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DESCRIPCION

Composiciones y procedimientos para atenuar y prevenir la inflamacion intestinal debida a la presencia de antigenos
alimentarios peptidicos en un intestino

CAMPO DE LA INVENCION

En esta memoria se proporcionan composiciones para uso en el tratamiento de la intolerancia al gluten y afecciones
relacionadas, tales como enfermedad celiaca o sensibilidad al gluten. Se proporcionan ademéas en esta memoria
composiciones y procedimientos para atenuar o impedir la infiltracion de linfocitos intraepiteliales (IEL) inducida por la
presencia de antigenos alimentarios proteicos en el intestino. Tales antigenos alimentarios proteicos incluyen
alimentos ricos en prolina dificiles de digerir, tales como las proteinas encontradas en el trigo, la cebada, el centeno,
etc., que contienen gluten. El gluten, en particular, se hidroliza parcialmente en el tracto gastrointestinal y puede
conducir a infiltracién de IEL y producciéon de anticuerpos que incluyen IgA endomisial y transglutaminasa antitisular.
Las composiciones de esta invencion proporcionan cantidades reducidas de tales antigenos alimentarios proteicos en
el intestino, lo que a su vez reduce la cantidad de infiltracion de IEL del intestino.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Varias enfermedades estan mediadas por reacciones a proteinas alimentarias antigénicas en individuos susceptibles.
Por ejemplo, la ingestién de trigo, cebada y centeno, que contienen proteinas alimentarias antigénicas (p. €j., gluten),
puede provocar respuestas autoinmunitarias anémalas, tales como enfermedad celiaca, alergia al trigo y dermatitis
herpetiforme, en individuos intolerantes al gluten. El gluten es una mezcla de moléculas proteicas de prolamina y
glutenina ricas en glutamina y prolina.

La enfermedad celiaca es un trastorno autoinmunitario que afecta al intestino delgado. La mayoria de los individuos
que tienen las respuestas autoinmunitarias anémalas caracteristicas de la enfermedad celiaca expresan las moléculas
de antigeno leucocitario humano (HLA) DQ2 o DQ8. Los sintomas de la enfermedad son provocados por una reaccion
a las proteinas del gluten, y también pueden incluir otras proteinas de almacenamiento en los productos de grano
consumidos (p. €j., serpinas, purininas). Clinicamente, la enfermedad es detectable en parte mediante la cuantificacion
de anticuerpos especificos para el gluten y la transglutaminasa tisular (tTG). Las respuestas autoinmunitarias dan
como resultado el desarrollo de atrofia de las vellosidades de la mucosa del intestino delgado con hiperplasia de las
criptas e inflamacion de la mucosa. Los sintomas de la enfermedad celiaca pueden variar de un individuo a otro y
pueden incluir uno o mas de fatiga, diarrea cronica, estrefimiento, mala absorcién de nutrientes, pérdida de peso,
distension abdominal, anemia, asi como un riesgo sustancialmente mayor de desarrollar osteoporosis y neoplasias
malignas intestinales (linfoma y carcinoma).

La diabetes de tipo | es un factor de riesgo para la enfermedad celiaca. El autismo también esta asociado a la
enfermedad celiaca, y una dieta exenta de gluten puede ayudar a aliviar algunos sintomas del autismo. Similarmente,
se cree que algunas personas con trastorno por déficit de atencion e hiperactividad presentan menos sintomas cuando
se elimina el gluten de sus dietas. Otras afecciones que pueden beneficiarse de la eliminacion del gluten en la dieta
incluyen la artritis reumatoide y la fibromialgia. El documento WO 2012/006384 describe las enzimas degradadoras
de gluten encontradas en bacterias de la especie Rothia que son capaces de romper los enlaces peptidicos en
péptidos que contienen -XPQ-, -QQP-, -PPF-, -LYP- y/o -PFP-. Stepniak y col. (2006) American Journal of Physiology
- Gastrointestinal and Liver Physiology, American Physiological Society, US 291 (4), G621-G629 describen la
degradacion del gluten muy eficiente con una prolil endoproteasa recientemente identificada y también describen las
implicaciones para la enfermedad celiaca. La patente US 2005/249719 describe la administracién de una dosis
efectiva de glutenasa a un paciente celiaco o con dermatitis herpetiforme con el fin de reducir los niveles de
oligopéptidos toxicos del gluten atenuando o eliminando los efectos perjudiciales del gluten. Kadek y col. (2013)
describen la expresion y caracterizacién de la proteasa aspartica vegetal nepentesina-1 de Nepenthes gracilis.La
patente US 2014/140980 describe composiciones, alimentos que comprenden nepentesina o un derivado de la misma
y procedimientos para usar nepentesina o un derivado de la misma para modular la intolerancia al gluten y afecciones
relacionadas, tales como enfermedad celiaca.Freeman (2008) Canadian Journal of Gastroenterology (2008) describe
las ventajas y dificultades del diagndstico de la enfermedad celiaca del adulto.

El tratamiento para la intolerancia al gluten, especialmente la enfermedad celiaca, implica habitualmente una dieta
estricta exenta de gluten de por vida. Sin embargo, una dieta exenta de gluten es inapropiada, restrictiva y el gluten
es dificil de evitar. Por lo tanto, se necesitan tratamientos alternativos efectivos para la intolerancia al gluten y la
enfermedad celiaca.

RESUMEN DE LA INVENCION
Esta invencion se refiere al descubrimiento de que la administracion de una composicién farmacéutica que comprende
una o mas enzimas de Nepenthes como se describen en esta memoria, en combinacién con una proteina alimentaria

potencialmente antigénica, da como resultado una disminucién en la respuesta inmunitaria a la proteina alimentaria
antigénica después de su ingestion, que incluye una disminuciéon en la infiltracién y/o produccion de linfocitos
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intraepiteliales en el intestino. Los linfocitos intraepiteliales son linfocitos T que estan intercalados entre las células
epiteliales del intestino grueso y delgado. Un recuento de linfocitos T aumentado es un indicador precoz de inflamacion
y esta potencialmente asociado a intolerancia al gluten, lo que incluye la enfermedad celiaca.

Se cree que las propiedades toxicas de las proteinas del gluten (p. €j., gliadinas y gluteninas) se deben en gran medida
a los péptidos ricos en prolina y glutamina que se producen durante la degradacién incompleta de las proteinas por
las enzimas digestivas humanas (entre otras, la pepsina). Las endoproteasas gastricas y pancreaticas son incapaces
de escindir estos subproductos peptidicos téxicos o inmunogénicos de la degradacion incompleta, al menos en parte
debido al hecho de que tales enzimas carecen de especificidad por la prolina y/o la glutamina. Se cree que los péptidos
provocan numerosos sintomas intestinales en individuos sensibles, que incluyen linfocitosis intraepitelial, atrofia de
las vellosidades y/o inflamacién. Otras proteinas presentes en el trigo también pueden estar implicadas en la respuesta
autoinmunitaria, entre otras, las serpinas, las purininas, los inhibidores de alfa-amilasas/proteasas, las globulinas y las
farininas.

Los linfocitos T son unos de los primeros en responder al ataque antigénico (es decir, la presencia de péptidos
alimentarios toxicos) en un individuo sensible. Los linfocitos T reaccionan rapidamente al ataque del antigeno y
provocan inflamacion y, en algunos casos, degradacion del intestino. Por tanto, una reduccion de los linfocitos T en el
intestino indica una respuesta inmunitaria disminuida y es un indicador potencial de sintomas reducidos o eliminados
asociados al consumo de alimentos inmunogénicos (p. €j., gluten) en individuos sensibles.

Sin cefiiros a la teoria, se cree que al poner en contacto el gluten (u otra proteina antigénica) con una composicién
farmacéutica como se describe en esta memoria, la proteina se descompone en fragmentos polipeptidicos pequefios
que reducen o eliminan una respuesta inmunitaria (es decir, no son téxicos o son menos téxicos).

Se contempla que una composicidon farmacéutica como se describe en esta memoria puede usarse para degradar
proteinas de la dieta, particularmente proteinas ricas en prolina y/o glutamina, que no son degradadas con efectividad
por las enzimas del tracto digestivo. Se contempla ademas que tal degradacion aumentaria la absorcion de las
proteinas y/o disminuiria la inmunogenicidad. Tal resultado puede tener efectos beneficiosos sobre los sintomas de
las enfermedades y los trastornos intestinales (p. €j., enfermedad celiaca, intolerancia al gluten, sindrome del intestino
irritable, colitis, enfermedad de Crohn, alergias alimentarias y similares). En una realizacion, la administracion de la
composicion farmacéutica mejora la absorcion de nutrientes.

Las secreciones de la jarra de Nepenthes, una planta carnivora conocida habitualmente como copas de mono en las
regiones tropicales, incluyen varias proteasas. El fluido de la jarra de Nepenthes concentrado tiene especificidad alta
por los péptidos del gluten ricos en prolina y glutamina. Las solicitudes de patente de los Estados Unidos de n.° de
publicacion 2014/0186330 y 2014/0140980 describen la actividad y especificidad del fluido de la jarra de Nepenthes
concentrado y las enzimas de Nepenthes recombinantes. El fluido de la jarra es acido y las enzimas contenidas en el
mismo generalmente son mas activas a pH acido.

La nepentesina (EC 3.4.23.12) es una proteasa aspartica que se puede aislar o concentrar a partir de las secreciones
de la jarra de Nepenthes, asi como de un abanico de otras fuentes vegetales. Tokés y col., Digestive Enzymes
Secreted by the Carnivorous Plant Nepenthes macferlanei L., Planta (Berl.) 119, 39-46 (1974). Se ha encontrado que
la actividad de la nepentesina es superior a la de la pepsina (EC 3.4.23.1), una enzima presente en el estdmago de
los seres humanos que es parcialmente responsable de la degradacion de las proteinas alimentarias en péptidos. La
nepentesina tiene dos isotipos conocidos: nepentesina | (que se sabe que tiene dos variantes: nepentesina la y
nepentesina Ib) y nepentesina .

En un aspecto de la invencién se proporciona una composicion farmacéutica que comprende neprosina o una variante
de la misma con al menos 85 % de homologia de secuencia con la misma, y opcionalmente una enzima seleccionada
del grupo que consiste en nepentesina |, nepentesina Il, variantes de las mismas con al menos 85 % de homologia de
secuencia con las mismas y mezclas de las mismas para uso en la atenuacion o prevencioén de la inflamacién intestinal
debida a la presencia de antigenos alimentarios peptidicos en un intestino de un paciente. En un aspecto adicional de
la invencidon se proporciona una composicidn farmacéutica que comprende neprosina y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, donde la neprosina es una proteina que comprende una secuencia aminoacidica que
tiene al menos 90 % de homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 1.

La prolil endopeptidasa, neprosina, posee una actividad proteolitica alta para escindir proteinas y oligopéptidos ricos
en prolina (tales como proteinas del gluten). La neprosina se puede aislar o concentrar a partir de las secreciones de
la jarra de Nepenthes, es activa en un amplio intervalo de pH y es especialmente activa a pH bajo (p. €j., de
aproximadamente 3 a 5). La secuencia proteica de la neprosina no es homéloga a ninguna otra proteina conocida en
las bases de datos gendmicas. La neprosina puede escindir con efectividad los péptidos sobre el extremo carboxilico
(C) de la prolina. Esta escisiéon parece ser muy especifica.

La neprosina, la nepentesina | y la nepentesina Il, solas o en combinacion, pueden escindir los péptidos alimentarios

téxicos en péptidos no toxicos mas pequeinos. Debido a que las enzimas son activas en un amplio intervalo de pH
acidos, la digestion por las enzimas se puede iniciar en el entorno 4cido del estémago.
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Esta invencion se basa ademas en el descubrimiento de que tales composiciones enzimaticas son capaces de
degradar antigenos alimentarios proteicos hasta un nivel en el que la respuesta inmunitaria en el intestino, como se
mide mediante la infiltracion de IEL, se atenla o elimina cuando se usan en combinacion con alimentos La infiltracion
de IEL debida a la presencia de uno o mas antigenos alimentarios peptidicos es un indicador biolégico precoz de
sensibilidad a antigenos alimentarios (p. €j., gluten). Por consiguiente, en un aspecto, esta descripcion se refiere a un
procedimiento para atenuar o impedir una respuesta inmunitaria a antigenos alimentarios proteicos en el intestino de
un mamifero, este procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una composicién
farmacéutica que comprende al menos una enzima de Nepenthes. En una realizacion, la al menos una enzima de
Nepenthes es nepentesina |, nepentesina Il, neprosina, una variante de las mismas o una mezcla de las mismas. En
una realizacion, la cantidad de la composicion farmacéutica es efectiva para atenuar o impedir la infiltracion de IEL en
el intestino debida a la presencia del uno o mas antigenos alimentarios peptidicos. En una realizacion, la infiltracion
de IEL es debida a la digestion incompleta de una proteina alimentaria potencialmente antigénica por las enzimas
gastricas y/o intestinales enddgenas. En una realizacion, la composicidon se administra al mamifero antes de la
ingestion de un alimento o una proteina potencialmente antigénicos. En una realizacion, la composicion se administra
al mamifero con la ingestion de un alimento o una proteina potencialmente antigénicos. En una realizacion, la
composicion se administra al mamifero después de la ingestién de un alimento o una proteina potencialmente
antigénicos. En una realizacion, la composicién se administra al mamifero independientemente del consumo de un
alimento o una proteina potencialmente antigénicos. En una realizacion, la proteina potencialmente antigénica es
gluten. En una realizacion, la proteina potencialmente antigénica es una o mas proteinas del trigo.

En una realizacion, la inflamacién intestinal esta caracterizada por infiltracion y/o proliferacion de IEL en el intestino
Por consiguiente, en un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para atenuar o impedir la inflamacion
intestinal debida a la presencia de uno o mas antigenos alimentarios peptidicos en el intestino de un mamifero, este
procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una composiciéon farmacéutica que
comprende al menos una enzima de Nepenthes. En una realizacion, la al menos una enzima de Nepenthes es
nepentesina |, nepentesina Il, neprosina, una variante de las mismas o una mezcla de las mismas. En una realizacion,
la cantidad de la composicion farmacéutica es efectiva para atenuar o impedir la inflamacién intestinal debida a la
presencia del uno o mas antigenos alimentarios peptidicos. En una realizacion, la inflamacion intestinal es debida a la
digestion incompleta de una proteina alimentaria potencialmente antigénica por las enzimas gastricas y/o intestinales
endodgenas. En una realizacion, la composicion se administra al mamifero antes de la ingestién de un alimento o una
proteina potencialmente antigénicos. En una realizacion, la composicién se administra al mamifero con la ingestién
de un alimento o una proteina potencialmente antigénicos. En una realizacion, la composicion se administra al
mamifero después de la ingestién de un alimento o una proteina potencialmente antigénicos. En una realizacion, la
composicion se administra al mamifero independientemente del consumo de un alimento o una proteina
potencialmente antigénicos. En una realizacion, la proteina potencialmente antigénica es gluten. En una realizacion,
la proteina potencialmente antigénica es una o mas proteinas del trigo.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para atenuar o impedir la linfocitosis intraepitelial debida
a la presencia de uno o mas antigenos alimentarios peptidicos en un intestino de un mamifero, este procedimiento
comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una composicion farmacéutica que comprende al menos
una enzima de Nepenthes. En una realizacion, la al menos una enzima de Nepenthes es nepentesina |, nepentesina
Il, neprosina, una variante de las mismas o una mezcla de las mismas. En una realizacion, la cantidad de la
composicion farmacéutica es efectiva para inhibir la linfocitosis intraepitelial en el intestino. En una realizacion, la
composicion se administra al mamifero antes de la ingestion de un alimento o una proteina potencialmente
antigénicos. En una realizacion, la composicién se administra al mamifero con la ingestion de un alimento o una
proteina potencialmente antigénicos. En una realizacién, la composicion se administra al mamifero después de la
ingestion de un alimento potencialmente antigénico. En una realizacién, la composicién se administra al mamifero
independientemente del consumo de un alimento o una proteina potencialmente antigénicos. En una realizacion, la
proteina potencialmente antigénica es gluten. En una realizacién, la proteina potencialmente antigénica es una o mas
proteinas del trigo.

