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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Esterasen und Esterase-Varianten und deren Anwendung zur Hydrolyse von
Polyestern sowie in Verfahren zur Behandlung und Pflege von Wasche und Textilien, insbesondere dem Verbessern des
Tragekomforts und dem Schutz vor oder zur Verminderung bzw. Verhinderung des Pillings bei Polyester enthaltenden Textilien
sowie Vertahren zur Erhéhung der Hydrophilizitit von Polyesterfasern und Abbau von Polyestern aus Waschefasern. Ferner betrifft
die Erfindung auch die Herstellung der Esterasen und Mittel die diese enthalten
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.PET-Esterasen und deren Verwendung*

Die Erfindung liegt auf dem Gebiet der Enzymtechnologie. Die Erfindung betrifft Esterasen und
insbesondere deren Anwendung zur Hydrolyse von Polyestern sowie in Verfahren zur Behandlung
und Pflege von Wasche und Textilien, insbesondere dem Verbessern des Tragekomforts und dem
Schutz vor oder zur Verminderung bzw. Verhinderung des Pillings bei Polyester enthaltenden Tex-
tilien sowie Verfahren zur Erhéhung der Hydrophilizitdt von Polyesterfasern und Abbau von Polyes-
tern aus Waschefasern. Schlieldlich betrifft die Erfindung auch Esterasen als solche, deren Herstel-

lung und Mittel die diese enthalten.

Unter Pilling versteht man das durch Reiben bewirkte Herausziehen feiner Faserchen aus Gewe-
ben oder -gewirken, die sich zu Faserkiigelchen ("Pills", "Kndtchen") zusammenrollen und dann
nur noch durch wenige Einzelfasern mit der Oberflache der Gewebe oder Gewirke verbundenen
sind. Bei Kunstfasern haften die kleinen Faserkiligelchen fest auf der Oberfldche der Gewebe. Ne-
ben der Beeintrachtigung der Optik und Haptik und dem einhergehenden Wertverlust des Textils
kann es durch das Pilling zu Folgeschaden an aufliegenden Textilschichten durch Reibung kom-
men. Der Einsatz von Cellulasen fiir die Anti-Pilling-Ausriistung von Baumwolle und anderen natir-
lichen Fasern bzw. Textilien ist bekannt. Allerdings sind die Cellulasen nur wenig zur Behandlung
der Bildung von Knétchen oder Kiigelchen bei Kunstfasern, wie beispielsweise Polyestern oder

Polyacrylfasern, geeignet.

Kunstfasertextilien, insbesondere Polyester-Textilien, haben zudem den Nachteil, dass sie sehr
glatte, hydrophobe Oberflachen haben. Durch die damit verbundene schlechte Benetzbarkeit mit
Wasser zeigen sie oftmals einen schlechten Schweiltransport und Tragekomfort und neigen zur
Geruchsbildung. Die Hydrophilierung der Fasern ist sehr aufwendig und bisher sind im Haushalts-
malstab, beispielsweise in der Waschmaschine, keine ausreichend leistungsfahigen Systeme ver-

fugbar.

Durch den Faserabrieb im Waschprozess der Haushalte kommt es zu einer kontinuierlichen Frei-
setzung von Polyesterpartikeln, insbesondere Polyethylenterephthalat-Nanopartikeln in die Um-

welt. Eine weitere Quelle fur derartige Partikel sind Getrankeflaschen und Verpackungsfolien.

Es besteht daher Bedarf an Systemen, die bei Textilien aus Polyester einerseits die bereits ent-
standene Knodtchenbildung vermindern (Depilling) und andererseits einen Schutz der Fasern vor
dem Pilling bieten, so dass also die unschéne Knétchenbildung gar nicht erst entsteht. Ferner be-

steht Bedarf an Systemen, die Polyesterfasern, insbesondere PET-Fasern, hydrophiler machen
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kdnnen und freigesetzte PET-Nanopartikel abbauen kénnen. Da alle diese Erfordernisse den Ab-
bau der Polyester erfordern, insbesondere lber Esterolyse, ist die der vorliegenden Erfindung zu-

grunde liegende Aufgabe die Bereitstellung von Enzymen mit verbesserter PET-Esterolyse.

Esterasen im Allgemeinen stellen eine Gruppe hydrolytischer Enzyme mit einer natlrlicherweise
vorkommenden breiten Vielfalt hinsichtlich der Substrate und des Reaktionstyps dar. Die Sub-
stratspezifitat und die Aktivierung der Esterasen unterscheiden sich von denen der echten Lipasen
fur die bekannt ist, dass sie durch die Lipid/Wasser- Grenzflache aktiviert werden, bevor sie was-
serunldsliche Substrate mit langkettigen Fettsdureestern hydrolysieren. Wahrend fir die Textilbe-
handlung und —pflege Lipasen standardmaRig eingesetzt werden, sind geeignete Esterasen, die
die oben aufgelisteten Eigenschaften haben, bisher kaum bekannt. Beispiele fir in Wasch- und
Reinigungsmitteln einsetzbare Esterasen sind beispielsweise in der DE 10 2005 037 659 A1 be-

schrieben. Allerdings zeigen diese Esterasen keine zufriedenstellende Aktivitat fir PET-Fasern.

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben nun eine Gruppe von Esterasen identifiziert, die
sich durch eine gute Aktivitat fuir die hydrolytische Spaltung von Polyestern, insbesondere PET

auszeichnen.

In einem ersten Aspekt richtet sich die Erfindung daher auf die Verwendung einer Esterase oder
eines Mittels, das eine Esterase enthalt, insbesondere eines Mittels zur Wasche- und/oder Textil-
behandlung, zur Hydrolyse von Polyestern, insbesondere Polyethylenterephthalat (PET), wobei die
Esterase eine Aminosauresequenz umfasst, die mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 80
%, noch bevorzugter mindestens 85 %, am bevorzugtesten mindestens 90 % Sequenzidentitat mit

der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Aminosauresequenz Uber deren Gesamtlange aufweist.

Ein weiterer Aspekt betrifft Verfahren zum Verbessern des Tragekomforts und/oder Vermindern

von Pilling von Polyester-haltigen Textilien, insbesondere PET-haltigen Textilien, durch das in Kon-
takt bringen der Polyester-haltigen Textilien mit einer Esterase oder einem Mittel, das eine Estera-
se enthalt, insbesondere einem Mittel zur Wasche- und/oder Textilbehandlung, wobei die Esterase

wie oben definiert ist.

Noch ein weiterer Aspekt richtet sich auf Verfahren zum Hydrophilieren von PET-Fasern und/oder
Abbau von PET-Polymer aus Textilfasern durch das in Kontakt bringen des PET mit einer Esterase
oder einem Mittel, das eine Esterase enthalt, insbesondere einem Mittel zur Wasche- und/oder

Textilbehandlung, wobei die Esterase wie oben definiert ist.

Weitere Aspekte der Erfindung betreffen neue Esterasen, die eine Aminosauresequenz umfassen,

die mindestens 70 % vorzugsweise mindestens 80 %, noch bevorzugter mindestens 85 %, am be-
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vorzugtesten mindestens 90 % Sequenzidentitat mit der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Aminosau-
resequenz Uber deren Gesamtladnge aufweisen und die
(i die Aminosauren R18 und S136 an den Positionen, die den Positionen 18 und 136
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweisen;
(i) die Aminosduren R18, S136 und V178 an den Positionen, die den Positionen 18, 136
und 178 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweisent;
(iii) die Aminosauren R18, S136 und S213 an den Positionen, die den Positionen 18, 136
und 213 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweisen;
(iv) die Aminosauren V178 und S213 an den Positionen, die den Positionen 178 und 213
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweisen; oder
(v) die Aminosauren R18, S136, V178 und S213 an den Positionen, die den Positionen
18, 136, 178 und 213 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweisen,
und Mittel, insbesondere Wasch- und Reinigungsmittel, die diese enthalten, entsprechende
Wasch- und Reinigungsverfahren sowie Nukleinsduren die diese Esterasen kodieren, und Vekto-
ren, Wirtszellen und Herstellverfahren, die zur Gewinnung derartiger Esterasen genutzt werden

kdnnen.

Unter dem Begriff einer Esterase wird ein Enzym mit Esteraseaktivitt verstanden, d.h. ein Enzym,
das katalytisch aktiv ist und bei dem sich durch das chemische Verhalten der eigentlich aktiven
Reste allein oder ggf. zusatzlich durch das Einwirken modifizierender Teile eine Hydrolyse von Es-
ter-Bindungen ergibt. Aktive Enzyme sind auch solche Esterasen, deren Aktivitdt zu einem gege-
benen Zeitpunkt, etwa durch einen Inhibitor, blockiert ist. Entscheidend ist ihre prinzipielle Eignung
zur entsprechenden Esterase-Reaktion. Bevorzugte Esterasen im Sinne der Erfindung sind insbe-
sondere solche Enzyme, die in der Lage sind, die Hydrolyse von Polyethylenterephthlat (PET) zu

katalysieren.

Bei den hierin als Esterase bezeichneten Proteinen handelt es sich vorzugsweise um reife (mature)
Esterasen, d.h. um das katalytisch aktive Molekiil ohne Signal- und/oder Propeptid(e). Soweit nicht

anders angegeben beziehen sich auch die angegebenen Sequenzen jeweils auf reife Enzyme.

In verschiedenen Ausfiihrungsformen der Erfindung umfasst die Esterase eine
Aminosauresequenz, die zu der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Aminosaduresequenz tber deren
Gesamtlange zu mindestens 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 90,5%, 91%, 91,5%, 92%, 92,5%, 93%, 93,5%,
94%, 94,5%, 95%, 95,5%, 96%, 96,5%, 97%, 97,5%, 98%, 98,5%, 98,7%, 98,8%, 99,0 %, 99,1 %,
99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 % und 100 % identisch ist.

Die Bestimmung der Identitat von Nukleinsaure- oder Aminosauresequenzen erfolgt durch einen

Sequenzvergleich. Dieser Sequenzvergleich basiert auf dem im Stand der Technik etablierten und
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Ublicherweise genutzten BLAST-Algorithmus (vgl. beispielsweise Altschul, S.F., Gish, W., Miller,
W., Myers, E.W. & Lipman, D.J. (1990) "Basic local alignment search tool." J. Mol. Biol. 215:403-
410, und Altschul, Stephan F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Hheng
Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997): "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new genera-
tion of protein database search programs"; Nucleic Acids Res., 25, $.3389-3402) und geschieht
prinzipiell dadurch, dass ahnliche Abfolgen von Nukleotiden oder Aminosauren in den Nukleinsau-
re- oder Aminosauresequenzen einander zugeordnet werden. Eine tabellarische Zuordnung der
betreffenden Positionen wird als Alignment bezeichnet. Ein weiterer im Stand der Technik verfiig-
barer Algorithmus ist der FASTA-Algorithmus. Sequenzvergleiche (Alignments), insbesondere mul-
tiple Sequenzvergleiche, werden mit Computerprogrammen erstellt. Haufig genutzt werden bei-
spielsweise die Clustal-Serie (vgl. beispielsweise Chenna et al. (2003): Multiple sequence align-
ment with the Clustal series of programs. Nucleic Acid Research 31, 3497-3500), T-Coffee (vgl.
beispielsweise Notredame et al. (2000): T-Coffee: A novel method for multiple sequence align-
ments. J. Mol. Biol. 302, 205-217) oder Programme, die auf diesen Programmen beziehungsweise
Algorithmen basieren. In der vorliegenden Patentanmeldung wurden alle Sequenzvergleiche (A-
lignments) mit dem Computer-Programm Vector NTI® Suite 10.3 (Invitrogen Corporation, 1600
Faraday Avenue, Carlsbad, Kalifornien, USA) mit den vorgegebenen Standardparametern erstellt,

dessen AlignX-Modul fiir die Sequenzvergleiche auf ClustalW basiert.

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

Nukleinsdure- oder Aminosauresauresequenz.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet die Angabe, dass eine Aminosau-

reposition einer numerisch bezeichneten Position in SEQ ID NO:1 entspricht daher, dass die ent-
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sprechende Position der numerisch bezeichneten Position in SEQ ID NO:1 in einem wie oben defi-

nierten Alignment zugeordnet ist.

Die hierin beschriebenen Esterasen kénnen gegeniber der Aminosauresequenz, die in SEQ ID
NO:1 angegeben ist, eine oder mehrere Aminosaureveranderungen, insbesondere Aminosaure-
Substitutionen, -Insertionen oder -Deletionen, aufweisen. Solche Esterasen sind beispielsweise
durch gezielte genetische Veranderung, d.h. durch Mutageneseverfahren, weiterentwickelt und fiir
bestimmte Einsatzzwecke oder hinsichtlich spezieller Eigenschaften (beispielsweise hinsichtlich
ihrer katalytischen Aktivitat, Stabilitat, usw.) optimiert. Ferner kdnnen erfindungsgemafie Nuklein-
sauren in Rekombinationsansatze eingebracht und damit zur Erzeugung véllig neuartiger Estera-

sen oder anderer Polypeptide genutzt werden.

Das Ziel ist es, in die bekannten Moleklle gezielte Mutationen wie Substitutionen, Insertionen oder
Deletionen einzufiihren, um beispielsweise die enzymatische Aktivitat der hierin beschriebenen
Enzyme zu verbessern. Hierzu kdnnen insbesondere die Oberflachenladungen und/oder der iso-
elektrische Punkt der Molekile und dadurch ihre Wechselwirkungen mit dem Substrat verandert
werden. So kann beispielsweise die Nettoladung der Enzyme verdndert werden, um dartber die
Substratbindung insbesondere fir den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln zu beeinflussen.
Alternativ oder ergdnzend kann durch eine oder mehrere entsprechende Mutationen die Stabilitat
der Esterase noch weiter erhéht und dadurch ihre Hydrolyseleistung verbessert werden. Vorteilhaf-
te Eigenschaften einzelner Mutationen, z.B. einzelner Substitutionen, kénnen sich erganzen. Eine
hinsichtlich bestimmter Eigenschaften bereits optimierte Esterase, zum Beispiel hinsichtlich ihrer

Stabilitat, kann daher im Rahmen der Erfindung zusatzlich weiterentwickelt sein.

Far die Beschreibung von Substitutionen, die genau eine Aminosaureposition betreffen (Aminosau-
reaustausche), wird folgende Konvention angewendet: zunachst wird die naturlicherweise vorhan-
dene Aminosaure in Form des international gebrauchlichen Einbuchstaben-Codes bezeichnet,
dann folgt die zugehdrige Sequenzposition und schliellich die eingefigte Aminosaure. Mehrere
Austausche innerhalb derselben Polypeptidkette werden durch Schragstriche voneinander ge-
trennt. Bei Insertionen sind nach der Sequenzposition zusatzliche Aminosauren benannt. Bei Dele-
tionen ist die fehlende Aminosaure durch ein Symbol, beispielsweise einen Stern oder einen Strich,
ersetzt oder vor der entsprechenden Position ein A angegeben. Beispielsweise beschreibt A5G
die Substitution von Alanin an Position 95 durch Glycin, A95AG die Insertion von Glycin nach der
Aminosaure Alanin an Position 95 und A95* oder AA95 die Deletion von Alanin an Position 95.

