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DESCRIPCION
Proteasa coagulante de la leche de tipo mejorado derivada de un microorganismo
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a una proteasa que tiene una actividad coagulante de la leche mejorada derivada de
un microorganismo. La proteasa se utiliza preferentemente para la produccion de queso.

Técnica antecedente

Durante muchos afos se ha utilizado el cuajo de ternero como enzima coagulante de la leche para la produccién de
queso. La actividad coagulante de la leche del cuajo de ternero se atribuye principalmente a la quimosina, que es
una proteasa acida y que tiene una actividad proteasa especifica del sitio para la caseina de la leche con una baja
actividad no especifica del sitio (digiere especificamente la unién peptidica entre fenilalanina en la posiciéon 105 y
metionina en la posicion 106 en la secuencia aminoacidica de la x-caseina). La actividad proteasa no especifica se
cree que da lugar a la reduccion en el rendimiento de la produccion de leche y a generar un péptido de sabor
amargo durante la maduracion. Por esta razoén, la quimosina es una enzima coagulante de la leche excelente.

Sin embargo, el descenso de la matanza de terneros y el aumento de la demanda de queso han hecho que sea
dificil el suministro de cuajo de ternero. Hoy dia, se utiliza ampliamente como enzima coagulante de la leche una
enzima coagulante de la leche derivada de microorganismos tales como Rhizomucor mieheiy Rhizomucor pusillus, y
una quimosina recombinante producida por la introduccién del gen de la quimosina de ternero en hongos o
levaduras.

La enzima coagulante de la leche mencionada anteriormente derivada de un microorganismo, cuando se compara
con la quimosina de ternero o la quimosina recombinante, tiene una actividad proteasa no especifica mas alta. Es un
problema cuando la relacién C/P (relacion entre actividad de coagulacion lactea con respecto a la actividad
proteasa), que es una importante caracteristica de la enzima de coagulacion lactea, es baja. Con el fin de resolver
este problema, se expres6 y se evalud una variante del gen de la enzima que coagula la leche en Rhizomucor
pusillus, obtenida por mutagénesis dirigida al sitio por manipulaciéon genética. En la variante, la relacion C/P se
mejoré para que fuera mejor que el tipo silvestre sustituyendo el &cido glutamico de la posicion 19 con alanina en la
secuencia aminoacidica de la enzima coagulante de la leche (Documento No patente 1).

Sin embargo, aunque la actividad coagulante de la leche de la enzima coagulante de la leche desciende
aproximadamente en un 40 % con la sustitucién de aminoacidos, era dificil poner dicha enzima en una aplicacion
préactica. Por tanto, se desea una enzima coagulante de la leche derivada de un microorganismo en la que la relacién
C/P sea alta y la actividad coagulante de la leche se mantenga o se mejore.

Ademas, se ha intentado la acilacién de la enzima coagulante de la leche derivada de microorganismos tales como
Rhizomucor pusillus y Rhizomucor miehei con anhidrido dicarboxilico con el fin de mejorar la relacion C/P.
(Documento patente 1). Con este procedimiento, se obtuvo alguna mejoria, sin embargo no es aun satisfactorio.

[Documento Patente 1] Patente Japonesa N° 3-18834B
[Documento No Patente 1] J. Biochem. 129, 791-794, 2001
Sumario de la Invencién

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar una proteasa adecuada para la coagulacion lactea en la que la
actividad (a partir de ahora denominada “actividad proteasa no especifica”) para digerir un enlace peptidico distinto
del enlace entre fenilalanina en la posicion105 y metionina en la posicion 106 de la secuencia aminoacidica de la k-
caseina es baja, y se mantiene o mejora la actividad coagulante de la leche.

Los inventores de la presente invencién han estudiado intensamente para superar el problema descrito
anteriormente, y aislaron, entre las cepas mutantes de microorganismos que producen una enzima coagulante de la
leche, una cepa mutante que produce una enzima coagulante de la leche en la que la relacion C/P esta mejorada
debido a la reduccion de la actividad proteasa no especifica; aislaron un gen de la enzima coagulante de la leche de
tipo mejorado; determinaron la secuencia de nucleétidos del mismo; expresaron el gen: y midieron la actividad
coagulante de la leche y la relaciéon C/P de la enzima coagulante de la leche de tipo mejorado, completando de esta
manera la presente invencion.

En consecuencia, la presente invencion proporciona una proteasa derivada de los microorganismos que tienen una
actividad coagulante de la leche, cuya actividad coagulante de la leche se mantiene o estd aumentada y la relacién
C/P esta aumentada, también proporciona un ADN que codifica esa proteasa, un vector que contiene el ADN y una
célula transformada en la que se ha introducido el vector.
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Un aspecto de la presente invencion es proporcionar una proteasa de tipo mejorado que comprende una secuencia
aminoacidica que es al menos un 75 % idéntica a la SEC ID N? 3, dicha proteasa de tipo mejorado tiene al menos
una mutacion seleccionada de entre el grupo que consiste en:

(A) sustitucion de la glutamina correspondiente a la glutamina en la posicién 265 de la SEC ID N? 3 con un
aminoacido acido; y

(B) sustitucion de la glutamina en la posicién 266 de la SEC ID N® 3 con un aminoacido acido, y en el que dicha
proteasa de tipo mejorado tiene actividad coagulante de la leche.

Otro aspecto de la presente invencidon es proporcionar la proteasa de tipo mejorado como se describié
anteriormente, la cual se selecciona de entre el grupo que consiste en:

(A) una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEC ID N° 3 o0 43 excepto por que la glutamina en la
posicién 265 y/o la glutamina en la posicion 266 se ha(n) sustituido con un aminodacido acido.

(B) una proteina que comprende la secuencia aminoacidica de la SEC ID N° 3 o0 43 excepto por que la glutamina
en la posicion 265 y/o la glutamina en la posicién 266 se ha(n) sustituido con un aminoacido acido y no mas de
10 aminoacidos (preferentemente no mas de 5 aminodacidos, mas preferentemente no mas de 3 aminoacidos,
mas preferentemente no mas de 2 aminoacidos) en posiciones distintas de 265 y 266 se han sustituido, borrado,
insertado o afadido, y en el que dicha proteasa de tipo mejorado tiene actividad coagulante de la leche.

Otro aspecto de la presente invencién es proporcionar la proteasa de tipo mejorado como se ha descrito
anteriormente, en el que dicho aminoacido acido es acido glutamico o acido aspartico.

Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar la proteasa de tipo mejorado que se ha descrito
anteriormente, en la que el acido glutamico de la posicién 19 se sustituye con valina, alanina, isoleucina o leucina.
Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar la proteasa de tipo mejorado que se ha descrito
anteriormente, en la que la treonina de la posicion 81 se ha sustituido con glutamina o acido aspartico.

Un aspecto més de la presente invencién es proporcionar un ADN que codifica la proteasa de tipo mejorado que se
ha descrito anteriormente.

Un aspecto mas de la presente invencion es proporcionar un vector de expresién que comprende el ADN que se ha
descrito anteriormente.

Un aspecto mas de la presente invencion es proporcionar una célula transformada en la que se ha introducido el
vector de expresidn descrito anteriormente.

Un aspecto mas de la presente invencién es proporcionar la células transformada que se ha descrito anteriormente,
siendo dicha célula transformada Saccharomyces cerevisiae.

Un aspecto méas de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para producir una proteasa de tipo
mejorado que tiene una actividad coagulante de la leche, que comprende las etapas de cultivo de la célula
transformada que se ha descrito anteriormente en un medio de cultivo y la recoleccion de la proteasa del tipo
mejorado en el medio de cultivo.

Como la actividad coagulante de la leche se mantiene o se mejora y la relacion C/P es alta, se espera que el
rendimiento de produccion de queso sea mas alto con la enzima de tipo mejorado de la presente invenciéon. Ademas,
generalmente una relacion C/P mas alta implica que el desarrollo de sabor amargo en el queso durante la
maduracion se reduce, es decir se puede fabricar queso de alta calidad con la enzima mejorada.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra la estructura de un vector de expresion JS4.
La Figura 2 muestra el alineamiento de la secuencia de la proteasa proveniente de Rhizomucor pusillus (RMPP)
y la proteasa proveniente de Rhizomucor miehei (RMMP).

Descripcion de las realizaciones de la invencion

La presente se ilustrara en detalle a continuacién.

1. Proteasa de tipo mejorado (enzima de coagulante de la leche) de la presente invencién

La proteasa tipo mejorado de la presente invencién comprende una secuencia aminoacidica que es al menos un 75
% idéntica a la SEC ID N2 3, y tiene al menos una mutacién seleccionada de entre el grupo que consiste en:

(A) la sustitucién de glutamina correspondiente a la glutamina en la posicién 265 de la SEC ID N? 3 por un
aminoacido acido; y

(B) la sustitucion de glutamina en la posicion 266 de la SEC ID N? 3 por un aminoacido &cido, y que tiene
actividad de coagulacion lactea.

Ejemplos del aminoacido acido mencionado anteriormente incluyen el acido glutamico y el acido aspartico.
La proteasa de tipo mejorado de la presente invencidn tiene preferentemente una identidad de secuencia no menor
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del 90 %, mas preferentemente no menor del 95 % con la secuencia aminoacidica completa SEC ID N° 3,

En una realizacion, la proteasa de tipo mejorado de la presente invencién se puede obtener introduciendo la(s)
mutacién(es) en una proteasa de tipo silvestre derivada de Rhizomucor miehei (SEC ID N? 3). En esta realizacién, la
proteasa tipo mejorado de la presente invencion se selecciona del grupo que consiste en:

(A) una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEC ID N? 3 excepto por la glutamina en la posicion
265 y/o la glutamina en la posicion 266 que se ha(n) sustituido con un aminoacido acido.

(B) una proteina que comprende secuencia aminoacidica SEC ID N2 3 excepto por la glutamina en la posicién
265 y/o la glutamina en la posicion 266 que se ha(n) sustituido con un amino&cido acido y ademas no se han
sustituido, delecionado, insertado o afiadido mas de 10 aminodacidos en las otras posiciones distintas de la 265 y
266.

La Fig. 2 muestra el alineamiento de la secuencia de la proteasa de Rhizomucor pusillus y la proteasa de
Rhizomucor miehei. En ambas secuencias, los aminoacidos de las posiciones 265 y 266 se conservan, por lo que la
proteasa de tipo mejorado de la presente invencién también se pueden obtener introduciendo una(s) mutacién(es)
en una proteasa tipo silvestre de Rhizomucor pusillus (SEC ID N2 43). Por eso, en otra realizacién, la proteasa de
tipo mejorado de la presente invencion puede ser una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEC ID
N? 43 excepto que la glutamina en la posicion 265 y/o la glutamina en la posicién 266 se ha(n) sustituido por un
aminoacido acido. Ademas, esta proteasa de tipo mejorado puede tener otra mutacién (sustituciones, delecciones,
inserciones, o adiciones de no mas de 10 aminodcidos) distinta de la(s) sustitucién(es) en la glutamina de la posicion
265 y/o la glutamina de la posicién 266, siempre y cuando tenga actividad coagulante de la leche.

En la proteasa de tipo mejorado de la presente invencién, el acido glutamico en la posicién 19 y la treonina en la
posicion 81 de la secuencia aminoacidica SEC ID N? 3 o 43 se pueden sustituir con otros aminoacidos. El acido
glutamico en la posicion 19 se sustituye, preferentemente, con valina, alanina, isoleucina o leucina, mientras que la
treonina en la posicién 81 se sustituye preferentemente con glutamina o &cido aspartico.

