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RESUMO

"VARIANTES DE PROTEASES COM MULTIPLAS SUBSTITUIQéES"

Sao descritas novas variantes de proteases
derivadas de sequéncias de DNA de proteases nao humanas
naturais ou recombinantes. As variantes de proteases, em
geral, sao obtidas através da modificacdo in vitro de uma
sequéncia de DNA precursora, codificadora da protease
natural ou recombinante, para gerar a substituicdo de uma
pluralidade de residuos de aminodcidos na sequéncia de
aminodcidos da protease precursora. Tails variantes de
proteases possuem propriedades que sao diferentes das da
protease precursora, como seja um desempenho de lavagem
alterado. O residuo de aminodcido substituido corresponde
as posicbes 62, 212, 230, 232, 252 e 257 da subtilisina de

Bacillus amyloliquefaciens.
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DESCRICAO

"VARIANTES DE PROTEASES COM MULTIPLAS SUBSTITUIgéES"

Fundamento do invento

As proteases serinicas sdao um subgrupo de
hidrolases de carbonilo. Compreendem uma classe diversa de
enzimas tendo uma larga gama de especificidades e funcgdes
bioldégicas. Stroud, R. Sci. Amer., 131:74-88. Apesar da sua
diversidade funcional, a maquinaria catalitica das
proteases serinicas tem sido tentativamente classificada em
pelo menos duas familias geneticamente distintas: 1) as
subtilisinas e 2) as proteases serinicas relacionadas com a
quimotripsina de mamiferos e homdlogos bacterianos (e.g.,
tripsina e tripsina de S. gresius). Estas duas familias de
proteases serinicas apresentam mecanismos de catédlise
notavelmente semelhantes. Kraut. J. (1977), Annu. Ver.
Biochem., 46:331-358. Ainda, apesar da estrutura primaria
nao estar relacionada, a estrutura tercidria destas duas
familias de enzimas junta uma triada catalitica de
aminodcidos conservada, consistindo em serina, histidina e

aspartato.

As subtilisinas sado proteases serinicas (PM de
aproximadamente 27500) que sadao secretadas em grandes
quantidades por uma larga variedade de espécies de Bacillus

e outros microrganismos. A sequéncia proteica da
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subtilisina foi determinada para pelo menos nove espécies
diferentes de Bacillus. F.S. et al. (1983), Hoppe-Seyler's
7. Physiol. Chem. 364:1537-1540. Foi descrita a estrutura
cristalografica tridimensional das subtilisinas de Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis e varias
variantes naturais de B. lentus. Estes estudos indicam que
apesar da subtilisina nao estar geneticamente relacionada
com as proteases serinicas de mamifero, possui uma
estrutura de centro activo semelhante. As estruturas de
cristalografia de raios X da subtilisina, contendo
inibidores peptidicos covalentemente ligados (Robertus,
J.D., et al. (1972), Biochemistry, 11:2439-2449) ou
complexos com o produto (Robertus J.D. et al. (1976), J.
Biol. Chem., 251:1097-1103), também proporcionaram
informacdo relativa ao centro activo e encaixe da ligacéao
do substrato putativo da subtilisina. Ainda, um grande
numero de estudos de cinética e modificagcdo quimica tem
sido descrito para a subtilisina; Svendsen, B. (1976),
Carlsberg Res. Commun., 41:2.37-291; Markland. F.S. Id.)
assim como pelo menos um descricdo em gque a cadeia lateral
da metionina no residuo 222 da subtilisina foi convertido
por perdéxido de hidrogénio em sulféxido de metionina
(Stauffer D.C., et al. (1965), J. Biol. Chem., 244:5333-
5338) e foi realizada extensa mutagénese dirigida (Wells e

Estell (1988) TIBS 13:291-297).

Sumdrio do invento

Um objectivo consiste em proporcionar uma pro-

tease compreendendo uma substituicdo de aminodcido numa
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posicdo de residuo correspondendo a posicdo de residuo 232
da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens, em que O

aminodcido substituido é a valina.

De preferéncia, a substituicado é A232V, a refe-
rida protease ©possuindo melhor desempenho de lavagem

comparativamente com uma protease precursora.

As proteases mais preferidas sao séries de
substituicgdes seleccionadas do grupo consistindo em
substituicdes nas posicbes de residuos correspondendo as
posicdes na Tabela 1 da subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens; em que a série de substituigdes inclui a
substituicdo atréds referida, em gque o aminodcido substituto
¢ valina e em qgque a referida aprotease apresenta melhor
desempenho de lavagem comparativamente com uma protease

precursora.

Tabela 1
78 1033 | W | 22| &%
& I3 | 14 | & | 23
TE | 103 | 104 | 232 | 258
4 T O 103 [ 404 | 88 | 297 | 22
12 3 78 143 W64 | 158
7B Wa | 0d | 232 | 288 | 271}

T 87 | IS | 4 | 23 | 3N

76 | 103 | 104 | 212 | 285 | 2W

76 | 103 | 104 | 334 | et | 282 | 27

76 | w3 | 104 | 22 | 238 | 243 | 27

28 | B2 | 78 | 103 | 104

a2 | 78 | 103 | 104 | w56 | 23F | 238 | 245
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(continuacgao)

82 T | 104 | 138 | 8B | M5 | 232 | 336 | 285 | g8 | 282
O | WER | WM | B0 | 333 ) 238 | 245 | 348 | 282 | I8

10 | WX H0d ) 13T | YOR | 233 | 338 | 345 | 248 | as2

i $EY | 103 | 104 | 59 | 232 | 338 | 245 | 245 | &2

28 | 31 | 103 [ 104 | NS0 | 232 | S35 | 245 | 245 | 382
O | I ) KM ) 1D | 293 | 233 | 238 | 345 | 248 | 3&3
ST | IER ) M | 5D | 20& | 233 | 238 | 345 | 288 | &3
0T | W | 14 20 | 233 | 238 | 345 | 248 | 2&D
101 | W3 ) 10 ) 159 | 305 | 333 | 338 | 345 | 248 | 352
101 | W3R ) 10 ) 150 | 230 | 336 | M5
101 | WER ) 10d | 1% | ¥R | 233 | J38 | 345 | 248 | 2%2

FE [ W PO | 1G4 | ISR | 154 | 238 | 23§ | 245 | 248 | 382
0| 3 T4 | 1589 | 230 | 232 | 238 | 245 | 248 | &S

83 ) VE3 [ red | 1598 | WE | 288 | 2¥3 | J33 | 238 | 345 | 348 | 32 | I

As variantes de proteases ainda mais preferidas
sao séries de substituicdes seleccionadas do grupo
consistindo em substituig¢des correspondendo as da Tabela 2
da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens; em que a
série de substituig¢des inclui a substituicdo referida atrés

em que o aminodcido substituto € valina.
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Tabela 2
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Ainda, outro objectivo é proporcionar sequéncias
de DNA codificadoras de tais proteases, assim como vectores

de expressao contendo tais variantes das sequéncias de DNA.

