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COMPOSICIONES Y MÉTODOS PARA TRATAR LA ENFERMEDAD CELIACA

REFERENCIA CRUZADA

Esta solicitud reclama prioridad de la Solicitud 

5 Provisional de Patente Estadounidense No. 62/172,557 

presentada el 08/06/2015, incorporada por referencia en este 

documento en su totalidad.

ANTECEDENTES

10 La enfermedad celiaca es una enfermedad altamente 

prevalente en la cual las proteínas dietéticas encontradas 

en productos de trigo, cebada y centeno conocidos como 

'glutenos' evocan una respuesta inmune en el intestino 

delgado de individuos genéticamente predispuestos. La 

15 inflamación resultante puede conducir a la degradación de 

las vellosidades del intestino delgado, impidiendo la 

absorción de nutrientes. Los síntomas pueden aparecer en la 

primera infancia o más adelante en la vida y varía 

ampliamente en severidad, de diarrea, fatiga y pérdida de 

20 peso a distensión abdominal, anemia y síntomas neurológicos. 

Actualmente no existen terapias eficaces para esta enfermedad 

en toda la vida excepto la eliminación total de glutenos de 

la dieta. Aunque la celiaquía sigue siendo en gran parte poco 

diagnosticada, su ' prevalencia en los Estados Unidos y 

25 Europa se estima en 0.5-1.0% de la población.  Además de la 
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celiaquía, una fracción significativa de la población se cree 

que sufre de la condición de sensibilidad de gluten no 

celiaco (NCGS), que es causada por la ingestión de gluten, 

pero es distinta en mecánico a la enfermedad celíaca, aunque 

5 la los síntomas son con frecuencia indistinguibles de la 

celiaquía. La identificación de enzimas que ocurren 

naturalmente adecuadas como terapia oral para la enfermedad 

celiaca y NCGS es difícil debido a los estrictos requisitos 

físicos y químicos para degradar específica y eficientemente 

10 los péptidos derivados del gluten en el duro y altamente 

ácido ambiente del tracto digestivo humano. Puesto que los 

péptidos del gluten inician la respuesta inmune 

inmediatamente después de entrar en los intestinos, es 

imperativo que cualquier enzima oral terapéutica para la 

15 enfermedad celiaca descompone estas regiones inmunogénica al 

gluten en el compartimento gástrico, impidiendo así que éstos 

péptidos de gluten causen daño intestinal debido a la 

inflamación. 

20 BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN

En un aspecto, la invención proporciona polipéptidos 

que comprenden una secuencia de aminoácidos por lo menos el 

75%, 80%, 85%, 90%, 95% o más idéntica a la secuencia de 

aminoácidos de SEQ ID NO: 1, en donde 
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(a) residuos 467 es Ser, residuo 267 es Glu y residuo 

271 es Asp; y

(B) el polipéptido comprende un cambio de aminoácidos 

de SEQ ID NO: 1 en uno o más residuos seleccionado del grupo 

5 que consistente en 463, 221, 262E, 268, 269, 270, 319A, 320, 

354E/Q/R/Y, 358S/Q/T, 368F Q, 399, 402, 406, 424, 449, 461, 

105, 171, 172, 173, 174 y 456.

En una modalidad, el polipéptido comprende un cambio 

de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 en uno o más residuos 

10 seleccionados del grupo que consiste en 463, 221, 262E, 268, 

269, 270, 319A, 320, 354E/Q/R/Y, 358S/Q/T, 368F Q, 399, 402, 

406, 424, 449 y 461.

En otra modalidad, el polipéptido comprende un cambio 

de aminoácido de SEQ ID NO: 1 en uno o más residuos 

15 seleccionados del grupo que consiste de 221D/N/Q/H, 262E, 

268S/T/A, 269L/T, 270A/T/V, 319A, 354E/Q/R/Y, 358S/Q/T, 

368F/Q, 399Q, 402S/Q, 406S, 424K, 449E/N/Q, 461R y 

463A/L/M/Q/R/T/V.  En otra modalidad, el polipéptido 

comprende un cambio de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 en 2, 3, 

20 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o más residuos seleccionados 

del grupo.  

En una modalidad, el polipéptido comprende cambios de 

aminoácidos de SEQ ID NO: 1 en los residuos 399 y 449, tales 

como cambios de aminoácidos 399Q y 449Q.  En otra modalidad, 

25 el polipéptido comprende cambios de aminoácido 358S y 463 T. 
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En otra modalidad posterior, el polipéptido comprende cambios 

de aminoácido 262E, 269T, 354Q, 358S, 399Q, 449Q y 463T.  En 

otra modalidad, el polipéptido comprende cambios de 

aminoácido 319A, 368F, 399Q, 449Q y 463T. En una modalidad 

5 más, el polipéptido comprende cambios de aminoácido 262E 

269T, 270V, 354Q, 358S, 399Q y 449Q.  En una modalidad más, 

el polipéptido comprende cambios de aminoácido 262E, 269T, 

320M, 354Q, 358S, 399Q, 449Q y 463T.  En otra modalidad, el 

polipéptido comprende cambios de aminoácido 319A, 320M, 368F, 

10 399Q, 449Q y 463T.  En una modalidad, los polipéptidos 

comprenden un cambio de aminoácido de SEQ ID NO: 1 en una o 

más posiciones del aminoácido seleccionado del grupo que 

consiste en 105, 171, 172, 173, 174 y 456, tal como cambios 

de aminoácido 105H; 171R A o S; 172R, A o S; 173R o S, 174S, 

15 y/o 456V.

En otro aspecto, la invención proporciona polipéptido 

que comprende una secuencia de aminoácido por lo menos el 

75%, 80%, 85%, 90%, 95% o más idéntico a la secuencia de 

aminoácido de SEQ ID NO: 71, en donde 

20 (a) residuo 278 es Ser, residuo 78 es Glu y residuo 82 

es Asp; y

(b) el polipéptido comprende un cambio de aminoácidos 

de SEQ ID NO: 71 en uno o más residuos seleccionados del 

grupo que consiste en 274, 32, 73, 79, 80, 81, 130, 
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165E/Q/R/Y, 169S/Q/T, Q, 179F, 210, 213, 217, 235, 260, 267 

y 272.

En una modalidad, el polipéptido comprende un cambio 

de aminoácidos de SEQ ID NO: 71 en uno o más residuos 

5 seleccionados del grupo consistente en 274, 32, 73, 79, 80, 

81, 130, 165E/Q/R/Y, 169S/Q/T, Q, 179F, 210, 213, 217, 235, 

260 y 272.

En una modalidad, el polipéptido comprende un cambio 

de aminoácidos de SEQ ID NO: 71 en uno o más residuos 

10 seleccionados del grupo que consiste en 32D/N/Q/H, 73E, 

79S/T/A, 80L/T, 81A/T/V, 130A, 165E/Q/R/Y, 169S/Q/T, 179F Q, 

210Q, 213S Q, 217S, 235K, N/Q, 260E, 272R y 274A/L/M/Q/R/T/V.  

En otra modalidad, el polipéptido comprende un cambio de 

aminoácidos de SEQ ID NO: 71 en 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

15 11, 12 o más residuos seleccionados del grupo.  En una 

modalidad, el polipéptido comprende cambios de aminoácidos 

de SEQ ID NO: 71 en los residuos 210 y 260, incluyendo, pero 

no limitado a cambios de aminoácidos 210Q y 260Q.  En otra 

modalidad, el polipéptido comprende cambios de aminoácido 

20 169S y 274 T. En una modalidad más, el polipéptido comprende 

cambios de aminoácido 73E, 80T, 165Q, 169S, 210Q, 260Q y 

274T.  En otra modalidad, el polipéptido comprende cambios 

de aminoácido 130A, 179F, 210Q, 260Q y 274T. En una modalidad 

más, el polipéptido comprende cambios de aminoácido 73E, 80T, 

25 81V, 165Q, 169S, 210Q y 260Q.  En todavía una modalidad más, 
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el polipéptido comprende cambios de aminoácido 73E, 80T, 320M 

165Q, 169S, 210Q, 260Q y 274T.  En una modalidad, el 

polipéptido comprende cambios de aminoácido 130A, 131M, 179F, 

210Q, 260Q y 274T.  En otra modalidad, el polipéptido 

5 comprende un cambio de aminoácido de SEQ ID NO: 71 en la 

posición del aminoácido 267, incluyendo, pero no limitado a 

267V.

En otra modalidad, el polipéptido comprende la 

secuencia de aminoácido seleccionada del grupo que consiste 

10 en las SEQ ID NO: 2-42, 44-60 y 72-112 y 114-130 y 150-155. 

En una modalidad más, el polipéptido comprende la secuencia 

de aminoácidos seleccionados de entre el grupo que consiste 

en las SEQ ID NO: 2-42, 55-60 y 72-112 y 125-130 y 150-155.

En una modalidad, los polipéptidos de la invención 

15 pueden comprender además una etiqueta histidina en la 

terminal C del polipéptido.  En otra modalidad, la etiqueta 

histidina comprende una etiqueta histidina escindible. En 

una modalidad específica, la etiqueta histidina escindible 

puede comprender o consistir en la secuencia de aminoácidos 

20 GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139).  En otra modalidad, 

la etiqueta histidina escindible puede comprender la 

secuencia de aminoácido XNPQ(L/Q)PXNHHHHHH (SEQ ID NO: 131), 

en donde XN es un enlazador de entre 1-25 residuos de 

aminoácidos.  En una modalidad adicional, la etiqueta 
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histidina escindible puede comprender la secuencia de 

aminoácidos GSSGSSGSQPQLPYGSSGSSGSHHHHHH (SEQ ID NO: 132).

En otro aspecto, la invención proporciona ácidos 

nucleicos que codifican los polipéptidos de cualquier 

5 modalidad de la invención.  La invención además proporciona 

el vector de expresión de ácido nucleico que comprende los 

ácidos nucleicos de la invención.  La invención además 

proporciona célula huésped recombinantes que comprenden los 

vectores de expresión de ácido nucleico de la invención.  La 

10 invención también proporciona la composición farmacéutica, 

que comprende el polipéptido, ácido nucleico, vector de la 

expresión de ácidos nucleico y/o la célula huésped 

recombinante de cualquier modalidad de la invención y un 

portador farmacéuticamente aceptable.

15 En otro aspecto, la invención proporciona métodos para 

el tratamiento de la celiaquía o sensibilidad de gluten no 

celiaco (NCGS), que comprende la administración a un 

individuo con celiaquía o NCGS, una cantidad efectiva para 

el tratamiento de la celiaquía o NCGS de un polipéptido o 

20 composición farmacéutica de cualquier modalidad de la 

invención.  En una modalidad, el polipéptido o la composición 

farmacéutica es administrada por vía oral.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS
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Figura 1.  Kuma030 es capaz de degradar rápida y 

efectivamente las regiones inmunogénicas del gluten en 

condiciones gástricas. (A) la cantidad de gluten detectado 

después de un período de incubación de 60 minutos con las 

5 concentraciones indicadas de EPB2 y SCPEP (a una proporción 

1:1), Kuma010 o Kuma030 en condiciones gástricas, según lo 

medido por ELISA usando el anticuerpo G12. La concentración 

inicial de gluten fue 10 mg mL-1 (10,000 ppm). Tenga en 

cuenta que el eje Y se grafica en escala logarítmica. (B) La 

10 cantidad de gluten detectada a 5 o 30 minutos después de la 

incubación con EPB2 y SCPEP a 400 μg mL-1, o Kuma030 en 10, 

100 o 400 μg mL-1. La concentración inicial de gluten fue 10 

mg mL-1. Las muestras fueron normalizadas a la cantidad de 

gluten medida después de la incubación solo con pepsina. ES: 

15 una relación de peso de 1:1 de EPB2 y SCPEP. El asterisco 

indica que la cantidad de gluten está por debajo del nivel 

de cuantificación (5 ppm). (C) La traza de HPLC de péptido 

de longitud larga (líneas de puntos grises) o productos de 

descomposición (líneas negras) de los péptidos 

20 inmunodominantes de gliadina (W02-E07, W03-E07, 33mer), 

hordeína (B08-E2E7) o secalina (R11-E4E7). La parte inferior 

de la figura muestra la secuencia de aminoácidos del péptido 

33mer, la posición de los epítopos inmunogénicos conocidos 

(líneas horizontales), la ubicación de los sitios de escisión 

25 Kuma030 determinados por LCMS (líneas verticales), y picos 
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de elución de los productos de descomposición resultantes 

(flechas grises). Péptidos inmunodominantes mostraron los 

siguientes patrones de descomposición: B08-E2E7: 

PQQPIPQ||QPQPYPQ||Q (SEQ ID NO: 61); R11-E4E5: 

5 QPFPQ||QPEQIIPQ||QP (SEQ ID NO:62); W02-E7: 

LQPFPQPQ||LPYPQPQ (SEQ ID NO: 63); W03-E7: QPFPQPQ||QPFPWQP 

(SEQ ID NO: 64). Todas las masas de péptidos y tiempos de 

elución fueron confirmados por LCMS. Cabe destacar que, 

aunque el péptido no digerido W03-E07 eluido en 

10 aproximadamente el mismo tiempo que los fragmentos de 

degradación W03-E07, estos son picos separados, según lo 

determinado por LCMS. aAU, unidades de absorbancia 

arbitraria.

