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Beschreibung
Hinweis auf Rechte der Regierung

[0001] Diese Erfindung wurde mit Forschungsgeldern der Regierung der Vereinigten Staaten von Amerika
gemacht (Stipendiem 1R43 GM506 23-01 und 2R44 GM506 23-02 von National Institutes of Health and Sti-
pendien ISI-9160613 und 111-9301865 von der National Science Foundation). Die Regierung hat méglicherwei-
se bestimmte Rechte an dieser Erfindung.

Gebiet der Erfindung

[0002] Die Erfindung betrifft mutierte Luciferaseenzyme mit stark erhdéhter Thermostabilitat im Vergleich zu
naturlichen Luciferasen oder zu Luciferasen, von denen sie abgeleitet sind, beispielsweise Halbwertszeiten
von mindestens 2 Stunden bei 50°C in einer wassrigen Losung, und sie sind gegeniiber einer Hemmung durch
einen Substratinhibitor, beispielsweise einem Substratanalogon, resistent. Die Erfindung betrifft auch Polynu-
cleotide, die fur die neuen Luciferasen kodieren, und transformierte Wirte zur Expression der Luciferasen. Die
Erfindung betrifft auRerdem die Verwendung dieser Luciferasen in einem beliebigen Verfahren, in dem bislang
bekannte Luciferasen in herkdbmmlicher Weise verwendet werden. Einige dieser Verwendungen setzen Kits
ein.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Luciferasen sind durch ihre Fahigkeit zur Erzeugung von Lumineszenz definiert. Kaferluciferasen bil-
den eine bestimmte Klasse mit einem einzigartigen evolutionaren Ursprung und chemischen Mechanismen
(Wood, 1995).

[0004] Obwohl die als Kaferluciferasen bekannten Enzyme weit verbreitet in hochempfindlichen Lumines-
zenzassays eingesetzt werden, ist ihre Verwendung aufgrund der geringen Hitzestabilitat beschrankt. Kaferlu-
ciferasen mit Aminosauresequenzen, die von cDNA-Sequenzen kodiert werden, die aus Leuchtkafern kloniert
wurden, sind selbst bei malkigen Temperaturen nicht stabil. Beispielsweise hat selbst die stabilste Luciferase,
LucPpe2, erhalten aus einer Feuerfliege, sehr geringe Stabilitat bei einer Temperatur von 37°C. Feuerfliegen-
luciferasen sind eine Untergruppe der Kaferluciferasen. Historisch gesehen bezieht sich der Ausdruck "Feuer-
fliegenluciferase" auf das Enzym LucPpy aus einer einzigen Spezies, Photinus pyralis (Luc+ ist eine mutierte
Version von LucPpy, vergleiche US-Patent Nr. 5,670,356).

[0005] Es sind Versuche beschrieben worden, die natirlichen cDNA-Sequenzen, die fir Luciferase kodieren,
zu mutieren und Mutanten mit erhdhter Warmestabilitat zu selektieren (White et al., 1994; aus P. pyralis, und
Kajiyama und Nekano, 1993; aus Luciola lateralis). Es besteht jedoch immer noch ein Bedarf daran, die Eigen-
schaften und die Einsetzbarkeit dieser wichtigen Klasse von Enzymen zu verbessern.

Zusammenfassende Darstellung der Erfindung

[0006] Die Erfindung betrifft neue und bemerkenswert hitzestabile Luciferasen, einschlie3lich Luciferaseen-
zyme mit Halbwertszeiten von mindestens 2 Stunden bei 50°C oder mindestens 5 Stunden bei 50°C in einer
wassrigen Lésung und mit einer Resistenz gegentiber der Hemmung durch einen Luciferaseinhibitor. Wie im
Folgenden beschrieben wird, verliert eine erfindungsgemafle thermostabile Luciferase nach 2 Stunden bei
50°C in einer wassrigen Lésung weniger als 5% ihrer Lumineszenzaktivitat. Die erfindungsgemaflen mutierten
Luciferasen zeigen eine bemerkenswerte und bislang nicht realisierbare Thermostabilitat bei 22°C in einer
wassrigen Losung und bei Temperaturen von mindestens 60°C in einer wassrigen Losung. Beispielsweise sind
die erfindungsgemafen Luciferasen mindestens 10 Stunden bei 50°C, mindestens 2 Stunden, vorzugsweise
mindestens 5 Stunden, starker bevorzugt mindestens 10 Stunden und noch starker bevorzugt mindestens 24
Stunden bei 60°C und/oder mindestens 100 Tage, vorzugsweise mindestens 200 Tage, starker bevorzugt min-
destens 500 Tage und noch starker bevorzugt mindestens 800 Tage bei 22°C in einer wassrigen Lésung stabil.
Beispielsweise verliert eine thermostabile erfindungsgemafe Luciferase nach 30 Tagen bei 22°C in einer
wassrigen Lésung weniger als 5% ihrer Lumineszenzaktivitat. Vorzugsweise haben die erfindungsgemafien
thermostabilen Luciferasen eine erhdhte Lumineszenzintensitat, erhdhte Signalstabilitat, erhdhte Substratver-
wendung, und/oder verringerten K, im Vergleich zu einer Referenz, beispielsweise einer nativen Wildtypluci-
ferase. Die Erfindung betrifft aulerdem mutierte Luciferasegene (beispielsweise cDNA oder RNA), welche fur
die neuen Luciferaseenzyme kodieren. Hier wird die Terminologie verwendet, dass beispielsweise Mutanten,
die in Experiment 90, Platte Nummer 1, Loch B5, der E.-coli-Stamm 90-1B5 ist, das mutierte Gen Luc90-1B5
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ist und die mutierte Luciferase luc90-1B5 ist.

[0007] Ein "thermostabiles" Enzym, beispielsweise eine Luciferase, oder ein Enzym mit "Thermostabilitat"
wird hier als ein Enzym definiert, das unter bestimmten Bedingungen, beispielsweise bei einer bestimmten
Temperatur, in einer wassrigen Lésung und/oder wahrend eines bestimmten Zeitraums im Vergleich zu einem
Referenzenzym seine Aktivitat in erhdhtem Male beibehalt. Beispielsweise kann fir eine thermostabile Luci-
ferase eine Referenzluciferase eine native Wildtypluciferase oder eine rekombinante Wildtypluciferase sein.
Vorzugsweise ist bei der Kaferluciferase die Aktivitat eine Lumineszenz unter Sattigung mit Luciferin und ATP.
Ein MaR fur die Thermostabilitat eines Enzyms ist die Halbwertszeit des Enzyms in einer wassrigen Lésung
(der Zeitraum, in dem 50% der Aktivitat verloren geht) bei einer vorgegebenen Temperatur.

[0008] Die vorliegende Erfindung umfasst auflerdem Expressionsvektoren und andere genetische Konstruk-
te, welche die mutierten Luciferasen enthalten, sowie Wirte, bakterielle und andere, die transformiert sind, um
die mutierten Luciferasen zu exprimieren. Die Erfindung betrifft auBerdem Zusammensetzungen und Kits, wel-
che die neuen Luciferasen enthalten, und die Verwendung dieser Luciferasen in beliebigen Verfahren, bei de-
nen Luciferasen eingesetzt werden.

[0009] Es wurden verschiedene Arten von zufalliger Mutagenese auf ein Luciferasegen (Nucleotidsequenz)
angewandt, insbesondere die Gensynthese unter Verwendung einer fehlerbehafteten Polymerase, um Biblio-
theken mit modifizierten Luciferasegenen zu erzeugen. Diese Bibliotheken wurden in Kolonien von E. coli ex-
primiert und visuell auf effiziente Lumineszenz gescreent, um eine Unterbibliothek von modifizierten Lucifera-
sen zu selektieren. Lysate dieser E.-coli-Stdmme wurden dann erzeugt und auf Luciferaseaktivitat und Ther-
mostabilitat quantitativ gemessen. Unter diesen wurde eine kleinere Unterbibliothek von modifizierten Lucife-
rasen ausgewahlt, und die selektierten Mutationen wurden kombiniert, um zusammengesetzte modifizierte Lu-
ciferasen zu erzeugen. Aus den zusammengesetzten modifizierten Luciferasen wurden neue Bibliotheken
durch willkurliche Mutagenese hergestellt, und dieser Vorgang wurde wiederholt. Die Luciferasen mit der bes-
ten Gesamtleistung wurden nach mehreren Zyklen dieses Verfahrens selektiert.

[0010] Verfahren zur Herstellung verbesserter Luciferasen umfassen die direkte Evolution unter Verwendung
einer Polynucleotidsequenz, die eine erste Kaferluciferase als Ausgangs(Eltern)-Sequenz kodiert, wobei eine
Polynucleotidsequenz hergestellt wird, die eine zweite Luciferase mit erhéhter Thermostabilitat im Vergleich zu
der ersten Luciferase kodiert, wahrend die anderen Eigenschaften der Enzyme beibehalten werden. Eine
lucPpe2 genannte cDNA kodiert eine Feuerfliegenluciferase, die aus Photuris pennsylvanica abgeleitet ist,
welche erhéhte Thermostabilitat im Vergleich zu der verbreitet eingesetzten Luciferase LucPpy aus Photinus
pyralis zeigt. Die fur LucPpe2 kodierende cDNA wurde isoliert, sequenziert und kloniert (vergleiche Leach et
al., 1997). Eine Mutante dieses Gens kodiert eine erste Luciferase LucPpe2[T249M].

[0011] Eine mutierte Luciferaseaminosauresequenz ist die von LucPpe2, die in Fig. 45 gezeigt ist, mit der
Ausnahme, dass der Rest 249 ein M (als T249M bezeichnet) anstelle des von Leach et al. berichteten T vor-
handen ist. Der unterstrichene Rest (249) zeigt eine Mutation von T nach M. Dieses Enzym erzeugte etwa
5-mal mehr Licht in vivo, wenn es in E. coli exprimiert wurde.

[0012] Verdinnte Extrakte von rekombinanten E. coli, welche die erfindungsgemafien mutierten Luciferasen
exprimierten, wurden gleichzeitig hinsichtlich verschiedener Eigenschaften, einschlieBlich Lichtintensitat, Sig-
nalstabilitét, Substratverwendung (K.,) und Thermostabilitdt gescreent. Ein vollautomatisches Robotersystem
wurde eingesetzt, um eine grol’e Zahl an Mutanten in jeder Generation der Evolution zu screenen. Nach meh-
reren Mutagenesezyklen und Screeningzyklen unter Erzeugung von Mutantenbibliotheken von Luciferasen
wurde eine im Vergleich zu LucPpe2[T249M] in dem Klon Luc90-1B5 erhdhte Thermostabilitat von etwa 35°C
erzielt, wobei dieser Klon auch die enzymatische Aktivitat (mit einem vernachlassigbaren Verlust der Aktivitat
von 5%) im Wesentlichen beibehielt, wenn er in einer wassrigen Losung 2 Stunden bei 50°C, 5 Stunden bei
65°C oder 6 Wochen bei 22°C gehalten wurde.

[0013] Erfindungsgemale mutierte Luciferasen zeigen erhéhte Thermostabilitdt wahrend mindestens 2 Stun-
den bei 50°C, vorzugsweise mindestens 5 Stunden bei 50°C, und in dem Bereich von mindestens 2 Stunden,
vorzugsweise mindestens 24 Stunden und starker bevorzugt mindestens 50 Stunden bei Temperaturen, ein-
schlieRlich 50°C, 60°C und/oder bei Temperaturen von bis zu 65°C. Insbesondere umfasst die vorliegende Er-
findung thermostabile mutierte Luciferasen, die, wenn sie in einer geeigneten wassrigen Lésung aufgeldst wer-
den, eine Thermostabilitdt von mehr als etwa 2 Stunden bei 50°C, starker bevorzugt von mehr als etwa 10
Stunden bei 50°C und noch starker bevorzugt von mehr als 5 Stunden bei 50°C zeigen. Die vorliegende Erfin-
dung umfasst auch mutierte Luciferasen, die, wenn sie in einer geeigneten wassrigen Losung aufgeldst wer-
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den, eine Thermostabilitat von mehr als etwa 2 Stunden, starker bevorzugt von mehr als 5 Stunden, noch star-
ker bevorzugt von mehr als 10 Stunden und noch starker bevorzugt von mehr als 24 Stunden bei 60°C zeigen.
Die vorliegende Erfindung umfasst auch mutierte Luciferasen, die, wenn sie in einer geeigneten wassrigen Lo-
sung aufgeldst werden, eine Thermostabilitat von mehr als etwa 3 Monaten bei etwa 22°C und starker bevor-
zugt eine Thermostabilitdt von mindestens 6 Monaten bei 22°C aufweisen. Eine erfindungsgemaRe Ausfih-
rungsform ist eine Luciferasemutante mit einer Thermostabilitat bei 65°C, wobei der Verlust der Aktivitat von
etwa 5-6% nach 6 Stunden gefunden wurde (was einer Halbwertszeit von 2 Tagen entspricht). Die Halbwerts-
zeiten der Enzyme aus den stabilsten erfindungsgemafen Klonen war, extrapoliert aus Daten, die geringe re-
lative Anderungen zeigen, héher als 2 Tage bei 65°C (was einem Verlust von 6% nach 6 Stunden entspricht)
und etwa 2 Jahre bei 22°C (was einem Verlust von 5% nach 9 Wochen entspricht).

[0014] Luciferaseenzyme mit hier offenbarten Aminosauresequenzen (beispielsweise mutierte Luciferasen,
die als Luc49-7C6, Luc78-OB10, Luc90-1B5, Luc133-1B2, und Luc146-1H2 bezeichnet werden) haben eine
als Halbwertszeiten ausgedriickte Thermostabilitat von mindestens 2 Stunden bei 50°C. Es werden auch mu-
tierte Polynucleotidsequenzen, welche Luciferaseenzyme kodieren, die eine beliebige einzelne Mutation oder
beliebige Kombinationen von Mutationen eines Typs enthalten, der eine Aminosaure der Referenzkaferlucife-
rase in eine Konsensus-Aminosaure umwandelt, offenbart. Konservierte Aminosauren sind als solche definiert,
die in einer bestimmten Position in allen Sequenzen in einem bestimmten Satz von verwandten Enzymen auf-
treten. Konsensus-Aminosauren sind als solche definiert, die an einer bestimmten Position in mehr als 50%
der Sequenzen in einem bestimmten Satz von Enzymen auftreten. Ein Beispiel ist der Satz von Kaferlucifera-
sesequenzen, die in Fig. 19 gezeigt sind, einschliellich LucPpe2.

[0015] Die Nucleotidsequenzen, die fur Kaferluciferasen kodieren, sind in Fig. 19 Gbereinander angeordnet.
11 Sequenzen, die in der Natur in verschiedenen Gattungen und Arten innerhalb von Gattungen gefunden wer-
den, einschlieBlich lucPpe2, wurden Ubereinander angeordnet. Es sind mindestens 3 Mutationen in jeder mu-
tierten Luciferase vorhanden, welche erhdhte Thermostabilitét zeigt. Im Allgemeinen befinden sich die Mutati-
onen nicht bei einem konservierten Aminosaurerest. Die Mutationen in den mutierten Luciferasen sind in den
Fig. 22-Fig. 47 durch Unterstreichung angegeben.

[0016] Es werden auch Verfahren zur Herstellung von Enzymen mit einer oder mehreren gewtinschten Eigen-
schaften offenbart, beispielsweise Resistenz gegenulber der Inhibition durch ein Substratanalogon des Enzyms
oder erhohte enzymologische Eigenschaften. Das Verfahren umfasst das Selektieren mindestens einer isolier-
ten Polynucleotidsequenz, die fiir ein Enzym mit der gewlinschten Eigenschaft, beispielsweise einer enzymo-
logischen Eigenschaft, kodiert, aus einer ersten Population von mutierten Polynucleotidsequenzen. Die selek-
tierte isolierte Polynucleotidsequenz wird dann mutiert, wobei eine zweite Population von mutierten Polynuc-
leotidsequenzen erhalten wird. Beispielsweise wird ein Gemisch von selektierten isolierten Polynucleotidse-
quenzen mutiert, wobei eine zweite Population von mutierten Polynucleotidsequenzen erhalten wird. Dieses
Verfahren kann wiederholt werden, bis eine weitere Polynucleotidsequenz erhalten wird, beispielsweise selek-
tiert und/oder isoliert wird, wobei diese Polynucleotidsequenz fiir ein Enzym kodiert, das mindestens eine der
gewunschten Eigenschaften hat. Der Ausdruck "isoliert" und/oder "gereinigt" bezieht sich hier auf die in vitro
Isolierung einer RNA, DNA oder eines Polypeptids aus seiner natirlichen zellularen Umgebung und aus seiner
Assoziation mit anderen Zellkomponenten, wie Nucleinsduren oder Polypeptiden, sodass es beispielsweise
sequenziert, repliziert und/oder exprimiert werden kann.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0017] Fig.1 ist eine graphische Darstellung der Thermostabilitdt bei 37°C von LucPpe2[T249M];
Luc39-5B10; und Luc49-7C6, normalisiert auf t = 0 [die X-Achse ist die Zeit in Minuten; die Y-Achse ist der
%-Satz an verbleibender Aktivitat; und "t" ist die Zeit].

[0018] Fig. 2 ist eine graphische Darstellung der verbleibenden Aktivitat von Luc49-7C6 und Luc78-0B10 bei
50°C, normalisiert auf t = 0 [die X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse ist der %-Satz an verbleibender
Aktivitat; und "t" ist die Zeit].

[0019] Fig. 3 ist eine graphische Darstellung der durch Luc49-7C6 und Luc78-0B10 bei 60°C produzierten
Lumineszenz, normalisiert auf t = 0 [die X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse ist der %-Satz an verblei-
bender Aktivitat; und "t" ist die Zeit].

[0020] Fig.4 ist eine graphische Darstellung der Thermostabilitat der Luciferasen LucPpe2[T249M];
Luc49-7C6; und Luc78-0B10 bei 22°C [die X-Achse ist die Zeit in Tagen; die Y-Achse gibt die normalisierten
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Lichteinheiten wieder].

[0021] Fig. 5ist eine graphische Darstellung der Logarithmus der von (Y) Luc78-0B10 produzierten beobach-
teten Lumineszenz im Vergleich zum Logarithmus der Lumineszenz, der durch die Regressionsgleichung Y =
0,0043X + 10,91 vorhergesagt wird; die Halbwertszeit des Enzyms wird mit 144 Stunden (6 Tagen) berechnet
[die X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse ist der Logarithmus der Lumineszenz].

[0022] Fig. 6 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der von Luc78-0B10 bei 60°C produzierten be-
obachteten Lumineszenz im Vergleich zum Logarithmus der Lumineszenz, der durch die Regressionsglei-
chung Y = 0,154X + 10,86 berechnet wird; die Halbwertszeit des Enzyms wird mit 38 Stunden (1,58 Tagen)
berechnet [die X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse ist der Logarithmus der Lumineszenz].

[0023] Fig. 7 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der von Luc49-7C6 bei 50°C produzierten be-
obachteten Lumineszenz im Vergleich zum Logarithmus der Lumineszenz, der durch die Regressionsglei-
chung Y = -0,0059X + 8,757 vorhergesagt wird; die Halbwertszeit des Enzyms wird mit 100,5 Stunden (4,2
Tagen) berechnet [die X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse ist der Logarithmus der Lumineszenz].

[0024] Fig. 8 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der von Luc49-7C6 bei 60°C produzierten be-
obachteten Lumineszenz im Vergleich zu dem Logarithmus der Lumineszenz, der durch die Regressionsglei-
chung Y = -0,169X + 8,647 berechnet wird; die berechnete Halbwertszeit der Enzyme ist 2,9 Stunden [die
X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse ist der Logarithmus der Lumineszenz].

[0025] Fig. 9 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der von Luc78-0B10 bei 22°C produzierten be-
obachteten Lumineszenz im Vergleich zum vorhergesagten Logarithmus der Lumineszenz, wobei die Halb-
wertszeit des Enzyms 109 Tage ist [die X-Achse ist die Zeit in Tagen; die Y-Achse ist der Logarithmus der Lu-
mineszenz].

[0026] Fig. 10 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der von Luc49-7C6 bei 22°C produzierten be-
obachteten Luciferaselumineszenz im Vergleich zum vorhergesagten Logarithmus der Lumineszenz; die Halb-
wertszeit des Enzyms ist 64 Tage ist [die X-Achse ist die Zeit in Tagen; die Y-Achse ist der Logarithmus der
Lumineszenz].

[0027] FEig. 11 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der von Luc49-7C6 bei 37°C produzierten be-
obachteten Lumineszenz im Vergleich zum vorhergesagten Logarithmus der Lumineszenz [die X-Achse ist die
Zeit in Minuten; die Y-Achse ist der Logarithmus der Lumineszenz].

[0028] Fig. 12 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der von LucPpe2[T249M] bei 22°C produzier-
ten beobachteten Lumineszenz im Vergleich zum vorhergesagten Logarithmus der Lumineszenz [die X-Achse
ist die Zeit in Tagen; die Y-Achse ist der Logarithmus der Lumineszenz].

[0029] Fig. 13 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der von LucPpe2[T249M] bei 37°C produzier-
ten beobachteten Lumineszenz im Vergleich zum vorhergesagten Logarithmus der Lumineszenz [die X-Achse
ist die Zeit in Minuten; die Y-Achse ist der Logarithmus der Lumineszenz].

[0030] Fig. 14 ist ein Flieldiagramm, welches die Stufen fiir einen Assay der in vivo und der in vitro Lucifera-
selumineszenz (Li); der Enzymstabilitat (1); der Assaykinetiken (S); und der Substratbindung (K., zeigt.

[0031] Fig. 15 ist eine schematische Darstellung eines Roboters.

[0032] Fig. 16A ist eine graphische Darstellung der Luciferaselumineszenz der Mutanten Luc90-1B5 bei
65°C, pH 6,5 (die X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse ist der %-Satz an Lumineszenz).

[0033] Fig. 16B ist eine graphische Darstellung der Luciferaselumineszenz der Mutanten Luc90-1B5 bei
22°C, pH 6,5 (die X-Achse ist die Zeit in Tagen; die Y-Achse ist der %-Satz der Lumineszenz).

[0034] Fig. 17 ist ein Diagramm, das die evolutionare Beziehung zwischen den Kaferluciferasen auf der
Grundlage der Aminosduresequenzen angibt.

[0035] Fig. 18A ist eine Darstellung der Sekundarstrukturen der Kaferluciferaseenzyme (Helices sind durch
Zylinder angegeben, Faltblatter sind durch Pfeilbindel angegeben, Schleifen verbinden Helices mit Faltblat-
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tern).

[0036] Fig. 18B zeigt die Aminosauresequenzen (Tertiarstrukturen) der LucPpe2-Luciferase, wobei die klei-
nen Spiralen den Zylindern der Fig. 18A entsprechen.

[0037] Fig. 18C zeigt, dass die allgemeine Kaferluciferasearchitektur auf diejenige von Luc90-1B5 passt
(Ubereinander passt).

[0038] Fig. 19A zeigt die ibereinander gelegten Aminosauresequenzen (SEQ ID NO: 27-37) der Luciferasen
aus verschiedenen Kaferarten (Lcr, Lla, Lmi, Pmi, Ppy, Lno, Ppe1, Phg, GR, YG bzw. Ppe2) und der mutierten
Luciferasen.

[0039] (Luc49-7C6; Luc78-0B10; Luc90-1B5; Luc133-1B2; und Luc146-1H2, die SEQ ID NO: 14, 19, 24, 44
beziehungsweise 45); die Sequenzen sind tGbereinander gelegt, die Raume, wo Sequenzen nicht ibereinander
gelegt werden kénnen, sind durch Punkte angegeben (beispielsweise ...); nur die Aminosauren in den mutier-
ten Luciferasen, die sich von denjenigen einiger Kéferarten unterscheiden, sind gezeigt, jedoch nicht die vollen
Sequenzen. "Cons" ist eine Sequenz, die konservierte Aminosauren durch Einzelbuchstaben angibt, wobei
nicht-konservierte Aminosauren durch "-" angegeben sind.

[0040] Fig. 19B zeigt die ibereinander gelegten Aminosauresequenzen (SEQ ID NO: 27-37) der Luciferasen
aus verschiedenen Kaferarten (Lcr, Lla, Lmi, Pmi, Ppy, Lno, Ppe1, Phg, GR, YG, Ppe2) und der erfindungsge-
maRen Luciferasen (Luc30-4B02 und Luc81-6G01, SEQ ID NO: 47 beziehungsweise 26); die Sequenzen sind
Ubereinander gelegt, wobei die Raume, wo Sequenzen nicht Ubereinander gelegt werden konnten, durch
Punkte angegeben sind (beispielsweise ...); die Aminosauren, die sich in den erfindungsgemafen Luciferasen
von denjenigen bestimmter Kaferarten unterscheiden, sind fett gedruckt angegeben.

[0041] FEig. 19C zeigt die Ubereinander gelegten Aminosauresequenzen (SEQ ID NO: 27-34 und 36-37) der
Luciferasen aus verschiedenen Kéferarten (Lcr, Lla, Lmi, Pmi, Ppy, Lno, Ppe1, Phg, YG, Ppe2, Ppl); die Se-
quenzen sind Ubereinander gelegt, die RGume, wo die Sequenzen nicht Gbereinander gelegt werden kénnen,
sind durch Punkte angegeben (beispielsweise ...); in der Zeile unter YG gibt X die Positionen in YG an, wo die
Mutationen eine Konsensus-Aminosaure ergeben kdénnen; O gibt die Positionen in YG an, wo die Mutationen
keine Konsensus-Aminosaure ergeben kénnen.

[0042] Fig. 20 zeigt die Karte des 7216 bp Ppe2-Vektors in einem pRAM-Rckgrat.

[0043] Fig. 21 ist ein Balkendiagramm, welches die in den rekombinanten Kolonien von E. coli exprimierten
Lumineszenzen vergleicht; die Kolonien unterscheiden sich in der Identitat des fur die Luciferase kodierenden
Vektors (Luc+; Luc90-1B5; Luc78-1B10; Luc49-7C6; LucPpe2[T249M] und LucPpe2); in der rekombinanten
Kolonie, die in der Y-Achse gezeigt ist [die X-Achse gibt die normalisierten Lichteinheiten an].

[0044] Fig. 22 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 1), welche fur das mutierte Luciferaseenzym
Luc49-7C6 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0045] Fig. 23 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 2), welche fur das mutierte Luciferaseenzym
Luc49-6C10 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0046] Fig. 24 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 3), welche fur das mutierte Luciferaseenzym
Luc49-0G12 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0047] Fig. 25 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 4), welche fur das mutierte Luciferaseenzym
Luc49-7A5 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0048] Fig. 26 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 5), welche fur das mutierte Luciferaseenzym
Luc49-4G11 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0049] Fig. 27 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 14), welche fiir das mutierte Luciferaseen-
zym Luc49-7C6 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0050] Fig. 28 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 15), welche fiir das mutierte Luciferaseen-
zym Luc49-6C10 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.
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[0051] Fig. 29 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 16), welche fiir das mutierte Luciferaseen-
zym Luc49-0G12 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0052] Fig. 30 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 17), welche fiir das mutierte Luciferaseen-
zym Luc49-7A5 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0053] Fig. 31 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 18), welche fiir das mutierte Luciferaseen-
zym Luc49-4G11 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0054] Fig. 32 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 6), welche fur das mutierte Luciferaseenzym
Luc78-0B10 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0055] Fig. 33 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 7), welche das mutierte Luciferaseenzym
Luc78-0G8 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben. X gibt nicht-identifizierte Nucleoti-
de an bestimmten Positionen an.

[0056] Fig. 34 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 8), welche das mutierte Luciferaseenzym
Luc78-1E1 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben. X gibt nicht-identifizierte Nucleotide
an bestimmten Positionen an.

[0057] Fig. 35 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 9), welche das mutierte Luciferaseenzym
Luc78-2B4 kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben. X gibt nicht-identifizierte Nucleotide
an bestimmten Positionen an.

[0058] Fig. 36 zeigt eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 19) der mutierten Luciferase Luc78-0B10; die un-
terstrichenen Aminosauren sind Mutationen.

[0059] Fig. 37 zeigt eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 20) des mutierten Luciferaseenzyms Luc78-0G8;
die unterstrichenen Aminosauren sind Mutationen; X gibt eine unbekannte Aminosaure an einer Position an.

[0060] Fig. 38 zeigt eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 21) des mutierten Luciferaseenzyms Luc78-1E1;
die unterstrichenen Aminosauren sind Mutationen; X gibt eine unbekannte Aminosaure an einer Position an.

[0061] Fig. 39 zeigt eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 22) des mutierten Luciferaseenzyms Luc78-2B4;
die unterstrichenen Aminosauren sind Mutationen; X gibt eine unbekannte Aminosaure an einer Position an.

[0062] Fig. 40 zeigt eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 10), die das mutierte Luciferaseenzym

Luc85-4F 12 kodiert; die unterstrichenen Nucleotide sind Mutationen; X gibt eine unbekannte Aminosaure an
der Position an.

[0063] Fig.41 zeigt eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 23) fiur das mutierte Luciferaseenzym
Luc85-4F12; unterstrichene Aminosauren sind Mutationen; X gibt eine unbekannte Aminosaure an der Positi-
on an.

[0064] Fig. 42 ist eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 11), die fir ein mutiertes Luciferaseenzym
Luc90-1B5 kodiert; unterstrichene Nucleotide sind Mutationen.

[0065] Fig. 43 ist eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 24) der mutierten Luciferase Luc90-1B5; unterstri-
chene Aminosauren sind Mutationen.

[0066] Fig.44 ist eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 12), die fur das Luciferaseenzym
LucPpe2[T249M] kodiert.

[0067] Fig. 45 ist eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 25) fir LucPpe2[T249M]; die unterstrichene Amino-
saure ist eine Mutation von Thr nach Met an dem Rest 249.

[0068] Fig. 46 ist eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 26) fiir das Luciferaseenzym LucPpl81-6G1; die un-
terstrichenen Aminosauren sind Mutationen der Ausgangssequenz; X gibt eine Ungenauigkeit an.

[0069] Fig. 47 ist eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 13), die fir das Luciferaseenzym Luc81-6G1
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kodiert; unterstrichene Nucleotide sind Mutationen.

[0070] Fig. 48 ist eine graphische Darstellung der Lumineszenz der mutierten Luciferasen Luc49-7C6 und
Luc78-0B10 bei 60°C, normalisiert auf t = 0 [die X-Achse ist die Zeit in Stunden, die Y-Achse ist der Logarith-
mus der normalisierten Lumineszenz].

[0071] Fig. 49 ist eine graphische Darstellung der Thermostabilitdt der Luciferasen LucPpe2[T249M],
Luc49-7C6 und Luc78-0B10 bei 4°C, normalisiert auf die Anfangswerte [die X-Achse ist die Zeit in Tagen; Y
gibt den Logarithmus der normalisierten Lichteinheiten an].

[0072] Fig. 50 ist eine graphische Darstellung der Lumineszenz der mutierten Luciferasen Luc49-7C6 und
Luc78-0B10 bei 50°C, normalisiert auf t = 0 [die X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse gibt den Loga-
rithmus der Lumineszenz an].

[0073] Fig. 51 ist eine graphische Darstellung der Lumineszenz der mutierten Luciferasen Luc49-7C6 und
Luc78-0B10 bei 50°C, normalisiert auf t = 0.

[0074] Fig. 52 ist eine graphische Darstellung der Lumineszenz der mutierten Luciferasen Luc49-7C6 und
Luc78-0B10 bei 60°C, normalisiert auf t = 0 [die X-Achse ist die Zeit in Stunden; die Y-Achse ist die Lumines-
zenz].

[0075] Fig. 53 ist eine graphische Darstellung der Thermostabilitdt der Luciferasen LucPpe2[T249M],
Luc49-7C6 und Luc78-0B10 bei 22°C [die X-Achse ist die Zeit in Tagen; die Y-Achse gibt den Logarithmus der
Lumineszenz an].

[0076] Fig. 54A ist eine graphische Darstellung der Lumineszenz von Luc90-1B5; Luc133-1B2; und
Luc146-1H2 bei pH 4,5 und 48°C, normalisiert auf t = 0.

[0077] FEig.54B ist eine graphische Darstellung der Halbwertszeit von Luc90-1B5; Luc133-1B2; und
Luc146-1H2 bei pH 4,5 und 48°C. Die Halbwertszeit von Luc90-1B5 unter diesen Bedingungen ist etwa 3 Mi-
nuten, von Luc133-1B2 etwa 20 Minuten und von Luc146-1H2 etwa 62 Minuten.

[0078] Fig. 55 ist eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 42), die fur das Luciferaseenzym Luc133-1B2
kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichung angegeben.

[0079] Fig. 56 ist eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 43), die fir ein Luciferaseenzym Luc146-1H2
kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichungen angegeben.

[0080] Fig. 57 ist eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 44) der mutierten Luciferase Luc133-1B2; die Mu-
tationen sind durch Unterstreichungen angegeben.

[0081] Fig. 58 ist eine Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 45) der mutierten Luciferase Luc146-1H2; die Mu-
tationen sind durch Unterstreichungen angegeben.

[0082] Fig. 59 ist eine graphische Darstellung der Signalkinetiken der Klone Luc49-7C6; Luc78-0B10;
Luc90-1B5; Luc133-1B2; und Luc146-1H2 bei pH 7,8 bei Raumtemperatur.

[0083] Fig. 60 ist eine graphische Darstellung der normalisierten Lumineszenz bei 50°C, pH 7,8, von
Luc49-7C6; Luc78-0B10; Luc90-1B5; Luc133-1B2; und Luc146-1H2 von t = 0 bis etwa 8 Stunden.

[0084] Fig. 61 ist eine graphische Darstellung der Resistenz von selektierten Luciferasen gegen einen Sub-
stratinhibitor. Die Daten sind als Logarithmus der Lumineszenz gegen die Zeit fur Luc90-1B5; Luc133-1B5; und
Luc146-1H2 angegeben.

[0085] Fig. 62 ist eine graphische Darstellung des Logarithmus der Lumineszenz Uber die Zeit bei 22°C, pH
6,5, fur Luc90-1B5 und LucPpe2 [T249M].

[0086] Fig. 63 ist eine graphische Darstellung der Thermostabilitat von selektierten mutierten Luciferasen und
LucPplYG bei Raumtemperatur in einer wassrigen Losung, die 1% Triton X-100 enthalt.
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[0087] Fig. 64 ist eine graphische Darstellung der aufrechterhaltenen Lumineszenzaktivitat (ausgedrickt als
Lumineszenz/O.D.) uber die Zeit fur bestimmte Luciferasen.

[0088] Fig. 65 ist eine Nucleotid(DNA)-Sequenz (SEQ ID NO: 46), die fur das Luciferaseenzym Luc81-0B11
kodiert; die Mutationen sind durch Unterstreichungen angegeben.

[0089] Fig. 66 ist eine Aminosauresequenz der mutierten Luciferase Luc81-0B11; die Mutationen sind durch
Unterstreichungen angegeben.

Eingehende Beschreibung der Erfindung

[0090] Die vorliegende Erfindung betrifft Enzyme, beispielsweise Kaferluciferasen, die durch Mutationen in
den kodierenden Genen im Allgemeinen durch Mutagenese erzeugt werden, wobei die mutierten Enzyme zwei
oder mehr gewtinschte Eigenschaften, das heilst erhdhte Thermostabilitét, erhdhte Resistenz gegen Inhibito-
ren und mdglicherweise verbesserte enzymologische Eigenschaften, im Vergleich zu einem Referenzenzym,
beispielsweise dem Wildtypenzym, haben. Die Polynucleotidsequenz, die fiir das erfindungsgemalle Enzym
kodiert, umfasst Mutationen, die eine Vielzahl von Aminosauresubstitutionen im Vergleich zu der Polynucleo-
tidsequenz kodieren, welche fur das Enzym kodiert, von dem das erfindungsgemafie Enzym abgeleitet ist. Bei-
spielsweise betrifft die Erfindung Enzyme, beispielsweise Luciferasen, die thermostabil sind. Die erhéhte Ther-
mostabilitat erlaubt die Lagerung von Enzymen, wie Luciferasen, ohne Veranderung ihrer Aktivitat und verbes-
sert die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit von Assays unter Verwendung der mutierten Luciferasen. Somit
umfasst eine erfindungsgemafie Ausfiihrungsform isolierte Polynucleotidsequenzen (cDNAs), die fir mutierte
Luciferasen mit erhdhter Thermostabilitat und erhdhter Resistenz gegen Luciferaseinhibitoren kodieren, Vek-
toren, welche die Polynucleotidsequenzen enthalten, und transformierte Wirte, welche die Polynucleotidse-
quenzen exprimieren. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse von etwa 250 Klonen und die Eigenschaften der Lucife-
rasen aus diesen Klonen, einschlieBlich der Thermostabilitat. Die Erfindung umfasst auch die Verwendung der
mutierten Luciferasen in jeglicher Anwendung, bei der Luciferasen herkdmmlich eingesetzt werden, und Kits,
die fur einige der Anwendungen nitzlich sind.

[0091] Unerwarteterweise wurden in der vorliegenden Erfindung Kéferluciferasen mit den gewiinschten ver-
besserten Eigenschaften durch rekursive Mutagenese und Selektion (manchmal als "gerichtete Evolution" be-
zeichnet) gewonnen. Die Strategie der rekursiven Mutagenese und Selektion ist ein Aspekt der vorliegenden
Erfindung, insbesondere die Verwendung eines automatisierten Multiparameter-Screenings. Somit wurde an-
stelle des Screenings auf nur eine Eigenschaft, wie Thermostabilitét, das gleichzeitige Screening fir zusatzli-
che Eigenschaften der Enzymaktivitat und Effizienz durchgefihrt. Durch dieses Verfahren ist es weniger wahr-
scheinlich, dass eine Eigenschaft auf Kosten einer anderen "evolviert", was zu einer erhéhten Thermostabilitat,
jedoch beispielsweise zu einer verringerten Aktivitat fihrt.

[0092] Tabelle 1 zeigt Beispiele von Parameterwerten (Li, Tau, K, und S, siehe nachstehend), die von Expe-
rimenten unter Einsatz verschiedener Luciferasen als Ausgangs(Eltern)-Sequenzen abgeleitet sind. Die Unter-
Uberschriften beziehen sich auf Bezeichnungen der Temperatur, bei der die Enzymstabilitat gemessen wurde,
und auf die Ausgangsluciferase, beispielsweise Luc39-5B10 bei 51°C und dergleichen. Alle Parameter in je-
dem Experiment sind als relative Werte, bezogen auf die entsprechende Ausgangssequenz, angegeben, bei-
spielsweise entsprechen die Parameterwerte fir die Ausgangssequenz in jedem Experiment "1" (vergleiche
Beispiel 2 wegen der Definitionen).

[0093] Thermostabilitét hat sich in der Natur in verschiedenen Enzymen evolviert, beispielsweise in thermo-
stabilen Isoenzymen, die in thermophilen Bakterien gefunden werden. Natirliche Evolution findet durch einen
Prozess einer willkiirlichen Mutagenese (Basensubstitutionen, Gendeletionen, Geninsertionen) und nachfol-
gende Selektion dieser Mutanten mit verbesserten Eigenschaften statt. Dieser Prozess wiederholt sich mit der
Zeit. Obwohl die Existenz thermostabiler Enzyme in der Natur darauf hinweist, dass Thermostabilitat durch Mu-
tagenese auf der Ebene der Evolution erzielt werden kann, war die Mdglichkeit, ein bestimmtes Niveau der
Thermostabilitét fir eine bestimmte Klasse von Enzymen unter Einsatz kurzzeitiger Laborverfahren zu erhal-
ten, nicht vorhersagbar. Der natirliche Prozess der Evolution, der im Allgemeinen extrem grof3e Populationen
und viele Millionen von Generationen und Genen erfordert, durch Mutation und Selektion kann die Moglichkeit
eines Labors nicht vorhersagen, verbesserte Gene durch gerichtete Evolution zu produzieren, bis solche Mu-
tanten erhalten werden.

[0094] Weil die gesamte dreidimensionale Struktur aller Kaferluciferasen ziemlich ahnlich ist, ist nach dem Er-
folg bezulglich eines Mitglieds dieser Klasse vorhersagbar, dass hohe Thermostabilitat fir andere Kéferlucife-
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rasen durch ahnliche Verfahren erzielt werden kann. Fig. 17 zeigt die evolutionare Beziehung zwischen Kafer-
luciferasen, die alle eine dhnliche Gesamtarchitektur aufweisen. Die strukturelle Klasse, zu der Kéaferlucifera-
sen gehoren, wird durch die Sekundarstruktur bestimmt (beispielsweise sind Helices durch Zylinder darge-
stellt, Faltblatter sind durch Teilblindel dargestellt, Schleifen verbinden Helices mit Faltblattern (Fig. 18A)).
Fig. 18B zeigt die Aminosauren der LucPpe2-Luciferase, worin kleine Spiralen den Zylindern der Fig. 18A ent-
sprechen; Fig. 18C zeigt, dass die allgemeine Kéaferarchitektur derjenigen von LucPpe2 entspricht (sie kdnnen
Ubereinander gelegt werden). Dies bestatigt die Erwartung, dass die in der vorliegenden Erfindung eingesetz-
ten Verfahren auf alle Kaferluciferasen verallgemeinert werden kann.

[0095] Enzyme gehdren zu unterschiedlichen strukturellen Klassen auf der Grundlage der dreidimensionalen
Anordnung von Sekundarelementen, wie Helices, Faltblatter und Schleifen. Die Thermostabilitat wird dadurch
bestimmt, wie effizient die Sekundarelemente in einer dreidimensionalen Struktur zusammengepackt sind. Fur
jede strukturelle Klasse gibt es auch eine theoretische Grenze fir die Thermostabilitat. Alle Kaferluciferasen
gehoren einer gemeinsamen strukturellen Klasse an, was durch ihre gemeinsame Abstammung (Fig. 17), die
homologen Aminosauresequenzen und die gemeinsamen katalytischen Mechanismen gezeigt wird.

[0096] Die Ausfiihrung einer begrenzten Zahl von Aminosauresubstitutionen durch Mutagenese verandert die
gesamte dreidimensionale Architektur wahrscheinlich nicht signifikant (das hei3t die strukturelle Klasse fiir die
mutierten Luciferasen wird wahrscheinlich nicht verandert). Weil die theoretische Grenze fir die Thermostabi-
litat fur jede strukturelle Klasse nicht bekannt ist, war die potenzielle Thermostabilitat von Kaferluciferasen bis
zu den Ergebnissen der vorliegenden Erfindung nicht bekannt.

[0097] A priori Schwierigkeiten beim Erreichen der erfindungsgemafien Ziele umfassen:
1. Die Mutationstypen, die durch Laborverfahren erhalten werden kénnen, sind begrenzt.
i) Durch willkurliche Punktmutation (beispielsweise fehlerbehaftete PCR) ist mehr als eine Basenanderung
pro Codon selten. Somit sind die meisten potenziellen Aminosaureveranderungen selten.
i) Andere Typen von willkiirlichen genetischen Anderungen sind fiir Bereiche von mehr als 100 bp (bei-
spielsweise willkirliche Gendeletionen oder Insertionen) schwer zu erzielen.
2. Die Anzahl der mannlichen Luciferasemutanten, die gescreent werden kann, ist begrenzt.
i) Auf der Grundlage der Sequenzvergleiche von natirlichen Luciferasen kénnen, wobei Deletionen und In-
sertionen ignoriert werden, mehr als 10" funktionelle Enzymsequenzen mdglich sein.
ii) Wenn 100 000 Klone pro Tag gescreent werden kénnen, wiirde es mehr als 10'"° Jahrhunderte dauern,
um alle mdglichen Mutanten zu screenen unter der Annahme, dass dieselbe Mutante niemals zweimal ge-
screent wird (die tatsachliche Screeningrate in der vorliegenden Erfindung war weniger als 5000 pro Tag).
3. Die Wahrscheinlichkeit, funktionelle Verbesserungen zu finden, die kooperative Mutationen erfordern, ist
gering (die Wahrscheinlichkeit, ein spezifisches kooperatives Paar zu finden, ist 1 aus 108 Klonen).

[0098] Somit war, selbst wenn die theoretischen Grenzen der Thermostabilitat bekannt gewesen waren, auf-
grund der sehr geringen Anzahl der méglichen Luciferasemutanten, die gescreent werden kénnen, die a priori
Wahrscheinlichkeit, ein solches thermostabiles Enzym zu finden, gering.

[0099] Die vorliegende Erfindung zeigt jedoch, dass es moglich und durchfihrbar ist, neue Kaferluciferasen
mit hoher Thermostabilitdt zu erzeugen.
a) Die etwa 250 Mutanten, die durch das in der vorliegenden Erfindung eingesetzte Verfahren hergestellt
wurden, wobei die Anfangssequenz von lucPpe2 oder lucPplYG abgeleitet ist, zeigen, dass es mdglich und
durchfiihrbar ist, mindestens ein Mitglied dieser Enzymklasse mit hoher Thermostabilitat zu erhalten.
b) Eine beliebige Kéaferluciferase kann durch ahnliche Verfahren verbessert werden, weil die Luciferasen zu
derselben strukturellen Klasse gehdren.
i) Weil alle Kaferluciferasen zu derselben strukturellen Klasse gehoéren, haben sie gemeinsame potenziell
stabilisierende Mutationen (diese Schlussfolgerung wird durch die Beobachtung gestitzt, dass ein hoher
Prozentsatz der stabilisierenden Mutationen, die in den erfindungsgemafien Klonen gefunden wurden, Um-
wandlungen zu "Konsensus-Aminosauren” in anderen Kéaferluciferasen waren, das heif3t in Aminosauren,
die in der Mehrzahl der Ké&ferluciferasesequenzen auftreten (vergleiche Fig. 19).
ii) Ahnliche Ergebnisse wurden unter Verwendung einer Kaferluciferase, die im Wesentlichen aus einer un-
terschiedlichen Aminosauresequenz besteht, fir den Leuchtkafer Pyrophorus plagiophthalamus (LucPp-
IYG) erhalten. Der Wildtyp lucPplYG hat 48% Nucleotidsequenzidentitdt zu dem Wildtyp lucPpe2. Die
LucPplYG-Mutanten wurden weniger Zyklen der gerichteten Evolution als die LucPpe2-Mutanten, die hier
beschrieben werden, unterworfen. In einigen Fallen wurden Mutationen selektiert, wobei weniger Wert auf
die Betonung der relativen Stabilitat gelegt wurde.
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[0100] Der stabilste Klon, der aus dieser Evolution erhalten wurde (Luc80-5E5) hatte eine Halbwertszeit von
etwa 3,8 Stunden bei 50°C in Lsung.

[0101] Um einen statistischen Effekt zu kompensieren, der durch die hohe Anzahl von zerstorerischen zufal-
ligen Mutationen bewirkt wird, die im Vergleich zu vorteilhaften Mutationen zu erwarten sind, wurden Verfahren
eingesetzt, um die Genauigkeit der Tests zu maximieren und die vorher selektierten Mutationen in neuen Per-
mutationen erneut zu screenen. Unter den Verfahren zur Maximierung der Testgenauigkeit waren die strenge
Kontrolle der Kulturbedingungen unter Verwendung spezialisierter Medien, die Verringerung der Wachstums-
raten, die Kontrolle der Warmeubertragung und die Analyse von Parametern aus der mittleren logarithmischen
Wachstumsphase der Kultur. Das Roboterverfahren, das hinsichtlich der Genauigkeit maximiert war, umfasst
die Kontrolle des Mischens, der Warmeubertragung und der Eindampfung von Proben in dem Roboter-Scree-
ningverfahren, und die Normalisierung von Daten zu rdumlich verteilten Kontrollproben. Neue Permutationen
der selektierten Mutationen wurden durch ein Verfahren des Shuffling von DNA unter Einsatz von Korrekturle-
sepolymerasen erzeugt.

[0102] Die Schwierigkeit bei der Vorhersage des Ergebnisses des rekursiven Verfahrens wird beispielhaft ver-
anschaulicht durch den wechselhaften Erfolg mit anderen Eigenschaften der Luciferase, auf die selektiert wur-
de. Obwohl das primare Augenmerk auf die Enzymstabilitdt gelegt wurde, wurde auch versucht, eine Selektion
auf Mutanten, die eine hellere Lumineszenz erzeugen, die eine effizientere Substratverwendung und ein ver-
langertes Lumineszenzsignal aufweisen, durchzufiihren. Die Definitionen sind durch die Gleichungen angege-
ben. Das Selektionsverfahren wurde durch Veranderungen in Bezug auf die Ausgangsklone fiir jeden Wieder-
holungsschritt des rekursiven Verfahrens bestimmt. Das Ausmal der Veranderung basierte auf der Beobach-
tung wahrend des Screeningverfahrens. Die Expression von Luciferase in E. coli war relativ ineffizient fur
LucPpe2 im Vergleich zu Luc+. Andere Luciferasen variierten (vergleiche Fig. 21).

[0103] Um die Gesamteffizienz der Substratverwendung zu erhéhen, wurde versucht, eine Verringerung der
zusammengesetzten apparenten Umsetzungskonstante (das heit K [ATP + Luciferin]) sowohl fiir Luciferin
als auch fiir ATP zu erzielen. Obwonhl eine unerwartete systematische Anderung in jeder Umsetzungskonstante
vorhanden war (K [ATP], K [Luciferin]), war die Gesamténderung gering. SchlieBlich konnte das Lumines-
zenzsignal ohne wesentliche Senkung der Enzymeffizienz nur maRig beeinflusst werden. Obwohl die Enzym-
stabilitéat durch die erfindungsgemalfen Verfahren stark erhéht wurde, wurden andere Eigenschaften des En-
zyms viel weniger beeinflusst.

[0104] Fia.1-Fig. 13, 16, Eig. 48-Fig. 53, Fig. 60 und Fig. 62 zeigen Messungen der Thermostabilitat von
mutierten Luciferasen. Fig. 48-Fig. 53 zeigen andere Ergebnisse der mutierten Luciferasen. Die erfindungs-
gemalen Zusammensetzungen umfassen Luciferasen mit einer héheren als natirlichen Thermostabilitat.
Jede mutierte Luciferase ist neu, weil ihre individuellen Eigenschaften bislang nicht berichtet worden sind. Spe-
zifische Luciferasen sind sowohl durch ihre Proteinsequenzen als auch Gensequenzen bekannt. Viele andere
Luciferasen wurden isoliert, welche erhdhte Thermostabilitdt haben, deren Sequenzen jedoch nicht bekannt
sind. Diese Luciferasen wurden wahrend des gerichteten Evolutionsverfahrens identifiziert und wurden durch
ihre enzymologischen Eigenschaften als individuelle Luciferasen erkannt. Die erfindungsgemafien mutierten
Luciferasen kénnen eine deutliche und bislang nicht verwirklichte Thermostabilitdt bei Temperaturen im Be-
reich von 22°C bis mindestens 60°C zeigen.

[0105] Andere Aspekte der vorliegenden Erfindung umfassen Verfahren, welche die thermostabilen Lucifera-
sen, insbesondere Kaferluciferasen, mit hoher Thermostabilitat und Resistenz gegeniiber der Inhibition durch
einen Substratinhibitor einsetzen.

[0106] Aus einer Population von Polynucleotidsequenzen, welche das Enzym kodieren, das aus einer ersten
Polynucleotidsequenz abgeleitet ist, die fir ein zu mutierendes Enzym kodiert, wurde mindestens eine Poly-
nucleotidsequenz, die fur ein Enzym kodiert, das verbesserte enzymologische Aktivitat hat, selektiert und iso-
liert. In einer Ausfiihrungsform wird dann eine durch Oligonucleotide vermittelte Mutagenese durchgefihrt, um
mindestens ein Codon, das fur eine Konsensus-Aminosaure kodiert, in mindestens eine der selektierten iso-
lierten Polynucleotidsequenzen einzufuhren, welche fir die Enzyme kodieren, wobei eine weitere Polynucleo-
tidsequenz erhalten wird, die fir das Enzym kodiert und ein Codon aufweist, das fur die Konsensus-Aminosau-
re kodiert, wobei das Codon, das eingeflihrt wird, in der ersten Polynucleotidsequenz nicht vorhanden ist.

Produktion der erfindungsgemaRen Luciferasen

[0107] Das Verfahren zum Herstellen von Luciferasen mit erhdhter Thermostabilitat ist die rekursive Mutage-
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nese und anschlieRende Selektion. Ausfiihrungsformen der hochthermostabilen erfindungsgemafen mutier-
ten Luciferasen wurden durch ein Reiterationsverfahren von zufalligen Punktmutationen ausgehend von einer
Nucleotidsequenz, beispielsweise LucPpe2[T249M] cDNA, erzeugt. Rekombinationsmutagenese ist neben
der Punktmutagenese ein Teil des Mutageneseverfahrens. Sowohl die Rekombinationsmutagenese als auch
die Punktmutagenese werden rekursiv durchgefuhrt. Da das Mutationsverfahren Rekombination von individu-
ellen Mutanten in einer Art und Weise bewirkt, die der Rekombination von genetischen Elementen wahrend
der geschlechtlichen Reproduktion ahnlich ist, wird das Verfahren manchmal als geschlechtliche polymerase
Kettenreaktion (sPCR) bezeichnet. Vergleiche beispielsweise Stemmer, US-Patent Nr. 5,605,793 vom 25. Fe-
bruar 1997.

[0108] Ausgehend von der lucPpe2-cDNA-Sequenz als Ausgangsmaterial wurde das Gen mutiert, wobei mu-
tierte Luciferasen mit stark erhdhter Thermostabilitat erhalten wurden. Eine einzelne Punktmutation in der
lucPpe2-Sequenz ergab eine Luciferase, deren Sequenz als T249M bezeichnet wird. Diese Mutante ist in vivo
etwa 5-mal heller als lucPpe2 und wurde fir die weitere Mutation als Matrize eingesetzt. Sie wurde auch als
Grundlinie fur die Messung der Thermostabilitat der anderen, hier beschriebenen mutierten Luciferasen ver-
wendet.

[0109] Fig. 45 zeigt die Aminosauresequenz der LucPpe2-Luciferase (T249M). Die Sequenz enthalt eine ein-
zelne Mutation an der Position 249 von T nach M (unterstrichen), welche sie von der von Leach et al. (1997)
berichteten Sequenz unterscheidet. Diese Luciferase hat ein Maximum im Spektrum bei 552 nm, welches im
Vergleich zu dem Maximum der Luciferase von Leach et al. gelb verschoben ist. Diese Mutante wurde als ur-
springliche Matrize in einigen der Beispiele selektiert, weil sie in vivo etwa 5-mal heller ist als diejenige, die
von Leach et al. berichtet wurde, wodurch ein effizienteres Screenen ermoglicht wurde. Diese Sequenzen zei-
gen Anderungen von der Ausgangssequenz (T249M) durch Unterstreichung. Man beachte, dass "x" in der Se-
quenz eine Ungenauigkeit angibt.

Gerichtete Evolution, ein rekursives Verfahren

[0110] Gerichtete Evolution ist ein rekursives Verfahren zur Erzeugung von Diversitat durch Mutagenese und
Screenen auf gewlinschte Veranderungen. Bezliglich enzymologischer Eigenschaften, die aus einer kumula-
tiven Wirkung mehrerer Aminoséauren resultiert, stellt die gerichtete Evolution ein Verfahren zur Anderung die-
ser Eigenschaften bereit. Jede Stufe des Verfahrens produziert typischerweise kleine Veranderungen in der
Enzymfunktion, die kumulative Wirkung vieler Durchgénge dieses Verfahrens kann jedoch zu einer substanzi-
ellen Gesamtéanderung fuhren.

[0111] Die Eigenschaft "Thermostabilitat" ist ein Kandidat fur die gerichtete Evolution, weil sie durch die kom-
binierte Wirkung vieler Aminosauren, welche die Enzymstruktur bestimmen, bestimmt wird. Es wurde auch die
Lumineszenzintensitat und die Effizienz der Substratbindung der modifizierten Luciferase gescreent. Dadurch
konnte sichergestellt werden, dass die Veranderungen in der Thermostabilitat nicht auch zu unerwinschten
Anderungen in anderen wichtigen enzymologischen Eigenschaften fiihrten.

[0112] Weil die Haufigkeit von zerstdrerischen Mutationen viel héher ist als diejenige von nitzlichen Mutatio-
nen, ist es wahrscheinlich, dass unerwiinschte Klone bei jedem Screenen innerhalb der Genauigkeitsgrenzen
der vorliegenden Erfindung selektiert werden. Um dies zu kompensieren, beinhaltete die Screeningstrategie
eine Vielzahl von wiederholten Screeningdurchgangen der urspriinglich ausgewahlten Mutationen. Vor dem
wiederholten Screenen wurden jedoch die selektierten Mutationen gemischt "shuffled”, um eine Bibliothek von
zufalligen intragenetischen Rekombinationen zu erzeugen. Dieses Verfahren ermdglicht es, dass unter den
verschiedenen Klonen giinstige Mutationen unter Bildung weniger gemeinsamer kodierenden Sequenzen re-
kombiniert werden und dass zerstorerische Mutationen abgetrennt und ausgeschlossen werden. Obwohl im
Wesentlichen derselbe Satz von selektierten Mutationen erneut gescreent wurde, wurden sie somit unter un-
terschiedlichen Permutationen als Ergebnis der Rekombination oder der Umbesetzung (shuffling) gescreent.

[0113] Obwohl die Ergebnisse jeder Stufe des Evolutionsverfahrens durch quantitative Messungen getestet
wurden, wurden diese Messungen in Zelllysaten und nicht in gereinigten Enzymen durchgefiihrt. AuRerdem
wurde in jeder Stufe nur die Veranderung der Enzymleistungsfahigkeit in Bezug auf die vorherige Stufe gemes-
sen, sodass Gesamtanderungen der Enzymfunktion schwierig zu beurteilen sind.