En una realizacion, la cantidad efectiva de la composicion farmacéutica es de entre aproximadamente 1 mg vy
aproximadamente 1 g. En una realizacion, la cantidad efectiva de la composicién farmacéutica depende de la cantidad
de proteina potencialmente antigénica consumida.

En una realizacion, esta descripcion se refiere a tratar y/o mejorar al menos un sintoma asociado a una respuesta
inmunitaria a la presencia de gluten u otra proteina antigénica en el intestino de un paciente. Los sintomas incluyen,
sin limitacién, “mente confusa”, depresion, ansiedad, comportamiento similar al TDAH, dolor abdominal, hinchazén,
diarrea, estrefiimiento, cefaleas, migrafias, dolor de huesos o articulaciones, fatiga cronica, lesion del intestino
delgado, desarrollo de anticuerpos contra la transglutaminasa tisular (tTG), acné extenso, vomitos, pérdida de peso,
irritabilidad, anemia ferropénica, artritis, hormigueo, entumecimiento en las extremidades, infertilidad y ulceras aftosas
en la boca.

En un aspecto, esta descripcién se refiere a un procedimiento para atenuar o impedir la atrofia de las vellosidades
debida a la presencia de uno o mas antigenos alimentarios peptidicos en un intestino de un mamifero, este
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procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una composicion farmacéutica que
comprende al menos una enzima de Nepenthes. En una realizacion, la al menos una enzima de Nepenthes es
nepentesina |, nepentesina Il, neprosina, una variante de las mismas o una mezcla de las mismas. En una realizacion,
la proteina potencialmente antigénica es degradada por la composicion farmacéutica para inhibir la atrofia de las
vellosidades en el intestino. En una realizacion, la proteina potencialmente antigénica es gluten. En una realizacion,
la proteina potencialmente antigénica es una o mas proteinas del trigo.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para reducir la respuesta de linfocitos T a un antigeno
alimentario peptidico, comprendiendo el procedimiento poner en contacto el antigeno alimentario peptidico con una
cantidad efectiva de una composicion farmacéutica que comprende al menos una enzima de Nepenthes. En una
realizacion, la al menos una enzima de Nepenthes es nepentesina |, nepentesina |l, neprosina, una variante de las
mismas o una mezcla de las mismas, en condiciones donde dicho antigeno es degradado para reducir la respuesta
de linfocitos T al antigeno. En una realizacion, se reduce la respuesta de linfocitos T en un intestino de un mamifero.
En una realizacion, el antigeno se pone en contacto con la composicion farmacéutica en el estdmago de un mamifero.
En una realizacion, el antigeno se pone en contacto con la composiciéon farmacéutica ex vivo. En una realizacion, el
antigeno es gluten. En una realizacion, el antigeno es una proteina inmunotéxica del gluten.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para atenuar o impedir una manifestacion de la
enfermedad celiaca que se produce por la presencia de proteina de trigo parcialmente hidrolizada en un intestino de
un paciente que tiene enfermedad celiaca, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de una
composicion farmacéutica que comprende al menos una enzima de Nepenthes. En una realizacion, la al menos una
enzima de Nepenthes es nepentesina |, nepentesina Il, neprosina, una variante de las mismas o una mezcla de las
mismas para atenuar o impedir una manifestacién de la enfermedad celiaca.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para mejorar la digestibilidad de una proteina de un
alimento en un mamifero con un trastorno intestinal, este procedimiento comprende administrar al mamifero una
cantidad efectiva de una composicion farmacéutica que comprende al menos una enzima de Nepenthes. En una
realizacion, la al menos una enzima de Nepenthes es nepentesina |, nepentesina |, neprosina, una variante de las
mismas o una mezcla de las mismas, en condiciones donde la proteina del alimento es degradada por la composicion
farmacéutica. En una realizacion, la degradacion de la proteina mejora la absorcion de la proteina en el intestino. En
una realizacion, se atenta o impide al menos un sintoma del trastorno. En una realizacion, el trastorno intestinal es
enfermedad de Crohn, sindrome del intestino irritable o colitis. En una realizacién, se aumenta la absorcién de
proteinas de los alimentos.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para tratar la insuficiencia de enzimas pancreaticas en
un paciente que lo necesita, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de una composicién
farmacéutica que comprende al menos una enzima de Nepenthes. En una realizacion, la al menos una enzima de
Nepenthes es nepentesina |, nepentesina Il, neprosina, una variante de las mismas y una mezcla de las mismas. En
una realizacion, se administran una o0 mas enzimas pancreaticas. La una o mas enzimas pancreaticas se pueden
administrar simultaneamente a la composicion farmacéutica o en un momento diferente. En una realizacién, la enzima
pancreatica es una lipasa, una amilasa, una proteasa o una mezcla de las mismas. En una realizacion, la insuficiencia
de enzimas pancreaticas se debe a pancreatitis, fibrosis quistica, sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond, calculos
biliares, lupus, esprue celiaco, cancer pancredtico o cirugia pancreatica. En una realizacion, la pancreatitis es
pancreatitis cronica.

En una realizacion, la enzima de Nepenthes se concentra, aisla o extrae a partir del fluido de la jarra de una planta de
Nepenthes. En una realizacién, la enzima de Nepenthes comprende nepentesina | recombinante, nepentesina |l
recombinante, neprosina recombinante, una variante de las mismas o una mezcla de las mismas.

En una realizacion, la variante de las mismas comprende una proteina, cuya secuencia aminoacidica tiene al menos
85 % de homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21. En
una realizacion, la variante de las mismas comprende una proteina, cuya secuencia aminoacidica tiene al menos 85
% de homologia de secuencia con el aminoacido codificado por el ADNc seleccionado del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 14.

En una realizacion, el alimento es un liquido. En un aspecto de la descripcién, el alimento es un sélido. En una
realizacién preferida, la composicion farmacéutica se administra por via oral.

Incluso cuando un paciente cumple con una dieta exenta de gluten estricta, el gluten es dificil de evitar. Numerosos
alimentos, particularmente los alimentos procesados, estan contaminados con cantidades pequefias de gluten. El
consumo de cantidades incluso minimas de gluten puede conducir a la reaparicion de los sintomas en un paciente
con enfermedad celiaca. Esto también ocurre con otros alimentos potencialmente inmunogénicos.

En una realizacioén, la composicion farmacéutica se administra independientemente de si el paciente ha ingerido (p.
€j., ha ingerido conscientemente) un alimento que contiene una proteina potencialmente inmunogénica. En una
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realizacién, la composicién farmacéutica se administra segun sea necesario, p. €j., antes, durante, y/o después de
una comida que podria estar contaminada con una proteina potencialmente inmunogénica, o en la que se desconoce
el contenido de proteina potencialmente inmunogénica. En una realizacién, la composicion farmacéutica se administra
regularmente. En una realizacién, la composicion farmacéutica se administra al menos una vez al dia. En una
realizacién, la composicidon farmacéutica se administra dos, tres, cuatro o mas veces al dia. En una realizacion, la
composicion farmacéutica se administra junto con (p. €j., antes de, durante o después de) cada comida y/o aperitivo.
En una realizacion, la composicion farmacéutica se incluye como parte de una formulacién de liberacion prolongada
en la que hay una liberacion continua de una o mas enzimas para permitir la ingestion intermitente de aperitivos, etc.,
sin tener en cuenta el contenido de proteina antigénica del alimento.

En una realizacion, la composiciéon farmacéutica se mantiene en un sistema acuoso, a aproximadamente pH 2, donde
se cargan los grupos amino libres de dicha enzima. En una realizacion, la composicién se mantiene a pH neutro antes
de entrar en contacto con los acidos del estémago. En una realizacion, la composicién farmacéutica comprende un
tampdn farmacéuticamente aceptable, de tal manera que el pH de la composicién permanece pH 5 o 6 tras entrar en
contacto con los acidos del estomago.

En una realizacién, la cantidad efectiva de composicion farmacéutica es de entre aproximadamente 1 mg y
aproximadamente 1 g. En una realizacién, la cantidad efectiva de composicién farmacéutica es de entre
aproximadamente 1 mg y aproximadamente 1 g por 1 g de sustrato (p. €j., gluten u otra proteina potencialmente
inmunogénica). En una realizaciéon, la composicion farmacéutica comprende mas de una de nepentesina |,
nepentesina Il, neprosina o una variante de las mismas.

En una realizacién, el mamifero es un ser humano. En un aspecto, el ser humano padece sensibilidad al gluten o
enfermedad celiaca. En un aspecto, se contempla que la sensibilidad intestinal a la proteina intestinal antigénica se
correlaciona, directa o indirectamente, con trastorno por déficit de atencién e hiperactividad, autismo, artritis
reumatoide, fibromialgia y/o dermatitis herpetiforme. Se contempla ademas que la eliminacion de tales proteinas
intestinales antigénicas del intestino usando composiciones de esta invencion tendra un efecto positivo sobre el
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad, el autismo, la artritis reumatoide, la fibromialgia y/o la dermatitis
herpetiforme. En una realizacion preferida, el ser humano padece enfermedad celiaca.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende nepentesina |, nepentesina
I, neprosina, una variante de las mismas o una mezcla de las mismas. En una realizacion preferida, la composicion
farmacéutica comprende neprosina o una variante y/o sal de las mismas. En una realizacién preferida adicional, la
composicion farmacéutica comprende ademas al menos una enzima de Nepenthes adicional. En una realizacion, la
enzima de Nepenthes adicional comprende nepentesina I, nepentesina Il, una variante de las mismas y/o una sal de
las mismas.

Sin cefiirnos a la teoria, se cree que la nepentesina |, la nepentesina Il y la neprosina son menos activas o
sustancialmente inactivas a pH de neutro o basico. Esto puede ser importante cuando hay posibilidad de una digestion
no deseable por la una o mas enzimas. Por ejemplo, cuando la composicién farmacéutica se administra por via oral,
el tamponamiento de la composicién a pH 6,5 o superior puede dar como resultado una forma menos activa de la una
0 mas enzimas, de tal manera que la mucosa oral, la mucosa esofagica y otras células que pueden entrar en contacto
con la composicion no seran digeridas por la una o mas enzimas contenidas en la misma. Asimismo, cuando la
composicion se afiade a un alimento, la una o mas enzimas tamponadas no seran capaces (0 seran menos capaces)
de digerir el alimento antes de consumirlo. En tales situaciones, la introduccién de la composicion en el entorno acido
del estébmago dara como resultado una disminucién del pH y la activacion de la una o mas enzimas.

En una realizacion, la composicion farmacéutica se tampona a aproximadamente pH 6,5 o superior. En una realizacion
preferida, la composicién se tampona de aproximadamente pH 6,5 a aproximadamente pH 8,5. En una realizacion, la
composicion esta en forma liquida. En una realizacion, la composicién esta en forma soélida. En una realizacion, el pH
de la composicion se ajusta en forma liquida y la composicién se seca para formar un sélido.

En una realizacion, la composicion farmacéutica comprende una o mas proteasas adicionales. En una realizacion, la
una o mas proteasas adicionales son una proteasa aspartica, una serina proteasa, una treonina proteasa, una cisteina
proteasa, una acido glutamico proteasa o una metaloproteasa. En una realizacion, la composicion farmacéutica
comprende una o mas exoproteasas adicionales, tales como leucina aminopeptidasas y carboxipeptidasas. En una
realizacién, la una o mas proteasas adicionales son tripsina. En una realizacion preferida, la una o mas proteasas
adicionales son activas a pH acido (p. ej., pH 2-6).

En un aspecto, la invencion se refiere a una formulacion que comprende la composicion farmacéutica de la invencion,
donde la una o mas enzimas estan presentes en un vehiculo de liberacion retardada de tal manera que la una o mas
enzimas se liberan continuamente mientras la formulacion esté presente en el estbmago. En una realizacion, la
formulacion tiene un pH superior a aproximadamente 5 antes de entrar en contacto con los acidos del estdmago. En
una realizacién, la formulacion comprende un tampoén biolégicamente aceptable, de tal manera que el pH de la
composicion permanece a aproximadamente pH 5 o 6 durante al menos un periodo de tiempo tras entrar en contacto
con los acidos del estémago.
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En una realizacion, la descripcion se refiere a una formulacion de dosis unitaria de la composicion farmacéutica. Por
ejemplo, y sin limitacion, la dosis unitaria puede estar presente en un comprimido, una capsula y similares. La dosis
unitaria puede estar en forma solida, liquida, en polvo o en cualquier otra forma. Sin cefiirnos a la teoria, se prevé que
una formulacion de dosis unitaria de la composicion farmacéutica permitira la administracion correcta (p. €j., en base
a la cantidad de proteina inmunogénica ingerida) evitando al mismo tiempo los posibles efectos secundarios negativos
de administrar una cantidad excesiva de la composicion.

En una realizacion, la descripcion se refiere a una forma proenzimatica de la nepentesina |, nepentesina Il, neprosina
y/o a una variante de las mismas. En una realizacion, esta presente un propéptido en la enzima. En una realizacion
preferida, el propéptido se elimina mediante pH acido, activando de ese modo la enzima. En una realizacion, el
propéptido comprende la secuencia aminoacidica del propéptido de origen natural para la enzima. En una realizacion,
el propéptido es un propéptido artificial o un propéptido meterélogo (es decir, un propéptido labil en acidos de una
proteina y/o especie diferentes).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra una alineacion de las secuencias proteicas para nepentesina | de Nepenthes mirabilis (SEQ ID
NO: 5), Nepenthes alata (SEQ ID NO: 6), Nepenthes gracilis (SEQ ID NO: 7), Zea mays (SEQ ID NO: 10) y Oryza
sativa (SEQ ID NO: 11), y nepentesina Il de Nepenthes mirabilis (SEQ ID NO: 8), Nepenthes gracilis (SEQ ID NO: 9),
Oryza sativa (SEQ ID NO: 12) y Zea mays (SEQ ID NO: 13).

La Figura 2 indica los tamafios de las proteinas de nepentesina recombinantes. A: Gel de nepentesina | tefiido con
Coomassie. B: Anadlisis mediante espectrometria de masas MALDI-TOF de nepentesina | activada con acido. C: Gel
de nepentesina Il tefiido con Coomassie. D: Andlisis mediante espectrometria de masas MALDI-TOF de nepentesina
Il activada con acido.

La Figura 3 indica los tamafios de la nepentesina | y nepentesina Il naturales (agrupadas a partir de 2-3 especies)
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

La Figura 4 es una fotografia de un gel de SDS-PAGE tefiido con Coomassie que indica los pesos moleculares de los
fragmentos de gluten después de la digestion con nepentesina Il recombinante, extracto de Nepenthes o pepsina.

La Figura 5A es una fotografia de viales que contienen una suspension de proteina del gluten digerida con pepsina
(40 pg) o con la cantidad indicada de nepentesina | recombinante o nepentesina Il recombinante. La Figura 5B es
una fotografia de viales que contienen una suspension de proteina del gluten digerida con pepsina (40 pg) o con la
cantidad indicada de extracto de Nepenthes. Los viales incubados con nepentesina o extracto de Nepenthes son
menos turbios que el vial de pepsina, lo que demuestra la digestion mas enérgica del gluten.