Ainda, um outro objectivo do invento ¢é propor-
cionar células hospedeiras transformadas com tais vectores,
assim como células hospedeiras que sdo capazes de expressar
tal DNA para produzir as proteases do invento, intracelu-

larmente ou extracelularmente.

E ainda proporcionada uma composicdo de limpeza

compreendendo uma variante de protease do presente invento.
E igualmente proporcionada uma composicdo para o
tratamento de um téxtil compreendendo uma protease do

presente invento.

Breve descricido dos desenhos

Figs. 1 A-C descrevem a sequéncia de DNA e de
aminodcidos da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens e

um mapa de restricado parcial deste gene.

Fig. 2 descreve os residuos de aminodcidos con-
servados entre as subtilisinas de Bacillus amylolique-

faciens (BPN) e Bacillus lentus (selvagem).

Figs. 3A e 3B descrevem a sequéncia de amino-

dcidos de quatro subtilisinas. A linha de cima representa a



PE1025239 - 21 -

sequéncia de aminocdcidos de subtilisina derivada da
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (igualmente por
vezes referida como subtilisina BPN'). A segunda linha
descreve a sequéncia de aminodcidos da subtilisina de
Bacillus subtilis. A terceira linha descreve a sequéncia de
aminodcidos da subtilisina de B. licheniformis. A quarta
linha descreve a sequéncia de aminocdcidos de subtilisina de
Bacillus lentus (também referida como subtilisina 309 em
PCT W089/06276). O simbolo * significa a auséncia de resi-
duos de aminodcidos especificos comparativamente com a

subtilisina BPN'.

Descricdo detalhada do invento

As proteases sao hidrolases de carbonilo que, de
um modo geral, actuam de forma a clivar ligacgdes peptidicas
de proteinas ou péptidos. Como aqui ¢é usado, "protease"
significa wuma protease natural ou uma protease recom-
binante. As proteases naturais incluem hidrolase de oa-
aminoacetilpéptido, hidrolase de peptidilaminodcido, hidro-
lase de acilamino, carboxipeptidases serinicas, metalocar-
boxipeptidase, tiol proteinase, carboxilproteinase e meta-
loproteinase. As proteases serinicas, metalo, tiol e &cidas

sdo incluidas, assim como as endo- e exoproteases.

O presente invento inclui enzimas proteases que
sao variantes nao naturais da hidrolase de carbonilo

(proteases do invento) tendo actividade proteolitica, esta-
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bilidade, especificidade de substrato, perfil de pH e/ou
caracteristicas de desempenho diferentes comparativamente
com a hidrolase de carbonilo precursora de onde deriva a
sequéncia de aminodcidos das proteases do invento. Especi-
ficamente, tais proteases possuem uma sequéncia @ de
aminodcidos nao encontrada na natureza, que é derivada por
substituicdo de uma pluralidade de residuos de aminodacidos

de uma protease precursora com aminodcidos diferentes.

As proteases Uteis aqui descritas incluem a
substituicdo de qualquer um dos dezanove L-aminodcidos
naturais nas posicdes de residuos de aminodacidos
designadas. Tais substituicdes podem ser feitas em qualquer
subtilisina precursora (procaridtica, eucaridtica, de
mamifero, etc.). Ao longo deste pedido é feita referéncia a
varios aminodcidos através dos cédigos comuns de uma e trés
letras. Tais cdédigos estdo identificados em Dale, M.W.
(1989), "Molecular Genetics of Bacteria", John Wiley &

Sons. Ltd., Apéndice B.

As proteases Uteis aqui descritas séao, de
preferéncia, derivadas de uma subtilisina de Bacillus. Mais
de preferéncia, as proteases do invento derivam da

subtilisina de Bacillus lentus e/ou subtilisina 309.

As subtilisinas sdao proteases bacterianas ou
fungicas que, de um modo geral, actuam de forma a clivar as

ligagdes peptidicas de proteinas ou péptidos. Como aqui é
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usado, "subtilisina" significa uma subtilisina natural ou
uma subtilisina recombinante. E conhecida uma série de
subtilisinas naturais produzidas, e muitas vezes secre-
tadas, por varias espécies microbianas. As sequéncias de
aminodcidos dos membros desta série ndo sao totalmente
homélogas. No entanto, a subtilisina nesta série apresente
o mesmo tipo ou um tipo semelhante de actividade prote-
olitica. Esta classe de proteases serinicas partilha uma
sequéncia de aminodcidos comum gque define uma triade
catalitica que as distingue das proteases serinicas da
classe relacionada com quimotripsina. As subtilisinas e as
proteases serinicas relacionadas com quimotripsina possuem
ambas uma triade <catalitica compreendendo aspartato,
histidina e serina. Nas proteases relacionadas com subti-
lisina a ordem relativa destes aminodcidos, lendo do extre-
mo amina para o extremo carboxilo, é aspartato-histidina-
serina. Nas proteases relacionadas com qguimotripsina, a
ordem relativa, no entanto, é histidina-aspartato-serina.
Assim, a subtilisina aqui refere-se a uma protease serinica
tendo a triade catalitica das proteases relacionadas com
subtilisina. Exemplos incluem, mas ndo estdo limitados as
subtilisinas identificadas na Fig. 3 aqui apresentada. De
um modo geral e para fins do presente invento, a numeracao
dos aminodcidos nas proteases corresponde aos nuUmMeros
atribuidos a subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens

apresentada na Fig. 1.

"Subtilisina recombinante" ou "protease recombi-

nante" refere-se a uma subtilisina ou protease em que a
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sequéncia de DNA codificadora da subtilisina ou protease é
modificada para produzir uma sequéncia de DNA variante (ou
mutante) que codifica a substituicdo, delecao ou insercao
de um ou mais aminodcidos na sequéncia de aminodacidos
natural. Métodos adequados para produzir tal modificacado e
gque podem ser combinados com os aqui descritos, incluem os
descritos na Patente US RE 34606. Patente US 5204015 e
Patente US 5185258, Patente US 5700676, Patente US 5801038

e Patente US 5763257.

