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COMPOSICIONES Y METODOS PARA TRATAR LA ENFERMEDAD CELIACA

REFERENCIA CRUZADA

Esta solicitud reclama prioridad de 1la Solicitud
Provisional de Patente Estadounidense No. 62/172,557
presentada el 08/06/2015, incorporada por referencia en este

documento en su totalidad.

ANTECEDENTES

La enfermedad celiaca es una enfermedad altamente
prevalente en la cual las proteinas dietéticas encontradas
en productos de trigo, cebada y centeno conocidos como
'glutenos' evocan una respuesta 1inmune en el intestino
delgado de individuos genéticamente ©predispuestos. La
inflamacidén resultante puede conducir a la degradacidén de
las vellosidades del intestino delgado, impidiendo 1la
absorcidén de nutrientes. Los sintomas pueden aparecer en la
primera infancia o méas adelante en la vida vy varia
ampliamente en severidad, de diarrea, fatiga y pérdida de
peso a distensidén abdominal, anemia y sintomas neuroldgicos.
Actualmente no existen terapias eficaces para esta enfermedad
en toda la vida excepto la eliminacidén total de glutenos de
la dieta. Aunque la celiaquia sigue siendo en gran parte poco
diagnosticada, su ' prevalencia en los Estados Unidos vy

Europa se estima en 0.5-1.0% de la poblacidén. Ademas de la
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celiaquia, una fraccidén significativa de la poblacidén se cree
que sufre de la condicién de sensibilidad de gluten no
celiaco (NCGS), que es causada por la ingestidén de gluten,
pero es distinta en mecédnico a la enfermedad celiaca, aunque
la los sintomas son con frecuencia indistinguibles de 1la
celiaquia. La identificacién de enzimas gque ocurren
naturalmente adecuadas como terapia oral para la enfermedad
celiaca y NCGS es dificil debido a los estrictos requisitos
fisicos y quimicos para degradar especifica y eficientemente
los péptidos derivados del gluten en el duro y altamente
dcido 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
enfermedad celiaca descompone estas regiones inmunogénica al
gluten en el compartimento gastrico, impidiendo asi que éstos
péptidos de gluten causen dafio intestinal debido a 1la

inflamacidn.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencidén proporciona polipéptidos
que comprenden una secuencia de aminoadcidos por lo menos el
75%, 80%, 85%, 90%, 95% o més idéntica a la secuencia de

aminodcidos 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 aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 en uno o méds residuos seleccionado del grupo
que consistente en 463, 221, 262E, 268, 269, 270, 319A, 320,
354E/Q/R/Y, 3583/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 aminodcidos de SEQ ID NO: 1 en uno o mads residuos
seleccionados del grupo que consiste en 463, 221, 262E, 268,
269, 270, 3197, 320, 354E/Q/R/Y, 358S5/Q/T, 368F Q, 399, 402,
406, 424, 449 y 461l.

En otra modalidad, el polipéptido comprende un cambio
de aminoadcido de SEQ ID NO: 1 en uno o méas residuos
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, 3990Q, 402S/0Q, 4068, 424K, 449E/N/Q, 461R vy
463A/L/M/Q/R/T/V. En otra modalidad, el ©polipéptido
comprende un cambio de aminodcidos de SEQ ID NO: 1 en 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o méds residuos seleccionados
del grupo.

En una modalidad, el polipéptido comprende cambios de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 1 en los residuos 399 y 449, tales
como cambios de aminoacidos 399Q y 449Q. En otra modalidad,

el polipéptido comprende cambios de aminoadcido 358S y 463 T.
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En otra modalidad posterior, el polipéptido comprende cambios
de aminodcido 262E, 269T, 354Q, 3585, 399Q, 449Q y 463T. En
otra modalidad, el polipéptido comprende cambios de
aminoacido 319A, 368F, 399Q, 4490 y 463T. En una modalidad
mas, el polipéptido comprende cambios de aminodcido 262FE
269T, 270V, 354Q, 3583, 399Q vy 449Q. En una modalidad més,
el polipéptido comprende cambios de aminodcido 262E, 269T,
320M, 354Q, 358S, 399Q, 449Q y 463T. En otra modalidad, el
polipéptido comprende cambios de aminoacido 3197, 320M, 368F,
3990, 449Q vy 463T. En una modalidad, 1los polipéptidos
comprenden un cambio de aminocdcido de SEQ ID NO: 1 en una o
mas posiciones del aminodcido seleccionado del grupo due
consiste en 105, 171, 172, 173, 174 y 456, tal como cambios
de aminodcido 105H; 171R A o S; 172R, A o S; 173R o S, 1745S,
y/o 456V.

En otro aspecto, la invencidén proporciona polipéptido
que comprende una secuencia de aminocadcido por lo menos el
75%, 80%, 85%, 90%, 95% o més i1déntico a la secuencia de
aminodcido de SEQ ID NO: 71, en donde

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

(b) el polipéptido comprende un cambio de aminoacidos
de SEQ ID NO: 71 en uno o méds 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 aminocdcidos de SEQ ID NO: 71 en uno o mas residuos
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 aminocdcidos de SEQ ID NO: 71 en uno o mas residuos
seleccionados del grupo gque 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
aminodcidos de SEQ ID NO: 71 en 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10,
11, 12 o méds residuos seleccionados del grupo. En una
modalidad, el polipéptido comprende cambios de aminoédcidos
de SEQ ID NO: 71 en los residuos 210 y 260, incluyendo, pero
no limitado a cambios de aminocacidos 210Q y 260Q. En otra
modalidad, el polipéptido comprende cambios de aminoacido
1695 y 274 T. En una modalidad més, el polipéptido comprende
cambios de aminoédcido 73E, 80T, 165Q, 1695, 210Q, 260Q vy
274T. En otra modalidad, el polipéptido comprende cambios
de aminodcido 130A, 179F, 210Q, 260Q y 274T. En una modalidad
mas, el polipéptido comprende cambios de aminoadcido 73E, 80T,

81V, 165Q, 169S, 210Q y 260Q. En todavia una modalidad méas,
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el polipéptido comprende cambios de aminoadcido 73E, 80T, 320M
165Q, 169s, 210Q, 260Q vy 274T. En una modalidad, el
polipéptido comprende cambios de aminoacido 130A, 131M, 179F,
210Q, 260Q vy 274T. En otra modalidad, el polipéptido
comprende un cambio de aminodcido de SEQ ID NO: 71 en la
posicién del aminocadcido 267, incluyendo, pero no limitado a
267V.

En otra modalidad, el polipéptido comprende la
secuencia de aminodcido seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NO: 2-42, 44-60 y 72-112 y 114-130 y 150-155.
En una modalidad més, el polipéptido comprende la secuencia
de aminoédcidos 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 1la invenciédn
pueden comprender ademds una etiqueta histidina en 1la
terminal C del polipéptido. En otra modalidad, la etiqueta
histidina comprende una etiqueta histidina escindible. En
una modalidad especifica, la etiqueta histidina escindible
puede comprender o consistir en la secuencia de aminoacidos
GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139). En otra modalidad,
la etiqueta histidina escindible puede comprender la
secuencia de aminodcido XyPQ (L/Q)PXyHHHHHH (SEQ ID NO: 131),
en donde Xy es un enlazador de entre 1-25 residuos de

aminoacidos. En una modalidad adicional, 1la etiqueta
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histidina escindible ©puede comprender la secuencia de
aminodcidos GSSGSSGSQPQLPYGSSGSSGSHHHHHH (SEQ ID NO: 132).

En otro aspecto, la invencidén proporciona &cidos
nucleicos que codifican los polipéptidos de cualquier
modalidad de la invencidén. La invencidén ademéds proporciona
el vector de expresién de acido nucleico que comprende los
dcidos nucleicos de la invencidn. La invencién ademés
proporciona célula huésped recombinantes que comprenden los
vectores de expresién de acido nucleico de la invencidén. La
invencién también proporciona la composicién farmacéutica,
que comprende el polipéptido, &acido nucleico, vector de la
expresién de A4cidos nucleico vy/o la célula huésped
recombinante de cualquier modalidad de la invencidén y un
portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencidén proporciona métodos para
el tratamiento de la celiaquia o sensibilidad de gluten no
celiaco (NCGS) , que comprende la administracidén a un
individuo con celiaquia o NCGS, una cantidad efectiva para
el tratamiento de la celiagquia o NCGS de un polipéptido o
composicién farmacéutica de cualgquier modalidad de 1la
invencién. En una modalidad, el polipéptido o la composiciédn

farmacéutica es administrada por via oral.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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Figura 1. KumaO030 es capaz de degradar réapida vy
efectivamente las regiones inmunogénicas del gluten en
condiciones gastricas. (A) la cantidad de gluten detectado
después de un periodo de incubacién de 60 minutos con las
concentraciones indicadas de EPB2 y SCPEP (a una proporcidn
1:1), Kuma0l0 o KumaO30 en condiciones géastricas, segln 1lo
medido por ELISA usando el anticuerpo Gl2. La concentraciédn
inicial de gluten fue 10 mg mL-1 (10,000 ppm). Tenga en
cuenta que el eje Y se grafica en escala logaritmica. (B) La
cantidad de gluten detectada a 5 o 30 minutos después de la
incubacién con EPB2 y SCPEP a 400 pg mL-1, o KumaO30 en 10,
100 o 400 pg mL-1. La concentracidédn inicial de gluten fue 10
mg mL-1. Las muestras fueron normalizadas a la cantidad de
gluten medida después de la incubacidén solo con pepsina. ES:
una relacidén de peso de 1:1 de EPB2 y SCPEP. El asterisco
indica que la cantidad de gluten estd por debajo del nivel
de cuantificacién (5 ppm). (C) La traza de HPLC de péptido
de longitud larga (lineas de puntos grises) o productos de
descomposicién (lineas negras) de los péptidos
inmunodominantes de gliadina (W02-E07, WO03-EQ7, 33mer),
hordeina (BO8-E2E7) o secalina (R11-E4E7). La parte inferior
de la figura muestra la secuencia de aminodcidos del péptido
33mer, la posicién de los epitopos inmunogénicos conocidos
(lineas horizontales), la ubicacidén de los sitios de escisidn

Kuma030 determinados por LCMS (lineas verticales), y picos
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de elucidén de los productos de descomposicidén resultantes

(flechas grises). Péptidos inmunodominantes mostraron 1los
siguientes patrones de descomposicidn: BO8-E2E7:
POOPIPQ| |QPQPYPQ| |Q (SEQ ID NO: 6l); R11-E4E5:
QPFPQ| |QPEQIIPQ]| |QP (SEQ ID NO:62) ; WO02-E7:

LOPFPQPQ| |LPYPQPQ (SEQ ID NO: 63); WO3-E7: QPFPQPQ| |QPFPWQP
(SEQ ID NO: 64). Todas las masas de péptidos y tiempos de
elucién fueron confirmados por LCMS. Cabe destacar due,
aunqgque el péptido no digerido WO03-EQ7 eluido en
aproximadamente el mismo tiempo que los fragmentos de

degradacién W03-EQ07, estos son picos separados, segun 1lo

determinado  por LCMS. aAUu, unidades de absorbancia
arbitraria.

Figura 2. La gliadina tratada con KumaO30 pierde
potencial inmunoestimulante. (A-E) La gliadina purificada

fue tratada con KumaO30 en la concentracidén especificada
durante 60 minutos a pH 4.0 a 37° C en presencia 0.6 mg mL-
1 de pepsina. Después de la fase géstrica, se incrementd el
pH de las muestras, y las muestras fueron tratadas con
quimotripsina y TG2. Las muestras fueron expuestas a lineas
de células T de los pacientes #1 (A), #2 (B), #3 (C), #4 (D)
o #5 (E), en presencia de autdélogos irradiados de lineas de
células B y IFN-y fue medido por ELISA. La fitohemaglutenina
(PHA) y una peptona péptica triptica digerida de gliadina

(PT-Gliadina) se incluyeron como controles ©positivos.
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Incubacién de lineas de células T con células gque presentan
antigenos en la ausencia de los antigenos actuaron como
control negativo. (F) los epitopos estimulatorios de células
T reconocidas por las células T utilizadas en este ensayo y
en los sitios de escisidén Kuma030 predichos dentro de estos
epitopos. Los sitios de escisién Kuma030 predichos se
muestran por una linea vertical |. Los sitios de escisidén se
predicen basados en la actividad Kuma030 en los péptidos de
gliadina como se presentan en la figura 1F (de arriba a
abajo: SEQ ID NO: 141, 142, 141, 142, 143, 144, 141, 142,
143, 144, 145, 145, 1l4e6, 145).

Figura 3. Kuma030 no es téxico para las células T. Se
evaludé el posible efecto tdéxico de la gliadina tratados con
enzimas en células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
de donantes sanos que fueron estimuladas con mitdgeno
fitohemaglutinina (PHA). (a,b) Produccidén IFN-g de células T
del donante sano #1 (A) o del donante sano #2 (B). (C,D)
Proliferacién de células T de las células T del donante sano
#1 (C) o del donante sano #2 (D). No se observd ningln efecto
sobre la proliferacién celular o la produccidédn de IFN-g,
excepto en la proliferacidén del donante sano #2 (pero no en
la produccién de IFN-g). Puesto que la reduccién de la
proliferacién celular estimulada por PHA era la misma
independientemente del tratamiento enzimdtico, se concluye

que este efecto no fue debido a la toxicidad de las muestras.
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Figura 4. Kuma0O30 degrada eficientemente el gluten en
matrices de alimentos complejos. (A) la cantidad de gluten
permanece en el pan de trigo entero después de una incubacidn
de 30 minutos con Kuma030 o con una combinacién de 1:1 de
EPB2:SCPEP en las concentraciones de enzima indicadas. La
concentracién inicial de gluten era de 10,000 ppm. Cabe
sefilalar que ambos ejes se trazan en una escala logaritmica.
(B) La cantidad de gluten restante en una cerveza de trigo
después de la incubacidén con las concentraciones indicadas
de una proporcién de 1:1 de EPB2:SCPEP, o Kuma030, a 37 °C o
4 C, en 5, 15 o 60 minutos. Gluten se detectd mediante el
método ELISA Gl2.

Figura 5. Comparacién de las capacidades degradativas
de 26-mer y 33-mer de Kuma0l0, Kuma020, Kuma030, KumaO40 y
Kuma050. Las enzimas se incubaron a 2 ug mL™! con 1 mg mL7!
del péptido 33mer (a) o el péptido 260mer (b) durante 60
minutos. Se tomaron muestras a los horarios indicados, y se
midieron las concentraciones de productos de degradacidén del
péptido. Los productos de la degradacidédn fueron: del péptido
33mer (SEQ ID NO: 69), LPYPQPQF (SEQ ID NO: 137); del péptido
26omer (SEQ ID NO: 70), QPYPQ (SEQ ID NO: 147). Las actividades
se graficaron como la relacidén de la sefial m/z apropiada para
la del esténdar interno.

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

4 veces. Se muestra es la actividad de degradacién de 1los
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epitopos inmunogénicos DQ2.5-glia -ola (contiene PQL)
(izquierda) y DQ2.5-glia -wl (contiene PQQ) (derecha). Se
tomaron muestras en los puntos indicados y la concentracién
del producto de degradacién del péptido PFPQPQ (SEQ ID NO:
148) se midid. Las actividades se graficaron como la
relacién de la sefial m/z apropiada para la del esténdar
interno.

Figura 7. Las mutaciones P171R y H172R no parecen
afectar negativamente 1la actividad. Las actividades
enzimdticas se muestran para las variantes de la enzima
Kuma030, Kuma031l, Kuma032, Kuma040, KumaO4l y Kuma(O42 en el
epitopo de gliadina inmunogénico DQ2.5-glia -ola. Se tomaron
muestras en los puntos indicados y la concentracién del
producto de degradacién del péptido PFPQPQ (SEQ ID NO: 148)
se mididé. Las actividades se graficaron como la relacidén de
la sefial m/z apropiada para la del estéandar interno. Todas
las enzimas se purificaron por intercambio de aniédn.