La Figura 6 muestra la longitud promedio de todos los péptidos identificados a partir de la digestién de gliadina de
trigo con fluido de Nepenthes enriquecido, usando CL-EM/EM, después de 1, 5, 10, 15, 30, 60, 130, 360 u 810 minutos
a 37 °C. Se us6 un limite de corte de confianza de 95 % (p < 0,05) en las puntuaciones para REDUCIR la identificacion
de falsos positivos. La desviacion estandar relativa de la longitud de los péptidos se muestra en la figura insertada.

La Figura 7 muestra el numero de péptidos identificados mediante CL-EM/EM después de 1, 5, 10, 15, 30, 60, 130,
360 u 810 minutos de digestion a 37 °C, agrupados por longitud. Datos como en la Figura 6.

La Figura 8 muestra los mismos datos que la Figura 6, como una probabilidad acumulada de obtener una cierta
longitud después de 10, 60, 120, 360 u 810 minutos de digestion a 37 °C.

La Figura 9 muestra las preferencias de escision en (A) el lado Pl o aminoterminal del sitio de escision y en (B) el lado
P1’ o carboxiterminal del sitio de escisién para las enzimas indicadas. Las barras de la izquierda para cada residuo
indican digestidon con extracto de Nepenthes, las barras del medio indican digestion con extracto de Nepenthes
purificado y las barras de la derecha con nepentesina | recombinante. El % de escision representa el nimero de
escisiones observadas en el residuo dado, con respecto el niumero total de péptidos presentes. Los datos se
obtuvieron a partir de productos de la digestion de gliadina.

La Figura 10 muestra el perfil de purificacion por intercambio i6nico para fluido de Nepenthes. Los picos
correspondientes a la neprosina y la nepentesina se indican mediante flechas. La regién enmarcada indica las
fracciones recogidas.

La Figura 11 muestra los pesos corporales de los ratones durante el ciclo del tratamiento. Los animales de control
negativo (e) no se expusieron a gliadina. Los animales de control positivo (m) se expusieron a gliadina digerida por
pepsina. Los animales del tratamiento 1 (A) se expusieron a gliadina digerida con extracto de Nepenthes. Los
animales del tratamiento 2 (V) se expusieron a gliadina digerida con nepentesina Il recombinante.
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La Figura 12 es una fotografia de la inmunohistoquimica para los |IEL positivos para CD3 en el intestino de los ratones
tratados.

La Figura 13 muestra el numero medio de linfocitos intraepiteliales (IEL) positivos para CD3 por 100 enterocitos en el
intestino para cada grupo de tratamiento. *p < 0,05; ***p < 0,001

La Figura 14 muestra las proporciones promedio de vellosidades a criptas para cada grupo de tratamiento.

La Figura 15A presenta un muestreo de las porciones de gliadina que son digeridas por la neprosina, como se
detectan mediante CL-EM/EM dependiente de los datos.

La Figura 15B muestra el perfil de digestion de la gliadina después de la digestion con neprosina. Los puntos indican
sitios de escision.

La Figura 16 muestra la ubicacion de los polimorfismos en la secuencia aminoacidica de la neprosina de diferentes
especies de Nepenthes.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La descripcion detallada de la invencion se divide en varias secciones solo por conveniencia del lector y la descripcion
encontrada en cualquier seccién se puede combinar con la de otra seccion.

l. Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta memoria tienen los
mismos significados que entiende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece la presente invencion. A
continuacioén, se describen los procedimientos, dispositivos y materiales preferidos. Nada de lo contenido en esta
memoria se debe interpretar como una admision de que esta invencion no esta legitimada para preceder a tal
descripcion en virtud de la invencién anterior.

Como se emplean en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen
las referencias en plural, a menos que el contexto lo dicte claramente de otro modo.

Como se emplea en esta memoria, el término “que comprende” esté destinado a significar que las composiciones y
los procedimientos incluyen los elementos mencionados, pero no excluyen otros. “Que consiste esencialmente en”,
cuando se usa para definir composiciones y procedimientos, significara excluir otros elementos de cualquier
importancia esencial para la combinacion. Por ejemplo, una composicién que consiste esencialmente en los elementos
como se definen en esta memoria no excluiria otros elementos que no afecten materialmente a la una o mas
caracteristicas basicas y novedosas de la invencion reivindicada. “Que consiste en” significara excluir mas de una
traza de otros ingredientes y las etapas importantes del procedimiento mencionadas. Las realizaciones definidas por
cada uno de estos términos de transicién estan dentro del alcance de esta invencion.

Como se emplea en esta memoria, un “alimento o proteina potencialmente antigénicos” es cualquier alimento o
proteina que puede provocar una respuesta inmunitaria y/o inflamatoria en el intestino de un individuo sensible. En
una realizacion preferida, el individuo es un ser humano y el alimento es un alimento destinado al consumo humano.
Los alimentos potencialmente antigénicos incluyen, sin limitacién, trigo, centeno, cebada, cacahuetes, nueces y
semillas. En una realizacion, las proteinas potencialmente antigénicas de estos alimentos incluyen proteinas de
prolamina, albuminas 2S, proteinas de transferencia de lipidos no especificas, inhibidores bifuncionales de a-
amilasas/proteasas, proteina hidréfoba de soja, indolinas, gluten, serpinas, purininas, inhibidores de alfa-
amilasas/proteasas, globulinas y farininas. En una realizacion preferida, la proteina (o el péptido) potencialmente
antigénica es rica en residuos de prolina y/o glutamina. En una realizacion especialmente preferida, la proteina
potencialmente antigénica es gluten. En otra realizacion preferida, la proteina potencialmente antigénica es una
proteina del trigo.

Como se emplea en esta memoria, el término “gluten” se refiere en general a las proteinas presentes en el trigo o
especies de granos relacionadas, que incluyen cebada y centeno, que tienen un efecto potencialmente perjudicial
para ciertos individuos. Las proteinas del gluten incluyen gliadinas, tales como a-gliadinas, B-gliadinas, y-gliadinas y
w-gliadinas, que son proteinas monoméricas, y gluteninas, que son mezclas muy heterogéneas de agregados de
subunidades peso molecular alto y peso molecular bajo unidas mediante enlaces disulfuro. Se han caracterizado
muchas proteinas del gluten de trigo. Véase, por ejemplo, Woychik y col., Amino Acid Composition of Proteins in
Wheat Gluten, J. Agric. Food Chem., 9 (4), 307-310 (1961). El término gluten, como se emplea en esta memoria,
también incluye oligopéptidos que se pueden obtener de la digestion humana normal de proteinas del gluten de
alimentos que contienen gluten y provocan la respuesta inmunitaria anémala. Algunos de estos oligopéptidos son
resistentes a las enzimas digestivas normales. Se cree que el gluten, lo que incluye las proteinas y los oligopéptidos
antes mencionados, actia como un antigeno para los linfocitos T (p. €j., IEL) en pacientes con intolerancia al gluten
(p. €j., esprue celiaco). El término gluten también se refiere a gluten desnaturalizado, tal como se encontraria en los
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productos horneados.

Como se emplea en esta memoria, la expresion “sensibilidad al gluten y afecciones relacionadas” se refiere a cualquier
afeccion derivada de la intolerancia o sensibilidad a proteinas o péptidos del gluten. Estas incluyen, sin limitacion,
esprue celiaco (enfermedad celiaca), alergia al trigo, sensibilidad al gluten, enteropatia sensible al gluten, sensibilidad
idiopatica al gluten y dermatitis herpetiforme. Las afecciones relacionadas también incluyen, sin limitacién, autismo,
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH), artritis reumatoide, fibromialgia, enfermedad de Crohn, mala
absorcién de nutrientes y sindrome del intestino irritable (SlI).

El término “neprosina” se refiere a una prolil endoproteasa con un peso molecular de aproximadamente 29 kilodalton
(kDa). La neprosina se puede aislar a partir de las secreciones de la jarra de la especie Nepenthes. La neprosina
escinde proteinas carboxiterminales a la prolina, con especificidad alta. La enzima es activa de aproximadamente pH
2 a aproximadamente pH 6. En una realizacion, la neprosina tiene la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 1. La
secuencia aminoacidica de la neprosina no es homdloga a ninguna otra proteina conocida. En una realizacion, la
neprosina esta codificada por la secuencia de ADNc de SEQ ID NO: 2. En una realizacion, la neprosina comprende
una secuencia sefial. En una realizacion, la secuencia sefial comprende la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 3.
En una realizacion, la neprosina no comprende una secuencia sefal.

Neprosina incluye todas las isoformas, isotipos y variantes de la neprosina, la neprosina recombinante y sales de las
mismas. Sales se refiere a aquellas sales formadas por la neprosina con una o mas bases o uno o mas acidos que
conservan la efectividad bioldgica y las propiedades de la neprosina libre, y que no son biolégicamente, o de otro
modo, no deseables. Las sales derivadas de bases inorganicas incluyen, pero no se limitan a, sales de sodio, potasio,
litio, amonio, calcio, magnesio, hierro, zinc, cobre, manganeso, aluminio y similares. Las sales derivadas de bases
organicas incluyen, pero no se limitan a, sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas, que
incluyen aminas sustituidas de origen natural, aminas ciclicas y resinas basicas de intercambio i6nico basicas, tales
como resinas de isopropilamina, trimetilamina, dietilamina, trietilamina, tripropilamina, etanolamina, 2-
dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina, procaina, hidrabamina,
colina, betaina, etilenodiamina, glucosamina, metilglucamina, teobromina, purinas, piperazina, piperidina, N-
etilpiperidina, poliamina y similares. Los acidos adecuados incluyen, pero no se limitan a, acidos inorganicos tales
como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares, y acidos organicos
tales como acido acético, acido propionico, acido glicdlico, acido pirtvico, acido oxalico, acido maleico, acido malénico,
acido succinico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido
metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfonico, acido salicilico y similares.

Los ejemplos de proteasas incluyen, sin limitacion, proteasas asparticas, serina proteasas, treonina proteasas, cisteina
proteasas, acido glutamico proteasas y metaloproteasas. Las proteasas que pueden ser utiles en la presente invencién
incluyen, sin limitacion, BACE, catepsina D, catepsina E, quimosina (o “renina”), napsina, pepsina, plasmepsina,
presenilina, renina, tripsina, quimiotripsina, elastasa y cisteina endoproteasa (EP) B2 (también conocida como EPB2).
Las proteasas incluyen las descritas, por ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos n.° 7 320 788; 7 303 871; 7
320 788; 7 628 985; 7 910 541 y 7 943 312; y las patentes PCT de n.° de publicacion 2005/107786; 2008/115428;
2008/115411; 2010/021752; 2010/042203; 2011/097266. En una realizacion preferida, la al menos una proteasa
adicional es activa a pH acido, tal como el encontrado en el estomago (p. €j., pH 1,5 a 3,5).

El término “nepentesina” se refiere a la proteasa aspartica que tiene el nimero de la Comisiéon de Enzimas EC
3.4.23.12, e incluye todas las isoformas, isotipos y variantes de la nepentesina tales como nepentesina | y nepentesina
I, isoformas de la nepentesina y nepentesina recombinante, y sales de las mismas. La nepentesina (EC 3.4.23.12) es
una proteasa aspartica de origen vegetal que se puede aislar o concentrar a partir de un abanico de fuentes vegetales,
tales como las secreciones de la jarra de Nepenthes, una planta de jarra carnivora, conocida como habitualmente
como copas de mono en las regiones tropicales. La nepentesina se describe pormenorizadamente en la solicitud de
patente de los Estados Unidos de n.° de serie 13/843 369, depositada el 15 de marzo de 2013. La alineacion de
secuencias de las secuencias proteicas de nepentesina conocidas (y las secuencias proteicas putativas de
nepentesina) se muestra en la Figura 1.

En una realizacion, “cantidad efectiva” se refiere a la cantidad de una composiciéon que da como resultado la inhibicién
o0 mejora de los sintomas en un sujeto o un resultado bioldgico deseado, p. €j., signos clinicos mejorados, aparicion
retardada de la enfermedad, etc. La cantidad efectiva puede ser determinada por un experto en la materia. El nivel de
dosis seleccionado puede depender de la gravedad de la afeccién que se esta tratando y de la afeccion y los
antecedentes médicos del mamifero que se esta tratando. Por ejemplo, un experto en la materia iniciara las dosis de
la composicion a niveles inferiores a los necesarios para conseguir el efecto terapéutico deseado y aumentara
gradualmente la dosis hasta conseguir el efecto deseado.

El término “manifestaciones de la enfermedad celiaca” se refiere a cualquiera de los sintomas o presentaciones
clinicas de la enfermedad celiaca. Tales manifestaciones incluyen, sin limitacién, inflamacién intestinal, “mente
confusa”, depresion, ansiedad, comportamiento similar al TDAH, dolor abdominal, hinchazén, diarrea, estrefiimiento,
cefaleas, migrafas, dolor de huesos o articulaciones, fatiga cronica, lesion del intestino delgado, desarrollo de
anticuerpos contra la transglutaminasa tisular (tTG), acné extenso, vomitos, pérdida de peso, irritabilidad, anemia
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ferropénica, artritis, hormigueo, entumecimiento en las extremidades, infertilidad y Ulceras aftosas en la boca. Las
manifestaciones incluyen ademas atrofia de las vellosidades de la mucosa del intestino delgado con hiperplasia de las
criptas, inflamacion de la mucosa del intestino, mala absorcion de nutrientes, distension abdominal, asi como un riesgo
sustancialmente mayor de desarrollo de osteoporosis y neoplasias intestinales malignas (linfoma y carcinoma).

“Administracion simultanea” o “cotratamiento”, como se emplean en esta memoria, incluye la administracion de los
agentes juntos, o antes o después uno de otro.

Los términos “modular”, “atenuar” o “mejorar” significan cualquier tratamiento de una enfermedad o un trastorno en un
sujeto, tal como un mamifero, lo que incluye:

impedir o proteger contra la enfermedad o el trastorno, es decir, hacer que la reaccion biologica anémala o los
sintomas no se desarrollen;

1 inhibir la enfermedad o el trastorno, es decir, detener o impedir el desarrollo de reacciones biolégicas anémalas y/o
sintomas clinicos; y/o

(1 aliviar la enfermedad o el trastorno, es decir, provocar la regresion de las reacciones biolégicas andémalas y/o los
sintomas.

Como se emplean en esta memoria, los términos “impedir” o “inhibir” se refieren al tratamiento profilactico de un sujeto
que lo necesita. El tratamiento profilactico se puede lograr proporcionando una dosis apropiada de un agente
terapéutico a un sujeto con riesgo de padecer una dolencia, evitando sustancialmente de ese modo la aparicion de la
dolencia.

Como se emplea en esta memoria, el término “afeccion” se refiere a una enfermedad para la que se usan los
compuestos, las composiciones y los procedimientos proporcionados en esta memoria.

Como se emplean en esta memoria, los términos “paciente” o “sujeto” se refieren a mamiferos e incluyen seres
humanos y mamiferos no humanos. En realizaciones particulares de esta memoria, el paciente o sujeto es un ser
humano.

El término “aproximadamente”, cuando se usa antes de un valor numérico, indica que el valor puede variar dentro de
un intervalo razonable: 5 %, +1 % 0 0,2 %.