Figura 2.  La gliadina tratada con Kuma030 pierde 

15 potencial inmunoestimulante. (A-E) La gliadina purificada 

fue tratada con Kuma030 en la concentración especificada 

durante 60 minutos a pH 4.0 a 37° C en presencia 0.6 mg mL-

1 de pepsina. Después de la fase gástrica, se incrementó el 

pH de las muestras, y las muestras fueron tratadas con 

20 quimotripsina y TG2. Las muestras fueron expuestas a líneas 

de células T de los pacientes #1 (A), #2 (B), #3 (C), #4 (D) 

o #5 (E), en presencia de autólogos irradiados de líneas de 

células B y IFN-γ fue medido por ELISA. La fitohemaglutenina 

(PHA) y una peptona péptica tríptica digerida de gliadina 

25 (PT-Gliadina) se incluyeron como controles positivos. 
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Incubación de líneas de células T con células que presentan 

antígenos en la ausencia de los antígenos actuaron como 

control negativo. (F) los epítopos estimulatorios de células 

T reconocidas por las células T utilizadas en este ensayo y 

5 en los sitios de escisión Kuma030 predichos dentro de estos 

epítopos. Los sitios de escisión Kuma030 predichos se 

muestran por una línea vertical |. Los sitios de escisión se 

predicen basados en la actividad Kuma030 en los péptidos de 

gliadina como se presentan en la figura 1F (de arriba a 

10 abajo: SEQ ID NO: 141, 142, 141, 142, 143, 144, 141, 142, 

143, 144, 145, 145, 146, 145).

Figura 3. Kuma030 no es tóxico para las células T.  Se 

evaluó el posible efecto tóxico de la gliadina tratados con 

enzimas en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

15 de donantes sanos que fueron estimuladas con mitógeno 

fitohemaglutinina (PHA). (a,b) Producción IFN-g de células T 

del donante sano #1 (A) o del donante sano #2 (B). (C,D) 

Proliferación de células T de las células T del donante sano 

#1 (C) o del donante sano #2 (D). No se observó ningún efecto 

20 sobre la proliferación celular o la producción de IFN-g, 

excepto en la proliferación del donante sano #2 (pero no en 

la producción de IFN-g). Puesto que la reducción de la 

proliferación celular estimulada por PHA era la misma 

independientemente del tratamiento enzimático, se concluye 

25 que este efecto no fue debido a la toxicidad de las muestras.
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Figura 4.  Kuma030 degrada eficientemente el gluten en 

matrices de alimentos complejos. (A) la cantidad de gluten 

permanece en el pan de trigo entero después de una incubación 

de 30 minutos con Kuma030 o con una combinación de 1:1 de 

5 EPB2:SCPEP en las concentraciones de enzima indicadas. La 

concentración inicial de gluten era de 10,000 ppm. Cabe 

señalar que ambos ejes se trazan en una escala logarítmica. 

(B) La cantidad de gluten restante en una cerveza de trigo 

después de la incubación con las concentraciones indicadas 

10 de una proporción de 1:1 de EPB2:SCPEP, o Kuma030, a 37 °C o 

4  C, en 5, 15 o 60 minutos. Gluten se detectó mediante el 

método ELISA G12.

Figura 5. Comparación de las capacidades degradativas 

de 26-mer y 33-mer de Kuma010, Kuma020, Kuma030, Kuma040 y 

15 Kuma050. Las enzimas se incubaron a 2 μg mL-1 con 1 mg mL-1 

del péptido 33mer (a) o el péptido 26mer (b) durante 60 

minutos.  Se tomaron muestras a los horarios indicados, y se 

midieron las concentraciones de productos de degradación del 

péptido.  Los productos de la degradación fueron: del péptido 

20 33mer (SEQ ID NO: 69), LPYPQPQF (SEQ ID NO: 137); del péptido 

26mer (SEQ ID NO: 70), QPYPQ (SEQ ID NO: 147). Las actividades 

se graficaron como la relación de la señal m/z apropiada para 

la del estándar interno. 

Figura 6. La mutación G320M mejora la actividad en 2-

25 4 veces. Se muestra es la actividad de degradación de los 
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epítopos inmunogénicos DQ2.5-glia -α1a (contiene PQL) 

(izquierda) y DQ2.5-glia -ω1 (contiene PQQ) (derecha).  Se 

tomaron muestras en los puntos indicados y la concentración 

del producto de degradación del péptido PFPQPQ (SEQ ID NO: 

5 148) se midió.  Las actividades se graficaron como la 

relación de la señal m/z apropiada para la del estándar 

interno.   

Figura 7.  Las mutaciones P171R y H172R no parecen 

afectar negativamente la actividad.  Las actividades 

10 enzimáticas se muestran para las variantes de la enzima 

Kuma030, Kuma031, Kuma032, Kuma040, Kuma041 y Kuma042 en el 

epítopo de gliadina inmunogénico DQ2.5-glia -α1a.  Se tomaron 

muestras en los puntos indicados y la concentración del 

producto de degradación del péptido PFPQPQ (SEQ ID NO: 148) 

15 se midió.  Las actividades se graficaron como la relación de 

la señal m/z apropiada para la del estándar interno.   Todas 

las enzimas se purificaron por intercambio de anión. 

Figura 8.  Kuma062 demuestra un mayor nivel de 

actividad enzimática que Kuma030 o Kuma040.  Se muestra la 

20 actividad en el epítopo de gliadina inmunogénico DQ2.5-glia-

ω1.  Izquierda: detección de DQ2.5-glia-ω1 de longitud 

completa; derecha: detección de PFPQPQ (SEQ ID NO: 148) 

producto de la degradación.  Se tomaron muestras en los 

puntos de tiempo indicados y la concentración del producto 

25 de la degradación o del péptido de longitud completa PFPQPQ 
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(SEQ ID NO: 148), se midió.  Las actividades se graficaron 

como la relación de la señal m/z apropiada para la del 

estándar interno.

5 Descripción detallada

Todas las referencias citadas en este documento se 

incorporan como referencia en su totalidad. Dentro de esta 

solicitud, a menos que se indique lo contrario, las técnicas 

utilizadas pueden encontrarse en cualquiera de varias 

10 referencias bien conocidas tales como: Molecular Cloning: A 

Laboratory Manual (Sambrook, et al., 1989, Cold Spring Harbor 

Laboratory Press), Gene Expression Technology (Methods in 

Enzymology, Vol. 185, editadi por D. Goeddel, 1991.  Academic 

Press, San Diego, CA), “Guide to Protein Purification” en 

15 Methods in Enzymology (M.P. Deutshcer, ed., (1990) Academic 

Press, Inc.); PCR Protocols: A Guide to Methods and 

Applications (Innis, et al. 1990. Academic Press, San Diego, 

CA), Culture of Animal Cells:  A Manual of Basic Technique, 

2da Ed. (R.I. Freshney. 1987.  Liss, Inc. New York, NY), Gene 

20 Transfer and Expression Protocols, pp. 109-128, ed. E.J. 

Murray, The Human Press Inc., Clifton, N.J.), y el Ambion 

1998 Catalog (Ambion, Austin, TX).

Como se utiliza en este documento, las formas 

singulares "un", "uno", "una", "el" y "la" incluyen 

25 referentes plurales a menos que el contexto indique 
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claramente lo contrario. "Y" tal como se utiliza en el 

presente documento se utiliza de manera intercambiable con 

"o" a menos que expresamente se indique lo contrario.

Como se utiliza en este documento, los residuos de 

5 aminoácido se abrevian como sigue:  alanina (Ala;A), 

asparagina (Asn;N), ácido aspártico (Asp;D), arginina 

(Arg;R), cisteína (Cys;C), ácido glutámico (Glu;E), 

glutamina (Gln;Q), glicina (Gly;G), histidina (His;H), 

isoleucina (Ile;I), leucina (Leu;L), lisina (Lys;K), 

10 metionina (Met;M), fenilalanina (Phe;F), prolina (Pro;P), 

serina (Ser;S), treonina (Thr;T), triptofano (Trp;W), 

tirosina (Tyr;Y), y valina (Val;V).

Todas las modalidades de cualquier aspecto de la 

invención pueden usarse en combinación, a menos que el 

15 contexto claramente indique lo contrario.

En un primer aspecto, la presente invención proporciona 

polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoácidos por 

lo menos 75% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ 

ID NO: 1, en donde 

20 (a) residuos 467 es Ser, residuo 267 es Glu y residuo 

271 es Asp; y

(b) el polipéptido comprende un cambio de aminoácidos 

de SEQ ID NO: 1 en uno o más residuos seleccionado del grupo 

que consistente en 221, 262E, 268, 269, 270, 319A, 320, 

25 354E/Q/R/Y, 358S/Q/T, 368F/Q, 399, 402, 406, 424, 449, 461, 
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463, 105, 171, 172, 173, 174 y 456.  En una modalidad, el 

polipéptido comprende un cambio de aminoácidos de SEQ ID NO: 

1 en uno o más residuos seleccionado del grupo consistente 

en 221, 262E, 268, 269, 270, 319A, 320, 354E/Q/R/Y, 358S/Q/T, 

5 368F/Q, 399, 402, 406, 424, 449, 461 y 463.

SEQ ID NO:1 (Kuma 011) 

Kuma011 

MSDMEKPWKE(10)GEEARAVLQG(20)HARAQAPQAV(30)DKGPVAGDER(

10 40)MAVTVVLRRQ(50)RAGELAAHVE(60)RQAAIAPHAR(70)EHLKREAFAA(80)

SHGASLDDFA(90)ELRRFADAHG(100)LALDRANVAA(110)GTAVLSGPDD(120)

AINRAFGVEL(130)RHFDHPDGSY(140)RSYLGEVTVP(150)ASIAPMIEAV(160

)LGLDTRPVAR(170)PH(172)FRMQRRAE(180)GGFEARSQ(188)A

A(190)APTAYTPLDV(200)AQAYQFPEGL(210)DGQGQCIAII(220)E(

15 221/32)LGGGYDEAS(230/41)LAQYFASLGV(240/51)PAPQVVSVSV(250/61

)DGASNQPTGD(260/71)PK(262/73)GPDGE(267/78)V(268/79)E(269/80

)L(270/81)D(271/82)IEVAGALAP(280/91)GAKFAVYFAP(290/101)DTTA

GFLDAI(300/111)TTAIHDPTLK(310/121)PSVVSISWS(319/130)G(320/1

31)PEDSWTSAAI(330/141)AAMNRAFLDA(340/151)AALGVTVLAA(350/161

20 )AGDS(354/165)GSTG(358/169)GE(360/171)QDGLYHVH(368/179)FP(3

70/181)AASPYVLACG(380/191)GTRLVASGGR(390/201)IAQETVWND(399/

210)G(400/211)PD(402/213)GGAT(406/217)GGGV(410/221)SRIFPLPA

WQ(420/231)EHAN(424/235)VPPSAN(430/241)PGASSGRGVP(440/251)D

LAGNADPA(449/260)T(450/261)GYEVVIDGEA(460/271)T(461/272)VI(

25 463/274)GGTS(467/278)AVAPLFAALVARINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHD



16

ITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIGVRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 

1)

Kuma010 como se referencia en el presente documento es 

idéntico a Kuma011, pero incluye la secuencia de etiqueta 

5 histidina GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139) en su 

terminal C.