Figura 8. Kuma062 demuestra un mayor nivel de
actividad enzimatica que Kuma030 o Kuma040. Se muestra la
actividad en el epitopo de gliadina inmunogénico DQ2.5-glia-
wl. Izquierda: deteccidén de DQ2.5-glia-wl de longitud
completa; derecha: deteccidén de PFPQPQ (SEQ ID NO: 148)
producto de 1la degradacidn. Se tomaron muestras en 1los
puntos de tiempo indicados y la concentracién del producto

de la degradacién o del péptido de longitud completa PFPQPQ
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(SEQ ID NO: 148), se midio. Las actividades se graficaron
como la relacidén de la sefial m/z apropiada para la del

estandar interno.

Descripcién 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
referencias bien conocidas tales como: Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Sambrook, et al., 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press), Gene Expression Technology (Methods 1in
Enzymology, Vol. 185, editadi por D. Goeddel, 1991. Academic
Press, San Diego, CA), “Guide to Protein Purification” en
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
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" vy "la" incluyen

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

aminoadcido se abrevian como sigue: alanina (Ala;Ad),
asparagina (Asn;N), adcido aspéartico (Asp;D), arginina
(Arg;R), cisteilna (Cys;C), adcido glutémico (Glu; E),

glutamina (G1ln;Q), glicina (Gly;G), histidina (His;H),
isoleucina (Ile;I), leucina (Leu; L), lisina (Lys;K),
metionina (Met;M), fenilalanina (Phe;F), prolina (Pro;P),
serina (Ser;S), treonina (Thr;T), triptofano (Trp;wW),
tirosina (Tyr;Y), y valina (Val;V).

Todas las modalidades de cualquier aspecto de la
invencién pueden usarse en combinacién, a menos que el
contexto claramente indique lo contrario.

En un primer aspecto, la presente invencidén proporciona
polipéptidos que comprenden una secuencia de aminodcidos por
lo menos 75% idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 1, en donde

(a) residuos 467 es Ser, residuo 267 es Glu y residuo
271 es Asp; y

(b) el polipéptido comprende un cambio de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 en uno o méds residuos seleccionado del grupo
que consistente en 221, 262E, 268, 269, 270, 319A, 320,

354E/Q/R/Y, 3588/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 aminodcidos de SEQ ID NO:
1 en uno o méas residuos seleccionado del grupo consistente
en 221, 262E, 268, 269, 270, 319A, 320, 354E/Q/R/Y, 358S/Q/T,

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

SEQ ID NO:1 (Kuma 011)

Kuma0O1l1l

MSDMEKPWKE (10) GEEARAVLQG (20) HARAQAPQAV (30) DKGPVAGDER (
40) MAVTVVLRRQ (50) RAGELAAHVE (60) RQAATAPHAR (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) DGQGQCIAITI (220)E (
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
GFLDATI (300/111) TTAIHDPTLK (310/121)PSVVSISWS (319/130)G(320/1
31) PEDSWTSAAT (330/141) AAMNRAFLDA (340/151) AALGVTVLAA (350/161
) 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 (

463/274)GGTS (467/278) AVAPLFAALVARINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFEFHD
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ITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIGVRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO:
1)

Kuma0l0 como se referencia en el presente documento es
idéntico a KumaOll, pero incluye la secuencia de etiqueta
histidina GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139) en su
terminal C.

Los residuos de letra negrita representan la porcidn
terminal N presente en el polipéptido sin procesar; las
letras que no estan en negrita representan residuos presentes
en la versidén procesada del polipéptido. Los numeros entre
paréntesis indican el nuUmero de residuos; donde hay dos
numeros separados por una "/", el numero de la izquierda es
el numero de residuo en la versidén sin procesar, y el numero
de la derecha es el nUmero de residuo en la versidén procesada.
SEQ ID NO:1 es la versidédn sin procesar de KumaOll; SEQ ID
NO:71 es la versidén procesada de KumaOll.

Segun lo establecido en los ejemplos que siguen, los
polipéptidos de acuerdo con este aspecto de la invencidén son
polipéptidos mejorados para el uso, por ejemplo, en el
tratamiento de la celiaquia. Los polipéptidos son versiones
modificadas de la versidédn procesada o la versidn preprocesada
del polipéptido de SEQ ID NO: 1 (KUMAMAX™, en lo sucesivo
Kuma010), el cual se divulgd como Util para el tratamiento
de la celiaquia (W02013/023151). Los polipéptidos para el

tratamiento de la celiaquia 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 celiaquia.
Los polipéptidos de la presente invencidn muestran actividad
superior en la degradacién 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 KumaOll y otros polipéptidos divulgados como
utiles para el tratamiento de la celiaquia (W02015/023728),
y/0 se muestra que mejoran la produccidn de los polipéptidos.
Por consiguiente, los polipéptidos de la invencién
constituyen una mejora terapéutica significativa para el
tratamiento de la celiaquia.

Por consiguiente, los polipéptidos de 1la invencidn
degradan un PFPQPQLPY (SEQ ID NO: 67) péptido vy/o un
PFPQPQQOPF (SEQ ID NO: 68) péptido a pH 4, asi como
LOLOPFPOPOLPYPQPOLPYPOPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 69) y/0
FLOPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPEFPQ (SEQ ID NO: 70).

Los polipéptidos del primer aspecto de la invencidn
comprenden versiones preprocesadas de las enzimas del
polipéptido de la invenciédn.

En un ©primer aspecto, la invencidén proporciona

polipéptidos que comprenden una secuencia de aminodcidos por
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lo menos 75% idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:71, en donde

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

(b) el polipéptido comprende un cambio de aminoédcidos
de SEQ ID NO: 71 en uno o més residuos seleccionados del
grupo gue consiste en 32, 73, 79, 80, 81, 130A, 131,
165E/Q/R/Y, 169S/Q/T, 179¥/Q, 210, 213, 217, 235, 260, 267,
272 y 274. En una modalidad, el polipéptido comprende un
cambio de aminodcidos de SEQ ID NO: 71 en uno o mas 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 invencidn
comprenden versiones preprocesadas de las enzimas del
polipéptido de la invencidén y también degrada un PFPQPQLPY
(SEQ ID NO: 67) péptido y/o un PFPQPQQPF (SEQ ID NO: 68)
péptido a pH 4, asi como LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF
(SEQ ID NO: 69) y/o FLQPQOPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ (SEQ ID NO:
70) .

Como se utiliza en el presente documento, “al menos un
75% idéntico” significa que el polipéptido difiere en su
secuencia de aminocacidos de longitud completa por 25% o menos

(incluyendo cualquier substitucidédn, 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 1los
polipéptidos de la invencidén, los polipéptidos comprenden o
consisten en una secuencia de aminodcidos 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 aminodcidos de acuerdo con SEQ
ID NO: 1 (preprocesado) o SEQ ID NO: 71 (procesado).

El polipéptido de cualgquier aspecto de los polipéptidos
de la invencidén puede comprender un cambio de aminodcido de
SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:71 en 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 230 todos
los 24 (dependiendo de 1la modalidad) de 1los residuos
descritos.

En una modalidad de los polipéptidos del primer aspecto
de la invenciédén, el polipéptido comprende uno o mas cambios
de aminodcidos de SEQ ID NO: 1 en uno o méds residuos
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, 3990Q, 402S/0Q, 4068, 424K, 449E/N/Q, 461R vy
463A/L/M/Q/R/T/V. Como se usa a lo largo de todo el
documento, el numero indica el numero de residuos en la
secuencia de polipéptidos SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:71, y las

abreviaturas de aminodcido de una sola letra a la derecha
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del numero indican las substituciones posibles de aminoacidos
en comparacién con el residuo de aminocdcido presente en esa
posicién en SEQ ID NO:1 o 71.

En otra modalidad de los polipéptidos del primer
aspecto de la invencidén, el polipéptido comprende cambios de
aminoadcidos SEQ ID NO: 1 en los residuos 399 y 449. En una
modalidad, el polipéptido comprende cambios de aminoacido
399Q vy 4490.

En una modalidad posterior de los polipéptidos del
primer aspecto de la invencién, el polipéptido comprende 3585
y 463T. Estos polipéptidos se caracterizan ampliamente en
los ejemplos que siguen, como se ejemplifica por el
polipéptido sefialado como Kuma020 y variantes del mismo.

En una modalidad de los polipéptidos del primer aspecto
de la invenciédén, 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 sefialado como KumaO30 y variantes del
mismo. En una modalidad de los polipéptidos del primer
aspecto de la invencidén, el polipéptido comprende 319A, 368F,
399Q, 449Q vy 1I463T. Estos polipéptidos se caracterizan
ampliamente en los ejemplos que siguen, como se ejemplifica
por el polipéptido sefialado como KumaO40 y variantes del
mismo. En una modalidad posterior de los polipéptidos del

primer aspecto de la invencidén, el polipéptido comprende
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262E, 269T, 270v, 354Q, 3585, 3990 vy A4490Q. Estos
polipéptidos se caracterizan ampliamente en los ejemplos que
siguen, como se ejemplifica por el polipéptido sefialado como
Kuma050 y wvariantes del mismo. En una modalidad de 1los
polipéptidos del ©primer aspecto de la invenciédén, el
polipéptido comprende 262E, 269T, 354Q, 358S, 399Q, 449Q vy
463T. Estos polipéptidos se caracterizan ampliamente en los
ejemplos que siguen, como se ejemplifica por el polipéptido
sefialado como KumaO60 y variantes del mismo. En todavia una
modalidad més de los polipéptidos del primer aspecto de 1la
invencién, el polipéptido comprende 319A, 320M, 368F, 399Q,
449Q v 463T. Estos polipéptidos se caracterizan ampliamente
en los ejemplos que siguen, como se ejemplifica por el
polipéptido sefialado como KumaO70 y variantes del mismo.

En otra modalidad de los polipéptidos del primer
aspecto de la invencién, los polipéptidos comprenden cambios
de aminodcidos de SEQ ID NO: 1 en una o mas posiciones del
aminoadcido seleccionado del grupo consistente en 105, 171,
172, 173, 174 y 456. En una modalidad, el cambio de aminoécido
es 105H; 171R A o S; 172R, A o S; 173R o S, 174S, y/o 456V.
En otra modalidad, el cambio de aminodcido es 171R, 172R y/o
456V.

En una modalidad de 1los polipéptidos del segundo
aspecto de la invencidén el polipéptido comprende uno o méas

cambios de aminodcido de SEQ ID NO: 71 en uno o mas residuos
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seleccionados del grupo gque consiste en 32D/N/Q/H, 73E,
79s/T/A, 80L/T, 81A/T/V, 130A, 165E/Q/R/Y, 169S5/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
la invencién, el polipéptido comprende cambios de aminoécidos
SEQ ID NO: 71 en los residuos 210 y 260. En una modalidad
mas de los polipéptidos del segundo aspecto de la invencidn,
el polipéptido comprende cambios de aminodcido 210Q y 2600Q.
En una modalidad de los polipéptidos del segundo aspecto de
la invencién, el polipéptido comprende 1695 y 274T. (Género
Kuma 20) En otra modalidad de los polipéptidos del segundo
aspecto de la invenciédén, el polipéptido comprende 73E, 80T,
165Q, 169S, 210Q, 260Q y 274T. (Género Kuma 30) En otra
modalidad de los polipéptidos del segundo aspecto de 1la
invencién, el polipéptido comprende 7130A, 179F, 210Q, 260Q
y 274T. (Género Kuma 40) En otra modalidad de 1los
polipéptidos del segundo aspecto de la invencién, el
polipéptido comprende 73E, 80T, 81V, 165Q, 1695, 210Q y 2600Q.
(Género Kuma 50) En otra modalidad de los polipéptidos del
segundo aspecto de la invencién, 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 invenciédén, el polipéptido comprende 130A, 131M, 179F,
210Q, 260Q y 274T. (Género Kuma 70) En aun otra modalidad

de los polipéptidos del segundo aspecto de la invencidn, los
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polipéptidos comprenden cambios de aminodcidos de SEQ ID NO:
71 en una o mas posiciones del aminodcido seleccionados del
grupo consistente en 267. En una modalidad, el cambio del
aminoadcido es 267V.

En una modalidad més de los polipéptidos de cualquier
aspecto de la invencidén, los polipéptidos ademas comprenden
una etiqueta histidina en el término C del polipéptido, para
facilitar el aislamiento del polipéptido. Puede utilizarse
cualgquier etiqueta histidina adecuada; en una modalidad, la
etiqueta estd relacionada con un asiento de corte proteasa
TEV (ENLYFQS) (SEQ ID NO: 149) para permitir su remocidn
eficiente con proteasa TEV después de la purificacidén, por
ejemplo, la etiqueta puede comprender o consistir de 1la
secuencia de aminocdcidos GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO:
139). En otra modalidad, la etiqueta de histidina es una
etiqueta histidina escindible, que permite la féacil
eliminacién de la etiqueta His. En una modalidad, la
etiqueta histidina escindible comprende la secuencia de
aminodcido XyPQ(L/Q)PXyHHHHHH (SEQ ID NO: 131), en donde Xy
es un enlazador de entre 1-25 residuos de aminodcidos. En
un ejemplo no limitante, la etiqueta histidina escindible
comprende la secuencia de aminoacidos
GSSGSSGSQPQLPYGSSGSSGSHHHHHH (SEQ ID NO: 132).

En una modalidad de —cualquier aspecto de 1los

polipéptidos de 1la invencién, las substituciones del
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aminoadcido en comparacién con SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO:
71 puede comprender una o mas de las sustituciones observadas
en las Tablas 1 o 2. Las sustituciones en esas posiciones
se encontraron como generalmente bien toleradas (es decir,
generalmente resultan en efectos menores o falta de 1los
mismos en la actividad) y en algunos casos para aumentar la

actividad de los polipéptidos de la invencidédn en no més del

20%.
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Tabla 1. Sustituciones

posicidén relativa a KumalO.

25

de aminoadcidos posibles

Mirmero de residuo Reziduo
(preprocesado/procesado)

1132 D.N.QH
ARNDCQEGHLLEM

26172 8T, W, Y,V
ARNDCQEGHLLDMEFE,

2627 WY,V

- LNDCQEGSTY

6677 ACS

26879 5T

269/80 LT

A ARNDCQEGIKSTY

3177128 ANCGTV
ARNDCQEGHLEDMEF

313129 LY.V

3197130 ANDCQHMT

3200131 ARNKDCQENMS

3507161 N.D.C.GST

3511162 G5

353/164 AERNCGQEGLEMSTV
ARNDCQEGHLEDME

3541163 Lw.Y

338/168 ASNQT
ARNCQEGEMEETW,

368/179 ¥

397,208 ACFY

399210 QN

4027213 QI8

3061217 5

4241235 K

4461257 G 3
ARNDCQEGHLLEM

245730 F8 T WY,V

445/260 QEGH

436267 ANDCQEGEHELSIV

4617272 R
ARNDCQEGHLEDLNE

463274 STW.Y.V

154277 AN,D,CS,

466/279 D.C.G3§

en
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En otra modalidad de cualquier aspecto de 1los
polipéptidos de la invencién, las substituciones del
aminoadcido en comparacién con SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO:
71 puede comprender una o mas de las sustituciones observadas

en la Tabla 2.

Mimnero de residuo Fesiduo
| (preprocesade/procesade])

113 D.K.Q.H
26172 5
- ARNDQEGLMT
26473 A
26879 5T
269/30 LT
270731 ATV
3177128 AT
319/130 A
16 LENDQEETY
359/168 ASNQT
368179 AND.QEST
402213 Qs
406217 i
$24/235 K
446257 5
449/260 Q1A
436/267 v
461272 R
463274 ARQLMTV

En otra modalidad de cualquier aspecto de 1los
polipéptidos de la invencidén, del aminoacido en cada residuo
de los polipéptidos de la invencidén puede ser como se indica
en la Tabla 3, que enumera todas las mutaciones posibles en
cada posicidén en las enzimas de polipéptido segun lo predicho
por el anédlisis de mutagénesis computacional. Como se

describe en 1los ejemplos siguientes, las mutaciones se
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probaron en cada posicidén encontrada en el sitio activo
(residuos 261-264, 266-267, 270, 317-320, 350-354, 368, 397,
403-404, 446, 448, 456 vy 463-468) utilizando cebadores
degenerados para probar los efectos de varias sustituciones
de aminodcidos en actividad; las que no interfirieron con la
actividad pueden ser incorporadas en los polipéptidos de 1la

invencién, tal como se refleja en la Tabla 3.
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Kuma 010

28

Posibles aminodcidos en residuos relativos a

Madurajal

Posibilidades de Aminoacida

ALA ARG AEN ASP.CYS GLM,GLUGLY HIS ILE T EULLYE MET PHE, PRO.SEF_ THR, TR, TYR.V
AL

(=]

ALA ARG AEN ASP,CYS, GLN,GLU,GLY KIS, ILE L Y5 MET, PHE PR.O,5EF, THE, TEF, VAL

(']

ALA ARG, AZMN ASP,CYS,GLN GLUGLY HI5 LEU.L Y5 MET PHE PRO, SER. TRF,TYE.