As "subtilisinas nao humanas" e o DNA codificador
das mesmas podem ser obtidos a partir de gqualquer organismo
procaridtico e eucaridtico. Exemplos adequados de
organismos procaridéticos incluem organismos gram negativos
tais como E. coli ou Pseudomonas e bactérias gram positivas
tals como Micrococcus ou Bacillus. Exemplos de organismos
eucaridéticos a partir dos quais a subtilisina e os seus
genes podem ser obtidos incluem leveduras, tais como

Saccharomyces cerevisiae, fungos tais como Aspergillus sp.

Uma protease do invento possui uma sequéncia de
aminocdcidos que deriva da sequéncia de aminodcidos de uma
"protease precursora". As proteases precursoras incluem
proteases naturais e proteases recombinantes. A sequéncia
de aminodcidos da protease do invento "deriva" da sequéncia
de aminodcidos da protease precursora, através da
substituicdo de um ou mails aminodcidos da sequéncia de

aminodcidos precursora. Tal modificacdo é da "sequéncia de
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DNA precursora" que codifica a sequéncia de aminocdcidos da
protease precursora, em lugar da manipulacdo da enzima
protease precursora per se. Métodos adequados para tal
manipulacdo da sequéncia de DNA precursora incluem métodos
aqui descritos, assim como métodos conhecidos dos
familiarizados com a matéria (ver, por exemplo, EP 0328299,
WO089/06297 e as patentes US e pedidos de patentes ja aqui

referidos).

As substituicgdes especificas de aminodcidos numa
ou mais posicdes de residuos correspondendo as posicdes de
residuos seleccionadas do grupo consistindo em 62, 212,
230, 232, 252 e 257 de Bacillus amyloliquefaciens estao

aqui identificadas.

As proteases preferidas do invento sao as que
possuem combinacdes nas posicdes correspondendo as posicdes
da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens na Tabela 1,
em qgue as combinacdes de substituig¢des incluem as substi-
tuigdes referidas atrds em que o aminodcido substituto é
valina, em que a referida protease apresenta um desempenho

melhorado comparativamente com a protease precursora.

As proteases mais preferidas sdo as gue possuem
combinacdes de substituicgdes correspondendo as da
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens na Tabela 2, em
que as combinag¢gdes de substituigdes inclem a substituicao

referida atrds em que o aminodcido substituto é valina e em
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que a referida protease apresenta um melhor desempenho de

lavagem comparativamente com um precursor da protease.

Outras proteases preferidas sdo as gque possuem
combinagbdes de substituic¢des nas posigdes de residuos
correspondentes as posigdes da subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens na Tabela 3, em gue as combinacgdes de
substituic¢des incluem a substituicdo atrds referida em que
o aminodcido substituto € wvalina e em que a referida
protease apresenta melhor desempenho de lavagem

comparativamente com uma protease precursora.

Tabela 3
82 | 193 | W | 458 | 232 | 238 | ;a5 | s
g2 | 7S | w3 | g | 158 | 23 | 3% | 238 | 245 | 280
82 | 193 | 104 | 159 | 333 | ™36 248 | 252
53 | 103 | 10 | 180 | 232 | 338
63 103 [ 88| 10 | 153 | 232 245 | 253
43 | &2 | 103 | D4 | 158 | 232 245 | 252
$3 | 82 | | t09 | 159 | 232 245
3| 193 | 10 | 158 | 232 | 33 I5F
g2 | ™ | 103 | g | 158 | 20 238 | 245
3 | 193 | 404 | 458 | 324 | 232 | 238 | 245 | 257
& 0% | 188 | 188 | 232 | 336 | 285 | 2357
G2 kLS ELOXTN I S S I S5 I | S33 | 238 | 245
2| s2 | ve | 03 | 108 | w55 | 244 | 232 | 238 | 245
g2 | Te | 1wy | g | 158 | M5 | 232 | 236 | 245
12 a7 Fiv] 33 | 108 168 | 338 | 33 | 345
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particulares identificados na subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens. Numa realizacao preferida do presente
invento, a protease precursora ¢€é a subtilisina de de
Bacillus lentus e as substituicbdes sdao feitas nas posicgdes
de residuos de aminodcidos equivalentes em B. lentus

correspondendo as apresentadas atras.

Uma posicdo de residuo (aminodcido) de uma prote-
ase precursora € equivalente a um residuo de Bacillus
amyloliquefaciens caso seja hombéloga (i.e., correspondendo
a mesma posigdao na estrutura primaria ou tercidria) ou
andloga a um residuo especifico ou porcdo daquele residuo
na subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (i.e., tendo a
mesma capacidade funcional ou semelhante para combinar,

reagir ou interagir guimicamente).

Para estabelecer homologia com a estrutura pri-
maria, a sequéncia de aminodcidos de uma protease precur-
sora € directamente comparada com a sequéncia primaria da
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens e, particular-
mente, com uma série de residuos conhecidos como invarian-
tes nas subtilisinas para as quais se conhece a sequéncia.
Por exemplo, a Fig. 2 apresentada mostra os residuos
conservados entre a subtilisina de B. amyloliquefaciens e a
subtilisina de B. lentus. Apds alinhamento dos residuos
conservados, permitindo as insercdes e delecgdes necessarias
de forma a manter o alinhamento (i.e., evitando a elimina-
cado dos residuos conservados através de delecdo e insercao

arbitrédrias), sado definidos os residuos equivalentes a ami-
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nodcidos particulares na sequéncia primdria da subtilisina
de Bacillus amyloliquefaciens. O alinhamento de residuos
conservados, de preferéncia, deverda conservar 100% de tais
residuos. No entanto, o alinhamento de mais de 75%, ou
mesmo 50%, dos residuos conservados € também adequado para
definir residuos equivalentes. A conservacgadao da triade
catalitica, Asp32/His64/Ser221 devera ser mantida. Siezen
et al. refere-se ao agrupamento com subtilases ou proteases

serinicas tipo subtilisina.

Por exemplo, na Fig. 3, as sequéncias de amino-
dcidos da subtilisina de Bacillus amyloligquefaciens,
Bacillus subtilis, Bacillus 1licheniformis (carlsbergensis)
e Bacillus lentus sao alinhadas para proporcionar um maximo
de homologia entre sequéncias de aminodcidos. Uma compa-
racao destas sequéncias, mostra que existe uma série de
residuos conservados em cada sequéncia. Estes residuos con-
servados (como entre BPN' e B. lentus) estdo identificados

na Fig. 2.