Los residuos de letra negrita representan la porción 

terminal N presente en el polipéptido sin procesar; las 

letras que no están en negrita representan residuos presentes 

10 en la versión procesada del polipéptido.  Los números entre 

paréntesis indican el número de residuos; donde hay dos 

números separados por una "/", el número de la izquierda es 

el número de residuo en la versión sin procesar, y el número 

de la derecha es el número de residuo en la versión procesada.  

15 SEQ ID NO:1 es la versión sin procesar de Kuma011; SEQ ID 

NO:71 es la versión procesada de Kuma011.

Según lo establecido en los ejemplos que siguen, los 

polipéptidos de acuerdo con este aspecto de la invención son 

polipéptidos mejorados para el uso, por ejemplo, en el 

20 tratamiento de la celiaquía.  Los polipéptidos son versiones 

modificadas de la versión procesada o la versión preprocesada 

del polipéptido de SEQ ID NO: 1 (KUMAMAXTM, en lo sucesivo 

Kuma010), el cual se divulgó como útil para el tratamiento 

de la celiaquía (WO2013/023151).  Los polipéptidos para el 

25 tratamiento de la celiaquía son capaces de degradar 
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compuestos ricos en prolina (P)- y glutamina (Q)- del gluten 

conocidos como 'gliadinas' que se cree son responsables de 

la mayor parte de la respuesta inmune en pacientes celiaquía.  

Los polipéptidos de la presente invención muestran actividad 

5 superior en la degradación de péptidos que tienen un PQLP 

(SEQ ID NO: 65) o PQQP (SEQ ID NO: 66) motivo (tal como 

PFPQPQLPY (SEQ ID NO: 67) y/o PFPQPQQPF (SEQ ID NO: 68)), 

que son sustratos representativos de la gliadina) a pH 4 

comparado con Kuma011 y otros polipéptidos divulgados como 

10 útiles para el tratamiento de la celiaquía (WO2015/023728), 

y/o se muestra que mejoran la producción de los polipéptidos.  

Por consiguiente, los polipéptidos de la invención 

constituyen una mejora terapéutica significativa para el 

tratamiento de la celiaquía.

15 Por consiguiente, los polipéptidos de la invención 

degradan un PFPQPQLPY (SEQ ID NO: 67) péptido y/o un 

PFPQPQQPF (SEQ ID NO: 68) péptido a pH 4, así como 

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 69) y/o 

FLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ (SEQ ID NO: 70).

20 Los polipéptidos del primer aspecto de la invención 

comprenden versiones preprocesadas de las enzimas del 

polipéptido de la invención.

En un primer aspecto, la invención proporciona 

polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoácidos por 
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lo menos 75% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ 

ID NO:71, en donde 

(a) residuo 278 es Ser, residuo 78 es Glu y residuo 82 

es Asp; y

5 (b) el polipéptido comprende un cambio de aminoácidos 

de SEQ ID NO: 71 en uno o más residuos seleccionados del 

grupo que consiste en 32, 73E, 79, 80, 81, 130A, 131, 

165E/Q/R/Y, 169S/Q/T, 179F/Q, 210, 213, 217, 235, 260, 267, 

272 y 274.  En una modalidad, el polipéptido comprende un 

10 cambio de aminoácidos de SEQ ID NO: 71 en uno o más residuos 

seleccionados del grupo que consiste en 32, 73E, 79, 80, 81, 

130A, 131, 165E/Q/R/Y, 169S/Q/T, 179F/Q, 210, 213, 217, 235, 

260, 272 y 274.

Los polipéptidos del primer aspecto de la invención 

15 comprenden versiones preprocesadas de las enzimas del 

polipéptido de la invención y también degrada un PFPQPQLPY 

(SEQ ID NO: 67) péptido y/o un PFPQPQQPF (SEQ ID NO: 68) 

péptido a pH 4, así como LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF 

(SEQ ID NO: 69) y/o FLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ (SEQ ID NO: 

20 70).

Como se utiliza en el presente documento, “al menos un 

75% idéntico” significa que el polipéptido difiere en su 

secuencia de aminoácidos de longitud completa por 25% o menos 

(incluyendo cualquier substitución, supresiones, adiciones o 
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inserciones) del polipéptido definido por SEQ ID NO: 1 o la 

SEQ ID NO: 71.

En varias modalidades de cualquier aspecto de los 

polipéptidos de la invención, los polipéptidos comprenden o 

5 consisten en una secuencia de aminoácidos por lo menos 76%, 

77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 

89%, 90%, 91%, 92%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96% , 97%, 98% o 99% 

idéntica a una secuencia de aminoácidos de acuerdo con SEQ 

ID NO: 1 (preprocesado) o SEQ ID NO: 71 (procesado).

10 El polipéptido de cualquier aspecto de los polipéptidos 

de la invención puede comprender un cambio de aminoácido de 

SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:71 en 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23o todos 

los 24 (dependiendo de la modalidad) de los residuos 

15 descritos.

En una modalidad de los polipéptidos del primer aspecto 

de la invención, el polipéptido comprende uno o más cambios 

de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 en uno o más residuos 

seleccionados del grupo que consiste de 221D/N/Q/H, 262E, 

20 268S/T/A, 269L/T, 270A/T/V, 319A, 354E/Q/R/Y, 358S/Q/T, 

368F/Q, 399Q, 402S/Q, 406S, 424K, 449E/N/Q, 461R y 

463A/L/M/Q/R/T/V.  Como se usa a lo largo de todo el 

documento, el número indica el número de residuos en la 

secuencia de polipéptidos SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:71, y las 

25 abreviaturas de aminoácido de una sola letra a la derecha 
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del número indican las substituciones posibles de aminoácidos 

en comparación con el residuo de aminoácido presente en esa 

posición en SEQ ID NO:1 o 71.

En otra modalidad de los polipéptidos del primer 

5 aspecto de la invención, el polipéptido comprende cambios de 

aminoácidos SEQ ID NO: 1 en los residuos 399 y 449.  En una 

modalidad, el polipéptido comprende cambios de aminoácido 

399Q y 449Q.

En una modalidad posterior de los polipéptidos del 

10 primer aspecto de la invención, el polipéptido comprende 358S 

y 463T.  Estos polipéptidos se caracterizan ampliamente en 

los ejemplos que siguen, como se ejemplifica por el 

polipéptido señalado como Kuma020 y variantes del mismo.

En una modalidad de los polipéptidos del primer aspecto 

15 de la invención, el polipéptido comprende 262E, 269T, 354Q, 

358S, 399Q, 449Q y 463T.  Estos polipéptidos se caracterizan 

ampliamente en los ejemplos que siguen, como se ejemplifica 

por el polipéptido señalado como Kuma030 y variantes del 

mismo.  En una modalidad de los polipéptidos del primer 

20 aspecto de la invención, el polipéptido comprende 319A, 368F, 

399Q, 449Q y I463T. Estos polipéptidos se caracterizan 

ampliamente en los ejemplos que siguen, como se ejemplifica 

por el polipéptido señalado como Kuma040 y variantes del 

mismo.  En una modalidad posterior de los polipéptidos del 

25 primer aspecto de la invención, el polipéptido comprende 
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262E, 269T, 270V, 354Q, 358S, 399Q y A449Q.  Estos 

polipéptidos se caracterizan ampliamente en los ejemplos que 

siguen, como se ejemplifica por el polipéptido señalado como 

Kuma050 y variantes del mismo.  En una modalidad de los 

5 polipéptidos del primer aspecto de la invención, el 

polipéptido comprende 262E, 269T, 354Q, 358S, 399Q, 449Q y 

463T. Estos polipéptidos se caracterizan ampliamente en los 

ejemplos que siguen, como se ejemplifica por el polipéptido 

señalado como Kuma060 y variantes del mismo. En todavía una 

10 modalidad más de los polipéptidos del primer aspecto de la 

invención, el polipéptido comprende 319A, 320M, 368F, 399Q, 

449Q y 463T.  Estos polipéptidos se caracterizan ampliamente 

en los ejemplos que siguen, como se ejemplifica por el 

polipéptido señalado como Kuma070 y variantes del mismo.

15 En otra modalidad de los polipéptidos del primer 

aspecto de la invención, los polipéptidos comprenden cambios 

de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 en una o más posiciones del 

aminoácido seleccionado del grupo consistente en 105, 171, 

172, 173, 174 y 456. En una modalidad, el cambio de aminoácido 

20 es 105H; 171R A o S; 172R, A o S; 173R o S, 174S, y/o 456V.  

En otra modalidad, el cambio de aminoácido es 171R, 172R y/o 

456V.

En una modalidad de los polipéptidos del segundo 

aspecto de la invención el polipéptido comprende uno o más 

25 cambios de aminoácido de SEQ ID NO: 71 en uno o más residuos 
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seleccionados del grupo que consiste en 32D/N/Q/H, 73E, 

79S/T/A, 80L/T, 81A/T/V, 130A, 165E/Q/R/Y, 169S/Q/T, 179F Q, 

210Q, 213S Q, 217S, 235K, N/Q, 260E, 272R y 274A/L/M/Q/R/T/V.  

En otra modalidad de los polipéptidos del segundo aspecto de 

5 la invención, el polipéptido comprende cambios de aminoácidos 

SEQ ID NO: 71 en los residuos 210 y 260.  En una modalidad 

más de los polipéptidos del segundo aspecto de la invención, 

el polipéptido comprende cambios de aminoácido 210Q y 260Q. 

En una modalidad de los polipéptidos del segundo aspecto de 

10 la invención, el polipéptido comprende 169S y 274T. (Género 

Kuma 20) En otra modalidad de los polipéptidos del segundo 

aspecto de la invención, el polipéptido comprende 73E, 80T, 

165Q, 169S, 210Q, 260Q y 274T.  (Género Kuma 30) En otra 

modalidad de los polipéptidos del segundo aspecto de la 

15 invención, el polipéptido comprende 7130A, 179F, 210Q, 260Q 

y 274T. (Género Kuma 40) En otra modalidad de los 

polipéptidos del segundo aspecto de la invención, el 

polipéptido comprende 73E, 80T, 81V, 165Q, 169S, 210Q y 260Q.  

(Género Kuma 50) En otra modalidad de los polipéptidos del 

20 segundo aspecto de la invención, el polipéptido comprende 

73E, 80T, 320M, 165Q, 169S, 210Q, 260Q y 274T. (Género Kuma 

60) En otra modalidad de los polipéptidos del segundo aspecto 

de la invención, el polipéptido comprende 130A, 131M, 179F, 

210Q, 260Q y 274T.  (Género Kuma 70) En aún otra modalidad 

25 de los polipéptidos del segundo aspecto de la invención, los 
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polipéptidos comprenden cambios de aminoácidos de SEQ ID NO: 

71 en una o más posiciones del aminoácido seleccionados del 

grupo consistente en 267.  En una modalidad, el cambio del 

aminoácido es 267V.

5 En una modalidad más de los polipéptidos de cualquier 

aspecto de la invención, los polipéptidos además comprenden 

una etiqueta histidina en el término C del polipéptido, para 

facilitar el aislamiento del polipéptido.  Puede utilizarse 

cualquier etiqueta histidina adecuada; en una modalidad, la 

10 etiqueta está relacionada con un asiento de corte proteasa 

TEV (ENLYFQS) (SEQ ID NO: 149) para permitir su remoción 

eficiente con proteasa TEV después de la purificación, por 

ejemplo, la etiqueta puede comprender o consistir de la 

secuencia de aminoácidos GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 

15 139).  En otra modalidad, la etiqueta de histidina es una 

etiqueta histidina escindible, que permite la fácil 

eliminación de la etiqueta His.  En una modalidad, la 

etiqueta histidina escindible comprende la secuencia de 

aminoácido XNPQ(L/Q)PXNHHHHHH (SEQ ID NO: 131), en donde XN 

20 es un enlazador de entre 1-25 residuos de aminoácidos.  En 

un ejemplo no limitante, la etiqueta histidina escindible 

comprende la secuencia de aminoácidos 

GSSGSSGSQPQLPYGSSGSSGSHHHHHH (SEQ ID NO: 132).