[0114] Tabelle 1 fasst die Eigenschaften verschiedener Klone, die unter Einsatz des vorstehend beschriebe-
nen Verfahrens erhalten wurden, zusammen.
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Tabelle 1

Die Kontrolle ist Luc39-5B10 bei 51°C

Experiment Klon ID Lumineszenz Enzym- Substrat- Signal-
(Li) stabilitat bindung stabilitat
(tau) (Km) (S)

40 0a7 1.04 4.5 0.78 1
40 5ha 129 161 1.16] 0953
40 0c2 L13|  1.54 091 0.998
40 5g4 1 1.4 0.85 1
40 6d3 1.02| 137 0.79 1
40 1g4 1.06] 1.8 0.77] 0.985
40 1d4 1.69] 123 0.73 1
40 O0h9 1.26] 121 063 0.998
40 216 3 1.07 0.49| 0.981
40 7d6 3.09] 1.058 1.09] 1.013
40 5a7 43] 1.025 0.93| 1.008
40 4c8 1 1 0.33| 1.004
Experiment Klon ID Li tau Km S
41 7h7 0.73 24 2.1]  0.995
41 5a5 077 193 27|  1.002
41| 212 1.06 1.7 091 1.003
41  6es- 1.16] 1.62 1.53] 0.997
41|  4es- 1.08] 137 1.4] 1.004
41 6g7 13 127 1.39] 0.999
41 1hd 1.36] 124 0.56] 0.994
411  ocll 4.1 1.23 1.24| 0.996
41 2h9 53 1.01 0.83] 0986
42| 6b10 0.97 3.6 097] 0.997
42 1c3 0.91 2.1 0.6/ 0.998
42 7h9 0.8 1.8 08| 0.982
42 6b2 077] 172 08| 0.978
42 6d6 0.83 17]  0.733] 0975
2|  4el0- 0.77 1.63 1.8] 0954
42 1b5 0.83 1.41 1.05{ 0.955
42|  6es6- 0.71 1.16 0.89] 0.955
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42 3a9 0.85 1.3 0.86] 0.997
42 6b6 2.7 1.3 0.91 1.02
42 6e9- 1.5 1.27 0.98 1.01
42 3hl1 1.73 1.21 0.63] 0.985
42 la2 1.11 1.17 0.77| 1.005
42 3f7 0.49 1.16 1.13] 0.944
42 la4 2 1.01 0.76] 0.996

Die Kontrolle ist Luc40-0A7 bei 54°C

Experiment Klon ID Li tau Km S
46 2h3 0.86 6.4 0.37 0.96
46 429 0.67 5.7 0.66{ 0.997
46 2g4 0.65 53 0.78 0.96
46 5d12 0.94 49 094} 1.002
46 1h11 1.02 4.8 0.84f 0.998
46 5al0 1.23 44 0.81] 0.9842
46 0a8 1.35 43 0.89 1
46 4d3 0.51 36 0.65| 0.975
46 2a3 1.17 29 0.57] 0.988
46 3bl1l 1.39 25 0.63 1.02
46 7g12 1.49 25 091 1.02
46 0g9 1.86 2.25 0.5] 0.998
46 7h8 1.07 1.36 0.52 0.99
46 1g8 0.3 1.31 0.72 0.92
46 1d3 1.74 1.13 1.02 1.001
46 0Oc3 1.68 1.01 0.74 1.01
46 5cll 0.82 1.01 0.6 0.95

Die Kontrolle ist Luc46-2H3 bei 54°C

Experiment Klon ID Li tau Km S
49 6c10 0.57 2.2 0.98 1
49 7¢6 1.12 1.9 0.93 1.01
49 0gl2 1 1.58 0.69 1.08
49 7a5 1.08 1.44 1.1 0.99
49 116 0.66 1.13 1.04| 1.006
49 0bS 0.76 1.07 1.03 0.98
49 4a3 0.94 1.06 0.77 1
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Die Kontrolle ist Luc49-7C6 bei 56°C

Experiment Klon ID Li tau Km S
56 2d12 0.97 29 0.29] 1.006
56 5gl0 1.01 2.77 0.64 1.007
56 3dS 1.32 2.25 1.85 1.0
Experiment Klon ID Li tau Km S
57 3d1 1.06 29 1.05 1.02
57 6g12 1 2.7 087 1.004
57 4cl 0.79 2.6 093] 1.014
57 5f10 0.72 1.9 0.64 1.03
57 le6- 0.84 1.49 0.984| 0.9871
57 1h2 0.94 1.43 0.68] 0.991
57 2a6 1.08 1.08 0.89] 0.9976
Experiment Klon ID Li tau Km S
58 1g6 1.57 8.9 1.78] 102
58 0as 153 8.5 1.56 1.05
58 1bl 0.84 8.5 0.6 1.04
58 3gl 1 7.34 0.62 1.006
58 0f3 1.31 6.9 0.57 0.98
58| 3el2. 1.06 6.3 0.47 0.996
58 0c? 1.9 4 0.64 1.06
58 0d1 1.03 3.76 0.49 1.03
58 3c¢7 1.49 34 0.55 1.04
58 2a2 1.4 2.2 0.5 1.05
58 2a8 32 2 0.81 1.05
58 0f2 2.2 1.92 0.45 1.04
58 1b4 5.1 1.87 1.08 1.09
58 2b3 2.7 1.55 0.57 1.04
58 4g1 4.9 1.2 0.72 1.06
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Die Kontrolle ist Luc58-0A5 bei 58°C

Experiment Klon ID Li tau Km S
61 4e9- 1.03 1.84 0.76 1.01
61 1f1 1.02 1.43 0.7 1
61| 2el2- 1.56 1.34 0.48] 1.003
61 2f2 1.5 1.3 0.32 1.01
61 6b4 1.2 1.26 0.88 0.98
61 4¢10 1.46 1.12 1.06 0.99
61 4g11 1.31 1.03 1.43 1.03
61 261 1.41 1.02 0.79] 0.995
61 2gl 1.3 1 1.17 1

Experiment Klon ID Li tau Km S
65 6gl12 0.87 2.3 0.73] 0.960S
65 1h6 0.84 2.2 1.62] 0.9598
65 75 1.2 1.56 2,07 1.0087
65 5g5 23 1.49 0.45| 0.9985
65 7h2 1.56 1.27 091 1.0658
65 7b2 1.98 1.16 0.6f 0.9289
65 0g9 1.36 1.09 1.46] 0.9927
65 6¢c7 1.48 1.06 0.86| 0.9967
65} 1lel2- 1.59 1.05 1.03] 0.9582
65 4e2- 1.21 1.05 1.11{ 0943
65 6al0 1.7 1.04 093] 0.992
65 4b9 1.48 1.04 1.61] 1.0009
65 6cl 1.36 1.02 0.72| 0.9978
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Experiment Klon ID Li tau Km S
68 2g6 1.39 3.9 1.17| 0.9955
68 4g3 2 2.5 0.27] 0.9927
68 5a3 1.04 1.64 0.65| 0.8984
68 2b7 1.04 1.64 5.2] 0.9237
68 5d10 2.75 1.36 0.73] 1.0078
68 7d12 1.85 1.32 0.66| 1.0084
68 769 1.8 1.19 0.56{ 1.0052
68 763 1.2 1.16 0.55| 0.9951
68 1g10 1.48 1.05 1.22| 1.0025

Experiment Klon ID Li tau Km S
70 2a7 1.94 4.6 0.7| 1.0015
70 3d6 35 42 0.18 1.03
70 4f8 1.87 42 0.69| 0.9979
70 7h5 24 2.6 0.18 1
70 5h6 31 23 0.6 0.999
70 7d6 3 22 2.29] 0.9989
70 5a3 3.1 1.5 0.18] 1.0058
70 7d2 2.5 14 0.66] 1.0126
70 3h7 32 1.22 0.23] 1.002
70 OhS 2.5 1.15 0.36] 0.9992
70 0d7 1.86 1 1.83} 0.993
70 1g12 2.42 1 0.26] 0.965

Experiment Klon ID Li tau Km S
7 1d10 1.6 4.5 1.06] 1.0065
71 6f11 1.8 43 0.98 0.953
71 7h4 34 3.6 0.56| 1.0045
7 4h3 3.1 31 0.42| 1.0171
71 1hS 1.31 3.01 1.31] 0.9421
71 5e4- 5.4 23 0.35] 0.994
71 Scl 22 23 0.89| 0.9746
71 Oh7 3.6 1.8 0.59] 1.0197
71 6h9 23.7 1.71 091} 1.0064
71 Te3- 5.3 1.7 0.7] 1.0028
n Sd4 11.1 148 0.35] 1.0213
71 2e3- 4 1.47 0.45] 0.9654
7 6h11 17.7 1.15 2.8] 1.0064
711  2elQ- 3 1.1 0.66{ 0.9588
71 2g2 4.4 1.01 0.44] 1.0046
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Die Kontrolle ist Luc71-5D4 bei 60°C

Experiment Klon ID Li tau Km S
72 2g6 0.38 3.1 1.58] 1.0052

72 5f12 0.81 1.53 1.02] 0.9678

72 0d7 0.76 1.44 1.41 0.9838

72 S5cl12 0.87 1.43 1.04] 09718

72 lel- 1.04 1.41 1.15] 0.9956

72 5b12 0.83 1.41 1.02] 0.9731

72 0b7 1.11 1.04 0.91| 1.0049

72 3b4 0.49 1.03 2.21 0.9581
Experiment Klon ID Li tau Km S
73 2h8 0.85 1.9 1.08] 1.0123

73 deb- 0.95 1.76 0.94] 0.9939

73 3g8 0.86 1.53 1.04 1

73 123 1.7 1.14 0.97] 0.9921
Experiment Klon ID Li tau Km S
74 2a9 0.96 1.77 0.86] 0.999

74| 4el0- 0.8 1.36 1.33] 0.09897

74 0ds 1.69 1.28 0.61| 0.9927

74 6g7 1.75 1.07 1.33| 1.0022

74 5d8 0.46 1.06 0.95 0.899

74 5e7- 1.22 1.05 0.87| 0.9977
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[ 74|  eel-] .19  1.02]  096] 0.999]

Experiment Klon ID Li tau Km S
76|  6¢c3 2.3 6.4 12| 0.9865
76| 29 0.93 47 1.08] 0.999
76]  3h9 1.26 2.6 1.02]| 0.9973
76| oblo 1.52 24 14| 099
76|  ono 171 144 105 1018
76|  2e9- 044 115 12| 09318
76| 0el0- 1.67 1.1 1.02| 1.014
76|  0c10 113 105 1| 0.9974
76|  3e8- 135 1.03 1.1] 0.9894
76| 0d12 0.69 1 092 0932
76|  0f10 0.62 1 12| 09478

Experiment Klon ID Li tau Km S
78| lel- 0.54 8.9 1.15] 0.9877
78|  Oh? 14 5 097 1014
78|  0a6 1 43 1.5] 09967
78]  ob10 1.93 2 1| 0.9926
78 om 1.6 2 0.91| 0.9905
78 3fl 2.4 1.7 1.09] 0.9936
78]  2b4 197 136 0.98| 1.0094
78] b3 32 119 1.03] 09735
78] 2g12 25| 1.03 1| 1.0134
78]  on2 1.6 1 1.15] 1.0168

Die Kontrolle ist Luc78-0B10 bei 62°C

Experiment Klon ID Li tau Km S
82 2gl2 0.9811 2.09] 0.8851] 0.9939
82 4b9 1.0845| 1.8419| 0.8439| 1.0078
0] 0dl 076221 15171 1111 09998
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82 3gl 0.8805 1.504] 0.9629] 0.9927

82 1d1 0.9741] 1.4497| 0.8936f 0.9986

82 le8- 0.8206| 1.4433| 0.9876{ 0.9968

82 0h9 1.1355| 1.3626f 0.9171] 1.0094

82 2c6 1.0931( 1.3402] 0.9482| 1.0022

82 3g9 1.0364| 1.251 0.968] 1.0009

82 4h8 0.8816] 1.1667| 0.9165{ 1.0045

82 0al0 1.0535f 1.1128] 1.0413 1

82 4gl 1.4305] 1.0862] 1.1734] 1.0059
Experiment Klon ID Li tau Km S
84(121) 6h7 0.3755] 29.3639] 2.3636] 0.8905
84(121) 2h9 0.4264| 28.7958 1.819] 0.904
84(121) 3f7 0.4161| 25.3058| 1.8079] 0.8988
84(121)| 2h10 0.9667| 14.4658| 0.8073| 0.9947
84(121) 3a2 0.3329 12.6| 2.5444| 0.855
84(121)f . 3a6 1.2299| 7.2384] 0.7866| 1.0046
84(121) 5b12 1.0535] 6.0315| 0.7824| "1.0056
84(121) 5a7 1.0413] 4.9054| 0.8864| 1.0071
84(121) 3d2 0.2032 48| 2.4623| 0.7973
84(121) 2a% 1.0847| 4.7486] 0.7746| 1.0051
84(121)] Sell- 1.1918] 4.0988 0.872] 1.008
84(121) 7Th2 0.9115| 3.9929 0.909| 1.0077
84(121) 3bs 1.2014| 3.8251} 0.7509]| 1.0086
84(121) 18 1.07 3.06] 0.8276] 1.0093
84(121) 2e2- 1.4356] 1.9315] 0.7863] 1.0175

Die Kontrolle ist Luc84-3A6 bei 64°C

Experiment Klon ID Li tau Km S
85(86)]  2a2 0.2266] 12.9013|  3.326| 0.8705
85(86)| 4f12 1.1167| 4.7851] 0.7439] 1.0092
85(86)]  d4e9- 1.0869] 4.4953| 0.8539]| 1.0068
85(86)|  1fll 0.6994| 4.0976] 0.842] 1.0124
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85(86)|  Sad 12273  4.09] 0.9683] 1.0098
85(86)| 3e10- 0.8902] 3.5342| 0.8106] 1.0069
85(86)| 3el2- 1.0512| 3.4883| 0.8s53] 1.0054
85(86)|  Se4- 0.9562| 3.3886] 1.0328| 1.0069
85(86)|  Oe6- 0.1494| 3.0145] 3.6293| 0.8269
85(86)|  6b1 0.7615| 2.5712| 0.8695| 1.0055
8586)|  6n7 1.0285{ 2.5401] 0.8963] 1.0057
85(86)|  4bll 09816] 23899] 0.7927| 1.0063
8s586)|  6d7 1.1087] 2.0607| 0.9042| 1.0088
85(86)| 2e10- 03028 20603] 1.9649| 0.8738
8586)| 229 1.448] 1.1819] 09722] 1.0046

Die Kontrolle ist Luc85-4F12 bei 65°C

Experiment Klon ID Li tau Km S
88 3cl 1.4439( 2.0938| 0.9874| 0.9976
88 6gl 1.0184| 1.2665{ 1.2184| 1.0019
88 3ed- 1.331] 1.0996] 1.0669] 0.9983

Experiment Klon ID Li tau Km S
89 1a4 1.2565| 2.4796| 1.0338| 0.997
89 3bl 0.7337] 1.9976] 0.9628| 1.0001
89 2b12 1.0505] 1.8496| 1.0069] 1.0012
89 0b5 1.5671| 1.1362| 1.0912] 0.9995
89 1f] 1.378] 1.1018]{ 0.9804} 0.996
89 2f1 1.4637] 1.0894{ 0.9189] 0.9992

Experiment Klon ID Li tau Km S
90 0f1 1.4081] 1.3632 1.027] 0.9987
90| 1bS 1.4743] 1.1154] 1.0812] 1.0011
90 6g5 1.2756] 1.060S| 1.0462| 1.0012
90 Se6- 1.0556] 1.0569| 1.1037} 1.0011
90 4e3- 12934} 1.0291] 1.0733] 1.0002

[0115] Um die Auswirkung der gerichteten Evolution auf die Enzymfunktion zu beurteilen, wurden Klone am
Beginn, in der Mitte und am Ende des Verfahrens (Tabelle 2) gereinigt und analysiert. Die fiir diese ausgewahl-
te Analyse selektierten Klone waren Luc[T249M], Luc49-7C6 und Luc78-0B10. Ein anderer Klon, Luc90-1B5,
der durch die anschlielende Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese und Screenen erzeugt wurde, wurde fir
die Analyse ebenfalls gereinigt.
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Tabelle 2: Thermostabilitat der Luciferaseaktivitat bei unterschiedlichen Temperaturen (Halbwertszeit in Stun-

den)
Raumtempe-
ratur* 37°C 50°C 60°C
Luc[T249M] 110 0,59 0,01
Luc49-7C6 430 68 31 6,3
Luc78-0B10 3000 220 47 15

* etwa 25°C

[0116] Die Wirkung der gerichteten Evolution auf die Thermostabilitat war dramatisch. Bei hohen Temperatu-
ren, bei denen der Ausgangsklon fast augenblicklich inaktiviert wurde, zeigten die mutierten Enzyme aus den
verwandten Klonen Thermostabilitat iber mehrere Stunden (vergleiche auch Tabelle 1 und die Fig. 1-Fig. 3,
Fig. 5-Fig. 8, Fig. 11, Fig. 13, Fig. 50-Fig. 52 und Eig. 60). Selbst bei Raumtemperatur sind diese Mutanten
einige Male thermostabiler als das Ausgangsenzym (vergleiche Fig. 4, Fig. 9-Fig. 10, Fig. 12, Fig. 53 und
Fig. 62). Die nachfolgende Analyse von Luc90-1B5 zeigte, dass dieses Enzym sogar noch thermostabiler mit
einer Halbwertszeit von 27 Stunden bei 65°C war, wenn es unter denselben Pufferbedingungen gemessen
wurde (Fig. 16A). Durch eine gewisse Optimierung der Pufferbedingungen zeigte dieses Enzym einen sehr
geringen Aktivitatsverlust bei 65°C wahrend mehrerer Stunden (Citratpuffer bei pH 6,5, Fig. 16A). Die Lucife-
rase war bei 22°C iber mehrere Wochen stabil, wenn sie bei pH 6,5 inkubiert wurde (Fig. 16B). Nach 100 Ta-
gen bei 4°C zeigten die mutierten Enzyme eine erhdhte Thermostabilitat. Nach weniger als 15 Tagen bei 4°C
waren die Thermostabilitdten der Mutanten Luc49-7C6 und Luc78-0B10 von dem Ausgangsenzym nicht zu un-
terscheiden (Eig. 49).

[0117] Kajiyama und Nakamo (1993) zeigten, dass eine einzige Aminosauresubstitution von A in Position 217
nach entweder |, L oder V in der Feuerfliegenluciferase von Luciola lateralis zu einer Luciferase mit erhdhter
Thermostabilitét fihrte. Die Substitution mit Leucin fihrte zu einer Luciferase, die nach einer Inkubation wah-
rend 1 Stunde bei 50°C 70% ihrer Aktivitat behielt. Alle erfindungsgemafen Enzyme, die durch gerichtete Evo-
lution erzeugt wurden, sind viel stabiler als diese L. lateralis Mutante. Eine Mutante, Luc90-1B5, behielt 75%
der Aktivitdt nach 120 Stunden (5 Tagen) der Inkubation unter &hnlichen Bedingungen (50°C, 25 mol/l Citrat,
pH 6,5, 150 mmol/l NaCl, 1 mg/ml BSA, 0,1 mmol/l EDTA, 5% Glyzerin). Es ist interessant, dass LucPpe2, das
von Leach et al. beschrieben wurde, an der fir die Mutante L. lateralis beschriebenen homologen Position be-
reits ein Isoleucin enthielt.

[0118] Obwohl die Thermostabilitat die Eigenschaft von Interesse war, wurden Klone auf der Grundlage der
anderen enzymologischen Parameter in den Screeningverfahren selektiert. Durch die Selektion von Klonen mit
einer héheren Lumineszenzexpression wurden Mutanten gefunden, die in Kolonien von E. coli eine hdhere Lu-
mineszenzintensitat ergaben. Das Verfahren war jedoch wenig geeignet, das kinetische Profil der Lumines-
zenz durch die Enzyme zu andern. Dieses Unvermégen deutet an, dass die Fahigkeit, eine Steady-State-Lu-
mineszenz zu unterstltzen, ein integraler Bestandteil des katalytischen Mechanismus ist und durch kumulative
Wirkung vieler Aminosauren nicht einfach beeinflusst werden kann.

[0119] Die Substratbindung wurde durch Messung einer apparenten zusammengesetzten K, (vergleiche Bei-
spiel 2) fur Luciferin und ATP gescreent. Obwohl die apparente zusammengesetzte K, relativ konstant blieb,
zeigte eine spatere Analyse, dass die einzelnen K s systematisch verandert wurden. Die K, fur Luciferin wurde
héher, wahrend die K, fur ATP sank (Tabelle 3). Die Ursache dafir ist nicht bekannt, obwohl spekuliert werden
kann, dass eine effizientere Freisetzung von Oxyluciferin oder Luciferininhibitoren zu einem schnelleren Enzy-
mumsatz fihren kdnnen.

[0120] Jede Punktmutation fur sich erhéht (mehr oder weniger) die Thermostabilitdt des mutierten Enzyms in
Bezug auf die Wildtypluciferase. Die kumulative Wirkung der kombinierten individuellen Punktmutationen fihrt
zu mutierten Luciferasen, deren Thermostabilitdt in Bezug auf den Wildtyp oft um eine GrélRenordnung oder
mehr erhoht ist.
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Tabelle 3: Michaelis-Menten-Konstanten flir Mutanten, die durch gerichtete Evolution erzeugt wurden

Kp—-Luciferin K,-ATP
Luc[T249M] 0,32 pM 18 uM
Luc49-7C6 0,99 M 14 uM
Luc78-0B10 1,6 uM 3,4 uM
LucS0-1B5 2,2 pM 3,0 uM

HINTERGRUNDBEISPIEL 1
Herstellung der erfindungsgemafien thermostabilen Luciferasen
Mutageneseverfahren:

[0121] Eine anschauliche Mutagenesestrategie ist wie folgt: Der "beste" Wildtypluciferaseklon, das heif’t ein
Klon mit erhéhter Thermostabilitat und nicht nennenswert verringerten Werten fiir andere Parameter wurde
ausgewahlt und durch drei Variationen von fehlerbehafteter PCR einer statistischen Mutagenese unterworfen.
Aus jedem Zyklus der statistischen Mutagenese wurden 18 der besten Klone selektiert. Aus einer Gesamtzahl
von 54 Klonen wurde die DNA prapariert. Diese Klone stellen eine neue genetische Vielfalt dar.

[0122] Diese 54 Klone wurden kombiniert, und eine Rekombinationsmutagenese wurde durchgefihrt. Die 18
besten Klone dieser Population wurden selektiert.

[0123] Diese 18 Klone wurden mit den 18 Klonen der vorherigen Population vereint, und es wurde eine Re-
kombinationsmutagenese durchgefihrt. Aus diesen Screeningverfahren wurde eine neue Luciferasepopulati-
on von 18 Klonen, die 6 Gruppen von funktionellen Eigenschaften reprasentiert, selektiert.

[0124] Die neuen Mutationen der selektierten 54 Klone wurden entweder in ihren urspriinglichen Sequenz-
konfigurationen oder in Rekombinationen davon ein zweites Mal gescreent. Jede Mutation wurde im Mittel
etwa 10-mal analysiert. Bei den 90 Klonen, die in der Rekombinationsmutagenese eingesetzt wurden, war es
wahrscheinlich, dass mindestens 10 dem besten Klon funktionell entsprachen. Somit sollte der beste Klon oder
Rekombinanten davon mindestens 100-mal gescreent werden. Da dies groRer war als die Anzahl der in der
Rekombination eingesetzten Klone, bestand eine erhebliche Wahrscheinlichkeit, produktive Rekombinationen
des besten Klons mit anderen Klonen zu finden.

Roboterverfahren:

[0125] Die Warmeibertragung wurde in einem Roboterverfahren unter Einsatz von dickem Aluminium an vie-
len Positionen, an denen die 96 Lochplatten durch den Roboterarm bewegt wurden, kontrolliert. Beispielsweise
bestanden alle Béden in den Inkubatoren oder Kihlschranken aus Aluminium mit einer Dicke von Zoll. Insbe-
sondere war eine Position, die bei Raumtemperatur gehalten wurde, aus einem Aluminiumblock mit den Au-
Renmalen 4,5 x 7 x 6,5 Zoll ausgefihrt. Wenn eine 96-Lochplatte von einem Bereich mit hoher Temperatur
(beispielsweise einem Inkubator) oder niedriger Temperatur (beispielsweise einem Kiihlschrank) in ein Gerat
bei Raumtemperatur gegeben wurde, wurde sie zunachst auf einem groRen Aluminiumblock zur Temperatur-
einstellung gegeben. Durch dieses Verfahren erreichte die gesamte Platte rasch die neue Temperatur, sodass
eine ungleichmaRige Verdampfung aus den verschiedenen Léchern der Platte aufgrund der Temperaturdiffe-
renzen minimiert wurde. Die Warmeubertragung in einem Stapel von 96 Lochplatten, die in einen Inkubator
gegeben wurden (beispielsweise fir das Wachstum von E. coli Giber Nacht), wurde dadurch kontrolliert, dass
1 mm dicke Aluminiumplatten zwischen die Platten gestellt wurden. Dies ermdglichte eine effizientere Warme-
Ubertragung von den Ecken der Stapel in die Mitte hinein. Das Mischen in dem Roboterverfahren wurde da-
durch kontrolliert, dass die Platte wahrend mehrerer Sekunden nach jeder Reagenszugabe auf einen Schttler
gegeben wurde.

[0126] Fig. 14 zeigt schematisch die Reihenfolge, in welcher die Platten analysiert wurden, und Eig. 15 zeigt
die Robotervorrichtung, die programmiert werden kann, um die folgenden Funktionen durchzufiihren:
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1. Kulturverdiinnungsverfahren:

[0127] Eine Platte mit einer Abdeckung (Falcon 3075), die Zellen enthielt (E. coli JM 109), wird auf einen
Schiuttler gegeben und 3-5 Minuten gemischt.

[0128] Eine Platte (mit einer Abdeckung) wird aus einem Karussell entnommen und in einen Reagensspender
gegeben. 180 pl eines Mediums (M9 Minimalmedium) werden nach dem Entfernen der Abdeckung zugege-
ben. Die Platte wird dann in die Pipettiervorrichtung gesetzt.

[0129] Die Platte auf dem Schittler wird in die Pipettiervorrichtung gesetzt, und die Abdeckung wird entfernt.
Zellen wurden auf die neue Platte unter Einsatz eines Pipettierverfahrens Gbertragen ("Verdinnung von Zellen
auf der neuen Zellplatte").

[0130] Die Abdeckungen wurden auf beiden Platten ersetzt. Die neue Platte wird in den Kuhlschrank gege-
ben, und die alte Platte wird auf das Karussell zurtickgefuhrt.

2. Lumineszenztestverfahren

[0131] Eine Platte, die Zellen enthielt, wird von dem Karussell genommen und 3-5 Minuten auf den Schiittler
gegeben, um die Zellen vollstandig zu mischen. Die Zellen neigen dazu, beim Stehenlassen sich abzusetzen.

[0132] Um die optische Dichte (O.D.) zu messen, wird die Platte von dem Schiittler zu dem Lokator in der
Nahe des Luminometers gegeben, die Abdeckung wird entfernt, und die Platte wird in das Luminometer ge-
setzt. Die optische Dichte wird unter Verwendung eines Filters bei 620 nm gemessen.

[0133] Danach wird die Platte in einem Kuhlschrank gelagert.
[0134] Die vorstehenden Stufen werden vor Durchfiihrung der anschlieenden Verarbeitung abgeschlossen.

[0135] Um ein Zelllysat herzustellen, wird die Platte mit den Zellen zuerst aus dem Kihlschrank genommen
und auf einem Schiittler gemischt, um die Zellen zu resuspendieren. Eine neue Platte von dem Karussell ohne
Abdeckung wird in den Reagensspender gegeben, und 20 pl Puffer A werden zu jedem Loch gegeben. Dieses
wird dann in die Pipettierstation gegeben.

[0136] Die Platte mit den Zellen in dem Schiuittler wird in die Pipettierstation gegeben. Eine Tochterplatte wird
unter Einsatz eines Pipettierverfahrens (vergleiche "Pipettieren von Zellen auf die Lysisplatte") hergestellt, um
eine Tochterplatte mit Zellen zu praparieren.

[0137] Nach dem Pipettieren wird die neue Tochterplatte auf einen Schittler gegeben und gemischt.

[0138] Nach dem Mischen wird die Lysatplatte in eine CO,-Gefrierstation gegeben, um die Proben einzufrie-
ren. Die Platte wird dann in den Auftaublock gegeben, um die Proben wahrend 10 Minuten aufzutauen.

[0139] Die Platte wird dann zu dem Reagensspender gegeben, um 175 pl Puffer B zuzugeben, und dann auf
einem Schuttler wahrend etwa 15 Minuten oder langer gemischt. Die Kombination des Gefrierens/Auftauens
und Puffer B verursacht die Lysis der Zellen.

[0140] Eine neue Platte mit einer Abdeckung wird von dem Karussell genommen und eingesetzt, um die Ver-
dinnungsplatte zu praparieren, von der alle Tests abgeleitet werden. Die Platte wird in den Reagensspender
gegeben, und die Abdeckung wird auf den Lokator in der Nahe der Pipettiervorrichtung gegeben. 285 pl Puffer
C werden zu jedem Loch mit dem Reagensspender gegeben, und dann wird die Platte in die Pipettierstation
gegeben.

[0141] Die Lysatplatte in dem Schiittler wird in die Pipettierstation gegeben, und das Pipettierverfahren (ver-
gleiche "Verdunnen von der Lysisplatte zu der Inkubationsplatte") wird durchgefiihrt. Nach dem Pipettieren wird
die neue Tochterplatte fir das Mischen auf den Schiittler gegeben. Die Lysatplatte wird verworfen.

[0142] Zwei weilde Testplatten (Labsystems #9502887) werden von der Plattenzufihrvorrichtung erhalten und

in den Pipettierer gegeben. Die Inkubationsplatte von dem Schdttler wird in die Pipettiervorrichtung gegeben,
und die Abdeckung wird entfernt und auf den benachbarten Lokator gegeben. Zwei Tochterplatten werden
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durch das Pipettierverfahren hergestellt (vergleiche "Erzeugung eines Paars von Tochterplatten von der Inku-
batorplatte"). Danach wird die Abdeckung auf der Ausgangsplatte ersetzt, und die Platte wird in einen Hoch-
temperaturinkubator gegeben [mit einer Temperatur im Bereich von 31°C bis etwa 65°C in Abhangigkeit von
dem Kilon].

[0143] Eine Tochterplatte wird in das Luminometer gegeben, und es wird ein 1X-Testverfahren verwendet.
Nach dem Test wird die Platte in den Umgebungsinkubator gegeben, und die zweite Tochterplatte wird in das
Luminometer gesetzt. Fir die zweite Platte wurde das 0,02X-Testverfahren verwendet. Diese Platte wird ver-
worfen, und die erste Platte wird von dem Inkubator in das Luminometer zuriickgefiihrt. Das Wiederholungs-
testverfahren wird durchgefiihrt (d.h. es wird kein Reagens zugefihrt). Danach wird die Platte erneut in den
Umgebungsinkubator zurtickgefuhrt.

[0144] Die vorstehenden Stufen werden vor der Durchflihrung der nachfolgenden Stufen vervollstandigt.

[0145] Um mit dem zweiten Satz der Messungen zu beginnen, wird die Platte von dem Hochtemperaturinku-
bator fir das Mischen in den Schuttler gegeben.

[0146] Die Platte in dem Umgebungsinkubator wird in das Luminometer zuriickgefuhrt, und es wird das Wie-
derholungstestverfahren erneut durchgefiihrt. Die Platte wird danach in den Umgebungsinkubator zuriickge-
fuhrt.

[0147] Zwei weilde Testplatten werden erneut von der Plattenzuflihrungsvorrichtung erhalten und in das Pi-
pettiergerat gegeben. Die Platte auf dem Schiittler wird in das Pipettiergerat gesetzt, und die Abdeckung wird
entfernt und auf den benachbarten Lokator gesetzt. Es werden erneut zwei Tochterplatten unter Verwendung
des Pipettierverfahrens erzeugt (vergleiche "Erzeugung eines Paars von Tochterplatten von der Inkubatorplat-
te"). Danach wird die Abdeckung auf der Ausgangsplatte ersetzt, und die Platte wird in den Hochtemperaturin-
kubator zuriickgefihrt.

[0148] Eine Tochterplatte wird in das Luminometer gegeben, und das 1X-Testverfahren wird erneut durchge-
fuhrt. Die Platte wird nach dem Test verworfen. Die zweite Tochterplatte wird dann in das Luminometer gesetzt,
und das 0,06X-Testverfahren wird durchgefiihrt. Die Platte wird ebenfalls verworfen.

[0149] Die vorstehenden Stufen werden vor der Durchfihrung der weiteren Stufen fir alle Platten vervollstan-
digt.

[0150] Bei dem letzten Satz der Messungen wird die Platte aus dem Hochtemperaturinkubator erneut fir das
Mischen in den Schiittler gegeben.

[0151] Die Platte in dem Umgebungsinkubator wird in das Luminometer zurtickgefihrt, und das Wiederho-
lungstestverfahren wird erneut durchgefiihrt. Die Platte wird danach verworfen.

[0152] Eine weilde Testplatte wird aus der Plattenzuflihrvorrichtung entnommen und in das Pipettiergerat ge-
setzt. Die Platte aus dem Schiittler wird in das Pipettiergerat gegeben, und die Abdeckung wird entfernt und
auf den benachbarten Lokator gesetzt. Eine Tochterplatte wird unter Verwendung des Pipettierverfahrens her-
gestellt (vergleiche "Erzeugung einer einzelnen Tochterplatte von der Inkubatorplatte"). Die Abdeckung wird
auf der Ausgangsplatte ersetzt, und die Platte wird verworfen.

[0153] Die Tochterplatte wird in das Luminometer gegeben, und das 1X-Testverfahren wird durchgefiihrt. Die
Platte wird nach dem Test verworfen.

Puffer und Testreagenzien

Puffer A: 325 mM K,HPO,; 6,5 mM CDTA,; 0,1% Triton X-100

Puffer B: 1X CCLR (Promega E153A); 1,25 mg/ml Lysozym; 0,04 Gelatine

Puffer C: 10 mM HEPES; 150 mM NaCl; 1 mg/ml BSA; 5% Glycerin; 0,1 mM EDTA
1X-Testreagens: 5 pM Luciferin; 175 yM ATP; 20 mM Tricin, pH 8,0; 0,1 mM EDTA
0,02X-Testreagens: 1:50 Verdiinnung des 1X Testreagenses

0,06X-Testreagens: 1:16,7 Verdinnung des 1X Testreagenses
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Pipettierverfahren
A. Pipettieren von Zellen auf die Lysisplatte
Nicht-aseptisches Verfahren unter Verwendung fixierter Spitzen
Auf der Pipettierplatte:

— Bereitstellen einer Platte, die etwa 200 yl JM109 Zellen pro Loch enthalt, ohne Abdeckung.
— Lysatplatte, die 20 pl Puffer A enthalt.

Verfahren:

1. Bewege die Spitzen zu der Waschstation und wasche sie mit 1 ml.

2. Bewege sie zu der Zellplatte und entferne 60 pl.

3. Bewege sie zu der Lysatplatte und gebe 45 pl hinein.

4. Wiederhole Stufen 1-3 fiir alle 96 Proben.

5. Am Ende des Verfahrens wird Stufe 1 wiederholt, um die Spitzen zu reinigen.

Nachverfahren:
— Setze die Lysatplatte auf den Schdttler.
— Setze die Abdeckung auf die Platte mit den Zellen und setze sie auf das Karussell.
— Setze die Lysatplatte in den CO,-Gefrierschrank.

B. Verdliinnung von der Lysisplatte auf die Inkubationsplatte Auf der Pipettierplatte:

— Lysatplatte, die 240 pl Lysat enthalt
— Inkubationsplatte ohne Abdeckung, die 285 pl Puffer C enthalt.

Verfahren:
1. Bewege die Spitzen zu der Waschstation und wasche sie mit 0,5 ml.
2. Bewege sie zu der Zellplatte und entnehme 30 pl.
3. Bewege sie zu der Inkubationsplatte und gebe 15 pl durch direkten Kontakt mit der Pufferlésung hinein.
4. Wiederhole die Stufen 1-3 fir alle 96 Proben.
5. Am Ende dieses Verfahrens wird Stufe 1 zur Reinigung der Spitzen wiederholt.

Nachverfahren:

— Gebe die Inkubationsplatte auf einen Schiittler.
— Verwerfe die Lysatplatte.

C. Erzeugung eines Paars von Tochterplatten von der Inkubationsplatte
[0154] Dieses Verfahren wird zweimal durchgefiihrt.
Auf der Pipettierplatte:

— Inkubationsplatte, die 100-300 pl einer Losung enthalt, ohne Abdeckung.
— Zwei leere Testplatten (weil3).

Verfahren:

1. Bewege die Spitzen zu der Waschstation und wasche sie mit 0,5 ml.

2. Bewege sie zu der Inkubationsplatte und entnehme 50 pl.

3. Bewege sie zu der ersten Testplatte und gebe 20 pl hinein.

4. Bewege sie zu der zweiten Testplatte und gebe 20 pl hinein.

5. Wiederhole die Stufen 14 fiir alle 96 Proben.

6. Am Ende dieses Verfahrens wird die Stufe 1 zur Reinigung der Spitzen wiederholt.
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Nachverfahren:

1. Ersetze die Abdeckung auf der Inkubationsplatte.
2. Gebe die Inkubationsplatte in den Inkubator.

3. Gebe die erste Testplatte in das Luminometer.

4. Gebe die zweite Testplatte auf das Karussell.

D. Erzeugung einer einzigen Tochterplatte von der Inkubationsplatte
Auf der Pipettierplatte:

— Bereitstellen einer Inkubationsplatte ohne Abdeckung, die 100-300 pl einer Lésung enthalt.
— Leere Testplatte (weild).

Verfahren:

1. Bewege die Spitzen zu der Waschstation und wasche sie mit 0,5 ml.

2. Bewege sie zu der Inkubationsplatte und entnehme 40 pl.

3. Bewege sie zu der Testplatte und gebe 20 pl hinein.

4. Wiederhole die Stufen 1-3 fur alle 96 Proben.

5. Am Ende dieses Verfahrens wird die Stufe 1 zur Reinigung der Spitzen wiederholt.

Nachverfahren:

— Verwerfe die Inkubationsplatte und die Abdeckung auf der Inkubationsplatte.
— Gebe die Testplatte in das Luminometer.

E. Verdinnung von Zellen auf der neuen Zellplatte
Aseptisches Verfahren unter Verwendung fixierter Spitzen
Auf der Pipettierplatte:

— Platte ohne Abdeckung, die etwa 200 pl Zellen enthalt.
— Neue Zellplatte ohne Abdeckung, die 180 ul Wachstumsmedium enthalt.

Verfahren:

1. Begebe dich zu der Zellplatte und entnehme 45 pl.

2. Begebe dich zu der Zellplatte und gebe 20 pl durch direkte Flissiglibertragung hinein.

3. Begebe dich zu dem Abfallbehalter und gebe die Giberschissigen Zellen hinein.

4. Begebe dich zu der Isopropanolwaschstation und nimm Isopropanol auf, um die Spitzen zu sterilisieren.
5. Begebe dich zu der Waschstation, gebe Isopropanol ab und wasche die Spitzen.

6. Wiederhole die Stufen 1-4 fiir alle 96 Proben.

Nachverfahren:

— Ersetze die Abdeckung auf der urspriinglichen Platte mit den Zellen und setze sie auf das Karussell.
— Ersetze die Abdeckung auf der neuen Zellplatte und gebe sie in den Kuhlschrank.

Anmerkungen:

[0155] Dieses Verfahren wird eingesetzt, um Zellplatten herzustellen, die in dem Hauptanalyseverfahren ver-
wendet werden. 180 pl eines M9-Minimalwachstumsmediums werden mittels Reagensspender zu jeder der
neuen Zellplatten unmittelbar vor dem Beginnen des Pipettierverfahrens gegeben. Der Spender wird mit 75%
Isopropanol vor der Zugabe in das Medium gewaschen. Das Medium enthalt auch selektive Antibiotika, um
eine potenzielle Verunreinigung zu vermeiden.
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Luminometerverfahren
A. 1X-Testverfahren

. Setze die Platte in das Luminometer.

. Spritze 100 pl 1X-Testreagens ein.

. Messe die Lumineszenz wahrend 1 bis 3 Sekunden.
. Wiederhole dasselbe flir das nachste Loch.

. Mache weiter, bis alle Locher gemessen sind.

A wWON -

B. 0,02X-Testverfahren

. Setze die Platte in das Luminometer.

. Spritze 100 ul 0,02X-Testreagens ein.

. Messe die Lumineszenz wahrend 1 bis 3 Sekunden.
. Wiederhole dasselbe flir das nachste Loch.

. Mache weiter, bis alle Locher gemessen sind.

A wON -

C. 0,06X-Testverfahren

. Setze die Platte in das Luminometer.

. Spritze 100 ul 0,06X-Testreagens ein.

. Messe die Lumineszenz wahrend 1 bis 3 Sekunden.
. Wiederhole dasselbe flir das nachste Loch.

. Mache weiter, bis alle Locher gemessen sind.

A wWON -

D. Wiederholungstest

. Setze die Platte in das Luminometer.

. Messe die Lumineszenz wahrend 1 bis 3 Sekunden.
. Wiederhole dasselbe flir das nachste Loch.

. Mache weiter, bis alle Locher gemessen sind.

A WN -

In vivo Selektionsverfahren

[0156] 5 bis 7 Nitrocellulosescheiben mit 200-500 Kolonien pro Scheibe (1000-3500 Kolonien insgesamt)
werden pro 2 Mikroplatten (176 Kolonien) gescreent (Wood und DelLuca, 1987). Die Klone wurden bei hohen
Temperaturen unter Verwendung von Standard screeningverfahren gescreent.

[0157] 8 Positionen auf jeder Mikroplatte sind fir einen Referenzklon unter Verwendung der "besten" Lucife-
rase reserviert (der Ausgangsklon fur die zufallige Mutagenese und Codonmutagenese). Die Positionen der
reservierten Lécher sind nachstehend als "X" gezeigt.

X0000000000X

000000000000

000X0000X000

000000000000

000000000000

000X0000X000

000000000000

X0000000000X

[0158] Die Referenzklone werden dadurch hergestellt, dass Kolonien von transformierter DNA von dem Aus-

gangsklon in die Referenzlécher gegeben werden. Um diese Locher vor dem Animpfen der Mikroplatte zu iden-

tifizieren, werden die Locher mit einem schwarzen Markierungsstift auf der Unterseite jedes Lochs markiert.
Kriterien fur das Screenen und die Selektion

[0159] Die folgenden Kriterien wurden fir Screeningzwecke eingesetzt. Die fir die Enzymstabilitatsparameter

ausgewahlte Temperatur wurde so ausgewahlt, dass das Ausgangsenzym wahrend 10 Stunden um den Faktor
100 bis 1000 zerfallt (vergleiche Tabelle 1). Kriterium 1 wird manuell erreicht; die Daten fir die Kriterien 2-6
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werden durch Roboteranalyse erzeugt. Fir alle Kriterien wird der beschriebene maximale Wert ausgewahlt.
1. In vivo Screening: Die hellsten Klone werden bei einer vorgegebenen Temperatur selektiert.
2. Expression/spezifische Aktivitat: Der Wert fir die normalisierte Lumineszenz wird als das Verhaltnis der
Lumineszenz zur optischen Dichte berechnet. Der Wert ist das Verhaltnis zu dem Referenzwert.
3. Enzymstabilitat: Die Messungen der normalisierten Lumineszenz der inkubierten Proben (3 enthnommen
wahrend etwa 15 Stunden) werden in die Gleichung In(L) = In(L,) — (t/7) eingesetzt, wobei L die normalisierte
Lumineszenz und t die Zeit ist. T ist ein Mal fir die Enzymstabilitat. Der Wert ist das Verhaltnis zu dem Re-
ferenzwert, und die Korrelationskoeffizienten werden berechnet.
4. Substratbindung: Die Messwerte der normalisierten Lumineszenz mit 1X und 0,02X werden am Anfang
genommen, und 1X und 0,06X werden nach 5 Stunden genommen. Das Verhaltnis von 0,02X:1X und
0,06X:1X gibt die relative Lumineszenz bei 0,02X- und 0,06X-Konzentrationen an. Diese Werte werden ne-
ben der relativen Lumineszenz bei 1X (d.h. 1) in einen Lineweaver-Burk-Plot eingesetzt, wobei der appa-
rente K. -Wert fiir die Gesamtheit der Substrate ATP, Luciferin und CoA erhalten wird. Die Werte werden im
Verhaltnis zu dem Referenzwert angegeben, und die Korrelationskoeffizienten werden berechnet.
5. Signalstabilitat: Die Lumineszenz der anfanglichen 1X-Lumineszenzreaktionen werden 3 weitere Male
wahrend etwa 15 Stunden gemessen. Diese Werte werden in die Gleichung In(L) = In(L,) — (t/1) eingesetzt,
und das Integral Uber t (15 Stunden) wird berechnet. Die Signalstabilitdt wird dann berechnet als
S=(1-int(L)/Lot)?. Die Werte werden im Verhaltnis zu dem Referenzwert angegeben, und die Korrelations-
koeffizienten werden berechnet.
6. Gesamteigenschaften: Die Werte der Kriterien 2 bis 5 werden in einen einzigen Gesamtwert der Eignung
(oder wirtschaftliche Verwertbarkeit) kombiniert. Dieser Wert basiert auf der Beurteilung der relativen Wich-
tigkeit der anderen Kriterien. Die Beurteilung wird nachstehend angegeben:

Kriterien Relativer Wert
Enzymstabilitat 5
Signalstabilitat 2
Substratbindung 2
Expression/Aktivitat 1

[0160] Der Gesamtwert C = Sum(Kriterien 2-5, gewichtet mit einem relativen Wert, wobei beispielsweise ein
hdheres Gewicht auf die Stabilitat gelegt wird, weil sie ein Hauptziel ist).

HINTERGRUNDBEISPIEL 2
Software
Organisation der Daten in die SQL-Datenbank

[0161] Jeder Datensatz, der von einem Luminometer (96 Lécher, Anthos, Osterreich) erzeugt wird, reprasen-
tiert die Daten von einer Mikroplatte. Diese Datensatze werden in den Computer, der das Luminometer kon-
trolliert, gespeichert und Uber ein Netzwerk an den Datenbankcomputer verknupft. Aus jeder Mikroplatte der
Proben werden 9 Mikroplatten durch das Luminometer gelesen (die urspriingliche Mikroplatte fur die optische
Dichte und 8 Tochterplatten fur die Lumineszenz).

[0162] Insgesamt wurden 90 Datensatze erzeugt, wobei jeder Datensétze fur 96 Proben enthielt. Jeder Da-
tensatz enthalt die Probennummer, den Zeitpunkt jeder Messung in Bezug auf die erste Messung der Platte,
die Luminometermessergebnisse und die um den Hintergrund korrigierten Luminometermessergebnisse. Es
werden auch andere Datensatzinformationen angegeben. Fur die Analyse wird auch der Zeitpunkt bendtigt,
an dem jede Mikroplatte gelesen wird. Dieser kann aus dem Roboter oder dem Datensatzerzeugungszeitpunkt
erhalten werden. Es wurden von dem Roboter wahrend der Datensatzerzeugung eine bestimmte Systematik
der Bezeichnung der Datensatze angewandt (beispielsweise YYMMDDPR.DAT, wobei YY das Jahr, MM der
Monat, DD der Tag, P die urspriingliche Platte [0-9] und R der gemessene Wert [0-8] ist).

Datenverarbeitung und Organisation
[0163] Normalisierung der Lumineszenzdaten: Fur jede Messung der Lumineszenz in den 8 Tochterplatten
wird die normalisierte Lumineszenz durch Teilen der relativen Lichteinheiten durch die optische Dichte der ur-

springlichen Platte berechnet. Wenn ein Wert der normalisierten Lumineszenz unter Null ist, wird der Wert von
0,1 sL zugeordnet, wobei sL die Standardabweichung fir die Messungen der normalisierten Lumineszenz ist.
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[0164] Berechnung des relativen Messzeitpunktes: Fur jede normalisierte Lumineszenzmessung wurde der
Zeitpunkt der Messung in Bezug auf die erste Messung der Probe berechnet. Beispielsweise werden die Zeiten
aller Lumineszenzmessungen der Probe B6 in der Platte 7 (d.h. 7:B06) in Bezug auf die ersten Messdaten von
7:B06 berechnet. Die Berechnung des Zeitpunkts umfasst sowohl den Zeitpunkt, an dem die Platte gemessen
wird, als auch den relativen Zeitpunkt, an dem die Probe auf der Platte gemessen wird.

[0165] Berechnung der Enzymstabilitat (1): Fur jede Probe wurde eine lineare Regression fur In(L,4) = In(L,)
— (t/1) unter Verwendung der drei Lumineszenzmessungen mit 1X-Substratkonzentrationen (Platten 1, 5, 8)
eingesetzt. Der Regressionskoeffizient wurde ebenfalls berechnet.

[0166] Berechnung der Substratbindung (K., ): Unter Verwendung von Mikroplatten aus dem ersten Satz
der Messdaten (Platten 1 und 2) wurde L ,, ., durch Teilen der Messwerte, die mit den Substratkonzentrationen
von 0,02X erhalten wurden, durch diejenigen von 1X berechnet. Auf &hnliche Weise wurde L, oy . unter Ver-
wendung von Mikroplatten des zweiten Satzes der Messwerte (Platten 5 und 6) durch Teilen der Messwerte,
die mit Substratkonzentrationen von 0,06X erhalten werden, durch diejenigen von 1X berechnet.

[0167] Fur jede Probe wurde die lineare Regression fur 1/L = (K /L
wendung der folgenden Werte durchgefuhrt:

m:app,total max:app)(1/[S] + (1/Lmax:app) unter Ver'

L [S]
LO,2X,reI 0,02
I-O,OBX,reI 0'06
1 (L1X,rel) 1

[0168] Ki,.app 10t Wird als die Steigung berechnet. Der Regressionskoeffizient wurde ebenfalls berechnet.

[0169] Berechnung der Signalstabilitdt (S): Fur jede Probe wurde die lineare Regression fiir In(L) = In(L,) —
(t/1) unter Verwendung der 4 Lumineszenzmessungen der urspriinglichen Mikroplatte mit 1X-Substratkonzen-
trationen (Platten 1, 3, 4 und 7) verwendet. Der Regressionskoeffizient wurde ebenfalls berechnet. Aus den
berechneten Werten von 1 und L, wurde das Integral der Lumineszenz durch int(L) = 1L,(1 — exp(-t/T)) berech-
net, wobei t; die mittlere Zeit der letzten Messung ist (beispielsweise 15 Stunden). Die Signalstabilitat wird als
S = (1 — int(L)/L)* berechnet, wobei L, die anfangliche Messung der normalisierten Lumineszenz mit der
1X-Substratkonzentration ist (Platte 1).

[0170] [Anmerkung: Um das Verdampfen zu korrigieren, kann eine Gleichung S = (1 + K — int(L)/Lt,)? verwen-
det werden, wobei 1/K = 2 (relative Anderung des Fliissigkeitsvolumens bei t) verwendet wird)].

[0171] Berechnung der Referenzwertoberflachen: Ein dreidimensionales Koordinatensystem kann unter Ver-
wendung der Gitterpositionen der Proben innerhalb einer Mikroplatte als die horizontalen Koordinaten und der
kalkulierten Werte fur die Proben (L, T, K .., 1otas 0der S) als die vertikalen Koordinaten definiert werden. Dieses
dreidimensionale System wird als "Plattenkarte" bezeichnet. Eine glatte Oberflache der Plattenkarten, welche
ein Referenzniveau darstellt, kann anhand der fir die 8 Referenzklone in jeder Mikroplatte durch die Methode
der kleinsten Quadrate bestimmten Werte ermittelt werden. Fir jede der 10 urspringlichen Mikroplatten der
Proben werden die jeweiligen Referenzoberflachen fir die Kriterienparameter L, 1, K und S (insgesamt
40 Oberflachen) bestimmt.

m:app,total’

[0172] Bei der Methode der kleinsten Quadrate sind die vertikalen Koordinaten (d.h. die Kriterienparameter)
die abhangigen Variablen, die horizontalen Koordinaten sind die unabhéangigen Variablen. Eine Oberflache ers-
ter Ordnung (d.h. z = ax + by + ¢) wird an die Werte der Referenzklone angepasst. Nachdem die Oberflache
berechnet worden ist, werden die Restfehler zu jedem Referenzklon berechnet. Wenn einer dieser Restfehler
aulderhalb eines vorgegebenen Ausschlussbereiches ist, wird die Referenzoberflache erneut berechnet, wobei
der fehlerhafte Referenzklon weggelassen wird.

[0173] Wenn eine Oberflache erster Ordnung die Werte der Referenzklone nicht ausreichend reprasentiert,
wird eine Oberflache einer eingeschrankten zweiten Ordnung eingesetzt (d.h. z = a(x? + ky?) + bx + cy + d,
wobei k eine Konstante ist).

[0174] Berechnung der Referenz-normalisierten Werte: Fur die Kriterienparameter jeder Probe wird der Re-
ferenz-normalisierte Wert durch Berechnen des Verhaltnisses oder Umkehrverhaltnisses mit dem jeweiligen
Referenzwert bestimmt. Die Referenz-normalisierten Werte sind L/L;, 1/7,, K., /K .00 tota UND S//S, wobei die Re-

ir?
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ferenzwerte aus den Gleichungen der geeigneten Referenzoberflachen berechnet werden.

[0175] Berechnung der kombinierten Beurteilung: Fur jede Probe wurde berechnet: C = 5(1/1,) + 2(S/S) +
2(Kmr/Km:app,total) + (L|/L|r)

[0176] Bestimmung der Untergruppierungen: Fur die Kriterienparameter L, T, K .., s S Und C wurden die
Abgrenzungswerte (d.h. die Gréf3e der Gruppen) fur die Untergruppierungen sind definiert als gL, gt, gK,,, gS
und gC. Ausgehend von den hochsten Werten flr L, T oder C oder den niedrigsten Werten von K, 1o, Oder
S werden die Proben den Untergruppierungen fiir jeden Kriterienparameter zugeordnet (wobei die erste Grup-
pe #1 ist, und so weiter).

Anzeigen einer sortierten Tabelle von Referenz-normalisierten Werten:

[0177] Es wird eine Tabelle von Daten fir jede Probe dargestellt, wobei in jeder Zeile die folgenden Daten
gezeigt werden:

— Probenidentifikationsnummer (beispielsweise 7:B06)

— Gesamtbeurteilung (C)

— Referenz-normalisierte Enzymstabilitat (1/7,)

— Korrelationskoeffizient fir die Enzymstabilitat

— Gruppennummer flir die Enzymstabilitat

— Referenz-normalisierte Signalstabilitat (S/S)

— Korrelationskoeffizient fir die Signalstabilitat

— Gruppennummer fir die Signalstabilitat

- Referenz-normalisierte Substratbindung (K,,/K,..0p ota)

— Korrelationskoeffizient fur die Substratbindung

— Gruppennummer flr die Substratbindung

— Referenz-normalisierte Expression/spezifische Aktivitat (L/L;)

— Gruppennummer fir die Expression/spezifische Aktivitat

[0178] Die Tabelle ist nach der Gesamtbeurteilung (C) sortiert.
Darstellung einer sortierten Tabelle von Kriterienparametern:

[0179] Es wird eine Tabelle mit Daten fiir jede Probe dargestellt, die in jeder Zeile die folgenden Daten zeigt:
— Probenidentifikationsnummer
— Gesamtbeurteilung (C)
— Enzymstabilitat (1)
— Korrelationskoeffizient fur die Enzymstabilitat
— Gruppennummer flr die Enzymstabilitat
— Signalstabilitat (S)
— Korrelationskoeffizient fir die Signalstabilitat
— Gruppennummer fir die Signalstabilitat
— Substratbindung (Ki,..0p totar)
— Korrelationskoeffizient fur die Substratbindung
— Gruppennummer flr die Substratbindung
— Expression/spezifische Aktivitat (L,)
— Gruppennummer fir die Expression/spezifische Aktivitat

[0180] Die Tabelle wird nach der Gesamtbeurteilung (C) sortiert; die Referenzklone sind in der Tabelle nicht
angegeben. Die Standardabweichung wird wie vorstehend beschrieben angegeben.

Prasentieren einer sortierten Tabelle der Referenz-normalisierten Werten:

[0181] Dies ist dasselbe Verfahren wie die letzte Stufe des Datenverarbeitungsverfahrens. Die Tabelle zeigt:
— Probenidentifikationsnummer
— Gesamtbeurteilung (C)
— Referenz-normalisierte Enzymstabilitat (1/7,)
— Korrelationskoeffizient fur die Enzymstabilitat
— Gruppennummer flir die Enzymstabilitat
— Referenz-normalisierte Signalstabilitat (S/S)
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— Korrelationskoeffizient fir die Signalstabilitat

— Gruppennummer fir die Signalstabilitat

- Referenz-normalisierte Substratbindung (K,,/K.a0p ota)

— Korrelationskoeffizient fur die Substratbindung

— Gruppennummer flr die Substratbindung

— Referenz-normalisierte Expression/spezifische Aktivitat (L/L;)
— Gruppennummer der Expression/spezifischen Aktivitat

[0182] Die Tabelle ist nach der Gesamtbeurteilung (C) sortiert; die Referenzklone sind in der Tabelle nicht an-
gegeben. Die Standardabweichung wird wie vorstehend beschrieben angegeben.

Darstellung einer sortierten Tabelle der Kriterienparameter fiir die Referenzklone:

[0183] Dies ist dasselbe Verfahren wie vorstehend fur die Kriterienparameter beschrieben, auler dass es nur
fur Referenzklone durchgefihrt wird. Die Tabelle zeigt:

— Probenidentifikationsnummer

— Gesamtbeurteilung (C)

— Enzymstabilitat (1)

— Korrelationskoeffizient fir die Enzymstabilitat

— Gruppennummer flr die Enzymstabilitat

— Signalstabilitat (S)

— Korrelationskoeffizient fir die Signalstabilitat

— Gruppennummer fir die Signalstabilitat

— Substratbindung (Ki,.a0p totar)

— Korrelationskoeffizient fur die Substratbindung

— Gruppennummer flr die Substratbindung

— Expression/spezifische Aktivitat (L;)

— Gruppennummer fir die Expression/spezifische Aktivitat

[0184] Die Tabelle ist nach der Gesamtbeurteilung (C) sortiert. Die Standardabweichung wird wie vorstehend
beschrieben angegeben.

Darstellung einer sortierten Tabelle von Referenz-normalisierten Werten:

[0185] Dies ist dasselbe Verfahren wie vorstehend fur die Referenz-normalisierten Werte beschrieben, aul3er
dass es nur fur die Referenzklone durchgefihrt wurde. Die Tabelle zeigt:

— Probenidentifikationsnummer

— Gesamtbeurteilung (C)

— Referenz-normalisierte Enzymstabilitat (1/7,)

— Korrelationskoeffizient fur die Enzymstabilitat

— Gruppennummer flir die Enzymstabilitat

— Referenz-normalisierte Signalstabilitat (S/S)

— Korrelationskoeffizient fir die Signalstabilitat

— Gruppennummer fir die Signalstabilitat

- Referenz-normalisierte Substratbindung (K,,/K,..p ota)

— Korrelationskoeffizient fur die Substratbindung

— Gruppennummer flr die Substratbindung

— Referenz-normalisierte Expression/spezifische Aktivitat (L/L;)

— Gruppennummer flir die Expression/spezifische Aktivitat

[0186] Die Tabelle ist nach der Gesamtbeurteilung (C) sortiert. Die Standardabweichung ist wie vorstehend
beschrieben angegeben.

Sortierung der Tabelle

[0187] Jede Tabelle kann nach jedem Eintragungskriterium als primaren oder sekundaren Schlussel sortiert
werden.
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Angabe des Histogramms der Tabelle

[0188] Fur jede Tabelle kann ein Histogramm der Kriterienparameter gegen die Gruppennummer fir jeden
beliebigen Kriterienparameter angegeben werden.

Erstellung der Plattenkarte

[0189] Fur jede Platte kann eine Plattenkarte angegeben werden, die eine Auswahl des Folgenden zeigt:
— Jede Lumineszenzmessung oder Messung der optischen Dichte
-

— L-Referenzoberflache

- L/L,

=T

— 1-Referenzoberflache

- (T/Tr)

— Korrelationskoeffizient von T
-S

— S-Referenzoberflache

-S/S

— Korrelationskoeffizient von S

- Km:app,total
- K,-Referenzoberflache

- Kmlem:app,totaI
— Korrelationskoeffizient fur K

— Gesamtbeurteilung (C)

'm:app,total

[0190] Die Plattenkarten werden als dreidimensionales Balkendiagramm angegeben. Vorzugsweise werden
die Balken, die Referenzklone darstellen, farbig oder anderweitig angegeben.

Angabe der Zusammenfassung jedes Eintrags

[0191] Fur L, 7, K, opp0ta UNd S kann jeder eingetragene Wert in einer Tabelle ausgewahlt werden, um den
Lumineszenzmesswert oder den Messwert der optischen Dichte, welcher der Berechnung dieses Werts zu-
grunde liegt, und eine graphische Darstellung der Kurve, falls zweckmafig, zu zeigen. Vorzugsweise werden
die angewandten Gleichungen und das Endergebnis und der Korrelationskoeffizient ebenfalls angegeben.