Estes residuos conservados podem, assim, ser
usados para definir os residuos de aminodcidos equivalentes
correspondentes da subtilisina de Bacillus amylolique-
faciens noutras subtilisinas tais como a subtilisina de
Bacillus lentus (Publicacdo PCT N° W89/06279 publicada em
13 de Julho, 1989), a enzima precursora da protease aqgui
preferida, ou a subtilisina referida como PRBR92 (EP0328299)
que € altamente homéloga da subtilisina preferida de

Bacillus lentus. As sequéncias de aminodcidos de algumas
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destas subtilisinas estdo alinhadas nas Figs. 3A e 3B com a
sequéncia de Bacillus amyloliquefaciens para produzir um
maximo de homologia dos residuos conservados. Como pode ser
observado, existe uma série de delecdes na sequéncia de
Bacillus lentus comparativamente com a subtilisina de
Bacillus amyloliquefaciens. Assim, por exemplo, o
aminodcido equivalente a Vallé6b da subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens nas outras subtilisinas é isoleucina para

B. lentus e B. licheniformis.

"Residuos equivalentes" podem também ser defi-
nidos, determinando a homologia ao nivel da estrutura
tercidria para uma protease precursora cuja estrutura
tercidria foi determinada por cristalografia de raios X. Os
residuos equivalentes sdo definidos como aqueles cujas
coordenadas atdmicas de duas ou mais das principais cadeias
de 4adtomos de um residuo de aminocdcido particular da
protease precursora e da subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens (N em N, CA em CA, C em C e 0O em O0)
distam em 0,13 nm, e de preferéncia em 0,1 nm, apds o
alinhamento. O alinhamento ¢é conseguido apdés o melhor
modelo ter sido orientado e posicionado para dar a maxima
sobreposicdo possivel de coordenadas atdmicas dos dtomos da
proteina, que nao sejam hidrogénio, da protease em questéo
com a subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. O melhor
modelo é o modelo cristalografico que da o factor R mais
baixo para os dados de difraccdo experimental na maior

resolugédo disponivel.
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Os residuos equivalentes, que sao funcionalmente
andlogos a um residuo especifico da subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens, estdao definidos como os aminocdcidos da
protease precursora qgque podem adoptar uma conformacao tal
que alteram, modificam ou contribuem para a estrutura da
proteina, ligacdo ao substrato ou catdlise numa forma
definida e atribuida a um residuo especifico da subtilisina
de Bacillus amyloliquefaciens. Ainda, sdo o0s residuos da
protease precursora (para a gual uma estrutura tercidria
foi obtida por cristalografia de raios X) gue ocupam uma
posicdo andloga até ao ponto de, apesar dos &atomos da
cadeia principal de determinado residuo poderem néao
satisfazer os critérios de equivaléncia com base na
ocupacao de uma posicdao homdéloga, as coordenadas atdmicas
de pelo menos dois Aatomos da cadeia lateral do residuo
estdo situados dentro de 0,13 nm dos atomos correspondentes
da cadeia lateral da subtilisina de Bacillus amylolique-
faciens. As coordenadas da estrutura tridimensional da
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens estdao descritas
na Publicagcdao EPO N° 0251446 (equivalente a Patente US
5182204) e podem ser usadas como descrito atrdas para
determinar residuos equivalentes ao nivel da estrutura

terciaria.

Alguns dos residuos identificados para substitui-

cao sao residuos conservados, enquanto que outros nao o
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sdo. No caso dos residuos que nao sao conservados, a
substituicdo de um ou mais aminodcidos estda limitada a
substituic¢cdes que produzem uma variante com uma sequéncia
de aminodcidos gque ndo corresponde a uma encontrada na
natureza. No caso dos residuos conservados, tais
substituic¢des nao deverao resultar numa sequéncia natural.
As proteases do presente invento incluem as formas maduras
das proteases assim como as prdé- e preprdé-formas de tais
proteases. As prepré-formas sao a construcao preferida,
uma vez que facilitam a expressdo, secrecao e maturacao das

proteases.

Pré-sequéncia refere-se a uma sequéncia de
aminodcidos ligada a porgdo N-terminal da forma madura de
uma protease gque, gquando removida, resulta no aparecimento
da forma "madura" da protease. Na natureza sao encontradas
muitas enzimas proteoliticas como produtos de traducdo da
pré—-enzima e na auséncia de processamento pds-traducional,
sdo expressas nesta forma. Uma prd-sequéncia preferida para
a producdao de proteases do invento & a prdé-sequéncia
putativa da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens, se
bem que outras prdé-sequéncias de proteases possam ser

usadas.

Uma "sequéncia sinal" ou "pré-sequéncia" refere-
se a qualquer sequéncia de aminocdcidos ligada a porcgdo N-
terminal de uma protease ou a porcdo N-terminal de uma pré-

protease que pode participar na secregado da forma madura ou
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da prd-protease. Esta definigcdo da sequéncia sinal ¢é
funcional, pretende incluir todas as sequéncias de
aminocdcidos codificadas pela porcdo N-terminal do gene da
protease que participam na efectuacdo da secrecadao da
protease em condigcdes nativas. O presente invento utiliza
tais sequéncias para efectuar a secrecao das proteases como
aqui definido. Uma sequéncia sinal possivel compreende os
primeiros sete residuos de aminodcidos da sequéncia sinal
da subtilisina de Bacillus subtilis fundida com a restante
sequéncia sinal da subtilisina de Bacillus lentus (ATCC

21536) .

A forma "preprdé" de uma protease do invento con-
siste na forma madura da protease tendo uma prd-sequéncia
operacionalmente ligada ao extremo amina da protease e uma
sequéncia "pré" ou "sinal" operacionalmente ligada ao

extremo amina da pré-sequéncia.

"Vector de expressao" refere-se a uma construcao
de DNA contendo uma sequéncia de DNA, que estd operacional-
mente ligada a uma sequéncia de controlo adequada, capaz de
efectuar a expressao do referido DNA num hospedeiro
adequado. Tais seqguéncias de controlo incluem um promotor
para efectuar a transcricdo, uma sequéncia operadora
opcional para controlar tal transcricdo, uma sequéncia
codificadora de 1locais de ligacdao do mRNA ao ribossoma e
sequéncias que controlam a terminagdo da transcrigdao e da

traducdo. O vector pode ser um plasmideo, uma particula
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fadgica, ou simplesmente uma potencial insercdo gendmica.
Uma vez usado para transformar um hospedeiro adequado, o
vector pode replicar-se e funcionar independentemente do
genoma do hospedeiro, ou pode, nalguns casos, integrar-se
no préprio genoma. Na presente especificacédo, "plasmideo" e
"vector" sao por vezes usados indiscriminadamente uma vez
que o plasmideo €& presentemente a forma de vector mais
vulgarmente usada. No entanto, o invento destina-se a
incluir outras formas de vectores de expressao gue servem
fungdes equivalentes e que sao, ou ficardo, conhecidos na

area.

