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Patentanspriche:

1.

10.
1.
12.
13.
14,

15,

16.

17.

Mutierte a-Amylase, wobei es sich um das Expressionsprodukt einer mutierten, eine a-Amylase
kodierenden DNA-Sequenz handelt, dadurch gekennzeichnet, daB die rutierte a-Amylase eine
Amirosduresequenz besitzt, die sich in mindestens einer Aminoséure von dem Wildtyp-Enzym
unterscheidet, und dal3 die mutierte a-Amylase verbesserte Eigenschaften bei der Anwendung
zum Abbau von Stérke und/oder der Textilentschlichtung zeigt, wobei die verbesserten
Eigenschaften auf den Austausch von Aminosauren zuriickzufiihren sind.

a-Amylase nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie verbesserte Warmebestindigkeit
aufweist.

a-Amylase nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf sie verbesserte Bestandigkeit bei
einem pH-Wert unter 6,5 und/oder tiber 7,5 aufweist.

a-Amylase nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf? sie verbesserte Warmebestindigkeit
und Sadurebestandigkeit aufwaeist.

. a-Amylase nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR? das Originalgen, von

dem das mutierte Enzym abgeleitet ist, von einem Mikroorganismus, vorzugsweise einem
Bacillus-Stamm, gewonnen wird.

. a-Amylase nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da das Gen ven einem Wildtyp-Gen aus

der B.stearothermophilus, B.licheniformis und B.amyloliquefaciens umfassenden Gruppe
ausgewahlten Stammes abgeleitet ist.

a-Amylase nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB sich dieses Enzym von der von Bacillus
licheniformis gewinnbaran Wildtyp-a-Amylase durch einen Aminoséureaustausch an einer oder
an mehreren Position{en) 111, 113 und 149 oder an entsprechenden Positionen in jeder beliebigen
homologen a-Amylase unterscheidet,

. a-Amylase nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daf3 sie eine oder mehrere der folgenden

Aminoséureaustauschméglichkeit(en): Ala-111-Tr, His-133-Tyr, Thr-149-lle enthéit.

. Mutiertes Gen, dadurch gekennzeichnet, daf} es eine a-Amylase nach der Definition in einem der

Anspriche 1 bis 8 kodiert.

Expressionsvector, dadurch gekennzeichnet, daR er ein mutiertes Gen nach Anspruch 9 aufweist.

Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daf3 sie einen Exprassionsvector nach Anspruch 10

beherbergt. . , ,

Wirtszelle, die im wesentlichen nicht in der Lage ist, vor der Transformation extrazellul4re

amylolytische Enzyme zu erzeugen, dadurch gekennzeichnet, daf’ sie mit einem

Expressionsvector nach Anspruch 10 transformiert ist.

Wirtszelle nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dalk es sich um B. licheniformis T9 handelt.

Bacillus/E. coli-Shuttle-Vector, dadurch gekennzeichnet, daB die Expression des klonierten Gens

in E. coli durch die physikalische Trennung der regulierenden Sequenzen von dem Strukturgen

unmoglich gemacht worden ist, und daB die Expression des klonierten Gens in Bacillus durch die

Digestion mit einem einzigen Restriktionsenzym und anschlieRende Rezirkularisierung wieder

hergestellt werden kann.

Methode zur Herstellung eines amylolytischen Enzyms mit verbesserten Eigenschaften fiir die

Anwendung beim Starkeabbau oder der Textilentschlichtung, dadurch gekennzeichnet, daR sie

folgende Schritte umfaft:

~ Mutagenisierung aines klonierten Gens, das ein in Frage kommendes amylolytisches Enzym
oder ein Fragment davon kodiert;

- Isolierung des gewonnenen mutierten Amylase-Gens oder solcher Gene;

- Einfiigung des gewonnenen mutierten Amylase-Gens oder solcher Gene in einen geeigneten
Wirtsstamm zur Expression und Produktion;

- Gewinnung der erzeugten mutierten Amylase und

- Identifizierung derjenigen mutierten Amylasen mit verbesserten Eigenschaften zur Anwendung
fir den Stérkeabbau oder die Textilentschlichtung.

Verfahren zur Erzeugung einer mutierten a-Amylase, dadurch gekennzeichnet, dafl

— eine Wirtszelle nach einem der Anspriiche 11 bis 13in einem geeigneten Medium kultiviert wird;

- die erzeugte a-Amylase gewonnen wird.

Anwendung der a-Amylase riach einem der Anspriiche 1 bis 8 fiir den Starkeabbau und die

Textilentschlichtung.
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18. Verfahren fiir den Abbau von Stérke, dadurch gekennzeichnet, daf eine mutierte a-Amylase nach
einem der Anspriiche 1 bis 8 eingesetzt wird.

19. Verfahren zur Entschlichtung von Textilmaterial, dadurch gekennzeichnet, daR eine mutierte
a-Amylase nach einem der Anspriiche 1 bis 8 eingesstzt wird.

20. Starkeabbauzusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daf sie eine mutierte a-Amylase nach
einem der Anspriiche 1 bis 8 aufwaeist,

21. Textilentschlichtungszusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daR sie eine mutierte
a-Amylase nach einem der Anspriiche 1 bis 8 aufweist.

Hierzu 25 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft das Gebiet der Gentechnik und stelit neue DNA-Molekiile zur Verfiigung, die fiir Enzyme mit a-Amylase-
Aktivitdt kodisrende DNA-Sequenzen aufweisen. Es werden speziell mutierte mikrobielle a-Amylasen mit verbasserten
Charakteristika zur Anwendung beim Abbau von Stérke, fiir die Entschlichtung von Textilien und fiir andere industrielle Prozesse
offenbart. Die vorgesteliten a-Amylasen zeigen erhénte Warme-, Saure- und Alkalibestandigkeit, wodurch sie ideal fir die
Ausiibung ihrer Aktivitét unter bisher nicht anwendbaren ProzeRbedingungen geeignet sind.

Hintergrund der Erfindung

Stérke besteht aus einem Gemisch von Amylose (15 bis 30 Ma.-%/Masse) und Amylopectin (70 bis 85 Ma.-%/Masse). Amylose
bestehtauslinearen Kettenvon a-1,4-verkniipfien Glucosesinheiten mit einer relativen Molekiilmasse (MW) von etwa 60000 bis
etwa 800000. Amylopectin ist ein verzweigtes Polymer, das a-1,6-Verzweigungspunktae je 24 bis 30 Glucoseeinheiten enthilt,
seine MW kann bis 100 Millionen betragen.

Zucker von Séure, in Form kanzentrierter Dextrosesirupe, sind kiirzlich hergestellt worden, und zwar mit Hilfe eines durch Enzym
katalysierten Verfahrens, das umfaft: (1) Verflissigung (oder Verdiinnen) von fester Starke mit einer a-Amylase zu Dextrinen
mit einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad von etwa 7 bis 10, und (2) Saccharifikation der resultierenden verfllissigten
Stdrke (d.h. des Starkehydrolysats) mit Amyloglucosidase {auch Glucoamylase oder AG genannt). Der resultierende Sirup hat
einen hohen Glucosegehalt. Ein groBer Teil des kommerziell erzeugten Glucosesirups wird anschlieBend enzymatisch zu einem
als Isosirup bekannten Dextrose/Fructose-Gemisch isomerisiert.

a-Amylase (EC 3.2.1.1) hydrolysiert Stirks, Glycogen und verwandte Polysaccharide durch die willkiirliche Spaltung interner
a-1,4-glucosidischer Bindungen. Dieses Enzym wird fiir eine Reihe wichtiger kommaerzieller Zwecke eingesetzt, zum Beispiel in
der Zucker-, Brauerei-, Alkohol- und Textilindustrie. a-Amylasen werden aus den verschiedensten Bakterian-, Fungi-, Pflanzen-
und Tiergus!len isoiiert. Die industriell bedeutendsten a-Amylasen sind die von Bazillen isolierten.

In der ersten Stufe des Stirkeabbauprozesses wird eine Stirkeaufschlimmung durch Erwérmen auf eine verhaltnismaBig hohe
Temperatur (bis zu 110°C) gelatiniert. Die gelatinierte Stirke wird in einem kontinuierlichen 2-Stufen-Verfahren durch eine
wiérmebesténdige a-Amylase verflissigt und zu Dextrin abgebaut, Die wichtigsten ProzeRvariablen sind Starkekonzentration,
a-Amylasedosis, Temperatur und pH-Wert. Wihrend der Verfliissigungs-Dextrinbildungs-Reaktion miissen die ProzeRvariablen
zur Erzielung guter Umwandlungsverhéltnisse innerhalb enger Grenzen gehalten werden, da sonst ernsthafte
Filtrationsprobleme auftreten kénnen. Siehe beispielsweise L. E. Coker und K. Venkatasubramanian, in: Biotechnology, S.165bis
171, Herausg. P.N. Cheremisinoff, P.B. Quelette, Technicom Publ. Corp. Lancaster Renn. 1985. Eines der héufig auftretenden
Probleme ist die einwandfreie Temperaturregalung im Anfangsstadium des Abbauprozesses: Uberhitzung fiihrt oftmals zur
Denaturierung der a-Amylase, so daf das endgiiltige Verdiinnen nicht ausreichend ist. Eine Moglichkeit, um das zu vermeiden,
besteht in der Anwendung wiarmebestindigerer a-Amylasen.

Zu diesem Zweck wurde die Zugabe von Calciumionen oder eines Amphiphils vorgeschlagen (siehe z.8. EP-A 0189838), aber
diese L&sung hat sich als nicht zufriedenstellend erwiesen.

Esbesteht daherimmer noch eir erhebliches Interesse an der Bereitstellung von a-Amylasen mit erhohter Warmebestindigkeit.

Relevante Literatur

In EP-A 057976 wird die Isolierung eines wirmebestiandigen a-Amylase kodierenden Gens von B.stearothermophilus
beschricben, wobei das Gen in ein entweder einen Bacillus oder einen E. coli-Ursprung fiir die Replikation enthaltendes Plasmid
kloniert wird. Das auf diese Weise gewonnene schimirische Plasmid wird fii1 die Erzeugung von a-Amylase verwendet. Das
a-Amylase-Gen wurde ohne irgendwelche weitere Modifikation isoliert und verwendet,

EP-A 0134048 beschreibt ein Verfahren fiir die erhdhte kommerzielle Produktion von unter anderem a-Amylase, indem ein oder
mehrere a-Amylase-Genle) in industrielle Bacillus-Stimme kloniert oder exprimiert werden.

EP-A 252666 betrifft eine schimirische a-Amylase mit der allgemeinen Formel Q-R-L, worin Q ein N-terminales Polypeptid von
55 bis 60 Aminosaureresten ist, das zu mindestens 75% den 37 N-terminalen Restsn der B.amyloliquefaciens a-Amylase
homoloeg ist, R ein bestimmtes Polypeptid ist und L ein C-terminales Polypeptid von 390 bis 400 Aminosaureresten ist, das zu
mindestens 75% den 395 C-terminalen Resten von B.licheniformis a-Amylase homolog ist.

Gray u.a. (J. Bacteriol., 1986, 166, 635) beschrieben schimirische a-Amylasen, die von dem NH,-terminalen Teil von
B.stearothermophilus-c -Amylase und dem COOH-terminalen Teil von B.licheniformis-a-Amylase gebildet wurden. Von den
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maeisten der Hybridenzymmolekille wurde nachgewiesen, daB sie weniger bestéindig als die Ausgangs-Wildtyp-Enzyme waren,
AuBerdem konnte von keinem der Hybridmolekiile gezeigt werden, daB es verbesserte Bestandig“eitseigenschaften besal.

In keiner der oben zitierten Literaturangaben wird die Anwendung von einzsinen Aminosdureauriauschmdoglichkeiten zur
Gewinnung neuartiger a-Amylasen beschrieben.

EP-A 0285123 betrifft eine Methode fir die vollstandige Mutagenese von Nucleinsiuresaquenzen. Als Beispiel wir ! die
Mutagenese der B.stearothermophilus-a-Amylase beschrieben. Obwohl vermutlich die Mdglichkeit besteht, daB uiese Methode
zur Gewinnung von B, stearothermophilus-a-Amylase-Mutanten mit besserer Bestindigkeit angewandt werden kann, werden
keine Beispiele angefiihrt, '

Zusammenfassung der Erfindung

Die Erfindung betrifft mutierte a-Amylasen und Méglichksiten zur Gewinnung derartiger Mutanten. Diese mutierten a-Amylasen
sind dadurch gekennzeichnet, dag sie sich in mindestens einer Aminosiure von dem Wildtyp-Enzym unterscheiden. Des
waeiteren werdan diese Mutanien kodierende DNAs, diese DNAs in exprimierbarer Form enthaltende Vectoren und diese
Vectoren enthaltende Wirtszellen zur Verfiigung gestellt.

In einem Aspekt der Erfindung wird willkiirliche Mutaganese an klonierten a-Amylase-Genen offenbart. Diese mutierten Gene
werden in sinem gesigneten Wirtsorganismus unter Anwendung eines geeigneten Vectorsystems exprimiert.

Nach einem weiteren Aspekt der Erfindung werden Screening-Methoden fir mutierte a-Amylasen beschrieben und angewandt.
Solche Methoden ergeben wirmebestéindigere und séurebestandigere a-Amylasen. AuRerdem wird diese Methode mit einer
leichten Modifikation zur Gewinnung alkalibesténdigerer a-Amylasen eingesetzt. Die Expressionsprodukte der auf diese Weise
nachgewiesenen Klone werden isoliert und gereinigt.

Ein noch weiterer erfindungsgemaBer Aspekt betrifft a-Amylasen mit erhdhter Warmebesténdigkeit, wobei durch diese
mutierten a-Amylasen die Filtrationsprobleme unter den Einsatzbedingungen des Stirkeabbaus reduziert werden.