[0192] L, oder L/L,: Angabe des Wertes der optischen Dichte und der Lumineszenz der ausgewéhlten Probe
in Platte 0 und Platte 1.

[0193] T oder 1/1,): Angabe des Wertes der optischen Dichte und der Lumineszenz der ausgewahlten Probe
in Platte 0, Platte 1, Platte 5 und Platte 8. Anzeigen des Graphen von In(L1X) gegen t, wobei die Datenpunkte
und der Graph angegeben ist.

[0194] S oder S/S: Anzeigen des Wertes der optischen Dichte und der Lumineszenz der ausgewahlten Probe
in Platte 0, Platte 1, Platte 3, Platte 4 und Platte 7. Anzeigen des Graphen von In(L) gegen t, wobei die Daten-
punkte und der Graph angegeben ist.

[0195] K app ot 0d€r Ko /K ann tora- ANZEigEN des Wertes der optischen Dichte und der Lumineszenz fir eine

ausgewahlte Probe in Platte 0, Platte 1, Platte 2, Platte 5 und Platte 6. Anzeigen des Graphen von 1/L gegen
1/[S], wobei die Datenpunkte und der Graph angegeben sind.

HINTERGRUNDBEISPIEL 3
Praparation neuer Luciferasen
[0196] Das in Eig. 45 gezeigte Gen enthalt eine einzige Basenpaarmutation, die eine Aminosauresubstitution
an Position 249 von T nach M kodiert. Dieser Klon hatte ein spektrales Maximum von 552 nm, was eine Gelb-

verschiebung von der Sequenz von Luc bedeutet. Diese Mutante wurde als urspriingliche Matrize ausgewahlt,
weil sie in vivo eine etwa 5-mal héhere Lumineszenz zeigt, wodurch ein effizienteres Screenen maglich wurde.
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C-terminale Mutagenese

[0197] Um das Peroxisomen-Zielsignal (SKL) auszuschalten, wurde L in ein Stoppcodon mutiert, und die 3
Codons unmittelbar stromaufwarts wurden nach dem hier beschriebenen Oligonucleotidmutageneseverfahren
willktrlich verandert. Das konstruierte Mutageneseoligonucleotid fiihrt auch eine einzigartige Spel-Schnittstel-
le ein, um die Mutante ohne Sequenzieren zu identifizieren. Die Mutanten wurden in vivo gescreent, und 13
Kolonien wurden aufgenommen, wobei 12 davon die Spel-Stelle enthielten.

N-terminale Mutagenese

[0198] Um zu testen, ob die Expression verbessert werden kann, wurden die 3 Codons unmittelbar stromab-
warts von dem Initiationscodon Met wie beschrieben willkurlich verandert. Das dafir entworfene Mutagenese-
oligonucleotid fiihrt auch eine einzigartige Apal-Schnittstelle ein, um die Identifizierung der Mutation ohne Se-
quenzieren zu ermoglichen. Es wurden 7 Klone ausgewabhlt, und es wurde bestatigt, dass 6 der isolierten Plas-
mide Mutanten waren.

Shuffling der C- und der N-terminalen Mutanten

[0199] Die Mutagenese am C- und am N-Terminus wurde Seite an Seite (side-by-side) durchgefiihrt. Um die
Mutationen am N- und am C-Terminus zu kombinieren, wurden die aus jedem Mutageneseexperiment selek-
tierten Klone durch Rekombinationsmutagenese gemaR dem hier beschriebenen Rekombinationsmutagene-
seprotokoll vereint. Die durch Shuffling erhaltenen Mutanten wurden in amp® pRAM subkloniert und in DH5
F'IQ (BRL; Hanahan, 1985) gescreent. Es wurden insgesamt 24 Klone aufgenommen, wobei nur 4 sowohl die
N- als auch die C-terminalen Mutationen enthielten. Diese 4 Klone wurden als Matrizen fur die Randomisierung
der Cysteinpositionen in dem Gen eingesetzt.

[0200] Mutagenese zur Randomisierung der Cysteinpositionen/Zufallsmutagenese und Rekombinationsmu-
tagenese in dem Luc-Gen In LucPpe2 gibt es 7 Cysteinpositionen. Es ist bekannt, dass diese Positionen leicht
oxidiert werden, was zu einer Destabilisierung des Proteins fiihren kann. Es wurden 7 Oligonucleotide zur Ran-
domisierung der Cysteinpositionen eingesetzt.

[0201] Die Oligonucleotide wurden in 2 Gruppen auf der Grundlage der Konservierung des Cysteins in ande-
ren Luciferasegenen aus unterschiedlichen Familien organisiert. Gruppe 1 randomisiert die konservierten Cy-
steinpositionen C-60, C-80 und C-162. Gruppe 2 randomisiert die Cysteine, die an den Positionen C-38, C-127,
C-221 und C-257 nicht strikt konserviert sind.

[0202] Die 4 ausgewahlten Matrizen aus der N- und C-terminalen Mutagenese wurden in ein Ampicillin-emp-
findliches Ruckgrat subkloniert, und einzelstrangige DNA wurde fiir jede der Matrizen prapariert. Diese Matri-
zen wurden in identischen Mengen kombiniert, und die Oligonucleotidmutagenese wurde wie hier beschrieben
durchgefiihrt. Durch Plattieren eines Aliquots der mutS-Transformation vor der Inkubation iber Nacht wurde
bestimmt, dass jede der 2 Gruppen 2 x 10* unabhangige Transformanten enthielt. MutS-DNA wurde fiir 2
Gruppen prapariert und dann in JM109-Zellen fir das Screenen transformiert. Mutanten aus der Gruppe 1 wur-
den in vivo gescreent und aufgenommen und danach mit dem Robotersystem behandelt. Es wurden 5 Klone
selektiert, die verbesserte Eigenschaften hatten. Mutationen aus der Gruppe 2 wurden in vivo gescreent und
aufgenommen und danach der Roboterbehandlung unterworfen. Der Temperaturinkubator auf dem Roboter
wurde flr diesen Satz an Experimenten auf 33°C festgelegt. Es wurden 10 Klone selektiert, die verbesserte
Eigenschaften hatten. Die 15 besten Klone aus beiden Gruppen der Cysteinmutageneseexperimente wurden
wie vorstehend beschrieben einem Shuffling unterworfen, und 18 der besten Klone wurden nach der Roboter-
behandlung selektiert.

[0203] Der "beste" Klon aus dem vorherigen Experiment (Luc31-1G8) wurde als Matrize flr die nachfolgen-
den Mutageneserunden selektiert. (Der Hochtemperaturroboterinkubator wurde auf 42°C eingestellt). Es wur-
de eine weitere vollstandige Mutageneserunde durchgefiihrt.

[0204] Die 18 besten Klone aus der vorstehenden Mutagenese wurden aufgenommen, und Klon
(Luc39-5B10) wurde als der beste Klon selektiert und als Matrize fir eine weitere Mutageneserunde verwen-
det. (Die Temperatur des Hochtemperaturroboterinkubators wurde auf 49°C eingestellt).

[0205] Nach diesem Zyklus wurden 6 der besten Klone fiir das Sequenzieren selektiert (die Nucleotidsequenz
und die abgeleitete Aminosauresequenz von 5 der Klone sind in den Fig. 22-Fig. 26 beziehungsweise 27-31
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gezeigt). Auf der Grundlage der Sequenzdaten wurden 9 Positionen fur die Randomisierung selektiert, und 7
Oligos wurden konstruiert, um diese Positionen abzudecken. Auf der Grundlage der durch die Roboterbehand-
lung erzeugten Daten wurde bestimmt, dass der beste Klon aus der Gruppe der 6 Klone, die sequenziert wur-
den, der Klon (Luc49-7C6, Fig. 22 und Fig. 27) war. Das Luciferasegen aus diesem Klon wurde in ein Ampi-
cillin-empfindliches pRAM-RUickgrat subkloniert, und es wurde eine einzelstrangige DNA prapariert. Die Ran-
domisierung der selektierten Positionen wurde gemaf dem hier beschriebenen Oligonucleotidmutagenesever-
fahren vollstandig durchgefihrt.

[0206] Die Randomisierungsoligonucleotide wurden in 4 Gruppen aufgeteilt, und Transformanten aus diesen
Experimenten wurden aufgenommen, und es wurden 2 Roboterlaufe vollstandig durchgefihrt. 10 Klone wur-
den aus den 2 Experimenten selektiert. (Die Temperatur des Hochtemperaturroboterinkubators wurde auf
56°C eingestellt).

[0207] Die besten 10 Klone aus den vorstehenden 2 Experimenten und die besten 18 Klone aus den vorhe-
rigen Klonpopulationen wurden miteinander vermischt (Rekombinationsmutageneseprotokoll).

[0208] Die 18 besten Klone wurden selektiert, und Klon Luc58-OA5 wurde als der beste Klon bestimmt. Die-
ser Klon wurde dann als Matrize fiur eine weitere Mutageneserunde verwendet. Die Temperatur des Hochtem-
peraturroboterinkubators wurde auf 58°C eingestellt. Klon Luc71-504 wurde als neuer Fihrungsklon selektiert,
und es wurde eine weitere Mutageneserunde durchgefiihrt, wobei der Inkubator auf 60°C eingestellt wurde.

[0209] Die besten 18 Klone wurden selektiert. Die Nucleotidsequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz
von 4 Klonen aus Experiment 78 sind in den Fig. 32-Fig. 35 beziehungsweise 36-39 gezeigt, und der beste
Klon aus dieser Gruppe war der Klon Luc78-0B10. Die Thermostabilitat von Klonen bei verschiedenen Tem-
peraturen ist in den Figuren gezeigt.

HINTERGRUNDBEISPIEL 4
Mutagenesestrategie von Klon Luc78-0B10 zu Luc90-1B5
[0210] 23 Oligonucleotide wurden prapariert, um 28 Positionen zu Konsensus-Positionen zu machen. Alle
diese Oligonucleotide wurden unter Einsatz einer gerichteten Oligonucleotidmutagenese mit einer einzelstran-

gigen DNA aus Klon luc78-0B10 als Matrize einzeln untersucht, um zu bestimmen, welche Oligonucleotide
eine Verbesserung der Thermostabilitat ergaben. Tabelle 4 zeigt die Mutageneseoligonucleotide.
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Tabelle 4
OLIGOSYNTHESE
Beschreibung Nummer SEQ ID NO:
Al7 zu T 6215 48
M25 zu L 6216 49
S36 zu P; Entfernen der Nsi I-Stelle 6217 50
A101 zu VvV, S105 zu N 6218 51
I125 zu V 6219 52
K139 zu Q 6220 53
V145 zu I 6221 54
V194 zu I 6222 55
V203 zu L, S204 zu P 6231 56
A216 zu V 6232 57
A229 zu Q 6233 58
M249 zu T (Reversion) 6234 % 59
T266 zu R, K270 zu E 6235 60
E301 zu D 6236 61
N333 zu P, F334 zu G 6237 62
R356 zu K 6238 63
I363 zu V 6246 64
A393 zu P 6247 65
R417 zu H 6248 66
G482 zu V 6249 67
N492 zu T 6250 68
F499 zu Y, S501 zu A 6251 69
L517 zu V 6252 70
F537 zu L 6253 71

*Anmerkung: Oligonucleotid #6234 verandert keine Konsensus-Position. Dieses Oligonucleotid verursacht
eine Reversion an Position 249 hin zu dem Wildtyp-Ppe2-Codon. Obwohl die Reversion dieser Position die
Thermostabilitéat bei 62°C erhoht, fuhrt die Reversion an dieser Position zu einer verringerten Lichtemission.

[0211] 3 Oligonucleotid-gerichtete Mutageneseexperimente mit Klon luc78-0B10 als Matrize wurden durch-
geflhrt. Die Oligonucleotide fiir diese Experimente wurden auf die folgende Weise geteilt:
a. 6215, 6234, 6236, 6248 (ergaben eine erhéhte Thermostabilitat)
b.6215,6217,6218, 6219, 6220, 6221, 6222, 6231, 6233, 6234, 6236, 6238, 6247, 6248, 6249, 6251, 6253
(ergaben keine Anderung oder eine verringerte Thermostabilitat).
c. Alle 23 Oligonucleotide.

[0212] Die Selektionen aus den vorstehenden 3 Experimenten wurden mit dem Roboterscreeningverfahren
(Experiment 84, Tabelle 1) unter Verwendung von luc78-0B10 als Kontrolle gescreent. Die Selektionen von Ex-
periment 84 wurden unter Einsatz des Rekombinationsmutageneseverfahrens wieder vereint und dann mit
dem Roboterscreeningverfahren (Experiment 85) gescreent.

[0213] Einzelstrangige DNA wurde aus 3 Klonen, luc85-3E12, luc85-4F12, luc85-5A4, prapariert. Die Nucle-
otidsequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz von luc85-4F 12 sind in den Fig. 40 beziehungsweise 41
gezeigt. Diese Klone wurden als Matrizen fiir die Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese zur Verbesserung der
Codonnutzung eingesetzt. Positionen wurden anhand der Codonnutzungstabelle, veréffentlicht in Nucleic
Acids Research, Vol. 18 (supplement) 1990, Seite 2402, selektiert. Die nachstehende Tabelle listet Oligonuc-
leotide auf, die eingesetzt wurden, um die Codonnutzung in E. coli zu verbessern.
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Tabelle 5
Beschreibung Oligosynthese # SEQ ID NO:
L7 (tta-ctg) Entfernen der Apa°°I- 6258 72
Stelle
L29(tta-ctqg) 6259 73
T42 (aca-acc) 6260 74
L51, L56(tta-ctg), L58(ttg-ctg) 6261 75
L71 (ttg-ctqg) 6262 76
L85 (ttg-ctqg) 6263 77
L95(ttg-ctg), L97(ctt-ctg) 6273 78
L113, L117(tta-ctgqg) 6274 79
L151, L153(tta-ctg) 6275 80
L163 (ctc-ctq) 6276 81
R187 (cga-cgt) 6277 82
L237 (ttg-ctq) 6279 83
R260 (cga—-cgc) 6280 84
L285, L290(tta-ctg), L286(ctt- 6281 85
ctg)
L308 (tta-ctq) 6282 86
L318 (tta-ctqg) 6283 87
L341 (tta-ctg), T342 (aca-acc) 6284 88
L380 (ttg-ctqg) 6285 89
L439 (tta-ctqg) 6286 90
L456 (ctc-ctg), L457(tta-ctqg) 6293 91
T506 (aca-acc), L510(cta-ctqg) 6305 92
R530 (aga-cgt) 6306 93

[0214] In dem ersten Experiment wurden die 3 vorstehend aufgelisteten Matrizen aus Experiment 85 vereint
und als Matrizen fiir die Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese eingesetzt. Alle diese Oligonucleotide wurden
in einem Experiment vereint, und Klone, die sich aus der Oligonucleotid-gerichteten Mutagenese ergaben,
wurden unter Einsatz des Roboterscreeningverfahrens wie in Experiment 88 gescreent. Aus diesem Experi-
ment ergab sich ein geringer Prozentsatz an lumineszierenden Kolonien, sodass ein weiteres Oligonucleo-
tid-gerichtetes Mutageneseexperiment durchgefiuhrt wurde, bei dem die Oligonucleotide in den folgenden
Gruppen vereint wurden:

a. 6258, 6273, 6280, 6286

b. 6259, 6274, 6281, 6293

c. 6260, 6275, 6282, 6294

d. 6261, 6276. 6283, 6305

e. 6262, 6277, 6284, 9306

f. 6263, 6279, 6285

[0215] Es wurde entdeckt, dass Proben aus Gruppe b eine geringere Anzahl an lumineszierenden Kolonien
aufwiesen, und es wurde die Hypothese aufgestellt, dass eines der Oligonucleotide in Gruppe b Probleme ver-
ursacht. Selektionen wurden mit allen Experimenten, mit Ausnahme von Experiment b, durchgefiihrt. Proben
wurden dann durch das Roboterscreeningverfahren (Experiment 89) behandelt. Selektionen aus den Experi-
menten 88 und 89 wurden mit dem Rekombinationsmutageneseprotokoll vermischt und dann mit dem Robo-
terscreeningverfahren (Experiment 90) gescreent.

Materialien und Methoden
A. Mutageneseprotokoll
[0216] Die hier offenbarten mutierten Luciferasen wurden durch Zufallsmutagenese und anschlielendes in

vivo Screening der mutierten Gene auf mehrere Eigenschaften, einschliellich Lichtaussto3 und Thermostabi-
litat des kodierten Luciferasegenprodukts, gescreent. Die Mutagenese wurde im Allgemeinen durch das fol-
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gende dreistufige Verfahren durchgefihrt:
1. Erzeugung einer genetischen Vielfalt durch Zufallsmutagenese: Es wurde eine fehlerbehaftete PCR als
Ausgangssequenz eingesetzt, um Punktmutationen in die Nucleotidsequenz einzufihren. Weil fehlerbehaf-
tete PCR fast ausschlieflich zu einzelnen Punktmutationen in einer DNA-Sequenz flhrt, ist ein theoreti-
sches Maximum von 7 Aminosaureanderungen pro Nucleotidmutation méglich. In der Praxis sind jedoch
etwa 6,1 Aminosaureanderungen pro Nucleotid erreichbar. Fir die 550 Aminosauren in Luciferase sind
etwa 3300 Mutanten durch Punktmutationen mdglich.
2. Konsolidierung der einzelnen Punktmutationen durch Rekombinationsmutagenese: Die genetische Viel-
falt, die durch die anfangliche Mutagenese erzeugt wurde, wird durch sPCR in eine kleinere Anzahl Klone
Uberfuhrt. Dieses Verfahren reduziert nicht nur die Anzahl der mutierten Klone, es wird auch, weil die Mu-
tageneserate hoch ist, die Wahrscheinlichkeit der Verknipfung an negative Mutationen signifikant. Rekom-
binationsmutagenese entkoppelt positive Mutationen von negativen Mutationen. Die Mutationen werden
durch Rekombinationsmutagenese in neue Gene "wieder verknupft", wobei neue Permutationen erhalten
werden. Dann werden nach dem erneuten Screenen der Rekombinationsmutanten die genetischen Permu-
tationen, welche die "negativen Mutationen" haben, dadurch eliminiert, dass sie nicht selektiert werden. Re-
kombinationsmutagenese dient auch als sekundares Screening der anfanglichen Mutanten, die durch feh-
lerbehaftete PCR prapariert werden.
3. Erweiterung der genetischen Vielfalt durch Zufallsmutagenese von selektierten Codons: Weil Zufalls-
punktmutagenese nur zu einer begrenzten Anzahl von Aminosauresubstitutionen fiihren kann, wird eine
vollstdndige Randomisierung der selektierten Codons durch Oligonucleotidmutagenese erzielt. Die zu mu-
tierenden Codons werden aus den Ergebnissen der vorherigen Mutageneseverfahren anhand der Annah-
me selektiert, dass fiir jede nutzliche Substitution andere alternative Aminosauresubstitutionen an dersel-
ben Position noch nitzlicher sein kdnnten. Die zu mutierenden Positionen werden durch DNA-Sequenzie-
rung von selektierten Klonen identifiziert.

B. Anfangliche Mutageneseexperimente

[0217] Sowohl der N-Terminus als auch der C-Terminus der Ausgangssequenz wurden durch Oligonucleo-
tid-gerichtete Mutagenese modifiziert, um die Expression zu optimieren und die Peroxisomen-Zielsequenz zu
entfernen. An dem N-Terminus wurden 9 Basen stromabwarts des Initiationscodons randomisiert. An dem
C-Terminus wurden 9 Basen stromaufwarts des Terminationscodons randomisiert. Mutanten wurden durch in
vivo Screenen analysiert, was zu keiner signifikanten Anderung der Expression fiihrte.

[0218] 6 Klone aus diesem Screenen wurden zusammengefasst und eingesetzt, um die Codons fiir 7 Cystei-
ne zu mutieren. Diese Codons wurden durch Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese randomisiert, und die Mu-
tanten wurden mit dem Roboterscreeningverfahren gescreent. Aus diesem Screening wurden 15 Klone fir die
gerichtete Evolution selektiert.

C. Erzeugung und Testen von Klonen

[0219] Es werden einige sehr leistungsfahige und bekannte Protokolle zur Erzeugung und zur Untersuchung
der erfindungsgemafRen Klone eingesetzt. Wenn nichts anderes angegeben ist, beziehen sich diese Laborver-
fahren auf solche, die dem Fachmann bekannt sind. Dies betrifft insbesondere die dem Fachmann gelaufige
polymerase Kettenreaktion (PCR) von Mullis und verschiedene Modifikationen des Standard-PCR-Protokolls
(fehlerbehaftete PCR, sPCR und dergleichen), die DNA-Sequenzierung durch ein beliebiges Verfahren (San-
ger or Maxxam & Gilbert's methodology), die Aminosauresequenzierung durch ein beliebiges Verfahren (bei-
spielsweise Edman-Abbau) und elektrophoretische Auftrennung von Polynucleotiden und Polypeptiden/Prote-
inen.

D. Vektorkonstruktion
[0220] Ein bevorzugter Vektor (PRAM) (vergleiche Fig. 20), der fiir das Mutageneseverfahren eingesetzt wird,
enthalt mehrere einzigartige Eigenschaften, die eine effiziente Mutagenesestrategie ermoglichen:
Der Vektor pRAM enthalt den Ursprung f1 eines filamentésen Phagen, der fiir die Produktion von einzelstran-
giger DNA erforderlich ist.

[0221] 2 Sfi-I-Stellen flankieren das Gen. Diese Stellen sind so ausgestaltet, dass das zu subklonierende Gen
ausschlieRlich in der richtigen Orientierung eingefuhrt wird.

[0222] Der Vektor enthalt einen tac-Promotor.
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[0223] Die fur die Oligonucleotidmutagenese einzusetzenden Matrizen enthalten eine 4-Basenpaardeletion
in dem bla-Gen, welches den Vektor empfindlich gegen Ampicillin macht. Das Oligonucleotidmutagenesever-
fahren verwendet ein mutiertes Oligonucleotid sowie ein Ampicillin-Reparaturoligonucleotid, welches die Funk-
tion des bla-Gens wiederherstellt. Somit wird die Selektion eines hohen Prozentsatzes an Mutanten ermdég-
licht. (Wenn keine Selektion durchgefuhrt wird, ist es schwierig, einen hohen Prozentsatz an Mutanten zu er-
halten.)

E. Verwendungen der Luciferasen

[0224] Die erfindungsgemafien mutierten Luciferasen sind fiir den Einsatz in einer beliebigen Verwendung
geeignet, fur die die bekannten Luciferasen bislang eingesetzt worden sind, einschlief3lich folgende:
ATP-Assays: Die hdhere Enzymstabilitat bedeutet, dass fur den Nachweis von ATP eingesetzte Reagenzien
eine langere Lebensdauer und Einsatzdauer bei héheren Temperaturen (beispielsweise bei Raumtemperatur)
haben. Deshalb ist ein Verfahren zum Nachweisen von ATP unter Einsatz von Luciferasen mit erhéhter Ther-
mostabilitat neu und nitzlich.

[0225] Lumineszenzmarkierungen fur Nucleinsauren, Proteine oder andere Molekile: Analog zu den Vortei-
len der erfindungsgemalen Luciferasen in ATP-Assays ist eine langere Halbwertszeit und eine langere Ein-
satzdauer flr die Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit von Lumineszenzmarkierungen vorteilhaft. Dies be-
trifft insbesondere die Markierung von Nucleinsauren in Hybridisierungsverfahren, wobei die Hybridisierungs-
temperaturen relativ hoch sein kdnnen (beispielsweise tiber 40°C). Deshalb ist ein Verfahren zum Markieren
von Nucleinsauren, Proteinen oder anderen Molekilen unter Einsatz der erfindungsgemalen Luciferasen neu
und nutzlich.

[0226] Genetischer Reporter: In einer weit verbreiteten Anwendung von Luciferase als genetischer Reporter,
bei der der Nachweis des Reporters eingesetzt wird, um auf die Anwesenheit eines weiteren Gens oder das
Ablaufen eines interessierenden Verfahrens zu testen, stellt die erhdhte Thermostabilitat der Luciferasen eine
geringere Temperaturabhangigkeit ihrer Expression in lebenden Zellen und in zellfreien Translations- und
Transkriptions/Translationssystemen bereit. Deshalb ist ein Verfahren unter Einsatz der erfindungsgemafen
Luciferasen als genetische Reporter neu und nitzlich.

[0227] Enzymimmobilisierung: Enzyme in unmittelbarer Nachbarschaft zu physikalischen Oberflachen kon-
nen durch ihre Wechselwirkung mit diesen Oberflachen denaturiert werden. Die Immobilisierung von Lucifera-
sen in hoher Dichte auf einer Oberflache, um eine stark lokalisierte Lumineszenz bereitzustellen, wird durch
die Verwendung thermostabiler Luciferasen verbessert. Deshalb ist ein Verfahren zur Immobilisierung von Lu-
ciferasen auf einer festen Oberflache unter Verwendung der erfindungsgemafien Luciferasen neu und nutzlich.

[0228] Hybridproteine: Hybridproteine, die durch genetische Fusionsgene, welche Luciferasen kodieren, oder
andere Gene hergestellt werden, oder die durch chemische Kopplungsverfahren hergestellt werden, profitieren
von einer langeren Halbwertszeit und Einsatzdauer der Luciferasen. Deshalb ist ein Verfahren zur Herstellung
von Hybridproteinen durch genetische Verfahren oder chemische Kopplung unter Einsatz der erfindungsge-
maRen Luciferasen neu und nutzlich.

[0229] Hochtemperaturreaktionen: Die Lichtintensitat einer Luciferasereaktion erhéht sich mit der Tempera-
tur, bis die Luciferase zu denaturieren beginnt. Weil die Verwendung thermostabiler Luciferasen eine hdhere
Reaktionstemperatur erlaubt, sind die erfindungsgemafen Luciferasen zur Durchfiihrung von Hochtempera-
turreaktionen neu und nutzlich.

[0230] Lumineszenzlésungen: Lumineszenz wird weit verbreitet eingesetzt, einschliel3lich zu Lehrzwecken,
Demonstrationszwecken und Unterhaltungszwecken. Diese Anwendungen profitieren von Enzymen mit héhe-
rer Halbwertszeit und Einsatzdauer. Deshalb ist ein Verfahren zur Herstellung von Lumineszenzlésungen unter
Verwendung der erfindungsgemafien Luciferasen neu und nutzlich.

F. Feuerfliegenluciferase

[0231] Das Feuerfliegenluciferasegen, das fir die gerichtete Evolution ausgewahlt wurde, war LucPpe2, das
aus Photuris pennsylvanica isoliert wurde. Die Luciferase wurde aus Feuerfliegen kloniert, die von Wood et al.
in Maryland gesammelt wurden und spater unabhangig davon von Dr. Leach aus Feuerfliegen kloniert wurde,
die in Oklahoma gesammelt wurden (Ye et al., 1997). Eine Mutante dieser Luciferase (T249M) wurde von
Wood et al. hergestellt und in der vorliegenden Erfindung eingesetzt, weil sie etwa 5-mal mehr Licht produziert,
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wenn sie in E. coli exprimiert wird.

[0232] Uberblick Gber das Evolutionsverfahren: Die gerichtete Evolution wurde mit einem rekursiven Verfah-
ren durchgefiihrt, wobei jede Stufe aus vielen Zyklen bestand, bei denen 1) Mutationsbibliotheken der Feuer-
fliegenluciferase erzeugt wurden und danach 2) die Bibliotheken gescreent wurden, um neue mutierte Klone
mit mehreren gewlnschten enzymologischen Eigenschaften zu identifizieren.

[0233] Zu Beginn des Verfahrens wurden 3 Mutationsbibliotheken unter Verwendung der fehlerbehafteten
PCR erzeugt (Fromant et al., 1995). Jede Bibliothek wurde zunachst durch visuelle Beurteilung der Lumines-
zenz in Kolonien von E. coli (Wood and De Luca, 1987) und dann durch quantitative Messungen der enzymo-
logischen Eigenschaften in E.-coli-Zelllysaten gescreent. Etwa 10 000 Kolonien wurden bei dem visuellen
Screenen untersucht, von denen 704 fir die quantitative Analyse ausgewahlt wurden. Aus jedem quantitativen
Screening wurden 18 Klone selektiert. Die 3 Satze von jeweils 18 Klonen wurden vereint, und es wurde eine
neue Mutationsbibliothek unter Einsatz von DNA-shuffling erzeugt, um intragenetische Rekombinationen zu
erzeugen (sPCR; Stemmer, 1994). Die Ergebnisse wurden gescreent, wobei ein weiterer Satz von 18 Klonen
erhalten wurde. Das Gesamtverfahren wurde durch Kombinieren dieses Satzes von 18 Klonen mit 18 Klonen
aus der vorherigen Evolutionsrunde, wobei eine weitere Mutationsbibliothek durch DNA-shuffling erzeugt wur-
de, und durch das wie zuvor durchgefiihrte Screenen vervollstandigt.

[0234] Screeningverfahren: Bei dem qualitativen visuellen Screenen wurden Kolonien nur aufgrund ihrer Fa-
higkeit selektiert, relativ starke Lumineszenz aufrechtzuerhalten. Die thermische Stabilitat der Luciferase inner-
halb der Kolonien von E. coli wurde in den nachfolgenden Evolutionsrunden durch Erhéhen der Temperatur
des Screenens zunehmend herausgefordert. Die selektierten Kolonien wurden in Lécher einer 96-Lochplatte
geimpft, die jeweils 200 pl Wachstumsmedium enthielten.

[0235] Bei dem quantitativen Screening wurden Lysate der E.-coli-Kulturen auf 1) Lumineszenzaktivitat, 2)
Enzymstabilitat, 3) nachhaltiger enzymatischer Umsatz und 4) Substratbindung gemessen.

[0236] "Lumineszenzaktivitat" wurde als das Verhaltnis der Lumineszenzintensitat zu der optischen Dichte
der Zellkultur gemessen.

[0237] "Enzymstabilitdt" wurde durch die Geschwindigkeit des Aktivitatsverlusts in Zelllysaten wahrend 10
Stunden bestimmt. In den nachfolgenden Evolutionsrunden wurde die Inkubationstemperatur der Lysate er-
héht.

[0238] "Nachhaltiger enzymatischer Umsatz" wurde durch die Geschwindigkeit des Lumineszenzverlusts ei-
ner enzymatischen Signalreaktion wahrend 10 Stunden bei Raumtemperatur bestimmt.

[0239] "Substratbindung" wurde Gber die relative Aktivitat des Lysats bestimmt, wenn es mit verdiinnten Sub-
stratgemischen getestet wurde. Unter diesen 4 Parametern hatte die Thermostabilitat die hochste Prioritat bei
der Selektion.

[0240] Automatisierung mit einem Roboter: Die Automatisierung mit einem Roboter wurde beim quantitativen
Screenen eingesetzt, um die hohe Anzahl an erforderlichen quantitativen Tests der kultivierten Zellen genau
durchzuflihren. Zunachst wurden Gber Nacht Kulturen in ein frisches Medium verdinnt und 3 Stunden geziich-
tet, um Kulturen in der logarithmischen Wachstumsphase zu erzeugen. Die optischen Dichten jeder Kultur wur-
den dann gemessen, und es wurden Aliquots der Kulturen durch Einfrieren/Auftauen und durch Einsatz von
Lysozym lysiert. Die erhaltenen Lysate wurden vor der Analyse weiter verdinnt und bei erhdhten Temperatur
inkubiert. Die Lumineszenz wurde in den Aliquoten der verdinnten Lysate, die zu verschiedenen Zeitpunkten
genommen wurden, gemessen, wobei die Messungen unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt wur-
den, die durch das analytische Verfahren (vergleiche Beispiel 2) vorgeschrieben wurden. Die Computeranaly-
se dieser Daten ergab die quantitativen Selektionskriterien, die hier beschrieben sind.

[0241] Zusammenfassung des Evolutionsverlaufs: Nach der Mutagenese der N- und C-Termini und Rando-
misierung der Cysteincodons wurde ein Pool von 15 Klonen 2 Runden der gerichteten Evolution, wie vorste-
hend beschrieben, unterworfen. 5 der 18 Klone, die durch dieses Verfahren erhalten wurden, wurden zur Iden-
tifizierung der Mutationen sequenziert. Einer dieser Klone, der Luc49-7C6 genannt wurde, wurde zur Durch-
fuhrung einer eingehenderen Analyse und fur die weitere Mutagenese ausgewahit. Dieser Klon enthielt 14
neue Aminosauresubstitutionen im Vergleich zur Luciferase Luc[T249M].
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[0242] Um das Potenzial fiir weitere Aminosaureaustausche an den Stellen dieser Substitutionen zu untersu-
chen, wurde eine Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese zur Randomisierung dieser Codons eingesetzt. Die
erhaltenen Klone wurden wie vorstehend beschrieben gescreent, und 18 selektierte Klone wurden eingesetzt,
um 2 neue Runden der gerichteten Evolution einzuleiten. Unter den 18 Klonen, die sich aus diesem zweiten
Satz an Runden ergab, wurde der Klon Luc78-0B10 zur Durchflihrung zusatzlicher Untersuchungen und einer
zusatzlichen Mutagenese ausgewahlt. Dieser Klon kodiert fir eine Luciferase, die im Vergleich zu Luc[T249M]
23 neue Aminosauresubstitutionen enthielt.

[0243] Unter Einsatz einer Oligonucleotid-gerichteten Mutagenese mit Luc78-0B10 als Matrize wurden Co-
dons fir die Substitution von Konsensus-Aminosauren, die vorher unter den Kéferluciferasen bekannt waren,
selektiert. Die Selektionen aus diesem Mutageneseexperiment wurden vermischt, und 3 Klone, die am stabils-
ten waren, wurden dann als Matrizen fir die Oligonucleotidmutagenese zur Verbesserung der Codonnutzung
in E. coli eingesetzt. Der Klon Luc90-1B5, der aus diesem Experiment selektiert wurde, enthielt 34 Aminosau-
resubstitutionen bezugen auf Luc[T249M] (vergleiche Fig. 42 und Fig. 43 fiir die Nucleotidsequenz und die ab-
geleitete Aminosauresequenz von luc90-1B5, und Fig. 44 und Fig. 45 fiir die Nucleotidsequenz und die abge-
leitete Aminosauresequenz von Luc[T249M]). Unter den 25 Codons, die fiir die Anderung zu Konsensus-Ami-
nosauren selektiert wurden, wurden 11 in den Klon Luc90-1B5 ausgetauscht. Nur 5 der 30 Positionen, die se-
lektiert wurden, um die Codonnutzung zu verbessern, wurden substituiert und hatten eine geringe Auswirkung
auf die Enzymexpression.

[0244] Proteinreinigung: 4 Mutanten, die hier beschrieben sind (Luc[T249M], Luc49-7C6, Luc78-0B10 und
Luc90-1B5) wurden unter Einsatz eines beschriebenen Verfahrens gereinigt (Hastings et al., 1996).

[0245] Enzymologische Charakterisierung: Gereinigte Proteine wurden in 25 mmol/l HEPES pH 7,8, 150
mmol/l NaCl, 0,1 mmol/l EDTA, 1 mg/ml BSA verdlnnt. Die Enzymstabilitdt wurde aus den verdunnten Prote-
inen, die bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert wurden, bestimmt, und Aliquots wurden zu unterschied-
lichen Zeitpunkten entfernt. Eine lineare Regression des naturlichen Logarithmus der Lumineszenz und der
Zeit wurde berechnet. Die Halbwertszeit wurde als In(0,5)/Steigung der Regression berechnet.

G. PCR-Mutageneseprotokoll (zufallige Mutagenese) PCR-Mutagenesereaktionen

1. Herstellung von Plasmid-DNA aus einem Vektor, der das Gen von Interesse enthalt, und Bestimmung
der DNA-Konzentration aus einem Gel.
2. Bereiten von zwei 50 pl-Reaktionen pro Gruppe.

[0246] Es gibt 3 Gruppen von Mutagenesebedingungen unter Verwendung unterschiedlicher Nucleotidkon-
zentrationen.

[0247] Die hier aufgelisteten Bedingungen ergeben 8-10% Wildtyp-Luc-Kolonien nach dem Subklonieren je-
des erzeugten Ausgangsklons. Die Mutageneserate wird anhand der Anzahl der lumineszierenden Kolonien,
die nach der Mutagenese vorhanden sind, abgeschatzt. Auf der Grundlage der Ergebnisse fir die Kolonien,
die in dem Bereich von 8-10% mutierten, wurde bestimmt, dass dieses Ausmal} an Mutagenese im Mittel etwa
2-3 Aminosaureaustausche pro Gen verursacht. Wenn die Mutageneserate so ausgewahlt wird, dass im Mittel
ein Aminosaureaustausch pro Gen stattfindet, werden im Mittel 50% der Klone keine Mutationen aufweisen.
(Bowie et al., 1990).

[0248] Herstellung eines Mastermixes: Alle Komponenten (vergleiche Tabelle 6), aul3er Polymerase, wurden

zugegeben, geschuttelt, kurz geschleudert, Polymerase wurde dann zugegeben, und es wurde vorsichtig ge-
mischt.
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Tabelle 6
Komponente A zu T/T zu A A zu C/T zu G G zu A/C zu T
dATP 0,3 mM 0,1 mM 0,25 mM
dCTP 2,75 mM 4 mM 1 mM
dGTP 0,06 mM 0,02 mM 0,05 mM
dTTP 0,625 mM 0,3 mM 0,6 mM
“"pRAMtailUP 0,4 pmol/pl 0,4 pmol/pl 0,4 pmol/pl
“"pRAMtailDN 0,4 pmol/pl 0,4 pmol/pl 0,4 pmol/pl
*Tag-Polymerase|1l U/ul 1 U/pl 1 U/pl
°MgCl, 6,77 mM 5,12 mM 2,7 mM
°MnCl, 0,5 mM 0,5 mM 0,3 mM
DNA 50 ng insgesamt|50 ng insgesamt |50 ng insgesamt
10X-PCR-Puffer |1X 1X 1X
Autoklaviertes |auf 50 pl auf 50 ul auf 50 nl
nanoreines Was-
ser

*Tag-Polymerase wurde von Perkin Elmer gekauft (N808-0101).

°MnCl, und MgCl, wurden frisch aus einer 1 M Stammldsung hergestellt. Die Stammlésungen wurden filters-
terilisiert und mit sterilem Wasser gemischt, wobei Stammlésungen von 10 mM und 25 mM hergestellt wurden,
die dann in Polystyrol-Nalgene-Behaltern bei 4°C gelagert wurden.

“pRAMtailUP: 5'-gtactgagacgacgccagcccaagcttaggectgagtg-3' (SEQ ID NO: 38);

“pRAMtailDN: 5'-ggcatgagcgtgaactgactgaactagcggecgecgag-3' (SEQ ID NO: 39)

10X-PCR-Polymerasepuffer:

— 100 mM Tris-HCL, pH 8,4, aus einer 1 M Stamml&sung
- 500 mM KCI
— die Primer werden aus einer 1 nmol/pl-Stammldsung in eine 20 pmol/ul Arbeitsstammlésung verdunnt.

[0249] Zyklus in einem Thermozykler: 94°C wahrend 1 Minute (94°C wahrend 1 Minute, 72°C wahrend 10
Minuten) 10X
3. Reinigung der Reaktionsprodukte mit einem Wizard PCR purification kit (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin, part #A718c):
— Uberfilhrung der PCR-Reaktion in ein neues Réhrchen, welches Promega 100 pl Direct Purification buffer
enthalt (Promega part #A724a)
— Zugeben von 1 ml Wizard PCR Purification Resin (Promega part #A718c) und Inkubieren bei Raumtem-
peratur wahrend 1 Minute.
— Leiten des Harzes durch eine Wizard-Minisaule
— Waschen mit 80% Ethanol
— Zentrifugieren in einer Mikrozentrifuge, um Uberschissiges Ethanol zu entfernen
— Elution in 50 ml steriles nanoreines Wasser (wobei zugelassen wird, dass das Wasser mindestens 1 Mi-
nute auf der Saule verbleibt)
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Amplifikation' der Mutagenesereaktion

1. Bereitstellen von fiinf 50 pl-Reaktionen (vergleiche Tabelle 7 pro Gruppe.

Tabelle 7

Komponenten Konzentration Menge in 50 pl Endkonzentra-
tion

dATP 10 mM 1 ul 0,2 mM
dCTP 10 mM 1 pl 0,2 mM
dGTP 10 mM 1 pl 0,2 mM
dTTP 10 mM 1 pl 0,2 mM
"PRAM18UP 20 pmol/pl 1 ul 0,4 pmol/pl
"pRAM1 9DN 20 pmol/pl 1 upl 0,4 pmol/pl
Pfu-Polymerase |2 U/ul 1 pl 0,04 p/pl
°10X-Puffer 10X 5 ul 1X
DNA 10 pl
Wasser 24,6 nl

— Zugabe aller Komponenten, au3er Polymerase, zu dem Ausgangsgemisch, Schitteln, kurzes Zentrifugieren,
Zugabe von Polymerase, vorsichtiges Mischen.

° 10X-Reaktionspuffer fir die native Pfu-Polymerase enthalt 20 mM MgCl,, sodass MgCl, nicht zusétzlich zu-
gegeben werden muss.

“Primer:

pRAM18UP - 5'-gtactgagacgacgccag-3' (SEQ ID NO: 40)

pRAM19DN - 5'-ggcatgagcgtgaactgac-3' (SEQ ID NO: 41)

Zyklusbedingungen: 94°C wahrend 30 Sekunden (94°C wahrend 20 Sekunden, 65°C wahrend 1 Minute, 72°C
wahrend 3 Minuten) 25X (Perkin-Eimer Gene Amp® PCR System 2400)

2. Laden von 1 pl auf ein Gel, um die Amplifikationsprodukte zu untersuchen

[0250] ' Diese Amplifizierungsstufe mit Pfu-Polymerase wurde aus 2 Grinden eingefiihrt: (a) Um die
DNA-Ausbeuten fiir die Produktion einer groRen Anzahl an Transformanten zu erhéhen. (b) Um die Menge an
Matrizen-DNA zu verringern, die von der Mutagenese-PCR-Reaktion Gibertragen wird: (Die Primer fir die zwei-
te Amplifikationsreaktion befinden sich innerhalb der Mutageneseprimer. Die Mutageneseprimer wurden mit
nicht-spezifischen Enden von 11 beziehungsweise 12 Basen fur die stromaufwartigen und stromabwartigen
Primer konstruiert. Die Primer fiir die zweite Amplifikationsreaktion amplifizieren DNA, die vorher mit den Mu-
tageneseprimern amplifiziert worden sind, sie kénnen jedoch pRAM-Matrizen-DNA nicht amplifizieren).

3. Reinigung der Amplifikationsreaktionsprodukte mit Wizard PCR purification kit (Promega Corporation, part
#AT718c):

— Ubertragung der PCR-Reaktion in ein neues Réhrchen, das 100 pl Direct Purification buffer (Promega part
#AT724a) enthielt.

— Zugabe von 1 ml Wizard PCR Purification Resin (Promega part #A718c) und Inkubieren bei Raumtempe-
ratur wahrend 1 Minute.

— Leiten des Harzes durch eine Wizard-Minisaule

— Waschen mit 80% Ethanol

— Zentrifugieren in einer Mikrozentrifuge, um Uberschissiges Ethanol zu entfernen

— Elution mit 88 pl sterilem nanoreinem Wasser (wobei zugelassen wird, dass das Wasser wahrend min-
destens 1 Minute auf der Saule verbleibt).

Subklonieren der amplifizierten PCR-Mutageneseprodukte
1. Verdauen der DNA mit Sfi | wie folgt:
— 2 pl Sfi | (Promega part #R639a)

— 10 pl 10X-Puffer B (Promega part #R002a)
— 88 ul DNA aus der Wizard-PCR-Praparation (vergleiche den vorstehenden Schritt 3)
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— Mischen der Komponenten und Uberschichten mit 2 Tropfen Mineraldl; Inkubieren bei 50°C wahrend 1
Stunde.

2. Entfernen der Salze und der Sfi-I-Enden mit Wizard PCR purification wie vorstehend beschrieben, und
Elution in 50 ml steriles nanoreines Wasser.

3. Ligation in ein pRAM (+/r)-Rulckgrat (Bereitstellen von 4 Ligationen pro Gruppe):

— 0,025 pmol pRAM-Rickgrat

— 0,05 pmol Insert (Ublicherweise im Bereich von 6 bis 12 pl Insert)

— 1 pl T4-DNA-Ligase (Promega part M180a)

— 2 pl 10X-Ligasepuffer (Promega part C126b, Aufteilen in 25 pl Aliquots, wobei das Einfrieren/Auftauen
nicht mehr als zweimal durchgefihrt werden darf)

— Zugabe von Wasser auf 20 pl

— Ligation wahrend 2 Stunden bei Raumtemperatur

— Hitzereaktionen wahrend 15 Minuten bei 70°C, um die Ligase zu inaktivieren.

Transformation und Plattieren

1. Butanolausfallungsproben, um berschissiges Salz zu entfernen (n-Butanol von Sigma, St. Louis, Mis-
souri, part #BT-105):

(wenn Ethanolausfallung anstelle von Butanol verwendet wird, ist ein Waschschritt mit 70% Ethanol erfor-
derlich. Uberschiissiges Salz verursacht Probleme wahrend der Elektroporation, sodass die Reaktion fehl-
schlagt).

— Zugabe von Wasser auf 50 pl

— Zugabe von 500 pl n-Butanol

—Mischen bis der Butanol/Ligationsmix klar ist, und anschlieRendes Zentrifugieren wahrend 20 Minuten bei
Raumtemperatur

— Entfernen von Butanol in einen Abfallbehalter unter einem Dunstabzug

— Resuspendieren in 12 pyl Wasser, 30 Sekunden Zentrifugation bei voller Geschwindigkeit.

2. Praparation eines Zell/DNA-Gemisches (Bereitstellen von 4 Transformationen plus eine mit der Refe-
renzklon-DNA):

—wahrend DNA ausgefallt wird, werden Elektroporationskivetten auf Eis gegeben

— Fdllen von 15 ml Falcon-Réhrchen mit Schnappdeckel mit 3 ml S.0.C.-Medium und Stellen der Réhrchen
auf Eis

— Auftauen der JM109 elektrokompetenten Zellen auf Eis (50 pl) pro Ligationsreaktion)

— Pipettieren von 10 ul der Bodenschicht aus Stufe 1 (oder 0,5 pl Referenzklon-DNA) in kompetente Zellen
(kleine Mengen verschleppten Butanols haben keine schadliche Auswirkung auf die Transformationseffizi-
enz)

— Stellen des Zell/DNA-Gemisches auf Eis.

3. Elektroporation:

— die Réhrchen, Kivetten und das ZelllDNA-Gemisch werden auf Eis zur Elektroporationsvorrichtung ge-
tragen

— das Zell/DNA-Gemisch wird in eine Klvette pipettiert und kurz geschiittelt.

Instrumenteinstellungen:

Kivettenspalt: 0,2 cm

Spannung: 2,5 kV

Kapazitat: 25 pF

Widerstand: 200 Ohm

Zeitkonstante: 4,5 msec

— 1 ml SOC (enthalt KCI; Medienpraparation #KCLM) wird in die Klvette pipettiert, und das Gemisch wird
rasch in ein Réhrchen gegossen (die Transformationseffizienz wird verringert, wenn zugelassen wird, dass
sich die Zellen in der Klvette absetzen)

— das Réhrchen wird auf Eis gestellt, bis alle Proben verarbeitet werden

— es wird zugelassen, dass sich die Zellen bei 37°C wahrend 30 bis 60 Minuten erholen

— LB + amp-Platten werden mit Nitrocellulosefiltern bedeckt (die Anzahl der Kolonien ist etwa 20% hdéher,
wenn die Zellen sich 60 Minuten erholen, was moglicherweise auf die Zellreplikation zurlickzufiihren ist).
(Die beste Koloniedichte fiir das Screenen ist 500 pro Platte. Flir die vorliegende Charge an Zellen soll etwa
500 bis 750 pl plattiert werden).
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H. Rekombinationsmutageneseprotokoll oder DNA-shuffling
Verdauung von Plasmid-DNA mit DNase |

1. Es wird ein 2% Gel mit niedrigem Schmelzpunkt hergestellt

—es wird 0,8 g Agarose in 40 ml verwendet (NuSieve #50082)

— es wird ein Kamm fiir groRe Praparationen verwendet

— es wird sichergestellt, dass das Gel vor der Verdauung verfestigt ist.

2. Es werden 4 pg vereinigte Plasmid-DNA fur die Verdauung prapariert.

3. Es wird eine 1 U/ul-DNase-Verdinnung auf Eis gemaR der nachstehenden Tabelle prapariert:

Tabelle 8
DNase IV 0,74 pl
10X-DNase—-I-Puffer 10 pl
1% Gelatine* 10 pl
Wasser auf 100 ul

“DNase | von Sigma (D5791)

*Gelatine wurde zugegeben, um zu verhindern, dass DNase | an die Wande der Réhrchen haftet.
Diese Verdinnung kann mindestens 30 Minuten ohne Aktivitatsverlust auf Eis gehalten werden.
4. Verdauung (bei Raumtemperatur):

es werden 2 Verdauungen mit 1,0 U und 1,5 U DNase | pro 100 pl Reaktion prapariert:

— 10 pl 10X-DNase-I-Puffer (500 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 7,8)

— x yl DNA (2 ug vereinigte Plasmid-DNA aus Stufe 2)

—1 oder 1,5 pl 1 U/ul Enzymverdiinnung

— steriles nanoreines Wasser auf 100 pl

— Inkubation bei Raumtemperatur wahrend 10 Minuten

— Abbrechen der Reaktion durch Zugabe von 1 yl 100 mM CDTA.

Reinigung aus dem Agarosegel
1. Auftrennen der mit DNase verdauten Fragmente auf einem Gel

— Zugabe von 10 pl 10X-Ladungspuffer zu jeder der DNase-I-Verdauungen
— Laden aller Proben auf ein 2% Agarosegel mit niedrigem Schmelzpunkt
— Durchfiihren des Gellaufs etwa 30 Minuten bei 120-150 V

— Laden von pGEM-DNA-Marker in die mittlere Bahn.

2. Isolieren der Fragmente

— Ausschneiden des Agaroseteils, der die Fragmente im GréRenbereich von 600-1000 bp enthalt, mit einer
Rasierklinge

— Schneiden des Teils in Teile mit einem Gewicht von etwa 0,3 g

— Schmelzen der Gelteile bei 70°C

— Zugeben von 300 pl Phenol (aquilibriert mit NaCl/Tris) zu der geschmolzenen Agarose, Vortexen bei etwa
1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit

— Zentrifugieren bei 4°C wahrend 10 Minuten

— Entfernen der oberen Schicht in ein Réhrchen, welches ein identisches Volumen von Phenol/Chloro-
form/Isoamyl (gesattigt mit 300 mM NaCl/100 mM Tris, pH 8,0) enthalt, Vortexen und Zentrifugieren wah-
rend 5 Minuten bei Raumtemperatur

— Entfernen der oberen Schicht in ein Réhrchen, das Chloroform enthalt, und Vortexen und Zentrifugieren.
— Entfernen der oberen Schicht in ein Réhrchen mit 2 Vol. 95% kaltem Ethanol; Stellen des Réhrchens in
einen —-70°C Gefrierschrank wahrend 10 Minuten (es ist wegen des Hochsalzphenols kein zusatzliches Salz
erforderlich)

— Zentrifugieren bei 4°C wahrend 15 Minuten

— Waschen mit 70% Ethanol, Entfernen des Ethanols und Lufttrocknen wahrend etwa 10 Minuten

— Resuspendieren in 25 bis 50 pl sterilem nanoreinem Wasser

— Lagern bei —=70°C bis zur Verwendung
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Verknupfungsreaktion

[0251] Es werden 4 Reaktionen (vergleiche Tabelle 9) bereitgestellt und dann vereint.

Tabelle 9
Komponente Konzentration Menge in ul Endkonzentration
dATP 10 mM 1 200 pM
dCTP 10 mM 1 200 uM
dGTP 10 mM 1 200 uM
dTTP 10 mM 1 200 uM
DNA* 1-10 ng 5
T1li 3 U/pl 0,4 0,24 U/nl
10X~ 10X 5 1X
Thermopuffer
MgC1l, 25 mM 4 2 mM
Gelatine 1% 5 0,1%
Wasser auf 50 pl

*Weil die fiir diese Reaktion eingesetzte DNA fragmentiert worden ist, ist es schwierig, eine Konzentration an-
zugeben. Am einfachsten ist es, 5 pl der mit DNase | verdauten DNA auf ein Agarosegel zu laden und den
Gellauf durchzufihren, bis der Farbstoff durchgewandert ist (1-2 Minuten). Fragmente aus einer typischen Ver-
dauung von 2 ug DNA, die in 100 pl Wasser resuspendiert worden sind, ergeben eine DNA-Konzentration von

etwa 1 bis 10 ng/pl.

Zyklusbedingungen: 94°C wahrend 30 Sekunden (94°C wahrend 20 Sekunden, 65°C wahrend 1 Minute, 72°C

wahrend 2 Minuten) 25X

[0252] Ublicherweise ergeben 5 Amplifikationsreaktionen (vergleiche Tabelle 10) geniigend DNA fiir einen

Amplifizierung der Verknupfung

vollstandigen 8-Platten-Roboterlauf.

Tabelle 10
Komponente Konzentration Menge in pl Endkonzentration
dATP 10 mM 1 200 uM
dCTP 10 mM 1 200 pM
dGTP 10 mM 1 200 uM
dTTP 10 mM 1 200 uM
pRAMtailUP* 20 pmol/ul 2 0,8 pmol/nl
PRAMtailDN¥* 20 pmol/ul 2 0,8 pmol/npl
Pfu native Po- |2 U/ul 1 0,04 U/pl
lymerase”
10X native Pfu-|1X 5 1X
Puffer”®
DNA 1-10 ng 5
Wasser Wasser auf

50 nl

* Anmerkung: Die Konzentration der Primer ist zweimal so hoch wie in einer typischen Amplifikationsreaktion.

° Der Pfu-10X-Puffer enthalt 20 mM MgCl,, sodass die Zugabe von MgCl, nicht erforderlich ist.
* Pfu-Polymerase wurde von Stratagene part #600135 gekauft.

Zyklusbedingungen: 94°C wahrend 30 Sekunden (94°C wahrend 20 Sekunden, 65°C wahrend 1 Minute, 72°C

wahrend 3 Minuten) 25X
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Subklonieren der Verknupfungsamplifikation

[0253] Reinigen der Amplifikationsprodukte mit Wizard PCR purification:
— Vereinigen der 5 Amplifikationsreaktionen
— Ubertragung in ein neues Réhrchen, das 100 pl Direct Purification buffer enthalt
— Zugabe von 1 ml Wizard PCR Purification Resin, Inkubieren bei Raumtemperatur wahrend 1 Minute
— Leiten des Harzes durch eine Wizard-Minisaule
—Waschen mit 80% Ethanol und Zentrifugieren in einer Mikrozentrifuge, um Uberschussiges Ethanol zu ent-
fernen
— Elution mit 88 pl sterilem nanoreinem Wasser (wobei zugelassen wird, dass das Wasser mindestens 1
Minute auf der Saule verbleibt)
2. Verdauen mit Sfi |
-2l Sfil
— 10 pl 10X-Puffer B
— 88 pl DNA von der Wizard-PCR-Praparation
— Mischen der Komponenten und Uberschichten mit 2 Tropfen Mineraldl; Inkubieren bei 50°C wahrend 1
Stunde.
3. Isolierung der Bande:
Manchmal wird nach der Amplifikation der Verknipfungsreaktion eine Bande erzeugt, die kleiner ist als das
Fragment in der Grof3e des Gens. Dieses kleine Fragment wurde etwa 10-mal haufiger subkloniert als das
Fragmentin der GréRRe des Gens, wenn keine Bandenisolierung der Probe durchgefiihrt wurde. Wenn diese
kontaminierende Bande vorhanden ist, ist es notwendig, nach der Sfi-I-Verdauung eine Bandenisolierung
durchzufihren.
— Laden der DNA auf ein 0,7% Agarosegel
— Bandenisolierung und Reinigung mit dem Gene Clean kit von Bio 101
— Elution von DNA mit 50 pl sterilem nanoreinem Wasser, Uberpriifen der Konzentration auf dem Gel (diese
Art der Reinigung mit Standardagarose fuhrte zur h6chsten Anzahl an Transformanten nach dem Subklo-
nieren. Ein anderes Verfahren, das versucht wurde, war folgendes: Niedrig schmelzende Agarose mit Phe-
nolchloroform, Gene clean mit niedrig schmelzender Agarose, Wizard PCR Harz mit Standardagarose,
Pierce Xtreme spin Saule mit niedrig schmelzender Agarose (funktionierte nicht mit Standardagarose)).
4. Ligation in pRAM [+/r]-Ruckgrat: (Vergleiche das vorstehende Ligations- und Transformationsprotokoll)

Praparation des pRAM-Riickgrats im Grolmafstab

1. Ausstreichen von pRAMMCS [+/r] auf einer LB-amp-Platte (Dieser Vektor enthalt ein synthetisches Insert
mit einer Sac-1l-Stelle anstelle eines Gens. Dieser Vektor enthalt die neue Ribosomen-Bindungsstelle, wird
jedoch ausgeschnitten, wenn der Vektor mit Sfi | verdaut wird).

2. Praparieren einer 10 ml-Ubernachtkultur in LB, supplementiert mit amp.

3. Am nachsten Tag wird 1 | LB, supplementiert mit amp, angeimpft und es wird 16-20 Stunden geziichtet.
4. Reinigen der DNA mit Wizard Maxi Prep kit (Promega #A7270) (Verwendung von 4 Praparationen fir 1
| Zellen).

5. Verdauen des Plasmids mit Sfi |. (Verwendung von 5 U pro Mikrogramm), Uberschichten mit Mineraldl
und Verdauung wahrend mindestens 2 Stunden.

6. Ethanolausfallung, um Salze zu entfernen. Resuspendieren in Wasser.

7. Verdauen mit Sac Il wahrend 2 Stunden. (Das Verdauungsreaktionsvolumen wird bei 2 ml oder weniger
gehalten). Es ist mdglich, dass ein Teil des Plasmids teilweise verdaut wird. Wenn der Vektor mit einem En-
zym geschnitten wird, das innerhalb der 2 Sfi-I-Stellen schneidet, wird verhindert, dass die teilweise verdau-
ten Fragmente in einer Ligationsreaktion verknipft werden.

8. Die gesamte Verdauungslésung wird auf eine Saule geladen (vergleiche 9). Das Volumen der Probenla-
dung sollte nicht mehr als 2 ml sein. Wenn dies jedoch der Fall ist, wird eine Ethanolausfallung erforderlich.
9. Die Saule enthalt Sephacryl S-1000 und wird mit 20% Ethanol gelagert, um Bakterienkontamination zu
verhindern. Vor dem Laden der Probe muss die Saule mit kaltem Laufpuffer wahrend mindestens 24 Stun-
den aquilibriert werden. Wenn sich die Saule langer als einige Monate abgesetzt hat, ist es erforderlich, die
Saule zu entleeren, das Harz mit 3-4 Waschdurchgangen mit kaltem Laufpuffer zu aquilibrieren und die
Saule neu zu gieRen. Nach dem GieRRen der Saule sollte sie Gber Nacht aquilibriert werden, sodass das
Harz vollstandig gepackt ist.