As "células hospedeiras" usadas no presente
invento, de um modo geral, sdo hospedeiros procaridéticos ou
eucaridéticos que preferencialmente foram manipulados pelos
métodos descritos na Patente US RE 34606 para os tornar
incapazes de secretarem endoprotease enzimaticamente
activa. Uma célula hospedeira preferida para a expressédo da
protease é a estirpe de Bacillus BG2036 que é deficiente em
protease neutra enzimaticamente activa e protease alcalina
(subtilisina). A construcdo da estirpe BG2036 estd descrita
detalhadamente na Patente US 5264366. Outras células
hospedeiras para a expressao de proteases incluem Bacillus
subtilis 1168 (também descrito na Patente US RE 34606 e na
Patente US 5264366), assim como qualgquer estirpe adequada

de Bacillus como seja B. licheniformis, B. lentus, etc.

As células hospedeiras sdo transformadas ou

transfectadas com vectores construidos usando técnicas de
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DNA recombinante. Tais células hospedeiras transformadas
sdo capazes de replicarem vectores codificadores das
variantes de proteases ou de expressarem a variante de
protease pretendida. No caso dos vectores que codificam a
forma pré ou preprd da variante de protease, tais
variantes, quando expressas, sao tipicamente secretadas
pela célula hospedeira para o meio de cultura da célula

hospedeira.

"Ligadas operacionalmente", quando descreve a
relacao entre duas regides de DNA, simplesmente significa
que estdo funcionalmente relacionadas uma com a outra. Por
exemplo, uma pré-sequéncia estd operacionalmente ligada a
um péptido se funcionar como sequéncia sinal, participando
na secrecadao da forma madura da proteina, mais provavelmente
envolvendo a clivagem da sequéncia sinal. Um promotor esta
operacionalmente ligado a uma seqgquéncia codificadora se
controlar a transcricdo da sequéncia: um local de ligacao
ao ribossoma estd operacionalmente ligado a uma sequéncia
codificadora se estiver posicionado de forma a permitir a

sua traducao.

Os genes codificadores da protease precursora
natural podem ser obtidos de acordo com os métodos gerais
conhecidos dos familiarizados com a matéria. Os métodos, de
um modo geral, compreendem a sintese de sondas marcadas
tendo sequéncias putativas codificadoras de regides da
protease com interesse, preparacao de bibliotecas gendmicas

a partir de organismos que expressam a protease e rastreio
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das bibliotecas relativamente ao gene com interesse através
de hibridacdo com as sondas. Os clones que deram hibridacao

positiva foram entdo mapeados e sequenciados.

A protease clonada foi entdo usada para trans-
formar wuma célula hospedeira de forma a expressar a
protease. O gene da protease foi entdo ligado a um
plasmideo de elevado numero de codpias. Este plasmideo
replica-se em hospedeiros uma vez que possul os elementos
conhecidos necessdrios a replicacgdo do plasmideo: um
promotor operacionalmente ligado ao gene em questao (que
pode ser fornecido como promotor homdlogo prdéprio do gene
se for reconhecido, i.e., transcrito, pelo hospedeiro), uma
terminacdo da transcricdo e uma regidao de poliadenilacao
(necessdria a estabilidade do mRNA transcrito pelo hospe-
deiro de onde deriva o gene da protease em determinadas
células hospedeiras eucaridticas) que € exdgena ou forne-
cida pela regido terminadora enddgena do gene da protease
e, de preferéncia, um gene de seleccdo como seja um gene de
resisténcia a antibidéticos que permita a manutencdo con-
tinua de células hospedeiras transfectadas com plasmideo,
através do crescimento em meio contendo antibidético. Os
plasmideos de elevado numero de cédpias também possuem uma
origem de replicacdo para o hospedeiro, permitindo assim
que grande numero de plasmideos sejam gerados no citoplasma
sem limitacg¢des cromossdémicas. No entanto, estd dentro deste
dmbito integrar multiplas coépias do gene da protease no

genoma do hospedeiro. Isto é facilitado pelos microrganis-
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mos procaridéticos e eucaridticos gue sao particularmente

susceptiveis a recombinacdao homdloga.

O gene pode ser um gene natural de B. lentus.
Como alternativa, pode ser produzido um gene sintético
codificador de uma protease precursora natural ou mutante.
Nesta ultima abordagem, ¢é determinada a sequéncia do DNA
e/ou a sequéncia de aminocdcidos da protease precursora.
Maltiplos fragmentos de DNA sintéticos de cadeia simples
sobreponiveis sadao depois sintetizados, o0s quais quando
hibridados e ligados produzem um DNA sintético codificador
da protease precursora. Um exemplo da construcgcao do gene

sintético estd descrito no Exemplo 3 da Patente US 5204015.

Uma vez clonado o gene natural ou sintético da
protease precursora, sao efectuadas modificacdes para a
utilizacdo do gene para além da sintese da protease
precursora natural. Tais modificac¢des incluem a produgao de
proteases recombinantes como descrito na Patente US RE34606
e Publicacao EPO N° 0251446 e a produgao das variantes da

protease aqui descritas.

O método de mutagénese com cassete que se segue
pode ser usado para facilitar a construcdo de variantes da
protease do presente invento, se bem gque outros métodos
possam ser usados. Em primeiro lugar, é¢ obtido e
sequenciado o gene natural codificador da protease, na sua
totalidade ou em parte. Depois a sequéncia ¢é varrida