Diese Nomenklatur ist dem Fachmann auf dem Gebiet der Enzymtechnologie bekannt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind daher die hierin beschriebenen Verwendungen und

Verfahren, die dadurch gekennzeichnet ist, dass die verwendete Esterase (a) aus der in SEQ ID
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NO. 1 angegebenen Aminosauresequenz besteht oder (b) aus einer Esterase mit der in SEQ 1D

NO:1 angegebenen Aminosauresequenz als Ausgangsmolekil erhaltlich ist durch

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 1,
9, 13, 18, 19, 23, 25, 26, 28, 32, 33, 46, 47, 48, 61, 64, 89, 90, 92, 105, 113, 114, 157,
183, 204, 234, 245, 246, 249, und 253 gemall SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder
ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 3,
12, 24, 30, 35, 49, 60, 63, 65, 72, 73, 87, 95, 98, 108, 109, 110, 112, 117, 121, 122,
131, 142, 151, 163, 165, 174, 175, 177, 182, 187, 194, 195, 212, 213, 232, 238, 248
und 256 gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

durch ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positio-
nen 4, 5,11, 14,17, 21, 22, 31, 43, 50, 53, 57, 62, 68, 74, 78, 82, 83, 85, 88, 101, 102,
106, 107, 116, 124, 126, 136, 138, 141, 149, 152, 153, 158, 178, 190, 197, 202, 207,
209, 216, 219 und 250 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

durch ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positio-
nen 2,27, 41,42, 44, 45, 51, 54, 56, 58, 66, 67, 75, 79, 81, 86, 91, 96, 104, 111, 120,
125, 127, 135, 144, 156, 159, 160, 162, 171, 172, 181, 184, 186, 188, 205, 210, 211,
217, 221, 222, 223, 230, 236, 237, 239, 247, 251, 252 und 254 gemall SEQ ID NO:1
entsprechen; und/oder

durch eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe
A001D, AOO1TM, YO04N, NOO9D, NOOSL, NOO9M, NO09Q, N0O0O9Y, A013F, A013Q,
A013Y, RO18E, R0O18H, S023A, S023E, S023Q, S025A, S025C, S025D, S025E,
S025N, E026A, E026C, E026F, E026H, E0261, E026K, E026M, E026Q, E026R,
E026S, E026T, E026V, E026W, E026Y, N0281, N028K, N028P, N028Q, N0O28T,
N028Y, S030D, L032A, LO32E, L032Q, S033Q, S035E, S0351, S035Q, S035V,
Y043R, R046D, R0461, R046N, R046Q, R046T, S057C, Y060C, T061D, TO61M,
TO61P, GO62A, T0O63C, E064A, E064K, E064Q, E064R, A065G, A065K, ADG5Y,
EO072H, RO73L, RO73Y, TO83V, DO85E, 1087L, TO88D, TO88E, TO89A, TO89C, TO89D,
TO89E, T089G, TO8IL, TO8IP, TO8IV, LO9OE, LO90Q, LO90S, LO90T, Q092D, QO92E,
Q092G, Q092H, Q092N, Q092S, Q092Y, S095D, SO095E, S095Q, N101E, N105A,
N105D, N105E, N105G, N105M, N105Q, N105S, M107L, 1108L, 1108Y, N109T,
R110H, $113C, $113D, S113E, S113H, S113P, T114D, T114E, S117Q, A125S,
V126A, M131A, M131F, M131L, S136A, S136V, S141E, P151A, P151C, P151l,
P151L, P151S, P151V, L1521, T153C, T153L, H156D, L157A, L157C, L157H, L1571,
L157K, L157N, L157Q, L157S, L157T, L157W, L157Y, N158E, N160D, D174A,
D174C, D174E, D174G, D174H, D174K, D174M, D174Q, D174R, D174S, D174T,
D174V, L175C, L175D, L175E, L175G, L175N, L175Q, T177D, 1178L, A182D, A182E,
T183D, T183E, T183H, T183Q, T183S, H184Y, P187A, P187E, P187M, P187V,
F188M, N190E, S194D, S194E, S197A, E202V, D204A, D204C, D204E, D204F,
D204G, D204H, D2041, D204K, D204L, D204M, D204N, D204P, D204Q, D204R,
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D204S, D204T, D204V, D204W, T207D, T207G, F209C, F209E, A210T, N2121,
N212L, N212M, N212T, N212V, 1213C, 1213E, 1213F, 1213H, 1213K, 1213Q, 1213R,
12138, 1213Y, G219A, N232C, N232M, T234H, R245V, D246A, D246C, D246H,
D246P, D246T, L248I, F249G, F249K, F249N, F249P, G250P, E253A, E253C, E253F,
E253G, E253H, E253I1, E253K, E253L, E253N, E253Q, E253R, E253S, E253T,
E253V, E253W, E253Y, R2561 und R256L, wobei die angegebenen Positionen den
Positionen gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

durch eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe
AQ01E, AOO1F, AO01G, AO01H, A001K, A0O1L, AOO1IN, A001R, A001S, A0OO1T,
A001V, AOO1W, A001Y, YO04F, EO05A, EQ05L, NOO9A, NOOSE, NOOSH, NOOSS,
NOO9T, NOO9V, TO11N, D0O12A, D012H, A013C, A013D, A013E, A013K, A013L,
A013M, A013S, A013T, LO14F, L0141, LO14M, A017G, A017K, A017M, A017Q,
A017S, R0O18A, R018G, R018I, R0O18N, R018Q, R018S, R0O18V, R018W, S019A,
S019C, S019F, S019H, S019K, S019L, S019M, S019N, SO019R, S019T, S019V,
S019W, P021L, F022Y, S023C, S023D, S023F, S023G, S023H, S0231, S023K,
S023L, S023M, S023P, S023T, S023Y, V024F, V0241, V024L, V024M, V024T,
V024W, V024Y, S025G, S025K, S025L, S025M, S025Q, S025R, S025T, S025V,
E026G, E026L, E026N, NO28A, NO28E, NO28F, N028G, N028H, N028L, N028M,
N028S, N028V, N028W, S030A, S030E, SO030N, S030P, S030T, R031K, L032G,
LO32H, L032I, LO32K, L032M, LO32N, LO32R, L032S, LO32T, L032Y, S033A, S033D,
S033H, S033K, S033M, S033N, S033V, S035D, S035H, S035L, S035N, S035R,
S035Y, T041K, Y044F, R046A, RO46E, R046K, R046L, R046S, R046V, E047D,
NO48A, N048C, N048D, NO48E, N048G, N048H, N048I, N048K, NO48L, N048M,
NO48P, N048Q, N048R, N048Y, N049A, N049D, N049G, N049M, N049Q, TO50L,
YO051F, A053G, S057A, S057V, YO60L, Y060V, TO61A, TO61G, T061S, TO61Y,
G062T, TO63D, TO63H, TO63K, TO63N, E064M, E064V, E064W, E064Y, AO65N,
A065Q, A065R, A065S, S066D, S066T, 1067L, A068Q, EO72A, EO72L, EO72M,
E072Q, E072S, 1074V, 1082F, 1082M, TO83C, DO85N, 1087C, 1087M, TO88N, T088S,
TO89H, T0O89I, TOBIK, TOBIN, TO8IQ, TO89S, LO90A, LO9OF, LO9OM, LO9OW, LOSOY,
QO092A, Q092L, E098Q, N101A, N101D, N101Q, A102H, L104V, N105H, H106W,
1108C, IM08T, 1108V, N109E, N109F, N109H, N109K, N109M, N109S, N109Y, R110A,
R110C, R110E, R110F, R110G, R110L, R110M, R110N, R110Q, R110S, A111T,
S113A, S113F, $113G, S113K, $113L, S113N, $113Q, S113T, S113V, S113Y,
T114A, T114C, T114H, T114l, T114K, T114M, T114N, T114Q, T114R, T1148S, T114V,
R116S, S117D, S117E, S117G, Sl 171, S121A, $122G, $122H, S122K, S122N,
R138E, R138Q, $141Q, Q142E, Q1421, Q142L, Q142M, P144K, P151G, L152M,
L157F, L157M, L157R, L157V, N158H, N160E, S162E, S163E, S163N, S163T,
T165K, T165M, T165Q, T165R, T165Y, I171F, G172A, L175A, L175H, L175S, T177K,
T177R, T177V, V181P, A182H, A182N, A182Q, A182S, T183A, T183l, T183K, T183R,
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T183Y, H184F, K186R, P187K, P187Q, P187T, S195D, S195E, S195H, S195N,
S195T, E202G, E2021, E202L, E202Q, G205Q, T207N, F209W, N212A, N212Y,
1213L, 1213M, G219Q, Y221F, S222C, S222T, V230Q, N232D, N232G, N232K,
N232L, T234A, T234D, T234E, T234l, T234Q, T234S, T237N, T237S, R245A, R245C,
R245E, R245G, R245H, R245K, R245L, R245M, R245Q, R245S, R245T, D246G,
D2461, D246K, D246Q, D246S, D246V, G247K, L248A, L248D, L248E, L248K,
L248M, L248Q, L248S, F249C, F249H, F249L, F249M, F249Q, F249R, F249S,
F249T, F249V, F249Y, E251G, V252|, E254C, R256C, R256D, R256E, R256H,
R256M, R256Q, R256T, R256V und R256W, wobei die angegebenen Positionen den
Positionen gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

durch eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe
A001C, A001P, A001Q, Y004W, EO05W, NOO9C, NOOSF, NO09G, NOQ9I, D012V,
A013H, A013I, R0O18F, R018M, R018P, R018T, S019G, S0191, S019Q, S019Y,
S023R, S023V, V024K, S025F, S0251, L032D, L032V, S033E, S033F, S033l, S033L,
S033R, S035A, S035M, Y043W, R046C, R046F, R046H, R046M, E047C, E047H,
N048S, N048V, N048W, N049C, T050Q, V0541, TO61H, TO61I, TO61V, TO63S,
E064G, E064l, E064L, EO64N, A065C, A065L, A065M, 1067V, A068H, AOG8K, AOGST,
EO072K, EO72N, RO73F, T083I, 1087Y, TO89M, TO89W, LO90K, LO90OV, Q092K,
Q092M, Q092T, S095C, E098D, E098T, N101W, A102C, N105Y, M107V, 1108Q,
R110K, R110T, S113W, T114P, S117A, S117C, S117M, S117N, S117P, S117T,
8121G, S121K, S121N, S121P, S121R, S121T, S122A, $122C, S122D, S122E,
S122R, S122T, M127S, R138T, Q142R, Q142V, A149C, P151T, L157E, L157P,
N158V, S163D, S163M, T165L, T165V, D174N, L175K, T177H, T177Q, T177Y, 1178V,
V181T, T183C, T183F, T183M, T183N, P187L, P187S, S194M, S194Q, S194T,
S195C, S195W, S197E, S197K, E202C, G205N, P211V, N212C, 1213A, 1217T,
G219T, N232A, N232E, N232F, N232H, N232Y, T234K, T234L, T234N, T234R,
T234V, Q238E, Q238P, Q238R, F239Y, D246E, D246M, D246R, D246W, L248C,
L248P, L248V, F249W, G250K, G250R, E253M, E254K und R256K, wobei die angeg-
ebenen Positionen den Positionen gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

durch eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe
NOO2A, NOO2L, POO3A, POO3E, P003G, PO03H, P0O03I, PO03K, POO3L, POO3M,
P003Q, P003S, PO03T, PO03V, TO11H, D012E, D012S, A013G, A013P, L014Y,
R0O18L, S019E, F022E, F022M, V024C, V024Q, E026P, N028C, N028D, L032F,
L0O32P, S033Y, T041R, 1042V, Y04 3K, EQ47F, E047L, E047M, EQ47P, EQ47S, E047V,
E047W, NO49E, NO49F, NO49L, N049Y, TOS0E, TO50V, Y060G, YO060M, G062Q,
G062S, TO63A, TO63G, E064T, A065D, A0O65E, A065H, A065T, E072D, EQ72V,
EO072W, D085C, 1087E, T088G, T089Y, LO90R, Q092V, N101S, N105I, N105K,
N105L, N105R, H106F, [108M, 1108N, N109R, $112G, S112P, S112T, T114F, T114G,
T114Y, R116l, R116K, R116T, R116V, S117H, D120L, S122L, $122Q, S122V,
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S122Y, L124A, L124M, L124P, M127V, G135A, S136T, R138A, S141A, Q142D,
Q142K, Q142N, S163A, S163G, T165H, 171V, T177M, T177N, A182C, K186L, P187],
N190H, N190Y, $194C, S197Y, F209D, F209N, N212S, 1217V, V223T, V230A,
T234G, T234M, T234Y, Y236F, Q238C, Q238D, Q238G, Q238M, Q238S, R245N,
R245P, D246Y, G247R, L248R, F249A, F249E und R256N, wobei die angegebenen
Positionen den Positionen gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

durch eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe
NO09W, D012I, D012L, A013R, A017N, R018Y, P021D, P021T, P021Y, FO22H,
F022K, S023N, V024N, S025H, S025Y, E027N, S030C, S030K, R031Q, R031V,
S033C, S035C, S035W, 1042Q, P045A, P045T, R046P, R046Y, E047Q, A053L,
A053V, 1056M, S057T, P058G, YO60A, YO60F, Y060S, YO60W, T061C, TO61K,
TO61L, TO61N, T061Q, TO61R, TO61W, G062D, TO63E, TO63P, E064H, E064S,
EQ72F, E072G, E072R, R0731, R073T, R073V, RO73W, 1074A, 1074C, 1074G, 1074T,
A075S, GO78A, GO78S, F079G, V081G, 1082G, 1082K, 1082Q, TO83M, TO83N,
D085G, T086G, TO86N, 1087Q, 1087S, 1087T, 1087W, TO88C, LOS0C, LO90D, LO90G,
LO90H, LO90ON, D091E, D091Y, Q092C, Q092P, S095A, S095L, S095V, S095Y,
R0O96Y, A102Y, N105C, N105F, N105V, N105W, M107S, [108K, [108P, N109Q,
R110Y, S112F, 81121, S112L, S112W, S112Y, S113M, V126T, M131G, M1311,
M131S, M131V, S136C, R138D, R138M, Q142A, A1491, T153N, L157D, L157G,
N158C, N158D, N158I, N158W, K159T, S163C, T177C, T177E, T177S, I178F, 1178Y,
A182G, A182Y, T183L, P187C, N190S, S195F, S195Q), S195Y, D204Y, A210S,
K216N, K216Q, K216Y, G219L, N232R, N232W, R245I, L248F, F249D, G250S,
G250T, E251Q, E253D und E253P, wobei die angegebenen Positionen den Posi-
tionen gemaf SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

durch Fragmentierung, Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutagenese und eine
Aminosauresequenz umfasst, die Gber eine Lange von mindestens 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 255,
256, 257, 258, 259 oder 260 zusammenhangenden Aminosauren mit dem Ausgangs-

molekil Gbereinstimmt.