Nach einem weiteren Aspekt der Erfindung werden a-Amylasen mit erhdhter Siurebestandigkeit zur Verfligung gestelit, die die
Bildung ungiinstiger Nebenprodukte wie Maltulose verringern und dabei gleichzeitig die Sduremenge vermindern, die vor der
Umsetzung mit Amyloglucosidase zugesetzt werden muR. Die neuen a-Amylasen besitzen vorzugsweise verbesserte
Eigenschaften sowohl in bezug auf die Warmebestandigkeit als auch die Sdurebestandigkeit oder in bezug auf
Warmebestandigkeit und Alkalienbesténdigkeit.

Nach einem anderen erfindungsgeméBRen Aspekt wird nachgewiesen, da3 die mutierten Proteine ein besseres Verhalten unter
den Anwendungsbedingungen bei der Stirkeverflissigung aufweisen. Die Alkalienbestandigkeit ist besonders fiir die
Anwendung zur Textilienentschlichtung von Nutzen.

Diese Aspekte werden in der folgenden ausfiihrlicher Beschreibung und den folgenden Beispielen weiter dargelegt.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen
In den Zeichnungen stellen dar

Fig.1: Nuclectidsequenz von pMa5-8
Stanssens u.a., 1987, EMBO Laboratory Course Martinsried, Juli 1987. Hinsichtlich der Beschreibung der verschiedenen
Elemente siehe Text.
Fig.2: Nucleotidsequenz von Plasmid pPROM SPO2-Insert
Die Konstruktion dieses Vectors wurde in EP-A 0224294 beschrieben. Die a-Amylase-Aminosauresequenz wird unter den
Triplets gekennzeichnet. Die Numerierung beginnt an der ersten Aminoséure des vollentwickelten Proteins (Kuhn u. a.,
1982, J. Bacteriol, 149, 372). Das SPO2-Promotor-Insert reicht von Position 61 bis 344, '
Fig.3: Nucleotidsequenz von pMaTLia8
Dieser Vector wurde von pMa5-8, dem Insert von pPROM SPO2 und einem den TAC-Promotor kodierenden DNA-
Fragmant konstruiert. Das TAC-Promotor-DNA-Fragment reicht von Position 3757 bis Position 3859. Die a-Amylase-
Aminosauresequenz ist unter den Triplets gekennzeichnet.
Fig.4: Restriktionskarte von pMaTLia8
Die foigenden einzigartigen Restriktionsenzymstellen stehen fiir die Spaltkonstruktion in derm a-Amylase-Gen zur
Verfiigung: BamHl|, Spel, Sacll, Kpnl, Clal, Narl, Sall, Thtilll, Xmalll und BstEll, Sequenzierungsprimer fiir alle méglichen
Spalten sind synthetisiert worden, um eine leichte Bestimmung der Mutationen zu erméglichen. Plasmid pMcTLia6 ist
mit pMaTLia6 identisch, bis anf die Anwesenheit eines Amber-Cadons, dem Ampicillin-Gen (entfernt Scal-Stelle), und
das Fehlen eines Amber-Codons in dem Chloramphenicol-Gen {einhergehend mit dem Vorhandensein einer Pvull-Steile).
Fig.5: UmriB von Bacillus E. coli Shuttlevector pBMa/c
Der (linke) pMa/c-Abschnitt errnéglicht entsprechende Mutagenese in E. coll. Die {rechte) Bacillus subtilis-Kassette
enthdlt das a-Amylase-Gen (oder irgendein anderes Bacillus-Gen) plus ein minimalss Replikon fiir die Vermehrung in
B. subtilis. Nach erfolgreicher Mutagenese in E. coli kann die B.subtilis-Kassette zirkularisiert werden, so daf sich der
SPO2-Promotor nach der Transformation in Baclilus vor dem a-Amylase-Gen bewegen kann.
Fig.6: Restriktionskarte von pBMa/c1 '
Dieser Vector ist ein spezifisches Beispiel des in Figur & dargestellten Mutagenese-Expressionsvectors.
(1) und (2): Multiple Klonierungsstellen. Das Target-Gen ist in (2) eingefiigt. Durch Variieren der Stellen an (1) und (2)
kdnnen entsprechende Restriktionsstellen fiir die unterbrochene Duplexschaffung konstruiert werden:
FDT: Transkriptionsterminator
F1.0RI: Replikationsursprung, ausgehend von Phage F1
E.coliORI: Replikationsursprung von pBR322
BLA: Ampicillinresistenz-Gen

e
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CAT: Chloramphenicoliresistenz-Gen

BACORI: Replikationsursprung von pUB110

KANAMYCIN: Kanamycin{Neomycin-}resistenz-Genvon pUB 110
SPO2: Promotor von Phage SPO2,

Fig. 7: Restriktionskarte von pBMa/CéLia6
Das a-Amylase-Gen von Baclilus licheniformis wurde an der multipien Clonierungsstalle {2) von Figur 6 in pBMa/cl
eingebaut. In diesar Figur ist der SPO2-Promotor durch (2) gekennzeichnet und der E. coli ORI durch (4) dargestslit.

Fig. 8: Sequenz von phoA Signalsequenzfragment in pMa/c’ TPLia6
Dargestelit ist die Sequenz von der EcoR!-Stells oberhalb des TAC-Promotors bis zu den ersten Aminoséduren von
vollentwickelter a-Amylase. Die phoA-Aminos#uresequenz ist unter der DNA-Sequenz dargestelit,

Fig. 9: Michaelis-Menten-Diagrainm fiir WT und 2D5 a-Amylase
Dieses Diagramm zeigt die anfiingliche Geschwindigkeit von Enzymaktivitdten im Verhaltnis zur Substratkonzentration
fir “und 2D5 a-Amylase. Die Analysebedingungen werden in Beispiel 8 beschrieben.

Fig.10: Wérmeinaktivierung von WT und D7 a-Amylase
Dieses Diagramm zeigt die Halbwertszeit von WT und D7 a-Amylase in Abhéingigksit von der Ca?*-Konze..tration bei
einem pH-Wert von 5,5 und 90,5°C.

Fig.11: Wéarmelinaktivierung von WT und D7 a-Amylase
Wie in Figur 10, mit Ausnahme des pH-Wertes, der 7,0 betrégt.

Fig.12: Wéarmelinaktivierung von WT und 2D5 a-Amylase
Dieses Diagramm zeigt die Halbwertszeit von WT und 2D 5 a-Amylase in Abhangigkeit von der Ca?*-Konzentration bei
pH-Wert 7,0 und 95°C.

Fig.13: Warmeinaktivierung von WT und D7 a-Amylase in Abhangigkeit vom pH-Wert.

Fig.14: Wiarmeinaktivierung von WT und 2D5 a-Amylase in Abhdngigkeit vom pH-Wert.

Fig.15: DE gegen endgiiltigen pH-Wert, gemessen nach der Verfliissigung bel 110°C.

Ausfiihrliche Beschreibung der Erfindung

Unter demin Verbindung mit,, mutierter a-Amylase” in der vorliesgenden Beschreibung angewandten Begriff ,zeigt verbesserte
Eigenschaften” sind a-Amylasen zu verstehen, die eine hdhere enzymatische Aktivitét oder eine langere Halbwertszeit unter den
Anwendungsbedingungen bei der Starkeverfliissigung, Textilentschlichtung und anderen industriellen Prozessen aufweisen.
Mit ,verbesserter Warmebestandigkeit” ist gemeint, daB das mutierte Enzym seine Aktivitdt bei einer hdheren ProzeBtemperatur
beibehilt oder daB es bai der gleichen Temperatur langer wirksam ist als das Wildtyp-Enzym, von dem as stammt.

Unter ,verbessarter Sdure (oder Alkali-)bestandigkeit” ist zu verstehen, da® das mutierte Enzym bei niedrigeren (oder héheren)
pH-Waerten besser wirkt als das Wildtyp-Enzym, von dem es stammt.

Esistvorgesehen, dafd die verbesserten Eigenschaften durch den Ersatz von einer oder mehreren Aminoséure(n) erzielt werden.
Chromosomen DNA kann von einer Mikroorganismen enthaltenden a-Amylase isoliert werden. Vorzug. weise wird ein zur
Gattung Bacillus, besser B.licheniformis und am besten B. licheniformis T5 gehdrender Mikroorganismus verwendet

(EP-A 134048). Die Chromosomen-DNA wird mit einem geeigneten Restriktionsenzym digeriert und in einen Vector kloniert. Es
kann eine Reihe mdglicher Selektionswege gewdhit werden, z. B. Hybridisierung, immunologischer Nachweis und Nachweis
enzymatischer Aktivitédt. Die Wahl des fiir die Klonierung der digerierten Chromosomen-DNA verwendeten Vectors wird von der
Wabhl der zur Verfiigung stehenden Methode abhangen. Wird Hybridisierung angewandt, sind keine besonderen
VorsichtsmaRnahmen erforderlich. Wenn der Nachvyeis jedoch immunologisch erfolgt oder auf enzymatischer Aktivitat basiert,
dann muB der Vector die richtigen Expressionssignale enthalten. Der tatsachliche Nachweis von a-Amylase enthaltenden
Klonenwurde auf starkehaltigen Agrarplatten vorgenommen. Nach der Ziichtung und Inkubation mitl; wurden Dampfringe um
positive Klone herum nachgewiesen. Als nachster Schritt wird die Sequenz des Gens bestimmit. Die abgeleitete
Aminoséuresequenz wird zum Vergleich mitanderen bekannten a-Amylasesequenzen herangezogen, um einen ersten Eindruck
von wichtigen Aminosauren zu gewinnen (z.B. Aktiv-Stelle, Ca?*-Bindung, mégliche S-S-Briicken). Ein besserer Hinweis wird
gewonnen, wenn die rdumliche Struktur ermittelt wird. Da dies sehr arbeitsaufwendig ist, wird oftmals ein anderer Weg gewéhit.
Beim Fehlen einer rdumlict.en Struktur werden Voraussageprogramme fir die Bestimmung der sekundéren Strukturelemente
(2.B. a-Helix, B-Sheet) mit Erfolg ange'wandt, moglicherweise werden die tertidren Strukturelemente, 2, B. 8-Zylinder, bestimmt.
Hinsichtlich einer Besprechung siehe Janin, J., und Wodack, S.J., Prog. Biophys. Molec. Biol., 1983, 42, 21-78.

Waertvolle Aminosiureaustauschmdglichkeiten sind vorstellbar. Die Stabilitat einer Proteinstruktur wird durch die Nettodifferenz
in der freien Energie zwischen gefalteten und ungefalteten Konformationen des Proteins bestimmt. Da der Prolinrest auf weniger
Konformationen beschrénkt ist als die anderen Aminoséuren, wird die strukturelle Entropie der Auffaltung eines Proteins
verringert {und die Stabilitat dadurch erhéht), wenn eine Aminosaure durch Prolin ersetzt wird. Eine andere niitzliche
Substitutionist der Austausch von Glycin gegen Alanin. Reste wie Threonin, Valin und Isoleucin mit verzweigten g-Kohlenstoffen
schranken die Riickgrat-Konformation stérker als nicht-verzweigte Reste ein.

Da ein Teil der Warmebestandigkeit bestimmter Proteine auf Salzbriicken zuriickzufiihren ist, kann die Einfigung von Lysin-und
Argininresten vorteilhaft sein {Tomozic, S.J., und Klibanov, A. M., J. Biol. Chem. 1988, 263, 3092-3096). Dariiber hinaus kann
durch den Austausch von Lysinres 2n gegen Argininreste die Stabilitét von Salzbriicken verbessert werden, weil Arginin in der
Lage ist, eine zusatzliche H-Bindung zu bilden. Hinsichtlich eines Uberblickes siche Wigby, D.B., u.a., Biochem, Biophys. Res,
Comm. 1987, 149, 927-929. Erwahnt wird, dal3 die Deamidierung von Asparagin und Glutamin zu einer deutlichen
Unterbrechung der Enzymstruktur fGhrt, der Ersatz durch Nicht-Amidreste kénnte diese Unterbrechung verhindern.
Aminoséureaustausche erfolgen am besten durch Mutagenese auf dem DNA-Niveau.

Im Prinzip lassen sich Mutageneseexperimente sofort an isolierten Klonen vornehmen. Das Insert wird jedoch vorzugsweise in
einen Mutagenese/Expressions-Vector kloniert. Willkiirliche Mutagenese ist moglich, ebenfalls ortsgerichtete Mutagenese.
Angesichts der riesigen Menge mutierter Klone bei der fritheren Methode und da keine 3D-Struktur von a-Amylase bekannt ist,
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um eine bessere Annahme fiir ortsgerichtete Mutagenese zu erméglichen, haben wir uns entschieden, , willkiirliche”
Mutageness in spezifischen Regionen vorzunehmen.
Das folgende Vorgehen ist ein maglicher Weg zur Praktizierung der Erfindung.
Zundchst wird das Gen durch die Einfihrung von ,ruhigen” Restriktionsstellen modifizert. Die Einfihrung von nichtruhigen
Restriktionsstellen ist ebenfalls méglich. Dadurch wird die Deletion spezifischer Regionen des Gens mdglich. Zweitens wird das
Geninein Plasmid kloniert. Durch diese Kombinationen von einem Phagen und einem Plasmid wird die Produktion einstrangiger
DNA erleichtert. Andere Wege zur Gewinnung einstrangiger DNA sind ebenfalls méglich. Durch die Hybridisierung von
geschmolzener doppelstrangiger Vector (plus Insert)}-DNA mit einer Vector/Insert-Kombination, die sinen Spaltim Insert
enthiélt, wurde gespaltene Heteroduplex-DNA gewonnen {ausfiihrliche Beschreibung siehe Morinaga, Y., u.a., 1984,
Biotechnology, 2, 636).
Der Spalt wird fiir chemische und enzymatischs Mutagenese herangezoyen. Vorzugsweise wandten wir die
Hydragensulfitmethode an (Folk und Hofstetter, Cell, 1983, 23, 585), und ec wird eine enzymatische Fehlinkarperationsmethode
an~awandt (modifizierte Version von Lehtovaara u.a., Prot. Eng., 1988, 2, 64,. Diese Methoden kdnnen in siner solchen Weise
angewandt werden, daR jedes einzelne Nucleotid in dem Spalt durch alle drei anderen Nucleotide ersetzt wird (Séttigungs-
Mutagenese). Die letztere Methode kann in mehreren Formen angewandt werden. Bei einer davon wird ein synthetischer Primer
an den Spalt hybridisiert. AnschlieBend wird eine Verldngerungsreaktion vorgenommen, bei der das zu dem ersten
Desoxynucleotid 3’ von dem Primer komplementire Desoxynucleotid fehlt. Im Prinzip kénnen alle drei der anderen
Desoxynucleotide auf diese Weise eingefiihrt werden. Das kann entwedar durch die Anwendung sines Gemisches von drei
Desoxynucleotiden oder durch die Anwendung von drei getrennten Reaktionen, von dener jede nur ein Desoxynucleotid
enthalt, erreicht werden. Eine andere Anwendungsmaglichkeit dieser Methode ergibt willkiirliche Klone. Hier werden vier
einzelne Reaktionen vorgenommen, von denen jede sin begrenzendes Desoxynucleotid enthilt. Dadurch ergeben sich 2weite
Strénge, die vor jedem einzelnen Nucleotid aufhéren, Die anschlieRenden Schritte kénnen wie oben beschrieben vorgenommen
werden. Es wurde sowohl die Hydrogensulfit- als auch die enzymatische Mutagenesemethode zur Gewinnung von Mutanten
angewendet,

