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Beschreibung

[0001] Diese Anmeldung ist eine Teilanmeldung aus der europaischen Patentanmeldung Nr. 94 909 609.3,
die am 10. Februar 1994 angemeldet wurde.

[0002] Die vorliegende Erfindung betrifft neue alpha-Amylasemutanten mit einer Aminosauresequenz, die in
der Natur nicht gefunden wird, wobei diese Mutanten eine Aminosauresequenz aufweisen, in welcher ein oder
mehrere Aminosaurerest(e) einer Vorlaufer-alpha-Amylase, insbesondere eine oxidierbare Aminosaure, durch
eine andere Aminosaure substituiert wurden. Die mutierten Enzyme der vorliegenden Erfindung zeigen ver-
anderte Stabilitats-/Aktivitatsprofile, einschliellich einer veranderten oxidativen Stabilitat, einem veranderten
pH-Leistungsprofil, einer veranderten spezifischen Aktivitdt und/oder einer veranderten Thermostabilitat, aber
nicht auf diese beschrankt. In einer besonderen Ausfihrungsform stellt die Erfindung Bacillus-alpha-Amylasen
mit einer Substitution einer Aminoséaure an einer Position, die M + 15 bei der alpha-Amylase von Bacillus li-
cheniformis entspricht, bereit und stellt Anwendungen dieser alpha-Amylasen bereit.

[0003] Alpha-Amylasen (alpha-1,4-Glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) hydrolysieren vorwiegend zufal-
lig innere alpha-1,4-glycosidische Bindungen in Starke, um Maltodextrine mit kleinerem Molekulargewicht zu
erzeugen. Alpha-Amylasen weisen einen betrachtlichen kommerziellen Wert auf, indem sie in den Anfangs-
stadien (Verflissigung) der Starkeverarbeitung; bei der Alkoholherstellung; als Reinigungsmittel in Detergens-
matrices; und in der Textilindustrie zum Entschlichten von Starke verwendet werden. Alpha-Amylasen werden
durch eine breite Vielzahl von Mikroorganismen einschlieRlich Bacillus und Aspergillus hergestellt, wobei die
meisten kommerziellen Amylasen aus bakteriellen Quellen wie z. B. B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B.
subtilis oder B. strearothermophilus hergestellt werden. In den vergangenen Jahren waren die bevorzugten
Enzyme bei der kommerziellen Anwendung, aufgrund von deren Warmestabilitdt und Leistungsfahigkeit, zu-
mindest bei neutralen und leicht alkalischen pH's, jene aus B. licheniformis

[0004] Friher gab es Untersuchungen, welche rekombinante DNA-Techniken verwendet haben, um zu erfor-
schen, welche Reste fir die katalytische Aktivitdt von Amylasen wichtig sind, und/oder um die Auswirkung zu
erforschen, wenn gewisse Aminosduren innerhalb des aktiven Zentrums von verschiedenen Amylasen modi-
fiziert wurden (Vihinen, M. et al. (1990) J. Bichem. 107: 267-272; Holm, L. et al. (1990) Protein Engineering 3:
181-191; Takase, K. et al. (1992) Biochemica et Biophysica Acta. 1120: 281-288; Matsui, |. et al. (1992) Febs
Letters Bd. 310, Nr. 3, Seiten 216-218); welche Reste fur die thermische Stabilitat wichtig sind (Suzuki, Y. et
al. (1989) J. Biol. Chem. 264: 18933-18938); und eine Gruppe hat derartige Verfahren verwendet, um Muta-
tionen an verschiedenen Histidinresten in einer B. licheniformis Amylase einzufiihren, wobei der Grund zur
Erzeugung von Substitutionen an den Histidinresten darin lag, dass die Amylase von B. licheniformis (welche
als thermostabil bekannt ist) im Vergleich zu anderen &hnlichen Bacillus-Amylasen einen Uberschuss an His-
tidinen aufweist, und daher wurde vorgeschlagen, dass ein Ersetzen eines Histidins die Thermostabilitat des
Enzyms beeinflussen kdnnte (Declerck, N. et al. (1990) J. Biol. Chem. 265: 15481-15488; FR 2 665 178 A1;
Joyet, P. et al. (1992) Bio Technology 10: 1579-1583).

[0005] Es wurde gefunden, dass alpha-Amylase durch Wasserstoffperoxid und andere Oxidationsmittel bei
pH's zwischen 4 und 10,5 inaktiviert wird, wie in den Beispielen hierin beschrieben wird. Kommerziell kdnnen
alpha-Amylaseenzyme unter dramatisch anderen Bedingungen wie beispielsweise Bedingungen mit sowohl
hohem als auch niedrigem pH verwendet werden, was von der kommerziellen Anwendung abhangt. Beispiels-
weise kénnen alpha-Amylasen bei der Verflissigung von Stérke verwendet werden, was ein Verfahren ist, das
vorzugsweise bei einem niedrigen pH (pH < 5,5) durchgefihrt wird. Andererseits kdnnen Amylasen in kom-
merziellen Geschirrspul- oder Waschmitteldetergentien verwendet werden, welche oft Oxidationsmittel wie z.
B. Bleichmittel oder Persauren enthalten und welche unter sehr viel stérker alkalischen Bedingungen verwen-
det werden.

[0006] Um die Stabilitédt oder das Aktivitatsprofil von Amylaseenzymen unter variierenden Bedingungen zu
verandern, wurde gefunden, dass ein selektiver Austausch, eine Substitution oder Deletion von oxidierbaren
Aminosauren wie z. B. Methionin, Tryptophan, Tyrosin, Histidin oder Cystein zu einem veranderten Profil der
Enzymvariante im Vergleich zu inrem Vorlaufer fihrt. Da die derzeitig kommerziell verfigbaren Amylasen unter
verschiedenen Bedingungen nicht akzeptabel (stabil) sind, besteht ein Bedarf flir eine Amylase mit einem
veranderten Stabilitats- und/oder Aktivitatsprofil.

[0007] Diese veranderte Stabilitdt (oxidatives, thermisches oder pH-Leistungsprofil) kann erreicht werden,

wahrend eine addquate enzymatische Aktivitat im Vergleich zu dem Wildtyp- oder Vorlauferenzym beibehalten
wird. Das charakteristische Merkmal, das durch die Einfihrung solcher Mutationen beeinflusst wird, kann eine

2/75



DE 694 32610 T3 2012.04.12

Anderung bei der oxidativen Stabilitat sein, wahrend die thermische Stabilitat beibehalten wird oder umgekehrt.
Demgemass kann die Substitution von unterschiedlichen Aminosauren fir eine oxidierbare Aminosaure(n) in
der alpha-Amylase-Vorlaufersequenz oder die Deletion von einer oder mehreren oxidierbaren Aminosdure(n)
zu einer veranderten enzymatischen Aktivitét bei einem pH, der von dem verschieden ist, welcher fir die Vor-
laufer-alpha-Amylase als optimal angesehen wird, fihren. Anders ausgedrickt kdnnen die mutierten Enzyme
der vorliegenden Erfindung ebenfalls veranderte pH-Leistungsprofile aufweisen, welche auf der erhéhten oxi-
dativen Stabilitdt des Enzyms beruhen kénnen.

[0008] Die vorliegende Erfindung betrifft neue alpha-Amylasemutanten, die das Expressionsprodukt einer mu-
tierten DNA-Sequenz sind, welche eine alpha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einer
Vorlaufer-alpha-Amylase durch die Substitution (Ersatz) einer oder mehrerer oxidierbarer Aminosauren abge-
leitet ist.

[0009] Derartige mutierte alpha-Amylasen werden im Allgemeinen durch in vitro-Modifikation einer Vorlaufer-
DNA-Sequenz, welche eine natlrlich vorkommende oder rekombinante alpha-Amylase codiert, um die Sub-
stitution eines oder mehrerer Aminosaurereste in einer Vorlaufer-Aminosauresequenz zu codieren, erhalten.

[0010] Im Allgemeinen beruht die Substitution oder Deletion von einer oder mehreren Aminosauren in der
Aminosauresequenz auf dem Ersatz oder der Deletion von einem oder mehreren Methionin- und/oder Trypto-
phanresten in einer solchen Sequenz. Diese oxidierbaren Aminosaurereste kénnen durch irgendeine der an-
deren 20 natlrlich vorkommenden Aminosduren ersetzt werden. Wenn die gewiinschte Wirkung ist, die Stabi-
litdt des Vorlaufers zu verandern, kann der Aminosaurerest mit einer nicht oxidierbaren Aminosaure (wie bei-
spielsweise Alanin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Glutaminsdure, Glutamin, Glycin, Isoleucin, Leucin,
Lysin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin oder Valin) oder einer anderen oxidierbaren Aminosaure (wie z. B.
Cystein, Methionin, Tryptophan, Tyrosin oder Histidin, welche in der Reihenfolge von am leichtesten oxidierbar
bis weniger leicht oxidierbar aufgelistet sind) substituiert werden. Wenn in ahnlicher Weise die gewlnschte
Wirkung ist, die Thermostabilitat zu verandern, kann irgendeine der anderen 20 nattirlich vorkommenden Ami-
nosauren substituiert werden (d. h. Methionin kann durch Cystein substituiert werden).

[0011] GemaR einem Aspekt der Erfindung wird eine mutierte alpha-Amylase bereitgestellt, die ausgewahlt

ist aus der Gruppe bestehend aus:
(a) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacil-
lus licheniformis durch ortsspezifische Substitution einer Aminoséure an Position M + 15 abgeleitet ist, und
(b) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine
alpha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase, welche
eine alpha-Amylase von Bacillus ist, durch ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der
Position in entweder der primaren oder tertidren Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus liche-
niformis entspricht, abgeleitet ist,

wobei die genannte alpha-Amylase ein verandertes pH- und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie
mit dem Wildtyp der Bacillus-alpha-Amylase verglichen wird;
wobei die substituierende Aminoséure Val ist.

[0012] In einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren zur Verédnderung des pH- und/oder Tem-

peraturleistungsprofils einer alpha-Amylase von Bacillus bereit, umfassend die Schritte:
(a) Bereitstellen einer Vorlaufer-DNA-Sequenz, welche einen Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacillus li-
cheniformis codiert, und Modifizieren der genannten Vorlaufer-DNA-Sequenz, um eine mutierte DNA-Se-
quenz zu erhalten, die eine mutierte alpha-Amylase codiert, welche sich von dem genannten Vorlaufer der
alpha-Amylase durch ortsspezifische Substitution einer Aminosaure an Position M + 15 unterscheidet, oder
(b) Bereitstellen einer Vorldufer-DNA-Sequenz, welche einen Vorlaufer der alpha-Amylase aus einem Ba-
cillus codiert, und Modifizieren der genannten Vorlaufer-DNA-Sequenz, um eine mutierte DNA-Sequenz zu
erhalten, die eine mutierte alpha-Amylase codiert, welche sich von dem genannten Vorlaufer der alpha-
Amylase durch ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der Position in entweder der pri-
maren oder tertidren Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus licheniformis entspricht, unterschei-
det;

und Expression der genannten mutierten alpha-Amylase aus der genannten mutierten DNA-Sequenz, wobei

die genannte mutierte alpha-Amylase ein verandertes pH-und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie
mit dem Vorlaufer der Bacillus-alpha-Amylase verglichen wird, wobei die substituierende Aminosaure Thr ist.
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[0013] Das Verfahren kann den Schritt umfassen des weiterhin Modifizierens der genannten Vorlaufer-DNA-
Sequenz derart, dass die mutierte alpha-Amylase eine oder mehrere andere ortsspezifische Mutationen um-
fasst.

[0014] Das Verfahren kann weiterhin den Schritt umfassen des Formulierens der mutierten alpha-Amylase
in eine Detergenzzusammensetzung, z. B. eine flissige, gelférmige oder granuldre Zusammensetzung, oder
eine Zusammensetzung zur Verflissigung von Starke.

[0015] Die Detergenzzusammensetzung kann weiterhin ein oder mehrere zusatzliche Enzyme umfassen.

[0016] Eine Mutation (Substitution) an einem Tryptophanrest kann in Kombination mit Mutationen an anderen
oxidierbaren Aminosaureresten durchgefiihrt werden. Insbesondere kann es vorteilhaft sein, durch Substitution
von wenigstens einem Tryptophan in Kombination mit wenigstens einem Methionin zu modifizieren.

[0017] Die beschriebenen alpha-Amylasemutanten zeigen im Allgemeinen eine veranderte oxidative Stabili-
tat in Gegenwart von Wasserstoffperoxid und anderen Oxidationsmitteln wie beispielsweise Bleichmittel oder
Persduren und insbesondere milderen Oxidationsmitteln wie beispielsweise Chloramin-T. Mutierte Enzyme mit
erhdhter oxidativer Stabilitdt werden nitzlich sein, um die Lagerfahigkeit und die Kompatibilitdt der Amylasen
mit Bleichmittel, Perborat, Percarbonat oder Persaure, die die in Reinigungsprodukten verwendet werden, zu
verbessern. In dhnlicher Weise kann eine verringerte oxidative Stabilitdt bei industriellen Prozessen nitzlich
sein, welche eine schnelle und effiziente Ausléschung der enzymatischen Aktivitat erfordern. Die mutierten
Enzyme kdnnen ebenfalls ein verbreitertes pH-Leistungsprofil zeigen, wodurch Mutanten wie beispielsweise
M15L eine Stabilitdt bei einem niedrigen pH zur Verflissigung von Starke zeigen. Die Mutanten kdnnen eben-
falls eine veranderte thermische Stabilitat aufweisen, wodurch die Mutante entweder bei hohen oder bei nied-
rigen Temperaturen eine erhéhte Stabilitit aufweisen kann. Es versteht sich, dass eine beliebige Anderung
(Zunahme oder Abnahme) der enzymatischen charakteristischen Eigenschaft(en) der Mutante im Vergleich
zu ihrem Vorlaufer in Abhéngigkeit von der gewlinschten Endanwendung der alpha-Amylasemutante nitzlich
sein kann.

[0018] Zusatzlich zu Starkeverarbeitungs- und Reinigungsanwendungen kénnen Amylasevarianten der vor-
liegenden Erfindung bei beliebigen Anwendungen verwendet werden, bei welchen bekannte Amylasen ver-
wendet werden; beispielsweise kénnen Amylasevarianten in der Textilverarbeitung, der Nahrungsmittelverar-
beitung usw. verwendet werden. Insbesondere wird erwartet, dass eine Enzymvariante, die durch Oxidation
inaktiviert wurde, in einem Verfahren nutzlich wéare, wo gewlnscht wird, die Amylaseaktivitat am Ende des
Verfahrens vollstandig zu entfernen, beispielsweise bei Anwendungen in der Verarbeitung von Tiefklhlkost.

[0019] Die alpha-Amylasemutanten sind von einem Bacillus-Stamm wie beispielsweise B. licheniformis abge-
leitet.

[0020] Es gibt eine neue Form der alpha-Amylase, die normalerweise von B. licheniformis erzeugt wird. Diese
neue Form, welche als die A4-Form bezeichnet wird, weist zusétzliche vier Alaninreste am N-Terminus der
sekretierten Amylase auf (Fig. 4b). Derivative oder Mutanten der A4-Form der alpha-Amylase sind von der
vorliegenden Erfindung umfasst. Unter Derivaten oder Mutanten der A4-Form wird verstanden, dass die vorlie-
gende Erfindung die A4-Form von alpha-Amylase, modifiziert wie beschrieben, umfasst und eine oder mehrere
zusatzliche Mutationen wie beispielsweise eine Mutation (Substitution, Ersatz oder Deletion) von einer oder
mehreren oxidierbaren Aminosauren enthalt.

[0021] In einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung eine Detergenzzusammensetzung bereit, welche eine

alpha-Amylasemutante und ein oder mehrere zusatzliche Enzyme umfasst, wobei die alpha-Amylasemutante

ausgewabhlt ist aus der Gruppe, bestehend aus
(a) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacil-
lus licheniformis durch ortsspezifische Substitution einer Aminosaure an Position M + 15 abgeleitet ist, und
(b) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine
alpha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase, welche
eine alpha-Amylase von Bacillus ist, durch ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der
Position in entweder der primaren oder tertidren Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus liche-
niformis entspricht, abgeleitet ist,
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wobei die genannte alpha-Amylase ein verdndertes pH- und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie
mit dem Wildtyp der Bacillus-alpha-Amylase verglichen wird;
wobei die substituierende Aminosaure Leu, Thr, Asn, Asp, Ser, Val oder lle ist.

[0022] Die Detergenzzusammensetzungen kdnnen flissig, gelférmig oder granulér sein.

[0023] Zusétzlich ist beabsichtigt, dass die Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung eine alpha-Amy-
lasemutante mit mehr als einer ortsspezifischen Mutation umfassen kénnen.

[0024] In einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung eine Zusammensetzung zur Verflissigung von Stérke

bereit, welche eine alpha-Amylasemutante umfasst, wobei die genannte alpha-Amylasemutante ausgewahlt

ist aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacil-
lus licheniformis durch ortsspezifische Substitution einer Aminoséure an Position M + 15 abgeleitet ist, und
(b) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine
alpha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase, welche
eine alpha-Amylase von Bacillus ist, durch ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der
Position in entweder der primaren oder tertidren Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus liche-
niformis entspricht, abgeleitet ist,

wobei die genannte alpha-Amylase ein verandertes pH- und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie
mit dem Wildtyp der Bacillus-alpha-Amylase verglichen wird;
wobei die substituierende Aminosaure Leu, Asn, Asp, Ser, Val oder lle ist.