=

ALA ARG ASNASP.CYS GLN, GLUGLY HIZ ILE LEU L YS MET PHE PRIO.SER THE. TER, TYE,V
AL

L

ALA ARG, AZMN ASP,CYS, GLN GLUGLY HI5 LEULYS MET PHE, SEF_ THR TRP, TYE, VAL

(=

ALAASN.CYS GLNHIS LEUMET PHE. THE.TYR.

ALA ARG ASN AZPCYS GLN GLUGLY HIS LYE MET PHE, SEF THE. TRR,.TYE

ALAGLYPRO,ZER.

ALA ARG AEN AIPCYS GLN GLUGLY HIZ ILELEULYS MET PHE, SER THR. TER. TYR. VAL

ALA ARG AEN ASP.CYS GLN, GLU,GLY KI5, LEU, L YE MET, PHE, SEF, THF, TRP, TYR.

ALAASN ASDCYS GLYILE SER. THR VAL

ALACYS GLY,ZER.

ALAARGAEN ARPCYS GLN GLUGLY HIZ ILELEULYS MET PHE, SER THR. TEF. TYR. VAL

ALAGLY.EER.

ALAASH ARRCYSGINGLUGLY HIS I ELEULYE MET PHE, SER THE. TYR.

ALA ARG AN ASPCYS, GLN, GLUGL Y HI3 ILE LEU LY S MET PHE,SER, THR. TEF, TYR. VAL

ALA ASN ASPCYS GLM GLUGLY HIS ILE LEU LYE MET PHE, SEF_ THE, TYE VAL

ALACYS GLNGLUGLY LYE PRO,SER, THR, TRP

ALA ARG ASN ASP.CYS GLN, GLUGLY HIZ ILE T EULYS MET PHE PRIO.SER_ THR, TER, TYE.V
AL

ALAARGAEN ASPCYS GLN GLUGLY HISILELEULYS MET PHE, SER THR. TEF, TYR. VAL

ALA ARG ABN ASPCYE GLM, GLUGLY LEUMET, SEF, THE. VAL

ALA ARG AEN ARPCYE GLN GLUGLY HI3 LYE MET PHE, SEF_ THR TYE.

GLY

ALA ARG, AZMN ASP,CYS, GLN GLUGLY HI5 LEULYS MET PHE, SEF_ THR TRP, TYE, VAL

GLY

ALA AN ARECYS GLMN GLUGLY, SEF, THE.

ALA ASW ARRCYS GLM GLY SEF. THE. VAL

ALACYSLELEUSER, THE, VAL

ALAGLY.SER.

ALA ASN ASPCYS GLM GLU GLY HIS [LE LEUMET,ZER, THE_ VAL

ALAASN ASDCYS GLNGLUGLY ILE SER THE_ VAL

ALA ASWN ASDCYS GLM GLUGLY ILE SER THE_ VAL

ALA ASN ASDCYS GINGLUGLY IETEULYE ZER. THE WAL

ALA ARG AEN ASP.CYVS GLU,GLY,LYS MET,SER.

GLY

GLY

ALA ARG AEN ASP.CVE GLU,GLY HIE LEU, PHE SER. THE TP, TYE.

ALA ARG ABMN ASPCVE GLM GLUGLY LYE MET, SER.
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ALA ARG ASN ASPCYE GLN,GLUGLY HISILE T EULYS MET, FHE, FR.O,SEE, THE, TRF, TYR,V
AL

ALA ARG ASN ARPCYE GLN GLUGLY HISILELEU LYE MET,FHE SEF, THE. TEE, TYE WAL,

ALAGLY SER.

ALA ASN AERCYE GLM GLUGLY LEU, SER_ THF.

ALA ARG ASN AZP.CYE GLN GLUGLY HI2 ILELEULYS MET FHE SEE. THE, TRP,.TYE. VAL,

ALA ARG AEM ASPCYE GLN GLULGLY HIS ILELEULYE MET FHE, SER. THE, TEP,. TYE VAL,

ALA ASNCYE GLY HIS PHE SEF.TYER

ALA ASN AER,CYS HIS MET, FHE SEF, THE. TEF.TYE.

ALA ARG AEN ARPCYE GLN GLUGLY FI2 ILELEULYE MET FHE SER. THE, TRF,TYE. VAL,

ALA ARG ASN AZP.CYE GLN GLUGLY HI2 ILELEULYS MET FHE SEE. THE, TRP,.TYE. VAL,

ALA ARG, ASN ASPCYS, GLN, GLTLGL Y, HIS ILE L EU MET, 5ER_THE VAL

OLY

ALA ARG ASN ASPCYE GLN, GLUGLY HIS LEITLYS MET, SER. THE TYE, VAL

ALA ARG ASN ARPCYE GLN,GLUGLY HISILE T EULYE MET, FHE, FR.O,SEE, THE, TRR, TYR,V
AL

ALA ARG ASN ASP.CYE GLN GLUGLY HIS ILELYS MET PR0,SER THE VAL

ALA GLY PRO,EER.

ALA ARG ASN ARPCYS, GLM,GLUGL Y HIS,ILELEU LY S MET, FHE, PFR.O.SEE, THR, TRP, TYR,V
AL

ALA ASNCYEGLY SER THEL VAL

ALA ARG, AZN ASPCYS LN GLUGLY HIS ILELEULYE MET PHE, SER. TEE. TR, TYRE.VAL

ALA ARG ASECYS GLYILE LYE MET PROSER

ALA ARG ARN ARPCYE GLN GLUGLY HIS T ELYS MET PHE ZER THR TRP.TYR. WAL

ALA ARG, ARH ASPCYE GLN GLULGLY ILE LEUL Y5 MET, FR.0,5EF_ THE.

ALA ASN ASRCYS GLM,GLUGLY ILE 5EF. THE VAL

ALA ARG ASN ARPCYS, GLMN, GLUGLY HIS,ILELEU L Y5 MET,FHE SER. THE. TYF VAL

ASMASDGLY SER

ALA ARG AEN ASPCYE, LN, GLU,GLY HIE LY MET PHE, 5EF. THE, TER

ALA ARG AZN ASPCYE GLN GLULGLY HISILELEULY: MET PHE SER. THE. TRP.TYE VAL

ALA ARG, AZN AP CYE MET.SER THE.

ALA ARG ASN ARPCYE GLN,GLUGLY HISILELEU LYS MET, FHE, SEF. THE. TFF, TYE. VAL

ALA ARG AEMCYE LN GLUGLY ILE LYE MET PRO,SER, THE. VAL

ALA ARG ASN ASPCYS GLN GLUGLY HIS ILE LEU LY MET PHE, SER. TEE. TRF, TYR.VAL

GLY

ALA ARG, AZN ASPCYS LN GLUGLY HIS ILE LEULYE MET PHE, SER. TEE. TR, TYE.VAL

ALA ARG ASN AEPCYE GLN GLUGLY HIS ILE LEULYE MET,FRO,ZER THE TRP, TYE,. VAL

ALA ARG ASN ARPCYE, GLMN, GLUGLY HIS,ILELEU LYE MET, FHE, SEF. THE. TEP, TYE, VAL

OLY

ALA ASN AERCYSE GLM,GLUGLY PR.O,5EF_THE, TFP

ALA ASN AERCYSE GLM,GLUGLY SEF, THE, VAL

ALACYS GLY,ZER.

LE:RE)
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ALAASN ASPCYS,GLY, SER. THE, VAL

ALA ARG AENARPCYVE GLN GLU G Y ILE LEUL Y S MET, SER. THR, VAL

ALA ARG ARNASECYE GLN GLU LY ILE LEULYS, SEF_THE, VAL

ASP

ALA ASN ASPCYS, GLM GLUGLY ILEMET, SEF_THE VAL

ALA ASN ASECYS GLMNGLUGLY 5EF. THE.

ALA ASM AR CYE GLY,ILESEF. THE, VAL

ALACYS GLY,SER

LY

ALAGLY EEF.

ALA ASN ASECYS GLNGLUGLY ILELEU MET, SEF. THE_ VAL

ALAGLY.SER.

ALA ASN ASP.CYS, GLM, GLUGLY HIS MET FHE PRO,.SER. TRR.TYE

GLY

ALAGLY EEF.

ALA ARG AEN ABP CYS GLN GLUGLY HIS ILE LEU LYS MET PHE, SEF, THR. TEP, TYE VAL

CYS HIS LETEUMET FHE, THE. TYE, VAL

ALAGLY EEF.

ALA ASN ASRCYSGLY, EER. THE, VAL

ALAASN ARPCYS GLMHIELEUPHE SER. TYE.

HISPHE

ALAGLY,SER.

ALA ARG ASM ASP CYE GLM, GLUGL Y HIS ILE LEU L YS MET, PHE, PR, SER THE, TRP, TYR,V
AL

ALA ARG AR AEP,CVE GLN GLUGLY HIE LEULYE MET PHE PRO,ZEF, THE. TRE.TYE, VAL,

ALA ARG AEN ARRCVE GLN GLUGLY HI3LEULYE MET PHE, SER THR TRP,TYE. VAL

ALA ARG AN ASRCYS,GLN GLUGLY IS ILELEULYS MET FRO,ZER THE, VAL

ALA ARG AEN ABP CYS GLN GLUGLY HIS ILE LEU LYS MET PHE PEO,ZER THE TRP TYEV
AL

LY

ALA ASN ASRCYS,GLN GLUGLY HIS LEULYS MET FHE, SEF_THE_ WAL

ALA ARG AN ASECYS GLN, GLULGL Y HIS LEUL YE MET PHE, 5EF_THE_ TRP, TYE.

ALA ARG AEM ASPCVE GLN GLUGLY HIS ILELEU LYS MET PHE, SEF, THR. TEP, TYE VAL,

ALAGLY SER.

ALA AW ARRCYE GLM GLUGLY ILELEU LYE MET, SER. THR VAL

1121

ALA ARG AEM ASP.CVE GLN GLUGLY ILE LEULYS MET FEHE SER, TER, VAL

113

ALA ARG ARN ASP,CYE GLN GLULGLY HIS LYEMET, SER THE TRP, VAL

114

ALAGLY EEF.

113

ALA ASN ASRCYS GLMN GLUGLY ILELEU SER, THE VAL

116

ALA ARG AR ASECYS LN, GLULGL Y HIS LEULYE MET PHE, 5EP._THE_ TRP, TYE, VAL

ALA ASN ASDSER.

113

ALA ARG AEN ASPCYS GLN GLUGLY HIS ILELEULYS MET PHE, PR.OSER. THE TER TYE.V
AL
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ALA ARG AR AZP.CYE GLN GLUGLY HIS ILE LEU L YS MET PHE, SEE. TEE TEF, TYE. VAL,

30
12 :;z ALA ARG ASNASP.C'YS,GLN GLU,GLY.HIS LEU L YS MET PHE SEF. THE_TRP. TR,
10 171 | ALAARGASNAEP.CVS GLI GLU.GLY HIS JLELEU.L Y5 MET PHE SEF. THRTRP.TYE_VAL
Al 172 | ALACYS ELYPRO.SER
1 123 | ALA ARG ASN ASP,CVS GLN GLU,GLY.FIS LYE MET PEE, SEF, THR, TRE, TVE,
13 124 | ALACYS ELYILE,SER THR VAL
) 125 | ALAASNASECYS,GLN.GLU.GLY.ILE SER THR.VAL
315 126 | ALACYSGLY.SER THR
e 177 | ALAASN ASP.CYS,GLN GLU.GLY ILELEUMET, SER THE.VAL
e 125 | ALAASN.CYS GLY.SER THR.VAL
s 170 | ALA ARG ASNASP.CVS GLIN.GLUGLY HIS LEU L Y5 MET PHE, SER. THE. TRP.TYE. VAL
1o 130 | ALAASN ASP.CYS,GLGL Y HIS MET.SER. THE.
0 131 | ALAARGASN ASP,CVS,GLN,GLY L VS MET SER
1 132 | ALACYS ELYPRO.SER
o 133 | ALAASP,CYE ELN.GLU,GLY LEU SER
i3 134 | ALA ARG ASN ASP,CVS GLN GLUGLY.HIS ILE.LEU L Y5 MET PHE, PR.0,SER, THE. TRE VAL,
i 135 | ALAARGASNASP.CYS GLN.GLUGLY HIS.LELEU L Y5 MET PHE.SER. THR TRP.TYE.VAL
s 136 | ALA ARG ASN ASP,CVS,GLN LU GLY FIS LYE MET PEE, SER, TRD,TTR.
2 137 | ALAARGASNASP.CYS,GLN GLU,GL Y HS LEU L Y5 MET PEE SER. THE. TRP.T¥R.

LA ARG ASTLARD S LN GLU /AL ¥ AL [LE LEU L V5. ME T PFE D0 SEF. TR TRR T VALV
37 138 | AL
. 130 | ALAARGASNASP.CVS GLN.GLUGLY HIS.JLELEU L V5 MET PHE SER_ THR TRP.TYE.VAL
0 120 | ALAASDCYS GLY.SER
30 141 | ALAARGASN ASP.CVS GLN GLU.GLYILE LEULYS MET SER. THR. VAL
- 142 | ALA ARG ASN ASP,CVS,GLN LU, GLY.HIS ILE.LEU L Y5 MET PHE, S2R, THR.TRR,TYE.VAL,
- 143 | ALA ARG ASN ASP,CVS GLN GLU,GLY.FIS ILE.LEU L Y5 MET PHE, SER, THR. TP, TYE.VAL,
a3 23 | ALAASNASPCYS,GLN.GLU,GLYHS [LELEU LYS MET, SER. THR, VAL
4 45 | ALAARGASN ASP,CVS,GLU,GLY MET, SER THR. VAL
9 115 | ALAARGASNASP.CVS GLIN.GLUGLY HIS.JLELEU L V5 MET PHE SER_ THR TRP.TYE.VAL
- 14 | ALAARGCYS,GLN GLUGLY MET.SER.
- 1ag | ALAARGASNAEP.CVS GLI GLUGLY HIS LEU LYS MET PHE, SER. THE. TRP.TYE. VAL
T 1ap | ALAARGASNASP.CVS GLN.GLUGLY HIS.JLELEU L V5 MET PHE SER_ THR TRP.TYE.VAL
0 150 | ALAARGASN ASP,CVS GLN GLU,GLY.FIS ILE.LEU L Y5 MET PHE, SER, THR. TP, TYE.VAL,
0 151 | ALAASNASPGLY SER
" 152 | ALA ARG ASN ASP,CVS GLN LU, GLY IS ILE L VS MET, SR, TER. VAL
0 153 | ALA ARG ASN ASP,CVS GLN GLUGLY.FIS ILE.LEU L Y5 MET PHE, SER, THR.TRP,TYE.VAL,
i3 154 | ALAARGASNASP.CVS GLN,GLUGLY HIS.LELEU L V5 MET PHE.SER. THR TRP.TYE.VAL
1 55 | ALAARGASNASP.CYS,GLN GLU,GLY.HI5 LEU L Y5 MET PHE SER. THR. TRP.TYR.
s 156 | ALAARGASNASP.CYS GLN GLU,GL Y. HI5 JLE.LEU L ¥ MET PHE, 32, THR.TYR.VAL
e 15 | ALAASN ASP.CYS5,GLN GLU,GLY I3 L Vs MET PEE, SER_THR.
i 15 | ALAASNASP.CYS,GLN GLU.GL Y ILELYS MET.PRO SER. THR.VAL
_an 150 | ALAASN ASPCYSGLN GLU.GLY.LEU SER THR. VAL
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ALA ARG AN ASP.CYE GLN GLUGLY EIS ILELEULYE MET PHE SER. THE. TR, TYE. VAL,

30
12 :;z ALA ARG ASN_ASP,CYS,GLN, GLU,GLY HIS,LEU,.L Y3 MET PHE, SER_THR, TRP TYR.
a0 | 121 | ALAARGASNASP.CVS,GLN GLU.GLY HISJLELEU.L Y5 MET PHE,SER. THR. TR TYR VAL,
- 177 | ALACYS GLYPROSER
2| 1 | ALAARGASNASR.CVSGLN GLU,GLYHIS LY MET PHE, SER. THE, TRR.TVR.
13 124 | ALA.CYS GLYILE,SER, THE, VAL
10 | 125 | ALAASNASPCYS GLN GLU.GLY.ILE SER THR.VAL
115 126 | ALACYS.GLY.SERTHR
is | 127 | ALAASNASP.CYS GLNGLU.GLY.ILE LEUMET.SER THR VAL
i 173 | ALAASN.CYS GLY SERTHE.VAL
18| 120 | ALAARGASNASDCYS,GLN,GLU,GLY HIS LEULYS MET PHE SER. THE, TRD.T¥R, VAL
0| 13 | ALAASNASP.CYS.GLN GLY HIS MET SEF.THR.
0| 131 | ALAARGASN ASP.CYS,GLN GLY LYSMET SER
1 13 | ALACYS GLYPROSER
| 133 | ALAASPCYS.GLNGLU.GLY LEULSER.
i3 134 | ALA ARG ASNASP.CYS,GLN,GLUGL Y HIS ILETEUL Y5 MET,PHE PRO.SER THR.TRP.VAL,
4| 133 | ALAARGASNASP.CYS,GLN,GLU,GLY HIS ILE L EULYS MET,PHE SER, THF. TRP, TYE.VAL,
1 136 | ALAARGASNASP.CYS,GLIN,GLU.GLY HIS L Y5 MET PEE.SER. TRP.TYR
6 | 130 | ALAARGASN ASP.CYS, GLN GLU,GLY HI5 LEUL Y5 MET PEE, SEF. THE. TRE.TVE.

