pro Glu Gly Ser
115 120 125

Ala Ser Gl Alz lle Leu Als Gly lle Val Asn Gly Leu Gly Ala Leu
130 135 140

. e Asn Phe Leu Scr Gly Ser Ser Ser Asp Thr Pro Gin Asn Ser Leu
145 150 155 160 -

Gly Thr Leu Glu Ser Leus Asp Ser Glu Gly Al Ala Arg Phe Asn Ala
165 170 175

Arg Phe Pro Gin Gly Vil Pro Thr Ser Ala Cys Gly Glu Gly Asp Tyr
180 185 190

Vit Val Asn Gly Val Arg Tyr Tyr Ser Trp Ser Gly Thr Ser Pro Leu
195 200 208

ThrAsu Val Leu Asp Pro Ser Asp Leu Leu Les Gly AI&ThrSchzu
210 215 220

The Phe Gly Phe Glu Ale Asi Asp Gly Leu Val Gly Arg Cys Ser Ser
25 230 235 26

Agg Leu Gly Met Val Iie Arg Asp Asn Tyr Arg Met Asn His Leu Asp
245 250 255

Glu Val Asn Gla Thr Phe Gly Leu The Ser Hle Phe Glu Thr Ser Pro
260 265 210

Val Ser Val Tyr Arg Gln Gln Ala Asn Arg Leu Lys Asn Ala Gly Ley
238 80 8

Patentanspriiche

1. Lipase besitzend eine der folgenden: N- oder C-terminalen Sequenzen:
a) SPIRR oder
b) RPVSQD oder
e) SPIRM oder
d) SPIRAR oder
e) SPIRPR oder
f) SPIRER oder
g) SPIRK oder
h) SPIKK oder
i) SPIRRP oder
j) SPPRR oder
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k) SPIPR oder

1) SPRPR oder

m) SPIR oder

n) SCIRR oder

0) SPIRPRP oder

p) SCPIRPRP oder

q) SPRRPRT oder

r) SPFRPKL oder

s) SPPRRP oder

t) SPIRRE oder

u) SPPRPP oder

v) SPPRPR oder

w) SPPWWP oder

x) SPPWRP oder

y) SPPRWP oder

z) SPPRWP oder

aa) SHWRRW oder

bb) SHWRK oder

cc) SHWRR oder

dd) TAIRPRK oder

ee) STRRPRP oder

ff) GPIRPRP oder

gg) LPFRQRP oder

hh) SRSRHNA oder

ii) IPIRPRR oder

ji) STRRPRP oder

kk) TAIRPRK oder

1) WRWRWR oder

mm) QPIRR oder

nn) SHWQQ oder

00) RPRPRPRP oder

pp) SSTRRASPIKK oder
qq) AWWPSPIRPRP oder
rr) APPPRPRPRPRP oder
ss) APPPRTRPRPRS oder
tt) SPKRKPRP oder

uu) SQRIKQRIK oder

vv) SPPPRPRP oder

ww) SPIRPRPRPR oder
xx) SPIRKAWWP oder
yy) APPPKASPRQRP oder
zz) SPIRPRPSPIRPRP oder
aaa) SPPRWPRR oder
bbb) SPPRWPRW oder
ccc) SPPRWPWR oder
ddd) SPPWRPRR oder
eee) SPPWWPRW oder
fffy SPPWWPWR oder
ggg) SPPWWPWW oder
hhh) SPPWPRPRP.

2. Lipase nach Anspruch 1, wobei die N- oder C-terminale Sequenz an eine Lipase aus Pseudomonas sp.
angehangt ist.

3. Lipase nach Anspruch 2, wobei die N- oder C-terminale Sequenz an eine Lipase aus Pseudomonas ce-
pacia (Burgholderia cepacia) angehangt ist.

4. Lipase nach Anspruch 1, wobei die N- oder C-terminale Sequenz an eine Lipase aus Humicola sp. an-
gehangt ist.
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5. Lipase nach Anspruch 4, wobei die N- oder C-terminale Sequenz an eine Lipase aus H. lanuginosa oder
H. insolens angehangt ist.