En una modalidad de cualquier aspecto de los 

25 polipéptidos de la invención, las substituciones del 
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aminoácido en comparación con SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 

71 puede comprender una o más de las sustituciones observadas 

en las Tablas 1 o 2.  Las sustituciones en esas posiciones 

se encontraron como generalmente bien toleradas (es decir, 

5 generalmente resultan en efectos menores o falta de los 

mismos en la actividad) y en algunos casos para aumentar la 

actividad de los polipéptidos de la invención en no más del 

20%.

10

15

20

25
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Tabla 1.  Sustituciones de aminoácidos posibles en 

posición relativa a Kuma10.

5

10

15

20

25
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En otra modalidad de cualquier aspecto de los 

polipéptidos de la invención, las substituciones del 

aminoácido en comparación con SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 

71 puede comprender una o más de las sustituciones observadas 

5 en la Tabla 2.  

10

15

En otra modalidad de cualquier aspecto de los 

20 polipéptidos de la invención, del aminoácido en cada residuo 

de los polipéptidos de la invención puede ser como se indica 

en la Tabla 3, que enumera todas las mutaciones posibles en 

cada posición en las enzimas de polipéptido según lo predicho 

por el análisis de mutagénesis computacional.  Como se 

25 describe en los ejemplos siguientes, las mutaciones se 
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probaron en cada posición encontrada en el sitio activo 

(residuos 261-264, 266-267, 270, 317-320, 350-354, 368, 397, 

403-404, 446, 448, 456 y 463-468) utilizando cebadores 

degenerados para probar los efectos de varias sustituciones 

5 de aminoácidos en actividad; las que no interfirieron con la 

actividad pueden ser incorporadas en los polipéptidos de la 

invención, tal como se refleja en la Tabla 3.

10

15

20

25
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Tabla 3.  Posibles aminoácidos en residuos relativos a 

Kuma 010 

5

10

15

20

25
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5

10

15

20

25
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5

10

15

20

25
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5

10

15

20

25
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5

10

15

20

25
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5

10

15

20

25
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5

10

15

20

25
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5

10

15

20

25



36

5

10

15

20

25
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5

10

15

20

25
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En una modalidad más, los polipéptidos de la invención 

5 comprenden o consiste de la secuencia de aminoácidos 

seleccionados del grupo que consiste de las SEQ ID NO: 2-42, 

44-60 y 72-112 y 114-130 y 150-155, mostrada a continuación.   

Estos polipéptidos han aumentado la actividad con respecto a 

Kuma010, como se muestra en los ejemplos que siguen, o 

10 proporcionan producción mejorada de los polipéptidos.  En 

una modalidad, los polipéptidos comprenden o consisten en la 

secuencia de aminoácidos seleccionados del grupo que consiste 

en las SEQ ID NO: 2-42, 55-60 y 72-112, 125-130 y 150-155; 

estos polipéptidos muestran todos mejor actividad con 

15 Kuma010.

El dominio Terminal N se encuentra en negrita, y se 

observan cambios con respecto a Kuma 011 junto al nombre del 

polipéptido.  En todos los casos, los polipéptidos que se 

describen a continuación pueden comprender además una 

20 etiqueta histidina en la terminal C.  Puede utilizarse 

cualquier etiqueta histidina adecuada; Puede utilizarse 

cualquier etiqueta histidina adecuada; en una modalidad la 

etiqueta se vincula a una corte sit de proteasa TEV (ENLYFQS) 

(SEQ ID NO: 149) para permitir su remoción eficiente con 

25 proteasa TEV después de la purificación, por ejemplo, la 
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etiqueta puede comprender o consistir de la secuencia de 

aminoácidos GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139).    En otra 

modalidad, la etiqueta histidina escindible puede 

incorporarse en la termina C, que comprende la secuencia de 

5 aminoácido XNPQ(L/Q)PXNHHHHHH (SEQ ID NO: 131), en donde XN 

es un enlazador de entre 1-25 residuos de aminoácidos.  En 

un ejemplo no limitante, la etiqueta histidina escindible 

puede comprender la secuencia de aminoácidos 

GSSGSSGSQPQLPYGSSGSSGSHHHHHH (SEQ ID NO: 132).

10

Kuma011 – K262E

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

15 HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

20 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 2 (sin procesar), SEQ ID NO: 72 

(procesado))

25 Kuma011 – V268A
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

5 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEAELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

10 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 3 (sin procesar), SEQ ID NO. 73 

(procesado))

Kuma011 – V268S

15 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

20 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGESELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 4 (sin procesar), SEQ ID NO: 74 

(procesado))

Kuma011 – V268T

5 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

10 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGETELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

15 VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 5 (sin procesar) (SEQ ID NO:16) 

75 (procesado))

Kuma011 – E269L

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

20 ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVLLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

25 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 6 (sin procesar) SEQ ID NO: 76 

5 (procesado))

Kuma011 – E269T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

10 AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

15 QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 7 (sin procesar), SEQ ID NO: 77 

(procesado))

20

Kuma011 – L270A

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

25 HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVEADIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

5 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 8 (sin procesar), SEQ ID NO: 78 

(procesado))

10 Kuma011 – L270T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

15 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVETDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

20 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 9 (sin procesar), SEQ ID NO. 79 

(procesado))

25 Kuma011 – L270V
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

5 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVEVDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

10 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 10 (sin procesar), SEQ ID NO. 

80 (procesado))

Kuma011 – G319A

15 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

20 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWAGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 11 (sin procesar), SEQ ID NO: 

81 (procesado))

Kuma011 – S354A

5 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

10 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDAGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

15 VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 12 (sin procesar), SEQ ID NO: 

82 (procesado))

Kuma011 – S354E

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

20 ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

25 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDEGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 13 (sin procesar), SEQ ID NO: 

5 83 (procesado))

Kuma011 – S354Q

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

10 AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTGGE

15 QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 14 (sin procesar), SEQ ID NO: 

84 (procesado))

20

Kuma011 – S354R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

25 HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDRGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

5 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 15 (sin procesar), SEQ ID NO: 

85 (procesado))

10 Kuma011 – S354Y

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

15 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDYGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

20 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 16 (sin procesar), SEQ ID NO: 

86 (procesado))

Kuma011 – G358N
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

5 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTNGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

10 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 17 (sin procesar), SEQ ID NO: 

87 (procesado))

Kuma011 – G358S

15 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

20 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 18 (sin procesar), SEQ ID NO: 

88 (procesado))

Kuma011 – G358Q

5 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

10 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTQGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

15 VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 19 (sin procesar), SEQ ID NO: 

89 (procesado))

Kuma011 – G358T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

20 ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

25 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTTGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 20 (sin procesar), SEQ ID NO: 

5 90 (procesado))

Kuma011 – H368F

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

10 AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

15 QDGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 21 (sin procesar), SEQ ID NO: 

91 (procesado))

20

Kuma011 – H368Q

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

25 HFRMQRRAEGGFEARSQA



51

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVQFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

5 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 22 (sin procesar), SEQ ID NO: 

92 (procesado))

10 Kuma011 – D399Q

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

15 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

20 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 23 (sin procesar), SEQ ID NO: 

93 (procesado))

Kuma011 – D402S
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

5 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPSGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

10 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 24 (sin procesar), SEQ ID NO: 

94 (procesado))

Kuma011 – D402Q

15 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

20 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPQGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 25 (sin procesar), SEQ ID NO: 

95 (procesado))

Kuma011 – T406S

5 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

10 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPQGGASGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

15 VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 26 (sin procesar), SEQ ID NO: 

96 (procesado))

Kuma011 – N424K

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

20 ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

25 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPQGGASGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 27 (sin procesar), SEQ ID NO: 

5 97 (procesado))

Kuma011 – A449E

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

10 AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

15 QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPETGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 28 (sin procesar), SEQ ID NO: 

98 (procesado))

20

Kuma011 – A449Q

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

25 HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

5 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 29 (sin procesar), SEQ ID NO: 

99 (procesado))

10 Kuma011 – I456V

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

15 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVVDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

20 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 30 (sin procesar), SEQ ID NO: 

100 (procesado))

Kuma011 – T461R
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

5 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEARVTGGTSAVAPLFAALVA

10 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 31 (sin procesar), SEQ ID NO: 

101 (procesado))

Kuma011 – I463A

15 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

20 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVAGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 32 (sin procesar), SEQ ID NO: 

102 (procesado))

Kuma011 – I463L

5 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

10 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVLGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

15 VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 33 (sin procesar), SEQ ID NO: 

103 (procesado))

Kuma011 – I463M

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

20 ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

25 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVMGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 34 (sin procesar), SEQ ID NO: 

5 104 (procesado))

Kuma011 – I463Q

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

10 AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

15 QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVQGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 35 (sin procesar), SEQ ID NO: 

105 (procesado))

20

Kuma011 – I463R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

25 HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

5 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVRGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 36 (sin procesar), SEQ ID NO: 

106 (procesado))

10 Kuma011 – I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

15 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

20 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 37 (sin procesar), SEQ ID NO: 

107 (procesado))

Kuma011 – I463V
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

5 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVVGGTSAVAPLFAALVA

10 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 38 (sin procesar), SEQ ID NO: 

108 (procesado))

Kuma023: G368S; I463T

15 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

20 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 39 (sin procesar), SEQ ID NO: 

109 (procesado))

Kuma 020 como se indica en los ejemplos es el 

polipéptido Kuma023 que incluye la siguiente etiqueta de 

5 histidina terminal C: GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139).

Kuma021: G368S; D399Q; A449Q; I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

10 AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTSGE

15 QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 154 (sin procesar), SEQ ID NO: 

155 (procesado))

20

Kuma031: K262E; E269T; S354Q; G358S; D399Q; A449Q; 

I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT



62

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

5 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 40 (sin procesar), SEQ ID NO: 

10 110 (procesado))

Kuma 030 como se indica en los ejemplos es el 

polipéptido Kuma031 que incluye la siguiente etiqueta de 

histidina terminal C: GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139).

15 Kuma041: S319A; H368F; D399Q; A449Q; I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

20 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWAGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

25 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 41 (sin procesar), SEQ ID NO: 

111 (procesado))

Kuma 040 como se indica en los ejemplos es el 

polipéptido Kuma041 que incluye la siguiente etiqueta de 

5 histidina terminal C: GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139).

Kuma051: K262E; E269T; L270V; S354Q; G358S; D399Q; 

A449Q

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

10 ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTVDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

15 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 42 (sin procesar), SEQ ID NO: 

20 112 (procesado))

Kuma 050 como se indica en los ejemplos es el 

polipéptido Kuma051 que incluye la siguiente etiqueta de 

histidina terminal C: GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139).

25 Kuma022: P171R; H172R; G368S; I463T
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

RFRMQRRAEGGFEARSQA

5 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

10 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 55 (sin procesar), SEQ ID NO: 

125 (procesado))

Kuma032: P171R; H172R; K262E; E269T; S354Q; G358S; 

15 D399Q; A449Q; I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

RFRMQRRAEGGFEARSQA

20 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

25 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 56 (sin procesar), SEQ ID NO: 

126 (procesado))

Kuma042: P171R; H172R; S319A; H368F; D399Q; A449Q; 

5 I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

RFRMQRRAEGGFEARSQA

10 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWAGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

15 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 57 (sin procesar), SEQ ID NO: 

127 (procesado))

Kuma052: P171R; H172R; K262E; E269T; L270V; S354Q; 

20 G358S; D399Q; A449Q

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

RFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTVDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

5 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 58 (sin procesar), SEQ ID NO: 

128 (procesado))

10 Kuma061: K262E; E269T; S354Q; G358S; D399Q; A449Q; 

I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

15 HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSMPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

20 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 150 (sin procesar), SEQ ID NO: 

151 (procesado))
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Kuma 060 como se indica en los ejemplos es el 

polipéptido Kuma061 que incluye la siguiente etiqueta de 

histidina terminal C: GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139).

5 Kuma062: P171R; H172R; K262E; E269T; S354Q; G358S; 

D399Q; A449Q; I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

10 RFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSMPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

15 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 59 (sin procesar), SEQ ID NO: 

129 (procesado))

20 Kuma071: S319A; H368F; D399Q; A449Q; I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWAMPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

5 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 152 (sin procesar), SEQ ID NO: 

153 (procesado))

Kuma 070 como se indica en los ejemplos es el 

10 polipéptido Kuma071 que incluye la siguiente etiqueta de 

histidina terminal C: GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139).