ALA ARG ASN ASP.CYS,GLN GLU GLY H05 ILE LEU L Y5 MET PEE PR, SEF, THE, TRE TYR.V
327 13g | AL
s | 130 | ALAARGASNASP.CVS,GLN GLU,GL Y HISLELEU.L Y5 MET PHE, SER. THF.TRP. TYR VAL,
0| 120 | ALAASDCYEGLY.SER
0| 1e1 | ALAARGASN ASP.CYS,GLN GLU,GL Y ILELEULYS MET,SER. THR. VAL
- 1e | ALAARGASN ASP,CYS,GLIN,GLU.GLY HIS JLE LEU L Y5 MET PEE, SEF. THE. TRP, TYE. VAL,
31| a3 | ALAARGASN ASP.CVS,GLN GLU,GLY HIS JLE.LEUL¥S MET,PHE SER, THR. TRE,TYR.VAL,
- Lag | ALAASNASP.CYS GLN GLU.GL VA5 LE LEU.LVE MNET SER THR VAL
i30 | a5 | ALAARGASN ASP.CYS,GLU.GLY MET SER THE VAL
- as | ALAARG ASN ASP.CYS,GLN,GLU,GL Y HI5 JLE LEU L Y5 MET PEE, SE¥, THE, TR, TYR. VAL,
6| 140 | ALAARGCYS.GLN GLUGLY MET.SER
. Leg | ALA ARG ASN ASP,CYS,GLIN GLU,GLY HIS LEU,LYS NET PEE, SEF. THE, TRE,TYE.VAL
38 | 1ap | ALAARGASN ASP.CVS,GLN GLU,GLY HIS JLE.LEULYS MET,PEE, SER, THR. TRE, TYR.VAL,
0| 150 | ALAARGASNASP.CVS,GLN GLU,GL Y IS LELEUL Y5 MET PHE, SER. THF.TRP. TYR VAL,
1| g3 | ALAASNASPGLY.SER
" 151 | ALAARGASNASP.CYS,GLIN/GLU.GLY HIS LEL Y5 MET SER. THR.VAL
wn | 153 | ALAARGASNASP.CYS,GLN GLU.GLY HISJLELEUL Y5 MET PHE, SER. THR. TR TYR VAL,
3 154 | AL ARG ASN ASP,CVS,GLN,GLU,GLY HIS JLE L EU L Y5 MET PEE, SR, THR. TR, TVR.VAL,
s | 155 | ALAARGASN ASP.CVS,GLN GLU,GLY HIS LEUL¥S MET PEE, SEF. THR. TRE,TVE,
2 15 | ALAARGASNASP.CYS,GLN GLUGL Y HIS JLELEU L V5 MET,PEE. SER. THR TYE.VAL
w15 | 130 | ALAASNASP.CVS GLNGLU.GLY.HIS LVS MET PEE SERTHR.
. 15 | ALAASNASP.CYE GLN GLU.GLYLE LYS NET PR, SER THR VAL
vig | go0 | ALAASNASDCYSGLNGLUGLY,LEU.SER THEL.VAL
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ALACYS,GLY,5ER. THE.

ALA ASN ASPCYS GLY, 2ER, THE.

ALAGLY 5EF.

GLY

ALA ARG AEN ASPCYE GLN GLUGLY ILE L YS MET,3ER, THE, VAL

ALA ARG AZN ASPCYE GLN GLULGLY HIZ LEUL L Y3 MET, PHE, SEF THR TRP.TYE.

GLY

ALA GLY SER.

ALA ARG, ASN ASPCYE LN, GLUGLY ILE MET, SEF_ THE, VAL

ALAGLY SER.

ASMGLY

ALA ARG AEN ASPCYE GLN, GLUGLY, ILE LEUL Y5 MET, SER, THR, VAL

ALA ARG ASN ASPCYE GLN GLUGLY HIS ILET EU LYS WET PHE SEF, THE. TEE, TYE. VAL,

ALA ARG ABN ARPCYE GLN GLUGLY IS ILELEULYS MET PHE, SEF, THE, TRP, TYE. VAL,

ASNASPGLY SER

ALA ARG AZN ASPCYE GLN GLULGLY HIZ LEUL L Y3 MET, PHE, SEF THR TRP.TYE.

ALA ARG, AZN ASPCYE GLY HIE MET PHE, SER, THR.TRR. TYR.

ALA ASM ASE,CYS HIS LYS, SER.

ALA ASPCYS,GLY SER THE VAL

ALA ARG ASN ASPCYS, GLN,GLUGLY HIS, LYE MET PHE, SEF. THF, TFR, TYE.

ALA CY5 HIS PHE SER TYR

ALAASP CYS GLY PROSER

ALAGLY SER.

ALACYS GLY,ZER.

ALAGLY . SER

ALA ARG ARN ARPCYE GLN GLUGLY B3 LETET LYE MET FRO,2EF. THE TRP. VAL

ALA ARG, AZN ASPCY S GLN GLUGLY HIS LEULLYE MET PHE 2R THR TRP, TYR, VAL

ALA ASW ASECYS,GLY.HIS ILE LEUSER THE, VAL

ALA ARG ASN ARPCYE GLN GLUGLY HIS ILETEU LYS MET SER THE, VAL

ALAGLY SER.

ALA ASPCYS GLY.SER THE

GLY

GLY

ALACYS GLY, EER. THE.

ALA ARG ASN ARPCYE GLN GLUGLY ILE LEU LY S MET, SER, THE, VAL

ALA ASM ASECYE GLM GLUGLY,LEI 5ER THR.

ALA ARG ASN ASPCYE GLN GLUGLY HIS ILET EU L Y5 MWET, SEF, THR, TRP, VAL

ALACYS,GLY MET,SER_ THE.

ALA ARG ASN ARPCYE GLN GLUGLY HIS ILELEU LYS MET PHE, SER. THE, TR, TYE. VAL,

AEMLARPGLY LYEEER

GLY

ALA ARG ASN ARPCYE GLN GLUGLY HIS ILET EU LYS WET PHE SEF, THE. TEE, TYE. VAL,
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[
[=

ALA ASN ASECYS GLMGLY ILE MET, FRO,SEF_THE VAL

-p
gt

ALA ARG ASN AEP.CYVE GLN, GLULGL Y HIS, LEUL L YE MET PHE SEF_THE. TRP.TYR

2

ALA ARG ASN ARPCVE GLN, GLU,GLY HI5, LEULYE MET PHE, 5ER_THE. TEP, TYE.

mp
Ll

ALA CYS,GLNGLIGLY 5EF. THR

-p
gt

ALA ARG ASN ARPCVE GLN GLUGLY ILELYE MET SEF, THE. VAL

N
!

ALACYS GLY,EER.THE. VAL

BT
o

ALACYS PHE, TRP,TYR

py
gt

ARG AN ASDCYE GLWMET.ZER

210

ALA ARG AR AERCVE GLM, GLUGL Y, LEULYE MET, EER.

211

GLY

ALA ARG ASN AZP.CVE GLN GLUGL Y HIS ILE LEULYE MET,FHE, PR.O,SEF THE, TER, TYEV
AL

ALA ARG ASN ASP CVE LM, GLUGLY HIS ILE LEU LY MET FHE SEF. THE. TER, TYE, VAL,

GLY

GLY

ALA GLY SER.

ALACYS GLY,5ER. THE.

GLY

GLY

GLY

ALAASNCYE GLYILESER THE. VAL

ALAGLY 5EF.

ALA ARG ASN ARPCVE GLN, GLUGLY HIS ILELEULYS MET,SEF_ THR VAL

ALA ARG ASN ARP CVE GLM, GLUGLY ILE LY 5 MET FHE, SEF. THE_ TYE, VAL

ALA ASNCYEGLN GLUHIE ILE L ETT L Y5 MET, PHE SER. THE TYE, VAL

413

ALA ARG ASN ARPCYE GLN, GLU,GLY HIS ILE LEU L Y5 MET, PHE P20y 5EE_ THE, TER, TYE,V
AL

416

ALA ARG AEN ASP.CVE GLN GLUGLY ILE LEULYS MET, PRO,SER THE. VAL

417

ALACYS,GLNGLU, GLY MET, FRO,5ER, THR.

e

ALA ARG ASN ARPCYE GLN, GLU,GLY HIS ILE LEU L Y5 MET, PHE P20y 5EE_ THE, TER, TYE,V
AL

230

ALA ASN ASP.CYS GLN.GLUGLY HIS LEUPHE SER. TRE.TYR

231

GLM,GLT

231

ALA ARG AEN ARP CVE GLM,GLULGLY HIS ILELEULYS MET, PHE, SEF, THE. TRE, TYR. VAL,

17
Sy

233

ALA ARG ASN ARPCYE GLN, GLU,GLY HIS ILE LEU L Y5 MET, PHE P20y 5EE_ THE, TER, TYE,V
AL

23

234

ALA GLY SER.

44

s
Fp

ALA ARG AEN AEPCVE GLM, GLUGLY B3 ILE LEULYE MET,FHE 3EF. THE. TRF, TYE. VAL,

415

236

ALACYS,GLY PRO.SER THE VAL

25

e
=

ALA ARG AEN ASP.CVE GLN GLUGLY HIS ILELEU LYS MET PHE, PROSEE THE, TER,TYEV
AL

417

158

ALA ARG AZM AP CYE GLN GLULGLY BI5 LYE MET PHE PR.O,SER_THE TRP, TYR, VAL

428

258

ALA ASN ASPCYE GLMGLUGLY, 3ER, THE, VAL

0

40

ALA ASN ASECYS GLY BER.
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241

ALA ASN AZDCYS GLY,SEF. THF.

241

ALA ARG ASH ASE CYS, GLM, GLUGL Y HIS ILE T UL ¥S MET FHE, PR.C SEE. THR, TR, TYR,V
AL

431

ALA ARG ASH ASECYS GLM, GLUGLY HIS ILE T EU L YS MET FHE, B0 SEE, THE, TER, TYE,V
AL

433

ALA ARG ARN ASP,CVE GLN GLULGLY B3 ILE LEU L YS MET FEHE, SEF, TER TEF, TYR. VAL,

434

ALA ARG ASH ASE VS GLM, GLUGLY HI5 ILE I EU L YS MET FHE, PO SEE, THR, TRER, TYE,V
AL

ALA ARG AEN AEP CYS GLN GLUGLY IS ILE LEU L Y5 MET PHE, PROSER, THE, TER, TYR.V
AL

135 46
136 w7 | &Y
i sag | ALAARGASNCYS,GLN SER THE
138 wp | BY
10 2sp | ALAASNASP,CYS,GLN GLU,GLY ILEMET SER. THE, VAL
w0 21 | ALAGLYPROSER.
141 257 | ASF
o 17 | ALA ASN ASE,CYS,GLN GLU,GL Y, LEUMET SER. THR
7 254 | ALAGLY.EER
14 255 | ALAGLY
o 1ag | ALAASNASE,CYS,GLY,5ER
45 357 | ALAGLY.SER
o 153 | ALAASNASP.CYS,GLY.SERTHR.
AL ARG, ASN ASP,CVS, GLN, GLU,GL Y FI5 ILE TEU L V5 MET PEE PF0, SR, THF, TR, TTR.V
g 20 | AL
0 250 | ALAARGASN ASP.CYS GLN,GLUGLY KIS JLELEU L Y5 MET PHE, SER THR. TRP.TYR.VAL,
w0 261 | ALAASN ASE,CYS,GL Y HIS, SER. THR.
151 e | &Y
5 243 | ALAASN.CYS GLNHISLE LEUPEE SER THR TYR.VAL
. 254 | ALAARG ASN ASP.CVS GLN,GLU,GLY IS JLE.LEUL Y5 MET PHE, SER, THE. TRP.TYF.VAL,
e 265 | ALAASN AZPCYS,GLY,SER. THE VAL
i 266 | ALAARG AR ASP.CYS GLU.GLY HISTLE MET PHE SER THE TRE.TYR.VAL
s 27 | ALAASN ASP.CYS,GLN GLU.GLY HI5 [LE LEU SER. THF.VAL
. 263 | ALAASN ASE,CYS,GLY LE MET SER, THRTRR,VAL
o 260 | ALA ARG ASNASE CVS,GLN,GLU.GLY LYE MET SER.
0 370 | ALAARGASN ASP.CVS GLN,GLUGLY KIS JLELEU L Y5 MET PHE, SER THR. TRP.TYR.VAL,
50 371 | ALAARGASN ASP.CYS GLN,GLUGLY KIS JLELEUL Y5 MET.PHE,PRO.SER THR TYR VAL
w51 277 | ALAASNASP,CYS,GLN GLY HIS LVS MET,SER THR.
5 573 | ALAARGASN ASP.CYS,GLN,GLY HIS JLE L VS MET PHE SER THR. TRP.TYR.VAL
5 374 | ALAARGASN ASP.CVS GLN,GLU,GLY HIS JLE.LEUL Y5 MET PHE, SER. THE. TRP.TYR.VAL,
184 ws | &Y
165 6 | &Y
156 577 | ALAASNASP.CYS,GLY.EERTHR.
167 278 | SER
. 270 | ALAASPCYSGLY,SER
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ALAASN ASPCYS GLY, EER THE VAL

ALAGLY 5EF.

ALACYE GLY PROEER

ALA ASM ASP.CYS GLN,GLUGLY HIS LEUMET, SER, THR, VAL

ALA ASN ASECYS GLMGLUGLY HIS [ILE LEULYE MET PHE, SEF THF, TFR, TYE, VAL

ATLAGLY,SER.

ATLAGLY,SER.

ALA ARG, ARN ASPCYE GLM, GLUGLY HI5 LEUL Y3 MET. 5ER, THE_ VAL

ALA ASM ASPCYS GLMGLULGLY HIS ILELYE MET, SER. THR, VAL

ALAGLY . ZER.

ALA ARG ABN ASP.CYE GLN GLUGL Y HIR LETEULYS MET, SER THE, TRR,TYRE

ALA ARG ASN ARPCYS, GLU GLY ILE LEU.LYS MET, SER, THE, VAL

ALA ASN AEDCYE GLMN GLUGLY MET.ZER

ALA GIM GLUHIELYS THE.

