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ES 2388 753 T3

DESCRIPCION

Evaluacién sistematica de las relaciones entre secuencia y actividad usando bibliotecas de evaluacién de sitios para
la ingenieria de propiedades multiples.

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion proporciona procedimientos para la ingenieria de proteinas.
Especificamente, la invencion proporciona procedimientos que utilizan bibliotecas de evaluacién de sitios.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Los expertos en la técnica conocen diversos procedimientos de ingenieria de proteinas. En
general, las proteinas se modifican para obtener propiedades proteicas deseadas. En la mayoria de los
procedimientos, la secuencia de nucleétidos de un gen clonado que codifica una proteina estd mutada y el gen
modificado se expresa para producir mutantes, que se analizan en busqueda de actividades de interés. A menudo,
las propiedades mutantes se comparan con las propiedades de la proteina natural.

[0003] Histéricamente, el proceso de disefio de proteinas se ha enfocado como equivalente al problema
de encontrar en todo el espacio de la proteina la mejor secuencia para la aplicacién deseada. Este problema es
extremadamente dificil y es “NP complejo”. En la teoria de la complejidad, los problemas definidos como
pertenecientes a la clase P se consideran algoritmos de tiempo polinomial faciles y eficaces para los que existe
solucion. Los problemas NP complejos son problemas para los que actualmente no se conocen algoritmos de tiempo
polinomial eficaces y si pudiera resolverse cualquier problema NP complejo, todos los problemas NP complejos
podrian resolverse (Véase, p. €j., Pierce y Winfree, Protein Engineer, 15:779-782 [2002]). Las estrategias actuales
para construir y analizar bibliotecas generalmente implican la generacion de diversidad de secuencia de proteina de
forma aleatoria a lo largo de la secuencia completa o de forma controlada al azar en posiciones definidas dentro de
la proteina. Estas bibliotecas generalmente tienen un gran nimero de miembros que son “negativos” con respecto a
la propiedad principal de interés, y requieren que se analicen cantidades grandes para encontrar un numero
relativamente pequefio de mutaciones positivas. Generalmente, las mutaciones negativas se ignoran y se obtiene
solo la informacion de secuencia de los miembros positivos.

[0004] La mutagénesis de saturacion (Estell y col., en World Biotech Report 1984, vol. 2: USA, Online
Publications, Londres [1984], paginas 181-187 y Wells y col., Gene 34:315-323 [1985]) es una técnica que puede
usarse para busca el espacio en la proteina para mutaciones que optimicen varias propiedades de una proteina.
Varios grupos han desarrollado estrategias para identificar sitios que se pueden cambiar mediante mutagénesis de
saturacion (Reetz y col., Angew. Chem. Int. Edn., 44:4192-4196 [2005]; Kato y col., J. Mol. Biol., 351:683-692 [2005]
y Sandberg y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 90:8367-8371 [1993]), aunque no se ha propuesto un sistema general para
la identificacion de sitios.

[0005] Ademas, debido a que la mayoria de los procedimientos de ingenieria de proteinas produce un
numero mayor de opciones de mutacion de aminoacidos, generalmente se requiere una seleccion de un gran
numero de variantes para producir una propiedad proteica deseada. Generalmente, la seleccion se repite una y otra
vez para obtener una variante beneficiosa. Por tanto, la mayoria de los procedimientos son laboriosos y llevan
mucho tiempo. Existe una necesidad continua en la técnica de procedimientos de ingenieria de proteinas que sean
eficaces y produzcan los resultados deseados.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0006] Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento para variantes de ingenieria
de proteinas de una proteina parental que combina mutaciones en dos o mas sitios de interés; el procedimiento
comprende las etapas de:

a) proporcionar una proteina parental y una biblioteca de evaluacién de sitio de variantes de proteina de dicha
proteina parental, donde la biblioteca de evaluacién de sitio comprende variantes de la proteina parental modificado
cada uno en uno de los dos 0 mas sitios de interés;

b) comprobar dicha biblioteca de variantes de proteina y dicha proteina parental para al menos dos propiedades de
interés en las respectivas pruebas de interés;

c) determinar un valor del indice de rendimiento para cada propiedad de interés dividiendo el valor obtenido para
cada una de las variantes de proteina entre el valor obtenido para dicha proteina parental en la prueba de interés
para proporcionar una diferencia de energia libre aparente (AAGapp) para cada una de las variantes de proteina en
comparacioén con dicha proteina parental en la prueba de interés;
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d) determinar un valor de indice de rendimiento previsto para variantes de proteina que combinan mutaciones en
dos o mas sitios de interés, donde el valor indice de rendimiento previsto para las variantes que combinan dos o mas
mutaciones se obtiene sumando los valores de AAG,p, de estas mutaciones;

e) identificar a partir del valor de indice de rendimiento previsto obtenido en la etapa (d), las variantes de proteina
que combinan dos 0 mas mutaciones y que poseen una primera propiedad mejorada con respecto a la proteina
parental y una segunda propiedad que es al menos el 90% de la de la proteina parental, proporcionando de este
modo una biblioteca de variantes de proteina enriquecida en miembros que tienen al menos dos de las propiedades
de interés.

[0007] Esto significa que la presente invencién puede usarse para identificar mutaciones que
proporcionan al menos una propiedad muy mejorada y al menos una propiedad adicional que no es
significativamente peor que la de la proteina natural (p. ej., mejor del 110% de la proteina natural para una
propiedad, aun no peor del 90% de la natural para cualquier otra propiedad). Aun en otras realizaciones preferidas
adicionales, las bibliotecas se construyen en funciéon de esta informacion. En algunas realizaciones, las bibliotecas
se construyen usando todas las mutaciones identificadas, mientras que en otras realizaciones, las bibliotecas se
construyen usando un subgrupo de las mutaciones identificadas. De hecho, no se pretende que las bibliotecas estén
limitadas a ningun nimero y/o tipo en particular de mutaciones.

[0008] En algunas realizaciones, la proteina es una enzima. En algunas realizaciones especialmente
preferidas, la enzima se selecciona entre proteasas, transferasas, metaloproteasas, estearasas, amilasas, celulasas,
oxidasas, cutinasas y lipasas. En algunas realizaciones alternativas, la proteina se selecciona a partir de anticuerpos
y factores de crecimiento. Alun en realizaciones preferidas adicionales, la proteina natural es una forma madura de
una enzima seleccionada entre proteasas, transferasas, metaloproteasas, estearasas, amilasas, celulasas, oxidasas,
cutinasas y lipasas. En algunas realizaciones preferidas, la propiedad de interés se selecciona entre carga,
rendimiento de lavado, rendimiento de limpieza de superficie dura, estabilidad térmica, estabilidad de
almacenamiento, estabilidad en detergente, unién al sustrato, inhibicion enzimatica, nivel de expresion, velocidad de
reaccion y degradacion del sustrato. En algunas realizaciones, la proteina natural y la variante proteica son
componentes de al menos una composicién detergente. En algunas realizaciones preferidas, el rendimiento del
lavado se comprueba en una composicion detergente formulada en un detergente en polvo o liquido que tiene un pH
deentre 5y 12,0.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0009] En la figura 1 se proporcionan las distribuciones de los 2.851 valores de AAG,p, obtenidos para
cada propiedad.

[0010] En la Figura 2A se proporcionan los resultados obtenidos de calcular la distribuciéon esperada de
los valores de AAG,pp para la estabilidad en LAS vy la actividad de queratina para mil combinaciones elegidas al azar
de mutaciones en los cuatro sitios, en comparacion con la distribucion real de los valores de AAGgp, para 64
miembros de la biblioteca elegidos al azar.

[0011] En la figura 2B se muestra la distribucion real observada para los 64 miembros de la biblioteca
elegidos al azar.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0012] La presente invencién proporciona procedimientos para la ingenieria de proteinas.
Especificamente, la invencion proporciona procedimientos que utilizan bibliotecas de evaluacion de sitios.

[0013] Con fines practicos, normalmente no es necesario encontrar la mejor secuencia en un espacio
proteico para crear una proteina Optima para una aplicacion en particular. En la mayoria de las aplicaciones, el
problema que hay que resolver es identificar al menos una secuencia proteica que cumpla o exceda el valor minimo
requerido para diversas propiedades. Esto requiere conocimiento de las mutaciones que son buenas para una
propiedad en particular, asi como conocer aquellas mutaciones que son malas para cualquiera de las propiedades
deseadas. La presente invencién proporciona medios para cumplir el objetivo identificando las posiciones en la
proteina que pueden alterarse para mejorar la propiedad principal y mantener los valores de otras propiedades
dentro de los limites deseados.

[0014] La presente invencién proporciona medios para evaluar todas las posiciones en una proteina para
todas las propiedades de interés construyendo "bibliotecas de evaluacion de sitio" en cada sitio. En realizaciones
preferidas, estas bibliotecas contienen de 9 a 19 mutaciones en cada posicion y se usan para evaluar el posible uso
de cada posicién en la manipulacion genética de la proteina y en la construccion de bibliotecas. Cada propiedad se
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mide en relaciéon con la proteina parental y se calcula una diferencia de energia libre aparente para cada mutante
frente a la proteina natural. Estos valores aparentes delta delta G (“es decir, AAG”) se usan entonces para
determinar la aditividad.

[0015] Una forma ideal de analizar las variantes seria a través de la diferencia en la energia libre de la
variante frente a la proteina parental en el proceso de interés. La energia libre de Gibbs de un proceso representa la
cantidad maxima de trabajo que puede rendir un sistema. El cambio en la energia libre en relacién con la enzima
parental (AAG) se proporciona de la siguiente forma:

AAG =-RT In (Kvariante/Kparenta)

donde Kvariante €S la constante de velocidad para la enzima variante y Kparental € 1a constante de velocidad para la
enzima parental, R es la constante de la ley de gas y T es la temperatura absoluta. La mayoria de los ensayos no
estan montados para permitir la determinacion de las energias libres reales por lo que los autores utilizaron una
cantidad:

AAG,p, =-RT In (Pvariante/Pparentar)

donde Puariante €5 €l valor de rendimiento para la variante y Pparental €S €l valor de rendimiento para la enzima parental
en las mismas condiciones. Puede preverse que los valores de AAG,p, se comporten de forma similar a AAG para
las distribuciones de datos y la aditividad. Sin embargo, puesto que AAG es la cantidad maxima de trabajo que la
variante puede realizar en comparacion con la enzima parenteral, la cantidad AAGg,, subestimara generalmente el
AAG vy llevara a resultados que parezcan sinérgicos porque las propiedades de dos posiciones aditivas pueden ser
superiores al valor previsto sumando sus valores de AAGgpp.

[0016] Los procedimientos de la presente invencién se utilizaron para disefiar bibliotecas eficaces que se
usaron para modificar por ingenieria genética multiples propiedades en paralelo. Aunque en este documento se
describe "ASP", una serina proteasa de 189 aminoacidos, los procedimientos se aplican a cualquier proteina de
interés para ingenieria de proteinas. La proteasa ASP pertenece a la familia S1E (véase, p. €., Rawlings y col.,
Nucleic Acids Res., 34:D270-D272 [2006]) de serina proteasas y es un homologo de las estreptogrisinas. La enzima
serina proteasa madura derivada de la cepa 69B4 de Cellulomonas (DSM 983316035) tiene una longitud de 189
aminoacidos (SEC ID N° 2) con una triada catalitica por His32, Asp56 y Ser137, como se muestra a continuacion
(con la triada catalitica indicada en negrita y subrayada):

FDVIGGNAYT IGGRSRCSIG FAVNGGFITA GHCGRTGATT ANPTGTFAGS
SFPGNDYAFV RTGAGVNLLA QVNNYSGGRV QVAGHTAAPV GSAVCRSGST
TGWHCGTITA LNSSVTYPEG TVRGLIRTTV CAEPGDSGGS LLAGNQAQGYV
TSGGSGNCRT GGTTFFQPVN PILQAYGLRM ITTDSGSSP (SEQ ID NO:2)

[0017] Las bibliotecas de evaluacion de sitios (BES) se construyeron como se describe en este
documento introduciendo de 12 a 19 sustituciones en cada una de las 189 posiciones. Se analizaron las 2.851
mutaciones en las 189 posiciones usando tres ensayos de actividad diferentes y dos ensayos de estabilidad
diferentes. Se obtuvieron de media 15 mutaciones por posicion.

Evaluacion de los datos de las variantes de la BES

[0018] En la Tabla | se proporcionan los datos para una posicidon en la proteina, en concreto la posicion
14.
Tabla I. Datos de rendimiento para la posiciéon 14
Posicién Caodigo de la AAG de la AAG de la AAG de la AAG de AAG de
variante actividad actividad actividad estabilidad estabilidad
caseina queratina AAPF en LAS térmica
14 | RO14T 0,35 -0,11 0,05 -0,86 -0,05
14 | R0O14S 0,28 -0,07 0,13 -0,63 -0,05
14 | RO141 0,15 -0,19 0,21 -0,53 -0,05
14 | R014Q 0,10 -0,23 0,11 -0,52 -0,05
14 | RO14N 0,16 -0,15 0,75 -0,47 -0,05
14 | RO14H 0,21 -0,01 0,00 -0,23 -0,05
14 | RO14K 0,16 -0,10 -0,03 0,16 -0,05
14 | RO14R 0 0 0 0 0
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14 | R0O14W 0,30 -0,04 -0,27 0,09 0,02
14 | R014G1 0,14 -0,15 0,14 -0,64 0,03
14 | RO14L 0,02 -0,24 -0,08 -0,22 0,09
14 | RO14E -0,15 -0,15 -0,04 -1,21 0,12
14 | R014D 0,17 -0,18 0,02 -1,07 0,15
14 | R0O14P 0,33 -0,02 0,04 -0,09 0,69
14 | R0O14M 0,06 -0,11 0,03 -0,33 0,73
14 | RO14A 0,14 -0,07 0,07 -0,52 1,09
14 | R014C 0,18 0,13 0,74 -0,48 1,54

[0019] Se enumera el aminoacido natural como punto de referencia para cada posicién. En la posicion 14,
RO14R representa el aminoacido natural y R014X representa cada mutacién medida. Para cada propiedad, se
usaron 16 medidas para determinar la media y la desviacion estandar de AAGg, para la enzima parental. La media
parental (U parenta) S€ Normalizé a 0 y se determiné la desviacion estandar (Oparental) pPara AAGgpp Estos valores se
usaron como referencia para cada propiedad en cada posicidon de la molécula y se enumeran en la linea R0O14R de
la Tabla I.

[0020] En la Tabla Il se proporciona un resumen de los resultados de los 2.851 mutantes. Las mutaciones
se dividen en dos clases: “Arriba" y "Abajo”. Un mutante esta “Arriba” si el AAGap, era negativo o 0 y esta "Abajo" si
el AAGgpp era positivo. La probabilidad de que una mutacién esté Arriba o Abajo se determind contando el numero
de mutaciones que estaban arriba o abajo y dividiendo este nimero entre el nimero total de mutaciones (es decir,
2.851 en el caso de ASP). Se encontré que la probabilidad de que una mutacion estuviera Abajo (es decir “pAbajo")
para una propiedad en particular oscilaba entre el 84 y el 94%. Se encontré que la probabilidad de que una mutacion
estuviera Abajo (es decir “pAbajo") para una propiedad en particular oscilaba entre el 6 y el 16%. Estos datos indican
que las mutaciones acumuladas que son buenas para una propiedad requieren que todas las demas propiedades
empeoren.

Tabla ll. Resumen de los resultados para los mutantes

AAG de la AAG de la AAG de la AAG de AAG de
actividad actividad actividad AAPF | estabilidad en estabilidad
caseina queratina LAS térmica

Arriba 465 422 179 425 419

Abajo 2.386 2.429 2.672 2.426 2.432

Total 2.851 2.851 2.851 2.851 2.851

p Arriba 16% 15% 6% 15% 15%

p Abajo 84% 85% 94% 85% 85%

0021 Las distribuciones de los 2.851 valores de AAG,,, obtenidos para cada propiedad se muestran en

PP

la Figura 1. En algunas realizaciones, la distribucion de todas las propiedades se presentan como la suma de dos o
mas distribuciones Gaussianas. Esto coincide con las distribuciones de energias libres para bibliotecas publicadas
en la literatura (Lancet y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:8367-8371 [1993] y Lu y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
98:1410-1415 [2001]). Por tanto, los valores medios de AAGap, para cada propiedad eran todos sustancialmente
peores que para la enzima parental. Para cada mutante que tenian el 1% o menos de la actividad parental (AAGapp
> 2,7), los valores se fijaban de forma arbitraria al 1%, debido al error inherente en los sistemas de ensayo. Para
cada propiedad, se obtuvo un nimero sustancial de mutaciones que tenian el 1% o menos de la actividad parental.
Para estos datos se calcularon las medias y las desviaciones estandar, asi como para los subgrupos de mutantes
que mostraron mas del 5% de la actividad de la enzima parental (véase la Tabla Ill).

[0022] Los valores medios de AAGgp, para cada propiedad para los 2.851 variantes variaban de 0,9 a 1,5
kcal/mol, que se correspondian con del 20 al 7% de la actividad de la enzima parental.

[0023] Es importante apreciar que estas distribuciones también representan las distribuciones de los
valores de AAGgp, que podria esperarse en las bibliotecas aleatorias que tenian por media una mutaciéon por
miembro.

Tabla lll. Media y desviacién estandar para todos los mutantes

Media y desviacion estandar para mutantes con <1% de la actividad de la enzima parental
AAG DE CAS AAG DE QUER | AAG DE AAPF AAG LAS AAG TER
Media 1,01 0,93 1,45 1,52 1,36
Desv. Estan. 1,10 1,00 1,11 1,25 1,21

Media y desviacion estandar para mutantes con >5% de la actividad de la enzima parental
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AAG DE CAS AAG DE QUER | AAG DE AAPF AAG LAS AAG TER
Media 0,31 0,46 0,52 0,33 0,37
Desv. Estan. 0,47 0,56 0,49 0,63 0.52
[0024] Los datos de la evaluacién de sitios se comprobaron para buscar indicios de correlacion entre

propiedades. Los valores de AAGap, para cada propiedad se representaron frente a cada una de las otras
propiedades y se calcularon los coeficientes de correlacién como se muestra en la Tabla IV. Las dos medidas de
actividad sobre los sustratos proteicos estaban correlacionados (r2 = 0,77) con solo una débil correlacion (r2 =0,53)
de cada sustrato proteico con la actividad sobre el sustrato peptidico sintético AAPF. Ninguna de las dos medidas de
estabilidad se correlacionaba con las medidas de actividad o entre si.