Zur Prifung der enzymatischen Eigenschaften empfiehlt es sich, die klonierten Gene in dem gleichen Wirt zu exprimieren, derim
Laufe der Mutageneseexperimente eingesetzt wurde. Das kann im Prinzip jede Wirtszelle sein, vorausgesetzt, dald geeignete
Mutagenese/Expressions-Vectorsysteme fiir diese Zellen zur Verfiigung stehen, Meistens eignet sich E. coli besonders dafiir,
2um Beispiel E. coll WK 6. Nach der Ziichtung der Kolonien in Mikrotiterplatten wurden Proben aus den Vertiefungen dieser
Platten auf Agrarplatten getipfelt, die einen Starkezusatz enthielten und auf verschiedene pH-Werte gepuffert waren, Positive
Klone kénnen durch Ringbildung nachgewiesen werden. Screening mit entsprechenden Puffern kann angewandt werden, um
eine Selektierung in bezug auf Wirmebestindigkeit, Sdurebesténdigkeit, Alkalibestandigkeit, Salzlésungsbestandigkeit und
jede andere Bestandigkei, die ermittelt werden kann, vorzunehmen.
Geeignete Wirtsstémme fiir die Produktion von mutierten a-Amylasen umfassen transformierbare Mikroorganismen, in denen
die Expression von a-Amylase erzielt werden kann. Speziell sind Wirtsstimme der gleichen Spezies oder der glaichen Gattung,
von denen die a-Amylase abgeleitet ist, geeignet, wie beispielsweise ein Bacillus-Stamm, vorzugsweise wird ein a-Amylase-
negativer Bacillus-Stamm herangezogen, noch besser ein a-Amylase- und Protease-negativer Bacillus-Stamm.
Zum Beispiel wurde B.licheniformis T9 zur Herstellung grof8er Mengen mutierter a-Amylasen verwendet.
Vorzugsweise werden die zu erzeugenden a-Amylasen in das Kulturmedium {wihrend der Fermentierung) ausgeschieden, was
ihre Riickgewinnung erleichtert. Es kann jede gesignete Signalsequenz zur Erzielung von Sekretion eingesetzt werden,
Die exprimierte a-Amylase wird aus den Zellen ausgeschieden und kann anschlieRend mit Hilfe jeder geeigneten Methode
gereinigt werden, Gelfiltration und Mono-Q-Chromatographie sind Beispiele fiir derartige Methoden. Die isolierte a-Amylase
wurde hinsichtlich der Warmeinaktivierung bei verschiedenen Ca?"-Konzentrationen (0,5-15mM) und iiber einen breiten
pH-Bereich (5,5-8,0) getestet. Es wurden auch Tests unter Anwendungsbedingungen vorgenommen, Vor allem wurde mutiarte
a-Amylase unter den Bedingungen der Stirkeverfliissigung bei einem pH-Wert von 5,5 und 5,25 getestet. AuBerdem wurden
Anwendungsmaglichkeiten fiir die Textilschlichtung untersucht.

sie Eigenschaften einiger der Mutanten, die ausgesondert wurden, werden unter den verlangten Leistungsbedingungen besser
geeignet sein,
Durch die Erfindung werden a-Amylasen mit erhéhter Warmebestinaigkeit, besserer Séurebestandigkeit und verbesserter
Alkalibestind:gkeit zur Verfligung gestellt. Im allgemeinen spislt die Anzahi der Aminosiureaustausche keine groBie Rolle,
solange die Aktivitdt des mutierten Proteins der des Wildtyp-Enzyms gleich oder besser als diese ist. Mutierte a-Amylase
unterscheidet sich in mindestens einer Aminos4ure vom Wildtyp-Enzym, vorzugsweise weichen die Mutanten in 1 bis 10
Aminosduren davon ab. Spezifische Mutanten mit verbesserten Eigenschaften sind mutierte a-Amylasen, die an den folgenden
Positionen 111, 133 und 149 einen oder mehrere Aminosiureaustausche aufweisen (die Numerierung erfolgte in
Ubersinstimmung mit der B. licheniformis a-Amylase). Zu den bevorzugten Aminosiureaustauschmaoglichkeiten gehéren
Ala-111-Thr, His-133-Tyr und Thr-149-lle.
Derartige mutierte Enzyme zeigen eine verbesserte Leistungsfahigkeit bei pH-Werten unter 6,5 und/oder tber 7,5. Die
Leistungsfahigkeit wird auch bei hohen Temperaturen verbessert, die zu einer erhohten Halbwertszeit bei beispielsweise
Temperaturen bis zu 110°C fiihren.
Viele der zur Verfliigung stehenden a-Amylaseprodukte werden von bakterisllen Quellen gewonnen, vor allem Bacilli, z.B.
B.subtilis, B.licheniformis, B.stearothermophilus, B.coagulans und B. amyloliquefaciens. Diese Enzyme zeigen einen hohen
Grad an Homologie und Ahnlichkeit (Yuuki u.a., J. Biochem., 1985, 98, 1147; Nakajima u.a., Appl. Microbiol. Biotechnol., 1986,
23, 355). Daher kdnnen die Kenntnisse tiber giinstige Mutationen, die von einer dieser a-Amylasen gewonnen wurden, zur
Verbesserung anderer Amylasen angewandt werden, Die Erfindung bietet einen Weg zur Erlangung derartiger Kenntnisse.
Es folgen eine Beschreibung der angewandten Versuchsmethoden und Beispiele zur Veranschaulichung der Erfindung. Die
Beispiele dienen nur illustrativen Zwecken und sollen daher den Geltungsbereich der Erfindung in keiner Weise einschrinken.
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VersuchsdurchfGhrung
Mat.rialien und Methoden

1. Allgemeine Klonlerungstechniken

Eswerden die Klonierungstechniken angewandt, wie sie in den Handbtchern von T. Maniatis u. a.,1982, Molecular Cloning, Cold
Spring Harbor Laboratory; F.M. Ausubel, u.a., 1987, Current Protocols in Molecular Biology, John VViley & Sons Inc., New York;
B.Perbal, 1988, A practical Guide to Molecular Cloning, 2. Ausg., John Wiley & Sons inc., New York beschrieben werden. Diesa
Handbiicher befassen sich ausfiihrlich mit den Protokollen fiir die Konstruktion und Vermehrung von Rekombinant-DNA-
Molekiilen, den Verfahrensweisen zur Aufstellung von Genbibliotheken, den Verfahrensweisen zur Sequenzierung und
Mutierung von DNA und den Protokollen fiir die enzymatische Handhabung von DNA-Molekiilen.

2. Chemische Mutagenese

Klonierte DNA kann in vitro mit Chemikalien behandelt werden, um Mutationen in die DNA einzubauen. Wenn diese Mutationen
auf Aminoséure kodierende Triplet-Codons gerichtet sind, kann durch die mutierte klonierte DNA sin mutiertes Protein erzeugt
werden. Eine Methode fir die chemische Mutagenese mit Hilfe vor Natriumhydrogensulfit wird von Shortle und Botstein
beschrisben (Methods Enzymol., 1983, 100, 457). Eine zu bevorzugende Methode wird von Folk und Hofstetter beschrieben (Cell,
1983, 33, 585). Andere Mutagenesemethaden werden von Smith, Ann. Rev, Genet., 1985, 19, 423 bsschrieben. Ein besonders
nitzliches Protokoll wird von Ausubel u. a., ebenda, beschrieben.

3. Mutagenese an DNA mit gespaltenem Duplex

Es wurde eine auf dem Vorgehen mit gespaltenem Duplex (Kramer u.a., 1984, Nuct. Acids Res., 12, 9441) und einem Phasmid
{Plasmid/Phage-Hybride) basisrende Methods angewandt. im wesentlichen beruht die Methode auf einem Spalt-Duplex-DNA.-
Zwischenprodukt, das aus einem gespaltenen Strang ({-1-Strang), der einen Wildtyp-Markierer fiir antibibiotische Resistenz
enthalt, und einem Matrizen-Strang ([+]-Strang), der eine Amber-Mutation in dem Antibiotika-Resistenz verleihenden Gen trégt,
besteht. Nach der Hybridisierung wird das mutagene Oligonucleotid wihrend der In-vitro-Spaltfiillungs- und
Abdichtungsreaktion in den gespaltenen Strang eingefiigt. Die resultierenden Molskiile werden verwendet, um einen Wirt mit
mangelhafter Fehlanpassungsreparatur (Mut S), in dem die Verkniipfung zwischen der vorgesehenen Mutation und dem
Antibiotika-Resistenz-Markierer erhalten geblieben ist, zu transformieren, Die von diesem Stamm isolierte gemischte Phasmid-
Population kann sich dann in einen negativen Supprassor-Wirtsstamm abscheiden. Dis Transformanten werden auf
antiobiotikumhaltiges Medium aufgestrichen, wodurch eine Selektion hinsichtlich der von dem gespaltenen Strang
stammenden Nachkommen in Gang gesetzt wird.

Das von P.Stanssens u.a. (Nucl. Acids Res., 1989, 17, 4441) beschriebene Zwillings-Vector-System pMa/c5-8 ist aus den
folgenden Elementen zusammengesetat:

Pos. 11-105: Bakteriophage fd, Terminator

Pos.121-215: Bakteriophage fd, Terminator

Pos.221-307: Plasmid pBR322 (Pos. 2069-2153)

Pos.313-768: Bakteriophage fd, Replikationsursprung (Pos. 5482-5943)

P0s.772-2571:  Plasmid pBR322, Replikationsursprung und B-Lactamase-Gen

Pos.2572-2685: TransposonTn903

P0s.2519-2772:  Tryptophan-Terminator {Double)

Pos.2773-3729: TransposonTng, Chloramphenicoiacetyltransferase-Gen

Pos.3730-3803: Multiple Kionierungsstellen

Die Sequanzistin Figur 1 dargestellt,

In dem Vector vom pMa-Typ wird Nucleotid 3409 ven G in A umgewechselt, wihrend im Vector vam pMc-Typ Nucleotid 2238
von G in C umgewechselt wird, wodurch Amber-Stopcodons in dem Acetyltransferase-Gen bzw. B-Lactamase-Gen geschaffen
werden, die diese Gene inaktiv machen.

Alle genannten Sequenzen wurden von Genbank (TM) {Abgabe 54), National Nucleic Acid Sequence Data Bank, NIH, USA,
bezogen. Plasmid pMcb-8 ist unter DSM 4566 hinterlegt. Zur Durchfiihrung von Mutagenese wird das Target-DNA-Fragment in
die multiple Klonierungsstelle von pMa5-8 kloniert. AnschlieBend wird ein gespaltener Duplex zwischen pMa5-8, der die
Target-DNA enthilt, und pMcE-8 konstruiert.

Deraus der Target-DNA bestehende einstriangige Spalt kann der Mutagenese mit einem mutagenen Oligonucleotid unterworfen
werden, wobei mit langen synthetischen Oligonucleotiden, mit siner geringen Menge falsch eingefiigter Nucleotide, mit
Chemikalien oder enzymatischer Fehleinfiigung von Nucleotiden ebenfalls wii'kirliche Mutagenese PCR angewandt werden
kann, Eine ausfiihrliche Beschreibung ist bei Ausubel u.a., ebenda, Perbal, ebenda, zu finden. Als Alternative zur In-vitro-
Mutagenese kann In-vivo-Mutagenese entweder mit Hilfe von UV-Licht oder von Chemikalien oder durch den Einsatz eines
Mutator-Stammes von E. coli vorgenommen werden (Fowler u. a., J. Bacteriol., 1986, 167, 130). Mutagene Nucluotide kdnnen mit
Hilfe von Apparaturen synthetisiert werden, die von Applied Bio Systems zu beziehen sind.

4. Willkiirliche Mutagenese durch enzymatische Fehleinfiigung von Nucleotiden

Ein gespaltener pMa/pMc-Duplex kann dar Frimer-Verldngerungs- und Fehleinfiigungsmutagenese unterzogen werden, wie
urspringlich von Shortle u.a. (Proc. Matl. Acad. Sci, USA, 1982, 79, 1588) und von B.C. Cunningham und J.A. Welis (Prot. Eng.,
1987, 1,319) beschrieben wurde; eine Modifikation dieser Verfahrensweise beschreiben Lehtovaara u. a. (Prot.Eng., 1¢82,2,63).
Diese Methode basiert auf der kontrollierten Anwendung von Polymerasen. Vier Pcpulaiionen von DNA-Molekiilen werden
auerst durch Primer-Verlangerung eines gespaltenen Duplex von pMa/pMc erzeugt, so daf sie willkiirlich in dem Spalt enden,
aber immer unmittelbar von einem hekannten Basentyp (vor A, C, G bzw. T). Jede der vier Populationen wird anschlieBend in
einer getrennten Fehleinfiigungsreaktion mutagenisiert, wobei auf die richtige Base jetzt verzichtet werden kann. Auf diese
Weise kénnen alle Typen von Basensubstitutionsmutationen in jeder Position des Spaltes erzeugt werden. Der Anwendungvon
Sequenase (TM) (U.S. Biochemical Corporation) wurde gegeniiber dem Einsatz von Klenow-Polymerase der Vorzug gegeben.
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Dariiher hinaus wurde MoMuLV-Umkehriranskriptase anstelle von A. M.V.-Umkehriranskriptase, die von Lehtovaara u.a.
{ebenda) eingesetzt wurde, verwendet.