Die erfindungsgemafien Esterasen kdnnen (a) eine Aminosauresequenz umfassen, die ausgewahlt

ist aus denen, die in SEQ ID NOs:1-5 angegeben sind oder daraus besteht; oder (b) aus einer Es-
terase, die die Aminosauresequenz nach SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4 oder SEQ ID NO:5 umfasst, als Ausgangsmolekil erhaltlich sein durch

(i)

(ii)

ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 1,
9,13, 19, 23, 25, 26, 28, 32, 33, 46, 47, 48, 61, 64, 89, 90, 92, 105, 113, 114, 157,
183, 204, 234, 245, 246, 249 und 253 gemall SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder
ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 3,
12, 24, 30, 35, 49, 60, 63, 65, 72, 73, 87, 95, 98, 108, 109, 110, 112, 117, 121, 122,
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131, 142, 151, 163, 165, 174, 175, 177, 182, 187, 194, 195, 212, 232, 238, 248 und
256 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 4,
5,11, 14,17, 21, 22, 31, 43, 50, 53, 57, 62, 68, 74, 78, 82, 83, 85, 88, 101, 102, 106,
107, 116, 124, 126, 138, 141, 149, 152, 153, 158, 190, 197, 202, 207, 209, 216, 219
und 250 gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 2,
27,41, 42, 44, 45, 51, 54, 56, 58, 66, 67, 75, 79, 81, 86, 91, 96, 104, 111, 120, 125,
127, 135, 144, 156, 159, 160, 162, 171, 172, 181, 184, 186, 188, 205, 210, 211, 217,
221,222, 223, 230, 236, 237, 239, 247, 251, 252 und 254 gemalk SEQ ID NO:1 ent-
sprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe A001D,
A001M, YO004N, NOO9D, NOO9L, NOO9M, NO09Q, NO09Y, A013F, A013Q, A013Y,
S023A, S023E, S023Q, S025A, S025C, S025D, S025E, S025N, E026A, E026C,
EO026F, E026H, E0261, E026K, E026M, E026Q, E026R, E026S, E026T, E026V,
E026W, E026Y, N028I, NO28K, NO28P, N028Q, NO28T, N028Y, S030D, L032A,
LO32E, L032Q, S033Q, S035E, S0351, S035Q, S035V, Y043R, R046D, R0461, RO46N,
R046Q, R046T, S057C, Y060C, T061D, TO61M, TO61P, GO62A, T063C, E064A,
E064K, E064Q, E064R, A065G, A065K, A065Y, EO72H, R0O73L, RO73Y, T083V,
DO85E, 1087L, TO88D, TO88E, TO89A, TO89C, TO8ID, TO8IE, T089G, TO8IL, TO8IP,
TO89V, LO90E, LO90Q, LO90S, LO90T, Q092D, QO92E, Q092G, Q092H, QO92N,
Q092S, Q092Y, S095D, S095E, S095Q, N101E, N105A, N105D, N105E, N105G,
N105M, N105Q, N105S, M107L, 1108L, 1108Y, N109T, R110H, S113C, $113D,
S113E, S113H, S113P, T114D, T114E, S117Q, A125S, V126A, M131A, M131F,
M131L, S141E, P151A, P151C, P151l, P151L, P151S, P151V, L152I, T153C, T153L,
H156D, L157A, L157C, L157H, L1571, L157K, L157N, L157Q, L157S, L157T, L157W,
L157Y, N158E, N160D, D174A, D174C, D174E, D174G, D174H, D174K, D174M,
D174Q, D174R, D174S, D174T, D174V, L175C, L175D, L175E, L175G, L175N,
L175Q, T177D, A182D, A182E, T183D, T183E, T183H, T183Q, T183S, H184Y,
P187A, P187E, P187M, P187V, F188M, N190E, S194D, S194E, S197A, E202V,
D204A, D204C, D204E, D204F, D204G, D204H, D2041, D204K, D204L, D204M,
D204N, D204P, D204Q, D204R, D204S, D204T, D204V, D204W, T207D, T207G,
F209C, F209E, A210T, N212I, N212L, N212M, N212T, N212V, G219A, N232C,
N232M, T234H, R245V, D246A, D246C, D246H, D246P, D246T, L248I, F249G,
F249K, F249N, F249P, G250P, E253A, E253C, E253F, E253G, E253H, E253,
E253K, E253L, E253N, E253Q, E253R, E253S, E253T, E253V, E253W, E253Y,
R2561 und R256L, wobei die angegebenen Positionen den Positionen gemal SEQ ID

NO:1 entsprechen; und/oder
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eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe AO01E,
AQ01F, A001G, AO01H, A001K, AOO1L, AOO1N, A0O1R, A001S, ACO1T, AO01V,
A001W, A001Y, YO04F, EO05A, EQ05SL, NOO9A, NOOSE, NOOSH, NOOSS, NOO9T,
NOO9V, TO11N, DO12A, D012H, A013C, A013D, A013E, A013K, A013L, A013M,
A013S, A013T, LO14F, L0141, LO14M, A017G, AD17K, A017M, A017Q, A017S,
S019A, S019C, S019F, S019H, S019K, S019L, S019M, S019N, S019R, SO019T,
S019V, S019W, P021L, F022Y, S023C, S023D, S023F, S023G, S023H, S023l,
S023K, S023L, S023M, S023P, S023T, S023Y, V024F, V0241, V024L, V024M, V024T,
V024W, V024Y, S025G, S025K, S025L, S025M, S025Q, S025R, S025T, S025V,
E026G, E026L, E026N, NO28A, NO28E, NO28F, N028G, N028H, N028L, N028M,
N028S, N028V, N028W, S030A, S030E, SO030N, S030P, S030T, R031K, L032G,
LO32H, L032I, LO32K, L032M, LO32N, LO32R, L032S, LO32T, L032Y, S033A, S033D,
S033H, S033K, S033M, S033N, S033V, S035D, S035H, S035L, S035N, S035R,
S035Y, T041K, Y044F, R046A, RO46E, R046K, R046L, R046S, R046V, E047D,
NO48A, N0O48C, N048D, NO48E, N048G, N048H, N048I, N048K, NO48L, N048M,
NO48P, N048Q, N048R, N048Y, N049A, N049D, N049G, N0O49M, N049Q, TO50L,
YO051F, A053G, S057A, S057V, YO60L, Y060V, TO61A, TO61G, T061S, TO61Y,
G062T, TO63D, TO63H, TO63K, TO63N, E064M, E064V, E064W, E064Y, AO65N,
A065Q, A065R, A065S, S066D, S066T, 1067L, A068Q, EO72A, EO72L, EO72M,
EO072Q, E072S, 1074V, 1082F, 1082M, TO83C, DO85N, 1087C, 1087M, TO88N, T088S,
TO89H, TO89I, TOBIK, TOBIN, TO8IQ, TO89S, LO90A, LO9OF, LO9OM, LO9OW, LOSOY,
QO092A, Q092L, E098Q, N101A, N101D, N101Q, A102H, L104V, N105H, H106W,
1108C, IM08T, 1108V, N109E, N109F, N109H, N109K, N109M, N109S, N109Y, R110A,
R110C, R110E, R110F, R110G, R110L, R110M, R110N, R110Q, R110S, A111T,
S113A, S113F, $113G, S113K, S113L, S113N, $113Q, S113T, S113V, S113Y,
T114A, T114C, T114H, T114l, T114K, T114M, T114N, T114Q, T114R, T114S, T114V,
R116S, S117D, S117E, S117G, Sl 171, S121A, $122G, $122H, S122K, S122N,
R138E, R138Q, $141Q, Q142E, Q1421, Q142L, Q142M, P144K, P151G, L152M,
L157F, L157M, L157R, L157V, N158H, N160E, S162E, S163E, S163N, S163T,
T165K, T165M, T165Q, T165R, T165Y, I171F, G172A, L175A, L175H, L175S, T177K,
T177R, T177V, V181P, A182H, A182N, A182Q, A182S, T183A, T183I, T183K, T183R,
T183Y, H184F, K186R, P187K, P187Q, P187T, $195D, S195E, S195H, S195N,
S195T, E202G, E2021, E202L, E202Q, G205Q, T207N, F209W, N212A, N212Y,
G219Q, Y221F, S222C, $222T, V230Q, N232D, N232G, N232K, N232L, T234A,
T234D, T234E, T2341, T234Q, T234S, T237N, T237S, R245A, R245C, R245E,
R245G, R245H, R245K, R245L, R245M, R245Q, R245S, R245T, D246G, D246,
D246K, D246Q, D246S, D246V, G247K, L248A, L248D, L248E, L248K, L248M,
L248Q, L248S, F249C, F249H, F249L, F249M, F249Q, F249R, F249S, F249T, F249V,
F249Y, E251G, V2521, E254C, R256C, R256D, R256E, R256H, R256M, R256Q,



WO 2015/135757 PCT/EP2015/053991

(vii)

(viii)

(ix)

-12-

R256T, R256V und R256W, wobei die angegebenen Positionen den Positionen
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe A001C,
A001P, A001Q, YO04W, EOO5W, NOO9C, NOO9F, NO09G, N009I, D012V, A013H,
A013I1, S019G, S0191, S019Q, S019Y, S023R, S023V, V024K, S025F, S0251, L032D,
L0O32V, S033E, S033F, S033l, S033L, S033R, S035A, S035M, Y043W, R046C,
R046F, R046H, R046M, E047C, E047H, N048S, NO48V, N048W, N0O49C, T050Q,
V0541, TO61H, TO61l, TO61V, TO63S, E064G, E0641, E064L, EO64N, A065C, ADG5L,
A065M, 1067V, A068H, A068K, A068T, E072K, EO72N, RO73F, TO83I, 1087Y, TO89M,
TO89W, LO9OK, LO90V, Q092K, Q092M, QO92T, S095C, E098D, E098T, N101W,
A102C, N105Y, M107V, 1108Q, R110K, R110T, S113W, T114P, S117A, S117C,
S117M, S117N, S117P, S117T, $121G, S121K, S121N, S121P, S121R, $121T,
S122A, $122C, S122D, S$122E, S122R, $122T, M127S, R138T, Q142R, Q142V,
A149C, P151T, L157E, L157P, N158V, $163D, S163M, T165L, T165V, D174N,
L175K, T177H, T177Q, T177Y, V181T, T183C, T183F, T183M, T183N, P187L,
P187S, S194M, S194Q, S194T, S195C, S195W, S197E, S197K, E202C, G205N,
P211V, N212C, 1217T, G219T, N232A, N232E, N232F, N232H, N232Y, T234K,
T234L, T234N, T234R, T234V, Q238E, Q238P, Q238R, F239Y, D246E, D246M,
D246R, D246W, L248C, L248P, L248V, F249W, G250K, G250R, E253M, E254K und
R256K, wobei die angegebenen Positionen den Positionen gemal SEQ ID NO:1
entsprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe NOO2A,
NO002L, POO3A, POO3E, P003G, PO03H, P003I, POO3K, POO3L, POO3M, PO03Q,
P003S, PO0O3T, POO3V, TO11H, DO12E, D012S, A013G, A013P, L014Y, SO019E,
FO22E, FO22M, V024C, V024Q, E026P, N028C, N028D, L032F, L032P, S033Y,
TO41R, 1042V, YO43K, EQ47F, E047L, E047M, EQ47P, E047S, E047V, EQ47W,
NO49E, NO49F, N0O49L, N049Y, TOS0E, TO50V, Y060G, YO60M, G062Q, G062S,
TO63A, TO63G, E064T, A065D, AO65E, A0O65H, A065T, E072D, EQ72V, EQ72W,
D085C, 1087E, T088G, TO89Y, LO90R, Q092V, N101S, N105l, N105K, N105L, N105R,
H106F, 1108M, 1108N, N109R, S112G, S112P, S112T, T114F, T114G, T114Y, R1161,
R116K, R116T, R116V, S117H, D120L, $122L, $122Q, $122V, S122Y, L124A,
L124M, L124P, M127V, G135A, R138A, S141A, Q142D, Q142K, Q142N, S163A,
$163G, T165H, 1171V, T177M, T177N, A182C, K186L, P1871, N190H, N190Y, $194C,
S197Y, F209D, F209N, N212§, 1217V, V223T, V230A, T234G, T234M, T234Y, Y236F,
Q238C, Q238D, Q238G, Q238M, Q238S, R245N, R245P, D246Y, G247R, L248R,
F249A, F249E und R256N, wobei die angegebenen Positionen den Positionen geman
SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe NOO9W,
D0121, DO12L, A0O13R, A017N, P021D, P021T, P021Y, F022H, F022K, S023N,
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V024N, S025H, S025Y, E027N, S030C, S030K, R031Q, R031V, S033C, S035C,
S035W, 1042Q), P045A, P045T, R046P, R046Y, E047Q, A053L, A053V, 1056M,
S057T, P058G, YO60A, YO60F, Y060S, Y060W, TO61C, TO61K, TO61L, TO61N,
T061Q, TO61R, T0O61W, G062D, TO63E, TO63P, EO64H, E064S, E072F, EQ72G,
EO072R, R073l, R0O73T, RO73V, RO73W, 1074A, 1074C, 1074G, 1074T, A075S, GO78A,
GO078S, FO79G, V081G, 1082G, 1082K, 1082Q, TO83M, TO83N, D085G, T086G, TO86N,
1087Q, 10875, 1087T, 1087W, T088C, LO90C, LO90D, LO90G, LO90H, LO90ON, DO91E,
D091Y, Q092C, Q092P, S095A, S095L, S095V, S095Y, R096Y, A102Y, N105C,
N105F, N105V, N105W, M107S, 1108K, 1108P, N109Q, R110Y, S112F, S1121, S112L,
S112wW, 8112Y, S113M, V126T, M131G, M1311, M131S, M131V, R138D, R138M,
Q142A, A1491, T153N, L157D, L157G, N158C, N158D, N158I, N158W, K159T,
S163C, T177C, T177E, T177S, A182G, A182Y, T183L, P187C, N190S, S195F,
S$195Q, S195Y, D204Y, A210S, K216N, K216Q, K216Y, G219L, N232R, N232W,
R245I, L248F, F249D, G250S, G250T, E251Q, E253D und E253P, wobei die angeg-
ebenen Positionen den Positionen gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder
Fragmentierung, Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutagenese und eine Ami-
nosauresequenz umfasst, die Gber eine Lange von mindestens 50, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 255, 256,
257, 258, 259 oder 260 zusammenhangenden Aminosauren mit dem Ausgangsmole-
kil Gbereinstimmt, wobei die Esterase die Aminosauren R18 und S136 an den Positio-

nen, die den Positionen 18 und 136 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, umfasst.

In verschiedenen Ausfiihrungsformen der erfindungsgemafien Esterasen kdnnen auch die Positio-

nen 18, 163, 178 und/oder 213 variiert werden, solange die Esterase entweder

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

die Aminosauren R18 und S136 an den Positionen, die den Positionen 18 und 136
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist;

die Aminosauren R18, S136 und V178 an den Positionen, die den Positionen 18, 136
und 178 gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist;

die Aminosauren R18, S136 und $213 an den Positionen, die den Positionen 18, 136
und 213 gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist; oder

die Aminosauren V178 und S213 an den Positionen, die den Positionen 178 und 213
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist.

Bevorzugte Substitutionen in diesen Ausfihrungsformen der erfindungsgemafien Esterasen sind:

(i)

(ii)

ein oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus R0O18E, R0O18H, S136A,
S136V, M78L, 1213C, 1213E, 1213F, 1213H, 1213K, 1213Q, 1213R, 1213S und 1213Y;
und/oder

ein oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus R018A, R018G, R018I,
R018N, R018Q, R018S, R018V, R018W, 1213L und 1213M; und/oder
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(iii) ein oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus R018F, RO18M, RO18P,
RO18T, 1178V und 1213A; und/oder

(iv) ein oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus RO18L und S136T;
und/oder

(v) ein oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus R018Y, S136C, |178F
und 1178Y.

Die beschriebenen ein- oder mehrfachen Aminosauresubstitutionen kénnen konservative Amino-
sauresubstitutionen sein. Der Begriff "konservative Aminosauresubstitution" bedeutet den Aus-
tausch (Substitution) eines Aminosaurerestes gegen einen anderen Aminosaurerest, wobei dieser
Austausch nicht zu einer Anderung der Polaritat oder Ladung an der Position der ausgetauschten
Aminosaure fuhrt, z. B. der Austausch eines unpolaren Aminosaurerestes gegen einen anderen
unpolaren Aminosaurerest. Konservative Aminosauresubstitutionen im Rahmen der Erfindung um-
fassen beispielsweise: G=A=S, I=V=L=M, D=E, N=Q, K=R, Y=F, S=T,
G=A=I=V=L=M=Y=F=W=P=S8=T.