En la presente invencidn, “posicion 265”, “posicién 266", “posicion 19” y “posicion 81” no indica necesariamente una
posicion absoluta a partir del extremo N de la proteasa sino que indica una relacién relativa en comparacion con la
secuencia aminoacidica SEC ID N° 3 o 43. Por ejemplo, en la proteasa que tiene la secuencia aminoacidica SEC ID
N2 3 0 43, cuando se produce la delecién de un aminoacido en el lado del extremo N desde la posicion 265, la
posicion 265 mencionada anteriormente entonces es la posicion 264. Incluso en tal caso, el aminoacido en la
posicion 264 contada desde el resto del extremo N es el aminoacido de “posicion 265” en la presente invencion. La
posicion absoluta del aminoacido se determina por el alineamiento de la secuencia aminoacidica de una proteasa de
interés con la secuencia aminoacidica SEC ID N® 3 o 43. El aminodcido indicado por la expresién “que corresponde
a” también significa un aminoacido en una posicion relativa comparada con la secuencia aminoacidica SEC ID N° 3
0 43.

Las SEC ID N2 3 y SEC ID N? 43 son secuencias aminoacidicas de la proteasa tipo maduro. La proteasa tipo
mejorado de la presente invencién puede incluir la secuencia aminoacidica de un péptido de sefal, un propéptido y
similares.

Con el procedimiento que se describe en los Ejemplos de esta descripcién, reproduciendo una cepa mutante que
produce una proteasa de tipo mejorado con una relacién C/P alta a partir de un microorganismo de tipo silvestre que
produce una proteasa que tiene una actividad coagulante de la leche con una relacién C/P comparativamente baja y
cultivando la cepa mutante en un medio, se puede obtener la proteasa de tipo mejorado de la presente invencion a
partir de la célula de la cepa mutante o del medio. Ejemplos de microorganismos que producen la proteasa de tipo
silvestre con una relacién C/P comparativamente baja incluye una cepa del tipo silvestre de Rhizomucor miehei
(ATCC 16457), Rhizomucor pusillus (ATCC 16458), y cepas derivadas de las mismas. Estas cepas se pueden se
pueden adquirir en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC; P.O. Box 1549 Manassas, VA 20108 EEUU). La
proteasa de tipo mejorado de la presente invencidn también se puede obtener aislando un ADN que codifica la
proteasa de tipo mejorado de la cepa mutante mencionada anteriormente y expresando el ADN.

Ademas, la proteasa tipo mejorado de la presente invencién también se puede obtener aislando un ADN que codifica
la secuencia aminoacidica SEC ID N® 3 o 43 de una cepa tipo silvestre de Rhizomucor miehei (ATC 16457),
Rhizomucor pusillus (ATCC 16458), o cepas derivadas de las mismas y modificando el ADN por mutagénesis
dirigida al sitio para que codifique la proteasa de tipo mejorado de la presente invencién, y a continuacion
expresando el ADN modificado.

La expresion del ADN mencionado anteriormente puede llevarse a cabo construyendo un vector de expresién que
contenga el ADN mencionado anteriormente e introduciéndolo en una célula huésped. Aunque la célula huésped
puede ser una célula procariota o una célula eucariota, es preferible que sea una célula eucariota. Ejemplos de
células eucariotas incluyen células de levaduras, células de hongos, y células vegetales. Se prefieren las células de
levaduras y son particularmente preferidas las células de Saccharomyces cerevisiae.
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La relacion C/P de la proteasa tipo mejorado de la presente invencién es mayor que la relacion C/P de la proteasa
tipo silvestre correspondiente (SEC ID N® 3 o 43). La relacion C/P de la proteasa tipo mejorado de la presente
invencion es preferentemente no menos de 1,2 veces, mas preferentemente no menos de 1,5 veces, y mas
preferentemente aln, no menos de 2,0 veces mas alta que la relacion C/P de la proteasa de tipo silvestre (SEC ID
N 3 0 43).

La relacion C/P en el presente documento indica [actividad coagulante de la leche (ACL)] / [actividad proteasa (AP)].
La medicién de AP y ACL se puede llevar a cabo con los procedimientos descritos a continuacién. Aunque para la
medicion de la ACL hay un Procedimiento de Referencia Internacional (descrito en 1ISO15174, IDF 176; Cebadora
edicion 01-09-2002, Especificaciones Autoimpuestas para Aditivos Alimentarios), el valor de ACL en la presente
descripcion se calculé por procedimiento siguiente (denominado en el presente documento como procedimiento
Meito).

[1] Medicién de AP

La caseina producida a partir de leche (fabricada por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) se disuelve en una
solucion de fosfato hidrégeno disédico 0,05 M y se ajusta el pH a 6,0 con una soluciéon de ensayo de acido
clorhidrico a 1 mol/l, para preparar una solucién sustrato de caseina al 0,6 %. Una muestra de ensayo (0,2 ml), que
se habia diluido adecuadamente, se afiade a 1 ml de esta solucién sustrato. La mezcla de deja reaccionar a 37 °C
durante 10 a 30 minutos y luego se finaliza la reaccién afadiendo 1 ml de una solucién de parada de reaccion (una
solucién que es una mezcla de &cido tricloroacético a 0,11 mol/l, acetato sédico anhidro a 0,21 mol/l, y &cido acético
a 0, 33 mol/l). Se obtiene el sobrenadante por centrifugacién y se afade 1 ml de carbonato sédico anhidro 0,55 mol/l
a 0,4 ml de sobrenadante, y luego se afiaden 0,2 ml de una reactivo de fenol fabricado por Wako Pure Chemical
Industries, Ltd. (reactivo de Folin-Ciocalteu) diluido dos veces. La mezcla se deja reaccionar a 37 °C durante 30
minutos y se mide la absorbancia (longitud del camino éptico) a 660 nm. De manera separada, se anade un mililitro
de la soluciéon de parada de reaccién a 1 ml de la solucién sustrato, y a continuaciéon se afaden 0,2 ml de una
muestra de ensayo. A partir de entonces, se prepara la mezcla de la misma manera y el resultante se utiliza como un
blanco. Un valor obtenido restando la absorbancia del blanco de la absorbancia de la muestra de ensayo se
convierte en cantidad de tirosina libre para calcular el valor de la AP. La unidad de AP es Unidades/ml. Esta 1
Unidad se refiere a la cantidad de enzima que produce un aumento en la coloracion de la sustancia reactivo de fenol
equivalente a 1 umol de tirosina en 1 minuto en el procedimiento mencionado anteriormente. También, la ecuacién
de correlacion entre la tirosina y la coloracién de una sustancia reactiva de fenol se obtiene preparando una curva
de calibracion de tirosina como se describe a continuacién.

Curva de calibracion de tirosina

Se seca una tirosina de referencia (peso molecular 181,2, fabricada por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a 105
°C durante 3 horas. Luego se pesan con precision 0,050 g de la tirosina de referencia y se disuelve en solucion de
ensayo de acido clorhidrico a 0,2 mol/l hasta alcanzar exactamente un volumen final de 50 ml. Se miden
precisamente 1, 2, 3 y 4 ml de esta solucién y se afiade a cada una solucion de ensayo de &cido clorhidrico a 0,2
mol/l hasta alcanzar un volumen exacto de 100 ml. Se miden precisamente dos ml de cada solucion. Luego se
afnaden 5 ml de solucién de ensayo de carbonato sodico de 0,55 mol/l y 1 ml de reactivo de fenol diluido dos veces.
Inmediatamente después de esto, la mezcla se mezcla con agitado y se deja permanecer a 37+0,5 °C durante 30
minutos. De la solucién obtenida se toman 2 ml y se miden las absorbancias A1, A2, A3 y A4 a una longitud de onda
de 660 nm junto a una solucién de control preparada de forma similar. Poniendo las absorbancias A1, A2, A3y A4 a
lo largo del eje vertical y la cantidad de tirosina (umol) en 2 ml de cada solucién a lo largo del eje horizontal, se
prepara la curva de calibracion para determinar la cantidad de tirosina (umol) para una diferencia de absorbancia de
1.

[2] Procedimiento de ensayo para ACL (procedimiento Meito)

Se disuelve leche desnatada desecada, preferentemente fabricada por CHR.HANSEN (al 10 %) en cloruro calcico
0,01 M (pH 6,0) para usarla como sustrato. Una solucion de muestra de ensayo (0,5 ml) preparada a una
concentracién a la que se forman coagulos durante 2 a 5 minutos, preferentemente cada 2 minutos 30 segundos, se
afaden a 5 ml de este sustrato, y la mezcla de mantiene a 35 °C. Mientras se agita la mezcla con una varilla de
cristal, se observa la formacién de coagulos para medir el tiempo de formacién. Se compara con un valor de la
referencia de la cual se conoce la ACL, que es un valor que se mide de manera similar, se determina la ACL
calculando cuanta (veces adecuadas) cantidad mas de sustrato se necesita para coagular el sustrato en una unidad
de tiempo. La ecuacion para calcularlo es la siguiente:

ACL (Mu/ml) = S x (Ts X Ws) / (T x W)

S: actividad especifica de la enzima coagulante de la leche de la referencia (Mu/g)

Ts: Tiempo para la coagulacién de la solucién de referencia (segundos)

Ws: cantidad de la referencia en 1 ml de solucién de referencia (g)

T: tiempo para la coagulacion de leche de la solucién de la muestra de ensayo (segundos)
W: cantidad de la muestra de ensayo en 1 ml de la solucién de la muestra de ensayo (ml)
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Ademas, la ACL se puede calcular también por cantidad de unidad proteica cuantificando la cantidad total de
proteinas contenida en la muestra de ensayo. En el Ejemplo 13 descrito posteriormente, se calcula la ACL por 1 mg
de proteina (Mu/mg de proteina).

El valor de la ACL calculada por el procedimiento mencionado anteriormente tiene una correlacién con el valor de
ACL calculado por el Estandar Internacional (descrito en 1SO15174, IDF 176; Cebadora edicion 01-09-2002,
Especificaciones Autoimpuestas para Aditivos Alimentarios). La correlacién se puede mostrar con la siguiente
féormula.

1 unidad estandar internacional (IMCU/ml) = 1 unidad procedimiento Meito (Mu/ml) / 100

La ACL de la proteasa de la presente invencion es preferentemente sustancialmente igual a o0 mayor que la ACL de
la proteasa de tipo silvestre. Cuando la proteasa de la presente invencién y la proteasa del tipo silvestre (SEC ID N®
3 0 43) se preparan bajo condiciones idénticas para comparar sus ACL, la ACL de la proteasa de tipo mejorado de la
presente invencién es preferentemente no menor de 0,8 veces, mas preferentemente no menor de 0,9 veces, mas
preferentemente ain no menor de 1,0 vez mas alta que la ACL de la proteasa de tipo silvestre.

Un ejemplo de preparacion de la proteasa tipo mejorado de la presente invencion y la proteasa tipo silvestre bajo
condiciones idénticas incluye la incorporacién del ADN que codifica cada proteasa en un vector idéntico para la
expresion génica, introduciendo cada uno de estos vectores de expresion en una célula de una cepa idéntica en
unas condiciones idénticas, y cultivar la célula bajo condiciones idénticas de cultivo para obtener un cultivo como una
solucion de proteasa. El cultivo obtenido se puede condensar de una manera idéntica o purificar de manera idéntica
para utilizarse.