Um Substitutionen an einem Ort zu garantieren, haten wir die folgende Modifikation in das von Lehtovaara, u. a., ebenda,
beschriebene Protokoll singofiigt. In dem Umkehrtranskriptasepuffer sind nicht drei Fehleinfiigungsnucleotide vorhanden,
sondern nur eines. Zum Beispiel wird das A-spezifische, begrenzte Base aufweisende Basenverlangerungsgemisch in drei
sinzelrien Reaktionen mit 250uM dCTP, 250uM dGTP bzw. 250 uM dTTP inkubiert. Fiir eine vollsténdige Reihe voh 4 basen-
spezifischen begrenzten Verlangerungsgemischen wird insgesamt eine Reihe von 12 einzeinen Fehleinfiigungsreaktionen
ausgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden bei 42°C wird eine Masse {Chase) aller vier Desoxynudleotide in einer
Konzentrationvon 0,5mM zugesetzt, und die Reaktionen werder, mindestens weitere 20 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Proben
werden dann weiter nach Lehtovaara u.a. (ebenda) bearbeitet, allerdings wird keine Gegenselektion in bezug auf einen
uracilbaltigen Strang, sondern eine Gegenselektion, die auf dem pMa/c-Vector basiert, vorg .commen,

5. Produktion von mutierten a-Amylasen

Transformanten von E.coll Stamm WK6 (Zell, R., und Fritz, H.J., EMBO J,, 1987, 6, 1809), diz einen Expressionsvector enthalten
und jedes der a-Amylase-Gebilde beherbergen, wurden in TB-Mediun (10ml) bei 30°C geimpft. TB-Medium bestand aus 0,017 i
KH;PQ,4, 0,072M K,RPO,, 12¢/1 Bactotryptone, 24 g/l Bacto-Hefeextrakt, v,4% Glycerin und einem Antibiotikum (Ampiciilin mit
pMa- oder Chloramphenicol mit pMc-Gebilden). Proben der Kultur wurden zum Impfen von 250ml TB in 2-Liter-Kolben
verwendet. Bei einem ODgoo von 10 bis 12 wurden 0,1 mM IPTG (Isopropyl-8-d-thiogalactopyranosid) zugesetzt und die

Inkubation weitere 12 bis 16 Stunden fortgesetzt.

6. Reinigung von mutlerten a-Amylasen

Die Zellen wurden durch Zentrifugieren geerntet und bei 0°C in 20% Saccharose enthaltendem Puffer resuspendieri. Nach einer
zweiten Zentrifugation wurden die Zellen in kaltem Wasser resuspendiert. Zelibruchstiicke wurden durch eine dritte
Zentrifugierung entfernt, und das Uberstahende wurde mit 20mM TRIS-Puffer auf einen pH-Wertvon 8,0 gebracht. CaCl, wurde
bis zu einer Endkonzentration von 50mM zugesetzt. Das Material wurde 15 min lang bei 70°C warmebehandelt, und das
unlésliche Material wurde durch Zentrifugieren entfernt. Das Uberstehende wurde durch 0,22-u-Millipore-Filter filtriert und auf
ein Zehntel des Ausgangsvolumens eingeengt.

Waeitere Reinigung wurde mit Hilfe von Gelfiltration (aus TSK HW-65-Merck) und Mono-Q-Chromatographie erreicht. Vor der
Chromatographie auf Mono S wurde der pH-Wert der enzymatische Aktivitét enthaltenden Fraktionen unter Veiwendung von
Natriumacetat auf 4,8 eingestellt. a-Amylase wurde mit 250mM NaCl eluiert. Um Inaktivierung zu verhindern, wurde der pH-Wert
sofort auf 8,0 eingestelit.

Beispisle

Beispiel 1

Molekularklonierung von Bacillus licheniformis a-Amylase-Gen

Von Bacillus licheniformis T5 (EP-A 134048; CBS 470.83) isolierte Chromosomen-DNA wurde mit Restriktionsenzym EcoRl
digeriert und in die EcoRl-Stelle von pUB110 ligiert (Gryczan, T.J., u.a., J. Bacteriol, 1978, 134, S.318). Das Ligationsgemisch
wurde in Baclllus subtilis 1 A40 (Bacillus Genetic Stock Center) transformiert. Neomycinresistente Kolonien wurden in bezug
auf die a-Amylase-Produktion auf Hi-Agarplatten (DIFCO) mit 0,4 g/ Stirkezusatz (Zulkowsky-Stirke, Merck) getestet. Nach der
Ziichtung und der Inkubation mit [ ,-Dampf wurde eine positive Kolonie, die einen groBen deutlichen Ring erzeugte, zur weiteren
Charakterisierung ausgewahlt, Es zeigte sich, dal das von dieser positiven Kolonie isolierte Plasmid 3,4kb EcoRI-EcoRI-
Fragmente, die von dem Bacilius licheniformis T5 stammten, enthielt. Dieses Plasmid wurde als pGB33 bezeichnet (EP-A 134048;
CBS 466.83). Das a-Amylase codierende Insert wurde an eine synthetische Shine-Dalgarno-Sequenz un 1 den Bakeriophage-
SPO2-Promatar ligiert, wodurch Plasmid pProm SPO;, resultierte (siehe EP-A 0224294; CBS €96.85). Die nach der Methode von
Sanger (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1977, 74, 6463) bestimmte Nucleotidsequenz des Inseris von pProm SPO; wird in Figur 2
gezeigt. Die Sequenz zeigt ein einziges groRes offenes, eine a-Amylase codierendes Leseraster, das tatséchlich mit der von Yuuki
u.a. (ebenda) bestimmten a-Amylasesequenz von Bacillus ficheniformis identisch ist. Die ersten 29 Aminosiuren sitid eine
Signalsequenz, die wéhrend der Sekretion der a-Amylase abgespalten wird. Die Numerierung der Aminosaure in dieser
Anmeldung bezieht sich auf die Numerierung gemaf dem vollentwickelten Protein. Die Yuuki-Sequenz unterscheidet sichin den
folgenden Positionen: An Position 134 ist ein Arg anstelle eines Leu vorhanden; an Position 310 ist ein Ser anstelle eines Gly
vorhanden; an Position 320 ist ein Ala anstelle von Ser vorhanden.

Beispiel 2

Konstruktion von Mutagenese/Expressions-Vectoren pMaTLia6

Plasmid pROM SPO, wurde mit EcoRI und BCIi digeriert, und das 1,8kb EcoRi-Bcll-Insert wurde gereinigt und in EcoRI-BamHI
digerierten pMa5-8 kloniert. Dieser pMa5-8-Vector war zuvor mit einer modifizierten multiplen Klonierungsstelle versehen
worden. Das in Figur 1von Position 3787 bis zu Position 3786 reichende BamHI-Hindlll-Fragment wurde gegen eine synthatische
DNA-Sequenz ausgetauscht, wie sie in Figur 3 von Position 6647 bis 5660 dargestellt ist. Diese Mafinahme diente dazu, sinige
Restriktionsstellen innerhalb des a-Amylase-Gens einmal.g z2u machen. Das resultierende a-Amylase enthaltende pMa5-8-
Derivat wurde mit EcoRl und BamHl digeriert und an ein, eine Kopie des TAC-Promotor tragendes synthetisches DNA-Fragment
ligiert {De Boer u.a., Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 1983, 80, 21). Die Sequenz dieses synthetischen DNA-Fragmentes ist zusammen
mit dem endgliltigen a-Amylase Mutagenese/Expressions-Vector pMaTLia6 in Figur 3 von Position 3757 bis Position 3859
dargestellt. Dieser endgiiitige a-Amylase Mutagenese/Expressions-Vector wurde durch die Einfligung verschiedener ruhiger
Restriktionsstellen vervollstéandigt, deren Aufgabe in der Erzeugung von Spalten in dem a-Amylase-Gen wihrend der
Mutagenese-Experimente bestand (Figur 4). Zu diesem Zweck wurden die folgenden Mutationen unter Anwendung von
ortsgerichteter Oligonucleotid-Mutagenese vorgenommen:
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~ sine Spel-Stelle wurde durch eine ruhige Mutatior: singefiigt

T49T und S50S

ACT — ACT AGC — AGT
- eine Narl-Stelle wurde durch die ruhige Mutation eingefiigt

A269A

GCG -» GCC
— eine BstEll-Stelle wurde unmittelbar hinter dem TAG-Stop-Codon eingefiigt

TAGAAGAGC — TAGGTGACC.
Dieser a-Amylase-Mutagenase-Vector pMaTLia6 ist fiir die Mutagenese mit Hilfe der Spalt-Duplexmethode geeignet. Durch
Digestion geeigneter Restriktionsenzyms hergestellto doppelstrangige pMaTLia6-DNA wurde zu einstréngiger pMcTLia6-DNA
hybridisiert.
Die resultierenden einstridngigen Spalten wurden ortsgerichtetar Mutagenese, chemischer Mutagenese und willkirlicher
anzymatischer Mutagenese nach der Baschreibung im experimentellen Teil unterzogen.
Durch die Verfligbarkeit des TAC-Promorors vor dem a-Amylase-Gen ist die induzierbare Expression ‘'on a-Amalyse in E. coli
durch die Zugabe von IPTC madglich.
Plasmid pMaTLia6 in E.coll WKG wurde am 2. Juni 1989 als CBS 255.89 hinterlegt.

Beisplel 5

Konstruktion eines Bacillus/E. coli Shuttle-Vectors fiir dia Mutagenese und Expression

Dieser Vector ermdglicht die Mutagenese eines eingefiigten Gens in E.coli und die sofortige Expression in Bacillus. Die fiir die

Konstruktion des Vectors gewihlte Verfahrensweise bestand in der Kombination eines pUB110 Derivats {Gryczan, ebenda) mit

dem pMa/c-Zwillings-Vectorsystem in einer solchen Form, dafi:

1. die B.subtilis-Kassette durch ein einziges Restriktion/Relegation-Experiment entfernt werden kann;

2. verschiedene a-Amylase-Gene und verschiedene Promotoren leicht in diesen Vector kloniert vwerden kénnen;

3. das klonierte Gen nach der Rezirkularisation unter der Kontrolle eines geeigneten Bacillus-Promotors stehen wird;

4. der Bacillus-Promotor und das strukturelle a-Amylase-Gen wahrend der Mutagenese in E.coli physikalisch getrennt sind,
wodurch eine mdégliche lethale Ansammlung von u-Amylase in E. coli verhindert wird.

Eine schematische Darstellung des Shuttle-Vectors wird in Figur 5 gezeigt. Die Struktur der endgiiltigen Version des Vectors

pBMa/cl wird in Figur 6 dargestellt. Vector pBMa1 wurde am 2. Juni 1989 unter der Nummer CBS 252.89 hinterlegt. Der Vector

wurde wie folgt konstruiert:

- Das das REP-Gen und das Neo"-Gen tragende EcoRI-SnaBl-Fragment wuide gereinigt und in EcoRi-Smal digeriertes pUC8
kloniert.

— Das EcoRl-Hindlll-Fragment dieses pUC8-Derivats wurde in EcoRI-Hindl!l digeriertes pMa5-8 kloniert und ergab Plasmid
pMa-5-80.

— Das BamHI-Xbal Polylinker-Fragment wurde durch ein synthetisches Fragment von DNA, das den SPO,-Promotor von
Bakteriophage SPO, (Williams u. a., J. Bacteriol,, ... [unleserlich]) plus Res!riktion/Erkennungsstellen fir Sacll, Apal, Xhol,
Sacl, BglT, MluT und Xbal kodiert, substituiert.

- Die einmalige EcoRI-Stelle von pMa5-80 wurde fir die Einfligung eines Polylinkerfragmentes verwendet, wodurch die
folgenden Erkennungsstellen EcoRl, Smal, Sacl, EcoRV, Sphl, Kpnl, Xbai und Hindlll gebildet wurden.

Fir spezifische Zwecke wurden die Derivate pBMa/c2 und pBMa/c6 aus pBMa/c1 entwickeit,

~ In pBMa/c2 wurde der EcoRI-Hindll!-Polylinker von pBMa/c1 durch den entsprechenden Polylinker von pUC18 ersetat.

- InpBMa/c6 wurde auBBerdem die Sacll-Stelle in dem rechten Polylinker von pBMa/c1 durch eine Klenow-Reaktion entfernt.

Nach der Konstrukticn von pBMa/c6 wurde ortsgerichtete Mutagenuse am B.licheniformis a-Amylase-Gen vorgenommen.

Dieser Vector wurde durch die Ligation des von pMaTLia6 isolierten BamHI-Hindlll-Fragmentes in das oben genannte pBMa/cG,

das durch BamHI und Hindlll gespalten war, konstruiert, Das resultierende Plasmid (Figur 7) kann zur Konstruktion gespaltener

Duplaxe zur Mutagensse in E. coll verwendet werden, '

Die resultierenden Mutanten sind nach der Restriktion mit Sac!, Religation und Transformation nach Chang und Cohen (Mol.

Gen. Genet., 1979, 168, 111} in Bacllius subtilis 1 A40 (BGSC 1 A10) exprimien worden.

Beispiel 4

Expression von einwandfrel vallentwickelter Bacillus licheniformis a-Amylase In E. coli

Die Charakterisierung der durch pMaTLia6 erzeugten a-Amylase (Beispiel 2) zeigte, daB ein Teil der a-Amylase wihrend der
Sekretion ungenau verarbeitet worden war. NH,-terminale Sequenzierung ergab einen zusitzlichen Alaninrest fir in E.coli WK 6
erzeugte a-Amylase.