In Ausfiihrungsformen in denen die Esterase erhaltlich ist durch Fragmentierung, Deletions-, Inser-
tions- oder Substitutionsmutagenese, ist es beispielsweise méglich, an den Termini oder in den
Loops des Enzyms einzelne Aminosauren zu deletieren, ohne dass dadurch die hydrolytische Akti-
vitat verloren oder vermindert wird. Ferner kann durch derartige Fragmentierung, Deletions-, Inser-
tions- oder Substitutionsmutagenese beispielsweise auch die Allergenizitat betreffender Enzyme
gesenkt und somit insgesamt ihre Einsetzbarkeit verbessert werden. Vorteilhafterweise behalten
die Enzyme auch nach der Mutagenese ihre hydrolytische Aktivitat, d.h. ihre hydrolytische Aktivitat
entspricht mindestens derjenigen des Ausgangsenzyms, d.h. in einer bevorzugten Ausfuhrungs-
form betragt die hydrolytische Aktivitat mindestens 80, vorzugsweise mindestens 90 % der Aktivitat
des Ausgangsenzyms. Auch weitere Substitutionen kénnen vorteilhafte Wirkungen zeigen. Sowohl
einzelne wie auch mehrere zusammenhangende Aminosauren kdnnen gegen andere Aminosauren

ausgetauscht werden.

Sofern in den hierin beschriebenen Ausfihrungsformen auf Aminosaure-Positionen Bezug ge-
nommen wird, bezieht sich diese Angabe auf die Positionen in einem Molekill, die den entspre-
chenden Positionen der Esterase gemall SEQ ID NO. 1 in einem Alignment zugeordnet sind. Wei-
terhin richtet sich die Zuordnung der Positionen nach dem reifen (maturen) Protein. Diese Zuord-
nung ist insbesondere auch anzuwenden, wenn die Aminosauresequenz einer hierin beschriebe-
nen Esterase eine héhere Zahl von Aminosdurenresten umfasst als die Esterase gemafi SEQ ID
NO. 1. Ausgehend von den genannten Positionen in der Aminosauresequenz der Esterase sind die
Veranderungspositionen in einer hierin beschriebenen Esterase diejenigen, die eben diesen Positi-

onen in einem Alignment zugeordnet sind.
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Vorteilhafte Positionen fir Sequenzveranderungen, insbesondere Substitutionen, der Esterase
gemal SEQ ID NO:1, die Ubertragen auf homologe Positionen der hierin beschriebenen Esterasen
bevorzugt von Bedeutung sind und der Esterase vorteilhafte funktionelle Eigenschaften verleihen,
sind insbesondere die oben angegebenen Positionen, zuzuordnen in einem Alignment mit SEQ ID
NO. 1 und damit in der Zahlung gemaf SEQ ID NO. 1.

Besonders bevorzugt sind jeweils Substitutionen an den unter (i) angegebenen Positionen bzw. die
unter (v) angegebenen konkreten Substitionen. Als nachstes folgen die Substitutionen an den unter
(ii) angegebenen Positionen bzw. die unter (vi) angegebenen konkreten Substitionen. Danach fol-
gen Substitutionen an den unter (iii) angegebenen Positionen bzw. die unter (vii) angegebenen
konkreten Substitionen. Schlielilich folgen Substitutionen an den unter (iv) angegebenen Positio-
nen bzw. die unter (viii) und (ix) angegebenen konkreten Substitionen. Es kénnen naturlich auch
Substitutionen an einer Kombination von Positionen erfolgen, die unter (i)-(iv) angegeben sind.
Ebenfalls kdnnen Substitutionen aus den unter (v)-(ix) angegebenen Listen beliebig kombiniert

werden.

Vorteilhaft sind insbesondere beispielsweise Substitutionen, die denen entsprechen, die in der In-
ternationalen Patentveréffentlichung W0O2013/033318 A1 beschrieben sind, sofern die entspre-
chend homologen Positionen in einer hierin beschriebenen Esterase nicht schon natirlicherweise
von einer dieser bevorzugten Aminosauren eingenommen werden. Die Gesamtheit der Offenba-
rung dieser Patentschrift ist hierin durch Bezugnahme eingeschlossen, einschlieBlich aller Zeich-

nungen und Sequenzen.

Im Rahmen der Erfindung besonders bevorzugt sind die Esterasen, die an den Positionen, die den
Positionen 178 und/oder 213 in SEQ ID NO:1 entsprechen, die Aminosauresubstitutionen 1178V
und/oder 1213S aufweisen. Es wurde gefunden, dass diese beiden Positionen an der Bindung des
Substrats PET beteiligt sind, so dass entsprechende Substitutionen die Leistung der Esterase im
Hinblick auf Substratbindung und Hydrolyse verbessern kdnnen. Besonders bevorzugte Ausfih-
rungsformen der Erfindung betreffen daher die oben beschriebenen Esterasen, die eine Aminosau-
resequenz umfassen, die mindestens 70 % vorzugsweise mindestens 80 %, noch bevorzugter
mindestens 85 %, am bevorzugtesten mindestens 90 % Sequenzidentitit mit der in SEQ ID NO. 1
angegebenen Aminosauresequenz tber deren Gesamtldnge aufweist und die die Aminosauren
V178 und S213 an den Positionen, die den Positionen 178 und 213 gemafl SEQ ID NO:1 entspre-
chen, aufweisen. In verschiedenen Ausfihrungsformen enthalten diese Esterasen zusatzlich eine

oder mehrere der oben beschriebenen Substitutionen.

Alle Ausfiihrungsformen und Sachverhalte, die oben im Zusammenhang mit den Esterasen, den
erfindungsgemafen Verfahren oder Verwendungen beschrieben wurden, sind auch auf die jeweili-

gen anderen Aspekte der Erfindung anwendbar.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine zuvor beschriebene Esterase, die zusatzlich stabili-
siert ist, insbesondere durch eine oder mehrere Mutationen, beispielsweise Substitutionen, oder
durch Kopplung an ein Polymer bzw. deren Verwendung oder Verfahren zu deren Verwendung.
Denn eine Erhdhung der Stabilitat bei der Lagerung und/oder wahrend des Einsatzes, beispiels-
weise beim Waschprozess, fihrt dazu, dass die enzymatische Aktivitat I1anger anhalt und damit die
Leistung verbessert wird. Grundsatzlich kommen alle im Stand der Technik beschriebenen
und/oder zweckmaRigen Stabilisierungsmoglichkeiten in Betracht. Bevorzugt sind solche Stabilisie-
rungen, die Gber Mutationen des Enzyms selbst erreicht werden, da solche Stabilisierungen im An-
schluss an die Gewinnung des Enzyms keine weiteren Arbeitsschritte erfordern. Beispiele fur hier-
fur geeignete Sequenzveranderungen sind vorstehend genannt. Weitere geeignete Sequenzver-
anderungen sind aus dem Stand der Technik bekannt. So kdnnen Esterasen beispielsweise auch
dadurch stabilisiert werden, dass einer oder mehrere Tyrosin-Reste gegen andere Aminosauren

ausgetauscht werden.

Weitere Méglichkeiten der Stabilisierung sind beispielsweise:

- Veranderung der Bindung von Metallionen;

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

- Austausch von Aminosauren, die nahe dem N-Terminus liegen, gegen solche, die vermutlich
Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit dem Rest des Molekiils in Kontakt treten und somit

einen Beitrag zur Aufrechterhaltung der globularen Struktur leisten.

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

wird, da mehrere stabilisierende Mutationen additiv oder synergistisch wirken.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Esterase wie vorstehend beschrieben, die dadurch
gekennzeichnet ist, dass sie mindestens eine chemische Modifikation aufweist bzw. deren Ver-
wendung oder Verfahren zu deren Verwendung. Eine Esterase mit einer solchen Veranderung wird

als Derivat bezeichnet, d.h. die Esterase ist derivatisiert.

Unter Derivaten werden im Sinne der vorliegenden Anmeldung demnach solche Proteine verstan-
den, deren reine Aminosaurekette chemisch modifiziert worden ist. Solche Derivatisierungen kén-
nen beispielsweise in vivo durch die Wirtszelle erfolgen, die das Protein exprimiert. Diesbeziiglich
sind Kopplungen niedrigmolekularer Verbindungen wie von Lipiden oder Oligosacchariden beson-
ders hervorzuheben. Derivatisierungen kdnnen aber auch in vitro durchgefuhrt werden, etwa durch
die chemische Umwandlung einer Seitenkette einer Aminosaure oder durch kovalente Bindung
einer anderen Verbindung an das Protein. Beispielsweise ist die Kopplung von Aminen an Car-
boxylgruppen eines Enzyms zur Verdnderung des isoelektrischen Punkts méglich. Eine solche an-

dere Verbindung kann auch ein weiteres Protein sein, das beispielsweise Uber bifunktionelle che-
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mische Verbindungen an ein erfindungsgemafes Protein gebunden wird. Ebenso ist unter Deriva-
tisierung die kovalente Bindung an einen makromolekularen Trager zu verstehen, oder auch ein
nichtkovalenter Einschluss in geeighete makromolekulare Kafigstrukturen. Derivatisierungen kén-
nen beispielsweise die Substratspezifitdt oder die Bindungsstarke an das Substrat beeinflussen
oder eine voriubergehende Blockierung der enzymatischen Aktivitat herbeifiihren, wenn es sich bei
der angekoppelten Substanz um einen Inhibitor handelt. Dies kann beispielsweise fiir den Zeitraum
der Lagerung sinnvoll sein. Derartige Modifikationen kdnnen ferner die Stabilitat oder die enzymati-
sche Aktivitat beeinflussen. Sie kdnnen ferner auch dazu dienen, die Allergenizitat und/oder Immu-
nogenizitdt des Proteins herabzusetzen und damit beispielsweise dessen Hautvertraglichkeit zu
erhdhen. Beispielsweise kbnnen Kopplungen mit makromolekularen Verbindungen, beispielsweise

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

Unter Derivaten eines hierin beschriebenen Proteins kdnnen im weitesten Sinne auch Praparatio-
nen dieser Proteine verstanden werden. Je nach Gewinnung, Aufarbeitung oder Praparation kann
ein Protein mit diversen anderen Stoffen vergesellschaftet sein, beispielsweise aus der Kultur der
produzierenden Mikroorganismen. Ein Protein kann auch, beispielsweise zur Erhdhung seiner La-
gerstabilitat, mit anderen Stoffen gezielt versetzt worden sein. Erfindungsgeman sind deshalb auch
alle Praparationen eines erfindungsgemafien Proteins. Das ist auch unabhangig davon, ob es in
einer bestimmten Praparation tatsachlich diese enzymatische Aktivitat entfaltet oder nicht. Denn es
kann gewunscht sein, dass es bei der Lagerung keine oder nur geringe Aktivitat besitzt, und erst
zum Zeitpunkt der Verwendung seine enzymatische Funktion entfaltet. Dies kann beispielsweise
Uber entsprechende Begleitstoffe gesteuert werden. Insbesondere die gemeinsame Praparation

von Esterasen mit Esterase-Inhibitoren ist diesbeziiglich maglich.

Betreffend alle vorstehend beschriebenen Esterasen beziehungsweise Esterasevarianten und/oder
Derivate sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung diejenigen besonders bevorzugt, deren Sta-
bilitdt und/oder Aktivitdt mindestens derjenigen der Esterase gemal einer der SEQ ID NOs. 1-3
entspricht, wobei die Aktivitat sich auf die PET-Hydrolyse-Aktivitat bezieht, die wie in den Beispie-

len beschrieben bestimmt werden kann.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Nukleinsaure, die flur eine erfindungsgemale Es-
terase codiert, sowie ein Vektor enthaltend eine solche Nukleinsaure, insbesondere ein Klonie-

rungsvektor oder ein Expressionsvektor.

Hierbei kann es sich DNA- oder RNA-Molekile handeln. Sie kdnnen als Einzelstrang, als ein zu
diesem Einzelstrang komplementarer Einzelstrang oder als Doppelstrang vorliegen. Insbesondere
bei DNA-Molekilen sind die Sequenzen beider komplementarer Strange in jeweils allen drei mogli-
chen Leserastern zu beriicksichtigen. Ferner ist zu beriicksichtigen, dass verschiedene Codons,

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

nonyme Codon kann dieses in dem Organismus effizienter translatiert werden.

Einem Fachmann ist es Uber heutzutage allgemein bekannte Methoden, wie beispielsweise die
chemische Synthese oder die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in Verbindung mit molekular-
biologischen und/oder proteinchemischen Standardmethoden mdglich, anhand bekannter DNA-
und/oder Aminosauresequenzen die entsprechenden Nukleinsduren bis hin zu vollstandigen Ge-
nen herzustellen. Derartige Methoden sind beispielsweise aus Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Ma-
niatis, T. 2001. Molecular cloning: a laboratory manual, 3. Edition Cold Spring Laboratory Press.

bekannt.

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

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

in Klonierungsvektoren nicht exprimiert.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine nicht menschliche Wirtszelle, die eine erfindungs-
gemale Nukleinsaure oder einen erfindungsgemalfien Vektor beinhaltet, oder die eine erfindungs-
gemalie Esterase beinhaltet, insbesondere eine, die die Esterase in das die Wirtszelle umgebende
Medium sezerniert. Bevorzugt wird eine erfindungsgemalle Nukleinsaure oder ein erfindungs-
gemaler Vektor in einen Mikroorganismus transformiert, der dann eine erfindungsgemafe Wirts-
zelle darstellt. Alternativ kdnnen auch einzelne Komponenten, d.h. Nukleinsdure-Teile o-

der -Fragmente einer erfindungsgemaflen Nukleinsdure derart in eine Wirtszelle eingebracht wer-
den, dass die dann resultierende Wirtszelle eine erfindungsgemale Nukleinsdure oder einen erfin-
dungsgemalen Vektor enthalt. Dieses Vorgehen eignet sich besonders dann, wenn die Wirtszelle
bereits einen oder mehrere Bestandteile einer erfindungsgemafen Nukleinsaure oder eines erfin-
dungsgemalen Vektors enthalt und die weiteren Bestandteile dann entsprechend ergénzt werden.
Verfahren zur Transformation von Zellen sind im Stand der Technik etabliert und dem Fachmann
hinlanglich bekannt. Als Wirtszellen eignen sich prinzipiell alle Zellen, das heif3t prokaryotische o-
der eukaryotische Zellen. Bevorzugt sind solche Wirtszellen, die sich genetisch vorteilhaft handha-
ben lassen, was beispielsweise die Transformation mit der Nukleinsdure oder dem Vektor und
dessen stabile Etablierung angeht, beispielsweise einzellige Pilze oder Bakterien. Ferner zeichnen
sich bevorzugte Wirtszellen durch eine gute mikrobiologische und biotechnologische Handhabbar-
keit aus. Das betrifft beispielsweise leichte Kultivierbarkeit, hohe Wachstumsraten, geringe Anfor-
derungen an Fermentationsmedien und gute Produktions- und Sekretionsraten fir Fremdproteine.
Bevorzugte erfindungsgemalie Wirtszellen sezernieren das (transgen) exprimierte Protein in das
die Wirtszellen umgebende Medium. Ferner kbnnen die Esterasen von den sie produzierenden

Zellen nach deren Herstellung modifiziert werden, beispielsweise durch Ankniipfung von Zucker-
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molekilen, Formylierungen, Aminierungen, usw. Solche posttranslationale Modifikationen kénnen

die Esterase funktionell beeinflussen.

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

schrieben.

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

gative oder grampositive Bakterien geeignet sein.

Bei gramnegativen Bakterien wie beispielsweise Escherichia coli wird eine Vielzahl von Proteinen
in den periplasmatischen Raum sezerniert, also in das Kompartiment zwischen den beiden die Zel-
len einschlieRenden Membranen. Dies kann fir spezielle Anwendungen vorteilhaft sein. Ferner
kdnnen auch gramnegative Bakterien so ausgestaltet werden, dass sie die exprimierten Proteine
nicht nur in den periplasmatischen Raum, sondern in das das Bakterium umgebende Medium aus-
schleusen. Grampositive Bakterien wie beispielsweise Bacilli oder Actinomyceten oder andere Ver-
treter der Actinomycetales besitzen demgegeniber keine duflere Membran, so dass sezernierte
Proteine sogleich in das die Bakterien umgebende Medium, in der Regel das Nahrmedium, abge-
geben werden, aus welchem sich die exprimierten Proteine aufreinigen lassen. Sie kdnnen aus
dem Medium direkt isoliert oder weiter prozessiert werden. Zudem sind grampositive Bakterien mit
den meisten Herkunftsorganismen fir technisch wichtige Enzyme verwandt oder identisch und bil-
den meist selbst vergleichbare Enzyme, so dass sie tber eine dhnliche Codon-Verwendung verfi-

gen und ihr Protein-Syntheseapparat naturgemaf entsprechend ausgerichtet ist.

