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(57) Sammendrag:

Carbonylhydrolasemutanter afledt af aminosyresekvensen fra na-
turligt forekommende eller rekombinerede jkke-humane carbonyl-
hydrolaser og DNA-sekvenser, som koder for samme. Mutantcarbo;
nylhydrolaserne opnis sadvanligvis ved in vitro-modifikation
af en forstadie-DNA-sekvens, som koder for den naturligt fore-
kommende eller rekombinerede carbonylhydrolase til at kode for
substitutionen, indsattelsen eller deletionen af en eller fle-
re aminosyrer i forstadiecarbonylhydrolasens aminosyresekvens.
Sadanne mutanter har en eller flere egenskaber, som er for-

skellige fra den samme egenskab hos forstadiehydrolasen.
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Den seneste udvikling af forskellige in-vitro-teknikker tit
manipulering af de DNA-sekvenser, som koder for naturligt fo-
rekommende poiypeptider, samt de seneste udviklinger i den
kemiske syntese af relativt korte sekvenser af enkelt- og dob-
beltstrenget DNA har fremkaldt den tanké, at sadanne teknikker
kan anvendes til at modificere enzymer for at forbedre en el-
Jer anden funktionel egenskab p& en forudsigelig made. K.M.
Ulmer (1983) Science 219, 666-671. Det eneste deri beskrevne
udferelseseksempel er substitutionen af en enkelt aminosyre i
det aktive sted hos tyrosyl-tRNA-syntetase (Cys35-Ser), som
forer til en reduktion i enzymatisk aktivitet, se G. Winther
et al. (1982) Nature 299, 756-758; og A.J. Wilkinson et al.
(1983) Biochemistry 22, 3581-3586 (Cy535~G1y-mutationvresu1te—
rede ligeledes i formindsket aktivitet).

NAr den samme t-RNA-syntetase blev modificeret ved at substi-
tuere en anden aminosyre i det aktive sted med to‘forske11ige
aminosyrer, viste en af mutanterne {Thrs51-Ala) ifeolge rappor-
ten en forudsagt moderat foresgelse i kcat/Km, mens en anden
mutant (ThrS51-Pro) viste en massiv forggelse i kcat/Km, som
ikke kunne forklares med sikkerhed, A.H. Wilkinson et al.,
(1984) Nature 307, 187-188. ’

Et andet rapporteret eksempel pad en enkelt substitution af en
aminosyrerest er substitutionen af isoleucin med cystein i den
tredje rest i T4-lyzozym. L.J. Perry et al. (1984) Science
226, 555-557. Det resulterende muterede lysozym blev oxideret
mildt til dannelse af en disulfidbinding mellem den nye cyste-
inrest i position 3 og den native cystein i position 97. Denne
tvarbundne mutant blev oprinde]igt-beskrevet af forfatteren
som varende enzymatisk identisk med, men mere termisk stabil
end vildtype-enzymet. I en "Note Added in Proof" angav forfat-
teren imidlertid, at den observerede foregede stabilitet sand-
synligvis skyldtes en kemisk modifikation af cystein ved rest
54, eftersom mutant-lysozymet med en fri thiol ved Cys54 har
en termisk stabilitet, som er identisk med vildtypelysozymets
stabilitet.

Tilsvarende er det blevet rapporteret, at en modificeret dihy-

drofolatreduktase fra E. coli er blevet modificeret pa tilsva-
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rende mader til indferelse af en cystein, som kunne tvarbindes
med en naturligt forekommende cystein i reduktasen, D.E. Vil-
lafranca et al. (1983) Science 222, 782-788. Forfatteren angi-
ver, at denne mutant er fuldt reaktiv i den reducerede til-
stand, men har signifikant formindsket aktivitet i den oxide-
rede tilstand. Desuden rapporteres to andre substitutioner af
specifikke aminosyrerester, som resulterede i mutanter, der er

havde formindsket eller ingen aktivitet.

I EP publikation nr. 0130756 beskrives substitutionen af spe-
cifikke rester i B. amyloliquefaciens-subtilisin med specifik-
ke aminosyrer. Saledes er Met222 blevet substitueret med alle
19 andre aminosyrer, Gly166 med 9 }orske11ige aminosyrer og
Gly169 med Ala og Ser.

Som. angivet nedenfor har flere laboratorier 0gsd rapporteret

om anvendelse af stedsrettet mutagenese til fremkaldelse af

mutationen af mere end en aminosyrerest i et po1ypeptid.

Oen aminoterminale region af signalpeptidet for prolipoprote-
inet i den ydre E. coli-membran blev angivet som varende &n-
dret ved substitutionen eller deletionen af resterne 2 og 3
til fremkaldelse af en ladningsandring i den region af poly-
peptidet, S. Inoyye et al, (i982) Proc. Nat. Acad. Sci. USA
79, 3438-3441. Det samme laboratorium har ogsd beskrevet sub-
stitutionen og deletionen af aminosyreresterne 9 og 14 for at
bestemme virkningerne af en sadan substitution pa den hydrofo-
be region af den samme signalsekvens, S. Inouye et al. (1984)
J. Biol. Chem. 259, 3729-3733.

Dobbeltmutanter i det aktive sted i tyrosyl-tRNA-syntetase er
ogsa blevet rapporteret, P.J. Carter et al. (1984) Cell 38,
835-840. I denne rapport blev den forbedrede affinitet af den
tidligere beskrevne Thr51-Pro-mutant over for ATP undersegt
ved frembringelse af en anden mutation i enzymets aktive sted.
En af dobbeltmutanterne Gly35/Pro51, viste ifelge rapporten et
uventet resultat, idet den bandt ATP i overgangstilstanden
bedre end hvad der var forventet ud fra de to enkelte mutan-

ter. Desuden gor forfatteren opmarksom pa, at det, i det mind-
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ste for en dobbeltmutant, ikke nemt kan forudsiges, hvordan en
substitution andrer den virkning, der forarsages af den anden
substitution, og at man ma vare forsigtig med at fortolke sa-

danne substitutioner.

1 US patentskrift nr. 4.532.207 er beskrevet en mutant, hvor
en polyargininhale blev knyttet til den C-terminale rest af g-
urogastron ved at modificere den DNA-sekvens, som koder for
polypeptidet. Som beskrevet andredé polyargininhalen urogas-
tron-polyargininhybridens elektroforetiske mobilitet, hvilket
muliggjorde selektiv oprensning. Polyargininen blev derefter
fjernet, ifelge patenthaveren med en polyargininspecifik exo-
peptidase til fremstilling af den oprensede urogastron. Kor-
rekt fortolket beskrives i denne reference hybridpolypepti-
der, som ikke udger mutantpolypeptider indeholdende substitu-
tionen, indsattelsen eller deletionen af en eller flere amino-

syrer af et naturligt forekommende polypeptid.

Der er ogsi blevet rapporteret om enkeTte mutanter og dobbelt-
mutanter af rottepankreas-trypsih, €.S. Craik et al. (198%5)
Science 228, 291-297. Som rapporteret blev glycinrester i po-
sitionerne 216 og 226 erstattet med alaninrester til fremstil-
ling af tre trypsinmutanter (to enkelte mutanter og en dob-
beltmutant). Nar det drejer sig om -enkeltmutanterne, angav

forfatterne, at manh mAtte forvente en differentiel virkning pa

Km. De rapporterede i stedet en &ndring i specificitet

(kcat/Km), som primert var resultatet af en formindskelse af
kcat. I modsaztning hertil viste dobbeltmutanten ifolge rappor-
ten en differentiel foregelse i Xm for 1lysyl- og arginylsub-
strater sammenlignet med vildtypetrypsin, men bhavde praktisk

talt ingen katalytisk aktivitet.

De ovenfor diskuterede referencer er udelukkende medtaget af
hensyn til deres beskrivelse feor den foreliggende sags indle-
veringsdato, og intet heri skal opfattes som en tilkendegivel-
se af, at opfinderne ikke er berettiget til at foruddatere en
sadan beskrivelse i form af en tidligere opfindelse eller pri-

oritet baseret pa tidligere indleverede anssgninger.
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Baseret pad de ovenstaende referenéer fremgar det imidlertid,
at modifikationen af vildtype-enzymers aminosyresekvens ofte
resulterer i formindskelse eller odelaggelse af biologisk ak-
tivitet.

Det er derfor et formal heri at tilvejebringe carbonylhydrola-
semutanter, som har mindst en egenskab, som er forskellig fra
den samme egenskab hos det carbonylhydrolaseforstadium, hvor-

fra denne mutants aminosyre hidrerer.

10 Det er et yderligere formal at tilvejebringe mutant-DNA-se-

kvenser, som koder for sadanne carbohylhydro]asemutanter samt
ekspressionsvektorer indeholdende sa&danne mutant-DNA-sekven-

ser.

15 Endnu et yderligere formal med den foreliggende opfindelse er
at tilvejebringe vartsceller, som er transformeret med sadanne
vektorer samt vartsceller, som er i stand til af udtrykke sa-
danne mutanter enten intrace]iuIart eller ekstracellulart.

20 Opfindelsen omfatter carbonylhydrolasemutanter, fortrinsvis

med mindst en egenskab, som er vesentligt forskellig fra den

samme egenskab hos den ikke-humane fohstadiecarbony?hydrolase,
hvorfra mutantens aminosyresekvens'hidrorer. Disse egenskaber
omfatter oxidativ stabilitet, substratspecificitet, kataly-

25 tisk aktivitet, termisk stabilitet, alkalistabilitet, pH-akti-

vitetsprofil og modstandsdygtighed over for proteolytisk ned-

brydning. Forstadiecarbonylhydrolasen kan vare natur1jgt fore-
kommende carbonylhydrolaser eller rekombinerede carbonylhydro-~
~Taser. Carbonylhydrolasemutantens aminosyresekvens er afledt
ved substitution, deletion eller indsazttelse af en eller flere

30 _
aminosyrer fra forstadiecarbonylhydrolaseaminosyresekvensen.

Opfindelsen omfatter ogsa mutant~DNA-sekvenser, som koder for

sadanne carbonylhydrolasemutanter. Opfindelsen angar endvidere

ekspressionsvektorer indeholdende s&danne mutant-DNA-sekvenser
35 samt vartsceller, som er transformeret med sadanne vektorer,

og som er i stand til at udtrykke disse carbonylhydrolasemu-

tanter.
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Fig. 1 viser nukleotidsekvensen af den kodende streng, korre-
leret med aminosyresekvensen af B. amyloliquefaciens-subtili-
singenet. ODNA-sekvensens promotor (p)-, ribosombindingssteds

(rbs)- og terminerings (term)-regioneF samt sekvenser, som ko-

‘der for hydrolasens ‘prasekvens (PRE), formodede prosekvens

(PRO) og fuldt udviklede form (MAT) er ligeledes vist.

Fig. 2 er et skematisk diagram, som viser subtilisins sub-

stratbindingskleft sammen med substrat.

Fig. 3 er et stereobillede af S-1-bindingsunderstedet hes B.
amyloliquefaciens-subtilisin, visende et lysin=-P-1-substrat
bundet til stedet pa to forskellige mader. Fig. 3A viser ly-
sin-P-1-substrat bundet til dannelse af en saltbro med en Glu
ved position 156. Fig. 3B viser lysin-P-1-substrat bundet til

dannelse af en saltbro med Glu i position 166.

Fig. 4 er et skematisk diagram af det aktive sted i subtili-
sin-Asp32, -His64 og -Ser22l.

Figurerne SA og 5B afbilder aminosyresekvensen af subtilisin,
opnaet fra forskellige kilder. Resterne direkte under hver
rest fra B. amyfo1iquefaciens-subti]fsin er zkvivalente res-
ter som (1) kan muteres pa tilsvarende made som den, der er
beskrevet for B. amyloliquefaciens-subtilisin eller (2) kan
anvendes som en erstatningsaminosyrerest i B. amyloliquefaci-
ens-subtilisin. Fig. 5C afbilleder bevarede rester af B. amy-
loliquefaciens-subtilisin sammenliignet med andre subtiliéin-

sekvenser.

Figurerne 6A og 6B afbilder inaktiveringen af mutanterne
Met222L og Met222Q, nar de udsazttes for forskellige organiske

oxidationsmidler.

Fig. 7 afbilder det ultraviolette spektrum for Met222F-subti-
1isin og det differensspektrum, der dannes efter inaktivering

med diperdodecansyre (DPDA).

Fig. 8 viser mensteret af cyanogenbromidfordejelser af ube-
handlet og DPDA-oxideret subtilisin-Met222F p& SDS-pyridinpep-

tidgeler med hej oplesningsevne.
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Fig. 9 afbilder et kort af cyanogenbromidfragmenterne fra fig.
8 rettet ind efter sekvensen af Substitilisin-Met222F.

Fig. 10 afbilder konstruktionen af mutationer mellem codonerne

5 45 og 50 1 B. amy]o1iquefaciens-subtilisin.

Fig. 11 afbilder konstruktionen af mutationer mellem codonerne

122 og 127 i B. amyloliquefaciens-subtiltisin.

Fig. 12 viser DPDA's virkning pa aktiviteten af subtilisinmu-
10 tanter i pPositionerne 50 og 124 i subtilisin-Met222F.

Fig. 13 afbilder konstruktionen af mutationer ved codon 166 af

B. amy1o1iqqefaciens-subti1isin.

Fig. 14 afbilder virkningen af P-1-substratsidekadens hydrofo-
15 bicitet pad vildtype-B. amyloliquefaciens-subtilisins kinetiske

parametre.

Fig. 15 afbilder virkningen af sidekadesubstitutioner i posi-

tion 166 pd P-l-substratspecificitet. Fig. 15A viser subtili-
20 siner, som er muferet i position 166 indeholdende ikke-forgre-

néde alkylsubstitutioner og éromatiskg sidekadesubstitutioner

arrangeret i rakkefelge med stigende molekylvolumen. Fig. 158

viser en serie mutantenzymer, som gar frem gennem 8- og y~-for-

grenede alifatiske sidekadesubstitutioner med stigende mole-
25 kylvoliumen.

Fig. 16 afbilder virkningen af sidekadevolumenet pad position
166 pa log kcat/Km for forskellige P-1-substrater.

- Fig. 17 viser substratspecificitetsforskellene mellem Ilel66-
30 og vildtype (Glyl166)-8. amyloliquefaciens-subtilisin mod en

serie alifatiske og aromatiske substrater. Hver stang reprea-

senterer forskellen i log kcat/Km for Ilel166- minus vildtype

{G1ly166)-subtilisin.

35 Fig. 18 afbilder konstruktionen af mutationer ved codon 169
fra B. amyloliquefaciens-subtilisin.

Fig. 19 afbilder konstruktionen af mutationer ved codon 104

fra B. amyloliquefaciens-subtilisin.
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Fig. 20 afbilder konstruktionen af mutationer ved codon 152

fra B. amyloliquefaciens-subtilisin.

Fig. 21 afbilder konstruktionen af enkelte mutationer ved co-
don 156 og dobbelte mutationer ved codonerne 156 og 166 fra B.

amyloliquefaciens-subtilisin.

Fig. 22 afbilder konstruktionen af mutationer ved codon 217

fra B. amyloliquefaciens-subtilisin,

Fig. 23 afbiider kcat/Km mod pH-profil for mutationer ved co-
don 156 og 166 i B. amyloliquefaciens-subtilisin.

Fig. 24 afbitder kcét/Km mod pH-profil ved mutationer ved co-

don 222 i B. amyloliquefaciens-subtilisin.

Fig. 25 afbilder konstruktionen af mutanter ved codonerne 94,
95 og 96.

Fig. 26 og 27 afbilder forskellige vildtype- og mutantsubtili-

siners substratspecificitet over for forskellige substrater.

Fig. 28A, B, C og D afbilder virkningen af ladning i P-1-bin-
dingsstederne p& grund af substitutioner ved codon 156 og 166.

Fig. 29A og B er et stereobillede af P-1-bindingsstedet i sub-
tilisin-BPN' visende et lysin-P-l-substrat bundet til stedet
pA to mader. 1 29A bygges lysin-P-1-substrat til dannelse af
en saltbro med en Glu ved codon 156. 1 29B bygges lysin-P-1-

substrat til dannelse af en saltbro med Glu ved codon 166.

Fig. 30 viser resterende enzymaktivitet mod temperaturkurver
for oprenset vildtype (panel A), €22/C87 (panel B) og C24/C87

. {panel C).

Fig. 31 afbilder strategien for dannelse af punktmutationer i

subtilisin-kodningssekvensen ved misinkorporering af @-thiol-
deoxynukleotidtriphosphater.

Fig. 32 afbilder den autolytiske stabilitet af oprenset vild-
type- og mutantsubtilisin 170E, 107V, 213R og 107V/213R ved
alkalisk pH-vardi.
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Fig. 33 ‘afbilder den autolytiske stabjlitet af oprenset viid-
type- og mutantsubtilisin V50, F50 og F50/V107/R213 ved alka-
1isk pH-vardi.

Fig. 34 afbilder strategien for konstruktion af plasmider in-
deholdende tilfaldig kassettemutagenese over resterne 197 til
228.

Fig. 35 afbilder de oligodeoxynukleotider, der anvendes til

tilfaldig kassettemutagenese og resterne 197 til 228.
10 ’

Fig. 36 afbilder konstruktionen af mutanter ved codon 204.

Fig. 37 afbilder de oligodeoxynuk]eofider, der anvendes til
syntese af mutanter ved codon 204.

15 Opfinderne har opdaget, at forskellige enkelte og multiple in-

vitro-mutationer, som involverer substitutionen, deletionen
eller indsazttelsen af en eller f]ere‘aminosyrer i en ikke-hu-
man hydrolaseaminosyresekvens kan bibringe sadanne nutanter
fordelagtige egenskaber sammenlignet med den ikke-muterede
20 carbonylhydroiase. ’
Specifikt er B. amyloliquefaciens-subtilisin, en alkalisk bak-
teriel protease, blevet muteret ved at modificere den ONA, som
koder for subtilisinen, til at kode for substitutionen af en
25 eller flere aminosyrer ved forske]lige aminosyrerester i den
fuldt udviklede form af subtilisinmolekylet. Disse in vitro-
mutant-subtilisiner har mindst en egenskab, som er anderledes,
sammenlignet med den samme egenskab hos forstadie-subtilisi-
nen. Disse modificerede egenskaber falder i flere kategorier,
30 herunder: oxidativ stabilitet, substratspecificitet, termisk
stabilitet, alkalistabilitet, katalytisk aktivitet, pH~aktivi-
tetsprofil, modstandsdygtighed over for proteolytisk nedbryd-
ning, Km, kcat og Km/kcat-forholdet.

Carbonylhydrolaser er enzymer, som hydrolyserer forbindelser

35
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1
indeholdende C-X-bindinger, hvori X er oxygen eller nitrogen.
De omfatter naturligt forekommende carbonylhydrolaser og re-
kombinerede carbonylhydrolaser. Naturligt forekommende carbo-
nylhydrolaser omfatter principielt hydrolaser, f.eks. lipaser
og peptidhydrolaser, f.eks. subtilisiner eller metalloprotea-
ser. Peptidhydrolaser omfatter a-aminoacylpeptidhydrolase,
peptidylaminosyrehydrolase, acylaminohydrolase, serincarbdxy—
peptidase, mefa11ocarboxypeptidase, thiolproteinase, carboxyl-
proteinase og-metalloproteinase: Serin—,;metallq-,,thﬁo1- og
syreproteaser er ‘inkluderet, lige sa vel‘som endo- og exbpro-
teaser.

"Rekombineret carbonylhydrolase" refererer til en carbonylhy-
drolase, hvori den DNA-sekvens, som koder for den naturligt

forekommende carbonylhydrolase, er modificeret til fremstil-

1ling af en mutant-DONA-sekvens, som koder for substitutionen,

indszttelsen eller deletionen af en eller flere aminosyrer i
carbonylhydrolaseaminosyresekvensen. Egnede modifikationsmeto-
der er beskrevet heri og i EP publikation nr. 0130756 pubti-
seret 9. januvar 1985.

Subtilisiner er bakterielle carbonylhydrolaser, som sadvanlig-
vis virker ved at spalte proteiners e11ér peptiders peptidbin-
dinger. Anvéndt heri betyder "subtilisin" en naturligt fore-
kommende subtilisin eller en rekombineret subtilisin. En serie
naturligt forekommende subtilisiner vides at blive produceret
og ofte udskilt af forskellige bakteriearter. Aminosyresekven-~
ser af medlemmerne af denne serie er ikke fuldstandigt homo-
loge. Subtilisinerne i denne serie udviser imidlertid den sam-
me eller en tilsvarende type proteolytisk aktivitet. Denne
klasse af serinproteaser deler en falles aminosyresekvens, sonm
definerer en katalytisk trehed, som adskiller dem fra den chy-
motrypsinbeslagtede klasse af serinproteaser. Subtilisinerne
og chymotrypsinbeslagtede serinproteaser har begge eéen kataly-
tisk trehed omfattende aspartat, histidin og serin. I de sub-
tilisinbeslagtede proteaser er den relative razkkefolge af dis-
se aminosyrer, nar man laser fra amino- til carboxyenden, as-
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partat-histidin-serin. I de chymotrypsinbeslagtede proteaser
er den relative rakkefolge imidlertid histidin-aspartat-serin.
Subtilisin referer heri sdledes til en serinprotease med sub-

tilisinbeslagtede proteasers katalytiske trehed.

"Rekombineret subtilisin" refererer til en subtilisin, hvori
den DNA-sekvens, som koder for subtilisinen, er modificeret
til fremstilling af en mutant-DNA-sekvens, som koder for sub-
stitutionen,'deletionen eller indsattelsen af en eller flere
10 aminosyrer i den naturligt forekommende subtilisinaminosyre-
sekvens. Egnede metoder til fremstilling af sidan modifikation
omfatter metoder, som er beskrevet heri og i EP publikation
nr. 0130756. F.eks. kan den heri beskrevne multiple subtili-
sinmutant indeholdende substitutionen af methionin ved amino-
15 syreresterne 50, 124 og 222 med henholdsvis phenylalanin, iso-
leucin og glutamin opfattes som hidrerende fra den rekombine-
rede subtilisin indeholdende substitutionen af glutamin ved
rest 222 (Q222), som er beskrevet i EP publikation nr.
0130756. Den multiple mutant er sAledes fremstillet ved at
20 erstatte methionin med phenylalanin ved rest so‘og methionin
med isoleucin ved rest 124 i den rekombinerede Q222-subtili-

sin.

"Carbonylhydrolaser" og deres gener kan opnas fra mange proka-

ryote og eukaryote organismef. Egnede eksempler pa‘pfokaryote

25 organismer omfatter gramnegative organismer, sdsom E. coli el-

ler pseudomonas og grampositive bakterier, sdsom mikrococcus

eller bacillus. Eksempler p& eukaryote organismer, hvorfra
carbonylhydrolase og deres gener kan opnas, omfatter gar, sa-

- som S. cerevisiae, svampe, sisom Aspargilius sp. og ikke-huma-
30 ne pattedyrski]der som f.eks. Bovine sp., hvorfra det gen, som

koder for carbonylhydrolasechymosin, kan opnis. Som med subti-
lisiner kan der opnds en serie carbonylhydrolaser ud fra for-
skellige beslagtede arter, som har aminosyresekvenser, som ik-
ke er fuldstandigt homologe mellem medlemmerne af denne serie,
38 men som ikke desto mindre udviser samme eller tilsvarende type

biologisk aktivitet. Ikke-human carbonylhydrolase, som anvendt

heri, har saledes en funktionel definition, som refererer til
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carbonylhydrolaser, der er forbundet, direkte eller indirekte,

med prokaryote og ikke-humane, eukaryote kilder.

En "carbonylhydrolasemutant" har en aminosyresekvens, som hid-
rerer fra en ikke-human “forstadie~carbonylhydrolases” amino-

syresekvens. Forstadiecarbonylhydrolaserne omfatter naturtigt

forekommende carbonylhydrolaser og rekombinerede carbonylhy-

drolaser. Carbonylhydrolasemutantens aminosyresekvens "hidroe-
rer" fra forstadiehydrolaseaminosyresekvensen ved substitutio-
nen, deletionen eller indsazttelsen af en eller flere aminosy-
rer i forstadieaminosyresekvensen. En sadan modifikation sker
pad “"forstadie-DNA™, som koder for forstadiecarbonylhydrolasens
aminosyresekvens narmere end ved manipulation af selve forsta-
diecarbonylhydrolasen. Egnéde metoder til s&dan manipulation
af forstadie~DNA-sekvensen omfatter metoder, som er beskrevet
heri og i EP publikation nr. 0130756.

Der er identificeret specifikke rester i B. amyloliquefaciens-
subtilisin til substitut{on, indsazttelse eller defetion. Disse
aminosyrepositionsnumre refererer til de numre, som er tildelt
den i fig. 1 viste B. amyloliquefaciens-subtilisinsekvens. Op-
findelsen er imidlertid ikke begranset til mutationen af denne
bestemte subtilisin, men strakker sig til forstadiecarbonylhy-
drolaser indeholdende aminosyrerester, som er "zkvivalente”
med de bestemte identificerede rester i B. amyloliquefaciens-

subtilisin.

En rest (aminosyre) af en forstadiecarbonylhydrolase er &kvi-
valent med en rest i B. amyloliquefaciens-subtilisin, safremt
den enten er homolog (dvs. svarende i position i enten primar
eller tertiazr struktur) eller analog med en specifik rest el-
ler del af denne rest i B. amy]o]iqbefaciens-subti1isin (dvs.
har samme eller tilsvarende funktionel evne til at kombinere,

reagere eller vekselvirke kemisk).

Med henblik pa at ‘etablere homologi til den primare struktur
sammenlignes en forstadiecarbonylhydrolases aminosyresekvens
direkte med den primare sekvens af B. amyloliquefaciens-subti-

1isin og iser med et sat rester, som vides at vare invariable
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i alle subtilisiner, for hvilke sekvensen er kendt (fig. 5C).
Efter at have rettet de bevarede rester ind, idet man tager
hensyn til nedvendige indsattelser og deletioner for at bibe-
holde denne retten ind (dvs. undgdr fjernelsen af bevarede

5 rester gennem vilkarlig deletion og indsazttelse) defineres de
rester, som er =kvivalente med bestemte aminosyrer i B. amylo-
liquefaciens~subtilisins primare sekvehs. N&r de bevarede res-
ter rettes ind, bor fortrinsvis 100% af sAdanne .rester beva-
res. Nar mere end 75% eller si lidt som 50% af de bevarede

10 rester rettes ind, er dette imidlertid ogsad tilstrazkkeligt til

| at definere akvivalente rester. Der ber bibeholdes bevarelse
af den katalytiske trehed, Asp32/His64/Ser221.

I f.eks. fig. S5A er aminosyresekvensen for subtilisin fra 8.
15 amyloliquefaciens, B. subtilisin var. 1168 og B. licheniformis
{carisbergensis) rettet ind til tilvejebringelse af den maksi-
male mangde homologi mellem amihosyresekvenser. En sammenlig-
ning af disse sekvenser viser, at der ér et antal bevarede
rester indeholdt i hver sekvens. Disse rester er identificeret

20 i fig. 5C.

Disse bevarede rester kan sidledes anvendes til at definerede
de tilsvarende =zkvivalente aminosyrerester fra B. amylolique-
faciens-subtilisin i andre carbonylhydrolaser, sasom thermita-
se hidrerende fra Thermoactinomyces. Disse to bestemte sekven-
25 éer er rettet ind i fig. 5B til fremkaldelse af den maksimale
homologi af bevarede rester. Som det kan ses, er der et antal
indsattelser og deletioner i thermitasesekvensen sammenlignet
med B. amyloliquefaciens-subtilisin. I thermitase er den ®kvi-
valente aminosyre af Tyr217 i B. amyloliquefaciens-subtilisin
30 den bestemte lysin, som er vist neden fér Tyr217.
I fig. 5A er den 2kvivalente aminosyre i position 217 i B. a-
myloliquefaciens-subtilisin Tyr. Det ses ligeledes, at i B.
subtilis-subtilisin er position 217 ogsa optaget af Tyr, men i
38 B. licheniformis er position 217 optaget af lLeu.

Disse bestemte rester i thermitase, og subtilisin fra B. sub-~

tilisin og B. licheniformis, kan sdledes substitueres med en

~
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anden aminosyre til fremstilling af en mutantcarbonylhydrola-

se, eftersom de er zkvivalente i primer struktur med Tyr217 i

B. amyloliquefaciens-subtilisin. #&kvivalente aminosyrer er na-

turligvis ikke begranset til aminosyrer for Tyr2il7, men straek-
ker sig til enhver rest, som er zkvivalent med en rest i B.
amyloliquefaciens, hvad enten sadanne rester er bevarede eller
ikke.