Obwohl es keinen Hinweis gibt, dal dieser zu unterschiedlichen Eigenschaften bei der Amylase fiihrt, haben wir die a-Amylase-
Signalsequenz durch die Signalsequenz der alkalischen Phosphatase phoA ersetzt. Zu diesem Zweck wurde ein Mutagenese-
Experiment vorgenommen, um eine Fspl- Restriktionsstelle in pMaTLia6 an der Verbindungsstelle von dem Signalpeptid und
der ausgereiften a-Amylase einzufiigen. Nach der Fspl- und BamHI-Digestion wurde ein die phoA-Signalsequenz kodierendes
synthetisches DNA-Fragment (Michelis u.a., J. Bacteriol., 1983, 154, 366) eingefiigt. Die Sequenz dieser Konstruktion wird :n
Figur 8 gezeigt. Es wurde nachgewiesen, da durch pMa)cTPLia6 erzeugte a-Amylase die richtige NH;-terminale Sequenz besitzt.

Beispiel 5

Screening in bezug auf bestandig. a-Amylase

A. Screening in bezug auf sdurebestandige u-Amylase-Mutanten

a-Amylase-Mutanten, die sich bei niedrigem pH-Weri besser oder schlechter verhalten als Wildtyp-a-Amylase, k6nnen durch
einen Vergleich von Ringen auf Starkeplatten ausgewahlt werde.*. die nach dem Férben der Stéirke mit einer Jodlésung auf
verschiedene pH-Werte gepuffert worden sind.
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Methode:

1. Zichtung

Mégliche Mutanten werden in Mikrotiterplatten geziichtet. Als Ziichtungssubstrat dienen 250l Brain-Heart- Infusion-Briihe
(DIFCO). Folgende Zugaben werden vorgenommen:

Chloramghenicol  50pg/ml

I.P.T.G. (Sigma) 0.2mM

CaCl, 2mM

Kolonien werden mit Hilfe steriler Pinzetten von den Agarplatten entnommen und in getrennten Vertiefungen (96) einer
Mikrotiterplatte geimpft. In jeder Platte befinden sich 4 Wildtyp-Kolonien als Kontrolle.

Diese Mikrotiterplatten werden 40 Stunden lang ohne Schiitteln bei 37°C gehalten.

2. Platientast

Nach diasem Zeitraum, in dem die a-Amylase erzeugt wird, werden 5-pi-Proben aus jeder Vertisfung entnommen und auf 2wei
verschiedene Arten von Agarplatten (114 x 140mm) aufgetropft. Die erste Art ist eine an Heart-Infusion (DIFCO) reiche
Agarpiatts +0,4% Stérke (Zulkowsky Stérke — Merck) + 50 ug/mi Chloramphenicol. Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden
bei 37°; dient diese Platte als Speicher fir Mutanten.

Die zw2ite Art von Platten ist die echte Screeningplatte, die enthalt:

Bacto Agar (DIFCO) 1,5%

Zulkowsky Stérke 0,2 %.

Agar und Stérke werden in synthetischem Leitungswasser (STW) geldst. Bei diesem handelt es sich um entmineralisisrtes
Wasser plus

CaCl, 2mM
MgCl; 1mM
NaHCO; 2,5mM
BSA 10pug/mi,

Die Screeningplatten werden durch eine 100fache Verdiinnung einer 5M Vorratslésung von Kaliumacetatpuffer in diesem
Medium gepuffert. Dic pH-Werte der Vorratslsung betragen 4,80, 5,0 und 5,2 bei Raumtemperatur. Die in den Agarplatten
gemessenen endgliltigen pH-Werta sind etwas niedriger als diejenigen der Vorratsldsungen. Aus jeder Vertiefung werden 5l
Kultur auf 3 Screeningplatten mit unterschiedlichen cH-Werten aufgetropft.

Der pH-Bereich wird in einer solchen Weise gewihlt, daB bei der Wildtyp-a-Amylase a'f der Platte mitdem niedrigsten pH-Wert
nur geringe oder keine Aktivitat zurlickbleibt.

3. Férbung

Die Screeningplatten werden 2 Stunden lang bei 55°C inkubiert. Nach diesem Zeitraum wird sine 1,-Lésung tber die Platten
gegossen. 10 x |-Lésung enthilt 369 [; und 70g Ki je Liter.

Das AusmafR der Fleckenbsseitigung wird mit der zuriickbleibenden a-Amylase-Aktivitédt bei diesem pH-Wert korreliert.
Diejenigen Mutanten, die sich als besser als die Wildtypkontrolle erwiesen, werden fir eine zweite Screeningrunde gewihit.
Wildtyp-Ringe sind bei diesem Experiment sehr gut reproduzierbar.

4. Zweites Screening

Positive Mutanten werden von der ergiebigen Platte entnommen und auf frischen HI-Platten + Chloramphenicol gereinigt.

4 einzelne Kolonien werden von jedem Mutanten entnommen und wieder in dhnlicher Form wie bei dem ersten Screening
getestet. AuBerdem werden Serienverdiinnungen dieser Kulturen mit STW vorgenommen, und diese Verdinnungen werden
auf Screeningplatten mit neutralem pH (pH = 7,0) aufgetropft. Durch einen Vergleich mit Wildtyp-Kulturen kann entschieden
werden, ob das bessere Verhalten bei niedrigem pH-Wert auf eine insgesamt bessere a-Amylaseproduktion oder auf die wirklich
bestandigere a-Amylase zuriickzufihren ist.

Die das zweite Screening , iiberlebenden” Mutanten werden durch Bestimmen der Nucleotidsequenz von demjenigen Teil des
Gens, der der Mutagenese unterzogen wurde, charakterisiert. :

B. Screening in bezug auf alkalibesténdige a-Amylase

Das Screening in bezug auf alkalibestdndige a-Amylasen wird in einer &hnlichen Weise vorgenommen, wie es flir
saurebestindige a-Amylase angewandt wurde. Nach der Ziichtung in Mikrotiterplatten werden 5-pl-Proben ausjeder Vertiefung
entnommen und auf Speicherplatten und auf die eigentliche Screeningplatte aufgetropft. Letztere ist zusammengesetzt aus:
Bacto Agar (DIFCO) 1,5%

Zulkowsk , Starke  0,2%

und erganzt durch entmineralisiertes Wasser plus

CaCl, 2mM
MgCl, 1mM
NaHCO; 2,5mM
BSA 10ug/ml,

Die Screeningplatten werden mit 50mM Carbonat/Hydrogencarbonat-Puffer auf pH-Werte von 9,0, 9,5 und 10,0 gepuffert. Der
£H-Bereich wird so gewihit, daR bei dem héchsten pH-Wert geringe oder keine Aktivitét der \Vildtyp-a-Amylase zu verzeichnen
ist. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 55°C wird eine 1,-Lésung tber die Platten gegossen. Fiir eine zweite
Screeningrunde werden diejenigen Mutanten, die einen besseren Ring als das Wildtyp-Enzym aufweisen, ausgewdhlt, Diese
aweite Screeningrunde wird in einer &hnlichen Weise wie das Screening in bezug auf Séurebestindigkeit vorgenommen.

C. Screening in bezug auf wérmebestandige a-Amylase-Mutanten

a-Amylase-Mutanten, die bei einer hohen Temperatur ein besseres oder schlechteres Verhalten als die Wildtyp a-Amylase
zeigen, kénnen gleichfalls dur.i e.nen Vergleich der Ringe auf den Stérkeplatten, die durch die zuriickbleibende Amylaseaktivitét
in dem Kultursubstrat nach der Erwérmung entstehen, ausgewahlt werden.
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Methode:

1. Mutanten werden in der gleichen Weise wie fir das pH-Screening geziichtet.

2. Die Mutanten warden auf HI-Agarplatten wie fiir das pH-Screening repliziert.

3. Die einzelnen Verticiungen der Mikrotiterplatten werden mit Einwegkappen (Flow Laboratories) verschlossen, um das
Yerdampfen von Kultursubstrat wahrend des Erwérmungsvorganges zu verhindern.

4. Mikrotiterplatten werden 1 Stunde lang in einem Wassarbad auf 95°C gehalten. Nach dem Erwérmen werden die
Mikrotiterplatten in eine Zentrifuge gestelit, um die gesamte Probe am Boden der Mikrotiterplatte zu sammeln.

5. Das Screening in bezug auf warmebestdandige Mutanten wurde folgendarmaBen ausgefiihrt:
Aus jeder Vertisivng wurden 5l Kultur auf neutrale Sci eeningplatten aufgetropft (siehe pH-Screening). Diese Platten wurden
1 Stunde lang bei 65-C inkubiert. Nach cem Fiirben der Starke mit der Jodlgsung konnen Mutanten und Kontrollen in bezug
auf zuriickgebliebene a-Amylase-Aktivit it durch Vergleichon der Helligkeit der Flecken (Ringe) gescresnt werden.
ralls die Restaktivitdt der Kontrollen zu h 3ch 1st, miissen Serienverdiinnungen angefertigt und auf die Screeningplatte
aufgetropft werden, um Mutanten ermitteln zu konnen, die warmebesténdiger als das Wildtyp-Enzym sind.

6. Magliche interessierende Mutanten werden weiter wie bei der pH-Screeningmethode getestet.

Eine Kombination von Screeningart A oder B mit Art C kann angewandt werden, wenn eine Kombination von Eigenschaften

verlangt wird. Nach der er:ten Screeningrunde in bezug auf alkalibestindige a-Amylase kann zum Beispie! eine zweite

Screeningrunde hinsichtlich der Warmebesténdigkeit vorgenommen werden. Diejenigen Mutanten, die sich bei beiden Tests als

positiv erweisen, kdnnen als Kandidaten ausgewahit werden, die eine Kombination von verlangten Eigenschaften aufweisen.

Beisplel 6

Hydrogensuifit-Mutagenese von p/MaTLiag

Einstrangige DNA von pMaTLia6 wurde mit Sacil-Clal digei‘ertem pMcT! i=3 nybridisiert, um einen Heteroduplex mit einem von
Position 4315 bis 4569 reichenden Spalt zu gewinnen (Figur Z}. Ciuser Heteroduplex wurde der Hydrogensulfit-Mutagenese
unterzogen (siehe experimenteller Teil).

Nach der Transformation in E.coli WK6 Mut 6 (Zell, R., und Fritz, H.J., ebenda) und der Selektion auf Chloramphenicol
enthaltenden Agarplatten (50 ug/ml) wurden Plasmidpoolsisoliert und in E. coli WK 6 transformiert. E.coll WK 6 Mut Swurde als
CBS 472.88, E.coli WK 6 als CBS 473.88 hinterlegt. Resultierende Transformanten wurden in BHI-Medium (DIFCO), das 2,0mM
CaCly, 50 ug/mi Chlorampb :nicol und 0,20mM IPTG (SIGMA) enthielt, 40 Stunden lang bei 37°C in Mikrotitervertiefungen ohne
Schiitteln geziichtet. Das bereening in bezug auf pH-bestandige Mutanten wurde wie in Beispiel 5 beschrieben vorgenommen,
Etwa 300Cm® Transformanten wurden gescreent. Die durch DNA-Sequenzisrung bestimmte Mutationshiufigkeit betrug
durchschnittlich 0,4 Mutation/Molekiil iiber dem Spalt. Ein sdurebestandiger Mutant, D7, wurde nach dem pH-Screening
identifiziert. Die Sequenzierung dieses Mutanten ergab Mutation H133Y, die ihren Ursprung in einer Mutation des kodierenden
Triplets von CAC bis TAC hatte.

Mutant D7 erwies sich auch bei der Screeninganalyse hinsichtlich der Warmebestandigkeit als positiv (Beispiel 5).

Die DNA-Sequenzierung erfolgte bei einstrangiger DNA mit einem spezifischen Qligonucleotid, das fiir die Exprimierung
unmittelbar vor dem Sacll-Clal-Fragment ausgelegt war. In sinem getrennten Mutagenese-Experiment wurden 1000Cm*
Transformanten gescreent. Nach dem pH-Scresning wurde ein weiterer sdurebesténdiger Mutant, 2D5, identifiziert. Dieser
Mutant hat die folgenden Mutationen:

H133Y CAC — TAC

T1481 ACA — ATA.

Hv-frogensulfit-Mutagenese ist in einer &hnlichen Form, wie sie eben beschrieben wurde, am Clal-Sall-Spalt, der von

Puaiiion 4569 bis Position 4976 von Figur 3 reicht, angewandt worden. Etwa 300Cm® Transformanten wurden gescreent
(Mutationshéufigkeit 0,6 Mutationen/Molekil). Es wurden keine séurebestindigen Transformanten gefunden. Eine Anzahl
sdurelabiler Mutanten wurde ermittelt. Von diesen sdurelabilen Mutanten kénnen einige ein verschobenes pH-Spektrum haben,
was zu einem alkalibestdndigeren Phanotyp fiihrt.

Belspi: ' 7

Enzymatische Mutagenese von pMaTLia6

Einstrangige pMaTLia6 (Figur 4) wurde mit Clal-Sail digerierter pMcTLia6 zur Gewinnung eines von Position 4569 bis 4976
(Figur 3) reichenden Heteroduplex hybridisiert. Der gespaltene Duplex wurde einer enzymatischen Fehleinfligungs-Mutagenese
nach der Beschreibung im experimentellen Teil unterzogen.

Eine nach dATP-begrenzter Primerverlangerung gewonnene Probe wurde in drei Teile aufgespalten und in Gagenwart von
Umkehrtranskriptase mit dCTP, dGTP bzw. dTTP inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei 37°C wurde eine
Menge (chase) mit allen vier dNTP’s und Klenow-Polymerase gegeben, T4-DNA-Ligase wurde zugesetzt, um die Verlingerung
bis zu vollkommen doppelstrangigen Molekilen zu beenden.