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

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

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

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

tophilia.

Die Wirtszelle kann aber auch eine eukaryontische Zelle sein, die dadurch gekennzeichnet ist,
dass sie einen Zellkern besitzt. Einen weiteren Gegenstand der Erfindung stellt daher eine Wirts-
zelle dar, die dadurch gekennzeichnet ist, dass sie einen Zellkern besitzt. Im Gegensatz zu proka-
ryontischen Zellen sind eukaryontische Zellen in der Lage, das gebildete Protein posttranslational
zu modifizieren. Beispiele dafir sind Pilze wie Actinomyceten oder Hefen wie Saccharomyces oder
Kluyveromyces. Dies kann beispielsweise dann besonders vorteilhaft sein, wenn die Proteine im
Zusammenhang mit ihrer Synthese spezifische Modifikationen erfahren sollen, die derartige Sys-
teme ermdglichen. Zu den Modifikationen, die eukaryontische Systeme besonders im Zusammen-
hang mit der Proteinsynthese durchfilhren, gehéren beispielsweise die Bindung niedermolekularer
Verbindungen wie Membrananker oder Oligosaccharide. Derartige Oligosaccharid-Modifikationen
kdnnen beispielsweise zur Senkung der Allergenizitat eines exprimierten Proteins wiinschenswert
sein. Auch eine Coexpression mit den natirlicherweise von derartigen Zellen gebildeten Enzymen,
wie beispielsweise Cellulasen oder Lipasen, kann vorteilhaft sein. Ferner kénnen sich beispiels-
weise thermophile pilzliche Expressionssysteme besonders zur Expression temperaturbestandiger

Proteine oder Varianten eignen.

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

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

tein enthommen werden kann.
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Erfindungsgemalie Wirtszellen werden bevorzugt verwendet, um erfindungsgemalie Esterasen
herzustellen. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung einer
Esterase umfassend

a) Kultivieren einer erfindungsgemalien Wirtszelle; und

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

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

terase beruhen, stellen Ausfiihrungsformen dieses Erfindungsgegenstandes dar.

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

lisiert werden.

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

lung mit Ammoniumsulfat oder Ethanol, oder durch chromatographische Reinigung.

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

dungsgemale Esterasen herzustellen.

Die Mittel, die eine Esterase wie vorstehend beschrieben enthalten, sind vorzugsweise Mittel zur
Behandlung und/oder Reinigung und/oder Pflege von Textilien oder Wasche, insbesondere ein

Waschmittel, ein Waschhilfsmittel oder ein Textilpflegemittel.
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Zu diesem Erfindungsgegenstand zahlen alle denkbaren Waschmittelarten, sowohl Konzentrate als
auch unverdinnt anzuwendende Mittel, zum Einsatz im kommerziellen Mal3stab, in der Waschma-
schine oder bei der Handwasche. Dazu gehdéren beispielsweise Waschmittel fir Textilien, Teppi-
che, oder Naturfasern, fiir die die Bezeichnung Waschmittel verwendet wird. Zu den Waschmitteln
im Rahmen der Erfindung zahlen ferner Waschhilfsmittel, die bei der manuellen oder maschinellen
Textilwadsche zum eigentlichen Waschmittel hinzudosiert werden, um eine weitere Wirkung zu er-
zielen. Ferner zahlen zu Waschmitteln im Rahmen der Erfindung auch Textilvor- und Nachbehand-
lungsmittel, also solche Mittel, mit denen das Waschestiick vor der eigentlichen Wasche in Kontakt
gebracht wird, beispielsweise zum Anlésen hartnackiger Verschmutzungen, und auch solche Mit-
tel, die in einem der eigentlichen Textilwasche nachgeschalteten Schritt dem Waschgut weitere
wilnschenswerte Eigenschaften wie angenehmen Griff, Knitterfreiheit oder geringe statische Aufla-

dung verleihen. Zu letztgenannten Mittel werden u.a. die Weichspuler gerechnet.

Die hierin beschriebenen und verwendeten Mittel, die als pulverférmige Feststoffe, in nachver-
dichteter Teilchenform, als homogene Losungen oder Suspensionen vorliegen kénnen, kénnen
neben einer erfindungsgemalen Esterase alle bekannten und in derartigen Mitteln Gblichen In-
haltsstoffe enthalten, wobei bevorzugt mindestens ein weiterer Inhaltsstoff in dem Mittel vorhanden
ist. Die hierin beschriebenen und verwendeten Mittel kénnen insbesondere Tenside, Builder (Ge-
riststoffe), Persauerstoffverbindungen oder Bleichaktivatoren enthalten. Ferner kénnen sie was-
sermischbare organische Losungsmittel, weitere Enzyme, Sequestrierungsmittel, Elektrolyte, pH-
Regulatoren und/oder weitere Hilfsstoffe wie optische Aufheller, Vergrauungsinhibitoren, Schaum-

regulatoren sowie Farb- und Duftstoffe sowie Kombinationen hiervon enthalten.

Vorteilhafte Inhaltsstoffe der hierin beschriebenen und verwendeten Mittel sind offenbart in der in-
ternationalen Patentanmeldung W02009/121725, dort beginnend auf Seite 5, vorletzter Absatz,
und endend auf Seite 13 nach dem zweiten Absatz. Auf diese Offenbarung wird ausdriicklich Be-
zug genommen und der dortige Offenbarungsgehalt in die vorliegende Patentanmeldung einbezo-

gen.

Ein hierin beschriebenes oder verwendetes Mittel enthalt die Esterase vorteilhafterweise in einer
Menge von 2ug bis 20mg, vorzugsweise von 5ug bis 17,5mg, besonders bevorzugt von 20ug bis
15mg und ganz besonders bevorzugt von 50ug bis 10mg pro g des Mittels. In verschiedenen Aus-
fuhrungsformen kann die Esterase in dem Mittel in einer Menge von 1 x 108 bis 5 Gew.-%, 1 x 10”7
bis 3 Gew.-%, von 0,00001 bis 1 Gew.-%, von 0,00005 bis 0,5 Gew.-%, von 0,0001 bis 0,1 Gew.-%

und von 0,0001 bis 0,05 Gew.-% bezogen auf aktives Protein enthalten sein.

Ferner kann die in dem Mittel enthaltene Esterase, und/oder weitere Inhaltsstoffe des Mittels, mit
einer bei Raumtemperatur oder bei Abwesenheit von Wasser fiir das Enzym undurchlassigen Sub-

stanz umhiillt sein, welche unter Anwendungsbedingungen des Mittels durchldssig fur das Enzym
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wird. Eine solche Ausflihrungsform der Erfindung ist somit dadurch gekennzeichnet, dass die Es-
terase mit einer bei Raumtemperatur oder bei Abwesenheit von Wasser fur die Esterase undurch-
lassigen Substanz umhillt ist. Weiterhin kann auch das Mittel selbst in einem Behaltnis, vorzugs-
weise einem luftdurchlassigen Behaltnis, verpackt sein, aus dem es kurz vor Gebrauch oder wah-

rend des Waschvorgangs freigesetzt wird.

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

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

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

(c) als Einkomponentensystem vorliegt, oder

(d) in mehrere Komponenten aufgeteilt ist.

Diese Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung umfassen alle festen, pulverférmigen, fliissi-
gen, gelférmigen oder pastdsen Darreichungsformen hierin beschriebener und verwendeter Mittel,
die gegebenenfalls auch aus mehreren Phasen bestehen kénnen sowie in komprimierter oder nicht
komprimierter Form vorliegen kénnen. Das Mittel kann als rieselfahiges Pulver vorliegen, insbe-
sondere mit einem Schittgewicht von 300 g/l bis 1200 g/l, insbesondere 500 g/l bis 900 g/l oder
600 g/l bis 850 g/l. Zu den festen Darreichungsformen des Mittels zahlen ferner Extrudate, Granu-
late, Tabletten oder Pouches. Alternativ kann das Mittel auch flissig, gelférmig oder pastds sein,
beispielsweise in Form eines nicht-wassrigen Flissigwaschmittels oder einer nicht-wassrigen Pas-
te oder in Form eines wassrigen Flissigwaschmittels oder einer wasserhaltigen Paste. Weiterhin
kann das Mittel als Einkomponentensystem vorliegen. Solche Mittel bestehen aus einer Phase.
Alternativ kann ein Mittel auch aus mehreren Phasen bestehen. Ein solches Mittel ist demnach in

mehrere Komponenten aufgeteilt.

Die hierin beschriebenen und verwendeten Mittel, insbesondere Waschmittel, kbnnen ausschliel3-
lich eine Esterase enthalten. Alternativ kdnnen sie auch weitere hydrolytische Enzyme oder andere
Enzyme in einer fir die Wirksamkeit des Mittels zweckmafigen Konzentration enthalten. Eine wei-
tere Ausfiihrungsform stellen somit Mittel dar, die ferner eines oder mehrere weitere Enzyme um-
fassen. Als weitere Enzyme bevorzugt einsetzbar sind alle Enzyme, die in dem erfindungs-
gemalien Mittel eine katalytische Aktivitat entfalten kdnnen, insbesondere eine Protease, Amylase,
Cellulase, Hemicellulase, Mannanase, Tannase, Xylanase, Xanthanase, Xyloglucanase, 3-
Glucosidase, Pektinase, Carrageenase, Perhydrolase, Oxidase, Oxidoreduktase oder eine Lipase,
sowie deren Gemische. Weitere Enzyme sind in dem Mittel vorteilhafterweise jeweils in einer Men-
ge von 1 x 10 bis 5 Gewichts-Prozent bezogen auf aktives Protein enthalten. Zunehmend bevor-
zugt ist jedes weitere Enzym in einer Menge von 1 x 107-3 Gew.-%, von 0,00001-1 Gew.-%, von
0,00005-0,5 Gew.-%, von 0,0001 bis 0,1 Gew.-% und besonders bevorzugt von 0,0001 bis 0,05

Gew.-% in hierin beschriebenen und verwendeten Mitteln enthalten, bezogen auf aktives Protein.
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Besonders bevorzugt zeigen die Enzyme synergistische Effekte, beispielsweise bei der Reini-
gungsleistungen gegeniber bestimmten Anschmutzungen oder Flecken, d.h. die in der Mittelzu-
sammensetzung enthaltenen Enzyme unterstiitzen sich in ihrer Leistung gegenseitig. Ganz beson-
ders bevorzugt liegt ein solches Synergismus vor zwischen der erfindungsgemaf enthaltenen Es-
terase und einem weiteren Enzym eines erfindungsgemalfien Mittels, darunter insbesondere zwi-
schen der genannten Esterase und und/oder einer Mannanase und/oder einer Cellulase und/oder
einer Pektinase. Bevorzugt ist die Kombination einer hierin beschriebenen Esterase mit einer Cel-
lulase in den hierin beschriebenen und verwendeten Mitteln, Verwendungen und Verfahren, da so
auf PET/Cellulose-Mischgeweben und/oder gemischten Wascheposten beide Arten von Faserpfle-

ge einwirken kénnen.

Synergistische Effekte kdnnen nicht nur zwischen verschiedenen Enzymen, sondern auch zwi-
schen einem oder mehreren Enzymen und weiteren Inhaltsstoffen des erfindungsgemaien Mittels

auftreten.

Ein weiterer Erfindungsgegenstand ist ein Verfahren zur Behandlung oder Pflege von Textilien, das
dadurch gekennzeichnet ist, dass in mindestens einem Verfahrensschritt ein hierin beschriebenes
Mittel angewendet wird, oder dass in mindestens einem Verfahrensschritt eine hierin beschriebene
Esterase katalytisch aktiv wird, insbesondere derart, dass die Esterase in einer Menge von 40ug
bis 49, vorzugsweise von 50ug bis 3g, besonders bevorzugt von 100ug bis 2g und ganz besonders

bevorzugt von 200ug bis 1g eingesetzt wird.

Hierunter fallen sowohl manuelle als auch maschinelle Verfahren, wobei maschinelle Verfahren
bevorzugt sind. Verfahren zur Behandlung, Pflege und/oder Reinigung von Textilien zeichnen sich
im allgemeinen dadurch aus, dass in mehreren Verfahrensschritten verschiedene pflege- oder rei-
nigungsaktive Substanzen auf das Textil aufgebracht und nach der Einwirkzeit abgewaschen wer-
den, oder dass das Textil in sonstiger Weise mit einem solchen Mittel oder einer Lésung oder Ver-
dinnung dieses Mittels behandelt wird. Alle denkbaren Wasch- oder Textilbehandlungs- oder Tex-
tilpflegeverfahren kénnen in wenigstens einem der Verfahrensschritte um die Anwendung eines
hierin beschriebenen Mittels oder einer hierin beschriebenen Esterase bereichert werden und stel-
len dann Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung dar. Alle Sachverhalte, Gegenstande und
Ausfihrungsformen, die fur hierin beschriebene und verwendete Esterasen und sie enthaltende
Mittel beschrieben sind, sind auch auf diesen Erfindungsgegenstand anwendbar. Daher wird an
dieser Stelle ausdriicklich auf die Offenbarung an entsprechender Stelle verwiesen mit dem Hin-
weis, dass diese Offenbarung auch fir die vorstehenden erfindungsgemalen Verfahren und Ver-

wendungen gilt.

Da erfindungsgemale Esterasen natirlicherweise bereits eine hydrolytische Aktivitat besitzen und

diese auch in Medien entfalten, die sonst keine Reinigungskraft besitzen wie beispielsweise in blo-
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Rem Puffer, kann ein einzelner und/oder der einzige Schritt eines solchen Verfahrens darin beste-
hen, dass gewiinschtenfalls als einzige aktive Komponente eine erfindungsgemafe Esterase mit
einem Textil oder Wéaschestiick in Kontakt gebracht wird, bevorzugt in einer Pufferldsung oder in

Wasser. Dies stellt eine weitere Ausfihrungsform dieses Erfindungsgegenstandes dar.

Alternative Ausfihrungsformen dieses Erfindungsgegenstandes stellen auch Verfahren zur Be-
handlung von Textilrohstoffen oder zur Textilpflege dar, bei denen in wenigstens einem Verfah-
rensschritt eine erfindungsgemalie Esterase aktiv wird. Hierunter sind Verfahren fiir Textilrohstoffe,
Fasern oder Textilien mit synthetischen Bestandteilen bevorzugt, und ganz besonders fiur solche

mit Polyestern, insbesondere PET.

Daruber hinaus betrifft die Erfindung auch den weiteren Aspekt, die hierin beschriebenen Estera-
sen zum Polyesterabbau in Abwassern oder anderen mit Polyester, insbesondere PET in Nanopar-

tikelform, belasteten Umgebungen, wie Gewassern, Bdden, Deponien, etc. einzusetzen.