Tabla IV. Coeficientes de correlacion para cinco propiedades

CAS QUER AAPF LAS TER

CAS 1

QUER 0,77 1

AAPF 0,53 0,53 1

LAS <0,01 <0,01 0,13 1

TER 0,01 0,01 0,06 0,24 1
Evaluacion de los datos de posicion de BES
[0025] Para analizar las posiciones dentro de la secuencia de aminoacidos, se definieron dos tipos de

sitios. Los sitios “Improductivos” no tienen mutantes mejores que la enzima parental mientras que los sitios
“Productivos” tienen al menos una sustitucién mejor que la enzima parental. En la Tabla V se proporcionan los datos
de los sitios Productivos e Improductivos para cada propiedad dentro de las 189 posiciones de ASP. La probabilidad
de que un sitio sea Productivo viene dada por el numero de sitios Productivos dividido entre el nimero total de sitios
(189). Aunque la probabilidad de que cualquier mutacién sea mejor que la enzima parental es baja (es decir, del 6 a
28%), la probabilidad de que dicho sitio tenga al menos una mutacién Arriba es bastante alta.

Tabla V. Numero y porcentaje de sitios productivos e improductivos en ASP

AAG de act AAG de act. AA act. AAPF AA estabilidad AA estabilidad
caseina queratina LAS térmica
Improductivo 82 92 144 86 59
Productivo 107 97 45 103 130
p Improductivo 43% 49% 76% 46% 31%
p Productivo 57% 51% 24% 54% 69%

[0026] Fue interesante determinar como se distribuian los sitios Productivos e Improductivos con respecto
a las caracteristicas estructurales (p. ej., aminoacidos enterrados, aminoacidos que interaccionan, posiciones
proximas al centro activo, etc.) en la ASP, asi como los sitios de secuencia que estan conservados o han cambiado
durante la evolucién. Para hacer esta determinacion, se examind la estructura de ASP y la secuencia se aline6 con
20 homodlogos no redundantes (Edgar, Nucl. Acids Res., 32:1792-1797 [2004]). Los resultados se muestran en la
Tabla VI.

Tabla VI. Analisis de sitios productivos e improductivos
CAS QUER BMI LpH AAPF LAS TER
proporc | proporci6 proporcién | proporcién proporcié | proporcié | proporciod
ion n n n n

Préximo al centro
activo

Improductivo 1,50 1,61 1,61 1,53 1,03 1,34 0,85

Productivo 0,61 0,42 0,48 0,56 0,91 0,72 1,09
Enterrado

Improductivo 1,65 1,66 1,71 1,62 1,31 1,67 1,39

Productivo 0,50 0,37 0,40 0,48 0,00 0,44 0,78
Sin contactos

Improductivo 0,70 0,63 0,72 0,79 0,84 0,37 0,69

Productivo 1,18 1,30 1,18 1,12 1,40 1,48 1,13
Mas de 3 contactos

Improductivo 1,67 1,49 1,57 1,52 1,27 1,36 1,44

Productivo 0,49 0,54 0,51 0,57 0,14 0,70 0,75
Conservado

Improductiva 2,23 2,05 2,10 2,13 1,27 1,91 1,34
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Productiva 0,06 0,00 0,06 0,06 0,14 0,24 0,81
Variable

Improductivo 0,31 0,55 0,43 0,44 0,79 0,88 0,56

Productivo 1,53 1,43 1,48 1,47 1,68 1,10 1,25
Insercién o delecién

Improductivo 0,34 0,53 0,40 0,81 0,88 0,81 0,82

Productivo 1,50 1,52 1,51 1,22 1,56 1,22 1,04

[0027] Era destacable que para las propiedades investigadas, los sitios Productivos no se encontraban en

el nucleo hidréfobo de ASP. También era interesante apreciar que ninguno de los sitios mas productivos para la
actividad caseina esta proximo a la triada catalitica. Sdlo uno de los sitios Productivos de la caseina (P118) esta en
contacto con el sustrato. El resto de los sitios Productivos de la caseina se distribuyen sobre lazos superficiales
flexibles a lo largo de la proteina. Ninguno de los sitios Productivos para la actividad queratina se encuentra préximo
al centro activo. Se encontré que estos sitios estan esparcidos sobre la superficie de la molécula completa. El sitio
Productivo de la queratina mas préoximo es R014, que siguen estando al menos a 13A de la serina catalitica (S137,
distancia Ca-Ca).

[0028] La posicion de los sitios Productivos de estabilidad en LAS sigue el esquema general de estar
diseminada sobre los lazos superficiales flexibles de la proteina completa. Esto también se aplica a la localizacion de
los sitios Productivos de estabilidad térmica, con una excepcién: C033 presenta interacciones de Vanderwaals con
HO032, que es su vecino consecutivo en la secuencia de aminoacidos.

[0029] Basandose en el alineamiento de secuencia, se identificaron sitios como “conservados” (sin
diferencias en las 20 secuencias), “variables” (6 o mas aminoacidos diferentes en las 20 secuencias) o "sitios de
insercidon o delecion" referentes a ASP. Los valores previstos se calcularon a partir de las probabilidades de que un
sitio pudiera cumplir las condiciones dadas y ser Productivo o Improductivo para una propiedad determinada. Se
calculd la relacion entre los valores observados y los calculados; los valores por encima de 1,4 y por debajo de 0,6
se consideraron indicadores de sobrerrepresentacion o subrepresentacion de una clase de sitios en particular. Los
valores de corte se eligieron en base a los resultados de diez grupos de datos generados aleatoriamente que
coincidian con los valores de cada clase de sitios. Se ha encontrado que los restos enterrados y aquellos con varios
contactos estan fuertemente correlacionados con sitios Improductivos para la actividad proteasa en los dos sustratos
proteicos, asi como en la estabilidad a LAS. Sorprendentemente, se encontré que era mas probable que las
posiciones préximas al centro activo fueran Improductivas que Productivas. En el alineamiento de secuencias, era
especialmente probable que los sitios conservaron fuesen Improductivos para la actividad sobre los sustratos de la
proteina y para la estabilidad LAS, mientras que era muy probable que los sitios altamente variables y los sitios de
insercion o delecion fueran Productivos en cuanto a la actividad, con poco efecto sobre la estabilidad.

[0030] Como se indica en el Ejemplo 5, las mutaciones deletéreas para cualquier propiedad se
correlacionan con mutaciones deletéreas para cualquier otra propiedad, independientemente de las correlaciones
entre las propiedades. Sélo un pequefio nimero de posiciones (5 al 10%) tienen mutaciones que son malas para
todas las propiedades. Estas posiciones define el “plegamiento” y estan conservadas en la evolucién. La implicacion
de esto es que aunque la identificacion de mutaciones beneficiosas para cualquier propiedad requiere una seleccion
realmente predictiva para esta propiedad, puede conseguirse la identificacion de mutaciones probablemente
deletéreas para cualquier propiedad usando CUALQUIER seleccion. Una estrategia de ingenieria de proteinas
simplificada es construir BES y realizar una seleccion usando en andlisis de una uUnica actividad y/o estabilidad. Se
identifican las mutaciones deletéreas y aquellas posiciones que tienen pocas mutaciones deletéreas se usan para
construir bibliotecas y mutaciones combinatorias para mejorar las propiedades multiples. También, los sitios de
seleccién que se encuentran en la superficie de la proteina, tienen menos interacciones y son variables en los
alineamientos de secuencia proporcionando una alta proporcion de sitios productivos. Los sitios que estan en el
interior de la molécula tienen muchos contactos y estdn muy conservados en la evoluciéon tendran una alta
probabilidad de presentar mutaciones deletéreas por lo que deberian evitarse. Se contempla que cualquier
procedimiento adecuado para analizar la informacién de secuencia y/o estructural encontrara aplicacion en la
presente invencion, incluyendo pero sin limitaciones, procedimientos y/o programas de ordenador y/o electrénicos.

[0031] En las tablas del Ejemplo 5 se proporcionan comparaciones por parejas de los valores de
variantes con mas del 5% de la actividad natural y menos del 5% de actividad para cada una de las dos
propiedades, junto con los coeficientes de correlacion de las dos propiedades. Se muestran los resultados de tres
enzimas, en concreto ASP, ACT y NPRe, aunque no se pretende que la presente invencion se vea limitada a estas
enzimas en particular, ya que los procedimientos proporcionados en este documento encuentran su uso con
cualquier proteina.

[0032] Las enzimas (ASP, ACT y NPRe) y los sistemas de ensayo se describen en detalle en los
documentos US WO 2005/052146, WO 2005/056782 y US 2008/0293610. Ademas, los procedimientos
proporcionados en la solicitud de patente provisional de EE. UU. N° de serie 60/933.312 (WO 2008/002472)
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encuentran su uso conjuntamente con la presente invencion. Las propiedades utilizadas en este documento fueron
actividad caseina (CAS), actividad queratina (QUER), actividad AAPF (AAPF), estabilidad en LAS (LAS) y
estabilidad térmica para ASP, asi como formacién de peracido (PAF) y degradacion de peracido (PAD) para ACT. En
estos experimentos, las Unicas propiedades que se encontrd estaban correlacionadas (coeficientes de correlacion >

5 0,5) fueron CAS, QUER y AAPF para ASP. Todas las demas no estaban correlacionadas (coeficiente de correlacién
<0,3). A pesar del hecho de que las propiedades no se correlacionaban, la probabilidad de que una mutacion
pudiera ser deletérea para las dos propiedades es mucho mas alta que la esperada al azar. En la tabla se
proporcionan cocientes calculados de los valores observados de las variantes previstas al azar. Los valores mayores
de 1 indican correlaciones positivas y aquellos menores de 1 indican correlaciones negativas.

10

Disefo de la biblioteca

[0033] En algunas realizaciones especialmente preferidas, los datos de la biblioteca de evaluaciones de
sitios se usan para disefiar una biblioteca combinatoria. La evolucién dirigida tradicional permite construir bibliotecas

15 aleatorias y analizar grandes numeros de bibliotecas en busqueda de propiedades sencillas, combinar estas y repetir
el proceso. Como han encontrado varios investigadores (véase Bloom y col., Curr. Opin. Struct. Biol., 15:447-452
[2005]; Bloom y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103:5869-5874 [2006] y Guo y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
101:9205-9210 [2004]), la acumulacion de mutaciones positivas para una propiedad normalmente lleva a la
disminucion de otras propiedades. Esto también se muestra facilmente en la Tabla Il, ya que la probabilidad de que

20 cualquier mutaciéon sea Arriba para cualquier propiedad es pequeia y la probabilidad de que cualquier mutacion sea
Abajo es alta (> 85%) mientras que la probabilidad de que se acumulen mas de tres (3) mutaciones que aumenten la
actividad y den lugar a una disminucion de algunas otras propiedades es bastante alto.

[0034] Sin embargo, este problema se evita usando los datos de evaluacion del sitio para construir

25 bibliotecas que podria ser buenos para propiedades multiples. No se incluyeron los sitios Improductivos en las
bibliotecas combinatorias y los sitios Productivos se clasificaron adicionalmente por el porcentaje de mutaciones que
eran Arriba. Un grupo de cuatro sitios que no interactuaban (14-24-127-159) con porcentajes altos de mutaciones
Arriba tanto para la estabilidad LAS como para la actividad queratina se usaron para disefiar una biblioteca que
mejorase ambas propiedades a la vez (Véase la Tabla VII).

Tabla VII. Porcentaje de variantes que son mejores que la proteina parental por posicion
Posicién Aminoacido natural AA de queratina (mejor %) AA de LAS (mejor %)

14 R 94 88

24 N 67 40

127 R 63 69

159 R 83 78

[0035] Asumiendo la aditividad para los sitios, se calcularon los valores previstos de AA Gapp para la
biblioteca y se compararon con los valores determinados para la biblioteca real. En algunas realizaciones, para sitios
que son aditivos para la propiedad, los resultados tipicamente coinciden. Pero, en otras realizaciones, en las que los

35 resultados no coinciden con la prediccion, la forma en que disienten proporciona informacién sobre las interacciones
de los sitios, la no aditividad de las propiedades y/o la conveniencia de los ensayos utilizados.

[0036] La distribucion esperada de los valores de AA Gapp para la estabilidad LAS y la actividad de
queratina para mil combinaciones elegidas al azar de mutaciones en los cuatro sitios se calculé y comparé con la

40 distribucion real de los valores de AA Gapp para 64 miembros de la biblioteca elegidos al azar. Los resultados se
muestran en la Figura 2A. En la Figura 2B se muestra la distribucion real observada para los 64 miembros de la
biblioteca elegidos al azar. Esta biblioteca claramente tiene un gran nimero de miembros que son mejores que la
enzima parental tanto para la estabilidad LAS como para la actividad queratina. La media observada para la
actividad queratina de 0,02 Kcal coincide bien con la media prevista de -0,01 Kcal, en coincidencia con la aditividad

45 de estos sitios. Para los resultados de estabilidad LAS, la media observada de -1,13 excedia significativamente el
valor previsto de -0,28, aunque las desviaciones estandar eran similares (Véase la Tabla VIII).

Tabla VIIl. Medias y desviaciones estandar observadas para la actividad queratina y estabilidad LAS de la
biblioteca 14-24-127-159
Propiedad Previsto | Observado
Actividad queratina
Media -0,01 0,02
Desv. estandar 0,53 0,39
Estabilidad LAS
Media -0,28 -1,13
Desv. estandar 1,29 1,04

[0037] En el caso de la estabilidad LAS, el ensayo original para los mutantes de BES subestimaba los
valores reales de AA G. El ensayo se cambid, elevando la temperatura de incubacion de 25° C a 35°C, ya que la
50 mayoria de los miembros de la biblioteca eran estables en las condiciones del ensayo y la biblioteca se ensay6 en
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condiciones méas duras. Los valores de AA Ggpp se corrigieron para tener en cuenta esto, pero la correccion
probablemente sigue subestimando los valores reales de AA G y los sitios probablemente siguen siendo aditivos
para la estabilidad LAS, dada la concordancia de la desviacion estandar.

Definiciones

[0038] A no se que se indique otra cosa, la practica de la presente invencién implica técnicas
convencionales utilizados normalmente en biologia molecular, ingenieria de proteinas, microbiologia y ADN
recombinante, que estan dentro de las habilidades de la técnica. Estas técnicas son conocidas por los expertos en la
técnica y se describen en numerosos libros y trabajos de referencia (véase, p. ej., Sambrook y col., "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, Segunda Edicion (Cold Spring Harbor), [1989]) y Ausubel y col., "Current Protocols in
Molecular Biology" [1987]).

[0039] Siempre que no se defina de otro modo en este documento, todos los términos técnicos y
cientificos utilizados en este documento tienen el mismo significado que normalmente entiende un experto en la
materia a la que pertenece esta invencion. Por ejemplo, en Singleton y Sainsbury, Dictionary of Microbiology and
Molecular Biology, 22 Ed., John Wiley e hijos, NY (1994) y en Hale y Marham, The Harper Collins Dictionary of
Biology, Harper Perennial, NY (1991) se proporciona a los expertos en la técnica diccionarios generales de muchos
términos usados en la invenciéon. Aunque pueden usarse en la practica de la presente invencion cualesquiera
procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento, se describen aqui los
procedimientos y materiales preferidos. Por consiguiente, los términos definidos inmediatamente a continuacién se
describen de forma mas completa por referencia a la memoria descriptiva en su totalidad. También, como se usa en
este documento, las formas singulares “uno/una” y “el/lla” incluyen referencia al plural a no ser que el contexto
indique claramente otra cosa. Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que define el intervalo. Siempre que no
se indique otra cosa, los acidos nucleicos se escribe de izquierda a derecha en la orientacién 5' a 3'; las secuencias
de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en orientacion de amino a carboxilo, respectivamente. Se
entendera que esta invencidon no se limita a la metodologia, protocolos y reactivos en particular descritos sino que
pueden variar dependiente del contexto en que los expertos los usan.

[0040] La practica de la presente invencion emplea, a no ser que se indique otra cosa, técnicas
convencionales de purificacion de proteinas, biologia molecular, microbiologia, técnicas de ADN recombinante y
secuenciacion de proteinas, todas ellas dentro de las habilidades de la técnica.

[0041] Ademas, los encabezamientos proporcionados en este documento no suponen una limitacién de
los diversos aspectos o realizaciones que pueden hacerse en referencia a la descripcion en su totalidad. Por
consiguiente, los términos definidos inmediatamente a continuaciéon se definen de forma mas completa por
referencia a la memoria descriptiva en su totalidad. No obstante, para facilitar la comprensién de la invencion, se
definen a continuacion diversos términos.

[0042] Segun se usa en este documento, los términos "proteasa" y "actividad proteolitica" se refieren a
una proteina o péptido que muestra la capacidad de hidrolizar péptidos o sustratos que tienen enlaces peptidicos.
Existen muchos procedimientos bien conocidos para medir la actividad proteolitica (Kalisz, “Microbial Proteinases,”
En: Fiechter (ed.), Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, [1988]). Por ejemplo, la actividad proteolitica
puede determinarse mediante ensayos comparativos en los que se analiza la capacidad de las respectivas
proteasas para hidrolizar un sustrato comercial. Entre los ejemplos de sustratos utiles en el andlisis de proteasa o de
actividad proteolitica se incluyen, pero sin limitaciones, dimetil caseina (Sigma C-9801), colageno bovino (Sigma C-
9879), elastina bovina (Sigma E-1625) y queratina bovina (ICN Biomedical 902111). Los ensayos colorimétricos que
utilizan estos sustratos son bien conocidos en la técnica (véase, p. €j., el documento VO 99/34011 y la patente de
EE. UU. N° 6.376.450). El ensayo pNA (véase p. ej., Del Mar y col., Anal. Biochem., 99:316-320 [1979]) también
puede usarse para determinar la concentracion de la enzima activa en las fracciones recogidas durante la elucion
del gradiente. Este ensayo mide la velocidad a la que se libera p-nitroanilina cuando la enzima hidroliza el sustrato
sintético soluble, succinil-alanina-prolina-fenilalanina-p-nitroanilida (sAAAPF-pNA). La velocidad de produccion del
color amarillo procedente de la reaccion de hidrélisis se mide a 410 nm en un espectrofotdmetro y es proporcional a
la concentracion de enzima activa. Ademas, las medidas de absorbancia a 280 nm pueden usarse para determina la
concentracién de proteina total. La relacion enzima activa/proteina total proporciona la pureza de la enzima.