2. ADN que codifica la proteasa tipo mejorado de la presente invencion

El ADN de la presente invencién es un ADN que codifica la proteasa de tipo mejorado de la presente invencion.
Ejemplos especificos del ADN de la presente invencion incluyen un ADN que comprende los nucleétidos 208 a 1.290
de la SEC ID N° 1 y un ADN que comprende una secuencia que se hibrida con la secuencia de nucleétidos
complementaria a los nucleotidos 208 a 1.290 de la SEC ID N® 1 bajo condiciones estrictas; y que codifica la
proteasa de tipo mejorado que tiene las propiedades mencionadas anteriormente. Ejemplos especificos del ADN de
la presente invencion incluyen también un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID N2 42 y un ADN
que comprende una secuencia que se hibrida con la secuencia de nucleoétidos complementaria a la secuencia de
nucleétidos SEC ID N¢ 42 bajo condiciones estrictas; y que codifica la proteasa tipo mejorado que tiene las
propiedades descritas anteriormente. Condiciones estrictas significa condiciones en las que se forma el denominado
hibrido especifico mientras que no se forma un hibrido no especifico. Aunque las condiciones varian dependiendo de
la secuencia de nucledétidos o su longitud, los ejemplos de las mismas incluyen condiciones en las que el ADN con
alta homologia, por ejemplo los ADN que tienen una homologia no menor del 75 %, preferentemente no menor del
90 %, mas preferentemente no menor del 95 %, se hibridan mutuamente, y los ADN que tienen una homologia
menor no se hibridan, o condiciones de hibridaciéon, que sean las condiciones normales para el lavado en la
hibridaciéon de Southern, a 60 °C y SSC 1x, un 0,1 % SDS, preferentemente SSC 0,1x y una concentracién de sal
equivalente a un 0,1 % de SDS.

El ADN que codifica una proteasa de la presente invencién se puede aislar de la cepa mutante que tiene la proteasa
tipo mejorado mencionada anteriormente por procedimientos convencionales de clonacion genética. Por ejemplo, se
puede aislar seleccionando el ADN de una biblioteca de genes de la cepa mutante mencionada anteriormente por
hibridaciéon con una sonda de oligonucleétidos sintética que tenga como base la secuencia de nucleétidos SEC ID
N° 1042.

También, se puede obtener el ADN que codifica una proteasa de tipo mejorado de la presente invencion disefiando
cebadores basados en la secuencia de nucleotidos conocida del ADN genémico o del ADNc del gen de la proteasa
del tipo silvestre, y amplificando el ADN que proviene de la biblioteca de ADN gendémico o del ADNc de la cepa
mutante mencionada anteriormente utilizando los cebadores.

El ADN obtenido introduciendo una mutacion dirigida al sitio en un ADN tipo silvestre esta incluido también entre los
ADN que codifican una proteasa de la presente invencion.

Por ejemplo, un ADN que codifica la proteasa de tipo mejorado de la presente invencion se puede obtener facilmente
aislando un ADN que codifique la secuencia aminoacidica SEC ID N° 3 de la cepa tipo silvestre de Rhizomucor
miehei (ATCC 16457) o su cepa derivada, e introduciendo la mutacion dirigida al sitio en él. También se puede
obtener un ADN que codifica la proteasa de tipo mejorado de la presente invencién aislando el ADN que codifica la
secuencia aminoacidica SEC ID N° 43 de la cepa tipo silvestre de Rhizomucor pusillus (ATCC 16458) o su cepa
derivada, e introduciendo la mutacién dirigida al sitio en él.

La introduccién de la mutacion dirigida al sitio se puede llevar a cabo por un procedimiento que es conocido por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, las mutaciones se pueden introducir sintetizando cebadores que tienen un sitio
de escision de enzimas de restriccion en un extremo y que contienen el sitio de mutacién en el otro extremo, y
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sustituyendo una parte correspondiente en un gen no mutado con la parte mutada (procedimiento mutaciéon con
casete).

Como procedimientos para la introduccién de la mutacion dirigida al sitio, por ejemplo, se conocen el procedimiento
duplex Gapped y el procedimiento Kunkel. El procedimiento Kunkel se basa en un principio en el cual el gen no
mutado se clona en un fago de cadena sencilla; y se sintetiza una cadena complementaria utilizando un ADN
sintético que contiene una falta de coincidencia para un punto mutado como cebador, y luego se producen un nuevo
fago y un ADN replicado solamente con la cadena complementaria obtenida que contiene la mutacién como matriz.
La mutagénesis dirigida al sitio puede llevarse a cabo utilizando un kit disponible comercialmente.

3. Vector de expresion de la presente invencion

El vector de expresion de la presente invencion se utiliza para expresar la proteasa de tipo mejorado de la presente
invencion. Puede tener una estructura en la que una secuencia promotora que controla la expresion del ADN esta
ligada corriente arriba del ADN que codifica la proteasa de tipo mejorado de la presente invencién. Ademas, también
puede haber un terminador ligado corriente abajo del ADN.

Se puede utilizar como promotor mencionado anteriormente, cuando el huésped es E. coli, trp, lac, tag, APL o
similares. Cuando el huésped es una levadura, se prefieren los promotores GAL7, ADH, TPI, o PHOS5 o similares, y
entre estos, se prefiere GAL7 debido a que promueve la expresion génica fuertemente (Nogi Y. y col. Nucl. Acids
Res. 11, 8555-8568 (1983)).

Ejemplos del terminador incluyen TPl, GAPDH, y GAL 10. El vector de la presente invencién se puede construir
uniendo el promotor mencionado anteriormente, el ADN que codifica la proteasa de tipo mejorado de la presente
invencién, el terminador mencionado anteriormente en orden desde el 5’ corriente arriba al 3’ corriente abajo e
insertando el resultado en un vector.

Como un vector capaz de replicarse en levaduras, se puede utilizar cualquier tipo de los plasmidos denominados
Ylp, YRp, YEp y YCp. Desde el punto de vista del nimero de copias y de estabilidad, se prefiere el tipo YEp. Aunque
estos plasmidos generalmente contienen una secuencia innecesaria, en atencion a la estabilidad del plasmido, o con
el fin de facilitar la modificacién del plasmido, se prefiere eliminar la secuencia innecesaria.

Se puede insertar también en el vector de expresién de la presente invencién, un gen marcador de seleccién para
seleccionar un recombinante o un gen indicador para comprobar la expresién del gen introducido. Ejemplos del gen
marcador incluyen los genes de resistencia a la hidromicina, genes resistentes a la kanamicina, y genes de
resistencia a la ampicilina. Ejemplos de genes indicadores incluyen genes beta-glucuronidasa (GUS), genes de
cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), genes de la luciferasa (LUC) y genes GFP. Ademas, se puede incluir una
secuencia adicional en el vector de expresion de la presente invencion con el fin de expresar la proteasa de tipo
mejorado de la presente invencion como un tipo secretor o para facilitar la purificacion de la proteasa que se
expresa. En este caso la proteasa de la presente invencién se expresa como una proteina de fusion con una
proteina o péptido que estan codificados por la secuencia adicional. Ejemplos de la secuencia adicional incluyen una
secuencia de nucleétidos que codifican un péptido de senal o propéptido y la secuencia de nucleétidos que codifican
una marca His, o una marca GST.

4. Célula transformada de la presente invencion

Una célula transformada de la presente invencion en la que se ha introducido el vector de expresion de la presente
invencion, es una célula capaz de producir la proteasa de tipo mejorado de la presente invencién. Aunque la célula
puede ser una célula procariota o puede ser una célula eucariota, se prefiere que sea una célula eucariota.

Ejemplos de células eucariotas incluyen células de levaduras, células de hongos, y células vegetales. Se prefieren
las células de levaduras y particularmente se prefiere el Saccharomyces cerevisiae.

Ejemplos de Saccharomyces cerevisiae incluyen las cepas SHY3, D13-1A'y MC 16.

Un procedimiento para introducir el vector de expresion en la célula huésped se puede seleccionar apropiadamente
dependiendo de los tipos de células huésped. Tales procedimientos son conocidos por los expertos en la técnica. Un
transformante de Saccharomyces cerevisiae, por ejemplo, se puede obtener por el siguiente procedimiento.

El Saccharomyces cerevisiae cultivado en el medio de cultivo YPD (un 1 % de extracto de levadura (fabricado por
Difco), un 2 % de Bactopeptona (fabricado por Difco) y un 2 % de glucosa) durante una noche, se inocula en un
medio de cultivo YPD recién preparado hasta un volumen final del 10 %, se cultiva a 30 °C durante 4 horas. El
cultivo obtenido (1,5 ml) se somete a centrifugacién ligera con una centrifuga desk-top para recolectar las células.
Las células se aclaran con LiSCN 0,2 M (fabricado por Kanto Chemical Co. Inc.) y se suspenden en 0,02 ml de
LiISCN 1 M.

Posteriormente, se mezclan 0,01 ml de una soluciéon que contiene el vector de expresion (aproximadamente 1 a 10
ug) y 0,02 ml de PEG4000, y la mezcla se mantiene a 30 °C durante 1 hora. Esta mezcla se diluy6 afadiendo 0,14
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ml de agua estéril y luego se colocaron en dos placas SDah (un 0,67 % de Bacto-yeast con base de nitrégeno con o
sin amino&cidos, un 2 % de glucosa, un 0,002 % de sulfato de adenina, un 0,002 % de L-histidina-HCI, un 2 % de
agar). Después de incubarse a 30 °C durante 2 o 3 dias, se obtuvieron los transformantes.

5. Procedimiento para producir la proteasa de tipo mejorado que tiene actividad coagulante de la leche de la
presente invencién

Se puede producir la proteasa de tipo mejorado de la presente invencién cultivando la célula transformada de la
presente invencion, y se puede, expresando la proteasa de tipo mejorado de la presente invencién como una
proteina de fusion con un péptido de sefal para la secrecion, acumular en un medio la proteasa de tipo mejorado de
la presente invencién. Cuando se utiliza un promotor inducible, la induccién se lleva a cabo preferentemente durante
el cultivo. Aunque varian los procedimientos de cultivo de la célula transformada dependiendo de los tipos de célula,
se pueden emplear los procedimientos convencionales.

Un ejemplo de procedimiento para cultivar los transformantes de Saccharomyces cerevisiae se describira
posteriormente.

El transformante se cultiva con agitado a 30 °C durante dos dias en 50 ml de medio de cultivo YPD en un matraz de
Sakaguchi de 500 ml para la proliferacion de células de levadura. El medio de cultivo se centrifuga a 1000x g durante
4 minutos para recolectar las células. Las células se vuelven a suspender en 100 ml de medio de cultivo YPGal (un 1
% de extracto de levadura, un 2 % de Bactopeptona, un 4 % de galactosa (fabricado por Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.)) y se cultivan con agitado en el matraz de Sakaguchi de 500 ml a 30 °C durante tres dias.

La proteasa que tiene actividad coagulante de la leche, proteasa que se segrega en el medio, se puede utilizar en el
estado en el que esta en el sobrenadante del cultivo y también se puede utilizar condensando el sobrenadante del
cultivo. La proteasa que tiene actividad coagulante de la leche, proteasa que se segrega en el medio, puede
purificarse o purificarse parcialmente. Se puede llevar a cabo la purificacién o la purificacion parcial, utilizando un
procedimiento general para purificar proteinas. Por ejemplo, se puede utilizar una técnica que incluya una
cromatografia tal como de intercambio i6nico o por filtracién en gel, aplicando una sal de sulfato aménico o
sedimentando con un disolvente organico.