Un polinucleétido o una regién polinucleotidica (o un polipéptido o una regiéon polipeptidica) que tiene un cierto
porcentaje (por ejemplo, 80 %, 85 %, 90 %, o 95 %) de “identidad de secuencia” con otra secuencia significa que,
cuando se alinean, ese porcentaje de bases (0 aminoacidos) son iguales al comparar las dos secuencias. La alineacion
y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia se pueden determinar usando programas de software
conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel y col., Eds.
1987) Suplemento 30, apartado 7.7.18, Tabla 7.7.1. Preferiblemente, se usan los parametros predeterminados para
la alineacion. Un programa de alineacion es BLAST, que usa parametros predeterminados. Los ejemplos de los
programas incluyen BLASTN y BLASTP que usan los parametros predeterminados siguientes: cédigo genético =
estandar; filtro = ninguno; cadena = ambas; corte = 60; esperado = 10; matriz = BLOSUMG62; descripciones = 50
secuencias; ordenar por = PUNTUACION ALTA; bases de datos = no redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB
+ traducciones de CDS de GenBank + Swiss-Prot + Spupdate + PIR. Los detalles de estos programas se pueden
encontrar en la direccién de Internet siguiente: ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST.

“Homologia” o “identidad” o “similitud” se refiere a la similitud de secuencia entre dos péptidos o entre dos moléculas
de acido nucleico. La homologia se puede determinar comparando una posicién en cada secuencia que se puede
alinear con fines comparativos. Cuando una posicién en la secuencia comparada esta ocupada por la misma base o
aminoacido, entonces las moléculas son homaélogas en esa posicidn. El porcentaje de homologia entre secuencias es
funcion del numero de posiciones coincidentes u homologas compartidas por las secuencias. Una secuencia “no
relacionada” o “no homadloga” comparte menos de 40 % de identidad, o alternativamente menos de 25 % de identidad,
con una de las secuencias de la presente descripcion.

Il. Procedimientos

En un aspecto, esta descripcion se refiere a procedimientos para modular una afeccion mediada por la intolerancia al
gluten en un paciente, que comprenden administrar al paciente una cantidad efectiva de una composicién farmacéutica
que comprende una enzima de Nepenthes. En una realizacion preferida, la afeccion es enfermedad celiaca o una
alergia al trigo.

En otro aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para atenuar o impedir la produccién y/o el

reclutamiento de IEL en el intestino debido a la presencia de un antigeno alimentario peptidico en un intestino de un
mamifero. En una realizacién, el procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una
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composicion farmacéutica que comprende una enzima de Nepenthes. En una realizacién, la proteina del gluten es
degradada por la composicién farmacéutica para atenuar o impedir la produccion y/o el reclutamiento de IEL en el
intestino.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para atenuar o impedir la inflamacion intestinal debida
ala presencia de un antigeno alimentario peptidico en el intestino de un mamifero. En una realizacion, el procedimiento
comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una composiciéon farmacéutica que comprende una
enzima de Nepenthes. En una realizacion, el antigeno alimentario peptidico es degradado por la una o mas enzimas
para atenuar o impedir la inflamacion intestinal.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para atenuar o impedir la linfocitosis intraepitelial debida
a la presencia de un antigeno alimentario peptidico en un intestino de un mamifero. En una realizacion, el
procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una composiciéon farmacéutica que
comprende una enzima de Nepenthes. En una realizacion, el antigeno alimentario peptidico es degradado por la
composicion farmacéutica para atenuar o impedir la linfocitosis intraepitelial en el intestino.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un procedimiento para atenuar o impedir la atrofia de las vellosidades
debida a la presencia de un antigeno alimentario peptidico en un intestino de un mamifero. En una realizacion, el
procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una composicion farmacéutica que
comprende una enzima de Nepenthes. En una realizacion, el antigeno alimentario peptidico es degradado por la
composicion farmacéutica para atenuar o impedir la atrofia de las vellosidades en el intestino. En una realizacion, la
atrofia de las vellosidades es un resultado de la inflamacion del intestino.

En una realizacién, la enzima de Nepenthes es nepentesina I, nepentesina Il, neprosina, una variante de las mismas
0 una mezcla de las mismas. En una realizaciéon preferida, la formulacion farmacéutica es una formulacién de
liberacién prolongada.

En una realizacion, la variante es una proteina que tiene una secuencia aminoacidica que tiene al menos 85 % de
homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEC ID NO:
7,SEC ID NO: 8, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 20 0 SEQ ID NO: 21. En una realizacion, la variante es una proteina que
tiene una secuencia aminoacidica que tiene al menos 85 % de homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica
de SEQ ID NO: 1. En una realizacion, la variante es una proteina que tiene una secuencia aminoacidica que tiene al
menos 85 % de homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 5. En una realizacion, la
variante es una proteina que tiene una secuencia aminoacidica que tiene al menos 85 % de homologia de secuencia
con la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 6. En una realizacion, la variante es una proteina que tiene una
secuencia aminoacidica que tiene al menos 85 % de homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica de SEQ
ID NO: 7. En una realizacion, la variante es una proteina que tiene una secuencia aminoacidica. que tiene al menos
85 % de homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 8. En una realizacion, la variante es
una proteina que tiene una secuencia aminoacidica que tiene al menos 85 % de homologia de secuencia con la
secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 9. En una realizacién, la variante es una proteina que tiene una amina o
secuencia de acido que tiene al menos 85 % de homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica de SEQ ID
NO: 20. En una realizacion, la variante es una proteina que tiene que tiene una secuencia aminoacidica que tiene al
menos 85 % de homologia con la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 21.

En una realizacion, la composicion farmacéutica comprende un extracto de fluido de jarra de Nepenthes. En una
realizacioén, la composicion farmacéutica comprende nepentesina |, nepentesina Il y/o neprosina purificadas a partir
de un extracto de fluido de jarra de Nepenthes. En una realizacién, al menos una de nepentesina |, nepentesina ll,
neprosina o una variante de las mismas es una proteina recombinante. En una realizacion, la composiciéon
farmacéutica estd entre aproximadamente pH 5 y aproximadamente pH 8 antes de la administracion. Las
composiciones farmacéuticas para uso en los procedimientos descritos en esta memoria se analizan mas
pormenorizadamente a continuacion.

En una realizacion preferida, el mamifero es un ser humano. En una realizacion, el ser humano padece una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en intolerancia al gluten, enfermedad celiaca, trastorno por déficit
de atencidn e hiperactividad, autismo, artritis reumatoide, fibromialgia y dermatitis herpetiforme. En una realizacion, el
ser humano padece una alergia alimentaria.

En una realizacién, la composicién farmacéutica se administra por via oral antes, durante o inmediatamente después
del consumo de un alimento que contiene gluten.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra al sujeto antes de la ingestion por el sujeto del
alimento que comprende gluten o se sospecha que comprende gluten. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica se administra dentro de un periodo en el que la enzima es al menos parcialmente efectiva (por ejemplo,
al menos aproximadamente 10 %, 20 %, 50 %, 70 %, 90 % de la actividad original) para degradar el gluten en el
alimento que ingerira el sujeto. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica se administra como maximo
aproximadamente 4 horas, 3 horas, 2 horas, 1 hora o 30 minutos antes de la ingestion del alimento por el sujeto.
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En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra al sujeto simultaneamente a la ingestién por el
sujeto del alimento potencialmente inmunogénico. En algunas realizaciones, la composicion enzimatica se administra
con el alimento. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra independientemente del
alimento.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra al sujeto poco después de la ingestion por el
sujeto del alimento potencialmente inmunogénico. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica se
administra dentro de un periodo en el que al menos parte (por ejemplo, al menos aproximadamente 10 %, 20 %, 50
%, 70 %, 90 %) del uno o méas antigenos del alimento estan todavia en el estémago del sujeto. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica se administra como maximo 4 horas, 3 horas, 2 horas, 1 hora o 30 minutos
después de la ingestion del alimento por el sujeto.

Habitualmente, la composicidén farmacéutica se administra en una cantidad que es segura y suficiente para producir
el efecto deseado de desintoxicacion del uno o mas antigenos alimentarios peptidicos. La dosis de la composicién
farmacéutica puede variar en funcién de muchos factores, tales como la enzima particular administrada, la sensibilidad
del sujeto al alimento, la cantidad y los tipos de alimentos que contienen antigeno ingeridos, las propiedades
farmacodinamicas de la enzima, el modo de administracion, la edad, salud y peso del receptor, la naturaleza y
magnitud de los sintomas, la frecuencia del tratamiento y el tipo de tratamiento simultaneo, si lo hay, y la tasa de
depuracion de la enzima. Un experto en la materia puede determinar la dosis apropiada en base a los factores
anteriores. La composicion se puede administrar inicialmente en una dosis adecuada que se puede ajustar segun
proceda, en funcién de la respuesta clinica. Se pueden emplear opcionalmente ensayos in vitro para ayudar a
identificar los intervalos de dosis 6ptimos. La dosis exacta que se debe emplear en la formulacién también dependera
de la via de administracion y/o la gravedad de la enfermedad o el trastorno, y se debe decidir segun el juicio del
facultativo y las circunstancias de cada sujeto.

La dosis o pauta posoldgica de un sujeto adulto puede ajustarse proporcionalmente para nifios y lactantes, y también
ajustarse para otra administracion u otros formatos, en proporcion, por ejemplo, al peso molecular o la respuesta
inmunitaria. La administracion o los tratamientos se pueden repetir a intervalos apropiados, a discrecion del facultativo.

Generalmente, la composicion farmacéutica se administra cuando se necesita, tal como cuando el sujeto consumira,
esta consumiendo o ha consumido un alimento que comprende una proteina antigénica o se sospecha que comprende
una proteina antigénica. En cualquier caso, se puede administrar en dosis de aproximadamente 0,001 mg a
aproximadamente 1000 mg de enzima por kg de peso corporal al dia, o de aproximadamente 1 mg a aproximadamente
100 g por dosis para una persona promedio. En algunas realizaciones, la enzima se puede administrar a 0,001; 0,01;
0,1; 1, 5, 10, 50, 100, 500 o 1000 mg/kg peso corporal al dia, y a intervalos entre cualesquiera dos de estos valores
(incluidos los extremos). En algunas realizaciones, la enzima se puede administrar a 1 mg, 10 mg, 100 mg, 200 mg,
500 mg, 700 mg, 1 g, 10 g, 20 g, 50 g, 70 g, 100 g por dosis, y a intervalos entre cualesquiera dos de estos valores
(incluidos los extremos). En algunas realizaciones, se puede administrar una, dos, tres veces, etc., al dia, en funcion
del nimero de veces que el sujeto ingiere un alimento que comprende una proteina antigénica y/o de la cantidad de
tal alimento que consume. La cantidad de enzima mencionada en esta memoria se puede referir a la enzima total o a
cada enzima de la composicion.

En algunas realizaciones, la cantidad de composicion farmacéutica administrada es dependiente de la cantidad (o
cantidad aproximada) de sustrato (p. €j., gluten y/u otra proteina o proteina potencialmente antigénica) consumido/que
se va a consumir. En una realizacion, se administra de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1 g de enzima por
1 g de sustrato. En una realizacidn, se administra de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 1 g de enzima por
1 g de sustrato. En una realizacién, se administra de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 1 g de enzima por
1 g de sustrato. En una realizacién, se administra de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 1 g de enzima
por 1 g de sustrato. En una realizacion, se administra de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 500 mg de
enzima por 1 g de sustrato. En una realizacion, se administra de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 250 mg
de enzima por 1 g de sustrato. En una realizacion, se administra de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 100
mg de enzima por 1 g de sustrato. En una realizacion, se administra de aproximadamente 1 mg a aproximadamente
10 mg de enzima por 1 g de sustrato. Esto incluye cualquier valor en estos intervalos (incluidos los extremos), y
subintervalos entre cualesquiera dos de estos valores.

En una realizacién, la proporcion de sustrato a enzima administrada es de aproximadamente1:1 a aproximadamente
10 000:1. En una realizacion preferida, la proporcion de sustrato a enzima es de aproximadamente 10:1 a
aproximadamente 1000:1. En una realizacion, la proporcion de sustrato a enzima es de aproximadamente 10:1 a
aproximadamente 100:1.

La composicién farmacéutica de esta invencion se puede administrar como Unico agente activo o se puede administrar
en combinacion con otros agentes (simultanea, secuencial o independientemente, o mediante coformulacion), que
incluyen otros compuestos que presentan una actividad terapéutica igual o similar y que se ha determinado que son
seguros y eficaces para tal administracion combinada.
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En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra con una enzima adicional, tal como una proteasa
gastrica, una proteasa aspartica (tal como pepsina, pepsinégeno o las descritas por Chen y col., Aspartic proteases
gene family in rice: Gene structure and expression, predicted protein features and phylogenetic relation, Gene 442:108-
118 (2009)) y enzimas tales como otra prolil endopeptidasa (PEP), dipeptidil peptidasa IV (DPP 1V) y dipeptidil
carboxipeptidasa (DCP) o cisteina proteinasa B (descritas en la patente de los Estados Unidos n.° 7 910 541). En una
realizacion, la otra enzima se administra en forma de bacterias que producen y/o secretan la enzima adicional. En una
realizacion, las bacterias estan disefiadas para producir y/o secretar nepentesina |, nepentesina Il, neprosina y/o una
variante de las mismas.

En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica se administra al sujeto con otro agente. Los ejemplos no
limitantes de agentes que se pueden administrar con la composicién farmacéutica incluyen inhibidores de la
transglutaminasa tisular, agentes antiinflamatorios tales como amilasas, glucoamilasas, endopeptidasas, inhibidores
de la HMG-CoA reductasa (p. €j., compactina, lovastatina, simvastatina, pravastatina y atorvastatina), antagonistas
del receptor de leucotrienos (p. €j., montelukast y zafirlukast), inhibidores de la COX-2 (p. €j., celecoxib y rofecoxib),
inhibidores de la MAP cinasa p38 (p. €j., BIRB-796); agentes estabilizadores de los mastocitos tales como cromoglicato
de sodio (cromolin), pemirolast, proxicromil, repirinast, doxantrazol, amlexanox nedocromil y probicromil, agentes
antiulcerosos, agentes antialérgicos tales como agentes antihistaminicos (p. ej., acrivastina, cetirizina, desloratadina,
ebastina, fexofenadina, levocetirizina, loratadina y mizolastina), inhibidores de la transglutaminasa 2 (TG2), agentes
anti-TNFa y antibidticos. En otra realizacion, el agente adicional es un probidtico. Los probidticos incluyen, sin
limitacion, especies y cepas de lactobacilos, levaduras, bacilos o bifidobacterias. En una realizacion, el otro agente es
elafina. En una realizacion, el otro agente se administra en forma de bacterias que producen y/o secretan el agente
adicional.

En algunas realizaciones, el otro agente comprende una enzima (p. €j., proteasa) que es activa en el intestino. Sin
cefiirnos a la teoria, se cree que tales enzimas pueden actuar sinérgicamente con la una o mas enzimas de la
composicion farmacéutica para degradar adicionalmente las proteinas inmunogénicas.

También se proporciona en esta memoria el uso de una composicion enzimatica que comprende nepentesina |,
nepentesina ll, neprosina, una variante de las mismas y/o una sal de las mismas en la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento o la prevencién de una de las afecciones y enfermedades antes mencionadas.

lll. Composiciones Farmacéuticas

La composicion farmacéutica se puede administrar en un abanico de composiciones sola o con vehiculos, excipientes
o diluyentes farmacéuticamente aceptables apropiados.