ALA ARG AEN AZPCYE GLN GLUGLY HI3 LY MET PHE SER. TRP, TYR.

ALA ARG AEN ARPCYE GLN GLUGLY ILE LEULYS MET, SER, THE, VAL

ALA ARG ASN ARPCYS GLN, GLUGLY HIS ILE L EU L YS MET,PHE, SEF. TER, TYE, VAL

ALA ARG ASM ASPCYS GLN GLUGLY HIS ILELEULYS MET PHE SEF, THE. TRR, TYE, VAL

ALA ARG AEN ARPCYE GLM, GLUGLY HIS LEULYE MET FROSER, THE. TEF, VAL

ALA ARG, ARN ASPCYE GLN GLUGL Y ILE LEULYS MET, 3ER THR. VAL

GLY

ALA ARG AEN ABPCVE GLM GLUGLY HI3 LEULLYE MET PHE PRO,ZER, THE TRE TYE, VAL

ALA ARG ABN ARR.CYE GLN GLUGL Y HIS ILE TEU L YE MET,FHE, PR.O, 5ER. THR. VAl

ALA ARG, ABN ASDPCYE, GLN GLUGLY HIZ ILE LEULYE MET,PRO, ZER THR. VAL

ALA ARG, ASN ARPCYE, GLM GLUGLY HI3 ILELYS MET PHE PRO SEF TEE. TFP, TYE VAL

ALA ARG ASN ARPCYE GLN GLUGLY HI3 ILETEULYE MET PHE PRO SER THE TER TYEV
AL

ALA ASM ASECYS GLNGLUGLY HIS LEUMET, SEE. THR.

ALAHISPHE SER. THE.TTR.

ALA ARG ASM ASPCYS GLN, GLUGL Y HIS ILELEU LYS MET PHE SER. THE. TRP, TYER.

ALA ARG AEN ASPCYE GLN, GLUGLY LEUMET, SER. THE.

ALA ARG AEN ASPUCYE, GLN GLUGL Y EIS LETTLVE MET PHE PRO,SER. THE TRR.TYR.

ALA ARG ASN ASPCYS GLN, GLUGLY HIS ILE L EU L Y5 MET,PHE FR.O,SEF, THE, TER, TYE,V
AL

ALA ARG AEN ASPCYE GLN GLUGLY HIE ILETEULYS MET PHE.SER THR. TRP. TYR. VAL

ALA ASN ASP.CYE GLY ILE MET ZER THEE, VAL

ALA ASN ARD.CYSHIS LEUMET PHE, SER. THE. TYE VAL

ALA ARG ASH ASPCYE, GLN GLUGL Y HIS ILE L Y5 MET, FHE 5ER THE TRP.TYR. VAL

ALA ARG ARN ARPCYE GLN GLUGLY HIS ILETEU L YE MET,FRO,SER THE TRD, VAL

ALA ASN ASECYS GLMGLY ILE, 5EF THE VAL

ALA ARG ASH ASPCYE, GLN GLUGL Y HIS ILE L Y5 MET, FHE 5ER THE TRP.TYR. VAL

ALA ARG AEN ARPCYE GLM, GLUGLY HIS ILELEU L Y5 MWET,PHE, SEF. THE. TFE, TYE. VAL

GLY




10

15

20

25

37

ALA ARG ASN ARPCVE GLM, GLUGL Y, HIS LYE MET, 5ER_ THE, TEP,TYE

510 321
. 177 | ALAASNASPCYS GLY.SER
51 373 | ALAASNAZRCYS
13 124 | ALAASNASPCVS,GLNGLUGLY ILELYS MET, SER. THE.VAL
s 135 | ALAARGASNASP.CYS,GLI GLY.GLY IS ILE L Y5 MET.PHE SER_THR TRP.TYE.VAL
1 136 | ALAARGASN ASP.CYS,GLIGLU GL Y HIS LVE MET,SER.
ALA ARG ASN ASP C VS GLN, GLU, GLY IS ILE LBV L Y5 MET FHE. PR SER THE.TRP. TYRV
516 a7 [ AL
. 17g | ALAARGASNASP,CYS,GLN GLU,GLY.HI3 ILE.LEU L Y5 MET,PEE, SEF. TEF.TRP,TYR.VAL
s 10 | ALA ARG, ASN AZP.CYS,GLN,GLU,GLY HIS LEU LYS METPHE, SER_THE. TRR.TPR
1o 130 | ALAARGASNASP,CYS,GLN GLU,GLY.HI3 ILE.LEU L Y5 MET,PEE, SEF. TEF.TRP, TYR.VAL
s | 33 | HSMHETRIERTYR
. 137 | ALAARG,ASN ASP.CYS,GLN,GLU,GLY HIS ILE LEULYS MET,PHE, SR THR. TYR.VAL
sm 333 | ALAGLY.SER
3 134 | CYS.GLYHISLYS METPHE SER TTR
AL ARG, AL ASE VS, 6L, LU, GL ¥ FlS ILE LB L V5, MET PEE, PR, SER. TER, TR, TYR.V
54 335 | AL
523 336 | &Y
526 337 | HISFHETRP
- 130 | ALAASNASDCYS SER
o 130 | ALAGLY.PRO.SER
0 14y | ALAASPCYE,GLY SER.THR
0 1a1 | ALAASN.CYS GLY SER.THELVAL
531 g | &Y
= 147 | ALA ARG ASN ASPCYVS GLN,GLU,GLY LEU LYS NET SER.
533 1 | GY
o 15 | ALA.CYSGLY SER THR
o 345 | ALA.CYS.GLY PRO.SER TER
- 147 | ALAARGASN ASP.CYS GLN,GLU,GLY ILE LEULYS MET PHE SEF. THR TYR.VAL
537 g | &Y
= 140 | ALAARGASNASP.CYS,GLIGLU.GLY.HIS ILELEU LS MET PHE. SER. TEF. TRP.TYR.VAL
0 <o | ALAARGASNASP.CYS,GLN GLU,GLY HIS LEU.LYS MET PHE SEF. THE. TFB,TYR
0 +o1 | ALAASN ASP,CYS,GLN GLU,GLY.LEU L Y5 SER. THE.VAL
. 17 | ALAARGASN ASPCYS GLN,GLU,GLY LEU LY NET SER THE,
o 17 | ALAARG,ASN ASP.CYS GLN,GLU,GLY HIS ILE LEULYS MET,PHE, SER THR.TRP, TYR VAL
. 154 | ALAARG,CYS, GLN GLU.GLY MET SER.TER.
i 15 | ALAASN_ASP,CYS GLN GLU,GLY,LEU MET,SER. THR
" 56 | ALAARGASNASP.CYS,GLIN,GLU,GLY HIS ILE LEU LYS MET BHE, SER_THR.TRP
548 357 | Coquer residuo
547 gg | e residuo
548 | agp | Coquerresiduo
540 34y | Cumlquier residuo
550 351 | Cumlquier residuo
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551 357 | Culquier residuo
557 353 | Colquier residuo
253 64 Craalquisr residuo

En una modalidad mas, los polipéptidos de la invencidn
comprenden o consiste de la secuencia de aminoéacidos
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 continuacién.
Estos polipéptidos han aumentado la actividad con respecto a
Kuma0l1l0, como se muestra en los ejemplos que siguen, o
proporcionan produccidédn mejorada de los polipéptidos. En
una modalidad, los polipéptidos comprenden o consisten en la
secuencia de aminoadcidos 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
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 continuacidén pueden comprender ademas una
etiqueta histidina en la terminal C. Puede utilizarse
cualgquier etiqueta histidina adecuada; Puede utilizarse
cualgquier 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 remocién eficiente con

proteasa TEV después de la purificacién, por ejemplo, 1la
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etiqueta puede comprender o consistir de la secuencia de
aminodcidos GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139). En otra
modalidad, la etiqueta histidina escindible puede
incorporarse en la termina C, que comprende la secuencia de
aminodcido XyPQ(L/Q)PXyHHHHHH (SEQ ID NO: 131), en donde Xy
es un enlazador de entre 1-25 residuos de aminodcidos. En
un ejemplo no limitante, la etiqueta histidina escindible
puede comprender la secuencia de aminoacidos

GSSGSSGSQPQLPYGSSGSSGSHHHHHH (SEQ ID NO: 132).

KumaOll - K262E

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 2 (sin procesar), SEQ ID NO: 72

(procesado))

KumaOll - V268A
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEAELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 3 (sin procesar), SEQ ID NO. 73

(procesado))

KumaOll - V268S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGESELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT
TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG



41

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

(procesado))

KumaOll - V268T

5 MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

10 POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGETELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG

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

75 (procesado))

Kuma0Oll - E269L

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

20 ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT

AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVLLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT

25 TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWISAATAAMNRAFLDAAALGVIVLAAAGDSGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 6 (sin procesar) SEQ ID NO: 76

(procesado))

KumaOll - E269T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 7 (sin procesar), SEQ ID NO: 77

(procesado))

KumaOll - L270A

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVEADIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 8 (sin procesar), SEQ ID NO: 78

(procesado))

KumaOll - IL270T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVETDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 9 (sin procesar), SEQ ID NO. 79

(procesado))

KumaOll - L2770V
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVEVDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 10 (sin procesar), SEQ ID NO.

80 (procesado))

KumaOll - G319A

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQOGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWAGPEDSWISAATAAMNRAFLDAAALGVIVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

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

81 (procesado))

KumaOll - S354A

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQORAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDAGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 12 (sin procesar), SEQ ID NO:

82 (procesado))

KumaOll - S354E

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT

TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWISAATAAMNRAFLDAAALGVIVLAAAGDEGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 13 (sin procesar), SEQ ID NO:

83 (procesado))

Kuma0Oll - S3540

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 14 (sin procesar), SEQ ID NO:

84 (procesado))

KumaOll - S354R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDRGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 15 (sin procesar), SEQ ID NO:

85 (procesado))

Kuma0Oll - S354Y

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDYGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 16 (sin procesar), SEQ ID NO:

86 (procesado))

KumaOll - G358N
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTNGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 17 (sin procesar), SEQ ID NO:

87 (procesado))

KumaOll - G358S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTSGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

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

88 (procesado))

Kuma0Oll - G3580

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQORAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTQGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 19 (sin procesar), SEQ ID NO:

89 (procesado))

KumaOll - G358T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT

TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWISAATAAMNRAFLDAAALGVIVLAAAGDSGSTTGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 20 (sin procesar), SEQ ID NO:

90 (procesado))

KumaOll - H368F

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 21 (sin procesar), SEQ ID NO:

91 (procesado))

Kuma0Oll - H3680

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVQFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 22 (sin procesar), SEQ ID NO:

92 (procesado))

Kuma0Oll - D3990

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 23 (sin procesar), SEQ ID NO:

93 (procesado))

KumaOll - D402S
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPSGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 24 (sin procesar), SEQ ID NO:

94 (procesado))

Kuma0Oll - D4020

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPOGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

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

95 (procesado))

Kuma0Oll - T406S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQORAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPQGGASGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 26 (sin procesar), SEQ ID NO:

96 (procesado))

KumaOll - N424K

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT

TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWISAATAAMNRAFLDAAALGVIVLAAAGDSGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPQGGASGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 27 (sin procesar), SEQ ID NO:

97 (procesado))

KumaOll - A449E

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPETGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 28 (sin procesar), SEQ ID NO:

98 (procesado))

Kuma0Oll - A4490Q0

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 29 (sin procesar), SEQ ID NO:

99 (procesado))

KumaOll - I456V

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVVDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 30 (sin procesar), SEQ ID NO:

100 (procesado))

KumaOll - T461R
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEARVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 31 (sin procesar), SEQ ID NO:

101 (procesado))

Kuma0ll - T463A

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVAGGTSAVAPLFAALVA

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

102 (procesado))

Kuma0Oll - T463L

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQORAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVLGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 33 (sin procesar), SEQ ID NO:

103 (procesado))

KumaOll - T463M

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT

TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWISAATAAMNRAFLDAAALGVIVLAAAGDSGSTGGE
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QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVMGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 34 (sin procesar), SEQ ID NO:

104 (procesado))

Kuma0Oll - T4630

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVQGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 35 (sin procesar), SEQ ID NO:

105 (procesado))

KumaOll - T463R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVRGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 36 (sin procesar), SEQ ID NO:

106 (procesado))

KumaOll - T463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 37 (sin procesar), SEQ ID NO:

107 (procesado))

KumaOll - T463V
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVVGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 38 (sin procesar), SEQ ID NO:

108 (procesado))

Kuma023: G368S; TI463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTSGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

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

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

Kuma021l: G368S; D3990; A4490Q; I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTSGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 154 (sin procesar), SEQ ID NO:

155 (procesado))

Kuma031l: K262E; E269T; S3540; G358S; D3990Q; A4490;

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
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AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA
AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 40 (sin procesar), SEQ ID NO:
110 (procesado))
Kuma 030 como se indica en los ejemplos es el
polipéptido KumaO31 que incluye la siguiente etiqueta de

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

KumaO41l: S319A; H368F; D3990; A4490; I463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT
TAIHDPTLKPSVVSISWAGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

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 KumaO4l que incluye la siguiente etiqueta de

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

Kuma051l: K262E; E269T; L270V; S3540Q0; G358S; D3990;

A4490
MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA
AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTVDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 42 (sin procesar), SEQ ID NO:
112 (procesado))
Kuma 050 como se indica en los ejemplos es el
polipéptido KumaO51 que incluye la siguiente etiqueta de

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

Kuma022: P171R; H172R; G368S; I463T
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MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR
RFRMOQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTSGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 55 (sin procesar), SEQ ID NO:

125 (procesado))

Kuma032: P171R; H172R; K262E; E269T; S83540Q; G358S;

D3990; A449Q; TI463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVIVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR
RFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

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

126 (procesado))

Kuma042: P171R; H172R; S319A; H368F; D3990Q; A4490;

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR
RFRMOQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWAGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 57 (sin procesar), SEQ ID NO:

127 (procesado))

Kuma052: P171R; H172R; K262E; E269T; 1270V; S3540;

G358S; D399Q; A4490Q

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVIVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

RFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTVDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 58 (sin procesar), SEQ ID NO:

128 (procesado))

Kuma06l: K262E; E269T; S3540; G358S; D3990Q; A4490;

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSMPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
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 KumaO6l que incluye la siguiente etiqueta de

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

Kuma062: P171R; H172R; K262E; E269T; S8354Q; G358S;

D3990; A449Q; TI463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR
RFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSMPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDQGSTSGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 59 (sin procesar), SEQ ID NO:

129 (procesado))

KumaO71: S319A; H368F; D3990; A4490; TI463T

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP

HFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWAMPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPQTGYEVVIDGEATVTGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 152 (sin procesar), SEQ ID NO:
153 (procesado))

Kuma 070 como se indica en los ejemplos es el
polipéptido KumaO71 que incluye la siguiente etiqueta de

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

KumaO72: P171R; H172R; S319A; H368F; D3990Q; A4490;

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAAIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR
RFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQOGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVTLDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWAMPEDSWITSAATAAMNRAFLDAAALGVIVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVFFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNQGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
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
realizados en Kuma0l0/011 tienen efecto significativo sobre
la actividad catalitica de las proteinas de disefio. La Tabla
4 muestra la eficacia de las mutaciones individuales en la
catalizacién de la degradacién de diversas secuencias de
péptidos de gliadina. Los ejemplos proporcionan més datos

sobre mutantes individuales y combinacién especificos.
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%0 de mejora | %0 de mejora
en en

Pozicidn AAL con FFPQPQLFY | PFPQPQOPF

(Longitud | Pozicion Kumall0 | respecto a (SEQID NO: | (SEQ ID NO:

completa) | (truncada) | AA Kumal10011 | &7) 65)
22 32| E DNOH 103% | ND
262 FEE S E 105%s 110%s
2638 eV A 107 890
2638 il Y 3 104%s 3%
2638 eV T 127% 103%
269 80 | E o 113% B4 %%
2465 B0 | E T 263% 151%
270 8l | ev A 203% 92 %
270 8l ] ev T 307 29%
270 8l | ev v 474% 61 %
319 130 | 8 A 154% 184%
334 165 | & A 152% 140%
354 165 | & E 124% 20%
354 165 | &8 Q 145% 141%3
354 165 | & E 105% 2%
354 165 | &8 ¥ 46%% 105%
358 165 | & I 20% 90 %4
358 165 | & 3 331% 224%
358 165 | & 0 147% 149%
333 165 | & T 283% 12E%
368 17 | H F 334% 104%%
363 178 | H Q 1557%4 153%
399 201D Q 14504 20E¥
402 25| D 3 544 10E%
402 25| D Q 1649 111%
406 27| T 3 4% 101%4
424 235 | N K 283% | ND
445 260 | A E 149% 2B
445 260 [ & N 115%4 11E%
441 22| T E 20%% B6 %
443 274 (1 A 31% 234%
443 241 v 124% 2%
443 274 (1 M 123% 33 %
443 24 (1 0 9% 68 %
443 241 E 2804 110%
443 24 (1 T 130% 239%
443 2401 v 256% 141%
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MUTACIONES DE PRODUCCION MEJORADA

Las mutaciones que mejoran la produccidén pueden
proporcionar mejoras en una de tres categorias: 1. Alterar
el método de purificacidén; 2. aumentar el rendimiento; y 3.
disminuir la probabilidad de que el autoprocesamiento
enzimdtico ocurrird durante la purificacién, simplificando
el andlisis de esta manera. Ademéds de la etiqueta His que
es extraible ©por la actividad proteolitica de 1los
polipéptidos divulgados en el presente documento cae en la
categoria 1; el mutante R105H parece mejorar el rendimiento
en ~ 2 veces, colocando esta mutacién en la categoria 2; vy
las mutaciones en las posiciones 171-174 <colocan estos

mutantes en categoria 3.