La enzima purificada se puede condensar también por liofilizacion, ultrafiltracion por membrana, sedimentacion con
el disolvente organico o similar.

Ejemplos

0053 En adelante, la presente invencion se describird ahora concretamente por medio de ejemplos pero el ambito
técnico de la presente invencién no se restringe a estas ilustraciones ejemplares. También, todas las manipulaciones
genéticas se pueden llevar a cabo como se describe en Molecular Cloning (Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989)).

[Ejemplo 1]

Adquisicién de la cepa mutante de Rhizomucor miehei que produce una proteasa con una relacion C/P mejorada

Se sometié una cepa parental de Rhizomucor miehei (CBS 182-67 (una cepa derivada de ATCC 16457)) que
produce una proteasa a un tratamiento de mutagénesis, obteniéndose de este modo una cepa mutante que segrega
una proteasa con la relacion C/P mejorada. Los detalles se ilustran posteriormente.

(1) Tratamiento de mutagénesis

La cepa parental de Rhizomucor miehei se cultivd en una placa de malta (2 % de extracto de malta, 2 % de glucosa,
0,1 % de peptona, 2 % de agar), y se mantuvo durante 3 dias a una semana a 37 °C para permitir la formacién de
esporas. Estas esporas se resuspendieron en agua estéril utilizando un esparcidor de cristal.

Se afadié Nitrosoguanidina (N-metil- N’- nitro- N-nitrosoguanidina, fabricada por SIGMA CHEMICAL CO.) a la
suspension de esporas hasta una concentracion final de 200 ug/ml. La mezcla se tratd a temperatura ambiente
durante 5 a 20 minutos hasta una tasa de mortalidad del 90 %. Una cantidad apropiada de esta mezcla se colocé en
la placa malta, y la placa resultante se mantuvo a 37 °C. Al dia siguiente, cada grupo de diminutas hifas fungicas
obtenidas se inocularon en 8 ml de medio de cultivo YPD (1 % de extracto de levadura, 2 % de peptona, 2 % de
glucosa), y se utilizd el sobrenadante del cultivo después de cultivarlas a 37 °C durante 4 dias, como muestra para
medir la actividad proteasa (AP) y la actividad coagulante de la leche (ACL). Las células se almacenaron a -80 °C.

(2) Busqueda de la proteasa de tipo mejorado
Segun el resultado de la medicion de ACL y AP por el procedimiento descrito anteriormente se habia obtenido una

proteasa de tipo mejorado cuya AP era mucho menor que la de la cepa parental y cuya relacién C/P (ACL/AP) se
habia aumentado mucho, como 4,6 veces al compararse con la cepa parental.
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[Ejemplo 2]
Aislamiento de un gen de proteasa de la cepa mutante
(1) Adquisicion del ADN cromosomico de la cepa mutante y la cepa parental

La cepa mutante obtenida en el Ejemplo 1 y la cepa parental se cultivaron en placas de malta, y se mantuvieron a 37
2C durante tres dias a una semana para permitir la formacién de esporas. Estas esporas se suspendieron en agua
estéril utilizando un dispersador de cristal. Esta suspension de esporas se sembré en 200 ml de medio YPD liquido
en un matraz de Sakaguchi de 500 ml de forma que cada matraz contenia aproximadamente 1x10° esporas, y se
cultivaron durante dos dias a 37 °C. En el momento que las células formaron un aglomerado con un tamafo de
aproximadamente 0,5 a 2 mm, el medio se filtro y se eliminé la humedad excesiva para obtener un peso himedo de
aproximadamente 5 g de células.

Después de congelarlas con nitrégeno liquido, las células se transfirieron a un mortero preenfriado y se afadieron 3
g de arena marina (850 a 1400 um). La mezcla se moli6 finamente con una mano de mortero bajo enfriamiento con
nitrégeno liquido, hasta que se pulverizé. Se suspendi6é este polvo en 15 ml de una solucién que contenia EDTA
0,05 M pH 8,5y 0,2 % de SDS, dicha solucion se habia precalentado a 68 °C durante 14 minutos. Luego se dejé
estar y se permitid6 que se enfriara hasta alcanzar la temperatura ambiente, y se recogi6 el sobrenadante turbio por
centrifugacién. Después de anadir un volumen 1/10 de acetato sodico 3 M a la solucién recolectada, la mezcla se
agitdé medianamente y se recolect6 el sobrenadante por centrifugacién. A continuacion, cuando se afiadieron 15 ml
de isopropanol al sobrenadante recolectado y se mezclé lentamente, aparecié un conglomerado de ADN gendmico y
proteinas. Después, se aclard el precipitado generado con etanol al 70 %, y el resultante se sec6 bajo presién
reducida, se disolvié en 400 pul de TE, y 10 ul de solucion de RNasa (10 mg/ml). La mezcla se mantuvo a 37 °C
durante 1 hora. Después del final del tratamiento con RNasa, se llevo a cabo un tratamiento con fenol/cloroformo y
un tratamiento con cloroformo, seguidos por una precipitacion en etanol, obteniéndose de esta manera el ADN
genoémico.

(2) Aislamiento del gen de la proteasa del ADN cromosémico de la cepa mutante y la cepa parental

El gen de la proteasa se aislé por PCR utilizando el ADN cromosémico derivado de la cepa mutante que se obtuvo
anteriormente y la cepa parental como matriz. Basandose en la secuencia de la proteasa de Rhizomucor miehei
registrada en el banco de genes (nimero de registro DDBJ: E01264), se prepararon los cebadores de la SEC ID N®
5y SEC ID N2 6. Las condiciones de la PCR fueron (a) a 94 °C durante 2 minutos; (b) 28 ciclos de 94 °C durante 30
segundos- 55 °C durante 30 segundos- 72 °C durante 3 minutos; y (c) 72 °C durante 5 minutos. Se utilizd como
polimerasa TaJaRa Ex Tagq (fabricada por Takara Bio Inc.). Como resultado de la determinacién de la secuencia de
nucleotidos del fragmento de ADN obtenido por PCR, se revel6 que la secuencia aminoacidica codificada por el ADN
amplificado con el ADN cromosémico de la cepa parenteral como matriz contenia la secuencia aminoacidica SEC 1D
N¢ 3. La secuencia aminoacidica codificada por el ADN amplificado con el ADN cromosémico de la cepa mutante
como matriz contenia la secuencia aminoacidica SEC ID N¢ 4, de forma que el aminoacido en la posiciéon 19 se
habia sustituido valina y el aminoacido en la posicion 266 habia sido sustituido con &cido glutamico.

De aqui en adelante, la proteasa derivada de la cepa parental de Rhizomucor miehei se denomina RMMP tipo
silvestre, y la proteasa de tipo mejorado se llama “RMMP mejorada” y un gen que codifica la proteasa tipo mejorado
se llama “gen RMMP mejorado”.

[Ejemplo 3]

Construccién de un plasmido vector JS4 para expresar un proteina ajena utilizando como huésped levadura
germinada (Saccharomyces cerevisiae) MC16.

Se utilizé el JS5 (descrito en la Patente Japonesa N° 3012377 [0109]) como material de partida para construir el
plasmido vector JS4.

Cebadoro, se llevé a cabo una PCR utilizando cebadores ADN de la SEC ID N2 7 y 8 con JS5 como matriz,
obteniéndose de esta manera el producto de PCR de 0,55 kpb que contenia una regién promotora GAL7. Las
condiciones de la PCR fueron (a) 94 °C durante 2 minutos (b) 30 ciclos de 98 °C durante 10 segundos-52 °C durante
30 segundos-72 °C durante 1 minuto; y (c) 72 °C durante 5 minutos. Se utilizd como polimerasa TaKaRa Ex Taq
(fabricada por Takara Bio Inc.). Como ciclador térmico se utilizé el Thermal Cycler Dice Gradient PCR TaKaRa
(fabricado por Takara Bio Inc.).

Después, el producto PCR obtenido se digirié por las enzimas de restriccion EcoR | y BamHI y se insert6 en pUC18
el cual también habia sido digerido por EcoR | y BamHI. El plasmido obtenido se introdujo en E. coli DH50, y las
células se dispersaron en una placa LB agar que contenia 100 ug/ml de ampicilina, IPTG 0,1 mM y 0,04 mg/ml de X-
GAL, y se incubaron a 37 °C durante 14 a 16 horas. Se extrajo el plasmido de las células recolectadas por
centrifugacién utilizando el kit QlAprep Miniprep (QIAGEN, de aqui en adelante todas las extracciones de plasmido
se llevaron a cabo utilizando este kit). Se llevé a cabo la secuenciacién del fragmento insertado para confirmar que
no se habian introducido mutaciones no deseadas.
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Posteriormente, el plasmido que contenia el fragmento insertado se digirié6 con EcoR | y BamHI para obtener un
fragmento de ADN de 0,55 kpb, y luego se unieron este fragmento de ADN y el fragmento de ADN de
aproximadamente 6 kpb obtenido por digestion del JS5 con BamHI seguida por la digestién parcial con EcoR I. El
plasmido resultante se introdujo en E. coli DH5a y la E. coli transformada se cultivd en medio LB agar que contenia
100 ug/ml de ampicilina a 37 °C durante 16 horas. La colonia que aparecié se cultivé con agitado en mismo medio
de cultivo a 37 °C durante 14 a 16 horas y a continuacién se extrajo el plasmido del transformante recolectado por
centrifugacién. Este plasmido se digiri6 con las enzimas de restriccion EcoR |, BamH |, y Pst |, para confirmar el
patron de migracion por el andlisis de electroforesis en gel de agarosa. De esta manera se prepard el vector de
expresion JS4.

Como material de partida para construir este plasmido vector, ademas del JS5, también se puede utilizar por
ejemplo, el JS52 (nimero de registro FERM BP-3898) descrito en el parrafo 0112 de la Patente Japonesa N°
3012377.

[Ejemplo 4]
Construccién del plasmido vector para la expresion el gen RMMP tipo silvestre y el gen RMMP mejorado

Utilizando los cebadores (SEC ID N® 9 y 10) disefiados para tener un sitio BamH|l en ambos extremos de la
secuencia de nucleétidos que contiene el ADN que codifica la RMMP tipo silvestre o la RMMP mejorada con las
mutaciones Glu19Val/GIn266Glu, que se obtuvo en el Ejemplo 2, se llevé a cabo la PCR. El producto de la PCR que
se obtuvo se digirid6 con BamHI, se inserté en el JS4 que igualmente se habia desfosforilado y digerido con BamHl, y
el vector obtenido se introdujo en E. coli DH5a.

Utilizando un cebador directo que se puede hibridar con el promotor GAL7 y un cebador inverso que se puede
hibridar con el extremo 3’ del gen RMMP (SEC ID N? 11 y 10), se llevo a cabo la PCR directa de la colonia. Se
sometié un transformante de E. coli que tenia el plasmido vector en el que se habia confirmado que la direccién del
gen insertado era correcta, a cultivo liquido como se describié anteriormente. El plasmido se extrajo y se someti6 a
secuenciacion para confirmar que no se habian introducido errores no deseados, y de esta manera se obtuvieron los
plasmidos vectores para expresar el gen RMMP tipo silvestre y el gen RMMP mejorado.

