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DESCRIPCION
Endoproteasa especifica para prolina y su uso

La presente invencién se refiere a un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica para prolina, una
composicion que comprende el polipéptido, un acido nucleico que codifica una endoproteasa especifica para prolina,
un vector de expresion que comprende el acido nucleico que codifica una endoproteasa especifica para prolina, una
célula hospedante recombinante, un método para preparar una endoproteasa especifica para prolina y un proceso
para preparar un producto alimentario o pienso en donde se usa la endoproteasa especifica para prolina.

Antecedentes

Las endoproteasas especificas para prolina son enzimas que hidrolizan una proteina o péptido en una posicién
donde hay una prolina en la proteina o péptido.

Una endoproteasa especifica para prolina puede derivar, por ejemplo, de Aspergillus niger o Penicillium
chrysogenum, tal como se describe en W02002/046381 y W0O2009/144269, respectivamente.

Otra endoproteasa especifica para prolina se conoce a partr deW02012/174127. EI documento
WO02012/174127 describe una proteasa especifica para prolina de Botryotinia fuckeliana, Aspergillus
clavatus, Sclerotinia sclerotiotum, Mycosphaerelly graminicola, Neuropspora crasse, Talaromyces stipitatus
y Gibberella zeae.

Una endoproteasa especifica para prolina se puede usar en diversas aplicaciones, por ejemplo, en la degradacion
del gluten (véase, por ejemplo, W0O2005/027953 0 W02003/068170). El gluten es la fraccién de proteina insoluble
de cereales como el trigo, centeno, avena y cebada. El gluten es una mezcla compleja de moléculas de glutenina y
prolamina que se cree que causan efectos toxicos, por ejemplo, en pacientes que padecen enfermedad celiaca. Se
considera que la celiaquia o enfermedad celiaca es una enfermedad autoinmunitaria. Los pacientes que padecen
celiaguia deben seguir una dieta estricta sin gluten, que es muy dificil de seguir porque el gluten se usa tan
ampliamente. El uso de endoproteasa especifica para prolina como medicamento o suplemento alimentario puede
aliviar la necesidad de una dieta estricta sin gluten (W02003/068170).

Las endoproteasas especificas para prolina también se usan para reducir la turbidez en la cerveza, en donde la
proteasa especifica para prolina se puede agregar durante varias etapas de un proceso de produccion de cerveza
(WO 2002/046381).

Es deseable que las enzimas en aplicaciones alimentarias y de pienso tengan un pH éptimo adecuado y que
preferiblemente no sean activas en el alimento o bebida final.

El objetivo de la presente invencion es una endoproteasa especifica para prolina alternativa con caracteristicas
mejoradas.

Compendio

En un aspecto, la presente descripcion se refiere a un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica
para prolina, en donde el polipéptido tiene menos de 70 % de actividad residual sobre acetil-AlaAlaPro-
paranitroanilina (Ac-AAP-pNA) como sustrato después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de
65 °C durante 15 min. La actividad residual de un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica para
prolina se determina, de manera ventajosa, mediante el uso de acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina (Ac-AAP-pNA)
como sustrato a una temperatura de 20 °C y a pH 4,5, por ejemplo, en un tamp6n a pH 4,5, por ejemplo, un tampoén
de acetato de sodio (NaAc), que puede comprender una sal adicional tal como NaCl. La actividad residual se puede
determinar al incubar un polipéptido, segun se describe en la presente memoria, a una temperatura de 20 °C, y a un
pH 4,5 durante 60 min.

En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica
para prolina, en donde el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en un polipéptido que tiene actividad de
endoproteasa especifica para prolina, opcionalmente que tiene menos de 50 % de actividad residual después de
que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 65 °C durante 15 min, en donde el polipéptido se
selecciona del grupo que consiste en:

i. un polipéptido, que, cuando se alinea con una secuencia de aminoacidos segun SEQ ID NO:1, comprende al
menos una combinacion de aminoacidos que corresponde a la combinacién seleccionada del grupo que consiste en
(Glu (E) en la posicién 238, Val (V) en la posicion 204, Ala (A) en la posicion 460), (Ser (S) en la posicion 279, Val (V)
en la posicion 242, lle (1) en la posicion 507), (Thr (T) en la posiciéon 145, Met (M) en la posicion 424), (Ala (A) en la
posicion 359, Ser (S) en la posicion 379), (lle (I) en la posicion 170, Thr (T) en la posicion 421), (Ser (S) en la
posicion 441, Ser (S) en la posicién 484), (His (H) en la posicion 470, Arg (R) en la posicién 288), (His (H) en la
posicion 470, Gly (G) en la posicion 387), (Ser (S) en la posicion 281, lle (I) en la posicion 373), (Ala en la posicion
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304, Ala en la posicion 469), y (Thr (T) en la posicién 466, GIn (Q) en la posicién 469), en el que las posiciones se
definen con referencia a SEQ ID NO:1;

ii. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1, en donde la SEQ ID NO: 1
comprende al menos una combinacion de sustituciones de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
combinaciones (K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V, N507I), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170I1, A421T),
(N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G), (T281S, L373l), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) en donde
las sustituciones se definen con respecto a la SEQ ID NO: 1;

iii. un polipéptido segun i) a iii), pero que carece de una secuencia sefial y/o una secuencia proproteina;

iv. un polipéptido segun i) a iv) que tiene al menos 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con respecto a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
1

v. un polipéptido codificado por un acido nucleico que tiene al menos 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %, 100 % de identidad con respecto a la SEQ ID NO: 2, o con
respecto a una secuencia codificante madura de la SEQ ID NO: 2, en donde la SEQ ID NO: 2 comprende al menos
una mutacién que codifica al menos una combinacién de sustituciones de aminodacido seleccionada del grupo que
consiste en (K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V, N5071), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170Il, A421T),
(N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G), (T281S, L373I), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) en donde
las sustituciones de aminoacidos se definen con respecto a la SEQ ID NO: 1.

La invencion también proporciona una composicion que comprende un polipéptido que tiene endoproteasa
especifica para prolina seguin se describe en la presente memoria.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para generar un polipéptido variante que tiene
actividad de endoproteasa especifica para prolina segin se describe en la presente memoria.

La descripciéon también proporciona un acido nucleico que codifica una endoproteasa especifica para prolina que
tiene al menos 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad
secuencial con respecto a la SEQ ID NO: 2, o con respecto a una secuencia codificante madura de la SEQ ID NO: 2,
en donde la SEQ ID NO: 2 comprende al menos una mutacién que codifica al menos una combinacién de
sustituciones de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en (K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V,
N5071), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170l, A421T), (N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G),
(T281S, L373I), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) en donde las sustituciones de aminoacidos se definen con
respecto a la SEQ ID NO: 1.

En otro aspecto, la presente invencidn se refiere a un vector de expresion que comprende un polinucleétido que
codifica un polipéptido segun se describe en la presente memoria.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula hospedante recombinante que comprende una
secuencia polinucleotidica o un vector de expresion segln se describe en la presente memoria.

En otro aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método para la preparacion de un polipéptido, que
comprende cultivar una célula hospedante segun se describe en la presente memoria, en condiciones que permiten
la expresion del polipéptido y preparar el polipéptido.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de un producto alimentario o
pienso que comprende incubar una forma intermediaria del producto alimentario o pienso con un polipéptido, 0 una
composicion que comprende un polipéptido segun se describe en la presente memoria, y preparar el producto
alimentario.

La presente descripcion también se refiere a un producto alimentario o pienso obtenible mediante un proceso segun
se describe en la presente memoria.

Definiciones

El término “productos horneados” se define en la presente memoria como cualquier producto preparado a partir de
una masa o una mezcla. El producto puede tener un caracter suave o crujiente y puede ser de tipo blanco, claro u
oscuro. Los productos horneados incluyen, pero no se limitan a, pan tal como, por ejemplo, pan blanco, pan integral
o de centeno, pan tipo baguette francés, productos de masa laminados tal como pastel (danés), medialuna u
hojaldre, pan de pita, tortillas, tacos, tortas, panqueques, biscochos, galletas, donas, roscas, tapas de masa, bollos,
pan al vapor y galleta al agua. Los tipos de productos horneados, los métodos para caracterizarlos y producirlos son
conocidos para los expertos en la técnica, véase, por ejemplo, “Baking Science and Technology”, por E.J. Pyler, L.A.
Gorton, 2008, (2 tomos) Sosland Publishing Company, Kansas, EE. UU., o “Baked Products: Science, Technology
and Practice” por S.P. Cauvain, L.S. Young, 2006, Blackwell Publishing Ltd, Oxford, RU.
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El término “cadena complementaria” se puede usar de manera intercambiable con el término “complemento”. El
complemento de una cadena de acido nucleico puede ser el complemento de una cadena codificante o el
complemento de una cadena no codificante. Cuando se hace referencia a acidos nucleicos bicatenarios, el
complemento de un &cido nucleico que codifica un polipéptido hace referencia a la cadena complementaria de la
cadena que codifica la secuencia de aminoacidos o a cualquier molécula de acido nucleico que la contiene.

El término “secuencia de control” se puede usar de manera intercambiable con el término “secuencia de acido
nucleico reguladora de la expresion”. El término, segun se usa en la presente memoria, se refiere a secuencias de
acido nucleico necesarias para y/o que afectan la expresion de una secuencia codificante enlazada funcionalmente
en un organismo hospedante particular o in vitro. Cuando dos secuencias de acido nucleico estan enlazadas
funcionalmente, normalmente estardn en la misma orientacién y también en el mismo marco de lectura.
Normalmente seran esencialmente contiguas, aunque esto puede no ser necesario. Las secuencias de acido
nucleico que regulan la expresion, tal como inter alia, secuencias de iniciacion de transcripcién, de terminacion,
promotoras, lideres, péptido sefal, propéptido, prepropéptido o potenciadoras adecuadas; secuencia de Shine-
Dalgarno, secuencias represoras 0 activadoras; sefiales de procesamiento de ARN eficaces tales como sefiales de
empalme y poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico; secuencias que potencian la
eficacia de traduccion (p. €j., sitios de unién a ribosoma); secuencias que potencian la estabilidad de la proteina,; vy,
cuando se desea, secuencias que potencian la secrecion de la proteina, pueden ser cualquier secuencia de acido
nucleico que exhibe actividad en el organismo hospedante de eleccidon y que se puede derivar de genes que
codifican proteinas, que son enddgenos o heterélogos con respecto a una célula hospedante. Cada secuencia de
control puede ser natural o extrafia para la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido. Cuando se desea,
la secuencia de control se puede proporcionar con enlazadores con el fin de introducir sitios de restriccion
especificos que facilitan la ligadura de las secuencias de control con la region codificante de la secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido. Las secuencias de control se pueden optimizar para su fin especifico.

Un “producto lacteo” se refiere a cualquier tipo de producto a base de leche previsto para su uso como alimento,
pienso o bebida que incluyen, pero no se limitan a, queso, leche, leche desnatada, leche acidificada, suero de
mantequilla, leche condensada, pastas para untar, margarinas, yogur, helado, leche en polvo, mantequilla, EMC
(siglas en inglés para “queso modificado enzimaticamente”), dulce de leche, blanqueador para café; crema para café,
nata, ghee, analogo lacteo, etc. El queso puede ser cualquier tipo de queso, p. €j., queso fresco, queso duro, queso
en grano, queso crema, queso con moho blanco, queso con moho azul y queso procesado. Los ejemplos de queso
fresco son la ricota, el queso crema, el Neufchatel o el requesén. Los ejemplos de queso duro son Chester, Danbo,
Manchego, Saint Paulin, Cheddar, Monterey, Colby, Edam, Gouda, Muenster, de tipo suizo, Gruyere, Emmental,
Parmigiano Reggiano, Grana Padano, Parmesano, Pecorino, Provolone y Romano. Los ejemplos de queso en grano
son el queso Feta, el queso Quotija, el queso pasta filata tal como la Mozzarella y el Queso fresco. Los ejemplos de
gueso crema son el queso Filadelfia. Los ejemplos de queso de moho blanco son el queso Brie y el Camembert. Los
ejemplos de queso de moho azul son el queso Gorgonzola y el danés azul.

Segun se usa en la presente memoria, el término “enddgeno” se refiere a una secuencia de acido nucleico o de
aminoacidos que se origina naturalmente en un hospedante.

Las endopeptidasas o endoproteinasas son capaces de descomponer los enlaces peptidicos de aminoacidos no
terminales (es decir, dentro de la proteina), a diferencia de las exopeptidasas, que descomponen los enlaces
peptidicos del extremo aminico o el carboxilico. Las endopeptidasas no tienden a descomponer los péptidos en
monoémeros, sino que resultan en fragmentos peptidicos relativamente grandes. La generacion especifica de
fragmentos relativamente grandes se prefiere en gran medida en muchas aplicaciones relacionadas con alimentos y
piensos. Un caso especifico de endopeptidasa es la oligopeptidasa, cuyos sustratos son oligopéptidos en lugar de
proteinas.

El término “expresion” incluye cualquier etapa relacionada con la produccion del polipéptido que incluye, pero no se
limita a, transcripcion, modificacion postranscripcion, traduccion, modificacion postraduccion y secrecion.

Los polinucledtidos de la presente invencion, segun se describen en la presente memoria, se pueden sobreexpresar
en una célula hospedante de la invencién en comparacion con una célula genitora en la que dicho gen no se
sobreexpresa. La sobreexpresion de una secuencia polinucleotidica se define en la presente memoria como la
expresion de dicho gen de secuencia que resulta en una actividad del polipéptido codificado por la dicha secuencia
en una célula hospedante que es al menos 1,1, al menos 1,25 o al menos 1,5 veces mayor que la actividad del
polipéptido en la célula hospedante; preferiblemente, la actividad de dicho polipéptido es al menos 2 veces, mas
preferiblemente, al menos 3 veces, mas preferiblemente, al menos 4 veces, mas preferiblemente, al menos 5 veces,
incluso mas preferiblemente, al menos 10 veces y, lo mas preferiblemente, al menos 20 veces mayor que la
actividad del polipéptido en la célula genitora.