[0025] Zusatzlich ist beabsichtigt, dass solche Zusammensetzungen zusatzliche Komponenten, wie sie den
Fachleuten bekannt sind, einschlie3lich z. B. Antioxidantien, Calcium, lonen usw. umfassen kénnen. In einem
Verfahren, welches einen Aspekt der vorliegenden Erfindung darstellt, werden Verfahren zum Verflussigen von
Starke und insbesondere von granuldren Starkeaufschlammungen, entweder aus einem Nass- oder Trocken-
mahlverfahren, bereitgestellt, die wie oben beschriebene Zusammensetzungen verwenden. Im Allgemeinen
wird in dem ersten Schritt des Starkeabbauverfahrens die Starkeaufschldmmung durch ein Erwédrmen bei einer
relativ hohen Temperatur (bis zu ca. 110°C) gelatiniert. Nachdem die Starkeaufschlammung gelatiniert ist, wird
sie unter Verwendung eine alpha-Amylase verflissigt und dextriniert. Die Bedingungen fiir eine solche Ver-
flissigung werden in den US-Patentanmeldungen 07/785,624 und 07/785,623 und dem US-Patent 5,180,699
beschrieben. Das vorliegende Verfahren zur Verflissigung von Stéarke umfasst das Zugeben zu einer Starke-
aufschldammung einer wirksamen Menge einer alpha-Amylase der vorliegenden Erfindung, allein oder in Kom-
bination mit zusatzlichen Hilfsstoffen wie beispielsweise einem Antioxidationsmittel, und das Umsetzen der
Aufschlammung fir eine geeignete Zeit und bei einer geeignete Temperatur, um die Starke zu verflissigen.

[0026] Die Erfindung wird nun mittels eines Beispiels in Bezug auf die begleitenden Zeichnungen beschrieben:

[0027] Fig. 1 zeigt die DNA-Sequenz des Gens flr alpha-Amylase aus B. lichenformis (INCIB8061), Seq.
ID Nr. 31, und ein abgeleitetes Translationsprodukt wie es in Gray, G. et al. (1986) J. Bacter. 166: 635-643
beschrieben wird. 0

[0028] Fig. 2 zeigt die Aminosauresequenz des reifen alpha-Amylaseenzyms aus B. licheniformis (NCIB8061),
Seq. ID Nr. 32.

[0029] Fig. 3 zeigt eine Ausrichtung der primaren Strukturen von Bacillus-alpha-Amylasen. Die B. lichenifor-
mis-Amylase (Am-Lich), Seq. ID Nr. 33, wird von Gray, G. et al. (1986) J. Bact. 166: 635-643 beschrieben; die
B. amyloliquefaciens-Amylase (Am-Amylo), Seq. ID Nr. 34, wird von Takkinen, K. et al. (1983) J. Biol. Chem.
285: 1007-1013 beschrieben; und die B. stearothermophilus (Am-Stearo), Seq. ID Nr. 35, wird von lhara, H.
et al. (1985) J. Biochem. 98: 95-103 beschrieben.

[0030] Fig. 4 zeigt die Aminosauresequenz der reifen alpha-Amylasevariante M197T, Seq. ID Nr. 36.

[0031] Fig. 4b zeigt die Aminosauresequenz der A4-Form der alpha-Amylase aus B. licheniformis NCIB8061,
Seq. ID Nr. 37. Die Nummerierung beginnt am N-Terminus, ausgehend von den vier zusatzlichen Alaninen.
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[0032] Fig. 5 zeigt das Plasmid pA4BL, worin sich BLAA auf das alpha-Amylasegen von B. licheniformis,
Pstl bis Sstl, bezieht; AmpR sich auf das Ampicillinresistenzgen aus pBR322 bezieht; und sich CAT auf das
Chloramphenicolresistenzgen aus pC194 bezieht.

[0033] Fig. 6 zeigt die Verbindungen Signalsequenz-reifes Protein fir B. licheniformis (Seq. ID Nr. 38), B.
subtilis (Seq. ID Nr. 39), B. licheniformis in pA4BL (Seq. ID Nr. 40) und B. licheniformis in pBLapr (Seq. ID
Nr. 41).

[0034] Fig. 7 zeigt die Inaktivierung von gewissen alpha-Amylasen (Spezyme® AA20, M15L) mit 0,88 M H,0,
bei pH 5,0, 25°C.

[0035] Fig. 8 zeigt ein Schema fiir die Produktion von M15X-Kassettenmutanten.

[0036] Fig. 9 zeigt die Expression von M15X-Varianten.

[0037] Fig. 10 zeigt die spezifische Aktivitdt von M15X-Varianten im Hinblick auf I6sliche Starke.
[0038] Fig. 11 zeigt die Warmestabilitdt von M15X-Varianten bei 90°C, pH 5,0, 5 mM CaCl,, 5 Minuten.

[0039] Fig. 12 zeigt eine spezifische Aktivitat im Hinblick auf Starke und ein I6sliches Substrat und die Leis-
tungsfahigkeit bei einer Jetverflissigung bei pH 5,5 von M15-Varianten als eine Funktion der prozentualen
Aktivitat des B. licheniformis-Wildtyps.

[0040] Fig. 13 zeigtdie Inaktivierung von B. licheniformis-alpha-Amylase (AA20 bei 0,65 mg/ml) mit Chloramin-
T bei pH 8,0 im Vergleich zu den Varianten M197A (1,7 mg/ml) und M197L (1,7 mg/ml).

[0041] Fig. 14 zeigt die Inaktivierung von B. licheniformis-alpha-Amylase (AA20 bei 0,22 mg/ml) mit Chloramin-
T bei pH 4,0 im Vergleich zu den Varianten M197A (4,3 mg/ml) und M1971.

[0042] Fig. 15 zeigt die Reaktion von B. licheniformis-alpha-Amylase (AA20 bei 0,75 mg/ml) mit Chloramin-T
bei pH 5,0 im Vergleich zu den Doppelvarianten M197T/W138F (0,64 mg/ml) und M197T/WF38Y (0,60 mg/ml).

[0043] Es wird angenommen, dass Amylasen, die bei der Verflissigung von Starke verwendet werden, ei-
ner gewissen Form von Inaktivierung unterliegen kénnen, welche auf einer gewissen Aktivitat beruht, die
in der Starkeaufschlammung vorliegt (siehe US-Anmeldungen 07/785,624 und 07/785,623 und das US-Pa-
tent 5,180,669, das am 19. Januar 1993 herausgegeben wurde. Weiterhin kann die Verwendung einer Amy-
lase in Gegenwart von Oxidationsmitteln wie beispielsweise in Bleichmittel oder Persaure enthaltenden De-
tergentien zu einer teilweisen oder vollstdndigen Inaktivierung der Amylase fihren. Daher ist die vorliegen-
de Erfindung darauf gerichtet, die oxidative Empfindlichkeit der Amylasen zu verandern. Die Enzymmutanten
der vorliegenden Erfindung kénnen ebenfalls ein verandertes pH-Profil und/oder eine veranderte thermische
Stabilitat aufweisen, welche auf der erhdhten oxidativen Stabilitat des Enzyms bei niedrigen oder hohen pH-
Werten beruhen kann.

[0044] Alpha-Amylase, wie hierin verwendet, umfasst natiirlich vorkommende Amylasen wie auch rekombi-
nante Amylasen. Bevorzugte Amylasen in der vorliegenden Erfindung sind alpha-Amylasen, die aus B. liche-
niformis stammen, einschlielllich der A4-Form der alpha-Amylase, die aus B. licheniformis stammt, wie sie
hierin beschrieben wird.

[0045] Rekombinante alpha-Amylasen bezieht sich auf eine alpha-Amylase, in welcher die DNA-Sequenz,
welche die natirlich vorkommende alpha-Amylase codiert, modifiziert ist, um eine mutierte DNA-Sequenz zu
erzeugen, welche die Substitution, Insertion oder Deletion von einer oder mehreren Aminosauren in der alpha-
Amylasesequenz codiert. Geeignete Modifikationsverfahren werden hierin und ebenfalls in den US-Patenten
4,760,025 und 5,185,258 offenbart.

[0046] Homologien wurden zwischen fast allen Endoamylasen, die bis heute sequenziert wurden, gefunden,
wobei diese von Pflanzen bis zu Sdugetieren und Bakterien reichen (Nakajima, R. T. et al. (1986) Appl. Micro-
biol. Biotechnol. 23: 355-360; Rogers, J. C. (1985) Biochem. Biophys. Res. Commun. 128: 470-476). Es gibt
vier Bereiche mit besonders hoher Homologie bei gewissen Bacillus-Amylasen, wie in Fig. 3 gezeigt ist, wobei
die unterstrichenen Abschnitte die Bereiche mit hoher Homologie bezeichnen. Weiterhin wurden Sequenzaus-
richtungen verwendet, um die Beziehung zwischen Bacillus-Endoamylasen zu kartieren (Feng, D. F. and Doo-

6/75



DE 694 32610 T3 2012.04.12

little, R. F. (1987) 3. Molec. Evol. 35: 351-360). Die relative Sequenzhomologie zwischen B. stearothermophi-
lus- und B. licheniformis-Amylase betragt ca. 66%, wie nach Holm, L. et al. (1990) Protein Engineering 3 (3)
Seiten 181-191 bestimmt wurde. Die Sequenzhomologie zwischen B. licheniformis- und B. amyloliquefaciens-
Amylasen betragt ca. 81%, nach Holm, L. et al., supra. Wahrend die Sequenzhomologie wichtig ist, ist allge-
mein anerkannt, dass die strukturelle Homologie ebenfalls wichtig ist, wenn Amylasen oder andere Enzyme
verglichen werden. Beispielsweise wurde eine strukturelle Homologie zwischen Pilzamylasen und bakterieller
(Bacillus) Amylase vorgeschlagen.

[0047] Eine alpha-Amylasemutante weist eine Aminosauresequenz auf, welche von der Aminosauresequenz
einer Vorlaufer-alpha-Amylase abgeleitet ist. Die Vorldufer-alpha-Amylasen umfassen naturlich vorkommende
alpha-Amylasen und rekombinante alpha-Amylasen (wie definiert). Die Aminosduresequenz der alpha-Amyla-
semutante leitet sich von der Aminosauresequenz der Vorldufer-alpha-Amylase durch die Substitution von ei-
ner oder mehreren Aminosauren der Vorlaufer-Aminosauresequenz ab. Eine solche Modifikation bezieht sich
auf die Vorldufer-DNA-Sequenz, welche die Aminosauresequenz der Vorlaufer-alpha-Amylase codiert, und
nicht auf die Manipulation des Vorlaufer-alpha-Amylaseenzyms per se. Geeignete Verfahren fiir eine solche
Manipulation der Vorlaufer-DNA-Sequenz umfassen Verfahren, die hierin und in den US-Patenten 4,760,025
und 5,185,258 offenbart sind.

[0048] Spezifische Reste, welche der Position W138 der Bacillus licheniformis-alpha-Amylase entsprechen,
wie auch alle Methionin-, Histidin-, Tryptophan-, Cystein- und Tyrosin-Positionen werden hierin auch zur Sub-
stitution oder Deletion identifiziert.

[0049] Die Nummer der Aminosaureposition (d. h. +197) bezieht sich auf die Nummer, die der reifen Bacillus
licheniformis-alpha-Amylasesequenz zugeordnet ist, die in Fig. 2 angegeben ist. Die Erfindung ist jedoch nicht
auf die Mutation dieser bestimmten reifen alpha-Amylase (B. licheniformis) beschrénkt sondern erstreckt sich
auf Vorlaufer-alpha-Amylasen, die Aminosaurereste an Positionen enthalten, welche dem bestimmten identifi-
zierten Rest in der B. licheniformis-alpha-Amylase entsprechen. Ein Rest (Aminosaure) einer Vorlaufer-alpha-
Amylase entspricht einem Rest der B. licheniformis-alpha-Amylase, wenn er entweder homolog (d. h. in der
Position in entweder der priméren oder tertidren Struktur entsprechend) oder analog zu einem bestimmten Rest
oder Anteil dieses Restes in der B. licheniformis-alpha-Amylase ist (d. h. die selbe oder eine &hnliche funktio-
nale Kapazitat aufweist, chemisch oder strukturell kombiniert zu werden, zu reagieren oder zu wechselwirken).

[0050] Um eine Homologie bei der Primarstruktur festzustellen, wird die Aminoséduresequenz einer Vorlau-
fer-alpha-Amylase direkt mit der Primarsequenz der B. licheniformis-alpha-Amylase und insbesondere mit ei-
nem Satz an Resten verglichen, von denen bekannt ist, dass diese bei allen alpha-Amylasen, deren Sequenz
bekannt ist, unveranderlich sind, wie man in Fig. 3 sieht. Es ist ebenfalls moglich, aquivalente Reste in der
Tertiarstruktur zu bestimmen: Kristallstrukturen wurden fiir die pankreatische alpha-Amylase von Schweinen
(Buisson, G. et al. (1987) EMBO J. 6: 3909-3916); Taka-Amylase A aus Aspergillus oryzae (Matsuura, Y. et
al. (1984) J. Biochem. (Tokyo) 95: 697-702); und eine saure alpha-Amylase aus A. niger (Boel, E. et al. (1990)
Biochemistry 29: 6244-6249) berichtet, wobei die zwei ersten Strukturen &hnlich sind. Es gibt keine veréffent-
lichten Strukturen fir Bacillus-alpha-Amylasen, auch wenn vorhergesagt wurde, dass diese gemeinsame Su-
persekundarstrukturen mit den Glucanasen aufweisen (MacGregor, E. A. & Svensson, B. (1989) Biochem. J.
259: 145-152), und eine Struktur fir das B. stearothermophilus-Enzym wurde auf die der Taka-Amylase A
modelliert (Holm, L. et al. (1990) Protein Engineering 3: 181-191). Die vier in hohem Mal3e konservierten Be-
reiche, die in Fig. 3 gezeigt sind, enthalten viele Reste, von denen angenommen wird, dass diese ein Teil des
aktiven Zentrums sind (Matsuura, Y. et al. (1984) J. Biochem. (Tokyo) 95: 697—702; Buisson, G. et al. (1987)
EMBO J. 6: 3909-3916; Vihinen, M. et al. (1990) 3. Biochem. 107: 267-272) einslieRlich, in der licheniformis-
Nummerierung, His105; Arg229; Asp231; His235; Glu261 und Asp328.

[0051] Expressionsvektor, wie hierin verwendet, bezieht sich auf ein DNA-Konstrukt, das eine DNA-Sequenz
enthalt, die funktionsfahig mit einer geeigneten Kontrollsequenz verknupft ist, welche in der Lage ist, die Ex-
pression der DNA in einem geeigneten Wirt zu bewirken. Solche Kontrollsequenzen kénnen einen Promotor,
um eine Transkription zu bewirken, eine optionale Operatorsequenz, um eine solche Transkription zu steu-
ern, eine Sequenz, welche geeignete mMRNA-Ribosomenbindungsstellen codiert, und Sequenzen, welche die
Termination der Transkription und Translation steuern, umfassen. Ein bevorzugter Promotor ist der B. subtilis
aprE-Promotor. Der Vektor kann ein Plasmid, ein Phagenteilchen oder einfach ein potentielles genomisches
Insert sein. Wenn er in einen geeigneten Wirt transformiert ist, kann der Vektor sich replizieren und unabhangig
von dem Genom des Wirtes funktionieren, oder kann sich in einigen Fallen in das Genom selbst integrieren.
In der vorliegenden Beschreibung werden Plasmid und Vektor manchmal austauschbar verwendet, da derzeit
das Plasmid die am haufigsten verwendete Form eines Vektors ist. Jedoch soll die Erfindung solche anderen
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Formen von Expressionsvektoren, welche aquivalente Funktionen austiben und welche im Stand der Technik
bekannt sind oder bekannt werden, einschliel3en.

[0052] Wirtsstdmme (oder Zellen), die in der vorliegenden Erfindung nitzlich sind, sind im Allgemeinen pro-
karyotische oder eukaryotische Wirte und umfassen jeglichen transformierbaren Mikroorganismus, in welchem
die Expression der alpha-Amylase erreicht werden kann. Insbesondere sind Wirtsstdmme der selben Spezi-
es oder Gattung, aus welcher die alpha-Amylase stammt, wie beispielsweise ein Bacillus-Stamm geeignet.
Vorzugsweise wird ein alpha-Amylase-negativer Bacillus-Stamm (Gene deletiert) und/oder ein alpha-Amylase
und Protease-deletierter Bacillus Stamm wie beispielsweise der Bacillus subtilis-Stamm BG 2473 (AamyE,
Aapr, Anpr) verwendet. Wirtszellen werden mit Vektoren transformiert oder transfiziert, die unter Verwendung
rekombinanter DNA-Techniken konstruiert wurden. Solche transformierten Wirtszellen sind in der Lage ent-
weder Vektoren, welche die alpha-Amylase und deren Varianten (Mutanten) codieren, zu replizieren oder die
gewlnschte alpha-Amylase zu exprimieren.

[0053] Vorzugsweise werden die Mutanten der vorliegenden Erfindung wahrend der Fermentation in das Kul-
turmedium sezerniert. Jede geeignete Signalsequenz, wie beispielsweise das aprE-Signalpeptid, kann ver-
wendet werden, um die Sezernierung zu erreichen.