£kvivalente rester, som er homologe pa& det tertiare struktur-
niveau for en forstadie-carbonylhydrolase, hvis tertiazre
struktur er blevet bestemt ved rentgentkrysta1]ogfafi, er de-

fineret som sadanne, for hvilke atomkoordinaterne for 2 eller -

‘flere af.hovedkzdeatomerne i en bestemt aminosyrerest fra for-

stadiecarbonylhydrolasen og B. amyloliquefaciens-subtilisin (N
pA N, CA pA CA, C pad C og O pad 0) er inden for 0,13 nm og fof—
trinsvis 0,1 nm efter at vare blevet rettet ind. Der opnas
retten ind efter at den bedste model er blevet orienteret og
anbragt i §ti11ing til at give det maksimale overlap af atom-
koordinater for ikke-hydrogehproteinatomer fra den pagaldende
carbonylhydrolase med B. amyloliquefaciens-subtilisin. Den
bedste model er den krystallografiske model, som giver den la-
veste R-faktor for eksperimentelle diffraktionsdata ved den

hojest tilgangelige oplesning.

tlFo(h))-1Fec(h)]
h

R-faktor =
iFo(h)])
h

gkvivalente rester, som er funktionelt analoge med en specifik
rest i B. amyloliquefaciens-subtilisin, defineres som de ami-
nosyrer i forstadiecarbonylhydrolaserne, som kan antage en sa-
dan konformation, at de enten andrer, modificerer eller bidra-
ger ti)l proteinstruktur, substratbinding eller katalyse pa en
made, som er defineret og tilskrevet en specifik rest i B.
amyloliquefaciens-subtilisin som beskrevet heri. De er desuden
de rester i forstadiecarbonylhydrolasen (for hvilken en terti-
2r struktur er blevet opnaet ved rontgenkrystallografi), som
optager en analog position i det omfang, at skent hovedkade-




DK 175523 B1

14

atomerne i en givet rest muligvis ikke opfylder zkvivalenskri-
terijerne pad basis af optagelse af en homolog position, ligger
atomkoordinaterne for mindst to af sidekadeatomerne 3§ resten
inden for 0,13 nm af de tilsvarende sidekadeatomer i B. amylo-
5 liquefaciens-subtilisin. De tredimensionelle strukturer ville

blive rettet ind som angivet ovenfor.

Nogle af de rester, som er identificeret tjl substitution,
indszttelse eller deletion, er bevarede rester, mens andre ik-
10 ke er det. Nar det drejer sig om ikke-bevarede rester, er er-
statningen af en eller flere aminosyrer begranset til substi-
tutioner, som fremkalder en mutant med en aminosyresekvens,
der ikke svarer til en, der findes i naturen. Nar det drejer
sig om bevarede rester, skulle sidanne erstatninger ikke re-
15 sultere i en naturligt forekommende sekvens. Carbonylhydrola-
semutanterne ifeglge den foreliggende opfindelse omfatter de

fuldt udviklede former af carbonylhydrolasemutanter samt pro-

- og prepro-formerne af sadanne hydrolasemutanter. Prazpro-for-
merne er den foretrukne konstruktion, eftersom dette letter

20 ekspressionen, udskillelsen og modningen af carbonylhydrolase-

mutanterne.

"Ekspressionsvektor” refererer til en DNA-konstruktion inde-
holdende en DNA-sekvens, som er operativt bundet til en eghet
kontrolsekvens, der er i stand til at bevirke ekspressionen af
25 denne ONA i en egnet vart. Sadanne kontrolsekvenser bmfatter
en promotor til at bevirke transskription, en eventuel opera-
torsekvens til at regulere s&dan transskriptidn, en sekvens,
som koder for egnede mRNA-ribosombindingssteder 0og sekvenser,
som regulerer afslutning af transkription og translation. Vek- - -
30 toren kan vere et plasmid, en fagpartikel eller blot et muligt
genomt indsattelsesstykke. Nar vektoren forst er transformeret
ind i en egnet vart, kan.véktoren replikere og virke vafhan-
gigt af vartsgenomet eller kan i nogle tilfalde integrere ind
i selve genomet. I den foreliggende beskrivelse anvendes
35 “plasmid” og “vektor"™ til tider i fleng, eftersom plasmidet

for tiden er den mest almindeligt anvendte vektorform. Opfin-~

delsen skal imidlertid omfatte sadanne andre former for eks-
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pressionsvektorer, som tjener =akvivalente funktioner og som

er, eller bliver kendte inden for fagomradet.

De “"vartsceller", som anvendes i den foreliggende opfindelse,
er sadvanligvis prokaryote eller eukaryote varter, som for-
trinsvis er blevet manipuleret ved hjzlp af de metoder, der er
beskrevet i EP qu1ikation nr. 0130756 for at gere dem ude af
stand til at udskille enzymatisk aktiv endoprotease. En fore-
trukket vartscelle til ekspression af subtilisin er Bacillus-

stammen BG2036, som mangler enzymatisk aktiv, neutral protease

©og alkalisk protease {subtilisin). Konstruktionen af. stamme

BG2036 er beskrevet i detaljer ‘i EP publikation nr. 0130756 og
yderligere beskrevet af M.Y. Yang et al. {1984) J. Bacteriol.
160, 15-21. Andre vartsceller til ekspression af subtilisin
omfatter Bacillus subtilis 1168 (EP publikation nr. 0130756}).

Vartsceller transformeres eller transficeres med vektorer, som
er konstrueret under anvendelse af DNA-rekombineringsteknik-
ker. Sadanne transformerede vertsceller er i stand til enten
at replikere vektorer, som koder for carbonylhydrolasemutan-
terne eller udtrykke den enskede carbonylhydrolasemutant. Nar
det drejer sig om vektorer, som koder for pra- eller prapro-
formen af carbonylhydrolasemutanten, udskilles sadanne mutan-
ter, naAr de udtrykkes, typisk fra vartscellen i vertscelleme-
diet.

Nar forholdet mellem to DNA-regioner beskrives, betyder "ope-
rativt bundet"” blot, at de er funktionelt relaterede til hin-
anden. En prasekvens er f.eks. operativt bundet til et peptid,
hvis den virker som en signalsekvens, der deltager i udskil-
lelsen af den fuldt udviklede form af proteinet, hejst sand-
synligt involverende spaltning af signalsekvensen. En promotor
er operativt bundet til en kodningssekvens, safremt den regu-
lerer transkriptionen af sekvensen, og et ribosombindingssted
er operativt bundet til en kodende sekvens, safremt det er an-

bragt sdledes, at det muliggor translation.

De gener, som koder for den naturligt forekommende forstadie-

carbonylhydrolase, kan opnas i overensstemmelise med de gene-
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relle metoder, der er beskrevet heri og i EP publikation nr.
0130756.

Nar carbonylhydrolasegenet forst er blevet klonet, foretages
5 der et antal modifikationer for at forbedre anvendelsen af.
genet udover syntese af den naturligt forekommende forstadie-
carbonylhydrolase. Sadanne modifikationer omfatter fremstil-
lingen af rekombinerede carbonylthydrolaser som beskrevet i EP
publikation nr. 0130756 og fremsfil]ingen af de heri beskrevne
10 carbonylhydrolasemutanter.
Carbonylhydrolasemutanterne ifelge den foreliggende opfindelse
kan dannes ved stedspecifik mutagenese (M. Smith (1985) Ann,
Rev. Genet. 423, M.J. Zoeller et al. (1982) Nucleic Acid Res.
10, 6487-6500), cassettemutagenese (EP publikation nr.
0130756) eller tilfaldig mutagenese (D. Shortle et al. (1985)
Genetics, 110 539; D. Shortle et al. (1986) Proteins: Structu-
re, Function and Genetics. 1, 81; D. Shortle (1986) J. Cell.
Biochem, 30, 281; T, Alber et a]l. {1985) Proc. Natl. Acad. of
Sci., 82, T47; M, Matsumura et al. (1985) J. Biochem., 260,
15298; H. Liao et al. (1986) Proc. Natl. Acad. of Sci., 83,
576) af den klonende fbrstadiecarbony]hydro1ase. Cassettemuta-

15

20

genemetoden og metoden med tilfaldig mutagenese beskrevet heri
foretraekkes.

25 Mutantcarbonylhydrolaserne, som'udtrykkes efter transformation
af egnede varter, screenes for enzymer, som udviser en eller
flere egenskaber, som er vasentligt anderledes end egenskaber-~
.ne hos forstadiecarbdny]hydrolaserne, f.eks. @ndringer i sub-
stratspecificitet, oxidativ stabiiitet, termisk. stabilitet,

30 alkalistabititet, modstandsdygtighed over for proteolytisk
nedbrydning, pH-aktivitetsprofiTer og lignende.

En andring i substratspecificitet defineres som en forskel
mellem forstadiecarbonylhydrolasens kcat/Km-forhold og hydro-
35 lasemutantens forhold. kcat/Km-forholdet er et madl for kataly-
tisk effektivitet. Carbonylhydrolasemutanter med forogede el-

ler formindskede kcat/Km-forhold er beskrevet i eksemplerne.

Formalet vil sadvanligvis vare at sikre en mutant med et stor-
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re (numerisk sterre) kcat/Km-forhold for et givet substrat,
hvorved muliggeres anvendelsen af enzymet til mere effektivt -
at virke paA et malsubstrat. En vasentlig andring i kcat/Km-
forholdet er fortrinsvis mindst en to ganges foregelse eller
formindskelse. Mindre foregelser eller formindskelser i for-
holdet (f.eks. mindst 1,5 gange) betragtes imidlertid ogsa som
vesentlige. En forogelse i kcat/Km-forhold for et substrat kan
ledsages af reduktion i kcat/Km-forhold for et andet substrat.
Dette er et skift i substratspecificitet, og mutanter, som ud-
viser saddanne skift, kan anvendes, hvor forstadiehydrolasen er
vonskelig, f.eks. for at forhindre upnsket hydroiyse af et be-
stemt substrat i en blanding af substrater. Km og kcat males i
overensstemmelse med kendté procedurer, som beskrevet i VEP

publikation nr. 0130756 eller som beskrevet heri.

Oxidativ stabilitet males enten ved hjelp af kendte procedurer
eller ved de i det folgende beskrevne metoder. En vasentligt
#ndring i oxidativ stabilitet vises ved mindst ca. 50% foro-
gelse eller formindskelse (fortrinsvis formindskelse) af has-
tigheden af enzymaktivitetstab ved udszttelse for forskellige
oxiderende betingelser. SAdanne oxiderende betingelser er ud-
sattelse for det organiske oxidationsmiddel diperdodecansyre

(DPDA) under de i eksemplerne beskrevne betingelser.

Alkalistabilitet males enten ved hjalp af kendte procedurer
eller ved hjalp af de heri beskrevne metoder. En vasentlig an-
dring i alkalistabilitet vises ved mindst ca. §% eller storre
forogelse eller formindskelse (fortrinsvis foregelse) i halve-
ringstiden for en mutants enzymaktivitet sammenlignet med for-
sfadiecarbonylhydro]asen. Nar det drejer sig om subtilisiner,
blev alkalistabilitet malt som en funktion af autoproteclytisk
nedbrydning af subtilisin ved alkalisk pH-verdi, f.eks. 0,1 M
natriumphosphat, pH-vardi 12 ved 25 elier 30°C.

Termisk stabilitet males enten ved hjalp af kendte procedurer
eller ved hjalp af de heri beskrevne metoder. En vasentlig &n-
dring i termisk stabilitet vises ved mindst ca. 5% eller stor-
re foregelse eller formindskelse (fortrinsvis foregelse) i

halveringstiden for en mutants katalytiske aktivitet, nar den
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udszttes for en relativt hej temperatur og neutral pH-verdi
sammenlignet med forstadiecarbonylhydrolasen. Nar det drejer
sig om subtilisiner, males termiék stabilitet ved den autopro-
teolytiske nedbrydning af subtilisin ved forhejede temperatu-

5 rer og neutré1 pH-vardi, f.eks. 2 mM calciumchlorid, 50 mM
MOPS pH-vardi 7,0 ved 59°C.

Opfinderne har fremstillet mutantsubtilisiner indeholdende
substitutionen af aminosyreresterne af B. amyloliquefaciens-
10 subtilisin vist i tabel I. Vildtypeaminosyresekvensen 0g DNA-

sekvensen af B. amyloliquefaciens-subtilisin er vist i fig. 1.
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Tyr2l
Thr22
Ser24
Asp32
Ser33
Asp36
Gly46
Ala4sB
Ser49
Met50
Asn77?
Ser87
Lys94

“Valds

Leu96

Tyrl04
Ilel07
Gly11l0
Met124
Asnls55
Glulb56
Glylé66
Glv169
Lysl170
Tyrl?71
Prol72
Phel89

Aspl97

Met199
Ser204
Lys213
Tyr2l7
Ser221
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TABEL 1

Erstatningsaminosyre
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De forskellige substituerede aminosyrer er angivet i tabel 1

ved hjalp af de folgende enkeltbogstavsbetegnelser:

Aminosyre

5 eller rest 3~bogstavs- 1-bogstavs-
deraf symbol symbol
Alanin Ala A
Glutamat Glu E
Glutamin Gln Q
10 Aspartat Asp D
Asparagin Asn N
Leucin Leu L
Glycin Gly G
Lysin Lys K
15 Serin ) Ser S
valin Val v
Arginin Arg R
Threonin Thr T
Prolin Pro P
20 Isoleucin Ile. I
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
" Tyrosin Tyr Y
Cystein Cys c
25 Tryptophan ' Trp W
Histidin His H
Bortset fra hvor andet er angivet i sammenhangen, er vildtype-
aminosyrer angivet med de ovenstaende tre-bogstavssymboler og ' _
30 erstattede aminosyrer med de ovenstaende enkeltébogstavssymbo-
lTer. Safremt saledes methionin i rest 50 i B. amyloliquefaci-
ens-subtilisin erstattes med phenylalanin, kan denne mutation
(mutant) betegnes Met50F eller F50. Tilsvarende betegnelser
anvendes for multiple mutanter.
35

Udover de aminosyrer, der anvendes til at erstatte de i tabel

I beskrevne rester, forventes andre erstatninger af aminosyrer

ved disse rester at danne mutantsubtilisiner med nyttige egen-
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skaber. Disse rester og erstatningsaminosyrer er vist i tabel
I1.

TABEL I1I

Rest . Erstatningsaminosyre(r)
Tyr-21 L

Thr22 X

Ser24 o A

Asp32

Ser33 ' G

Glyd6 '
Alads
Serd?9
Met50
AsnT7
Ser87
Lys94
Valgs
Tyr104
Met124
Alals2 CLITM
Asnl155

Gluls6 ATMLY
Gly166

Gly169

Tyr171 KR EQ
Prol72 DN
Phel189

Tyr217

Ser221

Met222

~ »® 2 O

x
>

Hver af mutantsubtilisinerne i tabel I indeholder erstatningen
af en enkelt rest i B. amyloliquefaciens-aminosyresekvensen.
Disse bestemte rester blev valgt for at undersege indflydelsen
af sadanne substitutioner pa forskellige egenskaber hos B.

amyloliquefaciens-subtilisin.
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Opfinderne har sdledes identificeret Met124 og Met222 som vig-
-tige rester som, safremt de substituefes med en anden aminosy-
re, danner en mutantsubtilisin med forbedret oxidativ stabili-
tet. For Metl24 er Leu og Ile foretrukne erstatningsaminosy-

5 rer. Foretrukne aminosyrer £i1 erstatning af Met222 er beskre-
‘vet i EP publikation nr. 0130756.

Forskellige andre specifikke rester er ogsid blevet identifice-
ret som varende vigtige med hensyn til substratspecificitet.
Disse rester omfatter Tyri04, Alal52, GTulSG,IGlylss. Gly169,
Phel189 og Tyr217, for hvilke der allerede er blevet fremsti]-

10

et mutanter indeholdende de forskellige i tabel I viste er-
statningsaminosyrer samt andre rester, som er vist nedenfor,

for hvilke der endnu skal laves mutanter.

5 cc . . .
1 Identifikationen af disse rester, herunder dem, som endnu skal

muteres, er baseret p& opfindernes hojoplzéningskrystalstruk-
tur af B. amyloliquefaciens-subtilisin til 1,8 A (se tabel
II1), deres erfaring med in vitro-mutagenese af subtilisin og
litteraturen om subtilisin. Dette arbejde og roentgenkrystal-
20 strukturerne af subtilisin indeholdende covalent bundne pep-
tidinhibitorer (J.D. Robertus et al. (1972) Biochemistry 11,
2439-2449), produktkomplekser (J.D. Robertus et al. (1972)
Biochemistry 11, 4293-4303) og overgangstilstandsanaloger
(D.A. Matthews et al. (1975) J. Biol. Chem. 250, T7120-7126,
T.L. Poulos et al. (1976) J. Biol. Chem. 251, 1097-1103) har

hjulpet med til at identificere en fbroget peptidbindingskloft

25

i subtilisin. Denne substratbindingskleft sammen med substrat
er vist i et skematisk diagram i fig. 2, i overensstemmelse
med I. Schechter et al.'s nomenklatur (1967) Biochem. Bio.
30 Res. Commun. 27, 157. Oen spaltelige binding i substratet er
identificeret med en pil. P- og P'-betegnelserne refererer til
de aminosyrer, som er anbragt henholdsvis mod amino- eller
carboxyenden i forhold til den spaltelige binding. S- og S'-
betegnelserne refererer til understeder i substratbindings-

35 kloften p& subtilisin, som vekselvirker med de tilsvarende

substrataminosyrerester,
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Atomkoordinater for
apoenzynformen af B. amyloliquefaciens-subtilisin
til 1,8 A oplesning

19,434 SJ,I’S -21,158 1 aLa (s 19,011 $1,774
1,10 $0,925  ~21,326 1 a0 16,376 S1,197
2170" SI,SII -18'133 2 G\ N Il'lél "".‘
17,219 49,008 ~21,634 2 6w ¢C 17'075 ‘7’706
19,785 474165 =21 ,691 ? GLw (o 164125 48,760
15,023 67,9908 -2),’27 2 6w O ‘13,912 47,4762
33,023 48,612 - 22,867 T GLW NE2 16,115 66,917
AT,477 -47,205 -19,882 3 Stk Ca 171950 45,868
16,735 44,018 -19,430 ‘3 SER D lS,SOO 65,1382
10,588 45,838  -18,069 3 SER OC 17,682 46,210
16,991 63,646  =19,725% & VAL CA 15,966 42,619
16,129 43,934 -104290 4 VAL D l7r12) 41,178
16,008 81,822 ~20,822 4 VAL CGC3 16’376 40'372
16,037 624266 «224186 S PRO M 15,239 42,106
15,306 414415 =~16,027 s ex0 C 15,501 . 39,908
14,885 39,263  <=174146 s pap Cs 34,150 41,080
13,8610 3,215 -15,921 s P20 CO 26,066 42,936
167363 39,240  -15,487 6 TR Ca 16,628 37,803
15,359 354975 =15,529 6 Tre D 19,226 35,943
17,826 37,323 -14,834 6 Tre CG 18,021 35,867
18,437 35,452 =164346 6 Ty CD2 17,696 34,90!
18,535 36,07¢ =16+653 6 Tve CEe2 17,815 331539
184222 33,156 '157623 6 TIR Du llr!lZ 31,838
144066 37,362 =14,630 7T GLv Ca 13,211 36,640
12,400 36,535 -15,670 ¥ 6LY O llt7‘7 35,678
124641 37,329  =16,561 s vaL ta 11,777 37,323
12t363 367£33 -18,735 8 WwAL D 117539 35,716
110765 38,900 18,567 s waL (G 11,106 38,393
107991 39,919 -317,733 L -1 3 13,661 364318
1444619 35,342 -19,5862 9 SEr C 14,188 33,920
14,212 33,034 -19,301 9 SER CB 15,926 !§r632.
16,162 36,787  =20,358 10 CLw w 14,115 33,887
13,964 32,636 -36,876 10 sLw ¢ - 12,687 31 887
12,785 30,662 -17,413 10 GLW C8 34,125 32,005
1&7295 312,617 ~14,568 30 GLw CO l‘rtlb 314911
144356 33,0068 =124766 10 GLN ME2 14,552 30,960
11‘625 32,575 ~374670 11 ILE Ca 107373 31,904
10,209 31,792 -19,605 ' 13 ILE O 9,173 31,333
94132 32,669 =1T7447S 11 JLE €6 9,066 34,1317
9,162 32,655 =15;961 311 IE o1 7,588 36,648
11,272 32,188  ~20,277 12 LS Ca 11,388 . 32,119
10,456 33,006 ~224822 12 LYs 0O 10,178 32,703
11,257 30,666 ~224216 12 LYs CC 12,283 29,030
12,543 28,4517 =224159 12 L¥S C¢ 13,023 V4467
140476 27,680  <20,335 13 ALA N 10,109 36,138
9,325 35,192 ~22,631 13 aAawa C 10,026 s, N
9,338 35,804 24,901 13 aLa co 8,085 36,195
11,332 35,950  -23,39) 1a PRO Ca 11,985 365430
11,786 35,957 -264017 j¢ PRO O 11,778 ’6,0&7
331§62 ’67Sl° -28,692 34 D CC 13,328 36,973
)27231 35,936 ~22,158 15 ALA W 114560 34,236
13,37 33,450 -27'367 15 aws ¢ 10,082 33,198
16,008 33,710 -29,278 1% aALs CB ll,S’l 31,969
9,008 36,133 -2772¢0 16 LEU Ca 177’1 34,950
Ty012 )S'QIS ~284521 i1s LEVL O Tqg342 36,226
6,766 )br‘ll ~26,690 26 LEU (¢ 54790 33,0458
$,001 333234 27,809 16 LEV CO2 6569¢ 32,207
8,665 36,828  -27,922 37 nIS Ca 5,890 33,151
9,510 3T, -29,890 17 mis o 9q107 362
9,708 39,100 -27,682 17 mIs €6 .10 39,288
9,930 39,027 -25,272 17 ®nIs CO2 8,008 38,924
9,226 39,914  ~20,168 17 nIs we2 8,079 39,328
1916‘) 371,033 -30,022 I8 SEm Ca ll7l°' 34,739

~21,96%
=20,273
-22,041
'ID"OZ
-zlt‘Cg
~22,930
-23,’26
~19,437
-19,229
=17,049
-19,639
-13,086
-20,741
.“7’33)
-lGIIQQ
-15,263
“17'b17
~-15,7115%
-16,238
-15,05%
~14,071
14,379
-!Sr”b
~144376
-li'ﬂl)
"7"36
-“!‘70
-29,943
-1.177,
'llt96§
"9'505
-17'662
-17,277
~15,410
“l’,l"
-12,251
-18,102
’201‘.0

.""o"

-17,92)3
-21,722
°23r6.6
-21,423
-21,366
-21’9’1
-Z)rlbl
‘211565
-~25,120
-17,“5
~23p221
°Zblll’
-20,032
-21,062
-27,828
-3’,’..
-26,522
-24,283
-l.,”o
-301‘5O
-20,161
-!5’5'6
26,381
~31,322
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318 sa g 10,139 D012y «32y3%) " see 10,847 4o 012 =By, 03¢
10 ste QO 12,313 35,78y =5l,1M2 30 st oy 13, Jopa80 30,39
1% GLu w 2,000 35003 =31,94) t S 2 T ) 0,002 36,92  =32.3M
19 6un ¢ Tel62  D4pi31  ©33,008 19 Gin 9 6p297 35492 edé 2
1? 6Ln G Ty222 3088 ~32,200 19 GLw ¢¢ 1,018 83'501 31482}
1% 6La CD 6y492) 31,707 =38,101 - 39 CLx on) §,719 31,033 el een
19 6Ln we2 15282 3048357  =30,2%¢ 80 LY & 14308 31,12y 202
30 6LY Ca 6q309 30,307 =3i,080 20 6Ly ¢ $,104 35,402 23,880
30 $LY D 4,263 39,278 =2, 213 21 TR N $y202 37,881 e38,701
3 tve ta S5118 37,831 =2%,743 23 e ¢ 319 4,52 «28,828
11 o $p422 38,07 21,758 23 tve (¢ 3,498 364401 =29,4¢)
21 TYR (§ 44973 )!Ivlt =304700 21 Tve cod 1,708 38,312 =33,150
31 1Ive o2 34430 S ITRA L =31, 23 TR Cey 3,308 95,791 <31,44a3
23 TYe g2 31193 Be,281  =32,800 211 vy 2:003  3epTis  =33;067
21 Tva om 3,501 36,247 " =34,2%0 22 v w 34902 18088 <2820
232 twa ca 8262 60,827 =27,12¢ 22 wme ¢ 3,001 404922  =24,284
23 Tma p 3,287 43,128 «25,928 22 Twr Cp l'l!) 41,739 27,811
22 Tme DGy 4310 6244871 20,597 22 wWr g2 Sp874 434323 =20,229
3 6Ly - 39939 40,208 =24,49) 23 GLY ¢ 0,309 40,600  =29,802
23 GLv ¢ “Dpls? 414431 264110 13 Gy o =140} 42,095  <285,330
& sta *04023 814967 27,71 24 g% Qo =0q097 424951 e18,012
s sEr ¢ ~34303 624624 =27,04s 2¢ sSER D =2,013 61,808 <28,140
16 s8¢ -0,7)& 43,128 ~39,320 . a4 ger Do 08563 43,882 ~19,728
18 asu w . =3,089 63,692 17,918 23 asw Cs 4,819 Olrtli «17,383
1% Mg =5,01) 02,073 -lti!b! 23 asn © =6p233 62,888 . ~=24,390
15 Ase (3 “Belés 43,221  =20,103 23 asn Co ~6)960  64g3T8  <29,088
i3 3w ohy 443469 43,747 =32,08) 23 asw wd2 4,747 43,881  ~2%,5%
6 vaL x =437 elge6y  =23,202 26 vaL Ca =887 41,87Y  <24,343
6 vaL ¢ =63792 42,4972 =12, 2 VL D “3)850 43,819  <22,800
36 VAL OB =37l 60,30 -23,021 a6 VAL (83 4q140 39,802 -22,348
36 vaL ¢52 =), 8% 39,57 -25,011 27 LS W 5,910 41,613 =21,303
a7 LYS Ca “6,133 439826 ~21178 2? wvs ¢ 3,818 63,072 =19, 841
27 Lvs o *6p60s 41,07 ~19,41) 27 Lvys €3 -7fl90 43,901 21,149
T Lvs Co “8o066  66oBTS 22,490 21 Lvs co ~9:321 3,302  <22,020
21 Lvs ct *10,306 . 45,697  =231)7 27 L8 w2 ~9,68¢ 46,253  e3ailee
238 vaL » “4y818 83,662 -19,200 28 wvaL ¢a 4,437 41,950 17,807
20 vaL ¢ 6,758 43,959 =165028 20 viL 0 -4,209 63,003 0161017
24 vaL Co ~3p82s 42,4880 ~17,932 28 wvaAL CGl «y464 42,108  =l4,808
28 vaL ge2 ~2,887 41,008 =31%,17) 20 AL v 2 311 43,327 <15,
29 ALA Ca 3,187 44,330 le,8)0 29 aus ¢ =4, 730 46,010 -l"li)
19 s p tpbid 42,843 =313,10¢ 2% sty =1,171 44,307 «l4410
3¢ vaL x “6, 087 45,033  ~1),072 30 wvaL ¢s =31146 44,002 18,910
30 vaL ¢ 3,93} 43,409 =304881 3 vaL D =4,153 44,048 =10,57¢8
30 vaL cB “1,886 43,010 <12,1e9 30 vaL tol -0,9%¢ 43,901 =10y 900
30 waL ¢ ~1,053 45,238 =3),307 3 K 4,816 64,919 -9,077
33 Lt ca =5p328 o L M T1 A 31 e ¢ 4,364 64,933 =Tp808
31 Nt oo =302 3,415 4,997 31 e Ce 6,457 03,774 - -o,sex
33 SLt ce) 1,193 t),?b? =9, 790 31 ILE €62 7,178 66,0310 -¥,228
3 L2 to! 8,417 82,086 -0,711 92 8% & TN -I'YS 46,10 7,227
32 439 Ca “2o9es sbpasy “6:233 32 ase ¢ 3,071 1,809 =, 108
32 sr o 40197 - 8,418 -$,302 32 ase ¢y 1,693 45,129 7,092
3 asr (S *gy4l2 45,702 =4,273 31 s8* op1 . 84834 oc,l!t -850
32 AsP pD2 °‘,°.l 46,429 ””)o 33 str .1”,1 ""‘2 "g’.‘
33 e =189 49,081  e¢,t01 33 see ¢ ~3)982  $0,97¢  ~5,308
33 ste ¢ 1,704 33,10 =$,36) 33 st C» -0e811 69,922 -3,')9 _
_ 33 sEe ot 0¢828 £0,025 wh,y 776 Js LY & -2,173 $0s V40 7,00
3¢ GLY Ca *2,258 $1,728 -l’ldl J& GLY C 1,035 51,608 -9,087
32 6Lv D R 22T $0,821 -0, 781 1 2 S €9 2 Y =0,%45 32,433 OIOt!OZ
33 JLE Ca ..0g208 82,630  ~10,9%s M e 0948 $3,939 33,203
M neo =0p327 $4,038 *31,%44 33 ILE C» ~5,062 1006 13387
35 ILe ¢ =0p$30 80,130 ~32,09? 35 It ce2 3,169 Bl 743 13,382
38 e co D982 49,008 ~13p424 36 130 1,016 84,283 30,91
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209 Lty C» 30.338 $1.192 -T.958 ¢y LBy C¢ 10.804 $0.814 “Teblb
209 gty CDY 11.9%8 $1.d80 -¢.872 209 Ley €2 9.607 30.2182 L TY 1))
210 PRO N 7.790 $4.139 =f.b04 © 210 eRD Ca 7,273 $3.917 L X}
210 PRO C . 8.383 $6.97) -8.4)9 210 fPrP O 92,469} Jbe043 =3.106
210 rad (8 $.302 $5.733 =T.51? 210 PRrC CC 8.004 34,379 8.9
10 g CO T.393 $3.491 -1.271 211 LY N 8.077 3T.008 -9,358
213 6LY Ca 9,068 18,763 9,430 211 6LY € 10,094 $8.454  =)0.490
211 €LY O 11.17¢ 19,008 =30.,28% 312 Asw w 9.841 $T.770 =31.5087
212 43x Ca 10.903 $T.422 *12.64) 212 asn ¢ 12.03¢ P4.793 -12.08%
1312 ASN © 13,108 $7.183 =32.420 212 as. Cs 313224 58.3935 =313.409
212 aAsw C§ 11.903 $0.108 =34,03¢ 232 ASN 0D2 21.9%) $7.05¢4 -13.323
212 43w ND2 12.273 $%.350 =315.57¢ 213 LYsS w 311808 8.7 131,247
313 LY Ca 12.910 $4.94% «30.537 213 Lvs € 12.648 $).089 10,084
213 LY} O 13.778 93,039 31,613 21y LYs C» 12.76% $5.24) 9,099
213 vy (6 1).206 $6.400 8167 413 Lys Cp 13.248 $1.0)0 “T.312
313 vy Ce 16,128 9.218 4,870 113 LYS W 13,040 $9.783 e7.921
21¢ v o 13.801 $2.70)3 =310.664 234 TYR Ca $13.902 51,344 -310,722
214 WyR ¢ 16.333 80,600 ~ =3.40Y 216 TYT O 15.211 91.2%3 ~8.817
236 YYR Ca 16,861 $0.981  =31,.986 21¢ TYR C5 34,130 $1.621  <=33.248
216 TYR LD} 16,000 $2.06 =13.078 216  TYR (COD2 13.129 $1.04)% =34,016
t1s YIR CE, 14,230 $3.478 =34 830 216 YYR CE2 ‘12.486 Pl.60% =35.178
314 YV (2 13,204 52.998 =13,350 316 YR Om 12.7%¢ $3.431 =18.6%
1% GLY & 16,098 (128 I}) -9.13%8 218 BLY Ca T Ye.822 48.112 1.908
213 6Lv ¢C 14,330 47.32% *l.79 218 GLY O 13,269 66,9117 -8.52}
336 ALL N l6.310 8.4 5.3} 31e aL4 (b 16,484 65.20) 6191
s als ¢ 13.892 04.922 -§.512 316 AL2 D 313.949 45,517 =dodTS
218 &L 0O $8.71% LI 1} og. 887 21Y YYR W 12.15) 43,902 3,918 -
23T TYe Ca 11.966¢ 43,688 ad,460 217 te g 33.03) 41.921 4,567 ,
217 T2 O 12.202 81,882 3,656 21y tYR (C° 10.417) €3.842 4,310 n
21 Tr 10.11Y 9,29 od,.214 217 tym COD} 10.048 45,99 *3.13
217 Yve (D2 .01 43,933 6,788 21T Tvn (o} 10. 439 07,2487 2,790
237 TR (L2 8,086 41,218 LTS I B} 23T %tvyn (2 9. 3810 oT.882 3.3
217 TYR Dn 8.95) Y ISYY =2.998 210 B3N N 11.730 01.304 3.3t