Un vector de expresion comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido, tal como un polipéptido segun la
presente invencion, enlazado funcionalmente con las secuencias de control adecuadas (tal como un promotor, y
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sefiales de terminacion de la transcripcion y traduccién) para la expresion y/o traduccion in vitro, 0 en una célula
hospedante del polinucledtido.

El vector de expresion puede ser cualquier vector (p. e€j., un plasmido o virus), que se puede someter
convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y provocar la expresiéon del polinucleétido. La eleccion
del vector tipicamente dependera de la compatibilidad del vector con la célula en la que el vector se va a introducir.
Los vectores pueden plasmidos lineales o circulares cerrados. El vector puede ser un vector que se replica de
manera auténoma, es decir, un vector, que existe como una entidad extracromos6mica, cuya replicacién es
independiente de la replicacion cromosémica, p. e€j., un plasmido, un elemento extracromosémico, un
minicromosoma o un cromosoma artificial. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la
célula hospedante, se integra en el genoma y se replica junto con el(los) cromosoma(s) en el(los) que se ha
integrado. El vector de clonacion integradora se puede integrar en un locus aleatorio o uno diana predeterminado en
los cromosomas de la célula hospedante. El sistema de vector puede ser un vector o plasmido simple o dos o0 mas
vectores o plasmidos, que juntos contienen el ADN total que se va a introducir en el genoma de la célula hospedante,
0 un transposoén. Un vector de la invencion puede comprender uno, dos o mas, por ejemplo, tres, cuatro o cinco
polinucleétidos de la invencién, por ejemplo, para la sobreexpresion.

El término “gen”, seglin se usa en la presente memoria, hace referencia a un segmento de una molécula de acido
nucleico que codifica una cadena polipeptidica, que puede o no incluir secuencias reguladoras para el gen antes y
después de la secuencia codificante, p. ej., promotores, potenciadores, etc., asi como secuencias intercaladas
(intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones). Se apreciara, ademas, que la definicion de gen puede
incluir acidos nucleicos que no codifican un polipéptido, sino que proporcionan plantillas para la transcripcién de
moléculas de ARN funcionales tales como ARNt, ARNr, etc.

Una célula hospedante, segun se define en la presente memoria, es un organismo adecuado para manipulacién
genética y que se puede cultivar a densidades celulares (tiles para produccién industrial de un producto diana, tal
como un polipéptido segun la presente invencion. Una célula hospedante puede ser una célula hospedante que se
encuentra en la naturaleza o una célula hospedante derivada de una célula hospedante genitora después de la
manipulacion genética o mutagénesis clasica. De manera ventajosa, una célula hospedante es una célula
hospedante recombinante. Una célula hospedante puede ser una célula hospedante procariota, arqueobacteriana o
eucariota. Una célula hospedante procariota puede ser, pero no se limita a, una célula hospedante bacteriana. Una
célula hospedante eucariota puede ser, pero no se limita a, una célula hospedante de levadura, de hongo, de ameba,
de alga, de planta, de animal o de insecto.

El término “heterdlogo”, segin se usa en la presente memoria, se refiere a secuencias de acido nucleico o de
aminoacidos que no se originan naturalmente en una célula hospedante. En otras palabras, la secuencia de acido
nucleico o de aminoacidos no es idéntica a la que se encuentra naturalmente en la célula hospedante.

El término “hibridacion” significa el apareamiento de cadenas sustancialmente complementarias de compuestos
oligoméricos, tales como compuestos de acido nucleico. La hibridacién se puede llevar a cabo en condiciones de
rigurosidad baja, media o alta. Las condiciones de hibridacién de rigurosidad baja comprenden hibridacion en 6X
cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC, por sus siglas en inglés) a aproximadamente 45 °C, posteriormente dos
lavados en 0,2 X de SSC, SDS al 0,1 % a al menos 50 °C (la temperatura de los lavados se puede aumentar hasta
55 °C para condiciones de rigurosidad baja). Las condiciones de hibridacion de rigurosidad media comprenden
hibridacion en 6X de SSC a aproximadamente 45 °C, posteriormente uno o0 mas lavados en 0,2 X de SSC, SDS al
0,1 % a 60 °C y las condiciones de hibridacion de rigurosidad alta comprenden hibridacion en 6X de SSC a
aproximadamente 45 °C, posteriormente uno o mas lavados en 0,2X de SSC, SDS al 0,1 % a 65 °C.

Una secuencia de acido nucleico o polinucleotidica se define en la presente memoria como un polimero nucleotidico
que comprende al menos 5 unidades de nucleétido o acido nucleico. Un nucleétido o acido nucleico se refiere a
ARN y ADN. Los términos “acido nucleico” y “secuencia polinucleotidica” se usan de manera intercambiable en la
presente memoria.

Un “péptido” se refiere a una cadena corta de residuos aminoacidicos enlazados mediante enlaces peptidicos
(amida). El péptido mas corto, un dipéptido, consiste en 2 aminoacidos unidos mediante un enlace peptidico simple.

El término “polipéptido” se refiere a una molécula que comprende residuos aminoacidicos enlazados mediante
enlaces peptidicos y que contiene mas de cinco residuos aminoacidicos. El término “proteina”, segun se usa en la
presente memoria, es sinénimos del término “polipéptido” y también puede hacer referencia a dos o mas
polipéptidos. Por lo tanto, los términos “proteina” y “polipéptido” se pueden usar de manera intercambiable. Los
polipéptidos opcionalmente se pueden modificar (p. €j., glucosilar, fosforilar, acilar, farnesilar, prenilar, sulfonar y
similares) para agregar funcionalidad. Los polipéptidos que exhiben actividad en presencia de un sustrato especifico
en ciertas condiciones pueden denominarse enzimas. Se entendera que, como resultado de la degeneracién del
cédigo genético, se puede producir una multitud de secuencias nucleotidicas que codifican un polipéptido dado.
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Un “fragmento de acido nucleico aislado” es un fragmento de acido nucleico que no se origina naturalmente como un
fragmento y no se encontraria en estado natural.

El término “polipéptido aislado”, segin se usa en la presente memoria, significa un polipéptido que se retira de al
menos un componente, p. €j., otro material polipeptidico, con el cual se asocia naturalmente. El polipéptido aislado
puede estar libre de cualesquiera otras impurezas. El polipéptido aislado puede ser al menos 50 % puro, p. €j., al
menos 60 % puro, al menos 70 % puro, al menos 75 % puro, al menos 80 % puro, al menos 85 % puro, al menos
80 % puro, al menos 90 % puro, o al menos 95 % puro, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 %, segin se
determina mediante SDS-PAGE o cualquier otro método analitico adecuado con este fin y conocido para el experto
en la técnica. Un polipéptido aislado se puede producir mediante una célula hospedante recombinante.

Un “polipéptido maduro” se define en la presente memoria como un polipéptido en su forma final y se obtiene
después de la traduccion de un ARNm en polipéptido y las modificaciones postraducciéon de dicho polipéptido. La
modificacién postraduccion incluye procesamiento del extremo N, truncamiento del extremo C, glucosilacién,
fosforilacion y extraccion de secuencias lideres tales como péptidos sefial, propéptidos y/o prepropéptidos mediante
escision.

Una “secuencia codificante de polipéptido maduro” significa un polinucle6tido que codifica un polipéptido maduro.

El término “construccion de acido nucleico” se refiere en la presente memoria a una molécula de acido nucleico, ya
sea mono o bicatenaria, que se aisla de un gen de origen natural o que ha sido modificada para que contenga
segmentos de acido nucleico que se combinan y yuxtaponen de una manera que no existiria de cualquier otra
manera en la naturaleza. El término construccion de acido nucleico es sinénimo del término “casete de expresion” o
“vector de expresiéon” cuando la construccién de acido nucleico contiene todas las secuencias de control necesarias
para la expresidon de una secuencia codificante, en donde dichas secuencias de control se enlazan funcionalmente
con dicha secuencia codificante.

Una “endoproteasa especifica para prolina” es una proteasa que hidroliza una proteina o péptido en una posicion
donde la proteina o péptido contiene un residuo prolina. Una endoproteasa especifica para prolina puede tener
actividad de endoproteasa especifica para prolina y/o de oligopeptidasa especifica para prolina (EC3.4.21.26). Una
endoproteasa especifica para prolina es preferiblemente una enzima que hidroliza un enlace peptidico en el extremo
carboxilico de residuos prolina, que resulta en un fragmento de péptido y/o polipéptido con una prolina en el extremo
C.

El término “promotor” se define en la presente memoria como una secuencia de ADN que se une a ARN polimerasa
y dirige la polimerasa al sitio de inicio de la transcripcion posterior correcto de una secuencia de acido nucleico para
iniciar la transcripcion.

El término “recombinante” cuando se usa en referencia a una célula, acido nucleico, proteina o vector, indica que la
célula, acido nucleico, proteina o vector se ha modificado mediante la introduccién de un acido nucleico, aminoacido
o proteina heterélogo o la alteracion de un acido nucleico o proteina natural, o que la célula deriva de una célula
modificada de esta forma. Por lo tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se
encuentran dentro de la forma natural (no recombinante) de la célula o expresan genes naturales que de cualquier
otra manera se expresan de manera anormal, se subexpresan 0 no se expresan en absoluto. El término
“recombinante” es sinénimo de “genéticamente modificado” y “transgénico”.

“Identidad secuencial”, u homologia secuencial se usan de manera intercambiable en la presente memoria. A los
efectos de la presente invencion, se define en la presente que para determinar el porcentaje de homologia
secuencial o identidad secuencial de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acido nucleico, las
secuencias se alinean para una comparacion optima. Para optimizar la alineaciéon entre las dos secuencias, se
pueden introducir espacios en cualquiera de las dos secuencias que se comparan. Dicha alineacion se puede llevar
a cabo a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se comparan. Alternativamente, la alineacion se
puede llevar a cabo a lo largo de una longitud mas corta, por ejemplo, a lo largo de aproximadamente 20,
aproximadamente 50, aproximadamente 100 o mas acidos nucleicos/bases o aminoacidos. La identidad secuencial
es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias a lo largo de la region alineada informada. El
porcentaje de identidad secuencial entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias nucleotidicas se
puede determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch para la alineaciéon de dos secuencias. (Needleman,
S. B. and Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). Las secuencias de aminoacidos y las secuencias
nucleotidicas se pueden alinear mediante el algoritmo. El algoritmo de Needleman-Wunsch se ha implementado en
el programa informatico NEEDLE. A los efectos de la presente invencion, se usoé el programa NEEDLE del paquete
EMBOSS (version 2.8.0 o mas alta, EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite (2000) Rice, P.
Longden, I. y Bleashy, A. Trends in Genetics 16, (6) pags. 276-277, http://emboss.bioinformatics.nl/). Para las
secuencias proteicas, se usa EBLOSUMG62 para la matriz de sustitucion. Para la secuencia nucleotidica se usa
EDNAFULL. Los parametros opcionales que se usan son una penalizacién por espacio abierto de 10 y una
penalizacién por extension de espacio de 0,5. El experto apreciard que todos estos parametros diferentes
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proporcionaran resultados ligeramente diferentes, pero que el porcentaje de identidad global de dos secuencias no
se altera significativamente cuando se usan algoritmos diferentes.

Después de la alineacion mediante el programa NEEDLE, segun se describi6é anteriormente, se calcula el porcentaje
de identidad secuencial entre una secuencia de consulta y una secuencia de la invencion de la siguiente manera:
Cantidad de posiciones correspondientes en la alineacion que exhiben un aminoacido idéntico o nucle6tido idéntico
en ambas secuencias dividida entre la longitud total de la alineacidn después de restar la cantidad total de espacios
en la alineacion. La identidad, segun se define en la presente memoria, se puede obtener a partir de NEEDLE
mediante el uso de la opcion NOBRIEF y se etiqueta en el resultado del programa como “identidad mas larga”.

Las secuencias de acido nucleico y proteina de la presente invencion se pueden usar adicionalmente como una
“secuencia de consulta” para llevar a cabo una busqueda en bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar
otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Dichas busquedas se pueden llevar a cabo mediante el uso
de los programas NBLAST y XBLAST (versién 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las busquedas
de nucledtidos por BLAST se pueden llevar a cabo con el programa NBLAST, puntuacién = 100, longitud de
palabra= 12 para obtener secuencias nucleotidicas homoélogas a las moléculas de acido nucleico de la invencion.
Las busquedas de proteina por BLAST se pueden llevar a cabo con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud
de palabra= 3 para obtener secuencias de aminoacidos homoélogas a las moléculas de proteina de la invencion.
Para obtener alineaciones especiadas para hacer comparaciones, se puede usar Gapped BLAST segun se describe
en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-3402. Cuando se usan los programas BLAST y Gapped
BLAST, se pueden usar los parametros predeterminados de los respectivos programas (p. €j., XBLAST y NBLAST).
Véase la pagina de inicio del National Center for Biotechnology Information en http://www.nchi.nim.nih.gov/.