relativamente a um ponto no gual se pretenda fazer uma
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mutacdo (delecgdo, insercdo ou substituicdo) de um ou mais
aminodcidos na enzima codificada. As sequéncias que flan-
queiam este ponto sdo avaliadas relativamente a presenca de
locais de restricdao para substituicdo de um pequeno
fragmento do gene com um conjunto de oligonucledétidos que,
quando expressos codificardo vadrios mutantes. Tais locais
de restricao sao, de preferéncia, locais unicos dentro do
gene da protease, de forma a facilitar a substituicao do
fragmento de gene. No entanto, pode ser usado qualquer
local de restricao conveniente que nao seja redundante no
gene da protease, desde que os fragmentos de gene gerados
por digestdao de restricao possam ser montados na sequéncia
adequada. Se os locais de restrigdo nao estiverem presentes
nas localizagbes dentro de uma distdncia conveniente rela-
tivamente ao ponto seleccionado (entre 10 e 15 nucled-
tidos), tais locais sao gerados através da substituicao de
nucledétidos no gene, de forma que nem a grelha de leitura
nem 0s aminodacidos codificados sejam alterados na
construcgadao final. A mutacdo do gene de forma a alterar a
sua sequéncia de acordo com a sSequéncia pretendida é
conseguida através da extensdao da sequéncia iniciadora M13
de acordo com métodos que sado do conhecimento geral. A
tarefa de localizacdo de regides flanqueantes adequadas e
avaliacdo das alteragdes necessarias para chegar a duas
sequéncias de locais de restrigdo convenientes é feita de
rotina através da redundédncia do cdédigo genético, um mapa
das enzimas de restricao do gene e do grande numero de
diferentes locais para enzimas de restricdo. Note-se que se

estiver disponivel um local de restrigcao flanqueante
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conveniente, o método atrds referido necessita de ser usado
apenas conjuntamente com a regido flanqueante gque nao

possui um local.

Uma vez clonado o DNA natural ou sintético, os
locais de restricao flangqueantes das posigdes a serem
mutadas sao digeridos com as enzimas de restricdo cognatas
e uma pluralidade de cassetes de oligonucledtidos comple-
mentares dos extremos sao ligadas ao gene. A mutagénese &
simplificada através deste método devido a todos os
oligonucledétidos poderem ser sintetizados de forma a terem
0s mesmos locais de restricdo e nao sendo necessarios

adaptadores sintéticos para criar os locais de restricao.

Como aqui ¢é usado, a actividade proteolitica ¢é
definida como a taxa de hidrdélise das ligagdes peptidicas
por miligrama de enzima activa. Existem muitos procedi-

mentos conhecidos para a medicdo da actividade proteolitica

(K.M. Kalisz. "Microbial proteinases." Advances in
Biochemical Engineering/Biotechnology, A. Fechter ed.,
1988). Para além, ou como método alternativo, a actividade

proteolitica modificada, as enzimas do presente invento
podem ter outras propriedades modificadas tais como Km,
Kcat, razdao Kcat/Km e/ou perfil do pH da actividade
modificado. Estas enzimas podem ser alteradas em funcao de
um substrato particular gue se antecipa esteja presente,
por exemplo, na preparacao de péptidos ou para processos

hidroliticos, tais como utilizacdes em lavandarias.
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Num aspecto do invento, o objectivo & obter, de
acordo com o presente invento, proteases tendo alterado o
desempenho na lavagem, de preferéncia melhorado, comparati-
vamente com uma protease precursora em pelo menos uma
formulacdo de detergente e/ou em pelo menos uma série de

condicgdes de lavagem.

Existe uma variedade de condigdes de lavagem
incluindo varias formulacdes de detergentes, volume de agua
de lavagem, temperatura da &agua de lavagem e duracdo do
tempo de lavagem a gque uma protease variante possa estar
exposta. Por exemplo, as formulacgdes de detergentes usadas
em diferentes 4&reas possuem diferentes concentracdes dos
seus principals componentes presentes na agua de lavagem.
Por exemplo, um detergente Europeu tipicamente possui cerca
de 4500-5000 ppm de componentes do detergente na 4&agua de
lavagem, enquanto um detergente Japonés tipicamente tem
aproximadamente 667 ppm de componentes do detergente na
dgua de lavagem. Na América do Norte, particularmente nos
Estados Unidos, um detergente tipicamente tem cerca de 975
ppm de componentes do detergente presentes na 4agua de

lavagem.

Um sistema com uma baixa concentracao de deter-
gente inclui detergentes com menos de aproximadamente 800
ppm de componentes do detergente presentes na &gua de
lavagem. 0Os detergentes Japoneses sao, tipicamente, consi-

derados um sistema de baixa concentracao de detergente uma
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vez que aproximadamente 667 ppm de componentes do deter-

gente estdo presentes na adgua de lavagem.

Uma concentracdo de detergente média inclui
detergentes em que cerca de 800 ppm a cerca de 2000 ppm de
componentes do detergente estdo presentes na 4agua de
lavagem. Os detergentes na América do Norte sédo, de um modo
geral, considerados sistemas de concentracao média de
detergente, uma vez que aproximadamente 975 ppm de compo-
nentes do detergente estdo presentes na agua de lavagem. O
Brasil tipicamente tem aproximadamente 1500 ppm de compo-

nentes do detergente presentes na agua de lavagem.

Um sistema de concentracgao elevada de detergente
inclui detergentes com mais de 2000 ppm de componentes do
detergente presentes na 4&dgua de lavagem. Os detergentes
Europeus sao, de um modo geral, considerados como sistemas
de concentracao elevada de detergentes, uma vez gque possuem
aproximadamente 4500-5000 ppm de componentes do detergente

na agua de lavagem.

Os detergentes da América latina sao, de um modo
geral, detergentes a Dbase de fosfatos e a gama de
detergentes wusados na América Latina podem cair nas
concentracdes média e alta de detergentes, uma vez Jue
variam na gama de 1500 ppm a 6000 ppm de componentes do
detergente na 4&agua de lavagem. Como atrds referido, o
Brasil tipicamente tem aproximadamente 1500 ppm de

componentes do detergente na agua de lavagem. No entanto,
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outras regides geograficas com detergentes a Dbase de
fosfatos, ndo limitadas a outros paises da América Latina,
podem ter sistemas de concentracdo elevada de detergente
até cerca 6000 ppm de componentes do detergente na agua de

lavagem.

Face ao que foi dito, é evidente que, a nivel
mundial, as concentragdes da composicao do detergente nas
solucgdes de lavagem tipicas varia entre menos de 800 ppm da
composicdo detergente ("geografias de baixa concentracao de
detergente"), por exemplo cerca de 667 ppm no Japao, e
cerca de 800 ppm a cerca de 2000 ppm ("geografias de
concentracdao média de detergente"), por exemplo cerca de
975 ppm nos EUA a cerca de 1500 ppm no Brasil, até mais de
cerca de 2000 ppm ("geografias de elevada concentracdo de
detergente"), por exemplo cerca de 4500 ppm a cerca de 5000
ppm na Europa e cerca de 6000 ppm nas geografias a base de

fosfatos elevados.