[0043] Segun se usa en este documento, los términos “proteasa ASP”, "proteasa Asp” y “Asp” se refieren
a las serina proteasas descritas en este documento. En algunas realizaciones preferidas, la proteasa Asp es la
proteasa designada en este documento como proteasa 69B4 obtenida a partir de la cepa 69B4 de Cellulomonas. Por
tanto, en realizaciones preferidas, el término "proteasa 69B4" se refiere a una proteasa madura presente en la
naturaleza derivada de la cepa 69B4 de Cellulomonas (DSM 16035) que tiene secuencias de aminoacidos
sustancialmente idénticas a la proporcionada en la SEC ID N° 2. En realizaciones alternativas, la presente invencién
proporciona porciones de la proteasa ASP.
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[0044] El término “homdlogos a la proteasa de Cellulomonas” se refiere a proteasas de origen natural que
tienen secuencias de aminoacidos sustancialmente idénticas a la proteasa natural derivada de la cepa 69B4 de
Cellulomonas o secuencias de polinucleétidos que codifican para esta proteasa de origen natural, y estas proteasas
retienen las caracteristicas funcionales de una serina proteasa codificada por estos acidos nucleicos. En algunas
realizaciones, estos homoélogos de proteasa se denominan como “celulomonadinas”.

[0045] Segun se usa en este documento, los términos “variante de proteasa”, “variante de ASP”, “variante
de la proteasa ASP” y “variante de la proteasa 69B” se usan en referencia a proteasas que son similares a la ASP
natural, especialmente en su funcién, pero tienen mutaciones en su secuencia de aminoacidos que las hacen
diferentes en secuencia de la proteasa natural.

[0046] Segun se usa en este documento, “Cellulomonas sp.” se refiere a las especies del género
“Cellulomonas” que son bacterias Grampositivas clasificadas como miembros de la familia Cellulomonadaceae,
Suborden Micrococcineae, Orden Actinomycetales y Clase Actinobacteria. Se reconoce que el género Cellulomonas
continua sometido a reorganizaciéon taxondmica. Por tanto, se prevé que el género incluya especie que han sido
reclasificadas.

[0047] Segun se usa en este documento, "el género Bacillus" incluye todas las especies del género
"Bacillus" conocidas por los expertos en la técnica, incluyendo pero sin limitaciones B, subtilis, B. licheniformis, B.
lentus, B. brevis, B. stearothermophilus, B. alkalophilus, B. amyloliquefaciens, B. clausii, B. halodurans, B.
megaterium, B. coagulants, B. circulans, B. lautus y B. thuringiensis. Se reconoce que el género Bacillus sigue
estando sometido a reorganizacion taxonémica. Por tanto, se prevé que el género incluya especies que estan siendo
reclasificadas incluyendo, pero sin limitaciones, organismos como B. slearothermophilus, que ahora se denomina
"Geobacillus stearothermophilus”. La produccién de endosporas resistentes en presencia de oxigeno se considera la
caracteristica que define al género Bacillus, aunque esta caracteristica también se aplica a los recientemente
denominados  Alicyclobacillus, Amphibacillus, Aneurinibacillus, Anoxybacillus, Brevibacillus, Filobacillus,
Gracilibacillus, Halohacillus, Paenibacillus, Salibacillus, Thermobacillus, Ureibacillus y Virgibacillus.

[0048] Los términos “polinucledtido” y “4cido nucleico”, usados indistintamente en este documento, se
refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, de ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos.
Estos términos incluyen, pero sin limitaciones, un ADN de cadena sencilla, doble o triple, ADN genémico, ADNc,
ADN, hibrido ADN-ARN vy un polimero que comprende bases purinicas y pirimidinicas u otras bases nucleotidicas
naturales, quimica o bioquimicamente modificadas, no naturales o derivatizadas. A continuacién se recogen
ejemplos no limitantes de polinucleétidos: genes, fragmentos de genes, fragmentos cromosémicos, EST, exones,
intrones, ARNm, ARNt, ARNr, riboximas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados,
plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acidos
nucleicos y cebadores. En algunas realizaciones, los polinucleétidos comprenden nucleétidos modificados, como
nucleétidos metilados y analogos de nucleétidos, uracilo, otros azucares y grupos de enlace como fluororribosa y
tioato, y ramas de nucledtidos. En realizaciones alternativas, la secuencia de nucleétidos esta interrumpida por
componentes no nucleotidicos.

[0049] Segun se usa en este documento, los términos "construccion de ADN" y "ADN transformante" se
usan indistintamente para referirse al ADN usado para introducir secuencias en una célula u organismo huésped. El
ADN puede generarse in vitro mediante PCR o cualquier otra técnica adecuada conocida por los expertos. En
realizaciones especialmente preferidas, la construccion de ADN comprende una secuencia de interés (p. ej, como
una secuencia entrante). En algunas realizaciones, la secuencia se une de forma operativa a elementos adicionales
como elementos de control (p. ej., promotores, etc.). La construccion de ADN puede comprender ademas un
marcador seleccionable. Puede ademas comprender una secuencia entrante flanqueada por cajas de homologia. En
una realizacion adicional, el ADN transformante comprende otras secuencias no homologas, afiadidas en los
extremos (p. ej., secuencias de relleno y flanqueantes). En algunas realizaciones, los extremos de la secuencia
entrante estan cerrados de modo que el ADN ftransformante forma un circulo cerrado. Las secuencias
transformantes pueden ser naturales, mutantes o modificadas. En algunas realizaciones, la construccion de ADN
comprende secuencias homodlogas al cromosoma de la célula huésped. En otras realizaciones, la construccion de
ADN comprende secuencias no homdlogas. Una vez que la construccion de ADN se ensambla in vitro puede usarse
para: 1) insertar secuencias heterélogas en una secuencia diana deseada de una célula huésped y/o 2) realizar una
mutagénesis de una region del cromosoma de la célula huésped (es decir, sustituir una secuencia endégena por una
secuencia heterdloga), 3) delecion de genes diana y/o 4) introducir un plasmido replicante en un huésped.

[0050] Segun se usa en este documento, los términos “casete de expresion" y “vector de expresion” se
refieren a construcciones de acido nucleico generadas de forma recombinante o sintética, con una serie de
elementos de acido nucleico especificos que permiten la transcripcion de un acido nucleico en una célula diana. El
casete de expresion recombinante puede incorporarse en un plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN
plastido, virus o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, la porcion de casete de expresion recombinante de un
vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia de acido nucleico que se va a transcribir y un
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promotor. En realizaciones preferidas, los vectores de expresion tienen la capacidad de incorporarse y expresar
fragmentos de ADN heterdlogos en una célula huésped. Muchos vectores de expresidon procariotas y eucariotas
estan disponibles en el mercado. La seleccion de vectores de expresion apropiados esta dentro del conocimiento de
los expertos en la técnica. El término "casete de expresion" se usa en este documento indistintamente con
"construccion de ADN" y sus equivalentes gramaticales. La seleccion de vectores apropiados de expresién estan
dentro del conocimiento de los expertos en la técnica.

[0051] Segun se usa en este documento, el término “vector” se refiere a una construccion polinucleotidica
disefiada para introducir acidos nucleicos en uno o mas tipos de células. Entre los vectores se incluyen vectores de
clonacion, vectores de expresion, vectores lanzadera, plasmidos, casetes y similares. En algunas realizaciones, la
construccion polinucleotidica comprende una secuencia de ADN que codifica la proteasa (p. €j., proteasa precursora
o madura) que esta unida de forma operativa a una prosecuencia adecuada (p. €j. secretora, etc.) capaz de efectuar
la expresion del ADN en un huésped adecuado.

[0052] Segun se usa en este documento, el término "plasmido" se refiere a una construccion de ADN de
doble cadena (dc) usada como vector de clonacion y que forma un elemento genético autoreplicante
extracromosomico en algunos eucariotas o procariotas, o integrado dentro del cromosoma huésped.

[0053] Segun se usa en este documento en el contexto de la introduccion de una secuencia de acido
nucleico en una célula, el término "introducido" se refiere a cualquier procedimiento adecuado para transferir la
secuencia de acido nucleico dentro de la célula. Estos procedimientos para la introduccion incluyen, pero sin
limitaciones, fusion del protoplasto, transfeccion, transformacion, conjugacion y transduccion (véase p. €j., Ferrari y
col., “Genetics” en Hardwood y col., (eds), Bacillus, Plenum Publising Corp., paginas 57-72 [1989]).

[0054] Segun se usa en este documento, los términos “transformado” y “transformado de forma estable”
se refieren a una célula que tiene una secuencia de polinucledtidos no nativa (heterdloga) integrada en su genoma o
como plasmido episomal que se mantiene durante al menos dos generaciones.

[0055] Un acido nucleico esta unido “de forma operativa” cuando esta colocado en una relacién funcional
con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN que codifica una secuencia lider secretora (es decir, un
péptido sefial) se une de forma operativa al ADN de un polipéptido si este se expresa como una preproteina que
participa en la secrecién del polipéptido; un promotor o un potenciador se une de forma operativa a una secuencia
codificadora si este afecta a la transcripcion de la secuencia o un sitio de unién al ribosoma se une de forma
operativa a una secuencia codificadora si se coloca de modo que facilita la traduccidon. Generalmente, “unido de
forma operativa” significa que las secuencias de ADN que se estan uniendo son contiguas y, en caso de un lider
secretor, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, no es necesario que los potenciadores estén contiguos. La
unién se logra mediante ligamiento a sitios de restriccion convenientes. Si estos sitios no existen se usan
adaptadores o enlazadores oligonucleotidicos sintéticos de acuerdo con la practica convencional.

[0056] Segun se usa en este documento el término "gen” se refiere a un polinucledtido (p. ej., un
fragmento de ADN), que codifica un polipéptido e incluye regiones que preceden y siguen a las regiones codificantes
asi como secuencias intermedias (intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones).

[0057] Segun se usa en este documento, “genes homodlogos" se refiere a un par de genes de especies
diferentes, pero normalmente relacionadas, que se corresponden entre si y son idénticos o0 muy similares entre si. El
término abarca genes que estan separados por especiacion (es decir, el desarrollo de nuevas especies) (es decir,
genes ortdlogos) asi como genes que se han separado por duplicacién genética (es decir, genes paralogos).

[0058] Segun se usa en este documento “ortélogo” y “genes ortélogos” se refieren a genes de especies
diferentes que han evolucionado a partir de un gen ancestral comdn (es decir, un gen homodlogo) mediante
especiacion. Tipicamente, los ortélogos retiene la misma funcion durante el transcurso de la evolucién. La
identificacion de ortélogos encuentra su uso en la prediccion fiable de la funcion del gen en genomas recién
secuenciados.

[0059] Segun se usa en este documento, "paralogo" y "genes paralogos" se refiere a genes que estan
relacionados por duplicacion dentro de un genoma. Mientras que los ortélogos retienen la misma funcién durante el
transcurso de la evolucion, los paralogos desarrollan nuevas funciones, a pesar de que algunas funciones estan
relacionadas a menudo con la original. Entre los ejemplos de genes paralogos se incluyen, pero sin limitaciones, los
genes que codifican tripsina, quimotripsina, elastasa y trombina, que son todas serina proteasas y se encuentran
dentro de las mismas especies.

[0060] Segun se usan en este documento, las proteinas se definen como con un "plegamiento” comun si

tienen las mismas estructuras secundarias principales en la misma disposicién y con las mismas conexiones
topoldgicas. Proteinas diferentes con el mismo plegamiento, a menudo tienen elementos periféricos de estructura
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secundaria y regiones de giro que difieren en tamafio y conformacion. En algunos casos, estas regiones periféricas
que difieren pueden constituir la mitad de la estructura. Las proteinas colocadas juntas en la misma categoria de
plegamiento no necesariamente tienen un origen evolutivo comun (p. ej, similitudes estructurales surgidas de las
caracteristicas fisicas y quimicas de proteinas que favorecen determinadas disposiciones de empaquetamiento y
topologias de cadena).

[0061] Segun se usa en este documento, "homologia" se refiere a similitud o identidad de secuencia,
prefiriéendose identidad. Esta homologia se determina usando técnicas convencionales conocidas en la técnica
(véase p. ej., Smith y Waterman, Adv. Appl. Math., 2:482 [1981]; Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol., 48:443 [1970];
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 [1988]; programas como GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA
en el paquete de software genético de Wisconsin (Genetics Computer Group, Madison, WI) y Devereux y col., Nucl.
Acid Res., 12:387-395 [1984]).

[0062] Segun se usa en este documento, una “secuencia analoga” es aquella en la que la funcién del gen
es esencialmente la misma que la del gen de la proteasa de la cepa 69B4 de Cellulomonas. Adicionalmente, genes
analogos incluyen al menos una identidad de secuencia del 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% con la secuencia de la proteasa de la cepa 69B4 de Cellulomonas.
Alternativamente, las secuencias analogas tienen un alineamiento de entre el 70 y el 100% de los genes
encontrados en la region de la proteasa de la cepa 69B4 de Cellulomonas y/o tienen al menos entre 5 y 10 genes
que se encuentran en la region alineados con los genes en el cromosoma de la cepa 69B4 de Cellulomonas. En
realizaciones adicionales se aplica a la secuencia mas de una de las propiedades anteriores. Las secuencias
analogas se determinan mediante procedimientos conocidos de alineamiento de secuencias. Un procedimiento de
alineamiento utilizado frecuentemente es BLAST, aunque como se indica anteriormente y a continuacion, existen
otros procedimientos que también encuentran aplicacion en el alineamiento de secuencias.

[0063] Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP crea un alineamiento de secuencia multiple a
partir de un grupo de secuencias relacionadas usando alineamientos por parejas progresivos. También puede
dibujar un dendograma que muestra las relaciones agrupadas usadas para crear el alineamiento. PILEUP usa una
simplificacién del procedimiento de alineamiento progresivo de Feng y Doolitlle (Feng y Doolittle, J. Mol. Evol.,
35:351-360 [1987]). El procedimiento es similar al descrito por Higgins y Sharp (Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-153
[1989]). Entre los parametros de PILEUP utiles se incluyen un peso del hueco por defecto de 3,00, un peso de
longitud del hueco por defecto de 0,10 y huecos terminales pesados.

[0064] Otro ejemplo de un algoritmo util es el algoritmo BLAST, descrito por Altschul y col, (Altschul y col.,
J. Mol. Biol., 215:403-410, [1990] y Karlin y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 [1993]). Un programa
BLAST especialmente util es el programa WU-BLAST-2 (véase Altschul y col., Meth. Enzymol., 266:460-480 [1996]).
WU-BLAST-2 utiliza varios parametros de busqueda la mayoria de los cuales se establecen como valores
predeterminados. Los parametros ajustables se configuran con los siguientes valores: extension del solapamiento
=1, fraccion de solapamiento =0,125, umbral de palabra (T) =11. Los parametros HSP S y HSP S2 son valores
dinamicos y son establecidos por el mismo programa dependiendo de la composicion de la secuencia en particular y
de la composicion de la base de datos en particular frente a la que se esta buscando la secuencia de interés. Sin
embargo, los valores pueden ajustarse al aumento de la sensibilidad. El valor del % de identidad de secuencia de
aminoacidos se determina mediante el numero de restos idénticos coincidentes dividido por el nimero total de restos
de la secuencia “mas larga” en la region alineada. La secuencia “mas larga” es aquella que tiene mas restos reales
en la region alineada (se ignoran los huecos introducidos por WU-Blast-2 para maximizar la puntuacion de
alineamiento).

[0065] Por tanto, “porcentaje (%) de identidad de secuencia del &cido nucleico" se define como el
porcentaje de restos de nucleétidos en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de nucleétidos de la
secuencia inicial (es decir, la secuencia de interés). Un procedimiento preferido utiliza el médulo BLASTN de WU-
BLAST-2 configurado con los parametros predeterminados, con una extensién de solapamiento y una fracciéon de
solapamiento fijado a 1 y 0,125, respectivamente.

[0066] Segun se usa en este documento, “recombinante” hace referencia a una célula o vector que ha
sido modificado mediante la introduccién de una secuencia de acido nucleico heterélogo y que la célula deriva de
una célula modificada de este modo. Por tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se
encuentran de forma idéntica en la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que, por
otro lado, se expresan de forma andmala, se subexpresan o no se expresan en todas como resultado de
intervenciones humanas deliberadas. “Recombinaciéon”, “‘recombinando” y generando un acido nucleico
“recombinado” son generalmente el ensamblaje de dos o mas fragmentos de acido nucleico en el que el ensamblaje
da lugar a un gen quimérico.

[0067] En una realizacién preferida, las secuencias de ADN mutantes se generan con mutagénesis de

saturacion de sitio en al menos un codoén. En otra realizacion preferida, la mutagénesis de saturaciéon de sitio se
realiza para dos o mas codones. En una realizacion adicional, las secuencias de ADN mutantes tienen mas del 50%,
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mas del 55%, mas del 60%, mas del 65%, mas del 70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%,
mas del 95% o mas del 98% de homologia con la secuencia natural. En realizaciones alternativas, el ADN mutante
se genera in vivo usando cualquier procedimiento de mutagénesis conocido como, por ejemplo, radiacion,
nitrosoguanidina y similares. A continuacién, se aisla la secuencia de ADN deseada y se usa en los procedimientos
proporcionados en este documento.

[0068] Segun se usa en este documento, los términos “amplificacion” y “amplificacion génica" se refieren
a un proceso por el cual secuencias de ADN especificas se replican de forma desproporcionada de modo que el gen
amplificado esta presente en un numero de copias mayor al que estaba inicialmente en el genoma. En algunas
realizaciones, la seleccién de células por crecimiento en presencia de un farmaco (p. €j., un inhibidor de una enzima
inhibible) tiene como resultado la amplificacion del gen endégeno que codifica el producto génico necesario para el
crecimiento en presencia del farmaco o mediante amplificaciéon de secuencias exdgenas (es decir, de entrada) que
codifican este producto génico, o ambos.

[0069] “Amplificacion” es un caso especial de replicacion de acido nucleico que implica la especificidad
del molde. Esto se contrastara con la replicacion de molde no especifica (es decir, replicacion dependiente de molde
pero no dependiente de un molde especifico). La especificidad del molde se distingue aqui a partir de la fidelidad de
la replicacion (es decir, sintesis de la secuencia polinucleotidica adecuada) y la especificidad del (ribo o desoxirribo)
nucleodtido. La especificidad del molde se describe frecuentemente en términos de especificidad de "diana". Las
secuencias diana son "dianas" en el sentido de que se busca que se separen de otros acidos nucleicos. Las técnicas
de amplificacién se han disefiado principalmente para esta separacion.

[0070] Segun se usa en este documento, el término “cebador” se refiere a un oligonucleétido, de origen
natural como en un digerido de restricciéon purificado o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como un
punto de inicio de sintesis cuando se le coloca en condiciones en las que se induce la sintesis de un producto de
extension del cebador, que es complementario con una cadena de acido nucleico (es decir, en presencia de
nucledtidos y un agente inductor, tal como una ADN polimerasa y a una temperatura y pH apropiados).
Preferiblemente el cebador es de cadena sencilla para una eficacia maxima de amplificacion, pero alternativamente
puede esta en forma de doble cadena. Si es de doble cadena, el cebador se trata primero para separar sus cadenas
antes de su uso para preparar los productos de extension. Preferiblemente, el cebador es un
oligodeoxirribonucleétido. El cebador debe ser suficientemente largo como para cebar la sintesis de productos de
extensién en presencia del agente inductor. Las longitudes exactas de los cebadores dependeran de muchos
factores como la temperatura, el origen del cebador y el uso del procedimiento.