Kuma072: P171R; H172R; S319A; H368F; D399Q; A449Q; 

I463T

15 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

RFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

20 PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWAMPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 60 (sin procesar), SEQ ID NO: 

130 (procesado))

Como se describe en la Tabla 4, los cambios 

5 realizados en Kuma010/011 tienen efecto significativo sobre 

la actividad catalítica de las proteínas de diseño.  La Tabla 

4 muestra la eficacia de las mutaciones individuales en la 

catalización de la degradación de diversas secuencias de 

péptidos de gliadina.  Los ejemplos proporcionan más datos 

10 sobre mutantes individuales y combinación específicos.

15

20

25
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Tabla 5

5

10

15

20

25
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MUTACIONES DE PRODUCCIÓN MEJORADA

Las mutaciones que mejoran la producción pueden 

proporcionar mejoras en una de tres categorías: 1. Alterar 

5 el método de purificación; 2. aumentar el rendimiento; y 3. 

disminuir la probabilidad de que el autoprocesamiento 

enzimático ocurrirá durante la purificación, simplificando 

el análisis de esta manera.  Además de la etiqueta His que 

es extraíble por la actividad proteolítica de los 

10 polipéptidos divulgados en el presente documento cae en la 

categoría 1; el mutante R105H parece mejorar el rendimiento 

en ~ 2 veces, colocando esta mutación en la categoría 2; y 

las mutaciones en las posiciones 171-174 colocan estos 

mutantes en categoría 3. 

15

Kuma010 con Kuma010-Etiqueta His escindible

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

20 HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

25 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA



72

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQPGSSGSSGSQPQLPYGSSGSSGSHHHHHH (SEQ ID NO: 43 

(sin procesar), SEQ ID NO: 113 (procesado))

5 Kuma011 – R105H

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA

10 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

15 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 44 (sin procesar), SEQ ID NO: 

114 (procesado))

Kuma011 – P171A

20 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARA

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

25 PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
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TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

5 VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 45 (sin procesar), SEQ ID NO: 

115 (procesado))

Kuma011 – P171R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

10 ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

15 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 46 (sin procesar), SEQ ID NO: 

20 116 (procesado))

Kuma011 – P171S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
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AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARS

HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

5 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 47 (sin procesar), SEQ ID NO: 

10 117 (procesado))

Kuma011 – H172A

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

15 AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

AFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

20 QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 48 (sin procesar), SEQ ID NO: 

118 (procesado))

25
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Kuma011 – H172R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

5 RFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

10 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 49 (sin procesar), SEQ ID NO: 

119 (procesado))

15 Kuma011 – H172S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

SFRMQRRAEGGFEARSQA

20 AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

25 RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
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VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 50 (sin procesar), SEQ ID NO: 

120 (procesado))

Kuma011 – F173R

5 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HRRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

10 PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

15 VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 51 (sin procesar), SEQ ID NO: 

121 (procesado))

Kuma011 – F173S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

20 ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HSRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

25 TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 52 (sin procesar), SEQ ID NO: 

5 122 (procesado))

Kuma011 – R174S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

10 AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFSMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

15 QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 53 (sin procesar), SEQ ID NO: 

123 (procesado))

20

Kuma012: P171R; H172R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

25 RFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT

TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

5 QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 54 (sin procesar), SEQ ID NO: 

124 (procesado))

10 Como se utiliza a lo largo de la presente solicitud, 

se utiliza el término "polipéptido" en su sentido más amplio 

para referirse a una secuencia de aminoácidos de subunidad, 

ya sea que ocurra naturalmente o de origen sintético.  Los 

polipéptidos de la invención pueden comprender L-

15 aminoácidos, D-aminoácidos (que son resistentes a las 

proteasas de aminoácidos específicos L en vivo) o una 

combinación de D - y L-aminoácidos.  Los polipéptidos aquí 

descritos pueden ser sintetizados químicamente o expresados 

por vía recombinante.  Los polipéptidos pueden estar 

20 vinculado con otros compuestos para promover una vida media 

in vivo, tales como por PEGilación, HESilación, PASilación o 

glicosilación.  Dicho vínculo puede ser covalente o no 

covalente como lo entiende el experto en la materia.  Los 

polipéptidos pueden vincularse con cualquier otro vinculador 

25 adecuados, incluyendo, pero no limitado a cualquier 
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vinculador que pueda ser utilizado para la purificación o 

detección (tales como etiquetas FLAG o His).    

En otro aspecto, la presente invención proporciona 

ácidos nucleicos aislados que codifican los polipéptidos de 

5 cualquier aspecto o modalidad de la invención.  La secuencia 

de ácido nucleico aislado puede comprender el ARN o ADN.  

Como se utiliza en este documento, "los ácidos nucleicos 

aislados" son aquellos que se han extraído de sus secuencias 

de ácidos nucleicos circundantes normales en el genoma o en 

10 las secuencias de ADNc.  Estas secuencias de ácido nucleico 

aisladas pueden comprender secuencias adicionales útiles 

para promover la expresión y/o purificación de la proteína 

codificada, incluyendo, pero no limitado a las secuencias de 

poliA, secuencias Kozak modificadas y secuencias que 

15 codifican las etiquetas de epítopo, señales de exportación y 

señales secretoras, señales de localización nuclear y señales 

de localización de membrana plasmática. Será evidente para 

los expertos en la materia, basado en las enseñanzas en el 

presente documento, qué secuencias de ácido nucleico 

20 codifican los polipéptidos de la invención.    

En otro aspecto, la presente invención proporciona 

vectores de expresión de ácido nucleico que comprenden el 

ácido nucleico aislado de cualquier modalidad de la invención 

operativamente vinculado a una secuencia de control adecuado. 

25 El “Vector de expresión recombinante” incluye vectores que 
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vinculan operativamente una región codificante de ácido 

nucleico o gen para cualquier secuencia de control capaz de 

efectuar expresión del producto del gen.  “Las secuencias de 

control” vinculadas operablemente a las secuencias de ácido 

5 nucleico de la invención son secuencias de ácido nucleico 

capaces de afectar la expresión de las moléculas de ácido 

nucleico. Las secuencias de control no necesitan ser 

contiguas a las secuencias de ácido nucleico, mientras que 

hagan la función de dirigir la expresión de los mismos. Por 

10 consiguiente, por ejemplo, las secuencias transcritas 

todavía sin traducir que intervienen pueden presentarse entre 

una secuencia del promotor y las secuencias de ácidos 

nucleicos y la secuencia del promotor puede todavía 

considerarse “vinculada operablemente” a la secuencia de 

15 codificación.  Otras secuencias de control incluyen, pero no 

se limitan a, las señales de poliadenilación, señales de 

terminación y sitios de unión del ribosoma. Estos vectores 

de expresión pueden ser de cualquier tipo conocido en la 

materia, incluyendo, pero no limitados a plásmido y vectores 

20 de expresión basados en virus.  La secuencia de control 

utilizada para expresión de impulso de las secuencias de 

ácido nucleico divulgada en un sistema mamífero puede ser 

constitutiva (impulsado por cualquiera de una variedad de 

promotores, incluyendo, pero no limitado a, CMV, SV40, RSV, 

25 actina, EF) o inducibles (impulsado por cualquiera de una 
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serie de promotores inducibles incluyendo, pero no limitado 

a, tetraciclina, ecdisona, respuesta al esteroide).  La 

construcción de vectores de expresión para su uso en la 

transfección de células procariotas también es conocida en 

5 la materia y de esta manera se puede lograr mediante técnicas 

estándar.  (Ver, por ejemplo, Fritsch, Sambrook y Maniatis, 

en: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring 

Harbor Laboratory Press, 1989; Gene Transfer and Expression 

Protocols, pp. 109-128, ed. E.J. Murray, The Human Press 

10 Inc., Clifton, N.J.), y el Ambion 1998 Catalog (Ambion, 

Austin, TX).  El vector de expresión debe ser replicable en 

los organismos huésped como un episoma o por integración en 

el ADN cromosómico huésped.  En una modalidad preferida, el 

vector de expresión comprende un plásmido. Sin embargo, la 

15 invención pretende incluir otros vectores de expresión que 

sirven funciones equivalentes, tales como vectores virales. 

En otro aspecto, la presente invención proporciona 

células huésped recombinantes que comprenden los vectores de 

expresión de ácido nucleico de la invención.  Las células 

20 huésped pueden ser procariotas o eucariotas.   Las células 

pueden transfectarse o transducirse transitoria o 

establemente.  Estas transfección y transducción de los 

vectores de expresión en las células procariotas y eucariotas 

pueden realizarse mediante cualquier técnica conocida en la 

25 materia, incluyendo, pero no limitado a las transformaciones 
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bacterianas estándar, coprecipitación de fosfato de calcio, 

electroporación, o mediado por liposomas, mediado por 

dextrano DEAE, mediado policatiónico o transfección mediada 

por virus.  (Ver, por ejemplo, Molecular Cloning:  A 

5 Laboratory Manual (Sambrook, et al., 1989, Cold Spring Harbor 

Laboratory Press; Culture of Animal Cells:  A Manual of Basic 

Technique, 2da Ed. (R.I. Freshney. 1987.  Liss, Inc. New 

York, NY).   Un método de producción de un polipéptido de 

acuerdo con la invención es una parte adicional de la 

10 invención. El método comprende los pasos de (a) cultivar un 

huésped de acuerdo con este aspecto de la invención bajo 

condiciones propicias para la expresión del polipéptido, y 

(b) opcionalmente, recuperar el polipéptido expresado. El 

polipéptido expresado puede recuperarse del extracto libre 

15 de células, pellets celulares, o recuperarse del medio de 

cultivo. Los métodos para purificar polipéptidos expresados 

de manera recombinante son bien conocidos por el experto en 

la materia. 

En otro aspecto, la presente invención proporciona 

20 composiciones farmacéuticas, que comprenden el polipéptido, 

ácido nucleico, vector de expresión de ácido nucleico y/o la 

célula huésped recombinante de cualquier aspecto o modalidad 

de la invención y un portador farmacéuticamente aceptable. 

Las composiciones farmacéuticas de la invención pueden 

25 utilizarse, por ejemplo, en los métodos de la invención 
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descritos a continuación.  La composición farmacéutica puede 

comprender además de los polipéptidos, ácidos nucleicos, etc. 

de la invención (a) un lioprotector; (b) un surfactante; (c) 

un agente de carga; (d) un agente de ajuste de tonicidad; 

5 (e) un estabilizador; (f) un preservativo y/o (g) un tampón.

En algunas modalidades, el tampón en la composición 

farmacéutica es un tampón Tris, un tampón histidina, un 

tampón fosfato, un tampón citrato o un tampón acetato.  La 

composición farmacéutica también puede incluir un 

10 lioprotector, por ejemplo, sacarosa, sorbitol o trehalosa. 

En algunas modalidades, la composición farmacéutica incluye 

un preservativo, por ejemplo, cloruro de benzalconio, 

bencetonio, clorohexidina, fenol, m-cresol, alcohol 

bencílico, metilparabeno, propilparabeno, clorobutanol, o-

15 cresol, p-cresol, clorocresol, nitrato fenilmercúrico, 

timerosal, ácido benzoico y diversas mezclas de los mismos. 

En otras modalidades, la composición farmacéutica incluye a 

un agente de carga, como la glicina. En otras modalidades, 

la composición farmacéutica incluye un surfactante, por 

20 ejemplo, polisorbato-20, polisorbato-40, polisorbato-60, 

polisorbato-65, polisorbato-80 polisorbato-85, poloxámero-

188, monolaurato de sorbitán, monopalmitato de sorbitán, 

monoestearato de sorbitán, monooleato de sorbitán, 

trilaurato de sorbitán, triestearato de sorbitán, trioleasto 

25 de sorbitán o una combinación de los mismos.  La composición 
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farmacéutica también puede incluir a un agente de ajuste de 

tonicidad, por ejemplo, un compuesto que produce la 

formulación sustancialmente isotónica o isoosmótica con 

sangre humana. Los agentes de ajuste de tonicidad ejemplar 

5 incluyen sacarosa, sorbitol, glicina, metionina, manitol, 

dextrosa, inositol, cloruro de sodio, arginina y clorhidrato 

de arginina.  En otras modalidades, la composición 

farmacéutica incluye además un estabilizador, por ejemplo, 

una molécula que, cuando se combina con una proteína de 

10 interés sustancialmente previene o reduce la inestabilidad 

química y/o física de la proteína de interés en forma líquida 

o liofilizada. Los estabilizadores ejemplares incluyen 

sacarosa, sorbitol, glicina, metionina, inositol, cloruro de 

sodio, arginina y clorhidrato de arginina.