Por consiguiente, en otro aspecto de la descripcidn, se proporciona en esta memoria una composicion que comprende
nepentesina |, nepentesina Il, neprosina, una variante de las mismas y/o una sal de las mismas. En algunas
realizaciones, la composicidon es una composicion farmacéutica. Las composiciones se pueden formular en formas
sélidas, semisdlidas o liquidas, tales como comprimidos, capsulas, polvos, granulos, pomadas, soluciones,
inyecciones, geles y microesferas. La administracion de la composicién se puede conseguir de diversas maneras, por
ejemplo, mediante administracién oral.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
nepentesina |, nepentesina Il, neprosina, una variante de las mismas o una mezcla de las mismas y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En una realizacién particular, el término “farmacéuticamente aceptable” significa
aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o enumerado en la Farmacopea de los Estados
Unidos u otra farmacopea generalmente reconocida para uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.
El término “vehiculo” hace referencia a un diluyente, adyuvante, excipiente o portador con el que se administra el
agente terapéutico. Tales vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tal como agua y aceites, que incluyen
los derivados del petréleo, de origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite
mineral, aceite de sésamo y similares. También se pueden emplear soluciones salinas y soluciones acuosas de
dextrosa y glicerol como vehiculos liquidos.

Los excipientes farmacéuticos aceptables incluyen almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina,
carbonato de calcio, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche
desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se desea, también puede
contener cantidades pequefias de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponadores del pH. Estas
composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas,
polvos, formulaciones de liberacién prolongada y similares. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se
describen en “Remington's Pharmaceutical Sciences” de E. W. Martin. Tales composiciones contendran una cantidad
terapéuticamente efectiva de la una o mas enzimas, preferiblemente en forma purificada, junto con una cantidad
adecuada de vehiculo para proporcionar la forma para la administracion correcta al paciente. La formulacién se debe
adecuar al modo de administracion.

Para administracion oral, la composicién farmacéutica se puede usar sola o en combinacion con aditivos apropiados
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para fabricar comprimidos, polvos, granulos, capsulas, jarabes, liquidos, suspensiones, etc. Por ejemplo, las formas
orales sdlidas de la composicion se pueden preparar con aditivos convencionales, desintegrantes, lubricantes,
diluyentes, agentes tamponadores, agentes humectantes, conservantes y aromatizantes. Los ejemplos no limitantes
de excipientes incluyen lactosa, manitol, almidén de maiz, almidon de patata, celulosa cristalina, derivados de celulosa,
goma arabiga, almidén de maiz, carboximetilcelulosa de sodio, talco, estearato de magnesio, aromas y colorantes. En
algunas realizaciones, la formulacion libera la una o mas enzimas en el estémago del sujeto de manera que el uno o
mas antigenos alimentarios peptidicos puedan ser degradados por la una o mas enzimas.

La composicién se puede liofilizar a partir de una solucién acuosa, opcionalmente en presencia de tampones (p. €.,
tampones de fosfato, citrato, histidina, imidazol) y excipientes (p. €j., crioprotectores tales como sacarosa, lactosa,
trehalosa) apropiados. Las tortas liofilizadas pueden mezclarse opcionalmente con excipientes y prepararse en
diferentes formas.

En otro aspecto de la descripcion, se proporcionan procedimientos para tratar la intolerancia al gluten o una afeccion
asociada, tal como enfermedad celiaca, alergia al trigo, sensibilidad al gluten y dermatitis herpetiforme, en un paciente
que lo necesita, que comprenden tratar un alimento que comprende gluten o se sospecha que comprende gluten con
una cantidad efectiva de la composicion antes del consumo por el paciente. En algunas realizaciones, el alimento se
combina con una cantidad efectiva de la composicion durante su preparaciéon. En una realizacion, la composicién se
afiade después de cualquier etapa de calentamiento en la preparacion del alimento. En una realizacion, la composicion
se afade antes de una o mas etapas de calentamiento en la preparacion del alimento.

La nepentesina |, la nepentesina Il y la neprosina se presentan como proenzimas en Nepenthes antes de la activacion.
Es decir, la proteina incluye un propéptido que se escinde para activar la enzima en el fluido de la jarra. En una
realizacioén, la composicion comprende nepentesina |, nepentesina I, neprosina, una variante de las mismas y/o una
sal de las mismas que comprende un propéptido. En una realizacion, el propéptido es adyacente al extremo amino de
la enzima. En una realizacion, el propéptido es el propéptido de origen natural de la enzima. En una realizacion, el
propéptido es un propéptido heterdlogo (p. €j., de una proteina o especie diferentes, o sintético). En una realizacion,
el propéptido se escinde mediante condiciones acidas. En una realizacion, el propéptido se escinde mediante una
enzima. En una realizacion, la presencia del propéptido da como resultado actividad retardada de la enzima en el
estébmago (p. €j., debido al tiempo necesario para eliminar el propéptido y producir la enzima madura). En una
realizacion, el propéptido esta disefiado para ser eliminado mas lentamente con el fin de retardar la actividad de la
enzima en el estdmago. En una realizacion, el propéptido esta disefiado para ser eliminado mas rapidamente con el
fin de acelerar la actividad de la enzima en el estdmago.

En una realizacién preferida, la formulacidon es una formulacién de liberacion controlada. El término “formulacion de
liberacion controlada” incluye formulaciones de liberacion prolongada y de liberaciéon a lo largo del tiempo. Las
formulaciones de liberacion controlada son muy conocidas en la técnica. Estas incluyen excipientes que permiten la
liberacion prolongada, perioddica, pulsada o retardada del farmaco. Las formulaciones de liberaciéon controlada
incluyen, sin limitacion, incorporacion del farmaco en una matriz; revestimientos entéricos; microencapsulacion; geles
e hidrogeles; y cualquier otra formulacion que permita la liberacion controlada de un farmaco.

En algunas realizaciones, la composicién se administra como un aditivo alimentario junto con un alimento que
comprende o se sospecha que comprende una proteina alimentaria potencialmente antigénica. En una realizacion, el
alimento comprende o se sospecha que comprende gluten, por ejemplo, pan, pasta, cereales y similares, preparados
a partir de trigo, centeno y cebada, etc. En algunas realizaciones, la composicién se afade como un ingrediente en
tal alimento. En algunas realizaciones, la composicion se dispersa en un alimento antes del consumo, opcionalmente
a un pH al que es inactiva, tal como un pH de aproximadamente 5 o superior. En algunas realizaciones, la composicion
se puede preparar o incorporar en un polvo, una crema para untar, un espray, una salsa, una salsa para mojar, una
nata montada, etc., que se puede aplicar al alimento cuando el alimento esta siendo consumido por el paciente. En
algunas realizaciones, la composicion se puede preparar en formas que despiertan el apetito, tales como caramelos,
chicles, complementos nutricionales masticables, jarabe, etc. para una administracion facil. En algunas realizaciones,
la composicion se puede mezclar con alimentos habituales, tales como azucar, sal, aderezos para ensaladas,
especias, queso, mantequilla, margarinas, cremas para untar, mantequilla, grasas comestibles para freir, mayonesas,
productos lacteos, mantequillas de nueces, mantequillas de semillas, mantequillas de almendra, mantequilla de
cacahuete, etc. Preferiblemente, los alimentos o aditivos que comprenden la composicidon no necesitan calentamiento
antes de ser ingeridos por un paciente, de manera que se puede minimizar la posible pérdida de actividad de la una
0 mas enzimas debido a la temperatura elevada.

En una realizacion, la una o mas enzimas de la composicion se activan tras entrar en contacto con el acido (es decir,
en el estbmago).

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un producto alimentario que comprende neprosina, nepentesina |,
nepentesina Il, una variante de las mismas o una combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, el producto
alimentario comprende gluten o se sospecha que comprende gluten, tal como productos para horneado (p. €j., tartas,
magdalenas, donuts, pasteles, panecillos y pan), pasta, galletas saladas, nachos, cereales, etc. hechos de trigo,
centeno y cebada. En algunas realizaciones, el producto alimentario se puede consumir con otro producto alimentario
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que comprende gluten o se sospecha que comprende gluten. Los ejemplos no limitantes de tal alimento incluyen un
polvo, una crema para untar, un espray, una salsa, una salsa para mojar, una nata montada, caramelos, chicles,
jarabe, azucar, sal, aderezos para ensaladas, especias, queso, mantequilla, margarinas, cremas para untar,
mantequilla, grasas comestibles para freir, mayonesas, productos lacteos, mantequillas de nueces, mantequillas de
semillas, mantequillas de almendras, mantequilla de cacahuete, etc.

En algunas realizaciones, la composicion que comprende neprosina, nepentesina |, nepentesina Il, una variante de
las mismas o una combinacion de las mismas se mezcla con alimentos o se usa para pretratar alimentos que contienen
gluten. La composicién presente en los alimentos puede ser enzimaticamente activa para reducir el nivel de gluten en
el alimento antes de, o durante, la ingestion.

En un aspecto de la descripcidn, se afiade una composicion que comprende neprosina, nepentesina |, nepentesina I,
una variante de las mismas o una combinacion de las mismas se afiade al alimento antes de consumir el alimento. En
una realizacion, la descripciodn se refiere a un dispensador que comprende un excipiente interno y una cantidad efectiva
de la composicién farmacéutica para digerir el gluten. En una forma de realizacién, la composiciéon farmacéutica y/o el
excipiente interno se afiaden al alimento antes de consumir el alimento. En una realizacion, el alimento comprende
gluten o se sospecha que comprende gluten. En una realizacion, el excipiente interno comprende cloruro de sodio o
yoduro de sodio, o una mezcla de los mismos. En una realizacién, la composicion farmacéutica y/o el excipiente interno
estan en forma granular, dimensionados para dispensar eficientemente desde dicho dispensador.

En algunas realizaciones, la composicién (tal como la composicion farmacéutica o la composicion comestible) o el
producto alimentario comprende de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 0,5 % a
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 1 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 5 % a
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 90 %, de aproximadamente 20 % a
aproximadamente 80 %, de aproximadamente 25 % a aproximadamente 75 % de la una o mas enzimas. En algunas
realizaciones, la cantidad de enzima en la composicién (tal como la composiciéon farmacéutica o la composicion
comestible) o el producto alimentario es aproximadamente 0,01 %, aproximadamente 0,1 %, aproximadamente 0,5
%, aproximadamente 1 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %,
aproximadamente 25 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 35 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente
45 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 55 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %,
aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente
90 % o aproximadamente 95 % de la composicion total o el producto alimenticio, o un intervalo entre cualesquiera dos
de los valores (incluidos los extremos).

En algunas realizaciones, la composicién comprende neprosina y nepentesina, o una variante de las mismas. En
algunas realizaciones, la nepentesina es nepentesina | y/o nepentesina I, o una variante de las mismas. En algunas
realizaciones, la nepentesina es nepentesina | recombinante y/o nepentesina Il recombinante, o una variante de las
mismas. En algunas realizaciones, la nepentesina es nepentesina | recombinante y nepentesina Il recombinante, o
una variante de cada una de las mismas. En algunas realizaciones, la neprosina es neprosina recombinante o una
variante de la misma. En una realizaciéon preferida, la composicion comprende nepentesina |, nepentesina Il y/o
neprosina que comprenden la una o mas secuencias aminoacidicas de la nepentesina I, nepentesina Il, y/o neprosina
de una especie de Nepenthes, o una o mas variantes de las mismas.

Se han descrito las secuencias de ARNm/ADNc de nepentesina | de varias especies de Nepenthes, por ejemplo,
Nepenthes mirabilis (n.° de entrada de GenBank JX494401), Nepenthes gracilis (n.° de entrada de GenBank
AB114914) y Nepenthes alata (n.° de entrada de GenBank AB266803). Se han descrito las secuencias de
ARNmM/ADNCc de nepentesina Il de varias especies de Nepenthes, por ejemplo, Nepenthes mirabilis (nUmero de acceso
de GenBank JX494402) y Nepenthes gracilis (numero de acceso de GenBank AB114915).

Se han descrito las secuencias proteicas de nepentesina | de varias especies de Nepenthes, por ejemplo, Nepenthes
mirabilis (n.° de acceso de GenBank AFV26024; SEC ID NO: 5), Nepenthes gracilis (n.° de acceso de GenBank
BADOQ7474; SEC ID NO: 7) y Nepenthes alata (n.° de acceso de GenBank BAF98915; SEC ID NO: 6). Se han descrito
las secuencias proteicas de nepentesina Il de varias especies de Nepenthes, por ejemplo, Nepenthes mirabilis (n.° de
acceso de GenBank AFV26025; SEQ ID NO: 8) y Nepenthes gracilis (n.° de acceso de GenBank BAD07475; SEQ ID
NO: 9). Las secuencias también se encuentran en la solicitud de patente de los estados Unidos de n.° de publicacién
2014/0186330.

En algunas realizaciones, la nepentesina es una variante de nepentesina que tiene al menos aproximadamente 85 %
de homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina | (p. ej., SEQ ID NO: 5; SEC ID NO: 6;
SEC ID NO: 7 o SEQ ID NO: 21). En algunas realizaciones, la variante tiene al menos aproximadamente 90 % de
homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina |. En algunas realizaciones, la variante tiene
al menos aproximadamente 95 % de homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina I. En
algunas realizaciones, la variante tiene al menos aproximadamente 96 % de homologia de secuencia con una
secuencia aminoacidica de nepentesina |. En algunas realizaciones, la variante tiene al menos aproximadamente 97
% de homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina |. En algunas realizaciones, la variante
tiene al menos 98 % de homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina |. En algunas
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realizaciones, la variante tiene al menos 99 % de homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de
nepentesina |. En una realizacion, la nepentesina comprende la secuencia aminoacidica de SEC ID NO: 5; SEC ID
NO: 6; SEC ID NO: 7 0 SEQ ID NO: 21.

En algunas realizaciones, la nepentesina es una variante de nepentesina que tiene al menos aproximadamente 85 %
de homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina Il (p. ej., SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9
o SEQ ID NO: 22). En algunas realizaciones, la variante tiene al menos aproximadamente 90 % de homologia de
secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina Il. En algunas realizaciones, la variante tiene al menos
aproximadamente 95 % de homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina Il. En algunas
realizaciones, la variante tiene al menos aproximadamente 96 % de homologia de secuencia con una secuencia
aminoacidica de nepentesina Il. En algunas realizaciones, la variante tiene al menos aproximadamente 97 % de
homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina Il. En algunas realizaciones, la variante
tiene al menos aproximadamente 98 % de homologia de secuencia con una secuencia aminoacidica de nepentesina
Il. En algunas realizaciones, la variante tiene al menos aproximadamente 99 % de homologia de secuencia con una
secuencia aminoacidica de nepentesina Il. En una realizacion, la nepentesina comprende la secuencia aminoacidica
de nepentesina | de SEQ ID NO: 8; SEC ID NO: 9 o SEQ ID NO: 22 que conserva actividad de glutenasa. En una
realizacién particularmente preferida, la secuencia codifica una variante de nepentesina | que degrada al menos un
péptido téxico del gluten.

En un aspecto de la descripcion, la proporcion de neprosina a nepentesina | y/o Il en la composicion es tal que el
antigeno alimentario peptidico se escinde en fragmentos suficientemente pequefios y/o inocuos para impedir la
intolerancia al gluten, enfermedad celiaca, alergia al trigo o dermatitis herpetiforme, la inflamacién, la proliferaciéon o
el reclutamiento de IEL, la linfocitosis intraepitelial y/o la atrofia de las vellosidades, o cualquier sintoma de las mismas,
en un intestino del sujeto. En algunas realizaciones, la proporciéon de neprosina:nepentesina es de aproximadamente
1:100 a aproximadamente 100:1.