[0071] Segun se usa en este documento, el término “sonda” se refiere a un oligonucledtido (es decir, una
secuencia de nucledtidos), ya sea de origen natural como digerido de restriccion purificado o producido mediante
sintesis, recombinacion o amplificacion por PCR, que es capaz de hibridar con otro oligonucleétido de interés. Una
sonda puede ser de cadena sencilla o doble. Las sondas son Utiles para la deteccion, identificacion y aislamiento de
secuencias génicas en particular. Se contempla que cualquier sonda utilizada en la presente invencién estara
marcada con cualquier “molécula indicadora” de modo que sea detectable mediante cualquier sistema de deteccion
incluyendo, pero sin limitaciones sistemas enzimaticos (p. €j., ELISA, asi como ensayos de histoquimica basados en
enzimas), de fluorescencia, radioactivos y luminiscentes. No se pretende que la presente invencion se limite a un
sistema de deteccion o marcaje en particular.

[0072] Segun se usa en este documento, el término “diana"”, cuando se usa en referencia a la reaccion en
cadena de la polimerasa, se refiere a la regién de un acido nucleico a la que se unen los cebadores usados para la
reaccion en cadena de la polimerasa. Por tanto, la “diana” se busca mediante seleccién a partir de otras secuencias
de acido nucleico. Un “segmento” se define como una regién de acido nucleico dentro de la secuencia diana.

[0073] Segun se usa en este documento, el término “reaccion en cadena de la polimerasa" ("PCR") se
refiere a los procedimientos de las patentes de EE. UU. N° 4.683.195, 4.683.202 y 4.965.188, que incluyen
procedimientos para aumentar la concentracién de un segmento de una secuencia diana en una mezcla de ADN
gendmico sin clonacién ni purificacion. Este proceso de amplificacién de la secuencia diana consiste en introducir un
exceso grande de dos cebadores oligonucleotidicos en la mezcla de ADN que contiene la secuencia diana deseada,
seguido de una secuencia precisa de termociclado en presencia de una polimerasa de ADN. Los dos cebadores son
complementarios de sus respectivas cadenas de la secuencia diana de cadena doble. Para efectuar la amplificacion,
la mezcla se desnaturaliza y, a continuacion, los cebadores hibridan con sus secuencias complementarias dentro de
la molécula diana. Tras la hibridacion, los cebadores se extienden con una polimerasa de modo que se forme un
nuevo par de cadenas complementarias. Las etapas de desnaturalizacion, hibridacion con el cebador y extension de
la polimerasa pueden repetirse muchas veces (es decir, desnaturalizacion, hibridacidon y extension constituyen un
“ciclo”; puede haber numerosos “ciclos”) para obtener una concentracién alta de un segmento amplificado de la
secuencia diana deseada. La longitud del segmento amplificado de la secuencia diana deseada se determina
mediante las posiciones relativas de los cebadores entre si y, por tanto, esta longitud es un parametro controlable.
En virtud del aspecto repetitivo del proceso, el procedimiento se denomina “reaccion en cadena de la polimerasa” (a
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partir de ahora “PCR”). Puesto que los segmentos amplificados deseados de la secuencia diana se convierten en las
secuencias predominantes (en términos de concentracion) en la mezcla, se dice que se han "amplificado por PCR".

[0074] Segun se usa en este documento, el término “reactivos de amplificacion” se refiere a aquellos
reactivos (desoxirrobonucleétidos trifosfato, tampon, etc.) necesarios para la amplificacion excepto los cebadores, el
molde de &cido nucleico y la enzima de amplificacion. Tipicamente, los reactivos de amplificacion junto con otros
componentes de reaccion se colocan y quedan contenidos en un recipiente de reaccidon (tubo de ensayo,
micropocillo, etc.).

[0075] Segun se usa en este documento, el término "RT-PCR" se refiere a la replicacién y amplificacion
de secuencias de ARN. En este procedimiento, la transcripcién inversa se acopla a la PCR, usando con mayor
frecuencia un procedimiento enzimatico en el que se emplea una polimerasa termoestable, como se describe en la
patente de EE. UU. N° 5.322.770. En la RT-PCR, el molde de ARN se convierte el ADNc debido a la actividad
transcriptasa inversa de la polimerasa y, a continuacion, se amplifica usando la actividad polimerizante de la
polimerasa (es decir, como en otros procedimientos de PCR).

[0076] Como se usa en este documento, los términos “endonucleasas de restriccion” y "enzimas de
restriccion” se refieren a las enzimas bacterianas, cada una de las cuales corta el ADN de doble cadena en, o cerca
de, una secuencia de nucledtidos especifica.

[0077] Un “sitio de restriccion” se refiere a una secuencia de nucleétidos reconocida y escindida por una
determinada endonucleasa de restriccion y es frecuentemente el sitio para la insercién de fragmentos de ADN. En
determinadas realizaciones de la invencién los sitios de restriccién se introducir por ingenieria genética en el
marcador selectivo y en los extremos 5’y 3’ de la construccion de ADN.

[0078] “Recombinacion homadloga” significa el intercambio de fragmentos de ADN entre dos moléculas de
ADN o cromosomas pareados en el sitio de secuencias de nucledtidos idénticas o practicamente idénticas. En una
realizacion preferida, la integracion cromosémica es una recombinacion homologa.

[0079] Segun se usa en este documento “aminoacido” se refiere a secuencias peptidicas o proteicas, o a
porciones de las mismas. Los términos "proteina”, "péptido" y "polipéptido" se usan indistintamente.

[0080] Segun se usa en este documento, "proteina de interés" y "polipéptido de interés" se refiere a una
proteina/polipéptido que se desea evaluar y/o se esta evaluando. En algunas realizaciones, la proteina de interés se
expresa a nivel intracelular, mientras que en otras realizaciones, es un polipéptido secretado. En realizaciones
especialmente preferidas, entre estas enzimas se incluyen las serina proteasas de la presente invencion. En algunas
realizaciones, la proteina de interés es un polipéptido secretado que se fusiona con un péptido sefal (es decir, una
extension amino terminal en una proteina que se va a secretar). Practicamente todas las proteinas secretadas
utilizan una extensién proteica aminoterminal que tiene un papel principal en el direccionamiento y la translocacion
de proteinas precursoras a través de la membrana. Esta extension se elimina proteoliticamente por una sefal
peptidasa durante la transferencia a través de la membrana o inmediatamente después.

[0081] Se dice que un polinucledtido "codifica” un ARN o un polipéptido si, en su estado nativo o cuando
se manipula mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, puede transcribirse y/o traducirse
para producir el ARN, el polipéptido o un fragmento del mismo. También se dice que la cadena complementaria de
este acido nucleico codifica las secuencias. Segun se conoce en la técnica, un ADN puede transcribirse mediante
una ARN polimerasa para producir ARN, pero un ARN puede transcribirse de forma inversa mediante una
transcriptasa inversa para producir un ADN. Por tanto, un ADN puede codificar un ARN y viceversa.

[0082] “Cadena huésped” o “célula huésped" se refiere a un huésped adecuado para un vector de
expresion que comprende ADN segun la presente invencion.

[0083] Una enzima se “sobreexpresa" en una célula huésped si la enzima se expresa en la célula a nivel
mas alto del nivel al que se expresa en una célula natural correspondiente.

[0084] Los términos "proteina" y "polipéptido" se usan indistintamente en este documento. A lo largo de
esta descripcion se usa el cédigo de 3 letras para los aminoacidos segun se define de conformidad con la Comision
de Nomenclatura Bioquimica (JCBN, por sus siglas en inglés) de la IUPAC-IUB. También se entiende que un
polipéptido puede estar codificado por mas de una secuencia de nucleétidos debido a la degeneracion del codigo
genético.

[0085] Una “prosecuencia” es una secuencia de aminoacidos entre la secuencia sefial y una proteasa

madura que es necesaria para la secrecion de la proteasa. La escision de la prosecuencia da lugar a una proteasa
activa madura.
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[0086] El término “secuencia sefial” o “péptido sefial” se refiere a cualquier secuencia de nucledtidos y/o
aminoacidos que puede participar en la secrecidn de las formas madura o precursora de la proteina. Esta definicion
de secuencia sefal es funcional, y pretende incluir a todas aquellas secuencias de aminoacidos codificadas por la
porcion N-terminal del gen de la proteina que participa en la efectuacion de la secrecion de la proteina. A menudo,
pero no en todos los casos, se une a la porcién N-terminal de una proteina o a la porcidon N-terminal de una proteina
precursora. La secuencia sefial puede ser enddégena o exdgena. La secuencia sefial puede ser tal que normalmente
se asocie con la proteina (p. €j., proteasa) o puede proceder de un gen que codifica otra proteina secretada. Un
ejemplo de secuencia sefial exdgena comprende los primeros siete restos aminoacidicos de la secuencia sefial de la
subtilisina de Bacillus subtilis fusionados con el resto de la secuencia sefial de la subtilisina de Bacillus lentus (ATCC
21536).

[0087] El término “secuencia sefal hibrida” se refiere a secuencias sefal en las que parte de la secuencia
se obtiene a partir del huésped de expresion fusionado con la secuencia sefial del gen que se va a expresar. En
algunas realizaciones, se utilizan secuencias sintéticas.

[0088] El término forma “madura” de una proteina o péptido se refiere a la forma funcional final de la
proteina o el péptido. Por ejemplo, una forma madura de la proteasa de la presente invencioén incluye al menos la
secuencia de aminoacidos idéntica a los restos de las posiciones 1-189 de la SEC ID N°2.

[0089] El término forma “precursora” de una proteina o un péptido se refiere a una forma madura de la
proteina que tiene una prosecuencia unida de forma operativa al extremo amino o carboxilo terminal de la proteina.
El precursor también puede tener una secuencia "sefial" unida de forma operativa al extremo amino terminal de la
prosecuencia. El precursor puede también tener polinucleétidos adicionales que estén implicados en la actividad
postraduccional (p. ej., polinucledtidos escindidos de los mismos para dar lugar a la forma madura de una proteina o
péptido).

[0090] “Enzima de origen natural” se refiere a aquella que tiene la secuencia de aminoacidos no
modificada idéntica a la que se encuentra en la naturaleza. Entre las enzimas de origen natural se incluyen enzimas
nativas, aquellas enzimas que se expresan de forma natural o que se encuentran en un microorganismo en
particular.

[0091] Los términos "derivado de" y "obtenido a partir de" se refieren no sélo a una proteasa producida o
producible por una cepa de un organismo en cuestion, sino a una proteasa codificada por una secuencia de ADN
aislada de dicha cepa y producida en un organismo huésped que contiene dicha secuencia de ADN. Adicionalmente,
el término se refiere a una proteasa codificada por una secuencia de ADN de origen sintético y/o ADNc y que tiene
las caracteristicas que identifican a la proteasa en cuestion. Como ejemplo, “proteasas derivadas de Cellulomonas”
se refiere a aquellas enzimas que tienen actividad proteolitica que Cellulomonas producen de forma natural, asi
como a serina proteasas como las producidas por fuentes de Cellulomonas pero que a través del uso de técnicas de
ingenieria genética son producidas por organismos distintos a Cellulomonas transformados con un acido nucleico
que codifica dichas serina proteasas.

[0092] Un “derivado” dentro del alcance de esta invencion generalmente retiene la actividad proteolitica
caracteristica observada en la forma natural, nativa o parental hasta el grado en que el derivado es util para fines
similares a los de la forma natural, nativa o parental. Los derivados funcionales de la serina proteasa abarcan
péptidos o fragmentos peptidicos naturales o producidos mediante sintesis o tecnologia recombinante que tienen las
caracteristicas generales de la serina proteasa de la presente invencion.

[0093] El término “derivado funcional” se refiere a un derivado de un acido nucleico que tiene las
caracteristicas funcionales de un acido nucleico que codifica la serina proteasa. Los derivados funcionales de un
acido nucleico que codifican la serina proteasa de la presente invencion abarcan acidos nucleicos o fragmento
naturales, obtenidos mediante sintesis o por tecnologia recombinante y codifican la serina proteasa caracteristica de
la presente invencion. El acido nucleico natural que codifica las serina proteasas segun la invencién incluye alelos
naturales y homélogos en base a la degeneracion del cédigo genético conocida en la técnica.

[0094] El término “idéntico” en el contexto de dos acidos nucleicos o secuencias polipeptidicas se refiere
a los restos en las dos secuencias que son los mismos cuando se alienan para una correspondencia maxima
medida usando uno de los siguientes algoritmos de comparacién o analisis de secuencia.

[0095] El término “alineamiento 6ptimo" se refiere al alineamiento que ofrece el mayor porcentaje de
puntuacioén de identidad.

[0096] “Porcentaje de identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia de aminoécidos”,
‘porcentaje de identidad de secuencia de genes” y/o "porcentaje de identidad de secuencia de acido
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nucleico/polinucleétido” con respecto a dos secuencias de aminoacidos, polinucleétidos y/o genes (segun proceda)
se refieren al porcentaje de residuos que son idénticos en las dos secuencias cuando las secuencias estan
optimamente alineadas. Por tanto, una identidad de secuencia de aminoacidos del 80% significa que el 80% de los
aminoacidos en dos secuencias polipeptidicas éptimamente alineadas son idénticos.

[0097] La expresion “sustancialmente idéntico” en este contexto de dos &cidos nucleicos o polipéptidos se
refiere, por tanto, a un polinucleétido o polipéptido que comprende al menos una identidad de secuencia del 70%,
preferiblemente al menos del 75%, preferiblemente al menos del 80%, preferiblemente al menos del 85%,
preferiblemente al menos del 90%, preferiblemente al menos del 95%, preferiblemente al menos del 97%,
preferiblemente al menos del 98% y preferiblemente al menos del 99% en comparacién con una secuencia de
referencia usando los programas o algoritmos (p. ej., BLAST, ALIGN o CLUSTAL) que usan parametros
convencionales. Una indicacion de que dos polipéptidos son sustancialmente idénticas es que el primer polipéptido
es inmunolégicamente crosreactivo con el segundo polipéptido. Tipicamente, los polipéptidos que difieren en
sustituciones conservadoras de aminoacidos son inmunolégicamente crosreactivos. De este modo, un polipéptido es
sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren solo en las
sustituciones conservadoras. Otra indicacion de que las dos secuencias de &cido nucleico son sustancialmente
idénticas es que las dos moléculas hibridan entre si en condiciones rigurosas (p. €j., dentro de un intervalo de
rigurosidad media a alta).

[0098] La expresidon "equivalente" en este contexto se refiere a enzimas serina proteasas que estan
codificadas por un polinucleétido capaz de hibridar con el polinucleétido que tiene la secuencia mostrada en la SEC
ID N°1, en condiciones de rigurosidad media a maxima. Por ejemplo, ser equivalente significa que una serina
proteasa madura equivalente comprende al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 90%, al
menos el 91%, al menos el 92%, al menso el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el
97%, al menos el 98% y/o al menos el 99% de identidad de secuencia con una serina proteasa de Cellulomonas
madura que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2.

[0099] El término “aislado” o “purificado” se refiere a un material que se extrae de su entorno original
(p. €j., el entorno natural si es de origen natural). Por ejemplo, el material se sabe que esta "purificado” cuando esta
presente en una composicion en particular en una concentracion mas alta o baja de la que existe en un organismo
natural o en combinaciéon con componentes que normalmente no estan presentes tras la expresién en un organismo
natural. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido natural presente en un animal vivo no esta aislado, pero el
mismo polinucleotido o polipéptido, separado de algunos o de todos los materiales con los que coexiste en el
sistema natural, estd aislado. En algunas realizaciones, estos polinucleétidos son parte de un vector y/o estos
polinucledtidos o polipéptidos son parte de una composicién y siguen estando aislados porque este vector o
composicion no es parte de su entorno natural. En realizaciones preferidas, se dice que un acido nucleico o proteina
esta purificado, por ejemplo, si da lugar esencialmente a una banda en un gel o transferencia electroforética.

[0100] El término “aislado”, cuando se usa en referencia a una secuencia de ADN, se refiere a una
secuencia de ADN que se ha extraido de su entorno genético natural y, por tanto, esta libre de otras secuencias
codificadoras extrafias o no deseadas y esta en forma adecuada para su uso dentro de sistemas de produccion de
proteinas genéticamente modificadas por ingenieria proteica. Estas moléculas aisladas son aquellas que se separan
de su entorno natural e incluye ADNc y clones genémicos. Las moléculas de ADN aisladas de la presente invencion
estan libres de otros genes con lo que se asocian normalmente, pero pueden incluir regiones no traducidas en los
extremos 5' y 3' naturales como promotores y terminadores. La identificacion de regiones asociadas sera evidente
para un experto en la técnica (véase p. €j., Dynan y Tijan, Nature 316:774-78 [1985]). El término “una secuencia de
ADN aislada” se denomina alternativamente como “secuencia de ADN clonada”.

[0101] El término “aislado” cuando se usa en referencia a una proteina, se refiere a una proteina que se
encuentra en una condicién distinta de su entorno nativo. En una forma preferida, la proteina aislada esta
sustancialmente libre de otras proteinas, especialmente de otras proteinas homélogas. Una proteina aislada esta
mas del 10% pura, preferiblemente mas del 20% pura e incluso, mas preferiblemente, mas del 30% pura, segun se
determina mediante PAGE-SDS. Otros aspectos de la invencidén abarcan la proteina en una forma altamente
purificada (p. ej., pura en mas del 40%, pura en mas del 60%, pura en mas del 80%, pura en mas del 90%, pura en
mas del 95%, pura mas del 97% e incluso pura en mas del 99%) segun se determina mediante PAGE-SDS.

[0102] Segun se usa en este documento, el término "mutagénesis combinatoria® se refiere a
procedimientos en los que se generan bibliotecas de variantes de una secuencia inicial. En estas bibliotecas, las
variantes contienen una o varias mutaciones elegidas a partir de un conjunto de mutaciones predefinidas. Ademas
los procedimientos proporcionan medios para introducir mutaciones aleatorias que no eran miembros del conjunto
de mutaciones predefinidas. En algunas realizaciones, los procedimientos incluyen aquellos mostrados en la
solicitud de patente de EE. UU. N° de serie 09/699.250 (US 6.582.914). En realizaciones alternativas, los
procedimientos de mutagénesis combinatoria abarcan kit disponibles en el mercado (p. €j., QuikChange® Multisite,
Stratagene, San Diego, CA).
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[0103] Segun se usa en este documento, el término “biblioteca de mutantes” se refiere a una poblacion de
células que son idénticas en la mayoria de su genoma aunque incluye homologos diferentes de uno o mas genes.
Estas bibliotecas pueden usarse, por ejemplo, para identificar genes u operones con caracteristicas mejoradas.