Kuma0l0 con KumaOlO-FEtigueta His escindible

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW

QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
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RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLOALLPSASQPQPGSSGSSGSQPQLPYGSSGSSGSHHHHHH (SEQ ID NO: 43

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

KumaOll - R105H

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 44 (sin procesar), SEQ ID NO:

114 (procesado))

KumaOll - P171A

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVIVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARA
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA

POVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
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TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 45 (sin procesar), SEQ ID NO:

115 (procesado))

KumaOll - P171R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR
HFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 46 (sin procesar), SEQ ID NO:

116 (procesado))

KumaO0ll - P171S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG

ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
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AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARS
HFRMQRRAEGGFEARSQA
AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 47 (sin procesar), SEQ ID NO:

117 (procesado))

KumaOll - H172A

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
AFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 48 (sin procesar), SEQ ID NO:

118 (procesado))
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KumaOll - H172R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
RFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 49 (sin procesar), SEQ ID NO:

119 (procesado))

Kuma0ll - H172S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
SFRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT
TAIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
ODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA

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

120 (procesado))

KumaOll - F173R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HRRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 51 (sin procesar), SEQ ID NO:

121 (procesado))

KumaOll - F173S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATIAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HSRMQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
POVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGELDAIT

TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWISAATAAMNRAFLDAAALGVIVLAAAGDSGSTGGE



10

15

20

25

77

QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 52 (sin procesar), SEQ ID NO:

122 (procesado))

Kuma0ll - R174S

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVTVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARP
HFSMOQRRAEGGFEARSQA

AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIATIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPEGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGEFLDAIT
TATHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAATAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QDGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 53 (sin procesar), SEQ ID NO:

123 (procesado))

Kuma0l2: P171R; H172R

MSDMEKPWKEGEEARAVLQGHARAQAPQAVDKGPVAGDERMAVTVVLRRQRAG
ELAAHVERQAATAPHAREHLKREAFAASHGASLDDFAELRRFADAHGLALDRANVAAGT
AVLSGPDDAINRAFGVELRHFDHPDGSYRSYLGEVIVPASIAPMIEAVLGLDTRPVARR

RFRMQRRAEGGFEARSQA
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AAPTAYTPLDVAQAYQFPEGLDGQGQCIAITIELGGGYDEASLAQYFASLGVPA
PQVVSVSVDGASNQPTGDPKGPDGEVELDIEVAGALAPGAKFAVYFAPDTTAGFLDAIT
TATIHDPTLKPSVVSISWSGPEDSWTSAAIAAMNRAFLDAAALGVTVLAAAGDSGSTGGE
QODGLYHVHFPAASPYVLACGGTRLVASGGRIAQETVWNDGPDGGATGGGVSRIFPLPAW
QEHANVPPSANPGASSGRGVPDLAGNADPATGYEVVIDGEATVIGGTSAVAPLFAALVA
RINQKLGKAVGYLNPTLYQLPADVFHDITEGNNDIANRAQIYQAGPGWDPCTGLGSPIG
VRLLQALLPSASQPQP (SEQ ID NO: 54 (sin procesar), SEQ ID NO:

124 (procesado))

Como se utiliza a lo largo de la presente solicitud,
se utiliza el término "polipéptido" en su sentido més amplio
para referirse a una secuencia de aminoacidos de subunidad,
ya sea que ocurra naturalmente o de origen sintético. Los
polipéptidos de la invencién pueden comprender L-
aminodcidos, D-aminoacidos (que son resistentes a 1las
proteasas de aminodcidos especificos L en vivo) o una
combinacién de D - y L-aminodcidos. Los polipéptidos aqui
descritos pueden ser sintetizados quimicamente o expresados
por via recombinante. Los polipéptidos pueden estar
vinculado con otros compuestos para promover una vida media
in vivo, tales como por PEGilacidén, HESilacidén, PASilacidén o
glicosilaciédn. Dicho wvinculo puede ser covalente o no
covalente como lo entiende el experto en la materia. Los
polipéptidos pueden vincularse con cualgquier otro vinculador

adecuados, incluyendo, pero no limitado a cualquier
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vinculador que pueda ser utilizado para la purificacién o
deteccidén (tales como etiquetas FLAG o His).

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona
dcidos nucleicos aislados que codifican los polipéptidos de
cualquier aspecto o modalidad de la invencién. La secuencia
de &cido nucleico aislado puede comprender el ARN o ADN.
Como se utiliza en este documento, "los &cidos nucleicos
aislados" son aquellos que se han extraido de sus secuencias
de &cidos nucleicos circundantes normales en el genoma O en
las secuencias de ADNc. Estas secuencias de acido nucleico
aisladas pueden comprender secuencias adicionales utiles
para promover la expresidén y/o purificacidédn de la proteina
codificada, incluyendo, pero no limitado a las secuencias de
poliA, secuencias Kozak modificadas vy secuencias que
codifican las etiquetas de epitopo, sefiales de exportacidn y
sefiales secretoras, sefiales de localizacidén nuclear y sefales
de localizacibén de membrana plasmdtica. Serad evidente para
los expertos en la materia, basado en las enseflanzas en el
presente documento, qué secuencias de 4cido nucleico
codifican los polipéptidos de la invencidn.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona
vectores de expresién de acido nucleico gque comprenden el
dcido nucleico aislado de cualquier modalidad de la invenciédn
operativamente vinculado a una secuencia de control adecuado.

E1l “Wector de expresidén recombinante” incluye vectores que
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vinculan operativamente una regidén codificante de 4&cido
nucleico o gen para cualquier secuencia de control capaz de
efectuar expresidén del producto del gen. “Las secuencias de
control” vinculadas operablemente a las secuencias de &cido
nucleico de la invencidén son secuencias de &cido nucleico
capaces de afectar la expresién de las moléculas de &acido
nucleico. Las secuencias de control no necesitan ser
contiguas a las secuencias de &cido nucleico, mientras que
hagan la funcién de dirigir la expresién de los mismos. Por
consiguiente, ©por ejemplo, las secuencias transcritas
todavia sin traducir que intervienen pueden presentarse entre
una secuencia del promotor y las secuencias de acidos
nucleicos vy la secuencia del promotor puede todavia
considerarse “winculada operablemente” a la secuencia de
codificacién. Otras secuencias de control incluyen, pero no
se limitan a, las sefiales de poliadenilacidén, sefiales de
terminacién y sitios de unidén del ribosoma. Estos vectores
de expresidén pueden ser de cualquier tipo conocido en la
materia, incluyendo, pero no limitados a plésmido y vectores
de expresién basados en virus. La secuencia de control
utilizada para expresién de impulso de las secuencias de
dcido nucleico divulgada en un sistema mamifero puede ser
constitutiva (impulsado por cualquiera de una variedad de
promotores, incluyendo, pero no limitado a, CMV, Sv40, RSV,

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
construccién de vectores de expresidn para su uso en la
transfeccidén de células procariotas también es conocida en
la materia y de esta manera se puede lograr mediante técnicas
estandar. (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
Inc., Clifton, N.J.), y el Ambion 1998 Catalog (Ambion,
Austin, TX). El vector de expresidén debe ser replicable en
los organismos huésped como un episoma o por integracidén en
el ADN cromosdémico huésped. En una modalidad preferida, el
vector de expresidén comprende un plasmido. Sin embargo, 1la
invencidén pretende incluir otros vectores de expresidén que
sirven funciones equivalentes, tales como vectores virales.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona
células huésped recombinantes que comprenden los vectores de
expresién de 4&cido nucleico de la invenciédn. Las células
huésped pueden ser procariotas o eucariotas. Las células
pueden transfectarse o) transducirse transitoria o
establemente. Estas transfeccidén y transduccidédn de 1los
vectores de expresidn en las células procariotas y eucariotas
pueden realizarse mediante cualquier técnica conocida en 1la

materia, incluyendo, pero no limitado a las transformaciones
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bacterianas estéandar, coprecipitacién de fosfato de calcio,
electroporacién, o mediado por 1liposomas, mediado por
dextrano DEAE, mediado policatidénico o transfeccidn mediada
por virus. (Ver, por ejemplo, Molecular Cloning: A
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 produccidédn de un polipéptido de
acuerdo con la invencidén es una parte adicional de 1la
invencién. E1 método comprende los pasos de (a) cultivar un
huésped de acuerdo con este aspecto de la invencidédn bajo
condiciones propicias para la expresién del polipéptido, vy
(b) opcionalmente, recuperar el polipéptido expresado. E1
polipéptido expresado puede recuperarse del extracto libre
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 invencidén proporciona
composiciones farmacéuticas, que comprenden el polipéptido,
dcido nucleico, vector de expresidén de &cido nucleico y/o la
célula huésped recombinante de cualquier aspecto o modalidad
de la invencidén y un portador farmacéuticamente aceptable.
Las composiciones farmacéuticas de 1la invencién pueden

utilizarse, por ejemplo, en los métodos de la invencidn
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descritos a continuacién. La composiciédn farmacéutica puede
comprender ademéas de los polipéptidos, acidos nucleicos, etc.
de la invencidén (a) un lioprotector; (b) un surfactante; (c)
un agente de carga; (d) un agente de ajuste de tonicidad;
(e) un estabilizador; (f) un preservativo y/o (g) un tampdn.

En algunas modalidades, el tampdén en la composicidn
farmacéutica es un tampdn Tris, un tampdn histidina, un
tampén fosfato, un tampdn citrato o un tampdn acetato. La
composicién farmacéutica también puede incluir un
lioprotector, por ejemplo, sacarosa, sorbitol o trehalosa.
En algunas modalidades, la composicién farmacéutica incluye
un preservativo, por ejemplo, cloruro de benzalconio,
bencetonio, clorohexidina, fenol, m-cresol, alcohol
bencilico, metilparabeno, propilparabeno, clorobutanol, o-
cresol, p-cresol, clorocresol, nitrato fenilmercurico,
timerosal, acido benzoico y diversas mezclas de los mismos.
En otras modalidades, la composicién farmacéutica incluye a
un agente de carga, como la glicina. En otras modalidades,
la composicién farmacéutica incluye un surfactante, por
ejemplo, polisorbato-20, polisorbato-40, ©polisorbato-60,
polisorbato-65, polisorbato-80 polisorbato-85, poloxédmero-
188, monolaurato de sorbitadn, monopalmitato de sorbitan,
monoestearato de sorbitéan, monooleato de sorbitén,
trilaurato de sorbitén, triestearato de sorbitédn, trioleasto

de sorbitédn o una combinacidén de los mismos. La composiciédn
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farmacéutica también puede incluir a un agente de ajuste de
tonicidad, por ejemplo, un compuesto que produce la
formulacidén sustancialmente isotdénica o isoosmbdbtica con
sangre humana. Los agentes de ajuste de tonicidad ejemplar
incluyen sacarosa, sorbitol, glicina, metionina, manitol,
dextrosa, inositol, cloruro de sodio, arginina y clorhidrato
de arginina. En otras modalidades, la composicidn
farmacéutica incluye ademés un estabilizador, por ejemplo,
una molécula que, cuando se combina con una proteina de
interés sustancialmente previene o reduce la inestabilidad
quimica y/o fisica de la proteina de interés en forma liquida
o liofilizada. Los estabilizadores ejemplares incluyen
sacarosa, sorbitol, glicina, metionina, inositol, cloruro de
sodio, arginina y clorhidrato de arginina.

Los polipéptidos, 4&cidos nucleicos, etc. de 1la
invencién puede ser el Unico agente activo en la composiciédn
farmacéutica, o la composicidén ademds puede comprender uno o
mas otros agentes activos adecuados para el uso previsto.

Las composiciones farmacéuticas descritas en este
documento generalmente comprenden una combinacién de un
compuesto que se describe en el presente documento y un
portador, diluyente o) excipiente farmacéuticamente
aceptable. Estas composiciones estadn sustancialmente libres
de componentes farmacéuticamente no - aceptables, es decir,

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 presentacidén de
esta solicitud. En algunas modalidades de este aspecto, si
el compuesto se disuelve o suspende en agua, la composiciédn
ademas comprende opcionalmente un adicional ©portador,
diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable. En otras
modalidades, las composiciones farmacéuticas descritas en el
presente documento son composiciones farmacéuticas sdbdlidas
(por ejemplo, tableta, céapsulas, etc.).

Las composiciones descritas en el presente documento
se podian 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 vy pueden ser
administradas por cualquier via adecuada. En una modalidad
preferida, las composiciones farmacéuticas y formulaciones
estadn disefiadas para la administracidédn oral. Pueden ser
necesarios e} deseables los portadores farmacéuticos
convencionales acuosos, polvo o bases aceitosas y espesantes
y similares.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser en
cualquier forma adecuada, incluyendo, pero no limitado a,
tabletas, pildoras, polvos, pastillas, bolsitas, sobres,
elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, Jarabes,

aerosoles (como un medio sélido o ligquido), unglientos que
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contienen, por ejemplo, hasta un 10% en peso del compuesto
activo, cépsulas de gelatina suaves vy duras, soluciones
inyectables estériles y polvos empaquetados estériles.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona
métodos para el tratamiento de la celiaquia o sensibilidad
de gluten no celiaca (NCGS), que comprende administrar a un
individuo con celiaquia o NCGS una cantidad efectiva para el
tratamiento de la celiaquia o NCGS de uno o més polipéptidos
seleccionados del grupo que consiste en los polipéptidos de
la de la invencidén, o usando uno o mas de estos polipéptidos
para procesar alimentos para el consumo por personas con
celiaquia o NCGS

Los inventores de la presente invencidén han descubierto
que los polipéptidos de la invencidén son capaces de degradar
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 celiaquia.
Los polipéptidos de la presente invencidn muestran actividad
superior en la degradacién de péptidos que tienen un PQLP
(SEQ ID NO: 65) o PQOQP (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 Kuma0l0/011 y otros polipéptidos divulgados
como atiles para el tratamiento de la celiaquia

(WO2015/023728) . Por consiguiente, los polipéptidos de 1la
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invencidén constituyen una mejora terapéutica significativa
para el tratamiento de la celiaquia y NCGS.