[0054] Viele der beschriebenen alpha-Amylasemutanten sind nitzlich, um verschiedene Detergenszusam-
mensetzungen, insbesondere gewisse Geschirrspulerreinigungszusammensetzungen, insbesondere jene Rei-
nigungszusammensetzungen, die bekannte Oxidationsmittel enthalten, zu formulieren. Alpha-Amylasemutan-
ten der Erfindung kénnen in bekannte pulverférmige, flissige oder gelférmige Detergentien mit einem pH zwi-
schen 6,5 bis 12,0 formuliert werden. Eine geeignete granuldre Zusammensetzung kann erzeugt werden wie
in den zusammen gehdrenden US-Patentanmeldungen 07/429,881, 07/533,721 und 07/957,973 beschrieben
wird. Diese Detergensreinigungszusammensetzungen kénnen ebenfalls andere Enzyme wie beispielsweise
bekannte Proteasen, Lipasen, Cellulasen, Endoglycosidasen oder andere Amylasen wie auch Aufbaustoffe,
Stabilisatoren und andere Trager enthalten, die den Fachleuten bekannt sind. Diese Enzyme kdnnen als Co-
granalien oder als Mischungen oder in irgendeiner anderen Weise, die den Fachleuten bekannt ist, vorliegen.
Weiterhin ist von der vorliegenden Erfindung umfasst, dass Mehrfachmutanten bei Reinigungs- und anderen
Anwendungen niitzlich sein kénnen. Beispielsweise kann eine Enzymmutante mit Anderungen an sowohl +15
als auch +197 eine erhdhte Leistung zeigen, die in einem Reinigungsprodukt nitzlich ist.

[0055] Wie vorher beschrieben, kdnnen die beschriebenen alpha-Amylasemutanten ebenfalls bei der Verflis-
sigung von Starke nitzlich sein. Die Verflissigung von Stérke, insbesondere die Verflissigung von granula-
rer Starke in einer Aufschlammung, wird typischerweise bei nahezu neutralen pH's und hohen Temperaturen
durchgefiihrt. Wie in den US-Anmeldungen 07/788,624 und 07/785,623 und dem US-Patent 5,180,669 be-
schrieben wird, scheint es, dass ein Oxidationsmittel oder ein Inaktivierungsmittel einer gewissen Art ebenfalls
bei typischen Verflissigungsverfahren vorliegt, welches die Enzymaktivitat beeinflussen kann; somit wird in
diesen verwandten Patentanmeldungen ein Antioxidationsmittel zu dem Verfahren zugegeben, um das Enzym
zu schutzen.

[0056] Basierend auf den Bedingungen eines bevorzugten Verfahrens zur Verflissigung, wie es in den US-
Anmeldungen 07/788,624 und 07/785,623 und dem US-Patent 5,180,669 beschrieben wird, ndmlich den Be-
dingungen eines niedrigen pH, einer hohen Temperatur und einer méglichen Oxidation, umfassen bevorzugte
Mutanten der vorliegenden Erfindung zur Verwendung in Verflissigungsverfahren Mutanten, die verénderte
pH-Leistungsprofile (d. h. ein niedriges pH-Profil, pH < 6 und vorzugsweise pH < 5,5) und/oder eine verénderte
thermische Stabilitat (d. h. hohe Temperatur, ca. 90°C bis 110°C) und/oder eine veranderte oxidative Stabilitat
(d. h. eine erhdhte oxidative Stabilitat) zeigen.

[0057] Somit wird durch die vorliegende Erfindung ein verbessertes Verfahren zum Verflissigen von Starke
gelehrt, wobei das Verfahren das Verflissigen einer granuldren Starkeaufschldmmung aus entweder einem
Nass- oder Trockenmahlverfahren bei einem pH von ca. 4-6 durch das Zugeben einer wirksamen Menge einer
alpha-Amylasemutante zu der Starkeaufschlammung; gegebenenfalls das Zugeben einer wirksamen Menge
eines Antioxidationsmittels oder eines anderen Hilfsmittels zu der Aufschlammung; und das Umsetzen der
Aufschlammung flr eine geeignete Zeit und bei einer geeigneten Temperatur, um die Starke zu verflissigen,
umfasst.

[0058] Das Folgende wird als ein Beispiel angegeben, und dieses soll nicht als eine Beschrankung des Um-
fanges der Anspriiche ausgelegt werden. Die hierin verwendeten Abklrzungen, insbesondere die Drei-Buch-
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staben- oder Ein-Buchstaben-Bezeichnungen fir Aminosauren, werden in Dale, J. W., Molecular Genetics of
Bacteria, John Wiley & Sons. (1989) Appendix B beschrieben.

Experimentelles
Beispiel 1

[0059] Substitutionen der Methioninreste in der B. licheniformis-alpha-Amylase Das alpha-Amylasegen
(Fig. 1) wurde aus B. licheniformis NCIB8061, welcher von der National Collection of Industrial Bacteria, Aber-
deen, Schottland erhalten wurde, kloniert (Gray, G. et al. (1986) J. Bacteriology 166: 635-643). Das 1,72 kb-
Pstl-Sstl-Fragment, welches die letzten drei Reste der Signalsequenz, das gesamte reife Protein und den Ter-
minatorbereich codierte, wurde in M13MP18 subkloniert. Ein synthetischer Terminator wurde zwischen den
Bcll- und Sstl-Stellen zugefiigt, wobei eine synthetische Oligonukleotidkassette der folgenden Form verwendet
wurde:

BclIl Sstl
5 GATCAAAACATAAAAAACCGGCCTTGGCCCCGCCGGﬂ’FTTTATTAﬂTFTGAGCT K}

3 T TTTGTATTITI TGGCCGGAACCGGGGCGGCCAAAAAATAATAAAAAC 5

Seq IDNr. 1

welche so geplant war, dass diese den Subtilisin-Transkriptionsterminator von B. amyloliquefaciens enthielt
(Wells et al. (1983) Nucleic Acid Research 11: 7911-7925).

[0060] Die gezielte Mutagenese durch Oligonukleotide verwendete im Wesentlichen die Vorschrift von Zoller,
M. et al. (1983) Meth. Enzymol. 100: 468-500: Kurz gesagt wurden 5'-phosphorylierte Oligonukleotidprimer
verwendet, um die gewlinschten Mutationen auf der M13-Einzelstrang-DNA-Matrize einzuflihren, indem die
Oligonukleotide, die in Tabelle | aufgelistet sind, verwendet wurden, um jedes der sieben Methionine, welche in
der B. licheniformis-alpha-Amylase gefunden werden, zu substituieren. Jedes mutagene Oligonukleotid fiihrte
ebenfalls eine Restriktionsendonukleasestelle ein, welche zum Screenen auf die verknlipfte Mutation verwen-
det werden konnte.

TABELLE |

[0061]
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Mutagene Oligonukleotide zur Substitution der Methioninreste in der B. licheniformis-alpha-Amylase

MSA
§'-T GGG ACG CTG G&G CAG TAC TTT GAA TGG T-3° Seq IDNr. 2
cal+
M15L
S'-TG ATG CAG TAC TTT GAA TGG TAC CTIG ECC AAT GA-3' Seq IDNr. 3
ca.lr nil+
M1S7L
5'=GAT TAT TTG 125 TAT GCC GAT ATC GAC TAT GAC CAT-3' - Seq IDNr. 4
co
M256A -
5*-CG GGG AAG GAG GCC TTT ACG GTA GCT-3! Seq IDNr. S
Stee~+
#3041
-GC GGC TAT GAZ TTA AGG AAA TTG C~3° Seq IDNr. g
-1 -
M3EEA
5'-C TAC GGG GAT GCA TAC GGG ACG A-3" Seq IDNr.?7
ITT
M3g8Y
5'-C TAC GGG GAT TAC TAC GGG ACC AAG GGA GAT TCC C~3". Seq ID Nr. S8
Styl+
M438A
5'=-CC GGT GGG_GIc AXS CGG _GCC TAT GIT GGC CGG CAA A-3' Seg ID Nr.$S
i SILli+ :

[0062] Die fettgedruckten Buchstaben zeigen Veranderungen der Basen an, welche durch das Oligonukleotid
eingefiihrt wurden.

[0063] Die Veranderungen von Codons, die in der Form M8A angegeben sind, waren Methionin (M) an Position
+8, das zu Alanin (A) geandert wurde.

[0064] Die Unterstreichung zeigt die Restriktionsendonukleasestelle an, die durch das Oligonukleotid einge-
fihrt wurde.

[0065] Der Heteroduplex wurde verwendet, um E. coli mutL-Zellen zu transfizieren (Kramer et al. (1984) Cell
38: 879), und nach einer Plaquereinigung wurden die Klone durch Restriktionsanalyse der RF1's analysiert.
Positive Ergebnisse wurden durch Dideoxysequenzierung bestatigt (Sanger et al. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. 74: 5463-5467), und die Pstl-Sstl-Fragmente von jedem wurden in einen E. coli-Vektor, das Plasmid
pA4BL, subkloniert.

Plasmid pA4BL

[0066] Nach den Verfahren, die in der US-Anmeldung 860,468 (Power et al.) beschrieben werden, wurde
eine stille Pstl-Stelle an dem Codon +1 (der ersten Aminosaure, welche der Signalspaltungsstelle folgt) des
aprE-Gens aus p5168-1 (Stahl, M. L. und Ferrari, E. (1984) J. Bacter. 158: 411-418) eingefihrt. Der aprE-
Promotor und der Signalpeptidbereich wurden dann aus einem pJH101-Plasmid (Ferrari, F. A. et al. (1983)
J. Bacter. 154: 1513-1515) als ein Hindlll-Pstl-Fragment kloniert und in das von pUC18 abgeleitete Plasmid
3M102 (Ferrari, E. und Hoch, J. A. (1989) Bacillus, Herausgeber C. R. Harwood, Plenum Pub., Seiten 57—
72) subkloniert. Die Anfiigung des Pstl-Sstl-Fragmentes aus der B. licheniformis-alpha-Amylase ergab pA4BL
(Fig. 5), welches die resultierende aprE-Signalpeptid-Amylaseverbindung, wie sie in Fig. 6 gezeigt ist, aufwies.
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Transformation in B. subtilis

[0067] pA4BL ist ein Plasmid, das in der Lage ist, sich in E. coli zu replizieren und sich in das Chromosom von
B. subtilis zu integrieren. Plasmide, die unterschiedliche Varianten enthielten, wurden in B. subtilistransformiert
(Anagnostopoulos, C. und Spizizen, J. (1961) J. Bacter. 81: 741-746) und in das Chromosom an dem aprE-
Locus durch einen Mechanismus vom Campbell-Typ integriert (Young, M. (1984) J. Gen. Microbiol. 130: 1613—
1621). Der Bacillus subtilis-Stamm BG2473 war ein Derivat von 1168, aus welchem die Amylase (AamyE)
und zwei Proteasen (Aapr, Anpr) deletiert worden waren (Stahl, M. L. und Ferrari, E., J. Bacter. 158: 411—
418 und US-Patent 5,264,366, worauf hierin vollinhaltlich Bezug genommen wird). Nach der Transformation
wurde die sacU32(Hy) (Henner, D. J. et al. (1988) J. Bacter. 170: 296-300) Mutation durch PBS-1-vermittelte
Transduktion eingefuhrt (Hoch, J. A. (1983) 154: 1513-1515).

[0068] Eine N-terminale Analyse der Amylase, welche von pA4BL in B. subtilis exprimiert wurde, zeigte, dass
diese prozessiert worden war, wobei sie vier zusatzliche Alanine an dem N-Terminus des sezernierten Amyla-
seproteins aufwies ("A4-Form”). Diese zusétzlichen Reste wiesen keine wesentliche, nachteilige Wirkung auf
die Aktivitat oder die thermische Stabilitdt der A4-Form auf und kdénnen bei einigen Anwendungen die Leis-
tungsfahigkeit erhéhen. In nachfolgenden Experimenten wurden die korrekt prozessierten Formen der licheni-
formis-Amylase und der Variante M197T durch eine sehr dhnliche Konstruktion erzeugt (siehe Fig. 6). Insbe-
sondere wurde das 5'-Ende der A4-Konstruktion auf einem EcoRI-Sstll-Fragment aus pA4BL (Fig. 5) in M13
BM20 (Boehringer Mannheim) subkloniert, um eine Matrize des codierenden Stranges fir das nachstehende
mutagene Oligonukleotid zu erhalten:

5=CAT CAG CGT CCC ATT AAG ATT TGC AGC CTG CGC AGA CAT GTT
GCT-3"/

Seqg ID Nr. 10

[0069] Dieser Primer eliminierte die Codons flir die zusatzlichen vier N-terminalen Alanine, wobei im Hinblick
auf korrekte Formen durch die Abwesenheit der Pstl-Stelle gescreent wurde. Das Subklonieren des EcoRI-
Sstll-Fragmentes zurlick in den pA4BL-Vektor (Fig. 5) ergab das Plasmid pBLapr. Die M197T-Substitution
konnte dann auf einem Sstll-Sstl-Fragment aus pA4BL (M197T) in den komplementéren pBLapr-Vektor bewegt
werden, um das Plasmid pBLapr (M197T) zu ergeben. Eine N-terminale Analyse der Amylase, die von pBLapr
in B. subtilis exprimiert wurde, zeigte, dass diese mit dem selben N-Terminus prozessiert wurde, der in der B.
licheniformis-alpha-Amylase gefunden wird.

Beispiel 2
Oxidative Empfindlichkeit der Methioninvarianten

[0070] Die alpha-Amylase von B. licheniformis, wie beispielsweise Spezyme®AA20 (kommerziell erhaltlich
von der Genencor International, Inc.), wird schnell in Gegenwart von Wasserstoffperoxid inaktiviert (Fig. 7).
Verschiedene Methioninvarianten wurden in Schittelkolbenkulturen von B. subtilis exprimiert, und die rohen
Uberstande wurden durch Ammoniumsulfatfallungen gereinigt. Die Amylase wurde aus einem 20%igen ge-
sattigten Ammoniumsulfatiberstand ausgefallt, indem das Ammoniumsulfat auf 70% Séttigung erhéht wurde,
und wurde dann resuspendiert. Die Varianten wurden bei pH 5,0 bei 25°C an 0,88 M Wasserstoffperoxid aus-
gesetzt. Varianten an 6 der Methioninpositionen der B. (licheniformis-alpha-Amylase waren immer noch flr
eine Oxidation durch Peroxid zuganglich, wahrend die Substitution an der Position +197 (M197L) eine Bestan-
digkeit gegenlber einer Peroxidoxidation zeigte (siehe Fig. 7). Jedoch zeigte eine anschlielRende Analyse,
die nachstehend detaillierter beschrieben wird, dass eine Variante, wahrend sie fiir eine Oxidation bei pH 5,
0, 25°C, anféllig sein kann, unter anderen Bedingungen (d. h. bei der Verflissigung) veranderte verbesserte
Eigenschaften zeigen kann.

Beispiel 3
Konstruktion aller méglichen Varianten an der Position 197

[0071] Alle M197-Varianten (M197X) wurden in der A4-Form durch Kassettenmutagenese erzeugt wie in
Fig. 8 dargestellt ist:
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1. Eine gezielte Mutagenese (liber eine Primerverldngerung in M13) wurde angewendet, um M197A zu
erzeugen, wobei das nachstehende mutagene Oligonukleotid verwendet wurde:

M197a
5S¢ -GAT TAT TTG GCC TAT GCC GAT ATC GAC TAT GAC CAT-3’
EcoRV+
Clai- Seq ID Nr. 11

welches ebenfalls eine EcoRV-Stelle (Codons 200-201) einflihrte, um die Clal-Stelle (Codons 201-202)
zu ersetzen.

2. Dann wurde der Primer LAAM12 (Tabelle Il) verwendet, um eine weitere stille Restriktionsstelle (BstBI)
Uber die Codons 186-188 hinweg einzufiihren.

3. Die resultierende M197A (BstBI+, EcoRV+) Variante wurde dann in das Plasmid pA4BL subkloniert (Pstl-
Sstl-Fragment), und das resultierende Plasmid mit BstBl und EcoRV verdaut und das grof3e, den Vektor
enthaltende Fragment durch Elektroelution aus einem Agarosegel isoliert.

4. Synthetische Primer LAAM14-30 (Tabelle 1l) wurden jeweils mit dem gréRtenteils komplementaren ge-
meinsamen Primer LAAM13 (Tabelle 1) reassoziieren gelassen. Die resultierenden Kassetten, welche fir
alle verbleibenden nattrlich vorkommenden Aminosauren an der Position +197 codierten, wurden einzeln
in das Vektorfragment, das oben hergestellt wurde, ligiert.