En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de neprosina a nepentesina (nepentesina | y/o
Il) de al menos aproximadamente 100:1. En algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcion de
neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 90:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende
una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 70:1. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 60:1. En algunas
realizaciones, la composicién comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente
50:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos
aproximadamente 40:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de neprosina a
nepentesina de al menos aproximadamente 30:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion
de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 20:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende
una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 10:1. En algunas realizaciones, la
composicidon comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 5:1. En algunas
realizaciones, la composicién comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente
4:1. En algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos
aproximadamente 3:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de neprosina a
nepentesina de al menos aproximadamente 2:1. En algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcion
de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:1. En algunas realizaciones, la composicién comprende
una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:2. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:3. En algunas
realizaciones, la composicién comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente
1:4. En algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos
aproximadamente 1:5. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de neprosina a
nepentesina de al menos aproximadamente 1:10. En algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcion
de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:20. En algunas realizaciones, la composicion comprende
una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:30. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:40. En algunas
realizaciones, la composicion comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente
1:50. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos
aproximadamente 1:60. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcidon de neprosina a
nepentesina de al menos aproximadamente 1:70. En algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcion
de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:80. En algunas realizaciones, la composicion comprende
una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:90. En algunas realizaciones, la
composicidn comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:100.

En un aspecto de la descripcion, la proporcién de nepentesina | a nepentesina Il en la composicion es tal que el
antigeno alimentario peptidico se escinde en fragmentos suficientemente pequefios y/o inocuos para impedir la
inflamacion, la proliferacion o el reclutamiento de IEL, la linfocitosis intraepitelial y/o la atrofia de las vellosidades en
un intestino del sujeto. En algunas realizaciones, la proporcidon de nepentesina l:nepentesina Il es de aproximadamente
1:100 a aproximadamente 100:1.
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En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos
aproximadamente 100:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de nepentesina | a
nepentesina Il de al menos aproximadamente 90:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una
proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 70:1. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 60:1. En
algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos
aproximadamente 50:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporciéon de nepentesina | a
nepentesina Il de al menos aproximadamente 40:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una
proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 30:1. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 20:1. En
algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos
aproximadamente 10:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de nepentesina | a
nepentesina Il de al menos aproximadamente 5:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una
proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 4:1. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 3:1. En
algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos
aproximadamente 2:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporciéon de nepentesina | a
nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:1. En algunas realizaciones, la composicion comprende una
proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:2. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:3. En
algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos
aproximadamente 1:4. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcidon de nepentesina | a
nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:5. En algunas realizaciones, la composicion comprende una
proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:10. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:20. En
algunas realizaciones, la composiciéon comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos
aproximadamente 1:30. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporcion de nepentesina | a
nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:40. En algunas realizaciones, la composicion comprende una
proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:50. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:60. En
algunas realizaciones, la composicién comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos
aproximadamente 1:70. En algunas realizaciones, la composicion comprende una proporciéon de nepentesina | a
nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:80. En algunas realizaciones, la composicion comprende una
proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:90. En algunas realizaciones, la
composicion comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:100.

IV. Procedimientos de preparacion

Se contempla que la nepentesina y/o la neprosina se pueden concentrar (o extraer) o purificar mediante
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo (pero no limitados a) filtracién o purificaciéon por afinidad basada
en pepstatina inmovilizada, de una fuente natural, lo que incluye secreciones de las jarras de plantas tales como
Nepenthes. También se puede usar cromatografia de proteinas clasica, tal como cromatografia de exclusién por
tamafos (también conocida como cromatografia de permeacion en gel) y/o cromatografia de cromatoenfoque, para
concentrar (o extraer) o purificar nepentesina y/o neprosina. El cromatoenfoque se puede usar antes o después de la
exclusién por tamafios. La nepentesina |, la nepentesina Il y la neprosina se encuentran en cantidades relativamente
pequefias en las secreciones vegetales naturales. La produccion de nepentesina |, nepentesina Il y/o neprosina se
puede aumentar, por ejemplo, usando tecnologias de bioingenieria para crear plantas transgénicas que expresen y/o
secretan cantidades aumentadas de la una o mas enzimas deseadas, o una variante de las mismas.

Ademas de aislarla de una fuente vegetal, la enzima de Nepenthes o variante de la misma se puede preparar mediante
sintesis quimica. La sintesis quimica se puede conseguir acoplando los aminoacidos segun la secuencia de la enzima
o variante deseada. Se dispone de diversos procedimientos de acoplamiento peptidico y aparatos de sintesis peptidica
comerciales para sintetizar péptidos o proteinas, por ejemplo, los sintetizadores automaticos de Applied Biosystems,
Inc., Foster City, CA, Beckman y otros fabricantes.

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un procedimiento para preparar una enzima de Nepenthes o variante
de la misma usando sistemas de produccion recombinante transformando o transfectando una célula con el ADN (p.
ej., ADNc) y/o ARN mensajero de la una o mas enzimas de manera que la célula sea capaz de producir la una o mas
enzimas. Por ejemplo, se puede producir nepentesina creando sistemas de vector hospedador en organismos tales
como Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Lactobacillus, Bacilli, Aspergilli y cultivos de células
vegetales, tales como células de tabaco, etc.

También se proporcionan vectores y células hospedadoras, tales como E. coli, que comprenden polinucleétidos y
composiciones que contienen cualquiera de los polinucleétidos o polipéptidos como se describen en esta memoria.

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un procedimiento para producir enzima de Nepenthes recombinante
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(nepentesina |, nepentesina | y/o neprosina, o una variante de las mismas) que comprende expresar en un organismo
hospedador elegido una secuencia de acido nucleico que codifica dicha enzima e insertar la secuencia de acido
nucleico en un vector disefiado apropiadamente. En un aspecto de la descripcién, la enzima recombinante es
nepentesina | o una variante de la misma. En un aspecto de la descripcion, la enzima recombinante es nepentesina Il
0 una variante de la misma. En un aspecto de la descripcion, la enzima recombinante es neprosina o una variante de
la misma. En un aspecto de la descripcidn, la enzima recombinante es una mezcla de nepentesina |, nepentesina Il
y/o neprosina, o una variante de las mismas.

En otro aspecto de la descripcién, se proporciona una composicion que comprende nepentesina recombinante, tal
como nepentesina | y/o nepentesina Il o una variante de las mismas. En un aspecto de la descripcion, la nepentesina
recombinante es nepentesina | o una variante de la misma. En un aspecto de la descripcion, la nepentesina
recombinante es nepentesina Il o una variante de la misma. En un aspecto de la descripcion, la nepentesina
recombinante es una mezcla de nepentesina | y nepentesina Il o variantes de las mismas.

En un aspecto, esta descripcion se refiere a un ADNc como se describe en esta memoria. En una realizacion, esta
descripcién se refiere a un vector que comprende un ADNc como se describe en esta memoria. En una realizacion, el
vector es un vector de expresion. En una realizacion, esta descripcion se refiere a una célula que expresa nepentesina
| recombinante, nepentesina Il recombinante, neprosina recombinante, una variante o una mezcla de las mismas.

En algunas realizaciones, la biosintesis de una o mas enzimas de Nepenthes se puede conseguir transformando una
célula con un vector que comprende un ADNc que codifica nepentesina |, por ejemplo, la secuencia nucleotidica de
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, n.° de acceso de GenBank JX494401, n.° de acceso de GenBank
AB114914 o n.° de acceso de GenBank AB266803. En algunas realizaciones, la biosintesis de nepentesina se puede
conseguir transformando una célula con un vector que comprende una secuencia homologa a un ADNc que codifica
nepentesina |, esta secuencia codifica una proteina con actividad de proteasa. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 60 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina I. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 70 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina |. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 80 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina I. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 85 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina I. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 90 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina I. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 95 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina I. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 96 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina I. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 97 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina I. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 98 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina I. La secuencia puede tener al menos
aproximadamente 99 % de homologia con un ADNc que codifica nepentesina |. En una realizacién preferida, la
secuencia codifica una variante de nepentesina | que conserva actividad de glutenasa. En una realizacion
particularmente preferida, la secuencia codifica una variante de nepentesina | que degrada al menos un péptido téxico
del gluten.

En algunas realizaciones, la biosintesis de una o mas enzimas de Nepenthes se puede conseguir transformando una
célula con un vector que comprende un ADNc que codifica nepentesina Il, por ejemplo, la secuencia nucleotidica de
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, n.° de acceso de GenBank JX494402 o n.° de acceso de GenBank AB114915. En
algunas realizaciones, la biosintesis de nepentesina se puede conseguir transformando una célula con un vector que
comprende una secuencia homéloga a un ADNc que codifica nepentesina Il, esta secuencia codifica una proteina con
actividad de proteasa. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 60 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 70 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 80 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 85 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 90 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 95 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 96 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 97 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 98 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 99 % de homologia con un ADNc que
codifica nepentesina Il. En una realizacion preferida, la secuencia codifica una variante de nepentesina Il que conserva
actividad de glutenasa. En una realizacion particularmente preferida, la secuencia codifica una variante de nepentesina
Il que degrada al menos un péptido toxico del gluten.

En algunas realizaciones, la biosintesis de una o mas enzimas de Nepenthes se puede conseguir transformando una
célula con un vector que comprende un ADNc que codifica neprosina, por ejemplo, la secuencia nucleotidica de SEQ
ID NO: 2. En algunas realizaciones, la biosintesis de neprosina se puede conseguir transformando una célula con un
vector que comprende una secuencia homologa a un ADNc que codifica neprosina, esta secuencia codifica una
proteina con actividad de proteasa. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 60 % de homologia con un
ADNCc que codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 70 % de homologia con un ADNc
que codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 80 % de homologia con un ADNc que
codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 85 % de homologia con un ADNc que

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 883 347 T3

codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 90 % de homologia con un ADNc que
codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 95 % de homologia con un ADNc que
codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 96 % de homologia con un ADNc que
codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 97 % de homologia con un ADNc que
codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 98 % de homologia con un ADNc que
codifica neprosina. La secuencia puede tener al menos aproximadamente 99 % de homologia con un ADNc que

codifica neprosina. En una realizacién preferida, la secuencia codifica una variante de neprosina que conserva
actividad de prolil endoproteasa. En una realizacion especialmente preferida, la secuencia codifica una variante de
nepentesina Il que conserva actividad de glutenasa. En una realizacion particularmente preferida, la secuencia codifica
una variante de neprosina que degrada al menos un péptido toxico del gluten.

Sin cefiirnos a la teoria, se cree que la respuesta inflamatoria al gluten en los intestinos de individuos afectados es
debida a la hidrdlisis incompleta de las proteinas del gluten, lo que conduce a la formaciéon de péptidos toxicos
(inmunotdxicos) del gluten. Se conocen varios péptidos inmunotdxicos y/o potencialmente inmunotdxicos del gluten.
Estos incluyen, pero no se limitan a, el 33-mer (SEQ ID NO: 15, LQLQPF(PQPQLPY)sPQPQPF) y p31-49 (SEQ ID
NO: 16, LGQQQPFPPQQPYPQPQPF) de a-gliadina; Gly-156 (SEQ ID NO: 17, QQQQPPFSQQQQSPFSQQQQ) de
glutenina de bajo peso molecular; y la repeticion de nonapéptidos (SEQ ID NO: 18, GYYPTSPQQ) y la repeticion de
hexapéptidos (SEQ ID NO: 19, PGQGQQ) de glutenina de alto peso molecular.

En algunas realizaciones, se sintetiza nepentesina |, nepentesina Il, neprosina y/o una variante de las mismas
transfectando, infectando o transformando una célula con uno o mas vectores que comprenden una secuencia de
ADNCc de cada enzima deseada. Es decir, se puede disefiar una Unica célula, linea celular u organismo para producir
dos o mas enzimas. En algunas realizaciones, las enzimas deseadas se sintetizan mediante células independientes
y se combinan en la composiciéon farmacéutica. En una realizacién preferida, la nepentesina |, nepentesina II,
neprosina y/o una variante de las mismas recombinantes no estan glucosiladas. En una realizacion, la nepentesina I,
nepentesina Il, neprosina recombinantes y/o una variante de las mismas tienen un patrén de glucosilacion diferente a
la enzima natural (es decir, nepentesina I, nepentesina Il o neprosina aisladas de una planta de Nepenthes).

La una o mas enzimas de Nepenthes sintéticas (p. ej., recombinantes) se pueden concentrar o purificar segun
procedimientos conocidos, tales como aquellos para aislar una o0 mas enzimas de Nepenthes del liquido de la jarra de
la planta.

En algunas realizaciones, el producto proteico aislado de una fuente natural o una fuente sintética (p. €j.,
recombinante) comprende al menos 20 % en peso de al menos una enzima de Nepenthes o una variante de la misma.
En algunas realizaciones, el producto proteico aislado comprende al menos aproximadamente 50 %,
aproximadamente 75 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % en peso de la enzima de Nepenthes o
variante de la misma. En algunas realizaciones, el producto proteico aislado comprende al menos 99 % en peso de la
enzima de Nepenthes o variante de la misma.

En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante o variante de la misma comprende sustancialmente
solo nepentesina recombinante o una variante de la misma. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante o
variante de la misma comprende sustancialmente solo nepentesina | recombinante o una variante de la misma. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante o variante de la misma comprende sustancialmente solo
nepentesina Il o una variante de la misma. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante o variante de la
misma comprende nepentesina | y nepentesina |l, o una variante de las mismas. En algunas realizaciones, la
nepentesina recombinante o una variante de la misma comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il
(o una variante de cada una de las mismas) de al menos aproximadamente 100:1. En algunas realizaciones, la
nepentesina recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina ||l de al menos
aproximadamente 90:1. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion de
nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 70:1. En algunas realizaciones, la nepentesina
recombinante comprende una proporcioén de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 60:1. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcién de nepentesina | a nepentesina Il de
al menos aproximadamente 50:1. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion
de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 40:1. En algunas realizaciones, la nepentesina
recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 30:1. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcién de nepentesina | a nepentesina Il de
al menos aproximadamente 20:1. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion
de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 10:1. En algunas realizaciones, la nepentesina
recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos aproximadamente 5:1. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcién de nepentesina | a nepentesina Il de
al menos aproximadamente 4:1. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion
de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 3:1. En algunas realizaciones, la nepentesina
recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 2:1. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcién de nepentesina | a nepentesina Il de
al menos aproximadamente 1:1. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion
de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:2. En algunas realizaciones, la nepentesina
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recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos aproximadamente 1:3. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcién de nepentesina | a nepentesina Il de
al menos aproximadamente 1:4. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion
de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:5. En algunas realizaciones, la nepentesina
recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:10. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcién de nepentesina | a nepentesina Il de
al menos aproximadamente 1:20. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion
de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:30. En algunas realizaciones, la nepentesina
recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:40. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcién de nepentesina | a nepentesina Il de
al menos aproximadamente 1:50. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion
de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:60. En algunas realizaciones, la nepentesina
recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:70. En
algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcioén de nepentesina | a nepentesina Il de
al menos aproximadamente 1:80. En algunas realizaciones, la nepentesina recombinante comprende una proporcion
de nepentesina | a nepentesina Il de al menos aproximadamente 1:90. En algunas realizaciones, la nepentesina
recombinante comprende una proporcion de nepentesina | a nepentesina |l de al menos aproximadamente 1:100.