La enfermedad celiaca (también conocida como celiaquia
o intolerancia al gluten) es una enfermedad altamente
prevalente en la cual las proteinas dietéticas encontradas
en productos de trigo, cebada vy centeno conocidos como
'glutenos' evocan una respuesta 1inmune en el intestino
delgado de individuos genéticamente ©predispuestos. La
inflamacién resultante puede conducir a la degradacidén de
las vellosidades del intestino delgado, 1impidiendo la
absorcién de nutrientes. Los sintomas pueden aparecer en la
primera infancia o més adelante en vida vy la varian
ampliamente en severidad, desde diarrea, fatiga, pérdida de
peso, dolor abdominal, distensidén abdominal, exceso de gases,
indigestiédn, estrefiimiento, distensioén abdominal,
nadusea/vémito, anemia, hematomas, depresiodn, ansiedad,
retraso en el crecimiento en nifios, pérdida de cabello,
dermatitis, ©perdidas menstruales, Ulceras en la boca,
calambres musculares, dolor en las articulaciones, sangrado
nasal, convulsiones, hormigueo o entumecimiento en manos o
pies, retraso de la pubertad, defectos en el esmalte de los
dientes vy sintomas neuroldgicos tales como ataxia o
parestesia. Actualmente no existen terapias eficaces para
esta enfermedad en toda la vida excepto la eliminacidén total

de glutenos de la dieta. Aunque la celiaquia sigue siendo en
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gran parte poco diagnosticada, su ' prevalencia en 1los
Estados Unidos vy Europa se estima en 0.5-1.0% de 1la
poblacidén. Ademés de la celiaquia, una fraccidén significativa
de la poblacién se cree que sufre de la condicién de
sensibilidad de gluten no celiaco (NCGS), que es causada por
la ingestién de gluten, pero es distinta en mecénico a la
enfermedad celiaca, aunque la los sintomas son con frecuencia
indistinguibles de la celiaquia.

Como se utiliza en este documento, "tratamiento de
celiaquia o NCGS" significa cumplir uno o mas de 1los
siguientes: (a) reducir la severidad de la celiaquia o NCGS;
(b) limitar o prevenir el desarrollo de sintomas
caracteristicos de 1la celiaquia o NCGS; (c) inhibir el
empeoramiento de los sintomas caracteristicos de la celiaquia
o NCGS; (d) limitar o prevenir la recurrencia de la celiaquia
o NCGS en pacientes gue previamente han tenido el trastorno;
(e) limitar o prevenir la recurrencia de los sintomas en
pacientes que estaban previamente sintomdticos para 1la
celiaquia o NCGS; y (f) limitar el desarrollo de celiaquia o
NCGS en un sujeto en riesgo de desarrollar celiagquia o NCGS
0 aun no mostrando los efectos clinicos de la celiaquia o
NCGS.

El individuo por tratar segun los métodos de la
invencién puede ser cualquier persona que padece celiaquia o

NCGS, incluyendo a seres humanos. El individuo puede ser
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alguien que vya sufre los sintomas o alguien dgque es
asintomético.

Como se utiliza en este documento, una "cantidad
efectiva" se refiere a una cantidad de polipéptido que es
eficaz para el tratamiento de la celiaquia. Los polipéptidos
se formulan tipicamente como una composicidén farmacéutica,
tal como se divulga anteriormente y pueden administrarse por
cualquier via conveniente, incluyendo por via oral, parental,
por el aerosol de inhalacién o por via tépica en
formulaciones de unidad de dosificacidén gque contienen
portadores farmacéuticamente aceptables convencionales,
adyuvantes y vehiculos. En una modalidad preferida, las
composiciones farmacéuticas y formulaciones se administran
oralmente, tales como por tabletas, pildoras, pastillas,
elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones o jarabes.

Los regimenes de dosificacidén se pueden ajustar para
proporcionar la éptima respuesta deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica o profilactica). Un rango de
dosificacidén conveniente puede, por ejemplo, ser 0.1 ug/kg-
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 Unico bolo, o pueden administrarse mds de una vez (por
ejemplo, 2, 3, 4, 5 o mds veces) de acuerdo con lo determinado

por un médico.
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Ejemplo 1

La gliadina es altamente enriquecida en prolina (P) vy
glutamina (Q), lo gque la hace recalcitrante a la degradacidn
por las enzimas digestivas humanas. Los fragmentos de péptido
rico en PQ derivados de la digestidén parcial de la gliadina
se deamina en el lumen intestinal, permitiendo de esta manera
el enlace de HLA-DQ2 o DQ8 y la estimulacidén de una respuesta
inflamatoria Thl en pacientes con CD?®. La endopeptidasa de
gliadina KUMAMAX™ (en adelante denominada Kuma0Oll o Kuma 010
si refiere a KumaOll incluyendo la etiqueta de histidina
terminal C: GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ 1ID NO: 139)), que
demuestra la estabilidad vy funcionalidad en condiciones
gastricas, fue previamente disefiado para degradar los
péptidos que contienen el motivo de dipéptido PQ?. Basado en
la estructura cristalina de Kuma0Ol0 (PDB ID 4NE7), se
redisefia el sitio activo de Kuma0OlO0 que selecciona las
mutaciones para aumentar la actividad contra los péptidos de
gliadina inmunogénica. Luego se analizaron las mutantes
disefiados para el aumento de la actividad contra 33mer
altamente inmunogénico (LOLOPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF
(SEQ ID NO: 69)) y 26mer (FLQPQQOPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ (SEQ ID
NO: 70)) péptidos de gliadina®’. Estos péptidos albergan
motivo del tripéptido PQL o PQQ, representante de 1los

epitopos de célula T gliadina mostraron ser tdéxicos para la
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mayoria de los pacientes celiacos®. De esta manera, se
construyd6 la variante Kuma030. Kuma030 es 44 veces méas activo
contra los péptidos que contienen PQQ y 11 veces mas activos
que los péptidos gque contienen PQL, que KumaOlO0.

Basado en el modelado molecular, la supuesta interfaz
de enlace de péptido S1’ de Kuma0lO0 consiste en residuos
hidrofébicos completamente y debe, por lo tanto, preferir
residuos hidrofébicos tales como leucina y residuos no
polares tales como glutamina, en P1'. El bolsillo de enlace
S1’ de Kuma030 introduce una isoleucina para la mutacidén de
treonina (I463T), que se predice que proporciona un enlace
de hidrbégeno 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. KumaO30
también incorpora seis mutaciones adicionales (K262E, E269T,
S354Q, G358S, D399Q, A449Q) que proporcionan mayor eficiencia
catalitica sobre los péptidos 26mer y 33mer. G3585 se predice
para estabilizar el bucle que contiene una histidina disefiada
introducida en Kuma0l0 qgque se predice que es un enlace de
hidrébgeno a los residuos de glutamina Pl. Las mutaciones
restantes se predicen para estabilizar la estructura de la
proteina como se modelb.

Mientras decenas de epitopos ricos en PQ se han
enlazado a CD, varios péptidos derivados de la gliadina

(trigo), hordeina (cebada), vy secalina (centeno) se ha



10

15

20

25

92

demostrado que representan la gran mayor parte de la
respuesta inmune en CD y por lo tanto se han clasificado como
inmunodominantes®. En el trigo, estos incluyen los péptidos
W02-EQ7 (LOPFPQPQLPYPQPQ (SEQ ID NO: 133)), WO03-EQ7
(QPFPQPQQOPFPWQP (SEQ ID NO: 134)) y el péptido 33mer, que
contiene la secuencia W02-E07°/°. Estos péptidos albergan
varios epitopos que mostraron ser altamente inmunogénicos?®"
11, Para evaluar la capacidad de Kuma030 de destruir a estos
epitopos en todo el gluten, el gluten de trigo purificado se
incubdé con Kuma030 bajo condiciones gastricas simuladas (pH
4.0 a 37°C con 0.6 mg mL! de pepsina)'?. El resto de la
fraccién de gluten después de la degradacién fue cuantificada
utilizando ensayos de ELISA basados en anticuerpos R5 o G12
que reconocen los motivos de aminodcidos QQPFP (SEQ ID NO:
135) y QPQLPY (SEQ ID NO: 136), respectivamente, que abarcan
todos los epitopos inmunodominantes en los péptidos
anteriores'3 ', Para comparar la actividad de KumaO30 con las
de las glutenasas publicados, también se examinaron la
glutenasas EPB2 y SCPEP, que son actualmente las pioneras a
una proporcién de 1:1 como una enzima de combinacidén
terapéutica enzimadtica para CD!®>. Las enzimas EPB2 y SCPEP
generadas en este trabajo se verificaron que tienen
actividades consistentes con la de los valores
publicados'® 1?7, Tras la incubacidén con gluten, se observd una

reduccién de dosis dependiente en el QQPFP (SEQ ID NO: 135),
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o0 QPQLPY- (SEQ ID NO: 136) carga que utiliza Kuma030, KumaOlO0
o0 una combinacién de 1:1 de EPB2 y SCPEP (Fig. 1A). En una
relacién p:p 1:25 de enzima: gluten, EPBR2 y SCPEP
descomposicién de 84.8% de gluten presente, consistente con
los informes previamente publicados de esta combinacidén de

enzimals 19,

Kuma030 fue muy eficaz en la eliminacién de estos
epitopos de péptidos en todo el gluten, con una proporcidn
de 1:400 de enzima: el gluten es suficiente para reducir el
gluten inmunogénico presente en més del 99.5% en 60 minutos,
como se cuantifica por ambos métodos utilizados (Fig. 1A).
La reduccién de KumaO30-dependiente de la carga inmunogénica
del gluten es rapida, con > 98% de degradacidén conseguido
por 5 minutos en una proporcién de 1:25 (Fig. 1B). La
espectroscopia de masas de los productos de escisidén de
Kuma030 reveld que KumaO30 escindid cada péptido después del
motivo de dipéptido de PQ en los epitopos inmunodominantes
del trigo (33mer, W02-EQ07 y WO3-E07) y también los de cebada
BO8-E2E7 (PQQPIPQQPQPYPQQ (SEQ ID NO: 61)) y centeno R11l-
E2E7 (QPFPQQPEQIIPQQP)°? (SEQ ID NO: 62) (Fig. 1C). Mientras
que estos péptidos intactos son altamente
inmunoestimulantes, los productos de descomposicién del
péptido no se predicen para estimular el sistema
inmunoldégico, ya que se pensaba que los resultados de acciédn
de Kuma030 en la eliminacién del epitopo 9mer de nucleo para

0

desencadenar la respuesta inmune?’. 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 Gl2 y R5, son consistentes con la hipdtesis de
que Kuma030 puede enlazar y escindir péptidos con leucina o
una glutamina en el bolsillo de enlace S1’.

La capacidad de Kuma0O30 para degradar eficientemente
epitopos de gliadina inmunogénica sugiere que la incubaciédén
de gliadina con KumaO30 puede reducir su capacidad para
estimular una respuesta inmune mediada por células T. Los
ensayos de células T utilizando células derivadas de las
biopsias intestinales de pacientes celiacos representan el
estandar de oro para esta evaluacidén. Evaluar directamente
la hipdétesis de que la incubacidén con KumaO030 disminuira o
eliminard la capacidad de inmunoestimulantes de gliadina, se
realizaron ensayos de célula T en el cual las células se
expusieron a gliadina tratada con KumaO30 y se evalud la
reaccién de células T resultantes. Las lineas celulares CD4*
T intestinales altamente reactivas a la gliadina utilizadas
en este estudio se generaron previamente de la mucosa
intestinal y han mostrado reaccidén a una variedad de epitopos
en familias de gliadinas diferentes?!. Kuma030 y la pepsina
se incubaron con gliadina de trigo purificada en condiciones
gastricas simuladas en laboratorio durante 60 minutos. Con
el fin de imitar el trédnsito en el compartimento intestinal,

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 epitopos inmunogénicos. Las
muestras de gliadina resultantes se presentaron a las lineas
celulares T y se evalud la estimulacidén mediante la medicidn
de la produccién de IFN-y (Fig. 2A-E) y la proliferacién de
la célula T (Figura 3A-D). La exposicidén de lineas de células
T a la gliadina tratada con pepsina dio lugar a 1la
estimulacién de la produccién de IFN-y, y el tratamiento
conjunto de gliadina con pepsina y KumaO30 redujo esta
respuesta, elimindndola en altas concentraciones. Las
disminuciones observadas en la produccién de IFN-y no eran
debidas a la toxicidad Kuma030. De manera importante, Kuma030
eliminé la respuesta de la célula T a la gliadina en cada
linea de célula T ©probada independientemente de 1la
especificidad de la célula T del epitopo, indicando que
Kuma030 es eficaz contra los epitopos reconocidos por las
lineas de célula T utilizadas en este ensayo. Puesto que
estos epitopos abarcan las tres familias principales de la
gliadina: ao-, w y y—-gliadina, esto sugiere que la Kuma0O30 es
capaz de degradar epitopos inmunogénicos dentro de todas las
regiones pertinentes de gliadina.

Los experimentos anteriores demuestran la capacidad de
Kuma030 para degradar epitopos de gliadina inmunogénica en
el contexto de gluten de trigo purificado o gliadina. Sin

embargo, para evaluar la aplicacidén practica, es importante
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evaluar la efectividad de Kuma030 en matrices de bebidas vy
alimentos fisiolbébgicamente relevantes. Para evaluar la
actividad de Kuma0O30 en escenarios de digestidén gastrica, se
probdé la capacidad de Kuma030 para romper el gluten en una
mezcla de pan acidificado y una cerveza de trigo. El pan
integral se molidé en saliva artificial para simular la
masticacién a una concentracidén de pan representativa de la
del estémago después de la ingestidn de una rebanada de pan.
La mezcla luego se acidificd por la adicidédn de HC1l y pepsina,
y se agregaron glutenasas a diferentes concentraciones. Luego
se cuantificé la cantidad de gluten restante después de 30
minutos de digestidén, que representa el tiempo promedio que
pasan de los alimentos en el estdémago antes del comienzo de
la ingesta de liberacién en el duodeno a través de la abertura
pilérica??. A mayor concentracidén glutendsica probada (1000
pg mL™t'), el tratamiento con EPB2 y SCPEP dio lugar a la
degradacién 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
prueba en una relacidén 1:10 de enzima:gluten en el estdmago
humano después de un tiempo de incubacién de 30 minutos?3. En
una concentracién de 62.5 pg mL! (una relacidén 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").

Por UGltimo, 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 altos??. La cerveza se incubd con Kuma030 a
37° C o 4° C en dos concentraciones de enzima. Se tomaron
muestras en diferentes puntos de tiempo y se cuantificd 1la
concentracién de gluten restante. Se encontrd que la
incubacién de la cerveza, que demostrd una concentracidn de
gluten ~764 ppm, con KumaO30 disminuyé el nivel de gluten
disminuir a 20 ppm por 5 minutos (Fig. 4B). La rapidez de
este efecto es particularmente importante, vya que 1los
liquidos se vacian a través del estdémago considerablemente
mas rapido que los sdélidos??. Sorprendentemente, Kuma030
redujo significativamente la carga del gluten de la cerveza
de trigo incluso a 4° C, dado que la incubacidén con el Kuma030
a 700 pg mL™?' redujo los niveles de gluten por debajo de 20
ppm por 5 minutos.

En este momento, la Unica terapia para la enfermedad
celiaca es una dieta libre de gluten estricta de por vida.
La terapia oral se ha considerado una opcidén atractiva para
CD dada la identificacién de los epitopos de gliadina
inmunogénica ricos en PQ que estimulan la respuesta inmune3.
Una caracteristica Gtil de cualquier enzima oral terapéutica
para CD es la capacidad para romper los péptidos inmundgenos
en condiciones géastricas, vya que la respuesta inmune

inflamatoria a la gliadina se produce inmediatamente al
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entrar en el intestino?°.