6. Lipase nach Anspruch 1, welche von einer Aminosauresequenz der Fig. 1 (SEQ ID NO: 16) abgeleitet
ist.

7. Lipase nach Anspruch 6, wobei die terminale Sequenz einen ausgetauschten Aminosaurerest E23 in
Fig. 1 (SEQ ID NO: 16) hat.

8. Lipase nach einem der Anspriche 1-7, wobei die N- oder C-terminale Sequenz einen Cysteinrest um-
fasst und der ubrige Teil der Lipase einen Cysteinrest umfasst, so dass die zwei Cysteinreste zusammen eine
Cystinbriicke bilden.

9. DNA-Sequenz kodierend fur die Lipase nach einem der Anspriiche 1-8, welche eine N- oder C-terminale
Sequenz b)-hhh) besitzt.

10. Expressionsvektor, der die DNA-Sequenz nach Anspruch 9 umfasst und weiterhin DNA-Sequenzen
umfasst, die die Expression der Lipase erlauben.

11. Transformierte Wirtszelle, die eine DNA-Sequenz nach Anspruch 9 oder einen Vektor nach Anspruch
10 birgt.

12. Transformierte Zelle nach Anspruch 11, wobei die Wirtszelle ein filamentdser Pilz, eine Hefe- oder eine
bakterielle Zelle ist.

13. Transformierte Zelle nach Anspruch 12, wobei die Wirtszelle ein Stamm von Aspergillus sp. ist.
14. Transformierte Zelle nach Anspruch 13, wobei die Wirtszelle ein Stamm von A. oryzae ist.

15. Transformierte Zelle nach Anspruch 12, wobei die Wirtszelle ein Stamm von Bacillus, Streptomyces,
E. coli oder Pseudomonas ist.

16. Transformierte Zelle nach Anspruch 12, wobei die Wirtszelle ein Stamm von Saccharomyces sp. oder
Hansenula sp. ist.

17. Transformierte Zelle nach Anspruch 16, wobei die Wirtszelle ein Stamm von Saccharomyces cerevi-
siae ist.

18. Verfahren zum Herstellen der Lipase nach einem der Anspriche 1-8, umfassend
a) Kultivieren der transformierten Zelle nach einem der Anspriiche 11-17 unter Bedingungen, die fiir die Her-
stellung der Lipase férderlich sind, und
b) Gewinnen und optional Reinigen der erhaltenen Lipase.

19. Waschmittelzusammensetzung umfassend die Lipase nach einem der Anspriiche 1-8.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen

97/106



DE 696 33 825 T2 2005.11.10

Anhangende Zeichnungen
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ATCAMCGCATITGTGETTCCCTGCIGTIGCTCGGTITC TCGATCAGCGCCGCGLTCGCT
M X R I £ G S LLLLGUIL S I S AALHK

AGCCCTATACGTAGAGAGGTCTCGCAGGATCIGITTAACCRGTTCARTCICTTTGCACAGTATICTGCA

21§PIRREV.SQDLFHQFNLF‘-QQYS&

44

64

84

104

124

144
164
184
204
224
234

264

284

GCCGOATACTGCCGARAAAACAA TG ATGCCCCAGCTGGTACARACATTACGTGLACGGGA
AAYCGKRNNTGSDR RAPAGTHNTITCTG®G

AN TGCCTUCCCCGAGE TAGRGAAGGCCGRTGCAACGTTTCTCTACTCG TTTGAAGRCTCT
# A ¢ P EV EKATDATT FULY S F EDS

GGAGTGGGCEATCTCACCGSCTTCCTIGCCTCTCGACARCACGAACARRTTGATCGICCTS
G VG O V T 6 F L AL DIENTRNIEKILIWVVL
TCTTTCCETGGCTCTCGTTCCATAGAGARCTGGNTCGGGARTCTTAACTTCGACTTGRAR
SF}CGSRS!‘BN%IBNL“FDLK