Tabelle Il

[0072] Synthetische Oligonukleotide, welche zur Kassettenmutagenese verwendet wurden, um M197X-Vari-
anten zu erzeugen
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LAAMI]
LAAMIG
LAAM1S
LAAM1G
LAAMI7
LAAM18
LAAM1S

LAAM20

AM21

AM22
AM23
\AM24

VAM25

VAM2E
AAM27
AAM2B
AAM29

AAM3IO
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GG GAA GTT TCG AAT GAA - AACG Seﬁ IDNr. 12
X197bs Seq IDNr. 13
{EcoRV) GTC GGC ATA TG _CAT ATA ATC ATA GTT GCC GTT TTC ATT {BstBl)
1197 Seq IDNr. 14
(Bs5181) CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG ATC TAT GCC GAL (EcoRV-}
F187 ’ Seq IDNr. 15
[BstBl) CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG TTC TAT GCC GAC ‘:Econv-l
V13§87

Seq D . 16
(BsiBl CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG GIT TAT GCC GqutEcon-l
$197 ' Se

g DN, 17

Bs1BI) CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG AGC TAT GCC GAC {EcoRV-]
P197

Seq IDNr. 18
1Bst8ll CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG CCT TAT GCC GAC (EcoRV-)
T197 . Seq ID Nr.39
{BstBl} CG AAT GAA AAL GG_C AAC TAY GAT TAT TTG ACA TAT GCC GAC {EcoRV-}
Y197 o Seq IDNE, 20
{BstBl CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG TAC TAT GCC GACL (EcoRV:}
H197 Seq tONY. 21
{BstBll CG AAT GAA aAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG CaAC TAT GCC GAC (EcoRV-}
G197 Seq IDN-, 22
{8siBl) CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG GGC TAT GCC GAC (EcoRV-j
Q197 Seq INT, 23
(BstBl) CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG CAA TAT GCC GAC, (EcoRV-}
N197 Seq IDNr. 24
{Bs1Bll €G AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG AAC TAT GCC GAL (EcoRV-)
X197 Seq IDNr. 25

{BstBIt CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG AAA TAT GCC GAC (EcoRV-}

D197 .
Seq IONr, 25
{85181} CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG GAY TAT GCC GAC {EcoRV-)

E1S7
Seq IDNr. 27
(BstBlt CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG GAA TAT GCC GAC {EcoRV-)

c197
Seq IONr. 2
{BstBl} CG AAT Gas AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG IGY TAT GCC GAC?Econ-} :

wi1s7? Seq IDNr. 29
(BstBll CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG TGG TAT GCC GAC (ECORV-)

R197 ) Seq IO Nr.30
(BstBI) CG AAT GAA AAC GGC AAC TAT GAT TAT TTG AGA TAT GCC GAC (EcoRV.)

[0073] Die Kassetten waren 50 geplant, dass die EcoRV-Stelle bei der Ligation zerstért wurde, so dass die
Plasmide aus E. coli-Transformanten in Hinblick auf den Verlust dieser einmaligen Stelle hin gescreent wurden.
Zusatzlich enthielt der gemeinsame Grundstrang (bottom strand) der Kassette eine Verschiebung des Rasters
und codierte eine Nsil-Stelle, so dass Transformanten, die von diesem Strang abgeleitet waren, durch ein
Screenen im Hinblick auf das Vorliegen der einmaligen Nsil-Stelle eliminiert werden konnten und in keinem
Fall erwartet werden konnte, dass diese zu der Expression einer aktiven Amylase flihren wiirden.
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[0074] Beider Restriktionsanalyse positive wurden durch Sequenzieren bestéatigt und zur Expression in Schiit-
telkalbenkulturen in B. subtilistransformiert. Die spezifische Aktivitat gewisser M197X-Mutanten wurde dann
unter Verwendung eines Tests mit I6slichem Substrat bestimmt. Die Daten, die bei Verwendung der folgenden
Testverfahren erzeugt wurden, sind nachstehend in Tabelle Ill angegeben.

[0075] Test mit I6slichem Substrat: Ein Geschwindigkeitstest wurde auf der Grundlage eines Endpunkt-Test-
kits, das von Megazyme (Aust.) Pty. Ltd. geliefert wurde, entwickelt: Jedes Réhrchen mit Substrat (p-Nitrophe-
nylmaltoheptaosid, BPNPG7) wurde in 10 ml sterilem Wasser gel6st, worauf eine 1 bis 4fache Verdiinnung
in Testpuffer (50 mM Maleatpuffer, pH 6,7, 5 mM Calciumchlorid, 0,002% Tween 20) folgte. Tests wurden
durchgefiihrt, indem 10 pl Amylase zu 790 pl des Substrates in einer Kivette bei 25°C zugegeben wurden.
Hydrolysegeschwindigkeiten wurden als die Geschwindigkeit der Extinktionsanderung bei 410 nm nach einer
Verzbgerung von 75 Sekunden gemessen. Der Test war bis zu Geschwindigkeiten von 0,4 Absorptionseinhei-
ten/Minute linear.

[0076] Die Amylaseproteinkonzentration wurde unter Verwendung des standardmafigen Bio-Rad-Tests (Bio-
Rad Laboratories) auf der Grundlage des Verfahrens von Bradford, M. (1976) Anal. Biochem. 72:248) gemes-
sen, wobei Rinderserumalbuminstandards verwendet wurden.

[0077] Starkehydrolysetest: Das Standardverfahren zum Testen der alpha-Amylaseaktivitdt von Spezyme®
AA20 wurde verwendet. Dieses Verfahren wird im Detail in Beispiel 1 der USSN 07/785,624 beschrieben,
worauf hierin vollinhaltlich Bezug genommen wird. Native Starke bildet mit lod eine blaue Farbe, macht dieses
aber nicht, wenn sie zu kiirzeren Dextrinmolekiilen hydrolysiert ist. Das Substrat ist 16sliche Lintner-Starke, 5
g/Liter, in Phosphatpuffer, pH 6,2 (42,5 g/Liter Kaliumdihydrogenphosphat, 3,16 g/Liter Natriumhydroxid). Die
Probe wird in 25 mM Calciumchlorid zugegeben, und die Aktivitat wird als die Zeit gemessen, die es dauert,
um bei einer Inkubation bei 30°C einen negativen lodtest zu ergeben. Die Aktivitat wird in Liquefons pro g oder
ml (LU) aufgezeichnet, was gemaf der folgenden Formel berechnet wird:

LU/ml oder LU/g =% x D
wobei LU = Liquefoneinheit
V = Volumen der Probe (5 ml)

t = Dextrinisierungszeit (Minuten)
D = Verdinnungsfaktor = Verdlinnungsvolumen/ml oder g an zugegebenem Enzym.

TABELLE Il
ALPHA-AMYLASE Spezifische Aktivitat (als % des AA20-Wertes) bei:
I6slichem Substrat Starke
Spezyme® AA20 100 100
A4-Form 105 115
M15L (A4-Form) 93 94
M15L 85 103
M197T (A4-Form) 75 83
M197T 62 81
M197A (A4-Form) 88 89
M1970 85 85
M197L (A4-Form) 51 17
Beispiel 4

Charakterisierung der Variante M15L

[0078] Die Variante M15L, welche wie in den vorhergehenden Beispielen erzeugt wurde, zeigte keine erhéhte
Amylaseaktivitat (Tabelle 11l) und wurde immer noch durch Wasserstoffperoxid (Fig. 7) inaktiviert. Sie zeigte
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jedoch eine deutlich erhdhte Leistungsfahigkeit bei der Jetverflissigung von Stérke, insbesondere bei niedri-
gem pH, wie in Tabelle IV unten gezeigt ist.

[0079] Die Starkeverflissigung wurde typischerweise unter Verwendung eines Hydroheater M 103-M Dampf-
jets, welcher mit einer 2,5 Liter-Verzégerungsspirale hinter der Mischkammer und einem Rickschlagventil am
Ende ausgerustet war, durchgefiihrt.

[0080] Die Starke wurde zu dem Jet durch eine Moyno-Pumpe zugefiihrt, und der Dampf wurde Uber eine
Dampfleitung mit 150 psi, die auf 90-100 psi verringert wurden, zugeflihrt. Temperatursonden waren unmittel-
bar nach dem Hydroheater-det und unmittelbar vor dem Riickschlagventil installiert.

[0081] Eine Starkeaufschldammung wurde aus einer Getreidenassmahlvorrichtung erhalten und innerhalb von
zwei Tagen verwendet. Die Starke wurde auf die gewiinschten Feststoffgehalte mit entionisiertem Wasser
verdiinnt, und der pH der Stérke wurde mit 2% NaOH oder gesattigtem Na,CO; eingestellt. Typische Verflls-
sigungsbedingungen waren:

Starke 32%-35% Feststoffe

Calcium 40-50 ppm (30 ppm zugegeben)

pH 5,0-6,0

alpha-Amylase 12-14 LU/g Stérke auf Trockenbasis

[0082] Starke wurde in den Jet mit ca. 350 ml/min eingefiihrt. Die Jettemperatur wurde bei 105° bis 107°C
gehalten. Proben der Starke wurden aus dem Jetkocher in eine zweite Verflissigungsstufe bei 95°C tberfuhrt
und dort fir 90 Minuten gehalten.

[0083] Der Grad der Starkeverflissigung wurde unmittelbar nach der zweiten Stufe der Verflissigung gemes-
sen, indem die Dextroseaquivalenz (DE) der Probe bestimmt wurde und indem auf das Vorliegen von roher
Starke getestet wurde, jeweils gemaf den Verfahren, die in Standard Analytical Methods of the Member Com-
panies of the Corn Refiners Association, Inc., 6. Ausgabe, beschrieben werden. Starke wird, wenn sie im All-
gemeinen unter den oben angegebenen Bedingungen und bei pH 6,0 behandelt wird, eine verfliissigte Starke
mit einer DE Von ca. 10 und ohne rohe Starke ergeben.

[0084] Die Ergebnisse von Starkeverflissigungstests, welche die Mutanten der vorliegenden Erfindung ver-
wenden, werden in Tabelle IV angegeben.

TABELLE IV

Leistungsfahigkeit der Varianten M15L (A4-Form) und M15L bei der Starkeverfliissigung

pH DE nach 90 Minuten

Spezyme® AA20 5,9 9,9
M15L (A4-Form) 5,9 10,4
Spezyme® AA20 5,2 1,2
M15L (A4-Form) 5,2 2,2
Spezyme® AA20 5,9 9,3*
M15L 59 11,3*
Spezyme® AA20 5,5 3,25**
M15L 55 6,7**
Spezyme® AA20 5,2 0,7*
M15L 5,2 3,65

* Durchschnitt von 3 Experimenten
** Durchschnitt von 2 Experimenten
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Beispiel 5
Konstruktion von M15X-Varianten

[0085] Indem im Allgemeinen den Verfahren gefolgt wurde, die in Beispiel 3 oben beschrieben sind, wurden
alle Varianten an M15 (M15X) in einem nativen B. licheniformis durch Kassettenmutagenese erzeugt wie in
Fig. 8 angegeben ist.
1. Es wurde eine gezielte Mutagenese (Uber Primerverlangerung in M13) verwendet, um einmalige Restrik-
tionsstellen einzufiihren, welche das M15-Codon flankierten, um die Insertion einer Mutagenesekassette
zu erleichtern. Insbesondere wurden eine BstB1-Stelle an den Codons 11-13 und eine Msc1-Stelle an den
Codons 18-20 unter Verwendung der zwei nachstehend gezeigten Oligonukleotide eingefihrt.

M15XBstBl 5’-G ATG CAG TAT TTC GAA CTGG TAT A-3’
BstBl Seq IDNr. 48

M1SXMscl 5’/-TG CCT AAT GAT GGC CAA CAT TGG AAG-3’
Mscl : Seq IDNr. 49

2. Der Vektor fur die M15X-Kassettenmutagenese wurde dann konstruiert, indem das Sfi1-Sstll-Fragment
aus der mutagenisierten Amylase (BstB1+, Msc1+) in das Plasmid pBLapr subkloniert wurde. Das resultie-
rende Plasmid wurde dann mit BstB1 und Msc1 verdaut und das grof3e Vektorfragment durch Elektroelution
aus einem Polyacrylamidgel isoliert.

3. Mutagenesekassetten wurden wie mit den M197X-Varianten erzeugt. Synthetische Oligomere, welche
jeweils eine Substitution am Codon 15 codierten, wurden mit einem gemeinsamen Grundprimer reasso-
ziieren gelassen. Bei der richtigen Ligation der Kassette mit dem Vektor wird die Msc1 zerstért, was ein
Screenen auf positive Transformanten Uber den Verlust dieser Stelle ermdglicht. Der Grundprimer enthalt
eine einmalige SnaB1-Stelle, was ermdglicht, dass die Transformanten, die von dem Grundstrang abgelei-
tet sind, durch ein Screenen auf die SnaB1-Stelle eliminiert werden. Dieser Primer enthalt ebenfalls eine
Verschiebung des Rasters, welche ebenfalls eine Amylaseexpression fir die Mutanten, die von dem ge-
meinsamen Grundstrang abgeleitet sind, eliminieren wiirde.

[0086] Die synthetischen Kassetten sind in Tabelle V aufgelistet, und die allgemeine Kassettenmutagenese-
strategie ist in Fig. 8 dargestellt.

TABELLE V

Synthetische Oligonukleotide, die zur Kassettenmutage-
nese verwendet wurden, um M15X-Varianten zu erzeugen

15A (8stBl) C GAA TGG TAT GCT CCC AAT GAC GG {¥scl} Seq IONr.5s0
1SR (BstBl) € GAR TGG TAT CGE CCC AAT GAC GG (Mscl). Seq IDNr.51
15N (BstBl) € GAA TGG TAT AAT CCC AAT GAC GG {Mscl) Seq IDNr.52
15D (BstBl) € GAA TGG TAT GAT CCC AAT GAC GG {Mscl) Seq IDNr.53

16/75



DE 694 32610 T3 2012.04.12

.1SH (BstBl) C GAA TGG TAT CAC CCC RAT GAC GG (Mscl) seq ID Nr.S4
15K (BatBl) C CAA TGG TAT AAR CCC AAT GAC GG (Mscl) seq ID Nr.5S
(5P (BStBl) C GAR TGG TAT CCC CCC AAT GAC GG (M3cl) Seq ID Nr.sé -
1SS (BatBl) C GAA TGG TAT TCT CCC AAT GAC GG (Mscl) Seq ID Nr.s7
{15T (BstBl) C GAA TGG TAC ACT CCC AAT GAC GG (Mscl) Seq ID Nr.ssg
415V (BstBl} C GAA TGG TAT GIT CCC AAT GAC GG {Mscl) Seq ID Nr .59
41SC (BstBl) C GAA TGG TAT IGT CCC AAT GAC GG {Mscl) Seqg 1D Nr .60
415Q (BstBl) € GAA TGS TAT CAA CCC AAT GAC GG {Mscl) Seq IDNr. 51
M15E {BetcBl)y C CAA TGC TAT GAA CCC AAT GAC GG (Mscly Seq IONr, 62
M15G (BstBl) € GAA TGG TAT GGT CCC AAT GAL GG (Mscl) Seq IDNr. 63
M1S5I (BstBl) C GAA TGG TAT ATT CCC RAT GAC GG (Mscl) seq IDNr. 64
M15F (BstBl) C GAA TGG TAT ITT CCC AAT GAC GG (Mscl) Seq IDNr. 65
M1SW (BstBl) C GAA TGG TAC IGG CCC AAT GAC GG (Mscl) ©  seq IDNr. 68
M15Y (BatBl) € GAA TGG TAT IAT CCC AAT GAC GG (Mscl) , Seq IDNr. §7
M1SX (Mscl) CC GTC ATT GGG ACT ACG TAC CAT T (BstBl) Seq IDNr. 68

(Grundstrang) .
[0087] Eine Unterstreichung zeigt Veranderungen des Codons an der Aminosaureposition 15.

[0088] Konservative Substitutionen wurden in manchen Féllen durchgefiihrt, um die Einfihrung von neuen
Restriktionsstellen zu verhindern.

Beispiel 6
Verflissigung im Labor mit M15X-Varianten

[0089] EIf alpha-Amylasevarianten mit Substitutionen an M15, die wie in Beispiel 5 erzeugt wurden, wurden
im Hinblick auf die Aktivitat im Vergleich zu Spezyme® AA20 (kommerziell erhaltlich von der Genencor Inter-
national, Inc.) bei einer Verfliissigung bei pH 5,5 unter Verwendung eines Laborverfliissigungssystems getes-
tet. Das Verflissigungssystem im Labormalstab bestand aus einer Spirale aus rostfreiem Stahl (0,25 Inch
Durchmesser, ungefahr 350 ml Volumen), welche mit einem 7 Inch langen statischen Mischelement, das un-
gefahr 12 Inch von dem vorderen Ende entfernt war, und einem 30 psi-Rickschlagventil an dem hinteren Ende
ausgertstet war. Die Spirale, aulder die beiden Enden, wurde in ein Glycerol-Wasserbad eingetaucht, welches
mit thermostatisch gesteuerten Heizelementen ausgerustet war, welche das Bad bei 105°-106°C hielten.

[0090] Eine enzymhaltige Starkeaufschlammung, die durch Rihren in Suspension gehalten wurde, wurde
bei ca. 70 ml/min Uber eine kolbengetriebene Dosierpumpe in die Reaktionsspirale eingefiihrt. Die Starke
wurde am Ende der Spirale gewonnen und wurde in die zweite Stufe (secondary hold) Gberfihrt (95°C fir 90
Minuten). Unmittelbar nach der zweiten Stufe wurde die DE der verfliissigten Starke bestimmt, wie in Beispiel

4 beschrieben ist. Die Ergebnisse sind in Fig. 12 gezeigt.
Beispiel 7
Charakterisierung der M15X-Varianten

[0091] Alle M15X-Varianten wurden in Bacillus subtilis vermehrt, und das Expressionsniveau wurde Uber-
wacht, wie in Fig. 9 gezeigt ist. Die Amylase wurde durch eine Fallung mit 20-70% Ammoniumsulfat isoliert
und teilweise gereinigt. Die spezifische Aktivitat dieser Varianten bei dem I6slichen Substrat wurde wie in Bei-
spiel 3 bestimmt (Fig. 10). Viele der M15X-Amylasen weisen spezifische Aktivitdten auf, die groRer sind als
die von Spezyme® AA20. Ein Labortest der Warmestabilitat wurde mit den Varianten durchgefiihrt, indem die
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Amylase bei 90°C fur 5 Minuten in 50 mM Acetatpuffer pH 5 in Gegenwart von 5 mM CaCl, erwdrmt wurde
(Fig. 11). Die meisten Varianten waren in diesem Test ebenso gut wie Spezyme® AA20. Jene Varianten, die
in diesem Test eine vernunftige Stabilitét zeigten (wobei eine verninftige Stabilitat definiert ist als eine solche,
bei der wenigstens ca. 60% der Warmestabilitat von Spezyme® AA20 erhalten werden), wurden im Hinblick
auf die spezifische Aktivitat bei Starke und die Leistungsfahigkeit bei der Verflissigung bei pH 5,5 getestet.
Die interessantesten dieser Mutanten sind in Fig. 16 gezeigt. M15D, N und T zusammen mit L wiesen bei der
Verflissigung bei pH 5,5 eine bessere Leistung auf als Spezyme® AA20 und wiesen sowohl bei dem Test mit
dem flissigen Substrat als auch bei dem Starkehydrolysetest erhéhte spezifische Aktivitaten auf.