10. Es werden Fraktionen von etwa 0,5 ml gesammelt. Typischerweise eluiert die DNA zwischen den Frak-
tionen 25 und 50. Ein 5 pl-Aliquot aus einer Reihe von Fraktionen wird geladen, um zu bestimmen, welche
Fraktionen das Rickgratfragment enthalten. Das kleine Insertfragment beginnt zu eluieren, bevor das ge-
samte Ruckgrat eluiert, sodass es erforderlich ist, zurlickhaltend zu sein, wenn die Fraktionen vereint wer-
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den. Aus diesem Grund gehen typischerweise 40-60% der DNA in dieser Stufe verloren.

11. Vereinigen der Fraktionen, die das Rickgrat enthalten.

12. Ethanolausfallung der Proben. Resuspendieren in einem Volumen, sodass etwa 10-50 ng/pl erhalten
werden.

13. Lagern bei —70°C.

[0254] Saulenlaufpuffer: (Lagern bei 4°C)
5 mM EDTA

100 mM NaCl

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

10 pg/ml tRNA (R-8759, Sigma)

I. Oligonucleotidmutagenese

[0255] Es wird eine Ampicillin-empfindliche einzelstrangige DNA der zu mutierenden Matrize prapariert. Der
Mutageneseprimer wird so konstruiert, dass er alle méglichen Aminosaurecodons zufallig erzeugt.

Mutagenesereaktion:
Tabelle 11

Komponente Endkonzentration
Einzelstrangige Matrize 0,05 pmol
Mutageneseoligonucleotid 1,25 pmol
Ampicillin Repair Oligo 0,25 pmol
(Promega g63la)
10X-Annealing-Puffer* 1X
Wasser auf 20 ul

*10X-Annealing-Puffer:

— 200 mM Tris-HCI, pH 7,5
- 100 mM MgCl,

— 500 mM NaCl

[0256] Es wird eine Hitzereaktion bei 60°C wahrend 15 Minuten durchgefihrt, und unmittelbar danach wird
der Reaktionsansatz auf Eis gegeben.

Synthesereaktion:
Tabelle 12
Komponente Menge
Wasser 5 ul
10X-Synthesepuffer* 3 pl
T4-DNA-Polymerase (Promega md2la) 1 pl (10 Einheiten)
T4-DNA-Ligase (Promega 180a) 1 pl (3 Einheiten)

*10X-Synthesepuffer:

— 100 mM Tris-HCI, pH 7,5
-5 mM dNTPs

- 10 mM ATP

-20 mM DTT

[0257] Inkubieren bei 37°C wahrend 90 Minuten.

Transformieren in Mut-S-Stamm BMH 71-18 (Promegastamm Q6321)

— Der Synthesereaktionsansatz wird in ein 17 x 100 mm-Rd&hrchen gegeben.
— Es werden BMH 71-18 kompetente Zellen, die auf Eis aufgetaut worden waren, zu der Synthesereaktion
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gegeben.

— Es wird 30 Minuten auf Eis inkubiert.

— Die Zellen werden bei 42°C wahrend 90 Sekunden hitzeschockiert.

— Es werden 4 ml LB-Medium zugegeben, und die Zellen werden 1 Std. bei 37°C gezlchtet. Es wird Ampi-
cillin auf eine Endkonzentration von 1,25 ug/ml zugegeben, und dann wird tber Nacht bei 37°C geziichtet.

[0258] Die DNA wird mit Wizard Plus Purification system (Promega a7100) isoliert.

[0259] Die isolierte DNA wird in JM109 elektrokompetente Zellen transformiert, und die Zellen werden auf
LB-Ampicillinplatten Gbertragen.

J. Screeningverfahren

[0260] JM109-Klone (aus einer Transformationsreaktion) werden auf Nitrocellulosefilter, die auf LB-amp-Plat-
ten gegeben worden waren, in einer Screeningdichte von etwa 500 Kolonien pro Platte plattiert.

[0261] Wie in dem Verfahren zur zufélligen Mutagenese angegeben worden ist, sollten etwa 10% der zu se-
lektierenden Klone mindestens so stabil sein wie die Quelle. Anders ausgedrickt, sollen etwa 50 Kolonien pro
Platte fir die Selektion geeignet sein. Es sind 704 Locher fiir einen vollstandigen 8-Plattenroboterdurchlauf
verflugbar, sodass mindestens 15 LB-amp-Platten fir einen vollstandigen Roboterlauf erforderlich sind.

[0262] Nach der Zichtung uber Nacht bei 37°C werden Platten, welche die Transformanten enthalten, aus
dem Inkubator entnommen und Raumtemperatur ausgesetzt.

[0263] Der Nitrocellulosefilter wird auf einer Seite angehoben, und 500 yl 10 mM IPTG werden zu jeder der
Platten gegeben. Der Filter wird dann auf die Platte zuriickgegeben, um die Diffusion von IPTG in die Zellen,
die unterschiedliche mutierte Luciferasegene enthalten zu ermdglichen. Die Platten werden dann etwa 4 Stun-
den bei Raumtemperatur inkubiert.

[0264] Ein (1) ml einer L6sung, die 1 mM Luciferin und 100 mM Natriumcitrat enthalt, wird auf eine Heizvor-
richtung, die auf 50°C eingestellt ist, pipettiert. Ein Nitrocellulosefilter, der mutierte Luciferasekolonien enthalt
und der mit IPTG behandelt worden war, wird dann auf die Luciferinldsung gegeben. Nach mehreren Minuten
werden die hellsten Kolonien mit einem Zahnstocher aufgenommen, der dann eingesetzt wird, um Ldcher in
einer Mikrotiterplatte, die M9-Minimalmedium mit 1% Gelatine enthalten, anzuimpfen.

[0265] Nachdem eine ausreichende Zahl von Kolonien in die 8 Mikrotiterplatten gegeben worden sind, wer-
den die Platten in einen Inkubator bei 30°C gegeben und bei 350 Umdrehungen pro Minute tber Nacht ge-
ziichtet.

[0266] Am nachsten Morgen werden die Platten auf den Roboter geladen, und das Zellverdinnungsverfahren
wird durchgefiihrt. (Dieses Verfahren verdiinnt die Kulturen 1:10 im Induktionsmedium.) Die neuen Platten wer-
den 3 Stunden bei 350 UpM bei 30°C geziichtet.

[0267] Nach der Zichtung werden die Platten auf den Roboter gegeben, um den Haupttest durchzufiihren.
Minimalmedium:

6 g/Liter Na,HPO,

3 g/Liter KH,PO,

0,5 g/Liter NaCl

1 g/Liter NH,CI

2 mM MgSO,

0,1 mM

1 mM Thiamin-HCI

0,2% Glucose

12 g/ml Tetracyclin

100 pg/ml Ampicillin

*Das Ubernachtmedium enthalt 1% Gelatine
*Das Induktionsmedium enthalt 1 mM IPTG und keine Gelatine.
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S.0.C.-Medien:

— 10 mM NaCl
-2,5mM KCI

—20 mM MgCl,

— 20 mM Glucose
— 2% Bactotrypton
- 0,5% Hefeextrakt

Zusammenfassung des beispielhaften Evolutionsverlaufs

. Beginne mit LucPpe2[T249M]

. Mutiere 3 Aminosauren am N- und am C-Terminus
. Mutiere 7 Cysteine

. FGhre 2 Evolutionsdurchlaufe durch - Luc49-7C6
. Mutagenese der geanderten Codons (9)

. 2 Wiederholungen der Evolution - Luc78-0B10

. Mutagenese der Konsensus-Codons (28)

. Mutagenese der Codonnutzung (24) - Luc90-1B5

O~NO O WN -

Eine Wiederholung des rekursiven Verfahrens

1. 1 Klon - 3 Bibliotheken unter Einsatz der fehlerbehafteten PCR
+» 3 x Visuelles Screenen (jeweils etwa 10 000 Klone)

+ 3 x Quantitatives Screenen (jeweils 704 Klone)

2. 3 x 18 Klone - Bibliothek unter Einsatz von sPCR

» Visuelles Screenen (etwa 10 000 Klone)

» Quantitatives Screenen (704 Klone)

3. 18 + 18 - Bibliothek unter Einsatz von sPCR

» Visuelles Screenen (etwa 10 000 Klone)

» Quantitatives Screenen (704 Klone)

4. Ergebnis: 18 Klone

BEISPIEL 5
Mutagenesestrategie fir Klon Luc90-1B5 zu Luc133-1B2 und Luc146-1H2

[0268] Beim Lagern zerfallt Luciferin, und die Abbauprodukte inhibieren Luciferase. Die Produktion von Inhi-
bitoren verursacht eine apparente Instabilitdt in dem Reagens, das sowohl Luciferase als auch Luciferin ent-
halt. Es gibt zwei Wege, dieses Problem zu verringern: 1) Lagern des Luciferins und der Luciferase bei pH
5,5-6,0, um die Luciferinabbaurate zu verringern und/oder 2) Bereitstellen eines Enzyms, das gegenuber Lu-
ciferinabbauprodukten resistent ist.

[0269] LucPpe2-Mutanten, die durch Evolution aus Klon Luc90-1B5 erhalten wurden, wurden dahingehend
einer Evolution unterzogen, dass sie bei niedrigem pH stabiler sind und Resistenz gegentiber Luciferinabbau-
produkten aufweisen. Diese mutierten Enzyme sind beispielsweise in einem ATP-Nachweiskit nitzlich. Eine
Ausfiihrungsform eines solchen Kits umfasst ein Gemisch von Luciferin und Luciferase. Eine Lumineszenzre-
aktion findet statt, wenn eine Probe, die ATP enthalt, zu dem Gemisch gegeben wird.

[0270] 3 Populationen von zufélligen Mutanten wurden unter Verwendung des Klons Luc90-1B5 als Matrize
hergestellt. Diese 3 Populationen wurden auf dem Roboter in den Experimenten 114, 115 und 117 gescreent.
Die Roboterscreeningverfahren in den Experimenten 114, 115, 116, 117, 118, 119 und 122 wurden wie vorste-
hend beschrieben durchgeflihrt, auler dass Puffer C mit Citratpuffer, pH 4,5, anstelle von HEPES-Puffer, pH
7,8, prapariert wurde, und das Assayreagens wurde mit HEPES, pH 7,1, mit 10 uM ATP anstelle von Tricin, pH
8,0, und 175 uM ATP prapariert. Es wurde erwartet, dass diese Screeningbedingungen Klone selektieren, wel-
che die Lumineszenzaktivitat bei pH 4,5 und 48°C Uber einen langeren Zeitraum beibehalten und eine erhdhte
Lumineszenzaktivitat zeigen, wenn sie bei pH 7,1 mit 10 yM ATP getestet werden. 17 Klone aus Experiment
114, 7 Klone aus Experiment 115 und 10 Klone aus Experiment 116 wurden unter Verwendung von sPCR ge-
mischt, und selektive Mutanten fir dieses Screening wurden als Experiment 117 mit dem Roboter getestet. 18
Klone wurden aus Experiment 117 selektiert.
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[0271] Der Klon, bei dem festgestellt wurde, dass er die am starksten verbesserten Eigenschaften hat (erhoh-
tes Beibehalten der Lumineszenzaktivitat Gber eine langere Zeit bei pH 4,5 und 48°C und erhdhte Lumines-
zenzaktivitat, wenn er bei pH 7,1 mit 10 yM ATP getestet wurde), war Klon Luc117-3C1, der dann als Matrize
fur die Zufallsmutagenese ausgewahlt wurde. 2 Populationen von zufalligen Mutanten wurden gescreent und
dann auf dem Roboter als Experimente 118 und 119 getestet. 7 Klone aus dem Experiment 118 und 5 Klone
aus dem Experiment 119 wurden ausgewahit.

[0272] Die Klone aus den Experimenten 114, 115, 116, 117, 118 und 119 wurden nach den folgenden Eigen-
schaften selektiert: hellere Lumineszenz als Luc90-1B5 und erhdhtes Beibehalten der Lumineszenzaktivitat
Uber einen langeren Zeitraum bei pH 4,5. Diese selektierten Klone wurden vermischt und als Experiment 122
mit dem Roboter getestet. 11 Klone aus diesem Experiment wurden ausgewahit.

[0273] 3 Populationen von Zufallsmutanten wurden aus dem Klon Luc122-4D5 prapariert und als Experimen-
te 125, 126 und 127 mit dem Roboter getestet. 13 Klone aus dem Experiment 125, 4 Klone aus dem Experi-
ment 126 und 3 Klone aus dem Experiment 127 wurden vermischt und als Experiment 128 mit dem Roboter
getestet. Fur die Experimente 125, 126, 127 und 128 wurde das Screening auf K, gedndert, um Klone zu se-
lektieren, die gegentber Luciferinabbauprodukten resistenter sind. Die Klone wurden auch auf die Beibehal-
tung der Lumineszenz bei pH 4,5 Uber die Zeit gescreent.

[0274] Anstelle des Screenens auf Substratnutzung wurde ein Screenen auf Resistenz gegeniiber Inhibitoren
durchgefiihrt. Anstelle der 0,06X-Verdiinnung von Substraten wurde ein 75:25-Gemisch von D zu L Luciferin
in 1X-Assaypuffer eingesetzt und als "0,75X" bezeichnet. Anstelle der 0,02X-Verdinnung von Substraten wur-
de ein 50:50-Gemisch von D zu L Luciferin in 1X-Assaypuffer eingesetzt und als "0,5X" bezeichnet. Der 1X-As-
saypuffer in diesen Experimenten enthielt das Folgende: 10 yM ATP, 50 mM HEPES, pH 7,8, 8 mM MgSO,
und 0,1 mM EDTA. Die 0,75X-Probe enthielt 75 yM D-Luciferin und 25 pM L-Luciferin. Die 0,5X-Probe enthielt
50 pM D-Luciferin und 50 pM L-Luciferin. Die 1X-Probe enthielt 250 pM D-Luciferin. Eine K_-Regression wurde
wie vorstehend beschrieben durchgefiihrt, und der K_-Wert wurde berechnet. Normalisierte Werte von groRer
als 1 zeigen eine hdhere Resistenz gegen den Inhibitor an. Klone aus diesen Experimenten, die eine héhere
Resistenz gegen L-Luciferin aufwiesen, waren auch resistenter gegen Luciferinabbauprodukte.

[0275] Um die Resistenz gegen den Inhibitor in dem Robotersystem einfacher messen zu kénnen, wurde eine
neue Variable "Q" eingeflihrt. Die Variable "Q" ersetzt die vorher verwendete Variable K. Das Lumineszenz-
verhaltnis wird auf dieselbe Weise wie bei der K_-Messung durchgefiihrt, dann wird der natirliche Logarithmus
(In) jedes Lumineszenzverhaltnisses berechnet (Y-Achse). Die X-Achse ist eine willkurliche Zeit, die durch den
Benutzer eingefiihrt wird. Der erste Zeitpunkt ist Null, und die Proben werden mit einem 1X-Assaypuffer ge-
messen, der 250 pM D-Luciferin enthalt. Die nachsten zwei Zeitpunkte haben denselben Zeitwert (d.h. 4 Stun-
den, um die Inkubation von Luciferin zu stimulieren), und Proben werden mit 1X-Assaypuffer gemessen, der
ein 50:50-Gemisch (wie vorstehend beschrieben) von D-Luciferin zu L-Luciferin enthalt. Eine lineare Regres-
sion, die In (Lumineszenzverhaltnis) zu der Zeit korreliert, wird berechnet. Q wird als In(0,5)/Steigung berech-
net. Normalisierte Werte von "Q" von gréRRer als 1 geben eine starkere Resistenz gegen den Inhibitor an. Ex-
perimente 133 und folgende wurden unter Einsatz dieses Programms durchgefihrt.

[0276] 16 Klone aus Experiment 128 wurden mit Klonen aus Experiment 122 gemischt und als Experiment
133 mit dem Roboter gemessen. 2 Proben, Luc133-1B2 und Luc133-0D11, wurden als Matrizen fir die Zufalls-
mutagenese ausgewahlt und als Experimente 145 beziehungsweise 146 mit dem Roboter getestet. Die Klone,
die eine erhohte Aufrechterhaltung der Lumineszenz liber die Zeit bei pH 4,5 und die starkste Resistenz gegen
den Inhibitor zeigten, waren die Klone Luc146-1H2. Uberdies hatten bei pH 4,5 und 48°C Luc133-1B2 und
Luc146-1H2 bezogen auf Luc90-1B5 eine erhéhte Thermostabilitéat und eine erhdhte Resistenz gegen den In-
hibitor (Fig. 54-Fig. 61). Ein Vergleich des Lumineszenzsignals fur Luc49-7C6, Luc78-0B10, Luc90-1B5,
Luc133-1B2 und Luc146-1H2 ist in Fig. 59 gezeigt. Ein Vergleich der Thermostabilitat bei 50°C fir die Klone
Luc49-7C6, Luc78-0B10, Luc90-1B5, Luc133-1B2 und Lucl46-1H2 ist in Fig. 60 gezeigt. Fig. 55-Fig. 58 zei-
gen die kodierende Nucleotidsequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz von Luc133-1B2 und
Luc146-1H2.

Materialien und Methoden
Test, um die Resistenz gegen Luciferaseinhibitor nachzuweisen

[0277] Eine 10 mM-Stamml&sung von Luciferin wird bei 50°C in 50 mM HEPES, pH 7,8, inkubiert, um die Her-
stellung von Luciferinabbauprodukten zu beschleunigen. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wird ein Aliquot
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entfernt und dann bei —20°C gelagert. Nach dem vollstandigen Ablauf der Inkubation wird das Testreagens
(100 uM Luciferin, 1 yM ATP, 50 mM HEPES, pH 7,8, und 8 mM MgSO,) mit Luciferin aus jedem der unter-
schiedlichen Zeitpunkten hergestellt, und ein verdinntes Lysat wird dann mit jedem Testreagens getestet.

[0278] Das Lysat wird wie folgt hergestellt. Ubernachtkulturen von zu testenden Klonen werden in LB, sup-
plementiert mit 100 pg/ml AMP, hergestellt. Die Kulturen werden 1:10 in M-9-Minimalmedium, supplementiert
mit 1 mM IPTG, 100 pg/ml AMP, verdiinnt und 3 Stunden bei 30°C geziichtet. 45 pl Zellen werden dann mit 20
pl Puffer A gemischt und eingefroren. Das Gemisch wird aufgetaut, es werden 175 pl Puffer B zugegeben, und
das erhaltene Gemisch wird in Puffer C 1:10 verdiinnt. Dann wird eine Regression der Lumineszenz gegen die
Zeit der Luciferininkubation berechnet, und aus diesem Graph wird die Halbwertszeit extrapoliert. Eine langere
Halbwertszeit bedeutet, dass die getestete Mutante resistenter gegen Luciferinabbauprodukte ist.

HINTERGRUNDBEISPIEL 6
Mutagenesestrategie fur LucPplYG zu Klon Luc81-6G01

[0279] Die Luciferasen aus dem Leuchtkafer Pyrophorus plagiophthalamus hatten in friheren Experimenten
gezeigt, dass sie unterschiedliche Farben der Lumineszenz erzeugen (LucPpl). Die Analyse dieser Lucifera-
sen zeigte, dass die unterschiedlichen Farben durch diskrete Aminosauresubstitutionen in ihren Aminosaure-
sequenzen verursacht wurden. Dies ermdglichte es, ein Paar von genetischen Reportern zu erzeugen, die
mehrere Lumineszenzsignale emittieren kdnnen, sodass eine Quantifizierung von zwei biomolekularen Ereig-
nissen gleichzeitig innerhalb desselben lebenden Systems durchgefiihrt werden konnte.

[0280] LucPpl mit einer substituierten Aminosaure wurde mit den folgenden Eigenschaften hergestellt:
Physikalische Stabilitat der Luciferasen

[0281] Obwohl die Lumineszenzaktivitat von LucPpl innerhalb der Kolonien von E. coli bis tber 60°C thermo-
stabil zu sein schienen, hatten die Lysate dieser Luciferasen relativ geringe Stabilitat. Insbesondere waren sie
in Anwesenheit von Triton X-100 instabil. Wenn Lysate, welche die im Allgemeinen eingesetzte Feuerfliegen-
luciferase enthielt, prapariert wurden, behielt das Enzym mehr als 90% seiner Aktivitat wahrend 5 Stunden bei
Raumtemperatur. Im Gegensatz dazu nahm die Aktivitat der LucPpl-Luciferasen liber denselben Zeitraum um
ein Mehrfaches ab.

[0282] Die Thermostabilitdten der LucPpl-Luciferasen befinden sich auch in der Nahe der physiologischen
Temperatur von Sdugerzellen. Die grunes Licht emittierende Luciferase (LucPpIGR) und die rotes Licht emit-
tierende Luciferase (LucPpIRD) hatten unterschiedliche Thermostabilitaten, was zu Unterschieden im Verhal-
ten als genetische Reporter innerhalb der Zellen fihren konnte. Der Einfluss der Temperatur sollte in der Nahe
des Denaturierungspunktes der Enzyme am gréRten sein, wo kleine Anderungen der Temperatur zu einer gro-
Ren Wirkung auf die Proteinstruktur fihren. Im Gegensatz dazu hat die Temperatur eine viel geringere Auswir-
kung auf die Proteinstruktur, wenn sie weit unter dem Denaturierungspunkt liegt. Somit sind die unterschiedli-
chen Wirkungen auf die 2 Enzyme, welche leicht unterschiedliche Denaturierungstemperaturen haben, bei re-
lativ niedrigen Temperaturen geringer. Es kdnnte daher bevorzugt sein, die Denaturierungstemperatur des Re-
porterenzyms deutlich Gber der Wachstumstemperatur der Saugerzellen zu haben.

Uberlappen der Spektren der Luciferasen

[0283] Obwohl ein Verfahren entwickelt wurde, um jede Luciferase in einem Gemisch unter Verwendung von
Farbfiltern zu quantifizieren, ist die Moglichkeit, zwischen den Luciferasen zu unterscheiden, durch diese spek-
trale Uberlappung gering. Diese Uberlappung reduziert die Fahigkeit, beide Luciferasen genau zu messen,
wenn ihre Lumineszenzintensitaten sich um mehr als das 10-fache unterscheiden. Wenn die Intensitaten sich
um mehr als das 50-fache unterscheiden, wird das Lumineszenzsignal der schwacheren Luciferase durch die
andere uberdeckt. Somit kdnnte es bevorzugt sein, die Lumineszenzspektren der 2 Luciferasen weiter aufzu-
trennen.

[0284] Es wurden viele unterschiedliche Mutationen identifiziert, welche das humineszenzspektrum nach Rot
verschoben. Die Grenze fir die Rot-Lumineszenz scheint jedoch bei etwa 620 nm zu sein. Eine weitere Ver-
schiebung des Spektrums der rotes Licht emittierenden Luciferase nach noch langeren Wellenlangen kénnte
vorteilhaft sein. Es wurde gefunden, dass nach Griin verschobene Mutationen selten waren, eine umfangrei-
che Analyse wurde jedoch nicht durchgefiihrt. Messungen von nativen Luciferasen zeigen einige Beispiele von
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Lumineszenz unter 530 nm, etwa 15 nm unter dem griines Licht emittierenden Prototypenzym.
Differenzielle physikalische und enzymologische Eigenschaften

[0285] Idealerweise sollten die 2 Luciferasereporter in allen Eigenschaften, auer der Farbe der Lumines-
zenz, identisch sein. Wie jedoch vorstehend ausgefiihrt wurde, ist die physikalische Stabilitat der Luciferasen
nicht identisch. Es wurde auch gefunden, dass Mutationen, die zu einer rot-verschobenen Lumineszenz fihr-
ten, auch eine Erhéhung des K -Wertes flr Luciferin bewirkten. Obwohl einige dieser Unterschiede nicht ver-
mieden werden kénnen, ist es nicht klar, ob diese Eigenschaften grundsatzlich miteinander in Verbindung ste-
hen. Beispielsweise haben Luciferasen aus unterschiedlichen Kaferspezies manchmal deutlich unterschiedli-
che K,-Werte, obwohl ihre Lumineszenzspektren 8hnlich sind. Es kénnte sein, dass die Unterschiede, die mit
der Entwicklung einer rotes Licht emittierenden Luciferase zusammenhangen, auf die gleichzeitigen Stérungen
der Integritat der Enzymstruktur zurlickzufihren sind, da die Thermostabilitdt eines Prototyps der rotes Licht
emittierenden Luciferase erhoht wurde, ohne dass das Lumineszenzspektrum signifikant verandert wurde.

Stabile Lumineszenzsignale

[0286] Als die Feuerfliegenluciferase zum ersten Mal als genetischer Reporter beschrieben wurde, war das
Lumineszenzsignal ein relativ kurzer Lichtblitz, der durch Injektion des Reaktionssubstrats verursacht wurde.
Die nachfolgende Entwicklung der Lumineszenzchemie machte den Test einfacher, indem ein stabiles Signal
Uber mehrere Minuten ermdglicht wurde. Derzeit sind solche stabilisierten Tests fur Laboranwendungen Stan-
dard. Um jedoch ein Hochdurchsatzscreenen in der pharmazeutischen Forschung zu ermdéglichen, wurde das
Lumineszenzsignal weiter stabilisiert, um es Uber mehrere Stunden zu verlangern. Dies war erforderlich, um
ausreichend Zeit bereitzustellen, um mehrere tausend Proben in einer Charge zu testen. Obwohl das Lumi-
neszenzsignal der neuen Luciferasen Uber Minuten stabil war, zeigten sie keine verlangerte Signalstabilitat,
die fir das Hochdurchsatzscreenen erforderlich ware. Es ware deshalb bevorzugt, wenn die Signalstabilitat
weiter erhdht werden kdnnte, wahrend gleichzeitig die anderen Eigenschaften optimiert werden.

Verfahren zur Optimierung der Luciferaseleistungsfahigkeit

[0287] Um Luciferasen mit bestimmten Leistungsfahigkeiten herzustellen, wurde ein Verfahren fir die in vitro
Evolution der Enzymfunktion wie vorstehend beschrieben durchgefiihrt. Kurz beschrieben ist das Verfahren ein
rekursives Verfahren zur Erzeugung von zufalligen Mutationen und zum Screenen auf gewtlinschte Eigen-
schaften. Es wurde urspriinglich hauptsachlich zur Erhéhung der Thermostabilitat von Luciferasen entwickelt,
obwohl andere enzymologische Eigenschaften auch der Optimierung durch die Screeningkriterien unterliegen.
Eine leicht veranderte Strategie wurde angewandt, um die vorstehend beschriebenen Eigenschaften zu erhal-
ten, da 2 verwandte Luciferasen gleichzeitig optimiert werden mussten.

[0288] Urspriinglich wird ein einzelnes Prototypenzym einer in vitro Evolution unterworfen, um die physikali-
sche Stabilitat und das Lumineszenzsignal zu optimieren. In diesem Verfahren werden auch die Mutantenbi-
bliotheken auf beliebige neue Mutationen gescreent, welche zu Farbveranderungen fiihren. Besonders betont
wird die Isolierung von nach Griin verschobenen Mutanten.

[0289] Nach der urspringlichen Optimierung eines allgemeinen Prototyps wird ein grines Licht und rotes
Licht emittierende Form des Enzyms erzeugt, und diese Formen werden getrennt voneinander weiter optimiert,
um ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften zu harmonisieren. Besonderes Augenmerk wird auf
ihre physikalischen Stabilitdten und ihre Substratbindungskonstanten, insbesondere fir Luciferin, gelegt.

[0290] Die Wahl des urspringlichen Prototyps fir die Optimierung viel auf die gelb-griines Licht emittierende
Wildtypluciferase, die aus Leuchtkafern isoliert wurde (LucPplYG). Unter den Luciferasen, die urspriinglich aus
P. plagiophthalamus kloniert wurden, produzierte diese die hellste Lumineszenz, wenn sie in E. coli exprimiert
wurde. Aulerdem bestand die Gefahr, dass keine nach Gruin verschobene Mutation resultierte, weil die vorhe-
rigen Mutagenesetests unter Verwendung von Luciferase durchgefiihrt wurden, die bereits die grinste Lumi-
neszenz aufwies. Es war mdglich, dass wenn eine zusatzliche nach Griin verschobene Mutation vorhanden
war, diese sich deutlicher zeigte, wenn sie in einem nach Rot verschobenen Hintergrund gemessen wurde. Die
Mutagenese wurde wie folgt durchgefihrt:

Entfernen der Peroxisomen-Zielsequenz

[0291] Das Translokationssignal am C-Terminus der Luciferasen wurde entfernt. Dies wurde unter Einsatz der
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Oligonucleotid-gerichteten Mutagenese durchgefiihrt, um die normale Sequenz -KSKL in -XXX* zu verandern
(wobei X eine beliebige Aminosaure darstellt und * ein Terminationscodon darstellt). Mehrere Kolonien, welche
zu heller Lumineszenz flhrten, wurden selektiert und als Matrizen fiir die nachste Mutagenesestufe eingesetzt.

Entfernen der sensitiven Cysteine

[0292] Die Luciferasen aus P. plagiophthalamus hatten 13 Cysteine, welche potenziell gegen Oxidation emp-
findlich sind. Dies ist im Gegensatz zu der Ublicherweise eingesetzten Feuerfliegenluciferase, die nur 4 Cystei-
ne hat. Um jegliche Cysteine zu entfernen, welche die Enzymstabilitdt begrenzen kénnten, wurde eine Oligo-
nucleotid-gerichtete Mutagenese durchgefiihrt, um die Cysteincodons zu randomisieren. 3 Satze von Oligonu-
cleotiden wurden eingesetzt: nicht-konservierte Cysteine in Regionen mit geringer Sequenzhomologie (Positi-
onen 69, 114, 160, 194, 335 und 460), nicht-konservierte Cysteine in Regionen héherer Sequenzhomologie
(Positionen 127, 213, 310 und 311), und hochkonservierte Cysteine (Positionen 60, 80 und 388). Die besten
Klone jedes Screenings wurden isoliert, und es wurde durch sPCR eine neue Mutantenbibliothek erstellt und
erneut gescreent. Bei der Screeningtemperatur von 29°C verringerte sich die Aktivitat der gelb-grines Licht
emittierenden Wildtypluciferase wahrend 10 Stunden um etwa das 500-fache. Die Aktivitat der stabilsten Mu-
tante (Luc20-4C10) war stabiler, wobei die Aktivitdt etwa nur um das 2-fache sank.

Erster Zyklus der Zufallsmutagenese

[0293] Unter Einsatz des vorstehend beschriebenen Verfahrens wurden 3 Mutantenbibliotheken unter Ein-
satz der fehlerbehafteten PCR erzeugt und gescreent. Die besten Mutanten daraus wurden in eine neue Bibli-
othek durch sPCR rekombiniert und erneut gescreent. SchlieBlich wurden die besten Klone dieses Screenings
mit den besten Klonen aus der vorherigen Oligonucleotidgerichteten Mutagenese durch sPCR rekombiniert
und erneut gescreent. Bei 41°C verringerte sich die Aktivitdt der besten Mutante aus diesem Verfahren
(Luc30-4B02) wahrend 10 Stunden um das 63-fache, wahrend die Aktivitdt der Ausgangsmutante
(Luc20-4C10) um mehr als das 100 000-fache sank.

Sequenzanalysen

[0294] 6 der besten Mutanten aus dem letzten Screening wurden isoliert und sequenziert. Diese zeigten, dass
die Aminosauren an 16 Positionen in den 6 Klonen verandert worden waren. 13 Positionen wurden in der be-
vorzugten Mutante, Luc30-4B02, verandert. 4 der Anderungen befanden sich am C-Terminus in einem isolier-
ten Mutanten, wo die Oligonucleotidmutagenese die Wildtypsequenz von -KSKL zu AGG* verandert hatte. Nur
2 der Cysteine waren durch die vorherige Oligonucleotidmutagenese verandert worden; ein hochkonserviertes
Cystein in Position 60 wurde durch Valin ersetzt, und ein maRig konserviertes Cystein in Position 127 wurde
durch Threonin ersetzt. Die verbleibenden Aminosaureanderungen waren alle auf Punktmutationen in der DNA
zurlickzufiihren, was mit der fehlerbehafteten PCR Ubereinstimmte. Interessanterweise veranderten 3 dieser
Mutationen die Aminosaure in diejenige, die in der griines Licht emittierenden Wildtypluciferase gefunden wur-
de (2 in der Mutante Luc30-4B02). 4 der verbleibenden Anderungen naherten die mutierten Sequenzen an die
Konsensus-Aminosaure unter den anderen klonierten Kaferluciferasen an (2 in der Mutante Luc30-4B02)
(Eig. 19B). 4 zusatzliche Codons wurden ohne Auswirkung auf die Aminosauresequenz verandert.

Ortsgerichtete Mutagenese

[0295] Um das Potenzial der in den sequenzierten Mutanten identifizierten Mutationen weiter zu untersuchen,
wurden zusatzliche Mutageneseexperimente unter Einsatz von Oligonucleotiden durchgefihrt. 8 der Codons,
die durch fehlerbehaftete PCR mutiert wurden, wurden randomisiert oder teilweise randomisiert unter Einsatz
der Oligonucleotid-gerichteten Mutagenese. 4 der verbleibenden Cysteincodons wurden randomisiert; 2 hoch-
konservierte Cysteine (Positionen 80 und 388) und 2 Cysteine in einer Region der Sequenzhomologie (Positi-
onen 310 und 311). Ein Leucin wurde in ein Leucin/Prolin mutiert; Prolin ist die Konsensus-Aminosaure der
anderen Kaferluciferasen.

[0296] Die Mutagenese wurde mit 4 Satzen von Oligonucleotiden durchgefiihrt (Tabelle 13), und die besten
Klone aus jedem Satz wurden selektiert. Diese wurden durch sPCR mit den selektierten Klonen aus der vor-
herigen Zufallsmutagenese rekombiniert und erneut gescreent. Die Aktivitat des besten Klons aus diesem Ver-
fahren (Luc47-7A11) verringerte sich bei 42°C 2,3-fach; die Aktivitdt des Ausgangsklons (Luc30-4B02) verrin-
gerte sich mehr als 2000-fach.
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Tabelle 13
Experiment |Mutationen
Satz A Cgo—X + Kgg—X + Igy—>(F,L,I,M,V,S,P,T,A)
Satz B I,8e—>(F,L,I,M,V,S,P, T,A) Ci10=X + C311—X
Satz C Gss1— (I,M,V,T,A,N,K,D,E,S,R,G) + L3s50—>(L,P) +
S356—2>P + Ls3so— (F,L,I,M,V,S,P,T,A)
Satz D C3gg—X + Vigo—> (NYN) Kg57—>X

Zweiter Zyklus der Zufallsmutagenese

[0297] Das Zufallsmutageneseverfahren unter Einsatz der fehlerbehafteten PCR wurde erneut auf den bes-
ten Klon aus der Oligonucleotid-gerichteten Mutagenese (Luc47-7A11) angewandt. Es wurden erneut 3 Bibli-
otheken erzeugt und gescreent, und die selektierten Mutanten wurden durch sPCR rekombiniert und erneut
gescreent. Nach der Rekombination verringerte sich die Aktivitat der besten Mutante (Luc53-0G01) bei 43°C
1,2-fach. Der Ausgangsklon (Luc47-7A11) verringerte sich 150-fach. Nach Rekombination der besten dieser
neuen Mutanten mit den besten Mutanten aus der vorherigen Oligonucleotid-gerichteten Mutagenese verrin-
gerte sich die Aktivitat der neuen besten Mutante (Luc55-2E09) bei 47°C um das 31-fache im Vergleich zum
80-fachen fir den Ausgangsklon (Luc53-0G01).

Dritter Zyklus der Zufallsmutagenese

[0298] Das Zufallsmutageneseverfahren wurde unter Verwendung des besten Klons aus dem vorherigen Zy-
klus der Mutagenese (Luc53-0G01) wiederholt. Nach der Rekombination der selektierten Mutanten mit den
Mutanten aus dem zweiten Zyklus der Mutagenese verringerte sich die Aktivitdt des besten Klons
(Luc81-6G01) bei 47°C um das 100-fache im Vergleich zu dem 750-fachen fir den Ausgangskion
(Luc53-0G01). Die Diskrepanz der gemessenen Aktivitat von Luc53-0G01 in diesem Mutagenesezyklus im
Vergleich zu dem vorherigen Zyklus kann auf die Veranderung des Testverfahrens und der Neueinstellung der
Inkubatortemperatur zurlickzufihren sein. Es sei angemerkt, dass die aufgenommenen Thermostabilitaten
aus jeder Stufe der Mutagenese aus den Roboterdaten unter Verwendung verkirzter Testverfahren berechnet
wurden. Die Daten sollen die relativen Stabilitdten der Enzymmutanten anzeigen, wenn sie durch dasselbe
Screening getestet werden, sie sollen jedoch nicht eine genaue Quantifizierung der Thermostabilitat bereitstel-
len.

Lumineszenz

[0299] Vor der letzten Selektion des besten Klons, aus dem die griines Licht und rotes Licht emittierenden
Luciferasen erzeugt werden sollten, wurde eine weitere Analyse der besten Klone aus dem letzten Screening
durchgefiihrt. Insbesondere 3 Klone waren starke Kandidaten fiir die finale Auswahl: Luc81-0B11, Luc81-5F01
und Luc81-6G01. Die Lumineszenzeigenschaften dieser 3 mutierten Enzyme wurden miteinander verglichen.
Sie wurden auch mit der gelb-griines Licht emittierenden Wildtypluciferase verglichen, um die Wirkung des in
vitro Evolutionsverfahrens abzuschatzen.

[0300] Aus Kolonien von E. coli, welche die Luciferasen exprimierten, produzierten Luc81-5F01 und
Luc81-6G01 Lumineszenz bei Raumtemperatur nach Zugabe von Luciferin am schnellsten. Die Lumineszenz
war schneller und heller als in den Kolonien, welche die griines und gelbes Licht emittierenden Wildtyplucife-
rasen exprimierten. Die Lumineszenz aller selektierten Klone waren im Vergleich zu den gelb-griinen Aus-
gangsklonen nach Griin verschoben. Wenn die Kolonien auf 65°C erwarmt werden, verlieren die gelb-griinen
Klone den groten Teil der Lumineszenz, und die Lumineszenz der griinen Klone wird schwécher. Einige der
mutierten Klone verlieren ihre Lumineszenz bei 65°C, die 3 bevorzugten Klone verbleiben jedoch hell bis tber
70°C. Es zeigten sich keine spektralen Anderungen beim Erhitzen der Kolonien bis iiber 70°C, wo solche Klo-
ne, die immer noch Aktivitat hatten, eine leichte Rotverschiebung zeigten (manchmal werden die Anfangspha-
sen der Enzymdenaturierung von einer Rotverschiebung der Lumineszenz begleitet). Die Lumineszenzeigen-
schaften dieser 3 bevorzugten Mutanten sind ziemlich ahnlich.

[0301] Die Thermostabilitdt der mutierten Luciferasen in Zelllysaten wurde bei Raumtemperatur verglichen
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(Fig. 63). Verdinnte Lysate wurden bei pH 7,5 gepuffert und enthielten 1% Triton X-100; typische Bedingungen
fur die Lysate von Saugetierzellen. Die Lumineszenzaktivitat aller 3 mutierten Enzyme zeigte keine Verringe-
rung nach 20 Stunden, wahrend die Aktivitdt der gelbgriines Licht emittierenden Wildtypluciferase deutlich
sank.

[0302] Bei den Lumineszenztests, die nur einige Sekunden dauern, produzierten die gelb-griines Licht emit-
tierenden Wildtypluciferasen ein sehr stabiles Signal (der anfangliche Anstieg des Signals innerhalb der ersten
2 Sekunden ist auf die Ansprechzeit des Luminometers zurtickzufuhren, nicht jedoch auf die Kinetiken der Lu-
mineszenzreaktion) (Fig. 64A). Die Signalintensitat wurde jedoch um etwa 30% durch die Anwesenheit von
1% Triton X-100 in dem Lysat verringert (1:5 verdinnt durch die Zugabe des Testreagenses). Im Gegensatz
dazu wurde die Lumineszenzintensitat der mutierten Luciferasen durch die Anwesenheit von Triton X-100 nicht
beeintrachtigt. Unter diesen Bedingungen wurde das stabilste Signal von Luc81-6G01 produziert, obwohl die
Signalintensitat in Luc81-5F01 etwas heller war. Die Daten sind jedoch nicht hinsichtlich der Effizienz der En-
zymexpression in E. coli korrigiert. Somit kann es sein, dass die Unterschiede in den Lumineszenzintensitaten
nicht mit den Anderungen der spezifischen Enzymaktivitat korrelieren, und auBerdem ist die Expressionseffi-
zienz in E. coli fur die Expression in Saugetierzellen nicht unbedingt relevant.

[0303] Bei Testchargen, die mehr als 1 Stunde erfordern, ist die Stabilitat der gelb-griines Licht emittierenden
Luciferasen unter den getesteten Bedingungen nicht zweckmaRig. Die Lumineszenzintensitat verringert sich
pro Stunde um ein Mehrfaches (Fig. 64B). Versuche, dies durch die in vitro Evolution auszugleichen, flihrten
zu gemischten Ergebnissen. Die Signalstabilitat aller 3 mutierten Enzyme wurde im Allgemeinen gegenuber
dem gelbes Licht emittierenden Ausgangsenzym wahrend 3 Stunden nach Substratzugabe verbessert. Dies
fuhrte jedoch gleichzeitig zu einem starkeren anfanglichen Abfall der Lumineszenz wahrend der ersten halben
Stunde. Der anfangliche Abfall ware hinnehmbarer, wenn er schneller stattgefunden hatte, sodass die Verar-
beitung der Proben nicht um 30 Minuten verzégert worden ware, bis sich das Signal stabilisiert. Es kann mdg-
lich sein, dieses kinetische Verhalten durch Einstellen der Testbedingungen zu verbessern.

[0304] Unter diesen Mutanten wurde die Mutante Luc81-6G01 als der beste Klon ausgewahlt, mit dem nach-
folgend die grines Licht und rotes Licht emittierenden Luciferasen erzeugt werden. Die Sequenz von
Luc81-6G01 (Fig. 46 und Fig. 47) und Luc81-0B11 wurden bestimmt und mit den Sequenzen von Luc30-4B02
aus vorherigen Stufen des in vitro Evolutionsverfahrens und mit der gelbes und griines Licht emittierenden
Wildtypluciferase, die als urspringlicher Ausgangsklon eingesetzt wurde (Eig. 19B), verglichen. Verglichen mit
Luc30-4B02 hatte Luc81-6G01 neue Mutationen in 9 Codons, von denen 8 Anderungen in der Aminosaurese-
quenz verursachten. 4 dieser 8 Aminosaureanderungen wurden wahrscheinlich durch die Rekombination mit
den Klonen, die vor der Isolierung von Luc30-4B02 erzeugt wurden, erzeugt. 2 sind identisch zu den Mutatio-
nen, die in anderen Klonen gefunden wurden, die neben Luc30-4B02 sequenziert wurden, und 2 sind Rever-
sionen des Wildtypausgangsstammes. Die verbleibenden 4 Mutationen sind in der Sequenz Luc81-6G01 neu.
2 der neuen Mutationen verandern die Aminosauresequenz zu der Konsensus-Aminosaure unter den klonier-
ten Luciferasen.

[0305] Interessanterweise gibt es in keiner der Sequenzen von Luc81-6G01 oder Luc81-0B11 einen Hinweis
darauf, dass die Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese irgendeine vorteilhafte Wirkung hatte. In keinem der
Zielcodons traten neue Nucleotidsequenzen auf. Die verbesserte Enzymleistungsfahigkeit nach der Oligonu-
cleotid-gerichteten Mutagenese war offenbar auf die Rekombination von vorher angenommenen Mutationen
zurlckzufihren. Alle neuen Aminosaureanderungen in Luc81-6G01 und Luc81-0B11 sind an Stellen, die keine
Zielstellen der Oligonucleotide sind, und sind auf einzelne Basenmutationen der Codons zurtickzufiihren, was
mit der fehlerbehafteten PCR konsistent ist. Obwohl die neuen Mutationen in Luc81-6G01 in den friheren Se-
quenzdaten nicht gefunden wurden, ist es nicht sicher, in welcher Stufe des Verfahrens sie erzeugt wurden.
Hdochstwahrscheinlich wurden sie in dem zweiten oder dritten Zyklus der Zufallsmutagenese produziert. Sie
kdnnen jedoch auch in den selektierten Mutanten vor Luc30-4B02 vorhanden gewesen sein. Bezogen auf die
urspriingliche gelbes und griines Licht emittierende Luciferase waren in Luc81-6G01 17 Aminosaureanderun-
gen und 3 Codonmutationen vorhanden, welche die Aminosauresequenz nicht beeinflussten.

[0306] Die Beobachtung, dass der Beginn der Lumineszenz in den Kolonien von E. coli schneller ist als in den
neuen Mutanten und dass die Lumineszenz bei hdheren Temperaturen heller ist, Iasst sich wahrscheinlich auf
die Unterschiede in der Proteinexpression zurlickfihren. Immunoblotanalyse von Zellen, welche die unter-
schiedlichen Luciferasen exprimieren, zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Menge des vorhande-
nen Polypeptids. Wie vorstehend angemerkt wurde, ist die héhere Lichtintensitat bei héheren Temperaturen
auf die erhéhte Thermostabilitdt der mutierten Luciferasen zurlickzufiihren. Die apparenten K,,-Werte fur ATP
und Luciferin wurden im Verlauf der in vitro Evolution ebenfalls veréandert (Tabelle 14). Um die K,,-Werte abzu-
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schatzen, wurden die mutierten Luciferasen aus den Lysaten von E. coli durch differenzielle Ausfallung unter
Verwendung von Ammoniumsulfat teilweise gereinigt (40-65% Sattigungsfraktion). Die Ergebnisse zeigen,
dass die K,-Werte sowohl fiir ATP als auch fur Luciferase mehr als 10-fach niedriger sind.

[0307] Wenn Luciferin zu einer Luciferase-exprimierenden E.-coli-Kolonie gegeben wird, verringert sich die
intrazellulare Konzentration von Luciferin aufgrund der Diffusion durch die Zellmembran allmahlich. Somit er-
reicht die intrazelluldre Luciferinkonzentration bei den Luciferasen mit den niedrigsten K,-Werten ihre Satti-
gung eher. Somit erscheinen die mutierten Luciferasen eher heller als die Wildtypausgangsklone. Dies erklart
auch, warum die Lumineszenz des rotes Licht emittierenden Prototypklons in E.-coli-Kolonien viel langsamer
auftritt als in der griines Licht emittierenden Luciferase. Die Analyse der K,,-Werte zeigt, dass die Mutationen,
die rote Lumineszenz bewirken, auch den K;,-Wert flr Luciferin wesentlich erhéhen.

Tabelle 14
Luciferase Ky fir ATP (pM) Ky fir Luciferin (pM)
YG Wildtyp 140 21
Luc30-4B02 12 7,8
Luc81-6G01 8,0 1,9

[0308] Die Analyse des Lumineszenzsignals in vitro I1&sst erwarten, dass die Lumineszenz aus den mutierten
Luciferasen schneller nachlasst als in der Wildtypluciferase wahrend der ersten 30 Minuten. Daraus folgt, dass
die Lumineszenz in den Mutanten am stabilsten sein sollte. Dies ist jedoch in den Kolonien von E. coli nicht
beobachtet worden, was daran liegen kénnte, dass die Kinetiken der Lumineszenz sich innerhalb der Zellen
im Vergleich zu dem verdlUnnten Enzym in Puffer unterscheiden.
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<110>
<120>
<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtegt
ggtgtgtage
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctettgea
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
aggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcet
aaattttgtt
ggatgaaatt
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1

1639

DNA
Kinstliche

Sequenz

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

1
gcagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtgtttcga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttyg
tccagtcaag
cccaaaggat

atattttata
tgttttacge
atacaaaaga
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgctce
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggetgt
taccatttca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

tgggcccgaa
attatctcgt
aaatgtttta
gtatggatta
ccttcctata
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga
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ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttggtaa
aagaatattg
ccaacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaacaatg
gttgtcgatc
aaaggcgaca
aacaaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggyg
aaagtgttaa

ccttggctga
tttcaggatg
ttttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
tggacgtaaa
tgttttcttc
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgtcagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgegggcega
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggct
catagcattg
gtcgtgtegt
ggtgtgtage
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctcatgca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
aggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagct
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtegt
ggtgtgtage
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact

accaatggg

2
1639
DNA

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

Kinstliche Sequenz

Anmerkung = "mutierte Luciferase”

2
gaagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtgtttcga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgce
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttyg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

3
1639
DNA

atattttata
tgttttacgce
atacaaaagc
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgctc
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggcetgt
taccatttca
aaactggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Kinstliche Sequenz

Anmerkung

3
gaagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtgtttcga

tggacctgaa
attatctcgt
ccctgtttta
gtatggatta
ccttcctata
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttggtaa
aagaatattg
ccaacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcattttttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaacaatg
gttgtcgatc
aaaggcgaca
aacaaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

= "mutierte Luciferase"

atattttata
tgttttacgc
atacaaaagc
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgcte
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat

tggacctgaa
attatctcgt
ccctgtttta
gtatggatta
ccttcectata
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
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ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttggtaa
aagaatattg

ccttggcetga
tttcaggatg
tgttaaaatt
acacaatagce
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
tggacgtaaa
tgttttctte
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgtcagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgecgggcega
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

ccttggcectga
tttcaggatg
ttttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
ttgacgtaaa
tgttttcttc
ttgtacgatt

1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



ttcttatgceca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
aggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcet
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtagc
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctattgca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
aggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcet
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

4
1639
DNA

DE 699 28 687 T2

cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggcectgt
taccatttca
aaactggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Kinstliche Sequenz

cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctget
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

2006.08.24

ccaacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaacaatg
gttgtcgatc
aaaggcgaca
aacaaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

4
gaagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtgtttcga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttyg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

5
1639
DNA

atattttata
tgttttacgce
atacaaaagc
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgcte
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggcetgt
taccatttca
aaactggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Kinstliche Sequenz

tggacctgaa
attatctcgt
ccctgtttta
gtatggatta
ccttcctata
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

60/183

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttggtaa
aagaatattg
ccaacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcattttttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaacaatg
gttgtcgatc
aaaggcgaca
aacaaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgtcagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcega
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

ccttggctga
tttcaggatg
ttttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
ttgacgtaaa
tgttttcttc
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgtcagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgecgggcega
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639



<220>

<223> /Anmerkung

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtagc
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctcatgca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
aggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcet
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtegt
ggtgtgtagc
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctcttgeca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa

5
gaagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtgtttcga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttyg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

6
1639
DNA

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

= "mutierte Luciferase"”

atattttata
tgtttgacgc
atacaaaagc
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgctce
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggcetgt
taccatttca
aaactggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Kinstliche Sequenz

tggacctgaa
attatctcgt
ccctgtttta
gtatggatta
ccttcctata
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttggtaa
aagaatattg
ccaacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcattttttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaacaatg
gttgtcgatc
aaaggcgaca
aacaaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

6
gcagataaga
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatctg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtgttccga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga

atattttata
tgtttgacgc
atacaaaaga
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgctce
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa

tgggcccgaa
attatctcgt
aaatgtttta
gtatggatta
ccttcctgta
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa

61/183

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatagtaatc
gcgttggtaa
aagaatattg
cccacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg

ccttggctga
tttcaggatg
tgttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
ttgacgtaaa
tgttttcttc
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgtcagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcga
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

ccttggctga
tttccggatg
ttttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
tggacgtaaa
tgttttcttce
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
gggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcect
agattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggct
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtage
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctcttgca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
aggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagct
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

7
1639

DNA
Kinstliche

unsure
(1067) ... ¢
/Anmerkung

DE 699 28 687 T2

cttcggctgt
taccatttca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggcegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Sequenz

1072)

tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

2006.08.24

ccgaaaggtg
gttgtcgatc
aaaggcgcca
gataatgacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

= "unbekannte Nukleotide"

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

7
gcagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtgttccga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgce
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

8

1639

DNA
Kiinstliche

atattttata
tgttttacgc
atacaaaagc
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgctc
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggcetgt
taccatttca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Sequenz

tgggcccgaa
attatctcgt
ccctgtttta
gtatggatta
ccttcectgta
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

62/183

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacqg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttggtaa
aagaatattg
ccaacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaaannnn
gttgtcgatc
aaaggcgaca
gataaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac

€cggggtgggqg
aaagtgttaa

acgccagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcga
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

ccttggctga
tttcaggatg
ttttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
ttgacgtaaa
tgttttcttc
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
nngtcagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcega
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639



<221>
K222>
<223>

<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtagc
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctattgceca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
gggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcet
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtagce
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact

unsure

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

(1067)...(1072)
/Anmerkung = "unbekannte Nukleotide"

Anmerkung = "Mutierte Luciferase"

8
gcagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtgttccga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

9
1639
DNA

atattttata
tgttttacge
atacaaaagc
gttttaaaaa
tgcaatattt
gtgataaata
ttttttgctce
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggetgt
taccatttca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggcgt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Kinstliche Sequenz

unsure

(1067)...(1072)
/Anmerkung = "unbekannte Nukleotide"

Anmerkung

9
gcagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccaaattctt
ggtgtttcga

tgggcccgaa
attatctcgt
ccctgtttta
gtatggatta
ccttectgta
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgcect
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttggtaa
aagaatattg
ccaacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaaannnn
gttgtcgatc
aaaggcgcca
aacaaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

= "Mutierte Luciferase"

atattttata
tgtttgacgc
atacaaaagc
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgctc
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat

tgggcccgaa
attatctcgt
ccctgtttta
gtatggatta
ccttecctgta
cgttgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac

63/183

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatagtaatc
gcgttggtaa
aagaatattg

ccttggctga
tttcaggatg
tgttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
ttgacgtaaa
tgttttcttc
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
nngccagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcega
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

ccttggcectga
tttcaggatg
tgttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
tggacgtaaa
tgttttcttc
ttgcacgatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



ttctcttgca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
gggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcet
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggct
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtagc
aataattgtg
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctcttgeca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
gggttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcet
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

10
1639
DNA

DE 699 28 687 T2

cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggctgt
taccatttca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagce
caactggaaa

Kinstliche Sequenz

unsure

(1067)...(1072)
/Anmerkung = "unbekannte Nukleotide"

cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgcet
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

2006.08.24

ccaacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaacnnnn
gttgtcgatc
aaaggcgcca
gataaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

Anmerkung = "Mutierte Luciferase"

10
gcagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcatag
ttaaaatctg
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtctgccga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgce
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttyg
tccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

atattttata
tgttttacgc
atacaaaagc
gttttaaaaa
tgcaattttt
acgataaata
ttttttgctce
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggctgt
taccatttca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggcegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

tgggcccgaa
attatctcgt
ccctgtttta
gtatggatta
ccttectgta
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtatt
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

64/183

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttgatta
aagaatattg
cccacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaaannnn
gttgtcgatc
aaaggcccga
gataatgacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
nngccagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgceg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcga
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

ccttggcectga
ttccgggetg
ttttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
ttgacgtaaa
tgttttcttce
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
nngccagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcecgggcega
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

720

780

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtagc
aataattgtg
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctcttgcea
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
gggttattat
ctctggtgat
gtcactgatt
acaacatccg
gcttccagcet
agattatgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtage
aataattgca
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctcattgce

11
1639
DNA

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

Kinstliche Sequenz

/BRnmerkung = "mutierte Luciferase"

11
gcagataaga
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtc
gcacctgtta
ccacgcatag
ttaaaatcta
tgcctcaaca
ccatattctt
ggtctgccga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgce
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttyg
gccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

12
1642
DNA

atattttata
tgtttgacge
atacaaaaga
gttttaaaaa
tgcaattttt
acgataaata
ttttttgctc
ttgaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggcetgt
taccatttca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggcegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Kinstliche Sequenz

tgggcccgaa
attatctcgt
aaatgtttta
gtatggatta
ccttectgta
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatagtaatc
gcgttgatta
aagaatattg
cccacgacag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaaaggtg
gttgtcgatc
aaaggcccga
gataatgacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

/Anmerkung = "mutierte. Luciferase"

12
gaagataaaa
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatggtt
gcacctgtta
ccacgcataa
ttaaaatatg
tgcctcaaca
ccaaattctt
ggtgtttcga
aaagatccta

atattttata
tgttttacgc
atacaaaaga
gttttaaaaa
tgcaattttt
gtgataaata
ttttttgtte
tagaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa

tggacctgaa
attatctcgt
aaatgtttta
gtatggatta
ccttccttta
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattce
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat

65/183

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatattaatc
gcgttggtaa
aagaatattg
ccaacgacag

ccttggaaga
ttccgggcetg
ttctgaaact
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
tggacgtaaa
tgttttcttc
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgccaaacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgeg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcga
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

ccttggctga
tttcaggatg
ttttaaaatt
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
ttgacgtaaa
tgttttectte
ttgcacgatt
caattttaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
aagttattat
ctctggtgat
gtcattaatt
acaacatccg
gcttccagcet
aaattttgtt
ggatgaaatt
tgaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atgatgaagc
ttaacagctg
ttagtagatg
ctcctagege
gccgagaata
gtagcacctg
aaaccacaaa
agaactaatt
gaaagtcttc
ttacatttcg
ttaccgaaag
gaccccaggg
ttccatgcett
atgttcagac
agtgtaatta
tacgatttat
gctgaggttg
gaatctactt
agagttactc
ccaaatcaag
aatgtagaag
ggatactatg
tataagggct
atcagagatg
tttgtggtta
gagagggtct
aggaatgtta
ggaggt

<210>
<211>
<212>
<213>

ttccaccatg
gctctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttg
tccagtcaag
cccaaaggat
aaatctaagc

13

1626

DNA
Kinstliche

/Anmerkung

13
gagagaaaaa
gagaaatgct
tggttggcga
aaagtctcca
atacaagatt
ttaatgaaag
tagtttttac
tcataaaaag
ccaattttat
atcctgttga
gtgtaatgca
caggaacgca
ttgggttctc
gatttgatca
acgttccatc
caagtttaag
cagcaaaacg
cagctaatat
ctttaatgge
ttggtgaatt
ctaccaaaga
atgaggatga
ctcaggtagc
ttgctgtggt
aacagcccgg
cccatacaaa
caggtaaaat

14

544

PRT
Kinstliche

DE 699 28 687 T2

gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggcectgt
taccatttca
aaactggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

tg

Sequenz

gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgcect
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

2006.08.24

ttaggatact
tttctacaat
gcattttttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccggacactg
gttgtcgatc
aaaggcgaca
aacaaagacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

= "mutierte Luciferase"

tgttatatat
cttcecgtgec
cgaatcgctt
caattgtgga
ttttattccc
ttacatccca
gacaaagaac
gatcatcata
ttctcgttat
gcaagtggca
aactcaccaa
acttattcct
tataaccttg
agaagcattt
agtaatattg
ggaattgtgt
attaaacttg
acacagtctt
agctaaaata
atgcattaaa
agctattgat
gcatttctat
acctgcagaa
tggtattcct
aaaggagatt
gtatttgcgt
tacaagaaag

Sequenz

ggacccgaac
cttcgaaaac
tectataaag
tacaagatga
gttattgcag
gatgaactct
attttaaata
cttgatactg
tcggatggaa
gctatcttat
aatatttgtg
ggtgtgacag
ggatacttca
ctaaaagcta
ttcttatcga
tgcggtgegg
ccaggaattc
agggatgaat
gcagataggg
ggtcccatgg
gatgatggtt
gtggtggacc
ctagaagaga
gatctagaag
acagctaaag

ggaggggttc
gaacttctga

66/183

ccctacaccce
attctcattt
agttttttga
atgatgtagt
cttggtatat
gtaaggtgat
aggtattgga
tagaaaacat
atattgccaa
gttcgtcagg
tccgacttat
tcttagtata
tggtgggtcet
ttcaggatta
aaagtccttt
caccattagc
gctgtggatt
ttaaatcagg
aaactggtaa
tatcgaaagg
ggcttcactc
gttacaagga
ttttattgaa
ctggagaact
aagtgtacga
gattcgttga
agcagttgcet

ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgtcagacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgcg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcga
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

cttggaagac
accgcaggcet
agcgacagtc
gtcgatctgce
tggtatgatt
gggtatatcg
ggtacagagc
acacggttgt
cttcaaacct
cactactgga
acatgcttta
tctgcctttt
tcgtgttatc
tgaagttcga
ggttgacaaa
aaaagaagtt
tggtttgaca
atcacttgga
agcattggga
ttacgtgaac
tggagacttt
attgattaaa
aaatccatgt
gccatctgceg
ttatcttgcece
tagcatacca

ggagaaggcg

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1642

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626



Met
Ala
Ala
Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val
145
Gln
Val
Leu
Leu
Thr
225
Pro
Cys
Leu
Thr
Leu
305
Glu
Gln
Asn
Ala
Glu
385
Tyr
Leu

Ile

Ala

<220>
<223>

Ala
Asp
Asp
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Val
Thr
210
Phe
Phe
Gly
Gln
Leu
290
Ser
Ile
Gly
Asn
Val
370
Pro
Asn
Arg

Val

Pro

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe
Ser
275
Met
His
Gly
Tyr
Asp
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp

435
Ala

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

/Bnmerkung = "mutierte Luciferase"

Lys Asn Ile Leu Tyr Gly

Thr
20

Ser
Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg
260
Leu
Ala
Leu
Glu
Gly
340
Val
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg

Glu

5
Ala

Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Ala
Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser
Asn
Ala
Gly
245
Val
Gln
Phe
Lys
Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp

Leu

Ile

Gly
Cys
Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe
Val
Asp
Leu
Glu
310
Val
Thr
Pro
Asp
Tyr
390
Ala
Ile

Lys

Glu

Glu
Ile
Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Tyr
Gly
Val
215
Asn
Gly
Leu
Tyr
Ala
295
Ile
Lys
Glu
Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala

Ser

Gly

Gln
Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr
200
Ala
Pro
Met
Met
Lys
280
Lys
Ala
Lys
Thr
Ser
360
Thr
Lys
Lys
Tyr
Leu

440
Ile

Met
25

Leu
Lys
Gln
Leu
Serxr
105
Lys
Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr
Arg
Thr
Met
His
265
Val
Ser
Ser
Arg
Thr
345
Thr
Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile

Leu

Pro Glu Pro

10
Phe

Thr
Leu
Asn
Pro
90

Asp
Pro
Val
Asn
Asn
170
Asn
Gly
Phe
Thr
Thr
250
Thr
Glu
Ala
Gly
Phe
330
Ser
Gly
Gly
Asp
Ile
410
Asp
Lys

Leu

Tyr
Asn
Ser
Asp
75

Ile
Lys
Arg
Lys
Glu
155
Ser
Arg
Val
Ser
Ala
235
Thr
Phe
Ser
Leu
Gly
315
Lys
Ala
Lys
Lys
Met
395
Ile
Asn
Tyr

Gln

67/183

Ala
Ala
Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp
Ser
Leu
220
Ile
Leu
Glu
Thr
Val
300
Ala
Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Asn
Asp
Lys

His

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile
Ala

Ile

Ile

125

Lys
Leu
Ile
Asp
Lys
205
Ala
Leu
Gly
Glu
Leu
285
Glu
Pro
Asn
Leu
Val
365
Leu
Met
Lys
Gly
Gly

445
Pro

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala
Serxr
Glu
110
Phe
Leu
Gly
Asn
Gln
190
Gly
Lys
Thr
Tyr
Lys
270
Leu
Lys
Leu
Phe
Ile
350
Pro
Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr

Tyr

Pro
15

Arg
Lys
Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val
Val
Asp
Val
Phe
255
Leu
Val
Tyr
Ser
Val
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln

Ile

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Tyxr
Tyr
160
Asp
Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr
Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val

Val



Asp
465
Ala
Val
Gly

Ile

Met
Ala
Ala
Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val
145
Gln
Val
Leu
Leu
Thr
225
Pro
Cys
Leu

Thr

Leu

450
Ala

Ala
Gln
Gly

Asp
530

Gly
Gly
Asn
Val

515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
Asp
Asp
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Val
Thr
210
Phe
Phe
Gly
Gln
Leu

290
Ser

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe
Ser
275

Met

His

Val
Val
Phe
500
Lys
Lys
15

544
PRT

Thr
Val
485
Val
Phe

Val

Gly
470
Val
Ser

Leu

Leu

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

455
Ile

Gln
Ser
Asp

Arg
535

Pro

Thr

Gln

Glu

520
Gln

Kinstliche Sequenz

Asp
Gly
Val
505
Ile

Met

Glu Ala

475
Lys Tyr
490 ‘
Ser Thr

Pro Lys

Phe Glu

460
Ala

Leu
Ala
Gly

Lys
540

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

15
Lys

Thr
20

Ser
Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg
260
Leu

Ala

Leu

Asn
Ala
Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Ala
Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser
Asn
Ala
Gly
245
Val
Gln

Phe

Lys

Ile
Gly
Cys
Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe
Val
Asp

Phe

Glu

Leu
Glu
Ile
Leu
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu

Ile

Tyr

Val
215
Asn

Gly
Leu
Tyr
Ala

295
Ile

Tyr
Gln
Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr
200
Ala
Pro
Met
Met
Lys
280

Lys

Ala

Gly
Met
25

Leu
Lys
Gln
Leu
Ser
105
Lys
Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr
Arg
Thr
Met
His
265
Val

Ser

Ser

Pro Glu
10
Phe Tyr

Thr Asn
Leu Ser
Asn Asp
75
Pro Ile
90
Asp Lys
Pro Arg
Val Lys
Asn Glu
155
Asn Ser
170
Asn Arg
Gly Val
Phe Ser
Thr Ala
235
Thr Thr
250
Thr Phe
Glu Ser
Ala Leu

Gly Gly

68/183

Pro
Ala
Ala
Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp
Ser
His
220
Ile
Leu
Glu
Thr
Val

300
Ala

Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile
Ala
Ile
Ile
125
Lys
Leu
Ile
Asp
Lys
205
Ala

Leu

Glu
Leu
285
Glu

Pro

Glu
Glu
Trp
510
Thr

Thr

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala
Ser
Glu
110
Phe
Leu
Gly
Asn
Gln
190
Gly
Lys
Thr
Tyr
Lys
270
Leu

Lys

Leu

Leu
Gln
495
Leu

Gly

Asn

Pro
15

Arg
Lys
Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val
Val
Asp
Val
Phe
255
Leu
Val

Tyr

Ser

Pro
480
Ile
Arg
Lys

Gly

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Tyr
Tyr
160
Asp
Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr
Phe
Pro

Asp

Lys



305
Glu

Gln
Asn
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465
Ala
Val

Gly

Ile

Met
Ala
Ala
Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val

145
Gln

Ile
Gly
Asn
Val
370
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala
Ala
Gln

Gly

Asp
530

Gly
Tyr
Asp
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly
Asn
Val

515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
Asp
Asp
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu

Cys

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr

Leu

Glu
Gly
340
Val
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
Val
Val
Phe
500
Lys
Lys
16

544
PRT

Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val
485
Val
Phe

Val

310
Val

Thr
Pro
Asp
Tyr
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Val
Ser

Leu

Leu

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

Lys
Glu
Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly
455
Ile
Gln
Ser

Asp

Arg
535

Lys
Thr
Ser
360
Thr
Lys
Lys
Tyxr
Leu
440
Ile
Pro
Thr
Gln
Glu

520
Gln

Kinstliche Sequenz

Arg
Thr
345
Thr
Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile
Leu
Asp
Gly
Val
505
Ile

Met

Phe
330
Ser
Gly
Gly
Asp
Ile
410
Asp
Lys
Leu
Glu
Lys
490
Ser

Pro

Phe

315
Lys

Ala
Lys
Lys
Met
395
Ile
Asn
Tyr
Gln
Ala
475
Tyr
Thr
Lys

Glu

Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Asn
Asp
Lys
His
460
Ala
Leu
Ala

Gly

Lys
540

/Bnmerkung = "mutierte Luciferase"

16
Lys

Thr
20

Ser
Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe

Ile

Asn

Asn
Ala
Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Ala
Leu
Gln

Ile

Asn

Ile
Gly
Cys
Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile

150
Phe

Leu
Glu
Ile
Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135

Leu

Ile

Tyr
Gln
Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu

Asp

Ser

Gly
Met
25

Leu
Lys
Gln
Leu
Ser
105
Lys
Asn

Leu

Gln

Pro
10

Phe
Thr
Leu
Asn
Pro
90

Asp
Pro
Val

Asn

Asn

Glu
Tyr
Asn
Ser
Asp
75

Ile
Lys
Arg
Lys
Glu

155
Ser
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Pro
Ala
Ala
Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140

Asp

Asp

Asn
Leu
Val
365
Leu
Met
Lys
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile
Ala
Ile
Ile
125
Lys

Leu

Ile

Phe
Ile
350
Pro
Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp
510
Thr

Thr

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala
Ser
Glu
110
Phe
Leu

Gly

Asn

Val
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln
495
Leu

Gly

Asn

Pro
15

Arg
Lys
Ala
vVal
Leu
95

Arg
Cys
Lys

Gly

Leu

320
Arg

Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480
Ile
Arg

Lys

Gly

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Tyr
Tyr

160
Asp



Val
Leu
Leu
Thr
225
Pro
Cys
Leu
Thr
Leu
305
Glu
Gln
Asn
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465
Ala
Val

Gly

Ile

1

Lys
Val
Thr
210
Phe
Phe
Gly
Gln
Leu
290
Ser
Ile
Gly
Asn
Val
370
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala
Ala
Gln
Gly

Asp
530

Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe
Ser
275
Met
His
Gly
Tyr
Asp
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly
Asn
Val

515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Glu Asp

Ala Asp Gly

Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg
260
Leu
Ala
Leu
Glu
Gly
340
Val
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
Val
Val
Phe
500
Lys
Lys
17

544
PRT

165
Lys

Ser
Asn
Ala
Gly
245
Val
Gln
Phe
Lys
Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val
485
Val

Phe

Val

Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe
Val
Asp
Phe
Glu
310
Val
Thr
Pro
Asp
Tyx
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Val
Ser

Leu

Leu
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Tyr
Gly
Val
215
Asn
Gly
Leu
Tyr
Ala
295
Ile
Lys
Glu
Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly
455
Ile
Gln
Ser

Asp

Arg
535

Ser
Thr
200
Val
Pro
Met
Met
Lys
280
Lys
Ala
Lys
Thr
Ser
360
Thr
Lys
Lys
Tyr
Leu
440
Ile
Pro
Thr
Gln
Glu

520
Gln

Kiunstliche Sequenz

/Anmerkung

17

Phe
185
Thr
Arg
Thr
Met
His
265
Val
Ser
Ser
Arg
Thr
345
Thr
Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile
Leu
Asp
Gly
Val
505
Ile

Met

170
Asn Arg

Gly Vval
Phe Ser

Thr Ala
235

Thr Thr

250

Thr Phe

Glu Ser
Ala Leu

Gly Gly
315

Phe Lys

330

Ser Ala

Gly Lys
Gly Lys
Asp Met

395
Ile Ile

410
Asp Asn

Lys Tyr
Leu Gln
Glu Ala
475
Lys Tyr
490
Ser Thr
Pro Lys

Phe Glu

Asp
Ser
Leu
220
Ile
Leu
Glu
Thr
Val
300
Ala
Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Thr
Asp
Lys
His
460
Ala
Leu
Ala
Gly

Lys
540

"mutierte Luciferase"

Asp
Lys
205
Ala
Leu
Gly
Glu
Leu
285
Glu
Pro
Asn
Leu
Val
365
Leu
Met
Lys
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

Gln
190
Gly
Lys
Thr
Tyr
Lys
270
Leu
Lys
Leu
Phe
Ile
350
Pro
Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp
510
Thr

Thr

175
Val

Val
Asp
Val
Phe
255
Leu
Val
Tyr
Ser
Val
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln
495
Leu

Gly

Asn

Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr
Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480
Ile
Arg

Lys

Gly

Lys Asn Ile Leu Tyr Gly Pro Glu Pro Phe Tyr Pro Leu

5

10

15

Thr Ala Gly Glu Gln Met Phe Tyr Ala Leu Ser Arg Tyr
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Ala
Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val
145
Gln
Val
Leu
Leu
Thr
225
Pro
Cys
Leu
Thr
Leu
305
Glu
Gln
Asn
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465

Ala

Val

Asp
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Val
Thr
210
Phe
Phe
Gly
Gln
Leu
290
Ser
Ile
Gly
Asn
Val
370
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala

Ala

Gln

Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe
Ser
275
Met
His

Gly

Asp
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly

Asn

20
Ser

Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg
260
Leu
Ala
Leu
Glu
Gly
340
Val
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
Val

Val

Phe

Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Ala
Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser
Asn
Ala
Gly
245
Val
Gln
Phe
Lys
Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val

485
Val

Cys
Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe
Val
Asp
Leu
Glu
310
Val
Thr
Pro
Asp
Tyxr
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470

Val

Ser
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Ile
Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Tyr
Gly
Val
215
Asn
Gly
Leu
Tyr
Ala
295
Ile
Lys
Glu
Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly
455
Ile

Gln

Ser

Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr
200
Ala
Pro
Met
Met
Lys
280
Lys
Ala
Lys
Thr
Ser
360
Thr
Lys
Lys
Tyr
Leu
440
Ile
Pro

Thr

Gln

25
Leu

Lys
Gln
Leu
Ser
105
Lys
Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr
Arg
Thr
Met
His
265
Val
Ser
Ser
Arg
Thr
345
Thr
Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile
Leu
Asp
Gly

Val

Thr Asn
Leu Ser

Asn Asp
75

Pro Ile

90

Asp Lys

Pro Arg
Val Lys

Asn Glu
155

Asn Ser

170

Asn Arg

Gly Val
Phe Ser

Thr Ala
235

Thr Thr

250

Thr Phe

Glu Ser
Ala Leu

Gly Gly
315

Phe Lys

330

Ser Ala

Gly Lys
Gly Lys

Asp Met
395

Ile Ile

410

Asp Asn

Lys Tyr
Leu Gln
Glu Ala

475
Lys Tyr

490
Ser Thr
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Ala
Cys
Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp
Ser
Ile
220
Ile
Leu
Glu
Thr
Val
300
Ala
Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Asn
Asp
Lys
His
460
Ala

Leu

Ala

30
His Thr
45
Arg Leu

Ile Ala
Ala Ser

Ile Glu
110

Ile Phe

125

Lys Leu

Leu Gly
Ile Asn

Asp Gln
190

Lys Gly

205

Ala Lys

Leu Thr
Gly Tyr
Glu Lys
270
Leu Leu
285
Glu Lys
Pro Leu
Asn Phe
Leu Ile
350
Val Pro

365
Leu Gly

Met Lys
Lys Asp
Gly His
430
Gly Tyr
445
Pro Tyr
Gly Glu

Asn Glu

Lys Trp

Lys
Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val
Val
Asp
Val
Phe
255
Leu
Val
Tyr
Ser
Val
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln

495
Leu

Glu
Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Tyr
Tyr
160
Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr
Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480

Ile

Arg
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500 505 510
Gly Gly Val Lys Phe Leu Asp Glu Ile Pro Lys Gly Ser Thr Gly Lys
515 520 525
Ile Asp Arg Lys Val Leu Arg Gln Met Phe Glu Lys His Thr Asn Gly
530 535 540

<210> 18

<211> 544

<212> PRT

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "mutierte Luciferase"

<400> 18
Met Glu Asp Lys Asn Ile Leu Tyr Gly Pro Glu Pro Phe Tyr Pro Leu

Ala Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Met Phe Asp Ala Leu Ser Arg Tyr
20 25 30
Ala Asp Ile Ser Gly Cys Ile Ala Leu Thr Asn Ala His Thr Lys Glu
35 40 45
Asn Val Leu Tyr Glu Glu Phe Leu Lys Leu Ser Cys Arg Leu Ala Glu
50 55 60
Ser Phe Lys Lys Tyr Gly Leu Lys Gln Asn Asp Thr Ile Ala Val Cys
65 70 ' 75 80
Ser Glu Asn Gly Leu Gln Phe Phe Leu Pro Ile Ile Ala Ser Leu Tyr
85 90 95
Leu Gly Ile Ile Ala Ala Pro Val Ser Asp Lys Tyr Ile Glu Arg Glu
100 105 110
Leu Ile His Ser Leu Gly Ile Val Lys Pro Arg Ile Ile Phe Cys Ser
115 120 125
Lys Asn Thr Phe Gln Lys Val Leu Asn Val Lys Ser Lys Leu Lys Tyr
130 135 140
Val Glu Thr Ile Ile Ile Leu Asp Leu Asn Glu Asp Leu Gly Gly Tyr
145 150 155 160
Gln Cys Leu Asn Asn Phe Ile Ser Gln Asn Ser Asp Ile Asn Leu Asp
165 170 175
Val Lys Lys Phe Lys Pro Tyr Ser Phe Asn Arg Asp Asp Gln Val Ala
180 185 190
Leu Val Met Phe Ser Ser Gly Thr Thr Gly Val Ser Lys Gly Val Met
195 200 205
Leu Thr His Lys Asn Ile Val Ala Arg Phe Ser His Ala Lys Asp Pro
210 215 220
Thr Phe Gly Asn Ala Ile Asn Pro Thr Thr Ala Ile Leu Thr val Ile
225 230 235 240
Pro Phe His His Gly Phe Gly Met Met Thr Thr Leu Gly Tyr Phe Thr
245 250 255
Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met His Thr Phe Glu Glu Lys Leu Phe
260 265 270
Leu Gln Ser Leu Gln Asp Tyr Lys Val Glu Ser Thr Leu Leu Val Pro
275 280 285
Thr Leu Met Ala Phe Phe Ala Lys Ser Ala Leu Val Glu Lys Tyr Asp
290 295 300
Leu Ser His Leu Lys Glu Ile Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser Lys
305 310 315 320
Glu Ile Gly Glu Met Val Lys Lys Arg Phe Lys Leu Asn Phe Val Arg
325 330 335
Gln Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr Thr Ser Ala Val Leu Ile Thr Pro
340 345 350
Asn Asn Asp Val Arg Pro Gly Ser Thr Gly Lys Ile Val Pro Phe His
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Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465
Ala
Val
Gly

Ile

Met
Ala
Ala
Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val
145
Gln
Val

Leu

Leu

Val
370
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala
Ala
Gln

Gly

Asp
530

355
Lys

Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly
Asn
Val

515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala
Asp
Asp
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Val

Thr

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met

195
His

Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
val
Val
Phe
500
Lys
Lys
19

544
PRT

Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val
485
Val
Phe

Val

Asp
Tyr
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Val
Ser

Leu

Leu
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Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly
455
Ile
Gln
Ser

Asp

Arg
535

360
Thr

Lys
Lys
Tyr
Leu
440
Ile
Pro
Thr
Gln
Glu

520
Gln

Kinstliche Sequenz

Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile
Leu
Asp
Gly
Val
505

Ile

Met

Gly Lys

Asp Met
395

Ile Ile

410

Asp Asn

Lys Tyr
Leu Gln
Glu Ala
475
Lys Tyr
490
Ser Thr
Pro Lys

Phe Glu

Ile
380
Ile
Asn
Asp
Lys
His
460
Ala
Leu
Ala
Gly

Lys
540

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

19

Lys Asn Ile Leu Tyr Gly

Thr
20

Ser
Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe

Lys

5
Ala

Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Ala
Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser

Asn

Gly
Cys
Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro

Ser

Ile

Glu
Ile
Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Tyr
Gly

Val

Gln
Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr

200
Ala

Met
25

Leu
Lys
Gln
Leu
Ser
105
Lys
Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr

Arg

Pro Glu
10
Phe Asp

Thr Asn
Leu Ser

Asn Asp
75

Pro val

90

Asp Lys

Pro Arg
Val Lys
Asn Glu
155
Asn Ser
170
Asn Arg
Gly Val

Phe Ser
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Pro
Ala
Ala
Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp

Pro

Leu

365

Leu Gly Pro

Met
Lys
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile
Ala
Ile
Ile
125
Lys
Leu
Ser
Asp
Lys

205
Ala

Lys
Asp
His
430
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp
510
Thr

Thr

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala
Ser
Glu
110
Phe
Leu
Gly
Asn
Gln
180
Gly

Lys

Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln
495
Leu

Gly

Asn

Pro
15

Arg
Lys
Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val

Val

Asp

Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480
Ile
Arg

Lys

Gly

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Ser
Tyr
160
Asp
Ala

Met

Pro
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210 215 220
Thr Phe Gly Asn Ala Ile Asn Pro Thr Thr Ala Ile Leu Thr Val Ile
225 230 235 240
Pro Phe His His Gly Phe Gly Met Met Thr Thr Leu Gly Tyr Phe Thr
245 250 255
Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met His Thr Phe Glu Glu Lys Leu Phe
260 265 270
Leu Gln Ser Leu Gln Asp Tyr Lys Val Glu Ser Thr Leu Leu Val Pro
275 280 285
Thr Leu Met Ala Phe Leu Ala Lys Ser Ala Leu Val Glu Lys Tyr Asp
290 295 300
Leu Ser His Leu Lys Glu Ile Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser Lys
305 310 315 320
Glu Ile Gly Glu Met Val Lys Lys Arg Phe Lys Leu Asn Phe Val Arg
325 330 335
Gln Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr Thr Ser Ala Val Leu Ile Thr Pro
340 345 350
Lys Gly Asp Ala Arg Pro Gly Ser Thr Gly Lys Ile Val Pro Phe His
355 360 365
Ala Val Lys Val Val Asp Pro Thr Thr Gly Lys Ile Leu Gly Pro Asn
370 375 380
Glu Pro Gly Glu Leu Tyr Phe Lys Gly Ala Met Ile Met Lys Gly Tyr
385 390 395 400
Tyr Asn Asn Glu Glu Ala Thr Lys Ala Ile Ile Asp Asn Asp Gly Trp
405 410 415
Leu Arg Ser Gly Asp Ile Ala Tyr Tyr Asp Asn Asp Gly His Phe Tyr
420 425 430
Ile Val Asp Arg Leu Lys Ser Leu Ile Lys Tyr Lys Gly Tyr Gln Val
435 440 445
Ala Pro Ala Glu Ile Glu Gly Ile Leu Leu Gln His Pro Tyr Ile Val
450 455 460
Asp Ala Gly Val Thr Gly Ile Pro Asp Glu Ala Ala Gly Glu Leu Pro
465 470 475 480
Ala Ala Gly Val Val vVal Gln Thr Gly Lys Tyr Leu Asn Glu Gln Ile
485 490 495
Val Gln Asp Phe Val Ser Ser Gln Val Ser Thr Ala Lys Trp Leu Arg
500 505 510
Gly Gly Val Lys Phe Leu Asp Glu Ile Pro Lys Gly Ser Thr Gly Lys
515 520 525
Ile Asp Arg Lys Val Leu Arg Gln Met Phe Glu Lys His Thr Asn Gly
530 535 540

<210> 20

<211> 544

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "mutierte Luciferase"

<221> unsure

<222> (354)...(355)
<223> /Anmerkung = "unbekannte Aminosduren”
<400> 20
Met Ala Asp Lys Asn Ile Leu Tyr Gly Pro Glu Pro Phe Tyr Pro Leu
1 5 10 15
Ala Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Met Phe Tyr Ala Leu Ser Arg Tyr
20 25 30

Ala Asp Ile Ser Gly Cys Ile Ala Leu Thr Asn Ala His Thr Lys Glu
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Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val
145
Gln
Val
Leu
Leu
Thr
225
Pro
Cys
Leu
Thx
Leu
305
Glu
Gln
Lys
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465
Ala

Val

Gly

Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Val
Thr
210
Phe
Phe
Gly
Gln
Leu
290
Ser
Ile
Gly
Xaa
Val
370
Pro
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala
Ala

Gln

Gly

35
Leu

Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe
Ser
275
Met
His
Gly
Tyr
Xaa
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly

Asn

Val

Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg
260
Leu
Ala
Leu
Glu
Gly
340
Val
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
Val
Val
Phe

500
Lys

Glu
Tyr
Leu
85

Ala
Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser
Asn
Ala
Gly
245
Val
Gln
Phe
Lys
Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val
485

Val

Phe

Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe
Val
Asp
Leu
Glu
310
Val
Thr
Pro
Asp
Tyr
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Val

Ser

Leu
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Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Tyr
Gly
Val
215
Asn
Gly
Leu
Tyr
Ala
295
Ile
Lys
Glu
Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly
455
Ile
Gln

Ser

Asp

40
Leu

Lys
Phe
Val
Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr
200
Ala
Pro
Met
Met
Lys
280
Lys
Ala
Lys
Thr
Ser
360
Thr
Lys
Lys
Tyr
Leu
440
Ile
Pro
Thr

Gln

Glu

Lys
Gln
Leu
Ser
105
Lys
Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr
Arg
Thr
Met
His
265
Val
Ser
Ser
Arg
Thr
345
Thr
Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile
Leu
Asp
Gly
Val

505
Ile

Leu
Asn
Pro
90

Asp
Pro
Val
Asn
Asn
170
Asn
Gly
Phe
Thr
Thr
250
Thr
Glu
Ala
Gly
Phe
330
Ser
Gly
Gly
Asp
Ile
410
Asp
Lys
Leu
Glu
Lys
490

Ser

Pro

Ser
Asp
75

Val
Lys
Arg
Lys
Glu
155
Ser
Arg
Val
Ser
Ala
235
Thr
Phe
Ser
Leu
Gly
315
Lys
Ala
Lys
Lys
Met
395
Ile
Asn
Tyr
Gln
Ala
475
Tyr

Thr

Lys
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Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp
Pro
Leu
220
Ile
Leu
Glu
Thr
Val
300
Ala
Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Asp
Asp
Lys
His
460
Ala
Leu

Ala

Gly

45
Arg

Ile
Ala
Ile
Ile
125
Lys
Leu
Ile
Asp
Lys
205
Ala
Leu
Gly
Glu
Leu
285
Glu
Pro
Asn
Leu
Val
365
Leu
Met
Lys
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys

Ser

Leu
Ala
Ser
Glu
110
Phe
Leu
Gly
Asn
Gln
190
Gly
Lys
Thr
Tyr
Lys
270
Leu
Lys
Leu
Phe
Ile
350
Pro
Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp

510
Thr

Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val
Val
Asp
Val
Phe
255
Leu
Val
Tyr
Ser
Val
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln
495

Leu

Gly

Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Tyr
Tyr
160
Asp
Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr
Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480
Ile

Arg

Lys
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515 520 525
Ile Asp Arg Lys Val Leu Arg Gln Met Phe Glu Lys His Thr Asn Gly
530 535 540
<210> 21
<211> 544
<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "mutierte Luciferase"

<221> unsure
<222> (354)...(355)
<223> /Anmerkung = "unbekannte Aminosduren"”

<400> 21
Met Ala Asp Lys Asn Ile Leu Tyr Gly Pro Glu Pro Phe Tyr Pro Leu

Ala Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Met Phe Asp Ala Leu Ser Arg Tyr
20 25 30 '
Ala Asp Ile Pro Gly Cys Ile Ala Leu Thr Asn Ala His Thr Lys Glu
35 40 45
Asn Val Leu Tyr Glu Glu Phe Leu Lys Leu Ser Cys Arg Leu Ala Glu
50 55 60
Ser Phe Lys Lys Tyr Gly Leu Lys Gln Asn Asp Thr Ile Ala Val Cys
65 70 75 80
Ser Glu Asn Gly Leu Gln Tyr Phe Leu Pro Val Ile Ala Ser Leu Tyr
85 90 95
Leu Gly Ile Ile Ala Ala Pro Val Ser Asp Lys Tyr Ile Glu Arg Glu
100 105 110
Leu Ile His Ser Leu Gly Ile Val Lys Pro Arg Ile Ile Phe Cys Ser
115 120 125
Lys Asn Thr Phe Gln Lys Val Leu Asn Val Lys Ser Lys Leu Lys Tyr
130 135 140
Val Glu Thr Ile Ile Ile Leu Asp Leu Asn Glu Asp Leu Gly Gly Tyr
145 150 155 160
Gln Cys Leu Asn Asn Phe Ile Ser Gln Asn Ser Asp Ile Asn Leu Asp
165 170 175
Val Lys Lys Phe Lys Pro Asn Ser Phe Asn Arg Asp Asp Gln Val Ala
180 185 190
Leu Val Met Phe Ser Ser Gly Thr Thr Gly Val Pro Lys Gly Val Met
195 200 205
Leu Thr His Lys Asn Ile Val Ala Arg Phe Ser Ile Ala Lys Asp Pro
210 215 220
Thr Phe Gly Asn Ala Ile Asn Pro Thr Thr Ala Ile Leu Thr Val Ile
225 230 235 240
Pro Phe His His Gly Phe Gly Met Met Thr Thr Leu Gly Tyr Phe Thr
245 250 255
Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met His Thr Phe Glu Glu Lys Leu Phe
260 265 270
Leu Gln Ser Leu Gln Asp Tyr Lys Val Glu Ser Thr Leu Leu Val Pro
275 280 285
Thr Leu Met Ala Phe Leu Ala Lys Ser Ala Leu Val Glu Lys Tyr Asp
290 295 300
Leu Ser His Leu Lys Glu Ile Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser Lys
305 310 315 320
Glu Ile Gly Glu Met Val Lys Lys Arg Phe Lys Leu Asn Phe Val Arg
325 330 335
Gln Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr Thr Ser Ala Val Leu Ile Thr Pro
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Lys
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465
Ala
Val

Gly

Ile

Met
Ala
Ala
Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val

145
Gln

Xaa
Val
370
Pro
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala
Ala
Gln
Gly

Asp
530

Xaa
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly
Asn
Val

515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
222>
<223>

<400>

Ala
Asp
Asp
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu

Cys

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr

Thr

Leu

340
Ala

Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
Val
Val
Phe
500
Lys
Lys
22

544
PRT

Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val
485
Val

Phe

Val

Pro
Asp
Tyr
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Val
Ser

Leu

Leu
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Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly
455
Ile
Gln
Ser

Asp

Arg
535

Ser
360
Thr
Lys
Lys
Tyr
Leu
440
Ile
Pro
Thr
Gln
Glu

520
Gln

Kinstliche Sequenz

345
Thr

Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile
Leu
Asp
Gly
Val
505
Ile

Met

Gly Lys
Gly Lys

Ala Met
395

Ile Ile

410

Asp Asn

Lys Tyr
Leu Gln
Glu Ala
475
Lys Tyr
490
Ser Thr
Pro Lys

Phe Glu

Ile
Ile
380
Ile
Asp
Asp
Lys
His
460
Ala
Leu
Ala

Gly

Lys
540

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

unsure
(354)...(355)
/Anmerkung = "unbekannte Aminosduren”

22
Lys

Thr
20

Pro
Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe

Ile

Asn

Asn
Ala
Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Ala
Leu
Gln

Ile

Asn

Ile
Gly
Cys
Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile

150
Phe

Leu
Glu
Ile
Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135

Leu

Ile

Tyr
Gln
Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu

Asp

Ser

Gly
Met
25

Leu
Lys
Gln
Leu
Ser
105
Lys
Asn

Leu

Gln

Pro Glu
10
Phe Asp

Thr Asn
Leu Ser
Asn Asp
75

Pro Val
90

Asp Lys
Pro Arg
Val Lys
Asn Glu

155
Asn Ser
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Pro
Ala
Ala
Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp

Asp

Val
365
Leu
Met
Lys
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile
Ala
Val
Ile
125
Lys

Leu

Ser

350
Pro

Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp
510

Thr

Thr

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala
Ser
Glu
110
Phe
Leu

Gly

Asn

Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln

495
Leu

Asn

Pro
15

Arg
Lys
Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys

Gly

Leu

His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480
Ile
Arg

Lys

Gly

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Tyr
Tyr

160
Asp



Val
Leu
Leu
Thr
225
Pro
Cys
Leu
Thr
Leu
305
Glu
Gln
Lys
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465
Ala
Val

Gly

Ile

Lys
Val
Thr
210
Phe
Phe
Gly
Gln
Leu
290
Ser
Ile
Gly
Xaa
Val
370
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala
Ala
Gln
Gly

Asp
530

Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe
Ser
275
Met
His
Gly
Tyr
Xaa
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly
Asn
Val

515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg
260
Leu
Ala
Leu
Glu
Gly
340
Ala
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
Val
Val
Phe
500
Lys
Lys
23

544
PRT

165
Lys

Ser
Asn
Ala
Gly
245
Val
Gln
Phe
Lys
Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val
485
Val

Phe

Val

Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe
Val
Asp
Leu
Glu
310
Val
Thr
Pro
Asp
Tyr
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Val
Ser

Leu

Leu
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Asn

Val
215
Asn
Gly
Leu
Tyxr
Ala
295
Ile
Lys
Glu
Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly
455
Ile
Gln
Ser

Asp

Arg
535

Ser
Thr
200
Ala
Pro
Met
Met
Lys
280
Lys
Ala
Lys
Thr
Ser

360
Thr

Lys
Tyr
Leu
440
Ile
Pro
Thr
Gln
Glu

520
Gln

Kinstliche Sequenz

Phe
185
Thr
Arg
Thr
Met
His
265
Val
Ser
Ser
Arg
Thr
345
Thr
Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile
Leu
Asp
Gly
Val
505
Ile

Met

170
Asn

Gly
Phe
Thr
Thr
250
Thr
Glu
Ala
Gly
Phe
330
Ser
Gly
Gly
Ala
Ile
410
Asp
Lys
Leu
Glu
Lys
490
Ser

Pro

Phe

Arg
Val
Ser
Ala
235
Thr
Phe
Ser
Leu
Gly
315
Lys
Ala
Lys
Lys
Met
395
Ile
Asn
Tyr
Gln
Ala
475
Tyr
Thr
Lys

Glu

Asp
Pro
Leu
220
Ile
Leu
Glu
Thr
Val
300
Ala
Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Asp
Asp
Lys
His
460
Ala
Leu
Ala
Gly

Lys
540

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

unsure
(354)...(355)
/Anmerkung = "unbekannte Aminosduren"
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Asp
Lys
205
Ala
Leu
Gly
Glu
Leu
285
Glu
Pro
Asn
Leu
Val
365
Leu
Met
Lys
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

Gln
190
Gly
Lys
Thr
Tyr
Lys
270
Leu
Lys
Leu
Phe
Ile
350
Pro
Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp
510
Thr

Thr

175
Val

Val
Asp
Val
Phe
255
Leu
Val
Tyr
Ser
Val
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln
495
Leu

Gly

Asn

Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr
Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480
Ile
Arg

Lys

Gly



Met
Ala
Ala
Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val
145
Gln
Val
Leu
Leu
Thr
225
Pro
Cys
Leu
Thr
Leu
305
Glu
Gln
Lys
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile

Ala

Asp

<400>

Ala
Asp
Asp
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Ile
Thr
210
Phe
Phe
Gly
Gln
Leu
290
Ser
Ile
Gly
Xaa
Val
370
Pro
Asn
Arg
Val
Pro

450
Ala

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe
Ser
275
Met
His
Gly
Tyr
Xaa
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435

Ala

Gly

23
Lys

Thr
20

Pro
Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg
260
Leu
Ala
Leu
Glu
Gly
340
Ala
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg

Glu

Val

Asn
Ala
Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Val
Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser
Asn
Ala
Gly
245
Val
Gln
Phe
Lys
Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu

Ile

Thr

Ile
Gly
Cys
Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe
Val
Asp
Leu
Glu
310
Val
Thr
Pro
Asp
Tyr
390
Ala
Ile
Lys
Glu

Gly
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Leu
Glu
Ile
Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Tyr
Gly
Val
215
Asn
Gly
Leu
Tyr
Ala
295
Ile
Lys
Glu
Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly

455
Ile

Tyr
Gln
Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr
200
Ala
Pro
Met
Met
Lys
280
Lys
Ala
Lys
Thr
Ser
360
Thr
Lys
Lys
Tyr
Leu
440

Ile

Pro

Gly
Met
25

Leu
Lys
Gln
Leu
Asn
105
Lys
Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr
Arg
Thr
Met
His
265
Val
Ser
Ser
Arg
Thr
345
Thr
Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile

Leu

Asp

Pro Glu
10
Phe Asp

Thr Asn
Leu Ser

Asn Asp
75

Pro Val

90

Asp Lys

Pro Arg
Val Lys
Asn Glu
155
Asn Ser
170
Asn Arg
Gly Leu
Phe Ser
Thr Ala
235
Thr Thr
250
Thr Phe
Glu Ser
Ala Leu
Gly Gly
315
Phe Lys

330
Ser Ala

Gly Lys
Gly Lys
Pro Met
395
Ile Ile
410
Asp Asn
Lys Tyr

Leu Gln

Glu Ala
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Pro
Ala
Ala
Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp
Pro
Leu
220
Ile
Leu
Glu
Thr
Val
300
Ala
Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Asp
Asp
Lys
His

460
Ala

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile
Ala
Ile
Ile
125
Lys
Leu
Ile
Asp
Lys
205
Ala
Leu
Gly
Glu
Leu
285
Glu
Pro
Asn
Leu
Val
365
Leu
Met
Asn
Gly
Gly
445

Pro

Gly

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala
Ser
Glu
110
Phe
Leu
Gly
Asn
Gln
190
Gly
Lys
Thr
Tyr
Lys
270
Leu
Lys
Leu
Phe
Ile
350
Pro
Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr

Tyr

Glu

Pro
15

Arg
Lys
Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val
Val
Asp
Val
Phe
255
Leu
Val
Tyr
Ser
Val
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln

Ile

Leu

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Ser
Tyr
160
Asp
Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr
Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val

Val

Pro
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465 470 475 480
Ala Ala Gly Val Val Val Gln Thr Gly Lys Tyr Leu Asn Glu Gln Ile
485 490 495
Val Gln Asp Phe Val Ser Ser Gln Val Ser Thr Ala Lys Trp Leu Arg
500 505 510
Gly Gly Val Lys Phe Leu Asp Glu Ile Pro Lys Gly Ser Thr Gly Lys
515 520 525
Ile Asp Arg Lys Val Leu Arg Gln Met Phe Glu Lys His Thr Asn Gly
530 535 540

<210> 24

<211> 544

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "mutierte Luciferase"

<400> 24
Met Ala Asp Lys Asn Ile Leu Tyr Gly Pro Glu Pro Phe Tyr Pro Leu
1 5 10 15
Glu Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Met Phe Asp Ala Leu Ser Arg Tyr
20 25 30
Ala Asp Ile Pro Gly Cys Ile Ala Leu Thr Asn Ala His Thr Lys Glu
35 40 45
Asn Val Leu Tyr Glu Glu Phe Leu Lys Leu Ser Cys Arg Leu Ala Glu
50 55 60
Ser Phe Lys Lys Tyr Gly Leu Lys Gln Asn Asp Thr Ile Ala Val Cys
65 70 75 80
Ser Glu Asn Gly Leu Gln Phe Phe Leu Pro Val Ile Ala Ser Leu Tyr
85 90 95
Leu Gly Ile Ile Val Ala Pro Val Asn Asp Lys Tyr Ile Glu Arg Glu
Leu Ile His Ser Leu Gly Ile Val Lys Pro Arg Ile Val Phe Cys Ser
115 120 125
Lys Asn Thr Phe Gln Lys Val Leu Asn Val Lys Ser Lys Leu Lys Ser
130 135 140
Ile Glu Thr Ile Ile Ile Leu Asp Leu Asn Glu Asp Leu Gly Gly Tyr
145 150 155 160
Gln Cys Leu Asn Asn Phe Ile Ser Gln Asn Ser Asp Ser Asn Leu Asp
Val Lys Lys Phe Lys Pro Tyr Ser Phe Asn Arg Asp Asp Gln Val Ala
180 185 190
Leu Ile Met Phe Ser Ser Gly Thr Thr Gly Leu Pro Lys Gly Val Met
195 200 205
Leu Thr His Lys Asn Ile Val Ala Arg Phe Ser Leu Ala Lys Asp Pro
210 215 220
Thr Phe Gly Asn Ala Ile Asn Pro Thr Thr Ala Ile Leu Thr Val Ile
225 230 235 240
Pro Phe His His Gly Phe Gly Met Met Thr Thr Leu Gly Tyr Phe Thr
245 250 255
Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met His Thr Phe Glu Glu Lys Leu Phe
Leu Gln Ser Leu Gln Asp Tyr Lys Val Glu Ser Thr Leu Leu Val Pro
275 280 285
Thr Leu Met Ala Phe Leu Ala Lys Ser Ala Leu Val Glu Lys Tyr Asp
290 295 300
Leu Ser His Leu Lys Glu Ile Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser Lys
305 310 315 320
Glu Ile Gly Glu Met Val Lys Lys Arg Phe Lys Leu Asn Phe Val Arg
Gln Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr Thr Ser Ala Val Leu Ile Thr Pro
340 345 350
Lys Gly Asp Ala Lys Pro Gly Ser Thr Gly Lys Ile Val Pro Phe His
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Ala
Glu
385
Tyr

Leu
Ile

Ala
Asp
465
Ala
Val
Gly

Ile

Met
Ala
Ala
Asn
Ser
65

Ser
Leu
Leu
Lys
Val
145
Gln
Val
Leu

Leu

Thr

Val
370
Pro

Asn

Arg
Val

Pro
450
Ala

Ala
Gln

Gly

Asp
530

355
Lys

Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly

Gly
Asp

vVal
515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
Asp
Asp
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Val
Thr

210
Phe

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met
195
His

Gly

Val
Glu
Glu

Gly
Arg

Glu
Val
Val
Tyr
500
Lys
Lys
25

545
PRT

Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr

Val
Val

Phe

Val

Asp
Tyr
390
Ala

Ile
Lys

Glu
Gly
470
Val
Ala

Leu

Leu
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Pro
375
Phe

Thr

Ala
Ser

Gly
455
Ile

Gln
Ser

Asp

Arg
535

360

Thr Thr Gly Lys

Lys
Lys

Tyr
Leu
440
Ile

Pro

Thr
Gln

Glu
520
Gln

Kinstliche Sequenz

Gly
Ala

Tyr
Ile

Leu
Asp
Gly
Val
505
Ile

Met

Pro Met
395

Ile Ile

410

Asp Asn

Lys Tyr

Leu Gln
Glu Ala

475
Lys Tyr
Ser Thr
Pro Lys

Phe Glu

Ile
380
Ile

Asp

Asp
Lys

His
460
Ala

Leu
Ala

Lys
540

/Bnmerkung = "mutierte Luciferase"

25
Lys

Thr
20

Ser
Tyr
Lys
Gly
Ile
100
Ser
Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe

Lys

Asn

Asn
Ala
Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Ala
Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser

Asn

Ala

Ile
Gly
Cys
Glu
Gly
70

Gln
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro
Ser

Ile

Ile

Leu
Glu
Ile
Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Asn
Gly
Val

215
Asn

Tyr
Gln
Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr
200
Ala

Pro

Gly
Met
25

Leu
Lys
Gln
Leu
Ser
105
Lys
Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr

Arg

Thr

Pro Glu
10

Phe Tyr
Thr Asn
Leu Ser
Asn Asp

75

Pro Leu

90
Asp Lys

Pro Arg
Val Lys
Asn Glu
155
Asn Ser
170
Asn Arg
Gly Val
Phe Ser

Thr Ala
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Pro
Ala
Ala
Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp
Ser
His

220
Ile

365

Leu Gly Pro

Met
Asn
Gly
Gly
445
Pro

Gly

Asn
Lys

Ser

525
His

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile
Ala
Ile
Ile
125
Lys
Leu
Ile
Asp
Lys
205
Cys

Leu

Lys
Asp

His
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp
510
Thr

Thr

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala
Ser
Glu
110
Phe
Leu
Gly
Asn
Gln
190
Gly
Lys

Thr

Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile

Leu

Gln
Leu

Gly

Asn

Pro
15

Arg
Lys
Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val
Val
Asp

Val

Asn
Tyr
400
Trp

Tyr
Val

Val
Pro
480
Ile
Arg
Lys

Gly

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
80

Tyr
Glu
Ser
Tyr
Tyr
160
Asp
Ala
Met

Pro

Ile



225
Pro

Cys
Leu
Thr
Leu
305
Glu
Gln
Asp
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465
Ala
Val
Gly

Ile

Leu
545

Met
Pro
Lys
Ser

Ser

Phe
Gly
Gln
Leu
290
Ser
Ile
Gly
Thr
Val
370
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala
Ala
Gln

Gly

Asp
530

His
Phe
Ser
275
Met
His
Gly
Tyr
Asp
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly
Asn
Val

515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met
Leu
His
Leu

50
Leu

Lys
Glu
Ser
35

Ser

His

His
Arg
260
Leu
Ala
Leu
Glu
Gly
340
Val
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
Val
Val
Phe
500
Lys

Lys

26
542
PRT

Gly
245
Val
Gln
Phe
Lys
Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val
485
Val

Phe

Val

230
Phe

Ala
Asp
Phe
Glu
310
Val
Thr
Pro
Asp
Tyr
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Val
Ser

Leu

Leu

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

Gly Met Met

Leu Met His
265
Tyr Lys Val
280
Ala Lys Ser
295
Ile Ala Ser

Lys Lys Arg

Glu Thr Thr
345
Gly Ser Thr
360
Pro Thr Thr
375
Phe Lys Gly

Thr Lys Ala

Ala Tyr Tyr
425
Ser Leu Ile
440
Gly Ile Leu
455
Ile Pro Asp

Gln Thr Gly

Ser Gln Val
505
Asp Glu Ile
520
Arg Gln Met
535

Kiénstliche Sequenz

Anmerkung =

26
Arg

Asp
20

His
Tyr

Asn

Glu
5
Leu
Leu

Lys

Cys

Lys
Thr
Pro
Glu

Gly

Thr
250
Thr
Glu
Ala
Gly
Phe
330
Ser
Gly
Gly
Asp
Ile
410
Asp
Lys
Leu
Glu
Lys
490
Ser

Pro

Phe

235
Thr

Phe
Ser
Leu
Gly
315
Lys
Ala
Lys
Lys
Met
395
Ile
Asn
Tyr
Gln
Ala
475
Tyx
Thr
Lys

Glu

Leu
Glu
Thr
Val
300
Ala
Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Asn
Asp
Lys
His
460
Ala
Leu
Ala

Gly

Lys
540

"mutierte Luciferase"

Asn Val Ile

Ala Gly Glu
25
Gln Ala Leu
40
Phe Phe Glu
55
Tyr Lys Met

Tyr
10

Met
Val
Ala

Asn

Gly
Leu
Asp
Thr

Asp
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Pro
Phe
Val
Val

60
Val

Gly
Glu
Leu
285
Glu
Pro
Asn
Leu
Val
365
Leu
Met
Lys
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

Glu
Arg
Val
45

Leu

Val

Tyr
Lys
270
Leu
Lys
Leu
Phe
Ile
350
Pro
Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp
510
Thr

Lys

Pro
Ala
30

Gly

Leu

Ser

Phe
255
Leu
Val
Tyr
Ser
Val
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln
495
Leu

Gly

Ser

Leu
15

Leu
Asp
Ala

Ile

240
Thr

Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480
Ile
Arg
Lys

Lys

His
Arg
Glu
Gln

Cys



65
Ala

Ile
Leu
Lys
Ile
145
Glu
Asn
Leu
His
Gly
225
Phe
Leu
Ala
Ile
Ser
305
Ala
Phe
Glu
Lys
Gly
385
Asn
Ser
Asp
Ala
Ala
465
Phe
Asp

Val

Arg

Glu
Gly
Cys
Asn
130
Lys
Ser
Phe
Cys
Gln
210
Thr
His
Arg
Ile
Leu
290
Leu
Glu
Gly
Phe
Ile
370
Glu
Val
Gly
Arg
Glu
450
Val
Val
Tyr

Arg

Lys
530

Asn
Met
Lys
115
Ile
Arg
Leu
Lys
Ser
195
Asn
Gln
Ala
Val
Gln
275
Phe
Arg
Val
Leu
Lys
355
Ala
Leu
Glu
Asp
Tyr
435
Leu
Val
Val
Leu
Phe

515
Glu

Asn
Ile
100
Val
Leu
Ile
Pro
Pro
180
Ser
Ile
Leu
Phe
Ile
260
Asp
Leu
Glu
Ala
Thr
340
Ser
Asp
Cys
Ala
Phe
420
Lys
Glu
Gly
Lys
Ala
500

Val

Leu

Thr
85

Val
Met
Asn
Ile
Asn
165
Leu
Gly
Cys
Ile
Gly
245
Met
Tyr
Ser
Leu
Ala
325
Glu
Gly
Arg
Ile
Thr
405
Gly
Glu
Glu
Ile
Gln
485
Glu

Asp

Leu

70
Arg

Ala
Gly
Lys
Ile
150
Gly
His
Thr
Val
Pro
230
Phe
Phe
Glu
Lys
Cys
310
Lys
Ser
Ser
Glu
Lys
390
Lys
Tyr
Leu
Ile
Pro
470
Pro
Arg

Ser

Lys

DE 699 28 687 T2

Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Phe
Thr
Arg
215
Gly
Ser
Arg
Val
Ser
295
Cys
Arg
Thr
Leu
Thr
375
Gly
Glu
Tyr
Ile
Leu
455
Asp
Gly
Val

Ile

Gln
535

Phe
Val
Ser
120
Leu
Asp
Ser
Asp
Gly
200
Leu
Val
Ile
Arg
Arg
280
Pro
Gly
Leu
Ser
Gly
360
Gly
Pro
Ala
Asp
Lys
440
Leu
Leu
Lys
Ser
Pro

520
Leu

Ile
Asn
105
Lys
Glu
Thr
Arg
Pro
185
Leu
Ile
Thr
Thr
Phe
265
Ser
Leu
Ala
Asn
Ala
345
Arg
Lys
Met
Ile
Glu
425
Tyr
Lys
Glu
Glu
His
505

Arg

Leu

Pro
90

Glu
Pro
Val
Val
Tyr
170
Val
Pro
His
Val
Leu
250
Asp
Val
Val
Ala
Leu
330
Asn
Val
Ala
Val
Asp
410
Asp
Lys
Asn
Ala
Ile
490
Thr

Asn

Glu

75
Val

Ser
Gln
Gln
Glu
155
Ser
Glu
Lys
Ala
Leu
235
Gly
Gln
Ile
Asp
Pro
315
Pro
Ile
Thr
Leu
Ser
395
Asp
Glu
Gly
Pro
Gly
475
Thr
Lys

Val

Lys

83/183

2006.08.24

Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asn
Asp
Gln
Gly
Leu
220
Val
Tyr
Glu
Asn
Lys
300
Leu
Gly
His
Pro
Gly
380
Lys
Asp
His
Ser
Cys
460
Glu
Ala
Tyxr

Thr

Ala
540

Ala
Ile
Val
125
Arg
Ile
Gly
Val
Val
205
Asp
Tyxr
Phe
Ala
Val
285
Tyr
Ala
Ile
Ser
Leu
365
Pro
Gly
Gly
Phe
Gln
445
Ile
Leu
Lys
Leu
Gly

525
Gly

Ala
Pro
110
Phe
Thr
His
Asn
Ala
190
Met
Pro
Leu
Met
Phe
270
Pro
Asp
Lys
Arg
Leu
350
Met
Asn
Tyr
Trp
Tyr
430
Val
Arg
Pro
Glu
Arg
510

Lys

Gly

Trp
95

Asp
Thr
Asn
Gly
Ile
175
Ala
Gln
Arg
Pro
Val
255
Leu
Ser
Leu
Glu
Cys
335
Arg
Ala
Gln
Val
Leu
415
Val
Ala
Asp
Ser
Val
495
Gly

Ile

80
Tyr

Glu
Thr
Phe
Cys
160
Ala
Ile
Thr
Ala
Phe
240
Gly
Lys
Val
Ser
Val
320
Gly
Asp
Ala
Val
Asn
400
His
Val
Pro
Val
Ala
480
Tyr
Gly

Thr



Met
Phe
Met
Thr
Leu
65

Ala
Gly
Leu
Phe
Val
145
Arg
Gly
Gln
Gly
Arg
225
Thr
Tyr
Glu
Leu
Lys
305
Leu
Gly
Ile
Pro
Gly
385
Lys

Glu

His

<210>
<212>
<213>

<400>

Glu
Tyr
Glu
Gly
50

Gly
Leu
Leu
Arg
Ser
130
Thr
Gly
Phe
Val
Val
210
Asp
Val
Leu
Thr
Val
290
Tyr
Ser
Val
Thr
Leu
370
Pro
Gly

Gly

Phe

Asn
Pro
Arg
35

Val
Lys
Cys
Phe
Glu
115
Ser
Thr
Tyr
Gln
Ala
195
Gln
Pro
Val
Ile
Phe
275
Pro
Asp
Lys
Arg
Pro
355
Phe
Asn
Tyr
Trp

Phe

27
PRT

Luciola

27
Met

Ile
20

Tyr
Asp
Ala
Ser
Ile
100
Leu
Lys
Ile
Gln
Ala
180
Leu
Leu
Ile
Pro
Cys
260
Leu
Thr
Leu
Glu
Gln
340
Glu
Lys
Arg
Val
Leu

420
Ile

Glu
5

Glu
Ala
Tyr
Leu
Glu
85

Gly
Val
Lys
Lys
Cys
165
Ser
Ile
Thr
Tyr
Phe
245
Gly
Lys
Leu
Ser
Val
325
Gly
Gly
Ala
Arg
Asn
405
His

Val

cruciata

Asn
Glu
Lys
Ser
Gln
70

Asn
Val
His
Gly
Thr
150
Leu
Ser
Met
His
Gly
230
His
Phe
Thr
Phe
Asn
310
Gly
Tyr
Asp
Lys
Gly
390
Asn

Thr

Asp
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Asp
Gly
Leu
Tyr
55

Asn
Cys
Gly
Ser
Leu
135
Ile
Asp
Phe
Asn
Glu
215
Asn
His
Arg
Leu
Ala
295
Leu
Glu
Gly
Asp
Val
375
Glu
Pro

Gly

Arg

Glu
Ser
Gly
40

Ala
Tyxr
Glu
Val
Leu
120
Asp
Val
Thr
Lys
Ser
200
Asn
Gln
Gly
Val
Gln
280
Ile
Val
Ala
Leu
Lys
360
Ile
Val
Glu

Asp

Leu

Asn
Ala
25

Ala
Glu
Gly
Glu
Ala
105
Gly
Lys
Ile
Phe
Thr
185
Ser
Thr
Val
Phe
Val
265
Asp
Leu
Glu
Val
Thr
345
Pro
Asp
Cys
Ala
Ile

425
Lys

Ile
10

Gly
Ile
Tyr
Leu
Phe
90

Pro
Ile
Val
Leu
Ile
170
Val
Gly
Val
Ser
Gly
250
Met
Tyr
Asn
Ile
Ala
330
Glu
Gly
Leu
Val
Thr
410
Gly

Ser

Val
Thr
Ala
Leu
Val
75

Phe
Thr
Ser
Ile
Asp
155
Lys
Glu
Ser
Thr
Pro
235
Met
Leu
Lys
Lys
Ala
315
Arg
Thr
Ala
Asp
Lys
395
Lys
Tyr

Leu
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Val
Gln
Phe
Glu
60

Val
Ile
Asn
Lys
Thr
140
Ser
Arg
Val
Thr
Arg
220
Gly
Phe
Thr
Cys
Ser
300
Ser
Arg
Thr
Ser
Thr
380
Gly
Glu
Tyr

Ile

Gly
Leu
Thr
45

Lys
Asp
Pro
Glu
Pro
125
Val
Lys
Asn
Asp
Gly
205
Phe
Thr
Thr
Lys
Thr

285
Glu

Phe
Ser
Gly
365
Lys
Pro
Leu

Asp

Lys

Pro
Arg
30

Asn
Ser
Gly
Val
Ile
110
Thr
Gln
Val
Thr
Arg
190
Leu
Ser
Ala
Thr
Phe
270
Ser
Leu
Gly
Asn
Ala
350
Lys
Lys
Met
Ile
Glu

430
Tyr

Lys
Lys
Ala
Cys
Arg
Ile
95

Tyr
Ile
Lys
Asp
Pro
175
Lys
Pro
His
Val
Leu
255
Asp
Val
Leu
Ala
Leu
335
Ile
Val
Ser
Leu
Asp
415

Glu

Lys

Pro
Tyr
Val
Cys
Ile
80

Ala
Thr
Val
Thr
Tyr
160
Pro
Glu
Lys
Ala
Leu
240
Gly
Glu
Ile
Asn
Pro
320
Pro
Ile
Val
Leu
Met
400
Glu
Lys

Gly



Tyr
Ser
465
Glu
Glu
Arg

Thr

Val
545

Met
Phe
Met
Thr
Leu
65

Ala
Gly
Leu
Phe
Val
145
Arg
Gly
Gln
Gly
Arg
225
Thx
Tyr

Glu

Leu

Gln
450
Ile
Leu
Lys
Leu
Gly

530
Ala

435
Val

Phe
Pro
Glu
Arg
515

Lys

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
Tyr
Asp
Gly
50

Gly
Leu
Leu
Arg
Ser
130
Ala
Gly
Phe
Val
Val
210
Asp
Val
Leu

Thr

Val
290

Asn
Pro
Arg
35

Val
Glu
Cys
Phe
Glu
115
Ser
Thr
Tyr
Lys
Ala
195
Gln
Pro
Val
Thr
Phe

275
Pro

Pro
Asp
Gly
Val
500
Gly
Ile
Met
28

548
PRT

Pro

Ala

Ala

485
Met

Gly

Asp

Luciola

28
Met

Ile
20

Tyr
Asp
Ala
Ser
Ile
100
Leu
Lys
Ile
Gln
Gly
180
Leu
Leu
Ile
Pro
Cys
260

Leu

Thr

Glu
Glu
Ala
Tyr
Leu
Glu
85

Gly
Val
Lys
Lys
Serxr
165
Ser
Ile
Thr
Tyr
Phe
245
Gly
Lys

Leu

Ala
Gly
470
Val
Asp
Val

Gly
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440
Glu Leu
455
Val Ala

Val Val
Tyr Val
Arg Phe

520

Arg Ala
535

lateralis

Asn
Glu
Lys
Thr
Lys
70

Asn
Val
His
Gly
Thr
150
Met
Ser
Met
His
Gly
230
His
Phe

Thr

Phe

Asp Glu
Gly Ser

Leu Gly
40

Tyr Ala

55

Asn Tyr

Cys Glu
Gly Val

Ser Leu
120

Leu Asp

135

Ile Val

Asp Asn
Phe Lys

Asn Ser
200

Glu Asn

215

Asn Gln

His Gly
Arg Ile
Leu Gln

280

Ala Ile
295

Glu
Gly
Leu
Ala
505
Val

Ile

Asn
Ala
25

Ala
Glu
Gly
Glu
Ala
105
Gly
Lys
Ile
Phe
Thr
185
Ser
Ala
Val
Phe
Val
265
Asp

Leu

Ser
Val
Glu
490
Ser

Asp

Arg

Ile
10

Gly
Ile
Tyr
Leu
Phe
90

Pro
Ile
Val
Leu
Ile
170
Val
Gly
Val
Ser
Gly
250
Met

Tyr

Asn

Val
Pro
475
Ser
Gln
Glu

Glu

Val
Ala
Ala
Leu
Val
75

Phe
Thr
Ser
Ile
Asp
155
Lys
Glu
Ser
Thr
Pro
235
Met
Leu
Lys

Arg
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Leu
460
Asp
Gly
Val
Val

Ile
540

Tyr
Gln
Phe
Glu
60

Val
Ile
Asn
Lys
Thr
140
Ser
Lys
Val
Thr
Arg
220
Gly
Phe
Thr
Cys

Ser
300

445
Leu

Pro
Lys
Ser
Pro

525
Leu

Gly
Leu
Thr
45

Lys
Asp
Pro
Glu
Pro
125
Val
Lys
Asn
Asn
Gly
205
Phe
Thr
Thr
Lys
Ser

285
Glu

Gln
Val
Asn
Asn
510
Lys

Lys

Pro
Arg
30

Asn
Ser
Gly
Val
Ile
110
Thr
Gln
Val
Thr
Arg
190
Leu
Ser
Ala
Thr
Phe
270

Ser

Leu

His
Ala
Met
495
Ala
Gly

Lys

Glu
15

Lys
Ala
Cys
Arg
Leu
95

Tyr
Ile
Lys
Asp
Pro
175
Lys
Pro
His
Ile
Leu
255
Asp
Val

Leu

Pro
Gly
480
Thr
Lys

Leu

Pro

Pro
Tyr
Leu
Cys
Ile
80

Ala
Thr
Val
Thr
Tyr
160
Gln
Glu
Lys
Ala
Leu
240
Gly
Glu

Ile

Asp



Lys
305
Leu
Gly
Ile
Pro
Gly
385
Lys
Glu
His
Tyr
Asn
465
Glu
Glu
Arg

Thr

Val
545

Met
Tyr
His
Gly
Ala
65

Leu
Leu
Arg
Ser
Thr

145
Gly

Tyx
Ser
Val
Thr
Leu
370
Pro
Gly
Gly
Phe
Gln
450
Ile
Leu
Lys
Leu
Gly

530
Ala

Asp
Lys
Arg
Pro
355
Phe
Asn
Tyr
Trp
Phe
435
Val
Phe
Pro
Glu
Arg
515

Lys

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
Pro
Gln
Val
50

Glu
Cys
Tyr
Glu
Ser
130
Cys

His

Met
Ile
Tyr
35

Asp
Ala
Ser
Ile
Leu
115
Arg
Ile

Asp

Leu
Glu
Gln
340
Glu
Lys
Arg
Val
Leu
420
Ile
Pro
Asp
Gly
Val
500
Gly
Ile
Met
29

548
PRT

Ser
Ile
325
Gly
Gly
Ala
Arg
Asp
405
His
Val
Pro
Ala
Ala
485
Met

Gly

Asp

Luciola

29
Glu

Glu
20

Ala
Ile
Met
Glu
Gly
100
Asn
Lys

Lys

Cys

Lys
5
Glu
Lys
Ser
Lys
Asn
85
Val
His
Gly
Lys

Met

Asn
310
Gly
Tyr
Asp
Lys
Gly
390
Asn
Thr
Asp
Ala
Gly
470
Val
Asp

Val

Gly
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Leu
Glu
Gly
Asp
Val
375
Glu
Pro
Gly
Arg
Glu
455
Val
Val
Tyr