El término “sustancialmente puro” con respecto a polipéptidos se refiere a una preparacion polipeptidica que
contiene como mucho 50 % en peso de otro material polipeptidico. Los polipéptidos descritos en la presente
memoria estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura. En patrticular, se prefiere que los polipéptidos
descritos en la presente memoria estén en “forma esencialmente pura”, es decir, que la preparacion polipeptidica
esté esencialmente libre de otro material polipeptidico. Opcionalmente, el polipéptido también puede estar
esencialmente libre de material no polipeptidico, tal como &cidos nucleicos, lipidos, componentes de medios y
similares. En la presente memoria, el término “polipéptido sustancialmente puro” es sinénimo de los términos
“polipéptido aislado” y “polipéptido en forma aislada”. El término “sustancialmente puro” con respecto a un
polinucleétido se refiere a una preparacion polinucleotidica que contiene como mucho 50 % en peso de otro material
polinucleotidico. Los polinucleétidos descritos en la presente memoria estan preferiblemente en una forma
sustancialmente pura. En particular, se prefiere que el polinucleétido descrito en la presente memoria esté en “forma
esencialmente pura”, es decir, que la preparacidon polinuclectidica esté esencialmente libre de otro material
polinuclectidico. Opcionalmente, el polinucleétido también puede estar esencialmente libre de material no
polinucleotidico, tal como polipéptidos, lipidos, componentes de medios y similares. En la presente memoria, el
término “polinucledtido sustancialmente puro” es sinénimo de los términos “polinucledtido aislado” y “polinucleétido
en forma aislada”.

Una “sustitucion”, segun se usa en la presente memoria, en relacidon con polipéptidos o acidos nucleicos, denota el
reemplazo de uno 0 mas aminoacidos en una secuencia polipeptidica o de uno o mas nucleétidos en una secuencia
polinucleotidica, respectivamente, por diferentes aminoacidos o nucleétidos, respectivamente. Por ejemplo, una
sustitucién indica que una posicion en un polipéptido, segun se describe en la presente memoria, tal como un
polipéptido variante, que corresponde a al menos una posicion establecida anteriormente en la SEQ ID NO: 1,
comprende un residuo aminoacidico que no aparece en dicha posicién en el polipéptido genitor (por ejemplo, la
secuencia genitora de la SEQ ID NO: 1).

Una “molécula sintética”, tal como un acido nucleico sintético o un polipéptido sintético se produce mediante sintesis
guimica o enzimatica in vitro. Incluye, pero no se limita a, acidos nucleicos variantes producidos con uso éptimo de
codones para organismos hospedantes de eleccion.

Un acido nucleico sintético se puede optimizar para el uso de codones, preferiblemente, segun los métodos
descritos enWQ02006/077258 y/o WO2008000632, que se incorporan en la presente memoria por
referencia. WO2008/000632 se refiere a la optimizacion de un par de codones. La optimizacién de un par de
codones es un método en donde las secuencias nucleotidicas que codifican un polipéptido que se han modificado
con respecto a su uso de condones, en particular, los pares de codones que se usan, se optimizan para obtener
expresion mejorada de la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido y/o produccidon mejorada del polipéptido
codificado. Los pares de codones se definen como un conjunto de dos tripletes posteriores (codones) en una
secuencia codificante. Los expertos en la técnica sabran que el uso de codones debe adaptarse dependiendo de la
especie hospedante y posiblemente resulta en variantes con desviacion de homologia significativa con respecto a la
SEQ ID NO: 2, pero que todavia codifican el polipéptido segun la invencion.
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” o,

Segun se usan en la presente memoria, los términos “variante”, “derivado”, “mutante” u “homoélogo” se pueden usar
de manera intercambiable. Pueden hacer referencia a polipéptidos o acidos nucleicos. Las variantes incluyen
sustituciones, inserciones, eliminaciones, truncamientos, transversiones e/o inversiones, en una o mas ubicaciones
con respecto a una secuencia de referencia. Las variantes se pueden producir, por ejemplo, mediante mutagénesis
de saturacién de sitio, mutagénesis de exploracién, mutagénesis de insercion, mutagénesis aleatoria, mutagénesis
dirigida al sitio y evolucion dirigida, asi como diversas otras estrategias de recombinacion conocidas para un experto
en la técnica. Los genes variantes de acidos nucleicos se pueden sintetizar artificialmente mediante técnicas
conocidas en la técnica.

Figuras

Figura 1: vector pGBTOP-16 usado para clonar el gen GLA. El vector pGBTOP-16 deriva del vector pGBTOP-12
descrito en WO 2011/009700. Ademas de pGBTOP-12, contiene el gen ccdB de E. coli para seleccién positiva para
la presencia de un inserto entre los sitios de clonacién EcoRI y Pacl. El sitio de restriccion Pacl reemplaza el sitio de
restriccion SnaBl presente en pGBTOP-12. Este vector se linealiza mediante digestién por Notl antes de la
transformacion.

Secuencias

SEQ ID NO: 1: Secuencia de aminoéacidos de la endoproteasa especifica para prolina de Aspergillus niger que
contiene una secuencia sefial de pectinametilesterasa.

SEQ ID NO: 2: Secuencia de acido nucleico de la endoproteasa especifica para prolina de Aspergillus niger que
contiene una secuencia sefial de pectinametilesterasa.

SEQ ID NO: 3 Secuencia de aminoacidos de citocromo C de corazén de caballo.

SEQ ID NO: 4: Fragmento de citocromo C digerido con una PEP segun la presente invencién
SEQ ID NO:5: Fragmento de citocromo C digerido con una PEP segun la presente invencién
SEQ ID NO: 6: Fragmento de citocromo C digerido con una PEP segun la presente invencién
SEQ ID NO:7: Fragmento de citocromo C digerido con una PEP segun la presente invencién
SEQ ID NO: 8: Fragmento de citocromo C digerido con una PEP segUn la presente invencién
Descripcion detallada

En un aspecto, la presente descripcion se refiere a un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica
para prolina, en donde el polipéptido tiene menos de 70 % de actividad residual con el uso de acetil-AlaAlaPro-
paranitroanilina (Ac-AAP-pNA) como sustrato después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de
65 °C durante 15 min. La actividad de endoproteasa especifica para prolina residual se mide mediante el uso de
acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina (Ac-AAP-pNA) a pH 4,5, por ejemplo, en un tampén de acetato de sodio a pH 4,5 a
20 grados Celsius. De manera sorprendente, un polipéptido que tiene menos de 50 % de actividad residual después
de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 65 °C durante 15 min, se puede usar de manera
ventajosa en aplicaciones tales como en alimentos o piensos, en donde se desea escasa o nula actividad residual.
Preferiblemente, un polipéptido proporcionado por la invencién tiene menos de 45 %, 40 %, 30 %, 20 %, 15 %, 10 %,
tal como menos de 5 % de actividad residual después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de
65 °C durante 15 min. Segun se define en la presente memoria, menos de 70%, 60 %, 50 %, o menos de 45 %,
40 %, 30 %, 20 %, 15 %, 10 % o0 5 % de actividad residual significa que el polipéptido exhibe menos de 70%, 60%,
50 %, o menos de 45 %, 40 %, 30 %, 20 %, 15 %, 10 % o 5 %, respectivamente, de actividad en comparacion con la
actividad del polipéptido antes de mantener al polipéptido a 65 °C durante 15 min. Preferiblemente, un polipéptido
segln la presente invencion no exhibe ninguna actividad residual después de que el polipéptido se ha mantenido a
una temperatura de 65 °C durante 15 min.

En una realizacién, un polipéptido segun se describe en la presente memoria es un polipéptido que tiene actividad
de endoproteasa especifica para prolina, en donde el polipéptido tiene menos de 90 % de actividad residual con el
uso de acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina (Ac-AAp-pNA) como sustrato después de que el polipéptido se ha
mantenido a una temperatura de 60 °C durante 15 min. La actividad de endoproteasa especifica para prolina
residual se mide mediante el uso de acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina (Ac-AAp-pNA) a pH 4,5, por ejemplo, en un
tampodn de acetato de sodio a pH 4,5 a 20 grados Celsius. De manera sorprendente, un polipéptido que tiene menos
de 70 % de actividad residual después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 60 °C durante
15 min, se puede usar de manera ventajosa en aplicaciones tales como en alimentos o piensos, en donde se desea
escasa o nula actividad residual. Preferiblemente, un polipéptido proporcionado en la presente memoria tiene menos
de 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 15 %, 10 %, tal como menos de 5 % de actividad residual después
de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 60 °C durante 15 min. Segun se define en la presente
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memoria, menos de 70 %, o menos de 60 %, 50 %, 45 %, 40 %, 30 %, 20 %, 15 %, 10 % o 5 % de actividad residual
significa que el polipéptido exhibe menos de 70 %, 60 %, 50 %, o menos de 40 %, 30 %, 20 %, 15 %, 10 % o 5 %,
respectivamente, de actividad en comparaciéon con la actividad del polipéptido antes de mantener al polipéptido a
60 °C durante 15 min. Preferiblemente, un polipéptido segun la presente invencién no exhibe ninguna actividad
residual después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 60 °C durante 15 min.

La invencion también proporciona un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica para prolina,
opcionalmente que tiene menos de 70 % de actividad residual con el uso de acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina (Ac-
AAp-pNA) como sustrato después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 65 °C durante 15 min,
u opcionalmente que tiene menos de 90 % de actividad residual con el uso de acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina (Ac-
AAp-pNA) como sustrato después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 60 °C durante 15 min,
en donde el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en

i. comprende al menos una combinacién de aminoacidos que corresponde a la combinacion seleccionada del grupo
que consiste en (Glu (E) en la posicién 238, Val (V) en la posicion 204, Ala (A) en la posicién 460), (Ser (S) en la
posicion 279, Val (V) en la posicién 242, lle (1) en la posicion 507), (Thr (T) en la posicién 145, Met (M) en la posicion
424), (Ala (A) en la posicién 359, Ser (S) en la posicion 379), (lle (I) en la posicién 170, Thr (T) en la posicion 421),
(Ser (S) en la posicion 441, Ser (S) en la posicién 484), (His (H) en la posicion 470, Arg (R) en la posicion 288), (His
(H) en la posicién 470, Gly (G) en la posicion 387), (Ser (S) en la posicion 281, lle (I) en la posicion 373), (Ala en la
posicion 304, Ala en la posicién 469), y (Thr (T) en la posicion 466, GIn (Q) en la posicion 469), y opcionalmente al
menos un aminoacido adicional de Phe (F) en la posicién 204, Asp (N) en la posicion 205 o Ala (A) en la posicién
477, en el que el polipéptido no comprende el aminoacido Phe (F) en la posicion 204, cuando el polipéptido
comprende los aminoacidos Glu (E) en la posicion 238, Val (V) en la posicion 204, y Ala (A) en la posicion 460, en el
que las posiciones se definen con referencia a SEQ ID NO:1;

ii. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1, en donde la SEQ ID NO: 1
comprende al menos una combinacion de sustituciones de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
combinaciones (K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V, N507I), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170I1, A421T),
(N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G), (T281S, L373l), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) y
opcionalmente al menos una sustitucion de aminoacido adicional 1204F, Y205N o P477A, en la que la sustitucion de
aminoacido 1204F no esta presente en un polipéptido que tiene las sustituciones de aminoacidos K238E, 1204V y
V460A en las que las sustituciones se definen con referencia a SEQ ID NO:1;

iii. un polipéptido segun i) a iii), pero que carece de una secuencia sefial y/o una secuencia proproteina;

iv. un polipéptido segun i) a iv), en donde el polipéptido tiene al menos 90%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % 0 100% de identidad con respecto a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1;

v. un polipéptido codificado por un acido nucleico que tiene al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % o 100% de identidad con respecto a la SEQ ID NO: 2, o con respecto a una secuencia
codificante madura de la SEQ ID NO: 2, en donde la SEQ ID NO: 2 comprende al menos una mutacion que codifica
al menos una combinacion de sustituciones de aminoacidos seleccionada del grupo (K238E, 1204V, V460A), (F279S,
A242V, N507I), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170I, A421T), (N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H,
E387G), (T281S, L373l), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) y opcionalmente al menos una sustitucién de
aminodcido adicional 1204F, Y205N o P477A, en la que la sustitucién del aminoacido 1204F no esta presente en un
polipéptido que tiene las sustituciones de aminoacidos K238E, 1204V y V460A, en el que las posiciones de los
aminodcidos se definen con referencia a SEQ ID NO:1.

Como se usa en la presente memoria, cuando se alinea un polipéptido con una secuencia de endoproteasa
especifica de prolina de SEQ ID NO:1, un polipéptido de la presente invencion comprendera al menos una
combinacion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en (Glu (E) en la posicion 238, Val (V) en la
posicion 204, Ala (A) en la posicidn 460), (Ser (S) en la posiciéon 279, Val (V) en la posicion 242, lle (I) en la posicion
507), (Thr (T) en la posicidn 145, Met (M) en la posicion 424), (Ala (A) en la posicion 359, Ser (S) en la posicion 379),
(lle (1) en la posicion 170, Thr (T) en la posicion 421), (Ser (S) en la posicién 441, Ser (S) en la posicion 484), (His (H)
en la posicion 470, Arg (R) en la posicion 288), (His (H) en la posicion 470, Gly (G) en la posicion 387), (Ser (S) en la
posicion 281, lle (1) en la posicion 373), (Ala en la posicién 304, Ala en la posicién 469), y (Thr (T) en la posicion 466,
GIn (Q) en la posicion 469), y opcionalmente al menos un aminoacido adicional de Phe (F) en la posiciéon 204, Asp
(N) en la posicion 205 o Ala (A) en la posicién 477, en el que el polipéptido no comprende el aminoacido Phe (F) en
la posicién 204, cuando el polipéptido comprende los aminoacidos Glu (E) en la posicion 238, Val (V) en la posicién
204, y Ala (A) en la posicion 460, en el que las posiciones se definen con referencia a SEQ ID NO:1.

Aquellas posiciones en un polipéptido de la invencién, que puede ser un polipéptido recombinante, sintético o
variante, que corresponden a las posiciones establecidas anteriormente en la SEQ ID NO: 1 se puede identificar al
alinear la secuencia del polipéptido de la presente invencion con la de la SEQ ID NO: 1 mediante el uso de, por
ejemplo, la alineacién mediante el programa Needle. Las posiciones en el polipéptido de la presente invenciéon que
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corresponden a las posiciones en la SEQ ID NO: 1, segun se establecieron anteriormente, se pueden identificar, por
lo tanto, y se hace referencia a ellas como las posiciones definidas con respecto a la SEQ ID NO: 1.