[0104] Segun se usa en este documento, el término “gen inicial” se refiere a un gen de interés que
codifica una proteina de interés que tiene que mejorarse y/o cambiarse usando la presente invencion.

[0105] Segun se usa en este documento, el término “alineamiento de secuencia multiple” (“ASM”) se
refiere a las secuencias de homélogos multiples de un gen inicial que se alinean usando un algoritmo (p. €j., Clustal
W).

[0106] Segun se usa en este documento, los términos "secuencia consenso" y "secuencia candénica” se
refieren a una secuencia de aminoacidos arquetipo frente a la cual se comparan todas las variantes de una proteina
0 secuencia de interés en particular. Los términos también se refieren a una secuencia en la que se muestran los
nucledtidos que se presentan con mayor frecuencia en la secuencia de ADN de interés. Para cada posicion de un
gen, la secuencia consenso proporciona el aminoacido que es mas abundante en esta posicién en el ASM.

[0107] Segun se usa en este documento, el término "mutaciéon consenso"” se refiere a una diferencia entre
la secuencia de un gen inicial y una secuencia consenso. Las mutaciones consenso se identifican comparando las
secuencias del gen inicial y la secuencia consenso resultante de la ASM. En algunas realizaciones, las mutaciones
consenso se introducen en el gen inicial de modo que se convierten en mas similares a la secuencia consenso. Las
mutaciones consenso también incluyen cambios de aminoacidos en los que se cambia un aminoacido de un gen
inicial por otro aminoacido que se encuentra con mayor frecuencia en una ASM en esta posicion relativa a la
frecuencia de este aminoacido en el gen inicial. Por tanto, el término mutaciéon consenso comprende todos los
cambios sencillos de aminoacidos en los que se sustituye un aminoacido del gen inicial por un aminoacido que es
mas abundante que el aminoacido de la ASM.

[0108] Segun se usa en este documento, el término “golpe inicial” se refiere a una variante que se
identific6 mediante analisis de una biblioteca de mutagénesis de consenso combinatoria. En realizaciones
preferidas, los golpes iniciales han mejorado las caracteristicas funcionales mejoradas en comparacion con el gen
inicial.

[0109] Segun se usa en este documento, el término “golpe mejorado” se refiere a una variante que se
identificé por analisis de una biblioteca de mutagénesis de consenso combinatoria mejorada.

[0110] Segun se usa en este documento, los términos “mutacion mejorada” y “mutacién de rendimiento
mejorado” se refieren a una mutaciéon que induce una mejora del rendimiento cuando se introduce en el gen inicial.
En algunas realizaciones preferidas, estas mutaciones se identifican mediante golpe de secuenciaciéon que se
identificaron durante el paso de andlisis del procedimiento. En la mayoria de las realizaciones, las mutaciones que
se encuentran con mayor frecuencia en los golpes son probablemente mutaciones de mejora, en comparacion con
una biblioteca de mutagénesis de consenso combinatoria no analizada.

[0111] Segun se usa en este documento, el término "biblioteca de mutagénesis de consenso
combinatoria potenciada" se refiere a una biblioteca MCC que se disefia y construye con base en resultados de
seleccién y/o secuenciacion a partir de una ronda de mutagénesis MCC y seleccion. En algunas realizaciones, la
biblioteca MCC potenciada se basa en la secuencia de un golpe inicial resultado de una ronda de MCC mas
temprana. En realizaciones adicionales, la MCC potenciada se disefia de modo que se favorecen las mutaciones
que se observaban con frecuencia en los golpes iniciales de rondas mas tempranas de mutagénesis y seleccion. En
algunas realizaciones preferidas, esto se consigue omitiendo cebadores que codifican mutaciones que reducen el
rendimiento o aumentando la concentracion de cebadores que codifican mutaciones que potencian el rendimiento en
relacion con otros cebadores que se usaron en bibliotecas MCC mas tempranas.

[0112] Segun se usa en este documento, el término “mutaciones que reducen el rendimiento” se refiere a
mutaciones en la biblioteca de mutagénesis de consenso combinatoria que se encuentran con menos frecuencia en
los golpes resultantes del analisis en comparacion con la biblioteca de mutagénesis de consenso combinatoria no
analizadas. En realizaciones preferidas, el proceso de analisis elimina y/o reduce la abundancia de variantes que
contienen “mutaciones que reducen el rendimiento".

[0113] Segun se usa en este documento, el término “ensayo funcional” se refiere a un ensayo que
proporciona una indicacion de una actividad de la proteina. En realizaciones especialmente preferidas, el término se
refiere a sistemas de ensayo en los que se analiza la capacidad funcional en su capacidad normal. Por ejemplo, en
el caso de enzimas, un ensayo funcional implica determina la eficacia de la enzima a la hora de catalizar una
reaccion.
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[0114] Segun se usa en este documento, el término “propiedad diana” se refiere a la propiedad del gen
inicial que se va a alterar. No se pretende que la presente invencion se limite a cualquier propiedad diana en
particular. Sin embargo, en algunas realizaciones preferidas, la propiedad objetivo es la estabilidad de un producto
génico (p. €j., resistencia a la desnaturalizacion, proteolisis u otros factores degradativos) mientras que en otras
realizaciones, se altera el nivel de produccién en un huésped de produccién. De hecho, se contempla que en la
presente invencion se usara cualquier propiedad de un gen inicial.

[0115] El término “propiedad” o los equivalentes gramaticales del mismo en el contexto de un acido
nucleico, segun se usa en este documento, se refieren a cualquier caracteristica o atributo de un acido nucleico que
puede seleccionarse o delecionarse. Entre estas propiedades se incluyen, pero sin limitaciones, una propiedad que
afecta a la unién a un polipéptido, una propiedad conferida a una célula que comprende un acido nucleico en
particular, una propiedad que afecta a la transcripcion génica (p. €j. , potencia del promotor, reconocimiento del
promotor, regulacion del promotor, funcion de potenciador, etc.), una propiedad que afecta al procesamiento del
ARN, (p. €j., ayuste del ARN, estabilidad del ARN, conformacion del ARN y modificacién postranscripcional), una
propiedad que afecta a la traduccion (p. ej., nivel, regulaciéon, unién del ARNm a las proteinas ribosomales,
modificacién postraduccional, etc.). Por ejemplo, un sitio de unién para un factor de transcripcién, polimerasa, factor
de regulacion, etc., de un acido nucleico puede alterarse para producir las caracteristicas deseadas o para identificar
caracteristicas no deseadas.

[0116] El término “propiedad” o los equivalentes gramaticales del mismo en el contexto de un polipéptido
(incluyendo proteinas), segun se usa en este documento, se refieren a cualquier caracteristica o atributo de un
polipéptido que puede seleccionarse o delecionarse. Entre estas propiedades se incluyen, pero sin limitaciones, la
estabilidad oxidativa, especificidad de sustrato, actividad catalitica, estabilidad térmica, estabilidad alcalina, perfil de
actividad de pH, resistencia a la degradacion proteolitica, Ky, Kcat, relacion Kea/Ku, plegamiento de proteinas,
induccién de una respuesta inmunitaria, capacidad para unirse a un ligando, capacidad para unirse a un receptor,
capacidad para ser secretada, capacidad para expresarse en la superficie de una célula, capacidad para forma un
oligémero, capacidad de sefializacion, capacidad para estimular la proliferacién celular, capacidad para inhibir la
proliferaciéon celular, capacidad para inducir apoptosis, capacidad para ser modificada mediante fosforilacion o
glucosilacién y/o capacidad para tratar una enfermedad, etc.

[0117] Segun se usa en este documento, el término “seleccidn” tiene su significado habitual en la técnica
y es, en general, un proceso de multiples etapas. En la primera etapa, se proporciona un &cido nucleico mutante o
un polipéptido variante del mismo. En la segunda etapa, se determina una propiedad del acido nucleico mutante o
del polipéptido variante. En la tercera etapa, la propiedad determinada se compara con una propiedad del acido
nucleico precursor correspondiente, con la propiedad del polipéptido natural correspondiente o con la propiedad del
material inicial (p. €j., la secuencia inicial) para la generacion del acido nucleico mutante.

[0118] Sera aparente para el experto en la materia que el procedimiento de seleccién para obtener un
acido nucleico o proteina con una propiedad alterada depende de la propiedad del material inicial, cuya modificacién
pretende facilitar la generacion del acido nucleico mutante. Por tanto, el experto en la materia apreciara que la
invencion no se limita a ninguna propiedad especifica seleccionada y que en la siguiente descripcion de propiedades
solo se enumeran ejemplos ilustrativos. Generalmente, en la técnica se describen procedimientos de seleccién para
cualquier propiedad en particular. Por ejemplo, puede medirse la union, pH, especificidad etc., antes y durante la
mutacién en la que un cambio indica una alteracién. Preferiblemente, las selecciones se realizan con un alto
rendimiento, incluyendo el analisis simultaneo de multiples muestras, incluyendo, pero sin limitaciones, ensayos que
utilizan chips, despliegue de fagos y sustratos multiples y/o indicadores.

[0119] Segun se usa en este documento, en algunas realizaciones, las selecciones abarcan etapas de
seleccion en las que las variantes de interés se enriquecen a partir de una poblacién de variantes. Entre los
ejemplos de estas realizaciones se incluyen la seleccion de variantes que confiere una ventaja de crecimiento al
organismo huésped, asi como despliegue de fagos o cualquier otro procedimiento de despliegue, donde pueden
capturarse variantes a partir de una poblacion de variantes en base a sus propiedades de unién o cataliticas. En una
realizacion preferida, una biblioteca de variantes se expone a estrés (calor, proteasa, desnaturalizacion, etc.) vy,
posteriormente, se identifican las variantes que siguen intactas en un analisis o se enriquecen mediante seleccion.
Se pretende que el término abarque cualquier medida adecuada para la seleccién. De hecho, no se pretende que la
presente invencion se limite a cualquier procedimiento de seleccién en particular.

[0120] Segun se usa en este documento, el término "aleatorizacion dirigida" se refiere a un proceso que
produce varias secuencias en las que se han aleatorizado una o varias posiciones. En algunas realizaciones, la
asignacioén aleatoria es completa (es decir, puede tener lugar en los 4 nucledtidos A, T, G y C en una posicion
aleatorizada). En realizaciones alternativas, la asignacion aleatoria de un nucledétido se limita a un subgrupo de los
cuatro nucleoétidos. La aleatorizacién dirigida puede aplicarse a uno o varios codones de una secuencia que codifica
para una o varias proteinas de interés. Cuando se expresan, las bibliotecas resultantes producen poblaciones de
proteinas en las que una o mas posiciones de aminoacidos pueden contener una mezcla de los 20 aminoacidos o un
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subgrupo de aminoacidos, segun se determine en el esquema de aleatorizacion del codon aleatorizado. En algunas
realizaciones, los miembros individuales de una poblacién resultante de la aleatorizacién diana difieren en el numero
de aminoacidos, debido a la insercidon o delecion dirigida o aleatoria de codones. En realizaciones adicionales, se
incluyen aminoacidos sintéticos en las poblaciones de proteinas producidas. En algunas realizaciones preferidas, la
mayoria de los miembros de una poblacién que resulta de la asignacion aleatoria dirigida muestra una homologia de
secuencia mayor a la secuencia consenso que el gen inicial. En algunas realizaciones, la secuencia codifica una o
mas proteinas de interés. En realizaciones alternativas, las proteinas tienen funciones bioldgicas diferentes. En
algunas realizaciones preferidas, la secuencia entrante comprende al menos un marcador seleccionable. Esta
secuencia puede codificar una o mas proteinas de interés y puede tener otra funcion biolégica. En muchos casos la
secuencia entrante incluira un marcador seleccionable como un gen que confiere resistencia a un antibiético.

[0121] Los términos “secuencia modificada” y “genes modificados” se usan indistintamente en este
documento para referirse a una secuencia que incluye una delecion, insercidon o interrupciéon de una secuencia de
acido nucleico natural. En algunas realizaciones preferidas, el producto de expresion de la secuencia modifica es
una proteina truncada (p. ej., si la modificaciéon es una delecidon o interrupciéon de la secuencia). En algunas
realizaciones especialmente preferidas, la proteina truncada retiene la actividad biolégica. En realizaciones
alternativas, el producto de expresion de la secuencia modificada es una proteina elongada (p. ej., modificaciones
que comprenden una insercion dentro de la secuencia del acido nucleico). En algunas realizaciones, una insercion
lleva a una proteina truncada (p. €j., cuando la insercién da lugar a la formacién de un codoén de parada). Por tanto,
una insercién puede dar lugar a una proteina truncada o una proteina alongada como producto de expresion.

[0122] Segun se usa en este documento, los términos “secuencia mutante” y “gen mutante” se usan
indistintamente y se refieren a una secuencia que tiene una alteracién en al menos un codén que se produce en una
secuencia natural en la célula huésped. El producto de expresion de la secuencia mutante es una proteina con una
secuencia de aminoacidos alterada con respecto a la natural. El producto de expresion puede tener una capacidad
funcional alterada (p. €j., actividad enzimatica potenciada).

[0123] Se pretende que los términos “cebador mutagénico” u “oligonucleétido mutagénico” (utilizados
indistintamente en este documento) se refieran a composiciones de oligonucleétidos que se corresponden con una
porcion de la secuencia molde y que es capaz de hibridar con la misma. Con respecto a los cebadores mutagénicos,
el cebador no coincidira de forma precisa con el &cido nucleico molde, usandose las coincidencias o no
coincidencias en el cebador para introducir la mutacién deseada en la biblioteca de acidos nucleicos. Segun se usa
en este documento, “cebador no mutagénico” u “oligonucledtido no mutagénico” se refieren a composiciones
oligonucleotidicas que coincidiran de forma precisa con el acido nucleico molde. En una realizacién de la invencion,
solo se usan cebadores mutagénicos. En otra realizacion preferida de la invencion, los cebadores se disefian de
modo que se haya incluido al menos una regién para un cebador mutagénico; también se incluye en la mezcla de
oligonucledtidos un cebador no mutagénico. Ahadiendo una mezcla de cebadores mutagénicos y cebadores no
mutagénicos que se corresponden con al menos uno de los cebadores mutagénicos, es posible producir una
biblioteca de acidos nucleicos resultante en la que se presenten diversos patrones de mutacion combinatoria. Por
ejemplo, si se desea que algunos de los miembros de la biblioteca de acidos nucleicos mutantes retenga su
secuencia precursora en determinadas posiciones mientras que otros miembros son mutantes en estos sitios, los
cebadores no mutagénicos proporcionan la capacidad de obtener un nivel especifico de miembros no mutantes
dentro de la biblioteca de acidos nucleicos para un resto determinado. Los procedimientos de la invenciéon emplean
oligonucledtidos mutagénicos y no mutagénicos que generalmente tienen una longitud de entre 10 y 50 bases, mas
preferiblemente una longitud de aproximadamente 15 a 45 bases. Sin embargo, puede ser necesario usar cebadores
que son mas cortos de 10 bases o mas largos de 50 bases para obtener el resultado de la mutagénesis deseada.
Con respecto a los correspondientes cebadores mutagénicos y no mutagénicos, no es necesario que los
correspondientes oligonucledétidos sean de longitud idéntica, sino sélo que solapen en la region correspondiente a la
mutacion que se va a afadir. Pueden afiadirse cebadores en una proporcién predefinida segun la presente
invencion. Por ejemplo, si se desea que la biblioteca resultante tenga un nivel significativo de una determinada
mutacion especifica y una cantidad menor de una mutacion diferente en el mismo sitio o en diferente sitio ajustando
la cantidad de cebador afiadido, es posible producir la biblioteca sesgada deseada. Alternativamente, afadiendo
cantidades menores o mayores de cebadores no mutagénicos, es posible ajustar la frecuencia con que se producen
las correspondientes mutaciones en la biblioteca de acidos nucleicos mutantes.

[0124] Segun se usa en este documento, la expresion "mutaciones contiguas” se refiere a mutaciones
que se presentan dentro del mismo cebador oligonucleotidico. Por ejemplo, las mutaciones contiguas pueden ser
adyacentes o estar proximas entre si, sin embargo, se introduciran en los acidos nucleicos molde mutantes
resultantes para el mismo cebador.

[0125] Segun se usa en este documento, la expresion "mutaciones discontinuas” se refiere a mutaciones
que se presentan en cebadores oligonucleotidicos independientes. Por ejemplo, se introduciran mutaciones
discontinuas en los acidos nucleicos cebadores mutantes resultantes mediante oligonucledtidos preparados
independientemente.
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[0126] Los términos “secuencia natural’ o “gen natural” se usan indistintamente en este documento, para
referirse a una secuencia que es nativa o de origen natural en una célula huésped. En algunas realizaciones,
secuencia natural se refiere a una secuencia de interés que es el punto de inicio de un proyecto de ingenieria de
proteinas. La secuencia natural puede codificar una proteina homdloga o heteréloga. Una proteina homoéloga es
aquella que la célula huésped podria producir sin intervencion. Una proteina heterdloga es aquella que la célula
huésped no podria producir sino es mediante la intervencion.

[0127] Segun se usa en este documento, el término "anticuerpos" se refiere a inmunoglobulinas.
Anticuerpos incluye, pero sin limitaciones, las inmunoglobulinas obtenidas directamente de cualquier especie a partir
de la que se desea producir anticuerpos. Ademas, la presente invencion abarca anticuerpos modificados. El término
también se refiere a fragmentos de anticuerpo que retienen la capacidad de union al epitope al que se une el
anticuerpo intacto e incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos quiméricos y
anticuerpos antiidiotipo (anti-ID). Entre los fragmentos de anticuerpo se incluyen, pero sin limitaciones, las regiones
determinantes de complementariedad (CDR), regiones del fragmento variable de cadena sencilla (scFv), regiéon
variable de la cadena pesada (VH) o region variable de la cadena ligera (VL). La presente invencion también abarca
anticuerpos policlonales y monoclonales. Preferiblemente, los anticuerpos son anticuerpos monoclonales.

[0128] El término “oxidacion estable” se refiere a proteasas de la presente invencién que retienen una
cantidad especifica de la actividad enzimatica durante un periodo de tiempo determinado en condiciones
predominantes durante el proceso proteolitico, de hidrolizacién, de limpieza o de otro tipo de la invencion, por
ejemplo mientras se expone o pone en contacto con agentes blanqueantes o agentes oxidantes. En algunas
realizaciones, las proteasas retienen al menos el 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de la actividad proteolitica tras el contacto con el agente blanqueante u oxidante durante un periodo de
tiempo determinado, por ejemplo, al menos 1 minuto, 3 minutos, 5 minutos, 8 minutos, 12 minutos, 16 minutos, 20
minutos, etc. En algunas realizaciones, la estabilidad se mide como se describe en los ejemplos.