Arg

Lys
535

Val
Ala
Leu
Lys
360
Ile
Val
Glu
Asp
Leu
440
Leu
Ala
Val
Val
Phe

520
Ala

mingrelica

Glu
Gly
Leu
Tyr
Asn
70

Cys
Ala
Ser
Leu
Ile

150
Glu

Glu
Ser
Gly
Gln
55

Phe
Glu
Val
Leu
Pro
135

Val

Thr

Asn
Ala
Ala
40

Glu
Gly
Glu
Ala
Gly
120
Lys

Ile

Phe

Glu Ile

Val Ala
330

Thr Glu

345

Pro Gly

Asp Leu
Cys Val

Ala Thr
410

Ile Gly

425

Lys Ser

Glu Ser
Gly Val

Leu Glu
490

Ala Ser

505

Val Asp

Ile Arg

Val Val
10

Gly Ile

25

Ile Ala

Tyr Phe
Met Lys
Phe Phe
90

Pro Thr
105

Ile Ala
Val Leu

Leu Asp

Ile Lys

Ala
315
Arg
Thr
Ala
Asp
Lys
395
Arg
Tyr
Leu
Val
Pro
475
Lys
Gln
Glu

Glu

Tyr
Gln
Phe
Asp
Pro
75

Ile
Asn
Gln
Glu
Ser

155
Lys
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Ser
Arg
Thr
Ser
Thr
380
Gly
Glu
Tyr
Ile
Leu
460
Asp
Gly
Val

Val

Ile
540

Gly
Leu
Ser
Ile
60

Glu
Pro
Glu
Pro
Val
140
Lys

His

Gly
Phe
Ser
Gly
365
Lys
Pro
Ile
Asp
Lys
445
Leu
Pro
Lys
Ser
Pro

525
Leu

Pro
His
Asn
45

Thr
Glu
Val
Ile
Thr
125
Gln
Val

Val

Gly
Asn
Ala
350
Lys
Lys
Met
Ile
Glu
430
Tyr
Gln
Ile
Ser
Asn
510

Lys

Lys

Leu
Lys
30

Ala
Cys
His
Leu
Tyr
110
Ile
Lys

Asn

Glu

Ala
Leu
335
Ile
Val
Thr
Leu
Asp

415
Glu

His
Ala
Met
495
Ala

Gly

Lys

Pro
15

Tyr
Leu
Arg
Ile
Ala
95

Thr
Val
Thr

Phe

Leu

Pro
320
Pro
Ile
Val
Leu
Met
400
Glu
Lys
Gly
Pro
Gly
480
Thr
Lys

Leu

Pro

Phe
Met
Thr
Leu
Ala
80

Gly
Leu
Phe
Val
Gly

160
Gly



Phe
His
Gly
Lys
225
Thr
Tyr
Glu
Leu
Lys
305
Leu
Gly
Ile
Pro
Gly
385
Leu
Glu
His
Tyr
Asn
465
Glu
Glu
Arg

Thr

Gln
545

Met

Leu

Gln
Val
Val
210
Asp
Val
Phe
Leu
Val
290
Phe
Ala
Val
Thr
Leu
370
Val
Gly
Gly
Phe
Gln
450
Ile
Leu
Lys
Leu
Gly

530
Ala

Pro
Ala
195
Arg
Pro
Val
Ala
Phe
275
Pro
Asp
Lys
Arg
Pro
355
Phe
Asn
Tyr
Trp
Phe
435
Val
Phe
Pro
Glu
Arg
515
Lys

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu

Trp

Asp

Glu

Ser
180
Leu
Ile
Ile
Pro
Cys
260
Leu
Thr
Leu
Glu
Gln
340
Glu
Lys
Arg
Ser
Leu
420
Ile
Pro
Asp
Gly
Ile
500
Gly
Ile
Met
30

548
PRT

165
Ser

Leu
Thr
Tyr
Phe
245
Gly
Arg
Leu
Ser
Val
325
Gly
Gly
Val
Arg
Asn
405
His
Val
Pro
Ala
Ala
485
Val

Gly

Asp

Phe
Met
His
Gly
230
His
Tyr
Thr
Phe
Asn
310
Gly
Tyr
Asp
Lys
Gly
390
Asn
Thr
Asp
Ala
Gly
470
Val
Asp

Val

Ala
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Val
Asn
Glu
215
Asn
His
Arg
Leu
Ala
295
Leu
Glu
Gly
Asp
Val
375
Glu
Pro
Gly
Arg
Glu
455
Val
Val
Tyr

Arg

Lys
535

Pro
Ser
200
Gly
Gln
Gly
Val
Gln
280
Ile
Thr
Ala
Leu
Lys
360
Ile
Ile
Glu
Asp
Leu
440
Leu
Ala
Val
Val
Phe

520
Val

Pyrocoelia miyako

30

Ile
185
Ser
Ala
Val
Phe
Val
265
Asp
Leu
Glu
Val
Thr
345
Pro
Asp
Cys
Ala
Ile
425
Lys
Glu
Gly
Met
Asn
505
Val

Ile

170
Asp Val

Gly Ser
Val Thr

Ser Pro
235

Gly Met

250

Met Leu

Tyr Lys
Asn Lys

Ile Ala
315

Ala Arg

330

Glu Thr

Gly Ala
Leu Asp

Val Lys
395

Thr Arg

410

Gly Tyr

Ser Leu
Ser Val
Val Pro
475
Glu Lys
490
Ser Gln
Asp Glu

Arg Glu

Lys
Thr
Arg
220
Gly
Phe
Thr
Cys
Ser
300
Ser
Arg
Thr
Ser
Thr
380
Gly
Glu
Tyr
Ile
Leu
460
Asp
Gly
Val

Val

Ile
540

Asn
Gly
205
Phe
Thr
Thr
Lys
Thr
285
Glu
Gly
Phe
Ser
Gly
365
Lys
Pro
Thr
Asp
Lys
445
Leu
Pro
Lys
Val
Pro

525
Leu

Arg
190
Leu
Ser
Ala
Thr
Phe
270
Ser
Leu
Gly
Asn
Ala
350
Lys
Lys
Ser
Ile
Glu
430
Tyr
Gln
Asp
Thr
Asn
510
Lys

Lys

175
Lys

Pro
His
Ile
Leu
255
Asp
Val
Ile
Ala
Leu
335
Phe
Val
Thr
Leu
Asp
415
Asp
Lys
His
Ala
Met
495
His
Gly

Lys

Gln
Lys
Ala
Leu
240
Gly
Glu
Ile
Asp
Pro
320
Pro
Ile
Val
Leu
Met
400
Glu
Glu
Gly
Pro
Gly
480
Thr
Lys

Leu

Pro

Asp Ser Lys His Ile Met His Gly His Arg His Ser Ile

5

10

15

Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Leu His Lys Ala Met Lys

20

25

87/183

30



Arg
Glu
Ala
65

Val
Leu
Arg
Cys
Pro
145
Gly
Phe
Thr
Val
Asp
225
Val
Leu
Leu
Val
Tyr
305
Ala
Ile
Thr
Phe
Val
385
Gly
Gly
Phe
Gln
Ile
465

Leu

Gln

Tyr
Val
50

Glu
Cys
Phe
Glu
Ser
130
Val
Lys
Asn
Ala
Asp
210
Pro
Ile
Thr
Phe
Pro
290
Asp
Lys
Arg
Pro
Phe
370
Asn
Tyr
Trp
Phe
Val
450
Phe

Pro

Glu

Ala
35

Asn
Thr
Ser
Ile
Leu
115
Lys
Ile
Gln
Glu
Leu
195
Leu
Val
Pro
Cys
Leu
275
Thr
Leu
Glu
Gln
Glu
355
Thr
Gln
Val
Leu
Ile
435
Pro
Asp

Ala

Val

Gln
Ile
Met
Glu
Gly
100
Tyr
Arg
Gln
Ser
Tyr
180
Ile
Thr
Phe
Phe
Gly
260
Arg
Leu
Ser
Val
Gly
340
Gly
Ala
Arg
Asn
His
420
Val
Pro
Ala

Ala

Met
500

Val
Thr
Lys
Thr
85

Val
Asn
Ala
Lys
Met
165
Asp
Met
His
Gly
His
245
Phe
Ser
Phe
Asn
Gly
325
Tyr
Asp
Lys
Gly
Asn
405
Ser
Asp
Ala
Gly
Val

485
Asp

Pro
Tyr
Arg
70

Ser
Gly
Ser
Leu
Ile
150
Tyr
Tyr
Asn
Met
Asn
230
His
Arg
Leu
Ser
Leu
310
Glu
Gly
Asp
Ile
Glu
390
Pro
Gly
Arg
Glu
Val
470

Val

Tyr
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Gly
Ser
55

Tyr
Leu
Val
Leu
Gln
135
Val
Ser
Ile
Ser
Asn
215
Gln
Val
Ile
Gln
Phe
295
His
Ala
Leu
Lys
Val
375
Leu
Glu
Asp
Leu
Leu
455
Ala

Val

Val

Thr
40

Glu
Gly
Gln
Ala
Phe
120
Lys
Ile
Phe
Pro
Ser
200
Val
Ile
Phe
Val
Asp
280
Phe
Glu
Val
Thr
Pro
360
Asp
Cys
Ala
Ile
Lys
440
Glu
Gly

Leu

Ala

Ile
Tyr
Leu
Phe
Pro
105
Ile
Ile
Leu
Ile
Asp
185
Gly
Cys
Ile
Gln
Leu
265
Tyr
Ala
Ile
Ala
Glu
345
Gly
Leu
Val
Thr
Ala
425
Ser
Ser
Ile

Glu

Gly
505

Ala Phe
Phe Glu

Gly Leu
75

Phe Met

90

Thr Asn

Ser Gln
Leu Gly

Asp Ser
155

Glu Ser

170

Ser Phe

Ser Thr
Val Arg

Pro Asp
235

Met Phe

250

Met Tyr

Lys Ile
Lys Ser

Ala Ser
315

Lys Arg

330

Thr Thr

Ala Cys
Asp Thr

Lys Gly
395

Asn Ala

410

Tyr Tyr

Leu Ile
Ile Leu
Pro Asp

475
Glu Gly

490
Gln Val
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Thr Asp Ala His

Met
60

Gln
Pro
Asp
Pro
Val
140
Arg
His
Asp
Gly
Phe
220
Thr
Thr
Arg
Gln
Thr
300
Gly
Phe

Ser

Gly
380
Pro
Leu
Asp
Lys
Leu
460
Pro

Lys

Thr

45
Ser

His
Val
Ile
Thr
125
Gln
Glu
Leu
Arg
Leu
205
Ser
Ala
Thr
Phe
Ser
285
Leu
Gly
Lys
Ala
Lys
365
Lys
Met
Ile
Lys
Tyr
445
Gln
Asp

Met

Ala

Cys
His
Cys
Tyr
110
Ile
Lys
Asp
Pro
Glu
190
Pro
His
Ile
Leu
Glu
270
Ala
Val
Ala
Leu
Ile
350
Val
Thr
Ile
Asp
Asp
430
Lys
His
Ala

Met

Ser
510

Arg
Ile
Gly
95

Asn
Val
Lys
Tyr
Ala
175
Thr
Lys
Cys
Leu
Gly
255
Glu
Leu
Asp
Pro
Pro
335
Ile
Val
Leu
Met
Lys
415
Gly
Gly
Pro
Gly
Thr

495
Lys

Ala
Leu
Ala
80

Ala
Glu
Phe
Leu
Met
160
Gly
Ala
Gly
Arg
Thr
240
Tyr
Glu
Leu
Lys
Leu
320
Gly
Ile
Pro
Gly
Lys
400
Asp
His
Tyr
Phe
Glu
480

Glu

Arg
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Leu Arg Gly Gly Val Lys Phe Val Asp Glu Val Pro Lys Gly Leu Thr
515 520 525
Gly Lys Ile Asp Ser Arg Lys Ile Arg Glu Ile Leu Thr Met Gly Gln
530 535 540
Lys Ser Lys Leu
545

<210> 31

<211> 550

<212> PRT

<213> Photinus pyralis

<400> 31
Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala Pro Phe Tyr Pro
1 5 10 15
Leu Glu Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Leu His Lys Ala Met Lys Arg
20 25 30
Tyr Ala Leu Val Pro Gly Thr Ile Ala Phe Thr Asp Ala His Ile Glu
35 40 45
Val Asn Ile Thr Tyr Ala Glu Tyr Phe Glu Met Ser Val Arg Leu Ala
50 55 60
Glu Ala Met Lys Arg Tyr Gly Leu Asn Thr Asn His Arg Ile Val Val
65 70 75 80
Cys Ser Glu Asn Ser Leu Gln Phe Phe Met Pro Val Leu Gly Ala Leu
85 90 95
Phe Ile Gly Val Ala Val Ala Pro Ala Asn Asp Ile Tyr Asn Glu Arg
100 105 110
Glu Leu Leu Asn Ser Met Asn Ile Ser Gln Pro Thr Val Val Phe Val
115 120 125
Ser Lys Lys Gly Leu Gln Lys Ile Leu Asn Val Gln Lys Lys Leu Pro
130 135 140
Ile Ile Gln Lys Ile Ile Ile Met Asp Ser Lys Thr Asp Tyr Gln Gly
145 150 155 160
Phe Gln Ser Met Tyr Thr Phe Val Thr Ser His Leu Pro Pro Gly Phe
165 170 175
Asn Glu Tyr Asp Phe Val Pro Glu Ser Phe Asp Arg Asp Lys Thr Ile
180 185 190
Ala Leu Ile Met Asn Ser Ser Gly Ser Thr Gly Leu Pro Lys Gly Val
195 200 205
Ala Leu Pro His Arg Thr Ala Cys Val Arg Phe Ser His Ala Arg Asp
210 215 220
Pro Ile Phe Gly Asn Gln Ile Ile Pro Asp Thr Ala Ile Leu Ser Val
225 230 235 240
Val Pro Phe His His Gly Phe Gly Met Phe Thr Thr Leu Gly Tyr Leu
245 250 255
Ile Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met Tyr Arg Phe Glu Glu Glu Leu
260 265 270
Phe Leu Arg Ser Leu Gln Asp Tyr Lys Ile Gln Ser Ala Leu Leu Val
275 280 285
Pro Thr Leu Phe Ser Phe Phe Ala Lys Ser Thr Leu Ile Asp Lys Tyr
290 295 300
Asp Leu Ser Asn Leu His Glu Ile Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser
305 310 315 320
Lys Glu Val Gly Glu Ala Val Ala Lys Arg Phe His Leu Pro Gly Ile
325 330 335
Arg Gln Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr Thr Ser Ala Ile Leu Ile Thr
340 345 350
Pro Glu Gly Asp Asp Lys Pro Gly Ala Val Gly Lys Val Val Pro Phe
355 360 365
Phe Glu Ala Lys Val Val Asp Leu Asp Thr Gly Lys Thr Leu Gly Val
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Asn
385
Tyr
Trp
Phe
Val
Phe
465
Pro
Glu
Arg

Lys

Gly
545

Met
Leu
Tyr
Val
Glu
65

Cys
Phe
Glu
Ser
Ile
145
Lys
Asn
Ala

Glu

Pro
225

370
Gln

Val
Leu
Ile
Ala
450
Asp
Ala
Ile
Gly
Leu

530
Gly

Arg
Asn
His
Val
435
Pro
Ala
Ala
Val
Gly
515

Asp

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
Glu
Ala
Asn
50

Thr
Ser
Ile
Leu
Lys
130
Ile
Gln
Glu
Leu
Leu

210
Val

Asp
Asp
Gln
35

Ile
Met
Glu
Gly
Tyr
115
Arg
Gln
Ser
Tyr
Ile
195
Thr

Phe

Gly
Asn
Ser
420
Asp
Ala
Gly
Val
Asp
500
Val
Ala
Ser
32

547
PRT

Glu
Pro
405
Gly
Arg
Glu
Val
Val
485
Tyr
Val

Arg

Lys

Leu
390
Glu
Asp
Leu
Leu
Ala
470
Val
Val
Phe

Lys

Leu
550
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375
Cys

Ala
Ile
Lys
Glu
455
Gly
Leu
Ala

Val

Ile
535

Val
Thr
Ala
Ser
440
Ser
Leu
Glu
Ser
Asp

520
Arg

Lampyris noctiluca

32
Ala

Gly
20

Val
Thr
Lys
Asn
Val
100
Asn
Ala
Lys
Met
Asp
180
Met
His

Gly

Lys
5
Thr
Pro
Tyr
Arg
Ser
85
Gly
Ser
Leu
Ile
Tyr
165
Tyr
Asn

Gln

Asn

Asn
Ala
Gly
Ser
Tyr
70

Leu
Val
Leu
Gln
Val
150
Ser
Ile
Ser

Asn

Gln
230

Ile
Gly
Thr
Glu
55

Gly
Gln
Ala
Ser
Lys
135
Ile
Phe
Pro
Ser
Val

215
Ile

Met
Glu
Ile
40

Tyr
Leu
Phe
Ser
Ile
120
Ile
Leu
Ile
Asp
Gly
200
Cys

Ile

Arg
Asn
Tyxr
425
Leu
Ile
Pro
His
Gln
505
Glu

Glu

His
Gln
25

Ala

Phe

Phe
Thr
105
Ser
Leu
Asp
Glu
Ser
185
Ser

Val

Pro

Gly
Ala
410
Trp
Ile
Leu
Asp
Gly
490
Val
Val

Ile

Gly
Leu
Phe
Glu
Leu
Met
90

Asn
Gln
Gly
Ser
Ser
170
Phe

Thr

Arg

Pro
395
Leu
Asp
Lys
Leu
Asp
475
Lys
Thr

Pro

Leu

Pro
His
Thr
Met
Gln
75

Pro
Asp
Pro
Val
Arg
155
His
Asp
Gly

Phe

Thr
235
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380
Met

Ile
Glu
Tyr
Gln
460
Asp
Thr
Thr
Lys

Ile
540

Ala
Lys
Asp
Ala
60

His
Val
Ile
Thr
Gln
140
Glu
Leu
Arg
Leu
Ser

220
Ala

Ile
Asp
Asp
Lys
445
His
Ala
Met
Ala
Gly

525
Lys

Pro
Ala
Ala
45

Cys
His
Cys
Tyr
Ile
125
Lys
Asp
Pro
Glu
Pro
205
His

Ile

Met
Lys
Glu
430
Gly
Pro
Gly
Thr
Lys
510

Leu

Ala

Phe
Met
30

His
Arg
Ile
Gly
Asn
110
Val
Lys
Tyr
Ala
Thr
190
Lys
Cys

Leu

Ser
Asp
415
His
Tyr
Asn
Glu
Glu
495
Lys
Thr

Lys

Tyr
15

Lys
Ala
Leu
Ala
Ala
95

Glu
Ser
Leu
Met
Gly
175
Ala
Gly
Arg

Thr

Gly
400
Gly
Phe
Gln
Ile
Leu
480
Lys
Leu

Gly

Lys

Pro
Arg
Glu
Ala
Val
80

Leu
Arg
Cys
Pro
Gly
160
Phe
Thr
Val

Asp

Val
240



Ile
Thr
Phe
Pro
Asp
305
Lys
Arg
Pro
Phe
Asn
385
Tyr
Trp
Phe
Val
Phe
465
Pro
Glu
Arg
Lys

Ser
545

Met
Leu
Tyr
Leu
Glu
65

Cys

Tyr

Pxo
Cys
Leu
Thr
290
Leu
Glu
Gln
Glu
Ser
370
Gln
Val
Leu
Ile
Pro
450
Asp
Ala
Val
Gly
Ile

530
Lys

Phe
Gly
Arg
275
Leu
Ser
Val
Gly
Gly
355
Ala
Arg
Asn
His
Val
435
Pro
Ala
Ala
Met
Gly
515
Asp

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser
Glu
Ala
Glu
50

Ala

Ser

Val

Ile
Glu
Ala
35

Val
Met

Glu

Gly

His
Phe
260
Ser
Phe
Asn
Gly
Tyr
340
Asp
Lys
Gly
Asn
Ser
420
Asp
Ala
Gly
Val
Asp
500

Val

Gly

33
552
PRT

His
245
Arg
Leu
Ser
Leu
Glu
325
Gly
Asp
Ile
Glu
Pro
405
Gly
Arg
Glu
Val
Val
485
Tyr
Lys

Arg

Gly
Ile
Gln
Phe
His
310
Ala
Leu
Lys
Val
Leu
390
Glu
Asp
Leu
Leu
Ala
470
Val
Val

Phe

Lys
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Phe
Val
Asp
Phe
295
Glu
Val
Thr
Pro
Asp
375
Cys
Ala
Ile
Lys
Glu
455
Gly
Leu
Ala

Val

Ile
535

Gly
Leu
Tyr
280
Ala
Ile
Ala
Glu
Gly
360
Leu
Val
Thr
Ala
Ser
440
Ser
Ile
Glu
Gly
Asp

520
Arg

Met
Met
265
Lys
Lys
Ala
Lys
Thr
345
Ala
Asp
Lys
Ser
Tyr
425
Leu
Ile
Pro
Glu
Gln
505
Glu

Glu

Photuris pennsylvanica

33
Glu

Gly
20

Val
Thr
Lys

Asn

Val

Asn
Thr
Pro
Tyx
Asn
Cys

85
Ala

Asn
Ala
Gly
Lys
Tyr
70

Val

Thr

Ile
Gly
Thr
Glu
55

Gly
Gln

Ala

Leu
Glu
Leu
40

Phe
Leu

Phe

Pro

Ile
Gln
25

Ala
Leu
Gly

Phe

Thr

Phe
250
Tyr
Ile
Ser
Ser
Arg
330
Thr
Cys
Thr
Gly
Ala
410
Tyr
Ile
Leu
Asp
Gly
490
Val
Val

Ile

Gly
Leu
Tyr
Asp
Leu
Met

90
Asn

Thr
Arg
Gln
Thr
Gly
315
Phe
Ser
Gly
Gly
Pro
395
Leu
Asp
Lys
Leu
Pro
475
Lys
Thr

Pro

Leu

Pro
His
Thr
val
Gln
75

Pro

Asp
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Thr Leu Gly Tyr Leu

Phe
Ser
Leu
300
Gly
Lys
Ala
Lys
Lys
380
Met
Ile
Lys
Tyr
Gln
460
Asp
Thr
Ala

Lys

Met
540

Pro
Arg
Asp
Thr
60

His
Ile

Ile

Glu
Ala
285
Val
Ala
Leu
Ile
Val
365
Thr
Ile
Asp
Asp
Lys
445
His
Ala
Met
Ser
Gly

525
Met

Pro
Ala
Val
45

Cys
Thr

Cys

Tyr

Glu
270
Leu
Asp
Pro
Pro
Ile
350
Val
Leu
Met
Lys
Gly
430
Gly
Pro
Gly
Thr
Lys
510

Leu

Gly

Tyr
Ile
30

His
Arg
Ile

Ala

Asn

255
Glu

Leu
Lys
Leu
Gly
335
Ile
Pro
Gly
Lys
Asp
415
His
Tyr
Phe
Glu
Glu
495
Arg

Thr

Lys

Tyr
15
Ser

Thr
Leu
Ser
Ala

95
Glu

Leu
Val
Tyr
Ala
320
Ile
Thr
Phe
Val
Gly
400
Gly
Phe
Gln
Ile
Leu
480
Gln
Leu

Gly

Lys

Pro
Arg
Glu
Ala
Val
80

Leu

Arg



Glu
Ser
Ile
145
Tyr
Asn
Cys
Ile
Val
225
Pro
Cys
Leu
Thr
Leu
305
Glu
Gln
Glu
Ser
Glu
385
Ile
Ile
Ile
Pro
Asp
465
Gly
Ile
Gly
Ile

Lys
545

Leu

Arg
Ile

Gln
Val
Ile
Ser
210
Phe
Phe
Gly

Gln

Val
Ser

Ile
Gly
Gly
Leu
370
Arg
Asn
His
Val

Pro
Ala

Ala
Gln
Gly
Asp

530
Ser

Tyr
115
Asn
Lys

Ser
Ser
Met
195
His
Gly
His
Phe
Thr
275
Leu
Asn
Ser
Tyr
Glu
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Val
Asp
Val
515
Thr

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

100
Asn

Ser
Lys

Met
Ala
180
Asn
Arg
Asn
His
His
260

Leu

Ala
Leu

Glu
Gly
340
Phe
Val
Glu
Pro
Gly
420
Arg

Glu
Val

Val
Tyr
500
Glu
Arg
Ser
34

546
PRT

Ser

Leu
Ile

Gln
165
Phe
Ser
Asn
Gln
Ala
245
Val
Gln

Phe
His
Ile
325
Leu
Lys
Leu
Ile
Glu
405
Asp

Leu

Leu
Ala

Val
485
Val
Phe
Lys

Lys

Leu
Gln
Ile
150
Ser
Lys
Ser
Thr
Ile
230
Phe
Val
Asp
Leu
Glu
310
Ala
Thr
Leu
Asp
Cys
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Leu
Ala
Val
Ile

Ala
550
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Ser

Lys
Ile

Phe
Pro
Gly
Ile

215
Ile

Leu
Tyr

Ala
Ile

Ala

Glu

Leu
375
Phe
Thr
Gly

Ser

Ala
Val

Lys
Gly
Lys
Lys

535
Lys

Phengodes sp.

Ile
120
Ile
Leu
Met
Leu
Ser
200
Tyr
Pro
Thr
Met
Lys
280
Lys
Ala
Lys
Thr
Ala
360
Asn
Lys
Arg
Tyr
Leu
440
Leu
Pro
Glu
Gln
Glu
520
Glu

Leu

105
Ser

Leu
Asp

Lys
Ser
185
Thr
Arg
Asp
Phe
Tyr
265
Cys

Asn
Ser

Arg
Thr
345
Val
Thr
Gly
Glu
Phe
425
Ile

Leu
Asp

Gly
Val
505
Val

Ile

Gln Pro

Gly Val

Gly Lys
155

Glu His

170

Phe Asp

Gly Leu
Phe Ser

Thr Thr
235

Thr Asn

250

Arg Phe

Gln Ser

Pro Leu

Gly Gly
315

Phe Lys

330

Cys Ala

Gly Lys
Gly Lys

Pro Met
395

Leu Ile

410

Asp Glu

Lys Tyxr
Leu Gln
Glu Val
475
Lys Ser
490
Thr Serxr
Pro Lys

Leu Ile
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Thr

Gln
Lys

Val
Leu
Pro
His
220
Ile
Leu
Asn

Ala

vVal
Ala

Leu
Ile
Val
Lys
380
Ile
Asp
Asp
Lys

His
Ala

Ile
Ser
Gly

Lys
540

Val
125
Ser
Asp
Pro
Asp
Lys
205
Cys
Leu
Gly
Glu

Leu
285
Asp
Pro

Pro
Val
Val
365
Leu
Met
Glu
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Thr
Lys
Phe

525
Ala

110
Val

Arg
Tyr

Ala
Arg
190
Gly
Arg
Cys
Tyr
His
270

Leu

Lys
Leu

Gly
Ile

350
Pro

Gly
Lys
Glu
His
430

Tyr

Phe
Asp

Glu
Lys
510
Thr

Gln

Phe

Leu
Leu

Asn
175
Val
Val
Asp
Ala
Leu
255
Leu

Val

Tyr
Ser

Ile
335
Thr
Phe
Pro
Gly
Gly
415
Val
Gln

Ile
Leu

Lys
495
Leu

Gly

Lys

Thr
Pro
Gly
160
Phe
Ala
Pro
Pro
Val
240
Ile
Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Ala
Tyr
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Glu
Pro
480
Glu
Arg
Lys

Gly



Met
Asp
Tyr
Glu
Val
65

Cys
Tyr
Glu
Ser
Tyr
145
Ile
Asp
Ala
Met
Pro
225
Val
Ile
Phe
Pro
Asp
305
Pro
Ile
Pro
Val
Asn
385
Tyr
Trp
His
Val

Ala

<400>

Ile
Leu
Lys
Ile
50

Ser
Ser
Leu
Leu
Lys
130
Val
Glu
Pro
Leu
Leu
210
Leu
Pro
Val
Leu
Pro
290
Leu
Ala
Gln
His
Thr
370
Gln
Tyr
Leu
Ile
Ala

450
Asp

Lys
Leu
His
35

Ile
Phe
Glu
Gly
Ser
115
Gln
Gln
Cys
Leu
Ile
195
Thr
Phe
Phe
Gly
Lys
275
Val
Ser
Leu
Gly
Asn
355
Ala
Thr
Gln
His
Val
435

Pro

Ala

34
Met

Phe
20

Ser
Ser
Gln
Asn
Ile
100
Glu
Ser
Lys
Val
Lys
180
Met
His
Gly
His
Leu
260
Thr
Met
Ser
Ala
Tyr
340
Lys
Lys
Gly
Asn
Ser
420
Asp

Ala

Gly

Glu
Glu
Tyr
Tyr
Lys
Asn
85

Thr
Thr
Leu
Leu
His
165
Phe
Thr
Arg
Thr
His
245
Lys
Ile
Val
Ile
Asn
325
Gly
Ile
Ile
Glu
Glu
405
Gly
Arg

Glu

Val

Glu
Gly
Phe
Ala
Tyr
70

Leu
Val
Leu
Pro
Leu
150
Ser
Val
Ser
Asn
Arg
230
Ala
Ile
Gln
Phe
Lys
310
Ala
Leu
Lys
Val
Leu
390
Glu
Asp
Leu

Leu

Thr
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Glu
Thr
Pro
Lys
55

Gly
Asn
Ala
Asn
Ile
135
Ile
Phe
Pro
Ser
Ile
215
Phe
Phe
Val
Asn
Leu
295
Glu
Val
Thr
Thr
Asp
375
Cys
Glu
Ile
Lys
Glu

455
Gly

His
Ala
Glu
40

Ile
Leu
Phe
Thr
Ile
120
Val
Ile
Val
Leu
Gly
200
Cys
Ile
Gly
Met
Tyr
280
Ala
Ile
Ala
Glu
Gly
360
Thr
Phe
Thr
Gly
Glu
440

Ala

Ile

Val
Gly
25

Ala
Leu
Thr
Phe
Val
105
Thr
Met
Asp
Ser
Asp
185
Thr
Val
Pro
Met
Met
265
Lys
Lys
Ala
Lys
Thr
345
Ser
Lys
Lys
Arg
Tyr
425
Leu

Leu

Pro

Met
10

Gln
Ile
Asp
Gln
Asn

90
Asn

Lys
Ser
Arg
170
Phe
Thxr
Arg
Glu
Phe
250
Lys
Ile
Ser
Thr
Arg
330
Cys
Thr
Thr
Ser
Leu
410
Tyr
Ile

Leu

Asp

Pro
Gln
Val
Met
Asn
75

Pro
Asp
Pro
Thr
Met
155

Tyr

Asp

Phe
Thr
235
Thr
Arg
Pro
His
Gly
315
Leu
Cys
Gly
Gly
Asp
395
val
Asp
Lys

Leu

Glu
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Gly
Leu
Asp
Ser
60

Asn
Val
Thr
Gln
Met
140
Gln
Thr
Pro
Leu
Val
220
Ser
Thr
Phe
Thr
Leu
300
Gly
Lys
Ala
Gln
Lys
380
Ile
Ile
Thr
Tyr
Gln

460
Glu

Ala Met Pro Arg

His
Ser
45

Cys
Ile
Ile
Tyr
Met
125
Lys
Asp
Asp
Arg
Pro
205
His
Ile
Leu
Asp
Ile
285
Val
Ala
Leu
Val
Val
365
Asn
Ile
Asp
Asp
Lys
445
His

Ala

Arg
30

His
Arg
Ile
Ala
Thr
110
Leu
Ile
Ile
Glu
Glu
190
Lys
Ser
Leu
Ser
Gly
270
Val
Asp
Pro
Gly
Leu
350
Leu
Leu
Met
Lys
Gly
430
Ala

Pro

Gly

15
Ala

Thr
Leu
Gly
Ala
95

Asp
Phe
Met
Gly
His
175
Gln
Gly
Arg
Ser
Tyr
255
Glu
Ile
Lys
Leu
Gly
335
Ile
Pro
Gly
Lys
Asp
415
Asn
Tyr
Tyr

Glu

Leu
His
Ala
Ile
80

Phe
Arg
Cys
Pro
Gly
160
Phe
Val
Val
Asp
Leu
240
Phe
Leu
Ala
Tyr
Gly
320
Ile
Thr
Tyr
Pro
Gly
400
Gly
Phe
Gln

Ile

Leu



465
Pro

Glu
Arg
Lys

Lys
545

Pro
Lys
Trp
Ser
65

Ala
Ile
Leu
Lys
Ile
145
Glu
Asn
Leu
His
Gly
225
Phe
Leu
Ala
Ile
Ser
305

Ala

Phe

Ala
Val
Gly
Leu

530
Leu

Ala
Met
Gly

515
Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Cys

Asp
500
Val

Arg

35
543
PRT

Val
485
Tyr

Leu

Thr

470
Val

Ile

Phe

Glu
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Leu

Ala

Val

Leu
535

Glu
Glu
Asn

520
Arg

Pro
Arg
505

Asn

Arg

Gly
490
Val
Ile

Leu

Pyrophorus plagiophthalamus

35

5

Leu Glu Asp Leu

His
Ile
50

Leu
Glu
Gly
Cys
Asn
130
Lys
Ser
Phe
Cys
Arg
210
Thr
His
Arg
Ile
Leu
290
Leu

Glu

Gly

Ser
35

Ser
His
Asn
Met
Lys
115
Ile
Arg
Leu
Lys
Ser
195
Asn
Gln
Ala
Val
Gln
275
Phe
Arg
Ile

Leu

20
His

Tyr
Asn
Asn
Ile
100
Val
Leu
Ile
Pro
Pro
180
Ser
Val
Leu
Phe
Ile
260
Asp
Leu
Glu

Ala

Thr

Leu
Lys
Cys
Lys
85

Val
Met
Asn
Ile
Asn
165
Leu
Gly
Cys
Ile
Gly
245
Met
Tyr
Ser
Leu
Val

325
Glu

Thr
Pro
Glu
Gly
70

Arg
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
His
Thr
Val
Pro
230
Phe
Leu
Glu
Lys
Cys
310

Lys

Ser

Ala
Gln
Phe
55

Tyr
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Tyr
Thr
Arg
215
Gly
Ser
Arg
Val
Ser
295
Cys

Arg

Thr

Gly
Ala
40

Phe
Lys
Phe
Val
Ser
120
Leu
Asp
Ser
Asp
Gly
200
Leu
Val
Ile
Arg
Arg
280
Pro
Gly

Leu

Ser

Glu
25

Leu
Glu
Met
Val
Asn
105
Arg
Glu
Ala
Arg
Pro
185
Leu
Ile
Thr
Asn
Phe
265
Ser
Leu
Ala

Asn

Ala

10
Met

Val
Thr
Ser
Pro
90

Glu
Pro
Val
Val
Tyr
170
Val
Pro
His
Val
Leu
250
Asp
Val
Val
Ala
Leu

330
Asn

475
Lys

Thr
Pro

Leu

Leu
Asp
Thr
Asp
75

Ile
Gly
Gln
Gln
Glu
155
Ser
Glu
Lys
Ala
Leu
235
Gly
Gln
Ile
Asp
Pro
315

Pro

Ile
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Thr
Pro
Lys

Thr
540

Phe
Val
Cys
60

Val
Ile
Tyr
Leu
Ser
140
Asn
Asp
Gln
Gly
Leu
220
Val
Tyr
Glu
Asn
Lys
300
Leu

Gly

His

Met
Thr
Gly

525
Gln

Arg
Tyr
45

Leu
Val
Ala
Ile
Val
125
Arg
Ile
Gly
Val
Val
205
Asp
Tyr
Phe
Ala
Val
285
Tyr
Ala

Ile

Ser

Thr
Lys
510
Ala

Arg

Ala
30

Gly
Leu
Ser
Ala
Pro
110
Phe
Thr
His
Asn
Ala
190
Met
Pro
Leu
Met
Phe
270
Pro
Asp
Lys
Arg

Leu

Glu
495
Arg
Thr

Ala

15
Leu

Glu
Ala
Ile
Trp
Asp
Cys
Asp
Gly
Ile
175
Ala
Gln
Arg
Pro
Val
255
Leu
Ala
Leu
Glu
Cys

335
Arg

480
Lys

Leu
Gly

Ala

Arg
Glu
Gln
Cys
80

Tyr
Glu
Thr
Phe
Cys
160
Ala
Ile
Thr
Val
Phe
240
Gly
Lys
Ile
Ser
Val
320
Gly

Asp



Glu
Lys
Gly
385
Asn
Ser
Asp
Ala
Ala
465
Phe
Asp

Val

Arg

Met
Pro
Lys
Ser
Ser
65

Ala
Ile
Leu
Lys
Ile
145
Glu
Asn

Leu

His

Phe
Ile
370
Glu
Val
Gly
Arg
Glu
450
Val
Val
Tyr

Arg

Lys
530

Lys
355
Ala
Leu
Glu
Asp
Tyr
435
Leu
Val
Val
Leu
Phe

515
Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
Leu
His
Leu
50

Leu
Glu
Gly
Cys
Asn
130
Lys
Ser
Phe
Cys

Gln
210

Lys
Glu
Ser
35

Ser
His
Asn
Met
Lys
115
Ile
Arg
Leu
Lys
Ser

195
Asn

340
Ser

Asp
Cys
Ala
Phe
420
Lys
Glu
Gly
Ile
Ala
500
Val
Leu
36

543
PRT

Gly
Arg
Ile
Thr
405
Gly
Glu
Glu
Ile
Gln
485
Glu
Asp

Leu

Ser
Glu
Lys
390
Lys
Tyr
Leu
Ile
Pro
470
Pro
Arg

Ser

Lys
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Leu
Thr
375
Gly
Glu
Tyr
Ile
Leu
455
Asp
Gly
Val

Ile

Gln
535

Gly
360
Gly
Pro
Ala
Asp
Lys
440
Leu
Leu
Lys
Ser
Pro

520
Leu

345
Arg

Lys
Met
Ile
Glu
425
Tyr
Lys
Glu
Glu
His
505

Arg

Leu

Val
Ala
Val
Asp
410
Asp
Lys
Asn
Ala
Ile
490
Thr

Asn

Glu

Pyrophorus plagiophthalamus

36
Arg

Asp
20

His
Tyr
Asn
Asn
Ile
100
Val
Leu
Ile
Pro
Pro
180

Ser

Ile

Glu
5
Leu
Leu
Lys
Cys
Lys
85
Val
Met
Asn
Ile
Asn
165
Leu

Gly

Cys

Lys
Thr
Pro
Glu
Gly
70

Arg
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
His
Thr

Val

Asn
Ala
Gln
Phe
55

Tyr
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Tyr

Thr

Arg
215

Val
Gly
Ala
40

Phe
Lys
Phe
Val
Ser
120
Leu
Asp
Ser
Asp
Gly

200
Leu

Ile
Glu
25

Leu
Glu
Met
Ile
Asn
105
Lys
Glu
Thr
Arg
Pro
185

Leu

Ile

Tyr
10

Met
Val
Ala
Asn
Pro
90

Glu
Pro
Val
Val
Tyr
170
Val

Pro

His

Thr
Leu
Ser
395
Asp
Glu
Gly
Pro
Gly
475
Thr
Lys

Val

Lys

Gly
Leu
Asp
Thr
Asp
75

Ile
Ser
Gln
Gln
Glu
155
Ser
Glu
Lys

Ala
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Pro
Gly
380
Lys
Asp
His
Ser
Cys
460
Glu
Ala
Tyr

Thr

Ser
540

Pro
Phe
Val
Cys
60

Val
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asn
Asp
Gln

Gly

Leu
220

Leu
365
Pro
Gly
Gly
Phe
Gln
445
Ile
Leu
Lys
Leu
Gly

525
Ser

Glu
Arg
Phe
45

Leu
Val
Ala
Ile
Val
125
Arg
Ile
Gly
Val
Val

205
Asp

350
Met

Asn
Tyr
Trp
Tyr
430
Val
Arg
Pro
Glu
Arg
510
Lys

Lys

Pro
Ala
30

Gly
Leu
Ser
Ala
Pro
110
Phe
Thr
His
Asn
Ala
1390

Met

Pro

Ala
Gln
Val
Leu
415
Val
Ala
Asp
Ser
Val
495
Gly
Ile

Leu

Leu
15

Leu
Asp
Ala
Ile
Trp
95

Asp
Cys
Asn
Gly
Ile
175
Ala
Gln

Arg

Ala
Val
Asn
400
His
Val
Pro
Val
Ala
480
Tyr

Gly

Thr

His
Arg
Glu
Gln
Cys
80

Tyr
Glu
Thr
Phe
Cys
160
Ala
Ile

Thr

Ala



Gly
225
Phe
Leu
Ala
Ile
Ser
305
Ala
Phe
Glu
Lys
Gly
385
Asn
Ser
Asp
Ala
Ala
465
Phe
Asp

Val

Arg

Met
Ala
Ala
Asn
Ser
65

Ser

Leu

Thr
His
Arg
Ile
Leu
290
Leu
Glu
Gly
Phe
Ile
370
Glu
Val
Gly
Arg
Glu
450
Val
Val
Tyr

Arg

Lys
530

Gln
Ala
Val
Gln
275
Phe
Arg
Val
Leu
Lys
355
Ala
Leu
Glu
Asp
Tyr
435
Leu
Val
Val
Leu
Phe

515
Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
Asp
Asp
Val
50

Phe

Glu

Gly

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys

Asn

Ile

Leu
Phe
Ile
260
Asp
Leu
Glu
Ala
Thr
340
Ser
Asp
Cys
Ala
Phe
420
Lys
Glu
Gly
Lys
Ala
500
Val
Leu
37

545
PRT

Ile
Gly
245
Met
Tyr
Ser
Leu
Val
325
Glu
Gly
Arg
Val
Thr
405
Gly
Glu
Glu
Ile
Gln
485
Glu

Asp

Leu

Pro
230
Phe
Leu
Glu
Lys
Cys
310
Lys
Ser
Ser
Glu
Lys
390
Lys
Tyr
Leu
Ile
Pro
470
Pro
Arg

Ser

Lys

DE 699 28 687 T2

Gly
Ser
Arg
Val
Ser
295
Cys
Arg
Thr
Leu
Thr
375
Gly
Glu
Tyxr
Ile
Leu
455
Asp
Gly
Val

Ile

Gln
535

vVal
Ile
Arg
Arg

280
Pro

Gly

Leu

Ser

Gly

360

Gly

Pro
Ala
Asp
Lys
440
Leu
Leu
Lys
Ser
Pro

520
Leu

Thr
Asn
Phe
265
Ser
Leu
Ala
Asn
Ala
345
Arg
Lys
Met
Ile
Glu
425
Tyr
Lys
Glu
Glu
His
505

Arg

Leu

Photuris pennsylvanica

37
Lys

Thr
20

Ser
Tyr
Lys
Gly

Ile

Asn
Ala
Gly
Glu
Tyr
Leu

85
Ala

Ile
Gly
Cys
Glu
Gly
70

Gln

Ala

Leu
Glu
Ile
Phe
55

Leu

Phe

Pro

Tyr
Gln
Ala
40

Leu
Lys

Phe

Val

Gly
Met
25

Leu
Lys
Gln

Leu

Ser

Val
Leu
250
Asp
Val
Val
Ala
Leu
330
Asn
Val
Ala
Val
Asp
410
Asp
Lys
Asn
Ala
Ile
490
Thr

Asn

Glu

Pro
10

Phe
Thr
Leu
Asn
Pro

90
Asp

Leu
235
Gly
Gln
Ile
Asp
Pro
315
Pro
Ile
Thr
Leu
Ser
395
Asp
Glu
Gly
Pro
Gly
475
Thr
Lys

Val

Lys

Glu
Tyr
Asn
Ser
Asp
75

Leu

Lys

96/183
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Val
Tyr
Glu
Asn
Lys
300
Leu
Gly
His
Pro
Gly
380
Lys
Asp
His
Ser
Cys
460
Glu
Ala
Tyr

Thr

Ser
540

Pro
Ala
Ala
Cys
60

Thr

Ile

Tyr

Tyr Leu Pro

Phe
Ala
Val
285
Tyr
Ala
Ile
Ser
Leu
365
Pro
Gly
Gly
Phe
Gln
445
Ile
Leu
Lys
Leu
Gly

525
Ser

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile

Ala

Ile

Met
Phe
270
Pro
Asp
Lys
Arg
Leu
350
Met
Asn
Tyr
Trp
Tyr
430
Val
Arg
Pro
Glu
Arg
510

Lys

Lys

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala

Ser

Glu

Val
255
Leu
Ala
Leu
Glu
Cys
335
Gly
Ala
Gln
Val
Leu
415
Val
Ala
Asp
Ser
Val
495
Gly
Ile

Leu

Pro
15

Arg
Lys
Ala
Val
Leu

95
Arg

Phe
240
Gly
Lys
Ile
Ser
Val
320
Gly
Asp
Ala
Val
Asn
400
His
Val
Pro
Val
Ala
480
Tyr
Gly

Thr

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
80

Tyr

Glu



Leu
Lys
Val
145
Gln
Val
Leu
Leu
Thr
225
Pro
Cys
Leu
Thr
Leu
305
Glu
Gln
Asp
Ala
Glu
385
Tyr
Leu
Ile
Ala
Asp
465
Ala
Val
Gly

Ile

Leu
545

Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Val
Thr
210
Phe
Phe
Gly
Gln
Leu
290
Ser
Ile
Gly
Thr
Val
370
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
450
Ala
Ala
Gln

Gly

Asp
530

His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe
Ser
275
Met
His
Gly
Tyr
Asp
355
Lys
Gly
Asn
Ser
Asp
435
Ala
Gly
Gly
Asn
Val

515
Arg

<210>
<211>

100
Ser

Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg
260
Leu
Ala
Leu
Glu
Gly
340
Val
Val
Glu
Glu
Gly
420
Arg
Glu
Val
Val
Phe
500

Lys

Lys

38
38

Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser
Asn
Ala
Gly
245
vVal
Gln
Phe
Lys
Met
325
Leu
Arg
Val
Leu
Glu
405
Asp
Leu
Ile
Thr
Val
485
Val

Phe

Val

Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe
Ala
Asp
Phe
Glu
310
Val
Thr
Pro
Asp
Tyr
390
Ala
Ile
Lys
Glu
Gly
470
Val
Ser

Leu

Leu

DE 699 28 687 T2

Ile
Val
135
Leu
Ile
Asn
Gly
Val
215
Asn
Gly
Leu
Tyr
Ala
295
Ile
Lys
Glu
Gly
Pro
375
Phe
Thr
Ala
Ser
Gly
455
Ile
Gln
Ser

Asp

Arg
535

Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr
200
Ala
Pro
Met
Met
Lys
280
Lys
Ala
Lys
Thr
Ser
360
Thr
Lys
Lys
Tyr
Leu
440
Ile
Pro
Thr
Gln
Glu

520
Gln

105
Lys

Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr
Arg
Thr
Thr
His
265
Val
Ser
Ser
Arg
Thr
345
Thr
Thr
Gly
Ala
Tyr
425
Ile
Leu
Asp
Gly
Val
505

Ile

Met

Pro
Val
Asn
Asn
170
Asn
Gly
Phe
Thr
Thr
250
Thr
Glu
Ala
Gly
Phe
330
Ser
Gly
Gly
Asp
Ile
410
Asp
Lys
Leu
Glu
Lys
490
Ser

Pro

Phe
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Arg
Lys
Glu
155
Ser
Arg
Val
Ser
Ala
235
Thr
Phe
Ser
Leu
Gly
315
Lys
Ala
Lys
Lys
Met
395
Ile
Asn
Tyr
Gln
Ala
475
Tyx
Thr

Lys

Glu

2006.08.24

Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp
Ser
His
220
Ile
Leu
Glu
Thr
Val
300
Ala
Leu
Val
Ile
Ile
380
Ile
Asn
Asp
Lys
His
460
Ala
Leu
Ala

Gly

Lys
540

Ile
125
Lys
Leu
Ile
Asp
Lys
205
Cys
Leu
Gly
Glu
Leu
285
Glu
Pro
Asn
Leu
Val
365
Leu
Met
Lys
Gly
Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

110
Phe

Leu
Gly
Asn
Gln
190
Gly
Lys
Thr
Tyr
Lys
270
Leu
Lys
Leu
Phe
Ile
350
Pro
Gly
Lys
Asp
His
430
Tyr
Tyr
Glu
Glu
Trp
510

Thr

Lys

Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val
Val
Asp
Val
Phe
255
Leu
Val
Tyr
Ser
Val
335
Thr
Phe
Pro
Ser
Gly
415
Phe
Gln
Ile
Leu
Gln
495
Leu

Gly

Ser

Ser
Tyr
Tyr
160
Asp
Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr
Phe
Pro
Asp
Lys
320
Arg
Pro
His
Asn
Tyr
400
Trp
Tyr
Val
Val
Pro
480
Ile
Arg

Lys

Lys



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

DNA
Kinstliche

/BAnmerkung

38

DE 699 28 687 T2

Sequenz

= "ein Primer"

gtactgagac gacgccagcc caagcttagg cctgagtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39

38

DNA
Kinstliche

Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

39

ggcatgagcg tgaactgact gaactagecgg ccgeccgag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
gtactgagac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggcatgagcg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
agatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtagc
aataattgtg
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa

40

18

DNA
Kinstliche

/Anmerkung

40
gacgccag

41

19

DNA
Kiinstliche

/Anmerkung

41
tgaactgac

42

1639

DNA
Kinstliche

/Anmerkung

42
gcagataaga
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatagtc
gcacctgtta
ccacgcatag
ttaaaatcta
tgcctcaaca

Sequenz

= "ein Primer"

Sequenz

= "ein Primer"

Sequenz

2006.08.24

= "mutierte Luciferase"

atattttata
tgtttgacgce
atacaaaaga
gttttaaaaa
tgcaattttt
acgataaata
ttttttgctc
ttgaaactat
actttatttc

tgggcccgaa
attatctcgt
aaatgtttta
gtatggatta
ccttcctgta
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc

98/183

ccattttatc
tatgcagata
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatagtaatc

ccttggaaga
ttccgggetg
ttctgaaact
acacaatagc
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
atgacttagg
tggacgtaaa

38

38

18

19

60
120
180
240
300
360
420
480
540



aaaatttaaa
tggtacaact
ttctattgca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
gggttattat
ctctggtgat
gtcactgatt
acaacatccg
gcttccagcet
agattatgtt
ggatgaaatt
agaaaaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatccaatg
tgggacggcet
catagcattg
gtcgtgtcgt
ggtgtgtagc
aataattgtg
tattgtaaaa
aaaatctaaa
aggttatcaa
aaaatttaaa
tggtacaact
ttctattgca
ggtaatacct
attccgagtt
ttataaagtg
attagttgaa
atcaaaagaa
gtatggatta
gggatcaact
aaaaattttg
gggttattat
ctctggtgat
gtcactgatt
acaacatccg
gcttccagcet
agattatgtt
ggatgaaatt
agaaaaacac

<210>
<211>

ccatattcett
ggtctgccga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgc
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttg
gccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

43

1639

DNA
Kinstliche

/Anmerkung

43
gcagataaga
ggagaacaga
acaaatgctc
ttagcggaaa
gaaaatagtc
gcacctgtta
ccacgcatag
ttaaaatcta
tgcctcaaca
ccctattctt
ggtctgccga
aaagatccta
ttccaccatg
gttctaatgce
gaaagtactt
aagtacgatt
attggggaga
acagaaacca
ggtaaaatag
gggccaaatg
aataatgaag
attgcttatt
aaatataaag
tatattgttg
gcaggtgttg
gccagtcaag
cccaaaggat
accaatggg

44
544

DE 699 28 687 T2

ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggetgt
taccatttca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

Sequenz

cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgcet
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga

2006.08.24

gcgttgatta
aagaatattg
cccacgtcag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaaaggtg
gttgtcgatc
aaaggcccga
gataatgacg
tatattgtgg
gaaattgagg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

= "mutierte Luciferase"

atattttata
tgtttgacgc
atacaaaaga
gttttaaaaa
tgcaattttt
acgataaata
ttttttgctc
ttgaaactat
actttatttc
ttaatcgaga
agggagtcat
cttttggtaa
gttttggtat
acacgtttga
tacttgtacc
tatcgcactt
tggtgaaaaa
cttcggcectgt
taccattaca
aacctggaga
aagctactaa
atgacaatga
gttatcaggt
atgccggegt
tagtacagac
tttcaacagc
caactggaaa

tgggcccgaa
attatctcgt
aaatgtttta
gtatggatta
ccttcctgta
cattgaacgt
caagaatact
tattatatta
tcaaaattcc
cgatcaggtt
gctaactcac
cgcaattaat
gatgaccaca
agaaaaacta
aacattaatg
aaaagaaatt
acggtttaaa
tttaattaca
cgctgttaaa
attgtatttt
agcaattatt
tggccatttt
tgcacctgct
tactggtata
tggaaaatat
caaatggcta
aattgacaga
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ccattttatc
tatgcagcta
tatgaagagt
aaacaaaacg
attgcatcat
gaattaatac
tttcaaaaag
gacttaaatg
gatagtaatc
gcgtcgatta
aagaatattg
cccacgtcag
ttaggatact
tttctacaat
gcatttcttg
gcatctggtg
ttaaactttg
ccgaaaggtg
gttgtcgatc
aaaggcccga
gataatgacg
tatattgtgg
gaaattgagyg
ccggatgaag
ctaaacgaac
cgtggtgggg
aaagtgttaa

tgttttcttce
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgccaaacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgceg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggega
aaatcgtaca
tgatattttt
gacaaatgtt

ccttggaaga
ttccgggctg
ttctgaaact
acacaatagce
tgtatcttgg
acagtcttgg
tactgaatgt
aagacttagg
tggacgtaaa
tgttttcttce
ttgcacgatt
caattttaac
ttacttgtgg
cattacaaga
caaaaagtgc
gcgcaccttt
tcaggcaagg
acgccaaacc
ctacaacagg
tgataatgaa
gatggttgceg
acaggctgaa
gaatactctt
ccgcgggcga
aaatcgtaca
tgaaattttt
gacaaatgtt

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639
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<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "mutierte Luciferase"

<400> 44
Met Ala Asp Lys Asn Ile Leu Tyr Gly Pro Glu Pro Phe Tyr Pro Leu

Glu Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Met Phe Asp Ala Leu Ser Arg Tyr
20 25 30
Ala Asp Ile Pro Gly Cys Ile Ala Leu Thr Asn Ala His Thr Lys Glu
35 40 45
Asn Val Leu Tyr Glu Glu Phe Leu Lys Leu Ser Cys Arg Leu Ala Glu
50 55 60
Ser Phe Lys Lys Tyr Gly Leu Lys Gln Asn Asp Thr Ile Ala Val Cys
65 70 75 80
Ser Glu Asn Ser Leu Gln Phe Phe Leu Pro Val Ile Ala Ser Leu Tyr
85 90 95
Leu Gly Ile Ile Val Ala Pro Val Asn Asp Lys Tyr Ile Glu Arg Glu
100 105 110
Leu Ile His Ser Leu Gly Ile Val Lys Pro Arg Ile Val Phe Cys Ser
115 120 125
Lys Asn Thr Phe Gln Lys Val Leu Asn Val Lys Ser Lys Leu Lys Ser
130 135 140
Ile Glu Thr Ile Ile Ile Leu Asp Leu Asn Asp Asp Leu Gly Gly Tyr
145 150 155 160
Gln Cys Leu Asn Asn Phe Ile Ser Gln Asn Ser Asp Ser Asn Leu Asp
165 170 175
Val Lys Lys Phe Lys Pro Tyr Ser Phe Asn Arg Asp Asp Gln Val Ala
180 185 190
Leu Ile Met Phe Ser Ser Gly Thr Thr Gly Leu Pro Lys Gly Val Met
195 200 205
Leu Thr His Lys Asn Ile Val Ala Arg Phe Ser Ile Ala Lys Asp Pro
210 215 220
Thr Phe Gly Asn Ala Ile Asn Pro Thr Ser Ala Ile Leu Thr Val Ile
225 230 235 240
Pro Phe His His Gly Phe Gly Met Met Thr Thr Leu Gly Tyr Phe Thr
245 250 255
Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met His Thr Phe Glu Glu Lys Leu Phe
260 265 270
Leu Gln Ser Leu Gln Asp Tyr Lys Val Glu Ser Thr Leu Leu Val Pro
275 280 285
Thr Leu Met Ala Phe Leu Ala Lys Ser Ala Leu Val Glu Lys Tyr Asp
290 295 300
Leu Ser His Leu Lys Glu Ile Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser Lys
305 310 315 320
Glu Ile Gly Glu Met Val Lys Lys Arg Phe Lys Leu Asn Phe Val Arg
325 330 335
Gln Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr Thr Ser Ala Val Leu Ile Thr Pro
340 345 350
Lys Gly Asp Ala Lys Pro Gly Ser Thr Gly Lys Ile Val Pro Phe His
355 360 365
Ala Val Lys Val Val Asp Pro Thr Thr Gly Lys Ile Leu Gly Pro Asn
370 375 380
Glu Pro Gly Glu Leu Tyr Phe Lys Gly Pro Met Ile Met Lys Gly Tyr
385 390 395 400
Tyr Asn Asn Glu Glu Ala Thr Lys Ala Ile Ile Asp Asn Asp Gly Trp
405 410 415
Leu Arg Ser Gly Asp Ile Ala Tyr Tyr Asp Asn Asp Gly His Phe Tyr