Generell sind alle oben im Kontext mit Esterasen und den diesen enthaltenden Mitteln beschriebe-
nen Sachverhalte, Gegenstande und Ausfihrungsformen auch in den Verfahren und Verwendun-
gen der Erfindung anwendbar. Das bedeutet beispielsweise, dass die Esterasen, die hierin be-
schrieben werden, bei der Verwendung zur Hydrolyse von Polyestern, insbesondere PET, oder in
Verfahren zum Verbessern des Tragekomforts und/oder Vermindern von Pilling von Polyester-
haltigen Textilien, insbesondere PET-haltigen Textilien, oder in Verfahren zum Hydrophilieren von
PET-Fasern und/oder Abbau von PET-Polymer aus Textilfasern in allen oben beschriebenen For-
mulierungen und/oder auf alle oben beschrieben Arten verwendet werden kdnnen. Daher wird an
dieser Stelle ausdriicklich auf die Offenbarung an entsprechender Stelle verwiesen mit dem Hin-
weis, dass diese Offenbarung auch fir die erfindungsgemale Verwendung bzw. die erfindungs-

gemaBen Verfahren gilt.
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Beispiele

Alle molekularbiologischen Arbeitsschritte folgen Standardmethoden, wie sie beispielsweise in dem
Handbuch von Fritsch, Sambrook und Maniatis ,Molecular cloning: a laboratory manual®, Cold
Spring Harbour Laboratory Press, New York, 1989, oder vergleichbaren einschlagigen Werken an-
gegeben sind. Enzyme und Baukasten (Kits) wurden nach den Angaben der jeweiligen Hersteller

eingesetzt.

Beispiel 1: Herstellung der Esterasen

Ausgehend von einer Esterase, die eine Aminosaduresequenz geman SEQ ID NO. 1 aufwies,
wurde eine erfindungsgemalie Esterase-Variante durch ortsgerichtete (,site-directed®) Mutagenese
in der fur die Esterase codierenden Nukleinsdure mittels ,QuickChange® Il Site-directed-
Mutagenese-Kit“ (Strategene) hergestellt. Hierbei wurden die Codons fur die angegebenen
Aminosaurepositionen (178, 213) derart verandert, so dass bei der Translation bezogen auf die
Aminosauresequenz eine Substitution der Aminosauren wie angegeben erfolgte. Die Expression
der Esterase-Variante erfolgte in fachublicher Art- und Weise durch Transformation von E.coli
BL21(DE3) mit einem entsprechenden Expressionsvektor und nachfolgender Kultur der die
Esterase-Variante exprimierenden Transformanden. Die Esterasen wurden mittels

Chromatographie aus den entsprechenden Kulturen aufgereinigt.

Referenz-Esterase: Esterase mit einer Aminosduresequenz gemafl SEQ ID NO. 1.
Esterase-Variante 1178V: Esterase mit einer Aminosauresequenz gemafll SEQ ID NO. 1 mit der
Aminosauresubstitution 1178V in der Zahlung gemal SEQ ID NO. 1 (SEQ ID NO. 2).
Esterase-Variante 1213S: Esterase mit einer Aminosauresequenz gemafl SEQ ID NO. 1 mit der
Aminosauresubstitution 1213S in der Zahlung gemal SEQ ID NO. 1 (SEQ ID NO. 3).

Beispiel 2: Charakterisierung der hergestellten Esterase(-Varianten)

Die Aktivitat der Esterasen wurden mit zwei Methoden bestimmt. Mittels einer turbidimetrischen
Methode wurde die enzymatische Hydrolyse von Polycaprolacton (PCL) Nanopartikeln gemessen.
Die PCL-Nanopartikel wurden hierzu mittels einer Prazipitationsmethode hergestellt. 100 mg PCL
wurden in 10 mL Aceton bei 50°C geldst und anschlieRend unter starkem Rihren tropfchenweise
in 100 mL ultrareines H20 pipettiert. Die PCL-Suspension wurde durch einen Papierfilter filtriert
und das organische Losungsmittel unter dem Abzug entfernt. Fiir die Bestimmung des enzymati-
schen Abbaus von PCL Nanopartikeln wurden 100 pL einer PCL-Suspension (1 mg/mL) in jedem
Well einer Mikrotiterplatte vorgelegt und mit Tris-Puffer (0.5 M, pH 8,5) oder Enzymlésungen im
selben Tris-Puffer bis zu einer Gesamtvolumen von 200 yL aufgefillt. Die PCL Hydrolyse wurde im
Plattenleser bei 600 nm und 50°C Uber einen Zeitraum von 15 min bestimmt. Die linearen initialen

Raten der Triibungsabnahme der Suspension wurden bestimmt. Die Ergebnisse sind in Figur 1
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graphisch dargestellt (Abbauraten von PCL-Nanopartikeln als funktion der eingesetzten Enzym-

mengen).

Mit einer weiteren Methode wurde die enzymatische Abbaurate von PET-Folien gravimetrisch be-
stimmt. Hierzu wurden eine PET-Folie (ca. 55 mg, 5 mm X 30 mm) und ca. 900 pg chromatogra-
phisch aufgereinigtes Enzym geldst in 0.5 M Tris-HCI (pH 8,5) unter starkem Schiitteln bei 60°C

inkubiert. Die Gewichtverluste der PET-Folien wurden nach 48 h-Inkubation bestimmt.

SEQID SEQID SEQID
NO:1 NO:2 NO:3
Abbaurate (mg/24h) 2,310,2 3,2+#0,3 2,8+0,2
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Patentanspriiche

1. Verwendung einer Esterase oder eines Mittels, das eine Esterase enthalt, insbesondere eines
Mittels zur Wasche- und/oder Textilbehandlung, zur Hydrolyse von Polyestern, insbesondere
Polyethylenterephthalat (PET), dadurch gekennzeichnet, dass die Esterase eine Aminosau-
resequenz umfasst, die mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 80 %, noch bevorzugter
mindestens 85 %, am bevorzugtesten mindestens 90 % Sequenzidentitat mit der in SEQ ID

NO. 1 angegebenen Aminosduresequenz tiber deren Gesamtlange aufweist.

2. Verfahren zum Verbessern des Tragekomforts und/oder Vermindern von Pilling von Polyester-
haltigen Textilien, insbesondere PET-haltigen Textilien, durch in Kontakt bringen der Polyester-
haltigen Textilien mit einer Esterase oder einem Mittel, das eine Esterase enthalt, insbesonde-
re einem Mittel zur Wasche- und/oder Textilbehandlung, dadurch gekennzeichnet, dass die Es-
terase eine Aminosauresequenz umfasst, die mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 80
%, noch bevorzugter mindestens 85 %, am bevorzugtesten mindestens 90 % Sequenzidentitat

mit der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Aminosauresequenz tber deren Gesamtlange aufweist.

3. Verfahren zum Hydrophilieren von PET-Fasern und/oder Abbau von PET-Polymer aus Textil-
fasern durch in Kontakt bringen des PET mit einer Esterase oder einem Mittel, das eine Ester-
ase enthalt, insbesondere einem Mittel zur Wasche- und/oder Textilbehandlung, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Esterase eine Aminosauresequenz umfasst, die mindestens 70 %, vor-
zugsweise mindestens 80 %, noch bevorzugter mindestens 85 %, am bevorzugtesten mindes-
tens 90 % Sequenzidentitat mit der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Aminosauresequenz tber

deren Gesamtlange aufweist.

4. Ausfuhrungsform nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
die Esterase (a) aus der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Aminosauresequenz besteht oder (b)
aus der Esterase mit der in in SEQ ID NO. 1 angegebenen Aminosauresequenz als Aus-
gangsmolekil erhaltlich ist durch

(i) ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 1,
9, 13, 18, 19, 23, 25, 26, 28, 32, 33, 46, 47, 48, 61, 64, 89, 90, 92, 105, 113, 114, 157, 183,
204, 234, 245, 246, 249, und 253 gemall SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(i) ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 3,
12, 24, 30, 35, 49, 60, 63, 65, 72, 73, 87, 95, 98, 108, 109, 110, 112, 117, 121, 122, 131, 142,
151, 163, 165, 174, 175, 177, 182, 187, 194, 195, 212, 213, 232, 238, 248 und 256 gemal
SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(iii) ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 4,
5,11,14,17, 21, 22, 31, 43, 50, 53, 57, 62, 68, 74, 78, 82, 83, 85, 88, 101, 102, 106, 107, 116,
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124, 126, 136, 138, 141, 149, 152, 153, 158, 178, 190, 197, 202, 207, 209, 216, 219 und 250
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(iv) ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 2,
27,41, 42, 44, 45, 51, 54, 56, 58, 66, 67, 75, 79, 81, 86, 91, 96, 104, 111, 120, 125, 127, 135,
144, 156, 159, 160, 162, 171, 172, 181, 184, 186, 188, 205, 210, 211, 217, 221, 222, 223, 230,
236, 237, 239, 247, 251, 252 und 254 gemall SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(v) eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe A001D,
A001M, YO004N, NOO9D, NOO9L, NOO9M, NO09Q, N0O09Y, A013F, A013Q, A013Y, RO18E,
R0O18H, S023A, S023E, S023Q, S025A, S025C, S025D, S025E, S025N, E026A, E026C,
EO026F, E026H, E0261, E026K, E026M, E026Q, E026R, E026S, E026T, E026V, E026W,
E026Y, N028I, NO28K, N028P, N028Q, NO28T, N028Y, S030D, L032A, L032E, L032Q,
S033Q, S035E, S0351, S035Q, S035V, Y043R, R046D, R0461, RO46N, R046Q, R046T,
S057C, Y060C, T061D, TO61M, TO61P, GO62A, TO63C, EO64A, E064K, E064Q, E064R,
A065G, A065K, A065Y, EO72H, RO73L, RO73Y, T083V, DO85E, 1087L, TO88D, TO88E, TO89A,
TO89C, TO8ID, TOBIE, TO8IG, TOBIL, TO8IP, TOGIV, LO9OE, LO90Q, LOS0S, LO90T, Q092D,
QO092E, Q092G, Q092H, Q092N, Q092S, Q092Y, S095D, S095E, S095Q, N101E, N105A,
N105D, N105E, N105G, N105M, N105Q, N105S, M107L, 1108L, 1108Y, N109T, R110H,
S113C, S113D, S113E, S113H, S113P, T114D, T114E, S117Q, A125S, V126A, M131A,
M131F, M131L, S136A, S136V, S141E, P151A, P151C, P1511, P151L, P151S, P151V, L152I,
T153C, T153L, H156D, L157A, L157C, L157H, L1571, L157K, L157N, L157Q, L1575, L157T,
L157W, L157Y, N158E, N160D, D174A, D174C, D174E, D174G, D174H, D174K, D174M,
D174Q, D174R, D174S, D174T, D174V, L175C, L175D, L175E, L175G, L175N, L175Q,
T177D, 178L, A182D, A182E, T183D, T183E, T183H, T183Q, T183S, H184Y, P187A, P187E,
P187M, P187V, F188M, N190E, S194D, S194E, S197A, E202V, D204A, D204C, D204E,
D204F, D204G, D204H, D2041, D204K, D204L, D204M, D204N, D204P, D204Q, D204R,
D204S, D204T, D204V, D204W, T207D, T207G, F209C, F209E, A210T, N2121, N212L,
N212M, N212T, N212V, 1213C, 1213E, 1213F, 1213H, 1213K, 1213Q, 1213R, 1213S, 1213Y,
G219A, N232C, N232M, T234H, R245V, D246A, D246C, D246H, D246P, D246T, L248l,
F249G, F249K, F249N, F249P, G250P, E253A, E253C, E253F, E253G, E253H, E253],
E253K, E253L, E253N, E253Q, E253R, E253S, E253T, E253V, E253W, E253Y, R256] und
R256L, wobei die angegebenen Positionen den Positionen gemal SEQ ID NO:1 entsprechen;
und/oder

(vi) eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe A001E,
A001F, A001G, A001H, AO01K, AOO1L, AOO1IN, AOO1R, A001S, A001T, A001V, AOO1W,
A001Y, YO04F, EO0SA, EO0SL, NOO9A, NOO9E, NOOSH, NO09S, NOO9T, NOOSV, TO11N,
D012A, D012H, A013C, A013D, A013E, A013K, A013L, A013M, A013S, AO13T, LO14F, LO14l,
LO14M, A017G, A017K, A017M, A017Q, A017S, R0O18A, R018G, R018I, R0O18N, R018Q,
R018S, R018V, R018W, S019A, S019C, S019F, S019H, S019K, S019L, S019M, SO019N,
S019R, S019T, S019V, S019W, P021L, F022Y, S023C, S023D, S023F, S023G, S023H,
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S0231, S023K, S023L, S023M, S023P, S023T, S023Y, V024F, V0241, V024L, V024M, V024T,
V024W, V024Y, S025G, S025K, S025L, S025M, S025Q, S025R, S025T, S025V, E026G,
E026L, E026N, NO28A, NO28E, N028F, N028G, N028H, NO28L, N028M, N028S, N028V,
N028W, S030A, S030E, S030N, S030P, S030T, R031K, L032G, L032H, L0321, L032K,
L0O32M, LO32N, LO32R, L032S, L032T, L032Y, S033A, S033D, S033H, S033K, S033M,
S033N, S033V, S035D, S035H, S035L, S035N, S035R, S035Y, T041K, Y044F, RO46A,
R0O46E, R046K, R046L, R046S, R046V, E047D, NO48A, N048C, N048D, NO48E, N048G,
NO048H, N048I, N048K, N048L, N048M, N048P, N048Q, NO48R, N048Y, NO49A, N049D,
N049G, N049M, N049Q, TOS0L, YO51F, A053G, SO057A, S057V, YO60L, Y060V, TOG1A,
T061G, T061S, T061Y, G062T, TO63D, TO63H, T063K, TO63N, E064M, E064V, E064W,
E064Y, AO65N, A065Q, A065R, A065S, S066D, S066T, 1067L, A068Q, E072A, E072L,
EO072M, E072Q, EQ72S, 1074V, 1082F, 1082M, TO83C, D085N, 1087C, 1087M, TO88N, T088S,
TO89H, T089I, TO8I9K, TO8IN, TO89Q, TO8IS, LO90A, LO9OF, LO9OM, LO90W, LO90Y, QO92A,
QO092L, E098Q, N101A, N101D, N101Q, A102H, L104V, N105H, H106W, 1108C, 1108T, 1108V,
N109E, N109F, N109H, N109K, N109M, N109S, N109Y, R110A, R110C, R110E, R110F,
R110G, R110L, R110M, R110N, R110Q, R110S, A111T, S113A, S113F, $113G, S113K,
S113L, S113N, $113Q, S113T, S113V, S113Y, T114A, T114C, T114H, T114l, T114K, T114M,
T114N, T114Q, T114R, T114S, T114V, R116S, $117D, S117E, S117G, Sl 171, S121A,
S$122G, S122H, S122K, S122N, R138E, R138Q, S141Q, Q142E, Q142l, Q142L, Q142M,
P144K, P151G, L152M, L157F, L157M, L157R, L157V, N158H, N160E, S162E, S163E,
S163N, S163T, T165K, T165M, T165Q, T165R, T165Y, I171F, G172A, L175A, L175H, L1758,
T177K, T177R, T177V, V181P, A182H, A182N, A182Q, A182S, T183A, T183l, T183K, T183R,
T183Y, H184F, K186R, P187K, P187Q, P187T, S195D, S195E, S195H, S195N, S195T,
E202G, E2021, E202L, E202Q, G205Q, T207N, F209W, N212A, N212Y, 1213L, 1213M,
G219Q, Y221F, S222C, S222T, V230Q, N232D, N232G, N232K, N232L, T234A, T234D,
T234E, T2341, T234Q, T234S, T237N, T237S, R245A, R245C, R245E, R245G, R245H,
R245K, R245L, R245M, R245Q), R245S, R245T, D246G, D2461, D246K, D246Q, D246S,
D246V, G247K, L248A, L248D, L248E, L248K, L248M, L248Q, L248S, F249C, F249H, F249L,
F249M, F249Q, F249R, F249S, F249T, F249V, F249Y, E251G, V252I, E254C, R256C,
R256D, R256E, R256H, R256M, R256Q, R256T, R256V und R256W, wobei die angegebenen
Positionen den Positionen gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(vii) eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe A001C,
A001P, A001Q, YO04W, EO05W, NOO9C, NOO9F, NO09G, N009I, D012V, A013H, A013l,
R0O18F, R018M, R018P, R018T, S019G, S0191, S019Q, S019Y, S023R, S023V, V024K,
S025F, S0251, L032D, L032V, S033E, S033F, S0331, S033L, S033R, S035A, S035M, Y043W,
R046C, R046F, R046H, R046M, E047C, E047H, N048S, N048V, N048W, N049C, T050Q,
V0541, TO61H, T0611, T0O61V, T063S, E064G, E0641, E064L, E064N, A065C, A065L, AOG5M,
1067V, A068H, A068K, A068T, E072K, EO72N, RO73F, T083I, 1087Y, TO89M, TO89W, LO90K,
LO90V, Q092K, Q092M, Q092T, S095C, EQ98D, EQ98T, N101W, A102C, N105Y, M107V,
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1108Q, R110K, R110T, S113W, T114P, S117A, S117C, S117M, S117N, S117P, S117T,
S$121G, $121K, S121N, S121P, S121R, S121T, $122A, $122C, $122D, S122E, S122R,
S122T, M127S, R138T, Q142R, Q142V, A149C, P151T, L157E, L157P, N158V, S163D,
S163M, T165L, T165V, D174N, L175K, T177H, T177Q, T177Y, 1178V, V181T, T183C, T183F,
T183M, T183N, P187L, P187S, S194M, $194Q, S194T, S195C, S195W, S197E, S197K,
E202C, G205N, P211V, N212C, 1213A, 1217T, G219T, N232A, N232E, N232F, N232H,
N232Y, T234K, T234L, T234N, T234R, T234V, Q238E, Q238P, Q238R, F239Y, D246E,
D246M, D246R, D246W, L248C, L248P, L248V, F249W, G250K, G250R, E253M, E254K und
R256K, wobei die angegebenen Positionen den Positionen gemal SEQ ID NO:1 entsprechen;
und/oder