15 Los polipéptidos, ácidos nucleicos, etc. de la 

invención puede ser el único agente activo en la composición 

farmacéutica, o la composición además puede comprender uno o 

más otros agentes activos adecuados para el uso previsto.

Las composiciones farmacéuticas descritas en este 

20 documento generalmente comprenden una combinación de un 

compuesto que se describe en el presente documento y un 

portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente 

aceptable. Estas composiciones están sustancialmente libres 

de componentes farmacéuticamente no - aceptables, es decir, 

25 contienen cantidades de componentes farmacéuticamente - no 
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aceptables inferiores a los permitidos por los requerimientos 

regulatorios de los EE. UU. en el momento de presentación de 

esta solicitud. En algunas modalidades de este aspecto, si 

el compuesto se disuelve o suspende en agua, la composición 

5 además comprende opcionalmente un adicional portador, 

diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.  En otras 

modalidades, las composiciones farmacéuticas descritas en el 

presente documento son composiciones farmacéuticas sólidas 

(por ejemplo, tableta, cápsulas, etc.).

10 Las composiciones descritas en el presente documento 

se podían proporcionar también como suplemento dietético como 

se describe por las agencias reguladoras de Estados Unidos.

Estas composiciones pueden prepararse de una manera 

bien conocida en la materia farmacéutica y pueden ser 

15 administradas por cualquier vía adecuada.  En una modalidad 

preferida, las composiciones farmacéuticas y formulaciones 

están diseñadas para la administración oral. Pueden ser 

necesarios o deseables los portadores farmacéuticos 

convencionales acuosos, polvo o bases aceitosas y espesantes 

20 y similares.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser en 

cualquier forma adecuada, incluyendo, pero no limitado a, 

tabletas, píldoras, polvos, pastillas, bolsitas, sobres, 

elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, 

25 aerosoles (como un medio sólido o líquido), ungüentos que 
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contienen, por ejemplo, hasta un 10% en peso del compuesto 

activo, cápsulas de gelatina suaves y duras, soluciones 

inyectables estériles y polvos empaquetados estériles.

En otro aspecto, la presente invención proporciona 

5 métodos para el tratamiento de la celiaquía o sensibilidad 

de gluten no celiaca (NCGS), que comprende administrar a un 

individuo con celiaquía o NCGS una cantidad efectiva para el 

tratamiento de la celiaquía o NCGS de uno o más polipéptidos 

seleccionados del grupo que consiste en los polipéptidos de 

10 la de la invención, o usando uno o más de estos polipéptidos 

para procesar alimentos para el consumo por personas con 

celiaquía o NCGS

Los inventores de la presente invención han descubierto 

que los polipéptidos de la invención son capaces de degradar 

15 compuestos ricos en prolina (P)- y glutamina (Q)- del gluten 

conocidos como 'gliadinas' que se cree son responsables de 

la mayor parte de la respuesta inmune en pacientes celiaquía.  

Los polipéptidos de la presente invención muestran actividad 

superior en la degradación de péptidos que tienen un PQLP 

20 (SEQ ID NO: 65) o PQQP (SEQ ID NO: 66) motivo (tal como 

PFPQPQLPY (SEQ ID NO: 67) y/o PFPQPQQPF (SEQ ID NO: 68)), 

que son sustratos representativos de la gliadina) a pH 4 

comparado con Kuma010/011 y otros polipéptidos divulgados 

como útiles para el tratamiento de la celiaquía 

25 (WO2015/023728).  Por consiguiente, los polipéptidos de la 
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invención constituyen una mejora terapéutica significativa 

para el tratamiento de la celiaquía y NCGS.

La enfermedad celiaca (también conocida como celiaquía 

o intolerancia al gluten) es una enfermedad altamente 

5 prevalente en la cual las proteínas dietéticas encontradas 

en productos de trigo, cebada y centeno conocidos como 

'glutenos' evocan una respuesta inmune en el intestino 

delgado de individuos genéticamente predispuestos. La 

inflamación resultante puede conducir a la degradación de 

10 las vellosidades del intestino delgado, impidiendo la 

absorción de nutrientes. Los síntomas pueden aparecer en la 

primera infancia o más adelante en vida y la varían 

ampliamente en severidad, desde diarrea, fatiga, pérdida de 

peso, dolor abdominal, distensión abdominal, exceso de gases, 

15 indigestión, estreñimiento, distensión abdominal, 

náusea/vómito, anemia, hematomas, depresión, ansiedad, 

retraso en el crecimiento en niños, pérdida de cabello, 

dermatitis, perdidas menstruales, úlceras en la boca, 

calambres musculares, dolor en las articulaciones, sangrado 

20 nasal, convulsiones, hormigueo o entumecimiento en manos o 

pies, retraso de la pubertad, defectos en el esmalte de los 

dientes y síntomas neurológicos tales como ataxia o 

parestesia. Actualmente no existen terapias eficaces para 

esta enfermedad en toda la vida excepto la eliminación total 

25 de glutenos de la dieta. Aunque la celiaquía sigue siendo en 
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gran parte poco diagnosticada, su ' prevalencia en los 

Estados Unidos y Europa se estima en 0.5-1.0% de la 

población. Además de la celiaquía, una fracción significativa 

de la población se cree que sufre de la condición de 

5 sensibilidad de gluten no celiaco (NCGS), que es causada por 

la ingestión de gluten, pero es distinta en mecánico a la 

enfermedad celíaca, aunque la los síntomas son con frecuencia 

indistinguibles de la celiaquía. 

Como se utiliza en este documento, "tratamiento de 

10 celiaquía o NCGS" significa cumplir uno o más de los 

siguientes: (a) reducir la severidad de la celiaquía o NCGS; 

(b) limitar o prevenir el desarrollo de síntomas 

característicos de la celiaquía o NCGS; (c) inhibir el 

empeoramiento de los síntomas característicos de la celiaquía 

15 o NCGS; (d) limitar o prevenir la recurrencia de la celiaquía 

o NCGS en pacientes que previamente han tenido el trastorno; 

(e) limitar o prevenir la recurrencia de los síntomas en 

pacientes que estaban previamente sintomáticos para la 

celiaquía o NCGS; y (f) limitar el desarrollo de celiaquía o 

20 NCGS en un sujeto en riesgo de desarrollar celiaquía o NCGS 

o aún no mostrando los efectos clínicos de la celiaquía o 

NCGS.

El individuo por tratar según los métodos de la 

invención puede ser cualquier persona que padece celiaquía o 

25 NCGS, incluyendo a seres humanos.  El individuo puede ser 
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alguien que ya sufre los síntomas o alguien que es 

asintomático.

Como se utiliza en este documento, una "cantidad 

efectiva" se refiere a una cantidad de polipéptido que es 

5 eficaz para el tratamiento de la celiaquía.  Los polipéptidos 

se formulan típicamente como una composición farmacéutica, 

tal como se divulga anteriormente y pueden administrarse por 

cualquier vía conveniente, incluyendo por vía oral, parental, 

por el aerosol de inhalación o por vía tópica en 

10 formulaciones de unidad de dosificación que contienen 

portadores farmacéuticamente aceptables convencionales, 

adyuvantes y vehículos.  En una modalidad preferida, las 

composiciones farmacéuticas y formulaciones se administran 

oralmente, tales como por tabletas, píldoras, pastillas, 

15 elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones o jarabes.

Los regímenes de dosificación se pueden ajustar para 

proporcionar la óptima respuesta deseada (por ejemplo, una 

respuesta terapéutica o profiláctica). Un rango de 

dosificación conveniente puede, por ejemplo, ser 0.1 ug/kg-

20 100 mg/kg de peso corporal; alternativamente, puede ser 0.5 

ug/kg a 50 mg/kg; 1 ug/kg a 25 mg/kg, o 5 ug/kg a 10 mg/kg 

de peso corporal. Los polipéptidos pueden ser entregados en 

un único bolo, o pueden administrarse más de una vez (por 

ejemplo, 2, 3, 4, 5 o más veces) de acuerdo con lo determinado 

25 por un médico.
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Ejemplo 1

La gliadina es altamente enriquecida en prolina (P) y 

glutamina (Q), lo que la hace recalcitrante a la degradación 

5 por las enzimas digestivas humanas. Los fragmentos de péptido 

rico en PQ derivados de la digestión parcial de la gliadina 

se deamina en el lumen intestinal, permitiendo de esta manera 

el enlace de HLA-DQ2 o DQ8 y la estimulación de una respuesta 

inflamatoria Th1 en pacientes con CD3. La endopeptidasa de 

10 gliadina KUMAMAXTM (en adelante denominada Kuma011 o Kuma 010 

si refiere a Kuma011 incluyendo la etiqueta de histidina 

terminal C: GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139)), que 

demuestra la estabilidad y funcionalidad en condiciones 

gástricas, fue previamente diseñado para degradar los 

15 péptidos que contienen el motivo de dipéptido PQ4. Basado en 

la estructura cristalina de Kuma010 (PDB ID 4NE7), se 

rediseña el sitio activo de Kuma010  que selecciona las 

mutaciones para aumentar la actividad contra los péptidos de 

gliadina inmunogénica. Luego se analizaron las mutantes 

20 diseñados para el aumento de la actividad contra 33mer 

altamente inmunogénico (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF 

(SEQ ID NO: 69)) y 26mer (FLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ (SEQ ID 

NO: 70)) péptidos de gliadina6,7. Estos péptidos albergan 

motivo del tripéptido PQL o PQQ, representante de los 

25 epítopos de célula T gliadina mostraron ser tóxicos para la 
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mayoría de los pacientes celiacos8.  De esta manera, se 

construyó la variante Kuma030. Kuma030 es 44 veces más activo 

contra los péptidos que contienen PQQ y 11 veces más activos 

que los péptidos que contienen PQL, que Kuma010.

5 Basado en el modelado molecular, la supuesta interfaz 

de enlace de péptido S1’ de Kuma010 consiste en residuos 

hidrofóbicos completamente y debe, por lo tanto, preferir 

residuos hidrofóbicos tales como leucina y residuos no 

polares tales como glutamina, en P1'. El bolsillo de enlace 

10 S1’ de Kuma030 introduce una isoleucina para la mutación de 

treonina (I463T), que se predice que proporciona un enlace 

de hidrógeno con una  glutamina P1’, lo que permite que esta 

enzima alberga leucina y glutamina en el subsitio  S1’ y por 

lo tanto se dirige tanto a tripéptidos PQL, como PQQ. Kuma030 

15 también incorpora seis mutaciones adicionales (K262E, E269T, 

S354Q, G358S, D399Q, A449Q) que proporcionan mayor eficiencia 

catalítica sobre los péptidos 26mer y 33mer. G358S se predice 

para estabilizar el bucle que contiene una histidina diseñada 

introducida en Kuma010 que se predice que es un enlace de 

20 hidrógeno a los residuos de glutamina P1. Las mutaciones 

restantes se predicen para estabilizar la estructura de la 

proteína como se modeló.