100/183



Ile
Ala
Asp
465
Ala
Val

Gly

Ile

Met
Glu
Ala
Asn
Ser
Ser
Leu
Leu
Lys
Ile
145
Gln
Val
Ser
Leu
Thr
225
Pro
Cys

Leu

Val
Pro
450
Ala
Ala
Gln
Gly

Asp
530

Asp
435
Ala
Gly
Gly
Asp
Val

515
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala
Asp
Ala
Val
50

Phe
Glu
Gly
Ile
Asn
130
Glu
Cys
Lys
Ile
Thx
210
Phe
Phe

Gly

Gln

Asp
Gly
Ile
35

Leu
Lys
Asn
Ile
His
115
Thr
Thr
Leu
Lys
Met
195
His
Gly
His
Phe

Ser

420
Arg

Glu
Val
Val
Tyr
500
Ile
Lys
45

544
PRT

Leu
Ile
Thr
Val
485
Val

Phe

val

Lys
Glu
Gly
470
Val
Ala

Leu

Leu

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

Ser
Gly
455
Ile
Gln
Ser

Asp

Arg
535

Leu
440
Ile
Pro
Thr
Gln
Glu

520
Gln

Kinstliche Sequen:z

425
Ile

Leu
Asp
Gly
Val
505
Ile

Met

Lys Tyr
Leu Gln

Glu Ala
475

Lys Tyr

490

Ser Thr

Pro Lys

Leu Glu

Lys
His
460
Ala
Leu
Ala

Gly

Lys
540

/BRnmerkung = "mutierte Luciferase"

45
Lys

Thr
20

Pro
Tyr
Lys
Ser
Ile
100
Ser
Phe
Ile
Asn
Phe
180
Phe
Lys
Asn
His
Arg

260
Leu

Asn
Ala
Gly
Glu
Tyr
Leu
85

Val
Leu
Gln
Ile
Asn
165
Lys
Ser
Asn
Ala
Gly
245

Val

Gln

Ile
Gly
Cys
Glu
Gly
Gln
Ala
Gly
Lys
Ile
150
Phe
Pro
Ser
Ile
Ile
230
Phe

Val

Asp

Leu
Glu
Ile
Phe
55

Leu
Phe
Pro
Ile
Val
135
Leu
Ile
Tyr
Gly
Val
215
Asn
Gly

Leu

Tyr

Tyr
Gln
Ala
40

Leu
Lys
Phe
Val
Val
120
Leu
Asp
Ser
Ser
Thr
200
Ala
Pro
Met

Met

Lys

Gly
Met
25

Leu
Lys
Gln
Leu
Asn
105
Lys
Asn
Leu
Gln
Phe
185
Thr
Arg
Thr
Met
His

265
Val

Pro Glu
10

Phe Asp
Thr Asn
Leu Ser

Asn Asp

Pro Val
90
Asp Lys

Pro Arg
Val Lys
Asn Glu
155
Asn Ser
170
Asn Arg
Gly Leu
Phe Ser
Ser Ala
235
Thr Thr
250
Thr Phe

Glu Ser
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Pro
Ala
Ala
Cys
60

Thr
Ile
Tyr
Ile
Ser
140
Asp
Asp
Asp
Pro
Ile
220
Ile
Leu

Glu

Thr

Gly
445
Pro
Gly
Asn
Lys
Ser

525
His

Phe
Leu
His
45

Arg
Ile
Ala
Ile
Val
125
Lys
Leu
Ser
Asp
Lys
205
Ala
Leu
Gly

Glu

Leu

430
Tyr

Tyr
Glu
Glu
Trp
510
Thr

Thr

Tyr
Ser
30

Thr
Leu
Ala
Ser
Glu
110
Phe
Leu
Gly
Asn
Gln
190
Gly
Lys
Thr
Tyr
Lys

270
Leu

Gln
Ile
Leu
Gln
495
Leu

Gly

Asn

Pro
15

Arg
Lys
Ala
Val
Leu
95

Arg
Cys
Lys
Gly
Leu
175
Val
Val
Asp
Val
Phe
255

Leu

Val

Val
Val
Pro
480
Ile
Arg

Lys

Gly

Leu
Tyr
Glu
Glu
Cys
Tyr
Glu
Ser
Ser
Tyr
160
Asp
Ala
Met
Pro
Ile
240
Thr

Phe

Pro



275

Thr Leu Met

290

Leu Ser His

305
Glu

Ile Gly

Gln Gly Tyr

Lys Gly Asp

355

Ala Val Lys
370

Glu Pro

385

Tyr

Gly

Asn Asn

Leu Arg Ser

Ile Val Asp

435

Ala Pro Ala
450

Asp Ala
465

Ala

Gly

Ala Gly

Val Gln Asp

Gly Gly Val
515
Arg

Ile Asp

530

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggatcccatg
ggaagactta
gcaggcttta
gacagtcctc
gatctgcgece
tatgattgta
tatatcgaaa
acagagcaga
cggttgtgaa
caaaccttta
tactggatta
tgctttagac
gcctttttte
tgttatcatg
agttcgaagt
tgacaaatac
agaagttgct

Ala Phe

Leu Lys

Leu

Glu

DE 699 28 687 T2 2006.08.24

280
Ala Lys
295

Ile Ala

310

Glu Met
325
Gly Leu
340
Ala Lys

Val Val

Glu Leu

Val
Thr
Pro
Asp

Tyr

Lys Lys

Glu Thr
Ser
360
Thr

Gly

Pro
375

Phe Lys

390

Glu Glu
405
Gly Asp
420
Arg Leu

Glu Ile

Val Thr

Ala
Ile
Lys
Glu

Gly

Thr Lys

Ala Tyr
Leu
440
Ile

Ser

Gly
455

Ile Pro

470

Val Val
485
Tyr Val
500
Lys Phe

Lys Val

46
1633
DNA

Val

Ala

Leu

Leu

Gln Thr

Ser Gin
Glu
520
Gln

Asp

Arg
535

Kinstliche Sequenz

Ser Ala Leu

Ser Gly Gly
315
Phe Lys
330

Ser

Arg

Thr
345
Thr

Ala

Gly Lys

Thr Gly Lys
Met
395

Ile

Gly Pro

Ala Ile
410
Tyr Asp Asn
425
Ile

Lys Tyr

Leu Leu Gln

Glu Ala
475

Tyr

Asp
Gly Lys
490
Val Ser
505

Ile

Thr

Pro Lys

Met Leu Glu

285
Val Glu
300

Ala

Lys

Pro Leu

Leu Asn Phe

Val Ile
350

Pro

Leu
Ile Val
365
Ile Leu
380

Ile

Gly

Met Lys

Asp Asn Asp
His
430
Tyr

Asp Gly

Lys Gly
445
His Pro
460
Ala

Tyr

Gly Glu

Leu Asn Glu

Ala Lys Trp
510
Ser Thr
525

His

Gly

Lys Thr

540

/Anmerkung = "mutierte Luciferase"

46
atgaagcgag
acagctggag
gtagatgtgg
ctagcgcaaa
gagaataata
gcacctgtta
ccacaaatag
actaatttca
agtcttccca
catttcgatc
ccgaaaggtg
cccagggeag
catgcttttg
tcaagacgat
gtaattaacg
gatttatcaa
gaggttgcag

agaaaaatgt
aaatgctctt
ttggcgacga
gtctccacaa
caagattttt
atgaaagtta
tttttacgac
taaaaaggat
attttatttc
ctgtagagca
taatgcaaac
gaacgcaact
ggttctctat
ttgatccaga
ttccatcagt
gtttaaggga
caaaacgatt

tatatatgga
ccgtgceecectt
atcgctttcce
ttgtggatac
tattccegtt
catcccagat
aaagaacatt
catcgtactt
tcgttatteg
agtggcagct
tcaccaaaat
tattcctggt
aaccttggga
agcatttcta
aatattgttc
attgtgttgce
aaacttgcca

102/183

cccgaacccee
cgaaaacatt
tataaagagt
aagatgaatg
attgcagctt
gaactctgta
ttaaataagg
gatactgtag
gatggaaata
atcttatgtt
atttgtgtcc
gtgacagtct
tacttcatgg
aaagctattc
ttatcgaaaa
ggtgcggcac
ggaattcgct

Tyr Asp

Ser Lys
320
Val Arg
335
Thr Pro

Leu His

Pro Asn

Gly Tyr
400
Gly Trp
415
Phe Tyr

Gln Val

Ile Val
Pro
480
Ile

Leu

Gln
495
Leu Arg

Gly Lys

Asn

tacacccctt
ctcatttacc
tttttgaagc
atgtagtgtc
ggtatattgg
aggtcatggg
tattggaggt
aaaacataca
ttgccaactt
cgtcaggcac
gacttataca
tagtatatct
tgggtcttcg
aggattatga
gtcctttggt
cattagcaaa
gtggatttgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



tttgacagaa
acttggaaga
attgggacca
cgtgaacaat
agactttgga
gattaaatat
tccatgtatc
atctgecagttt
tcttgcecgag
cataccacgg
gaaggcggga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Met Lys

Pro Leu Glu
Ser
35

Ser

Lys His

Leu
50
Leu

Ser

Ser His

65

Ala Glu Asn

Ile Gly Met

Leu Cys Lys
115
Asn Ile
130

Lys

Lys

Ile
145
Glu

Arg

Ser Leu

Asn Phe Lys
Ser
195

Asn

Leu Cys
Gln
210
Thr

His

Gly
225
Phe

Gln

His Ala

Leu Arg Val

Ala Ile Gln

275
Ile Leu Phe
290
Leu

Ser Arg

tctacttcag
gttactcctt
aatcaagttg
gtagaagcta
tactatgatg
aagggctctc
agagatgttg
gtggttaaac
agggtctccc
aatgttacag

ggt

47
542
PRT

DE 699

ctaatataca
taatggcagce
gtgaattatg
ccaaagaagc
aggatgagca
aggtagcacc
ctgtggttgg
agcccggaaa
atacaaagta
gtaaaattac

Kinstliche Sequenz

28 687 T2

cagtcttagg
taaaatagca
cattaaaggt
tattgatgat
tttctatgtg
tgcagaacta
tattcctgat
ggagattaca
tttgcgtgga
aagaaaggaa

2006.08.24

gatgaattta
gatagggaaa
cccatggtat
gatggttggce
gtggaccgtt
gaagagattt
ctagaagctg
gctaaagaag

ggggttcgat
cttctgaagc

/Bnmerkung = "mutierte Luciferase"

47
Arg Glu
5
Asp Leu
20
His Leu

Tyr Lys

Asn Cys
Thr
85
Val

Asn

Ile
100
Val Met

Leu Asn

Ile Ile

Lys
Thr
Pro
Glu
Gly
70

Arg
Ala
Gly
Lys

Val

Asn Val

Ala Gly

Gln Ala
40
Phe Phe
55
Tyr Lys

Phe Phe

Pro Val

Ile Ser
120
Val Leu
135

Leu Asp

150

Asn
165
Leu

Pro

Pro
180
Ser Gly

Ile Cys

Leu Ile

Phe

His

Thr

Val

Pro

Ile Ser

Phe Asp

Thr Gly
200
Arg Leu
215

Gly Val

230

Phe Gly
245
Ile Met
260
Asp Tyr

Leu Ser

Glu Leu

Phe
Ser
Glu
Lys

Cys

Ser Ile

Arg Arg

Val Arg
280
Ser Pro
295

Cys Gly

Ile Tyr
10

Met

Gly

Glu
25
Leu

Leu

Val Asp

Glu Ala Thr

Met Asn Asp

75

Ile Pro Val

90

Asn Glu Ser

105

Lys Pro Gln

Glu Val Gln

Thr Val Glu

155

Arg Tyr Ser

170

Pro Val Glu

185

Leu Pro Lys

Ile His Ala

Thr Val Leu

235

Thr Leu Gly
250

Phe Asp

265

Ser

Pro

Val Ile

Leu Val Asp

Ala Ala Pro

103/183

Pro Glu Pro

Phe Ala
30
Gly

Arg
Val Val
45
Val Leu
60

Val

Leu

Val Ser

Ile Ala Ala

Ile Pro
110
Phe

Tyr
Ile Val
125
Ser Arg Thr
140
Asn

Ile His

Asp Gly Asn

Gln Val Ala
190
Val Met
205

Asp

Gly
Leu Pro
220
Val

Tyr Leu

Tyr Phe Met

Glu Ala Phe
270
Val Pro
285

Tyr

Asn

Lys
300
Leu

Asp

Ala Lys

aaccaggatc
ctggtaaagc
cgaaaggtta
ttcactctgg
acaaggaatt
tattgaaaaa
gagaactgcc
tgtacgatta
tcgttgatag
agttgctgga

Leu His
15
Leu Arg

Asp Glu

Ala Gln

Ile Cys
80
Trp Tyr
95
Asp Glu

Thr Thr

Asn Phe

Gly Cys
160
Ile Ala
175
Ala Ile

Gln Thr

Arg Ala
Phe
240
Gly

Pro

Val
255
Leu Lys

Ser Val

Leu Ser

Glu Val

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1633



305
Ala

Phe
Glu
Lys
Gly
385
Asn
Ser
Asp
Ala
Ala
465
Phe
Asp

Val

Arg

Glu Vval
Gly Leu

Phe Lys
355

Ile Ala

370

Glu Leu

Val Glu
Gly Asp

Arg Tyr
435

Glu Leu

450

Val Val

Val Val
Tyr Leu

Arg Phe

515
Lys Glu
530

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

DE 699 28 687 T2

310

315

Ala Ala Lys Arg Leu Asn Leu Pro
325 330
Thr Glu Ser Thr Ser Ala Asn Ile

340 345

Pro Gly Ser Leu Gly Arg Val Thr

360

Asp Arg Glu Thr Gly Lys Ala Leu

375

Cys Ile Lys Gly Pro Met Val Ser

390

395

Ala Thr Lys Glu Ala Ile Asp Asp
405 410
Phe Gly Tyr Tyr Asp Glu Asp Glu

420 425

Lys Glu Leu Ile Lys Tyr Lys Gly

440

Glu Glu Ile Leu Leu Lys Asn Pro

455

Gly Ile Pro Asp Leu Glu Ala Gly

470

475

Lys Gln Pro Gly Lys Glu Ile Thr
485 490

Ala Glu Arg Val Ser His Thr Lys

500 505

Val Asp Ser Ile Pro Arg Asn Val
520

Leu Leu Lys Gln Leu Leu Glu Lys

535

48

23

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

48

ttatccecttg gaagatggga cgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49

22

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

49

ctggagaaca gctgtttgac gc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

50

32

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

104/183

2006.08.24

Gly
His
Pro
Gly
380
Lys
Asp
His
Ser
Cys
460
Glu
Ala
Tyr
Thr

Ala
540

Ile
Ser
Leu
365
Pro
Gly
Gly
Phe
Gln
445
Ile
Leu
Lys
Leu
Gly

525
Gly

Arg
Leu
350
Met
Asn
Tyr
Trp
Tyr
430
Val
Arg
Pro
Glu
Arg
510
Lys

Gly

Cys
335
Arg
Ala
Gln
Val
Leu
415
Val
Ala
Asp
Ser
Val
495
Gly

Ile

320
Gly

Asp
Ala
Val
Asn
400
His
Val
Pro
Val
Ala
480
Tyr
Gly

Thr

23

22



<400>

DE 699 28 687 T2

50

gttatgcaga tattccgggc tgcatagcat tg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51

40

DNA

Kinstliche Sequenz

/Bnmerkung = "ein Primer"

51

cttggaataa ttgtggcacc tgttaacgat aaatacattg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

52

23

DNA

Kinstliche Sequenz

/BAnmerkung = "ein Primer"

52

aaccacgcat agttttttgc tcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53

31

DNA

Kinstliche Sequenz

/RAnmerkung = "ein Primer"

53

aagtactgaa tgtacagtct aaattaaaat c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

54

31

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

54

ttaaaatcta ttgaaactat tattatatta g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55

23

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

55

gttgcgttga ttatgttttc ttc

<210>
<211>

56
26

105/183

2006.08.24

32

40

23

31

31

23
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<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 56
gtacaactgg tctgccgaag ggagtc 26

<210> 57

<211> 29

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 57
caagaatatt gttgtgcgat tttctcttg 29

<210> 58

<211> 29

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 58
ctacttttgg taaccagatt aatcccacg 29

<210> 59

<211> 32

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /BAnmerkung = "ein Primer"

<400> 59
ccaccatggc tttggtatga cgaccacatt ag 32

<210> 60

<211> 43

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 60
ttgttctaat gcaccgcttt gaagaagaac tatttctaca atc 43

<210> 61

<211> 31

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

106/183



<400>

DE 699 28 687 T2

61

aagtgcatta gttgataagt acgatttatc g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

62

28

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

62

cggtttaaat taccgggtgt caggcaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

19

DNA

Kinstliche Sequenz

/Rnmerkung = "ein Primer"

63

aagacgccaa accgggatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

64

28

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

64

atcaactggt aaagtagtac catttcac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

65

28

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

65

tattttaaag gcccgatgat aatgaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

66

25

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

66

ggatggttgc actctggtga tattg

<210>

67

107/183
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31

28

19

28

28

25



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

DE 699 28 687 T2

23
DNA
Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

cagctgcagt tgttgtagta cag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

68

23

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

68

gaaaatatct aaccgaacaa atc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

69

33

DNA

Kinstliche Sequenz

/BAnmerkung = "ein Primer"

69

aatcgtacaa gattatgttg ccagtcaagt ttc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

70

24

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

70

gggtgaaatt tgtggatgaa attc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

71

26

DNA

Kunstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

71

ttaagacaaa tgctggaaaa acacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

72

28

DNA

Kinstliche Sequenz

/Anmerkung = "ein Primer"

108/183
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23

23

33

24

26
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<400> 72
ataaaaatat tctgtatggt cccgaacc 28

<210> 73

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 73
atgtttgacg cactgtctcg ttatgcag 28

<210> 74

<211> 23

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 74
atagcattga ccaatgctca tac 23

<210> 75

<211> 43

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 75
aagaaaatgt tctgtatgaa gagtttctga aactgtcgtg tcg 43

<210> 76

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 76
taaaaagtat ggactgaaac aaaacgac 28

<210> 77

<211> 22

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 77
cgaaaatggt ctgcaatttt tc 22

<210> 78
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<211> 29
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"”

<400> 78
aattgcatca ctgtatctgg gaataattg 29

<210> 79

<211> 39

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Bnmerkung = "ein Primer"

<400> 79
ttgaacgtga actgatacac agtctgggta ttgtaaaac 39

<210> 80

<211> 36

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 80
aaactattat tatactggac ctgaatgaag acttag 36

<210> 81

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 81
gttatcaatg cctgaacaac tttatttc 28

<210> 82

<211> 22

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 82
tcttttaatc gtgacgatca gg 22

<210> 83
<211> 25

<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
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<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 83
cgacagcaat tctgacggta atacc 25

<210> 84

<211> 25

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = " ein Primer"

<400> 84
tgtggattcc gcgttgttct aatgce 25

<210> 85

<211> 39

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 85
tggaaagtac tctgctggta ccaacactga tggcatttc 39

<210> 86

<211> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 86
cgatttatcg cacctgaaag aaattgcatc 30

<210> 87

<211> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 87
ggtggcgcac ctctgtcaaa agaaattggg 30

<210> 88

<211> 27

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequen:z

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"
<400> 88
agggtatgga ctgaccgaaa ccacttc 27
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<210> 89

<211> 18

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 89
aggaaaaatt ctggggcc 18

<210> 90

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 90
ggctgaagtc actgattaaa tataaagg 28

<210> 91

<211> 23

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 91
agggaatact gctgcaacat ccg 23

<210> 92

<211> 38

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"

<400> 92
cagtcaagtt tcaaccgcca aatggctgcg tggtgggg 38

<210> 93

<211> 25

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> /Anmerkung = "ein Primer"
<400> 93
gaaaaattga ccgtaaagtg ttaag 25

Patentanspriiche
1. Thermostabile Luciferase mit einer Halbwertszeit von mindestens 2 Stunden bei 50°C, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die thermostabile Luciferase die SEQ ID NO: 44 oder SEQ ID NO: 45 oder einen enzy-
matisch aktiven Teil davon umfasst und gegenuber einem Inhibitor der Biolumineszenzreaktion resistent ist.

2. Isoliertes und gereinigtes Nucleinsduremolekiil, das ein Nucleinsduresegment enthalt, das fur die Luci-
ferase nach Anspruch 1 oder das Komplement davon kodiert.
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3. Isoliertes und gereinigtes Nucleinsauremolekiil nach Anspruch 2, das ein Nucleinsauresegment enthalt,
das die SEQ ID NO: 42 oder SEQ ID NO: 43 aufweist.

4. Vektor, der das Nucleinsauremolekiil nach Anspruch 2 enthalt.

5. Wirtszelle, deren Genom mit dem Nucleinsdauremolekil nach Anspruch 2 vergréRert worden ist.
6. Festes Substrat, das die Luciferase nach Anspruch 1 enthalt.

7. Fusionsprotein, das die Luciferase nach Anspruch 1 enthalt.

8. Isoliertes und gereinigtes Nucleinsduremolekiil, das ein Nucleinsduresegment enthalt, das fir das Fusi-
onsprotein nach Anspruch 7 kodiert.

9. Verfahren zur Verwendung einer Luciferase, welches umfasst: Verbinden eines Mittels mit Luciferase
nach Anspruch 1 unter Bildung eines markierten Mittels.

10. Verwendung der Luciferase nach Anspruch 1 zum Nachweisen von ATP, zum Markieren eines Mole-
kils, als genetischer Reporter, fir die Immobilisierung auf einer festen Oberflache, zum Herstellen eines Hyb-
ridproteins, fir Hochtemperaturreaktionen oder fir die Bildung von Lumineszenzldsungen.

11. Verfahren zur Verwendung eines Vektors, der fur Luciferase kodiert, welches umfasst:

a) Einfuhren des Vektors nach Anspruch 4 in eine Wirtszelle; und
b) Nachweisen oder Bestimmen der Anwesenheit von Luciferase in der Wirtszelle.

12. Kit, der einen Behalter umfal3t, der die Luciferase nach Anspruch 1 enthalt.

13. Kit nach Anspruch 12, worin der Behalter ein wassriges Gemisch umfasst, das die Luciferase enthalt.

14. Kit nach Anspruch 12, worin der Behalter lyophilisierte Luciferase enthalt.

15. Kit nach Anspruch 12, der aullerdem einen Behalter umfasst, der Luciferin enthalt.

16. Kit nach Anspruch 12, worin der Behalter au3erdem Luciferin enthalt.

17. Kit nach Anspruch 14, worin der Behalter aulerdem lyophilisiertes Luciferin enthalt.

18. Kit nach Anspruch 15, worin der Behalter, der Luciferin enthalt, lyophilisiertes Luciferin enthalt.

19. Kit nach Anspruch 12, der aul’erdem ein Verpackungsmaterial enthalt, das getrennt voneinander ver-
packt den Behalter und Anweisungsmittel enthalt, die den Anwender anweisen, die Luciferaseaktivitat in einer
Probe, die mutmallich ATP enthalt, mit der Konzentration von ATP in der Probe zu korrelieren.

20. Kit nach Anspruch 12, der aulRerdem ein Verpackungsmaterial enthalt, das getrennt voneinander ver-
packt den Behalter und Anweisungsmittel enthalt, die den Anwender anweisen, die Luciferaseaktivitat in einer

Probe, die mutmallich ein ATP-produzierendes infektidses Mittel enthalt, mit der Konzentration oder der An-
wesenheit des Mittels in der Probe zu korrelieren.

Es folgen 70 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Restaktivitat

Stabilitat bei 37°C, normalisiert auf t=0
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Lumineszenz bei 60°C, normalisiert auf t=0
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(78-0B10 50°C)y=-0,00437X+10,91:
berechnete Halbwertszeit=144 Stunden (6 Tage)
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Log Lumineszenz

(49-7C6 50°C)y=-0,0059x+8,757;
berechnete Halbwertszeit=100,5 Stunden (4,2 Tage)
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Log Lumineszenz
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FIG. 8
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22°C 78-0B10; projizierte Halbwertszeit=109 Tage
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37°C 49-7C6; berechnete Halbwertszeit=111 Stunden (4,7 Tage)
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Log Lumineszenz

37°C PPE-2(w.t.); berechnete Halbwertszeit = 4 min.
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FIG. 13
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65°C; pH 6,5
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FIG. 18A
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FIG. 18B
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Luciocla cruciata Phg: Phengodes sp.
Luciola lateralis Lmi: Luciola mingrelica
Pyrophorue plagiophthalamus (griin)

Pyrophorus plagiophthalamus (gelbgriin) .

Pyrocoelia miyako Ppy: Photinus pyralis
Lampyris noctiluca

Photuris pennsylvanica (2)

Photuris pennsylvanica (1)

Streng konservierte Positionen
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WEDGTAGEQL HRAMKRYAQV
LEDGTAGBQL HKAMKRYALV
LEDGTAGEQL HKAMKRYAQV
LEEGTAGEQL HRAISRYAAV
LADGTAGEQM FYALSRYADI
LFEGTAGQQOL HRALYKHSYF
LBDLTAGEML FRALRKHSHL
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TGVDYSYAEY LEKSCCLGKA
TGVDYTYABY LEKSCCLGEA

IQNYGLVVDG RIALCSENCE
LKRYGLVVDG RIALCSENCE

EFFIPVIAGL
EFFIPVLAGL

.lmi TGVDISYQEY FDITCRLAEA MKNFGMKPEER HIALCSENCE gFPIPVLAGL
Pumi ABVNITYSEY FEMSCRLAET MKRYGLGLQH HIAVCSETSL QFFMPVCGAL

Ppy IEVNITYAEY FEMSVRLAERA MKRYGLNTNR RIVVCSENSL QFFMPVLGAL

Ino AEVNITYSEY FEMACRLART MKRYGLGLOH HIAVCSENSL QFFMPVCOGAL
Ppel TELEVTYKEF LDVTCRLAEA MKNYGLGLOH TISVCSENCV QFFMPICAAL
Ppe2 TKENVLYEEF LKLSCRLABS FKKYGLKQOND TIAVCSENGL QPFLPLIASL
Phg THRIISYAKI LDMSCRLAVS FQKYGLTQONN IIGICSENNL NFFNPVIAAF

GR  GEEWISYKEF FETTCLLAQS LHNCGYKMSD VVSICAENNK RFFVPIIAAW

YG  GDESLSYKEF FEATCLLAQS LHNCGYKMND VVSICAENNK RFFIPIIAAW
30-4B02 GDESLSYKEF FEATVLLAQS LHNOGYKMND VVSICAENNK RFFIPVIAAW
81-6G01 GDESLSYKEF FEATVLLAQS LHNCGYKMND VVSICAENNT RFFIPVIAAW
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101 150

Lcr FPIGVGVAPTN EIYTLRELVH
Lla FPIGVGVAPTN EIYTLRELVH
Lmi YIGVAVAPTN EIYTLRELNH
Pmi FIGVGVAPTN DIYNERELYN
Ppy FIGVAVAPAN DIYNERELLN
Lno FIGVGVASTN DIYNERELYN
Ppel YVGVATAPTN DIYNERELYN
Ppe2 YLGIIAAPVS DKYIERELIH.
Phg YLGITVATVN DTYTDRELSE

SLOISKPTIV FSSKKGLDKV ITVQKTVITI
SLGISKPTIV FSSKKGLDKV ITVQKTVATI
SLOIAQPTIV FSSRKGLPKV LEVQKTVICI
SLFISQPTIV FCSKRALQKI LGVQKKLPVI
SMNISQPTVV FVSKKGIQKI LNVOKKLPIY
ELSIEQPTIV SCSKRAIQKI LGVQKKLPII
SLSISQPTVV PTSRNSIQKI LGVQSRLPII
SLGIVKPRIX FCSKNTFQKV LNVKSKLKYV
TLNITKPOML PCEKOSLPIV MKTMKIMPYV
GR  YIGMIVAPVN EGYIFDELCK VMGISRPQLV FCTENILNKV LEVQSRTDFI
YG  YIGMIVAPVN ESYIPDELCK VMGISKPQIV FCTKNILNKV LEVQSRTNFI

30-48B02 YIGMIVAPVN ESYIPDELCK VMGISKPQIV- FTTKNILNKV LEVQSRTNF1
81-6G01 YIGMIVAPVN ESYIPDELCK VMGISKPQIV FTTENILNKV LEVQSRTNFI
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151 200

Lcr KTIVILDSKV DYRGYQCLDT FIKRNTPPGF QASSFKTVEV -DRKEQVALY
Lla KTIVILDSKV DYRGYQSMDN FIKKNTPQGF KGSSFKTVEV .NRKEQVALI
Lmi KKIVILDSKV NFGGHDCMET FIKKHVELGF QPSSFVPIDV KNRKQHVALL
Pmi QKIVILDSRE DYMGKQSMYS FIBRSHLPAGF NEYDYIPDSPF- .DRETATALI
Ppy OKIIIMDSKT DYQGPQSMYT FVTSHLPPGF NRYDFVPESF -DRDKTIALI
Lno QKIVILDSRE DYMGKQSMYS FIBSHLPAGF NEYDYIPDSF -DRETATALI
Ppel XKIIILDGKK DYLGYQSMQS FMKEHVPANF NVSAFKPLSF .DLDR.VACI
Ppe2 ETIIILDLNE DLGGYQCLNN FISQNSDINL DVKKFKPNSF - NRDDQVALV
Phyg QKLLIIDSHQ DIGGIECVHS FVSRYTDEHF DPLKFVPLDF .DPREQVALI
GR  KRIIILDAVE NIHGCESLPN FISRYSDGNI A..NFKPLHY -DPVEQVAAI
¥G KRIIILDTVE NIHGCESLPN FISRYSDGNI A..NFKPLHY .DPVEQVAAT

30-4B02 KRIIILDTVE NIHGCESLPN FISRYSDGNI A..NFKPLHY -DPVEQVAAI
81-6G01 KRIIILDTVE NIHGCESLPN FISRYSDGNI A. .NFKPLH? -DPVEQVAATY
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-201 250

Lcr  MNSSGSTGLP KGVQLTHENT VTRFSHARDP IYGNQVSPGT AVLTVVPFHH
Lla MNSSGSTGLP KGVQLTHENA VIRFSHARDP IYGNQVSPGT AILTVVPFRH
Lani HNSSGSNLP KGVRITHEGA VTRFSHAKDP IYGNQVSPGT AILTVVPFHH
Pmi MNSSGSNLP KGVDLTHMNV CVRFSHCRDP VFGNQIXIPDT AILTVIPPRH
Ppy . MNSSGSTOLP KGVALPHRTA CVRFSHARDP IFGNQIIPDT ATLSVVPFHH
Lno MNSSGSTGLP KGVELTHQNV CVRPSHCRDP VFGNQIIPDT MLTVIPPKB
Ppel MNSSGSTGLP KGVPISHRNT IYRPSHCRDP VPGNQIIPDT TILCAVPPKH
Ppe2 MPSSGTTGVS KGVMLTHKNI VARFSHCKDP TPGNAINPTT AILTVIPPHH
Phg MTSSGTTGLP KGVMLTHRNI CVRFVHSRDP LFGTRFIPET SILSLVPFHH
GR  LCSSGTTGLP KGVMQTHRNV CVRLIHALDP RVGTQLIPGV TVLVYLPFFH
¥G LCSSGTTGLP KGVMQTHQONI CVRLIHALDP RAGTQLIPGV TVLVYLPFFH

30-4B02 LCSSGTTGLP KGVMOTHQNI CVRLIHALDP RAGTQLIPGV TVLVYLPFFH
81-66G01 LCSSGTTGLP KGVMQTHONI CVRLIHALDP RAGTQLIPGV TVLVYLPFFH
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Lexr GFGMFTTIGY LICGFRVVML TKFDEETPLK TLQDYKCTSV ILVPTLFAIL
Lla GFGMFTTLGY LTCGFRIVML TKFDEETFLK TLQDYKCSSV ILVPTLFAIL
Lmi GPGMP!ITIBY FACGYRVVML TKFDEELFLR TLQDYKCTSV ILVPTLFAIL
Pmi VPQMFTTLGY LTCGFRIVLM YRFEEELFLR SLODYKIQSA LLVPTLFSFF
Ppy GFGMFTTLGY LICGFRVVIM YRFEEELFLR SIQDYKIQSA LLVPTLPSFP
Lno GFGMFTITLGY LTCGFRIVIM YRFEEELFLR SIAQDYKIQSA LLVPTLFSFF
Ppel AFGTFINLGY LICGFHVVIM YRFNEHLFIQ TLQDYKCQSA LLVPTVLAFL
Ppe2 GFGMTTTLGY FTCGFRVALM HTFEEKLFLQ SLODYKVEST LI:VPTLHAFF
Phg APGMFITLSY FIVGLKIVMM KRFDGELFLK TIQNYKIPTI VIAPPVMVFL
GR . AFGFSINLGY FMVGLRVIML RRFDQEBAFLK AXIQDYEVRSV INVPAIILFL

YG  AFGFSINLGY FMVGLRVIML RRFDQEAFLK ATQDYEVRSV INVPAIILFL
30-4B02 AFGFSINLGY FMVGLRVIML RRFDQEAFLK AIQDYEVRSV INVPAIILPL
81-6G01 AFGPSITLGY FMVGLRVIMF RRFDQEAFLK AIQDYEVRSV INVPSVILFL
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451 ' 500

Ler GYQVPPAELE SVLLQHPSIF DAGVAGVPDP VAGELPGAVV VLESGKNMTE -
Lla GYQVPPAELE SVLLQHPNIF DAGVAGVPDP IAGELPGAVV. VLEKGKSMTE
Lemi GYQVPPAELE SVLLQHPNIF DAGVAGVPDP DAGELPGAVV VMEKGKTMTE
Pmi GYQVPPAELE SILLQHPFIF DAGVAGIPDP DAGELPAAVV 'VLEEGKMMTE
Ppy GYQVAPARLE SILLQHUPNIF DAGVAGLPDD DAGELPAAVV VLEHGKTMTE
Lno GYQVPPAERLE SILLQHPFPIF DAGVAGIPDP DAGBLPAAVV VLREGKTMTE
. Ppel GYQVPPAELE ALLLQHPFIE DAGVAGVPDE VAGDLPGAVV VLKEGKSITE
Ppe2 GYQVAPAEIE GILLQHPYIV DAGVIGIPDE ARGELPAAGV VVQTGKYLNE
Phg AYQVAPARLE ALLLOHPYIA DAGVTGIPDE EAGELPAACV VLEPGKTMTE
GR  GSQVAPAELE EILLKNPCIR DVAVVGIPDL EAGELPSAFV VIQPGKEITA
YG  GSQVAPAELE EILLKNPCIR DVAVVGIPDL EAGELPSAFV VKQPGKEBITA

30-4B02 GSQVAPAELE EILLTNPCIR DVAVVGIPDL BAGELPSAFV VKQPGKEITA
81-6G01 GSQVAPAELE EILLKNPCIR DVAVVGIPDL EAGELPSAFV VKQPGKEITA
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Ler  KEVMDYVASQ VSNAKRLRGG VRPVDEVPKG LTGKIDGRA. IRRILKKPV.
Lla KEVMDYVASQ VSNAKRLRGG VRFVDEVPKG LTGKIDGKA. IREILKKPV.
Lmi KBIVDYVNSQ VVNHKRLRGG VRFVDEVPKG LTGKIDAKV. IREILKKPQ.
Pmi QEVMDYVAGQ VTASKRLRGG VKFVDEVPKG LTGKIDSRK. IREILTMGOK
Ppy KEIVDYVASQ VITAKKLRGG VVFVDEVPKG LTGKLDARK. IREILIKAKK
Lno QEVMDYVAGQ VTASKRLRGG VKFVDEVPKG LTGKIDGRK. IRETIMMGKK
Ppel KEIQDYVAGQ VTSSKKLRGG VEFVKEVPKG FTGKIDTRK. IKBILIKAQK
Ppe2 QIVONFVSSQ VSTAKWLRGG VKFLDEIPKG STGKIDRKV. LRQMPEKH. .
Phg KEVMDYYAER VIPTKRLRGG VLFVNNIPKG ATGKLVRTE. LRRLLTQRA.
GR  KEVYDYLAER VSHTKYLRGG VRFVDSIPRN VTGKITRKEL LKQLLEKS. .
Y3 KEVYDYLAER VSHTKYLRGG VRFVDSIPRN VIGKITRKEL LKQLLEKS..

30-4B02 KEVYDYLAER VSHTKYLRGG VRFVDSIPRN VIGKITRKEL LKQLLEK...
81-6G01 KEVYDYLAER VSHTKYLRGG VRFVDSIPRN VIGKITRKEL LKQLLEK...
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-MED.AKN IKKGPAPFYP LEDGTAGEQL HKAMKRYALV PGTIAFTDAH

. mm IMHGPAPFYP LEDGTAGEQL EKAMKRYAQV PGTIAFTDAR
-+ -MSI.ENN ILIGPPPYYP LEEGTAGEQL HRAISRYAAV PGTLAYTDVH
- --MED. .KN ILYGPEPFYP LADGTAGEQM FYALSRYADI SGCIALTNAR
MIKME. .REH VMPGAMPRDL LFEGTAGQQL HRALYKHSYF PE..AIVDSHE

YG

.. .MMKREKN VIYGPEPLHP LEDLTAGEML FRALRKHSHL PQ..ALVDVF
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TAVDYSYAEY LEKECCLGKA LONYGLVVDG RIALCSEMCE EFFIPVIAGL
TGVDYTYARY LEKSCCLGEA LKNYGLVVDG RIALCSENCE EFFIPVLAGL
TGVDISYQEY FDITCRLAEA MENFGMKPEE HIALCSENCE EFFIPVLAGL
AEVNITYSEY FEMSCRLAET MERYGLGLOH HIAVCBETSL QFFMPVCGAL
Ixmmz msvnx.m MKRYGLNTNH RIVVCSENSL QFFMPVLGAL
m mmcnnm mmx.cmn HIAVCSENSL QFFMPVCGAL
mxvrzm LDVTCRLAEA MB TISVCBBKCV QFFMPICAAL
TKRNVL!KR? IaKLSCRIABS FKKYGLKOND TIAVCSENGL QFFLPLIASL
THEIISYAKI LDMSCRLAVS FQK!GLTQNN IIGICSERNL NFFNPVIAAF

GDESLSYKEF PEATCLLAQS LHNCGYKMND VVSICARRNK RFFIPIIAAW
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' FIGVGVAPTN sn'rmun.vn SIGISIQTIV FSEKKGLDKV ITVQKTVITX

FIGVGVAPTN EIYTLRELVH SLGISKPTIV FPSSKKGLDKV ITVQKTVATI
YIGVAVAPTH EIYTLRELNH SLGIAQPTIV FSERKGLPKV LEVQKTVICI
FIGVGVAPTH DIYNERELYN SLFISQPTIV FCEKRALOKI LGVQEKKLPVI
FIGVAVAPAN DIYNERELLN SMNISQPYIVV FVESKKGIQKI LNVOKKLPIX
FIGVGVASTN DIYNERELYN SLSISQPTIV SCEKRAIQKI LGVQKKLPIX
YVGVATAPTN DIYNERELYN SLSISQPTVV FTSRNSIQKI LGVQSRLPIX
YLGIIAAPVS DEKYIERELIH SLGIVKPRII FCEENTFQKV INVKSKLKYV
YLGITVATVH DTYTDRELSE TLNITKPQML FCERQSLPIV MKTMRKIMPYV

YIGMIVAPVN BSYIPDELCK VMGXSKPQIV FCTKNILNKV LEVQSRTNFI
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Lla
Lmi
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Phg

KTIVILDSKV DYRGYQCLDT FIKRNTPPGF QASSFKTVEV .DRKBQVALI
KTIVILDSKV DYRGYQSMDN PIKKNTPQGF KGSSFKTVEV .NRKEQVALI
KKIVILDSKV NFGGHDCMET FIKKHVELGF QPSSFVPIDV KNRKQHVALL
QKIVILDSRR DYMGKQSMYS FIRSHLPAGF NEYDYIPDSF .DRETATALI
QKIIIMDSKT DYQGPQSMYT FPVTSHLPPGF NEYDFVPESF :DRDKTIALI
QKIVILDSRE DYMGKQSMYS FIESELPAGF NEYDYIPDSBF .DRETATALY
KKIIILDGKK DYLGYQS8MQS FMKEHVPANF NVSAFKPLSF .DLDR.VACI
ETIIILDLNE DLGGYQCLNN FISQNSDINL. DVKKFKPNSF .NRDDQVALV
QKLLIIDSMQ DIGGIECVHS FVSRYTDEHF DPLKFVPLDF .DPREQVALI

Y6

KRIIILDTVE NIHGCESLPN FISRYSDGNI A..NFKPLHY - DPVEQVAAY
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MNSBGSTGLP KGVQLTHENT VTRFSHARDP IYGNQVSPGT AVLIVVPFER

MNESGSTGLP KGVQLTHENA VIRFSHEARDP IYGNQVSPGT AXLTVVPFHHE
¥NSSGETGLP KGVRITHEGA VIRFSHAKDP IYGNQVSPGT AYLTVVPFHE
MNSSGSTOLP KGVDLTHMRV CVRFSHCRDP VFGNQIIPDT AILTVIPFEN
MNS88GSTGLP KGVALPHRTA CVRFEHARDP IFGHQIIPDT AXILSVVPFHH
MNSSGSTGLP XGVELTHQNV. CVRFSHCRDP VEGNQIIPDT AILTVIPFHH
HNS8ESGSTGLP XGVPISHRNT IYRFSHCRDP VFGNQIIPDT TILCAVPFHH
MFE8GTIGVS KGVMLTHKNI VARFSHCKDP TFGNAINPIT AILTVIPYEH
MTESGTTGLY KGVMLTHRNI CVRFVHSRDP' LFGTRFIPET SILSLVPFHH

LC8SGTTGLP KGVMQTHONI CVRLIHALDP RAGIQLIPGV TVLVYLPFFR

XX---X--00 ---0X0-000 00-XX-0X~- OX-XOX0-OX XX-XXX--X-

251 300

Lcr
Lla

Ppy -

Lno

Ppe1’

Phg

GFGMFTTLGY LICGFRVVML TKFDEETFLK TLQDYKCTSV ILVPTLFAIL
GFGNFITLGY LTCGFRIVML TKFDEETFLK TLQDYKCSSV ILVPTLFAIL
GFGMFTITLGY PACGYRVVML TKFDEELFLR TIQDYKCTSV ILVPTLFAIL
VFQMFTTLGY LTCGFRIVIM YRFEEELFLR SLODYKIQSA LLVPTLFSFF
GFGMFTTLGY LYCGFRVVLY YRFEEELFLR SLODYKIQSA LLVPTLFSFF
GPFGMFTTIGY LTCGFRIVIM YRFEEELFLR SLQDYKIQSA LLVPTLFSFF
AFGTFTNLGY LICGFHVVIM YRFNEHLFIQ TLQDYKCQSA LLVPTIVLAYL
GPGHTTTLGY FTCGFRVAILM HTFEEKLYIQ SLQDYKVEST LLVPTLMAYP
AFGNFTTLSY FIVGLKIVMM KRFDGELFLK TIQNYXIPTI VIAPPVMVFEL

AFGFSINLGY FMVGLRVIML RRYDOEAFYLK AYQDYEVREV INVPAIILFL

X-OXXXX-0- X0X-XOOXXX 00-0X0X--0 XX-0-X0000 XX0-XXXX00

FIG. 19C (Fortsetzuhg)
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301 350

Lcr NKSELLNKYD LSNLVEIASG GAPLSKEVGE AVARRFNLPG VRQGYGLTET o
Lla NRSELLDKYD LSNLVEIASG GAPLSKEIGE AVARRFNLPG VRQGYGLTET
Lmi NKSELIDKFD LENLTEIASG GAPLAKRVGE AVARRFNLPG VRQGYGLTET
Pmi AXSTLVDKYD LSNLHRIASG GAPLAKEVGE AVAKRFELPG IRQGYGLYTET
Ppy AKSTLIDKYD. LSNLHEIASG GAPLSKEVGE AVAKRFHLPG IRQGYGLTET
Lno AKSTLVDKYD LSNLHEIASG GAPLAKEVGE AVAKRFELPG IRQGYGLTET
Ppel AKNPLVDKYD LSNLHEIASG GAPLSKEISE IAAKRFELPG YRQGYGLTET
Ppe2 AKSALVEKYD LSHLKERIASG GAPLSKEIGE MVKKRFELNF VRQGYGLTET
Phg AKSHLVDKYD LSSIKEIATG GAPLGPALAN AVAKRLXLGG IIQGYQLTET
_YG - SKSPLVDKYD LSSLRELCCG AAPLAKEVAE VAVKRLNLPG IRCGFGLTRS

X000-00-0- ~-X00-XXX~ X---XO00XO .XXXO-XX-00 00X -X~-wuoX

351 400

' Lcr TSAIIITPEG DDKPGASGKV VPLFKAKVID LDTKKSLGPN RRGEVCVEGP
Lla TSAYIITPEG DDEKPGASGKV VPLFKAXVID LDTKKTLGPR RRGEVCVEGP
Lami TBAFIITPRG DDKPGASGKV VPLFKVAVID LDTKETLGVN RRGEICVEGP
Pmi TSAIXITPEG DDKPGACGKY VPFFTAKIVD LDTGETLGVN QRGELCVEGP
Ppy YTHSAILITPEG DDXPGAVGKV VPPFEAKVVD LDTGETLGVN QRGELCVRGP
Lno- TSAIIITPEG DDKPGACGKV VPFFSAKIVD LDTGKTLGVN QRGELCVEGP

Fpel TCAIVITAEG EFEKLGAVGKV VPFYSLKVLD LNTGKKLGPN ERGEICFEGP

Ppe2 TEAVLITPDT DVRPGSTGKI VPFHAVKVVD PTTGKILGPN ETGELYPEGD

Phg CCAVLITPHN KIKTGSTGQV LPYVTAKIVD TKTGENLGPN QTGELCFESD
YG  TSEANIHSLOD EFKSGSLGRV TPLMAAXIAD RETGRALGPN QVGELCVEGYP .

00-XOXXXXX XXOX-X0-XO X-XX00-XX- XX~O-X--0- 0X--000000

401 450

Lcr MIMRGYVRNMP EATKELIDEE GKLHTGDIGY YDREKHFFIV DRLKBI:IK!K
Lla MLMKGYVDNP EATREIIDEE GWLETGDIGY YDEEKHFFIV DRLKSLIKYK
Lmi SLMUGYSNNP EATRETIDEE GWLHETGDIGY YDEDEEFFIV DRLKSLIKYK
Ppy . MIMSGYVNNP EATNALIDKD GWLHSGDIAY WDEDEEFFIV DRLKSLIKYK
Lno MIMKGYVNNP EATSALIDKD GWLHSGDIAY YDKDGHFFIV DRLKSLIKYK
Ppel WMIMKGYIRNP EATRELIDEE GWIESGDIGY FDEDGHVYIV DRLKSLIKYK
Ppe2 MIMRSYYNNE EATKAIINEKD GWLRSGDIAY YDNDGHFYIV DW
Phg ITMKGYYONE EETRLVIDKD GWLESGDIGY YDTDGNFHIV DRLXELIEYK
¥G  MVESXGYVNNV EATKRAYDDD GWLESGDFGY YDEDRHFYVV DRYKELIKYK

QXX00-00-X —0-00X-0X0 --000--XO~ O-OOX0OXKK~ - -X-X-mvmn

FIG. 19C (Fortsetzung)
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451 500

Ler GYQVPPARLE SVLLQHPSIF DAGVAGVPDP VAGELPGAVV VLESGENMTE
Lla GYQVPPAELE SVLIQHPNIF DAGVAGVPDP IAGELPGAVV VLEKGKSMTE
Lmi GYQVPPAELE SVLIQHPNIF DAGVAGVPDP DAGELPGAVV VMEKGETMTE
Pmi GYQVPPAELE SILIQHPFIF DAGVAGIPDP DAGELPAAVV VLEEGEMMTE
Ppy GYQVAPARLE SILLQHPNIF DAGVAGLPDD DAGELPAAVV VLEHGEKTHTE
Lno GYQVPPAELE SILLQHPFIF DAGVAGIPDP DAGELPAAVV VLEEGKTMTE
Ppel GYQVPPAELE ALLIQHPFIE DAGVAGVPDE VAGDLPGAVV VLKEGRSITE
Ppe2 GYQVAPAEIE GILLQHPYIV DAGVTGIPDE AAGELPAAGV VVQTGKYLNE
Phg AYQVAPAELE ALLLQEPYIA DAGVIGIPDE EAGELPAACV VLEPGKTHMTE
YG GSQVAPAELE EILLKNPCIR DVAVVGIPDL EAGELPSAFV VKOPGKEITA

OX~--X---0- XO--XX-0-X ~XX-X-0--X O--0--X-X- -XXO--OXOX

501 550

Lcr KEVMDYVASQ VSNAXRLRGG VRFVDEVPKG LIGKIDGRA. IREILKKEV.
Lla KEVMDYVASQ VSNAXRLRGG VRFVDEVPKG LTGKIDGKA. IREILKKDV.
Lmi KEIVDYVNSQ VVNHKRLRGG VRFVDEVPKG LTGKIDAKV. IREILKKPQ.
Pui QEVMDYVAGQ VTASKRLRGG VKFVDEVPXG LTGKIDSRK. IREILTMGOK
Ppy KEIVDYVASQ VITAKKLRGG VVFVDEVPKG LTGKLDARK. IRETLIKAKK
Lno QEVMDYVAGQ VTASKRLRGG VKFVDEVPKG LTGKIDGRK. IREILMMGKK
Ppel KEIQDYVAGQ VTSSKKLRGG VEFVKEVPEG FTGEIDTRK. IKETLIKAQK
Ppe2 QIVONFVSSQ VSTAKWLRGG VKFLDEIPKG STGEKIDRKV. LROMFEEH..
Phg KEVMDYIAER VTPTERLRGG VLFVNNIPKG ATGELVRTR. LRRLLTQRA.

¥G  KEVYDYLAER VSHTKYLRGG VRFVDSIPRN VIGKITRKEL LKOLLEKS..