Diese Molekiile wurden in E.coll WK6 Mut S transformiert, und Plasmidpols wurden gewonnen. Diese Plasmidpools wurden
anschlieBend in E.coll WK 6 transformiert, und die Kolonien wurden auf Chloramphenicol (50 ug/mi) eathaltende Agarplatten
solektiert. Resultierende Mutanten wurden in bezug auf die Bastindigkeit von a-Amylase nach der Beschreibung in Beispiel 5
gescreent.

Bei sinam anderen Experiment wurde der Spel-Sacll-Spalt begrenzter Primerveriingerung mit dATP, dCTP, dGTP baw. dTTP
unterzogen. Diese Primerpools wurden durch Fehleinfiigung mutagenisiert {siehe experimenteller Teil), 100 Cm*
Transformanten wurden auf pH-Platten getestet (Beispiel 5), und von Mutant M29 wurde ermittelt, daB8 er bei niedrigem pH
besténdiger is1. Die Sequenz der Mutation wurde bestimmt:

A111T  GCG — TCG.
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Belsplel 8

Eigenschaften bestdndiger Mutanten

Zwaei aus den Hydrogensulfit-Mutagenese-Exparimenten gewonnene Mutanten wurdon woiter charakterisiert. Wie v..on
beschrieben fihrte DNA-Sequenzierung 2u den folgenden Aminosdureaustauschmadglichkeiten:

~ D7 enthielt ein Tyrosin an Position 133 anstelle eines Histidins (D7 = H133Y),

- 2D5 enthielt die D-7-Mutation, und auBRerdem war Threonin 148 durch Isoleucin ersetzt worden (2D5 = H133Y, T1491).

a) Messung der enzymatischen Aktivitat

Die enzymatische Aktivitat von B.lichaniformis a-Amylase WT und von Mutanten wurde unter Anwendung von 4 Nitrophenyl-
maltopentaosid (4 NP-DP5) als Substrat gemessen, 4 Nitrophenol und Maltopentaose werden gebildet, diese Reaktivn kann
durch Messen der Verénderung in 0D 405 verfolgt werden. Die Analyse wurde bei 35°Cin 50mM MOPS, 50mM NaCl, 2mM CaCi,
(pH 7,15) und 0-1mM 4NP-DP5 vorgenommen.

Anfangsratenwurden gemessen, und E-Nitiophenol wurde als 190001/M/cm angenommen. Figur 92eigt dio Ergebnisse fur WT
und 2D5-a-Amylasen. Vmax und Km wurden berechnet und sia in Tabelle | aufgelihrt.

Tabelle |

Vmax (uMol/min/mg) Km (mM)
WT 66,7109 0,112 £ 0,005
205 66,3 +0,7 0,119 £ 0,004

Tabelle | zeigt ganz deutlich, dafd die Mutationen von a-Amylase 2D 6 dis enzymatische Aktivitét nichtin erheblicher Weise
beeinflussen.
b) EinfluR von Ca?* auf die Warmeinaktivierung
Versuche zur Warmeinaktivierung wurden fir WT, D7 und 205 bei unterschiedlichen Calciumkonzentrationen vorgenommen.
Die Verfahrensweise war folgendermafien:
1) Demetallisierung
Enzym (2-3mg/ml) 25h lang dialysiertin
3 x 1. 20mM MOPS
5mM EDTA
5mMEGTA, pH 7,0
3x 1L 20mM MOPS, pH 7,0.
2) Remeotallisierung
— 500ul Puffer 100mM (z.B. MES, MOPS, EPPS)
- 145u) demetallisiertes Enzym {z.B. 2,15 mg/ml)
- 100ul CaCl, (100, 50, 30, 20, 10, 5 oder 2,5 mM)
- x Bt K;S0, (100mM)
- (255 - X) ul H;O

(CaCl,j endgliltig (K;S0,) endglltig

(mM) (mM)

0,25 14,75

05 14,5 «
1 14

2 13

3 12

5 10

10 0

+ ~ pHMES, 1.8. 6,77 bei Raumtemperatur wird 6,0 bei 90°C ergeben (pKa 6,15pKa/*C =~ -0,011),
- pKa stammte von Merck-Taballe (Zwitterionische Puffersubstanzen)

3) Warmelnaktivierung

1mi bei Raumtemperatur vorinkubierte Enzymldsung wurde in geschlosseran Pierce-Fldschchen {teflonbeschichtate
Dichtungen)in einer Konzentration von etwa 0,2mg/ml auf90,5°C oder 95°C erwdrmt. Inregelmiligon Abstandenvon 0 und 6h
wurden 50-ul-Proben mit einer Spritze anthommen und auf Eis gekihit, R~ataktivitdten sind mit ANP-DP 5 (0,5 mM) bestimmt
worden.

Die Halbwertszeiten wurden mit Hilfe einas einfachen exponentisllen Vorzogerungs-Anpassungsprogramms (GRAPHAD)
bestimmt,

Die Figuren 10 und 11 zeigen Halbwertszeiten von WT- und D7-a-Amylasen bei pH-Waerten von 5,5 baw. 7,0 in Abhangigkeit von
der Ca?"-Konzentration hei 90,5°C. Die Ca?*-Abhlingigkeit von 2D 5 wurdoe nur bei pH 7,0 bei 95°C bestimmt (Figur 12). Esistauch
zu erkennen, daB sich die Ca?*-Abhi#ngigkeit der Mutanten nicht von der von WT unterscheidot.

c) Warmebestandigkeit von mutlerten a-Amylasen bel verschiudenen pH-Werton

Die pH-Abhingigkeit der Warmainaktivierung wurde fir D7 und 205 bei 90,5°C baw. 95°C untar Anwendung dos Puffers nach
obiger Buschreibung bei einer 1mM Ca?*-Konzentration bestimmt. Es kann die SchiuBfolgerung gezagen werden, dafd dio
Wirmehestandigkeit von D7 und 205 Giber den goesamten pH-Bereich erhablich zugenomman hat (bis zum Doppelten bei 205)
(Figuren 13 und 14).
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Produktion von mutierten Enzymen in Baciilus

Mutationen in der B.licheniformis a-Amylase, die durch Expression in E.coll WK 6 identifiziert wurden, wurden auf zwei
unterschiedlichen Wegen auf einen Bacillus-Expressionsvector libertragen.

a. MitHilfe der einmaligen Restriktionsstelleninnerhalb des a-Amylase-Gens (Figur 4) wurden Mutationen tragende Fragmente
von pMaTLia6-Mutanten isoliert und in die homologe Position von pBMa6.Lia6 subkloniert. Das letztere Plasmid, das entweder
in E. coli oder Baclilus repliziert werden kann, wurde anschlieRend mit Sacl digeriert und mit T4-DNA-Ligase zirkularisiert. Nach
der Transformation in Bacillus subtilis 1 A10 wurde ein hoher Grad von a-Amylase-Produktion unter der Kontrolle des SPO,-
Promotors erzieit, Rezirkularisierte pBMa6.Lia6 wird pB6.Lia6 genannt, um die Entfernung des E. coli-Antsils des Vectors zu
kennzeichnen.

b) Einstréngige pBMa6.Lia6-DNA wurde von E.coll gewonnen und mit Restriktionsenzym digerierter doppelstrangiger
pBMc.6Lia6 digeriert, um sinen gespaltenen Duplex mit dem beabsichtigten Spaltin dem a-Amylase-Gen zu erhalten. Dieser
Spalt wurde anschlieend nrtsgerichteter Mutagenese mit einem Oligonucleotid {(wie im experimentellen Tei! beschrieben)
unterzogen, das die verlangte Mutation kodiert. pBMc6.Lia6-Vector wird dann nach obiger Beschreibung in einen Vector des
pB6.Lia6-Typs transformiert. Eine Kombination von verschiedener Mutation an einem Ort kann durch Methode a) vorgenommen
werden, wenn die Mutationen in verschiedenen Spalten vorhanden sind, vorzugsweise wird aber Methode b) angewandt.

Die Mutationen der Mutanten D7 und 2D 6 wurden mit Hilfe von Methode a) in pBMa6.Lia6 Gbertragen, indem die Sacll-Sall-
Fragmente ausgetauscht wurden, und a-Amylase wurde aus dem Medium von transformiertem Bacillus subtilis 1A10
zuriickgewonnen. Uberstehendes beider Mutanten wurde den Screeningverfahren der Beispiele unterzogen, und es wurde
bestétigt, daR beide Mutanten a-Amylase produzieren, die sdurebestandiger und wirmebestéindiger als a-Amylase ist, die von
Wildtyp-pB6.Lia6 erzeugt wird.

Der Phinotyp der a-Amylase-Mutationen in Bacillus unterscheidet sich somit nicht vom Phinotyp in E. coll. SchlieBlich wurden
pB6.Lia6-Mutanten in Baclllus licheniformis T9 transformiert, bei dem es sich um ein proteasenegatives, a-Amylase-negatives,
a-Amylase-negatives Derivat von Baclllus licheniformis T5 handelt (Ep-0253455, CBS 470.83). Wirts T9 wurde zur Erzeugung
groRRer Mengen von a-Amylase-Mutanten in einem homologen System eingesetzt. Durch die Entfernung des Chromosomen-a-
Amylase-Gens ist dieser Stamm fiir die Produktion von mutierter a-Amylase sehr geeignet, weil keinerlei verunreinigende
Wildtyp-a-Amylase erzeugt wird. Von diesem Stamm gewonnenes Enzym ist fiir die industrielle Anwendungserprobung
verwendet worden. Es wurde die industrielle Verwendung der Mutanten pB6.Lia6.2D5 und pB6.Lia6.07 demonstriert.

Peispiel 10

Anwendungstest von mutierter 2-Amylase unter den Bedingungen der Starkeverfliissigung

Zur Erprobung von mutierter a-Amylase 2D5 unter realistischeren Bedir.gungen wurden die Fermentationsbriihe (von
Beispiel 9) durch Ultrafiltration gereinigt und das Enzym mit 50% Propylenglycol formuliert.

Es wurden drei Proben getestet:

893701: WT B.licheniformis T5a-Amylase 1530TAU/g

893703:2D5 Mutant, hergestelitals WT 2820TAU/g

Maxamyl 0819 Kommerzielle Prohe 7090 TAU/g.

Ein TAU {(wédrmebestindige a-Amylase-Einheit) wird als die Menge Enzym definiert, die unter standardisierten Bedingungen

1 mg Stérke pro Minute in ein Produkt umwandelt, daB® nach der Reaktion mit Jod die gleiche Absorption fiir eine Bezugsfarbe bei
620nm aufweist. Standardbedingungen sind pH 6,6; 30°C; Reaktionszeit: 20 min. Als Bezugsfarbe dienen 259 CoCl, - 6H,0,
3,849 K,Cr,0;7 und 1ml HCL (1 M} in 100 ml destilliertem H,0.

1. Verfliissigungstest bel niedrigem pH (5,5 und 5,25)

Die Temperatur der Starkeaufschldmmung wird so schnell wie méglich auf 110°C £0,5°C erhéhtund 6 Minuten lang auf diesem
Wert gehalten.

Die Verflissigung wird bei kontinuierlichem FlieBBen (5,41/h) realisiert. 3 Proben von 135ml (1,5 Minuten Verfliissigung) werden
nach 45, 60 und 75 Minuten Verfliissigung entnommen und zwei Stunden lzng auf 95°C gehalten, Danach werden 50mi der
Probe mit 0,4ml H,SO, N angeséuert, um einen pH-Wert von 3,5 zu erzielen, und 10 Minuten lang in ein siedendes Bad gesetat,
um die enzym~tische Aktivitat vor der D.E.-Bestimmung zu stoppen.

Der ibrige (eil der Probe wird gekiihlt, um die enzymatische Restaktivitit zu bestimmen.
Aufschlammungszusammensetzung:

3,3kg Maisstérke D.S. 88% (2,904 kg Trockenstirke)

5,451 Brunnenwasser (40T.H.)

Trockensubstanz der Aufschlimmung betrégt 33%.

Der pH wird mit 1N Schwefelsdure oder 1N NaOH auf 5,5 korrigiert.

Enzymkonzentration: 4,4 TAU/g Trockenstérke.

Die FlieRgeschw indigkeit wird zwei- oder dreimal wahrend des Versuchs iiberpriift,

2. Bestimmung von D.E. _ ' o
Dre Trockensubstanz verfliissigter Stirke wird mit einem Refraktometer iiberpriift (etwa 34%). D.E. wird mit Hilfe der

allgemein bekannten Lane Eynon Methode bestimmt, Die Ergebnisse sind in Figur 15 wiedergegeben.

3. Enzymatische Restaktivitat
Amylaserestaktivitat in verflissigter Starke wird mit Hilfe'eines Brabender-Amylographen bestimmt,
40 g Kartoffelstarke
3J0 mi destilliertes W asser mit 50 °C
50 m| Tris-Puffer 0,05 M, pH 6,50
5 m! CaCl,-2H,0 von 30 g/
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Die Temperatur wird auf 80 °C erhoht (1,5 ©/min}, nach Stabilisierung der Viskositit (10 min) werden b mi verdiinnte
verfliissigte Starke (7 g bis 50 mi mit destilliertem Wasser) zugegeben, die Abnahme der Viskositat nach 20 Minuten wird
gemessen, diese Abnahme ist eine Funktion der enzymatischen Aktivitat, Mit Hilfe einer Standardkurve mit bekannter
enzymatischer Konzentration kann die Restaktivitat in TA.U, ermittelt werden, .

Mutierte 2 D5 verhilt sich erheblich besser bei pH < 5,5 und 110 °C als WT-Enzyme. Eine Verbesserung von 2—3 DE-Einheiten
bei pH 5,25 kann mit mutierter 2D5 erzielt werden.