La presente invencion también proporciona un polipéptido que es un polipéptido aislado, sustancialmente puro, puro,
recombinante, sintético o variante del polipéptido segun se describe en la presente memoria.

De forma ventajosa un polipéptido proporcionado por la invencién comprende al menos una combinaciéon de
aminoéacidos que corresponde a la combinacion seleccionada del grupo que consiste en (Glu (E) en la posicién 238,
Val (V) en la posicion, Ala (A) en la posicion 460), (Ser (S) en la posiciéon 279, Val (V) en la posicion 242, lle (I) en la
posicion 507), (Thr (T) en la posicion 145, Met (M) en la posicion 424), (Ala (A) en la posicion 359, Ser (S) en la
posicion 379), (lle (I) en la posicion 170, Thr (T) en la posicion 421), (Ser (S) en la posicién 441, Ser (S) en la
posicion 484), (His (H) en la posicion 470, Arg (R) en la posicion 288), (His (H) en la posicion 470, Gly (G) en la
posicion 387), (Ser (S) en la posicion 281, lle (1) en la posicion 373), (Ala en la posicién 304, Ala en la posicion 469),
y (Thr (T) en la posicién 466, GIn (Q) en la posicién 469), y opcionalmente al menos un aminoacido adicional de Phe
(F) en la posicion 204, Asp (N) en la posicion 205 o Ala (A) en la posicién 477, en el que el polipéptido no
comprende el aminoacido Phe (F) en la posicion 204, cuando el polipéptido comprende los aminoacidos Glu (E) en
la posicidn 238, Val (V) en la posicion 204, y Ala (A) en la posicion 460, en el que las posiciones se definen con
referencia a SEQ ID NO:1.

En una realizacion, la invencién proporciona un polipéptido que tiene actividad endoproteasa especifica de prolina
que comprende una secuencia de aminoacidos segun SEQ ID NO:1, en la que SEQ ID NO:1 comprende al menos
una combinacion de sustituciones de aminoéacidos seleccionados del grupo que consiste en las combinaciones
(K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V, N5071), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M1701, A421T), (N441S,
G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G), (T281S, L373l), (P304A, P469A), (P466T, P469Q), (L470H, E387G,
Y205N), (P466T, P469Q, 1204F) y (P466T, P469Q, P477A), en el que las sustituciones se definen con referencia a
SEQ ID NO:1.

Preferiblemente, la invencién proporciona un polipéptido que comprende al menos una combinacién de sustituciones
de aminoacidos como se define en la presente invencién anterior, en la que el polipéptido tiene al menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad a la secuencia de aminoacidos segin SEQ ID
NO:1. Por consiguiente, la presente invencién proporciona un polipéptido que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO:1 o al
polipéptido maduro de SEQ ID NO:1, en la que SEQ ID NO:1 comprende al menos una combinacién de
sustituciones de aminoacidos como se define en la presente memoria anterior.

Un polipéptido que tiene actividad endoproteasa especifica de prolina que, cuando se alinea con una secuencia de
aminodacidos segin SEQ ID NO:1 comprende al menos una combinacion de sustituciones de aminoacidos como se
define en la presente memoria anterior, puede comprender sustituciones, supresiones y/o inserciones adicionales en
una o mas posiciones de aminoacidos adicionales. Por ejemplo un polipéptido como se describe en la presente
memoria puede ser una variante del polipéptido o el polipéptido maduro de SEQ ID NO:1 que comprende una
sustitucién, supresién o inserciéon en una posicion seleccionada del grupo que consiste en (Glu (E) en la posicion
238, Val (V) en la posicion 204, Ala (A) en la posicion 460), (Ser (S) en la posicién 279, Val (V) en la posicion 242, lle
(I) en la posicién 507), (Thr (T) en la posicién 145, Met (M) en la posicion 424), (Ala (A) en la posicion 359, Ser (S)
en la posicién 379), (lle (1) en la posiciéon 170, Thr (T) en la posicion 421), (Ser (S) en la posicién 441, Ser (S) en la
posicion 484), (His (H) en la posicién 470, Arg (R) en la posicién 288), (His (H) en la posiciéon 470, Gly (G) en la
posicion 387), (Ser (S) en la posicién 281, lle (1) en la posicion 373), (Ala en la posicién 304, Ala en la posicion 469),
y (Thr (T) en la posicion 466, GIn (Q) en la posicidon 469), y opcionalmente al menos un aminoacido adicional de Phe
(F) en la posicion 204, Asp (N) en la posicion 205 o Ala (A) en la posicion 477, en el que el polipéptido no
comprende el aminoacido Phe (F) en la posicion 204, cuando el polipéptido comprende los aminoacidos Glu (E) en
la posicion 238, Val (V) en la posicién 204, y Ala (A) en la posicién 460, como se define con referencia a SEQ ID
NO:1, y que tiene ademas 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 0 12 o mas sustituciones, supresiones y/o inserciones amino
adicionales, por lo que el polipéptido aun tiene la actividad o funcién del polipéptido de la invencién. El experto
apreciara que estos cambios de aminoacidos menores en el polipéptido de la invencién pueden estar presentes (por
ejemplo, mutaciones de origen natural) o producirse (por ejemplo, usando tecnologia de r-ADN) sin la pérdida de la
funcién o actividad de la proteina. En el caso de que estas mutaciones estén presentes en un dominio de union, sitio
activo u otro dominio funcional del polipéptido, se puede cambiar una propiedad del polipéptido, pero el polipéptido
puede mantener su actividad. En el caso de que una mutacion esté presente y no esté cerca del sitio activo, dominio
de unién u otro dominio funcional, se puede esperar un efecto menor.

También se pueden identificar equivalentes funcionales de un polipéptido segun la invencién, p. ej., al someter a
barrido bibliotecas combinatorias de mutantes, p. ej., mutantes de truncamiento, del polipéptido de la invencién para
determinar la actividad biolégica del polipéptido de la invencién. En una realizacién, se genera una biblioteca
heterogénea de variantes mediante mutagénesis combinatoria a nivel de acido nucleico. Se puede producir una
biblioteca heterogénea de variantes, por ejemplo, al ligar enzimaticamente una mezcla de oligonucledtidos sintéticos
con secuencias de gen de manera que un conjunto degenerado de posibles secuencias proteicas se pueda expresar
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como polipéptidos individuales, o alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusién mas grandes (p. €j.,
para visualizacion en fagos). Existe una variedad de métodos que se pueden usar para producir bibliotecas de
posibles variantes de los polipéptidos de la invencion a partir de una secuencia de oligonucleétidos degenerada. Los
métodos para sintetizar oligonucleétidos degenerados se conocen en la técnica (véase, p. €j., Narang (1983)
Tetrahedron 39:3; Itakura et al. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al. (1984) Science 198:1056; lke et al.
(1983) Nucleic Acid Res. 11:477). El término “secuencia de acido nucleico degenerada” o “secuencia de
(oligo)nucledtido degenerada” denota una secuencia de acidos nucleicos que incluye uno o mas codones
degenerados (en comparacién con una molécula de acido nucleico de referencia que codifica un polipéptido). Los
codones degenerados contienen tripletes de acidos nucleicos diferentes, pero codifican el mismo residuo
aminoacidico (es decir, los tripletes GAU y GAC codifican cada uno Asp). La degeneracion del codon se refiere a la
naturaleza del codigo genético que permite la variacion de la secuencia de acido nucleico sin afectar la secuencia de
aminoéacidos de un polipéptido codificado. El experto conoce sobre la “preferencia codénica”’ que exhibe una célula
hospedante especifica en el uso de codones de acido nucleico para especificar un aminoacido dado.

Ademas, se pueden usar bibliotecas de fragmentos de la secuencia codificante de un polipéptido de la invencién
para generar una poblacion heterogénea de polipéptidos para someter a barrido una seleccion posterior de variantes.
Por ejemplo, se puede generar una biblioteca de fragmentos de la secuencia codificante al tratar un fragmento de
PCR bicatenario de la secuencia codificante de interés con una nucleasa en condiciones en donde el mellado se
produce solo aproximadamente una vez por molécula, desnaturalizar el ADN bicatenario, renaturalizar el ADN para
formar un ADN bicatenario que puede incluir pares codificantes/no codificantes de productos mellados diferentes,
retirar porciones monocatenarias de las estructuras dobles reformadas mediante tratamiento con S1 nucleasa y ligar
la biblioteca de fragmentos resultante con un vector de expresion. Mediante este método, se puede derivar una
biblioteca de expresién que codifica fragmentos del extremo N e internos de diversos tamafios de la proteina de
interés.

En la técnica, se conocen diversas técnicas para barrer productos génicos de bibliotecas combinatorias creadas por
mutaciones de truncamiento puntuales y para barrer bibliotecas de ADNc para productos génicos que tienen una
propiedad seleccionada. Las técnicas mas ampliamente usadas, que son adecuadas para andlisis de alto
rendimiento, para barrer grandes bibliotecas de genes tipicamente incluyen clonar la biblioteca de genes en vectores
de expresion, transformar células adecuadas con la biblioteca de vectores resultante y expresar los genes
combinatorios en condiciones en las que la deteccién de una actividad deseada facilita el aislamiento del vector que
codifica el gen cuyo producto se detectd. Se puede usar mutagénesis de conjunto recursivo (REM, por sus siglas en
inglés), una técnica que potencia la frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas, en combinacion con los
ensayos de barrido para identificar variantes de una proteina de la invencién (Arkin and Yourvan (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3): 327-331).

Un polipéptido proporcionado por la invencion puede carecer de una secuencia sefial y/o una secuencia proproteina.
Por ejemplo, un polipéptido como se proporciona en la presente memoria puede ser un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1 que comprende al menos una combinacién de sustituciones
de aminoacidos segun se definieron anteriormente en la presente memoria y que carece de los primeros 17
aminodacidos que codifican una secuencia sefial y/o que carece de los siguientes 19 aminoacidos que codifican una
prosecuencia. Por consiguiente, un polipéptido proporcionado por la invencion puede comprender un polipéptido
maduro de la SEQ ID NO: 1, tal como los aminoacidos 37 a 521 de la SEQ ID NO: 1 y que comprende al menos una
combinacion de sustituciones de aminoacidos segun se definieron en la presente memoria, en donde en aminoéacido
metionina en la posicion 1 en la SEQ ID NO: 1 se cuenta como el nimero 1.

Un polipéptido proporcionado por la invencion se puede codificar mediante cualquier acido nucleico adecuado, tal
como un acido nucleico que tiene al menos 90%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
de identidad con respecto al acido nucleico segun la SEQ ID NO: 2, o con respecto a una secuencia codificante
madura de la SEQ ID NO: 2, en donde la SEQ ID NO: 2 comprende al menos una mutacion que codifica al menos
una combinacién de sustituciones de aminoacidos seleccionada del grupo (K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V,
N5071), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170l, A421T), (N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G),
(T281S, L373l), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) en donde las posiciones de aminoacidos se definen con
respecto a la SEQ ID NO: 1.

En una realizacion, un polipéptido codificado por un acido nucleico de SEQ ID NO:2 o una secuencia de codificacion
madura de SEQ ID NO:2 como se describe en la presente memoria puede codificarse mediante una secuencia de
acido nucleico, que cuando se alinea con SEQ ID NO:2 comprende al menos una mutacién adicional que codifica al
menos una sustitucion de aminoacido adicional 1204F, Y205N o P477A, en la que en la que la sustitucion de
aminoacido 1204F no esta presente en un polipéptido que tiene las sustituciones de aminoacido K238E, 1204V y
V460A, y en la que las sustituciones de aminoacidos se definen con referencia a SEQ IN NO:1.

Tipicamente, una secuencia polinucleotidica segiin se describe en la presente memoria esta optimizada por codon,
0 es una secuencia optimizada por un par de codones para la expresion éptima de un polipéptido segin se describe
en la presente memoria en una célula hospedante particular.
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En una realizacion, la presente descripcién incluye un fragmento biolégicamente activo de un polipéptido segun se
describe en la presente memoria.

Los fragmentos biolégicamente activos de un polipéptido de la invencién incluyen polipéptidos que comprenden
secuencias de aminoacidos suficientemente idénticas a o derivadas de la secuencia de aminoacidos de la proteina
endoproteasa especifica para prolina (p. €j., la secuencia de aminoacidos madura de SEQ ID NO:1), que incluyen
menos aminoacidos que la proteina de longitud completa, pero que exhiben al menos una actividad bioldgica de la
correspondiente proteina de longitud completa. Tipicamente, los fragmentos biolégicamente activos comprenden un
dominio o motivo con al menos una actividad de la proteina endoproteasa especifica para prolina. Un fragmento
biol6gicamente activo puede comprender, por ejemplo, un dominio catalitico. Un fragmento biolégicamente activo de
una proteina de la invencién puede ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, 10, 25, 50, 100 o mas aminoacidos de
longitud. Ademas, se pueden preparar otras porciones biolégicamente activas, en las que se eliminan otras regiones
de la proteina mediante técnicas recombinantes y se evallan para determinar una o mas de las actividades
biolégicas de la forma natural de un polipéptido de la invencién.

La descripcion también incluye fragmentos de acido nucleico que codifican los fragmentos biolégicamente activos
mencionados anteriormente de la proteina endoproteasa especifica para prolina.