As concentracdes das solucgdes de lavagem tipicas
sdo determinadas empiricamente. Por exemplo, nos EUA, uma
maquina de lavar tipica leva um volume de aproximadamente
64,4 1 de solucao de lavagem. Assim, para se obter uma
concentracao de aproximadamente 975 ppm de detergente na
solucdo de lavagem deve ser adicionado cerca de 62,79 g de
composicado de detergente aos 64,4 1 da solucgao de lavagem.
Esta quantidade ¢ a qguantidade tipica medida na 4&agua de
lavagem pelo consumidor wusando o copo oferecido com o

detergente.
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Ainda outro exemplo, diferentes geografias usam
diferentes temperaturas de lavagem. A temperatura da A&agua
de lavagem ¢ no Japdo, tipicamente, inferior a wusada na

Europa.

Assim, um aspecto do presente invento inclui uma
protease que apresenta melhor desempenho em pelo menos uma

série de condigdes de lavagem.

Num outro aspecto do invento, foi determinado que
a substituicdo de um aminodcido numa posicdo de residuo
correspondente a posicdo de residuo da subtilisina de
Bacillus amyloliquefaciens é importante no melhoramento do
desempenho de lavagem da enzima, em dque o aminocdcido

substituto é wvalina.

Estas substituicgdes sao, de preferéncia, feitas
na subtilisina de Bacillus lentus (recombinante ou nativa),
se bem que as substituicgdes possam ser feitas em qualquer

protease de Bacillus.

Com base nos resultados de rastreio obtidos com
as proteases do invento, as mutacdes observadas na
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens sao 1importantes
para a actividade proteolitica, o) desempenho e/ou
estabilidade destas enzimas e desempenho na limpeza ou

lavagem de tais enzimas.
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Muitas das proteases do invento sdo uteis na
formulacdo de varias composicdes de detergentes ou em
formulagdes de produtos para cuidados pessoais, tais como
champds ou logdes. Uma série de compostos conhecidos sao
tensioactivos adequados Uteis nas composicdes compreendendo
os mutantes das ©proteases do invento. Estes incluem
detergentes nao iénicos, anidénicos, catidénicos ou
zwiteridénicos, como descrito em US 4404128 de Barry J.
Anderson e US 4261868 de Jiri Flora, et al. Uma formulacéao
de detergente adequada estda descrita no Exemplo 7 da
Patente US 5204015. A 4drea estd familiarizada com as
diferentes formulagdes gque podem ser usadas Ccomo COmMPO-—
sicdes de limpeza. Para além das composicdes de limpeza
tipicas, ¢é facilmente compreendido que as proteases do
presente invento podem ser usadas para qualquer fim em que
sejam usadas proteases nativas ou selvagens. Assim, estas
proteases podem ser usadas, por exemplo, em aplicacdes de
sabdo em barra ou ligquido, formulagdes para maguinas de
lavar loica, solugdes ou produtos para limpeza de lentes de
contacto, hidrdélise de péptidos, tratamento de 1lixo,
aplicacgdes téxteis, como enzimas de clivagem de fusdes na
producdo de proteinas, etc. As proteases do presente
invento podem ter melhor desempenho numa composicao de
detergente (comparativamente com o precursor). Como aqui é
usado, melhor desempenho num detergente é definido como um
aumento da limpeza de determinadas coloracgdes sensiveis a
determinadas enzimas tais como relva ou sangue, conforme
determinado pela avaliacado convencional apds um ciclo de

lavagem padrao.
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As proteases do invento podem ser formuladas em
detergentes em pd e liquidos, tendo pH entre 6,5 e 12,0, em
niveis de cerca de 5% (de preferéncia 0,1% a 0,5%) por
peso. Estas composicgdes de limpeza dos detergentes podem
também incluir outras enzimas tais como proteases, amila-
ses, celulases, 1lipases ou endoglicosidases conhecidas,

assim como bases de detergentes e estabilizadores.

A adicao das proteases do invento a composicgdes
de limpeza convencionais ndo cria qualquer limitacao de uso
especial. Por outras palavras, guaisquer temperaturas e pHs
adequados para o detergente, sdao também adequados para as
presentes composicgdes, desde que na gama de pH referida e
gque a temperatura seja abaixo da temperatura de desnatu-
racao da protease. Ainda, as proteases do invento podem ser
usadas por si sdés numa composicdo de limpeza sem deter-
gentes ou em combinacdo com bases de detergente e esta-

bilizadores.

O presente invento também estd relacionado com
composicdes de limpeza contendo as proteases do invento. As
composicdes de limpeza podem ainda conter aditivos que sao
normalmente usados nas composicdes de limpeza. Estes podem
ser seleccionados entre branqueadores, tensioactivos,
bases, enzimas e catalisadores de Dbrangqueadores, mas nao
lhe estando limitados. Serd facilmente aparente para os

familiarizados com a A&rea gquals os aditivos gue séo
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adequados para inclusdao nas composigdes. A lista aqgqui
apresentada ndo pretende ser exaustiva e deverd ser consi-
derada como exemplos de aditivos adequados. Serd igualmente
6bvio para os familiarizados com a &rea a utilizacao de
aditivos que sejam compativeis com as enzimas e outros

componentes na composicdo, por exemplo, tensioactivo.

Quando presente, a quantidade do aditivo presente
na composigao de limpeza varia entre cerca de 0,01% e cerca
de 99,9%, de preferéncia cerca de 1% e cerca de 95%, mais

de preferéncia entre cerca de 1% e cerca de 80%.

Um aspecto do invento € uma composicdo para o
tratamento de um téxtil que inclua proteases variantes do
presente invento. A composicdo pode ser usada para tratar,
por exemplo, seda ou la como descrito em publicagdes, tais

como RD 216034; EP 134267; US 4533359 e EP 344259.

O que se segue € apresentado como exemplo e néao
deve ser pensado como uma limitagcdo do éambito das

reivindicacdes.

Exemplo 1

Um grande numero de variantes de proteases foi
produzido e purificado usando métodos conhecidos na é&area.
Todas as mutacdes foram feitas na subtilisina de Bacillus

lentus GG35. As variantes estao apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4
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Exemplo 2

Um grande numero de variantes de ©proteases
produzidas no Exemplo 1 foram testadas relativamente ao
desempenho em dois tipos de detergentes e condigdes de
lavagem usando um ensaio Microswatch (tecido e corante em
placa de microtitulacédo) descrito em "An improved method of
assaying for a preferred enzyme and/or prefered detergent

composition" US N° de Série 60/068796.