18 43N (B 11.080 39.%2 3227 213 Asw ¢ 10.204 39.434 *3.74%
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318 838 D %.78) Y18 1% .17 230 ass €O 12,933 30,3490 21310
318 asn LG 34,003 39.56¢ ©2.)4} 218 ass O™ 16,012 29.700 “}.022
210 asn wD2 16,600 3%. 6 e3.16) 319 CLY » .. 670 90,998 3,209
1% GLv Cs . 0382 95.13¢ c2.408 21y GLY € 7.570 31,304 21N
2y LY D 7.873 3,882 4,87 210 Imn W 4.3482 36.4633 3. 288
2390 tme Ca .49 33.9%¢ 8,179 220 ut § 'Y 34 37.006 -4,000
3t M O .81 $6.742 5.9 22¢ me CB 4,828 34,819 3,828
320 Tme 06} 0136 98,343 2,481 220 Ymh LG2  © B.T706 3).4% *2,98%
221 2w 4,738 30.230 -4.30)9 121 st Ca 3.98¢ 39.201 3,149
311 stee ¢ 4,760 39,4861 “6.30) 221 Stk O 6387 40,208 -?7,27?
1 st L 3.323 60,383 Yy I 2121 ser 05 3.4)8 60,212 =3.169
] mer v 0.080 39,380 “h. 608 222 wey (¢ $.67) 63,1171 -$,17)
232 mer 30 T1.769 41,33 .4, 04) 221 WET €C 6.304 431,999 .00
311 et C» 0.381 e0.018 7,210 322 mEvY Cs 6016 39,070 ~7.438
331 wpr ¢ 6877 30,4638 8.3 222 wtr 0 1.000 39,847 .9,71$
313 ML v o336 37,248 2 N IX! 319 ALs Ch .66 36.020 c8.088
31 A ¢ $.200 34,082 -9.107 223 aws o $.1%3 95.948 =10.920¢
22 aLs Co 6.509 34,007 «1.92) 224 SEO W 4,076 36.360 -9.038
236 ste Lo 2,758 36.080 9,703 226 SERC 2.661 37.163 =331.09¢
32s v O 2.148 36.593 «312.087 31+ Br0 CB 1.801 96.904 ag.403
23+ 3t 05 0.492 36.09% -9,.397 2% *R2 W 3.3%% .43 =11,.199
223 Ped Ch 3,098 39,130 12,439 - 329 RO ¢ 3.766 38,449 =313.426
3y eep B "3e.008 38,880 ola.00¢ 228 o*rO QO 3.683 60,511 =12.0%¢
225 Pec €6 6.8l 60,002 ~10.76¢ 313 PR3 €D 3.738 39,224 =10.0%¢
236 W3S N 4,769 37.426  =3).299 226 wm313 Ca YY) 35.97% =le,382
ll‘ ﬂli C ‘-.‘. ”-"7 -ll-bbl 116 '!‘ ] ‘-‘2, ,.-.:’ -“.:',
226 =313 CB 62008 Je.ded 313,748 22¢ =33 CC T.816 36889 *33.358
22s n1s WD) $.048 3T.088 =32.1790 226 M1S €32 10) 37,138 =le.187
2s wmIs CLY 9,270 38,082  ~12.23s 226 wIS NEZ 9.713 97.808 =13.44)
227 vaL w " 3.398 35.3086 =14.109 . 221 wvaL (s 2.983 $6.300  =1s,107
127 vaL 4 ‘o"’ ,,."’ -3 §.02d 327 vaL ¢ 31.010 ".’,’ =38.49C
317 vaL O 2.303 33.660  =1).4)9 227 vaL €5} 1.07¢ 32.416 =lé.20p
127 vaL ¢&2 3.20¢ 32.6068 ~=12.3%) 213 ALs & ) 1.00) 26.241 =16.836¢
210 aLa Cs 0.011 $T.300 ~313,317 220 AL ¢ 0.84) 37.531 =16.840
213 aLa 0 “0.233 37,438 37,028 228 aLs (8 =0.307 28.33)  ~16.446)
3% LY u 1.793 30,028 =36.9%} 22¢ GLY CA 2.3352 38.608 =13.239
229 GLv ¢ 2.620 37,397 319,117 22¢ GLY O 2.100 $7.373  ~=20.304
23C ALA N .71 J3.%868  =38.60¢ 230 aLa Ca 2.7%¢ 34.801 =19.854¢
3 AL ¢C 1.626 34,300 +20.11) 230 4ALA D 1.399 34,203 =23.34)
238 aLa Cb 3.293 33,024 =38.70% 231 ALs M 0.308 34.623  =19.328
131 ALs (s «3.010 Jo,4le  =18,74s 233 ALa € 31,254 35.823 =10.8¢¢
2)) Ma @ 1,900 35,038 -23.9%2 233 aALa CS -l 932 $4.666  l0.5e9
132 sLa w «8.178 34.457  =2C.T22 232 “aLL Co 1,03} 37,883 ~21.792
132 s ¢ =0.201 37,386 23,070 232 AL D -0o 843 37,801 =24.107
132 s O) ~p.742 38,121 ~11.37Y - 333 Lteu N 0.935 36,726 =22.%8?
133 LRU Ca 2617 36.29)  ~24.20¢ 133 L ¢ 0.821 $5.169 24,080
33 v 0 0.894 35.238 *28.311 233 LeU Cs 3.04) 35.077  =33.007
333 Ltu (¢ 3.9%¢ 36.90%  ~23.e33 133 ey tDY 3.239 36.342 22,921
133 Lty ¢02 6,243 37.8%) =26.08C 234 SLE 0.337 - 34.19% =24,047
33¢ 1LE CO2 6.30¢ 30.48¢  =21.637 236 1.t CG3 84086 31,223  ~13.308
13s Lt Q) ~0.811 32.03¢ =23.370 136 1L2 €62 -1,803 30.900 =24,.09)
134+ 1wt C “0.404 3).078 I L 234 LR C 1,623 3$3.99%7 23,436
31e JLE O 3,883 33.16¢ =28.5606 3% LU W -2,3900 34,463 =24.T779
3% Ly ¢ “3.59¢ 98.020 ~=25.42) 235 Ltu C ~3.138 33.08) 24,072
43y LRy 0 4,309 P5.93¢6  «27.380. 238 Lty Ce -6.032 35.788 =04 078
338 Lev C¢C *f.140 Je.09Y *23.342 238 Ltv €01 5,832 3s5.88) 32.16%
233 Lty Lo “be 282 04,338 =24.120 136 SEE N =2.008 36,431  <24.798
236 SE® Ca *1.76¢4 91,237 «21,.088 236 SEt C el 0t} 36.292 =l9.3éé
3¢ S? D - =1.748 38.63¢  =30.29C 236 SR Cr -0, 83) 35.23¢  =27.733
43¢ 3t DG D890 97.371 27,982 137 LYS M N TYS 35,067 =28.882
237 L73 Ca “0.864 36.088 =29,982 237 wis ¢ «3.113 33,277 =30.200
237 (130 “3.378 $2.93)  <33.46s 33T LYS Cw 0.172 33.112 «28.803°
237 LYs CC .01 33.24C =30.734% 137 LVvs CD 2.020 31,338  =3D.e42
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337 Ltvs Ct 2.348 30.782 B3 724 237 tys w2 3.82% 20,948 “31.89¢
230 mis w -2.933 3.9 *290.33° 238 wig Cs LYY 32.14) *20,.37¢
318 w13 ¢ =$.33¢ 32.6%8 “28.697 238 w13 O -$,713 32.904 «27.442
230 wis ¢C» *3.%18 .02 «23.511 238 w5 LG =3.000 29,9214 -29.23?
238 w38 wT) *3.107 2%.4790 =20.831% ) 238 mIt CO2 «3,1)? 29.23¢ =30.3%
338 m3s ¢t} *1.084¢ 28.85% 29,042 238 nts wNEQ *l.%10 28.6400 *)0.9%9
23 PRD & «5.862 33.917 “19.%6% 239 erz Ca -6.908 94.778 -28.773
239 fPap C =3.204 34,092 -20.932 239 M0 O 8,949 Je,.919 27,882
239 P (O *~7.012 35,917 -29.71) 23y exp e ~d.b40 35.2% -)1.027
139 PO CD *3.43¢4 } TR R 1) “J0.643 240 ASN W «3.308 32.969 -ll,:l?
340 AN Ca ~9.92% 32.048 =290.214 260 ASN C -9.308 3i1.180 37,980
260 A3 ¢ *30.540 90,410  «27,57¢ 260 ASN CB =9,403 31,249 <30.338
360 ASN CO -T.911 3.02? «30.0810 260 43N 021 -7.008 Jl.8390 =33.347
360 AN %0} *T.010 29.809 «J0. 008 261 TP N 8.3%¢ 31.008 *27.30¢
243 TR Ca 8,304 $0.1324 26,120 363 Tavs ¢ *9.108 30.63¢ “24.93¢
261 WRP O 9.0} 31.83) 26,684 243 Tar C =fel79 29.03¢ =25.479
J41 TeP CG -8.0% I8.903 *28.53%7 263 Tar COY -$.310 20.433 -27.818
383 TRP CO2 =4.3)9 29.312¢ 26,338 363 Tae i} =$.362 27.547 20,211
Je3 TRP CH2 (L Y 3 1) 3T.47% 27,236 261 Ter o3 =8,097 20.404 -24.901
2641 TRP CI2 -3.319$ 26.786  «27,17¢ 263 Y20 22) -2.932 27.667  o24,04)
243 TRP (w2 “3.470  2e.07M) =26.008 2642 Tur w -8,727 29,703 =24.142
267 Twk Co *10.458 30.339 2.9} 242 Tur C e.409 30.176 21,747
3263 TuRr o “B8.338 29.67¢ =21.937 262 THR L3 -31.379 29,032 -22.478
242 Tmk 053 -10.037 27.78¢ “22.047 CJ62 YmR CG2 12,404 20.907 23,008
363 A%N w -9.9¢¢ JD.039 20611 363 a3y w22 =13.707 30.806 18,747
243 AN 0D} =11.44} J1.9118 =-16.788 263 AN CC *11.09) 3.1 17,908
343 a3% Co 9,708 31.330  -19.332 243 43k Ca «9.03)3 30733  «§9,844
d6) ASN C *3.637 29.3¢C3 -39.010 243 asn 0 ~7.598 29.1%¢ 31,440 .
266 Tud 9964 20.3862 =19,23) 266 THR Ca -9,381 26.93¢ =39.089 )
366 THR L -0.133 26,393  =19.802 246 YNR O 7,324 15.7%? -319.1131
2%¢ THR Cp 10,003 26,008 -19.4694 2446 TR D51 11,738 26,078 318,404
264 Twr G2 «~1C.3%) 26,998 19,150 248 GLu N -0,082 16.74%8 =231.07)
383 GLN Ca 8,964 26382 ~21.982 258 Gn C =5.047 27,010 =21,8320
268 LN D -4.373 26.)9) =21.487 245 GLN Co «7.330 26.50¢ -23.3%7
263 gL CC 9,285 35.52¢ «23.909 248 GLw CD =5.493 - 23,073 15,428
243  GLN D2} *%.306 26.1709 -28.727 2483 GLw NE2 7.743 15.312 =-26.370
266 VAL -$.497 20,306 «23.218 248 Vi Ca b, 4T? 29,040 20,770
66 vaL ¢ =3,9% 26.082 “19.087 266 vaL ¢ =2.108 10,227  =19.%¢})
66 VAL CB -4,77Y 30.598 -20.621 266 vay ¢33 =3.568 11.272 -20.,027
8¢ vaAL CC2 -$5.189 314138 <+21.9%% 24T ang W =4, 70 230,260  e13,442
347 ARG Ca -4,380 27.71¢ «17.168 26 ARG C -3.770 38.292 -17.340
30T AR5 O “2,708 28.908 “16.786 247 ARG CB - =35.833 21T.667 ~16.169
267 a2¢ CC -6.907 17.098  <=14.082 247 aeg D 10 17.179 =13.793
267 ARG N} =5,800 26.757  «12.8548 247 asg 2 «5.998 16,066 ~31.313
267 ARG wn) =7.004 3T.406 «131,210 . 26T Arg W -3.17? 26,428 «310.21¢0
268 SER N =4,680 23.508 =10.333 260 S22 Cs 4,039 24.33% 18.42¢
1 jea ¢ 2,087 26,004 39,07 260 SET O ol.040 23.29) -13.58)
263 s (3 *5.03¢ 23.4082 -19,372 268 SB2 0% -8.3448 33.090 =-18.5312
249 SER N *2:520 246,082 ~20.10¢ 249 3t Ca -1,22) 4,87 «-20.881
69 gEe ¢ =9.074 25.302 19,940 269 Ste D 1.026 26.708 =20.049
149 s2r C3 1,369 25.738 22.089 ey Ste 0C *D. 302 5,619 -22.95%
150 LRYU N =0,209 26.33) -319,360 2%0 Lty eo2 1.82¢ 39.81¢ -10.222
150 Lty (Cey “0.373 30,453 17,268 250 LIV CC 0.352 29.43) 318,38}
210 Lty CB %.170 24.088 -17.908% 250 LEU Ca 0.718 26,937 «)lB.238
230 LRV ¢ 1.092 23,89 ~3T.248 230 Lty £ 2.213 23.428 =-17.932
281 GLN 0.088 23.8C7 ~16.716 381 GLN NE2 2,780 25.932 -12.237 -
393 Guw Of3 2,839 23.406 “J2.938 281 Giw €D =2.)48 24,350 «13,03¢ b
333 Gim CG “1.218 6. 016 =13,994 253 GCLN ¢ 0. 857 13.421 14,077 - -
- 281 ¢iLw Ca 8381 33.960 «135.748 231 S1v € C.059 d2.606 <14,.341
291 6Ln O 1.76) 22.01s 15,6186 282 ASN » 0.633 32.39% «17.590
382 asw Co 1082 . 21.20¢ =-10.202 . 352 AsSnN ¢ .30 23,989 - 39,998
HIBNITH 2.00% 20,4662  «39,.780 332 AsSN C) 0,004 20.700 =39.292

292 Ayx (6 ~3.03¢ 19.92¢ “11.378 2382 asw POl «0.830 1%.388 -37.802
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232 asm wp? «2.23¢ 19,806  =19.141 283 Taa w 3.010 22.8308  =18.92)
253 twe Ca . 258 22.711T  =39,.73) 23) Ttwr ¢ "$.381 23,247  =38.018
353 e O PRYY) 23,733 =19.4)7 233 Tmr C§ - 0,000 23.472 ~20.932
253 Tmt 051 3.8593 20937  =20.622 233 twm CG2 3.1417 23.3110 ~23.832
25¢ Imd & 3.238 23,171 =17,391 25¢ e Ca 4216 23.432  ~la.300
236 MO C YY) 22.7990 “16.412 256 e D ] Y.602 21.980 *17.093
‘256 Tn2 C) - Bebbé 23.358 =13.1)2 254 Tur 0C) $.12¢ 22.178 ~35.000
234 Tur CG2 e.330 26.569 =3a,802 283 Twr 9.699 23.29¢ =16.07%
233 Tma Ca .11 22.3% -33.817 253 Tma g .62 22,033  ela.als
3% tTme O V.439 22.706 =3).47¢ 23T Ttma €8 31,080 23.633 =35.087
2353  tTma 06} $13.082 23.709 -17.321 253 Twe® CG2 32.186 22.628 =18.4%%
3156 LYS R 9.608 30,702 ~14.31¢ 256 LVS Ca .54 30.063 =33.010
2%¢ LY C 10,822 20.333 ~=312.06) 256 Lvs © 11.662 20.274  =32.592
3356 LY3 CY t.02e 18,9590 . =313.269 2356 LYS €& 9.030 17.908 ~11,921
2%¢ L¥S €D 10,204 $36.948 =313.777 2356 LVv3 CE 10.212 35.942 <30.82)
356 LY Nl 8.2¢3 36,949 ~13.0%5¢ 231 LBU N 10.212 20.474  =30.82s
337 Wty Ca 11,272 23.03% -9.993 251 Ltv ¢ 33.299 20232 . <d.61e
37 e 12.09 2T 845 .7.732. 247 Lty €S 311,387 22,967 9,822
337 Lev €6 334387 23,420 _~A0.563 237 Ltv CD3 21,248 25.003 -9.921
IR I 4 -H 12.470 23.480 =21,.32% 230 CLY N 30.4)1 19.292 «3.293
298 6LY CA 30.602 10.79) -5.019 258 Gy ¢ 9.3468 18.703 8,373
30 6L O 6.203 38.95¢ ~7.,202 238 ase w 9.02¢ 18.202 5,180
.25 a3? Ca 7.187 17.4%¢ =a,914 28y asr ¢ 6.6%9 20,943 -4.709
259 ase 0 6089 20.03Y et.214 239 AsSP ¢CB 7.944 17.960 =3,083
20y asr CC ¢.101 17.328 2,243 259 as? DO} $.6112 17.327 c2.354
239 as® 002 T.0%8 16,299 - <3,321 240 SER N $.540 38.639 -$.312
240 BER Cs [PYY P 19.337 3,529 240 SER C 4,048 20.362 ~a,209
2600 ser O 3.500 21.528) YY) 240 3ERr CB P 345 10,939 8,349 <
J6C SER OO 24748 17.9)? e8.643 241 ONE W 8,241 19.7178 *3.412
241 PnE (A 3.3 20,448 -1.988 - 261 PmEC ' I I1.866 *1.88)
283 Pt D 3.%6¢ 22.0¢8 e1.432 263 Put CB 4.093 19.749% -0.96)
241 Pnt CO 3.369 20.337 0.715% 241 opg O} 2.208 20,363 3.128
241 Pw CD2 4603 21.040 1.590 241 Ot CP2y 3.7137 20.717 3.318
263 ont CR2 3,948 21.802 2.748 283 Pwe Q2 2.609 21.6683 3,136
262 VR N $.718 21.138 -2.308 262 tvr Ca s.6100 22.914 -2,28%
242 TYUR C e.320 23.409 3,548 242 TYIR O .20 20,093 *3.39)
262 TR CB 8,122 22,638 -1.833 262 YR CC B.364 21.092 NI
282 Yva co1 006 20.684 e0.)64 242 TYR CD2 $.149 22.689 0.6%8
342 TYR QP 8.082 19.878 .02 262 YYR CE2 8.314 22,089 1.982
262 YvR Q2 .04 20.412 2.018 242 TR D 7,968 20.029 3,208
26) TR & 6.6 23,106 4,693 2¢3 TYe Ca s.012 313.435 .8.022
243 TIRC $.024 23.400 “6.958 26) -TVM D $.781 26,117 «8.111
24 YYIR CB T.928 22.748 Y Y 1 } 243 TYR CC 9.27% 23.038 -$.,048
243 TR €02 30.060¢ 26.04¢ cb.$37 263 Tvr CO2 . 0¢0 22.382 5,93
24) TYE C8) 11.93% 26,328 ~6.140 243 TYYR CR2 31.042 22.000 4,49
243 TYR C2 313.038 23.818 c$.306 263 TYR On 1,048 23.949 -4.597
266 GLY & sa.07) ‘23.161 -6.936 264 GLY C3 3.301 11.066 7,612
264 GLY C 3.047 22.198 -8.334 286 GLY D 4,847 21274 8,348
243 LYS N .44 22.677 cP.T5¢ 263 LYS Ca 3.83¢ 21.798 ~310.%M2
268 VS C s.100 22.232 33,6084 243 LYS O S.084 23.563  ~12.38s
243 LYY CB 2.738 22.071  =12.044 263 LvS CC 1.49¢0 21.56)  ~11.308
263 LY3 CD 0.710 30.348 =312.079 263 LYS C¢ -0.8%2 20,690 <11.30)
263 LTI N2 ~3.472 33.737 =12.s8%¢ 266 GLY N 5.1017 33.226  ~10.917
268 GLY Ca T.120 23.4832 ~=311.328 266 GLY C 7.138 25.052 =11.818.
386 LY D 6.177 25.79) ~ll.668 267 LEU N 3.282 T5.9386 =32.400
- 367 LEv Ca 8.49¢C 26.6%0 =13.097 287 LRy ¢ 7.90¢ 26.771  =14.81?
267 LEU O 7.983 23.90% ~315.298 267 Lty C@ 10,010 20,955 «13.1%s
267 Ltu L6 310.432 20,88 ~16.058 267 LRU D) 310,096 29,333 =13,1%0
287 iy (DI 11.924 27,821 ~346.327 263 LT N T.00e 17,089 =14.832
268 ILE Cs 'Y 28.035  ~1B.%e: e ILEC 7,426 28,200 17,048
208 ILED 8.330 29.793 -18.912 2e8 3L CB 5.56¢ 29.210 ~15.09¢
200 it CO) $.099 30,583 ~318,882 268 ILE CG2 6.18) 20.928 =14.0487
268 ILP CD) $.39% 31768  ~18.342 389 AN N 7.007 37.363 =13%,237
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t LN S 9 Y.802 27,978 19,430 e asn € 6.039 210.35¢  o2B.40% -
6% AN D $.%9 27.762 ooV 269 asw (2 8.492 26.88) =18.29)
209  ASN Co N N TY 26.058 =21.21¢C 26y ass O .993 21T.42¢ -22.122
269 asn w2 © 30eD11 28.78¢ 21,472 “TIS vaL 0. 908 29,886 ~=20.72¢
270 vAL Ca Bele) 32.618 21.81¢ 270 vaL ¢ (11 J0.007  =23.0%¢
370 vaL © .09 29,948 223,472 270 vaL Co $.43¢ 31,990 e21.422
270 vaL €6l o068 92,197  «21.87% 170 vay CG2 6,420 2.382 22,2
115 Ginw 1.323 2%.108 *-13.3%2 271 GLiw € T.50) 1%.2%0 2 ITR 1Y)
271 GLa ¢ Sod09 27.936 -28.032 273 Six O ¢.213 27,80 26003
211 GLN Co 83,104 2v.220 vle.964 P22 T 18 I 41 9.408 28,4818 =26.330
271 6Lw LD 30.903 28.585 =264.802 171 GLn 0L 13.369 20,379 e21.11¢
1712 GLw we2 11.792 23.583  *23.310 272 AL4 W .97 26,999 24,092
272 8Ls Co 6226 23.732 34,28 272 aus ¢ 4,701 25.98% 36,864
312 AL @ J. 003 5,508 =283.002 172 sa O 6.743 6.7 23,112
373 4La Y134 26,88 =23,13% 273 4L L4 24040 204921 <12.889
213 aws C .08 27,828 . «24,020 213 ALs O C. 098 27,219 <24.238
273 sLa C» 1.1%¢ 27,773 =23.808 27 AL W 2.788 20,608  <24.742
2% aLa Ca 3.932 39.391 =24.210 276 aLs € 2,109 29,164 38,047
R 3 L 1Y W 4 1130 29,387 =37.0%0 2% a8 D t.980 18.%8 27,91
: 178 LN » 2.380 21,196 =27,.314 273 6N Ca d.048 260.389 <23.827
113 Cuw ¢t .16 27,261 =29.17Y 2?3 GIwn 0 3.260 27,007 29,938
213 Gin OF 1.19) 27.361 =30.839%2 278 GLn O [ YYYS 23.734  =28.820
273 Gux L6 8.0 26.666 37,661 27 GLw CD ~0.023 2.9 37,631

273 6Lw Oft =1.378 23.895 «20.12% 213 GLw NE2 =1.37) 23.411 °26.530
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De ovenstiende strukturelle studier sammen med de heri og an-
detsteds viste kinetiske data (M. Philipp et al. (1983) Mol.
Cell. Biochem. 51, 5-32, I.B. Svendsen (1976) Carlsberg Res.
Comm. 41, 237-291; S.F. Markland Id; D.C. Stauffe et al.
(1965) J. Biol. Chem. 244, 5333-5338) angiver, at understeder-
ne i subtilisins bindingskleft er i stand til at vekselvirke

med substrataminosyrerester fra P-4 til P-2'.

De mest omfattende undersogte af de ovenstiende rester er
Gly166, Gly169 og Ala 152. Disse aminosyrer blev identificeret
som rester inden for S—l—understedet. Som det ses af fig. 3,
som er et stereobillede af S-l1-understedet, optager Glyl66 og
Gly169 positioner i.bunden af S-l1-understedet, mens Alalb2 op-
tager en position nar toppen af S-1, narved den katalytiske
Ser221.

Alle 19 aminosyresubstitutioner af Gly166 og Glyl169 er blevet
foretaget. Som det vil blive angivet i de fslgende eksempler,
vil de foretrukne erstatningsaminosyrer for Glyl66 og/eller
Gly169 afhange af den specifikke aminosyre, som optager P-1-

positionen i et givet substrat.

De eneste substitutioner af Alal52, som for tiden er foretaget
og analyseret,‘omfatter erstatningen af Alal52 med Gly og Ser.
Resultaterne af disse substitutioner p3d P-1-specificitet vil

blive vist i eksemplerne.

Udover de rester, som er specifikt forbundne med specificitet
over for P-l-substrataminosyren, er Tyrloh blevet identifice-
ret som varende involveret i P-4-specificitet. Substitutioner
ved Phe189 og Tyr217 forventes imidlertid at pavirke henholds-
vis P-2'- og P-1'-specificitet.

Subtilisins katalytiske aktivitet er ogsd blevet modificeret
ved enkelte aminosyresubstitutioner ved Asnl55. Den kataly-
tiske trehed af subtilisin er vist i fig. 4. Som det kan ses,
er Ser221, His64 og Asp32 anbragt saledes at de letter nukleo-~
filt angreb af serinhydroxylat p& carbonylen i den spaltelige

peptidbinding. Krystallografiske undersogelser af. subtilisin
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(Robertus et al. (1972) Biochem. 11, 4293-4303; Matthews et
al. (1975) J. Biol. Chem. 250, 7120-7126 og Poulos et al.
(1976) J. Biol. Chem. 250, 1097-1103) viser, at der dannes to
hydrogenbindinger med oxyanionen fra substratovergangstilstan-
5 den. En hydrogenbindingsdonor er fra det katalytiske serin-
| 221-hovedkadeamid, mens den anden er fra en af NEZ—protoné}ne

i asparagin-155-sidekaden, se fig. 4.

Asnl55 blev substitueret med Ala, Asp, His, Glu og Thr. Disse
10 substitutioner blev foretaget for at undersoege stabiliseringen
af det ladede, tetraedriske mellemprodukt af overgangstilstan-
dskomplekset ved hjaip af den mulige hydrogenbinding mellem
sidekaden i Asni55 og mellemproduktets oxyanion. Disse bestem-
te substitutioner forarsagede store formindskelser i substrat-
15 omsatningshastighed, kcat (200 til 4000 gange), smd formind-
skelser i substratbinding Km (op til 7 gange) og et tab i
overgangsti1standsstabiliseringsenergi' pa 2,2 til 4,7 kcal/
mol. Bibeholdelsen af Km og faldet i kcat vil gere disse mu-
tantenzymer nyttige sonm bindingsproteiner for specifikke pep~-
tidsekvenser, hvis natur vil blive bestemt af forstadieprotea-

20
sens specificitet.