Un polipéptido segln la presente invencion puede ser una proteina de fusién. Las técnicas para producir
polipéptidos de fusién se conocen en la técnica e incluyen ligar las secuencias codificantes que codifican los
polipéptidos de manera que estan dentro del mismo marco. La expresion del polipéptido fusionado esta bajo el
control del(de los) mismo(s) promotor(es) y terminador. Los polipéptidos hibridos pueden comprender una
combinacién de secuencias polipeptidicas parciales o completas obtenidas de al menos dos polipéptidos diferentes
en donde una o mas pueden ser heterdlogas con respecto a una célula hospedante. Dichos polipéptidos de fusion
de al menos dos polipéptidos diferentes pueden comprender un dominio de unién de un polipéptido, enlazado
funcionalmente con un dominio catalitico de un segundo polipéptido. Se describen ejemplos de polipéptidos de
fusion y fusiones de secuencia sefial, por ejemplo, en W02010/121933, W02013/007820 y W02013/007821.

Un polipéptido segln la presente invencion puede derivar de cualquier célula eucariota adecuada. Una célula
eucariota puede ser una célula de mamifero, insecto, planta, hongo o alga. La expresion “derivado/a” o “derivable
de” con respecto al origen de un polipéptido segun se describe en la presente memoria, significa que cuando se
lleva a cabo una busqueda BLAST con un polipéptido segun la presente invencion, el polipéptido segun la presente
invencion puede ser derivable de una fuente natural, tal como una célula microbiana, de la cual un polipéptido
enddégeno exhibe el porcentaje de homologia o identidad mas alto con el polipéptido segun se describe en la
presente memoria.

Un polipéptido segun la presente invencién puede derivar de una célula fangica filamentosa o de una célula fngica
filamentosa termdfila. Las células flangicas filamentosas preferidas pertenecen a una especie de un
género Acremonium, Aspergillus, Chrysosporium, Myceliophthora, Penicillium, Talaromyces, Rasamsonia, Thielavia,
Fusarium o Trichoderma, Amorphotheca, Pseudocercosporella, Trametes, Rhizomucor, Calcarisporiella,
Thermomyces, Thermoascus, Cornyascus, Myricoccum, Scytalidium, Chaetomium, Paecilomyces, Corynascus,
Malbranchea, Stilbella, Thermomyces, Dactylomyces, Humicola, Chaetomium, Melanocarpus, Rhizomucor, Lentinula,
Anaeromyces, y lo mas preferiblemente, pertenecen a una especie de Aspergillus niger, Acremonium
alabamense, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus sojae, Aspergillus fumigatus, Talaromyces
emersonii, Rasamsonia emersonii, Aspergillus oryzae, Chrysosporium lucknowense, Fusarium oxysporum,
Myceliophthora thermophila, Trichoderma reesei, Thielavia terrestris, Penicillium chrysogenum, Amorphotheca
resinae, Aureobasidium pullulans, Pseudocercosporella herpotrichoides, Trametes versicolor 52J, Rhizomucor
pusillus, Calcarisporiella thermophila, Talaromyces thermophilus, Thermomyces lanuginosus, Thermoascus
auratiacus, Cornyascus thermophilus, Myricoccum thermophilum, Scytalidium thermophilum, Myceliophthora
hinnulea, Chaetomium thermophilum, Paecilomyces byssochlamydoides, Corynascus sepedonium, Malbranchea
cinnamonmea, Thielavia australiensis, Stilbella thermophila, Thermomyces stellatus, Talaromyces emersonii,
Dactylomyces thermophilus, Humicola hyalothermophilia, Acremonium thermophilum, Chaetomium olivicolor,
Melanocarpus albomyces, Rhizomucor miehei, Lentinula edodes o Anaeromyces mucronatus. Un polipéptido seguin
la presente invencién puede derivar de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus carbonari, o Aspergillus
aculeatus, Rasamsonia emersonii.

Un polipéptido segun la presente invencion puede ser un polipéptido de origen natural o un polipéptido
genéticamente modificado o recombinante.

Un polipéptido segun se describe en la presente memoria puede estar purificado. La purificacién de proteinas es
conocida para un experto en la técnica. Un método conocido para la purificacion de proteinas es la cromatografia
liquida de alto rendimiento.

Los polipéptidos segun la presente invencion pueden tener de manera ventajosa una propiedad mejorada. Una
propiedad mejorada puede ser una actividad especifica mejorada y/o una sensibilidad a temperatura aumentada en
comparacion con un polipéptido que no comprende una sustitucion de aminoacido segun se define en la presente
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memoria, o cualquier otra propiedad mejorada, por ejemplo, deseable en el procesamiento de un alimento o pienso.
De manera ventajosa, un polipéptido segiin se describe en la presente memoria tiene menos de 70 % de actividad
residual sobre acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina (Ac-AAp-pNA) como sustrato cuando el polipéptido se ha mantenido
a una temperatura de 65 °C durante 15 min.

Los polipéptidos de la invencidn se pueden obtener mediante diversos procedimientos conocidos para un experto en
la técnica, tales como:

1. PCR propensa a error para introducir mutaciones aleatorias y posteriormente un barrido de los polipéptidos
(variantes) obtenidos y aislamiento de polipéptido(s) (variante(s)) con propiedades mejoradas

2. Redistribucion por familia de variantes relacionadas de los genes que codifican el polipéptido segun la invencién y
posteriormente un barrido de las variantes obtenidas y aislamiento de las variantes con propiedades mejoradas

Se pueden obtener variantes de genes que codifican un polipéptido de la presente invencién que conducen a un
nivel aumentado de ARNm y/o proteina, que resultan en mayor actividad, al modificar las secuencias
polinucleotidicas de dichos genes. Entre dichas modificaciones se incluyen:

1. Mejorar el uso de codones de tal manera que los codones estén (6ptimamente) adaptados al hospedante
microbiano genitor.

2. Mejorar el uso de pares de codones de tal manera que los codones estén (6ptimamente) adaptados al
hospedante microbiano genitor.

3. Adicion de secuencias estabilizantes a la informacién genémica que codifica un polipéptido segin la invencién
que resulta en moléculas de ARNm con una semivida aumentada

Se describen métodos para aislar variantes con propiedades cataliticas mejoradas o niveles aumentados de ARNm
o proteina en WO03/010183 y W0O03/01311. Se describen métodos para optimizar el uso de codones en cepas
microbianas genitoras, por ejemplo, en W02008/000632. Se describen métodos para la adicién de elementos
estabilizantes en los genes que codifican el polipéptido de la invencion en W02005/059149.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona un método para generar un polipéptido variante, en donde
el método comprende

i. seleccionar un polipéptido genitor que comprende al menos 90%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % de identidad con respecto a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1, o con
respecto a un polipéptido maduro de la SEQ ID NO: 1;y,

ii. sustituir al menos una combinacién de aminoacidos que dan por resultado una combinacién de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en (Glu (E) en la posicion 238, Val (V) en la posicion, Ala (A) en la posicion
460), (Ser (S) en la posicién 279, Val (V) en la posicién 242, lle (I) en la posicion 507), (Thr (T) en la posiciéon 145,
Met (M) en la posicion 424), (Ala (A) en la posicion 359, Ser (S) en la posicion 379), (lle (I) en la posicién 170, Thr (T)
en la posicién 421), (Ser (S) en la posicion 441, Ser (S) en la posicién 484), (His (H) en la posicién 470, Arg (R) en la
posicion 288), (His (H) en la posiciéon 470, Gly (G) en la posicién 387), (Ser (S) en la posicion 281, lle (I) en la
posicion 373), (Ala en la posicion 304, Ala en la posicién 469), y (Thr (T) en la posicién 466, GIn (Q) en la posicién
469), y opcionalmente al menos un aminoacido adicional de Phe (F) en la posicion 204, Asp (N) en la posicion 205 o
Ala (A) en la posicién 477, en el que el polipéptido no comprende el aminoacido Phe (F) en la posicion 204, cuando
el polipéptido comprende los aminoacidos Glu (E) en la posicién 238, Val (V) en la posicion 204, y Ala (A) en la
posicion 460, en el que las posiciones se definen con referencia a SEQ ID NO:1; y

iii. generar el polipéptido variante,

en donde, opcionalmente, el polipéptido variante tiene menos de 70 % de actividad residual con el uso de Ac-AAp-
pNA como sustrato después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 65 °C durante 15 min.

Generar un polipéptido variante segin se describe en la presente memoria puede incluir expresar un gen que
codifica el polipéptido variante en una célula hospedante adecuada (recombinante) y cultivar la célula hospedante
para generar el polipéptido variante.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un polipéptido segin se
describe en la presente memoria.

Una composicion segun se describe en la presente memoria puede comprender un vehiculo, un excipiente, una
enzima auxiliar u otros compuestos. Tipicamente, una composicion o una formulacién comprende un compuesto con
el cual se puede formar una endoproteasa especifica para prolina. Un excipiente, segin se usa en la presente
memoria, es una sustancia inactiva formulada junto con a polipéptido segin se describe en la presente memoria, por
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ejemplo, sacarosa o lactosa, glicerol, sorbitol o cloruro de sodio. Una composicion que comprende un polipéptido
segln se describe en la presente memoria puede ser una composicion liquida o una composicion sélida. Una
composicion liquida normalmente comprende agua. Cuando se formula como una composicion liquida, la
composicion normalmente comprende componentes que bajan la actividad del agua, tal como glicerol, sorbitol o
cloruro de sodio (NaCl). Una composicion solida que comprende un polipéptido segun se describe en la presente
memoria puede comprender un granulado que comprende la enzima o la composicion comprende un polipéptido
encapsulado en matrices liquidas como liposomas o geles como alginato o carragenanos. Existen muchas técnicas
conocidas en la técnica para encapsular o granular un polipéptido o enzima (véase, por ejemplo, G.M.H. Meesters,
"Encapsulation of Enzymes and Peptides”, Capitulo 9, en N.J. Zuidam and V.A. Nedovi¢ (eds.) "Encapsulation
Technologies for Active Food Ingredients and food processing” 2010). Una composicién segln se describe en la
presente memoria puede comprender también un vehiculo que comprende un polipéptido segin se describe en la
presente memoria. Un polipéptido segun se describe en la presente memoria se puede unir o inmovilizar en un
vehiculo mediante tecnologias conocidas en la técnica.

La presente descripcidon también se refiere a un envase, tal como una lata, un barril o un tonel que comprende un
polipéptido o una composicién que comprende un polipéptido segun se describe en la presente memoria.

La presente descripcion también se refiere a un proceso para preparar una composiciéon que comprende un
polipéptido segun se describe en la presente memoria, que puede comprender secar por pulverizacion un medio de
fermentacién que comprende el polipéptido, o granular, o encapsular un polipéptido segin se describe en la
presente memoria, y preparar la composicion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un acido nucleico que codifica una endoproteasa especifica para
prolina, que tiene al menos 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad secuencial con respecto a la SEQ ID
NO: 2, o con respecto a una secuencia codificante madura de la SEQ ID NO: 2, en donde la SEQ ID NO: 2
comprende al menos una mutacidon que codifica al menos una combinacién de sustituciones de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en (K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V, N5071), (T145A, K424M), (T359A,
F379S), (M170l, A421T), (N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G), (T281S, L373l), (P304A, P469A) y
(P466T, P469Q) y opcionalmente al menos una sustitucién de aminoacido adicional 1204F, Y205N o P477A, en el
que polipéptido no comprende la sustitucion de aminoacido 1204F cuando el polipéptido tiene las sustituciones de
aminoacidos K238E, 1204V y V460A, en donde las sustituciones de aminoacidos se definen con respecto a la SEQ
ID NO: 1.

En otra realizacion, una molécula de acido nucleico de la invencion comprende una molécula de acido nucleico que
es el complemento inverso de la secuencia nucleotidica que se muestra en la SEQ ID NO: 2, o el complemento
inverso de la secuencia codificante madura de la SEQ ID NO: 2, que comprende al menos una mutacion que
codifica al menos una combinacion de sustituciones de aminoacidos tal como se define anteriormente o una variante
de cualquiera de dicha secuencia nucleotidica.

También se describe un acido nucleico que se hibrida en condiciones de rigurosidad media, preferiblemente, en
condiciones de rigurosidad alta con la cadena complementaria de la secuencia codificante del polipéptido maduro de
la SEQ ID NO:2, que comprende al menos una mutacién que codifica al menos una combinacion de sustituciones de
aminoacidos tal como se define anteriormente.

Una molécula de acido nucleico que es complementaria a otra secuencia nucleotidica es una que es suficientemente
complementaria a la otra secuencia nucleotidica para que pueda hibridarse con la otra secuencia nucleotidica y
formar asi una estructura doble estable. El término “ADNc” (ADN complementario) se define en la presente memoria
como una molécula de ADN que se puede preparar mediante transcripcion inversa a partir de una molécula de
ARNmM. En procariotas, la molécula de ARNm se obtiene a partir de la transcripcion del ADN genémico de un gen
presente en una célula. En células eucariotas, los genes contienen ambos exones, es decir, secuencias codificantes
e intrones, es decir, secuencias intercaladas ubicadas entre los exones. Por lo tanto, en células eucariotas, el ARN
primario, inicial obtenido a partir de la transcripcion del ADN gendmico de un gen se procesa a través de una serie
de etapas antes de aparecer como ARNm. Estas etapas incluyen la eliminacidon de las secuencias intrénicas
mediante un proceso denominado empalme. EI ADNc derivado de ARNm solo contiene secuencias codificantes y se
puede traducir directamente en el producto polipeptidico correspondiente.

En una realizacion, se describe un acido nucleico que es un acido nucleico aislado, sustancialmente puro, puro,
recombinante, sintético o variante del acido nucleico descrito en la presente memoria.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de expresién que comprende un polinucleétido segun
se describe en la presente memoria enlazado funcionalmente con al menos una secuencia de control que dirige la
expresion del polipéptido en una célula hospedante para expresion.