[Ejemplo 5]

Construccién del vector de expresion de los genes RMMP mejorados en los que se introduce la mutacion dirigida al
sitio (1)

El producto PCR del gen RMMP de tipo silvestre obtenido por el procedimiento descrito en el Ejemplo 4, que
contenia una secuencia prepro y los sitios BamH | en cada extremo, se digiri6 con BamH | y se insert6 en pUC18
que igualmente se digiri6 con BamHI| y se desfosforild. El plasmido resultante se introdujo en E. coli DH5a y luego se
extrajo el plasmido del transformante obtenido y se confirmé su secuencia de nucleétidos y de esta manera se
obtuvo el pPRMMP-wt.

A continuacién llevando a cabo una PCR utilizando el pPRMMP-wt como matriz, los pares cebadores de SEC ID N®
12y 13, SECIDN® 14y 15 SECIDN?16y 17, SECID N®18y 19, SEC ID N®220y 21, SEC ID N® 22y 23, 0 SEC
ID N2 24 y 25 y el kit basico de mutagénesis PrimeSTAR (Takara Bio Inc., de aqui en adelante denominado “kit” para
acortar), se introdujeron mutaciones tales como la sustitucién de un resto de acido glutamico en la posicion 19 o
glutamina en la posicion 266 de la SEC ID N2 3 con otro aminoacido. Los experimentos de disefio de cebadores para
introducir la mutacion y la PCR se llevaron a cabo en referencia al manual adjunto de este kit. Los experimentos de
mutagénesis se llevaron a cabo segun el manual.

Los productos obtenidos por PCR se introdujeron en E. coli DH5aq, y las células se dispersaron en una placa LB agar
que contenia 100 pg/ml de ampicilina, y se incubaron a 37 °C durante 16 horas, obteniéndose asi los
transformantes. Se extrajeron los plasmidos de estos transformantes por el mismo procedimiento que se describe
anteriormente y se sometieron a secuenciacion para confirmar que no se habian introducido mutaciones no
deseadas.

Por tales procedimientos, se prepararon los genes que codificaban las RMMP mejoradas que tenian una mutacion
de Glu19Val, Glu19Ala, Glu19lle, Glu19Leu, Glu19Phe, GIn266Glu, o GIn266Asp. Estos plasmidos vectores que
contenian el gen RMMP mejorado se denominaron respectivamente como pRMMP-E19V, pPRMMP-E19A, pRMMP-
E191, pPRMMP-E19L, pRMMP-E19F, pRMMP-Q266E y pRMMP-Q266D.

Después, se llevd a cabo la PCR utilizando pPRMMP-Q266E y pRMMP-Q266D como matriz, los pares cebadores
SEC ID N2 12y 13, SEC ID N° 14 y 15, SEC ID N® 16 y 17 o SEC ID N® 18 y 19 asi como el kit mencionado
anteriormente. Los productos obtenidos por PCR se introdujeron en E. coli DH5a. y luego se extrajeron los plasmidos
de los transformantes obtenidos de la misma manera que se describe anteriormente y se secuenciaron, de forma
que se obtuvieron los genes que codificaban la RMMP mejorada que tenian las mutaciones Glu19Val / GIn266Asp,
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Glu19Ala / GIn266Glu, Glu19Ala / GIn266Asp, Glu19lle / GIn266Glu, Glu19lle / GIn266Asp, o Glu19Leu / GIn266Glu.
Estos plasmidos vectores que contenian el gen RMMP mejorado se denominaron respectivamente pRMMP-
E19VQ266D, pRMMP-E19AQ266E, pPRMMPE19AQ266D, pRMMP-E19IQ266E, pRMMP-E191Q266D, and pRMMP-
E19LQ266E.

Los plasmidos vectores obtenidos de esta manera se digirieron con BamH |, se insertaron los fragmentos obtenidos
en el JS4 por los procedimientos descritos anteriormente, y de esta manera se obtuvieron los vectores de expresion
para cada uno de los genes RMMP mejorados mencionados anteriormente.

[Ejemplo 6]

Construccién del vector de expresion de los genes RMMP mejorados en los que se introduce la mutacion dirigida al
sitio (I1)

Posteriormente, utilizando el pPRMMP-wt como matriz, utilizando los pares cebadores SEC ID N® 26 y 27, SEC ID N®
28y 29,SECIDN230y 31, SECIDN232y 33, SECIDN®34y350SECID N?36y 37 asi como el kit mencionado
anteriormente se llevo a cabo la PCR. Los productos obtenidos de la PCR se introdujeron en E. coli DH5a y se
extrajeron los plasmidos de los transformantes obtenidos de la misma manera que se describié anteriormente y se
secuenciaron, de esta manera se obtuvieron los genes que codifican la RMMP mejorada que tenian las mutaciones
GIn265Glu, GIn265Asp, GIn265Glu / GIn266Glu, GIn265GIu / GIn266Asp, GIn265Asp / GIn266Glu o GIn265Asp /
GIn266Asp. Estos plasmidos vectores que contenian el gen RMMP mejorado se denominaron respectivamente
pRMMP-Q265E, pPRMMP-Q265D, pPRMMPQ265EQ266E, pRMMP-Q265EQ266D, pRMMP-Q265DQ266E y pRMMP-
Q265DQ266D.

Los genes RMMP mejorados se obtuvieron por digestion de los plasmidos vectores asi obtenidos con BamH | y se
insertaron en JS4 por el procedimiento descrito anteriormente, de esta manera se obtuvieron los vectores de
expresion de los genes RMMP mejorados mencionados anteriormente.

[Ejemplo 7]

Construccién de los vectores de expresion de los genes RMMP mejorados en los que se introduce la mutacién
dirigida al sitio (I1I)

Se llevé a cabo la PCR utilizando pRMMP-E19V, pRMMP-E19A o pRMMP-E19l como matriz, los pares cebadores
SEC ID N2 30 y 31, SEC ID N2 32 y 33, SEC ID N2 34 y 35 0 SEC ID N? 36 y 37 asi como el kit mencionado
anteriormente. Los productos obtenidos de la PCR se introdujeron en E. coli DH5a y se extrajeron los plasmidos de
los transformantes obtenidos de la misma manera que se describié anteriormente y se secuenciaron, de esta
manera se obtuvieron los genes que codifican la RMMP mejorada que tenian las mutaciones Glu19Val / GIn265Glu /
GIn266Glu, Glu19Val / GIn265GIu / GIn266Asp, Glu19Val / GIn265Asp / GIn266Glu, Glu19Val / GIn265Asp /
GIn266Asp, Glu19Ala / GIn265Glu / GIn266Glu, Glu19Ala/ GIn265GIu / GIn266Asp, Glu19Ala / GIn265Asp /
GIn266Glu, Glu19Ala / GIn265Asp / GIn266Asp, Glu19lle /GIn265GIu / GIn266Glu, Glu19lle / GIn265Glu /
GIn266Asp, Glu19lle / GIn265Asp / GIn266GlIu o Glu19lle / GIn265Asp / GIn266Asp. Estos plasmidos vectores que
contenian el gen RMMP mejorado se denominaron respectivamente pRMMPE19VQ265EQ266E, pRMMP-
E19VQ26SEQ266D, pRMMP-E19VQ265DQ266E, pRMMP-E19VQ265DQ266D, pRMMP-E19AQ265EQ266E,
pRMMP-E19AQ265EQ266D, pRMMP-E19AQ265DQ266E, pRMMPE19AQ265DQ266D, pRMMP-E191Q265EQ266E,
pRMMP-E191Q265EQ266D, pRMMP-E191Q265DQ266E y pRMMP-E191Q265DQ266D.

Los genes RMMP mejorados se obtuvieron por digestion de los plasmidos vectores asi obtenidos con BamH | y se
insertaron en JS4 por el procedimiento descrito anteriormente, de esta manera se obtuvieron los vectores de
expresion de los genes RMMP mejorados mencionados anteriormente.

[Ejemplo 8]

Transformacién de levadura MC16 en germinacion con el vector de expresién que contiene el tipo silvestre o
mejorado del gen RMMP

Los vectores de expresion producidos y descritos anteriormente se introdujeron en la levadura MC16 en germinacion
(MATa, leu2, his4, ade2) por el procedimiento de Gietz y Schiestl (1995), y las células se dispersaron en una placa
SDah, y se incubaron a 30 °C durante 3 dias, de esta manera se obtuvieron los transformantes.

[Ejemplo 9]

Expresion secretora de las RMMP tipo silvestre y mejorado

Los transformantes obtenidos por el procedimiento descrito anteriormente se cultivaron con agitado a 200 rpm en
100 ml de medio liquido YPD a 30 °C durante 24 horas, que se habia preparado anteriormente en un matraz de
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Erlenmeyer de 500 ml. Las células de levadura recolectadas por centrifugacion se resuspendieron en una cantidad
doble de medio liquido YPGal, y se transfirieron a un matraz de Erlenmeyer estéril, y después se cultivaron con
agitado de la misma manera durante 72 a 96 horas para la expresion secretora. Después del cultivo, el medio de
cultivo se centrifugd obteniendo asi el sobrenadante del cultivo que contenia la RMMP mencionada anteriormente.

[Ejemplo 10]
Mediciéon de ACL y AP y evaluacion de la relacién C/P

Asi, en el sobrenadante del cultivo que contenia la RMMP, se midieron la ACL y la AP para calcular la relacion C/P.
Los resultados se muestran en la Tabla 1.

[Tabla 1]
Ne Mutaciones Relacién C/P relativa
(la relacién C/P del tipo silvestre se toma como 1)
Tipo Silvestre RMMP tipo silvestre 1,0
Tipo Mejorado Glu19Val/GIn266Glu 3,8
1. Glu19Vval 1,9
2. Glu19Ala 2,2
3. Glu19lle 1,7
4. Glu19Leu 0,9
5. Glu19Phe. N.D.
6. GIn266Glu 1,4
7. GIn266Asp 1,7
8. Glu19Ala/GIn266Glu 2,9
9. Glu19lle/GIn266GIu 2,6
10. Glu19Leu/GIn266Glu 1,7
11. Glu19Val/GIn266Asp 3,7
12. Glu19Ala/GIn266Asp 2,7
13. Glu19lle/GIn266Asp 3,0
14, GIn265Glu 1,3
15. GIn265Asp 1,5
16. Glu265GIu/GIn266Glu 2,2
17. GIn265GIu/GIn266Asp 2,8
18. GIn265Asp/GIn266Glu 2,7
19. GIn265Asp/GIn266Asp 3,0
20. Glu19Val/GIn265GIu/GIn266Gilu 49
21. Glu19Val/GIn265GIu/GIn266Asp 5.1
22. Glu19Val/GIn265Asp/GIn266Glu 4,0
283. Glu19Val/GIn265Asp/GIn266Asp 4,7
24. Glu19Ala/GIn265GIu/GIn266Glu 3,5
25. Glu19Ala/GIn265GIu/GIn266Asp 3,3
26. Glu19Ala/GIn265Asp/GIn266Glu 3,2
27. Glu19Ala/GIn265Asp/GIn266Asp 3,3
28. Glu19lle/GIn265GIu/GIn266Glu 3,5
29. Glu19lle/GIn265GIu/GIn266Asp 3,6
30. Glu19lle/GIn265Asp/GIn266Glu 3,5
31. Glu19lle/GIn265Asp/GIn266Asp 3,5
N.D.: no detectado (La actividad coagulante de la leche y la actividad proteasa no se pudieron detectar).

La relacién C/P de la RMMP que tiene la mutacion Glu19Val/GIn266Glu derivada de Rhizomucor miehei (cepa
mutante) era 3,8 veces mayor que la del tipo silvestre.