Der er blevet identificeret forskellige aﬁdre am}nosyreresterh
som pavirker alkalistabilitet. I nogle tilfalde har mutanter

med andret alkalistabilitet 09sa endret termisk stabilitet.
25

I B. amy1oliquefaciens-subtilisin er resterne ‘Asp36, Ilel07,
Lys170, Ser204 og Lys213 b]evet identificeret som rester, der
efter substitution med en anden aminosyre andrer det muterede
enzyms alkalistabilitet: sammenlignet med forstadieenzymet.
30 Substitutionen af Asp36 med Ala 0g substitutionen af Lysi170
med Glu resulterede hver j et mutantenzym med en lavere alka-
Tistabilitet sammenlignet med vildtypesubtilisin. Nar Ile107
blev substitueret med Val, Ser204 substitueret med Cys, Arg
eller Leu, eller Lys213 substitueret med Arg, havde mutantsub-
35 tilisinen en storre alkalistabilitet sammenlignet med vildty-
pesubtilisinen. Mutanten Ser204P udviste imidlertid en for-

mindskelse i alkalistabilitet.
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Desuden pavirker andre rester, som er b1eVet identificeret som
verende forbundet med modifikationen af andre egenskaber hos
subtilisin, ogsd alkalistabilitet. Disse rester omfatter
Ser24, Met50, Glul56, Glyl66, Gly169 og Tyr217. Specifikt re-
sulterer de folgende specielle substitutioner i. en forgget
alkalistabilitet: Ser24C, Met50F, Gly156Q eller S, Glyl66A, H,
K, N eller Q, G1y169S eller A og Tyr217F, K, R ellter L. Mutan-
ten Met50V resulterer p& den anden side i en formindskelse i
alkalistabiliteten hos  mutantsubtilisinen sammenlignet med

vi}dtypesubti1isin.

Andre rester,.som er involveret i alkalistabilitet, baseret pa'
alkalistabilitetsundersogelsen, omfatter Aspl197 og Met222.
Serlige mutanter omfatter Aspl97 (R eller A) og. Met222 (alle

andre aminosyrer).

Forskellige andre rester er blevet jdentificeret som varende
involveret 1 termisk stabi]itef som bestemt ved den heri be-
skrevne termiske stabilitetsundersegelse. Disse rester omfat-
ter de ovenfor identificerede rester, som pavirker alkalista-
biliteten og Met199 og Tyr2l. Disse sidstnavnte to rester me-
nes o0gsad at vere vigtige for alkalistabilitet. Mutanter ved
disse rester omfatter 1199 og F21l.

B. amyloliquefaciens-subtilisins aminosyresekvens er ogsa ble-
vet modificeret ved at substituere to eller flere aminosyrer i
vi]dtypesékvensen. Oef er blevet identificeret seks kategorier
af flere gange substitueret mutantsubtilisin. De forste to ka-
tegorier omfatter termisk og oxidativt stabile mutanter. De
nzste tre andre kategorier omfatter mutanter, som kombinerer
de nyttige egenskaber af enhver af flere enkelte mutationer i
B. amyloliquefaciens-subtilisin. Den sidste kategori omfatter
mutanter, som har modificeret alkalistabilitet og/eller ter-
misk stabilitet. '

pen ferste kategori omfatter dobbelte mutanter, hvori to cys-
teinrester er blevet substitueret ved forskellige aminosyre-
restpositioner inde i subtilisinmolekylet. Dannelse af disul-

fidbroer mellem de to substituerede cysteinrester resulterer i
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mutantsubtilisiner med &ndret termisk stabilitet og katalytisk
aktivitet. Disse mutanter omfatter A21/C22/C87 og C24/C87, som

vil blive beskrevet i flere detaljer i eksempel 11.

5 Den anden kategori af multiple subtilisinmutanter omfatter mu-
tanter, som er stabile i narvarelse af forskellige oxidations-
midler, sasoin hydrogenperoxid él1er persyrer. I eksemplerne 1
og 2 beskriveé disse mutanter, som omfatter £50/1124/Q222,
F50/1124, F50/Q222, F50/L124/Q22;, 1124/Q222 og L124/Q222.

10 Den tredje kategori af multiple subtilisinmutanter omfatter

mutanter med substitutioner i position 222 kombineret med for-
skellige substitutioner i positionerne 166 eller 169. Disse
mutanter kombinerer f.eks. egenskaben oxidativ stabilitet ved
A222-mutationen med den andrede substratspecificitet hos de
15 forskellige 166- eller 169-substitutioner. SAadanne multiple
mutanter omfatter A166/A222, A166/C222, F166/C222, K166/A222,
K166/C222, V166/A222 og V166/C222. K166/A222-mutantsubtilisi-
nen har f.eks. et kcat/Km-forhold, som er cé. 2 gange storre
end forholdet for den enkelte A222-mutantsubtilisin, nar de
20 sammenlignes under anvendelse af et substrat med phenylalanin
som P-l1-aminosyren. Denne kategori af multiple mutanter er be-

skrevet i flere detaljer i eksempel 12.

Den fjerde kategori af multiple mutanter kombinerer substitu-
25 tioner i position 156 (GTu ti) Q eller S) med substitutionen

af Lys i position 166. Hver af disse enkelte mutationer for-

bedrer enzymvirkningen pa substrater med glutamat som P-l1-ami-

nosyren. N4ar disse enkelte mutationer kombineres, virker de

resulterende multiple enzymmutanter bedre end hvert forstadi-
30 - um, se eksempel 9. '

Den femte kategori af multiple muténter indeholder substitu-
tionen af op til 4 ahinosyrer i B. amyloliquefaciens-subtili-
sinsekvensen. Disse mutanter har specifikke egenskaber, som er
praktisk talt identiske med egenskaberne af subtilisin fra B.

35
lTicheniformis. Subtilisin fra B. licheniformis adskiller sig

fra B. amyloliquefaciens-subtilisin i 87 ud af 2715 aminosyrer.
DPen multiple mutant F50/S156/A169/L217 viste sig at have til
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licheniformis-enzymet svarende substratspecificitet og kinetik

.(se eksempel 13). Dette skyldes imidlertid sandsynligvis kun

tre af mutationerne (S156, A169 og L217T), som er til stede ]
enzymets substratbindingsregion. Det er ganske overraskende,
at ved at foretage blot tre a@ndringer ud af de 87 forskellige

“aminosyrer mellem sekvensen i de to enzymer, blev B. amyloli-

quefaciens-enzymet omdannet til et enzym med egenskaber, som
svarede til B. licheniformis-enzymets egenskaber. Andre enzy-
mer i denne serie omfatter F50/Q156/N166/L217 og
F50/S156/L217. '

Den sjette kategori af multiple mutanter omfatter kombinatio-
nen af substitutioner i stilling 107 (Ile til V) med substitu-.
tionen af Lys i position 213 med Arg, og kombinationen af sub-
stitutioner i position 204 (fortrinsvis Ser til C eller L, men
ogsa til alle andre aminosyrer) med substitutionen af Lys i
position 213 med R. Andre multiple mutanter, som har en andret
alkalistabilitet, omfatter Q156/K166, Q156/N166, $156/K166,
S156/N166 (tidligere identificeret' som havende andret sub-
stratspecificitet) og F50/S156/A169/L217 (tidligere identifi-
ceret som en B. amyloliquefaciens-subtilisinmutant med egen-
skaber svarende til egenskaberne hos subtilisin fra 8. lichen-
iformis). Mutanten F50/V107/R213 blev konstrueret p4& basis af
den observerede forsgelse i alkalistabilitet for de enkelte
mutanter F50, V107 og R213. Det blev bestemt, at V107/R213-mu-
tantén havde en foroget alkalistabilitet sammenlignet med
vifdtypesubti]isinen. I denne bestemte mutant var den foregede
alkalistabilitet resultatet af den kumulative stabilitet af
hver af de individuelle mutationer. Tilsvarende havde mutanten
F50/V107/R213 en endnu storre a1ka1istabi1iiet sammenlighet
med V107/R213-mutanten, hvilket antyder, at forogelsen i alka-

listabilitet pa grund af F50-mutationen ogsé& var kumulativ.

Tabel IV opsummerer de multiple mutanter, som er blevet frem-

stillet, herunder dem, som ikke er navnt ovenfor.

Desuden skal navnes, baseret delvis pa de ovenstadende resulta-
ter, at substitutionen i de folgende rester i subtilisin for-

ventes at fremkalde en multipel mutant med foreget termisk
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stabilitet og alkalistabilitet: Ser24, Met50, I11e107, Glulss,
Glyl166, Gly1638, Ser204, Lys213, Gly215 og Tyr217.

TABEL V
5 Tredobbelte, firedobbelte
Dobbelte mutanter ' eller andre multiple
C22/C87 F50/1124/Q222
c24/c87 ) F50/L124/Q222
Va5/v48 ‘ F50/L124/A222
10 ca9/c94 A21/C22/C87
C49/C95 F50/S156/N166/1217
C50/C95 . F50/Q156/N166/L217
€50/C110 F50/S156/A169/L217
F50/1124 FS0/S156/L217
15 F50/Q222 . F50/Q156/K166/L217
1124/Q222 F50/S156/K166/L217
Q156/D166  F50/Q156/K166/K217
Q156/K166 F50/S156/K166/K217
Q156/N166 F50/V107/R213
20 S156/0166 [S153/5156/A158/G159/5160/A161~
S156/K166 164/1165/S166/A169/R170]
S156/N166  L204/R213 ‘
S156/A169 R213/204A, E, Q, D, N, G, K,
A166/A222 V, R, T, P, I, M, F, Y, W,
25 A166/C222 eller H |
F166/A222 V107/R213
F166/C222 '
K166/A222
K166/C222
30 V166/A222
V166/C222
A169/A222
A169/A222
A169/C222
35 A21/C22

Udover de ovenfor identificerede aminosyrerester menes andre

aminosyrerester i subtilisin ogsad at vare vigtige med hensyn
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til substratspecificitet. Mutationen af hver af disse rester

forventes at fremkalde andringer i subtilisins substratspeci-

" ficitet. Desuden forventes multiple mutationer blandt disse

rester og blandt de tidligere jdentificerede rester ogsa at
fremkalde subtilisinmutanter med hidtil ukendt substratspeci-
ficitet.

Sazrligt vigtige rester er His67, I1el07, Leul26 og Leul35. Mu-
tation af His67 skulle andre S-1'-understedet og derved zndre
mutantens specificitet for P-l'-substrathestén. Andringer i
denne position kunne ogsad pavirke mutantens pH—aktivitétspro-
£i1. Denne rest blev identificeret baseret pa opfindernes sub-

stratmodellering ud fra produktinhibitorkomplekser.

I1e107 er involveret i P-4-binding. Mutation i denne position
skulle saledes andre specificitet for P-4-substratresten ud-
over den observerede virkning pa alkalistabilitet. I1el107 blev
ogsd identificeret ved molekylmode]leringrfra produktinhibi-

torkomplekser.

S-2-bindingsstedet omfatter Leul26-resten. Mocdifikation i den-
ne position skulle derfor pavirke sz—specificitet. Desuden
menes denne rest at vare vigtig for at omdanne subtilisin til
en aminopeptidase. pH-aktivitetsprofilen skulle ogsa blive mo-
dificeret vedkpassende substitution. Disse rester blev identi-
ficeret ved undersegelse af den raffinerede model, den tredi-
mensionelle struktur fra modelstudier. En langere sidekade
forventes at udelukke binding af nogen sidekade ved S-2-under-
stedet. Binding ville derfor vare begranset til understederne
$-1, S-1', S-2'. S-3', og spaltning ville blive tvunget til at

ske efter det aminoterminale peptid.

Leul35 er i S-4-understedet og skulle, safremt den blev mute-
ret, andre substratspecificitet for P-4 i tilfelde af mutati-
on. Denne rest blev identificeret ved undersogelse af den tre-
dimensionelle struktur og modellering baseret pa F222's pro-
duktinhibitorkompleks.

Udover disse steder menes specifikke aminosyrerester i segmen-
terne 97-103, 126-129 og 213-215 ogsa at vare vigtig for sub-

stratbinding.
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Segmenterne 97-103 og 126-129 danner et antiparallelt B-lag
med hovedkazden af substratresterne P-4 til P-2. Muterende res-
ter i disse regioner skulle pavirke substratorienteringen gen-
nem hovedkade (enzym) - hovedkade (substrat)-vekselvirkninger,
5 eftersom hovedkaden af disse substratrester ikke vekselvirker

med de bestemte rester i S-4-til S-2-understederne.

I segmentet 97-103 kan Gly97 0og AspS%9 muteres for at =2ndre po-

sitionen af resterne 101-103 inde i segmentet. Zfndringer pa

10 disse steder skal imidlertid vare forligelige. I B. amyloli-
quefaciens-subtilisin stabiliserer Asp99 en vending i den ter-
tizre foldning af hovedkaden, som pavirker retningen af res-
terne 101-103. B8B. licheniformis-subtilisin-Asp97 virker pa
analog made.

15 Udover Gly97 09 Asp99 vekselvirker Ser101 med Asp99 i B. amy-

loliquefaciens-subtilisin til stabi]iséring af den samme ho-

vedkadevending. Andringer i denne rest skulle zndre 101-103-

hovedkaderetningen.

20 Mutationer i Glul03 forventes ligeledes at pavirke 101-103-ho-

vedkaderetningen.

Sidek®den i Gly102 vekselvirker med substrat—?-3-ahinosyren.
Sidekader i substituerede aminosyrer forventes saledes signi-
25 “fikant at pavirke specificiteten for P—3—sUbstrataminosyrernei
Alle amfnosyrerne i 127-129~-segmentet anses for at vare vigti-
ge for substratspecificitet. Gly127 er anbragt saledes, at
dens sidekade vekselvirker med S-1- 0g S-3-understederne. 4£n-
dringer af denne rest skulle saledes andre specificiteten for
30. substratets P-1- og P-3-rester.
Sidekaden i Gly128 omfatter en del af bade S-2- og S-4-under-
stederne. Man ville derfor forvente andret specificitet over
for P-2 og P-4 efter mutation. Desuden kan en sadan mutation
35 omdanne subtilisin til en aminopeptidase af de samme arsager,

som at man ville forvente, at substitutioner af Leul26 ville

give dette resultat.
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Prol29-resten begraznser sandsynligvis den konformationsmaessige
frihed hos sekvensen 126-133, rester, som kan spille en stor
rolle ved bestemmelse af P-l-specificitet. Erstatning af Pro
kan muligvis indfere mere fleksibilitet og derved gore sadanne

mutanters bindingsevneinterval bredere.

Sidekaden i Lys213 er anbragt inde i S-3-understedet. Alle
aminosyrerne i 213-215-segmentet anses ligeledes for at vare
vigtige for substratspecificitet. Der forventes saledes andret

p-3-substratspecificitet efter mutation af denne rest.

Tyr2l4-resten vekselvirker ikke med substrat, men ‘er anbragt
sAledes, at den kunne pavirke konformationen af harnaleslyng-
ningen 204-21T7.

Endelig skulle mutation af Glyzl5-resten pavirke S$-3'-under-

stedet og derved azndre P-3'-specificitet.

Udover de ovennavnte substitutioner af aminosyrer, kan indsat-
telsen eller deletionen af eh eller flere aminosyrer i den
eksterne s]yngning‘ omfattende resterne 152-172 ogsa pavirke
specificiteten. Dette skyldes, at disse rester kan spille en
rolle i den "sekundzre kontaktregion”, som er beskrevet i mo-
dellen af streptomyces subtilisininhibitoren, der er kompleks~-
bundet med subtilisin, Hirdno et al. (1984) J. Mol. Biol, 178,

.389-413. Thermitase K har en deletion i denne region,‘ som

fjerner adskillige af disse "sekundare kontakt"-rester.'Deie-

tion af resterne 161 til 164 forventes isar at fremkalde en
mutantsubtilisin med modificeret substratspecificitet. Desuden
skulle en omlejring i dette omrade induceret ved deletionen,
andre positionen af mange rester, som er involveret i sub-
stratbinding, hovedsageligt ved P-1. Dette skulle igen pavirke

den totale aktivitet over for proteinholdige substrater.

virkningen af deletion af resterne 162-164 er blevet vist ved
at sammenligne aktiviteten af vi]dtypeenzymet (WT) med et mu-
tantenzym indeholdende denne deletion samt multiple substitu-
tioner (dvs. S153/S156/A158/6159/5S160/A160-164/1165/5166/A169/
R170). Dette gav felgende resultater:
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TABEL V
kcat | Km kcat/Km
WT 50 1,4x10"4 3,6x105
5 Deletionsmutant 8 5,0x10-6 1,6x106
WT har en kcat, som er 6 gange storre end deletionsmutanten,
men substratbindingen er 28 gange tattere hos deletionsmutan-
ten. Den totale effektivitet af deletionsmutanten er saledes
4,4 gange hejere end WT-enzymet.
10
Alle disse ovenfor identificerede rester, som endnu skal sub-
stitueres, deleteres eller indsattes, er anfert i tabel VI.
TABEL VI
15 . . .
Substitution/Indszttelse/Deletion
Rester
His67 , Alals2
20 Leul26 _ ‘A1a153
Leul3s Gly154
Gly97 Asnl55s
Asp99 L Gly156
Seri101 » Gly157
25 Glylo02 Gly1ls0
Glui03 Thriss
Leul26 Serl159
~Gly127 , Ser161
Glylzs Serl62
30 Pro129 Ser163
} Tyr21s Thr164
Gly21s - Valleés
‘G1y166 Gly169
Tyri67 Lys170
35 Proie6s Tyrl71

Prol72

Den felgende beskrivelse skal tjene som en fremvisning af ud-

forelsesformer og skal ikke opfattes som en begrznsning af den
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foreliggende ansegnings omfang. Disse specifikke eksempler om-
handler konstruktionen af visse af de ovenfor identificerede
mutanter. Konstruktionen af de andre mutanter fremgar imidler-
tid af den foreliggende beskrivelse og af EP publikation nr.
0130756. ‘ '

Alle 1litteraturcitater indkorporeres udtrykkeligt heri ved

denne henvisning.
EKSEMPEL 1

Idenfikation af persyreoxiderbare
rester af subtilisin-Q222 oq -1222

Som vist i figurerne 6A og 68 inaktiverer organiske persyre-
oxidationsmidler mutantsubtilisinerne Met222L og Met222Q (L2222
og Q222). 1 dette eksempel beskrives identifikationen af per-

syreoxiderbare steder i disse mutantsubtilisiner.

Forst bestemtes den type aminosyre, som er involveret i persy-
reoxidation. . Bortset fra under dréstiske' betingelser (G.E..
Means et al. (1971) Chemical Modifications of Protéins, Hol-
den-Day, S.F., CA, side 160-162), modificerer organiske persy-
rer kun methionin og trypfophan i subtilisin. Differensspektre
af enzymet over intervallet 250-nm til 350 nm blev bestemt un-
der en inaktiVeringstitrering ved anvendelse af reagenset di-
perdodecansyre (DPDA) som oxidationsmiddel. Pa trods af kvan-
titativ inaktivering af enzymet blev der ikke noteret nogen
andring i absorbansen over dette belgelazngdeinterval som vist
i figurerne 7A og 7B, hvilket antyder, at tryptophan ikke blev
oxideret, A. Fontana et al. (1980) Methods in Peptide and Pro-
tein Sequence Analysis (C. 8irr ed.) E]sevier, New York, side
309. Fravaret af tryptophanmodifikation betyder, at der sker

oxidation af en eller flere af de resterende methioniner i B.

‘amyloliquefaciens-subtilisin, se fig. 1.

For at bekrafte dette resuitat blev den rekombinerede subtili-
sin Met222F spaltet med cyanogenbromid (CNBr) bade for og ef-
ter oxidation med DPDA. De peptider, som dannedes ved CNBr-
spaltning, blev analyseret pa SDs?pyridinpeptidgeler (SPG) med

hej oplosningsevne.
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Subtilisin-Met222 (F222) blev oxideret pa folgende made. Op-

renset F222 blev gensuspenderet i 0,1 M natriumborat pH-vardi

9,5 ved 10 mg/ml og blev tilsat til en slutkoncentration p& 26

diperdodecansyre (DPDA) ved 26 mg/ml til fremkaldelse af en

5 effektiv kohcentration af aktivt oxygen pa 30 ppm. Preven blev

inkuberet ibmindst 30 minutter ved stuetemperatur og derefter

. tilsat 0,1 volumen 1 M Tris-puffer, pH-vardi 8,6, til dannelse

af en slutkoncentration pa 0,1 M Tris, pH-vardi 8,6. Der til-

sattes 3 mM phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), og 2,5 ml af

10 proven blev pafert til en Pharmacia PD10-spjle, azkvilibreret i

10 mM natriumphosphat, pH-veEdi 6,2, 1 mM PMSF. Der tilfertes

3,5 m1 10 mM natriumphosphat, pH-vardi 6,2, 1 mM PMSF, og
elueringsmidlet opsamledes. -

F222 og DPDA-oxideret F222 blev udfeldet med 9 volumener ace-

' tone ved -20°C. Preverne blev gensuspenderet hed 10 mg/ml i 8
M urinstof i 88% myresyre og fik lov ti) at henstad i 5 minut-
ter. Der tilsattes samme volumen 200 mg/m1 CNBr i 88% myresyre
(5 mg/ml protein), og preverne blev inkuberet i 2 timer ved

20 Stuetemperatur i merke. Fer gelelektroforese blev preverne
lyofiliseret og gensuspenderet med 2-5 mg/ml i provepuffer (1%
pyridin, 5% NaDodSO,4, 5% glycerol og bromphenolblit) og disso-
cierede ved 95°C i 3 minutter. '

Proverne blev elektroforesebehandlet pa diskontinuerte polya-

25 crylamidgeler (J. Kyte et al. (1983) Anal. Bioch. 133,
515-522). Gelerne blev farvet under anvendelse af Pharmacias
selvfarvningsteknik (D.W. Sammons et al. (1981) Electrbphore-
sis 2, 135-141). ‘

30 Resultaterne af dette eksperiment er vist i fig. 8. Som det
kan ses giver F222, som er behandlet med CNBr, kun 9 ocpleste
band pd SPG. N&r F222 imidlertid ogs4 behandles med DPDA for
spaltning, forsvinder bandene X, 7 og 9, mens bandene 5 og 6
er starkt foroegede i intensitet.

35

For at bestemme, hvilke af methioninerne, som var pavirket,

blev hver af CNBr-peptiderne isoleret ved HPLC med omvendt

fase og vyderligere karakteriseret. Puffersystemet i baAde
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oplesningsmiddel A (vandigt) og oplosningsmiddel B (organisk)
for alle HPLC-separationer var 0,05% triethylamin/trifluored-
dikesyre (TEA-TFA). I alle tilfalde, med mindre andet er angi-
vet, bestod oplesningsmiddel A af 0,05% TEA-TFA i Hp0, oples-
ningsmiddel B var 0,05% TEA-TFA i 1-propanol, og stremnings-
hastigheden var 0,5 ml/minut.

Til1 HPLC-analyse anvendtes to injektioner af 1 mg enzymfordo-
jelsesmateriale. Tre prover blev acetoneudfzldet, vasket og
torret. De terrede 1 mg preover blev. gensuspenderet ved 10
mg/m1 i.8M urinstof, 88% myresyre, og der tilsattes samme vo-
lumen 200 mg/ml CNBr i 88% myresyre (5 mg/ml protein). Efter
inkubation i 2 timer i merke ved stuetemperatur blev prsverhe
afsaltet pa en 0,8 cm x 7 cm sojle af grov Tris-acryl-GFO5-
harpiks (IBF, Paris, Frankrig) 2kvilibreret med 40% oplas-
ningsmiddel B og 602 oplssningsmiddel A. Der tilfertes 200 ul
prever ved en stromingshastighed pa 1 ml per minut, og der op-
samledes 1,0-1,2 ml ved registrering af absorbansen ved 280
nm. Fer injektion pa& HPLC blev hver afsaltet prove fortyndet
med 3 volumener oploesningsmiddel A. Proverne blev injiceret

med 1,0 m1/minut (2 minutter), og stroemningen blev derefter

- justeret til 0,5 ml/minut (100% A). Efter 2 minutters forleb

paAbegyndtes en linear gradient til 60% B ved 1,0% B/minut. Fra
hver 1 mg kersel blev de opsamiede toppe udtaget til preve (50

ul) og analyseret ved gelelektroforese som beskrevet ovenfor.

Hvert polypeptid, som var isoleret ved HPLC med omvendt fase,
blev ydertigere analyseret for homogenitet ved SPG. Positionen
af hvert'peptidbpé den kendte gensekvens (J.A. wells et al.
(1983) Nucleic Acids Res. 11, 7911-7924) opnéedes gennem en
kombination af aminosyresammens2tningsanalyse og, hvor det var

nedvendigt, sekvensbestemmelse af aminoenden.

For en sadan analyse skulle de felgende peptider kromatogra-

feres igen.
1. CNBr-peptider fra F222, der ikke var behandlet med DPDA:

Peptid 5 blev underkastet to ydertigere adskillelser med om-
vendt fase. 10 cm C4-sojlen blev akvilibreret til 80%A/20%8,
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0g den opsamlede prove blev pafort o0g vasket i 2 minutter.
Derefter pabegyndtes en 0,5% ml B/minut-gradient. Fraktioner
fra denne separation blev igen kert, denne gang pa 25 cm C4-
sejlen og under anvendelse af 0,05% TEA-TFA i acetonitril/l-
5 bropanoI (1:1) for oplesningsmiddel B. Gradienten var identisk

med den netop beskrevne.

Peptid "X" blev underkastet en yderligere adskillelse efter
den indledende kromatografi. Proven blev pafert og vasket i 2
minutter ved 0,5 ml/min {100%A), og en 0,5% ml B/min.-gradi-

10
ent blev pabegyndt.
Peptiderne 7 og 9 blev kromatograferet 1gen pd tilsvarende: ma—
de som den forste genkorsel af peptid 5.
15 Peptid 8 blev oprenset til homogenitet efter den indledende
adskillelse.
2. .CNBr-peptider fra DPDA-oxideret F222:
Peptiderne 5 og 6 fra en CNBr-fordojelse af det oxiderede F222
20 blev oprenset p& samme made sonm peptid 5 fra det ubehandlede
enzym.
Aminosyresammensafningsana1ysev opnaedes som felger. Prover
(~inM af hver aminosyre) blev torret, hydrolyseret i vakuum
25 med 100pu1 6N HC1 ved 106°C i 24 timer og derefter torret i en
Speed Vac. Preverne blev analyseret ‘pd et Beckman 6300-amino-
syreanalyseapparat under anvendelse af ninhydrinpavisning.
Aminoterminale sekvensdata opnaedes som beskrevet tidligere i
30 (H. Rodriguez et al. (1984) Anal. Biochem. 134, 538-547).

Resulaterne er vist i tabel VII og fig. 9.

35
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TABEL VII
Amino- og COOH-ender af CNBr-fragmenter

Ende_og metode

Fragment amino, metode COOH, metode

X .1, sekvens . §0, sammensatning
] 51, sekvens 119, sammensatning
7 125, sekvens 199, sammensatning
8

200, sekvens 275, sammensatning
50x 1, sekvens 119, sammensatning
6ox 120, sammensatning 199, sémmensatning

Peptiderne 50x og 6ox henviser til peptiderne 5 og 6, isoleret
fra CNBr-fordejelser af det oxiderede protein, hvor deres res-

pektive mangder er foroget.

Fra dataene i tabel VII og sammenligningen af SPG-spor for
fordojelserne af det oxiderede og native protein i fig. 8,
fremgar det, at (1) MetS50 oxideres, hvilket ferer til tab af
peptiderne X og 9 og tilsynekomsten af 5, og at (2) Metl24
ogsa oxideres, hvilket foerer til tabet af peptid 7 og akkumu-
leringen af peptid 6. Oxidation af B. amyloliquefaciens-subti-
lisin med persyren, diperdodecansyre, ferer saledes til den

specifikke oxidation af methionin i resterne 50 og 124.
EKSEMPEL 2

Substitution ved Met50 og Metl124
i subtilisin Met2220Q

Valget af aminosyre til substitution ved Met50 blev baseret pa
de tilgangelige sekvensdata for subtilisiner fra B. licheni-
formis (E.C. Smith et al. (1968) J. Biol. Chem. 243, 2184-
2191), B8.DY (P. Nedkov et al. (1983) Hoppe Sayler's Z. Physi-
ol. Chem. 364,'1537—1540), B. amylosacchariticus (F.S. Mark-
Tand et al. (1967) J. Biol. Chem. 242, 5198-5211) og B. sub-
tilis (M.L. Sthal et al (1984) J. Bacteriol. 158, 411-418). I
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alle tilfalde er position 50 en phenylalanin, se fig. 5.

Phe50 blev derfor valgt til konstruktionen.