Existen diversos modos de insertar un acido nucleico en una construcciéon de acido nucleico o un vector de
expresion que son conocidos para un experto en la técnica, véase por ejemplo Sambrook & Russell, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3a Ed., CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001. Puede ser deseable manipular
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un acido nucleico que codifica un polipéptido de la presente invencion con secuencias de control, tal como
secuencias promotoras y terminadoras.

Un promotor puede ser cualquier secuencia promotora apropiada adecuada para una célula hospedante eucariota o
procariota, que exhibe actividad de transcripcién, incluidos promotores mutantes, truncados e hibridos, y se puede
obtener a partir de polinucleétidos que codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares ya sean enddgenos
(natural) o heterdlogos (extrafios) con respecto a la célula. EI promotor puede ser un promotor constitutivo o
inducible. Preferiblemente, el promotor es un promotor inducible, por ejemplo, un promotor inducible por almidon.
Los promotores adecuados en hongos filamentosos son promotores que se pueden seleccionar del grupo que
incluye, pero no se limita a, promotores obtenidos a partir de polinucleétidos que codifican TAKA amilasa de A.
oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, promotor gdpA de Aspergillus, alfa-amilasa neutra de A.
niger, alfa-amilasa estable en acido de A. niger, glucoamilasa (glaA) de A. niger o A. awamori, endoxilanasa (xInA) o
beta-xilosidasa (xInD) de A. niger o A. awamori, cellobiohidrolasa | (CBHI) de T. reesei, lipasa de R. miehei, proteasa
alcalina de A. oryzae, triosa fosfato isomerasa de A. oryzae, acetamidasa de A. nidulans, camiloglucosidasa de
Fusarium venenatum (WO 00/56900), Dania de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Quinn de Fusarium
venenatum (WO 00/56900), proteasa similar a tripsina de Fusarium oxysporum (WO 96/00787), beta-glucosidasa de
Trichoderma reesei, cellobiohidrolasa | de Trichoderma reesei, cellobiohidrolasa 1l de Trichoderma
reesei, endoglucanasa | de Trichoderma reesei, endoglucanasa Il de Trichoderma reesei, endoglucanasa Il de
Trichoderma reesei, endoglucanasa IV de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de Trichoderma reesei, xilanasa |
de Trichoderma reesei, xilanasa Il de Trichoderma reesei, beta-xilosidasa de Trichoderma reesei, asi como el
promotor NA2-tpi (un hibrido de los promotores de los polinucleétidos que codifican la alfa-amilasa neutra de A.
niger y la triosa fosfato isomerasa de A. oryzae), y promotores mutantes, truncados e hibridos de estos.

Se puede usar cualquier terminador que es funcional en una célula segun se describe en la presente memoria, que
son conocidos para un experto en la técnica. Los ejemplos de secuencias terminadoras adecuadas en hongos
filamentosos incluyen secuencias terminadoras de un gen flngico filamentoso, tal como de genes de Aspergillus, por
ejemplo, del gen de TAKA amilasa de A. oryzae, los genes que codifican glucoamilasa (glaA) de A. niger, antranilato
sintasa de A. nidulans, alfa-glucosidasa de A. niger, trpC y/o proteasa similar a tripsina de Fusarium oxysporum.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula hospedante que comprende una construccién de acido
nucleico o un vector de expresion segun se describen en la presente memoria. Una célula hospedante adecuada
puede ser una célula de mamifero, insecto, planta, hongo o alga, o una célula bacteriana. Una célula hospedante
adecuada puede ser una célula fangica, por ejemplo, del género Acremonium, Aspergillus, Chrysosporium, Fusarium,
Myceliophthora, Penicillium, Rasamsonia, Talaromyces, Thielavia, Trichoderma, Saccaromyces, Kluyveromyces,
Pichia, por ejemplo, Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, A. oryzae, A. sojae, Talaromyces
emersonii, Rasamsonia emersonii Chrysosporium lucknowense, Fusarium oxysporum, Myceliophthora thermophila,
Thielavia terrestris o Trichoderma reesei 0 Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris

Una célula hospedante puede ser una célula hospedante recombinante o transgénica. La célula hospedante se
puede modificar genéticamente con una construccion de acido nucleico o vector de expresion segun se describen en
la presente memoria, con técnicas estandares conocidas en la técnica, tales como electroporacion, transformacion
de protoplasto o conjugacion, por ejemplo, segin se describe en Sambrook & Russell, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 3* Ed., CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001. Un hospedante recombinante puede
sobreexpresar un polipéptido segun la presente descripcion mediante técnicas conocidas en la técnica.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un proceso para la produccién de un polipéptido segun se describe
en la presente memoria, que comprende cultivar una célula hospedante recombinante en un medio de fermentacién
adecuado en condiciones que conducen a la produccion del polipéptido y producir el polipéptido. Un experto en la
técnica entiende como llevar a cabo un proceso para la produccién de un polipéptido segin se describe en la
presente memoria dependiendo de la célula hospedante usada, tal como el pH, la temperatura y la composicién de
un medio de fermentacién. Las células hospedantes se pueden cultivar en matraces de agitacion o en
fermentadores que tienen un volumen de 0,5 o 1 litro 0 mayor hasta 10 a 100 o mas metros cubicos. El cultivo se
puede llevar a cabo de manera aerobia o anaerobia, dependiendo de los requisitos de una célula hospedante.

De manera ventajosa, un polipéptido segun se describe en la presente memoria se recupera o aisla del medio de
fermentacién. Recuperar o aislar un polipéptido de un medio de fermentacion se puede llevar a cabo, por ejemplo,
mediante centrifugacion, filtracion y/o ultrafiltracion.

Un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica para prolina o una composicion que comprende un
polipéptido seglin se describe en la presente memoria se puede usar en una gran variedad de aplicaciones, por
ejemplo, en la produccién de un producto alimentario o pienso, tal como en la produccién de un hidrolizado proteico.
Diversas proteinas alimentarias contienen subfracciones altamente alergénicas que incluso pueden ser toxicas para
individuos especificos, tales como gluten que contiene prolaminas con secuencias peptidicas ricas en prolina. Estas
proteinas se pueden someter a la nueva enzima para aliviar su antigenicidad o toxicidad.
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Un grupo de personas para las cuales el gluten es téxico son los individuales que padecen celiaquia. La celiaquia,
también conocida como enfermedad celiaca, es una enfermedad autoinmunitaria del intestino delgado causada por
la ingesta de proteinas de gluten de cereales, tales como alfa-gliadina del trigo, hordeina de la cebada, secalina del
centeno y avenina de la avena.

Por consiguiente, un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica para prolina o una composicion que
comprende un polipéptido seguin se describe en la presente memoria se puede usar en la preparacion de un
suplemento alimentario o como un medicamento en el tratamiento de un paciente que padece celiaquia, o en el
tratamiento de personas intolerantes al gluten.

Un polipéptido segun se describe en la presente memoria también se puede usar como un auxiliar de procesamiento
para hidrolizar el gluten en un producto alimentario.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un proceso para la preparacién de un producto alimentario o
pienso que comprende incubar una forma intermediaria de un producto alimentario o pienso con un polipéptido o
una composicion que comprende un polipéptido segun se describe en la presente memoria, y preparar el producto
alimentario o pienso. Un producto alimentario en un proceso segun se describe en la presente memoria incluye una
bebida, tal como cerveza, vino o jugo de fruta, o un producto horneado, o un producto lacteo, pero no se limita a
estos.

Un producto alimentario y/o una forma intermediaria de un producto alimentario puede comprender gluten.

Se hall6 que un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica para prolina segin se describe en la
presente memoria fue capaz de hidrolizar los epitopos toxicos en el gluten en fragmentos no toxicos.

Una forma intermediaria de un producto alimentario puede ser cualquier forma adecuada de un producto alimentario
durante la preparacion del producto alimentario. Por ejemplo, una forma intermediaria de cerveza puede ser un
mosto y una forma intermediaria de pan puede ser una masa o una mezcla.

Un proceso para la preparacion de un producto alimentario segun la presente descripcion puede comprender una
etapa de pasteurizar el producto alimentario. La pasteurizacion normalmente comprende calentar un producto
alimentario, o una forma intermediaria de un producto alimentario, por ejemplo, al llevar el producto alimentario o
forma intermediaria de un producto alimentario hasta una temperatura de entre 60 a 68 °C entre 10 a 20 min, o entre
12 y 18 min, o hasta una temperatura de entre 70-74 °C, tal como aproximadamente 72 °C durante al menos 5, 10 o
15 segundos.

Un producto alimentario en un proceso segun se describe en la presente memoria puede ser también un hidrolizado
proteico. Por consiguiente, la presente descripcion se refiere a un proceso para la preparacién de un hidrolizado
proteico que comprende poner en contacto un sustrato proteico con un polipéptido o una compaosicién, seguin se
describen en la presente memoria, y producir el hidrolizado proteico. Un hidrolizado proteico se puede preparar a
partir de cualquier sustrato proteico adecuado, por ejemplo, un sustrato proteico que es rico en residuos prolina, tal
como gluten en cereales o caseinas en leche bovina.

En un aspecto, la presente descripcion se refiere a un producto alimentario obtenible mediante un proceso para la
preparacion de un producto alimentario segun se describe en la presente memoria.

Ejemplos
Materiales y métodos

Se llevaron a cabo procedimientos de ADN estandares segln se describen en otro lugar (Sambrook & Russell, 2001,
Molecular cloning: a laboratory manual, 3* Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva
York) a menos que se indique lo contrario. Las secuencias de ADN se ordenaron en DNA 2.0.

Ejemplo 1. Clonacion, expresion y recuperacion de en  doproteasa especifica para prolina (PEP) (mutante)
Ejemplo 1.1. Clonacion y expresion

La secuencia proteica de la endoproteasa especifica para prolina (PEP) de A. niger se muestra en la SEQ ID NO: 1,
en donde los primeros 17 aminoacidos son una secuencia sefial de pectinametilesterasa de A. niger (PMeA ss; SEQ
ID NO: 2) y la parte siguiente comprende 19 aminoacidos de la prosecuencia de endoproteasa especifica para
prolina de A. niger (SEQ ID NO: 4).

Se disefio una secuencia de ADN adaptada con codones para la expresion de esta proteina en Aspergillus niger que
contiene sitios de restriccion adicionales para la subclonacion en un vector de expresion de Aspergillus. La
adaptacion con codones se llevo a cabo segun se describe en WO 2008/000632. La secuencia de ADN optimizada
con codones para A. niger del gen que codifica la proteina PEP de la SEQ ID: NO: 1 se muestra en la SEQ ID NO: 2.
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De forma similar la endoproteasa especifica de prolina mutante de SEQ ID NO:1, PEP13-PEP23, que tiene la
combinacion de sustituciones de aminoacidos como se enumera en la Tabla 1, la endoproteasa especifica de prolina
mutante gque tiene una Unica mutacion 1204F, Y205N o P477A, y la endoproteasa especifica de prolina mutante
PEP-5_70, PEP-5 73, PEP-5_74 (Tabla 3) tuvieron una optimizacion en los codones para la expresion en
Aspergillus niger.

La secuencia de iniciacion de la traduccién del promotor de glucoamilasa glaA se modificé en 5'-CACCGTCAAA
ATG-3' y se us6 una secuencia de terminacion de la traduccion optima 5-TAAA-3' en la generacion de la
construccidn para expresion (segun se detalla también en W0O2006/077258). Un fragmento de ADN que contenia
a.o. parte del promotor de glucoamilasa y el gen codificante de PEP se sintetizé completamente, se purificé y digirid
con EcoRl y Pacl. El vector pPGBTOP-16 (Figura 1) se linealizé mediante digestion con EcoRI/Pacl y el fragmento de
vector linealizado posteriormente se purifico mediante extraccion en gel. El fragmento de ADN que contenia la
region codificante de PEP se clon6 en el vector pGBTOP-16 que resulté en pGBTOP-PEP. Posteriormente, se
transformé GBA 306 de A. niger (cepa AglaA, ApepA, AhdfA, amplicon BamHI adaptado, AamyBII, AamyBI, AamyA
alfa-amilasa y glucoamilasa negativa) con el vector pGBTOP-PEP linealizado mediante digestion por Notl, en un
protocolo de cotransformacion con pGBAAS-4 linealizado, con cepa y métodos segun se describen en WO
2011/009700 y las referencias en él, y se seleccion6 en medios que contenian acetamida y se purificd la colonia
segln procedimientos estandares. La transformacion y seleccion se llevan a cabo segin se describe en WO
98/46772 y WO 99/32617. Las cepas que contenian el gen de PEP se seleccionaron a través de PCR con
cebadores especificos para el gen de PEP para verificar la presencia del casete de expresién de pPGBTOP-PEP. Los
transformantes se seleccionaron, denominados PEP13-PEP23, 1204F, Y205N, P477A y EDP-5_70, EDP-5_73,
EDP-5_74, y se replicaron en placas adicionalmente para obtener un in6culo de cepa Unico.

Ejemplo 1.2. Produccion de PEP (mutante) en cepa PEP de  A. niger

Para cada endoproteasa especifica para prolina PEP (mutante) del Ejemplo 1.1 se prepararon esporas de PEP de A.
niger nuevas. Se inocularon con 10° de esporas 4 matraces de agitacion con 100 ml de medio de fermentacién 1
(10 % p/v de soélidos de maiz fermentado, 1 % p/v de glucosa.H,O, 0,1 % p/v de NaH,PO4.H,O, 0,05 % p/v de
MgS0..7H20, 0,025 % p/v Basildon, pH 5,8) en matraces de agitacién de 500 ml con deflector. Estos precultivos se
incubaron a 34 °C y 170 rpm durante 16-24 horas. De los precultivos, se usaron 50 ml para la inoculacion de 1
matraz de agitacion con 1 litro de medio de fermentacién 2 (15 % p/v de maltosa, 6 % de p/v bacto-soitona, 1,5 %
p/v de (NH4)2SO4, 0,1 % p/v de NaH2PO4.H20, 0,1 % p/v de MgS0..7H,0, 0,1 % p/v de L-arginina, 8 %0 p/v de
Tween-80, 2 %o p/v de Basildon, 2 % p/v de MES pH 5,1) en un tamafio de matraz de agitacion de 5 litros y se agitd
a 34 °Cy 170 rpm. Después de 3, 4, 5y 6 dias de incubacion, el pH del cultivo se redujo hasta pH 5,0 usando HCI 2
N y se analizaron muestras de cada uno de estos puntos de tiempo para determinar la actividad de PEP. Se
tomaron muestras de 50 mL y el sobrenadante se separé de la biomasa mediante centrifugacion y posteriormente
filtracién. La muestra con la actividad mas alta se us6 para caracterizar el mutante de PEP producido.