En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante o variante de la misma comprende sustancialmente
solo neprosina recombinante o una variante de la misma. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes
recombinante o variante de la misma comprende neprosina y nepentesina recombinante o una variante de las mismas.
En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante o variante de la misma comprende neprosina y
nepentesina | o una variante de las mismas. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante o
variante de la misma comprende neprosina y nepentesina Il o una variante de las mismas. En algunas realizaciones,
la enzima de Nepenthes recombinante o variante de la misma comprende neprosina, nepentesina | y nepentesina Il o
una variante de las mismas. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante o variante de la misma
comprende una proporcion de neprosina a nepentesina (o una variante de cada una de las mismas) de al menos
aproximadamente 100:1. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcién
de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 90:1. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes
recombinante comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 70:1. En algunas
realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al
menos aproximadamente 60:1. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una
proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 50:1. En algunas realizaciones, la enzima de
Nepenthes recombinante comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 40:1.
En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcién de neprosina a
nepentesina de al menos aproximadamente 30:1. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante
comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 20:1. En algunas realizaciones,
la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos
aproximadamente 10:1. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcion
de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 5:1. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes
recombinante comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 4:1. En algunas
realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporciéon de neprosina a nepentesina de al
menos aproximadamente 3:1. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una
proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 2:1. En algunas realizaciones, la enzima de
Nepenthes recombinante comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:1.
En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcién de neprosina a
nepentesina de al menos aproximadamente 1:2. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante
comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:3. En algunas realizaciones,
la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos
aproximadamente 1:4. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcion
de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:5. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes
recombinante comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:10. En algunas
realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporciéon de neprosina a nepentesina de al
menos aproximadamente 1:20. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una
proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:30. En algunas realizaciones, la enzima de
Nepenthes recombinante comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:40.
En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcién de neprosina a
nepentesina de al menos aproximadamente 1:50. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante
comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:60. En algunas realizaciones,
la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcién de neprosina a nepentesina de al menos
aproximadamente 1:70. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcién
de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:80. En algunas realizaciones, la enzima de Nepenthes
recombinante comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al menos aproximadamente 1:90. En algunas
realizaciones, la enzima de Nepenthes recombinante comprende una proporcion de neprosina a nepentesina de al
menos aproximadamente 1:100.
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En algunas realizaciones, el producto proteico aislado de una fuente natural o una fuente sintética comprende una
secuencia aminoacidica que es al menos aproximadamente 70 % homdloga a la secuencia aminoacidica de
nepentesina | de Nepenthes (p. ej., SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 21). En una realizacion,
el producto proteico conserva actividad de proteasa. La proteina puede ser al menos aproximadamente 80 %
homologa a la nepentesina | de Nepenthes. La proteina puede ser al menos aproximadamente 85 % homdloga a la
nepentesina | de Nepenthes. La proteina puede ser al menos aproximadamente 90 % homologa a la nepentesina | de
Nepenthes. La proteina puede ser al menos aproximadamente 95 % homodloga a la nepentesina | de Nepenthes. La
proteina puede ser al menos aproximadamente 96 % homodloga a la nepentesina | de Nepenthes. La proteina puede
ser al menos aproximadamente 97 % homologa a la nepentesina | de Nepenthes. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 98 % homodloga a la nepentesina | de Nepenthes. La proteina puede ser al menos aproximadamente
99 % homdloga a la nepentesina | de Nepenthes.

En algunas realizaciones, el producto proteico aislado de una fuente natural o una fuente sintética comprende una
proteina que es al menos aproximadamente 70 % homodloga a la nepentesina Il de Nepenthes (p. ej., SEQ ID NO: 8;
SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 20). En una realizacion, el producto proteico conserva actividad de proteasa. La proteina
puede ser al menos aproximadamente 80 % homdloga a la nepentesina Il de Nepenthes. La proteina puede ser al
menos aproximadamente 85 % homdloga a la nepentesina || de Nepenthes. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 90 % homdloga a la nepentesina |l de Nepenthes. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 95 % homodloga a la nepentesina Il de Nepenthes. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 96 % homodloga a la nepentesina Il de Nepenthes. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 97 % homodloga a la nepentesina Il de Nepenthes. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 98 % homdloga a la nepentesina Il de Nepenthes. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 99 % homologa a la nepentesina Il de Nepenthes.

En algunas realizaciones, el producto proteico aislado de una fuente natural o una fuente sintética comprende una
proteina que es al menos aproximadamente 70 % homodloga a la neprosina de Nepenthes (p. ej., SEQ ID NO: 1). En
una realizacion, el producto proteico conserva actividad de proteasa. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 80 % homodloga a la neprosina de Nepenthes. La proteina puede ser al menos aproximadamente
85 % homologa a la neprosina de Nepenthes. La proteina puede ser al menos aproximadamente 90 % homologa a la
neprosina de Nepenthes. La proteina puede ser al menos aproximadamente 95 % homodloga a la neprosina de
Nepenthes. La proteina puede ser al menos aproximadamente 96 % homologa a la neprosina de Nepenthes. La
proteina puede ser al menos aproximadamente 97 % homologa a la neprosina de Nepenthes. La proteina puede ser
al menos aproximadamente 98 % homodloga a la neprosina de Nepenthes. La proteina puede ser al menos
aproximadamente 99 % homdloga a la neprosina de Nepenthes.

En algunas realizaciones, el producto proteico aislado de una fuente natural o una fuente sintética comprende
nepentesina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 10 % de la actividad de proteasa original de
la nepentesina | de Nepenthes. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una variante
de la misma con al menos aproximadamente 20 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina I. En algunas
realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos
aproximadamente 30 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina |. En algunas realizaciones, el producto
proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 40 % de la actividad de
proteasa original de la nepentesina |. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una
variante de la misma con al menos aproximadamente 50 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina |.
En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos
aproximadamente 60 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina |. En algunas realizaciones, el producto
proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 70 % de la actividad de
proteasa original de la nepentesina |. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una
variante de la misma con al menos aproximadamente 80 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina |.
En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos
aproximadamente 90 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina |. En algunas realizaciones, el producto
proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con mas de aproximadamente 100 % de la actividad de
proteasa original de la nepentesina I.

En algunas realizaciones, el producto proteico aislado de una fuente natural o una fuente sintética comprende
nepentesina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 10 % de la actividad de proteasa original de
la nepentesina Il de Nepenthes. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una variante
de la misma con al menos aproximadamente 20 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina Il. En algunas
realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos
aproximadamente 30 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina Il. En algunas realizaciones, el producto
proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 40 % de la actividad de
proteasa original de la nepentesina Il. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una
variante de la misma con al menos aproximadamente 50 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina II.
En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos
aproximadamente 60 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina Il. En algunas realizaciones, el producto
proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 70 % de la actividad de
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proteasa original de la nepentesina Il. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una
variante de la misma con al menos aproximadamente 80 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina II.
En algunas realizaciones, el producto proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos
aproximadamente 90 % de la actividad de proteasa original de la nepentesina Il. En algunas realizaciones, el producto
proteico comprende nepentesina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 100 % de la actividad
de proteasa original de la nepentesina |Il.

En algunas realizaciones, el producto proteico aislado de una fuente natural o una fuente sintética comprende
neprosina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 10 % de la actividad de proteasa original de la
neprosina de Nepenthes. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende neprosina o una variante de la
misma con al menos aproximadamente 20 % de la actividad de proteasa original de la neprosina. En algunas
realizaciones, el producto proteico comprende neprosina o una variante de la misma con al menos aproximadamente
30 % de la actividad de proteasa original de la neprosina. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende
neprosina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 40 % de la actividad de proteasa original de la
neprosina. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende neprosina o una variante de la misma con al
menos aproximadamente 50 % de la actividad de proteasa original de la neprosina. En algunas realizaciones, el
producto proteico comprende neprosina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 60 % de la
actividad de proteasa original de la neprosina. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende neprosina o
una variante de la misma con al menos aproximadamente 70 % de la actividad de proteasa original de la neprosina.
En algunas realizaciones, el producto proteico comprende neprosina o una variante de la misma con al menos
aproximadamente 80 % de la actividad de proteasa original de la neprosina. En algunas realizaciones, el producto
proteico comprende neprosina o una variante de la misma con al menos aproximadamente 90 % de la actividad de
proteasa original de la neprosina. En algunas realizaciones, el producto proteico comprende neprosina o una variante
de la misma con mas de aproximadamente 100 % de la actividad de proteasa original de la neprosina.

A menos que se indique de otro modo, las abreviaturas usadas a lo largo de esta memoria descriptiva tienen
los significados siguientes:

g = gramo

kDa = kilodalton

kg = kilogramo

L = litro

CL = cromatografia liquida
mg =miligramo

min = minuto

mL = mililitro

mm = milimolar

EM = espectrometria de masas
nM = nanomolar

pM = picomolar

d.e. = desviacion estandar
uCi = microcurio

Mg = microgramo

uL = microlitro

UM = micromolar

um = micrémetro

°C = grado Celsius

Estos simbolos de una letra tienen el significado siguiente cuando representan aminoacidos:

A = alanina

R = arginina

N = asparagina

D = acido aspartico
Cc = cisteina

E = acido glutamico
Q = glutamina

G = glicina
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H = histidina

| = isoleucina
L = leucina

K = lisina

M = metionina
F = fenilalanina
P = prolina

S = serina

T = treonina
w = triptéfano
Y = tirosina

\% = valina
EJEMPLOS

Ejemplo 1. Preparacion del extracto de nepentesina

Productos quimicos

Se compro agua y acetonitrilo, de grado HPLC Burdick & Jackson, de VWR. Se compré acido férmico, Tris y glicina
de Sigma Aldrich.

Cultivo vegetal

Se compraron trasplantes de Nepenthes rafflesiana, Nepenthes ampularia, Nepenthes mirabilis, y Nepenthes globosa
se compraron de Keehns Carnivores (www.keehnscarnivores.ca). Estos se colocaron en macetas con corteza de
madera, perlita, turba en polvo y humus (40, 35, 10, 5 %, respectivamente). Las condiciones de crecimiento implicaron
14 horas de luz al dia, 80 % humedad y temperatura en el intervalo de 23 °C a 28 °C con 2 a 3 riegos a la semana.
Tras la madurez de la jarra, las plantas se alimentaron con una o dos Drosophila por jarra y el fluido de la jarra se
recogié una semana después. Se dejo que las jarras y sus secreciones se recuperaran durante una semana antes de
una segunda ronda de alimentacion y extraccion.

Preparacion de extracto

Se recogio fluido de la jarra de las cuatro especies de plantas y se combind. El fluido de la jarra bruto se aclaré primero
a través de un filtro de 0,22 ym, a continuacién se concentré de 80 a 100 veces usando un filtro de corte de peso
molecular de 10 kDa de ultracentrifuga Amicon (ambos de Millipore). Antes de usarlo en las digestiones, el
concentrado se activo con &cido con glicina-HCI 100 mM (pH 2,5) durante 3 horas, a continuacion se lavé 3X con
glicina-HCI 100 mM (pH 2,5) en el dispositivo de filtracién, usando un volumen de fluido de 10X para cada lavado. Las
bacterias aisladas finales se rediluyeron a continuacion a una concentracion de 11X en base al muestreo original de
fluido de la jarra.

Caracterizacion del extracto de fluido de jarra

Las secreciones de fluido de la planta de jarra se concentraron y las enzimas de digestion se activaron mediante
reduccion del pH (pH 2,5). El impacto del procedimiento de enriquecimiento y la activacion sobre el proteoma del fluido
se determind usando procedimientos protedmicos. Primero, para confirmar la presencia de enzima nepentesina, el
concentrado inactivo se separé mediante SDS-PAGE. Siete zonas de gel contiguas con tincion de Coomassie muy
tenue se digirieron con tripsina y se analizaron mediante nanoCL-EM/EM usando procedimientos convencionales. No
cabe esperar que este sea un catalogo completo del proteoma del fluido activado, pero el analisis confirmé la presencia
de la proteasa aspartica nepentesina I/ll, asi como de una glucanasa, quitinasa, carboxipeptidasa y peroxidasa de
origen vegetal, ademas de niveles moderados de Drosophila y contaminacion bacteriana. La baja complejidad del
proteoma del fluido es compatible con los analisis recientes, Hatano N, Hamada T (2012) Proteomic analysis of
secreted protein induced by a component of prey in pitcher fluid of the carnivorous plant Nepenthes alata. Journal of
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Proteomics 3;75(15):4844-52 (publicacion electréonica de 15 de junio de 2012), pero se encontré nepentesina-I
distribuida a lo largo de un intervalo de masas mucho mas amplio en este andlisis (40-70 kDa).

El fluido activado con acido se procesé y analizé de una manera similar. El procedimiento de activacion redujo el
rendimiento total de proteinas y también parecié simplificar la composicién. Aparte de nepentesina-I, solo se observd
una contaminacion pequefia de queratina y actina. Estos analisis indican la baja complejidad del fluido enriquecido,
en el que la nepentesina es el componente principal. La concentracion total de proteinas del fluido activado y
enriquecido 80X se midi6 mediante un ensayo de BCA y se determind que era 22 ng/uL. Este valor es compatible con
un estudio anterior que describe el enriquecimiento del fluido. Tokes ZA, y col., Digestive Enzymes Secreted by
Carnivorous Plant Nepenthes-Macferlanei-L. Planta 119(1):39-46 (1974).

Ejemplo 2: Purificaciéon de extracto de nepentesina

Purificacion de extracto

Se equilibré pepstatina inmovilizada en sefarosa en una columna de 50 x 2 cm de DI en glicina-HCI 20 mM, pH 2,5-3.
El fluido de la jarra filtrado (preparado como se describe en el Ejemplo 1) se sometié a dos ciclos a través de la
columna y la columna se lavé con 100 mL de tampén de equilibrio (glicina-HCI 20 mM, pH 2,5). La columna se eluyé
con bicarbonato de amonio 100 mM a pH 8,7 y se recogieron las fracciones. Con el fin de conservar al maximo la
actividad enzimatica, el pH se disminuy6 a 4 inmediatamente después de la recogida de las fracciones con glicina-HCI
2 M, pH 2,5. La actividad se verific6 usando un ensayo de digestion y las fracciones mas activas se combinaron y
concentraron hasta aproximadamente 80x, en base al volumen original de fluido.

Las unicas endoproteasas encontradas a niveles detectables en el fluido y/o extracto de Nepenthes son
proteasas asparticas y prolil endoproteasa.

Ejemplo 3: Nepentesina | recombinante

El gen para la nepentesina | (SEQ ID NO: 4; que codifica los residuos aminoacidicos 20-413, de N. gracilis,, sin la
secuencia sefal de la planta) se prepar6 a partir de ADNc de nepentesina | y se coloco entre los sitios de restriccion
Ndel y Hindlll. Esta secuencia se clon6 en pET21a, usando T4 ADN ligasa (1 U) (New England Bio, NEB), tampon de
T4 ADN ligasa (NEB), ATP (0,5 mM) (NEB), 0,5 ug de vector pET21a y 2 ug de ADNc de nepentesina I. Esta se incubd
a 18 °C durante 4 horas. La mezcla de ligacion (5 yL) se afiadié a 200 yL de células competentes NovaBlue y se
incubd en hielo durante 15 minutos. Las células se transformaron mediante choque térmico (45 segundos a 42 °C, a
continuacién inmediatamente en hielo, con 1 ml de medio LB), se incubaron durante 1 hora a 37 °C y se sembraron
en placas con antibioticos (tetraciclina y ampicilina). Después de confirmar la presencia de genes en varias colonias
blancas, se eligid una colonia representativa para Maxiprep. El plasmido recombinante resultante pET21a/R.Nepl se
transformé en C41 de E. coli mediante choque térmico como anteriormente, para expresion con induccién por IPTG.
Aqui, las células se hicieron crecer a una DOeso de 0,6 y se indujeron con IPTG 0,1 mM durante cuatro horas a 37 °C.
La proteina expresada fue a cuerpos de inclusion.