I position 124 har alle kendte subtilisiner en methionin, se
5 - fig. 5. Molekylmodellering af den rontgentafledte protein-
struktur var derfor noedvendig for at bestemme de mest sandsyn-
lige emner til substitution. Af alle 19 emner valgtes isoleu-
cin og leucin som de rester, som det var bedst at anvende. for
at teste, hvorvidt modifikation pa det ene sted, men ikke beg-

ge steder, var tilstrazkkeligt til at foroge den oxidative sta-

1 bilitet, blev alle mulige kombinationer bygget pd Q222-rygra-
den (F50/Q222, 1124/0222, F50/1124/Q222).
A. Konstruktion af mutationer

. "mellem codonerne 45 og 50

15 :
Alle manipulationer til} cassettemutagenese blev udfort pa
pS4.5 under anvendelse af metdder, som er beskrevet i EP pub-
likation nr. 0130756 og J.A. Wells et al. (1985) Gene 34,
315-323. pA50-mutationerne i fig. 10, linie 4, blev fremkaldt

20 under anvendelse af den i fig. 10, linie 6 viste mutagenese-

primer, og der anvendtes en made at ga frem pa, som betegnes
restriktionsoprensning, hvilket er beskrevet nedenfor. Kort
fortalt anvendtes en M13-skabelon indeholdende subtilisinge-
net, og M13mpl11-SUBT anvendtes til heteroduplexsyntese (Adel-
25 man et al. (1983), DNA 2, 183-193). Efter transfektion af
JM101 (ATCC nr. 33876) blev 1,5 kb EcoRI-BamHI-fragmentet in-
deholdende subtilisingenet underklonet fra M13mp11—SUBT—rf»ihd
i et modtagervektorfragment af pBS42, hvis konstruktion er be-
skrevet i EP publikation nr. 0130756. Til mutantsekvensberi-
30 gelse (pA50, linie 4), blev den resulterende plasmidpul je for-~
dejet med Kpnl, og linezre molekyler blev oprenset ved polya-
crylamidgelelektroforese. Lineare molekyler blev ligeret til-
bage til en cirkular form og tFansformeret ind i E. coli-
MM294-celler (ATCC nr. 31446). Isolerede plasmider blev scree-
35 net ved restriktionsanalyse for Kpnl-stedet. KpnIt-plasmider
blev sekvensbestemt og bekrazftede pA50-sekvensen. Stjerner i

fig. 11 angiver de baser, som er muteret fra vildtypesekvensen

{linie 4). pASO (linie 4) blev skaret med Stul og EcoRI, og
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O,S'kb_fragmentet indeholdende 5'-halvdelen af subtilisingenet
blev oprenset (fragment 1). pAS0 (linie 4) blev fordejet med
Kpnl og EcoRI, og 4,0 kb fragmentet indeholdende 3'-halvdeilen
af subti1isingenet'og vektorsekvenser blev oprenset (fragment
2). Fragmenterne 1 og 2 (linie §) og dublex-DNA-cassetfer ko-
dende for onskede mutationer (skraveret sekvens, linie 6) blev
blandet i et molart forhold pA henholdsvis 1:1:10. Til den be-
stemte konstruktion i dette eksempel indeholdt DNA-cassetten
tripletten TTT for codon 50, hvilket koder for Phe. Dette
pTasmid blev betegnet pF50. Mutantsubtilisinen blev betegnet
F50.

B. Konstruktion af mutation

mellem codonerne 122 og 127

Fremgangsmaden fré eksempel 2A blev fulgt i vaesentlige detal-
jer, bortset fra at der anvendtes mutageneseprimeben fra fig.
il, linie 7, og at der anvendteé restriktionsoprensning for
EcoRV-stedet i pAl24. Desuden indeholdt DNA-cassetten (skrave-
ret sekvens, fig. 11, linie &) tripletten ATT for codon 124,
hvilket koder for l1le, og CTT for Leu. De plasmider, som inde-
holdt substitutionen af Met124 med Ile, blev betegnet pll24.
Mutantsubtilisinen blev betegnet 1124.

C. Konstruktion af forskellige
-multiple F50/T124/Q222-mutanter

Triplemutanten, F50/1124/Q222, blev konstrueret ud fra en tre-
vejsligering, hvori hvert fragment indeholdt en af de tre mu-
tationer. Enkeltmutanten Q222 (pQ222) blev fremstillet ved
cassettemutagenese som beskrevet i EP publikation nr. 0130756.
F50-mutationen var indeholdt pa et 2,2 kb AvaIl- til Pvull-
fragment fra pFS0, I124-mutationen var indeholdt pa et 260 bp

- Pvull~- til Avall-fragment fra pll24, og Q222-mutationen var
indeholdt pa et 2,7 kb Avall- til Avall-fragment fra pQ222. De

tre fragmenter blev ligeret sammen og transformeret ind i -E.
coli-MM294celler. Restriktionsanalyse af plasmider fra isole-
rede transformanter bekrazftede konstruktionen. For at analyse-

re den endelige konstruktion var det bekvemt, at Avall-stedet
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i position 798 i vildtypesubtilisingenet blev fjernet af I1124-
Akonstruktionen.

F50/Q222- og 1124/Q222-mutanterne blev konstrueret pa‘t11sva-
5 rende méde, bortset fra at der anvendtes det behor1ge fragment
fra pS4.5 til den endelige konstrukt1on

D. Q222-mutanters oxidative stabilijtet

De ovennavnte mutanter blev analyseret for stagi1itet over for

10 persyreoxidation. Som vist 3 fig. 12 er bade 1124/Q222 og F50/
1124/Q222 fuldstendigt stabile efter inkubation med diperdode-
cansyre (protein 2 mg/ml, oxidationshidde1 75 ppm(0]), mens
F50/Q222 og Q222 inaktiveres. Dette viser, at omdannelse afA
Met124 til 1124 i subtilisin Q222 er tilstrakkelig til at bi-

15 bringe modstandsdygt1ghed over for organiske persyreox1dat1-
onsm1d1er

EKSEMPEL 3

Subtilisinmutanter med andret

20 -substratspecificitet-hydrofobe
substitutioner ved rest 166
Subtilisin indeholder en vidstrakt bindﬁngsk]eft, som har hy-
drofob karakter. En bevaret glycin i rest 166 blev erstattet
25 med 12 ikke-ioniske aminosyrer, hvis sidekader kan rage ind i
S-1-understedet. Disse mutanter blev konstrueret for at be-
stemme virkningen af andringer i storrelse og hydrofobicitet
P& bindingen af forskellige substrater.
30 A. Kinetik for hydrolyse af substrater
med @ndrede P-i1-aminosyrer hos sub-
tilisin fra B. amyloliquefaciens
Vildtypesubtilisin blev oprensét fra B. subtiliskultursuper-
natanter, som wudtrykte B. amy]o]iquefaciens-subti1isingenet
35

(J.A. Wells et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11, 7911-7925)
som beskrevet tidligere (D.A. Estell et al. (1985) J. Biol.

Chem. 260, 6518-6521). Detaljer af syntesen af tetrapeptid-
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substrater med formen succinyl-L-AlaL-AlaL-ProL-{X]-P-nitro-
anilid (hvor X er Pl-aminosyren) er beskrevet af E.G} DelMar
et al. (1979) Anal. Biochem. 99, 316-320. Kinetikparametre,
Km(M) og kcat(s~-1) blev mAlt under anvendelse af en modifice-
ret forlobskurveanalyse (D.A. Estell et al. (1985) J. Biol.
Chem. 260, 6518-6521). Kort fortalt passede afbildninger af
hastighed mod produktkoncentration til den differentielle form
af hastighedsligningen under anvendelse af en ikke-linear re-
gressionsalgoritme. Fejl i kcat og Km fof alle rapporterede
verdier er mindre end 5%. De forskellige substrater i tabel
VIII er anbragt i rakkefolge efter faldende hydrofobicitet. Y.
Nozaki (1971), J. Biol. Chem. 246, 2211-2217, C. Tanford
(1978) Science 200, 1012).

TABEL VIII

Pl1-substrat ' ’ - kecat/Km

aminosyre kcat(s-1) 1/Kkm(M-1})  (s-1M-1)
Phe . 50 7.100 360.000
Tyr , 28 ' 40.000 1.100.000
Leu 24 ©3.100 75.000
Me't 13 9.400 120.000
His 7,9 1.600 13.000
‘Ala 1,9 5.500 ©11.000
Gly ' 0,003 8.300 21
Gln 3,2 ©2.200 7.100
Ser _ 2,8 1.500 4.200
Glu 0,54 32 16.

kéat/Km-forho1det (som ogsa omtales som katalytisk effektivi-
tet) er den tilsyneladende anden ordens hastighedskonstant for
omdannelsen af frit enzym plus substrat (E+S} til enzym plus
produkter (E+P) (W.P. Jencks, Catalysis in Chemistry and Enzy-
mology (McGraw-Hill, 1969) side 321-436; A. Fersht, Enzyme
Structure. and Mechanism (Freeman, San Francisco, 1%77) side

226-287). log (kcat/Km) er proportional med overgangstil-

standsbindingsenergien, AGT}{. Ep afbildning af log kcat/Km mod

hydrofobiciteten af Pl-sidekaden (fig. 14) viser en stark kor-
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relation (rA=-0,98) bortset fra glycinsubstratet, som viser
tegn pa ikke-produktiv binding. Disse data viser, af relative
forskelle mellem overgangstilstandsbindingsenergier kan for-
klares ved forskelle i P~1-sidekadehydrofobicitet. Nar over-
5 gangstilstandsbindingsenergierne beregnes for disse substrater
og afbildes mod deres respektive sidekadehydrofobiciteter, er
liniens haldning 1,2 (ikke vist). En haldning pi mere end en,
hvilket ogsa galder for chymotrypsin (A. Fersht, Enzyme Struc-
ture and Mechanism (Freeman, San Francisco, 1977) side
10 226-287; J.V. Harper et al. (1984) Biochemistry, 23, 2995-
3002), antyder, at Pi-bindingskleften er mere hydrofob end et-
hanol- eller dioxanoplesningsmidler, som anvendtes til empi-~
risk at bestemme aminosyrers hydrofobicitet (Y. Nozaki et al.
J. Biol. Chem. (1971) 246, 2211-2217 og C. Tanford (1978)
15 Science 200, 1012). '

For amidhydrolyse med subtifisin kan kcat fortolkes som acyle-

ringshaétighedskonstanten 0g Km som dissociationskonstantenv

for Michaelis-komplekset (E-S), Ks. H. Gutfreund et al (1956)
20 B8iochem. J. 63, 656. Den kendsgerning, at log kcat- samt 1log
1/Km korrelerer med substrathydrofobicitet, er i overensstem-
meise med forslag (J.D. Robertus et af. {(1972) Biochemistry
11, 2439-2449, J.D. Robertus et al. (1972) Biochemistry 11,
4293-4303), at under acyleringstrinnet bevager P-l-sidekaden
25 sig dybere ind i den hydrofobe kloft, nar substratets ékrider
frem fra Michaelis-komplekset (E+S) til det tetraedriske over-
gangstilstandskompleks (E-S$). Disse data kan imidlertid ogsa
fortolkes som, at hydrofdbiciteten af Pl-sidekaden pavirker
orienteringen og dermed den spaltelige peptidbindings tilboje-
lighed ti1 nukleofilt angreb af hydroxylgruppen i den kataly-
tiske Ser221. |

30

Afhangigheden af kcat/Km p4a P-l-sidekadehydrofobiciteé antyde-
de, at kcat/Km for hydrofobe substrater Kkan foreges ved at
forege hydrofobiciteten af S$-1-bindings-understedet. For at
35 teste denne hypotese fremstilledes hydrofobe aminosyresubsti-

tutioner af Gly166.

_ Eftersom alifatiske sidekaders hydrofobicitet er direkte pro-

portional med sidekadeoverfladeareal (6.D. Rose et al. (1985)
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Science 229, 834-838, J.A. Reynolds et al.. (1874) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 71, 2825-2927) kan en forogelse af hydrofobici-
teten i S-i1-understedet o0gsid sterisk hindre binding af sterre
substrater. P& grund af vanskeligheder ved at forudsige den
relative vigtfghed af disse to modsatrettede virkninger, valg-
te man at fremkalde 12 ikke-ladede mutationer i position 166
for at bestemme de resulterende specificiteter mod ikke-ladede
substrater med forskellig sterrelse og hydrofobicitet.

8. Cassettemutagenése af

p-1-bindingskleften

Fremstillingen af mutantsubtilisiner indeholdende substitutio-
neh af de hydrofobe aminosyrer Ala, Val 6g Phe i rest 166 er
blevet beskrevet i EP publikation nr. 0130756. Den samme meto-
de anvendtes til at fremstille de resterende hydrofobe mutan-
ter ved rest 166. Ved anvendelse af denne metode indfortes to
unikke og stille restriktionssteder i subtilisingenerne for at
flankere maAlcodonen 166 tat. Som det ses af fig. 13 blev vild-
typesekvensen (linie 1) @ndret ved stedsrettet mutagenese i
M13 under anvendelse af den angivne 3Tmer mutageneseprimer til
indforelse af en 13 bp deletion (stiplet linie) o0g unikke
SacI- og Xmal-steder (understregede sekvenser), som flankerer
codon 166 tat. Subtilisingenfragmentet blev underklonet tilba-
ge i E. coli-B. subti1is-pendu1p1asmidet,'pasaz, til opnaelse
af plasmidet pA166 (fig. 13, linie 2). pal66 blev skaret éaben
med Sacl og Xmal, og der oprensedes linezre molekyler med hul
(fig. 13, linie 3). Puljer af syntetiske oligonukleotider in-
deholdende den pagazldende mutation blev sammenfesjet til opna-
else af duplex-ONA-cassetter, som blev ligeret ind i pal66 med
hul (understregede og overstregede sekvenser i fig. 13, linie
4). Denne konstruktion genetablerede kodningssekvensen bortset
fra over position 166 (NNN, linie 4). Mutantsekvenser blev be-
kraftet ved dideoxysekvensbestemmelse. Stjerner angiver se-

kvensandringer i forhold til vildtypesekvensen. Plasmider, som

hver indeholdt mutant B. amyloliquefaciens-subtilisingen, blev
udtrykt i groft taget akvivalente niveauer i en proteaseutil-
strakkelig stamme af B. subtilis, BG2036 som beskrevet tidli-
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gere. EP publikation nr. 0130756, M. Yang et al. (1984) J.
Bacteriol. 160, 15-21 og D.A. Estell et al (1985) J. Biol.
Chem. 260 (6518-6521).

5 C. Indsnavring af substratspecificitet
ved sterisk hindring

For at undersege den @ndring i substratsspecificitet, der for-
arsages af steriske endr{nger i S-1-understedet, blev position
166-mutanter kinetisk analyseret mod Pl-substrater med stigen-
10 de storrelse (dvs. Ala, Met, Phe og Tyr). Forholdet kcat/Km
vistes i log-form i fig. 15 for at muliggere direkte sammen-
ligninger . af overgangstilstandsbindingsenergier mellem for-

skellige enzymsubstratpar.

15 Ifelge overgangstilstandsteorien kan andringen i fri energi
mellem det frie enzym + substrat (E+S) og overgangstilstands-

-komplekset (E-S%) beregnes ud fra ligning (1),

(1) AGrt = -RT 1n kcat/Km + RT 1n kT/h

20 hvori_kcat er omsaztningstallet. Km er Michaelis-konstanten, R

er gaskonstanten, T er temperaturen, k er Boltzmann's Kkon-
stant, og h er Planck's konstant. Specificitetsforskelle ud-
trykkes kvantitativt .som forskelle mellem overgangstilstan-
dsbindingsenergier (dvs. 4AGt}) og kan beregnes ud fra ligning

25 (2).

(2) 848Gyt = -RT 1n (kcat/Km)a/ (kcat/Km)g

A og B angiver enten to forskellige substrater, der analyseres
30 mod det samme enzym, eller to mutantenzymer, som analyseres

mod det samme substrat.

Som det fremgar af fig. 15A, skifter substratpraferencen fra
store til smd P-1-sidekader, nir storrelsen af sidekaden i po-
sition 166 foreges. En forcge]Se af sidekaden i position 166
35 foradrsager, at kcat/Km falder i forhold til sterrelsen af
P-l1-substratsidekaden (f.eks. fra Glyl166 (vildtype) til Wi166

falder kcat/Km for Tyr-substratet mest efterfulgt i rezkkefolge

af Phe-, Met- 0g Ala-P-1-substrater).
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Specifikke steriske andringer i sidekaden i position 166, sa-
som tilstedevarelsen af en g-hydroxylgruppe eller f- eller vy-
alifatisk' forgrening, " forarsager store formindskelser i
kcat/Km for sterre P-1-substrater. Indferelse af en B-hydrox-
ylgruppe ved at g& fra Al66 (fig. 15A) til s166 (fig. 15B)
forarsager henholdsvis en 8 ganges og 4 ganges reduktion i
kcat/Km for henholdsvis Phe- og Tyr-substrater, mens vardierne
for Ala- og Met-substraterne er uandrede. Ved dannelse af en
B-forgrenet strhktur og ved at g& fra S166 til T166 opnas et

fald pa henholdsvis 14 og 4 gange i kcat/Km for henholdsvis

Phe og Tyr. Disse forskelle forsterres 1lidt for V166, som er
1idt sterre og isosterisk med T166. Ved at forsterre de g-for-
érenede substituenter fra V166 til 1166 forarsages en for-
mindskelse af kcat/Km paA mellem 2 og 6 gange mod Met-, Phe- og
Tyr-substrater. Ved indséttelsé af en y-forgrenet struktur ved
erstatning af M166 (fig. 15A) med L166 (fig. 158) fremkaldes
henholdsvis en 5 ganges .og en 18 ganges formindskelse i

kcat/Km for Phe- og Tyr-substrater. Alifatisk y-forgrening ser

ud til inducere mindre sterisk hindring mod Phe-P-1-substratet

end g-forgrening, hvf1ket ses af den 100-ganges formindskelse
i kcat/Km for Phe-substratet ved at ga fra L166 til I1166.

Reduktioner i kcat/Km som et resultat af forogelser i sidéka—
destorrelse i S-1-understedet, eller specifikke strukturelle
trezk, sasom f- og vy-forgrening, illustreres kvantitativt i
fig. 16. kcat/Km-vardierne for mutanterne i position 166, be-
stemt for Ala-, Met-, Phe- og Tyr-P-l-substratefne (fra det
overste felt til det nederste felt) er afbildet mod sidekade-
volumerne i position 166 (C. Chothia (1984) Ann. Rev. Biochem.
53, 537-572). Katalytisk effektivitet for Ala-substratet nar
et maksimum for 1166, og for Met-substratet, nar den et makéi—
mum mellem V166 og L166. Phe-substratet viser en bred kcat/Km-
top, men er optimal med A166. Her danner de B-forgrenede sub-
stitutioner i position 166 en tinie, som er parallel med, men
groft taget 50 gange lavere i kcat/Km end sidekader med til-
svarende sterrelse [dvs. C166 mod T166, L166 mod I166]). Tyr-
substratet anvendes mest effektivt af vildtypeenzym (Glyl66},

" og der er en stadig formindskelse, nar man gar frem mod store
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sidekader i position 166. De B-forgrenede og y-forgrenede sub-
stitutioner danner en parallel linie under de andre ikke-lade-

de substitutioner med tilsvarende molekylvolumen.

5 Den optimale substitution i position 166 falder i volumen med
stigende volumen af P-1-substratet (dvs. 1I166/Ala-substrat,
L166/Met-substrat, A166/Phe-substrat, Gly166/Tyr-substrat). De
kombinerede volumener for disse optimale par kan narme sig vo-
Tumenet for produktiv binding i S-1-understedet. For de opti-
male par, Glyl66/Tyr-substrat, A166/Phe-substrat, L166/Met-
Substrat, V166/Met-substrat og I166/Ala-substrat er de kombi-
nerede volumener henholdsvis 266, 295, 313, 339 og 261 A3. ved
at trekke volumenet af peptidrygraden fra hvert'par (dvs. to

10

gange volumenet af glycin) kan der beregnes et gennemsnitligt

15 sidekadevolumen pa 160:32A3 fbr produktiv binding.

Virkningén af volumen, udover det produktive bindingsvolumen,
pa tabet i overgangsbindingsenergi, kan vurderes ud fra Tyr-
substratkurven (nederste felt, fig. 16), fordi disse data samt
modelleringsundersogelser (fig. 2) antyder, at enhver substi-
20 tution udover glycin forarsageﬁ sterisk frastedning. Den bed-
ste linie, der kan trzkkes mellem alle dataene (r=0,87) giver
en hazldning, sonm angiver et tab p& groft taget 3 kcal/mol i
overgangstilstandsbindingsenergi per 100 A3 overskydende vo-

lumen (100A3 er ca. storrelsen af en leucylsidekade).
25 '

D. Foroget katalytisk effektivitet
korrelerer med stigende hydrofobicitet
hos substitutionen i position 166

30 Der forekommer vasentlige forogelser i kcat/Km med forsterrel-
se af sidekaden i position 166, bortset fra for Tyr-P-1-sub-
stratet (fig. 16). F.eks. stiger kcat/Km ved at g4 fra Gly166

~til 1166 for Ala-substratet (netto 10 gange), fra Gly166 til
L166 for Met-substratet (netto 10 gange) og fra Glyl66 ti}

35 A166 for Phe-substratet (netfo 2 gange). Foregelserne i kcat/
Km kan ikke fuldstandigt forklares ved tiltrakningsudtrykkene

i van der Waals potentielle energi-funktion pa grund af deres

starke afstandsafhangighed (1/r6) og pa4 grund af disse til-
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trakningskrafters svage natur (W.P. Jencks, Catalysis in Che-
mistry and Enzymology (McGraw-Hill, 1969) side 321-436, A.
Fersht, Enzyme Structure and Mechanism (Freeman, San Francisco
1977) side 226-287, M. Levitt (1976) J. MOl. Biol. 104,
59~107). F.eks. har Levitt (M. Levitt (1976) J. Mol. Biol.
104, 59-107) beregnet, at van der Waals-tiltrakningen mellem
to methionylrester ville give en maksimal vekselvirkningsener-
gi pA groft taget -0,2 kcal/mol. Denne energi ville b11ve>

oversat til kun 1,4 ganges foregelse i kcat/Km.

De foregelser i katalytisk effektivitet, som fofarsages af si-
dekadesubstitutioner i pos{tion 166, forklares bedre ved for-
osgelser i hYdrofobiciteten hos S-1-understedet. Foregelsen i
kcat/Km, der ses for Ala- og Met-substraterne med stigende si-
dekadestorrelse i position 166, ville blive forventet, fordi
hydrofobicitet groft taget er proportionalt med sidekadeover-
fladeareal (G.D. Rose et al. (1985) Science 229, 834-838, J.A.
Reynolds et al. (1974) Pfoc.,Nat]. Acad. Sci. USA 71, 2825-
29217).

Et andet eksempel, som kan fortolkes som en hydrofob virkning,
ses, nAr man sammenligner kcat/Km for isosteriske substitutio-
ner, som adskiller sig i hydrofobicitet, sasom S166 og C166
(fig. 16). Cystéin er betragteligt mere hydrofob end serin
(-1,0 mod +0,3 kcal/mol) (Y. Nozaki et al. (1971) J. Biol.
Chem. 246, 2211-2217; C. Tanford (1978) Science 200, 1012).
Forskellen 1 hydrofobicitet korfe1erer med den observation, at
C166 bliver mere effektiv i forhold til Serlss? nar substra-
ternes hydrofobicitet foreges (dvs. Ala < Met < Tyr < Phe).
Sterisk hindring kan ikke forklare disse forskelle, fordi se-
rin er betragteligt mindre end cystein (99 mod 118A3), I.C.
Paul, Chemistry of the -SH Group (ed. S. Patai, Wiley Inter-
science, New York; 19784) side 111-149.

E. Fremstilling af en elastaselignende

specificitet 7 subtilisin

I166-mutationen illustrerer sarligt godt, at der kan fremkal-

des store andringer i specificitet ved at andre strukturen og
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hydrofobiciteten af S-1-understedet ved hjzlp af en enkelt mu-
tation {(fig. 17). Ved at ga gennem de sma hydrofobe substrater
sker der en maksimal specificitetsforbedring i forhold til
vi1dtypen for Val-substratet (16 gange i kcat/Km). Nar sub-

5 stratsidekadestorrelsen foroges fé1der disse forbedringer til
nesten en (dvs. Leu- og His-substrater). I1166-enzymet bliver
darligere mod storre aromatiske substrater med stigende steor-
relse (f.eks. er 1166 over 1000 gange darlige mod Tyr-substra-
tet end Gly166 er). Man fortolker denne forogelse i katalytisk

10 effektivitet over for de smd hydrofobe substrater for 1166
sammenlignet med Gly166 som den sterre hydrofobicitet hos iso-
leucin (dvs. -1,8 kcal/mol mod 0), Y. Nozaki et al. (1971) J.
Biol. Chem. 248, 2211-2217, C. Tanford (1978) Science 200,
2012. Formindskelsen i katalytisk effektivitet over for de me-

15 get store substrater for 1166 mod Glyl166 tilskrives sterisk
frastedning.

Specificitetsforskellene mellem Glyl66 og 1166 svarer til spe-

cificitetsforskellene mellem chymotrypsin og den evolutionare
20 sleagtning elastase (J.W. Harbor et al. (1984) Biochemistry 23,
2995-3002). I elastase blokerer de fyldige aminosyrer Thr og
Val adgang til P-i-bindingsstedet for store, hydrofobe sub-
strater, som foretrakkes af chymotrypsin. Desuden er de kata-
lytiske effektiviteter mod smd hydrofobe substrater storre for
e1a§tase end for chymotrypsin, saledes som det observeres for

1166 mod Gly166 i subtilisin.:

25

EKSEMPEL 4

Substitution af Gly166 med ioniske aminosvrer

30 _
Konstruktionen af subtilisinmutanter indeholdende substitutio-

nen med de ioniske aminosyrer Asp, Asn, Gln, Lys 0g Ang er be-
skrevet i EP publikation nr. 0130756. Det foreliggende eksem-
pel beskriver konstruktionen af mutantsubtilisinen indeholden-
de Glu i position 166 (E166) og viser substratspecificitets-

35 o
data for disse mutanter. Yderligere data for enkelte og dob-

belte mutantér i position 166 og 156 er vist nedenfor.
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pA166, beskrevet i eksempel 3, blev fordejet med Sacl og Xmal.
Den dobbeltstrengede DNA-cassette (understreget og overstre-‘
get) i linie 4 i fig. 13 indeholdt tripletten GAA for codonen
166 for at kode for erstatningen af Glyl166 med Glu. Dette mu-
tantplasmid, der betegnes pQ166, blev opformeret i BG2036 som
beskrevet. Denne mutantsubtilisin blev, sammen med de andre
mutanter %ndeholdende ioniske substitutentaminosyrer i rest
166, isoleret som beskrevet og yderligere analyseret for va-

riationer i substratspecificitet.

Hver af disse mutanter blev analyseret med tetrapeptidsubstra-
terne, suécihy]3LJA1aL—A}aProL-X-p-nifroani1?6;‘fhvor X wvar
Phe, Ala og Glu.

Resultaterne af denne analyse er vist i tabel IX.

TABEL IX

P-1-substrat
(kcat/Km x 10-4)

Position 166 Phe Ala Glu
Gly (vildtype) ' , 36,0 . 1,4 0,002
Asp (0) _ 0,5 - 0,4 <0,001
Glu (E) 3,5 0,4 <0,001
Asn (N) 18,0 1,2 - 0,004
Gin (Q) : 57,0 2,6 0,002
Lys (X) : 52,0 2,8 1,2

Arg (R) v 42,0 5,0 0,08

Disse resultater viser, at substitutioner med ladede aminosy-
rer ved Glyl166 har forbedrede katalytiske effektiviteter
(kcat/Xm) for modsat ladede P-l-substrater (sa meget som 500
gange) og darligere katalytisk effektivitet for P-l-substrater

med samme ladning.
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EKSEMPEL 5

Substitution af glycin i position 169

Substitutionen af Gly169 i B. amyloliquefaciens-subtilisin med

5 Ala og Ser er beskrevet i EP publikation nr. 0130756. Den sam-
me metode anvendtes til at fremstille de resterende 17 mutan-
ter indeholdende alle andre substituentaminosyrer for position
169.

10 Konstruktionsprotokollen er opsummeret i fig. 18. De anvendte
overstregede og understregede dobbeltstrengede ONA-cassetter
indeholdt fa1gende triplet, som koder for substitutionen af
den angivne aminosyre ved rest 169.

15§ GCT A ATG M

TGT o AAC N
GAT D CCT P
GAA E CAA Q
TTC F AGA R
20 GGC G AGC S
CAC H ACA T
ATC I GTT \
AAA K TGG W
CTT L TAC Y

25 Hvert af plasmiderne indeholdende en substitueret Gly169 blev
betegnet pX169, hvor X betegner éubstituentaminoﬁyren. Mu-
tantsubtilisinerne blev betegnet tilsvarende.

To af de ovennavnte mutantsubtilisiner, A169 og S169 blev ana- -
] 30 lyseret for substratspecificitet mod syntetiske substrater in-

deholdende Phe, Leu, Ala 09 Arg i P-l1-positionen. De folgende
resultater er vist i tabel X.

35
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TABEL X

Virkning af serin- og alaninmutationer
i position 169 pd P-l1-substratspecificitet

P-1-substrat (kcat/Km x 10-4)
Position 169 Phe Leu Ala Arg

Gly (vildtype) 40 10 1 0,4
A169 : ’ 120 20 1 0,9
10 $169 50 10 1 0,6

Disse resultater viser, at substitutioner af Ala og Ser ved
G1y169 har bemarkelsesvardigt tilsvarende katalytiske effekti-
viteter mod en rakke P-l-substrater sammenlignet med deres’
modparter i position 166. Dette skyldes sandsynligvis, at po-

15 _
sition 169 er i bunden af P-1-specificitetsunderstedet.

EKSEMPEL &

Substitution ved position 104

20 .
Tyr104 er blevet substitueret med Ala, His, Leu, Met og Ser.

Den anvendte metode var en modifikation af den stedrettede mu-
tagenesemetode. Ifolge protokollen fra fig. 19 indforte en

primer (skraveret i linie 4) et unikt HindIII-sted og en ram-

25 meskiftsmutation ved codon 104. Restriktionsoprensning for det
unikke HindIlI-sted lettede disoleringen af mutantsekvensen
(linie 4). Restriktionsudvalgelse mod dette HindIII-sted under
anvendelse af primeré i linie 5 anvendtes til opnéelse af po-

sition 104-mutanter.

30 Folgende tripletter anvendtes i primerne fra fig. 19, linie §

“for 104-codonen, som substituerede de folgende aminosyrer.

GCT
ATG
35 CTT
AGC
CAC
CAA

T7C
CCT
ACA
TGG
TAC
GTT

o T »n o P
< <X £ A © M
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GAA
66C
ATC

"AAA

AGA
AAC
GAT
TGT

AR = @ m
O O Z x

Substraterne i tabel XI anvendtes ¢1) at analysere disse mu-
tanters substratspecificitet. De for H104-subtilisin opniede
resultater er vist i tabel XI.