La RMMP que tenia las mutaciones de Glu19Val, Glu19Ala, y Glu19lle mostraban una relacion C/P mayor. En
Rhizomucor pusillus, la mutacion de Glu19Ala ya se conocia (J. Biochem. 129, 791-794, 2001).

En la RMMP de tipo silvestre, como se muestra en la SEC ID N? 3, los aminodacidos en las posiciones 265 y 266
ambos son glutamina. Se confirmé que la relacién C/P de la RMMP que tiene solo una sustitucion de glutamina en la
posicion 265 con un aminoacido acido, GIn265Glu y GIn265Asp (el tipo mejorado 14 y 15 en la Tabla 1) eran
mayores ambas, al comparase con las del tipo silvestre. De manera similar, la relacién C/P de la RMMP que tienen
solamente la sustitucién de glutamina en la posicidon 266 con el aminodacido acido, GIn266Glu y GIn266Asp (los tipos
mejorados 6 y 7 en la Tabla 1) eran ambas mayores, al compararse con el tipo silvestre.

La presente invencion ha revelado por Cebadora vez que la relacion C/P aumenta por la sustitucion de glutamina en
la posicion 265 o 266.
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Ademas, se confirm6 que cuando se combinan la sustitucién de glutamina en la posicién 266 con el aminoacido
acido y la sustitucion del acido glutamico en la posicion 19 (los tipos mejorados 8 a 13 en la Tabla 1), la relacion C/P
es mas alta que en el caso en el que solo se sustituia la glutamina en la posicion 266.

Ademas, la relacion C/P de las RMMP que tienen las mutaciones GIn265GIu/GIn266Glu, GIn265GIu/GIn266Asp,
GIn265Asp/GIn266Glu y GIn265Asp/GIn266Asp, en las que los aminoacidos en las posiciones 265 y 266 se
sustituyeron simultdneamente con aminoacidos acidos (los tipos mejorados 16 a 19 en la Tabla 1), era
significativamente mayor que la de las RMMP que tenian la mutacién en la que se habia sustituido solamente la
glutamina en la posicion 265 o solamente la glutamina en la posicién 266 con aminoacidos acidos.

Ademas, la relacion C/P de las RMMP que tienen las mutaciones Glu19Val/GIin265Glu/GIn66Giu,
Glu19Val/GIn265Glu/GIn266Asp, Glu19Val/GIn265Asp/GIn266GIu y Glu19Val/GIn265Asp/GIn266Asp, en las que los
aminoacidos de las posiciones 265, 266 y 19 se sustituyeron simultdneamente con aminoacidos acidos (los tipos 20
a 23 en la Tabla 1), era significativamente mayor (hasta aproximadamente cinco veces), al compararse con la RMMP
tipo silvestre. Esto confirmaba que las proteasas de tipo mejorado eran extremadamente excelentes como enzimas
coagulantes de leche.

[Ejemplo 11]

Construccién del vector de expresion de los genes RMMP mejorados en los que se introduce la mutacion dirigida al
sitio (1V)

Posteriormente, se prepar6 un vector de expresion del gen RMMP que tiene la mutacion en la que la treonina en la
posicion 81 de la SEC ID N? 3 se sustituy6 por glutamina o acido aspartico.

Se llevo a cabo la PCR utilizando pRMMP-wt 0 pRMMP-Q265EQ266E como matrices, los cebadores de las SEC ID
N2 38 y 39, asi como el kit mencionado anteriormente. Los productos que se obtuvieron por PCR se introdujeron en
E. coli DH5a y luego los plasmidos se extrajeron de los transformantes obtenidos de la misma manera que se
describié anteriormente y se secuenciaron, obteniendo los genes que codifican RMMP mejoradas que tienen
mutaciones Thr81GIn y Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Glu. Estos plasmidos vectores que contienen los genes RMMP
mejorados fueron denominados respectivamente pPRMMPT81Q y pRMMP-T81QQ265EQ266E.

Posteriormente se llevd a cabo una PCR utilizando RMMP-Q265EQ266D como matriz, los ADN cebadores de la
SEC ID N2 40y 41, asi como el kit mencionado anteriormente. El producto obtenido de la PCR se introdujo en E. coli
DH5a y luego el plasmido se extrajo de los transformantes obtenidos de la misma manera que se describio
anteriormente y se secuenciod, obteniendo los genes que codifican RMMP mejoradas que tienen las mutaciones
Thr81Asp/GIn265GIu/GIn266Asp. El plasmido vector que contenia el gen RMMP mejorado se denominé pRMMP-
T81DQ265EQ266D.

Ademas, se llevd a cabo una PCR, utilizando pRMMP-E19VQ265EQ266E, pRMMP-E19VQ265 EQ266D, pRMMP-
E19VQ265DQ266E, pRMMP-E19VQ265DQ266D, pRMMP-E19AQ265EQ266E, pRMMP-E19AQ265EQ266D,
pRMMP-E19IQ265EQ266E, pRMMP-E191Q265EQ266D, pRMMP-E191Q265DQ266E 0 pRMMP-E191Q265DQ266D
como matrices, los cebadores de la SEC ID N? 38 y 39, asi como el kit mencionado anteriormente. Los productos
que se obtuvieron por PCR se introdujeron en E. coli DH5a y luego los plasmidos se extrajeron de los
transformantes obtenidos de la misma manera que se describié anteriormente y se secuenciaron, obteniendo los
genes que codifican RMMP mejoradas que tienen las mutaciones

Glu19Val/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Glu,

Glu19Val/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Asp,

Glul9Val/Thr81GIn/GIn265Asp/GIn266Giu,

Glu19Val/Thr81GIn/GIn265Asp/GIn266Asp,

Glu19Ala/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Glu,

Glu19Ala/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Asp,

Glu19lle/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Glu,

Glu19lle/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Asp,

Glu19lle/Thr81GIn/GIn265Asp/GIn266Gilu, o

Glu19lle/Thr81GIn/GIn265Asp/GIn266Asp. Estos plasmidos vectores que contienen los genes RMMP mejorados se

denominaron respectivamente pRMMP-E19VT81QQ265EQ266E, pRMMP-E19VT81QQ265EQ266D,
pRMMPE19VT81QQ265DQ266E, pRMMP-E19VT81QQ265DQ266D, pRMMP-E19AT81QQ265EQ266E,
pRMMPE19AT81QQ265EQ266D, pRMMP-E19IT81QQ265EQ266E, pRMMP-E19IT81QQ265EQ266D,

pRMMPE191T81QQ265DQ266E y pRMMP-E19IT81QQ265DQ266D.
Los genes RMMP mejorados se obtuvieron digiriendo los plasmidos vectores obtenidos de esa manera con BamH |

e insertandolos en JS4 por el procedimiento descrito anteriormente, de esta manera se obtuvieron los vectores de
expresion de los genes RMMP mejorados que se mencionaron anteriormente.
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[Ejemplo 12]

De acuerdo con los procedimientos descritos en los Ejemplos 8 a 10, los vectores de expresion que se prepararon
en el Ejemplo 11 se introdujeron en levadura MC16 en germinacién y los transformantes se sometieron a cultivo
liquido, de forma que se obtuvo un sobrenadante del cultivo que contenia la RMMP mejorada. Asi, en el
sobrenadante del cultivo que contenia la RMMP, se midieron la ACL y la AP para calcular la relacion C/P. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

[Tabla 2]
Relacién C/P relativa
Ne Mutaciones (la relacién C/P del tipo silvestre se toma
como 1).
Tipo Silvestre RMMP tipo silvestre 1,0
Tipo Mejorado Glu19Val/GIn266Glu 3,8
32. Thr81GIn 1,1
33. Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Glu 2,6
34. Thr81Asp/GIn265Glu/GIn266Asp 4.4
35. Glu19Val/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Glu 4,3
36. Glu19Val/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Asp 3,8
37. Glu19Val/Thr81GIn/GIn265Asp/GIn266Gilu 4,8
38. Glu19Val/Thr81GIn/GIn265Asp/GIn266Asp 2,9
39. Glu19Ala/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Glu 3,2
40. Glu19Ala/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Asp 3,0
41. Glu19lle/Thr81GIn/GIn265GIu/GIn266Glu 3,0
42. Glu19lle/Thr81GIn/GIn265GIu/Glu266Asp 2,8
43. Glu19lle/Thr81GIn/GIn265Asp/GIn266Glu 2,7
44. Glu19lle/Thr81GIn/GIn265Asp/GIn266Asp 3,0

Como se muestra en la Tabla 2, se confirmé que la RMMP que tiene las sustituciones en la treonina de la posicion
81 con glutamina o acido aspartico y las glutaminas de las posiciones 265 y 266 con aminodacidos acidos (los tipos
mejorados 33 y 34 en la Tabla 2) mostraron una relacién C/P mayor que la de la RMMP tipo silvestre. En particular,
la relacion C/P de la RMMP que tenia las mutaciones Thr81Asp/GIn265GIu/GIn266Asp aumentaron hasta 4,4 veces,
al compararse con la de la RMMP tipo silvestre.

En casos en los que la sustituciéon del acido glutamico en la posicién 19 se combiné con las sustituciones anteriores,
la relacién C/P fue mayor que la de la RMMP tipo silvestre (los tipos mejorados 35 a 44 en la Tabla 2) En particular,
la relacién C/P de la RMMP que tenia la mutacion Glu19Val/Thr81GIn/ GIn265Asp/GIn266Glu aumenté hasta 4,8
veces, en comparaciéon con el de la RMMP tipo silvestre.

Los resultados mostrados en la Tabla 1 y la Tabla 2 indican que cuando la glutamina en las posiciones 265 y/o 266
en la secuencia aminoacidica SEC ID N° 3 se sustituye(n) con aminoacidos &cidos, aumenta la relaciéon C/P, al
compararse con la de la RMMP tipo silvestre, y la combinando la(s) sustitucion(es) de aminoacidos en las posiciones
19 y/u 81, la relacién C/P aumenta mas.

[Ejemplo 13]
Purificacion de las RMMP de tipo silvestre y mejorada y evaluacion de la enzima purificada

La levadura MC16 que albergaba el vector de expresion que contenia el gen RMMP de tipo silvestre, o el gen RMMP
mejorado que tenia las mutaciones Glu19Val/GIn266Glu, Glu19Val, Glu19Ala, GIn266Glu, GIn266Asp,
Glu19Ala/GIn266Glu, GIn265Glu, GIn265Asp, GIn265GIu/GIn266Glu, GIn265GIu/GIn266Asp, GIn265Asp/GIn266Glu,
GIn265Asp/GIn266Asp, Glu19Val/GIn265GIu/GIn266Asp o Glu19Val/ GIn265Asp/ GIn266Asp se cultivd segun el
procedimiento descrito anteriormente para permitir la expresion secretora de RMMP. Se aplicé el sobrenadante del
cultivo recolectado por centrifugaciéon en una columna cargada con HiTrap Q HP(fabricado por GE Healthcare), que
se habia equilibrado antes con tampdn de acetato sédico 50 mM, pH 5,5, para absorber la proteina RMMP. Después
del lavado de la columna con el mismo tampdn, se eluyd la proteina con tampé6n de NaCl 0,3 M. Se pusieron dos pl
de la fraccién en una placa de leche desnatada (un 1 % de leche desnatada (fabricada por Difco), tampdn de acido
acético 100 mM pH 5,2, y un 1 % de agar) y se incub6 a 37 °C durante 10 minutos, se detect6 la fraccién activa por
la aparicion de un halo turbio.