[0129] El término “quelante estable” se refiere a proteasas de la presente invencién que retienen una
cantidad especifica de la actividad enzimatica durante un periodo de tiempo determinado en condiciones
predominantes durante el proceso proteolitico, de hidrolizaciéon, de limpieza o de otro tipo de la invencion, por
ejemplo mientras se expone o pone en contacto con agentes quelantes. En algunas realizaciones, las proteasas
retienen al menos el 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de la actividad
proteolitica tras el contacto con el agente quelante durante un periodo de tiempo determinado, por ejemplo, al menos
10 minutos, 20 minutos, 40 minutos, 60 minutos, 100 minutos, etc. En algunas realizaciones, la estabilidad se mide
como se describe en los ejemplos.

[0130] Los términos “térmicamente estable” y “termoestable” se refieren a proteasas de la presente
invencién que retienen una cantidad especifica de la actividad enzimatica tras la exposicion a temperaturas
identificadas durante un periodo tiempo determinado en condiciones predominantes durante el proceso proteolitico,
de hidrolizacién, de limpieza o de otro tipo de la invencion, por ejemplo mientras se expone a temperaturas
alteradas. El término temperaturas alteradas incluye aumento o disminucién de las temperaturas. En algunas
realizaciones, las proteasas retienen al menos el 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 99% de la actividad proteolitica tras la exposiciéon a temperaturas alteradas durante un periodo de tiempo
determinado, por ejemplo, al menos 60 minutos, 120 minutos, 180 minutos, 240 minutos, 300 minutos, etc. En
algunas realizaciones, la termoestabilidad se determina como se describe en los ejemplos.

[0131] El término "estabilidad potenciada” en el contexto de una proteasa estable a la oxidacion,
quelacion, al calor y/o pH se refiere a una mayor actividad proteolitica retenida a lo largo del tiempo en comparacion
con otras serina proteasas (p. €j., proteasas subtilisinas) y/o enzimas naturales.

[0132] El término "estabilidad disminuida” en el contexto de una proteasa estable a la oxidacion,
quelacién, al calor y/o pH se refiere a una menor actividad proteolitica retenida a lo largo del tiempo en comparacion
con otras serina proteasas (p. €j., proteasas subtilisinas) y/o enzimas naturales.

[0133] El término “actividad de limpieza” se refiere al rendimiento de limpieza conseguido por la proteasa
en condiciones prevalentes durante el proceso proteolitico, de hidrolizacion, de limpieza o de otro tipo de la
invencién. En algunas realizaciones, el rendimiento de limpieza se determina mediante la aplicacién de diversos
ensayos de limpieza correspondientes a manchas sensibles a enzimas, por ejemplo, proteinas de hierba, sangre,
leche o huevo segun se determina mediante diversas metodologias cromatograficas, espectrofotométricas u otra
metodologia cuantitativa tras someter a las manchas a condiciones de lavado convencionales. Entre los ejemplos de
ensayos se incluyen, pero sin limitaciones, los descritos en el documento WO 99/34011 y en la patente de EE. UU.
6.605.458 asi como aquellos procedimientos incluidos en los ejemplos.

[0134] El término “cantidad eficaz de limpieza” de una proteasa se refiere a la cantidad de proteasa
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descrita a continuacién en este documento que consigue un nivel deseado de actividad enzimatica en una
composicion de limpieza especifica. Un experto en la materia puede determinar facilmente dichas cantidades
eficaces en base a muchos factores, como la proteasa utilizada en particular, la aplicacion de limpieza, la
composicion especifica de la composicion de limpieza y si se requiere una composicion liquida o seca (p. €j.,
granular o en barra), etc.

[0135] El término “materiales auxiliares de limpieza" segun se usa en este documento significa cualquier
material liquido, sélido o gaseoso seleccionado para el tipo en particular de composicidon de limpieza deseada y la
forma del producto (p. ej., composicién liquida, en granulos, en polvo, en barra, en pasta, nebulizadora, en
comprimidos, en gel o espuma), cuyos materiales son también preferiblemente compatibles con la enzima proteasa
usada en la composicién. En algunas realizaciones, las composiciones granulares estan en forma “compacta”
mientras que, en otras realizaciones, las composiciones liquidas estan en forma “concentrada”.

[0136] El término “rendimiento potenciado" en el contexto de la actividad de limpieza se refiere a una
actividad de limpieza aumentada o mayor de determinadas manchas sensibles a enzimas, como huevo, leche,
hierba o sangre, segun se determina mediante evaluacion normal tras un ciclo de lavado convencional y/o multiples
ciclos de lavado.

[0137] El término “rendimiento disminuido" en el contexto de la actividad de limpieza se refiere a una
actividad de limpieza disminuida o menor de determinadas manchas sensibles a enzimas, como huevo, leche, hierba
0 sangre, segun se determina mediante evaluacion normal tras un ciclo de lavado convencional.

[0138] El término “rendimiento comparativo” en el contexto de la actividad de limpieza se refiere al menos
al 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95% de la actividad de limpieza de una
proteasa subtilisina comparativa (p. €j., proteasas disponibles en el mercado), incluyendo pero sin limitaciones
proteasas OPTIMASE™ (Genencor), productos de proteasas PURAFECT™ (Genencor), proteasas SAVINASE™
(Novozymes), variantes BPN' (véase p €j., patente de EE. UU. N° Re 34.606), proteasa RELASE™, DURAZYME™,
EVERLASE™, KANNASE™ (Novozymes), proteasas MAXACAL™, MAXAPEM™ PROPERASE™ (Genencor;
véase también, la patente de EE. UU. N° Re 34.606 y patente de EE. UU. N° 5.700.676, 5.955.340, 6.312.936 y
6.482.628) y productos de la variante de proteasas de B. lentus (p. €j., los descritos en los documentos WO
92/21760, WO 95/23221 y/lo WO 97/07770). Entre los ejemplos de variantes de la proteasa subtilisina se incluyen,
pero sin limitaciones, aquellas que tienen sustituciones o deleciones en las posiciones de restos equivalentes a las
posiciones 76, 101, 103, 104, 120, 159, 167, 170, 194, 195, 217, 232, 235, 236, 245, 248 y/o 252 de BPN'. El
rendimiento de limpieza puede determinarse comparando las proteasas de la presente invencion con los de las
proteasas subtilisinas en diversos ensayos de limpieza correspondientes a manchas sensibles a enzimas como
hierba, sangre o leche segun se determina mediante metodologias espectrofotométricas o analiticas tras
condiciones de ciclo de lavado convencional.

[0139] Segun se usa en este documento, "composiciones de limpieza de tejidos" incluye composiciones
detergentes para lavado a mano o a maquina incluyendo composiciones aditivas de lavanderia y composiciones
adecuadas para su uso en el remojo y/o pretratamiento de tejidos manchados (p. €j., prendas de ropa, ropa blanca y
otros materiales textiles).

[0140] Segun se usa en este documento, "composiciones de limpieza no textiles" incluye composiciones
de limpieza de superficies no textiles (es decir, tejidos) que incluyen, pero sin limitaciones composiciones de
detergente para lavavajillas, composiciones para higiene bucal, composiciones para la limpieza de dentaduras y
composiciones de higiene personal.

[0141] La forma “compacta” de las composiciones de limpieza de este documento se refleja mejor por su
densidad y, en términos de composicién, por la cantidad de sal inorganica de relleno. Las sales inorganicas de
relleno son componentes convencionales de composiciones detergentes en forma de polvo. En composiciones
detergentes convencionales, las sales de relleno se presentan en cantidades sustanciales, tipicamente del 17 al
35% en peso de la composicion total. Por el contrario, en composiciones compactas, la sal de relleno esta presente
en cantidades que no exceden del 15% de la composicién total. En algunas realizaciones, la sal de relleno se
presenta en cantidades que no exceden del 10%, o mas preferiblemente, el 5% en peso de la composicion. En
algunas realizaciones, las sales inorganicas de relleno se seleccionan entre las sales de metales alcalinos y
alcalinotérreos de sulfatos y cloruros. Una sal de relleno preferida es el sulfato sédico.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

[0142] Se pretende que las figuras adjuntas se consideren parte integral de la memoria y descripcién de
la invencion. Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no limitar, la invencién reivindicada.

[0143] En la siguiente descripcion experimental se aplican las siguientes abreviaturas: IP (inhibidor de
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proteasa), ppm (partes por millén); M (molar); mM (milimolar); yM (micromolar); nM (nanomolar); mol (moles); mmol
(milimoles); pmol (micromoles); nmol (nanomoles); g (gramos); mg (miligramos); ug (microgramos); pg (picogramos);
I (litros); ml y mL (mililitros); pl y yL (microlitros); cm (centimetros); mm (milimetros); ym (micrometros); nm
(nanémetros); U (unidades); V (voltios); PM (peso molecular); s (segundos); min(s) (minuto/minutos); h(s) y hr(s)
(hora/horas); °C. (grados centigrados); CS (cantidad suficiente; ND (no determinado); NA (no aplicable); rpm
(revoluciones por minuto); H.O (agua); dH>O (agua desionizada); HCI (Acido clorhidrico); aa (aminoéacido); pb (par
de bases); kb (par de kilobases); kD (kilodalton); ADNc (ADN copia o complementario); ADN (acido
desoxirribonucleico); ADNcs (ADN de cadena sencilla); ADNcd (ADN de cadena doble); dNTP (desoxirribonucleétido
trifosfato); ARN (acido ribonucléico); MgCl, (cloruro de magnesio); NaCl (cloruro sédico); p/v (peso con respecto a
volumen); v/v (volumen con respecto a volumen); g (gravedad); DO (densidad éptica); solucién tamponada con
fosfato de Dulbecco (DPBS); SOC (Bacto-Triptona al 2%, extracto de levadura Bacto al 0,5% Bacto, NaCl 10 mM,
KCI 2,5 mM); medio Terrific Broth (TB; 12 g/l de Bacto Triptona, 24 g/l de glicerol, 2,31 de g/l KH;PO4 y 12,54 g/l de
K2HPO,); DO2go (densidad 6ptica a 280 nm); DOeoo (densidad éptica a 600 nm); Asos (absorbancia a 405 nm); Vmax
(la velocidad inicial maxima de una reaccion catalizada por una enzima); PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida); PBS (solucién salina tamponada con fosfato [NaCl 150 mM, tampdn fosfato sédico 10 mM , pH 7,2]);
PBST (PBS+TWEEN® 20 al 0,25%); PEG (polietilenglicol); PCR (reaccion en cadena de polimerasa); RT-PCR (PCR
con transcripcion inversa); SDS (dodecil sulfato sodico); Tris (tris(hidroximetilJaminometano); HEPES (acido N-[2-
hidroxietil]piperacin-N-[2-etanosulfénico]); HBS  (solucién salina tamponada con HEPES); Tris-HCI
(tris[HidroximetilJaminometano-clorhidrico); Tricina (N-[tris-(hidroximetil)-metil]-glicina); CHES (acido 2-(N-ciclo-
hexilamino) etanosulféonico); TAPS (acido 3-{[tris-(hidroximetil)-metil]-amino}-propanosulfénico); CAPS (acido 3-
(ciclo-hexilamino)-propanosulfénico; DMSO (dimetil sulféxido); DTT (1,4-ditio-DL-treitol); SA (acido sinapinico (acido
s,5-dimetoxi-4-hidroxi cinamico)); TCA (acido tricloroacético); Glut y GSH (glutation reducido); GSSG (glutation
oxidado); TCEP (Tris[2-carboxietillfosfina); Ci (Curios); mCi (miliCurios); uCi (microCurios); HPLC (cromatografia
liquida de alta resolucion); RP-HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa); TLC (cromatografia
el capa fina); MALDI-TOF (desercion/ionizacion por laser asistida por matriz—tiempo de vuelo); Ts (tosilo); Bn
(bencilo); Ph (fenilo); Ms (mesilo); Et (etilo), Me (metilo); Tag (ADN polimerasa de Thermus aquaticus); Klenow
(fragmento grande (Klenow) de la ADN polimerasa |); EGTA (etilenglicol-bis(-aminoetil eter) del acido N, N, N', N'-
tetraacético); EDTA (acido etilendiaminotetraacético); bla (B-lactamasa o gen de resistencia a ampicilina); HDL
(liquido alta densidad); MJ Research (MJ Research, Reno, NV); Baseclear (Baseclear BV, Inc., Leiden, Paises
Bajos); PerSeptive (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA); ThermoFinnigan (ThermoFinnigan, San José, CA);
Argo (Argo BioAnalytica, Morris Plains, NJ); Seitz EKS (SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad Kreuznach,
Alemania); Pall (Pall Corp., East Hills, NY); Spectrum (Spectrum Laboratories, Dominguez Rancho, CA); Molecular
Structure (Molecular Structure Corp., Woodlands, TX); Accelrys (Accelrys, Inc., San Diego, CA); Chemical
Computing (Chemical Computing Corp., Montreal, Canada); New Brunswick (New Brunswick Scientific, Co., Edison,
NJ); CFT (Center for Test Materials, Vlaardingen, Paises Bajos); Procter & Gamble (Procter & Gamble, Inc.,
Cincinnati, OH); GE Healthcare (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido); DNA2.0 (DNA2.0, Menlo Park,
CA); OXOID (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido); Megazyme (Megazyme International Ireland Ltd., Bray
Business Park, Bray, Co., Wicklow, Irlanda); Finnzymes (Finnzymes Oy, Espoo, Finlandia); Kelco (CP Kelco,
Wilmington, DE); Coming (Coming Life Sciences, Corning, NY); NEN (NEN Life Science Products, Boston, MA);
Pharma AS (Pharma AS, Oslo, Noruega); Dynal (Dynal, Oslo, Noruega); Bio-Synthesis (Bio-Synthesis, Lewisville,
TX); ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD); Gibco/BRL (Gibco/BRL, Grand Island , NY); Sigma
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO); Pharmacia (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ); NCBI (National Center for
Biotechnology Information); Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA); BD Biosciences y/o Clontech
(BD Biosciences CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA); Operon Technologies (Operon Technologies, Inc.,
Alameda, CA); MWG Biotech (MWG Biotech, High Point, NC); Oligos Etc (Oligos Etc. Inc, Wilsonville, OR); Bachem
(Bachem Bioscience, Inc., King of Prussia, PA); Difco (Difco Laboratories, Detroit, MI); Mediatech (Mediatech,
Herndon, VA; Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA); Oxoid (Oxoid Inc., Ogdensburg, NY);
Worthington (Worthington Biochemical Corp., Freehold, NJ); GIBCO BRL or Gibco BRL (Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg, MD); Millipore (Millipore, Billerica, MA); Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA); Invitrogen (Invitrogen Corp.,
San Diego, CA); NEB (New England Biolabs, Beverly, MA); Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO); Pierce
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL); Takara (Takara Bio Inc. Otsu, Japdn); Roche (Hoffmann-La Roche, Basilea,
Suiza); EM Science (EM Science, Gibbstown, NJ); Qiagen (Qiagen, Inc., Valencia, CA); Biodesign (Biodesign Intl.,
Saco, Maine); Aptagen (Aptagen, Inc., Herndon, VA); Sorvall (marca Sorvall, de Kendro Laboratory Products,
Asheville, NC); Molecular Devices (Molecular Devices, Corp., Sunnyvale, CA); R&D Systems (R&D Systems,
Minneapolis, MN); Stratagene (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA); Marsh (Marsh Biosciences, Rochester,
NY); Geneart (Geneart GmbH, Regensburgo, Alemania); Bio-Tek (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT); (Biacore
(Biacore, Inc., Piscataway, NJ); PeproTech (PeproTech, Rocky Hill, NJ); SynPep (SynPep, Dublin, CA); New
Objective (marca New Objective; Scientific Instrument Services, Inc., Ringoes, NJ); Waters (Waters, Inc., Milford,
MA); Matrix Science (Matrix Science, Boston, MA); Dionex (Dionex, Corp., Sunnyvale, CA); Monsanto (Monsanto
Co., St. Louis, MO); Wintershall (Wintershall AG, Cassel, Alemania); BASF (BASF Co., Florham Park, NJ); Huntsman
(Huntsman Petrochemical Corp., Salt Lake City, UT); Enichem (Enichem Iberica, Barcelona, Espafia); Fluka Chemie
AG (Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza); Gist-Brocades (Gist-Brocades, NV, Delft, Paises Bajos); Dow Corning (Dow
Coming Corp., Midland, MI) y Microsoft (Microsoft, Inc., Redmond, WA).
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[0144] La serina proteasa natural usada en los siguientes ejemplos se describe en detalle en el
documento WO 2005/052146 (PCT/US2004/039066).

EJEMPLO 1
Ensayos

[0145] En los ejemplos siguientes se usaron diversos ensayos, como determinaciones de proteinas,
pruebas basadas en la aplicacion y pruebas basadas en la estabilidad. Para una interpretacion facil, se muestran a
continuacion los siguientes ensayos y se hace referencia a los respectivos ejemplos. Todas las desviaciones de los
protocolos proporcionados a continuacion en cualquiera de los experimentos realizados durante el desarrollo de la
presente invencion se indican en los ejemplos.

A. Ensayo TCA para la determinacién del contenido de proteinas en placas de microvaloraciéon de 96 pocillos

[0146] Este ensayo se inicid usando sobrenadantes de cultivo filtrados de placas de microvaloraciéon
crecidas durante 4 dias a 33 °C con agitacion a 230 rpm y aireacion humidificada. Se uso6 para el ensayo una placa
de 96 pocillos de fondo plano recién preparada. En primer lugar, se colocaron 100 pl/pocillo de HCI 0,25 N en los
pocillos. A continuacion, se afiadieron a los pocillos 50 yl de medio de cultivo filtrado. Después se determind la
dispersion de la luz/absorbancia a 405 nm (usando el modo de mezcla de 5 s en el lector de placas), para
proporcionar la lectura “blanco”.

[0147] Para la prueba, se colocaron 100 pl/pocillo de TCA al 15% (p/v) en las placas y se incubaron entre
5y 30 min a temperatura ambiente. Después se determind la dispersion de la luz/absorbancia a 405 nm (usando el
modo de mezcla de 5 s en el lector de placas).

[0148] Los calculos se realizaron sustrayendo el blanco (es decir, sin TCA) de la lectura de prueba con
TCA. Si se desea, puede generarse una curva patrén calibrando las lecturas de TCA con ensayos AAPF de clones
con factores de conversion conocidos. Sin embargo, los resultados de TCA son lineales con respecto a la
concentracion de proteina de 50 a 500 ppm y puede, por tanto, representarse directamente frente al rendimiento de
la enzima con el fin de elegir variantes con buen rendimiento.