[0092] Allgemein haben wir gefunden, dass wir durch ein Substituieren des Methionins an Position 15 Vari-
anten mit erhéhter Leistungsfahigkeit bei einer Verflissigung bei niedrigem pH und/oder erhéhter spezifischer
Aktivitat bereitstellen kénnen.

Beispiel 8
Tryptophanempfindlichkeit gegeniber einer Oxidation

[0093] Chloramin-T (Natrium-N-chlor-p-toluolsulfonimid) ist ein selektives Oxidationsmittel, welches bei neu-
tralem oder alkalischem pH Methionin zu Methioninsulfoxid oxidiert. Bei saurem pH wird Chloramin-T sowohl
Methionin als auch Tryptophan modifizieren (Schechter, Y., Burstein, Y. and Patchornik, A. (1975) Biochemis-
try 14 (20) 4497-4503). Fig. 13 zeigt die Inaktivierung von B. licheniformis-alpha-Amylase mit Chloramin-T
bei pH 8,0 (AA20 = 0,65 mg/ml, M197A = 1,7 mg/ml, M197L = 1,7 mg/ml). Die Daten zeigen, dass durch ein
Verandern des Methionins an Position 197 zu Leucin oder Alanin die Inaktivierung der alpha-Amylase verhin-
dert werden kann. Umgekehrt wird, wie in Fig. 14 gezeigt ist, bei pH 4,0 die Inaktivierung von M197A und
M197L fortgesetzt, es werden aber mehr Aquivalente von Chloramin-T benétigt (Fig. 18; AA20 = 0,22 mg/ml,
M197A = 4,3 mg/ml, M197L = 0,53 mg/ml, 200 mM Na-Acetat bei 4,0). Dieses legt nahe, dass ebenfalls ein
Tryptophanrest an der von Chloramin-T vermittelten Inaktivierung beteiligt ist. Weiterhin haben eine tryptische
Kartierung und eine anschlieRende Aminosauresequenzierung gezeigt, dass das Tryptophan an Position 138
durch Chloramin-T oxidiert wurde (Daten nicht gezeigt). Um dieses zu beweisen, wurden gezielte Mutanten
an Tryptophan 138 erzeugt, wie nachstehend geschildert wird:

Herstellung der alpha-Amylase-Doppelmutanten W138 und M197

[0094] Gewisse Varianten von W138 (F, Y und A) wurden als Doppelmutanten mit M197T erzeugt (erzeugt
nach der Offenbarung von Beispiel 3). Die Doppelmutanten wurden erzeugt, indem den Verfahren, die in den
Beispielen 1 und 3 beschrieben werden, gefolgt wurde. Im Allgemeinen wurden einzelne negative Stréange
der DNA von einem M13MP18-Klon der codierenden Sequenz mit 1,72 kb (Pst1-Sstl) der B. licheniformis-
alpha-Amylase M197T-Mutante hergestellt. Eine gezielte Mutagenese wurde, indem die Primer verwendet
wurden, die nachstehend aufgelistet sind, im Wesentlichen durch das Verfahren von Zoller, M. et al. (1983)
durchgefiihrt, auer dass das T4-Gen 32-Protein und die T4-Polymerase durch Klenow ersetzt wurden. Die
Primer enthielten alle einmalige Stellen wie auch die gewlinschte Mutation, um jene Klone mit der geeigneten
Mutation zu identifizieren.
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Tryptophan 138 zu Phenylalanin

133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143
CAC CTA ATT AAA GCT TTC AZA CAT TTT CAT TTT seq ID Nr.42
Hind III

Tryptophan 138 zu Tyrosin

133 134 135 136 137 138 135 140 14l 142 143
CAC CTA ATT RAA CGCT _TAC ATA CAT TTT CAT TTT Seg IDNr. 43
Hind III

ITryptophan 138 zu Alanin — Dieser Primer schafft ebenfalls einmalige Stellen strom-
aufwarts und stromabwarts der Position 138.

127 128 129 130 131 132 133 134 135 138 137 138 139 130 141 142
C CGC GTA ATT TCC GGA GAA CAC CTA ATT AAA GCC GCA ACA CAT TTT CAT
BspE 1

143 144 145 146 147

TTT CCC GGG CCC GGC AG g . Seq ID Nr. 44
Xma I .

[0095] Mutanten wurden durch Restriktionsanalyse von W138F und W138Y identifiziert, welche durch DNA-
Sequenzierung bestatigt wurden. Die W138A-Sequenz zeigte eine Nukleotiddeletion zwischen den einmaligen
BspEl- und Xmal-Stellen, jedoch zeigte der Rest des Gens eine korrekte Sequenz. Das Sstll/Sstl-Fragment mit
1,37 kb, das sowohl die W138X- als auch die M197T-Mutation enthielt, wurde aus M13MP18 in den Expressi-
onsvektor pBLapr uberfuhrt, was zu pBLapr (W138F, M197T) und pBLapr (W138Y, M197T) fuhrte. Das Frag-
ment, welches einmalige BspEl- und Xmal-Stellen enthielt, wurde in pBLapr (BspEl, Xmal, M197T) kloniert,
da es nutzlich ist, um Kassetten zu klonieren, die andere Aminosauresubstitutionen an Position 138 enthalten.

Einzelne Mutationen an der Aminoséaureposition 138

[0096] Nach den allgemeinen Methoden, die in den friiheren Beispielen beschrieben sind, wurden gewisse
Einzelvarianten von W138 (F, Y, L, H und C) erzeugt.

[0097] Das Asp718-Sstl-Fragment mit 1,24 kb, welches die M197T-Mutation enthielt, in dem Plasmid pBLapr
(W138X, M197T) von Beispiel 7 wurde durch das Wildtypfragment mit Methionin an 197 ersetzt, was zu pBLapr
(W138F), pBLapr (W138Y) und pBLapr (BspEl, Xmal) flihrte.

[0098] Die Mutanten W138L, W138H und W138C wurden erzeugt, indem synthetische Kassetten in den pBLa-
pr (BstEl, Xmal) Vektor ligiert wurden, wobei die folgenden Primer verwendet wurden:

Tryptophan 138 zu Leucin

CC GGA GAA CAC CTA ATT AAA GCC CTA ACA CAT TTT CAT TTIT C
Seqg ID Nr. 45

Tryptophan 138 zu Histidin

CC GGA GAA CAC CTA ATT AMA GCC CAC ACA CAT TTT CAT TTT C

Seg ID Nr. 46
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Tryptophan 138 zu Cystein
CC GGA GAA CAC CTA ATT AAA GCC TGC ACA CAT TTT CAT TTT C
Seq ID Nr. 47
[0099] Die Reaktion der Doppelmutanten M197T/W138F und M197T/W138Y mit Chloramin-T wurde mit dem
Wildtyp verglichen (AA20 = 0,75 mg/ml, M197T/W138F = 0,64 mg/ml, M197T/W138Y = 0,60 mg/ml; 50 mM

Na-Acetat bei pH 5,0). Die Ergebnisse, welche in Fig. 19 gezeigt sind, zeigen, dass die Mutagenese von
Tryptophan 138 bewirkt hat, dass die Variante resistenter gegentiber Chloramin-T ist.
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(1)
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ALLGEMEINE ANGABEN:
(i) ANMELDER: Genencor International, Inc.
(i)  BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: alpha-Amylasemutante
(i) ANZAHL DER SEQUENZEN: 68
(iv) KORRESPONDENZADRESSE:
(A) ADRESSAT: Genencor International, Inc.
(B) STRASSE: 4 Cambridge Place, 1870 Winton Road South
(C) STADT: Rochester
(D) BUNDESLAND: NY
(E) LAND: USA
(Fy ZIP: 14618
(v} COMPUTERLESBARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Diskette
(B) COMPUTER: 1BM-PC-kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25
(vi) DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG:
(A) ANMELDENUMMER: .
(B) ANMELDETAG:
(C)  KLASSIFIKATION:
(viii) ANGABEN ZU ANWALT/VERTRETER:
(A) NAME: Sharon C. Baldock
(B) REGISTRIERUNGSNUMMER: 3340
(C) REFERENZ/AKTENZEICHEN: 44411/400
(ix) ANGABEN ZUR TELEKOMMUNIKATION:

(A)
(B)

TELEFON: 44 171 404 5921
TELEFAX: 44 171 831 1768
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 1:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 56 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 1:
CATCAAAACA TAAAAAACCC GCTITGGCCC CGCCGGTTTT TTATTATTTT TGAGCT
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 2:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 29 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 2:
TGGSACGCTG GCGCAGTACT TTGAATGGET
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 3:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 34 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

22/75
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 3:

TGATGCAGTA CTTTGAATGS TACCTGCCCA ATGA s
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 4:
(i) . SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 36 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzeistrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 4:
GATTATTTCGT TGIATGCCCA TATCGACTAT GACCAT k]
(2) ANGABEN zZU SEQ ID NR: 5:
() SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 26 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 5:
CCGGGAAGGA GGCCTTTACG GTAGCT
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 6:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 6:
GCGGCTATGA CTTAAGGAAA TTGC
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 7:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 23 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 7:
CTACGGGGAT GCATACGGGA CGA
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 8:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 35 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 8:

CTACGGGGAT TACTACGGGA TTAAGGGAGA CTCCC

24/75
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 9:

(i)

(i)

(xi)

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 36 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 9:

CCGGTGGGGC CAAGCGSOIT TATGTITCGCC GGCAAA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 10:

(1)

(i)

(i)

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 45 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(DY TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch})

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 10:

CATCAGCGTC CCATTAAGAT TTGCAGCCTG CGCAGACATG TTGCT

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 11:

(i)

(i)

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 36 Basenpaare

(B)  ART: Nukleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
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(x) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 11:

GATTATTTGG CGTATGCCGA TATCGACTAT GACCAT - 3&

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 12:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 21 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D)} TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 12:
GCGGAASTTITC CAATGAARRT C 2%
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 13:
()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 38 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 13:
GTCGGCATAT GCATATAATIZ ATAGTTIGCCG TTTTCATT 38
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 14:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A} LANGE: 41 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzeistrang
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(D} TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 14:

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 15:

(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(x) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 15:

- CGAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATTTGT TCTATGCCGR C

&

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 16:
Q) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzeistrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 16:

CGAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATITTGG TTTATGCCGA C

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 17:

2775
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(M SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOQOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 17:

CGAATCAAAA CGGCAACTAT GATTATTITGA GCTATGLCGA C

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 18:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi}y SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 18:

CGAATCAAAA CCGCAACZTAT GATTATTTGC CTTATGCCGA C

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 19:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: finear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 19:

CGAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATITGA CATATGCCGA C
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(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 20:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 20:
CGAATCAAAA CGOCAACTAT GATTATTITGT ACTATGCCGA C
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 21:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(x)) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 21:
CGAATGAAAA CGCCAACTAT GATTATTTGC ACTATGCCGA C
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 22:
()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: [inear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 22:

CGAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATTIGG GCTATGCCGA € 42

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 23:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 23:
CGAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATITGC AATATGCCGA C 41
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 24:
() SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 24:
CGAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATTIGA ACTATGCCGA C 41
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 25:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
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(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 25:
GCAATGAAAA CCGCAACTAT GATTA?TTGA AATATGCCGA C
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 26:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 26:
CGAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATITGG ATTATGCCGA C
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 27:
(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 27:

CCAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATTTGG AATATGCCGA C

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 28:
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(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 28:
CCAATGAAAA CGGCAACTAT GATTATTTGT GTATIGCCGA C
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 29:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 29:
CGAATCAAAA CCGCAACTAT GATTATTTGT GGTATGCCCA C
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 30:
()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nukieinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
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SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 30:

CCAATGAAAR CGGCAACTAT GATTATTTGA GATATGCCGA C

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 31:

0
(A)
(B)
©
(D)

(i)
(xi)
AGCTTGAAGA
GGCGCTITTIC
‘rraracaaca
GCTTTACGCC
AGCAGCGGCG
TGACGGCCAA
TACTGCCGTC
TGCTTACGAC
CGGCACAAAA
TTACGGGGAT
GGTTGARGTC
CTGGACACAT
GTACCATITT
TCAAGGAAAG
GTATGCCCAC
TTGGTATGCC
ATTITCTTIT
TACGGTAGET
AAATTTTAAT

ACAGGGAGGC

GTTGAAATCG

SEQUENZKENNZEICHEN:

LANGE: 1968 Basenpaare
ART: Nukleinsaure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

AGTGAAGAAG
TTTTGGAASA

TCATATGTTT
CGATTGCTGA
GCAAATCT=A
CATTGGAASS
TGGATTCCCS
CTTTATGATT
GGAGAGCTGS
GTGGTCATCA
GATCCCGCTG
TTTCATTTTS
GACGGAACCS
GCTTGGGATT
ATCGATTATS
RATGAACTGS
TTGCGGGATT
GAATATTGCSS

o o

CATTCAGTGY
GGCTATGATA

GTTACATTTS

CAGACAGGCT
AAATATAGGS

CACATTGAAA
CGCTGTTATT

ATGGGACGCT

GCTTTGCAAAA

CGGCATATAA
TAGGGGACTT
AATCTGCGAT
ACCACAAAGG
ACCGCAACCG
CGGGGCECGE
ATTGGGACGA
GGGAAGTITC

ACCATCCTGA

AATTGGACGG

SGGTTAATCA
AGAATGACTT
TTGACCTCCC
TGAGGAAATT
TCGATAACCA

ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 31:

{1

ATTCAATAAA TGAGTAGAAA GCGCCATATC 60

AAAATGGTAC
GGGGAGGAGA
TGCGCTCATC
GATGCAGTAT
CGACTCGGCA
GGGAACGAGC
TCATCAAAAA
CAAAAGTCTT
CGGCCCTGAT
CGTAATTTCA
CAGCACATAC
GTCCCGAAAG
CAATGAAAAC
TGTCGCAGCA
TTTCCGTCTT
TGTCAGGGAA
GGGCGCGCTG
GCTTCATTAT
GCTGAACGGT

TGATACACAG
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TTGTTAAAAR
ATCATGAAAC
TTCTTGCTGE
TTTGAATGGT
TATTTGGCTG
CAAGCGGATG
GGGACGGTTC
CATTCCCGEG
GCGAGCGAAG
GGAGAACACC
AGCGATTTTA
CTGAACCGCA
GGCAACTATG
GAAATTAAGA
GATGCTGTCA
AAAACGCGGGA
GAAAACTATT
CAGTTCCATS
ACGGTCGTTT
CCGGGGCAAT

TTCGGAATAT
AACARARACG
CTCATTCTGC
ACATGCCCAA
AACACGGTAT
TGGGCTACGG
GGACAAAGTA
ACATTAACGT

TGTAACCGS
TAATTARAGC
AATGGCATTG
TCTATAAGTT
ATTATTTGAT
GATGGGGCAC
AACACATTAA
AGGAAATGTT
TGAACAAAAC
CTGCATCCAC
CCAAGCATCC

CGCTTGACTC

120
1840
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260



(2)

GACTGTCCAA
ATACCCTCAG
TCCTGCCTTG
AGCACAGCAT
CTCGGTTGCA
AATGTATGTC
GCGAGCCGGTT
TTCAATITAT
TTITTTATTIT
GTGTCATCAG
TGAAATGGCA

GCGGGTGATC

0

(A)

(
(
(

(ii)

(xi)

Ala Asn
1

A3n ASp

Ala Glu

Ser
S0

Thr

Gly Glu

€%
Gly Glu
val

Glu Asp

DE 694 32610 T3 2012.04.12

ACATGGTTTA
GTTITCTACS
AAACACAAAZ
GATTATTITICSG
AATTCAGGTT
GGCCGGCAAR
GTCATCAATT
GTTCAAAGAT
GCCCCTCTTA
CCCTCAGGAR
RCGTTATCIG

BATCATCCTIC

B)
0)
D)

Leu Asn Gly

S
Gln Hi
20

Gly 8

His Gly Ile

35

Ala

Gln Asp

Phe His Gln
Serx
as

Leu
Gly Asp

val
118

ASCCCCTTGC
GGGATATGTA
TSGAACCGAT
ATCACCATGA
TGGCGGCATT
ATCCCGCTIGA
SGGAAGGCTG
AGAAGAGCAG
TAAATTICTT
SSACTIGCTG
&TGTHOCAAR

ASZACTCTGAC

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 32:

SEQUENZKENNZEICHEN:
LANGE: 483 Aminosauren
ART: Aminosaure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

Lys
Ala
L Gly
5S

Gly
Ile

val Ile

Glu

=g
val
40
Tyr

Thr

Asn

val

TTACGCTITT
CGGGACGAAA
CITAMAAGCG
CATTGTCGGC
AATAACAGAC
GACATGGCAT
GGGAGAGTTT
AGCAGGACGGA
TGATTACATT
ACAGTTTGAA
GAAAGCAAAT

CGATGAATT

ART DES MOLEKULS: Protein

19

Leu
25

Trp Ile

Gly Ala

val Ar-g

Gln Asn

Pro

Tyr

Thr

A.auzyACAA
GGAGACTCCC
AGAAAACAGT
TGGACAAGQG
GGACCCGGTG
GACATTACCG
CACGTAAACG
TTTCCTGAAG
TTATAATTAA
TCGCATAGGT
GTGTCGAAAA

AAAAAGCT

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 32:

nc Leu Met Gln Tvr Phe

Glu Trp

Agp Ser

Ala
45

Pro

Asp Leu

60

Lys Tyr

75

Leu
e0

Ser

His
145

Lvs

Asp Pro

120

34/75

His

Gly

Ala

Ser Arg

Gly Ala

Arg
125

Asp

GCGAATCTGS
AGCGCGARAT
ATGCGTACGG
ARAGCCGCGACAG
GGGCAAAGCG
GAAACCGTTC
CCCGGTCGGT

oo
9

“GRAATCC
TTTTAACARA
AAGGCGGGCA

TGACGGTATC

Tyr Met Pro

Ala Leu

30

Tyr

Tyr Lys Gly

Tyr Asp

Thr Lys

80

Gly

Ile
95

Asp Asn

Asp Ala

110

Asn Arg

1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1963

Leul



Iie
Cly
143
Asp
Phe
Tyr
Ala
Leu
225
Leu
Phe
Tyr

His

Arg
305
val
Ser
The
Thr
Glu
ass
Asp

Ser

Glyvy

Ser Cly
Azg Gly
Gly Thr
Gln Gly
Asp Tyr

1195

Ala Glu
210

Asp Gly
Arg Asp
Thr Val
Leu Asn

278

Gln
L+vs Leu
Thr Phe
Thr val
Arg Glu

355

Lys Gly
370

Pro Ile
Tyr Phe
Ser V;l
Gly Ala

435

His Asp
450

Cly Trp

Gln Arg

Ser
AsSp
Lys
180
Leu
Ile
Phe
Trp
Ala
280

Lys

Phe

Vai
Gln
342

Ser

Lec

Asp H

la
§20

Tro

-165

Ala

val
243

Giz

Thr

DE 694 32610 T3 2012.04.12

ez Ile
135

Ser

vt

on

Asp Glu
+rD Asp
Tyr Ala
Ary Trp

215

Leu "AsSp

<32

Asn His

Twr Trp

. 51+ The

310

aAsn His
Trp Phe
Tyr Pro
Gln Arg

37s

Ala Arg
3s0

His Asp
Ser Gly

Met Tyr

Gly Asn
455

: Phe His

470

Lvs

Asp

Trp
ASp
200
Gly
Ala
val

Gln

Asn
280

Asp
Lys
Gla
360
Glu
Lys
Ile
Leu
val
440

Arg

vVal

Ala

Glu

18%

Ile
Thr
val
Arg
Asn
2863
His
Thr
val
Thr
Pro
345
val
Ile
Gln
val
Ala

425

Gly

ser

AsSn

Trp Thr His
140

Lys Tryp His
155

.Lvs Le@ AsSn

170

val Ser Aan
Asvayr Asp

Tz Tyr Ala
229

Lys His Ile
235

Glu Lys Thr
250

Asp Leu Gly
Sar Val Phe

Glna Gly Gly
300

Ser Lys H.s
J1s

Gln Pro Cly
o

Leu Ala Tyr

Phe Tyr CGly

Pro Ala Leu

aso

Tyr Ala Tyr
39s

Gly Trp Thr
410

Ala Leu Ile
Arg Gln Asn
Glu Pro val

450

Gly Gly Ser
475
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Phe His Phe Pro
Trp Tyr His Phe
160
Arg Ile Tyr Lys
175
Glu Asn Gly Asn
150

His Pro Asp Val
205

Asn Glu Leu Gln

Lys Phe Ser Phe
’ 240G

Gly Lys Glu Me:
255

Ala Leu Glu Asn
270

Asp Val Pro Leu
285 '

Gly Tyr Asp Hecz
Pro Leu Lys Ser
320

Gln Ser Leu Glu
33s

Ala Phe Ile Leu
350

Asp Mzt Tyr Gly
365

Lys His Lys Ile
Gly Ala Gln His
400

Arg Glu Gly Asp
415

Thr Asp Gly Pro
430

Ala Gly Glu Thr
445

val Ile Asn Ser

vVal Ser Ile Tyr
480
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 33:

(i)

(i)

(i)

Met
Ala

Asn

Ile
63

Asp

Gle

Ser
val

Ala
145
His
The
Trp
Ala
Met

225

Lys

Lys
Leu
Gly
Tro
S0

Thr

val

Ala
val
130

val

Leu

Tyr

Asp
Trp
21

TYyrx

Arg

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 511 Aminos&uren
(B) ART: Aminosaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(B) TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: Protein

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 33:

Gin Gln Lys Arg Leu Tyr Ala Arg Leu Leu
S 10

oL}
P
L1

LTLIM o

el

"
']}

ALl

Ile
il5
Ile
Glu
Ile
Ser
Glu
195
Asp

Ala

Trp

Phe.leu

Z3

Leu

Arg

Val

100

Lys

Asn

‘Val

Lys
Asp
180
Ser
Trp

Asp

Gly

Het
Leu
Tcp
Gly
85

Val
Ser
His
Asp
Ala
185

Phe

Leu

Gln

Gin

Ile

79

Ala

)
1"
v

Pro
Tyr
Asn
55

Pro

Tyr

Thre

: His

Gly
135
Ala
hr
Trp
Leu
Ser
215

Tyr

Tyr

His
Phe
40

Asp

Pro

Asp

Ser
120
Gly

AsSp

His

Asn

.20¢

Asn

Asp

Ala

Ser
25

Glu
Ser
Ala

Leu

Tvr

10s
Arg
Ala
Arg
Phe
Trp
185
Arg
Glu
His

Asn

Ala

Trp

Ala

Tyr

Tvr

S0.

Gly

Asp

Asp

Asn

His

170

Tyr

Ile

Asn

Pro

Glu
250

36/75

Ala
Ty
Tyr
Lys
75

Asp

Thr

Ile
Ala
155
Phe
His
Tyr
Gly
Asp

235

Leu

ﬁla
HMet
Leu
60

Glyvy

Leu

Asn
Thr
140
val

Pro

Phe

Asn
220

val

Gln

Thr Leu

Ala Ala
30

Pro Asn
a5

Ala Glu

Thr Ser

Leu Phe

15

Asn Leu

Asp Gly

Hi

= Glvy

Gln Ala

80

Gly Glu Phe His

Giv Glu
110

Val Tyr
125

Glu Asp
Ile Ser
Gly Arg
Asp Gly

150

Phe Gln
205

Tyr Asp

Ala Ala

Leu AspD

95

Le

Gly

val

Gly

Gly

175
The

Gly

Tyre

Glu

Gly
255

u CGir

Asp
Thr
Glu
160
Ser
Asp
Lys
Leu
Ile

240

Phe



(2)

Arg Leu
val Asn

Glu Tyr
290

Thr Asn
305

His Ala
Asn Gly
AsSDp Asn
The Tzp

370
Gly Tyr
aas
Ser Gln
Lys Ala

His His

Asn Ser
450

Arg Met
4585

“Thr Gly

Glu Phe

(M

(it)

DE 694 32610 T3 2012.04.12

Asp Ala Val Lys

260
His val A-g Glu
275

Trp Gln Asn AsD

Ser
3i0

Phe Asn H.s

“Thr Gln

323

Ala Ser

Thxr val Ser
340 ‘

His AsD Gin

355

Phe Lys Leu

Val

L
O ir
Qn

‘o
h
o

Ile
493

Gln
val

Gly Leu ALla

Tyr Val Gly Arg
: 470

Ser Glu

<23

Asn Arg

His Vval
sQ0

His
Lys
Leu
235
Val
Cly
Lys
Pro
Ala
A7s
Ala
Ala
T

rp

Leu
45%

Gln

Pro

Asan Gly Gly

Ile Lys Phe Ser

265
Gly

Thzx Lys Glu
230

Gly Leua Glu

Pro
315

val

Phe Asp

Tyr
33¢0

Gly AsD

Pro Leu Lys

345

Gln Ser Leu

Ala Phe Ile

Mei Tyr

3%s

AsSp

His
410

Lys Lys

Gly Ala Gln

425

Glu Gly

Asp Gly

Pne
Met
ASn
00

Leu

Met

Leu
3890

Gly

Ile

Leu

Phe
?85

Tyr
His Tyr
Arg Lys

Thy
3s0

val

Ser Thr

Jes

Thr Arg

Thr Lys

Glu Pro

Asp Tyr

430
Ser Ser
445

Gly Gly

Asp
val
Asn
Gln
Leu
338
Phe
val
Glu
Gly
Ile
415
Phe

val

Ala

Trcp
Ala
Lys
Phe
329
Leu
val
Gln
Ser
Asp
400
Leu
Asp

Ala

Lys

Asn Ala Gly Glu Thr Trp His Asp Ile

4735

val val Ile Asn
490

Ser val Ser Ile
5G5

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 34:

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 520 Aminosauren
(B) ART: Aminoséure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: Protein

37175

480

Ser Giu Gly Tro Gly

4S5

Tyr Val Gln Arg

§10



(xi)

Met Arg Gly Arg

G.y
1 =

1

Val .
20

Phe Arg Leu

Thr
as

The Lys

»
'
v

Thr Pro

50

Tvr

2
(]
Lt

His Leu

Lys Gly

nn
[T1N)]
U]

Tyr Asp Leu

Gly Thr Lys

115

L )
*~
1]

val
130

Asn Gln !

Glu

a
0
0

Asp Rla Thr

145

Asn Gln Glu Thr

10 n
[1 L0
Iy

2
(141

Arg Phe Pro Gly

[
i)
Qe

Phe
195

Tyr His Asz

Ile Phe Phe

210

Lys

Ser Glu Asn Gly As=z

225- -
Asp His Pro Asz Val
é45
Ala Asn Glu Leu Ser
248
Ile Lys Phe Ser Pae
275

Thr Gly Lys Glu Met
290

Gly Lys Leu Glu asn
308

Phe Asp Val Prs Ley
333

Gly Gly Tyr Asap Met
3¢

DE 694 32610 T3 2012.04.12

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 34:

val Ser

Asn Met Ile
15

Gln Lys Arg Lys Arg Thr
10

Ser Leu Pro Ile
[

Leu Leu Phe Val

25

Met Cys Tar

Gla Tyr Phe Glu Trp
45

Val Asn Gly Thr Leu Me:

40

Leu Gln Asn Asp Ala
0

Gly Gln His Trp Lys Arg

55

m

Ile Pro Pro Ala
80

Ala val
75

Ile Gly Ile Thr Trp

70

Gly Pro Tvr Asp Leu

Gln Ser
9s

Gly Tvr
- 90
Gly Thr

Gln

Phe Gln Val Arg Thr Lys Tyr

110

Leu His Ser Arg
125

Leu Gln Asp

Ile Gly ser
120 .
His Lys Ala Gly Ala
140

val Leu Asn

Gly Asp
13s

Giu Vval Asn Pro Ala Asn Arg
155 1&d

Val Thr val

150

Ala

Ile Lys Ala Tzp Thz Asp Phe
170 175

Glu Glu Tyr Gln

Ser Asp Phe Lys Trp His Tro
150

Thr Tyr

185

Gly Asn

Glu Ser Arg Lys I.e Ser Arg

Ala Asp
205

Trp
200

Asp

Ala Trp Asp Trp Glu Val Ser

Gly Glu
220

215

Gly Lys

Tvr Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp Yai Asg Tyrs
230 235 , 24¢

Val Ala Glu Thr Lys Lys Trp Gly Ile Trp Tyr
250 255

Leu Asp Gly Phe Arg Ile Asp Ala Ala Lys His
265 270

Val Arg Gla Ala

Leu Arg Asp Trp Val Gln Ala
a0 28s

2

Phe Thr Val Ala Glu Tyr Trp Cln Asn Asn Ala
295 300

Tyr Leu Asn Lys Thr Ser Phe Asn Gla Ser Val
310 31ls 320

His Phe Asn Leu Gln Ala Ala Ser Ser Cln Gly
33¢ a3s

Arg Arg Leu Leu Asp Gly Thr Val val Ser Arg
345 3aso

38/75
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His Pro Glu Lys Ala val Thr Phe Val Glu Asn His Asp Thr Glm Pro
358 _ 350 365

Gly Gln Ser Lex Glu Ser Thr Val Glan Thr Trp Phe Lys Pro Leu Ala
370 375 ' 3a¢

Tyr Ala Phe Ile Leu Thr Arg Glu Ser Gly Tyr Pro Gln Val Phe Tyr
a3s isg . 395 400

Thr Lys Gly Thr Ser Pro Lys Glu Ile Pro Ser

Gly Asp Met T¥r
410 ) 415

4» )

£) -
Ui

Tie Glu Pro Ile Leu Lys Ala Arg Lys Glu Tyr Ala

Leu Lvs Asp Ast
§zC 425 430
G

Tyr Gly Pro Gin Eis Asp Tyr Ile Asp His Pro Asp Val Ile Gly Trp
4135 440 , 445

Thr Arg Glu Glv Asp Ser Ser Ala Ala Lys Ser Gly Leu Ala Ala Leu
450 455

Ile Thr Asp Gly 2?9 Gly Gly Ser Lya Arg Me:t Tyr Ala Gly Leu Lys
455 470 475 480

Asn Ala Gly Glu Thr Trp Tyr Asp Ile Thr Gly Asn Arg Ser Asp Thr
485 430 495

val Lys Ile GLy Ser Asp Gly Trp Gly Glu Phe His Val Asn Asp Gly
' 500G SQ5 510

Ser Val Ser Ile Tvr Val Gln Lys
515 520

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 35:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 548 Aminos&uren
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 35:

val Leu Thr Phe Hies Arg Ile Ile Arg Lys Gly Trp Met Phe Leu Leu
1 5 10 15

Ala Phe Leu Leu Thr Ala Ser Leu Phe Cys Pro Thr Gily Arg His Ala
22 - 25 g -

Lys Ala Ala Ala Pro Phe Asn Gly Thr Met Met Gln Tyr Phe Glu Trp
3s 40 45

Tyr Leu Pro Asp Asp Gly Thr Leu Trp Thr Lys val Ala Asn Glu Ala
50 55 60

Leu Ser Ser Leu Gly Ile Thr Ala Leu Ser Leu Pro Pro 'Ala

Asn Asn
80

65 70 75

39/75



Tyr

Tyr

Gly

Gly

Asp

Asn

Thr
225
Asp

Val

Ile

Gln
Ala
Ala
385
Asp

Ile

His

Lys
Asp
Thr
Met
130
Gly
Gln
Phe
His
Tyr
210
Glu
His
Asn
Lys
Gly
2%0
Lys
Asp

Ala

Pro
Lys
370
Phe
Tyr

ASp

ASp

Gly
Leu
Lys

118
Gln

Pro

Phe
195

Asn

Pro

Thr

Phe

275

Leu

Ala

Ile

TYE

Pro

Thr
Cly
100
Ala

vas

Ile

[l
w y-
<

Asp
Phe
Gly
Glu
Thr

260

Ser

To

Asp

(™)
s
(8}

Leu

Leu
423

Leu

Ser
a5

Glu

AsSn

val

<245

Asn
Phe

9 - 14

AsSn

Ile
335

Leu

asp

DE 694 32610 T3 2012.04.12

Arg
Phe
Tyr
Ala
val

150
Gly

Gly
Tyr
230
val
Ile
Phe
Phe
Ty
10
His
Arg
Yal
His
390G
Bro

Ile

His

Ser Asp Val Gly Tyr Gly Val Tyr
90

Asn
Leu
ASp
135
Asp
Thr
Asn
ASp
Ile
215
Asp
Thr
AsSp
Pro
Thr
295
Ile
Asn
The

Thr

Gly
375
Gln

Gln

Ala

Ser

Gln
Gln
120
val
Ala
Tyr
Thr
Trp
200
Gly
Tyr
Glu

Gly

Asp

280

val

Thr

Lys

Leu

Phe

350

Arg

Glu

Tyr

Arg

Asp
440

Lys
105
Ala
Val
val
Gln
Tyr
185
ASp
Lys
Leu
Leu
Phe
285
Trp
Gly
Lys
Phe
Met
345

Val
Pro
Gly
Asan
Arg

425

Lie

Gly Thr val A=g Thr

Ile Gln

Phe Asp

Glu val
155

Ile Gln
170

Ser Ser

Glu Ser

Ala Trp

Met Tyr
235

Lys Asn
250

Arg Leu

Leu Ser

Glu Tyr

Thr Asn
315

Tyr Thr
330

Thr Asn

Asp Asn H

Trp Phe

Tyr Pro
395

Ile Pro
410
Agp Tyr

Ile Gly

40/75

Ala
His
140
Asn
Ala
Phe
Arg
ASD

220
Ala

Trp

ASp
Tyr

Tp
3ao

Cly

Ala

Lys
380
Cys
Ser

Ala

Trp

Ala
125
Lys
Pro
Trp
Lys
Lys
205
Asp
Gly
Gly
vVal
285"
Ser
Thr

Ser

Leu

(Wi
s
ury

Pro

val

Leu

Tyr

The
445

110
His
Gly
Ser
Thr
Trp

130

Leu

g Glu

Leu
Lys
Leu
270
Arg
Tyr
Met
Lvs
Mez
3350

nr

Leu
Phe
Lys
Gly

430

AEg

ASp
9s

Lys
Ala
Gly
Asp
Lys
175

Arg
Ser
Val
Asp
Trp
255
Lys
Ser
Asp
Ser
Ser
33s
Lvs
Asn
Ala
Tyr
Ser
415

Thr

Glu

Leu
Tyr
Ala
Ala
Arg

160
Phe

Asp
Met
240
Tyr
His
Gln
Ile
Leu
320
Gly
AsSD
Pre
TVE
Gly
400
Lys

Gln

o1y



val
Ala
465
val
Ser
Trp

Thr

val
545

(2)