(viii) eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe NOO2A,
NO002L, POO3A, POO3E, P003G, PO03H, P003I, POO3K, POO3L, POO3M, PO03Q, PO03S,
POO3T, POO3V, TO11H, DO12E, D012S, A013G, A013P, L0O14Y, R0O18L, S019E, FO22E,
F022M, V024C, V024Q, E026P, N028C, N028D, L032F, L032P, S033Y, T041R, 1042V,
Y043K, E047F, E047L, E047M, E047P, E047S, E047V, E047W, NO49E, NO49F, NO49L,
N049Y, TO50E, TO50V, Y060G, YO60M, G062Q, G062S, TO63A, TO63G, E064T, A065D,
AO065E, A065H, A065T, E072D, E072V, E072W, D0O85C, I087E, TO88G, T089Y, LO90R,
Q092V, N101S, N1051, N105K, N105L, N105R, H106F, 1108M, 108N, N109R, S112G, S112P,
S112T, T114F, T114G, T114Y, R116l, R116K, R116T, R116V, S117H, D120L, S122L, S122Q,
S122V, $122Y, L124A, L124M, L124P, M127V, G135A, S136T, R138A, S141A, Q142D,
Q142K, Q142N, S163A, S163G, T165H, 171V, T177M, T177N, A182C, K186L, P1871,
N190H, N190Y, S194C, S197Y, F209D, F209N, N212S, 1217V, V223T, V230A, T234G,
T234M, T234Y, Y236F, Q238C, Q238D, Q238G, Q238M, Q238S, R245N, R245P, D246Y,
G247R, L248R, F249A, F249E und R256N, wobei die angegebenen Positionen den Positionen
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(ix) eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe NOOSW,
D012I, D012L, A013R, A017N, R018Y, P021D, P021T, P021Y, FO22H, F022K, S023N,
V024N, S025H, S025Y, E027N, S030C, S030K, R031Q, R031V, S033C, S035C, S035W,
1042Q, PO45A, P045T, R046P, R046Y, E047Q, AO53L, A053V, I056M, S057T, P058G, Y060A,
YO060F, Y060S, YO60W, T061C, TO61K, TO61L, TO61N, T061Q, TO61R, TO61W, G062D,
TO63E, TO63P, E064H, E064S, E072F, E072G, E072R, R0731, R0O73T, R0O73V, RO73W,
1074A, 1074C, 1074G, 1074T, A075S, GO78A, G078S, FO79G, V081G, 1082G, 1082K, 1082Q,
TO83M, TO83N, D085G, TO86G, TO86N, 1087Q, 1087S, 1087T, 1087W, TO88C, LO90C, LO90D,
LO90G, LO90H, LO90ON, DO91E, D091Y, Q092C, Q092P, S095A, S095L, S095V, S095Y,
R0O96Y, A102Y, N105C, N105F, N105V, N105W, M107S, 1108K, 1108P, N109Q, R110Y,
S112F, S1121, S112L, S112W, S112Y, S113M, V126T, M131G, M1311, M131S, M131V,
S$136C, R138D, R138M, Q142A, A1491, T153N, L157D, L157G, N158C, N158D, N158l,
N158W, K159T, S163C, T177C, T177E, T177S, I1178F, 1178Y, A182G, A182Y, T183L, P187C,
N190S, S195F, $195Q, S195Y, D204Y, A210S, K216N, K216Q, K216Y, G219L, N232R,
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N232W, R2451, L248F, F249D, G250, G250T, E251Q, E253D und E253P, wobei die angeg-
ebenen Positionen den Positionen gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(x) Fragmentierung, Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutagenese und eine Ami-
nosauresequenz umfasst, die Uber eine Lange von mindestens 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 255, 256, 257, 258, 259

oder 260 zusammenhangenden Aminosauren mit dem Ausgangsmolekil tbereinstimmt.

Esterase, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Aminosauresequenz umfasst, die mindes-

tens 70 % vorzugsweise mindestens 80 %, noch bevorzugter mindestens 85 %, am bevorzug-

testen mindestens 90 % Sequenzidentitat mit der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Aminosau-

resequenz Uber deren Gesamtlange aufweist und die

(i die Aminosauren R18 und S136 an den Positionen, die den Positionen 18 und 136
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist;

(i) die Aminosduren R18, S136 und V178 an den Positionen, die den Positionen 18, 136
und 178 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist;

(iii) die Aminosduren R18, S136 und S213 an den Positionen, die den Positionen 18, 136
und 213 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist;

(iv) die Aminosauren V178 und S213 an den Positionen, die den Positionen 178 und 213
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist; oder

(v) die Aminosauren R18, S136, V178 und S213 an den Positionen, die den Positionen
18, 136, 178 und 213 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, aufweist.

Esterase nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass sie (a) eine Aminosauresequenz

umfasst, die ausgewahlt ist aus denen, die in SEQ ID NOs:1-5 angegeben sind oder daraus

besteht; oder (b) aus einer Esterase, die die Aminosauresequenz nach SEQ ID NO:1, SEQ ID

NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:5 umfasst, als Ausgangsmolekiil erhaltlich

ist durch

(xi) ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 1,
9, 13, 19, 23, 25, 26, 28, 32, 33, 46, 47, 48, 61, 64, 89, 90, 92, 105, 113, 114, 157,
183, 204, 234, 245, 246, 249 und 253 gemall SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(xii) ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 3,
12, 24, 30, 35, 49, 60, 63, 65, 72, 73, 87, 95, 98, 108, 109, 110, 112, 117, 121, 122,
131, 142, 151, 163, 165, 174, 175, 177, 182, 187, 194, 195, 212, 232, 238, 248 und
256 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(xiii) ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 4,
5,11, 14,17, 21, 22, 31, 43, 50, 53, 57, 62, 68, 74, 78, 82, 83, 85, 88, 101, 102, 106,
107, 116, 124, 126, 138, 141, 149, 152, 153, 158, 190, 197, 202, 207, 209, 216, 219
und 250 gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder
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ein- oder mehrfache Aminosauresubstitution an den Positionen, die den Positionen 2,
27,41, 42, 44, 45, 51, 54, 56, 58, 66, 67, 75, 79, 81, 86, 91, 96, 104, 111, 120, 125,
127, 135, 144, 156, 159, 160, 162, 171, 172, 181, 184, 186, 188, 205, 210, 211, 217,
221,222, 223, 230, 236, 237, 239, 247, 251, 252 und 254 gemalk SEQ ID NO:1 ent-
sprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe A001D,
A001M, YO004N, NOO9D, NOO9L, NOO9M, NO09Q, NO09Y, A013F, A013Q, A013Y,
S023A, S023E, S023Q, S025A, S025C, S025D, S025E, S025N, E026A, E026C,
EO026F, E026H, E0261, E026K, E026M, E026Q, E026R, E026S, E026T, E026V,
E026W, E026Y, N028I, NO28K, NO28P, N028Q, NO28T, N028Y, S030D, L032A,
LO32E, L032Q, S033Q, S035E, S0351, S035Q, S035V, Y043R, R046D, R0461, RO46N,
R046Q, R046T, S057C, Y060C, T061D, TO61M, TO61P, GO62A, T063C, E064A,
E064K, E064Q, E064R, A065G, A065K, A065Y, EO72H, R0O73L, RO73Y, T083V,
DO85E, 1087L, TO88D, TO88E, TO89A, TO89C, TO8ID, TO8IE, T089G, TO8IL, TO8IP,
TO89V, LO90E, LO90Q, LO90S, LO90T, Q092D, QO92E, Q092G, Q092H, QO92N,
Q092S, Q092Y, S095D, S095E, S095Q, N101E, N105A, N105D, N105E, N105G,
N105M, N105Q, N105S, M107L, 1108L, 1108Y, N109T, R110H, S113C, $113D,
S113E, $113H, S113P, T114D, T114E, S117Q, A125S, V126A, M131A, M131F,
M131L, S141E, P151A, P151C, P151l, P151L, P151S, P151V, L152I, T153C, T153L,
H156D, L157A, L157C, L157H, L1571, L157K, L157N, L157Q, L1575, L157T, L157W,
L157Y, N158E, N160D, D174A, D174C, D174E, D174G, D174H, D174K, D174M,
D174Q, D174R, D174S, D174T, D174V, L175C, L175D, L175E, L175G, L175N,
L175Q, T177D, A182D, A182E, T183D, T183E, T183H, T183Q, T183S, H184Y,
P187A, P187E, P187M, P187V, F188M, N190E, S194D, S194E, S197A, E202V,
D204A, D204C, D204E, D204F, D204G, D204H, D2041, D204K, D204L, D204M,
D204N, D204P, D204Q, D204R, D204S, D204T, D204V, D204W, T207D, T207G,
F209C, F209E, A210T, N212I, N212L, N212M, N212T, N212V, G219A, N232C,
N232M, T234H, R245V, D246A, D246C, D246H, D246P, D246T, L248I, F249G,
F249K, F249N, F249P, G250P, E253A, E253C, E253F, E253G, E253H, E253,
E253K, E253L, E253N, E253Q, E253R, E253S, E253T, E253V, E253W, E253Y,
R2561 und R256L, wobei die angegebenen Positionen den Positionen gemal SEQ ID
NO:1 entsprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe AO01E,
A001F, A001G, A001H, AO01K, AOO1L, AOO1TN, A0O1R, A001S, AO01T, A0O1V,
A001W, A001Y, YO04F, EO05A, EQ05SL, NOO9A, NOOSE, NOOSH, NOOSS, NOO9T,
NOO9V, TO11N, DO12A, D012H, A013C, A013D, A013E, A013K, A013L, A013M,
A013S, A013T, LO14F, L0141, LO14M, A017G, AD17K, A017M, A017Q, A017S,
S019A, S019C, S019F, S019H, S019K, S019L, S019M, S019N, S019R, SO019T,
S019V, S019W, P021L, F022Y, S023C, S023D, S023F, S023G, S023H, S023l,
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S023K, S023L, S023M, S023P, S023T, S023Y, V024F, V0241, V024L, V024M, V024T,
V024W, V024Y, S025G, S025K, S025L, S025M, S025Q, S025R, S025T, S025V,
E026G, E026L, E026N, NO28A, NO28E, NO28F, N028G, N028H, N028L, N028M,
N028S, N028V, N028W, S030A, S030E, SO030N, S030P, S030T, R031K, L032G,
LO32H, L032I, LO32K, L032M, LO32N, LO32R, L032S, LO32T, L032Y, S033A, S033D,
S033H, S033K, S033M, S033N, S033V, S035D, S035H, S035L, S035N, S035R,
S035Y, T041K, Y044F, R046A, RO46E, R046K, R046L, R046S, R046V, E047D,
NO48A, N048C, N048D, NO48E, N048G, N048H, N048I, N048K, NO48L, N048M,
NO48P, N048Q, N048R, N048Y, N049A, N049D, N049G, N049M, N049Q, TO50L,
YO051F, A053G, S057A, S057V, YO60L, Y060V, TO61A, TO61G, T061S, TO61Y,
G062T, TO63D, TO63H, TO63K, TO63N, E064M, E064V, E064W, E064Y, AO65N,
A065Q, A065R, A065S, S066D, S066T, 1067L, A068Q, EO72A, EO72L, EO72M,
E072Q, E072S, 1074V, 1082F, 1082M, TO83C, DO85N, 1087C, 1087M, TO88N, T088S,
TO89H, TO89I, TOBIK, TOBIN, TO8IQ, TO89S, LO90A, LO9OF, LO9OM, LO9OW, LOSOY,
QO092A, Q092L, E098Q, N101A, N101D, N101Q, A102H, L104V, N105H, H106W,
1108C, IM08T, 1108V, N109E, N109F, N109H, N109K, N109M, N109S, N109Y, R110A,
R110C, R110E, R110F, R110G, R110L, R110M, R110N, R110Q, R110S, A111T,
S113A, S113F, $113G, S113K, $113L, S113N, S113Q, S113T, S113V, S113Y,
T114A, T114C, T114H, T114l, T114K, T114M, T114N, T114Q, T114R, T1148S, T114V,
R116S, S117D, S117E, S117G, Sl 171, S121A, $122G, $122H, S122K, S122N,
R138E, R138Q, $141Q, Q142E, Q1421, Q142L, Q142M, P144K, P151G, L152M,
L157F, L157M, L157R, L157V, N158H, N160E, S162E, S163E, S163N, S163T,
T165K, T165M, T165Q, T165R, T165Y, I171F, G172A, L175A, L175H, L175S, T177K,
T177R, T177V, V181P, A182H, A182N, A182Q, A182S, T183A, T183l, T183K, T183R,
T183Y, H184F, K186R, P187K, P187Q, P187T, $195D, S195E, S195H, S195N,
S195T, E202G, E2021, E202L, E202Q, G205Q, T207N, F209W, N212A, N212Y,
G219Q, Y221F, S222C, $222T, V230Q, N232D, N232G, N232K, N232L, T234A,
T234D, T234E, T2341, T234Q, T234S, T237N, T237S, R245A, R245C, R245E,
R245G, R245H, R245K, R245L, R245M, R245Q, R245S, R245T, D246G, D246,
D246K, D246Q, D246S, D246V, G247K, L248A, L248D, L248E, L248K, L248M,
L248Q, L248S, F249C, F249H, F249L, F249M, F249Q, F249R, F249S, F249T, F249V,
F249Y, E251G, V2521, E254C, R256C, R256D, R256E, R256H, R256M, R256Q,
R256T, R256V und R256W, wobei die angegebenen Positionen den Positionen
gemal SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe A001C,
A001P, A001Q, YO04W, EOO5W, NOO9C, NOO9F, NO09G, N009l, D012V, A013H,
A013I1, S019G, S0191, S019Q, S019Y, S023R, S023V, V024K, S025F, S0251, L032D,
L0O32V, S033E, S033F, S033l, S033L, S033R, S035A, S035M, Y043W, R046C,
R0O46F, R046H, R046M, E047C, E047H, N048S, N048V, N048W, N049C, T050Q,
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V0541, TO61H, TO61l, TO61V, TO63S, E064G, E0641, E064L, EO64N, A0O65C, ADG5L,
A065M, 1067V, A068H, A068K, A068T, E072K, EO72N, RO73F, TO83I, 1087Y, TO89M,
TO89W, LO9OK, LO90V, QO092K, Q092M, QO92T, S095C, E098D, E098T, N101W,
A102C, N105Y, M107V, 1108Q, R110K, R110T, S113W, T114P, S117A, S117C,
S117M, S117N, S117P, S117T, $121G, S121K, $S121N, S121P, S121R, $121T,
S122A, $122C, S122D, $122E, S122R, $122T, M127S, R138T, Q142R, Q142V,
A149C, P151T, L157E, L157P, N158V, $163D, S163M, T165L, T165V, D174N,
L175K, T177H, T177Q, T177Y, V181T, T183C, T183F, T183M, T183N, P187L,
P187S, S194M, S194Q, S194T, S195C, S195W, S197E, S197K, E202C, G205N,
P211V, N212C, 1217T, G219T, N232A, N232E, N232F, N232H, N232Y, T234K,
T234L, T234N, T234R, T234V, Q238E, Q238P, Q238R, F239Y, D246E, D246M,
D246R, D246W, L248C, L248P, L248V, F249W, G250K, G250R, E253M, E254K und
R256K, wobei die angegebenen Positionen den Positionen gemal SEQ ID NO:1
entsprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe NO02A,
NO002L, POO3A, POO3E, P003G, PO03H, P003I, POO3K, POO3L, POO3M, PO03Q,
P003S, PO0O3T, POO3V, TO11H, DO12E, D012S, A013G, A013P, L014Y, SO019E,
FO22E, F022M, V024C, V024Q, E026P, N028C, N028D, LO32F, L032P, S033Y,
TO41R, 1042V, Y043K, E047F, E047L, E047M, E047P, E047S, E047V, E047W,
NO49E, NO49F, NO49L, N049Y, TOS0E, TO50V, Y060G, YO60M, G062Q, G062S,
TO63A, TO63G, E064T, A065D, AO65E, A0O65H, A065T, E072D, EQ72V, EQ72W,
D085C, 1087E, T088G, TO89Y, LO90R, Q092V, N101S, N105l, N105K, N105L, N105R,
H106F, 1108M, I108N, N109R, $112G, S112P, S112T, T114F, T114G, T114Y, R116,
R116K, R116T, R116V, S117H, D120L, $122L, $122Q, $122V, S122Y, L124A,
L124M, L124P, M127V, G135A, R138A, S141A, Q142D, Q142K, Q142N, S163A,
S163G, T165H, 1171V, T177M, T177N, A182C, K186L, P1871, N190H, N190Y, S194C,
S197Y, F209D, F209N, N212S, 1217V, V223T, V230A, T234G, T234M, T234Y, Y236F,
Q238C, Q238D, Q238G, Q238M, Q238S, R245N, R245P, D246Y, G247R, L248R,
F249A, F249E und R256N, wobei die angegebenen Positionen den Positionen geman
SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus der Gruppe NOOSW,
D012, DO12L, AO13R, A017N, P021D, P021T, P021Y, FO22H, F022K, S023N,
V024N, S025H, S025Y, E027N, S030C, S030K, R031Q, R031V, S033C, S035C,
S035W, 1042Q), P045A, P045T, R046P, R046Y, E047Q, A053L, A053V, 1056M,
S057T, P058G, YO60A, YO60F, Y060S, Y060W, TO61C, TO61K, TO61L, TO61N,
T061Q, TO61R, T0O61W, G062D, TO63E, TO63P, EO64H, E064S, EO72F, EQ72G,
EO072R, R073l, R0O73T, RO73V, RO73W, 1074A, 1074C, 1074G, 1074T, A075S, GO78A,
GO078S, FO79G, V081G, 1082G, 1082K, 1082Q, T083M, TO83N, D085G, T086G, TO86N,
1087Q, 10875, 1087T, 1087W, T088C, LO90C, LO90D, LO90G, LO90H, LO90ON, DO91E,
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D091Y, Q092C, Q092P, S095A, S095L, S095V, S095Y, R096Y, A102Y, N105C,
N105F, N105V, N105W, M107S, [108K, 1108P, N109Q, R110Y, S112F, S1121, S112L,
S112wW, 8112Y, S113M, V126T, M131G, M1311, M131S, M131V, R138D, R138M,
Q142A, A1491, T153N, L157D, L157G, N158C, N158D, N158I, N158W, K159T,
S163C, T177C, T177E, T177S, A182G, A182Y, T183L, P187C, N190S, S195F,
S$195Q, S195Y, D204Y, A210S, K216N, K216Q, K216Y, G219L, N232R, N232W,
R245I, L248F, F249D, G250S, G250T, E251Q, E253D und E253P, wobei die angeg-
ebenen Positionen den Positionen gemafl SEQ ID NO:1 entsprechen; und/oder