B. Ensayo suc-AAPF-nNA de proteasas en placas de microvaloracion de 96 pocillos

[0149] En este sistema de ensayo, las soluciones reactivas utilizadas fueron:

1. Tris/HCI 100 mM, pH 8,6, que contenia TWEEN®-80 al 0,005% (tampdn Tris).
2. Tampén Tris 100 mM, pH 8,6 que contenia CaCl, 10 mM y TWEEN®-80 al 0,005% (tampdn Tris).
3. suc-AAPF-pNA 160 nM en DMSO (soluciéon madre de suc-AAPF-pNA) (Sigma: S-7388).

[0150] Para preparar la solucién de trabajo de suc-AAPF-pNA, se afadié 1 ml de la solucion patréon de
AAPF a 100 ml de tampédn Tris y se mezclo bien durante al menos 10 segundos.

[0151] El ensayo se realizé afiadiendo 10 ul de solucion de proteasa diluida a cada pocillo, seguido por la
adicion (rapidamente) de 190 pl de solucion de trabajo de AAPF a 1 mg/ml. Las soluciones se mezclaron durante 5 s
y se midio la variacion de la absorbancia a 410 nm en un lector PMV a 25°C. La actividad proteasa se expresé como
UA (actividad = ADO min™.ml™).

C. Ensayo de hidrdlisis de queratina

[0152] En este sistema de ensayo, las soluciones y reactivos quimicos utilizados fueron:
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Queratina ICN 902111

Detergente  Se disolvieron 1,6 g de detergente en 1.000 ml de agua (pH = 8,2), también se afiadieron 0,6 ml de
CaCly/MgCl; de 10.000 gpg asi como 1.190 mg de HEPES, proporcionando una dureza y potencia
del tampén de 6 gpg y 5 mM, respectivamente. El pH se ajusté a 8,2 con NaOH. Acido
picrilsulfonico (TNBS) Sigma P-2297 (solucion al 5% en agua).

Reactivo A Se disolvieron conjuntamente 45,4 g de Na;B407.10 H2O (Merck 6308) y 15 ml de NaOH 4N en un
volumen final de 1.000 ml (calentando si es necesario).

Reactivo B Se disolvieron conjuntamente 35,2 g de NaH2PO4.1 H,O (Merck 6346) y 0,6 g de Na SOz (Merck
6657) en un volumen final de 1.000 ml.

Procedimiento:

[0153] Antes de las incubaciones, la queratina se tamizo a través de un cedazo de 100 pm en pequenas
porciones cada vez. A continuacion, se agitaron 10 g de la queratina < 100 um en solucion detergente durante al
menos 20 minutos a temperatura ambiente con ajuste regular del pH a 8,2. Finalmente, la suspensién se centrifugd
durante 20 minutos a temperatura ambiente (Sorvall, rotor GSA, 13.000 rpm). A continuacién se repitid este
procedimiento. Finalmente, el sedimento humedo se resuspendié en detergente en un volumen total de 200 ml y la
suspension se mantuvo en agitacion durante el pipeteo. Antes de la incubacidn, las placas de microvaloracion (PMV)
se llenaron con 200 pl de sustrato por pocillo con una pipeta multicanal Biohit y punta de 1.200 pl (6 dispensaciones
de 200 pl y dispensados lo mas rapido posible para evitar la agregacion de la queratina en las puntas). A
continuacioén se afiadieron 10 pl de cultivo filtrado a las PMV que contenian el sustrato. Las placas se cubrieron con
cinta adhesiva se colocaron en un incubador y se incubaron a 20°C durante 3 horas a 350 rpm (Innova 4330 [New
Brunswick]). Tras la incubacion, las placas se centrifugaron durante 3 minutos a 3.000 rpm (Centrifuga de Sigma 6K
15). Aproximadamente a los 15 minutos de retirar la primera placa del incubador se preparé el reactivo TNBS
mezclando 1 ml de solucién de TNBS por cada 50 ml de reactivo A.

[0154] Las PMV se llenaron con 60 ul de TNBS con reactivo A por pocillo. A partir de las placas
incubadas se transfirieron 10 pl a las PMV con TNBS con reactivo A. Las placas se cubrieron con cinta adhesiva y
se agitaron durante 20 minutos en un agitador de mesa (BMG Thremostar) a temperatura ambiente y a 500 rpm.
Finalmente, se afiadieron a los pocillos 200 pl de reactivo B, se mezclé durante 1 minuto en un agitador y se midié la
absorbancia a 405 nm con el lector de PMV.

Calculo de la actividad hidrolizante de queratina

[0155] El valor de absorbancia obtenido se corrigié con respecto al valor blanco (sustrato sin enzima). La
absorbancia resultante proporciona una medida de la actividad hidrolitica. Se calculé el indice de rendimiento para
cada muestra (variante). El indice de rendimiento compara el rendimiento de la variante (valor actual) y la enzima
estandar (valor tedrico) a la misma concentracion de proteina. Ademas, pueden calcularse los valores tedricos
usando los parametros de la ecuacion de Langmuir de la enzima estandar. Un indice de rendimiento (IR) que sea
mayor de 1 (IR>1) identifica una variante mejor (en comparacion con el estandar [p. €j., natural], mientras que un IR
de 1 (IR=1) identifica una variante que tiene el mismo rendimiento que el estandar y un IR menor de 1 (IR<1)
identifica una variante que tiene peor rendimiento que el estandar. Por tanto, el IR identifica ganadores asi como
variantes cuyo uso es menos deseable en determinadas circunstancias.

D. Ensayo de hidrélisis de dimetilcaseina (96 pocillos)

[0156] En este sistema de ensayo, las soluciones y reactivos quimicos utilizados fueron:

Dimetilcaseina (DMC): Sigma C-9801

TWEEN®-80: Sigma P-8074

Tampon PIPES (acido Sigma P-1851; se disuelven 15,1 g en aproximadamente 960 ml de agua, se ajusta el

libre) pH a 7,0 con NaOH 4N, se afiade 1 ml de TWEEN®- 80 al 5% y el volumen se lleva a
1.000 ml. La concentracién final de PIPES y TWEEN®-80 es de 50 mM y 0.005%,
respectivamente.

Acido picrilsulfénico  Sigma P-2297 (solucién al 5% en agua)

(TNBS):

Reactivo A: Se disuelven conjuntamente 45,4 g de Na;B407.10 H2O (Merck 6308) y 15 ml de
NaOH 4 N en un volumen final de 1.000 ml (calentando si es necesario)

Reactivo B: Se disuelven conjuntamente 35,2 g de NaH,PO4.1 H,O (Merck 6346) y 0,6 g de

NaySO3 (Merck 6657) en un volumen final de 1.000 ml.
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Procedimiento:

[0157] Para preparar el sustrato se disolvieron 4 g de DMC en 400 ml de tampén PIPES. Los
sobrenadantes de cultivo filtrados se diluyeron con tampén PIPES; la concentracion final de los controles en la placa
de crecimiento era de 20 ppm. A continuacién, se afiadieron 10 ul de cada sobrenadante diluido a 200 ul de sustrato
en los pocillos de una PMV. La placa PMV se cubrié con cinta adhesiva, se agité durante algunos segundos y se
coloco en una estufa a 37°C durante 2 horas sin agitacion.

[0158] Aproximadamente a los 15 minutos de retirar la 12 placa de la estufa, se prepard el reactivo
mezclando 1 ml de solucién TNBS con 50 ml de reactivo A. Las PMV se llenaron con 60 pl de TNBS mas reactivo A
por pocillo. Las placas incubadas se agitaron durante algunos segundos, tras lo cual se transfirieron 10 ul a las PMV
con TNBS mas reactivo A. Las placas se cubrieron con cinta adhesiva y se agitaron durante 20 minutos en un
agitador de mesa (BMG Thremostar) a temperatura ambiente y 500 rpm. Finalmente, se afiadieron a los pocillos
200 pl de reactivo B, se mezclaron durante 1 minuto en un agitador y se determiné la absorbancia a 405 nm usando
un lector de PMV.

Calculo de la actividad hidrolizante de dimetilcaseina:
[0159] El valor de absorbancia obtenido se corrigié con respecto al valor blanco (sustrato sin enzima). La
absorbancia resultante es una medida de la actividad hidrolitica. La actividad especifica (arbitraria) de una muestra

se calculo dividiendo la absorbancia entre la concentracion de proteina determinada.

E. Ensayo de termoestabilidad

[0160] Este ensayo se basa en la hidrélisis de dimetilcaseina, antes y después de calentar el
sobrenadante de cultivo tamponado. Se usan los mismos reactivos quimicos y soluciones reactivas descritas en el
ensayo de hidrdlisis de dimetilcaseina.

Procedimiento:

[0161] Los sobrenadantes de cultivo filtrados se diluyeron hasta 20 ppm en tampén PIPES (en base a la
concentracion de los controles en las placas de cultivo). A continuacion, se colocaron 50 pl de sobrenadante diluido
en los pocillos vacios de una PMV. La placa PMV se incub6d en un incubador iEMS/agitador HT (Thermo
Labsystems) durante 90 minutos a 60°C y 400 rpm. Las placas se enfriaron en hielo durante 5 minutos. A
continuaciéon se afiadieron 10 pl de la solucion a una PMV recién preparada que contenia 200 ul de sustrato
dimetilcaseina/pocillo. Esta PMV se cubrié con cinta adhesiva, se agité durante algunos segundos y se colocé en
una estufa a 37°C durante 2 horas sin agitacién. Se usé el mismo procedimiento de deteccion utilizado para el
ensayo de hidrdlisis de DMC.

Calculo de la termoestabilidad:

[0162] La actividad residual de una muestra se expresd como la relacion entre la absorbancia final y la
absorbancia inicial ambas corregidas con los blancos.

F. Ensayo de estabilidad en LAS

[0163] La estabilidad en LAS se midid tras la incubacién de la proteasa del ensayo en presencia de LAS
(dodecilbencensulfonato sédico) al 0,06% vy la actividad residual se determin6 usando el ensayo de AAPF.

Reactivos:
[0164]

Dodecilbencensulfonato, sal sédico (=LAS): Sigma D-2525

TWEEN®-80: Sigma P-8074

Tampdn TRIS (acido libre) (Sigma T-1378); se disuelven 6,35 g en aproximadamente 960 ml de agua; el pH se
ajusta a 8,2 con HCI 4N. La concentracion final de TRIS es de 52,5 mM.

Solucion madre de LAS: preparar una solucion de LAS al 10,5% en agua MQ (=10,5 g por 100 ml de MQ)

Tampén TRIS- 100 mM / pH 8,6 (Tris 100 mM/Tween80 al 0,005%)

Tampoén TRIS-Ca pH 8,6 (Tris 100 mM/CaCl; 10 mM/Tween80 al 0,005%)

Equipo:
[0165]
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PMV de fondo redondo: Costar (N° 9017)
Biomek FX

Multipipeta ASYS

Lector de PMV Spectramax
Incubador/agitador iEMS
Incubador/agitador Innova 4339

Pipeta multicanal Biohit

Agitador BMG Thermostar

Procedimiento:

[0166] Se prepar6 una solucién de LAS al 0,063% en tampon Tris 52,5 mM, pH 8,2. La solucién de
trabajo de AAPF se prepar6 afiadiendo 1 ml de solucién madre de AAPF a 100 mg/I (en DMSO) a 100 ml de tampdn
TRIS (100 mM), pH 8,6. Para diluir los sobrenadantes, se llenaron placas de fondo plano con tampdn de dilucion, se
afadio una alicuota del sobrenadante y se mezclé bien. La relacion de diluciéon depende de la concentracién de los
controles de ASP en las placas de crecimiento (actividad AAPF). La concentracion de proteina deseada era de 80

ppm.

[0167] Se afadieron 10 pl del sobrenadante diluido a 190 pl de tampoén LAS al 0,063%/pocillo. Las PMV
se cubrieron con cinta adhesiva, se agitaron durante algunos segundos y se colocaron en un incubador (Innova
4230) a 25° o 35°C durante 60 minutos con una agitacion de 200 rpm. La actividad inicial (t=10 minutos) se
determind tras 10 minutos de incubacién transfiriendo 10 yl de la mezcla de cada pocillo a una PMV recién
preparada que contenia 190 pl de solucién de trabajo AAPF. Estas soluciones se mezclaron bien y se determind la
actividad AAPF usando un lector de PMV (20 lecturas en 5 minutos y 25°C).

[0168] La actividad final (t=60 minutos) se determind retirando otros 10 pl de solucion de la placa en
incubacion después de 60 minutos de incubacion. La actividad AAPF se determind después como se describio
anteriormente. Los calculos se realizaron como sigue: el % de actividad residual era [valor t-60]* 100 / [valor t-10].

EJEMPLO 2

Produccion de proteasa 69B4 a partir de la bacteria alcalifilica grampositiva 69B4

[0169] En este ejemplo se proporciona una descripcion de la cepa 68B4 de Cellulomonas utilizada para
aislar inicialmente la nueva proteasa 69B4 proporcionada por la presente invencion. ElI microorganismo alcalifilico

cepa 69B.4 de Cellulomonas (DSM 16035) se aislé a 37°C en un medio que contenia caseina alcalina (g.I'1) (véase,
p. €j., Duckworth y col., FEMS Microbiol. Ecol., 19:181-191 [1996]).

Glucosa (Merck 1.08342) 10
Peptona (Difco 0118) 5

Extracto de levadura (Difco 0127) 5

KoHPO4 1

MgSQ4.7H,0 0,2
NaCl 40
N82003 10
Caseina 20
Agar 20

[0170] También se us6 un medio de cultivo alcalino adicional (medio alcaléfilo de Grant) para cultivar la

cepa 69B.4 de Cellulomonas, como se proporciona a continuacion:

Solucion A del medio alcaldfilo de Grant ("GAM") (g.I"")

Glucosa (Merck 1.08342) 10
Peptona (Difco 0118) 5
Extracto de levadura (Difco 0127) 5
K2HPO, 1
MgSQO47H,0 0,2

Disueltos en 800 ml de agua destilada y esterilizado mediante autoclave.
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Solucién B de GAM (g.L™")

NaCl 40
N82003 10
[0171] Disueltos en 200 ml de agua destilada y esterilizado mediante autoclave.
[0172] El medio GAM completo se preparé mezclado la soluciéon A (800 ml) con la soluciéon B (200 ml). El

medio solido se preparé mediante la adicion de agar (2% p/v).
Condiciones de crecimiento

[0173] A partir de un vial de cultivo de glicerol recién descongelado (conservado como glicerol congelado
(20% vlv, solucién madre conservada a -80°C), los microorganismos se inocularon usando un asa de inoculacién en
el medio alcaléfilo de Grant (GAM) descrito anteriormente en placas de agar y se crecieron durante al menos 2 dias
a 37°C. A continuacion, se us6 una colonia para inocular un matraz en agitacién de 500 ml que contenia 100 ml de
GAM a pH 10. Este matraz se incubd a continuacién a 37°C en un agitador rotatorio a 280 rpm durante 1-2 dias
hasta que se obtuvo un buen crecimiento (segun observacion visual). A continuacion se usaron posteriormente 100
ml de medio de cultivo para inocular un fermentador de 7 | que contenia 5 litros de GAM. Las fermentaciones se
desarrollaron a 37°C durante 2-3 dias para obtener la produccidon maxima de proteasa. Las condiciones
completamente aerébicas se mantuvieron durante todo el tiempo inyectando aire a un flujo de 5 I/min, en la regién
de la bomba que estaba rotando a aproximadamente 500 rpm. El pH se establecié a un valor de 10 al inicio pero no
se controlé durante la fermentacion.

Preparacion de muestras de enzima sin procesar de 69B4

[0174] El medio de cultivo se recogié del fermentador y las células se retiraron mediante centrifugacion
durante 30 min a 5.000 x g a 10°C. El sobrenadante resultante se aclaré mediante filtracion en profundidad sobre
Seitz EKS (SeitzSchenk Filtersystems). El sobrenadante de cultivo estéril resultante se concentré ademas
aproximadamente 10 veces mediante ultrafiltracion usando un casete de ultrafiltracion con un punto de corte de 10
kDa (Minisette de 10 kDa Pall Omega; Pall). Las muestras de 69B4 sin procesar concentradas resultantes se
congelaron y conservaron a -20°C hasta su uso posterior.

Purificacion

[0175] El medio de cultivo separado de las células se dializé frente a acido (2-(4-morfolino)-etano
sulfénico (“MES”) 20 mM, pH 5,4, CaCl, 1mM usando una tripa de dialisis Spectra-Pro7 (Spectrum) con un peso
molecular de exclusién (PME) de 8 K. La dialisis se realizé durante la noche o hasta que la conductividad de la
muestra fuese menor o igual a la conductividad del tampdn MES. La muestra de enzima dializada se purificé usando
BioCad VISION (Applied Biosystems) con una columna de intercambio cationico POROS de sulfo-propilo de alta
densidad (HS) 20 (20 micras) de 10 x 100 mm (7,845 ml) (PerSeptive Biosystems). Tras cargar la enzima en la
columna previamente equilibrada a 5 ml/min, la columna se lavé a 40 ml/min con un gradiente de pH de MES 25
mM, pH 6,2, CaCl, 1 mM a acido (N-[2-hidroxietil]-piperazina-N"-[2-etano] sulfénico [CsH1sN204S, N° CAS 7365-45-9]
(“HEPES”) 25 mM, pH 8,0, CaCl, 0,1 mM en 25 volimenes de columna. Se recogieron fracciones (8 ml) durante el
desarrollo de la cromatografia. El paso de lavado a pH 8,0 se mantuvo durante 5 volimenes de columna vy, a
continuacion, la enzima se eluyé usando un gradiente (0-100 mM de NaCl en el mismo tampon en 35 volumenes de
columna). La actividad proteasa en las fracciones se controla usando el ensayo pNA (ensayo sAAPF-pNA; DelMar, y
col., supra). La actividad proteasa que eluye a NaCl 40 mM se concentr6 y se cambi6é el tampén (usando
concentrador VIVA Science de PME a 5K de 20 ml) a MES 20 mM, pH 5,8, CaCl; 1 mM. Este material se usé para la
caracterizacion adicional de la enzima.

EJEMPLO 3

Produccion de proteasas ASP en B. subtilis

[0176] Los experimentos realizados para producir la proteasa 69B4 (también denominada en este
documento como “ASP”, “Asp”, “proteasa ASP” y “proteasa Asp”) en B. subtilis se describen en la solicitud de

patente de EE. UU. N° de serie 10/576.331 (WO 2005/052146).