OOOXOO0XOXX ~000-X-~~- -0-00XX-XX X~--0X0X00 XXXXO00000
551

Ler ...... AKM

Lla ...... AXM

Lmi ......AKM

Pmi ......SKIL

Ppy G...GKSKL
tno ......SKL
Ppel GKSKSKAKL
Ppe2 .....KSKL

Phg ..... +AKL
¥ ...... SKL
000000X-0

FIG. 19C (Fortsetzung)
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Erlduterungen zu den Kiferluciferasesequenzen:

Ler Luciola cruciata
Lia Luciola lateralis
Lmi  Luciola mingrelica
Pmi  Pyrocoelia miyako
Ppy . Photinus pyml!.f
Lno  Lampyris noctiluca
Ppel  Photuris pennsylvanica (1)
Ppe2  Photuris pennsylvanica(?) i
Phg  Phengodes sp.
YG Mplwm: plagiophthalanm gelbgriine Lumineszenz

FIG. 19D

- tac-Promotor ~ BamH1(2)

SAI1(7122) Apal@7)
Bsm B1(563)
‘Bst XI (744)
Amp(S) pe2

Sac 11 (1432)
Pst1 (1451)
EcoR 1(1808)

Amp-Ausschaltung

Ppe2

7216 bp Cla1(1827)
' Yho 1 (1841)
Col E1 5% 1 (1869)
'Not 1 (1870)
BsmB1(4414) Cla1(2319)

RO

FIG. 20
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Expression in Kolonien von E. coli

LUC + 0,27

80185 — i
780810 |— f-'];; = :.»-]:l—ioﬁs.
B =
PPE-2 [T249M]
PPE2w.. fﬁ.‘o,oﬂ

00 02 04 06 08 10 12 14

Normalisierte Lichteinheiten

FIG. 21
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lucd9-7C6 (SEQ ID NO:1)

GGATCCAATG GCAGATARAA ATATTTTATA TGGGCCCGAA CCATTTTATC CCTTGGCTGA
TGGAACGACT GAAGAACAGA TGTTTTACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTTCAGGATG

CATAGCATTG ACAARTGCTC ATACAAAAGA ARATGTTTTA TATGAAGAGT TTTTAAAATT
GTCGTGTCAT TTAGCGGARA GTTTTARAAA GTATGGATTA ARACAAARCG ACACAATAGC
GGTGTGTAGC GAARATGGTT TGCAATTTTT CCTTCCTATA ATTGCATCAT TGTA'
ARTAATTGCA GCACCTGTTA GTGATAARTA CATTGAACGT GAATTAATAC ACAGTCTTGG
TATTGTARAR CCACGCATAA TTTTTTGCTC CARGAATACT TTTCARAAAG TACTGAATGT
ARRATCTARR. TTAARATATG TAGAAACTAT TATTATATTA GACTTAAATG AAGACTTAGG
. AGGTTATCAA TGCCTCAACA ACTTTATTTC TCARAATTCC GATATTAATC TGGACGTAAA

143/183
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lucd9-6C10 (SBQ ID NO:2)

'GGATCCAATG GAAGATAAAA ATATITTATA TGGACCTGAA CCATTITATC CCTTGGCTGA 60
' TGGGACGGCT GGAGAACAGA TGTTTTACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTICAGGATG 120
CATAGCATTG ACAAATGCTC ATACARAAGC CCCTGTTTTA TATGAAGAGT TGTTARAATT 180
GTCGTGTCAT TTAGCGGARA GTTTTAAAAA GTATGGATTA ARACARAACG ACACAATAGC 240
GGTGTGTAGC GAAARTGGTT TGCAATTTTT CCTTCCTATA ATTGCATCAT TGTATCTTGG 300
AATAATTGCA -GCACCTGTTA GTGATAAATA CATTGAACGT GAATTAATAC ACAGTCTIGG 360
“TATTGTAAAR' CCACGCATAR TTTTTTGCTC CAAGAATACT TTTCARAAAG TACTGAATGT 420
AAARTCTAAR TTARARTATG TAGAAACTAT TATTATATTA GACITAAATG ARGACTTAGG 480
AGGTTATCAA TGCCTCAACA ACTTTATTTC TCAARATTCC _GATATTAATC TQAACATAAA  S$40
-nnnnmrrnnn CCATJATTCIT TTAATCGAGA CGATCAGATT GOGTTGGTAA.TGTTTTCTTC 600
. 660
720
780
840
900
960
Ga 1020
> 1080
1140
1200
1260
_ CTCTGGTGAT ‘ATTGCTTATT ATGACAATGA TGGCCATTTT TATATIGTGG ACABGCTGAA 1320
GTCATTAATT AAATATARAG GTTATCAGGT TGCACCTGCT GAAATTGAGG GAATACTCIT 1380
ACARCATCCG TATATIGTTG ATGCCGGCGT TACTGGTATA CCGGATGAAG CCOGCGGGCGA 1440
GCTTCCAGCT GCAGGTGTTG TAGTACAGAC TGGAARATAT CTAAACGAAC AAATCGTACA 1500
AARTTTITGTT TCCAGTCARG TTTCAACAGC CAAATGGCTR CGTGGTGGGG TGAAATTTIT 1560
GGATGAAATT CCCAAAGGAT CAACTGGAAA AATTGACAGA ARAGTGTTAA GACAAATGIT 1620
TGARAAAACAC ACCAATGGA , 1639

FIG. 23
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lucd49-0G12 (8BQ ID NO:3)

GGATCCAATG GARGATARAA ATATTTTATA TGGACCTGAA CCATTTTATC CCTTGGCTGA 60
TGGGACGGCT GAAGARCAGA TGTTTTACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTTCAGGATG 120
CATAGCATTG ACARATGCTC ATACAARAGC COCTGTTTTA TATGAAGAGT TTTTAARATT 180
GTCGTGTCGT TTAGCGAAAR GTTTTARAAA GTATGGATTA AAACAAARCG ACACAATAGC 240
GGTGTGTAGC.  GARAATGGTT TGCAATTTTT CCTTCCTATA ATTGCATCAT TGTATCTTGG 300
ARTAATTGCA GCACCTGTTA GTGATARATA CATTGAACGT GAATTAATAC ACAGTCTTGG 360
TATTGTAARA CCACGCATAR TTTTTTGCTC CARGARTACT TTTCARAARG TACTGARTGT 420
ARARTCTARR TTARAATATG TAGAARCTAT TATTATATTA GACTTAAATG ARGACTTAGG 480
AGGTTATCAR TGCCTCAACA ACTTTATTIC TCAAAATTCC GATATTARTC TTGACGTAAR S40
ARAATTTAAR CCATATTCTT TTAATCGAGA CGATCAGATT GOGTTGATAA TGTTTTCTTC €00
TGGTACAACT GGTGTTTCGA AGGGAGTCAT GCTARCTCAC AAGAATATTG TTGIACGATT 660
TTCTIATGCA ARAGATCCTA CTTTTGGTAR CGCAATTART CCARCGACAG CAATITTARC 720
GGTAATACCT TTCCACCATG GTTTTGGTAT GATGACCACA TTAGGATACT TTACTTGTGG 780
ATTCOGAGTT GITCTAATGC ACACGTTTGA AGAARARCTA TTTCTACAAT CATTACAAGA €40
TTATAARGTG GARAGTACTT TACTTGTACC ARCATTARTG GCATTTCTIG CAARARGTGC 900
ATTAGTTGAA AAGTACGATT TATCGCACTT AAAAGARATT GCATCTGGTG GCGCACCTTT 960

. ATCARAAGAA ATTGGGGAGA TGGTGARAAR ACGGTTTARA TTAAACTTTG TCAGGCAAGG 1020
GTATGGATTA ACAGAARCCA CTTCGGCTGT TTTAATTACA CCGAACARTG -ACGTCAGACC 1080
GGGATCARCT GGTARARTAG TACCATTTCA CGCTGTTAAR GTTGTCGATC CTACAACAGG 1140
AAAARTTTTG GGGCCAARTG ARACTGGAGR ATTGTATTIT ARAGGCGACA TGATAATGAR 1200
. AGGTTATTAT AATAATGAAG AAGCTACTAA AGCARTTATT AACARAGACG GATGGTTGCG 1260
CTCTGGTGAT ATTGCTTATT ATGACAATGA TGGCCATTTT TATATTGTGG ACAGGCTGAR 1320
GTCATTAATT AAATATAAAG GTTATCAGGT TGCACCTGCT GAARTTGAGG GAATACTCIT 1380
ACARCATCCG TATATTGTTG ATGCCGGOGT TACTGGTATA CCGGATGARG CCGCGGGCGA 1440
GCTTCCAGCT GCAGGTGTTG TAGTACAGAC TGGAAAATAT CTAAACGARC AAATCGTACA 1500
ARATTTTGTT TCCAGTCAARG TTTCAACAGC CAAATGGCTA CGTGGTGGGG TGAAATTTIT 1560
GAGATGAAATT CCCARRGGAT CAACTGGARA AATTGACAGA AARGTGTTAA GACARATGTT 1620
TGARRAACAC ACCAATGGG 1639

FIG. 24

145/183



DE 699 28 687 T2 2006.08.24

Jucd9-7A5 (SEQ ID NO:4)

GGATCCARTG GAAGATAAAAR ATATTTTATA TGGACCTGAA CCATTTTATC CCTTGGCTGA
TGGGACGGCT GGAGAACAGR" TGTTTTACGC ATTATCTCGT TEIGCAGRTA TTTCAGGATG
CATAGCATTG ACARATGCTC ATACAAAAGC CCCTGTITTA TEJGAAGAGT TTTTAARATT
GTCGTGTCGT TTAGCGGAAA GTTTTAAAAA GTATGGATTA AARCAAAACG ACACAATAGC
GGTGTGTAGC GAAAATGGTIT TGCAATTTTT CCTTCCTATA ATTGCATCAT TGTATCTITGG
AATAATTGCA GCACCTGTT&.GTGAI%AAIR CATTGAACGT GAATTAATAC ACAGTCTTGG
" TATTGTAAAA CCACBCAIAA.TTTTTTGQTC CARGAATACT TTTCAAAARG TACTGAATGT
ARAATCTAAA TTAAAATATG TAGAAACTAT TRTTAINTTA‘GACTZAAAIG AAGACTTAGG
AGGTTRICAA.TGCCTCAACAHRCTTTNEHN!1!EAAAITCC GA&%ITRATC TTGACGTAAA
IUUUQEEERAA.CCAEﬂITCTT TTAAICGAGA.CGAHXHM!!PP GCGTTGGT%A.TGTTTTCTTC
.TGGTACAACT GGTGTTTCGA‘AGGGABTCAT GCTAACTCAC AAGRNENTTG TTGCACGNTT

AAARAITTTG GGGCCAAAIG.RAACTGGAGA.AITG&%STTT AAAQGCGACR.TGAIRAIGAA
AQGTTZITAE AAIAATGAAB AAGCTACTAA.AGCAAITATT AACRRABACB GAIGGTTGOG
CTCTGGTGAT AITGCTTDIT AIGACAAIGA.TGGCCAITTT TAINTTGTGG ACAGGCTGAR
GTCRITBAIT AAAJ&I&AAB GTTAICAGGT TGCACCTGCT GAAAITGABG GAATACTCTT
ACARCATCOG TEIQITGTTG AIGCCGGCBT TACTGGTAT& CCGGATGARG CCGCGGGCOGA
GCTTCCAGCT GCAGGTGTTG TAGTACAGAC “TGGARAATAT CTARACGAAC ‘AAATCGTACA
ARATTTTGTT TCCAGTCAAG TTTCAACAGC CAAATGGCTA CGTGGTGGGG TGAAATTTTT
GGATGAAATT CCCAARGGAT CARCTGGAAA AATTGACAGA AAAGTGTTAA GACAAATGTT
TGAAARACAC ACCARTGGG

FIG. 25
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lucd9-4G11 (SEQ ID NO:5)

GGATCCAATG GAAGATAAAA ATATTTTATA TGGACCTGAA CCA'I'I‘TTATC CCTNGCI’GA 60
TGGGACGACT GGAGAACAGA 'I‘G'I'I'I‘QACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTTCAGGATG 120
CATAGCATTG ACAAA'I‘GCTC ATACARAAGC CCCTGTTTTA TATGAAGAGT TGTTAAAATT 180
GTCGTGTCGT TTAGCGGAAA GTTTTAAARA GTATGGATTA AAACAAAACG ACACAATAGC 240
GGNTGTAGC GAAAATGGTT TGCAATTTTT CCTTCCTATA ATTGCATCAT 'I'GTATC‘ITGG 300
M’I‘M’ITGCA GCACCTGTTA GTGATAAATA CATTGAACGT. GAATTAATAC ACAGTCTIGG 360
TATNTMM CCAOGCNI‘M ‘I'I'I‘I'I‘NQTC CAAGAATACT TTTCAAAAAG TACTGAATGT 420
AAAATCTAAA 'ITAAMTAN TAGAAACTAT TATTATATTA GACTTAAATG AAGACTTAGG 480
AGGTI‘ATCAA NCCNAACA ACTTTATTTC 'I‘CAAAATTCC GATATTAATC TTGACGTAAR 540
AMA'PI‘TAAA CCA'D\TTCTT TTAATCGAGA CGATCAGGTT ocamam TATITICTIC 600
NG'H\CAACT GGTGTTTCOGA AGGGAGTCAT GCTAACTCAC Meam'mc TTGCACGATT 660
'mc'rcnm AMGATCCTA CTTTTGGTAR CGCAATTAAT ccanm cnmnc 720
GGTAATACCT 'I'I'CCACCA'IG 'GTTTTGGTAT GATGACCACA TTAGGATACT TTACTIGTGG 780
.mmmmmmcn 'rmcncaa'r CATTACARGA 840
mnm GAAAGTACTT TAC'I'I'GTAOC MCAM GCATTTITIG. CAMMBMC 900
A'I'MGTTGAA MIT TATCGCACTT AN\AGAAMT GCATCTGGTG GOGCACCTTT 960
&TCAAAAGAA A'I'NGGGAGA “TGGTGAAAAA ACGGTTTAAA TTAAACTTIG TCAGGCARGG 1020
mmcnm ACAGAMCCA CTTCGGCTGT mamcn CCGAACAATG ACGTCAGACC 1080
GGAGATCARCT GMTAG TACCATTTCA csc'mmna GTTGTCAATC CTACAACAGG 1140
an'ms 'GGGCCAAATG AAACTGGAGA Arrc'nu'm'r ARAGGOGACA mnam 1200
I\QGTTATTAT MTAA'IGAAG ARGCTACTAA AGCAATTATI‘ ARCAARGACG GATGGTTGOG 1260
CTCTGGTGAT A‘I'I’GCTI‘A’IT ATGACAATGA I’GGCCA'ITTT WG ACAGGCTGAA 1320
GTCR’I'I‘AA'I‘T ARATATAANG GTTATCAGGT TGCACCTGCT GAAATTGAGG GAATACTCTIT 1380
ACAACATCCG TATATTGTTG ATGCCGGCAT TACTGGTATA CCGGW CCGOGGAOGA 1440
GCTTCCAGCT GCAGGTGTTG TAGTACAGAC TGGAAAATAT CTAAACGAAC ARATCGTACA 1500
mm'm'm' TCCAGTCAAG TTTCAACAGC CAARATGGCTA CGTGGTGGGG TGAAATTTIT 1560
GGATGAAATT CCCAAAGGAT CAACTGGAAA AATTGACAGA AAAGTGTTAR GACARATGTT 1620
TGARAARCAC ACCARTGGA 1639

FIG. 26
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1uc49-7C6 (SEQ ID NO:14)

0ooooo.ooOoooooooooooo.oooooos
24.68024680246802468024680244
ArRArAAdANNNNNMOIMMMeYITIDN 0NN

AUNKUOUDOKUMEDAKIOADNRKIMOA K
ROMHARZADUMAUVOWAORHEI NSO K
HARENAIAANKHEAKKEPHHERHRH N O
AHRAAENDMAEPANUKOPANEOAD K O &
PRRNZUHMKZZPHEMNNOENOMRAQAADNMANKO S
MEHORAIOIHIZHDAMUZE RO HHAZ DD
pYyxxxrnnaxpnrannpvxnxspnak
MERR T 0DEEET R MM E MR MRS E
ARPOANZEHEOMNHEKANMHDNHKNAONKEQ
ORZHAMKHOANKEMENE IO HOMH

MMM NOHOAEEEMANIND BNKAD > &K

MUK UBEHRDOODRMDREKANONZOD OHD
HMEMOAKRMMZOMNHAOD WAMNCANK D O
ZEXOAOHDZMKHOMANEHONNNNOAS > @
MORNODHNZVOAKMEHANKHERNK D> OO O
ONZKZARKANDAKMAONONKAZ SN HO QMR
AOHANMSAIVAOKMDIMRHHDOOR KNG M
ERAKORKK KON M AUDERNANANAHARD HE
HROUHD@MMEAHENED K000 KA NN N
0ISVIIKGKGS.VW.YL_SYGKG.SSQLNDB

FIG. 27
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FYALSRYADISGC 40

(=3~
0 ®

100
120
140
160
180
200
220
240
260
280
300
320
340
360
380
400
420
440
460
480
500
520
540

HAOOPUOUKOUMMEODALADADKEXY ANOAN
XHAAZAPURAVONAMOREEIASOD & S
HEHOAQAARMKHMNAXNAEDHHERHCHNMO
HARZIODHAEPAKMNULAUODAMEVDADLOD
MZOUHMZZODHENOMOMNZAAADP MMM O I
MOKHOAMAZHDARNZRDOEHHAZO D
MEHOROORSM A LTRSS AND N HE MR X
FHEAHEERNPERZR R EHNHME RS>
POAMEZHZOHHENY AMMHDHHIAOXE O
ZHAHMHOAWNKEREXSEAILOEEO N H
MM OMNOAEZEMAMAXDERNMEADDHAC X
MEBEUFHEDPDOUMDIOEXNAMOHNZQUORDY
FROQAMMBZOMAREIODNAHLCANLD O

ERNENAHPZARMBOKNAASHDRMANDADD®

CARNOPHNZUVUUNADNEIHNAMNBHZIRAMXD> > QDU

546

FIG. 28
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Luc49-6C10 (SEQ ID NO:15)

HZQAZAaddadaXMP AR AUMORYAZSHHOOY 2
szngE.An.Lnuﬁ.G"Lp.V*E”nT‘TnuavN.Lqu.AequA
AN OM MDD MR I INAMNMNCD D
FRUOUHDOMNMEINHEE D X O 0O, ME RN
OHUDPHHNMUOMODODRMNIOMNUONMUDIOOWOAZAW

o
o~
Q
<
|
a
>
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>
=
]
Z
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Q
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Luc49-0G1i2 (SEQ ID NO:16)

o o
0 -

100
120
140
160
180
200
220
240
260
280
300
320
340
360
380
400
420
440
460
480
500
520
540
546

AU PUKNREHODACHUVAUNMAEXE IO K
MHAIZADPNRAVONMORHEASSOD kS
HEHORAQQARPIHBEAMAREDEHHERHLHNXO
AN PMAEPAMNNULUDAMNEDAURLOS X
MZOHMZZDHENORMOMZAAAADMEA KO A
RO RAORHAZHOAMAZZADPUXEHHMAZOD
HUHARQAACKAAMCSIADPMNEMEAIRN
AR HEH OO M ZE RS MY
POANMZHZOMMHMENX AMNLHDHHIAUNERQ
ZHARMNHROQAARKEMNMHAEE I AOLEHDXH
MEEHMOHOAZZEMMAKPERAXAD D H QM
MEMMOUOHHEDPOORMDIUESKRODBZOUAHDUY
FROQAMNMAMZOMMHAdODUARNRCANCCSD OB
ZECMOAUHDPDZAMHONAAEHDERNOUADD®
MOCEROPHMNZUUANENAKMBERZANXD>> OO U
AMNZAZARXAMNPARANMNUORKEAZLHHODO YR
HOUOMARCAdUOADOMEMDIIMEHBEUOODZHX YW
EAAM NN NMOKBHEAMADDPDRRABMANAHALD X
HAOUHPDOMNUBRQHEMDPXUOUDOMHNOJI0EDNNX
UOHOPHHMOMOUDRNN JUNONXOOUWOAZAM

ILYGPEPFYPLAD 20
FYALSRYADISGC 40

FIG. 29
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Luc49-7A5 (SEQ ID NO:17)

MEDKNILYGPEPFYPLAD 20

YALSRYADISGC 40
KENVLYEEFLKL 60

F
T

==

CAHMUPHMNZVNAKRIHNAMBMHZIANXDD> QO U
RMZAZAdXAaMPAXRROMUONEAZSHNHD VKR
O RAAAUVMNOMBMPIIEHEBOUZHX > WA H

A 80
100
120
140
160
180
200
220
240
260
280
300
320
340
360
380
400
420
440
460
480
S00
520
540

VDOPOMOUMERUASHADADXMRENN ANOR N
HAHNZAPUKEAVONAOKHEIAAUDKE
HEHOAAAMEHHAMSEDBHERERHSHX O
AREPHNAEDPDACAMNUCODPAMNSOQADLOD R
ZNHMZZPHENNOJAUKMZIAAAQADP KK O S
O RO HAZHUOARUZZADONMHRAZO D
XHEERQAQRMAAMSS I ADXZHRAAXX
R R RS N N I RV TV S P e SR
OAMRZHZOMMHEBEX ARKMHDMHIIAWAODNXEZAQ
AR HOANKEMBAXYE IS AICOLEHD X H
XEHPUHONAEZEMAANDIAXADDHALYX
XEXOBEHEDPDOODMDIEEAMDEHZOUOHD
FROAMMBRZVMMEHANDOUMEHCANCSD O R
NHUHPZMKHEONAAESEHDRARNNODADD>®

546

CARNRANKNOMNBEAADP DR ARANAQAHACD T
FROOUOHPUMNKMBMMHHEXMDPXOOM™O DA MG X
OHUPHHMOMOOPDAN IJNMUONMOOVLUOAZAM

FIG. 30
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Luc49-4G11 (SEQ ID NO:18)

MEDKNILYGPEPFYPLAD 20

460
480
500
, 520
540
546

==X
v ®

100
.120
-140
160
180
200
‘220
240
. 260
280
. 300
) 320
340
360
380
400
420
440

LAGGVGKSFTGDALGPGKRKLEQLF
MHAAZAPORAUOUKORHESIISOD K E
HEHOdQARMAHEANSEDPEHHERHSHNXO
FDLHVELMVAFSAGVDPMGDGAQVR
MZOHXZZPHHNOMNOKMAAQAAP MAWO I
MO A OHMHAZHOAMUZZRD>OKHNHAZO D>
PEHAOMMNAAGMARMSSAADMZMNMRMNARN
HAHEHAODEZRAEHN MRS
PORMMZHZOHHEX AMMHDNHIZIAOXEQ
HZHARKHOQANEEMNBEXNAEAACORSBHD XA
RRAXMHAOHNASZENMAMARDIMNXEAD D RN
AU UBHEPOORDIUEMAMOHZODOHD
KERMOARMMRZOMMEADDOAMHLANCSD> BN
EXNAOHDPZMMNBHFORAAESHDERANOADD> O
OKHUDHNZUNADEFNANHEHZRMNXD> D> OO U
HMZAZARXAMNPARANNURKEAMZEHHD VX R
O QARUVAMOXMPIMMEHEOOZHN ™SO AN
RAKNAEMORHGUPDPHRRAEANAHMNLD HX
HRUOUHDOMMEEHER D MNO MMM NN X
OHUPHHKUOKOUDKRMNAUMOXUONOAZAN

SRYADISGC 40

31

FIG.
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1uc78-0B10 (SEQ ID NO:6)

GAGATCCAATG GCAGATAAGA ATATTTTATA TGGGCCCGAA CCATTTITATC CCTTGGCTGA 60
TGGAACGACT GAAGAACAGA TGTTTGACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTTCCGGATG 120
CATAGCATTG ACAAATGCTC ATACAMAAGA ARATGTTTTA TATGAAGAGT TTTTARAATT 180
GTCGTGTCGT TTAGCGGAAA GTTTTAAAAR GTATGGATTA AAACARAACG ACACARTAGC 240
GGTGTGTAGC GAARATGGTT TGCAATTTTT CCTTCCTGTA ATTGCATCAT TGTATCTIGA 300
AATARTTGCA GCACCTGTTA GTGATAAATA CATTGARCGT GAATTARTAC ACAGTCTIGA 360
TATTGTAAAR CCACGCATAA TTTTTTOCTC CAAGARTACT TTTCARARAG TACTGARTGT 420
ARRATCTAAR TTARAATCTG TAGARACTAT TATTATATTA GACTTAAATG AAGACTTAGG 480
AGGTTATCAR TGCCTCAACA ACTTTATTTC TCAARATTCC GATAGTAATC TGGACGTARA 40
AARATTTAAA CCATATTCTT TTAATCGAGA CGATCAGGTT GCGTTGGTAA TGTTTICTTC 600
TGGTACARCT GGTGTTCCGA AGGGAGTCAT GCTAACTCAC ARGAATATIG TTGCACGATT 660
TICTCITGCA AAAGATCCTA CTTTTGGTAA CGCAATTAAT CCCACGACAG CARTTTTAAC 720
GGTAATACCT TTCCACCATG GTTTTGGTAT GATGACCACA TTAGGATACT TTACTIGTGE 780
ATTCOGAGTT GITCTAATGC ACACGTTTGA AGARAAACTA TTTCTACAAT CATTACANGA 840
TTATAARGTG GAARGTACTT TACTTGTACC AACATTAATG GCATTTICTTG CARARAGTGC 900
ATTAGTTGAA AAGTACGATT TATCGCACTT AARAGAARTT GCATCTGGTG GOGCACCTIT 960
ATCARARGAR ATTGGGGAGA TGGTGARAAR ACGATTTAAA TTAAACTTTG TCAGGCAAGG 1020
GTATGAATTA ACAGAARCCA CTTCGGCTGT TTTAATTACA CCGARAGATG ACGCCAGACC 1080
GGGATCAACT GGTARAATAG TACCATTTCA CGCTGTTAAA GTTGTCGATC CTACAACAGG 1140
ARAAATTTTG GGGCCAAATG AACCTGGAGA ATTGTATTTT AARGGCGCCA TGATAATGAA 1200
GGGTTATTAT AATAATGAAG AAGCTACTAR AGCAATTATT GATARTGACG GATGGTTGCG 1260
CTCTGGTGAT ATTGCTTATT ATGACAATGA TGGCCATTTT TATATTGTGG ACAGGCTGAA 1320
GTCATTAATT AAATATAARG GTTATCAGAT TGCACCTGCT GAAATTGAGG GAATACTCIT 1380
ACRACATCCG TATATTGTTG ATGCOGGCGT TACTGGTATA CCGGATGAAG CCGCGGGOGA 1440
GCTTCCAGCT GCAGGTGTTG TAGTACAGAC TGGAAAATAT CTAAACGAAC AAATCGTACA 1500
AGATTTTGIT TCCAGTCAAG TTTCAACAGC CAAATGGCTA CGTGGTGGGG TGAAATTTIT 1560
GGATGARATT CCCARAGGAT CAACTGGAAA AATTGACAGA AAAGTGTTAA GACAAATGTT 1620
TGAARARCAC ACCAATGGG . 1639

FIG. 32
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Juc78-0G8 (8SEQ ID NO:7)

GGATCCAATG cgmxrmx\ ATATTTTATA TGGGCCCGAR CCATTTTATC CCTTGGCTGR - 60
TGGGACGGCT GAAGAACAGA TGTTTTACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTTCAGGATG ® 120 .
CATAGCATTG ACARATGCTC ATACARAAGC CCCTGTTTTA TATGARGAGT TTTTAAAATT 160 |
GTCGTATCGT TTAGCGAARA GTTTTAAAAA GTATGGATTA AAACARARCG ACACAATAGC 240
GGTGTGTAGC GARARTGGTT TGCAATTITT CCTTCCTQTA ATTGCATCAT TGTATCTTGE 300
. AATAATTGCA GCACCTGTTA GTGATAAATA CATTGARCGT GARTTAATAC ACAGTCTTGG 360
TATTGTARAA CCACGCATAR TTTTTTGCTC CAAGAATACT TTTCARARAG TACTGARTGT 420
AARRTCTAAR TTARARTATG TAGARACTAT TATTATATTA GACTTARATG ARGACTTAGG 480
AGGTTATCAR TGCCTCAACA ACTTTATTTC TCAAAATTCC GATATTAATC TTGACGTARA 540
ARAATTTARR CCATATTCTT TTARTCGAGA  CAATCAGGTT GOGTTGGTAR TGTITICTIC 600
TOGTACAACT GGTGTTQOGA AGGARGTCAT GCTAACTCAC ARGAATATIG TTGCACGATT 660
TICTCITOCA ARRGATCCTA CTTTIGGTAA CGCARTTART CCARCGACAG CAATTTTARC 720
GATARTACCT TTCCACCATG GTTTTGGTAT GATGACCACA TTAGGATACT TTACTTGTGAG 760
. ATTCOGAGTT GITCTAATGC ACACGTTIGA AGAARAACTA TTICTACAAT CATIACAAGR 640
' TTATARAGTG GARRGTACTT TACTTUTACC ARCATTAATG GCATTTICTTG CARAARGTGC 900
' ATCAARAGAR ‘ATTGGGGAGA TGGTAAARAA ACGGTTTARA TTARACTTTG TCAGGCARGG 1020
GTATGGATTA ACAGAARCCA CTTCGGCTGT TTTARTTACA CCGAARXXXX XXGTCAGACC 1080
GGGATCARCT GGTAAAATAG TACCATTITCA CGCTGTTAAA GTTGTCUATC CTACAACAGG 1140
ARRAATTTTG GGGCCAAATG ARCCTGGAGA ATTGTATTIT AAAGGOGACA TGATAATGAR 1200
AGGTTATTAT ‘ARTARTGAAG ARGCTACTAR AGCAATTATT GATAARGACG GATGGTTGCS 1260
CTCTGGTGAT ATTGCITATT ATGACAATGA TGGCCATTIT TATATIUTGG ACAGGCTGAR 1320
GTCATTAATT ARATATAAAG GTTATCAGGT TGCACCTGCT GARRTTGAGG GAATACICIT 1380
. ACAACATCCG TATATTGTTG ATGCCGGCGT TACTGGTATA COGGATGAAG COGOGGGOGA 1440
GCTTCCAGCT GCAGGTGTITG TAGTACAGAC TGGAAAATAT CTAAACGAAC AAATCGTACA 1500
ARATTTTGTT TCCAGTCAAG TTTCAACAGC CAAATGGCTA CGGGATGGGG TGAAATTTIT 1560
GGATGAAATT CCCAARGGAT CAACTGGARA AATTGACAGA AARGTGTTAR GACAARTGIT 1620
TGAARARCAC ACCAATGGG 1639
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luc78-1E1 (8BQ ID NO:8)

GGATCCARTG GCAGATAAAR ATATTTTATA 'DGGQCCCGAA CCATTTTATC CCTTGGCTGA 60
TGGAACGGCT GGAGAACAGA TGTTTTACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTDCAGGATG 120
CATAGCATTG ACAAA‘I’GCTC ATACAAAAGC CCC'DG‘H‘TTA TATGMGAGT TGTTARAATT 180
GTCGTGTCGT ’I‘I‘AGOGGMA G'rn'mmn GTATGGA‘I'I‘A AARCARAACG ACACAATAGC 240
GG'I’GNTAGC GAAAATGGTT TGCAATA'ITI‘ CCTTCCIQ’I‘A A'I'I’GCA’I‘CAT TGTATCTIGG 300
MTMT'K:‘CA GCACCDGTTA GTGATAAATA CATTGAACGT GARTTAATAC ACAGTCTTGG 360
TATTGTAAAA CCAOGCAM ‘I'I‘I'I‘TI'GQI‘C CAAGAATACT TTTCARAARG. . TACTGAATGT 420
mxmcmw\ mm'rm MMCTAT TA’I'I‘ATAm GACTTAARTG AAGACTTAGG 480
" TTCTATTGCA ARAGATCCTA CTTTTGGTAR CGCAATTAAT CCARCGACAG CARTTTTAAC 720
ATTAGTTGAA "AAGTACGATT TATCACACTT AAAAGAAATT GCATCIGGTG GCGCACCTTIT 960
mmammmama&mmmm 1020
mmhmmmmmmmw 1080
GGGATCAACT GGTAAAATAG nccmcacccmrmnemuc cmmuc 1140
AMAATT’I'I‘G GGGCCM\RN AAQCTGGAGA J\'ITGTM:TI‘I‘ AMGGOGQCA mmmn 1200
smcmmr MTAA’DGAAG mcmcrn AGCAAM‘IT moaca Gmcmoc 1260
CDC.'I’GG'I‘GI\T Amcrmrr A'IGACARTGA 'IJGGCCATTT]: Tammmc Am 1320
GTCATI‘I\A‘IT AAARTATARAG G'rrmcc'r 'DGCACCI‘GCI‘ GAAMABG Gamcrcn' 1380
. ACARCA'DCCG TA‘N\TTG‘I'IG ATGCCGGCRT TACI’GGM COGGMGAM OOGWGGC!!A 1440
GC'I'I*CCAGC‘I‘ GCAGG'DGTI’G TAGTACAGAC TGGARAATAT CTARACGARC Ammcn 1500
MRTI‘I‘DGTT TCCABTCAAG 'ITTCAACAGC CAAATGGCTA CGTGGTGGGG 'I’GAAM.'HTT 1560
GGATGAAATT CCCAAAGGAT CAACTGGAAA AATTGACAGA ARAGTGTTAA GACAAANTT 1620
TGAARRACAC ma'rm 1639
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1uc78-2B4 (S8BQ ID NO:9)

GGATCCARTG GCAGATAARA ATATTTTATA TGGGCCCGAR CCATTTTATC CCTTGGCTGA - - €0
TGGAACGGCT GGAGAACAGA: TGTTTGACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTTCAGGATG 120
CATAGCATIG ACARRTGCTC ATACARARGC CCCTGTTTTA TATGARGAGT TGTTAAAATT 180
GTCGTGTCGT TTAGCGGAAR GTTTTAARAR GTATGGATTA AARCARARCG ACACAATAGC 240
GGTGIGTAGC GAARATGGTT TGCAATTTTT CCTTCCTGTA ATTGCATCAT TGTATCTTGG 300
AATAATTGCA GCACCTGTTA GTGATAARTA CGTTGAACGT GAATTAATAC ACAGTCITTGA 360
TATTGTARAR CCACGCATAR TTTTTTGCTC CAAGAATACT TTTCARAAAG TACTGAATGT 420
ARRRTCTARR TTAARATATG TAGAARCTAT TATTATATTA GACTTAAATG AAGACTTAGG 480
AGGTTATCAA TGCCTCARCA ACTTTATTTC TCARAATTCC GATAGTAATC TGGACGTAAA 540
AAARTTTAAR CCAAATTCTT TTARTCGAGA CGATCAGGTT GCGTTGATAA TGTTTICTIC 600
TGGTACAACT GGTGTTTCGA AGGGAGTCAT GCTAACTCAC ARGARTATIG TTGCACGATT 660
TTCTCITGCA ARAGATCCTA CTTTTGGTAA CGCAATTAAT CCARCGACAG CARTTTTARC 720
GGTARTACCT TTCCACCATG GTTTTGGTAT GATGACCACA TTAGGATACT TIACTIGIGE 780
ATTCOGAGTT GITCTAATGC ACACGTTTGA RGAAARACTA TTTCTACAAT CATIACAAGA 840

GGATGAAATT CCCAARGGAT CAACTGGAAR AATTGACAGA AAAGTGTTAA GACARATGTT 1620
TGAAAAACAC ACCAATGGG - 1639

FIG. 35

156/183



DE 699 28 687 T2 2006.08.24

1uc78-0B10 (SEQ ID NO:19)

COO0000000000O0O00ODOODOOOOO0OO0OOWV
NTVOIONFVDONYVLOONTYVLOONDYVOONW
AR AAdNNNNNMMMMMIMOAIYY IO NW

AURKOOPONMNUMNEDALSOAONKXNXSNKOD M
AcxlLLNLvsnLCQsPolrunnncvru
LsnT?sLbDFAIThxanKTIWRIAIxQ
pIpnanxnuvapsaevokuenaaovR
HANZOHRZZDHENOIOMOIAKADNANO A
MENOK AT WHZHFODAMWEZEND>ODIHHAZO D
ANNNHMMAAKA AR AR D>MAINE NS YN
ERLLynTstn&rnquTKPIerrnR
AODPOANEHEOMHEKANKHD XA OXEA
CAZHAHMHOAARKENHKE A I OO X H
HRMEMHNUHRAZZEENAINOHNUXAD SRR K
LDKKPKCTIRVGGPVKKNPGTNQGOTG
HUEROAMMRMZDMMHEAWD WAL ANKLD @ H
ZEHOAUHDZAMKHONAREHDNUNNDAD>®
MORKMO>HWZOMAREHNARMHZR KD > 00U
ANZAZARKANDAKMRIUNONKAZSNHD W KX
WOHRMRAAUMOKMDINKHHDOE KNG
ECAR UM NORHRAADDPUNAHANAHARD H T
TACCIVSAYPTLI.RKVKGSIYGLHPPEK
PHO>PHHXOXOWP AN IWHNOXAWWOIAAK
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Luc78-0G8 (SEQ ID NO:20)

440
460
480
S00
$20
540
546

OO 000000000000 OOOO
DPONSVOONFVOIONITVDODON
Ml ANNNNNMMMMMM M
CROVPOMUMFUARAVDADKEX ANTAN
HARPRZADPURERAUVONAOKREHEIAAOD KNS
EHOAQAMKHEAXSARDPHHESHAHX O
OREPHAEDAMUKUDXAZSVOAOLOD
FUHMBZEPHEHNOAOMXARAPMNKNEO A
CRA PO dHAZHUVAMUZEXNDORHHAZO >
MHAMAQARX A ARSI DXAMNRA AN
AIPIREHAODHMZHAE NN H LG H >
CAMNZHZOHHBXYAMNKHDHNHMITAOXEAQ
PAHMNHOANKENHXSAEAACORLEDNXH
K.FYSISDMNMEPL.KVHEKDVVTAK
MEXUHHEPUOMDEMARMOHZOUOHD
MEMROAMMRMNZOMMEIUDOAAMCANED> O
EZVANHDZMMHNUOURAAEZSHDPHUENOADD®
MORRODPHMNZOAARMEFNQANHHZAMNXD> D> OO U
QHZAZARXAMPARNANINUMMAZANHO O X2
AOFAENCAAUVADRMDIMEHEHOOZHXY N O &
ERARNUANMOMHAADDODHMMAMIMNARHACSD H X
HELOOUOHDOHMEIHEXEDXYOOHMNO AN kK@
OHUPHHXOXODUDRHNANNOXOOWOIZAM

NILYGPEPFYPLAD 20
YALSRYADISGC 40
KENVLYEEFLKL 60

FIG. 37
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Luc78-1E1 (SEQ ID NO:21)

CO0O0O0QO0O0O0O0O0OO0O0O0O0DO0DO0OO0OO0O0O0DO0OO0OO0O0OOV
FVOONTVOONTVOONSTVOONLVOONW
MrrddrdNNNNNMMMOOOMMMEIPSEI SO0 NWY

VARKOUDUNOUMHUALROADKAEN ANOA K
OXHAKRZAD DU AUORAORHEAAIAODME
AR EHNBAAAREHHAMEEARHEREHSHNY O
HEQAXPHNAEPARNLUDXAZTOAULOD &
QRZOFMMEZZODHEMNORODEXAKAP BRARKY A
RN AOANENZHOARNZMNPUNHHAZO >
MMM HELAASE AN RS> XA MY
RAADIRHEANPHZHAEHXNEM &ML NN
NPOAMZHZONMHEXAMMHDMNHIADNXEAQ
RZMAHEHOARRKENHXEAISAKULRO XM
CSRXBHMOHOAZZEAAMAXDPIAXAP D> BN
RINMHYUHHRERDPOUDORDIEXNCRUBNZOVOBD
MELMOQARMMMNZOMKEBEIND DARSAMQ D> WK
ZXNRAUHPZAMXNPFPONAAENDPREANOA>>O
ORBUOPHMZOUAMAARENARNHHZANXD> D> OO U
ARZAZIAEN IZPRARAMNIDIMAXAUZLSHHOONXZ
AOH AN TOAOXKMDRANYHEOOZHY NN M
EARNAMNNENONEAAPPRMIHANAHALD H
FRUOHDPOMBMHHMHEXSD XD QK M[NRKX
OHUPHHXOXONDRMNADHNOXODOUWOAZAR

KNILYGPEPFYPLAD 20

FIG. 38
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Luc78-2B4 (SEQ ID NO:22)

DKNILYGPEPFYPLAD 20

QOO OO0OO0O00OLOO0OODO0OO0OOCOOO0O0O0O00O0OC
46802468024680246802468024
FE e NNNNNNMOMMME S P SN NN

VARV OPOXNUMHOARLAOAOXENAMOA K
OXHAAZAPURAVONAORHEIAIADD> & E
P_LT.v.SLD.DFAITLK.ARA_.TIWRIAIKQ
HEAAZIPHMAEPARULUOPHNAMEIOQAULOP X
ARZUHXZZPHEBEMNORAVDMXAQAP MRNMD A
KRAOL ORI URAZHYVAMNZXPONHHQAZO D
MM HNRAASN ARG AN AN RN
A ADEEHAODHEHAERMEEM BN RGN
VPVAMZHZOHHHEX AMMHDMHATIMOXEQ
MZHAPINHOANEENE MR SISO HD XA
AHMXMHUHOAEZENAMAKDIERAKADDPEHRAX
AMBEXEORNHEDOORDEXIKOHRZIOVOHD
EHROAMMMZOMMEHANDOAECQANLD WK
ERUAOHDZMMBONAAERPARMNOADD®

ORKMUDHNZOMNANERNARMMZIAMNNXD D> OO U
NMZAZARNEAZDAZAOMNOUNMAZIHHOONXKZ
OUHARCMNAUVANOXEDIAEHEODOZHY G0

546

TRARNANMONHAAD DN MNA RS> T

FROUMRPOHBBHAHMKRXPRXODOHNOAKAKMA
OHOPHHXOXODUDRMNAUMHOMOOWAIZA

x
=

“FIG. 39
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Jucg5-4F12 (SEQ ID NO:10)

GGATCCARTG GCAGATAARA ATATTTTATA TGGECCQAAA CCATTTTATC CCTTGGCTGA
TGGAACGGCT GGAGAACAGA TGTTTTACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA TTCCEGGCTA
CATAGCATTG ACARATGCTC ATACARARAGC CCCTGTTTTA TATGARGAGT TTTTAAAATT
GTOGTGTCOT - TTAGCGGARA GTTTTARARA GTATGGATTA AARCAARACG ACACAATAGO
GGTGTGTAGC GARAATGGTT TGCAATTTIT CCTTCCTGTA ATTGCATCAT TGTATCTIGG
AATARTTGIG GCACCTGTTA ACAATARATA CATTGARCGT GAATTAATAC ACAGTCTTGG
TATTGTARAR ‘CCACGCATAG TTTTTTGCTC CARGAATACT TTTCAAAAAG TACTGAATGT
AARATCTARA ‘TTARARTCTG TAGAAACTAT TATTATATTA GACTTARATG ARGACTTAGG
AGGTTATCAA TGCCTCAACA ACTTTATTIC TCAAAATTCC GATATTARTC TTGACGTAAA

mmmwammumm
CTCTGGTGAT ATTGCTTATT ATGACAATGA TGGCCATTTT TATATTGTGG ACAGGCTGAA
ACAACATCOG TATATTGTTG ATGCCGGCGT TACTGGTATI CCGAATGARG COGCGGGCAA
GCTTCCAGCT GCAGGTGTTG TAGTACAGAC TGGAAARTAT CTARACGARC ARATOGTACA
AAATTTTGTT TCCAGTCARG TTTCAACAGC CAAATGGCTA CGTGGTGGGG TGAAATTTTT
GQATGRARATT CCCARAGGAT CAACTGGARR AATTGACAGA AAAGTGTTAR GACAAATGTT
TARARRACAC ACCAATGGG o

FIG. 40
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1639
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4F12 (SEQ ID NO:23)

Luc8S

w‘
120
40
60
80
240
60
80
00
40
460
80
00
20
540
546

20
60
80

00
220
340
M
420

o O
A - N . .

A NNNNNNMMOOMMMOMP PSS N
VARKUOUOPOUNUKHNOARAOADKE X AMOA K
VEHARZADPUMAUVOUKRORHESAAAOD> & =
ARHMPOAAAREHBERAXAREAEHETEHSH MO
MEOOEPNAEZPAMNOAUODPHNAZOQAURKOD> &
AMZOHXZZHHENOLORXAMNADRKEAO A
RHNORAAONHAZHOARWZIXDOAHHAZO >
X HAMAQARSM ARG AAD MO RN
KARAPIEH D HNZHAE NSO XG>
BPVANZHZONNEXYANMHDNHNIAMOXED
RZHARMHOQARKEMHMEASAKUSHONH
CAXKMHOUHOAEZZENAAXPERAXAD P BN
AXXUMUBHHEDPOOMDIENSLOBZOVOHD
MEHHOARMMNZOMMEAODAMBIRKANSD> O
ZEXOAZRHDZAMXHORIASHDRNUNOADD>®
MOCRHODPHUZUAMANERNRQANBHHZANX>D> OO U
AMZAZARSAHAARSUNOMMBAZLHHO VX2
AOHAR AU UVAMDXE MDA HEBOOZHXY 0N
ZERAXUDINKOKPAADPRRABNANAMHMNLS D HE
TACCIVSYFTL_IRKVKGSIYGLHPFEK
OHODPHHMXUOMONDMMNANNOXOuGIAAM

ILYGPEPFYPLAD 20

41

FIG.
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Luc90-1B5 (SEQ 1D NO:11)

GGATCCAATG GCAGATAAGA ATATTTTATA TGGG@CCCAAA CCATTTTATC CCTTGGAAGA
TGGAACGGCT GAAGAACAGA TGTTTGACGC ATTATCTCGT TATGCAGATA
CATAGCATTG ACAAATGCTC ATACAAAAGA ARATGTTTTA TATAAAGAGT
GTCGTGTCGT TTAGOGGAAA GTTTTAARAAA GTATGGATTA ARACARAACG ACACAATAGC

GGGTTATTAT ARTAATGAAG ANGCTACTAR AGCAATTATT GATAATGACG GATGGTIGOS
CTCTGGTGAT ATTGCTTATT ATGACAATGA TGGCCATTTT TATATTGTGG ACAGGCTGAA
GTCACTOATT AAATATARAG GTTATCAGGT TGCACCTGCT GARATTGAGG GAATACTCTT

ACARCATCCG TATATTGTTG ATGCCGGOGT TACTGGTATA COGGATGAAG COGOGGGOGA

163/183

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
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1380
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Q0000000000000 O000O0O0O00COOOOOV
NPTV DONTVLOIONTVOONVYVORONTLVOOND W
ArrrdrdNNNNNNMAMMMMeYITen DN

QUARKOO>UXNOUMNNOAGIDMOKEX IROAN
E_G,.X.ILLN.LV.SRLCQSPQLTHLLLGVPH
AMARNOAAANKHEAK KR AEHE R L HXO
AHMAAEDMAEDRAMNWKOPOMEOADRLOD X
HANZUHMZZHNEXOAORDAMAD HMHN DI
MENOKAOIUNEROARBERP OHHHARD >
LR R N Y R P R - TR " AT YRV
R N T I I N L LT
B C) > O R MR O H M R H B RO K E R
DRZEHANKHOARKENHKE AR AKORHO KM
NRMXNMHNOHOATZENMAKD HUKAD D N

)
L
o}
K
K
F
K
C
T
I
R
v
G
L¢]
F
v
H
K
A
F
G
T
N
Q
G
Q
T
¢}

I.FTFQDFEF.NGFPTLSVS.PP_ADYAVST
ZEMOAAMNEMKHORNAIEHORMNOAD > G
KORKMOPHUZUMANEHARMHZRNED > QO O
D,ENA.NPRKHLX.HDBLSAYMGBKPNAIIGSKN_

OAOH ANV AMDOKNDIMEHHODZENE NS Ao

(SEQ 1D NO:24

FROORDOMNMEHIHE KD MO BN O3 HE M NN K
OHUDHMXOKOUDMNIUMNOKOONWOAAA N
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lucPpe2 [T249M] (SEQ ID NO:12)

GGATCCAATG GAAGATAAAA
TGGGACGGCT GGAGAACAGA
CATAGCATTG ACAARATGCTC
GTCGTGTCGT TTAGCGGAAA
GGTGTGTAGC GAAAATGGTT
AATAATTGCA GCACCTGTTA
TATTGTAAAA CCACGCATAA
AARATCTAAR TTAAAATATG
AGGTTATCAR TGCCTCAACA
AARATTTAAA CCARATICTT
TGGTACAACT GGTGTTTCGA
TTCTCATTGC AARAGATCCTA
GGTAATACCT TTCCACCATG
ATTCCGAGTT GCTCTAATGC

TTATAAAGTG
ATTAGTTGAA
ATCAAAAGAA
GTATGGATTA
GGGATCAACT
ARRAATTTTG
AAGTTATTAT
CTCTGGTGAT
GTCATTAATT
ACARCATCCG
GCTTCCAGCT
AAATTTTGTT
GGATGAAATT
TGAARRACAC

GAAAGTACTT
AAGTACGATT
ATTGGGGAGA
ACAGAAACCA
GGTAAAATAG
GGGCCAAATG
ARTAATGAAG
ATTGCTTATT
ARAATATARRG
TATATIGTIG
GCAGGTGTTG
TCCAGTCAAG
CCCAAAGGAT
AAATCTARGC

ATATTTTATA
TGTTTTACGC

ATACAAAAGA

GTTTTAAAAA
TGCAATTTTT
GTGATARATA
TTTTTTGTTC
TAGAAACTAT
ACTTTATTTC
TTAATCGAGA
AGGGAGTCAT
CTTTTGGTAA
GTTTTGGTAT
ACACGTTTGA
TACTTGTACC
TATCGCACTT
TGGTGARAAA
CTTCGGCTGT
TACCATTTCA
AAACTGGAGA
AAGCTACTAAR
ATGACAATGA
GTTATCAGGT
ATGCOGGCGT
TAGTACAGAC
TTTCARCAGC
CARCTGGAAA
TG

FIG.

TGGACCTGAA
ATTATCTCGT
AAATGTTTTA
GTATGGATTA
CCTTCCTTTA
CATTGAACGT
CARGAATACT
TATTATATTA
CGATCAGGTT
GCTARCTCAC
CGCAATTAAT
GATGACCACA
AGAAARARCTA
AACATTAATG
AAAAGAAATT
ACGGTTTAAA
TTTAATTACA
CGCTGTTAAA
ATTGTATTTIT
AGCAATTATT
TGGCCATTTT

TGCACCTGCT"

TACTGGTATA
TGGAAAATAT
CAAATGGCTA
AATTGACAGA

44
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CCATTTTATC
TATGCAGATA
TATGAAGAGT
ARACAAAACG
ATTGCATCAT
GAATTAATAC
TTTCAAAAAG
GACTTARATG
GATATTAATC
GCGTTGGTAA
ARGAATATTG
CCAACGACAG.
TTAGGATACT
TTTCTACAAT
GCATTTTTTG
GCATCTGGTG
TTAAACTTTIG
CCGGACACTG
GTTGTCGATC

CCTTGGCTGA
TTTCAGGATG
TTTTAAAATT
ACACAATAGC
TGTATCTTGG
ACAGTCTTGG
TACTGAATGT
AAGACTTAGG
TTGACGTAAA
TGTTTTCTTC
TTGCACGATT
CAATTTTAAC
TTACTTGTGG
CATTACARGA
CARAARGTGC
TCAGGCAAGG
ACGTCAGACC
CTACAACAGG

AAAGGCGACA TGATAATGAA

ARCARAGACG GATGATTGCG

TATATTGTGG ACAGGCTGAA
GAAATTGAGG GAATACTCIT
CCGGATGAAG CCGCGGGCGA
CTAAACGAAC AAATCGTACA
CGTGGTGGGG TGAAATITTIT
ARAGTGTTAA GACAAATGTT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1642
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LucPpe2 ([T249M) (SEQ ID NO:25)

480
500
$20
540
547

(o=
0 @

20
100
120
140
160
180
200
220
240
260
280
300
320
340
360
380
400
420
440
460

LAGGVGKSFTGDALGPGKRKLEQLF
MHRANZAPURAVONAMOREESIAO> & B
HEH U A0AMAHENAXAREDHHERSHLH X O
FAAEPHAEDAMNNCUSPAREZIVADCOD &
ENstNNVITYQFGFTDDDVEEE@L
HORKHONMHAZHOUAKRNZADOXEHMAZO S
HPEHEBRAARSKA S RS ADEZ MM A N
LLLRTLSVHNTLMIKTKFIFAIYLR
sVGPENINQTITKLEFIVYIHPGKWD
HZHAHMHOANMKEEANHSEALAKOREND X H
CHMMNOHOASZEEMAIAKSDRMANAD D> MM
AN BN OHHEDOURD NN MO HZODORD
FRHMOARMMMZUMBMEANDOAHLANCD O M
ELNDRUHPIMEEORNAAEEDANNOAD> D> 0
ORMOPHMNZUOAKMENAMNHHZAMNMND > OO X
ENANPRKLNVDHLSYGBKPNAYIGSKs
GTLEAPLCPGKFAEKITGGNIKYASPK
ERARNINNORHUADDINANANANARCD T
FRUUMDONMEEHENDEXOOHMNO ARG X
OHOBPHHXOKOODPERNNIOHNOXUDWODZAM

RYADISGC 40

EDKNI'LYGPEPFYPLAD

FIG. 45
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LucPpL 81-6Gl (SEQ ID NO:26)

MMKREKNVIYGPEPLHPLED 20

LTAGEMLFRALREKHSHLP

o
A

<

OHHMHEZFHOUOKHRSADPPANAII>PAHRAN A

QOO0 0O000O00O0O0CO0O0O0O0O0OO0OO0O0OODO0OOOO N
VOONFVOONSIVOIONTITOVDDIONSTVWOON Q!
et NNNNNMOOMNM RS DN n

PlOHOUNUOUAMDAMHAEXMPEHDUOUZEXOOLSLS M

CNVUPEHMHN AXMDPMNONLHOAZAN®
MPHAEMHAZOAMNAMNASKOXOOUEAX 3AQA
R>HPAZCANIDPOAAMADNONXTN AN D>
CEQAEMPRHNUKAPOCUAOXBMODANSAOD> N
MZAUMDZUDDPDERMAEMNDEE HSMKA
MEQAHAZHFORUHFPMAURSHAOREZOARNEX >
HEHRAAAMHPHXAVDOUARAMAPRALD
DHDIAHANLZOOARODAMCDAD AQARD
HOAAZHANCOAIRIVDAIAHXAMNMANHX
BOHHXHEPEHHAHAZOXHHRMLHBA
MZBMHEHOOBREAFMEPINANSOCE AN M
AR VHEHROONOWAEEHSIRER > ONH

O EXUODPDEHNMAAAMZIENXAD D ANNM

PloHZPHZADOORMDPUALADEHROLOIMO

POZPHRMAQUAKMEZULNADCAND N ®VH

ARZIAMNOZANMESEHAPHEBEORMXODAQAD > >

PANCAAHOTNAMTNNDARNODZD NNXMED> X Z O
AP ENaTAREONCSEAXNZONMLEK O

TRKELLKQLULEKA 540

FIG. 46
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LucPpl 81-6G1

ATGATGAAGE GAGAGAAAAA TGTTATATAT GGACCCGAAC CCCTACACCC CTTGGAAGAC . .-

TTAACAGCTG GAGARATGCT CTTCCGIGCC CTTCGARARC ATTCTCATIT ACCGCAGGCT
TTAGTAGATG TGGTTGGCGA CGAATCGCTT TCCTATARAG AGTTTTTIGA AGCGACAGTC
CTCCTAGCGC AAAGTCTCCA CAATTGTGGA TACAAGATGA ATGATGTAGT GTCGATCTGC
GCCGAGARTA ATACAAGATT TTTTATTCCC GTTATTGCAG CTTGGTATAT TGGTATGATT
GTAGCACCTG TTAATGAAAG TTACATCCCA GATGAACTCT GTARGGTGAT GGGTATATCG
ARACCACAAA TAGTTTTTAC QGACARAGAAC ATTTTARATA AGGTATTGGA GGTACAGAGC
AGRACTARTT TCATAARARG GATCATCATA CTTGATACTG TAGAAARCAT ACACGGTIGT
GAARGTCTTC CCAATTTTAT TTCTCGTTAT TCGGATGGAR ATATTGGCAR CTTCAAACCT
TTACATTICG ATCCTGTTGA GCARGTGGCA GCTATCTTAT GTTCGTCAGG CACTACTGGA
TIACCGARRG GTGTAATGCA AACTCACCAA AATATTTGTG TCCGACTTAT ACATGOTTTRA
TTCCATACTT TTAGGTTCTC TATAACCTTG GGATACTTCA TGGTGGAGTCT TCGTGTTATC
ATGTTCAGAC GATTTGATCA AGAAGCATIT CTARAAGCTA TTCAGAATTA TGARGTTCGA
AGTGTAATTA ACGTTCCATC AGTAATATTG TTCTTATCGA AAAGTCCTTT GGTTGACAAR
TACGATTTAT CAAGTTTAAG GGAATTGTGT TGCGGTGOGG CACCATTAGC AARRGARGTT.
GCTGAGGTTG CAGCAAAACG ATTAAACTTG CCAGGAATTC GCTGTGGAIT TGGTTTGACA
GAATCTACTT CAGCTAATAT ACACAGTCTT AGGGATGAAT TTAAATCAGG ATCACTIGGA
AGAGTTACTC CTTTAATGGC AGCTAAAATA GCAGATAGGG AAACTGGTAA AGCATTGGGA
CCAAATCAAG TTGGTGAATT ATGCATTAAR GGTCCCATGG TATCGAAAGG TTACGTGAAC
ARTGTAGARG CTACCARAGR AGCTATTGAT GATGATGGTT GGCTTCACTC TGGAGACTTT
GGATACTATG ATGAGGATGA GCATTTCTAT GTGGTGGACC GTTACARGGA ATTGATTAAA
TATARGGGCT CTCAGGTAGC ACCTGCAGAR .CTAGAAGAGA TTTTATTGAR AAATCCATGT
ATCAGAGATG TTGCTGTGGT TGGTATTCCT GATCTAGAAG CTGAAGAACT GCCATCIGCG
TTTGTGGTTA AACAGCCCG@ AAAGGAGATT ACAGCTARAG AAGTGTACGA TTATCTIGCC
GRGAGGATCT CCCATACARA GTATTTGCGT GGAGGGGTTC GATTCGTTGA TAGCATACCA
AGGARTGTTA CAGGTAARAT TACARGARAG GAACTTCTGA AGCAGTTGCT GGAGAAGGCG
GGAGGT

FIG. 47
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normalisierte Lumineszenz

0,8

Lumineszenz bei 60°C, normalisiert auf t=0

1,2
1,0 ¢

06 ~-49-7C6

04 kY T~ ©-78-0810

024

00—
0 20 40 60

Zeit in Stunden

FIG. 48

Stabilitét bei 4°C (normalisiert auf den Anfangswert)

0 10
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£ 8 -~ PPE-2
€0 1 BBt~ |-8-49-7C6
g +78-0B10
23
-3 0,1 ‘
0 5 10 15
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FIG. 49

169/183




DE 699 28 687 T2 2006.08.24

20°C, normalisiert auf den Wert bej t=0

1 f‘w g‘ T

Zeit in Stunden
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FIG. 50
50°C, normalisiert auf den Wert bej t=0
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FIG. 51
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Lumineszenz bei 60°C, normalisiert auf t=0

171/183
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FIG. 52

Stabilitat bei 22°C
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Stabilitat von PPE-2-Mutanten bei pH 4,5 und 48°C,

normalisiert auf t=0

N
C
8 1
(v’ + 4 “‘. 4 RJ .
(O] —~d
-E o 1 : -
£ ]
2 \ o —+—90-185
e o0t \ —&—- 133182
© \ —&—146-1H2 ||
L2 0,001
s AN
s 0,000t
c 20 40 60 80 100
Zeit (min)
Berechnung der Halbwertszeit fir bei pH 4,5, 48°C inkubierte Klone
' —+—00-1B6
12 —a—133-1B2
10 —tr— 146-1H2
—Llnear (80-186)
—~ 8 s e——Llnear (183-1B2)
. § '6 Linear (146-1H2)
E \
\ y=-0,2651x + 9,9294
2 =-0,0346x + 9,581
\_ y =-0,0112x + 7,8409
0 —
0 60 100
Zeit (min)

FIG. 54B
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Luc133-1B2 (SEQ ID NO:42)

AGATCCARTG GCAGATARGA ATATTTTATA TGGGCCCGAA CCATTTTATC CCTTGGAAGA - 60
TGAGACGGCT GGAGAACAGA TGTTTGACGC ATTATCTCOGT TATGCAGATA TTCCGGGCTG 120
CATAGCATIG ACAAATGCTC ATACAAAAGA AAATGTTTTA TATGAAGAGT TTICTGAAACT 180
GTOGTGTCGT. TTAGCGGAAR GTTTTAAAAA GTATGGATTA AAACARAACG ACACAATAGC 240
GGTGTGTAGC GAAAATAGTC TGCARTTTIT CCTTCCTGTA ATTGCATCAT TGTATCTTGG 300
AARTAATTGIG GCACCTGTTA ACGATAAATA CATTGAACGT GAATTAATAC ACAGTCTTGG 360
TATIGTAAAA CCACGCATAG TTTTTTGCTC CAAGAATACT TTTCAAAAAG TACTGAATGT 420
ARARTCTARA TTAARATCTA TIGAAACTAT TATTATATTA GACTTAAATG ATGACTTAGG 480
AGGTTATCAA TGCCTCARCA ACTTTATTTC TCARAATTCC GATAGTAATC TGGACGTARA 540
ARAATITAAR CCATATTCTT TTAATCGAGA CGATCAGGTT GOGTTGATIA TGTTITCTTC 600
‘TGITACAACT GGTCTGQOGA AGGGAGTCAT GCTAACTCAC AAGAATATIG TTGCACGATT 660
TTCTATTGCA AARGATCCTA CTTTTGGTAR CGCAATTAAT CCCACGTICAG CAATTTTAAC 720
OGTAATACCT TTCCACCATG GTTTTGGTAT GATGACCACA TTAGGATACT TTACTTGTGG 780

FIG. 55
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Luc146—1H2 (SEQ ID NO:43)

GGRTCCAATG GCAGATAAGA ATATTTTATA TGGECCOGAA CCATTTTATC CCTTGGAAGR ' 60
TGGARCGGCT GGAGAACAGA TGTTTGACGC ATTATCTCGT TATGCAGCTA TTCCOGGLTG 120
CATAGCATTG ACARATGCTC ATACAAARGA ARATGTTTTA TATAAAGAGT TTCTGAAACT 180
GTCATGTCAT TTAGCGGAAA GTTTTAARAA GTATGGATTA ARRCARARCG ACACAATAGC 240
GGTGTGTAGC GARRATAGTC TGCAATTTTT CCTTCCTGTA ATTGCATCAT TGTATCTTGG 300
ARTAATTGIG GCACCTGTTA ACGATAAATA CATTGAACGT GARTTAATAC ACAGTCTTGG 360
TATTGTAARA CCACGCATA@ TTTTTIGCIC CARGARTACT TTTCARAAAG TACTGAATGT 420
ARRRTCTARR TTARARTCTA TIGAARCTAT TATTATATTA GACTTAAATG AAGACTTAGG 480
AGGTTATCAR TGCCTCAACA ACTTTATTTC TCARAATTOC GATAGTAATC TGAACGTAAR S40
ARRATTTAAR CCCTATTCTT TTAATCGAGA 'CAATCAGATT GCGTOGATIA TGTTITICTIC 600
TGGTACAACT GGTCTGCOGA AGGGAGTCAT GCTARCTCAC ARGAATATTG TTGCACGATT 660
TTCTATTOCA ARAGATCCTA CTTTTGGTAA CGCAATTAAT CCCACGICAG CAATTTTAAC 720
GGTAATACCT TTCCACCATG GTTTIGGTAT GATGACCACA TTAGGATACT TTACTIGTGG 780
ATTOCGAGTT GITCTARTGC ACACGTTTGA AGAARAACTA TTTCTACAAT CATTACAAGA 840
TTATAARGTG GARRGTACTT TACTTGTACC AACATTAATG GCATTTCTTG CARRAAGTGC 900
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Luc133—-1B2 (SEQ ID NO:44)

Qo - - - - - -N-N-W-N-N-N-N- NN~
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Luc146-1H2 (SEQ 1D NO:45)

4 EOCOQ0O000000000000000000V
eSS e NT VDN ONYVDONYVOVDONTODONT
NPV AFRARANNNNNMIMMIMMEYYTToDnnn
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AHMNANRDNAEPAMUKDDARZOAORLOD o
AN ZAHNKEZZHHWUN OO MNUAMNAD N NN
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FIG. 58

176/183



DE 699 28 687 T2 2006.08.24

6G "9l

(s) yoz
14" 2l 1] 8 0
I [} I -‘Il# o
Al
[
ZHI-OP) — o
zaL-cg) —
Gg1-06 _ 9’0
0L90-8L— Ry
90,6 — 90L-6¥
- z81-¢¢l 8'0
CHI=9%| ==~
I
A}

ZuazsaulwnT ayualsijewlou

177/183



DE 699 28 687 T2 2006.08.24

109 94

(Y) yoz *
L 0 g ¥ ¢ g b 0

[4:1 % S o)

$81-08-7-
01L80-8L ==

80L-Bh O

CHIOPL=%={

14 2 1 '] °

USJUBININ-¢-Idd SH8Iqn3ul 5,06 19g

} Jne JaIsifewou ‘zuazsau|wn

O=

178/183



DE 699 28 687 T2 2006.08.24

19 "9ld

(uspunig) ez

600€'S + XggglL'0-=A 9 g 14 € rA

12796 +%x9022'0- = A

8Zy'0L +X22LE'0-=A

(CH-ot}) Jesur e
(sa1-e84) JBou)——| -
(eg1-08) JeoU]——
ZHL-Ob) ==

- gal-eet~E-

68 L-08~0—

s'ol

uspunis 0'G=¢H1-9’|

uspunis |'e=ggl-cc|

uspunis z'z=591-06

(Mezspemag|eH) Joyqiyu) uabab yexbipueisag

(32

(wnp) u|

179/183



DE 699 28 687 T2 2006.08.24

29 914

89/%'G + X1800'0 = A

LLE6', +X8000'0 = A

(2-3dd) sesury—
(g91-06) teauy]——
| Z2-3dd~=-

Sgl-06-e-

(ebel) wez

0S o 0¢ 0z oL 0
. . . . ¥4
- G'y

. - Q
mjmﬁ
| -9
- g'g

< 2
-G'/

e S-S XJJ
- g'g

sbe] 998 = yezspemqieH Gg1-06
obe] 9g = JlozsyamqleH z-3dd
G‘'9 Hd :D,2Z 199 1eyqe)s

(wnp) |

180/183



Lumineszenz/O.D.

Lumineszenz/O.D.
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LucPpl81-0B11

TATATCGAAA CCACAARTAG TTTTTACGAC AARGAACATT TTARATAAGG TATTGGAGGT 420
. RCAGAGCAGA ACTARTTTCA TARAAAGGAT CATCGTACTT GATACTGTAG AAARCATACA 480

" TGCTTTAGAC CCCAGGGCAG GARCGCAACT TATTCCTGGT GTGACAGTCT TAGTATATCT 720

GCCTTTTTIC CATGCTTTTG GGTTCTCTAT AACCTTGGGA TACTTCATGG TGGATCTTCG 780
TGTTATCATG TCARGACGAT TTGATCCAGA AGCATTTCTA ARRGCTATTC AGGATTATGA 840
RGTTOGRAGT GTAATTARCG TTCCATCAGT AATATTGTTC TTATCGAAAR GTCCTTTGGT 900
TOACARATAC GATTTATCAR GTTTAAGGGA ATTGTGTIGC GGTGCGGCAC CATTAGCAAA 960

CATACCAQGG AATGTTACAG GTAAAATTAC AAGARAGGAA CTTCTGAAGC AGTTGCTGGA 1620
GAAGGOGGGA GGT

FIG. 65
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