- TABEL XI
10

kcat Km . Kcat/Km
Substrat WT H104 WT ' H104 WT H104

SAAPFpPNA 50,0 22,0 1,4x1074 7,1x10"4 3,6x105 3,1x10%
SAAPAPNA 3,2 2,0 2,3x1074 1,9x10°3 1,4ax104 1x103
sFAPFpPNA 26,0 38,0 1,8x10°4 4,1x10"4 1,5x105 9,1x104
SFAPApPNA 0,32 2,4 7,3x10°5 1,5x10"4 4,4x103 1,6x104

15

Fra disse data er det klart, at erstatningen af Tyr med His i
position 104 giver et enzym, som er mere effektivt (hojere
20 kcat/Km}, nar Phe er i P-4-substratpositionen, end nar Ala er

i P-4-substratpositionen.
EKSEMPEL 7

25 Substitution af Alal§2 .

Alal52 er blevet substitueret med Gﬁy og Ser for at bestemme
virkningen af sidanne substitutioner pad substratspecificitet.

Vildtype-DNA-sekvensen blev muteret med V152/P153-primeren
30 {fig. 20, linie 4) under anvendelse af den ovenstaende re-
striktionsoprensningsmetode for det nye KpnlI-sted. Andre mu-
tantprimerer (skraverede sekvenser i fig. 20, S152, linie 5 og
G152, linie 6) muterede det nye Knpl-sted bort, 0g saddanne mu-
tanter blev isoleret under anvendelse af restriktionsudvalgel-

35 sesprocedure som beskrevet ovenfor som tab af KnpI-stedet.

Resultatet af disse substitutioner for de ovenstidende synte-

tiske substrater indeholdende P-l1-aminosyrerne, Phe, Leu og
Ala, er vist i tabel XII.
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TABEL XII
P-1~-substraterne
(kcat/Kmx10~4)
Position 152 _ Phe Leu Ala
Gly (G) 0,2 0,4 <0,04
Ala (vildtype) : 40,0 10,0 1,0
ser (S) 1,0 0,5 0,2

Disse resultater viser, at, i modsatning til positionerne 166
og 169, forarsager erstatning af Alal52 med Ser eller Gly en
dramatisk reduktion ‘i ~katalytisk effektivitet over: for alle
undersogte substrater. Dette antyder, at Alalb2, i toppen af
S-l;understedef, kan vare den optimale aminosyre, fordi Ser og

Gly er homologe Ala-substitutter.
EKSEMPEL 8

Substitution i position 156

Mutanter 1indeholdende substitutionen af Glul56 med Ser og Gl1n
er blevet konstrueret i overensstemmelse med den i fig. 21 af-
bildede helhedsmetode. Denne metode blev opbygget for at lette
konstruktionen af multiple mutanter i position 156 og 166 som
beskrevet i det folgende. Ved imidlertid at regenerere vildty-

pe~-Glyl66 opnaedes enkeltmutationer ved Glul56.

Plasmidet pAl66 er allerede afbildet i linie 2 i fig. 13. De
syntetiske oligonukleotider for oven til hsjre i fig. 21 angi-
ver de samme DNA-cassetter, som afbiidet i linie 4 i fig. 13.
Plasmidet pl166 i fig. 21 reprasenterer sé]edes_mutantp1asmi-
derne fra eksemplerne 3 og 4. I dette bestemte eksempel inde-
holder pl166 vildtype-Gly166.

Konstruktion af enkeltmutanter i position 156 blev fremstillet
ved at ligere de tre fragmenter (1-3), som er angivet forneden
i fig. 21. Fragment 3, indeholdende den carboxyterminale del
af subtilisingenet inklusive vildtype-position 166-codonen,

isoleredes som 610 bp Sacl-BamHI-fragment. Fragment 1 inde-
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holdt vektorsekvenserne samt de aminoterminale sekvenser af

subtilisingenet til codon 151. Ti1 fremstilling af fragment 1

indfertes et unikt KpnIFsted ved codon 152 i vildtypesubtili-

sinsekvensen fra pS4.5. Ved stedrettet mutagenese i M13 an-

5 vendtes en primer med sekvensen 5'-TA-GTC-GTT—GCG-GTA-CCC-GGT-

AAC-GAA-3' ti] dannelée af mutationen. Berigelse for hutant—

sekvensen opnaedes ved restriktion med Kpnl, oprensning og

se]vligéring. Mutantsekvensen indeholdende. Kpnl-stedet blev

bekrzftet ved direkte plasmidsekvensbestemmelse til opnhaelse

A10 af PV152. pV152 (~1 pug) blev fordejet med Kpnl og behandlet

med to enheder DNA-polymerase I-fragment (K1énow—fragment fra

Boehringer Mannheim) plus 50 UM deoxynukleotidtriphosphater

ved 37°C i 30 minutter. Dette fremkaldte en stump ende, som

endte med codon 151. DNA'en blev ekstraheret med 1:1-volumener

15 phenol og CHC13, og ONA i den vandige fase blev udfzldet ved

tilsa2tning af 0,1 volumen 5M ammoniumacetat 0g to volumener

ethanol. Efter centrifdgering og vask af DNA-pellet med 70%

ethanol blev DNA'en lyofiliseret. DNA blev fordojet med BamHI,

0g 4,6 kb stykket (fragment 1) blev oprenset ved acrylamidgel-

20 elektroforese efterfngt}af elektroetuering. Fragment 2 var en

syntetisk dup1ex-DNA-cassette, som, nar den blev ligeret med

fragmenterne 1 og 3, genetablerede kodningssekvensen korrekt,

bortset fra ved codon 156. Den gverste streng blev syntetise-

ret til ‘at indeholde en glutamincodon, og den komplementare

25 nederste streng kodede for serin ved 156. Ligering af hetero-

phosphylerede cassetter forer til en stor og favorabel prafe-

rence for den phosphorylerede i forhold til den ikke-phospho--

rylerede oligonukleotidsekvens i det endelige segregeredé
plasmidprodukt.. For at opna Q166 blev den oaverste streng der- - -

30 for phosphoryleret og sammenfojet med den ikke-phosphorylerede

» nederste streng for ligering. Tilsvarende blev den nederste

streng phosphoryleret og sammenfo jet med den ikke-phosphoryle-

rede overste streng til opnielse af S156. Mutantsekvenser iso-

leredes efter ligering og transformation og bekraftet ved re-

35 striktionsanalyse og DNA-sekvensbestemmelse som tidligere. Ti)

ekspression af variantsubtilisiner blev plasmider transforme-

ret ind i en subtilisinneutral proteasedeletionsmutant af B.

subtilis, BG2036, som beskrevet tidligere. Der dyrkedes kultu-
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rer i rystekolber i 24 timer ved 37°C i L8-medier indeholdende
12,5 mg/ml chloramphenicol, og subtilisin oprensedes fra kul-
tursupernatanter som beskrevet. Subtilisinrenheden var storre

end 95%, bedomt ved SDS-PAGE.

Disse mutantplasmider, betegnet pS156 og pQl56, og mutantsub-
tilisiner betegnet S156 og Q156 blev analyseret med de oven-
staende syntetiske substrater, hvor P-1 omfattede aminosyrerne
Glu, Gln, Met og Lys. Resultaterne af denne analyse er vist i

eksempel 9.

EXSEMPEL 9

Multiple mutanter med-zndfét substratspecificitet -

substitution i positionerne 156 og 166

Enkeltsubstitutioner af position 166 er beskrevet i eksempler-
ne 3 og 4. I eksempel 8 beskrives enkeltmutationer i position
156 samt protokol]en‘fra fig. 21, hvorved forskellige dobbelt-
mutanter omfattende substitutionen af forskellige aminosyrer i
positionerne 156 og 166 kan fremstilles. 1 dette eksempel be-
skrives konstruktionen og substratspecificiteten hos subtili-
sin indeholdende substitutioner i positibn 156 og 166 og op-
summerer nogle af dataene for enkelt- og dobbeltmutanter i po-

sitionerne 156 og 166 med forskellige substrater.

K166 er .en almindelig erstatningsaminosyre i de heri beskrevne
156/166-mutanter. Erstatningen af Glyl166 med Lys opnaedes ved
anvendelse af den syntetiske DNA-cassette for oven til hejre i
fig. 21, som indeholdt tripletten AAA i sfedet for NNN. -Dette
gav fragment 2, idet Lys erstattede 61y166.

156-substituenterne var GIn og Ser. Gln- og Ser-substitutio-
nerne ved Glyl156 er indeholdt i fragment 3 (forneden til hojre
i fig. 21). '

De multiple mutanter blev fremstillet ved at kombinere frag-
menterne 1, 2 og 3, som beskrevet i eksempel 8. Mutanterne
Q156/K166 og S156/K166 blev dannet selektivt ved differentiel

phosphorylering som beskrevet. Alternativt fremstilledes de
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dobbelte 156/166-mutanter, sammenlign Q156/K166 og S156/K166
ved ligering af 4,6 kb SacI-BamHI-frégmentet fra det relevante
P166 plasmid indeholdende 0,6 kb SacI-BamHI-fragmentet fra det

relevante pl66-plasmid.

Disse mutanter, den enkelte mutant K166 og S156- og Q156-mu-
tanterne fra eksempel 8, analyseredes for substitutspecifici-
tet mod syntetiske polypeptider indeholdende Phe eller Glu som

P-1-substratresten. Resultaterne er vist i tabel XIII.
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Som det kan ses i tabel XIV forbedrer hver af disse enkelte
mutationer enzymydeevnen pad substrater med glutamat ved P-1-
enzymbindingsstedet. N&r disse enkelte mutationer blev kombi-
heret, er de resulterende multiple enzymmutanter bedre end

5 hver af modrene. Disse enke1té eller multiple mutationer an-
drer ogs&d enzymernes relative pH-aktivitetsprofiler, som vist
i fig. 23.

For at isolere det elektrostatiske bidrag til substratspecifi-

10 citet fra andre keﬁiske bindingskrafter blev disse'forske11ige
enkelte og dobbelte mutanter analyseret for deres evne til at
binde og spalte syntetiske substrater indeholdende Glu, G1n,
Met og Lys som P-1-substrataminosyren. Dette muliggjorde sam-
menligninger mellem sidekader, som var mere sterisk ensartede,

15 men som adskilte sig i ladning (f.eks. Glu mod G1ln, Lys med
Met). Tilsvarende analyseredes mutantenzymer mod homologe P-1-
substrater, som sterisk svarede mest ti) hinanden, men adskil-
te sig i ladning (tabel XIV).
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Fodnoter til tabel XIV:

(3) B. subtilis, BG 2036, som udtrykker den angivne variant-
subtilisin, blev fermenteret og énzymer oprenset som beskrevet
tidligere (Estell, et al. (1985) J. Biol. Chem. 260, 6518-
6521). Vildtype—subti]iﬁin er angivet (WT) indeholdende G1u156
og Glyle6s.

(o) Nettoladning i P-1-bindingsstedet defineres som summen af

ladninger fra position 156 og 166 ved pH-vardi 8,6.
10 :

(c) Vardier for kcat(s~1l) og Km(M) blev malt i 0,1 M Tris,
pH-vardi 8,6, ved 25°C som béskrevet tidligere mod P-1-sub-
‘strater med formen succinyl-L-AlaL-AlalL-ProL-[X]-p-nitroani-
lid, hvor X er den angivne P-l-aminosyre. Vardier for 1og 1/Km

i5s er vist i parenteser. Alle fejl i bestemmelsen af kcat/Km og
1/Km er under 5%.

(d)  Fordi vardierne for Glul56/Asp166(D166) er for sma til at

blive bestemt pracist, er den maksimale forskel, der tages for
20 GluP-1-substratet begreanset til et ladningsinterval pa +1 til
-1 i ladningsandring.

i.b. = ikke bestemt.

25 De viste kcat/Km?forhold er anden ordens hastighedskonstanter-~
ne for omdannelsen af substrat til- produkt og reprasenterer
enzymets katalytiske effektivitet. Disse forhold er vist i lo-
garitmisk form for at bringe dataene inden for samme milestok,
og fordi tog kcat/Km er proportional med faldet i overgangs-

30 tilstandsaktiveringsenergi (AGy). Mutationer i positibn 156 og
166 fremkalder =andringer i katalytisk effektivitet overfor:
Glu-, 61n-, Met- og Lys-P-l1-substrater pa henholdsvis 3100,
60, 200 og 20 gange. Ved. at gore P-1-bindingsstedet mere posi-
tivt ladet [sammenlign f.eks. GIn156/Lys166 (Q156/K166) med

35 Glul56/Met166 (Glu156/M166)] forogedes kcat/Km dramatisk over
for Glu-P-1-substratet (op til 3100 gange)}, og den katalytiske
effektivitet over for Lys-P-1-substratet faldt (op til 10 gan-

ge). Desuden viser resultaterne, at vi]dtypeeniymets kataly-
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tiske effektivitet kan forbedres meget over for ethvert af de

fire P-1-substrater ved mutagenese af P-1-bindingsstedet.

Andringerne i kcat/Km forahsagesihovedsageligt af andringer i
1/Km. Fordi 1/Km ca. er lig med 1/Ks, enzym-substrat-associa-
tionskonstanten, fqrérsager mutationerne primart en andring i
substratbinding. Disse mutationer fremkalder mindre virkninger
pa kcat, som leber parallelt med virkningerne pa 1/Km. Andrin-
gerne i kcat antyder enten en #2ndring i binding i P-1-bin-
dingssiedet ved at ga fra Michaelis-komplekset (E-S) til
overgangstilstandskomplekset (E-S}) som tidligere foreslaet
(J.D. Robertus et al. (1972) Biochemistry 11, 2439-2449, J.D.
Robertus et al. (1972) Biochemistry 11, 4293-4303, eller en
and}ing i positionen af den spaltelige peptidbinding over den

katalytiske serin i E'S-komplekset.

gndringer i substratpraference, som opstar ud fra 2ndringer i
nettoladningen i P-1-bindingsstedet viser tendenser, som bedst
forklares ved elektrostatiske virkninger (fig. 28). Nar P-1-
bindingskloften bliver mere positivt "ladet stiger den gennem-

snitlige katalytiske effektivitet meget mere for Glu-P-1-sub-

'stratet'end for dets neutrale og isosteriske P-1-homolog, Gln

(fig. 28A). Ved den positive ydergranse har begge substrater

desuden nasten identiske katalytiske effektiviteter.

I modsaztning hertil falder den katalytiske effektivitet over
for Lys-P-1-substratet, na&r P-l-stedet bliver mere positivt

ladet og afviger skarpt fra dets neutrale og isosteriske homo—-
log, Met (fig. 28B). Den tilsvarende og parallelle opadgaende

tendens, som ses med stigende positiv ladning for Met- og Glu-

P-1-substraterne, er sandsynligvis et resultat af den kends-

gerning, at alle substraterne er succinylerede pa deres amino-

terminale ende, og derfor barer en formel negativ ladning.

De tendenser, der observeres i log kcat/Km, domineres af a&n-

dringer i Km-udtrykket (figurne 28C og 28D). Nar lommen bliver
mere pqsitivt ladet, konvergerer log 1/Km-vardierne for Glu-
og Gln-P-1-substrater (fig. 28C) og divergerer for Lys- o0g
Met-P-1-substrater (fig. 28D). Skent der ses mindre udtalte

~
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virkninger i log kcat, er virkningerne af P-1-ladning p& log
kcat parallelle med dem, der ses i log 1/Km og b1ivér storre,
nar P-1-lommen bliver mere positivt'ladet. Dette kan vare re-
sultatet af den kendsgerning, at overgangstilstanden er en

5 tetraedrisk anion og en nettopositiv ladning i enzymet Kkan
tjene til at tilvejebringe nogen ekstra stabilisering ti1
overgangstilstanden.

Virkningen af andringen i P—l-bindingsstedsladning'-pa sub-

10 'sfratpreference kan vurderes ud fra forskellene i hazidninger
mellem de ladede og neutrale isosteriske P-l1-substrater (fig.
288). Den gennemsnitlige andring i substratpraference (Alog
kcat/Km) mellem ladede og neutrale isosteriske substrater sti-
ger groft taget 10 gange, nar den komplementzre ladning eller

15 enzymet foreges (tabel XV). Nar Glu sammenlignes med Lys, er
denne forskel 100 gange, og &ndringen i substratpraference
fremgar hovedsage]igt af Km-udtrykket.

TABEL XV

20 - Differenciel virkning af bindingsstedsladning
pa log kcat/Km eller {(log 1/Km) for P-1-sub-
strater, som adskiller sig i ladning(2a)

£Andring i P-1-bindings- ' Adlog kcat/Km {({Alog 1/Km)
25 stedsladning(b) GluGlin MetlLys Glulys
-2 til -1 i.b. 1,2 (1,2) i.b.
-1 ti1l o 0,7 (0,86) 1,3 (0,8) 2,1 (1,4)
0 til +1 1,5 (1.,3) 0,5 (0,3) 2,0 (1,5) -
30 Gennemsnitlig @ndring i

log kcat/Km eller
{(log 1/Km) per
enhedsladningsandring 1,1 (1,0) 1,0 (0,8) 2,1 (1,5)

35
(3)  Forskellen i kurvernes hzldning blev taget mellem P~1-

substraterne over ladningsintervallet, der er givet for log

(kcat/Km) (fig. 28A, B) og (log 1/Km) (fig. 28C, D). Vardierne
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reprasenterer den differentielle virkning, som en ladningsan-

dring har p& at skelne de substrater, som sammenlignes.

{b) {adning i P-1-ladningssted defineres som summen af lad-

ningerne fra positionerne 156 og 166.

Den frie energi for elektrostatiske vekselvirkninger i struk-
turen og energitikken for saltbrodannelse afhanger af afstan-
den mellem 1édningerne og mediernes mikroskopiske dielektrika.
For at analysere disse strukturelle og mikromi]jcmassige virk-
ninger vurdéredes de energier, som er involveret i specifikke
saltbroer. Udover de viste mulige saltbroer (figurerne 28A og
29B) kan der bygges rimelige saltbroer mellem et Lys-P-1-sub-
strat og Asp i position 166 og mellem et Glu-P-1-substrat og
en Lys i position 166 (ikke vist). Skent kun en af disse
strukturer bekraftes af rontgenkrysta]]ogréfi (T.L. Poulos et
al. (1976) J. Mol. Biol. 257, 1087-1103) har alle modeller fa-
vorable torsionsvinkler (A.R. Sielecki et al. (1979%) J. Mol.
Biol. 134, 781-804) og indferer ikke ufavorable van der Waals-

kontakter.

Den andring i praference hos ladede P-l1-substrater, som'frem-
kaldes af dannelse af de ovenstaende modelsaltbroer, er vist i
tabel XVI. -
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Fodnoter til tabel XVI:

(a) Molekylmodellering viser, at det er muligt at danne en
saltbro mellem det angivne ladede P-1-substrat og en komple-
mentar ladning i enzymets P-1-bindingssted ved den angivne

andrede position.

(b} pe sammenlignede enzymer har sterisk til hinanden svaren-
de aminosyresubstitutioner, -som adskiller sig i ladning ved

den angivne position.

(c) pe sammenlignede P-1-substrater "svarer strukturelt til
hinanden, men adskiller sig i ladning. Det ladede P-1-substrat
er komplementzrt med ladningsandringen ved den angivhe posi-

tion mellem enzymerne 1 og 2.

(d) pata fra tabel XIV anvendtes til at beregne forskellen i
log (kcat/Km) mellem det ladede og ikke-ladede P-1-substrat
(dvs. substratpraferencen). Substratpraferencen er vist sepa-

rat for enzym 1 og 2.

(e) Forskellen i substratpraference mellem enzym 1 (mere
hejtladet) og enzym (mere neutralt) reprasenterer den hastig-

hedsandring,-spm ledsager den elektrostatiske vekselvirkning.

Forskellen mellem katalytiske effektiviteter (dvs. Alog
kcat/Km) for de ladede og neutrale P-1-substrater (f.eks. Lys
minus Met eller Glu minus Gln) giver substratpraferencen for
hvert enzym. #£ndringen i substratpreference (AAlog kcat/Km)
mellem de ladede og mere neutrale enzymhomologer (f.eks.
Glul56/G1y166 minus GIn156(Q156)/G1y166) afspejler andringen i
katalytisk effektivitet, som udelukkende kan tilskrives elek-

trostatiske virkninger.

Disse resultater viser, at den gennemsnitlige &ndring i1 sub-
stratpraference er betragteligt storre, nar der fremkaldes
elektrostatiske substitutioner i position 166 (50 gange
kcat/Km) i forhold til position 156 (12 gange i kcat/Km). Fra
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disse AAlog kcat/Km-vardier kan der beregnes en gennemsnitlig
andring i overgangstilstandsstabiliseringsenergi p& henholds-
vis -1,5 og -2,4 kcal/mol for substitutionerne i positionerne
156 og 166. Dette skulle reprazsentere den stabiliseringsener-

5 gi, som skyldes en favorabel elektrostatisk vekselvirkning for
bindingen af frit enzym og substrat til dannelse af oVergangs-
tilstandskomplekset.

EKSEMPEL 10

10 Substitioner i position 217

Tyr217 er blevet substitueret med'alle andre 18 aminosyrer.
Der anvendtes cassettemutagenese, som beskrevet iiEP publika~
tion nr. 0130756 4 overenssteﬁme]se med protokollen fra fig.

15 22. EcoRV—restriktionsstedet anvendtes til restriktionsoprens-
ning af pA217.

Eftersom denne position er involveret i substratbinding pavir-
ker mutationer her enzymets Kinetiske parametre. Et eksempel

20 er substitutionen af Tyr med Leu i position 217. For substra-
‘tet sAAPFpNa har denne mutant en kcat pa 277 og en Km pa
4,7x10-4 med et kcat/Km-forhold pad 6xi05. Dette reprazsenterer
en 5,5 ganges foregelse i kcat med en 3 ganges fobege1se i Km
i forhold til vildtypeenzymet. ‘

25 Desuden resulterer erstatning af Tyr217 med Lys, Arg, Phe el-

ler Leu i mutantenzymer, som er mere stabile ved pH-vardier p&
ca. 9-11 end vildtypeenzymet. Omvendt resulterer erstatning af
Tyr217 med Asp, Glu, Gly eller Pro i enzymer, som er mindre

stabile ved pH-vardier pa ca. 9-11 end vildtypeenzymet.
30 : , ’ )

 EKSEMPEL 11

Multiple mutahter med andret termisk stabilitet

B. amyloliquefaciens-subtilisin indeholder ingen cysteinres-
35 ter. Ethvert forseog pd at fremkalde termisk stabilitet ved
hj2lp af Cys-tvarbinding krazvede saledes substitutionen af me-~

re end en aminosyre i subtilisin med Cys. Felgende subtilisin-

rester blev substitueret flere gange med cystein:
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Thr22/Ser87
Ser24/Ser817

Mutagenese af Ser24 til Cys blev udfert med en 5'-phosphoryle-

ret oligonukleotidprimer med sekvensen

§'-pc-TAC-ACT-GGA-TEE-AAT-GTT-AAA-G-3".

(Stjerner visef'pIaceringén af forkert matchede, og den under-
stregede sekvens viser positionen af det andrede Sau3A-sted).
B. amyloliquefaciens-subtilisingenet p& et 1,5 kb EcoRI-BamHI-
fragment fra pS4,5 blev klonet ind i M13mpll og enke1tstrénget
DNA isoleredes. Denne skabelon {M13mpl1SUBT) blev dobbeltpri-

‘met med den 5'-phosphorylerede universelle sekvens-M13-primer

0og mutageneseprimeren, Adelman et al. (1983) DNA 2, 183-193.
Heteroduplexen blev transficeret ind i kompetente JM10l-cel-
ler, og plaquer blev undersegt for mutantsekvensen (M.J. Zol-
ler et al. (1982) Nuq1eic Acid Res. 10, 6487-6500, Wallace et
al. (1981) Nucteic Acid Res. 9, 3647-3656) under anvendelse af
en tetramethylammoniumchloridhybridiseringsprotokol (Wood et
al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 1585-1588). Ser87-

~til -Cysmutationen blev fremstillet pa tilsvarende made under

anvendelse af en 5'-phosphoryleret primer med sekvensen

5'-pGGC-GTT—GCG—CCA-*GC—GCA-TCA—CT—3'

(StjernenAangiver positionen for den fejlagtige matchning, og
den understregede sekvens viser positionen af et nyt MstI-
sted). C24- og C87-mutationerne blev opnadet med en frekvens pa
henholdsvis 1 og 2%. Mutantsekvenser bekraftedes ved dideoxy-

sekvensbestemmelse i M13.

Mutagenese af Tyr21/Thr22 til A21/C22 blev udfert med en 5'-

phosphoryleret oligonukleotidprimer med sekvensen

- *k X%k ’
§'-pAC-TCT-CAA-GGC-GCT-T6T-GGE-TCA-AAT-GTT-3"

(Stjernerne viser forkerte matchninger til vildtypesekvensen,

og den understregede sekvens viser positionen af et =ndret
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Sau3A-sted). Manipulationer for heteroduplexsyntese var iden-
tiske med dem, som er beskrevet for C24. Fordi direkte kloning
af heteroduplex-DNA-fragmentet kan give forzgede mutagenese-
frekvenser, blev EcoRI-BamHI-subtilisinfragmentet oprenset og

5 ligeret ind i pBS42. E. coli-MM294-cliler blev transformeret
med ligeringsblandingen, og plasmid-DNA oprensedes fra isole-
fede transformanter. Plasmid-ONA blev screenet for tabet af
Sau3Astedet ved codon 23, som var fjernet af mutageneseprime-
ren. To ud af 16 plasmidprzparater havde tabt vildtype-Sau3A-

10 stedet. Mutantsekvensen blev bekrazftet ved dideoxysekvensbe-
stemmelse i M13.

Der fremstilledes dobbelte mutanter, C22/C87 og C24/C87, ved
at ligere fragmenter, som delte et falles C]ai-sted, der ad-
15 skilte de'enkelteVmodercystincodoner. Specifikt blev 500 bp
Ecorl-Clal-fragmentet indeholdende 5'-delen af subtilisingenet
(herunder codonerne 22 og 24) ligeret med 4,7 Kb Clal-EcoRI-
fragmentet, som indeholdt 3'-delen af subtilisingenet (herun-
der codon 87) plus pBS42-vektorsekvens. E. po]i-MM 294 blev
20 transformeret med ligeringsblandinger, og plasmid DNA opren-
sedes fra individuelle transformanter. Dobbelte cysteinplas-
midkonstruktioner blev identificeret ved restriktionsstedsmar-
’kerer, som stammede fra modercysteinmutanterne (dvs. €22 og
€24, Sau3A minus; Cys8T, Mstl p{us). Plasmider fra E., coli
25 blev transformeret ind i B. subtilis BG2036. Disse mutanters
termiske stabilitet sammenlignet med vildtypesubtilisin er

vist i fig. 30 og tabellerne XVII og XVIII.

30

35
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TABEL XVII

Virkning af DTT pad halveringstiden for
autolytisk inaktivering af vildtypesubtilisin
og disulfidmutanter af subtilisin¥*

ty
Enzym -DOT +DTT -DTT/+DTT
‘ min
Vildtype 95 85 1,1
c22/Cc87 a4 25 1,8
c24/Cc817 92 62 1.5

(*) Oprensede enzymer blev enten behandlet eller ikke behand-

‘1et med 25 mM DTT ogq dialyseret med eller uden 10 mM DTT i 2

mM CaCly, 50 mM Tris (pH-vardi 7,5) i 14 timer ved 4°C. Enzym-
koncentrationer blev justeret til 80 ul. Portioner blev an-

- bragt pa& is og analyseret for resterende aktivitet. Halve-

ringstider for autolytisk inaktivering blev bestemt ud fra
semilogaritmiske afbildninger af logjg (resterende aktivitet)
mod tiden. Disse afbildninger var linezre for over 90% af in-

aktiveringen.

TABEL XVIII

Virkning af mutationer i subtilisin
pd halveringstiden for autolytisk

inaktivering ved 58°C¥*

Enzym ' , ty '

min
Vildtype ' : - 120
c22 : , C 22
c24 i 120
c87 ' 104
c2z2/Cc87 - - 43
c24/C87 115

(*) Halveringstider for autolytisk inaktivering blev bestemt
for vildtypesubtilisin og mutantsubtilisiner som beskrevet i
teksten til tabel III. Uoprensede og .ikke-reducerede enzymer

anvendtes direkte fra B. subtilis-kultursupernatanter.
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Disulfiderne, som indfertes j subtilisin, forbedrede ikke mu-
tantenzymernes autolytiske stabilitet sammenlignet med vild-
typeenzymet. Imidlertid gav disulfidbindingerne en margen for
autolytisk stabilitet sammenlignet. med deres tilsvarende redu-
5 cerede dobbeltcysteinenzym. Undersogelse af en meget raffine-
-ret rontgentstruktur af vildtype-B. amyloliquefaciens-subtili-
sin afslerer en hydrogenbinding mellem Thr22 0g Ser87. Fordi
cystein er en darlig hydrogendoner el]ér -acceptor (I.C. Paul
(1974) i Chemistry of the -SH Group (S. Patai, ed.) side
10 111-149, Wiley Interscience, New York) kan en svakkelse af
22/87-hydrogenbindinged forklare, hvbrfor C22- og C87-enkelt-
cysteinmuténtproteinerne er mindre autolytisk stabile end bade
C24 og vildtype (tabel XVIII). Den kendsgerning, at C22 er
mindre autolytisk stabil end C87 kan vare resultatet af
15 Tyr21A-mutationen (tabel XVIII). Faktisk viser konstruktion og
analyse af Tyr21/C22, at mutantproteinet har en autolytiék
stabilitet, som er narmere stabiliteten hos C87. Til1 opsumme-
ring destabiliserer (22 0g C87 fra enkeltcysteinmutationer
proteinet mod autolyse, og disulfidbindingsdannelse forager
20 stabiliteten til et niveau, som er mindre end eller 1lig med
vildtypeenzymets stabilitet.