[0177] La secuencia de ADN (secuencia de ADN de ASP sintética) se proporciona a continuacion con el
uso de codones adaptado para las especies de Bacillus, y codifica la proteina precursora de ASP natural.
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ATGACACCACGAACTGTCACAAGAGCTCTGGCTGTGGCAACAGCAGCTGCTACACT
CTTGGCTGGGGGTATGGCAGCACAAGCTAACGAACCGGCTCCTCCAGGATCTGCAT
CAGCCCCTCCACGATTAGCTGAAAAACTTGACCCTGACTTACTTGAAGCAATGGAA
CGCGATCTGGGOTTAGATGCAGAGGAAGCAGCTGCAACGTTAGCTTTTCAGCATGA
CGCAGCTGAAACGGGAGAGGCTCTTGCTGAGGAACTCGACGAAGATTTICGCGGGC

ACGTGGOTTGAAGATGATGTGCTGTATCTTGCAACCACTGATGAAGATGCTGTTGA
AGAAGTCGAAGGCGAAGGAGCAACTGCTGTGACTGTTGAGCATICTCTTGCTGATT

TAGAGGCGTGGAAGACGGTTITGGATGCTGCCCTCGAGGGTCATGATGATGTGCCT
CGTGGT TCGACGTGCCTACGAATTCGGTAGTCGTTGCTGTAAAGGCAGGAGC

GCAGGATGTAGCTGCAGGACTTGTGGAAGGCGCTCGATGTGCCATCAGATGCGGTCA
CTTTITGTAGAAACGGACGAAACGCCTAGAACGATGTTCGACGTAATTGGAGGCA
ACGCATATACTATTGGCGGCCGGTCTAGATGTTCTATCGGATTCGCAGTAAAC
GCTGGCITCATTACTGCCGGTCACTGCGGAAGAACAGGAGCCACTACTGCCA
ATCCGACTGGCACATTTGCAGGTAGCTCGTTTCCGGGAAATGATTATGCATTC
GTCCGAACAGGGGCAGGAGTAAATTTGCTTGCCCAAGTCAATAACTACTCGGG
CGGCAGAGTCCAAGTAGCAGGACATACGGCCGCACCAGTTGGATCTGCTGTA
TGCCGCTCAGGTAGCACTACAGGTTGGCATTGCGGAACTATCACGGCGCTGA
ATTCGTCTGTCACGTATCCAGAGGGAACAGTCCGAGGACTTATCCGCACGACG
GTTTGTGCCGAACCAGGTGATAGCGGAGGTAGCCTITTTAGCGGGAAATCAAG
CCCAAGGTGTCACGTCAGGTGGTTICTGGAAATTGTCGGACGGGGGGAACAAC
ATTCTTTCAACCAGTCAACCCGATTTTGCAGGCTTACGGCCTGAGAATGATTA
CGACTGACTCTGGAAGTTCCCCTGCTCCAGCACCTACATCATGTACAGGCTACGE
AAGAACGTTCACAGGAACCCTCGCAGCAGGAAGAGCAGCAGCTCAACCGAACGGT

AGCTATGTTCAGGTCAACCGGAGCGGTACACATTCCGTCTGTCTCAATGGACCTAG
CGGTGCGGACTTTGATTTGTATGTGCAGCGATGGAATGGCAGTAGCTGGGTAACCG
TCGCTCAATCGACATCGCCGGGAA GCAATGAAACCATTACGTACCGCGGAAATGCT
GOATATTATCGCTACGTGGTTAACGCTGCGTCAGGATCAGGAGCTTACACAATGGG

ACTCACCCTCCCCTGA (SEQ ID NO:1)

[0178] En la secuencia anterior, el texto en negrita indica el ADN que codifica la proteasa madura, la
fuente convencional indica la secuencia lider y el texto subrayado indica las prosecuencias N-terminal y C-terminal.

Expresion del gen ASP sintético

[0179] La expresion del gen de ASP sintético se describe en la solicitud de patente de EE. UU. N° de
serie 0/576.331 (WO 2005/052146).

EJEMPLO 4

Produccién de mutantes combinatorios y bibliotecas de mutacién multiples.
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[0180] En este ejemplo, se describen los procedimientos utilizados para construir mutantes
combinatorios y bibliotecas de mutacién multiple.

Construccion de mutantes combinatorios

[0181] La construcciéon de mutantes combinatorios de ASP se describe en la solicitud de patente de EE.
UU. N° de serie 10/576.331 (WO 2005/052146).

Construccion de una biblioteca de mutacién muiltiple

[0182] La biblioteca de mutacion multiple se construyd como se sefiala en el kit QCMS de Stratagene con
la excepcion de la concentraciéon del cebador usando en las reacciones. Especificamente, 1 ul del plasmido pUC18-
ASP purificado y metilado (aproximadamente 70 ng) se mezclé con 15 pl de agua destilada estéril, 1,5 pl de dNTP,
2,5 yl de tampoén 10x, 1 yl de mezcla de la enzima y 1,0 pyl de mezcla del cebador mutante (para un total de 100
pmoles de cebadores). La mezcla del cebador se preparé usando 10 pl de cada uno de los dieciocho cebadores
mutantes (100 pmoles/ul); afiadiendo 50 ng de cada cebador para la biblioteca como recomienda Stratagene, lo que
resultaba en pocas mutaciones en una ronda previa de mutagénesis. Por tanto, el protocolo se modificé en la ronda
presente de mutagénesis para incluir un total de 100 pmoles de cebadores en cada reaccién. Las condiciones de
ciclado fueron 95°C durante 1 min, seguido de 20 ciclos de 95°C durante 1 min, 55°C durante 1 min y 65°C durante
12 min en un termociclador PTC2-200 de MJ Research usando tubos de PCR de pared delgada de 0,2 ml. El
producto de reaccion se digiri6 con 1 pl de Dpnl del kit QCMS incubando a 37°C durante toda la noche. Se
afadieron 0,5 pyl mas de Dpnl y la reaccién se incub6 durante 1 hora.

[0183] Posteriormente, el ADN de la biblioteca (producto pUC 18-ASP de cadena sencilla sometido a
mutagénesis) se electropord en células de E. coli electrocompentes (Invitrogen, N° de cat., C4040-52, Ont Shot®
TOP10 Electrocomp™ E. coli, dam+) y se realizd un crecimiento selectivo en placas de agar que contenian 100 mg/I
de ampicilina que tuvo como resultado la biblioteca de mutacién multiple de ASP en células de E. coli. Se recogieron
las colonias (decenas de miles) y se uso6 el kit de ADN miniprep spin de Qiagen (N° de cat. 27106) para preparar el
ADN plasmido mediante las etapas sefialadas en el manual del kit miniprep de Qiagen. EI ADN miniprep se eluyé
con 50 pl de tampdn EB de Qiagen proporcionado en el kit.

[0184] El ADN miniprep se digirié usando las enzimas de restriccion de ADN Pstl e Hindlll. La mezcla de
fragmentos de la biblioteca de ASP (Pstl x Hindlll) se purificé en gel y se cloné en el fragmento vector pHPLT Hindlll
x Pstl de 4.154 pares de bases mediante una reaccion ligasa usando la ADN ligasa de T4 de Invitrogen (N° de Cat.
15224-025), utilizando el protocolo de Invitrogen segun se recomienda para la clonacién general de extremos
cohesivos. En otra estrategia, los fragmentos de la biblioteca sintética de ASP se produjeron mediante GeneAtrt.
Estos fragmentos de la biblioteca de ASP también se digirieron con Pstl e Hindlll, se purificaron y clonaron en el
fragmento vector pHPLT HindlIl x Pstl de 4.154 pares de bases mediante una reaccion ligasa.

[0185] Para transformar la mezcla de reaccién de ligamiento directamente en las células de Bacillus, el
ADN de la biblioteca (mezcla de fragmento de la biblioteca de ASP clonado en pHPLT) se amplificé usando el kit
TempliPhi (Amersham, N° de cat. 25-6400).Con este objetivo, se mezclo 1 pl de la mezcla de reaccion de ligamiento
con 5 pl de tampdén de muestra del kit TempliPhi y se calenté durante 3 minutos a 95°C para desnaturalizar el ADN.
La reaccion se coloco en hielo para su enfriamiento durante 2 minutos y, a continuacién, se centrifugé brevemente.
Después se afiadieron 5 pl de tampédn de reaccion y 0,2 pl de polimerasa phi29 del kit TempliPhi y las reacciones se
incubaron a 30°C en un aparato de PCR MJ Research durante 4 horas. La enzima phi29 se inactivé por calor en las
reacciones mediante incubacion a 65°C durante 10 min en el aparato de PCR.

[0186] Para la transformacion de las bibliotecas en Bacillus se mezclaron 0,1 pl del producto de reaccion
de amplificacion TempliPhi con 500 pl de las células de B. subtilis competentes (AaprE, AnprE, oppA, AspollE,
degUHy32, AamyE::(xyIR,pxylA-comK) seguido de agitacion vigorosa a 37°C durante 1 hora y se dispusieron 100 y
500 ul en placas de Hl-agar que contenia sulfato de neomicina a 200 ppm (Sigma, N° de Cat, N-1876; que contiene
732 pg de neomicina por mg) y leche desnatada al 0,5%. Se picaron para su analisis noventa y cinco clones de la
biblioteca.

[0187] La mutagénesis funcion6 bien, ya que soélo el 14% de los clones eran iguales a la secuencia
estructural (ASP con R0141-A064K-T086K-T116E-R123F) y aproximadamente el 3% de los clones presentaba
mutaciones extras. El resto de los clones secuenciados (72%) eran todos mutantes y, de estos, aproximadamente el
94% eran mutantes exclusivos. Los resultados de secuenciacion de la biblioteca se proporcionan a continuacion en
la Tabla 4-1.
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Tabla 4-1. Variantes de ASP con R0141-A064K-T086K-T116E-R123F

G54D

N24A

N24Q

N24T

N67S

R127K

R159F

R159K

R159K

R159N

R159N

G78D R159F

N24Q R35E

N67S R159E

R127K R159E

R127K R159K

R127K R159N

R127Q R159K

R35D R159E

R35D R159K

R35E R159K

G54D R127K R159K

G78D R127K R159K

G78D R127K R159E

G78D R127Q R159K

N24A NG67A R159K

N24A N67S R159K

N24E R35D G78D

N24T N67S R159E

N67L G78D R159K

R35D G78D R159K

N24A R35E G78D R159N

N24D R35D G78D R159F

N24E G54D G78D R159K

N24E R35D G78D R127K R159N

N24Q G54D G78D R159N

N24Q N67L G78D R159E

N24Q R35D R127K R159K

N24T R35D G78D R159K

N24T R35D G78D R159K

N67S G78D R127K R159K

R35D G78D R127K R159E

R35D G78D R127K R159N

R35D G78D R127Q R159K

R35E G54D NG67A R159F

R35E N67S G78D R127Q

N24A G54D N67S G78D R159F

N24A R35D NG67A G78D R159F

N24Q R35D N67L G78D R159K

N24Q R35D NG67L G78D R159N

N24Q R35D N67S R127K R159E

N24Q R35E NG67A R127K R159E

N24Q R35E N67A G78D R159E

N24T NG67A G78D R127Q R159N

N24T R35E NG67A G78D R127Q

R35E G54D N67S G78D R159K

N24A G54D N67S G78D R127K R159K

N24A R35E N67S G78D R127K R159K

N24E R35E G54D N67S R127K R159N
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N24Q R35D N67S G78D R127K R159F
N24T G54D NG67S G78D R127Y R159E
N24E R35E G54D N67S G78D R127K R159K

EJEMPLO 5
Correlacion de mutaciones deletéreas para propiedades multiples
[0188] En este ejemplo, se ilustra el principio de que las mutaciones deletéreas para cualquier propiedad

se correlacionan con mutaciones deletéreas para cualquier otra propiedad, independientemente de las correlaciones
entre las propiedades. Como se indica en este documento sélo un nimero pequefio de posiciones (5-10%) tienen
mutaciones que son malas para todas las propiedades. Estas posiciones definen el plegamiento y estan
conservadas en la evolucién. La implicacién de esto es que aunque la identificacién de mutaciones beneficiosas
para cualquier propiedad requiere una seleccion realmente predictiva para esta propiedad, puede conseguirse la
identificacion de mutaciones probablemente deletéreas para cualquier propiedad usando cualquier seleccion,
incluyendo pero sin limitaciones los procedimientos proporcionados en este documento.

[0189] Las enzimas variantes (ASP, ACT y NPRe) se produjeron como se describe en este documento y
dentro de las solicitudes de patente de EE. UU. N° de serie 0/576.331, 10/581.014, 11/581.102 y 11/583.334
(documentos WO 2005/052146, WO 2005/056782 y US 2008/0293610). Las tablas siguientes proporcionan
comparaciones por parejas de los valores de variantes con mas del 5% de la actividad natural y menos del 5% de
actividad para cada una de las dos propiedades, junto con los coeficientes de correlacion de las dos propiedades.
Los sistemas de ensayo utilizados en este ejemplo también se proporcionan en estas solicitudes. Las propiedades
utilizadas en este documento fueron actividad caseina (CAS), actividad queratina (QUER), actividad AAPF (AAPF),
estabilidad en LAS (LAS) y estabilidad térmica para ASP, asi como formacioén de peracido (PAF) y degradacion de
peracido (PAD) para ACT.

[0190] Como se indica en las tablas siguientes, las Unicas propiedades que se descubrié que estaban
correlacionadas (coeficientes de correlacion > 0,5) fueron CAS, QUER y AAPF para ASP. Todas las demas no
estaban correlacionadas (coeficiente de correlacion < 0,3). A pesar del hecho de que las propiedades no se
correlacionaban, la probabilidad de que una mutacién pudiera ser deletérea para las dos propiedades es mucho mas
alta que la esperada por probabilidad. En la tabla se proporcionan los cocientes calculados de los valores
observados y esperados de las variantes elegidas al azar. Los valores mayores de 1 indican correlaciones positivas
y aquellos menores de 1 indican correlaciones negativas.

Tabla 5-1. Comparacion de los resultados de CAS y QUER para ASP

Valor Observado Esperado Observado/esperad
CAS QUER CAS QUER o

<=5% 892 674 31% 24%

<=5% 1.959 2177 69% 76%

ambos

>5% 1.877 66% 1.496 52% 1,25

uno >5% 382 13% 1.144 40% 0,33

ambos

<=5% 592 21% 211 7% 2,81

al  menos o o

uno >5% 2.259 79% 2.640 93% 0,86
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Tabla 5-2. Comparacion de los resultados de CAS y AAPF para ASP

Valor Observado Esperado Observado/esperado
CAS AAPF CAS AAPF P
<=5% 892 1.263 31% 44%
>5% 1.959 1.588 69% 56%
ambos
>59, 1.576 55% 1.091 38% 1,44
uno >5% 395 14% 1.365 48% 0,29
ambos
<=50, 880 31% 395 14% 2,23
Observado Esperado
al  menos o o
uno >5% 1.971 69% 2.456 86% 0,80
Tabla 5-3. Comparacion de los resultados de CAS y LAS para ASP
Valor Observado Esperado
CAS LAS CAS LAS Observadole
sperado
<=5% 892 1.450 31% 51%
>5% 1.959 1.401 69% 49%
ambos>5% 1.393 49% 963 34% 1,45
574 20% 1.435 50% 0,40
uno >5%
ambos 884 31% 45 16% 1,95
<=5%
al menos o o
uno >5% 196 69% 2.397 84% 0,82
Tabla 5-4. Comparacion de los resultados de CAS y estabilidad térmica para ASP
Valor Observado Esperado
CAS TER CAS TER Observadofe
sperado
<=5% 8.921 1.198 31% 42%
>5% 1.959 1.653 69% 58%
ambos>5% 1.508 53% 1.136 40% 1.33
uno >5% 596 21% 1.340 47% 0,44
ambos
<=50% 747 26% 375 13% 1,99
al menos o o
uno 5% 2.104 74% 2.476 87% 0,85
Tabla 5-5. Comparacién de los resultados de QUER y AAPF para ASP
Valor Observado Esperado Observad:lesperad
<=5% 674 1.263 24% 44%
>5% 2177 1.588 76% 56%
ambos>5% 1.566 55% 1.213 43% 1,29
uno >5% 633 22% 1.340 47% 0,47
ambos
<=59% 652 23% 299 10% 2,18
al menos o o
uno >5% 2.199 77% 2.552 90% 0,86
Tabla 5-6. Comparacion de los resultados de PAF y PAD para ACT
Valor Observado Esperado
PAF PAD PAF PAD Observadole
sperado
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<=5% >5% 541 751 19% 26%

2.536 2.326 89% 82%
ambos>5% 2.187 77% 2.069 73% 1,06
uno >5% 488 17% 639 22% 0,76
ambos
<=5% 402 14% 143 5% 282
al menos o o
uno >5% 2.675 94% 2,708 95% 0,99
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para variantes de ingenieria de proteinas de una proteina parental que combina
mutaciones en dos o mas sitios de interés; el procedimiento comprende las etapas de:

a) proporcionar una proteina parental y una biblioteca de evaluacién de sitio de variantes de proteina de dicha
proteina parental, donde la biblioteca de evaluacién de sitio comprende variantes de la proteina parental modificada
cada una en uno de los dos 0 mas sitios de interés;

b) comprobar dicha biblioteca de variantes de proteina y dicha proteina parental para al menos dos propiedades de
interés en las respectivas pruebas de interés;

c) determinar un valor indice de rendimiento para cada propiedad de interés dividiendo el valor obtenido para cada
una de las variantes de proteina entre el valor obtenido para dicha proteina parental en la prueba de interés para
proporcionan una diferencia de energia libre aparente (AAGap) para cada una de las variantes de proteina
comparado con dicha proteina parental en la prueba de interés.

d) determinar un valor indice de rendimiento previsto para variantes de proteina que combinan mutaciones a dos o
mas sitios de interés, en el que el valor indice de rendimiento previsto para las variantes que combinan dos o mas
mutaciones se obtienen afiadiendo los valores de AAG;p, de estas mutaciones.

e) identificar a partir del valor indice de rendimiento previsto obtenido en la etapa (d) las variantes de proteina que
combinan dos o mas mutaciones y que poseen una primera propiedad mejorada con respecto a la proteina parental
y una segunda propiedad que es al menos el 90% de la de la proteina parental, proporcionando de este modo una
biblioteca de variantes de proteina enriquecida en miembros que tienen al menos dos de las propiedades de interés.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que las propiedades de interés se seleccionan entre
carga, rendimiento de lavado, rendimiento de limpieza de superficie dura, estabilidad térmica, estabilidad de
almacenamiento, estabilidad en detergente, unién al sustrato, inhibicion enzimatica, nivel de expresion, velocidad de
reaccion y degradacion del sustrato.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o de la reivindicacién 2, en el que dicha proteina es una
enzima.
4. El procedimiento de la reivindicaciéon 3, en el que dicha enzima se selecciona entre proteasas,

transferasas, metaloproteasas, estearasas, amilasas, celulasas, oxidasas, cutinasas y lipasas.
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FIGURA 1.
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FIGURA 2A.
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