(xx) Fragmentierung, Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutagenese und eine Ami-
nosauresequenz umfasst, die Gber eine Lange von mindestens 50, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 255, 256,
257, 258, 259 oder 260 zusammenhangenden Aminosauren mit dem Ausgangsmole-
kil Gbereinstimmt, wobei die Esterase die Aminosauren R18 und S136 an den Positio-

nen, die den Positionen 18 und 136 gemal SEQ ID NO:1 entsprechen, umfasst.

Nukleinsaure codierend fur eine Esterase nach Anspruch 5 oder 6.

Vektor enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 7, insbesondere ein Klonierungsvektor

oder ein Expressionsvektor.

Nicht menschliche Wirtszelle, die eine Nukleinsaure nach Anspruch 7 oder einen Vektor nach
Anspruch 8 beinhaltet, oder die eine Esterase nach Anspruch 5 oder 6 beinhaltet, insbesonde-

re eine, die die Esterase in das die Wirtszelle umgebende Medium sezerniert.

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

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

Mittel, insbesondere ein Mittel zur Wasche- und/oder Textilbehandlung, vorzugsweise Wasch-
mittel, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens eine Esterase nach Anspruch 5 oder 6

enthalt, insbesondere in einer Menge von 2ug bis 20mg pro g des Mittels.

Verfahren zur Reinigung und/oder Pflege von Textilien, dadurch gekennzeichnet, dass in min-

destens einem Verfahrensschritt ein Mittel nach Anspruch 11 angewendet wird.
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ISSN: 1024-2422, DOI:
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page 352, column 1, paragraph 2 -
paragraph 5; figure 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/EP2015/053991

Continuation of Box I1.2
Claims 4 (in full); 6 (in part)

Current claims 1-12 relate to an extremely large number of possible esterase variants,
especially with respect to the possible single or multiple amino acid substitution at
numerous positions in the amino acid sequence indicated in SEQ ID NO.1 as a starting
molecule. However, support and disclosure (PCT Articles 6 and 5) can only be found for a
very small part of the claimed esterase variants, see SEQ.ID.No:1-3 (see example 1),
wherein the esterases according to SEQ.ID.No:4-5 as obvious variant are considered as
combinations of the mutations described in SEQ.ID.No:2-3.

The initial phase of the search yielded a very large number of documents which are
essential for the assessment of novelty. There are so many documents that it was not
possible to determine which parts of claims 1-12 define the subject matter for which
protection would be justified (PCT Article 6).

The scope of the search was thus restricted to the clearly defined subject matter of claims
1-3, 5, 6 (feature a)) and 7-12.

The applicant is advised that claims relating to inventions in respect of which no
international search report has been established cannot normally be the subject of an
international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International
Preliminary Examining Authority the EPO generally will not carry out a preliminary
examination for subject matter that has not been searched. This also applies in cases
where the claims were amended after receipt of the international search report (PCT Article
19) or where the applicant submits new claims in the course of the procedure under PCT
Chapter Il. However, after entry into the regional phase before the EPO an additional
search may be carried out in the course of the examination (cf. EPO Guidelines, C-VI, 7.2)
if the deficiencies that led to the declaration under PCT Article 17(2) have been

corrected.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 20135)



Internationales Aktenzeichen
INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP2015/053991
Feld Nr.1l  Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fir bestimmte Anspriliche kein internationaler Recherchenbericht erstellt:

1. |:| Ansprtiche Nr.
weil sie sich auf Gegenstéande beziehen, zu deren Recherche diese Behérde nicht verpflichtet ist, namlich

2 [X] anspriche Nr. 4(vollstandig); 6(teilweise)

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre-
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann, namlich

siehe BEIBLATT PCT/ISA/210

3. |:| Anspriche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. 1l Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, dass diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

1. |:| Da der Anmelder alle erforderlichen zuséatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriche.

5 |:| Da fur alle recherchierbaren Anspriche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefihrt werden konnte, der
' zusétzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Behoérde nicht zur Zahlung solcher Gebuihren aufgefordert.

3. |:| Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengeblihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationale Recherchenbericht nur auf die Ansprtiche, fir die Gebiihren entrichtet worden sind, nédmlich auf die
Ansprtiche Nr.

4. |:| Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebihren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser internationale
Recherchenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden
Anspriichen erfasst:

Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusatzlichen Recherchengebiihren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebtihr gezahit.

Die zusétzlichen Recherchengebtihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebiihr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

|:| Die Zahlung der zusétzlichen Recherchengeblihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2015/053991

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

INV. CI12N9/18 C11D3/386
ADD.

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

C12N C11D

Recherchierte, aber nicht zum Mindestprifstoff gehérende Veréffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, Sequence Search, WPI Data

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie* | Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X WO 2013/096653 Al (DANISCO US INC [US]; 1
ESTELL DAVID A [US]; GRAYCAR THOMAS P
[US]; JENSE) 27. Juni 2013 (2013-06-27)
Anspriiche 1-3,21-35, 37; Beispiel 1;
Sequenz 4

X WO 2013/033318 Al (DANISCO US INC [US]; 1
ESTELL DAVID A [US]; JENSEN LENE BOJSEN
[US]; KRA) 7. Marz 2013 (2013-03-07)

in der Anmeldung erwdhnt

Anspriiche 6, 27, 30, 32, 38, 42

_/__

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen "T" Spétere Veréffept__lichung, die r_1_ach dem internationalen Anmeldedatum
"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der

. . Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden

"E" fruhere Anmeldung oder Patent, die bzw.__das jedoch erst am oder nach Theorie angegeben ist

dem internationalen Anmeldedatum versffentlicht worden ist "X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
"L" Veréffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf

scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

anderen im Recherchenbericht genannten Versffentlichung belegt werden myu Versffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet

.., ausgefuhr) o R werden, wenn die Versffentlichung mit einer oder mehreren
O" Verbffentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung, ) Versffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach

dem beanspruchten Prioritatsdatum versffentlicht worden ist "&" Versffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

25. Juni 2015 01/07/2015

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde Bevoliméchtigter Bediensteter

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, ..
Fax: (+31-70) 340-3016 van der Kooij, M

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2015/053991

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X

DATABASE UniProt [Online]

8. Februar 2011 (2011-02-08),

"SubName: Full=Cutinase
{ECO:0000313iEMBL:CBY05530.1}; EC=3.1.1.74
{EC0:0000313 EMBL:CBY05530.1}; Flags:
Fragment;",

XP055191195,

gefunden im EBI accession no.
UNIPROT:E5BBQ3

Database accession no. E5BBQ3

das ganze Dokument

WO 01/34899 Al (GENENCOR INT [US]; DYSON
WADE [US]; KELLIS JAMES T JR [US]; POULOSE
AY) 17. Mai 2001 (2001-05-17)

Anspriiche ,4,8; Beispiel 3

CARLA SILVA ET AL: "Biotransformations in
synthetic fibres",

BIOCATALYSIS AND BIOTRANSFORMATION,

Bd. 26, Nr. 5, 1. Januar 2008 (2008-01-01)
, Seiten 350-356, XP055196137,

ISSN: 1024-2422, DOI:
10.1080/10242420802357845

Seite 352, Spalte 1, Absatz 2 - Absatz 5;
Abbildung 2

1,5-11

2,3,12
2,12

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)
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Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2015/053991
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung
WO 2013096653 Al 27-06-2013 CN 104024407 A 03-09-2014
EP 2794866 Al 29-10-2014
US 2015017700 Al 15-01-2015
WO 2013096653 Al 27-06-2013
WO 2013033318 Al 07-03-2013 AR 087745 Al 16-04-2014
CN 103781903 A 07-05-2014
EP 2751263 Al 09-07-2014
US 2014187468 Al 03-07-2014
WO 2013033318 Al 07-03-2013
WO 0134899 Al 17-05-2001 AT 510957 T 15-06-2011
AU 1076101 A 06-06-2001
CA 2389913 Al 17-05-2001
DK 1242671 T3 01-08-2011
EP 1242671 Al 25-09-2002
ES 2365207 T3 26-09-2011
JP 4996027 B2 08-08-2012
JP 2003514138 A 15-04-2003
KR 20020059691 A 13-07-2002
NO 20021550 A 27-05-2002
PT 1242671 E 03-08-2011
Us 6933140 Bl 23-08-2005
US 2003082755 Al 01-05-2003
WO 0134899 Al 17-05-2001

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




Internationales Aktenzeichen PCT/ EP2015/ 053991

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld 1II.2

Anspriiche Nr.: 4(vollstandig); 6(teilweise)

Die vorliegenden Anspriiche 1-12 beziehen sich auf eine extrem groBe Zahl
moglicher Esterasen-Variante, vor allem beziiglich die mégliche ein- oder
mehrfache Aminosauresubstitution an zahlreiche Positionen in der in
SEQ.ID.No:1 angegebenen Aminosauresequenz als Ausgangsmolekiil. Stiitzung
und Offenbarung im Sinne der Artikel 6 und 5 PCT lassen sich jedoch nur
fiir einen sehr kleinen Teil der beanspruchten Esterasen-Variante finden,
siehe SEQ.ID.No:1-3 (siehe Beispiel 1), wobei die Esterasen gemaB
SEQ.ID.No:4-5 als naheliegende Variante als Kombinationen der in
SEQ.ID.No:2-3 beschriebenen Mutationen betrachtet werden.

In der
Anfangsphase der Recherche wurde auch eine sehr groBe Zahl von Dokumenten
gefunden, die fiir die Neuheitsfrage von Bedeutung sind. Es wurden so
viele Dokumente gefunden, dass es unmoglich ist zu bestimmen, welche
Teile der Anspriiche 1-12 den Gegenstand definieren, fiir den ein
Schutzanspruch gerechtfertigt ware (Artikel 6 PCT).

Der Umfang der

Recherche wurde deshalb auf die klar definierten Gegenstand der Anspriiche
1-3, 5, 6 (Merkmal a)) und 7-12 durchgefiihrt.

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspriiche auf
Erfindungen, fiir die kein internationaler Recherchenbericht erstellt
wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer internationalen vorlaufigen
Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT).In seiner Eigenschaft als mit der
internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behdorde wird das EPA also
in der Regel keine vorlaufige Priifung fiir Gegenstéande durchfiihren, zu
denen keine Recherche vorliegt.Dies gilt auch fiir den Fall, dass die
Patentanspriiche nach Erhalt des internationalen Recherchenberichtes
gedandert wurden (Art. 19 PCT), oder fiir den Fall, dass der Anmelder im
Zuge des Verfahrens gemdss Kapitel II PCT neue Patentanspriiche
vorlegt.Nach Eintritt in die regionale Phase vor dem EPA kann jedoch im
Zuge der Priifung eine weitere Recherche durchgefiihrt werden (Vgl.
EPA-Richtlinien C-1V, 7.2), sollten die Mangel behoben sein, die zu der
Erklarung gemdss Art. 17 (2) PCT gefiihrt haben.
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