Ejemplo 2. Mediciones de la actividad de endoproteas  a especifica para prolina (PEP)

Se incubaron 100 pL de sobrenadante de cultivo segun se produjo en el Ejemplo 1, diluidos en 0,1 M tamp6n de
acetato de sodio a pH 4,5 con 50 mM de NaCl, con 100 uL de 6 mM Ac-AAP-pNA (acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina
de Selleckchem o CPC Scientific; pureza >95,0 % en base al analisis por HPLC) en 0,1 M tamp6n de NaAc a pH4,5
con 50 mM de NacCl, en una MTC (placa de microtitulacion) Nunc de 96 pocillos con fondo plano. Después de 60
minutos a 20 °C, la reaccion se detuvo mediante la adicion de 40 uL de HCI 1 M. El pNA que se habia liberado
mediante PEP se midié en un espectrofotdmetro Tecan MTP a 405 nm (A405) (www.tecan.com). El blanco se
preparé al mezclar el sobrenadante de cultivo diluido con la disoluciéon de sustrato que se habia mezclado con la
disolucion de HCI de antemano. La actividad se expresa en pNASU. 1pNASU es la cantidad de enzima que se libera
de Ac-AAP-pNA en 1 hora la cantidad de pNA que corresponde a un aumento en la absorciéon a 405 nm de 1 OD,
usando las condiciones descritas anteriormente. La A405 no deberia estar por debajo del valor blanco en el inicio de
la reaccién ni por encima de 2,5 al finalizar la reaccién, ni puede la A405 exceder el rango lineal del
espectrofotometro que se usa.

Ejemplo 3. Estabilidad térmica de la endoproteasa esp  ecifica para prolina

Para evaluar la estabilidad térmica de la PEP genitora y de los mutantes PEP13-PEP23, antes del ensayo de
actividad se procedié a una incubacion de alicuotas de 100 pL de una dilucién de diez veces del sobrenadante de
cultivo producido en el Ejemplo 1 en tampén (0,1 M NaAc pH 4,5, con 50 mM de NaCl) a 55 °C y 65 °C durante 15
min en una placa de PCR en una maquina de PCR. Después de los 15 min de incubacion, las muestras se enfriaron
rapidamente hasta 25 °C en la maquina de PCR. Se midié el pNASU/mL de cada muestra. La actividad inicial
medida antes de la incubacién a temperatura elevada (0 minutos) se usé como referencia (100 %) para determinar
la actividad residual. Todas las actividades se midieron cuatro veces.

La Tabla 1 muestra que todas las endoproteasas especificas para prolina mutantes tienen una actividad residual
significativamente reducida en comparacion con la endoproteasa especifica para prolina genitora después de
mantener la enzima a 65 °C y 60°C durante 15 min.
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Tabla 1. Actividad residual de mutantes de endoproteasa especifica para prolina PEP13-PEP23 en comparacion con
la endoproteasa especifica para prolina genitora.

Actividad residual (pNASU) en el T indicado después de 15'

Sustituciones con
Clon respecto a la SEQ ID |55 °C 60 °C 65 °C
NO genitora: 1

PEP Genitor 100 % 93 % 80 %
PEP13 |K238E+1204V+V460A |61 % 14 % 0%
PEP14 |F279S+A242V+N5071 86 % 40 % 1%
PEP15 |T145A+K424M 99 % 63 % 9%
PEP16 |T359A+F379S 96 % 55 % 0%
PEP17 |M1701+A421T 88 % 53 % 4%
PEP18 | N441S+G484S 92 % 50 % 3%
PEP19 |L470H+Q288R 92 % 48 % 5%
PEP20 |L470H+E387G 89 % 37 % 1%
PEP21 | T281S+L373I 64 % 59 % 14 %
PEP22 | P304A+P469A 95 % 77 % 5%
PEP23 |P466T+P469Q 93 % 40 % 0%

Ejemplo 4. Mutacion adicional para reducir mas la termoestabilidad en endoproteasas especificas de prolina

Las endoproteasas especificas de prolina mutante PEP20 que tiene sustituciones L470H+E387G y PEP23, que
tiene sustituciones P466T+P469Q de la Tabla 1 se combinaron adicionalmente con las mutaciones sencillas Y205N
y 0 P477A o 1204F, respectivamente. El clonado, expresion y recuperacion de los mutantes sencillos y triples se
realiz6 como se describe en el Ejemplo 1. Para evaluar la estabilidad térmica de los mutantes sencillos y triples el
ensayo de actividad se precedid por una incubacion de alicuotas de 100 pL de una dilucién de diez veces del
sobrenadante del cultivo en el tampon (NaAc 0,1 M pH 4,5, con NaCl 50 mM) en una placa de PCR en una maquina
de PCR en las temperaturas como se indican en la Tabla 2 y 3. Después de los 15 min de incubacion las muestras
se enfriaron rapidamente a 25°C. Se midié la pNASU/mL de cada muestra. La actividad inicial medida al comienzo
de la incubacion se us6 como referencia (100%) para determinar la actividad residual.

La termoestabilidad de la endoproteasa especifica de prolina de Aspergillus niger que contiene las mutaciones
sencillas Y205N, P477A o 1204F y que contiene las mutaciones triples se muestra en la Tabla 2 y 3 posterior.

Tabla 2. Actividad residual de endoproteasas especificas de prolina mutante de Aspergillus niger que contiene una
Uinica sustitucion

Actividad residual (pNASU) a la T indicada después de 15’

Sustituciones 66,5°C | 63,3°C | 58,6°C | 53,0°C | 48,5°C | 45,4°C
con respecto a
SEQ ID NO:1
parental

1204F 0,0% 4,4% 53,7% 86,4% 123,2% | 130,5%
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Y205N 0,3% 5,0% 42,2% 83,1% 101,3% | 117,4%

PATTA 0,4% 0,6% 25,6% 84,1% 108,8% | 125,7%

Tabla 3. Actividad residual de mutantes triples de endoproteasa especifica de prolina de Aspergillus niger

Actividad residual (pNASU) a la T indicada después de 15’

Sustituc | 60,4°C | 57,3°C | 52,5°C | 47,0°C | 42,4°C | 39,4°C
iones
con

respect
0 a
SEQ ID
NO:1
parental

PEP- | LA70H+ | 0% 1% 5% 52% 90% 99%
5 70 | E387G+
Y205N

PEP- | P466T+ | 1% 1% 12% 66% 91% 98%
5 73 | P469Q+
1204F

PEP- | P466T+ | 0% 0% 3% 46% 80% 96%
5 74 | P469Q+
PA77A

Los resultados muestran que la termoestabilidad de la endoproteasa especifica de prolina mutante PEP20 y PEP23
puede reducirse mas mediante sustituciones de aminodacidos adicionales tal como mediante la introduccion de las
sustituciones de aminoécidos 1204F, Y205 o P477A.

Ejemplo 5. Especificidad para sustrato de las endopro teasas especificas para prolina

Para confirmar que los mutantes PEP13 a PEP23 son endoproteasas especificas para prolina, se evalué la
especificidad para el sustrato de diferentes mutantes de PEP PEP13-PEP23 usando citocromo ¢ de corazén de
caballo. Se incuban diluciones del sobrenadante de cultivo preparado en el Ejemplo 1 con citocromo ¢ de corazén de
caballo (Sigma) que tenia la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3. El sustrato se preparo al disolver 1
mg/mL de citocromo ¢ en 100 mM de tampdn de acetato de sodio, pH 4,5 y calentar a 95 °C durante 15 min. El
sobrenadante del cultivo se diluye en 100 mM de tampén NaAc pH 4,5 y se incubd con la disolucién de sustrato de
citocromo ¢ a 50 °C durante 3 horas. La reaccion se detiene mediante diluciéon en agua y adicién de 0,4M NaOH
para subir el pH hasta 10. Las mezclas de reaccion incubadas se analizan en un Accela UHPLC (Thermo Electron,
Breda, Paises Bajos) acoplado a un LTQ-Orbitrap Fourier Transform Mass Spectrometer (Thermo Electron, Bremen,
Alemania). La separacién cromatografica se logré con una columna C-18 Eclipse XDB Zorbax de 2,1 x 50 mm,
tamafio de particula 1,8 um, tamafio de poro 80A (Agilent Santa Clara, CA, EE. UU.), usando una elucién con
gradiente con (A) agua de grado LC-MS que contenia acido férmico al 0,1 % y (B) acetonitrilo de grado LC-MS que
contenia disolucion de acido féormico al 0,1 % (Biosolve BV, Paises Bajos) como fases mdviles. El gradiente de 25
min se inicia a partir de 0 %, se mantuvo asi durante 1 minuto y después se aumento linealmente hasta 40 % (B) en
14 min, después se lavé con 80 % de (B) durante 4 min y se reequilibré con 0 % de (B) durante 5 min. La velocidad
de flujo se mantiene a 0,4 ml/min, usando un volumen de inyeccién de 5 pl y la temperatura de la columna fue de
50 °C. La adquisicion de los datos de espectrometria de masas se logra con adquisicion dependiente de datos Top 3
usando las opciones “Cromatografia” y “Exclusién dindmica” en las que se incluyeron solo y estados de carga 2 y 3.
La resolucién para la exploracion de FT MS fue de 15000 y se barrié para un intervalo m/z de 210-2000, mientras
gue los experimentos de MS/MS se llevaron a cabo en la trampa de iones. El ancho de aislamiento se fija en 3,0 m/z
y la energia de colision normalizada se fij6 en 35. La identificacion de péptidos se lleva a cabo usando datos
secuenciados con masa precisa y MS/MS de novo.

Cuando los principales péptidos SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 8, en particular SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 6, se
forman, esto muestra que las endoproteasas especificas para prolina mutantes tienen actividad de endoproteasa
especifica para prolina, es decir, tienen una preferencia por un corte en una posicién donde hay un residuo prolina
en el péptido.
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Listado de secuencias

<110> DSM IP Assets B.V.
<120> Endoproteasa especifica para prolina y su uso
<130> 30377-WO-PCT
<160> 8
<170> BiSSAP 1.2
<210>1
<211> 521
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Endoproteasa especifica para prolina de A. niger, con secuencia sefial de Pectinametilesterasa
<400> 1
Met Val Lys Ser Ile Leu Ala Ser Val Phe Phe Ala Ala Thr Ala Leu
1 5 10 15
Ala Ala Arg Pro Arg Leu Val Pro Lys Pro Val Ser Arg Pro Ala Ser
20 25 30
Ser Lys Ser Ala Ala Thr Thr Gly Glu Ala Tyr Phe Glu Gln Leu Leu
35 40 45
Asp His His Asn Pro Glu Lys Gly Thr Phe Ser Gln Arg Tyr Trp Trp
50 55 60
Ser Thr Glu Tyr Trp Gly Gly Pro Gly Ser Pro Val Val Leu Phe Thr
65 70 75 80
Pro Gly Glu Vval Ser Ala Asp Gly Tyr Glu Gly Tyr Leu Thr Asn Glu
85 90 95
Thr Leu Thr Gly Val Tyr Ala Gln Glu Tle Gln Gly Ala Val Tle Leu
100 105 110
Ile Glu His Arg Tyr Trp Gly Asp Ser Ser Pro Tyr Glu Val Leu Asn
115 120 125
Ala Glu Thr Leu Gln Tyr Leu Thr Leu Asp Gln Ala Ile Leu Asp Met
130 135 140
Thr Tyr Phe Ala Glu Thr Val Lys Leu Gln Phe Asp Asn Ser Thr Arg
145 150 155 160
Ser Asn Ala Gln Asn Ala Pro Trp Val Met Val Gly Gly Ser Tyr Ser
165 170 175
Gly Ala Leu Thr Ala Trp Thr Glu Ser Vval Ala Pro Gly Thr Phe Trp
180 185 190
Ala Tyr His Ala Thr Ser Ala Pro Val Glu Ala Ile Tyr Asp Tyr Trp
195 200 205
Gln Tyr Phe Tyr Pro Ile Gln Gln Gly Met Ala Gln Asn Cys Ser Lys
210 215 220
Asp Val Ser Leu Val Ala Glu Tyr Val Asp 1Lys Ile Gly Lys Asn Gly
225 230 235 240
Thr Ala Lys Glu Gln Gln Ala Leu Lys Glu Leu Phe Gly Leu Gly Ala
245 250 255
Val Glu His Phe Asp Asp Phe Ala Ala Val Leu Pro Asn Gly Pro Tyr
260 265 270
Leu Trp Gln Asp Asn Asp Phe Ala Thr Gly Tyr Ser Ser Phe Phe Gln
275 280 285
Phe Cys Asp Ala Val Glu Gly Val Glu Ala Gly Ala Ala Val Thr Pro
290 295 300
Gly Pro Glu Gly Val Gly Leu Glu Lys Ala Leu Ala Asn Tyr Ala Asn
305 310 315 320
Trp Phe Asn Ser Thr Ile Leu Pro Asp Tyr Cys Ala Ser Tyr Gly Tyr
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Trp Thr Asp Glu Trp Ser Val Ala