Thr
450
Gly
Phe
Asp
val
Arg

530
Ala

Tyr
Gly
Pro
§1s

Pro

Trp

DE 694 32610 T3 2012.04.12

Gly Ser Gly Leu Ala

Trp
470

Thr

. Gluv

Thr

Gly

455

Met

Gly

Phe

Glu
535

Tyc
Asn
Lys
val

520

Phe

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 36:

)

(i)

(i)

Ala
1
Asn

Ala

Thr

val

Arg

val
€05

Ser

val

SEQUENZKENNZEICHEN:
LANGE: 483 Aminosauren

(A)
(B) -
(©)
(©)

ART: Aminosdure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

Ala Leu
4580

Gly Lys Gln

475
Ser Asp Thr
480
Gly

Asn Gly

Thr Ala

His
540

Arg

ART DES MOLEKULS: Protein

ASR

Asp

Glu

Ser
50

Glu Asp

Levw
Giy
His
3s

Gln

Phe E

Gly

val
115

ASn

Asp
100

Thr

Gl
5
S

ey -
a3

Trcp
Thr
Val
Lys
70

Ala
val

val

Lys
Ala
Gly
35

Gly

Ile

Ilie

Glu

v Thr Leu Met Gln Tyr

Arg
val
40

Tyc
Thr
Lys

Asn

Val
120

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 36:

i0

Leu Gln
25

Trp Ile
Gly Ala

Val Arg

Ser Leu
90

Ile

His

val

Ser

Arg

52%

Glu

Glu
Asp
Pro
Asp
€0

Lys

Ser

Thr Asp Gly
Ala Gly Lys
480

Thr Ile Asn

495

Vval Ser Vval

510

Pro Lle

o Arg

Trp Tyr Met
1s

Ser Ala Tyz
30

Ala Tyr Lys
45

Leu Tyr Asp

Tyr Gly Thr

Arg Asp Ile
95

Pro

Leu

Gly

Leu

Lys

80

ASn

His Lys Gly Gly Ala Asp Ala Thr

105

110

Asp. Pro Ala Asp Arg Asn Arg Val

41/75

12

-]



Ile
Gly
145
AsSp
Phe
Tyr
Ala
Leu
225
Leu
Phe

TvC

Hisg

Ser
130

Arg
Gly
Gin
Asp
Ala
210
Asp

Arg

Thr

ieu

Tyr

. 290

=g
30s

val

Thr
Thr
Glu
385

Asp

Ser

Glu
465

val

Lys
Thr
Thr
Arg
Lys
370
Pro
Tyr
Ser
Gly
His
3350

Gly

Gln

Gly
Gly
The
Gly
Tyr
195
Glu
GCly
Asp
val

Asn

275

Gln

Leu

Phe

val
Glu

3ss

Gly

Ile

Phe

val
Ala

435

AsSpD

Trpo

Arg

Glu
Ser
AsDd
Lys
180
Leu

Ile

Phe

Ala
250
Lys
Phe
Leu
val
Gln

340

Ser

Aap

Leu

Ala
420

Lvs

His

Thr

g

15

Ala

Thr

val
285
Gic

Thr

Kis

(&
!
L)

]

Q-
[FLRT]
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Leu

Tye
150

AsSp

Trp

Leu
230

ASn

ASn
Ala
Gly

310

Asn

S1ln

Ala

-390

His

» Ser

Phe
47Q

Ile
135
Ser
Glu
ASp
Ala
Trp
215
Asp
His
Tro
Phe
Ala
295
The
His
Phe
Pro
Arg
375

Arg

Asp

Asn
495

His

Lys Ala Trp Thr His

ASD
Ser
Trp
Asp
200
Gly
Ala
val
Gln
Asn
230

Ser

val

Gln
380

Glu

Ile

Leu

Val

H
4
[#]

Arg

val

Phe

Arg

Glu

185

Ile

Thr

val

Asn
26%
His
Thr
val
Thr
Pro
3435

Val

ile

Gln

val
Ala
425
Glv

Ser

Asn

Lys
Lys
170
val
Asp
Trp
Lya
Glu
250
Asp

Ser

Glin

Gln
330
Leu
Phe
Pro
Tyr
Gly
410
Ala

Arg

Glu

Gly

-Trp
158
Leu
Ser
Tyr

TyT

His
23

n

Lys
Leu
val
Gly
Lys
318
Pro
Ala
Tyr

Ala

Ala
3938

Gin

Pro

42/75

140
His
Asn
ASD
hap
Ala
220
Ile
Thr
Gly
Phe
Gily
g0
His
Gly
Tyr
Gly
Leu
380
Tyr

Thr

Ile

Yal
452

Ser

Phe
Trp
Ay
Glu
Hisa
205
Asn
Lys
Gly
Ala
Asp
28%
Gly
Pro
Gln
Ala
Asp
3as

Lys

Thr
Aala
445

val

val

His Phe Pro

Tvr His Phe
160

‘Ile Tyr Lys

175

Asn Gly Asn
150

Pro Aﬁp val
Glu Leu Cln
Phe Ser Phe

' 240

Lvs Glu Met
255

Leu Glu Asn
270

val Pro Leu
Tyr Asp Me:
Leu Lys Ser

323

Ser Leu Gilu
335

Phe Ile Leu
350

Met Tyr Gly
His Lys Ile

Ala Gln His
400

Glu Gly Asp
4135

Asp Gly Prc
430

Gly Glu Thr

Ile 5sn Sa-

Ser Ile Tyx
4890



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 37:

M

(i)

(xi)

Ala
1
Trp

Ser

Leu
(73]

Tyr
Arqg
Ala

Arg

Phe
145
Trp
Arg
Glu
His
Asn
225

Lys

Ala
Tyr
Ala
Tyr
50

Tyr
Gly
Asp
Asp
Asn
130
His
Tyr
Ile

Asn

Pro
210

Glu

Phe

DE 694 32610 T3 2012.04.12

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 487 Aminosauren
(B) ART: Aminosaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: Protein

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 37:

Ala
HMet
Tvr
as

Lyvs

Asd

Arg
Phe

His

Ala

Pro
2¢

Lez

Ala Asn Leu Asn Gly Thr Leu Met

Glu
Ile
Gly
Asp
155
Phe

~n Tyr

Ala

Leu

2435

ASD

Glu

Ser

Glu

70

Glu

Tyr

AsSp

Ser

Arg

150

Gly

Gln

Asp

Ala

Asp
230

Arg

Gly
His
Gln
S5

fhe
Leu
Gly
val
Gly
135
Gly
Thr
Gly

Tyr

Glu
215

Gly

Asp

G

G
4

in

ly
e

Ala

B

G

is

in

Asp

T
1

]

s

he
20

lu

er

Leu

2
I

00

ie

His
25

Ile
ASD
Gin
Ser
val
105
ala
His
Thr
Trp
Ala
185

MetT

Lvs

arg

Val

10

Trp

val
Lys
Ala
-1y

val
val

Leu

Asp
170

Trp

Arg
Leu

Asn
253G

43/75

Lys
Ala
Gly
Gly
75

Ile
Ile
Glu
ile
Ser
155
Glu
Asp

Ala

Tro

Asp
235

His

Azg

val

hsn‘

val
Lys
140
Asp
Ser
Trp
ASp
Gly
220

Ala

Yal

Gln
Ley
Tzrp
435

Gly
val
Ser
His
Asp
128
Ala
Phe
Arg

Glu

Ile
208
Thr

val

Arg

Tyr
Gln
30

Ile
Ala
Arg
Leu
Lys
110
Pro
Trp
Lys
Lys
val
190
Asp
Trp

Lys

Glu

Phe
1%
Asn

Pro

His
9s

Gly
Ala
Thr
Trp
Leu
175
Ser
Tyt
Tyr

His

Lys

2385,

Glu
ASp
Pro
Asp
Lys
80

Ser
Gly
Asp
His
His
160
Asn
Asn
Asp

Ala

lle
240

™hre



Gly
Ala
Asp
Gly
aas
Pro
Gln
Ala
Asp
Lys
385
Gly

g
Thr
Ala
val
465

. val

(2)

Lys

Leu

val

290 -

Tyr
Leu
Ser
Phe
Met
370
His
Ala
Glu
Asp
Gly
450

Ile

Ser

Glu
Glu
278

Pro

Asp

Leu

Ile
355

Moz
252

ASn

Lew ¢

Ma%

Ser

Pre

val
435
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Thr val Ala Glu

Leu
‘Tyr
Lys
aio

Thr

Thr

-Arg

Pro
390
Tyr
Ser

Gly

His

: Gly

470
Gln

Asn
Gln
2935
Leu
Phe
val
Glu
Gly
375
Ile
Phe
val
Ala
AsSp
455
Trp

Arg

Lys
280
Phe

Leu

val

Gin

Ser
60
ASp
Leu
Asp

Ala

Lys

265

™he
His
AsSn
Asp
Thr
345
Gly
Ser
Lys
Bis
Asn
42%

Arg

430

Ile

Gly

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 38:

)

(i)

()

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 32 Aminosduren
(B) ART: Aminosaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

Thr

Glu

ART DES MOLEKULS: Protein

Tys

Asn

Ala

Gly
Asn
330
Trp
Tyr

Gln

Ala

His

410

Ser

e

Gly

Phe

Trp Gln Asn

FPhe
Ala
Thr
i1s
Hig
Phe
Pro
Arg
Arg
395

Asp

Gly

Asn

His
475

Asn

Ser
300

Vval
Asp
Lys
Gln
Glu
380
Lys
Ile
Leu
val
Arg
450

Val

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 38:

44/75

Hig
285
Thr
val
Thr
Pro
val
365
Ile
Gln
val
Ala
Gly
445

Ser

Asn

Asp
270
Ser
Gla
Ser
Gln
Leu
aso
Phe
Pro
Tyr
Cly
Ala
430
Arg

Glu

Gly

Leu
val
Gly
Lys
Pro
335
Ala
Tyr
Ala
Ala
Trp
415
Leu
Gln

Pro

Gly

Gly
Phe
Gly
His
320
Gly
Tyr
Gly
Leu
Tyr
400
Thr
Ile
Asn

Val

Ser
480
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Met Lys Gln G.» Lvs Arg Léu Thr Ala Arg Leu Leu Thr Leu Ley Phe
1 3 . 10 1s

Ala Leu Ile Pn=2 lLeu Ley Pro His Ser Ala Ala Ala Ala Ala Asn Leu
-2z 25 3Q

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 39:

(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 33 Aminoséuren
(B) ART: Aminosdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 39:
Met Arg Ser Lys Thr Leu Trp Ile Ser Leu Leu Phe Ala Leu Thr Leu
1 5 - 10 1s

Ile Phe Thr gg: Ala Phe Ser Asn Met Ser Ala Gln Ala Ala Gly Lys
25 30

Ser

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 40:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 35 Aminosauren
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 40:

Mer Rrg Ser Lys Thnr Leu Trp Ile Ser Leu Leu Phe Ala Leu E;u: Leu
1 5 10

lle Pne Thr Me:z Ala Phe Ser Asn Met Ser Ala Gln Ala géa Ala Ala
20 25

Ala Ala gfn .
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 41:
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 32 Aminoséuren
(B) ART: Aminosdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D} TOPQOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: Protein

(xiy SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 41:

Met Arg Ser Lys Thr Leu Trp Ile Ser Leu Leu Phe Ala Leu Thr Leu
1 10 15

(1]

Ile Phe Thr Me: Ala Phe Ser Asn Met Ser Ala Gln Ala Ala Asn Leu
' 20 25 30

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 42:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D} TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 42:

CACCTAATTA AAGCTTTCAC ACATITICAT TIT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 43:
()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 43:
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CACCTAATTA AAGCTTACAZ ACATTTTCAT TTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 44:

()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 66 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 44:
CCGCGTAATT TCCGGAGAAC ACCTAATTAA AGCCGCAACA CATTITCATT TTCCCGGGCS

CGGCAG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 45:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 42 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 45:

CCGCAGAACA CCTAATTAAA CCCCTAACAC ATTTICATTT TC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 46:

(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 42 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 46:

CCGGAGAACA CCTAATTAAA GCCCACACAC ATTTTCATTT TC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 47:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 42 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 47:

CCGGACAACA CCTAATTAAA GCCTGCACAC ATTTTCATTT TC

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 48:

() SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 48:

GATGCAGTAT TTCGAASTCS TATA

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 49:

()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 26 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
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SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 49:

TGCCCAATGA TCGGCCAAZAT TGGAAG 2€

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 50:

()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure ,
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 50:

CGAATGGTAT GCTCCCAATG ACGS 24

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 51:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D} TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 51:

CGAATGGTAT CGCCCCAATG ACGG 24

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 52:

(1)

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 24 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsdure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
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(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 52:

CGAATGGTAT AATCCCAAIG ACGG : z4

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 53;

(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D} TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 53:

CGAATGGTAT GATCCCAATG ACGG 24

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 54:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch})

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 54:

CGAATGGTAT CACCCCAATS ACIGE . 25

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 55:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
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(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 55:

CGAATGGTAT AAACCCAATG ACGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 56:

(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinséure
{C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 56:

CCAATGGTAT CCGCCCAATG ACGC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 57:

(i)  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B)  ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA {genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 57:

CGAATGGTAT ICTCCCAATG ACGG

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 58:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
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(D) TOPOLOGIE: linear

(ii)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 58:

CGAATGGTAC ACTCCCAATG ACGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 59:

()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 59:

CCAATGGTAT GTTCCCAATG ACGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 60:

()] SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzeistrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 60:

CGAATGGTAT TGTCCCAATG ACGCG

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 61:
()  SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(x))  SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 61:
CGAATGGTAT CAACCCAATG ACGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 62:

(i} SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 62:

CGAATGGTAT GAACCCAATG ACGS

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 63:

(i}  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 63:

CGAATGGTAT GGTCCCAATG ACGC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 64:

()  SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
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(B)  ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 64:

CGAATGGTAT ATITCCCAATG ACGC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 65:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 65:

CGAATGGTAT TTTCCCAATG ACGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 66:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 66:

CGAATGGTAC TGGCCCAATG ACGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 67:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
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(A) LANGE: 24 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsdure

{(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 67:

CGAATGGTAT TATCCCAATG ACGG 24

(2)  ANGABEN ZU SEQ ID NR: 68:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(i)  ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 68:
CCGTCATTGG GACTACGTAC CATT 24
Patentanspriiche

1. Eine alpha-Amylasemutante, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacillus
licheniformis durch ortsspezifische Substitution einer Aminosaure an Position M + 15 abgeleitet ist, und
(b) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase, welche eine
alpha-Amylase von Bacillus ist, durch ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der Position
in entweder der primaren oder tertidren Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus licheniformis ent-
spricht, abgeleitet ist,
wobei die genannte alpha-Amylase ein verandertes pH- und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie
mit dem Wildtyp der Bacillus-alpha-Amylase verglichen wird;
wobei die substituierende Aminosaure Val ist.

2. Alpha-Amylasemutante nach Anspruch 1, umfassend weiterhin eine oder mehrere ortsspezifische Muta-
tionen.

3. Alpha-Amylasemutante nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei der Vorlaufer alpha-Amylase von Ba-
cillus licheniformis ist.

4. DNA, die fur eine alpha-Amylasemutante nach irgendeinem der Anspriche 1 bis 3 codiert.
5. Expressionsvektoren, welche DNA nach Anspruch 4 codieren.

6. Wirtszellen, welche mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 5 transformiert sind.
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7. Detergenzzusammensetzung, umfassend eine alpha-Amylasemutante nach irgendeinem der Anspriiche
1 bis 3.