Beispiel 11

Anwend:ngstest van mutierter a-Amylase unter den Bedingungen der Textilentschlichtung

Zur Priifung der industriellen Anwendungsméglichkeit von alkalischer a-Amylase-Mutanten wird ein Test in bezug auf die
Bestandigkeit bei 20 °C in der folgenden Losung durchgefiihrt:

1,4% H,0 (35%)

1,0—1,5% Natriumhydroxid (100%)

15—20 ml/i Natriumsilicat {38 Be)

0,3-0,5% Alkylbenzensuifonat (Lanaryl N.A, ICH)

0,56—1,0% Organisches Stabilisierungsmittel {Tinoclarite G),

Nach einer Inkubationszeit von 2,8 Stunden soliten die hinsichtlich ihrer beabsichtigten Eigenschaften ausgewahlten
a-Amylase-Mutanten irgendwelche zuriickbleibende Enzymaktivitat besitzen,

H
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10 20 30 4o 50 60
AATTCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTT

70 80 90 100, 110 120
TTTTTTGCAGATTTTCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAATTCCAAGCTAATTCACCTC

130 140 150 160 170 180
CAAAGCAAGCTGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTITTTGGAG

190 200 210 220 230 240
ATTTTCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAATTCCAAGCTCTGCCTCGCGCGTTTCGGTG

250 260 270 280 290 300
ATGACGOTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAG

310 320 330 340 350 360
CGOATGCAGATCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGC

370 380 390 4oo 410 420
GCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTT

430 440 450 460 470 480
CCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAQ

490 500 510 520 530 540
GGTTCCOATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTCATTAGGGTGATGGTT

550 560 570 580 590 600
CACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCACCCT ITGACGTTGGAGTCCACGT

610 620 630 640 650 66C
TCTTTAATAGTGGACTCTTGITCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATT

670 680 690 700 710 720
CTTTTGATTTATAAGGGATTTTUCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTT

730 740 750 760 770 780
AACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTGATCTGCGCTCG

790 800 810 820 830 840
GTCGITCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACA

850 860 870 880 890 900
GAATCAGGCGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGUAAC

910 920 930 940 950 960
CGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCAC

970 980 990 1000 1010 1020
AAAAATCGACGCTCANGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAACATACCAGGCG

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TITCCOCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATAC

1090 1100 1110 1120 1130 1140
CTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTAT

Fiquie 1
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1150 1160 1170 1180 1190 1200
CTCAGTTCGGTGTACGTCGTFCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG

1210 1220 1230 124¢ 1250 1260
CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGAC

1270 1280 1290 1300 1310 1320
TTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTG S TAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGT

1330 1340 1350 1360 1370 1380
GCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGT

1390 1400 1410 1420 1430 1440
ATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGE

1450 1460 1470 1480 1490 1500
AAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCACA

1510 1520 1530 1540 1550 1560
AAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTOATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAAC

1570 1580 1590 1600 1610 1620
UJAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATC

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCT

1690 1700 1710 1720 1730 1740
GACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCA

1750 1760 1770 1780 1790 1800
TCCATAGTTGCCTOACTCCCCATCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGCCCTTACCATCT

1810 1820 1830 1840 1850 1860
GACCCCAGTGCTGCAATGATACCOCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCA

1870 1880 1890 1900 1910 1920
ATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCC

1930 1940 1950 1960 1970 1980
ATCCAGTCTATTAATTGITGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTG

1990 2000 2010 2020 2030 204G
CGCAACGTTGTTGCCATIGCTGCAGCCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTIGGTATGGCT

2050 2060 2070 2080 2090 2100
TCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAN

2110 2120 2130 - 2140 2150 2160
AAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCOATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTA

2170 2180 2190 2200 2210 2220
TCACTCATGG TTATGGCAGCACTCCATAAT TCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGC

2230 2240 2250 2260 2270 2280

Fig. 1 (continucdu)
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TT?TCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTOTATGCGGCGACCG

2290 2300 2310 2320 2330 2340
AGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTFTAAAA

2350 2360 2370 2380 2300 2400
GTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGCGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTG

2410 2420 2430 2440 2450 2460
AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGFGCACCCAACTCATCTTCAGCATCTFTTACTTTC

2470 2480 2190 2500 2510 2520
ACCAGCGPTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGG

2530 2540 2550 2560 2570 2580
GCOACACOGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTPPTCAATATTATTGAAGCAGACAG

2590 2600 2610 2620 2630 2640
TTTTWTTCTTCATGATGATATATTTFTATCTTGTGCAATOTAACATCAOAGATTTTGAGA

2650 2660 2670 2680 2690 2700
CACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGACTCCCCGCGCACGATG

2710 2720 2730 2740 2750 2760
GGTCOAATTTGCTTTCGAAAAAAAAGCCCGCTCATTAGGCGGGCTAAAAAAAAGCCCGCT

2770 2780 2790 2800 2810 2820

CATTAGGCGGACTCRAATTTOTENAC TP AT ACTTATEAT 04 OTTATT AU L AU

2830 2840 2850 2860 2870 2880
AACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTAAAAAAATTACGCCCCGCCCTGCCACT

2890 2900 2910 2920 2930 25940
CATCGCAGTACTGTTOTAATTCATTAAGCAT1CTGCCGACATGGAAGCCATCACAGACGG

2950 2960 2970 2980 2990 3000
CATGATGAACCTGAATCGCCAGCCGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTUC

3010 3020 3030 3040 3050 3060
CCATAGTGAAAACGGGGGCCAAGAAGITGTCCATATTCGCCACGTITAAATCAAAACTGG

3070 3080 3090 3100 3110 3120
TGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTWGGGA

3130 3140 3150 3160 3170 3180
AATAGCCCACGlT?TCACCGTAACACGCCACATCTTGCGAATATATGTGTAOAAACTGCC

3190 3200 3210 3220 3230 3240
GGAAATCGTCGTGGTAT?CACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAA

3250 3260 3270 3280 3290 3300
CGGTGTAACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATAC

3310 3320 3330 3340 3350 3360
CAAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAAAACT

Fig. 1 (continued)
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3370 3360 3390 3400 3410 3420
TGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTAAACGGTCTGAT

3430 3440 3450 3460 3470 3480
TATAGGTACATTOAGCAACTOACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACCATGCCATTGGA

3490 3500 3510 3520 3530 3540
ATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTA

3550 3560 3570 3580 3590 3600
AAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTUAAAGT

3610 3620 3630 3640 3650 3660
TGGAACCTCTTACATGCCGATCAACGTCTCATTTTCCCCAAAAGTTGGCCCAGGGCTTCC

3670 3680 3690 3700 3710 3720
CAGOTATCAACAGGGACACCAQGUATTTATTTAT TCTGCGAAGTGATCTTCCAGTCACAQGTA

3730 3740 3750 - 3760 3770 3780
TTTATTCCAAGACUAAAGGGCATCGCGCGCGIGGAATTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCA

3790 3800
GCCAAGCTTGGTCTAGAGGTCOA

Fig. 1 (continued)
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10 20 30 4o 50 60
GTCTACAAACCCCTTAAAAACGTTTTTAAAGGCTTTTAAGCCGTCTGTACGTICCTTAAG

70 80 90 100 110 120
GAATTCACACTGGCCTTGGTTAAGGTTAAGATGTGGACGGAATGGGTAAAGTGTAGTAAA

130 140 150 160 170 180
GTACAATTAATCGGGAGCTTAGATGTCCCTTCAACATCTTATATAGAAGGGAAGGTTGGE

\
190 200 210 220 230 240
AAATGGAAATTGAAAGAATTAACGAGCATACAGTAAAATTTTATATGTCTTACGGAGATA

250 260 270 280 290 300
TTGAAGATCGCGGTTTTGACAGAGAAGAAATTTGGTATAACCAGTGAGCGCAGTGAAGAAC

310 320 330 340 350 360
TITTCTGGOAAGTCATGGATGAAGTTCATGAAGAAGAGGAATTCGAGCTCGCCCGGGGAT

370 380 390 4oo 410 420
CCAAGGAGGTGATCTAGAGTCATGAAACAACAAAAACGGCTTTACGCCCGATTGCTGACG
M K QQKKLYARTILTILT

430 440 450 460 470 480
CTGTTATTTGCGCTCATCTTCTTGCTGCCTCATTCTGCAGCAGCGGCGGCAAATCTTAAT
L LFALIVFLULUPHSAAAAANLNKN

«1
490 500 510 520 530 540
GGAACGCTGATGCAGTATTTTGAATGGTACATGCCCAATGACGGCCAACATTGGAAGCGT
G TLMOQYV FEWYMPNDGAQHWIKR

5
550 560 570 580 590 600
TTGCAAAACGACTCGGCATATTTGGCTGAACACGGTATTACTGCCGTCTGGATTCCCCCG
L Q ND S A YL AEHGGITAVHWTIUZPTEP

25

610 620 630 640 650 660
UCATATAAGGGAACGAGCCAAGCGGATGTGGGCTACGGTGCTTACGACCTTTATGATTTA
A YK GTSQADUV QY GAYDLYDL

45

670 680 690 700 710 720
GGGGAGTTTCATCAAAAAGGOACGGTTCGGACAAAGTACGGCACAAAAGGAGAGCTRCAA
G EFHQKGTVRTI KYGTZ KU G GEWLAQ

65

730 740 750 760 770 780
TCTGCGATCAAAAGTCTTCATTCCCGCGACATTANCGTTTACGGGGATGTGGTCATCAAC
$ A I KSLHSRDINVYGDVVIN

85

790 800 810 820 830 840
CACAAGGEGGCGCTGATGCGACCGAAGATGTAACCGCGGTTGAAGTCGATCCCHCTGAC
HKGGADATTEDVYTA AV EVDPATD
109 g
850 860 870 880 890 900
CGCAACCGCGTAATTTCAGGAGAACACCTAATTAAAGCCTGGACACATTTTCATTTTCCG
R NR VIS GEUHTULTIU KA AMWTHTFUHTFTEP
125

910 920 930 940 950 ¢H0
GGGCGCGGCAGCACATACAGCGATTTTAAATGGCATTGGTACCATTTTGACGGAACCCAT
G RGSTYSDVFI KMWMHMWYHFDGTOD
145

Figure 2
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970 980 990 1000 1010 1020
TGGGACGAGTCCCGAAAGCTGAACCGCATCTATAAGTTTCAAGGAAAGGCTTGGGATTGG
WDEGSRIEKILNRBRTIYZ KT FQGIK K AUWTDW
165

1030 1040 1050 1060 1070 1080
GAAGTTTCCAATGAAAACGGCAACTATCATTATTTGATGTATGCCGACATCGATTATGAC
EVSNENG GNYDYLMYADIODYD
185

1090 1100 1110 1120 1130 1140
CATCCTGATGTCGCAGCAGAAATTAAGAGATGGGGCACTTGGTATGCCAATGAACTGCAA
HPDVAAEIKRWGTHYAN.ELQ
205

1150 1160 1170 1180 1190 1200
TTGGACGGTTTCCGTCTTGATGCTGTCAAACACATTAAATTTTCTTTTTTGCCGGATTGG
LDGFRULDAVKHTIZ KT EFSTFLGR RTIDUW
225

1210 1220 1230 1240 1250 1260
GTTAATCATGTCAGGGAAAAAACGGGGAAGGAAATGTTTACGGTAGCTGAATATTGGCAG
XNHVREKTGKEMFTVAEYNQ
245

1270 1280 1290 1300 1310 1320
AATGACTTQGGCGCGCTGGAAAACTATTTGAACAAAACAAATTTTAATCATTCAGTGTTT
NDLGALUENVYTLNIEKTNTFNIBHSUVF
265

1330 1340 1350 1360 1370 1380
GACGTGCCGCTTCATTATCAGTTCCATGCTGCATCGACACAGGGAGGCGGCTATGATATG
D VPLHYQFUHAASTOQGGAaYTDM
285

1390 1400 1410 1420 1430 1440
AGGAAATTGCTGAACGGTACGGTCGTTTCCAAGCATCCATTGAAATCGGTTACATTIGTC
R K LLNU GTVVYV SKHPLIXKSVTT FUVY
305

1450 1460 1470 11480 1490 1500
GATAACCATGATACACAGCCGGGGCAATCGCTTGAGTCGACTGTCCAAACATGGTTTAAG
D NHDTQPQQSLESTVAQTWEF K

325

1510 1520 1530 1540 1550 1560
CCGCTTGCTTACGCTTTTATTCTCACAAGGGAATCTGGATACCCTCAGGTTTTCTACGGG
P LAY APTIULTRESGYZPQVTF FYa

345

1570 1580 1590 1600 1610 1620
GATATGTACGGGACGAAAGGAGACTCCCAGCGCGAAATTCCTGCCTTGAAACACAAAATT
D MY GTX ODSQRETITPALTEKTHEKI

365

1630 1640 1650 1660 1670 1680
GAACCGATCTTAAAAGCGAGAAAACAGTATGCGTACGGAGCACAGCATGATTATTTCGAC
E'PILKARIEKU QYAY GAQHDYFD

385

1690 1700 1710 1720 1730 1740
CACCATGACATTGTCGGCTGGACAAGGGAAGGCGACAGCTCGGTIGCAAATTCAGGTTTG
qﬂllDIVGWTREGDSSVANSGL
05

1750 1760 1770 1780 1790 1800
GCGGCATTAATAACAGACGGACCCGGTGGGGCAAAGCGAATGTATGTCGGCCCGCAAAAC
qAALITDGPGGAKRMYVGRQN
25

Fig. 2 (continucd)
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1810 . 1820 1830 1840 1850 1860
GCCGGTGAGACATGGCATGACATTACCGCAAACCGTTCGGAGLCGGTTGTCATCAATICG
A GETUWHD 1 TGNR RS SETPUVVIJdS
s

1870 1880 1890 1900 1910 1920
UAAGGCTGGGGAGAGTTTCACGTAAACGGCGGGTCGGTTTCAATTTATGTICAAAGATAG
E G W GETFHUVNGGSV SIYV QR
465 83

1930 1940 1950 1960 1970 1980
AAGAGCAGAGAGGACGGATTTCCTGAAGGAAATCCGTTTTITTATTTTGCCCGTCTTATA

1990 2000 2010 2020 2030 2040
AATTTCTTTGATTACATTTTATAATTAATTTTAACAAAGTGTCATCAGCCCTCAGGAAGG

2050 2060 2070 2080 2090 2100
ACTTGCTGACAGTTTGAATCGCATAGGTAAGGCGGGGATGAAATGGCAACGTTATCTGAT

2110 2120 2130 2140
GTAGCAAAGAAAGCAAATGTGTCGAAAATGACGGTATCGCGGGTGATCA

Fig. 2 (continued)
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10 20 30 . 40 50 60
AATTCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTPT

70 80 90 100 110 120
TTTTTTGGAGATTT TCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAATTCCAAGCTAATTCACCTC

130 140 150 160 170 180
GAAAGCAAGCTGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCT?TTTTTTTGGAG

190 200 210 220 230 240
ATTTTCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAATTCCAAGCTCTGCCTCACGCGTTTCACTG

250 260 270 280 290 300
ATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTCTAAG

310 320 330 340 350 360
CGGATACAGATCACGCCCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGOTGTGGTGOTTACGE

370 380 390 Loo 410 420
GCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTT

430 Lo 450 460 470 480
CCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAG

490 500 510 520 530 540
GATTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTT

550 560 570 580 590 600
CACUTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTCACGTTGCAGTCCACQT

610 620 630 640 650 660
TCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATT

670 680 690 700 710 720
CTTTTGATTTATAAGGOATTTTGCCOATTICGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTT

730 740 750 760 770 780

AACAAAAATWTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTWCAATTTGATCTGCGCTCG

790 800 810 820 830 840
GTCGTTCGGCTGCGGCGAQCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACA

850 860 870 860 890 900
GAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATUTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAAC

910 920 930 940 950 960
CGTAAAAACGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTCACGAGCATCAC

970 980 990 1000 1010 1020
AAAAATCGACGCTCAAGTCAGACGTGGCGAAACCCGACAGCACTATAAAGATACCAGGCG

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TTTCCCCCTCGAACCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCCGATAC

1090 1100 1110 1120 1130 1140
CTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTG FAGSTAT

Figure 3
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1150 1160 1170 1180 1190 1200
CTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTCCACGAACCCCCCGTICAG

1210 1220 1230 1240 1250 1260
CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTANCTATCGTCTTGAGTCCAACCCGUTAAGACACGAC

1270 1280 1290 1300 1310 1320
TTATCCCCACTGGCAGCAGCCACTG TTAACAGGATTAGCAGAGCC AGGTATGTAGGCGGT

1330 1340 1350 1360 1370 1380
GCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGT

1390 1400 1410 1420 1430 140
ATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGAAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGC

1450 - 1460 1470 1480 1490 1500
AAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGUTTITTTTGTITGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGA

1510 1520 1530 1540 1550 1560
AAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGT SUAAC

1570 1580 1590 1600 1610 1620
GAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTICACCTAGATC

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATCAGTAAACTTGGTCT

1690 1700 1710 1720 1730 1740
GACAGTTACCAATGCTTAATCAQTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCA

1750 1760 1770 1780 1790 1800
TCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCATATAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCT

1810 1820 1830 1840 1850 1860
QUGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCA

1870 1880 1890 1900 1910 1920
ATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCOTCC

1930 1940 1950 1960 1970 1980
ATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGT TCGCCAGTTAATAGTTTG

1990 2000 2010 2020 2030 2040
CGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGC TCGTCGTITCGTATGGCT

2050 2060 2070 2080 2090 2100
TCATTCAGCTCCCGTTCCCAACGATCAAGECCAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAA

2110 2120 2130 2140 2150 2160
AAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCACAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTA

2170 2180 2190 2200 2210 2220
TCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGE

2230 2240 2250 2260 2270 2200

Fig. 3 (continued)
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TTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCAGCGACCG

2290 2300 2310 2320 2330 2340
AGTTGCTCTTGCCCOACGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAA

2350 2360 2370 2380 2390 2400
GTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGCATCTTACCGCTGTTA

2410 2420 2430 2440 2450 2460
AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTC

270 2480 2490 2500 2510 2520
ACCAGCGTTTCTSGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGOAATAAGA

2530 2540 2550 2560 2570 2580
GCGACACGAAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCAGACAG

2590 2600 2610 2620 2630 2640
TTTTATTGTTCATGATGATATATI TTTATCTTGTGCAATATAACATCACAGATTTTGAGA

2650 2660 2670 2680 2690 2700
CACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGACTCCCCGCGCGCGATG

2710 2720 2730 2740 2750 2760
GGTCGAATTTGCTTTCGAAAAAAAAGCCCGCTCATTAGGCGGGCTAAAAAAAAGCCCGCT

2770 2780 2790 2800 2810 2820
CATTAGGCGGGCTCCAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCACTTATTCAGGCGTAGC

2830 2840 2850 2860 2870 2880
AACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTAAAAAAATTACGCCCCGCCCTGCCACT

2890 2900 2910 2920 2930 2940
CATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATUGAAGCCATCACAGACGG

2950 2960 2970 2980 2990 3000
CATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTTG ICGCCTTGCGTATAATATTICE

3010 3020 3030 3040 3050 3060
CCATAGTGAAAACGGGGGCGANGAAGTTGTCCATATTCGCCACGTTTAAATCAAAACTGA

3070 3080 3090 3100 3110 3120
TGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGGGA

3130 3140 3150 3160 3170 3180
AATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCACATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCC

3190 3200 3210 3220 3230 3240
GGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGANANCGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAA

3250 3260 3270 3280 3290 3300
CGGTGTAACAAGGGTOAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATAC

3310 3320 3330 3340 3350 3360
GAAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAAAACT

Fig. 3 (:ontirued)
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3370 3380 3390 3400 3410 3420
TGTGCTTATTTTTCTITACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTAAACGGTCTGGT

3430 3440 3450 3460 3470 3480
TATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGS

3490 3500 3510 3520 3530 3540
ATATATCAACGCTGGTATATCCAGTOATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTG

3550 3560 3570 3580 3590 3600
AAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGT

3610 3620 3630 3640 3650 3660
TGGAACCTCTTACGTGCCGATCAACOTCTCATTTTCGCCAAAAGTTGGCCCAGGGCTTCC

3670 3680 3690 3700 3710 3720
CGGTATCAACAGGGACACCAGGATTTATTTATTCTGCGAAGTGATCTTCCGTCACAGGTA

3730 3740 3750 3760 3770 3780
TTTATTCGAAGACGAAAGGGCATCGCGCGCGGGAAATTCGAGCTCGAGCTTACTCCCCAT

3790 3800 3810 3820 3830 3840
CCCCCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCCAATAACAA

3850 3860 3870 3880 3890 3900
TTTCACACAGGAAACAGGATCCAAGOAGGTGATCTAGAGTCATQAAACAACAAAAACGGC
M K Q @ X R

3910 3920 3930 3940 3950 3960
TTTACGCCCOATTGCTGACGUTGTTATTTGCGCTCATCTICTTGCTGCCTCATTCTGCAG
LYARLULTLLTPFALTITFLLPHSA

3970 3980 3990 4000 4010 4020
CAGCGUCGGCAAATCTTAATGCGACGCTGATGCAGTAT I TTCAATGGTACATGCCCAATG
A AAANLNGOGTTLMOQYTF FTEWYMEPN

o1

4030 4040 4050 Lo6o 4070 4080
ACGCCCAACATTGGAAGCOTTTCCAAAACGACTCOCCATATTTGGCTAAACACGGTATTA
D @ Q HW KRULGQNTDSA AYTULAEUHRSGT1I
18

4090 4100 4110 4120 4130 4140
CTGCCGTCTGGATTCCCCCGGCATATAAGGGAACTAGTCAAGCGGATGTGGGCTACGGTA
T AV WU IIPPAYEKGTSQADUVGY
38

4150 4160 4170 4180 i190 4200
CTTACGACCTTTATGATTTAGGGGAGTTTCATCAAAAAGGGACGGTTCGGACAAAGTACG
A Y DLYDLGETFHQIKTETVRTZKY

58

4210 4220 4230 240 k250 4260
GCACAAAAGCAGAGCTGCAATCTGCGATCAAAAGTCTTCATTCCCGCGACATTAACGTTT
G TKGEULGQSATII K STILHSRBRDTINUWV

76

4270 4280 11290 4300 4310 4320
ACGGGOATGTGGTCATCAACCACAAAGGCGGCGCTGATGCGACCGAAGATGTAACCGCGG
Y G D VVINUHMHEKGGADA ATETDVUVYVTA

98

Fig. 3 (continued)
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4330 4340 4350 4360 4370 4380
TTGAAGTCGATCCCGCTGACCGCAACCGCGTAATTTCAGGAGAACACCTAATTAAAGCCT
VEVDPADRNRVISAELEHTLTITEKA
118 ;
41390 4400 4410 1420 4430 bylo
GGACACATTTTCATTTTCCGGGGCOCGGCAGCACATACAGCGATTTTAAATCGCATTGGT
WTHPFHPFPGRGSTYSDTFI KU UWHW

138

Lus0 T) 4470 4480 4490 4500
ACCATTTTGACGGAACCGATTGGGACGAGTCCCGAAAGCTGAACCGCATCTATAAGTTTG
Y HFDGTUDWUDESRIEKTLNI BRTIYTZKTFEF
158

4510 4520 430 4sho 4550 4560
AAGGAAAGGCTTGGGATTGGGAAGTTTCCAATGAAAACGGCAACTATGATTATTTGATGT
Q GK A WDUWEVSNENGNYTDTVYTLM
178

4570 4580 4590 4600 4610 4620
ATGCCUACATCUATTATGACCATCCTGATATCGCAGCAGAAATTAAGAGATGGGGCACTT
Y ADIDYDHPDVAAETITE KR RUWGT

198

4630 4640 4650 4660 4670 4680
(GGTATGCCAATGAACTGCAATTGGACGGTTTCCGTCTTGATGCTGTCAAACACATTAAAT
W Y ANELAGQLDGFRILTDAVI KHTIK
218

4690 4700 4710 4720 4730 4740
TTTCTTTTTTGCGGGATTGGATTAATCATGTCAGGGAAAAAACCGGGAAGGAAATGTTTA
F S FLRDUWUVNUHVYVRETZ KT GGCEKTEHMTF
238

4750 4760 4770 4780 4790 4800
CGGTAGCTGAATATTGGCAGAATGACTTGGGCGCCCTGOAAAACTATTTGAACAAAACAA
TVAEYWUUNIDLGALENTYTLNIKT
258 :
4810 4820 4830 4840 4850 4860
ATTTTAATCATTCAGTGTTTGACGTGCCGCTTCATTATCAGTTCCATGCTGCATCGACAC
NFNHSVFDVPLHYQFHAAESET
278 .

4870 4880 4890 41900 hg10 4920
AGGGAGGCGGCTATGATATGAGGAAATTGCTGAACGGTACGGTCGTTTCCAAGCATCCGT
Q GGG Y DMRBRIEKILTLNG GCTVV S KHTEP
298

4930 4gho 4950 4960 4970 4980
TGAAATCGGTTACATTTGTCGATAACCATGATACACAGCCGGGGCAATCGCTTGAGTCGA
LXSVTFUVDNHIDTA Q®PAQSLES
318

4990 5000 5010 5020 5030 5040
CTGTCCAAACATGGTTTANGCCGCTTGCTTACGCTTTTATTCTCACAAGGGAATCTGGAT
TV QTWVFIKPLAYAFTILTR RTESTSGQ
338

5050 5060 5070 5080 5090 5100
ACCCTCAGGTTTTCTACGGGGATATGTACGGGACGAAAGGAGACTCCCAGCGCCAAATTC
Y P QVFY GDMY ATIKOGDSQREI

358

5110 5120 5130 5140 5150 5160
CTGCCTTGAAACACAAAATTGAACCGATCTTAAAAGCGAGAAAACAGTATGCGTACGGAG
P AL KHIKTIEWPTIILIEKARIEKTU QYAYUQ a

378

Fig. 3 (concinued)
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5170 5180 5190 5200 5210 5220
AGCT

CACAGCATGATTATTTCGACCACCATGACAITGTCGGCTGGACAAGGGAAGGC ACA
AQ HD Y FDHUHTDI V.8 W TREGG 5

398 .

5230 5240 5250 5260 5270 5280
CGGTTGCAAATiCAGGTTTGGCGGCATTAATAACAGACGGACCCGGTGGGGCAAAGCGAA
SVANSGLAALTITODGEPG.G A K R
18

5290 5300 5310 5320 5330 5340
TGTATGTCGGCCGGCAAAACGCCGGTGAGAcATGCCATGACATTACcocAAAcccrrcca
M YV GRQNAGETWHTDTITG N R S
438

5350 5360 5370 5380 5390 5400
AOCCGGTTGTCATCAATTCCGAAGGCTGGGGAGAGTTTCACGTAAACGGCGGGTCGGTTP
E PVVINSEGWGETFHVYNGQG S v

58

5410 5420 5430 5440 5450 5460
CAATTTATGTTCAAAGATAGGFGACCAGAGAGOACGGATTTCCTGAACGAAATCCGTTTT
S I YV QR
478

5470 5480 5490 5520 5510 5520
T??WTTTTGCCCGTCTTATAAATTTCTTTGATTACATTTT%TAATTAATTTTAACARAGT

5530 5540 9550 5560 5570 5530
GTCATCAGCCCTCAGGAAGGACTTGCTAACAGT TTOAATCGCATAGGTAAGGCGGGRATG

5590 5600 5610 5620 5630 5640
AAATGGCAACGTTATCTGATOTAGCAAAGAAAGCAAATGTGTCGAAAATGACGGTATCGC

5650 5660 5670
GGGTGATCCTCTAGAAGAAGCTTGGTCTAGAGGTCOA

Fig., 3  (continued)
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FcoRl

GAATTCGAGCTCGAGCTTACTCCCCATCCCCCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATA
BamH{Y

ATGTGTGGAATI‘GTGAGCGGATAACAATITCACACAGGAAACAGGATCCGCGGATCCGT a

Anmma- )phoA'
GAGAAAATAAA GTGAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTT%CC
M KQSTIALALLPLLTFT

CCTGTGACAAAAGCG GCAAAT
P VTEKA AN
------ >amylase

Figure 8
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