340

Ser Pro Ile Tyr Thr Asp Thr Ser
355
Trp Glu Trp Phe Leu Cys Asn Glu

370

Ala Pro Glu

385

360

375

Gly Thr Ser Thr Ile

390
Tyr Trp Gln Arg Gln Cys Pro Leu

405

Thr Tyr Gly Ser Ala Lys Gly Lys

420

Thr Gly Gly Trp Asp Met Thr Arg
435
Asn Gly Gln Tyr Asp Pro Trp Arg

450

440

4535

Arg Pro Gly Gly Pro Leu Ala Ser
470
Ile Pro Gly Gly Phe His Cys Ser

465

485

Ala Asn Glu Gly Val Lys Lys Val

500

Lys Glu Trp Val Glu Glu Tyr Tyr
515

<210> 2
<211> 1566
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..1566
<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota=" Endoproteasa especifica para prolina de A. niger, con

520

330
Cys Phe Asp
345
Val Gly Asn

Pro Phe Phe

Val Pro Arg
395
Tyr Phe Pro
410
Asn Ala Ala
425
Asn Thr Thr

Asp Ser Gly

Thr Ala Asn
475
Asp Leu Tyr
490
Val Asp Asn
505
Ala

335

Ser Tyr Asn Ala Ser
350
Ala Val Asp Arg Gln

365

Tyr Trp Gln Asp Gly

380

Leu Val Ser Ala Ser

400

Glu Thr Asn Gly Tyr

415

Thr Val Asn Ser Trp
430
Arg Leu Ile Trp Thr

445

Val Ser Ser Thr Phe

460

Glu Pro Val Gln Ile

480

Met Ala Asp Tyr Tyr

495

Glu Val Lys Gln Ile
510

secuencia sefial de Pectinametilesterasa" /mol_tipo="AND no asignado"

<400> 2
atggtcaagt

cgtctegtte
gaggcctact
agatactggt
cceggtgagg
gtctacgeee
tcgtcectecct
atccttgata
tccaacgcectc
gocttggaceg
gttgaggcca

aactgcteca

ccatecctgge cteoegtectte ttogetgeca ctgetettge

ccaagocegt
ttgaacagct
ggagcaccga
tecagegetga
aggagattca
acgaggtgct
tgacctactt
agaacgctcc
agtcegttge
tctacgacta

aagatgtete

ttetegtece
gttggaccac
gtactggggt
tggctacgag
gggtgctgte
gaacgccgag
cgeccgaaacce
ttgggttatg
tececoggeace
ctggcaatac

tocttgtagea

gecageteca
cacaaccctg
ggtccecggat
ggttatctga
atcctgatceg
actctccagt
gtcaagcectee
gtcggeggea
ttctgggctt
ttctaccecca

gaatacgteg

21

agtacgetge
agaagggtac
cccecegttgt
ccaacgagac
aacaccgata
acttgaccct
agtttgacaa
gctacagcgg
accacgacac
ttcagcaggg

acaagatcgg

tgcaaggcct
tactactggt
tttctecgecaa
cctgttcact
tctecaceggt
ctggggtgac
cgaccaggct
cteccaceege
tgctctgact
ctetgetect
tatggctcag

caagaacggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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actgccaagg
gacgactteg
accggttact
gocgtoacee
tggttcaact
tggtccgteg
gttggtaacg
tggcaggacg
tactggcagc
gccaagggaa
aacaccaccc
tcttecacct
atacccggtg
gtcaagaagg
gcgtaa

<210>3

<211> 104
<212> PRT

agcaacaggc
ccgetgttet
cttctttcett
coggtcoctga
ctaccatcct
cctgcttcega
cegtegaceyg
gtgccccoccega
gtcaatgtcc
agaacgccgc
gtctgatctg
teecgeececegg
gtttcecattg

ttgtegacaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2750 753 T3

tctgaaggag
goccaacggt
ccagttctgt
aggtgttggt
ccccgattac
ctcctacaac
teagtgggag
gggtacttca
gttgtacttc
caccgtcaac
gacgaacggc
tggteccecte
ctccgaccte

cgaagtcaaa

ctttteggee
ccttacctcect
gatgccgtcg
ctggaaaagy
tgcgccagcet
gcctcctcte
tggttectet
acgatagtac
cccgagacta
agctggaccg
caatacgacc
gcttegaceg
tacatggcag

caaatcaagg

taggagcagt
ggcaagacaa
agggtgtcga
cccttgetaa
acggctactg
ctatatacac
gcaatgagec
cccgcttagt
acggttacac
gtggctggga
cctggcgtga
ccaacgagec

actactacgce

agtgggttga

ggagcacttc
cgactttgcc
ggctggtgct
ctacgcgaac
gactgacgag
cgacaccagc
cttettttac
gtccgccectcce
ctacggctcc
catgacccgt
ctceggtgte
cgteocagata

caacgagggc

ggaatactac

<223> Secuencia de aminoacidos de citocromo C de corazén de caballo

<400> 3

Gly Asp Val Glu Lys Gly Lys Lys

1

5

Cys His Thr Val Glu Lys Gly Gly

20

His Gly Leu Phe Gly Arg Lys Thr

35

40

Thr Asp Ala Asn Lys Asn Lys Gly

50

55

Met Glu Tyr Leu Glu Asn Pro Lys
70

65

Ile Phe Ala

85

Gly Ile Lys Lys Lys

Tyr Leu Lys Lys Ala Thr Asn Glu

<210> 4
<211> 30
<212> PRT

100

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile Phe Val
10

Lys His Lys

25

Gly Gln Ala

Ile Thr Trp

Lys Tyr Ile
15
Thr Glu Arg
90

<223> Fragmento de citocromo C digerido con PEP

<400> 4

Gly Asp Val Glu Lys Gly Lys Lys Ile

1

Cys His Thr Val Glu Lys Gly Gly Lys

<210>5
<211> 14
<212> PRT

5

20

<213> Secuencia artificial

<220>

10

25

<223> Fragmento de citocromo C digerido con PEP

<400> 5

22

Gln Lys Cys Ala Gln

15

Thr Gly Pro Asn Leu

30

Pro Gly Phe Thr Tyr

45

Lys Glu Glu Thr Leu

60

Pro Gly Thr Lys Met

80

Glu Asp Leu Ile Ala

30

95

Phe Val Gln Lys Cys Ala Gln

15

His Lys Thr Gly Pro

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1566
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Asn Leu His Gly Leu Phe Gly Arg Lys Thr Gly Gln Ala Pro

1 5 10

<210>6

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de citocromo C digerido con PEP

<400> 6

Gly Phe Thr Tyr Thr Asp Ala Asn Lys Asn Lys Gly Ile Thr Trp lys

1 ] 10 15

Glu Glu Thr Leu Met Glu Tyr Leu Glu Asn Pro Lys Lys Tyr Ile Pro
20 25 30

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de citocromo C digerido con PEP

<400> 7

Gly Thr Lys Met Ile Phe Ala

1 5

<210>8

<211>21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de citocromo C digerido con PEP

<400> 8

Gly Ile Lys Lys Lys Thr Glu Arg Glu Asp Leu Ile Ala Tyr Leu Lys

1 5 10 15

Lys Ala Thr Asn Glu
20

23
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene actividad de endoproteasa especifica para prolina, en donde el polipéptido es un
polipéptido variante que tiene menos de 70 % de actividad residual sobre acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina (Ac-AAP-
pPNA) como sustrato después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 65 °C durante 15 min en
comparacion con el poilpéptido de la SEQ ID NO:1 y se selecciona del grupo que consiste en

i. un polipéptido que comprende secuencia de aminoacidos segin la SEQ ID NO: 1, en donde la SEQ ID NO: 1
comprende al menos una combinacion de una sustituciones de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
las combinaciones (K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V, N507I), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170l,
A421T), (N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G), (T281S, L373l), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) y
(P466T, P469Q), y opcionalmente una sustitucién de aminoacido adicional 1204F, Y205N o P477A en la que el
polipéptido no comprende la sustitucion del aminoacido 1204F cuando el polipéptido tiene las sustituciones de
aminoacidos K238E, 1204V y V460A, en las que las posiciones se definen con referencia a SEQ ID NO:1;

ii. un polipéptido segun i), pero que carece de una secuencia sefial y/o una secuencia proproteina;

iii. un polipéptido segun i) a ii), en donde el polipéptido tiene al menos 90%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % de identidad con respecto a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1, y,

iv. un polipéptido codificado por un &cido nucleico que tiene al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % de identidad con respecto a la SEQ ID NO: 2, o con respecto a una secuencia codificante
madura de la SEQ ID NO: 2, en donde la SEQ ID NO: 2 comprende al menos una mutacion que codifica al menos
una sustitucion de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en (K238E, 1204V, V460A), (F279S, A242V,
N5071), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170l, A421T), (N441S, G484S), (L470H, Q288R), (L470H, E387G),
(T281S, L373l), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) y opcionalmente una sustitucién de aminoacido adicional 1204F,
Y205N o P477A en la que la sustitucion de aminoacidos 1204F no esta presente, cuando el polipéptido tiene las
sustituciones de aminoacidos K238E, 1204V y V460A, en la que las sustituciones de aminoacidos se definen con
referencia a SEQ ID NO:1.

2. Un polipéptido que es un polipéptido aislado, sustancialmente puro, puro, recombinante, sintético o variante del
polipéptido de la reivindicacion 1.

3. Un método para generar un polipéptido variante, en donde el método comprende

i. seleccionar un polipéptido genitor que comprende al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % de identidad con respecto a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1, o con respecto a un
polipéptido maduro de la SEQ ID NO: 1;y,

ii. sustituir al menos una combinacién de aminoacidos que da por resultado una combinacién de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en (Glu (E) en la posicion 238, Val (V) en la posicion 204, Ala (A) en la
posicion 460), (Ser (S) en la posicion 279, Val (V) en la posicién 242, lle (I) en la posicién 507), (Thr (T) en la
posicion 145, Met (M) en la posicion 424), (Ala (A) en la posicion 359, Ser (S) en la posicion 379), (lle (I) en la
posicion 170, Thr (T) en la posicion 421), (Ser (S) en la posicién 441, Ser (S) en la posicion 484), (His (H) en la
posicion 470, Arg (R) en la posicion 288), (His (H) en la posiciéon 470, Gly (G) en la posicion 387), (Ser (S) en la
posicion 281, lle (1) en la posicion 373), (Ala en la posicién 304, Ala en la posicion 469), y (Thr (T) en la posicién 466,
GIn (Q) en la posicién 469), y opcionalmente sustituir al menos un aminoéacido adicional que da por resultado Phe (F)
en la posicion 204, Asp (N) en la posicién 205 o Ala (A) en la posicién 477, en el que la sustitucién de aminoacido
Phe (F) no esta presente en el polipéptido que tiene la sustituciones de aminoacidos Glu (E) en la posicién 238, Val
(V) en la posicién 204, y Ala (A) en la posicién 460); en el que las posiciones se definen con referencia a SEQ ID
NO:1;y

ii. generar el polipéptido variante,

en donde el polipéptido variante tiene menos de 70 % de actividad residual sobre acetil-AlaAlaPro-paranitroanilina
(Ac-AAp-pNA) como sustrato después de que el polipéptido se ha mantenido a una temperatura de 65 °C durante 15
min.

4. Una composicion que comprende un polipéptido segun la reivindicacion 1 o 2.
5. Una composicién segun la reivindicacion 4, que comprende un vehiculo, un excipiente o una enzima auxiliar.

6. Un acido nucleico que codifica una endoproteasa especifica para prolina, que tiene al menos 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % de identidad secuencial con respecto a la SEQ ID NO: 2, o con respecto a una secuencia
codificante madura de la SEQ ID NO: 2, en donde la SEQ ID NO: 2 comprende mutaciones que codificas al menos
una combinacion de sustituciones de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en (K238E, 1204V, V460A),
(F279S, A242V, N5071), (T145A, K424M), (T359A, F379S), (M170l, A421T), (N441S, G484S), (L470H, Q288R),
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(L470H, E387G), (T281S, L373l), (P304A, P469A) y (P466T, P469Q) sustitucién de aminoacido seleccionada del
grupo que consiste en y (P466T, P469Q), y opcionalmente una sustitucion de aminoacido adicional 1204F, Y205N o
P477A, en la que el polipéptido no comprende la sustitucion de aminoacido 1204F cuando el polipéptido tiene las
sustituciones de aminoéacidos K238E, 1204V y V460A, en donde las sustituciones de aminoacidos se definen con
respecto a la SEQ ID NO: 1.

7. Un acido nucleico que es un acido nucleico aislado, sustancialmente puro, puro, recombinante o sintético del
acido nucleico de la reivindicacion 6.

8. Un vector de expresion que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 6 o 7 enlazado funcionalmente
con al menos una secuencia de control que dirige la expresion del polipéptido en una célula hospedante.

9. Una célula hospedante recombinante que comprende un acido nucleico segun la reivindicacién 6 o 7, o un vector
de expresién seguln la reivindicacion 9.

10. Un método para la preparacion de un polipéptido segun las reivindicaciones 1 o 2, que comprende cultivar una
célula hospedante segun la reivindicacion 9 en un medio de fermentacion adecuado, en condiciones que permiten la
expresion del polipéptido y preparar el polipéptido y, opcionalmente, que comprende ademdas recuperar el
polipéptido.

11. Un proceso para la preparacién de un producto alimentario o pienso que comprende poner en contacto una
forma intermediaria de un producto alimentario o pienso con un polipéptido segun la reivindicacion 1 o 2, o una
composicién segun la reivindicacion 4 0 5, y preparar el producto alimentario o pienso.

12. Un proceso segun la reivindicacién 11, en donde el producto alimentario es una bebida, preferiblemente, una
cerveza.

13. Un proceso segun las reivindicaciones 11 0 12, en donde el producto alimentario comprende gluten.
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