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 dafio intestinal?’'?®. De hecho, la FDA exige
actualmente que 1los alimentos etiquetados como "libre de
gluten" deberdn demostrar menos de 20 ppm de gluten, puesto
que la estricta observancia de esta norma estd prevista para
resultar en una ingesta diaria de 10 mg o menos. De esta
manera, la ingestidén accidental de 1 g de gluten
(aproximadamente la cantidad de gluten presente en un crotdn)
se debe reducir en un 99% o mads en el compartimento gastrico
para prevenir el dafio intestinal y los sintomas que pudieran
surgir de la exposicidén al gluten. Por lo tanto, existe una
clara necesidad de glutenasas que puedan destruir rdpidamente
los epitopos de gliadina inmunogénica en condiciones
gastricas. En un modelo de mezcla de pan que representa la
ingestién de 4 g de gluten, KumaO30 se encontré que degrada
> 99.8% de la carga de gliadina 30 minutos en una proporcidn
de 1:160 p:p. Ademéds, Kuma0O30 destruye especificamente
péptidos con el motivo dipéptido PQ, el cual se encuentra
cominmente 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 produccidén IFN -y de todas las lineas

de célula de T probadas, que es significativa ya que 1los
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pacientes CD demuestran un sinnumero de respuestas a

diferentes epitopos inmunogénicos.
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Ejemplo 2

Las enzimas disefiadas por computadora fueron
producidas y probadas por su capacidad descomponer los
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 aun més la actividad. Mas
recientemente, el disefio se ha extendido al bolsillo de
enlace S1’ para preferir aminodcidos L o Q. ©Este esfuerzo
de ingenieria tiene mayor actividad en péptidos que contienen
un tripéptido PQL o PQQ, gque se 1localizaron dentro del
epitopo del nlUcleo de virtualmente todos los péptidos de
gliadina inmunogénica.

Se wutilizaron diversas variantes de Kuma0OlO0. Las
diferencias mutacionales especificas y sus efectos relativos

sobre la actividad se enumeran en la Tabla 6 a continuacidn.
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Tabla 6
Variante | Fondo® Mutacion® Mejoradela
actividad zobre
Fondo®
Euma(l0l |Eumamolizine- | V118D 116x
A= SI62K
N281D
D283T
G3185
D338G
D368H
Eumal2l | Eumalll 53588 T-19x (POL)
I463T 15-35x (POQQ)
Eumal2l | Kumal20 D38%0) 1-2x (POL)
Ad4480) 1.2-2 5= (PO
Eumal3l | Eumal2l E262E 1.2-2x (PQL)
E267T 1.2-2x (PQQ)
853340
Eumal3l | Kumal30 GETENLYFQSGAL EHHHHHH Sin cambio (PQL);
(SEQ ID MO: 135 mutante de
Bomada del terminal C produccion
Foumal3? | Kumal3il PITIE Sin cambio (POQL;
HITIE mutante de
produccicn
Eumaldl | Eumalll 53104 3350 (PQL)
H368F 30-40 = (PQQ);
D38%0) Fumal3 es 2
Ad400) veces mas activo
I463T en PQO v 2 veces
MENEs activo en
POL, que
Eouma(40
Eumald] | Kumal40 GETENLYFQSGAL EHHHHHH 1.0-1 2% {PQL)
(SEQ ID MO: 135
Bomada del terminal C
Eumal4? | Euma(dl PITIE 1.2-1 35 (PQL)
HITIE
Eumals0 | Eumal2l E262E 1.5-2x (PQL)
E267T 0.01-0_ 2% (POQ0Q)
83340
Lamow
T4631
Eumalal | Kumal30 G200
En los ensayos de
pan. Kuma(a) esta
sobre doz veces tan




10

15

20

25

105

activo como
Foumad30
Eumalal | Kumalan GSTENLYFQSGALEHHHHHH sobre la misma
(SEQ ID MNO: 135) actividad que
Foumalai.
Bormrada del terminal C
Eumale? | Kumalal PI7IE ND¥; sobre la
HI7TIE mizma actrvidad
que Eumala0.
Eumal70 | Kumald40 G3200d 2-3x (PQL)Y
2-4x (POQ)
Eumal7l | Kumal7l GSTENLYFQSGALEHHHHHH WD alrededor de
(SEQIDNO: 138) (.2 X tan activo

como Fouma 070
Bomada del terminal C

Eumal72 | Kumal70 GSTENLYFQSGALEHHHHHH alrededor de 0.7X
(SEQIDMNO: 139) tan activo como
Fomma 070;
Bomada del terminal C
PITIR
HI72E.

avariante Kuma0l0 especifico que sirve como fondo sobre
el cual se hicieron las mutaciones mencionadas.

PPosiciones mutacionales se indican en relacién con la
enzima Kuma0l0 de longitud completa.

°Mejora de la actividad se calculd para cada variante
como un aumento en la actividad con relacidén a la de la
enzima de "fondo", la enzima plantilla utilizada para hacer
esa variante. La actividad se midié en uno o més de 1los
siguientes sustratos: un PQPQLP etiquetado por fluorescencia
(SEQ ID NO: 156) substrato, 33mer® (contiene PQL) o 26mer?®
(contiene PQQ) péptidos o DQ2.5-glia-ala (contiene PQL) o
DQ2.5-gliallwl (contiene PQQ)’. Es importante sefialar que,

dado que cientos de variantes KumaOl0 se analizaron, hubiera
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sido impréactico obtener constantes cinéticas para cada
mutante, por lo consiguiente la cantidad de veces de mejora
mostrd en este caso estimaciones en lugar de numeros
definitivos. El nUmero de veces de mejora presentados en
este documento se calculd de la cantidad de degradacidédn de
péptido detectado en el ensayo de degradacién por LC-MS.
dND: no determinado. Las actividades de 1las
derivaciones Kuma0O60, Kuma0O6l, and Kuma062; and KumaO70,
Kuma071, and Kuma072; se compararon directamente entre si en
ensayos de degradacién de pan o alimentos en vez de por
evaluacién de la degradacidén de péptidos individual para
confirmar que no hay disminucién de la actividad enzimatica
ocurrida tras la pérdida de la etiqueta His. La capacidad de
Kuma070 para descomponer los péptidos que contienen PQL vy

PQOQ se compard con Kuma040 como se explica a continuacién.

Kuma020, Kuma02l y Kuma030

El sitio activo de Kuma(0l0 experimentdé mayor esfuerzo
de disefio para mejorar la actividad frente a sustratos que
contengan tripéptidos PQL o PQQ. Los esfuerzos de ingenieria
identificaron las mutaciones G358S y I463T como importantes
contribuyentes al aumento de la actividad. La mutacidén G358S
era un refinamiento a una mutacidén anterior en este sitio en
Kuma010. La mutacién de TI463T elimindé el impedimento

estérico en el bolsillo de enlace P1l’ cuando se dirigieron a
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los motivos de tripéptido PQL e introdujeron un nuevo enlace
de hidrdégeno predicho cuando PQQ fue el sustrato?’. La
variante Kuma0l0 que alberga estas dos mutaciones demostrd
una gran mejora sobre Kuma0l0 original y fue nombrada
Kuma020.

Esta enzima Kuma020 sufridé mutaciones adicionales.
D399Q y A449Q fueron las mutaciones que se encontraron fuera
del sitio activo y por lo tanto no se preveian que afectaran
el enlace al sustrato. En cambio, estas dos mutaciones
dieron lugar a nuevos enlaces de hidrégeno intramolecular
predichos y asi se predijeron para estabilizar la enzima.
La variante resultante, Kuma02l, mostrd un aumento en la
actividad.

Tres otros refinamientos contribuyeron a la generacidn
de Kuma030 a partir de Kuma0O2l. KumaO30 se describe en

detalle méds arriba.

Kuma040 y Kuma050

Como una alternativa a las mutaciones mencionadas, un
conjunto diferente de las mutaciones en el fondo KumaOlO0,
S319A y H368F, condujo a una arquitectura de sitio activo
diferente a la encontrada en Kuma030. Estas mutaciones,
junto con D399Q, A449Q vy 1I463T, (mutaciones que también
aumentan la actividad en Kuma030) conforman la wvariante

Kuma040. Kuma041l, Kuma042, Kuma0O70, KumaO71l y KumaO72 tienen
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Kuma040 como sitios de activos, mientras que Kuma031l,
Kuma032, Kuma060, KumalO6l vy Kuma062 tienen Kuma030 como
sitios de activos.

Kuma050 es una variante de Kuma0lO0 construida en el
fondo Kuma021l con una arquitectura de sitio activo que tiene
mas en comin con Kuma030 que con Kuma040. Sin embargo,
Kuma050 carece de la mutacién I463T y alberga en su lugar
una mutacidén L270V que se predice para aumentar su actividad
contra péptidos que contienen PQL, pero se prevé que impida
que la glutamina acceda al bolsillo de enlace P1l’, lo que
disminuye actividad en los sustratos que contienen PQQ. En
consecuencia, Kuma050 especificamente muestra un alto nivel
de actividad contra sustratos que contengan PQL, pero no
contra los sustratos que contienen PQQ. El perfil de
especificidad de Kuma050 fue deseado debido a que varios
estudios han indicado que el péptido inmunodominante 33mer
de a-gliadina, que contiene varios motivos PQL y no motivos
PQOQ, puede ser el péptido responsable de la mayor parte de
la enfermedad en un subgrupo de pacientes.

Las actividades de Kuma0l0, Kuma020, Kuma030, Kuma040
y Kuma050 se muestran a continuacién para el péptido 33mer
altamente inmunogénico de a-gliadina
(LOLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 69)) y el
péptido 26mer de y-gliadina (FLQPQQOPFPQQOPQQPYPQQPQQPFPQ (SEQ

ID NO: 70)), gque representa péptidos gque contienen PQL- vy
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PQOQ-, respectivamente. La aparicién de productos de
degradacidén 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.

En ambos casos, Kuma030 fue la enzima probada
dominante, a través de KumalO40 se demostrd la actividad casi
tan potente como Kuma030 especialmente contra el péptido
26mer. Como se esperaba, Kuma050 demostrd buena actividad
en el péptido 33mer, pero actividad pobre en el péptido
26mer. En comparacién con Kuma030 y Kuma040, Kuma020
demostré una moderada cantidad de actividad en ambos
péptidos, consistente con que sea un disefio intermedio como
se muestra anteriormente. Todas las variantes demuestran

una mejora marcada en la enzima Kuma0OlO original.

Kuma060 y KumaO70

Una mutacién disefiada adicional fue la mutacidn G320M.
Esta mutacidén no parecia especialmente prometedora ya gque no
se predijo que mejorara grandemente la actividad, y de hecho,
este residuo, mientras se encuentra en el sitio activo, no
parece hacer contacto directo con el sustrato de gliadina.
Sin embargo, la mutacidén en esta posicidén mejord la actividad
de 2 a 4 veces en ambos sustratos. Esto podria ser debido a
pequefios cambios en la cadena principal KumaOlO ocasionados

por la incorporacidédn de la metionina, volviéndola en una
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confirmacién de que es aun més favorable para la catédlisis.
La mutacién de G320M fue incorporada a los fondos KumaO30 vy
Kuma040 para generar enzimas Kuma060 % Kuma070,
respectivamente.

Las Figuras 6A-B muestran la mejora en la actividad
atribuida a la mutacién G320M en el fondo Kuma040 en la
degradacién de ambos epitopos inmunogénicos DQ2.5-glia-ala

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

Las series KumaXX1l y Kuma XX2

Con la excepcidédn de las variantes de Kuma021l, Kuma0Ol1lO0
etiquetadas KumaXX1l (ex. Kuma0O31l) 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
(GSTENLYFQSGALEHHHHHH (SEQ ID NO: 139)). Esta etiqueta, que
originalmente fue agregada a la enzima Kumamolisina-As de
alto rendimiento, purificacién fécil de variantes de KumaOl10,
se elimindé en ciertas variantes de plomo de Kuma0l0 como la
etiqueta 6x His no es preferible en productos farmacéuticos
bioldégicos. En general, la eliminacién de esta etiqueta no
afectdé la actividad de la enzima, aunque la eliminacidén de
la etiqueta His parecidé resultar en una ligera disminuciédn
en la capacidad de la enzima KumaO70 (pero no la enzima
Kuma060) para degradar la gliadina en una digestidén gastrica

de pan de trigo entero.
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Las variantes de Kuma0OlO0 con la etiqueta KumaXX2 (ex
Kuma032) también falta 1la etiqueta His y contienen las
mutaciones adicionales siguientes: PI171R y HI172R. Estas
mutaciones no afectan la actividad de la enzima, pero se
incorporan para simplificar el proceso de purificacién.
Estas mutaciones se introdujeron en el dominio propéptido en
la regién termina N de Kuma0l0. Ya que estas mutaciones se
encuentran dentro del dominio propéptido, no estédn presentes
en la enzima madura, activa. Estas dos mutaciones caen
dentro de la regidén terminal N de la proteina que se asienta
en el sitio de actividad de la enzima antes de la escisidn
después de la exposicidén a pH bajo. Puesto que esta regidn
se encuentra en proximidad de los residuos cataliticos, se
presume que esta es la regidén que sufre el evento de escisidn
inicial después de 1la purificacidédn de la enzima KumaOlO
durante procedimientos de purificacién esténdar. La terminal
N de la enzima escindida parcialmente permanece estrechamente
asociada con la enzima madura hasta que la enzima se expone
al &cido. Si bien este auto procesamiento inicial durante
la purificacién de las proteinas no afecta negativamente la
actividad, puede complicar la interpretacidén del andlisis de
SDS-PAGE por individuos que no estén familiarizados con la
enzima Kuma0lO. Por consiguiente, con el fin de simplificar
el perfil de SDS-PAGE de enzima purificada, se incorporaron

las mutaciones PI171R y H172R para reducir la cantidad de
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escisidén inicial de terminal N que ocurre durante el proceso
de purificacién de proteinas.

Ya que las variantes KumaXX1l y KumaXX2 carecen de una
etiqueta His, no se purifican mediante cromatografia de
afinidad de Ni. En cambio, estas variantes se purifican por
la cromatografia de intercambio anidnico. El siguiente
grafico demuestra la actividad de las variantes Kuma030,
Kuma031, Kuma032, Kuma040, KumaO4l y Kuma042 en péptido de
gliadina inmunogénica DQ2.5-glia-ola. En este caso, todas
las proteinas se purificaron por cromatografia de intercambio
de anidén (incluso Kuma030 y Kuma040 gque albergan una etiqueta
6x histidina intacta), con el fin de comparar. Como se
muestra en la Figura 7, las mutaciones P171R y HI172R no
parecen afectar negativamente la actividad como Kuma032 vy
Kuma042 demuestran actividad comparable como KumaO30 vy
Kuma040 (KumaO042 incluso muestra un ligero incremento en la
actividad frente a este sustrato en comparacién con el
Kuma040) .

La variante de Kuma0l0O, Kuma062 demuestra una alta
cantidad de actividad y carece de la etiqueta His. Una
comparacién de Kuma062 con Kuma030 y Kuma040 se muestra en
las Figuras 8A-B (izquierda, deteccidén de la longitud total
de DQ2.5-glia-wl; derecha, deteccién del producto de

degradacién) :
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CINETICA ENZIMATICA

Los paradmetros biogquimicos se estimaron para: KumaOl0,
Kuma030, KumaO040 y Kuma050. Estas se estimaron utilizando
epitopos de gliadina inmunogénica DQ2.5-glia-ola y DQ2.5-
glia-wl. Los ensayos de degradacién se realizaron con 100
nM de enzima a 37°C en 100 mM de tampén NaOAc de pH 4.0. La
siguiente tabla muestra la velocidad inicial de la reaccidn
de degradacién en funcidén de la concentracidédn de sustrato.
Keat ¥ Ky se calcularon de esto usando la ecuacidén Michaelis-

Menten.

Los parédmetros biogquimicos de todas las enzimas

probadas se muestran en la Tabla 7, a continuacién.

Tabla 7
Fnzima | [Enzima] | Sustrato | Vmax (Ms?) | Km(mM) Keat(s%) | keat/Km (M? )
Kumz010 | 100sM | Glia al | 3.70E-07 46mM | 37 819
Kumz030 | 100sM | Glia ol | 1.74E-06 19mM | 174 9034
Fumz040 | 100nM | Gliz ol | 1.45E-06 086mM | 163 18108
Kuma030 | 100nM | Glia ol | 142E-06 25mM | 142 5613
Kuma010 | 100nM | Glia_ ol | 1.22E07 164mM | 12 74
Kuma030 | 100nM | Glia ol | 2.73E-06 B4mM | 27. 3268
Kuma040 | 100nM | Glia ol | 246E-06 155mM | 246 1603
Eumz030 | 100sM | Glia ol | 2.78E-06 S0mM | 27 56

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,

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

DQ2.5-glia-wl.
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