EKSEMPEL 12

Multiple mutanter indeholdende substitutioner

25 i_position 222 og position 166 eller 169
Dobbelte mutanter 166/222 og 169/222 blev fremstillet ved at
sammenligere (1) 2,3 kb Acall-fragmentet fra pS4.5, som inde-
holder 5'-delen af subtilisingenet og vektorsekvenser, (2) 200 -
30 bp Avall-fragmentet, som indeholder de relevante 166~ eller
168-mutationer fra de respektive 166- eller 169-plasmider og
(3) 2,2 kb Avall-fragmentet, som indeholder den relevante
222-mutation 3' og af subtilisingenerne samt VektorsekvensAfra
det respektive p222-plasmid.
35

Skent mutationer i position 222 forbedrer oxidationsstabilite-

ten har de ogsd en tendes til at foroge Km. Et eksempel er

vist i tabel XIX. I dette tilfalde blev A222-mutationen kom-
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bineret med Ki66-mutationen til opnaelse af et énzym med kcat

og Km liggende meltem de to moderenzymer,

TABEL XIX

kcat Km
WT 50 1,4x10-4
A222 42 9,9x10-4
K166 | 21 3,1x10-5
K166/A222 29 2,0x10-4

substrat sAAPFpNa

EKSEMPEL 13

Multiple mutanter indeholdende substitutioner i

position 50, 156, 166, 217 og kombinationer deraf

Den dobbelte mutant S156/A169 fremstilledes ved ligering af to
fragmenter, som hver indeholdt en af de relevante mutationer.
Plasmidet pS156 blev skaret med Xmal og behandlet med Sl1-nu-
klease til dannelse af en stump ende ved codon 167. Efter
fjernelse af nukleasen ved phenol/chloroformekstraktion og et-
hanoludfzldning blev DNA'en fordojet med BamHI, og det ca. 4
kb store fragmgdt indeholdende vektoren samt 5'-delen af sub-

tilisingenet til codon 167, oprensedes.

pAl69-plasmidet blev fordejet med KpnI og behandlet‘med DNA-
polymerase~Klenow-fragment plus 50 puM dNTP'er til dannelse af
eh codon med stump ende ved codon 168.'K1enow-fragmentet blev
fjernet ved phenol/chloroformekstraktion og ethanoludfaldning.
DNA'en blev fordejet med BamHI, og 590 bp fragmentet inklusive
codon 168 frem til carboxyenden af subti]isingenet, isolere-
des. De to fragmenter blev derefter ligeret til opnlelse af
S156/A169.

Tredobbelte og firedobbelte mutanter fremstilledes ved at sam-
menligere (1) 220 bp Pvull/Haell-fragmentet indeholdende de
relevante 156-, 166- og/eller 169-mutationer fra det respekti-
ve pl56-, pl66- og/eller pl69-dobbelte eller enkelte mutant-
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plasmid, (2) 550 bp HaelI/BamHI-fragmentet indeholdende den
relevante 217-mutant fra det respektive p217-plasmid og (3)
3,9 kb Pvull/BamHI-fragmentet indeholdende F50-mutationen og

vektorsekvenser.

Den multiple mutant F50/S156/A169/L217 samt B. amyloliquefaci-
ens-sub£i1isin, B. licheniformis-subtilisin og den enkelte mu-
~tant L217 b1ev'anaTyséret med de ovenstaende syntetiske poly-
peptider, hvor P—l-aminoéyren i substratet var Lys, His, Ala,
Gln, Tyr, Phe, Met'og Leu. Disse resultater er vist i figurer-
ne 26 og 27.

10

Disse resultater viser, at F50/S156/A169/L217-mutanten hér en
substratspecificitet, som svarer til substratspecificiteten
for B. licheniformis-enzymet, og som adskiller sig dramatisk
15 fra vildtypeenzymets. Skent der Kun er vist data for L21T-mu-
tanten, viste ingen af de enkelte mutanter (f.eks, F50, S156
eller A169) denne virkning. Skent B. licheniformis adskiller
sig i 88 réstpositioner fra B. amyloliquefaciens, forklarer
kombinationen af kun disse fire mutationer de fleste af for-

20 skellene i substratspecificitet mellem de to enzymer.

EKSEMPEL 14

Subtilisinmutanter med &ndret alkalistabilitet

25 Oer anvendtes en tilfaldig mutageneseteknik til at frembringe

enkelte og multiple mutationer i B. amyloliquefaciens-subtili-
singenet. Sadanne mutanter blev screenet for andret alkalista-
bilitet. Kloner med foroget (positiv) alkalistabilitet og for-
mindsket (negativ) alka1fstabilitet blev isoleret og sekvens-
30 bestemt for at identificere mutationerne i subtilisingenet.
8landt de positive kloner identificeredes mutanterne V107 oq
R213. Disse enkelte mutanter blev derefter kombineret til dan-

nelse af mutanten Vi07/R213.

35 En af de negative kloner (V50) fra eksperimenterne med tilfal-
dig mutagenese resulterede i en markbar formindskelse i alka-

listabiliteten. En anden mutant {P50) analyseredes for alka-

lTistabilitet for at bestemme virkningen af en anden substitu-
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tion i position 50. F50-mutanten viste sig at have en storre
alkalistabilitet end vildtypesubtilisinen og resulterede, nar
den blev kombineret med den dobbelte mutant V107/R213 i en mu-
tant med en alkalistabilitet, som afspejlede summen af alkali-

stabiliteten for hver af de individuelle mutanter.

Den enkelte mutant R204 og den dobbelte mutant C204/R213 blev
jdentificeret ved alkaliscreening efter tilfaldig cassettemu-
tagense over regionen fra position'197 til1 228. C204/R213-mu-
tanten blev derefter modificeret til dannelse af mutationer
indeholdende de individuelle mutationer C204 og R213 for at
bestemme bidraget fra hver af de individuelle mutationer. Cas-

settemutagenese under anvendelse af opsamlede oligonukleotider

til erstatning af alle aminosyrer ved position 204 anvendtes

til at bestemme, hvilken substitution i position 204, som vil-
le maksimere forsgelsen i alkalistabilitet. Mutationen fra
Lys213 til Arg blev bibeholdt konstant for hver af disse sub-

stitutioner i position 204.

A. Konstruktion af pB0180, et
E. coli-B. subtilis-pendulplasmid

2,9 kb EcoRI-BamHI-fragmentet fra pBR327 (L. Covarrubias et
al. (1981) Gene 13, 25-35) blev ligeret til 3,7 kb EcoRI-
BamHI-fragmentet fra pBD64 (T. Gryczan et al. (1980) J. Bacte-
riol., 141, 246-253) til opnaelse af det rekombinerede plasmid
pB0153. Den unikke EcoRI-genkendelsessekvens i pBD64 blev

fjernet ved fordojelse med EcoRI efterfulgt af behandling med

Kienow og deoxynuk1eotidtriphosphatér (T. Maniatis et al.
(eds.) (1982) i Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Co1d'
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.). Ligering
af stumpe énder og transformation gav pB0154. Den unikke Aval-
genkendelsessekvens i pB0154 blev fjernet pa tilsvarende made
til opndelse af pBO171. pBO171 blev fordejet med BamHI og
Pvull og behandlet med Klenow og deoxynukleotidtriphosphater
ti1 dannelse af stumpe ender. 6,4 kb fragmentet blev oprenset,
ligeret og transformeret ind i LE392-celler (L.W. Enquest et
al. (1977) J. Mol. Biol. 111, 97-120) til opnaelse af pBO172,
som bibeholder det unikke BamHI-sted. For at lette subkloning
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af subti]isinmutanter indfertes et unikt og stille Kpnl-sted,
som startede ved codon 166, i subtilisingenet fra pS4.5 (J.A.
Wells et al. (1983) Nucleic' Acids Res. 11, 7911-7925) ved
stedrettet mutagenese. KpnI*-p]asmidet blev fordejet med EcoRI
5 og behandlet med Klenow og deoxynukleotidtriphosphater til
dannelse af en stump ende. Klenow blev inaktiveret ved opvarm-
ning i 20 minutter ved 68°C, og DNA'en blev fordojet med
BamHI. Det 1,5 kb stumpe EcoRI-BamHI-fragment indeholdende he-
le subtilisin blev ligeret med 5,8 kb Nrul-BamHI fra pB0172
10 til opnaelse af pB0180. Ligeringen af den stumpe Nrul-ende til
den stumpe EcoRI-ende gendannede et EcoRI-sted. Ved at ga
rundt om pB0180 med uret fra EcoRI-stedet i 5'-enden af subtq-
lTisingenet findes det unikke BamHI-sted i 3'-enden af subtili-
singenet, chloramphenicol- og neomycinresistensgenerne og det
15 grampositive UBllO-rep]ikatiénsorigin hidrerende fra p8064,
ampicillinresistensgenet og det gramnegative replikationsori-

gin hidrerende fra pBR327.

B. Konstruktion af tilfeldig mutagenese-bibliotek

20 1,5 kb EcoRI-BamHI-fragmentet indeholdende B. amyloliquefaci-

ens-subtilisingenet (Wells et al. (1983) fra pB0180 blev klo-
net ind i M13mpl1l til opndelse af M13mpl11-SUBT i alt vasent-
ligt som beskrevet tidligere (J.A. Wells et al. (1986) J.
Biol. Chem., 261, 6564-6570). ODeoxyuridinholdig skabelon-DNA
fremstilledes i overensstemmelse med Kunkel (T.A. Kunkel
(1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 488-492). Uridinholdig
skabelon-DNA (Kunkel, 1985) blev oprenset ved hjelp af CsCl-

25

densitetsgradienter (7. Maniatis et al. {eds.) (1982) i Mole-
cular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labora-
30 tory, Cold Spring Harbor, N.Y.). Der anvendtes en primer

(AvaI-1) med sekvensen

5'GAAAAAAGACCCTAGCGTCGETTA

. 35 der endte ved codon -11, til at #ndre den unikke Aval-genken-
delsessekvens i subtilisingenet. (Stjernen angiver de forkerte

matchninger fra vildtypesekvensen, og det understregede er det

&ndrede Aval-sted).
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Den 5'-phosphorylerede Aval-primer (~320 pmol) og ~40 pmo]
(~120 ug) uridinholdig M13mpl1-SUBT-skabelon i 1,88 ml 53 mM
NaCl, 7,4 mM MgCly og 7,4 mM Tris.HC1 (pH-vaerdi 7,5) blev sam-
menfojet ved opvarmning til 90°C i 2 minutter og afkeling i 158
minutter til 24°C (fig. 31). Primerforlangelse ved 24°C pabe-
gyndtes ved tilsatning af 100 uL indeholdende 1 mM i alle fire’
deoxynuk1eotidtriphosbhater samt 20 pul Klenow fragment (5 en-
heder/1). Forlangelsesreaktionen blev standset hvert 15 sekund
i lobet af 10 minutter ved tilsatning af 10 upl 0,25 M EDTA
(pH-vardi 8) til 50 pl portioner af reaktionsblandingen. Pro-
ver blev samlet og ekstraheret med phenol-chloroform, og DNA
blev udfazldet to gange ved tilsatning af 2,5 vol 100% ethanol
og vasket to gange med 70% ethanol. Pellets blev terret og
genoplest i 0,4 m1 1 mM EDTA, 10 mM Tris (pH-vardi 8).

Forkert inkorporering af a-thiodeoxynukleotider pad 3'-enderne
af puljen af tilfaldigt afsluttet skabelon blev udfert ved in-
kubation af fire 0,2 ml oplesninger hver indeholdende en fjer-
dedel af den tilfaldigt afsluttede skabelonblanding (20 pug),
0,25 mM af et givet a-thiodeoxynukleotidtriphosphat, 100 enhe-
der AMV-polymerase, 50 mM KC1, 10 mM MgClz, 0,4 mM dithiothre-
itol og 50 mM Tris {pH-verdi 8,3) (J.J. Champoux (1984) Gene-
tics, 2, 454-464). Efter inkubation ved 37°C i 90 minutter
forsegledes misinkorporeringsreaktioner ved inkubation i 5 mi-
nutter ved 37°C med 50 mM af alle fire deoxynukleotidtriphos-
phate; (pH-verdi 8) og 50 enhder AMV-polymerase. Reaktionerne
blev standset ved tilsatning af 25 mM EDTA (endelig) og opvaﬁ-
met til 68°C i 10 minutter for at inaktivere AMV-polymerase.
Efter ethanoludfaldning og gensuspension udfertes syntese. af
lukkede, cirku]afe heteroduplexer i to dage ved 14°C under de
samme betingelser, som anvendtes til de ovenfor beskrevne
tidstagne forlangelsesreaktioner, bortset fra at alle reakti-
onsb]andihger ogsd indeholdt 1000 enheder Th-DNA—]igase, 0,5
mM ATP og 1 mM B-mercaptoethanol. Samtidig restriktionsbehand-
1ing af hver heteroduplexpulje med KpnI, BamHI og EcoRI be-

krzftede, at forlangelsesreaktionerne nasten var kvantitative.

Heteroduplex DNA i hver reaktionsblanding blev methyleret ved

inkubation med 80 pM S-adenosylmethionin og 150 enheder dam-
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methylase i 1 time ved 37°C. Methyleringsreaktioner standsedes

ved opvarmning til 68°C i 15 minutter.

Halvdelen af hver af de fire methylerede heteroduplexreaktio-

5 nér blev transformeret ind i 2,5 ml kompetent E. coli JM101
(J. Messing (1979) Recombinant DNA Tech. Bull., 2, 43-48). An-
tallet af uafhangige transformanter fra hver af de fire trans-
formationer varierede fra 0,4 til 2,0 x 105, Efter at fagpul-

jer var vokset ud, isoleredes RF—DNA fra hver af de fire

10 transformationer og oprensedes ved centrifugering gennem
CsCl-densitetsgradienter. Ca. 2 ug RF-DNA fra hver af de fire
puljer blev fordzjet med EcoRI, BamHI og AvaI. 1,5 kb EcoRI-’
BamHI-fragmentet (dvs. Aval-resistent) blev oprenset pad agaro-
se med lav geltemperatur og ligeret ind i 5,5 kb EcoRI-BamHI-
15 vektorfragmentet fra‘p80180. De totale antal uafhangige trans-
formanter fra hvert a-thiodeoxynukWeotidmisinkorporeringsp]as-
midbibliotek varierede fra 1,2 til 2,4x10%. Puljen af plasmi-

der fra hver af de fire transformationer blev dyrket ud ‘i 200

m] LB-medier inqeholdende 12,5 pg/ml cmp, og plasmid-DNA op-

20 rensedes ved centrifugering gennem CsCl-densitetsgradienter.

C. Ekspression og screening af subtilisinpunktmutanter

Plasmid-ONA fra hver af de fire misinkorporeringspuljer blev
transformeret (C. Anagnostopoulos et al. {1967), J. Bacteri-~
25 ol., 81, 741-746) ind i BG2036. For hver transformation phodu-
Eerede 5 ug DNA ca. 2,5 x 105 uafheangige BG2036-transforman-
ter, og vaskekulturportioner fra de fire biblioteker blev lag-
ret i 10% glycerol ved 70°C. Optoede portioner af frosne kul-
turer blev udpladet pa LB/5 pg/m) cmp/1,6% skummetmazlksplader
30 (J.A. Wells et al. (1983) Nucleic Acids Res., 11, 7911-7925),
og friske kolonier blev anbragt i rakke pa 96 brendes mikroti-
terplader indeholdende 150 1 per brond-medier plus 12,5 ug/ml
cmp. Efter 1 times forleb ved stuetemperatur blev et replika
preget (ved anvendelse af et tilpasset 96-grenet stempel) pa
35 et 132 mm BA BS5-nitrocellulosefilter (Schleicher and Scheull),
som blev lagt pa en LB/cmp/skummetmelksplade med en diameter
pa 140 mm. Celler blev dyrket i ca. 16 timer ved 30°C, indti1

proteolyseringene var ca. 5-7 mm i diameter, og filtrene blev
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overfort direkte til en frisk fremstillet agarplade ved 37°C,
som kun indeholdt 1,6% skummetmzlk og 50 mM natrihmphosphat,
pH-vardi 11,5. Filtrene blev inkuberet pa plader i 3-6 timer
ved 37°C til dannelse af ringe pd ca. 5 mm for vildtypesubti-
lisin og blev kasseret. Pladerne blev farvet i 10 minutter ved
24°C med Coomassiebla-oplesning (0,25% Coomassiebla (R-250),
25% ethanol) og affarvedes med 25% ethanol og 10% eddikesyre i
10 minutter. Proteolysezoner fremkom som bla ringe pa en hvid
baggrund pa undersiden af pladen og blev sammenlignet med den
oprindelige vakstplade, som p& tilsvarende made varvfarvet og
affarvet som en kontrol. De kloner blev betragtet som positi-
ve, som dannéde forholdsmaessigt sterre proteolysezoner pa pla-
derne méd'hej pH-verdi i forhold til den oprindelige vakstpla-
de. Negative kloner gav mindre ringe under alkaliske betingel-
ser. Positive og negative kloner blev igen udstreget som
stregkultur for at oprense kolonierne og screenet i tre versi-

oner for at bekrafte resultaterne med alkalisk pH-verdi.

D. Idenfikation og analyse af mutantsubtilisiner

Plasmid-ONA fra 5 ml1 kulturer, der havde staet natten over
og bestod af mere alkalisk aktive B. subtilis-kloner, frem-
stilledes i overensstemmelse med Birnboim og Doly (H.C. Birn-
boim et al. (1979) Nucleic Acid Res. 7, 1513), bortset fra at
der fortages inkubation med 2 mg/ml lysozym i 5 minutter ved
37°C forud for at sikre cellelyse, og at der anvendtes en
yderligere phenoT/CHC13-ekstraktion'for at fjerne forurenin-
ger. 1,5 kb EcdRI-BamHI-fragmentet indeholdende subtilisinge-
net blev ligeret ind i M13mpll, og skabelon-DNA fremstilledes
til1 DNA-sekvensbestemmelse (J. Messing et al. (1982) Gene, 19,
269-276). Tre DNA~sekvensbestemme1sesprimefe, som endte ved
codon 26, +95 og +155 syntetiseredes ti1 at matche med subti-
lisinkodningssekvensen. Til indledende sekvensidentifikation
blev et enkelt ONA-sekvensspor, svarende til.det dNTPaS~-misin-
korporeringsbibiiotek, hvorfra mutanten kom, anbragt over hele
det fuldt udviklede proteins kodningssekvens (dvs. et enkelt
dideoxyguanosinsekvensspor anvendtes til at identificere en

mutant fra dGTPaS-biblioteket). Der udfertes en komplet fire-
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Spors DNA-sekvens 200 bp over mutagenesestedet for at bekrafte
0g identificere mutantsekvensen (F. Sanger et al. (1980) J.
Mol. Biol.,, 143, 161-178). Bekraftede positive og negative ba-
cillikloner blev dyrket i LB-medier indeholdende 12,5 pug/ml
5 cmp og oprenset fra kultursupernatanter som beskrevet tidlige-
re (D.A. Estell et al. (1985) J. Biol. Chem. 260, 6518-6521).
Enzymer, som var mere end 98% rene ved analyse ved SDS-polya-
crylamidgelelektroforese (U.K. Laemmli (1979), Nature, 227,

680-685) og proteinkoncentrationer blev beregnet ud fra absor-

10 bansen ved 280 nm,
0,1%
€280 = 1,17 (H. Maturbara et al. (1965) J. Bio)l. Chenm.,

240, 1125-1130). .

15 Enzymaktiviteten blev malt med 200 ug/mt’ succinyl-L-AlalL-

Alal-ProtL-Phe-p-nitroanilid (Sigma) i 0,1 M Tris pH-vardi 8,6
etler 0,1 M CAPS pH-verdi 10,8 ved 25°C. Den specifikke akti-
vitet (umol produkt/min-mg) blev beregnet ud fra absorbansan-
dringen ved 410 nm fra produktionen af p-nitroanilin med tiden
per mg enzym (E410=8480 M-1cm-1: E.G. Del Mar et ai. (1979},
Anal. Biochem., 99, 316-320). Der udfortes alkalisk autolytisk

20

stabilitetsundersogelser pa oprensede enzymer (200 ug/mil) i
0,1 M kaliumphosphat (pH-verdi 12,0) ved 37°C. P& forskellige
tidspunkter analyseredes portioner for resterende enzymaktivi-

25 tet (J.A. Wells et al. (1986) J. Biol. Chem., 261, 6564-6570).

E. Resultater

1. Optimering og analyse af mutagenesefrekvens

30 Der fremstilledes et sat af primer-skabelonmolekyler, som var

tilfaldigt 3'-afsluttede over subtilisingenet (fig. 31) ved
variabel forlangelse fra en fast 5'-primer (primeren muterede
et unikt Aval-sted i codon 11 i subtilisingenet). Dette opnae-
des ved at standse polymerasereaktioner med EDTA efter for-
35 skellige forlangelsestidsrum. Omfanget og fordelingen af du-

plexdannelse over 1 kb subtilisingenfragmentet vurderes ved

multipel restriktions-fordojelse (ikke vist). F.eks. ijdentifi-
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ceredes fremstilling af nye HindIlI-fragmenter, nar polymerase-
forlangeisen var giet forbi Ilel10, Leu233 og Asp259 i subti-

lisingenet.

Ti1l misinkorporering af hver dNTPas ved tilfaldigt afsluttede
3'-ender ved hj2lp af omvendt AMV-transkriptase (R.A. Zakour
et al. (1982), Nature, 295, 708-710, R.A. Zakour et al.
{1984), Nucleic Acids Res., 12, 6615-6628) anvendtes tidligere
beskrevne betingejser (J.J. Champoux (1984), Genetics, 2,
454-464). Virkningen af hver misinkorporeringsreaktion blev
vurderet til at vere storre end 80% ved tilsatning af hver
dNTPas til AvaI-restriktiohsprimeren og analyse ved polyacryl-
amidgelelektroforese. Misinkorporeringer blev forseglet ved
polymerisering ved alle fire dNTP'er, og 1ukket, cirkular DNA

fremstilledes ved omsaztning med DNA-ligase.

Der anvendtes adskillige manipulationer for at maksimere ud-
byttet af mutantsekvenserne i heteroduplexen. Disse omfattede
brugen af en deoxyuridinholdig skabelon (T.A. Kunkel (1985)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 488-492; P.J. Pukkila et al.
(1983) Genetics, 104, 571-582), in vitro-methylering af den
mutagene streng (W. Kramer et al. (1982) Nucleic Acids Res,
10, 6475-6485) og anvendelsen af Aval-restriktionsudvalgelse
mod vildtypeskabelonstrengen, ~som - indeholdt et -unikt Aval-
sted. Det separate bidrag fra hver af disse berigelsesproce-
durer til den endelige mutagenesefrekvens blev ikke bestemt,
bortset fra at far AvaI-restrikt?onsudva1ge]sen indeholdt
groft taget 1/3 af de segregerede kloner i hver af de fire
puljer stadig et vildtype-Aval-sted i subtilisingenet. Efter
Aval-restriktionsudvaelgelse manglede mere end 98% af plasmi-

derne vildtype-Aval-stedet.

1,5 kb EcoRI-BamHI-subtilisingenfragmentet, som var resistent
over for Aval-restriktionsfordejelse, fra hver af de fire
CsCl-oprensede M13 RF—pu]jér, iso]eredesApé lavtsmeltende aga-
rose. Fragmentet blev ligeret in situ fra agarosen med en til-
svarende skaret E. coli-B. subtilis-pendulvektor, pB0180, og
transformeret direkte ind i €. coli LE392. Ved en sadan direk-

te ligering og transformation fra agaroseisoleret DNA undgik
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man tab og muliggjorde opnaelse af et stort antal rekombinan-
ter (100.000 per pug @kvivalent af tilfort M13-pulje).

Mutagenesefrekvensen for hver af de fire dNTPas-misinkorpore-
5 ring;reaktioner blev vurderet ud fra den frekvens, hvormed
unikke restriktionssteder blev fjernet (tabel XX). Oe unikke
restriktionssteder, som valgtes til denne analyse, Clal, Pvull
og Kpnl, var fordelt over subti]isingenet og startede ved hen-
holdsvis codonerne 35, 104 og 166. Som en kontrol blev mutage-~
10 nesefrekvensen bestemt ved Pstl-stedet, som er placeret 4§ 8-
lactamase-genet, der var uden for mutagenesevinduet. Fordi den
absolutte mutagenesefrekvens var tat p& procentsatsen af ufor-
dojet plasmid-DNA, var det nedvendigt med to runder restrikti-
onsudvelgelse for at reducere baggrdnden af overlevende, uska-
15 ret vildtypeplasmid-DNA under mutantplasmidet (tabel XX). Bag-.
grunden af overlevende plasmid fra en vildtype-DNA reprasente-
rer sandsynligvis den totale sum af spontane mutationer, uska-
ret vi]dtypep1asm§d og den effektivitet, med hvilken lineazr
DNA kan transformere E. coli. Ved at trakke frekvensen for
20 umutageniseret ONA (baggrund) fra frekvensen for mutant-ONA og
normalisere for det mutagenesevindue, som var udtaget til pro-
ve ved en given re#triktionsanalyse (4-6 bp) opnads et estimat
af mutageheseeffektiviteten over hele kodningssekvensen {1000
bp).

25

30

35
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TABEL XX
a-thiol ‘ %
dNTP Restrik- % resistente klonerC % resistente mutanter
misin- tions- ferste Anden kloner over . per
korpo- sted-
reretb udve?geﬁse runde runde Total baggrundd 1000 bp®
Ingen Pstl 0,32 0,7 0,002 0 -
G _ Pstl 0,33 1,0 0,003 . 0,001 . 0,2
T Pstl 0,32 -0,5 ~0,002 0 0
Cc Pstl 0,43 3,0 0,013 0,011
Ingen Clal 0,28 § 0,014 0 -
G Clal 2,26 85 1,92 1,91 380
T Clal 0,48 31 0,15 0,14 35
C Clal 0,55 15 0,08 0,066 17
Ingen Pvull 0,08 28 0,023 0 -
G Pvull 0,41 90 0,37 0,35 88
T Pvull 0,10 67 0,067 0,044 9
Cc Pvull 7 0,76 53 0,40 0,38 - 85
Ingen KnplI 0,41 3 0,012 0 -
G Knpl 0,98 35 0,34 0,33 83
T Knpl _ 0,36 15 0,054 _0,042’~ 8
C Knpl 1,47 26 0,38 0,317 93

(a) Mutagenesefrekvensen vurderes ud fra frekvensen for opna-
else af mutationer, som zndrer unikke restriktionssteder i det
muiageniserede subtilisingen (dvs. ClaI, Pvull eller Kpnl)
sammenlignet med mutationsfrekvenser for Pstl-stedet, som 1lig-

ger uden for mutagenesevinduet.

(b) pPlasmid-DNA var fra vildtype (ingen) eller var mutageni-

seret ved hjalp af dNTPas-misinkorporering som beskrevet.

(¢) Procent resistente kloner blev beregnet ud fra den frak-

tion af kloner, som opnaedes efter 3 gange eller flere over-
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fordojelse af plasmidet med det angivne restriktionsenzym sam-

menlignet med en ikke-fordojet kontrol. Restriktionsresistens-

Plasmid-DNA fra den forste runde blev underkastet en anden

runde med restriktionsudvalgelse. Totalen reprasenterer pro-

5 duktet af fraktionerne af resistente kloner, som opnaedes fra

begge udva]ge?sesrunder"og giver procentsatsen af restrikti-

onsstedmutantkloner i den oprindelige udgangspulje. Frekven-

. Serne udledtes ved at talle mindst 20 kolonier og sadvanligvis
flere end 100.

10
(d)‘ Procent resistente kloner blev beregnet ved at trakke

procentsatsen af restriktionsresistente kloner, opnaet fra
vildtype-DNA (dvs. ingen) fra den procentsats, der opnaedes
for mutant-DNA. ’

15 (e) Denne ekstrapolerer fra mutationsfrekvensen over hvert
restriktionssted til hele subtilisingenet (1 kb). Dette er
blevet normaliseret ti)l antallet af mulige baser (4-6 bp) i
hvert restriktionssted, som kan mutageniseres af en given mis-

inkorporeringsbegivenhed.
20

Fra denne ana]ysg vurderedes den gennemsnitlige procent af

subtilisingener indeholdende mutationerf som er et resultat af
25 dGTPas~, dCTPas- eller dTTPas-misinkorporering til. atv vare
henholdsvis 90, 70 og 20%. Disse heje mutagenesefrekvenser var
seadvanligvis ganske variable afhangigt af dNTPas og misinkor-
poreringseffektiviteterne pa dette sted. Misinkorporeringsef-
fektivitet er blevet rapporteret til at vare afhangig bade af
arten af den forkerte matchning og primersammenhangen (J.J.
Champoux (1984), J.A. Skinner et al. (1986) Nucleic Acids

Res., 14, 6945-6964). En tendenties misinkorporeringseffekti-

30

vitet hos dGTPgs og dCTPas i forhold til dTTPas er tidligere
blevet observeret (D. Shortle et al. (1885), Genetics, 110,
35 539-555). Ulig dGTPas-, dCTPas- 0g dTTPas-bibliotekerne kunne
mutageneseeffektiviteten for dATPas-misinkorporeringsbiblio-

teket ikke blive vurderet pracist, fordi 90% af de analyserede

restriktionsresistente plasmider simpelthen manglede det ind-




10

15

20

25

30

35

DK 175523 B1

89

satte subtilisingenstykke. Dette ﬁrob]em skyldtes sandsynlig-
vis selvligering af vekforen) nar det dATPas-mutageniserede
subtilisingen blev subklonet fra M13 i pBO180. Ved at korri-
gere for vektorbaggrunden vurderes mutagenesefrekvensen til at
vare omkring 20% i dATPas-misinkorporeringsbiblioteket. I et
separat eksperiment'(ikke vist) blev mutageneseeffektiviteten
for dGTPas- og dTTPas-misinkorporering vurderet til at vare
omkring henholdsvis 50 og 30%, baseret pa frekvensen for re-

versering af en inaktiverende mutation i codon 169.