8. Detergenzzusammensetzung nach Anspruch 7, welche eine flissige, gelférmige oder granuldre Zusam-
mensetzung ist.

9. Detergenzzusammensetzung nach Anspruch 7 oder Anspruch 8, umfassend weiterhin ein oder mehrere
zusétzliche Enzyme.

10. Starkeverfliissigende Zusammensetzung, umfassend eine alpha-Amylasemutante nach irgendeinem
der Anspriiche 1 bis 3.

11. Verfahren zur Veradnderung des pH- und/oder Temperaturleistungsprofils einer alpha-Amylase von Ba-
cillus, umfassend die Schritte:
(a) Bereitstellen einer Vorlaufer-DNA-Sequenz, welche einen Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacillus liche-
niformis codiert, und Modifizieren der genannten Vorlaufer-DNA-Sequenz, um eine mutierte DNA-Sequenz zu
erhalten, die eine mutierte alpha-Amylase codiert, welche sich von dem genannten Vorlaufer der alpha-Amy-
lase durch ortsspezifische Substitution einer Aminosaure an Position M + 15 unterscheidet, oder
(b) Bereitstellen einer Vorlaufer-DNA-Sequenz, welche einen Vorlaufer der alpha-Amylase aus einem Bacillus
codiert, und Modifizieren der genannten Vorldufer-DNA-Sequenz, um eine mutierte DNA-Sequenz zu erhalten,
die eine mutierte alpha-Amylase codiert, welche sich von dem genannten Vorlaufer der alpha-Amylase durch
ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der Position in entweder der primaren oder tertidren
Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus licheniformis entspricht, unterscheidet; und Expression der
genannten mutierten alpha-Amylase aus der genannten mutierten DNA-Sequenz, wobei die genannte mutierte
alpha-Amylase ein verandertes pH- und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie mit dem Vorlaufer der
Bacilus-alpha-Amylase verglichen wird, wobei die substituierende Aminosaure Thr ist.

12. Verfahren nach Anspruch 11, umfassend weiterhin Modifizieren der genannten Vorlaufer-DNA-Sequenz
derart, dass die mutierte alpha-Amylase eine oder mehrere andere ortsspezifische Mutationen umfasst.

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder Anspruch 12, wobei der Vorldufer alpha-Amylase von Bacillus liche-
niformis ist.

14. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 11 bis 13, weiterhin umfassend Formulierung der mutierten
alpha-Amylase in eine Detergenzzusammensetzung.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Detergenzzusammensetzung eine fllissige, gelférmige oder
granuldre Zusammensetzung ist.

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder Anspruch 15, wobei die Detergenzzusammensetzung weiterhin ein
oder mehrere zusatzliche Enzyme umfasst.

17. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 11 bis 13, weiterhin umfassend Formulierung der mutierten
alpha-Amylase in eine Zusammensetzung zur Verflissigung von Starke.

18. Detergenzzusammensetzung, welche eine alpha-Amylasemutante und ein oder mehrere zusétzliche
Enzyme umfasst, wobei die alpha-Amylasemutante ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus
(a) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacillus
licheniformis durch ortsspezifische Substitution einer Aminoséure an Position M + 15 abgeleitet ist, und
(b) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase, welche eine
alpha-Amylase von Bacillus ist, durch ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der Position
in entweder der primaren oder tertidren Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus licheniformis ent-
spricht, abgeleitet ist,
wobei die genannte alpha-Amylase ein verdndertes pH- und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie
mit dem Wildtyp der Bacillus-alpha-Amylase verglichen wird;
wobei die substituierende Aminosaure Leu, Thr, Asn, Asp, Ser, Val oder lle ist.

19. Detergenzzusammensetzung nach Anspruch 18, wobei die genannte alpha-Amylasemutante M15L ist.
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20. Detergenzzusammensetzung nach Anspruch 18 oder Anspruch 19, wobei die genannte alpha-Amylas-
emutante eine oder mehrere andere ortsspezifische Mutationen umfasst.

21. Detergenzzusammensetzung wie in irgendeinem der Anspriiche 18 bis 20 beansprucht, wobei das zu-
satzliche Enzym oder die Enzyme ausgewahlt sind aus der Gruppe, bestehend aus Amylase, Proteasen, Lipa-
sen und Cellulasen.

22. Verfahren zum VerflUssigen einer granuldren Starkeaufschlammung aus entweder einem Nass- oder
Trockenmahlverfahren bei einem pH von etwa 4 bis etwa 6, umfassend:
(a) Zugeben einer wirksamen Menge einer alpha-Amylasemutante zu der Aufschldmmung;
(b) gegebenenfalls Zugeben einer wirksamen Menge eines Antioxidationsmittels zu der Aufschldmmung; und
(c) Umsetzen der Aufschlammung fiir eine geeignete Zeit und bei einer geeigneten Temperatur, um die Starke
zu verflissigen;
wobei die genannte alpha-Amylasemutante ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacillus
licheniformis durch ortsspezifische Substitution einer Aminosdure an Position M + 15 abgeleitet ist, und
(b) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase, welche eine
alpha-Amylase von Bacillus ist, durch ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der Position in
entweder der primaren oder tertidren Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus licheniformis entpricht,
abgeleitet ist,
wobei die genannte alpha-Amylase ein verdndertes pH- und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie
mit dem Wildtyp der Bacillus-alpha-Amylase verglichen wird;
wobei die substituierende Aminosaure Leu, Asn, Asp, Ser, Val oder lle ist.

23. Zusammensetzung zur Verflissigung von Starke, welche eine alpha-Amylasemutante umfasst, wobei
die genannte alpha-Amylasemutante ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase von Bacillus
licheniformis durch ortsspezifische Substitution einer Aminoséure an Position M + 15 abgeleitet ist, und
(b) einer alpha-Amylase, welche das Expressionsprodukt einer mutierten DNA-Sequenz ist, welche eine al-
pha-Amylase codiert, wobei die mutierte DNA-Sequenz von einem Vorlaufer der alpha-Amylase, welche eine
alpha-Amylase von Bacillus ist, durch ortsspezifische Substitution eines Methioninrestes, der in der Position
in entweder der primaren oder tertidren Struktur M + 15 in der alpha-Amylase von Bacillus licheniformis ent-
spricht, abgeleitet ist,
wobei die genannte alpha-Amylase ein verdndertes pH- und/oder Temperaturleistungsprofil zeigt, wenn sie
mit dem Wildtyp der Bacillus-alpha-Amylase verglichen wird;
wobei die substituierende Aminosaure Leu, Asn, Asp, Ser, Val oder lle ist.

24. Zusammensetzung zur Verflissigung von Starke nach Anspruch 23, wobei die genannte alpha-Amylase
M15L ist.

Es folgen 18 Blatt Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen

10 30 30
AGCTTGAAGAAGTGAAGAAGCAGAGAG GCTATTGAATAAATGAGTAGAAAGCGCCATATC

70 90 ' 10
GGCGCTTTTCTTTTGGAAGAAAATATAGGGAAAATGGTACTTGTTAAAAATTCGGAATAT

130 150 170

TTATACAACATCATATGTTTCACATTGAAAGGGGAGGAGAATCATGAAACAACAAAAACG
' M K Q@ Q K R

190 210 230
GCTTTACGCCCGATTGCTGACGCTGTTATTTGCGCTCATCTTCTITGCTGCCTCATTCTGC
L Y ARLL T L L F A L I F L L P H S A

250 270 290

AGCAGCGGCGGCAAATCTTAATGGGACGCTGATGCAGTATTTTGAATGGTACATGCCCAA
A A A _A'NLNGTLMGYFEWYMP‘N

310 330 350
TGACGGCCAACATTGGAAGCGTTTGCAAAACGACTCGGCATATTTGGCTGAACACGGTAT
D G 0 HW K R L Q NDS AY L A E H G I

370 390 ' 410
TACTGCCGTCTGCATTCCCCCGGCATATAAGGGAACGAGCCAAGCGGATGTGGGCTACGG
T A VW I P P A YK GT S QA DV G Y G

430 450 470

TGCTTACGACCTTTATGATTTAGGGGAGTTTCATCAAAAAGGGACGGTTCGGACAAAGTA
A Y Dt Y DL G E FHQKG T V R T K Y

490 510 530

CGGCACAAAAGGAGAGCTGCAATCTGCGATCAARAGTCTTCATTCCCGCGACATTAACGT

G T KG E L OS A | KSLHS RUD I N V
550 570 ' 590

TTACGGGGATGTGG TCATCAACCACAAAGGCGGCGCTGATGCGACCGAAGATGTAACCGC

Y G DVV I NHIKG GG AUDATTET DUVT A
610 630 650

GGTTGAAGTCGATCCCGCTGACCGCAACCGCGTAATTTCAGGAGAACACCTAATTAAAGC
VEV OP A DA RNI RUVISGETHTLI KA

670 690 710

CTGGACACATTTTCATTTTCCGGGGCGCGGCAGCACATACAGCGATTTTAAATGGCATTG
w T HFHF P G R G S T Y S5 D FKW H W

73C 750 . 770
GTACCATTTTGACGGAACCGATTGGGACGAGTCCCGA &AGCTGAACCGCATCTATAAGTT
Y H F DG T DW D E S R K L N R | Y K F
799 : 810 830

TCAAGGAAAuGCWGC';ATTCUGAHGTrrCCAATGAAAACGGCAACTATGATTAHT GAT
Q G K aw 0O W E v &8 N E N G N Y D Y L M

FIG._1A

58 /75



DE 694 32610 T3 2012.04.12

850 870 890
GTATGCCGACATCGATTATGACCATCCTGATGTCGCAGCAGAAATTAAGAGATGGGGCAC
Y A DI DY DHPDVAAE I KRW G T

910 930 950
TTGGTATGCCAATGAACTGCAATTGGACGGTTTCCGTCTTGATGCTGTCAAACACATTAA
W YA NE L QL DG FR LDAV KH I K

970 990 1010
ATTTTCTTTTTTGCGGGATTGGGTTAATCATGTCAGGGAAAAAACGGGGAAGGAAATGTT
FS§ FL R DW V N H VR E KT G K E M F

1030 1050 1070

TACGGTAGCTGAATATTGGCAGAATGACTTGGGCGCTCTGGAAAACTATTTGAACAAAAC
T VA EYWQNUDULGALENYLNKT

1090 110 1130

AAATTTTAATCATTCAGTGTTTGACGTGCCGCTTCATTATCAGTTCCATGCTGCATCGAC
N FNHSV FD VP LHYOCFHAAZST

1150 1170 1190

ACAGGGAGGCGGCTATGATATGAGGAAATTGCTGAACGGTACGGTCGTTTCCAAGCATCC
Q 6 G G YDM~BR KL LNGTV VS KMHP

1210 1230 1250

GTTGAAATCGGTTACATTTGTCGATAACCATGATACACAGCCGGGGCAATCGCTTGAGTC
L K S VT FV DNUHUDTOQW®PG OS L E S

1270 1290 1310
GACTGTCCAAACATGGTTTAAGCCGCTTGCTTACGCTTTTATTCTCACAAGGGAATCTGG
T v O TwWwW F K P L A Y A F I L T R E S G

1330 1350 1370
ATACCCTCAGGTTTTCTACGGGGATATGTACGGGACGAAAGGAGACTCCCAGCGCGAAA‘I
Y P Q V F G DM Y & T K G D S O E |

1390 1410 1430
TCCTGCCTTGAAACACAAAATTGAACCGATCTTAAAACGCAGAAAACAGTATGCGTACGG
P A L KH K I E P I LK ARI KZOQYAYG

1450 1470 1490
AGCACAGCATGATTATTTCGA‘CCACCATGACATTGTCGGCTGGACAAGGGAAGGCGACAG
A Q HDYE DHHD I V GWTIRE G D S

1510 1530 1550
CTCGGTTGCAAATTCAGGTTTGGCGGCATTAATAACAGACGGACCCGGTGGGGCAAAGCE
S vV A NS CGC L A AL I T bDGUP G G A K R

1570 1590 1610

AATGTATGTCGGCCCGCAAAACGCCGGTGAGACATGGCATGACATTACCGGAAACCGTTC
MY G G D T G S

1630 1650 1670
GGAGCCGGTTGTCATCA "TTCGGAAGGCTGGGGAGAGTTTCACGTAAACGGCGGGTCGG\
E P VvV V + M T E G w G F H V N G
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1690 1710 1730
TTCAATTTATGTTCAAAGATAGAAGAGCAGAGAGGACGGATTTCCTGAAGGAAATCCGTT

S I Y V QR

1750 1770 ' 1790
TTTTTATTTTGCCCGTCTTATAAATTTCTTTGATTACAT TTTATAATTAATTTTAACAAA

1810 1830 ' 1850
GTGTCATCAGCCCTCAGGAAGGACTTGCTGACAGTTTGAATCGCATAGGTAAGGCGGGGA

1870 1890 191 0
TGAAATGGCAACGTTATCTGATGTAGCAAAGAAAGCAAATGTGTCG AAAATGACGGTATC’

1930 1950
GCGGGTGATCAATCATCCTGAGACTGTGACGGATGAATTGAAAAAGCT
!_""'"_' i
! |
| |
| FIG..1A

| FIG..1

* = am——.  —

: !
| |
! .
i FIG._1C

- -
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10 30 30
ANLNGTLMQYFEWYMPNDGOHWKRLONDSAYLAEHGlTAVWIPPAYKGTSOADVGYGAYD

70 90 110 '

LYDLGEFHOKGTVRTKYGTKGELQSAIKSLHSROI NVYGDVVINHKGGADATEDVTAVEV

130 15C 170
DPADRNRVISGEHLIKAWTHFHFPGRGSTYSDFKWHWYHFDGT DWDESRKLNRIYKFQGK

190 210 230
AWDWEVSNENGNYDYLMYADIDYDHPDVAAEIKHWGTWYANELOLDGFHLDA\(KHIKFSF

250 270 29C
LROWVNHVREKTGKEMFTVAEYWQNDLGALENYLNKTN FNHSVFDVPLHYQFHAASTQGG

310 330 350
GYDMRKLLNGTVVSKHPLKSVTFVDNH DTQPGQSLESTVOTWFKPLAYAFILTRESGYPQ

370 390 410
VFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKI EPILKARKQYAYGAQHDYFDHHDIVGWTREGDSSVA

430 450 470
NSGLAALITDGPGGAKAMYVGRONAG ETWHDITGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIY

VQOR

FiG..2
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10 30 50
ANLNGTLMQYFEWYMPNDGOHWKRLONDSAYLAEHGITAVWIPPAYKGTSQADVGYGAYD

: 70 ' 90 110
LYDLGEFHQKGTVATKYGTKGELQSAIKSLHSRDINVYG DVVINHKGGADATEDVTAVEY

130 150 170
DPADRNRVISGEHLIKAWTHFHFPGRGSTYSDFKWHWYHFDGTOWDESRKLNRIYKFQGK

190 210 230
AWDWEVSNENGNYDYLTYADIDYDH PDVAAEIKRWGTWYANELQLDGFRLDAVKHIKFSF

250 270 ' 290
LRDWVNHVREKTGKEMFTVAEYWQNOLGALENYLNKTNFNHSVFOVPLHYQFHAASTQGG

310 330 350
GYDMRKLLNGTVVSKH F‘LKSVTFVDNHDTOPGOSLESTVOTWFKPLAYAFILTFIESGYPO

370 ' 390 ‘ 410
VFYGDMYGTKG DSOR'-'-IPALKHKI EPILKARKQOYAYGAQHDYFDHHDIVGWTREGDSSVA

430 450 470
NSGLAALITDGPGGAKRMYVGRQONAGETWHDITGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIY

VQOR

FlG._4a
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AAAA

14 34 54 -
ANLNGTLMOYFEWYMPNDGOHWKRLONDSAYLAEHGITAVWIPPAYKGTSOADVGYGAYD

74 94 114
LY DLGEFHOKGTVRTKYGTKGELQSAIKSLHSRDINVYG DVVINHKGGADATEDVTAVEV

134 154 174
DPADRN RV(SGEHLIKAWTHFHFPGRGSTYSDFKWHWYHFDGTDWDESFIKLN RIYKFQGK

194 214 234
AWDWEVSN ENGNYDYLI\_:IYAD!DYDHPDVAAE&KRWGTWYANELQLDGFRLDAVKHI KFSF

254 272 294
LRDWVNHVREKTGKEMFTVAEYWONDLGALENYLNKTN FNHSVFDVPLHYQFHAASTQGG

314 334 354
GYDMRKLINGTVVSKHPLKSYTFVDN HOTOPGQSLESTVQTWFKPLAYAFILTRESGYPQ

374 | 394 414
VFYGDMYGTKGDSOREIPALKHKI EPILKARKQYAYGAQHDYFDHHDIVGWTREGDSSVA

434 454 474
NSGLAALITDGPGGAKRMYVGRONAG ETWHDITGNASEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIHY

VQR

FIG._4b
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VERBINDUNGEN SIGNALSEQUENZ-REIFES PROTEIN IN;

B. licheniformis-alpha-Amylase (Tsn)

MKQOKRLTARLLTLLFALIFLLPHSAAAAE\NL ......
N-Terminus

B. subtifis alkalische Protease aprE (?SN)

MARSKTLWISLLFALTLIFTMAFSNMSA OAEG KS....

N-Terminus
B. ficheniformis-alpha-Amylase pA4BL {Pstl)
MARSKTLWISLLEALTLIFTMAFESNMSA OAE‘AAAAN.

N-Terminus

B. licheniformis-alpha-Amylase pBLapr
MRSKTLWISLLFALTLIFTMAFSNMSA OAE\N L.

N-Terminus

(PstI) zeigt den Ort der Restriktionsstelle in dem Gen an.
t

I

N-Terminus zeigt die Spaltungsstelle zwischen dem Signalpeptid und dem sezerniert:
Protein an.

FIG._6
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FIG._8

BstB1 Msc1
Kassette NNN
++
SnaB1
BstB1 Msct
Vektor -
Ligation
. Mscl- imini
BstB1 NINN M. 1-Stelle eliminiert
++
SnaB1
Transformation
in E. coli
Replikation
BstB1 o SnaB1
st NNN s
BstB1 SnaBi
M15-Variante Nicht-exprimierendes Plasmid,
Expressionsplasmid abgeleitet von dem Grundstrang
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