La fraccién activa obtenida se concentr6 con una membrana de ultrafiltracion y luego se purifico en por
cromatografia liquida de altas prestaciones utilizando la columna de filtracion en gel Super SW3000 (fabricada por
Tosoh Corporation). Cuando la fraccion purificada se analizé por SDS-PAGE, se observé una Unica banda.

Los resultados de la medicién de ACL para la RMMP purificada obtenida de este modo se muestran en la Tabla 3.
La cuantificacién de proteinas se llevé a cabo con el Reactivo de Ensayo Proteico BCA (fabricado por Pierce).
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[Tabla 3]

Mutaciones ACL (x10° Mu/mg-proteina)
RMPP tipo silvestre 3,89
Glu19Val/GIn266Glu 4,15
Glui9val 2,19
Glu19Ala 2,43
GIn266Gilu 4,24
GIn266Asp 4,01
Glu19Ala/GIn266Glu 4,23
GIn265Glu 4,22
GIn265Asp 4,03
GIn265GIu/GIn266Glu 3,91
GIn265GIu/GIn266Asp 3,74
GIn265Asp/GIn266Glu 3,90
GIn265Asp/GIn266Asp 3,92
Glu19Val/GIn265GIu/GIn266Asp | 4,52
Glu19Val/GIn265Asp/GIn266Asp | 4,27

A partir de estos resultados, la ACL disminuye con la sustitucion del acido glutamico en la posiciéon 19 solo, mientras
que se incrementa con la sustitucion de la glutamina en la posicién 265 o 266. La ACL también se incrementa con
las sustituciones en las posiciones 19 y 266 y las sustituciones en las posiciones 19, 265 y 266.

[Ejemplo 14]
Medicién del peso de sustancia seca en el suero lacteo

La produccion de queso es una de las caracteristicas importantes del uso comercial de una enzima coagulante de la
leche. La medicién del peso de sustancia seca en el suero es un indice Util para evaluar la produccion de queso. Un
peso bajo de materia seca en el suero de leche indica un rendimiento mayor de queso.

A continuacion se describira la medicién del peso de la sustancia seca del suero utilizando la enzima RMMP de tipo
silvestre y la RMMP E19V/Q266E, ambas se expresan en levaduras.

Se cultivé la levadura MC16 en germinacion que albergaba el vector de expresion que contenia el gen RMMP tipo
silvestre o el gen RMMP mejorado que tenia las mutaciones Glu19Val/GIn266Glu por el procedimiento descrito
anteriormente para permitir la expresion secretora de la RMMP. Se recolecté el sobrenadante del cultivo por
centrifugacién, se concentr6 por una membrana de ultrafiltracion y el resultado se utilizd como una enzima
coagulante de la leche.

(1) Operacién de la coagulacion lactea

Se puso leche de vaca pasteurizada no homogenizada disponible comercialmente (Takanashi milk products Co. Ltd.)
(500 g) en un vaso de precipitados y se calentd a 32 °C. En el momento que la leche de vaca alcanzé los 32 °C, se
anadieron 0,4 g de D-(+) glucono-1,5-lactona (acido D-glucénico &-lactona, fabricada por Wako Pure Chemical) y se
agité y luego se afnadié gradualmente cloruro célcico (fabricado por Wako Pure Chemical) hasta una concentracién
final de 1 mM y se agit6. Después de la adicion de los reactivos, se anadi6 la enzima coagulante de la leche (2.000
Mu), se agité durante un minuto, y se mantuvo a 32 °C. Se considera que treinta minutos después de que se afiade
la enzima coagulante de la leche es el tiempo de cuajado. La cuajada se cortd en cuadrados de 1 a 1,5 cm, y se dejo
reposar durante 10 minutos. Después de dejarlo reposar, los coagulos se rompieron con cuidado. Los coagulos se
mantuvieron a 32 °C durante 20 minutos, mientras se agitaban suavemente ocasionalmente. Luego, el vaso de
precipitados se transfirié a una incubadora y se aumenté la temperatura interna hasta los 37 °C (unos 0,5 °C por 1
minuto). En el momento en que los coagulos alcanzaron los 37 °C, se dejaron reposar durante otros 30 minutos,
mientras se agitaba con cuidado ocasionalmente. Después de que se dejaran reposar los coagulos, se separaron los
coagulos y el suero con una gasa. Los coagulos se envolvieron en la gasa, y se puso en un molde exclusivo para
produccion de queso. Aplicando presion (5 MPa durante 90 minutos), el resto del suero fluyé y se recolect6. Todo el
suero de leche recolectado se mezclé y se filird con un papel de filiro de calidad n°1 (ADVANTEC). El suero
resultante se consider6 como el suero total.

(2) Medicion del peso de sustancia seca del suero

0103 Un vaso de precipitados se seca antes a 105 °C con un horno de secado. No menos de 30 minutos después, el
vaso de precipitados se saca del horno de secado y se coloca en un desecador, y se mide el peso. Se ponen
aproximadamente 25 g del suero de leche obtenido anteriormente en el vaso de precipitados, y se seca en el horno
de secado a 105 °C durante 12 a 15 horas 0 mas. Tras el secado, el vaso de precipitados se coloca en el desecador.
No menos de 30 minutos después, se mide el peso. El valor que se obtiene restando el peso del vaso de
precipitados medido antes se toma como el peso de sustancia seca.
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De acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente, se midieron por duplicado el contenido de sustancia seca
de 15 lotes de suero y el total del peso de sustancia seca, y los resultados se muestran en la Tabla 4

Tabla 4
Sustancia seca contenida en el suero (% p/p) | Sustancia seca total en el suero (g)
Lote N° RMMP RMMP Lote N© RMMP RMMP
tipo silvestre  Glu19Val/ GIn266Glu tipo silvestre  Glu19Val/ GIn266Glu

1 7,257 7,141 1 28,648 28,238
2 7,248 7,183 2 28,605 28,468
3 7,190 7,168 3 28,891 28,218
4 7177 7,058 4 28,651 28,219
5 7,128 7,025 5 28,621 27,890
6 7,133 7,032 6 28,502 28,300
7 7,054 6,977 7 28,397 27,985
8 7,153 6,966 8 28,514 28,104
9 7,270 7,087 9 29,053 28,526
10 7,129 7,086 10 28,637 28,423
11 7,167 7,019 11 28,789 28,142
12 7,135 7,010 12 28,231 27,521
13 7,037 6,976 13 27,656 27,577
14 7,098 7,189 14 27,696 27,792
15 7,181 7,080 15 28,323 27,364
Media 7,157 7,066 Media 28,481 28,051
DS 0,065 0,071 DS 0,203 0,214

El total de sustancia seca en el suero RMMP tipo silvestre y RMMP Glu19Val/ GIn266Glu fue de 28,4810 g y
28,0511 g, respectivamente. La presencia de una diferencia significativa se confirmé utilizando el ensayo de Student
(de dos colas). Se encontr6 una diferencia significativa entre ellos (p<0,01). Por tanto, se descubrié que la RMMP
Glu19Val/ GIn2 podia alcanzar un mayor rendimiento de queso que la RMMP tipo silvestre, concretamente, puede
producir aproximadamente un 1,51 % mas de queso que el RMMP tipo silvestre. Esto es equivalente a 85,97 kg en
el caso de producir queso utilizando 100 toneladas de leche.
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<223> Cebador

<400> 28
tgaaaccgat cagggctggg ttgttc

<210> 29
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
ccctgategg tttcagtgge atcagg

<210> 30
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30

gaaaccgagg agggctgggt tgttect

<210> 31
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
gccctecteg gtttcagtgg catcagg

<210> 32
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial
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27
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<220>
<223> Cebador

<400> 32
accgaggatg gctgggttgt tccttge

<210> 33
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33
ccagccatce tcggtticag tggca

<210> 34
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
gaaaccgacg agggctgggt tgttcct

<210> 35
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35
gccctegteg gtttcagtgg catca

<210> 36
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36
accgacgatg getgggtigt tcettge

<210> 37
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
ccagccatcg tcggtttcag tggcatca

<210> 38
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 38
aacatccaat acggtactgg cggcgca

<210> 39
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
accgtattgg atgtttaggt tgtagtt 27

<210> 40
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
aacatcgatt acggtactgg cggcgca

<210> 41
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41
accgtaatcg atgtttaggt tgtagtt 27

<210> 42

<211> 1086

<212> ADN

<213> Rhizomucor pusillus

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1083)