Placeringen og identiteten af hver mutation blev bestemt ved
et enkelt spor af DNA-sekvensbestemmeIse svarende til det mis-
inkorporerede a-thiodeoxynukleotid over hele genet efterfulgt
af en komplet firespors DNA-sekvensbestemmelse, som var foku-
seret over mutationsstedet. Af 14 identificerede mutanter sva-’
rede fordelingen til den, der er rappohteret af Shortie og Lin
(1985) bortset fra, at man ikke observerede nukleotidindsat-
telse eller deletionsmutationer. Andelen af AG-mutationer var
hojest i G-misinkorporeringsbiblioteket, og der fremkom nogle
uventede punktmutationer i dTTPas- og dCTPas-bibliotekerne.

2. Screening og identifikation af

alkalistabilitetsmutanter af subtilisin

Det er muligt at screene kolonier, som producerer subtilisin
ved hjailp af ringe ved caseinfordojelse (J.A. Wells et al.
{1983) Nucleic Acids Res., 11, 7911-7925). Der vér imid1ertid
to problemer ved at screene kolonier under starkt alkaliske
betingelser (> pH 11). For det forste vil B. subtilis ikke
vokse ved hoj pH-vardi, og man har veret ude af stand til at
transformere en alkylofil bacillusstamme. Dette problem blev
overvundet ved at anvende en replikaudpladningsstrategi, hvori
kolonier blev dyrket pad filtre ved neutral pH-vardi til frem-
stilling af subtilisin, og filtrene derefter blev overfort til
caseinplader ved pH-vaerdi 11,5 for at analysere subtilisinak-
tivitet. Ved pH-verdi 11,5 dannede caseinmicellerne imidlertid
ikke lengere en uklar baggrund og forhindrede dermed en klar
observation af proteolyseringe. Problemet blev overvundet ved

at farve pladen kort med Coomassie-bla for at forstarke pro-
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teolysezoner og syrne pladerne til udvikling af caseinmicelle-
turbiditet. Ved sammenligning af ringsterrelsen, der fremstil-
ledes pd referencevakstpladen (pH-vardi 7) med pladen med heoj
pH-vardi (pH-vardi 11,5) var det muligt at identificere mu-
5 tantsubtilisiner, som havde foroget (positive) eller formind-

sket (negativef stabilitet under alkaliske betingelser.

Der screenedes omkring 1000 kolonier fra hvert af de fire mis-
inkorporeringsbiblioteker. Procentsatsen af kolonier, som vis-
10 te et differentielt aktivitetstab ved pH-verdi 11,5 mod pH-
‘verdi 7, var 1,4, 1,8, 1,4 og 0,6% af de totale kolonier, som
scfeenedes fra henholdsvis thiol-dGTPas-, -dATPas-, -dTTPas-
og -dCTPas-bibliotekerne. Flere af disse negative kloner blev
sekvensbestemte og alle viste sig at indeholde en enkelt base-
15 andring, som forventet ud fra det misinkorporeringsbibliotek,

hvorfra de kom. Negative mutanter omfattede A36, €170 og V50.

To positive mutanter identificeredes som V107 og R213. Forhol-

det mellem negative og positive var omkring 50:1.

3. Stabilitet og aktivitet af

20 subtilisinmutanter ved alkalisk pH-vardsi

Subtilisinmutanter oprensedes, og deres autolytiske stabilite~
ter blev malt ved tidsforlobet for inaktivering ved pH-vardi
12,0 (fig. 32 og 33). Fra screeningen identificerede positive

;25 mutanter (dvs. V107 og R213) var mere modstandsdygtige over
for alkalisk induceret autolytisk dinaktivering sammenlignet
med vildtypen, og negatiVe mutanter (dvs. E170 og V50) var
mindre modstandsdygtige. Der fremkaldtes fordelagtigt en anden
mutant i positioh 50 (F50) ved stedrettet mutagenese. Denne

30 mutant var mere stabil end vildtypeenzymet over fér alkatisk
autolytisk inaktivering (fig. 33). Ved afslutningen af autoly-
seundersegelsen bekraftede SDS-PAGE-analyse, at hver subtili-
sinvariant var autolyseret i et omfang, som var i overensstem-
melse med den resterende enzymaktivitet.

35

De stabiliserende virkninger af V107, R213 og F50 er kumulati-
ve, se tabel XXI. Dobbeltmutanten, V107/R213, {fremstillet ved
subkloning af en 920 bp EcoRI-KpnI-fragmentet fra p80180V107
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ind i 6,6 kb EcoRI-KnpI-fragmentet fra pB0180R213), er mere
stabil end hver af enkeltmutanterne. Triplemutanten, F50/v107/
R213 (fremstillet ved subkloning af 735 bp EcoRI-Pvull-frag-
mentet fra pF50 (eksempel 2) ind i 6,8 kb EcoRI-Pvull-fragmen-
tet fra pBO180/V107), er mere stabilt end dobbeltmutanten
V107/R213 eller F50. lnaktiveringskurverne viser en tofaset
karakter, som bliver mere udtalt, jo mere stabil den analyse-
rede mutant er. Dette kan skyldes nogen destabiliserende ke-
misk(e) modifikation(er) (f.eks. deamidering) under autolyse-
undersogelisen og/eller reduceret stabilitet forarsaget af
fuldstandig fordejelse af sterre autolysepeptider. Disse alka-
liautolyseundersogelser er blevet gentaget p3d separat oprense-
de enzymcharger med i alt vésentligt samme resultater. Autoly-
sehastigheder skulle bade afhange af konformationsstabiliteten
samt subtilisinvariantens specifikke aktivitet (J.A. Wells et
al. (1986), J. Biol. Chem., 261, 6564-6570). Det var derfor
muligt, at formindskelserne i autolytisk inaktiveringshastig-
hedér kunne vare et resultat af formindskelser i specifik ak-
tivitet af den mere stabilie mutant under alkaliske betingel-~
ser. Generelt ser det modsatte ud til at vare tilfazldet. De
mere stabile mutanter, om nogen, har en relativt hejere speci-
fik aktivitet end vildtypen under alkaliske betingelser, og de
mindre stabilie mutanter har en relativt lavere specifik akti-
vitet. Disse raffinerede virkninger pd specifik aktivitet for.
V107/R213 og F50/V107/R213 er kumulative badde ved pH-vardi 8,6
og 10,8. £#ndringerne i specifik aktivitet kan afspejle sma
forskelle i substratspecificitet, men det er imidlertid vard
at bemazrke, at kun positionerne 170 og 107 er inden for 6A af
et bundet model-substrat (J.D. Robertus et al. (1972) Bioche-
mistry 11, 2438-2449).
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TJABEL XXI

Forhold mellem relativ specifik aktivitet ved
pH-verdi 8,6 eller 10,8 og alkalijautolysestabilitet

_ Alkalisk
Relativ specifik aktivitet autolyse-
halveringstid
Enzym pH 8,6 pH 10,8 {(min)b
10 Vildtype 100+1 100:3 86
Q170 461 ‘ 282 13
V107 ' 126+3 9915 ’ 102
R213 97 ¢1 102¢#1 115
V107/R213 11622 1063 130
15 V50 ' 664 61+1 58
F50 123:3 15717 131
F50/V107/R213 : 126¢2 152 +3 168
20 (a)  Retativ specifik aktivitet var gennemsnittet fra tre ak-
tivitetsbestemmelser divideret med vildtypevaerdien ved den
samme pH-verdi. Den gennemsnitlige specifikke aktivitet hos
vildtypeenzymet ved pH-vardi 8,6 og 10,8 var henholdsvis 70
umol/minemg og 37 pmol/mine-mg.
25 (b)  tiden til at n&d 50% aktivitet blev taget fra fig. 32 og
33. ' |
30 F. Tilfaldig cassettemutagenese af resterne 197 til 228
Plasmid pA222 (Wells et al. (1985) Gene 34, 315-323) blev for-
dojet med Pstl og BamHI ©g 0,4 kb PstI/BamHI-fragmentet (frag-
ment 1, se fig. 34) oprenset fra en polyacrylamidgel ved elek-
35 troeluering.

1,5 kb EcoRI-BamHI-fragmentet fra pS4.5 blev klonet ind

M13mp9. Der udfertes stedrettet mutagenese for at danne A197-
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mutanten og samtidig -indsatte et stille SstlI-sted over codo-
nerne 195-196. Mutant-EcoRI-BamHI-fragmentet blev klonet til-
bage i pBS42. pAl97-plasmidet blev fordojet med BamHI og
SstI, og 5.3 kb BamHI/SstI-fragmentet (fragment 2) blev opren-

set fra lavtsmeltende agarose.

Der syntetiseredes komplementare oligonukleotider til at span-
de over regionen af Sstl (codonerne 195-1396) til Pstl (codo-
nerne 228-230). Disse oligodeoxynukleotider blev konstrueret:
for at (1) genetablere codon 197 til vildtypen, (2) gendanne
et stille KnpI-sted, som er til stede i pa222 ved codonerne

 219-220, (3) danne et stille Smal-sted over codonerne 210-211

og (4) fjerne PstI-stedet oveb codonerne 228-230 (se fig. 35).
Der syntetiseredes oligodeoxynukleotider med 2% forurenende
nukleotider ved hver syntesecyklus, og f.eks. blev dATP-rea-
gens forsynet med 2% dCTP, 2% dGTP og 2% dTTP. For 97-merer
skulle denne 2%'s forgiftning give folgende procentsatser af
ikke-mutanter, enkelte mutanter og dobbelte eller hojere mu-
tanter per streng med to eller flere misinkorporeringer per
komplementarstreng: 14% ikke-mutant;.28% enkelt mutant og 57%

med 22 mutanter, i overensstemmelse med den almene formel .

hvor p er det gennemsnitlige antal mutationer, og n er et mu-
tationsklasseantal, og f brokdelen af de totale med dette an-
tal. mutationer. Komplementare oligodeoxynukleotidpuljer blev
phosphoryleret og sammenfejet (fragment 3) dg derefter ligeret
i et to gange molart overskud i forhold til fragmenterne 1 og

2 i en trevejsligering.

E. coli MM294 blev transformeret med Tigeringsreaktionsblan-
dingen, transformationspuljen voksede op natten over, og pul-
jeplasmid-DNA’'en isoleredes. Denne pul je reprasenterede
3,4x104 uafhangige transformanter. Denne plasmidpulje blev
fordojet med Pstl og derefter anvendt til at gentransformere
E. coli. En anden plasmidpulje fremstilledes og anvendtes til
at transformere B. subtilis (BG2036). Ca. 40% af BG2036-trans-
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formanterne udtrykte aktivt subtilisin, bedomt ved ringklaring
pa caseinplader. Flere af de ikke-udtrykkende transformanter
blev sekvensbestemte og viste sig at have indsattelser eller
deletioner i de syntetiske céssetter. Udtrykkene BG2036-mutan-
5 ter blev anbragt pad rakke i mikrotiterskdle med 150 ui
LB/12,5ug/m1 chloramphenicol (cmp) per brend, inkuberet ved
37°C i 3-4 timer og derefter praget to gange pa nitrocellulo-
sefiltre, som var lagt P& LB 1,5% skummetmalk/5ug/ml cmp-pla-.
der og inkuberet natten over ved 37°C {indtil ringene var ca.
10 4-8 mm i diameter). Filterne blev derefter leftet over pa
bunker af filtrerpapir, som var mattet med 1 x Tide-detergent
af kommerciel kvalitet, 50 mM NapC0O3, pH-verdi 11,5 og inku-
beret ved 65°C i 90 minutter. Plader, som var vokset natten
over, blev Commassie-farvet og affarvet for at etablere basis-
15 ekspressionsniveauer. Efter denne behandling blev filterne
lagt tilbage p& pH-verdi 7/skummetmalk/20ug/m) tetracyklinpla-

der og inkuberet ved 37°C i 4 timef natten over.

Mutanter, som ved screeningen for stabilitet ved hej pH-vardi,
20 var b]evet identificeret som varende mere alkalisk stabile,
blev oprenset og analyseret for autolytisk stabilitet ved hoj
pHvardi eller hej temperatur. Dobbe1fmutanten C204/R213 var
mere stabil end vildtypen ved bade hoj pH-vardi og hoj tempe-

ratur (tabel XXII).

25 '
Denne mutant blev optreviet i enkeltmutantophav (C204 og R213)

ved at skare ved det unikke SmaI-resiriktionssted (fig. 35) og
enten ligere vildtypesekvensen 3' for Smal-stedet til] dannelse
af den enkelte C204-mutant eller ligere vildtypesekvensen 5
for Smal-stedet til dannelse af den enkelte R213-mutant. Af de
30 to enkelte ophav,ivar C204 nazsten lige s& alkalisk stabil som

den dobbelte modermutant (C04/R213) og iidt mere termisk sta-

bil, se tabel XXII. R213-mutanten var kun 1idt mere stabi] end

vildtypen under begge betingelser (ikke vist}.

35 En anden mutant, som var identificeret fra screeningen af den
tilfeldige cassettemutagenese ved 197-228, var R204. Denne mu-
tant var mere stabil end vildtypen ved bade hej pH-vardi og

temperatur, men mindre stabil end C204.
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TABEL XXITI

Subtilisinvarianters stabilitet

Oprensede enzymer (200 pg/ml) blev inkuberet i 0,1 M phosphat,
pH-vardi 12 ved 30°C til alkalisk autolyse eller i 2 mM CaCljp,
50 mM MOPS, pH-vaerdi 7,0 ved 62°C til termisk autolyse. Pa
forskellige tidspunkter analyseredes prover for resterende en-
zymaktivitet. Inaktiveringerne var groft taget pseudo-forste
ordens, og t 1/2 angiver den tid, som det tog at nad 50% af ud-
gangsaktiviteten i to separate eksperimenter.

t 1/2 t 1/2
(alkalisk (termisk
autolyse) autolyse)
Eksp. Eksp. » Eksp. Eksp.
Subtilisinvariant # 1 # 2 # 1 # 2
Vildtype 30 25 - 20 23
F50/V107/R213 49 41 18 23
R204 35 32 24 27
c204 43 a6 38 40
C204/R213 50 52 ) 32 36

L204/R213 32 30 20 21

G. Tilfeldig mutagenese ved codon 204

Baseret pa de ovenstiende resultater blev codon 204 malet for
tilfa1dig mutagenese. Mutagene DNA-cassetter (for codon ved
204) indeholdt alle en fikseret R213-mutation, som viste sig

at foroge C204-mutantens stabilitet 1idt.

Plasmid-DNA, som Kkoder for subtilisinmutanten C204/R213, blev
fordojet med Sstl og EcoRI, og et 1,0 kb EcoRI/SstI-fragment

isoleredes ved elektroeluering fra polyacrylamidgel (fragment

1, se fig. 35).

C204/R213 blev ogsa fordojet med Smal og EcoRI, og det 4,7 kb

store fragment, indeholdende vektorsekvenser og 3'-delen af
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den kodende region, isoleredes fra Jlavtsmeltende agarose
(fragment 2, se fig. 36).

Fragmenterne 1 og 2 blev kombineret i fire»separate trevejsli-
5 geringer med heterophosphorylerede fragmenter 3 (se figurerne
36 og 37). Denne heterophosphorylering af syntetiske duplexer
skulle fortrinsvis drive den phosphorylerede streng ind i‘
plasmidligeringsproduktet. Fire plasmidpul jer, svarende til de
fire 1ligeringer, blev restriktionsbehandlet med Smal for at
10 linearisere enhver enkeltskaret C204/R213, som var ti) stede
: fra fragment 2-isolering, hvorved baggrunden for C204/R213
reduceredes. E. coli blev derefter gentransformeret med Smal-
restriktionsbehandlede plasmidpu1jer til obnéelse af et andet
st plasmidpuljer, som i alt vesentligt er fri for C204/R213
15 og efhvert ikke-segregeret heterodup1ex_materiale,

Disse andengangsberigede plasmidpuljer anvendtes-derefter,til
at transformere B. subtilis (8G2036), og de resulterende fire
mutantpuljer blev screenet for kloner, som udtrykte subtili-
sin, der var modstandsdygtig over for inaktivering ved ‘hoj
20 . pH-verdi/temperatur. Mutanter, som blev fundet positive ved en
sadan screening, blev yderligere karakteriseret og identifice-

ret ved sekvensbestemmelse.

Mutanten L204/R213 viste sig at vare lidt mere stabil end
25 vildtypesubtilisinen, se tabel XXII.

Efter have beskrevet de foretrukne udforelsesformer af den fo-
religgende opfindelse vil det fremgad for fagfolk inden for om-
radet, at der kan foretages forske]]ige modifikationer af de
30 beskrevne udforelsesformer og at sadanne modifikationer‘ska1
opfattes som varende -dinden for omfanget af den foreliggende

opfindelse.

35
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PATENTKRAYV

1. Subtilisinmutant, som hidrerer fra substitution af mindst én aminosyrerest i en for-

‘stadiesubtilisin med en anden aminosyre, saledes at subtilisinmutanten har mindst en

egenskab, som er forskellig fra den samme egenskab hos forstadiesubtilisinen, kende-
tegnet ved substitutionen ved en eller flere af Tyr}f 1, Thr22, Ser24, Asp36, Ala4s,
Gly46, Alad8, Ser49, Met50, Asn77, Ser87, Lys94, Val95, Leu96, 1lei07, Gly110,
Met124, Lys170, Tyr171, Prol72, Aspl97, Met199, Ser204, Lys213, His67, Leul35s,
Gly97, Ser101, Gly102, Glu103, Gly127, Gly128, Pr0129, Tyr214 og Gly215 af Bacil-
lus _amyloliquefaciens-subtilisin og @kvivalente aminosyrerester i andre forsta-

diesubtilisiner.

2. Subtilisinmutant, der har en aminosyresekvens, som er afledt fra aminosyresekven-
sen af en forstadiesubtilisin ved substitution af mere end en aminosyrerest 1 forstadie-
subtilisinens aminosyresekvens med en anden aminosyre, saledes at subtilisinmutanten
har mindst én egenskab, som er forskellig fra den samme egenskab hos forstadiesubtili-
sinen, kendetegnet ved substitutioner ved mere end én af Tyr21, Thr22, Ser24, Asp32;
Ser33, Asp36, Ala45, Alad8, Serd9, Met50, Ser87, Lys94, Val95, Tyr104, Ilel07,
Gly110, Met124, Alal52, Asn155, Glul56, Gly166, Gly169, Lys170, Tyr171, Prol72,
Phel89, Asp197, Met199, Ser204, Lys213, Tyr217, Ser221, Met222, His67, Leul3s,
Gly97, Ser101, Gly102, Glu103, Gly127, Gly128, Pro129, Tyr214 og Gly215 af Bacil-

~ lus amyloliquefaciens-subtilisin og @kvivalente aminosyrerester i andre forstadiesubti-

lisiner med det forbehold, at nar substitutionen foretages ved enhver rest i gruppen
Asp32, Ser 33, Tyr 104, Alal52, Asn155, Glul56, Gly166, Gly169, Phe189, Tyr 217
og Met222, foretages der ligeledes en substitution ved mindst én specificeret stilling,

som ikke er i denne gruppe.

3. Mutant ifelge krav 2, hvori kombinationerne er valgt blandt Thr22/Ser87, Ser24/-
Ser87, Alad5/Ala48, Ser49/Lys94, Ser49/Val95, Met50/Val95, Met50/Gly110, Met50/-
Met124, -Met50/Met222, Metl124/Met222, Tyr21/Thr22, Met50/Metl124/Met222,
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Tyr21/Thr22/Ser87, Met50/Glul56/Gly166/ Tyr217, Met50/Glul56/Tyr217, Tiel 70/-
Lys213, Ser204/Lys213, Met50/Me107/Lys213 og Ser24/Met50/Mle107/Glul56/-
Gly166/Gly169/Ser204/Lys213/Gly215/Tyr217.

5 4. Subtilisinmutant hidrerende fra deletion af en eller flere aminosyrerester i en for-
stadiesubtilisin, der er akvivalent med 161-164 i B. amyloliquefaciens-subtilisin, hvil-
ken deletion foretages alene eller i kombination med substitutioner i forstadiesubtilisi-
nens aminosyresekvens og frembringer mindst én egenskab, som er forskellig fra den

samme egenskab i forstadiesubtilisinen.

5. Subtilisinmutant med andret substratspecificitet i sammenligning med en forstadie-
subtilisin, hvilken mufant hidrerer fra substitution af en anden aminosyre i resten sva-
rende til Leu+126 1 B. amyloliquefaciens-subtilisin, alene eller i kombination med aﬁ-
dre substitutioner eller deletioner i forstadiesubtilisinens aminosyresekvens.

15

6. Subtilisinmutant med @ndret substratspecificitet i sammenligning med en forstadie-
subtilisin, hvilken mutant hidrerer fra substitution af en anden aminosyre ved resten

svarende til Asp + 99 i B. amyloliguefaciens-subtilisin, alene eller i kombination med

andre substitutioner eller deletioner i forstadiesubtilisinens aminisyresekvens.
20
7. DNA-sekvens, der koder for mutanten ifelge et af de foregiende krav.

8. Ekspressionsvektor, der indeholder mutant-DNA-sekvensen ifglge krav 7.

25 9. Vertscelle, der er transformeret med ekspressionsvektoren ifelge krav 8.

30
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1 6BTCTACYAAAAT&TYAYTCCAT&CTlTACAATYAAYACACAGAAYAATCTGYCTA\TSGTYITYCTGCAA&TGAAAAAAAGGIGAGGAYAAARA 616
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99 ARA

Ser
174 707

Gly
6GGC

8 o]
Al
6CC

Lys
ARA

Gin
CAG

Lys
AAA

Aa
GCG

va)
GTA

100 PRE o

Tep 1le Ser Leu Leu Phe Al2 Lew Ala Leu 11e Phe Thr Met Ala Phe Gly Ser Thr Ser
TGL AYC AGY TTG CTA YIY GRY TTA GCG TVA AYC TTY ACG ATH GCH T1C GRC AGC Ale TCC

Alp
GCA

-7 PRO -80
Gly Lys Ser Asn Glv Glu Lys Lys Tyr [le Vol Gly Phe Lys G61n Thr Met Ser Thr Met
GGG AAA TCA AAC GGG GAA AAG AAA TAT ATT GIC GGG TIT ARA CAG ACA ATG AGC ALG ATG

Ser
249 AGC

Ae
324 GCY

His
399 CAC

20
Gy
474 66C

Ala
549 GCA

70
6ly
624 G6C

val
699 CTY

120
Asp
774 GAC

Ser
84s TCC

17
Lvs
924 MA

Gl
999 GAG

220
Thr
1074 ACG

Gin
1149 Can

2n
val
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6ec

-3
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cic
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61T
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-20 . -10
Asm Glu Lys Ala Val Lys Glu Leu Lvs Lys Asp Pro Ser Val Ada Tvr Val Glu flu Asp
AAC GAA ARA GCT GYA AAA GAA TTH ARA AAA GAC CCG AGC GYC GCT TAL GTY GAA GAR GAT

> MAT 10

Tyr Ala GIn Ser Val Pro Yyr Gly Val Ser Gin Ile Lys Ala Pro Ala Leu His Ser Glin
TAC GCG CAG TCC 616 CCT TAC GGC GTA TCA CAA ATY AAX GCC CCT GCY CTG CAC TCT (A

ko) 0
Bgn Val Lys Val Ala va) Tle Asp Ser Gly Ile Asp Ser Ser His Pro Asn Lew Lvs Val
AAT BTT AAR GTA GCG GTT ATC GAC AGC GGY ATC GAT TCY TCT CAT CCF GaT Tia £:2G G124

50" Pro Asn 60 Asp v
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ATG GTY CCT TCY GAA ACA ART CCT TT( (a2 GAC AAL AAL TCY CAC GRA ACT CAL GT1Y GIC

18] Ser Ala 90 :
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100 110
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130 - 140
Ser Leu Gly Giv Pro Ser Gly Ser Alp Ala Lo Lvs 213 A1a VAl 8gp (vs Bla Val 212
AGC CTC 66C GGA CCT TCY GGT TET GLY GCT TTA AAA GLG GCA GTT GAY AAA GCC GTY GC#

190 Ser Thr 160 :
va) Rla Ala Ala Gly Asn Glu Rty Thr Ser Gily Ser Ser Ser Thr Val Gly Tvr Pro Glv
GTT 6CG GCA GCC GGT AAL GAR GGC ALY TCC GGC AGC TCA AGL ACA6Y6 GGC TAC (1 GGT

180 . ' : 190
Tle Ala Val Glv Ala Val fsp Ser Ser Asn filn Arn Alg Ser Phe Ser Ser Val Gly Prn
ATYT GCA GTA GRC GCY GTY GAC AGC AGC AAC CAA AGR GCA ICY TTC TCa AGC G2 GGa €LY

200 210
Ala Pro Gly Val Ser 11e Gln Ser Thr tev Pro Gly Asn Lvs Tvr Gly Ala Tvr S50 Glv
GCA €CT GGT GYA YCY ATC CAA AGC ACG G371 CCT GGA AAC AAL TAC 666 GCG TAL BAC GGV

230 2480
fro His Val Alp Gly Ala Ala Ala Len Ve Leu Ser Lvs His Pro Asn Trp Thr Asn Thr
CCG CAC GTT GCC GGA GCG GCT GCY TTG ATY CTY TLT AAG CAC CCG AAC 1GG ACA s2C A(T

250 Gln 260
Leu Glu Asn Thr Thr Thr Lys Leu Gly Asp Ser Phe Tyr Tyr Glv Lvs Glv tey tle Asn
TTA GAR AAC ACC ALY ACA aA2 (17 GGY GAY TCY TTC TAC TATU GGA &&2 GGG CTG £7C ARC

215 o TERM

CAG TAA AACATARRARACCGGCCYTGGCCCCOLOGGYTTTTTATIATITYITCYTCCVCCGCATGYICAATCLGCYCC

1316 ATAATCGACGGATGGCTCCCTCTGARARTTTTAACGAGAARCRACGGGT TGACCCGRETCAGTCLLGTAACGGLCAAGTYCCTGARACGTLTCARTCGCCE

1416 CTTCCCGETTICCGGTCAGCTCARTGEERTARCGRTCGGEE0EGTTTICCTGATACCGEEAGRCGGEATTCOTARTEERTC F IG._l
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Homolopi hos Bacillus protease

1.Becillus emyloliquifaciens
2.Bscillus subtilie var.1168 _
3.Bactilus lichenifornis (carlsbergensia)
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RETTEN IND AF B.AMYLOLIOUIFACIENS SUBTILISIN OG THERMITASE
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198
Vildtype-  Glu Leu Asp Val
. .

vali'mld'tos“ GAG CTT GAT GTC
ey ype CTC GAA CTA CAG

PAZ22DNA: GAG CTT GAT GTC
CIC GAA CTA CAG
* L ]
AI97DNA:  GAG CTC GCA GTC
CIC GAG CGT CAG
Sl
PFagrenter fra  gag-cT
P22 o3 Al97  p
garet mad Pst1/
SstT i

*
pAZR2, A197 CAG CTIC GAT CCT GGC GTA ATC CAA
skiret og ligeret CIC GAG CTA CGA CCC CaT IAGC _CTT
red oligoderyn- 5]
. Klestidpul jer :

pAZ2DNA:
A197 DNA:

Fragrenter fra
g A19?

SstY

218 220 ; :
Gly Thr Met Ala His val Ala Gly Ala

GGT ACG ATG GCA . CAC GTT GCC GGA GCG-3°

Vildtype-Ina: CCA TGC TAC CGT *C GTG CAA CGG CCT CGC-5!
* L 3 [ ]

pAZZ2DNA: GGT _xrcC CAC GZT GCA_GGA GCG-3!

. CCA TGG GIG CGA CST CCT CGC-5!

Kpnl Pril
Al197 DNA:

GGT ACG TCA CAC GIT GCC GGA GCG-3!
CCA TGG AGT GIS CAA GTG CCT CGC-5°
Fragrentexr fra
GGA GCG-3!
o A197 p
pz.m.z“m A CGT CCT cog-5¢

I A2 hd »
daretcg'ﬁ;?:et GST_22C TCA ATG GCA TCT CCG CAC GIT GCA GGA GCG-3°
med oligodecsyrin- CCh I0G ATT TAC CGT AGL GGC GTE _CAAR CGT CCT CGC-5!
Kleotidonl jer Kpnl Psil destroyed

OligndexyniKleotidoul jer syntetiseret med 23 farurenade nuklentider i hver
hver oyklus H1 géelse af 1538 af puljen med 0 mutationer af pul jen med
eneltimtationer og 57 af puljen med 2 eller flere

mitationer, iaaau;tmnelsenui_ch’xa]nemfmrel
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1. Sslli/EcoRl fordejelse

—
2. Oprensning'1,0
ECcoRI/SstI- Fragment 1
fragment

1. Smal/EcoRlfordejel
2. Oprens -y EcoRI/Smal

Fragment 2

\/
W

#1

g2 P fire trevejsligeringer
~-

p #3
%4

#3
# p

{. Transformeret E. coli

Fragments 3 ' 2. Fordej 4 plasmidpuljer med Smal,
Coe : gentransformeret ‘E. coli

'Heterophoéporylerede' _ 3. Transformer B. subtilis (BG2036) |
lexer : med 4 andengangspul jer
(se Fig. 4)
4. Screen

FI1G.—36
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