Mientras decenas de epítopos ricos en PQ se han 

enlazado a CD, varios péptidos derivados de la gliadina 

25 (trigo), hordeina (cebada), y secalina (centeno) se ha 



92

demostrado que representan la gran mayor parte de la 

respuesta inmune en CD y por lo tanto se han clasificado como 

inmunodominantes8. En el trigo, estos incluyen los péptidos 

W02-E07 (LQPFPQPQLPYPQPQ (SEQ ID NO: 133)), W03-E07 

5 (QPFPQPQQPFPWQP (SEQ ID NO: 134)) y el péptido 33mer, que 

contiene la secuencia W02-E076,9.  Estos péptidos albergan 

varios epítopos que mostraron ser altamente inmunogénicos9-

11. Para evaluar la capacidad de Kuma030 de destruir a estos 

epítopos en todo el gluten, el gluten de trigo purificado se 

10 incubó con Kuma030 bajo condiciones gástricas simuladas (pH 

4.0 a 37°C con 0.6 mg mL-1 de pepsina)12. El resto de la 

fracción de gluten después de la degradación fue cuantificada 

utilizando ensayos de ELISA basados en anticuerpos R5 o G12 

que reconocen los motivos de aminoácidos QQPFP (SEQ ID NO: 

15 135) y QPQLPY (SEQ ID NO: 136), respectivamente, que abarcan 

todos los epítopos inmunodominantes en los péptidos 

anteriores13,14. Para comparar la actividad de Kuma030 con las 

de las glutenasas publicados, también se examinaron la 

glutenasas EPB2 y SCPEP, que son actualmente las pioneras a 

20 una proporción de 1:1 como una enzima de combinación 

terapéutica enzimática para CD15. Las enzimas EPB2 y SCPEP 

generadas en este trabajo se verificaron que tienen 

actividades consistentes con la de los valores 

publicados16,17. Tras la incubación con gluten, se observó una 

25 reducción de dosis dependiente en el QQPFP (SEQ ID NO: 135), 



93

o QPQLPY- (SEQ ID NO: 136) carga que utiliza Kuma030, Kuma010 

o una combinación de 1:1 de EPB2 y SCPEP (Fig. 1A). En una 

relación p:p 1:25 de enzima: gluten, EPB2 y SCPEP 

descomposición de 84.8% de gluten presente, consistente con 

5 los informes previamente publicados de esta combinación de 

enzima18,19. Kuma030 fue muy eficaz en la eliminación de estos 

epítopos de péptidos en todo el gluten, con una proporción 

de 1:400 de enzima: el gluten es suficiente para reducir el 

gluten inmunogénico presente en más del 99.5% en 60 minutos, 

10 como se cuantifica por ambos métodos utilizados (Fig. 1A). 

La reducción de Kuma030-dependiente de la carga inmunogénica 

del gluten es rápida, con > 98% de degradación conseguido 

por 5 minutos en una proporción de 1:25 (Fig. 1B). La 

espectroscopía de masas de los productos de escisión de 

15 Kuma030 reveló que Kuma030 escindió cada péptido después del 

motivo de dipéptido de PQ en los epítopos inmunodominantes 

del trigo (33mer, W02-E07 y W03-E07) y también los de cebada 

B08-E2E7 (PQQPIPQQPQPYPQQ (SEQ ID NO: 61)) y centeno R11-

E2E7 (QPFPQQPEQIIPQQP)9 (SEQ ID NO: 62) (Fig. 1C). Mientras 

20 que estos péptidos intactos son altamente 

inmunoestimulantes, los productos de descomposición del 

péptido no se predicen para estimular el sistema 

inmunológico, ya que se pensaba que los resultados de acción 

de Kuma030 en la eliminación del epítopo 9mer de núcleo para 

25 desencadenar la respuesta inmune20. La capacidad de Kuma030 
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para escindir estos péptidos que contienen un PQL o un motivo 

de tripéptido PQQ y reducir la carga de gliadina medida por 

anticuerpos G12 y R5, son consistentes con la hipótesis de 

que Kuma030 puede enlazar y escindir péptidos con leucina o 

5 una glutamina en el bolsillo de enlace S1’.

La capacidad de Kuma030 para degradar eficientemente 

epítopos de gliadina inmunogénica sugiere que la incubación 

de gliadina con Kuma030 puede reducir su capacidad para 

estimular una respuesta inmune mediada por células T. Los 

10 ensayos de células T utilizando células derivadas de las 

biopsias intestinales de pacientes celíacos representan el 

estándar de oro para esta evaluación. Evaluar directamente 

la hipótesis de que la incubación con Kuma030 disminuirá o 

eliminará la capacidad de inmunoestimulantes de gliadina, se 

15 realizaron ensayos de célula T en el cual las células se 

expusieron a gliadina tratada con Kuma030 y se evaluó la 

reacción de células T resultantes. Las líneas celulares CD4+ 

T intestinales altamente reactivas a la gliadina utilizadas 

en este estudio se generaron previamente de la mucosa 

20 intestinal y han mostrado reacción a una variedad de epítopos 

en familias de gliadinas diferentes21. Kuma030 y la pepsina 

se incubaron con gliadina de trigo purificada en condiciones 

gástricas simuladas en laboratorio durante 60 minutos. Con 

el fin de imitar el tránsito en el compartimento intestinal, 

25 entonces aumentaron los niveles de pH de las muestras, y las 
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muestras fueron tratadas con quimotripsina y deamidadas con 

TG2 para desenmascarar los epítopos inmunogénicos. Las 

muestras de gliadina resultantes se presentaron a las líneas 

celulares T y se evaluó la estimulación mediante la medición 

5 de la producción de IFN-γ (Fig. 2A-E) y la proliferación de 

la célula T (Figura 3A-D). La exposición de líneas de células 

T a la gliadina tratada con pepsina dio lugar a la 

estimulación de la producción de IFN-γ, y el tratamiento 

conjunto de gliadina con pepsina y Kuma030 redujo esta 

10 respuesta, eliminándola en altas concentraciones. Las 

disminuciones observadas en la producción de IFN-γ no eran 

debidas a la toxicidad Kuma030. De manera importante, Kuma030 

eliminó la respuesta de la célula T a la gliadina en cada 

línea de célula T probada independientemente de la 

15 especificidad de la célula T del epítopo, indicando que 

Kuma030 es eficaz contra los epítopos reconocidos por las 

líneas de célula T utilizadas en este ensayo. Puesto que 

estos epítopos abarcan las tres familias principales de la 

gliadina: α-, ω y γ-gliadina, esto sugiere que la Kuma030 es 

20 capaz de degradar epítopos inmunogénicos dentro de todas las 

regiones pertinentes de gliadina. 

Los experimentos anteriores demuestran la capacidad de 

Kuma030 para degradar epítopos de gliadina inmunogénica en 

el contexto de gluten de trigo purificado o gliadina. Sin 

25 embargo, para evaluar la aplicación práctica, es importante 
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evaluar la efectividad de Kuma030 en matrices de bebidas y 

alimentos fisiológicamente relevantes. Para evaluar la 

actividad de Kuma030 en escenarios de digestión gástrica, se 

probó la capacidad de Kuma030 para romper el gluten en una 

5 mezcla de pan acidificado y una cerveza de trigo. El pan 

integral se molió en saliva artificial para simular la 

masticación a una concentración de pan representativa de la 

del estómago después de la ingestión de una rebanada de pan. 

La mezcla luego se acidificó por la adición de HCl y pepsina, 

10 y se agregaron glutenasas a diferentes concentraciones. Luego 

se cuantificó la cantidad de gluten restante después de 30 

minutos de digestión, que representa el tiempo promedio que 

pasan de los alimentos en el estómago antes del comienzo de 

la ingesta de liberación en el duodeno a través de la abertura 

15 pilórica22. A mayor concentración glutenásica probada (1000 

μg mL-1), el tratamiento con EPB2 y SCPEP dio lugar a la 

degradación del gluten en 84.4% (Fig. 4A). Esto es comparable 

a los resultados publicados de un estudio fase I mostrando 

EPB2 y SCPEP eliminaron 70-79% de gluten en una comida de 

20 prueba en una relación 1:10 de enzima:gluten en el estómago 

humano después de un tiempo de incubación de 30 minutos23. En 

una concentración de 62.5 μg mL-1 (una relación 1:160 p:p), 

Kuma030 redujo el nivel de gluten en el pan por debajo de 20 

ppm (el umbral de FDA para el etiquetado "libre de gluten"). 

25 Por último, la capacidad de degradar gluten de Kuma030 fue 
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probada directamente en una cerveza de trigo, dado que las 

cervezas de trigo demuestran niveles de gluten 

comparativamente altos24. La cerveza se incubó con Kuma030 a 

37° C o 4° C en dos concentraciones de enzima. Se tomaron 

5 muestras en diferentes puntos de tiempo y se cuantificó la 

concentración de gluten restante. Se encontró que la 

incubación de la cerveza, que demostró una concentración de 

gluten ~764 ppm, con Kuma030 disminuyó el nivel de gluten 

disminuir a 20 ppm por 5 minutos (Fig. 4B). La rapidez de 

10 este efecto es particularmente importante, ya que los 

líquidos se vacían a través del estómago considerablemente 

más rápido que los sólidos25. Sorprendentemente, Kuma030 

redujo significativamente la carga del gluten de la cerveza 

de trigo incluso a 4° C, dado que la incubación con el Kuma030 

15 a 700 μg mL-1 redujo los niveles de gluten por debajo de 20 

ppm por 5 minutos.

En este momento, la única terapia para la enfermedad 

celíaca es una dieta libre de gluten estricta de por vida. 

La terapia oral se ha considerado una opción atractiva para 

20 CD dada la identificación de los epítopos de gliadina 

inmunogénica ricos en PQ que estimulan la respuesta inmune3. 

Una característica útil de cualquier enzima oral terapéutica 

para CD es la capacidad para romper los péptidos inmunógenos 

en condiciones gástricas, ya que la respuesta inmune 

25 inflamatoria a la gliadina se produce inmediatamente al 
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entrar en el intestino26. Los estudios de reto de gluten en 

pacientes con CD han demostrado que la carga de gluten 

ingerida debe mantenerse a 10 mg o menos con el fin de 

prevenir el daño intestinal27,28. De hecho, la FDA exige 

5 actualmente que los alimentos etiquetados como "libre de 

gluten" deberán demostrar menos de 20 ppm de gluten, puesto 

que la estricta observancia de esta norma está prevista para 

resultar en una ingesta diaria de 10 mg o menos. De esta 

manera, la ingestión accidental de 1 g de gluten 

10 (aproximadamente la cantidad de gluten presente en un crotón) 

se debe reducir en un 99% o más en el compartimento gástrico 

para prevenir el daño intestinal y los síntomas que pudieran 

surgir de la exposición al gluten. Por lo tanto, existe una 

clara necesidad de glutenasas que puedan destruir rápidamente 

15 los epítopos de gliadina inmunogénica en condiciones 

gástricas. En un modelo de mezcla de pan que representa la 

ingestión de 4 g de gluten, Kuma030 se encontró que degrada 

> 99.8% de la carga de gliadina 30 minutos en una proporción 

de 1:160 p:p. Además, Kuma030 destruye específicamente 

20 péptidos con el motivo dipéptido PQ, el cual se encuentra 

comúnmente en todas las regiones inmunogénicas del gluten. 

De hecho, Kuma030 es capaz de degradar todos los péptidos 

inmunodominantes probados y la gliadina tratada con Kuma030 

no pudo estimular la producción IFN -γ de todas las líneas 

25 de célula de T probadas, que es significativa ya que los 
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pacientes CD demuestran un sinnúmero de respuestas a 

diferentes epítopos inmunogénicos.
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Ejemplo 2

Las enzimas diseñadas por computadora fueron 

producidas y probadas por su capacidad descomponer los 

5 péptidos de gliadina inmunogénica.  Las mutaciones que 

demostraron mejorar la capacidad de la enzima para dirigirse 

a péptidos relevantes fueron combinadas y probadas en un 

proceso iterativo para aumentar aún más la actividad.  Más 

recientemente, el diseño se ha extendido al bolsillo de 

10 enlace S1’ para preferir aminoácidos L o Q.  Este esfuerzo 

de ingeniería tiene mayor actividad en péptidos que contienen 

un tripéptido PQL o PQQ, que se localizaron dentro del 

epítopo del núcleo de virtualmente todos los péptidos de 

gliadina inmunogénica.    

15 Se utilizaron diversas variantes de Kuma010.  Las 

diferencias mutacionales específicas y sus efectos relativos 

sobre la actividad se enumeran en la Tabla 6 a continuación.  

20

25
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Tabla 6

5

10

15

20

25
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5

10

avariante Kuma010 específico que sirve como fondo sobre 

el cual se hicieron las mutaciones mencionadas.