<400> 42
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gct
Ala
1

ttg
Leu

tit
Phe

aaa
Lys

cct
Pro
65

‘acc
Thr

act

gag
Glu

gag
Glu

tat
Tyr

gBc
Gly
50

tce
Ser

tac
Tyr

gtc

gga gat
Gly Asp

gag tac
Glu Tyr
20
ctt tig
Leu Leu
35
tgc gat
Cys Asp

tet tet
Ser Ser

ggt ace
Gly Thr

gee get

ggt
Gly
5

gee
Ala

ttce
Phe

aac
Asn

tce
Ser

ggc
Gly
85

get

tce
Ser

att
Ile

gat
Asp

tct
Ser

acc
Thr
70

ggt
Gly

ace

Thr Val Gly Gly Ala Thr

gtt
Val

cca
Pro

ace
Thr

Bag
Glu
55

tte
Phe

gct
Ala

gtg
Val
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gat
Asp

gtt
Val

ggc
Gly
40

BEC
Gly

aaa
Lys

aac
Asn

aag
Lys

aca

tce
Ser
25

agt
Ser

tge
Cys

gaa
Glu

ggt
Gly

cag
Gln

cct
Pro
10

atc
Ile

tce
Ser

gtt
Val

ace
Thr

atc
Ile
20

caa
Gln

30

ggc tig
Gly Leu

ggt act
Gly Thr

gat act
Asp Thr

gge aaa
Gly Lys
60

gac tac
Asp Tyr
75

tac ttc
Tyr Phe

act ttg
Thr Leu

tac
Tyr

cct
Pro

tgg
Trp
45

cge
Arg

adac
Asn

cga

gct
Ala

gac
Asp

gga
Gly
30

gtt
Val

ttc
Phe

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr

ttt gac
Phe Asp
15

caa gac
Gln Asp

cece cac
Pro His

tic gat
Phe Asp

aac ate
Asn Ile
80
age att
Ser Ile
96
gtc gac
Yal Asp

48

96

144

192

240

288

336
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100 105 110
aac gtc age gge cca act get gag cag tect ccc gac tet gaa cte tte 384
Asn Val Ser Gly Pro Thr Ala Glu Gln Ser Pro Asp Ser Glu Leu Phe
115 120 125
ctt gat ggt atc ttc gge gea gece tac cct gac aac act gec atg gaa 432
Leu Asp Gly Ile Phe Gly Ala Ala Tyr Pro Asp Asn Thr Ala Met Glu
130° , 135 140
gee gaa tac gga gat act tac aac act gtc cac git aac ctc tac aag 480
Ala Glu Tyr Gly Asp Thr Tyr Asn Thr Val His Val Asn Leu Tyr Lys
145 150 155 160
cag gegc ttg atc tet tet cet gte tte tet gtg tae atg aac acc aac b23
Gln Gly Leu Ile Ser Ser Pro Val Phe Ser Val Tyr Met Asn Thr Asn '
165 170 175
gac ggt gge gge caa git gte ttt ggt ggc gtc aac aac acc ctt cte 576
Asp Gly Gly Gly Gln Val Yal Phe Gly Gly Val Asn Asn Thr Leu Leu
130 185 ' 190
gga gga gac att caa tac act gac gtt ttg aag age cga gge gre tac 624
Gly Gly Asp Ile Gln Tyr Thr Asp Yal Leu Lys Ser Arg Gly Gly Tyr
195 200 205
ttc ttc tegg gat goe cet ghic acc ggt gte aaa att gat gga tet gac 672
Phe Phe Trp Asp Ala Pro Val Thr Gly Val Lys Ile Asp Gly Ser Asp
210 215 220
get gte age tic gac gege gec cag gea tte ace ate gat ace gge ace 720
Ala Val Ser Phe Asp Gly Ala Glan Ala Phe Thr Ile Asp Thr Gly Thr
225 230 235 240
aac ttc ttc atc geca ccc tee age tit gec gag aag gtt gta aag get 768
Asn Phe Phe Ile Ala Pro Ser Ser Phe Ala Glu Lys Val Val Lys Ala
245 250 255
gca ctc cec gat get ace gag tcg cag cag ggt tat act git cet tge 816
Ala Leu Pro Asp Ala Thr Glu Ser Gln Gln Gly Tyr Thr Val Pro Cys
260 265 270
tcc aag tac cag gat tec aag acc acc tte age ctt git ctg caa aag 864
Ser Lys Tyr Gln Asp Ser Lys Thr Thr Phe Ser Leu Val Leu Gln Lys
275 280 285
tet ggt tce age age gat acc att gac gte teg gitt cet att age aag 912
Ser Gly Ser Ser Ser Asp Thr Ile Asp Val Ser Val Pro Ile Ser Lys
200 295 300
atg ctt ctt cca gtc gat aag tcg ggc gag act tge atg tte atc gta 960
Met Leu Leu Pro Val Asp Lys Ser Gly Glu Thr Cys Met Phe Ile Val
305 310 315 320
ctt ccc gat ggoc ggt aac cag ttc att git gge aac cte tte ttg cge 1008
Leu Pro Asp Gly Gly Asn Gln Phe Ile Val Gly Asn Leu Phe Leu Arg
325 330 335
tte tte gtc aac git tac gac tit gec aag aac cgt atc gge ttt gea 1056

Phe Phe Val Asn Val Tyr Asp Phe Gly Lys Asn Arg Ile Gly Phe Ala

31
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<210>43

<211> 361
<212> PRT

340

355

<213> Rhizomucor pusillus

<400> 43

Ala Glu Gly
1
Leu Glu Glu

Phe Tyr Leu
35
Lys Gly Cys
50
Pro Ser Ser
65
Thr Tyr Gly

Thr Val Gly

Asn Val Ser
115
Leu Asp Gly
130
Ala Glu Tyr
145
Gln Gly Leu

Asp Gly Gly

Gly Gly Asp
195
Phe Phe Trp
210
Ala Val Ser
225
Asn Phe Phe

Ala Leu Pro

Asp
Tyr
20

Leu
Asp
Ser
Thr
Gly
100
Gly
Ile
Gly
Ile
Gly
180
Ile
Asp
Phe

Ile

Asp
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345
cet ttg get tece gga tac gag aac aac taa
Pro Leu Ala Ser Gly Tyr Glu Asn Asn

360

Gly Ser Val

Ala Ile Pro

Phe Asp Thr
Glu
55

Phe

Asn Ser
Ser Thr

70
Gly Gly
85

Ala

Ala

Thr Val

Pro Thr Ala

Phe Gly Ala

135
Thr Tyr
150

Ser

Asp
Ser Pro
165
Gln

Yal Val

Gln Tyr Thr

Ala Val
2156
Gly Ala
230

Pro Ser

Pro

Asp

Ala
245

Ala Thr Glu

Asp Thr Pro
10
Val Ser Ile
25
Gly Ser Ser
40
Gly Cys Val

Lys Glu Thr

Asn Gly 1Ile
a0
Lys Gln Gln
105
Glu Gln Ser
120
Ala Tyr Pro

Asn Thr Val

Val Phe Ser
170
Phe Gly Gly
185
Asp Val Leu
200
Thr Gly Val

Gln Ala Phe
Ser Phe Ala

250
Ser Gln Gln

32

350

Gly Leu Tyr
Gly Thr Pro

Asp Thr Trp
45

Gly Lys Arg
60

Asp Tyr Asn

75

Tyr Phe Arg

Thr Leu Ala

Pro Asp Ser
125

Asn Thr

140
Val Asn

Asp

His
156
Val Tyr Met

Val Asn Asn

Ser Arg
205

Ile Asp

220

Ile Asp

Lys

Lys

Thr
235
Glu Lys Val

Gly Tyr Thr

Asp
Gly
30

Val
Phe
Leu
Asp
Tyr
110
Glu
Ala
Leu
Asn
Thr
190
Gly
Gly
Thr

Val

Val

1086

Phe Asp
15
Gln Asp

Pro His

Phe Asp
Ile
B0

Ile

Asn

Ser
95

¥al Asp
Leu Phe
Met Glu

Tyr Lys
160

Thr Asn

175

Leu Leu

Gly Tyr
Ser Asp

Gly Thr
240

Lys Ala

255

Pro Cys
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260 265
Ser Lys Tyr Gln Asp Ser Lys Thr Thr
278 - 280
Ser Gly Ser Ser Ser Asp Thr Ile Asp
290 295
Met Leu Leu Pro Val Asp Lys Ser Gly
305 310
Leu Pro Asp Gly Gly Asn Gln Phe Ile
325
Phe Phe Val Asn Val Tyr Asp Phe Gly
340 345
Pro Leu Ala Ser Gly Tyr Glu Asn Asn
355 360

33

270
Phe Ser Leu Val Leu Gln Lys
285
VYal Ser Val Pro Ile Ser Lys
300
Glu Thr Cys Met Phe Ile Yal
315 320
Val Gly Asn Leu Phe Leu Arg
330 335
Lys Asn Arg Ile Gly Phe Ala
350
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REIVINDICACIONES

1. Una proteasa de tipo mejorado que comprende una secuencia aminoacidica que es al menos un 75 % idéntica a
la SEC. ID. N? 3, dicha proteasa de tipo mejorado tiene al menos una mutacién seleccionada de entre el grupo que
consiste en:

(A) sustituciéon de la glutamina correspondiente a la glutamina en la posicion 265 de la SEC ID N2 3 con un
aminoacido acido; y

(B) sustitucion de la glutamina en la posicién 266 de la SEC ID N® 3 con un aminoacido acido, y en la que dicha
proteasa de tipo mejorado tiene actividad coagulante de la leche.

2. La proteasa de tipo mejorado de acuerdo con la reivindicacion 1, que se selecciona de entre el grupo que consiste
en:

(A) una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEC ID N° 3 o0 43 excepto por que la glutamina en la
posicion 265 y/o la glutamina en la posicién 266 se ha(n) sustituido con un aminoacido acido.

(B) una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEC ID N 3 o 43 excepto por que la glutamina en la
posicion 265 y/o la glutamina en la posicidon 266 se ha(n) sustituido con un aminoacido acido y no mas de 10
aminoacidos en posiciones distintas de 265 y 266 se han sustituido, delecionado, insertado o anadido, y en la
que dicha proteasa de tipo mejorado tiene actividad coagulante de la leche.

3. La proteasa de tipo mejorado de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que dicho aminoédcido &cido es acido
glutamico o acido aspartico.

4. La proteasa de tipo mejorado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el acido
glutamico en la posicién 19 se sustituye con valina, alanina, isoleucina o leucina.

5. La proteasa de tipo mejorado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la treonina en
la posicion 81 se sustituye con glutamina o acido aspartico.

6. Un ADN que codifica la proteasa de tipo mejorado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
7. Un vector de expresion que comprende el ADN de acuerdo con la reivindicacion 6.

8. Una célula transformada distinta de una célula humana en la que se introduce el vector de expresion de acuerdo
con la reivindicacion 7.

9. Una célula transformada de acuerdo con la reivindicacion 8 que es una célula de levadura, una célula fangica o
una célula vegetal.

10. La célula transformada de acuerdo con la reivindicacion 8, siendo dicha célula transformada Saccharomyces
cerevisiae.

11. Un procedimiento para producir una proteasa de tipo mejorado que tiene actividad coagulante de la leche, que

comprende las etapas de cultivo de la célula transformada de acuerdo con la reivindicacién 8, 9 o 10 en un medio de
cultivo y la recoleccion de la proteasa de tipo mejorado en el medio de cultivo.

34



ES 2445710 T3

Fig. |

EcoR 1
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Fig. 2

RMPP

RMMP

RUPP

RMMP

RMPP

RMMP

RMPP

RMMP

RMPP

RMMP

RMPP

RMMP

1

61

61

121

121

181

181

24

241

301

301
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AEGDGSVDTPGLYDFDLEEYA!PVS|GTPGQDFYLLFDTGSSDTWVPHKGCDNSEGCVGK
A DGSVDTPG YDFDLEEYA!PVSIGTPGQDF LLFDTGSSDTWVPHKGC SEGCVG
AAADGSVDTPGYYDFDLEEYA1PVSIGTPGQDFLLLFDTGSSDTWVPHKGGTKSEGCVGS

RFFDPSSSSTFKETDYNLN1TYGTGGANG! YFRDS | TVGGATVKQQTLAYVDNVSGPTAE
RFFDPS+SSTFK T+YNLNITYGTGGANG+YF DSI +G TV +Q LAYVDNV GPTAE
RFFDPSTSSTFKATNYNLN I TYGTGGANGLYFEDS|AIGDTTVTKQILAYVDNVRGPTAE

QSPDSELFLDGIFGAAYPDNTAMEAEYGDTYNTVHVNLYKGGL | SSPYFSVYMNTNDGGG
QSP++++FLDG+FGAAYPDNTAMEAEYG TYNTVHVNLYKQGL 1SSP+FSVYNNTN G G
QSPNAD| FLDGLFGAAYPDNTAMEAEYGSTYNTVHVNLYKQGL | SSPLFSVYMNTNSGTG

QVVFGGYNNTLLGGD1QYTDVLKSRGGYFFWDAPVTGVK 1 DGSDAVSFDGAQAFTIDTGT
+VVFGGUNNTLL GD! YTDV+  GGY+FWDAPVTG+ +DGS AV F  QAFTIDTGT
EVVFGGVNNTLLSGD!AYTDVMSRYGGYYFWDAPVTG I TVDGSAAVRFSRPQAFT IDTGT

NFF 1 APSSFAEKVVKAALPDATESQQGYTVPCSKYQDSKTTFSLVLOKSGSSSDT1DVSV
NFF1 PSS A K+VKAALPDATE+QQG+ VPC+ YQ+SK+T S+V+QKSGSSSDT]++SV
NFF 1MPSSAASK | VKAALPDATETQQGWVVPCASYQNSKST I S IVMOKSGSSSDTIEISV

P1SKMLLPVDKSGETCMF | VLPDGGNQF I VGNLFLRFFVNVYDFGKNR | GFAPLASGYEN

P+SKMLLPVD+S ETCMF | +LPDGGNQ+|VGNLFLRFFV+VYDFG NRIGFAPLAS YEN
PVSKMLLPVDQSNETCMF | ILPDGGNQY | VGNLFLRFFVSVYDFGNNR | GFAPLASAYEN
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