A Tabela 5 apresenta as proteases variantes
testadas e os resultados dos testes com dois detergentes
diferentes. Para a coluna A, o detergente foi Ariel Ultra
filtrado a 0,67 g/l (Procter & Gamble. Cincinnati, OH,
USA), numa solucdo contendo 3 x 64,8 mg (3 "grains") por
galdo, dureza mista, em Ca’" /Mg’ e 0,3 ppm de enzima foi
usado em cada alvéolo a 20°C. Para a coluna B, o detergente
foi Ariel Futur filtrado a 3,38 g/l (Procter & Gamble,
Cincinnati, OH, USA), numa solucgdo contendo 15 x 64,8 mg
(15 "grains") por galdo, dureza mista, em Ca’’'/Mg’" e 0,3

ppm de enzima foil usado em cada alvéolo a 40°C.
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Exemplo 3

A Tabela 6 apresenta as variantes de protease
testadas no Exemplo 1 e o0s resultados dos testes em quatro
detergentes diferentes. Para a coluna A, o detergente foi
Ariel Ultra filtrado a 0,67 g/l (Procter & Gamble.
Cincinnati, OH, USA), numa solucao contendo 3 x 64,8 mg (3
"grains") por galdo, dureza mista, em Ca’ /Mg’ e 0,3 ppm de
enzima foi usado em cada alvéolo a 20°C. Para a coluna B, o
detergente foi Ariel Futur filtrado a 3,38 g/l (Procter &
Gamble, Cincinnati, OH, USA), numa solugao contendo 15 x
64,8 mg (15 "grains") por galdo, dureza mista em Ca’’ /Mg’" e
0,3 ppm de enzima foi usado em cada alvéolo a 40°C. Para a
coluna C, o detergente HSP a 3,5 g/l (Procter & Gamble.
Cincinnati, OH, USA), numa solucdo contendo 8 x 64,8 mg (8
"grains") por galdo, dureza mista, em Ca’ /Mg®" e 0,3 ppm de
enzima foi usado em cada alvéolo a 20°C. Para a coluna D, o
detergente foi Tide KT a 0,67 g/l (Procter & Gamble.
Cincinnati, OH, USA), numa solucdo contendo 3 x 64,8 mg (3
"grains") por galdo, dureza mista, em Ca’ /Mg®" e 0,3 ppm de

enzima foili usado em cada alvéolo a 20°C.
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Tabela 6
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REIVINDICACOES

1. Uma protease compreendendo a substituicao de
um aminodcido numa posicdo de residuo correspondendo a
posicdao de residuo 232 da subtilisina de Bacillus amyloli-
quefaciens, em qgue o0 aminodcido substituto é wvalina, a
referida protease tendo um melhor desempenho na lavagem
comparativamente com uma protease precursora sem a referida

substituicéo.

2. Uma protease de acordo com a reivindicagao

1, em gue a substituicao é A232V.

3. LA protease de acordo com a reivindicacgao 1
ou com a reivindicacdo 2 que deriva de uma subtilisina de

Bacillus.

4, LA protease de acordo com a reivindicagao 3

que deriva da subtilisina de Bacillus lentus.

5. Um DNA codificador de uma protease da

reivindicag¢do 1 ou da reivindicagao 2.

6. Um vector de expressao codificador do DNA da

reivindicacao 5.

7. Uma célula hospedeira transformada com o©

vector de expressao da reivindicacao 6.
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3. Uma composicao de limpeza compreendendo a

protease da reivindicacdo 1 ou da reivindicacao 2.

9. Uma composicdo para o tratamento de um
téxtil compreendendo a protease da reivindicacdo 1 ou da

reivindicacao 2.

10. A protease de acordo com a reivindicagado 1
ou com a reivindicacao 2 compreendendo uma série de subs-
tituicgdes seleccionadas do grupo consistindo nas substi-
tuicgdes nas posicbes de residuos correspondendo as posicdes
na Tabela 1 da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens,
em que a série de substituigdes inclui a substituicao
referida na reivindicacdo 1, em que o aminodcido substituto

é valina.

11. A protease de acordo com a reivindicagao 10
compreendendo uma série de substituicg¢des seleccionadas do
grupo consistindo em substituig¢des correspondendo as da
Tabela 2 da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens, em
que a série de substituicgdes inclui a substituicdo referida
na reivindicacdo 1, em que o aminocdcido substituto &

valina.

12. A protease de acordo com a reivindicagao 10
compreendendo uma série de substituigdes seleccionadas do
grupo consistindo em substituicgdes nas posicdes de residuos
correspondendo as posicbes da Tabela 3 da subtilisina de

Bacillus amyloliquefaciens, em que a série de substituigdes
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inclui a substituicdo referida na reivindicacgédo 1, em que o

aminodcido substituto é valina.

13. A protease da reivindicacdo 1 ou da reivin-
dicagdo 2 incluindo ainda substituig¢des dos residuos de
aminodcidos numa ou mais das posigdes 62, 230, 212, 252 ou

257.

14. A protease da reivindicacadao 1 ou da reivin-
dicacdao 2 compreendendo uma série de substituicdes selec-
cionadas do grupo que inclui as substituicdes em cada uma
das posicbes de residuos - correspondendo as posicdes de
residuos 68, 103, 104, 159, 232, 236 e 245 da subtilisina
de Bacillus amyloliquefaciens, em que o aminodcido substi-

tuto na posicdo correspondente a posicao 232 é valina.

15. A protease da reivindicacdo 1 ou da reivin-
dicagcdo 2 compreendendo uma série de substituicdes selec-
cionadas do grupo gue inclui as substituicg¢des em cada uma
das posicgdes de residuos correspondendo as posicdes de
residuos 103, 104, 159, 232, 236, 245, 248 e 252 da
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens, em que O
aminodcido substituto na posicdo correspondente a posicéo

232 é wvalina.

16. A protease da reivindicacdo 1 ou da reivin-
dicacdao 2 compreendendo uma série de substituigdes selec-
cionadas do grupo gque inclui cada uma das substituicdes

V68A, V104I, G159D, A232V, Q236H e QZ245R.
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17. A protease da reivindicacdo 1 ou da reivin-
dicacdao 2 compreendendo uma série de substituigdes selec-
cionadas do grupo que inclui cada uma das substituicdes

S103A, Vv104I, G159D, A232V, Q236H, Q2Z245R, N248D e N252K.

18. A protease da reivindicacao 17, em que a

série de substituigdes ainda inclui a substituic¢ao S101G.

Lisboa, 17 de Abril de 2008
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGCAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente € apenas para
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