15 bPosiciones mutacionales se indican en relación con la 

enzima Kuma010 de longitud completa.  

cMejora de la actividad se calculó para cada variante 

como un aumento en la actividad con relación a la de la 

enzima de "fondo", la enzima plantilla utilizada para hacer 

20 esa variante.  La actividad se midió en uno o más de los 

siguientes sustratos: un PQPQLP etiquetado por fluorescencia 

(SEQ ID NO: 156) substrato, 33mer5 (contiene PQL) o 26mer6 

(contiene PQQ) péptidos o DQ2.5-glia-α1a (contiene PQL) o 

DQ2.5-gliaω1 (contiene PQQ)7.  Es importante señalar que, 

25 dado que cientos de variantes Kuma010 se analizaron, hubiera 
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sido impráctico obtener constantes cinéticas para cada 

mutante, por lo consiguiente la cantidad de veces de mejora 

mostró en este caso estimaciones en lugar de números 

definitivos.  El número de veces de mejora presentados en 

5 este documento se calculó de la cantidad de degradación de 

péptido detectado en el ensayo de degradación por LC-MS.  

dND: no determinado.  Las actividades de las 

derivaciones Kuma060, Kuma061, and Kuma062; and Kuma070, 

Kuma071, and Kuma072; se compararon directamente entre sí en 

10 ensayos de degradación de pan o alimentos en vez de por 

evaluación de la degradación de péptidos individual para 

confirmar que no hay disminución de la actividad enzimática 

ocurrida tras la pérdida de la etiqueta His. La capacidad de 

Kuma070 para descomponer los péptidos que contienen PQL y 

15 PQQ se comparó con Kuma040 como se explica a continuación.

Kuma020, Kuma021 y Kuma030

El sitio activo de Kuma010 experimentó mayor esfuerzo 

de diseño para mejorar la actividad frente a sustratos que 

20 contengan tripéptidos PQL o PQQ.  Los esfuerzos de ingeniería 

identificaron las mutaciones G358S y I463T como importantes 

contribuyentes al aumento de la actividad.  La mutación G358S 

era un refinamiento a una mutación anterior en este sitio en 

Kuma010.  La mutación de I463T eliminó el impedimento 

25 estérico en el bolsillo de enlace P1’ cuando se dirigieron a 
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los motivos de tripéptido PQL e introdujeron un nuevo enlace 

de hidrógeno predicho cuando PQQ fue el sustrato4.  La 

variante Kuma010 que alberga estas dos mutaciones demostró 

una gran mejora sobre  Kuma010 original y fue nombrada 

5 Kuma020.    

Esta enzima Kuma020 sufrió mutaciones adicionales.  

D399Q y A449Q fueron las mutaciones que se encontraron fuera 

del sitio activo y por lo tanto no se preveían que afectaran 

el enlace al sustrato.  En cambio, estas dos mutaciones 

10 dieron lugar a nuevos enlaces de hidrógeno intramolecular 

predichos y así se predijeron para estabilizar la enzima.  

La variante resultante, Kuma021, mostró un aumento en la 

actividad.

Tres otros refinamientos contribuyeron a la generación 

15 de Kuma030 a partir de Kuma021. Kuma030 se describe en 

detalle más arriba.

Kuma040 y Kuma050

Como una alternativa a las mutaciones mencionadas, un 

20 conjunto diferente de las mutaciones en el fondo Kuma010, 

S319A y H368F, condujo a una arquitectura de sitio activo 

diferente a la encontrada en Kuma030.  Estas mutaciones, 

junto con D399Q, A449Q y I463T, (mutaciones que también 

aumentan la actividad en Kuma030) conforman la variante 

25 Kuma040.  Kuma041, Kuma042, Kuma070, Kuma071 y Kuma072 tienen 



108

Kuma040 como sitios de activos, mientras que Kuma031, 

Kuma032, Kuma060, Kuma061 y Kuma062 tienen Kuma030 como 

sitios de activos.  

Kuma050 es una variante de Kuma010 construida en el 

5 fondo Kuma021 con una arquitectura de sitio activo que tiene 

más en común con Kuma030 que con Kuma040.  Sin embargo, 

Kuma050 carece de la mutación I463T y alberga en su lugar 

una mutación L270V que se predice para aumentar su actividad 

contra péptidos que contienen PQL, pero se prevé que impida 

10 que la glutamina acceda al bolsillo de enlace P1’, lo que 

disminuye actividad en los sustratos que contienen PQQ.  En 

consecuencia, Kuma050 específicamente muestra un alto nivel 

de actividad contra sustratos que contengan PQL, pero no 

contra los sustratos que contienen PQQ.  El perfil de 

15 especificidad de Kuma050 fue deseado debido a que varios 

estudios han indicado que el péptido inmunodominante 33mer 

de α-gliadina, que contiene varios motivos PQL y no motivos 

PQQ, puede ser el péptido responsable de la mayor parte de 

la enfermedad en un subgrupo de pacientes.  

20 Las actividades de Kuma010, Kuma020, Kuma030, Kuma040 

y Kuma050 se muestran a continuación para el péptido 33mer 

altamente inmunogénico de α-gliadina 

(LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 69)) y el 

péptido 26mer de γ-gliadina (FLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ (SEQ 

25 ID NO: 70)), que representa péptidos que contienen PQL- y 
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PQQ-, respectivamente.  La aparición de productos de 

degradación en el tiempo (LPYPQPQPF (SEQ ID NO: 137) para el 

péptido 33mer; FLQPQ (SEQ ID NO: 138) para el péptido 26mer) 

se muestran en las figuras 5A-B.  

5 En ambos casos, Kuma030 fue la enzima probada 

dominante, a través de Kuma040 se demostró la actividad casi 

tan potente como Kuma030 especialmente contra el péptido 

26mer.  Como se esperaba, Kuma050 demostró buena actividad 

en el péptido 33mer, pero actividad pobre en el péptido 

10 26mer.  En comparación con Kuma030 y Kuma040, Kuma020 

demostró una moderada cantidad de actividad en ambos 

péptidos, consistente con que sea un diseño intermedio como 

se muestra anteriormente.  Todas las variantes demuestran 

una mejora marcada en la enzima Kuma010 original. 

15

Kuma060 y Kuma070 

Una mutación diseñada adicional fue la mutación G320M.  

Esta mutación no parecía especialmente prometedora ya que no 

se predijo que mejorara grandemente la actividad, y de hecho, 

20 este residuo, mientras se encuentra en el sitio activo, no 

parece hacer contacto directo con el sustrato de gliadina.  

Sin embargo, la mutación en esta posición mejoró la actividad 

de 2 a 4 veces en ambos sustratos.  Esto podría ser debido a 

pequeños cambios en la cadena principal Kuma010 ocasionados 

25 por la incorporación de la metionina, volviéndola en una 
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confirmación de que es aún más favorable para la catálisis.  

La mutación de G320M fue incorporada a los fondos Kuma030 y 

Kuma040 para generar enzimas Kuma060 y Kuma070, 

respectivamente. 

5 Las Figuras 6A-B muestran la mejora en la actividad 

atribuida a la mutación G320M en el fondo Kuma040 en la 

degradación de ambos epítopos inmunogénicos DQ2.5-glia-α1a 

(contiene PQL) y DQ2.5-glia-ω1 (contiene PQQ).  

10 Las series KumaXX1 y Kuma XX2 

Con la excepción de las variantes de Kuma021, Kuma010 

etiquetadas KumaXX1 (ex. Kuma031) corresponde a la variante 

KumaXX0 (ex. Kuma030) en el cual la proteasa TEV terminal C 

sitio de corte y la etiqueta 6xHis se a borrado genéticamente 

15 (GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139)).  Esta etiqueta, que 

originalmente fue agregada a la enzima Kumamolisina-As de 

alto rendimiento, purificación fácil de variantes de Kuma010, 

se eliminó en ciertas variantes de plomo de Kuma010 como la 

etiqueta 6x His no es preferible en productos farmacéuticos 

20 biológicos.  En general, la eliminación de esta etiqueta no 

afectó la actividad de la enzima, aunque la eliminación de 

la etiqueta His pareció resultar en una ligera disminución 

en la capacidad de la enzima Kuma070 (pero no la enzima 

Kuma060) para degradar la gliadina en una digestión gástrica 

25 de pan de trigo entero.     
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Las variantes de Kuma010 con la etiqueta KumaXX2 (ex 

Kuma032) también falta la etiqueta His y contienen las 

mutaciones adicionales siguientes: P171R y H172R.  Estas 

mutaciones no afectan la actividad de la enzima, pero se 

5 incorporan para simplificar el proceso de purificación.  

Estas mutaciones se introdujeron en el dominio propéptido en 

la región termina N de Kuma010.  Ya que estas mutaciones se 

encuentran dentro del dominio propéptido, no están presentes 

en la enzima madura, activa.  Estas dos mutaciones caen 

10 dentro de la región terminal N de la proteína que se asienta 

en el sitio de actividad de la enzima antes de la escisión 

después de la exposición a pH bajo.  Puesto que esta región 

se encuentra en proximidad de los residuos catalíticos, se 

presume que esta es la región que sufre el evento de escisión 

15 inicial después de la purificación de la enzima Kuma010 

durante procedimientos de purificación estándar.  La terminal 

N de la enzima escindida parcialmente permanece estrechamente 

asociada con la enzima madura hasta que la enzima se expone 

al ácido.  Si bien este auto procesamiento inicial durante 

20 la purificación de las proteínas no afecta negativamente la 

actividad, puede complicar la interpretación del análisis de 

SDS-PAGE por individuos que no estén familiarizados con la 

enzima Kuma010.  Por consiguiente, con el fin de simplificar 

el perfil de SDS-PAGE de enzima purificada, se incorporaron 

25 las mutaciones P171R y H172R para reducir la cantidad de 
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escisión inicial de terminal N que ocurre durante el proceso 

de purificación de proteínas.  

Ya que las variantes KumaXX1 y KumaXX2 carecen de una 

etiqueta His, no se purifican mediante cromatografía de 

5 afinidad de Ni.  En cambio, estas variantes se purifican por 

la cromatografía de intercambio aniónico.  El siguiente 

gráfico demuestra la actividad de las variantes Kuma030, 

Kuma031, Kuma032, Kuma040, Kuma041 y Kuma042 en péptido de 

gliadina inmunogénica DQ2.5-glia-α1a.  En este caso, todas 

10 las proteínas se purificaron por cromatografía de intercambio 

de anión (incluso Kuma030 y Kuma040 que albergan una etiqueta 

6x histidina intacta), con el fin de comparar.  Como se 

muestra en la Figura 7, las mutaciones P171R y H172R no 

parecen afectar negativamente la actividad como Kuma032 y 

15 Kuma042 demuestran actividad comparable como Kuma030 y 

Kuma040 (Kuma042 incluso muestra un ligero incremento en la 

actividad frente a este sustrato en comparación con el 

Kuma040).  

La variante de Kuma010, Kuma062 demuestra una alta 

20 cantidad de actividad y carece de la etiqueta His.  Una 

comparación de Kuma062 con Kuma030 y Kuma040 se muestra en 

las Figuras 8A-B (izquierda, detección de la longitud total 

de DQ2.5-glia-ω1; derecha, detección del producto de 

degradación):

25



113

CINÉTICA ENZIMÁTICA

Los parámetros bioquímicos se estimaron para: Kuma010, 

Kuma030, Kuma040 y Kuma050.  Estas se estimaron utilizando 

epítopos de gliadina inmunogénica DQ2.5-glia-α1a y DQ2.5-

5 glia-ω1.  Los ensayos de degradación se realizaron con 100 

nM de enzima a 37°C en 100 mM de tampón NaOAc de pH 4.0.  La 

siguiente tabla muestra la velocidad inicial de la reacción 

de degradación en función de la concentración de sustrato.  

kcat y KM se calcularon de esto usando la ecuación Michaelis-

10 Menten.  

Los parámetros bioquímicos de todas las enzimas 

probadas se muestran en la Tabla 7, a continuación.

15 Tabla 7

20

Las mutaciones hechas a Kuma030 y Kuma040 incrementaron 

en gran medida la actividad contra estos péptidos, lo cual 

es prometedor para su uso en los péptidos desintoxicantes 

que se vinculan a la enfermedad celiaca.  Como se predijo, 

25 las mutaciones realizadas a la actividad incrementada de 
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Kuma050 en el péptido DQ2.5-glia-α1a, pero no en el péptido 

DQ2.5-glia-ω1.   
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