GAANTARATGACATTTGCTCCAECTECAGGECACATGACGELTTCACT ICETCCTRGACE
_EINDICSGCRGHDGFTSSNR

TCIGTAGCCCATRCGTTAAGGCAGARGETCCAGSATGCTGTGAGGGAGCATCCCGACTAT
8 V. A D T LR QX VEDAVREHSHZERTDY

CECBTSETC T T IACCGEACATAGC TIGEE TERTGLATTGGCARCTIGTTGLCGEAGTAGAL

® v v P T G HS LG G AL AMTNVARGAD

C"mCG‘I‘GGWTGGGTA.TGA’EATCGACGTGWCR?RTGGCGCCCCCCG&GTCGGKMC
L R G N G ¥D I DV F S Y G AUPRUYVYGHN

ﬁGGGmCAGRATTCC‘DGECCGTAC&GACCGGCGGMCACTC‘E’ACCGCETTFLCC&C
R AF A EF LTV QQTGGTLYRTITE

AtmTGATkT'I‘G'1'CCCTWCTCCEGGGGCGCGMTTCGGTTACAGCC&TECTRGCCCR
‘T ¥ D I VP R L P P REVF G Y 5 H S 8 P

GAGTACTGGATCAARTCTIGGARCCCTTGTCCCOGTCACCOGARACGRTATCG TGRAGATR
E YW ¥ XK & ¢ T 5LV PV T RNDTIUWYVK: I

GAAGGCKTCGATGCCACCGECEGCARTARCCAGCCTAACATTCCGGATATCCCTGOGCAL
E S I D ATGEGGNNQP NTIPDIPAHE

CTATGGTACT TCGGGTTARTTGGGACATGTCTTTAG
L W Y F GLIGTTCTL*

Fig. 2
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&TGAMCGCAWE‘GIGGTTC(:CTGCTGITGC‘Z‘CG&TTTGTCGRTC?.GCGCCGCGCTCGCC
¥ R R I €6 8§ L &L L L G L §I S AAMALA

GAGGTCTCGCAGGATCTOTTTARCCAGT TCAATCTCTTTGCACAGTATTCTGCA
EV S QDPLFNO GQTPEFHLTFRAOGY S$ A

G‘CCGCATACTGCGGW@ATGATGCCCCAGCTGGTAMCA‘I‘?AC@TG&CGGGK
A A Y C & KN N D APARAGTHNITIGOCTG
RATGCCTGCOCCGAGETAGAGARGGECGGATGLARCGTTTICTCTACTCGTTTGAAGACTCT
B A CP EVEKADATTFULYS F EDS

GG&GTGGGCGAW&&CGGCTTCCTTGCTCICGACMC&CGMCAMTTGATCGTCC‘IQ’
G Ve DV TG FF L ALDNT®SN XL I VL

8 F R € 5 R § I E N W I G NLHKNUPDL K

B I NDTICSGCRGEDGFTS S WR

TG TAGCCEATACGTTARGECAGRAGGTGGACGATGCTGTCACGGAGCATCCOGACTAT
V¥ A DT LZEXOAQ K VY ED AV REUHPZDY

COOGTGETETITACCGRALATAGCTT GEETESTGCATTGECRACTCTTGCOGEAGCAGAC
R vYVV FTGHS L GG ALATVAGEARD

CIGCETGEANATCEETALGATATCGACGTGTTTTCATATGGCGOUCCCCGRETCOGGRARL ’
L R 6 N ¢ Y P ¢ DV F S Y G A P RV G N

AGGGC’ﬁl“I‘l."!‘GCAGA&WMCCGWCCGGQGGMCAMMCGCAWACGCRC
¥ A F A EF L TV QTGS T L Y¥ RI T H

ACCAATGATATTETCCCTAGAL TCCCEOCGCECERATTCEETTACAGCCATTUTAGCLCA
T N D I V2 RL P PREVFGVY §$ ¥ 5 58 P

GAGTACTGGATCAAATCTGRARCCCTIETCCCCGTCACCCGARRCGATATCGTGARGATR
E Y W I &£ 5§ ¢ T L ¥vWP VT=a®NRNDIVEKT:Z

GAAGGCATCRATGCCACCEGCGECAATARCCAGCCTAACATTCOGGATATOCCTGOGTAL
E 6 I P A T 6 6 R NQPUNIPD I P?P AH

CTATGGTACTTCGGGTTAATTGGGACATGTCTTTAG
L # Y £ 6L 1 6 TCL?*

" Fig. 3
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Fig. 6
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- Fig. 7
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Fig. 9

106/106



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