Los cuerpos de inclusién se aislaron como se indica a continuacion. Las células se centrifugaron, se afiadié tampén
de lisis de sacarosa (25 % de sacarosa, TrisCl 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, NaNs 1 mM e inhibidores de proteasas) y
las células se sometieron a cuatro rondas de congelacidon/descongelacion y sonicacion. Esto fue seguido de adicion
de ADNasa y ARNasa durante una incubaciéon de 30 min a temperatura ambiente. El preparado se centrifugd (~15
min a 5000 x g) para sedimentar los cuerpos de inclusiéon y los fragmentos de membrana. Este sedimento se
resuspendié en tampodn Triton (TrisCl 50 mM pH 7,4, NaCl 10 mM, B-mercaptoetanol 1 mM, NaNs 1 mM, 0,5 % de
Triton X100 + inhibidores de proteasas) y se realiz6 la sonicacion en hielo. Se centrifugd de nuevo, para sedimentar
los cuerpos de inclusion, y el sedimento se lavé dos veces en hielo (con mezcla y sonicacién) en un tampén exento
de Triton (TrisCl 50 mM pH 7,4, NaCl 10 mM, B-mercaptoetanol 1 mM, NaNs3 1 mM, inhibidores de proteasas).

El sedimento proteico se sometid a continuacion a replegamiento. Se suspendié un g de cuerpos de inclusion en 1 L
de CAPS 50 mM pH 10,5, urea 8 M, EDTA 1 mM, glicina 1 mM, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 300 mM y se agitd
durante 1 h. La suspensioén se dializé contra Tris 50 mM, pH 11, dos veces durante 1 hora cada vez, seguido de un
dia de dialisis contra Tris 50 mM, pH 7,5 y, por ultimo, dialisis contra tampon de fosfato con NaCl 300 mM, pH 7,0.

La solucion se centrifugo a alta velocidad (10 000 x g durante 15 min) para eliminar toda la proteina no replegada y el
sobrenadante se filtr a través de una membrana de 0,22 ym. La nepentesina | se activé a pH 2,5 (glicina-HCI) durante
la noche a 4 °C. Los rendimientos varian de 10 a 100 mg de proteina activada plegada, partiendo de 1 L de cultivo
celular.

Ejemplo 4: Nepentesina Il recombinante

El ADNc de nepentesina Il (véase la SEQ ID NO: 14) de N. gracilis,, sin la secuencia sefial de la planta) se usoé para
preparar ADNc de nepentesina Il. Esta secuencia se clon6 en pET21a entre los sitios de restriccion Ndel y Hindlll,
usando T4 AND ligasa (1 U) (New England Bio, NEB), tampén de T4 ADN ligasa (NEB), ATP (0,5 mM) (NEB), 0,5 ug
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de vector pET21a y 2 ug del ADNc de nepentesina Il. Esta se incubd a 18 °C durante 4 horas. La mezcla de ligacion
(5 pL) se afadio a 200 pL de células competentes NovaBlue y se incubd en hielo durante 15 minutos. Las células se
transformaron mediante choque térmico (45 segundos a 42 °C, a continuacion inmediatamente en hielo, con 1 ml de
medio LB), se incubaron durante 1 hora a 37 °C y se sembraron en placas con antibiéticos (tetraciclina y ampicilina).
Después de confirmar la presencia de genes en varias colonias blancas, se eligié una colonia representativa para
Maxiprep. El plasmido recombinante resultante pET21a/R.Nepl se transformé en C41 de E. coli mediante choque
térmico como anteriormente, para expresién con induccién por IPTG. Aqui, las células se hicieron crecer a una DOeso
de 0,6 y se indujeron con IPTG 0,1 mM durante cuatro horas a 37 °C. La proteina expresada fue a cuerpos de inclusion.

Los cuerpos de inclusién se aislaron como se indica a continuacion. Las células se centrifugaron, se afiadié tampén
de lisis de sacarosa (25 % de sacarosa, TrisCl 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, NaNs 1 mM e inhibidores de proteasas) y
las células se sometieron a cuatro rondas de congelacidon/descongelacion y sonicacion. Esto fue seguido de adicion
de ADNasa y ARNasa durante una incubaciéon de 30 min a temperatura ambiente. El preparado se centrifugd (~15
min a 5000 x g) para sedimentar los cuerpos de inclusion y los fragmentos de membrana. Este sedimento se
resuspendioé en tampon Triton (TrisCl 50 mM pH 7,4, NaCl 10 mM, B-mercaptoetanol 1 mM, NaNs 1 mM, 0,5 % de
Triton X100 + inhibidores de proteasas) y se realiz6 la sonicacion en hielo. Se centrifugd de nuevo, para sedimentar
los cuerpos de inclusién, y el sedimento se lavé dos veces en hielo (con mezcla y sonicacion) en un tampon exento
de Triton (TrisCl 50 mM pH 7,4, NaCl 10 mM, B-mercaptoetanol 1 mM, NaNs 1 mM, inhibidores de proteasas).

El sedimento proteico se sometid a continuacion a replegamiento. Se suspendié un g de cuerpos de inclusion en 1 L
de CAPS 50 mM pH 10,5, urea 8 M, EDTA 1 mM, glicina 1 mM, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 300 mM y se agitd
durante 1 h. La suspensioén se dializé contra Tris 50 mM, pH 11, dos veces durante 1 hora cada vez, seguido de un
dia de dialisis contra Tris 50 mM, pH 7,5 y, por ultimo, didlisis contra tampoén de fosfato con NaCl 300 mM, pH 7,0.

La solucion se centrifugo a alta velocidad (10 000 x g durante 15 min) para eliminar toda la proteina no replegada y el
sobrenadante se filtré a través de una membrana de 0,22 ym. La nepentesina Il se activé a pH 2,5 (glicina-HCI) durante
la noche a 4 °C. Los rendimientos varian de 10 a 100 mg de proteina activada plegada, partiendo de 1 L de cultivo
celular.

Ejemplo 5. Glucosilaciéon de enzimas de Nepenthes

La produccién recombinante de nepentesina | (A) y Il (C) a partir del replegamiento de cuerpos de inclusién de E. coli
purificados se muestra en la Figura 2. Se monitorizé cada etapa del procedimiento de replegamiento y se muestran
como: proteina total solubilizada de cuerpos de inclusiéon de E. coli purificados (carril 1), nepentesina replegada
después de la didlisis final (carril 2), activacion con &cido durante 24 horas (glicina-HCI 100 mM, pH 2,5) del producto
replegado (carril 3). Se realiz6 el analisis mediante espectrometria de masas MALDI-TOF en las enzimas nepentesina
I (B) y Il (D) activadas con acido durante 24 horas. Los analisis de CL/EM-EM de los productos de la digestién en gel
de las bandas activadas con acido (A y C, carriles 3) confirmaron la presencia de nepentesina | y Il puras,
respectivamente.

Se realizaron analisis mediante MALDI-TOF de las nepentesinas naturales (agrupadas a partir de 2-3 especies). Los
resultados se muestran en la Figura 3. Se cree que la masa a 37 200 es nepentesina Il y la masas a 38 951 es
nepentesina |. En cualquier caso, son diferentes a las masas de las enzimas recombinantes, como se muestra en la
Tabla 1.

Tabla 1: Masa de las nepentesinas recombinantes frente a las naturales

Nepentesina | Masa (Daltons)* Nepentesina ll Masa (Daltons)*
recombinante 37 460 recombinante 37 506

natural 38 949 natural 37 199
Diferencia: 1489 -307

* Se resta 1 Dalton por el protén afiadido por la MALDI.

Sin cefiirnos a la teoria, creemos que esto confirma que la nepentesina | es de naturaleza glucosilada. La enzima
madura activa de nepentesina Il recombinante es mas grande que la que existe en la naturaleza. Sigue siendo posible
que la nepentesina Il natural sea incluso mas pequefa en cuanto a la secuencia proteica, pero tenga algo de
glucosilaciéon. Las masas de las enzimas naturales descritas en esta memoria difieren de las de Athauda y col.,
probablemente porque la espectrometria de masas es una técnica mas exacta que la SDS-PAGE para determinar la
masa de una molécula.

Ejemplo 6. Comparacion de las enzimas de Nepenthes con la pepsina

Se realiz6 SDS-PAGE en gliadina digerida por la enzima indicada. La SDS-PAGE realiza un perfil aproximado de las
proteinas segun el peso molecular. La digestién de gliadina con pepsina, extracto de Nepenthes purificado o
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nepentesina Il recombinante se realizé en una proporcién de sustrato a enzima de aproximadamente 100:1. Se incubd
gliadina (5 mg) con el preparado indicado a 37 °C durante 2 h. La Figura 4 muestra un gel de SDS-PAGE de la
digestion de gliadina por nepentesina Il recombinante, extracto de Nepenthes o pepsina. El gel muestra que la
digestion de la gliadina por la nepentesina Il recombinante da como resultado un patrén de digestion diferente y la
digestion en péptidos mas pequefios que la pepsina. Esto es particularmente evidente en las areas enmarcadas del
gel. El extracto de Nepenthes es tan efectivo para degradar la gliadina que no se observa proteina gliadina residual
en esta region.

La Tabla 2 muestra los residuos preferidos, de baja probabilidad y prohibidos para la escision carboxiterminal mediante
pepsina, nepentesina | y Il recombinantes y extracto de Nepenthes. La especificidad de la escision carboxiterminal, la
manera clasica en que se clasifican las enzimas, se resume en base a una gran coleccién de sustratos proteicos. Las
nepentesinas son bastante diferentes de la pepsina en cuanto a especificidad de escisién, lo que indica que la
nepentesina y la pepsina son enzimas muy diferentes. Los datos de la pepsina proporcionados en la Tabla 2 se
resumen de la bibliografia (p. ej., “Determining the Specificity of Pepsin for Proteolytic Digestion”, una tesis de Melissa
Palashoff disponible en: books.google.ca/books?id=701nU4-6 T-wC&printsec=frontcover#fv=onepage&q&f=false). Los
datos de las enzimas de Nepenthes se resumen a partir de estudios de digestiones tales como el descrito en la solicitud
de patente de los Estados Unidos de n.° de publicacion 2014/0186330.

TABLA 2: Escision carboxiterminal

Pepsina Nepentesina | y Il Extracto de Nepenthes

Preferidos F,L,M FLMKRDEZGCY,A F.LMKRDEZC,Y
De baja probabilidad W,C Y,D,E,G Q,N,S, T W,G,NQV,T H I,A,P,N,Q
“Prohibidos” LV,K,R,P,H, G G ISP G S T,WV

Se realizé un ensayo de CL-EM para determinar la capacidad de cada enzima para escindir el péptido téxico del gluten
de 33-mer. Se incubd 33-mer con la enzima indicada durante 0,5 h en una proporcién (sustrato:enzima) de 100:1 y se
determiné la cantidad de 33-mer no digerido con respecto a un patrén, siguiendo la practica habitual. Los datos se
proporcionan como porcentaje del control (33-mer sin enzima afiadida).

La Tabla 3 proporciona la digestion del fragmento resistente a la pepsina de la proteina del gluten que se denomina
“33-mer” (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF) SEQ ID NO: 15. Esta secuencia esta fuertemente ligada
a la enfermedad celiaca y a menudo se denomina péptido toxico del gluten. Como todas las proteinas de gluten, el
33-mer es rico en los aminoacidos Q, P y L. Los tiempos de digestion prolongados usando solo pepsina no tuvieron
mucho efecto sobre este péptido, fue muy resistente a la digestion con pepsina. En cambio, la nepentesina |, la
nepentesina Il y la fraccion de alto peso molecular (>aprox. 10 kDa) de extracto de Nepenthes (fluido) presentaron la
capacidad de digerir este péptido. Los datos se proporcionan como % de control (33-mer sin enzima).

TABLA 3: Digestion de 33 mer

Enzima para la digestion Area de pico relativa (%)
Control 100,0
Fluido de Nepenthes 0,0
Nepentesina | 78,7
Nepentesina Il 34,0
Pepsina 93,2

Se incubd suspension de proteina gliadina (5 mg de gluten) con 40 o 200 yg de nepentesina | recombinante o
nepentesina Il recombinante o con 40 pg de pepsina y se examiné para determinar el grado de digestién (como se
determina mediante el grado de turbidez de las soluciones correspondientes). Las cantidades crecientes de pepsina
no tienen ningun efecto sobre la turbidez de la suspensién (datos no mostrados). La Figura 5A es una imagen de
viales que contienen suspensién de gliadina y la cantidad indicada de nepentesina | recombinante, nepentesina Il
recombinante o pepsina. La Figura 5B es similar, pero se usaron 5, 20 o 100 ug de extracto de Nepenthes. Los viales
incubados con nepentesina o extracto de Nepenthes fueron menos turbios que el vial de pepsina, lo que demuestra
la digestion més enérgica de la gliadina.

Estos datos demuestran que los productos de la digestion de la proteina gliadina son diferentes entre las enzimas de
Nepenthes y la pepsina a nivel de gel (que presenta los productos de digestion “mas grandes”), a nivel de péptido
(procesamiento del 33-mer) y a nivel de suspensioén (aclarando la solucion). La pepsina, la neprosina y la nepentesina
son proteinas muy diferentes, con especificidades de escisidn distintas, particularmente en lo que respecta a las
proteinas del gluten. En pocas palabras, la pepsina no digiere adecuadamente el gluten de una manera que evite la
toxicidad del gluten, mientras que las enzimas de Nepenthes si lo hacen.
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Ejemplo 7. Digestion de gliadina por extracto de Nepenthes

Se realizaron digestiones de gliadina por nepentesina en solucion usando un inyector de muestras automatico LEAP
HTX-PAL y un sistema de dosificacion disefiado para aplicaciones de intercambio de hidrégeno/deuterio (HDX). Los
datos se recogieron usando un espectrometro de masas QqTOF Triple-TOF 5600 de AB Sciex. Los péptidos se
identificaron usando Mascot (v2.3) a partir de datos de EM/EM. Brevemente, se mezclaron 12 pmol de gliadina cruda
(comprados en Sigma Aldrich) con 2 pL de extracto concentrado 100x, producido como se describe en el Ejemplo 1.
Después de la digestion, se inyecto todo el volumen en un sistema de CL de fase inversa conectado al espectréometro
de masas. Los péptidos se atraparon en una columna Magic C18 de 7 cm, 150 ym de d.i. y se eluyeron con un
gradiente de acetonitrilo de 10 % a 40 % en 10 o 30 minutos. Los péptidos detectados en estos analisis se
seleccionaron para fragmentacion CID en multiples adquisiciones de espectros EM/EM dependientes de la
informacién. Se buscaron espectros en una base de datos en miniatura que contenia las secuencias de todas las
proteinas gliadina de trigo identificadas (a, B, y, w) mas la glutenina de alto y bajo peso molecular.

La Figura 6 muestra la longitud promedio de todos los péptidos identificados a partir de la digestién de gliadina de
trigo con extracto de Nepenthes, usando CL-EM/EM, después de 1, 5, 10, 15, 30, 60, 130, 360 u 810 minutos a 37 °C.
Se uso un limite de corte de confianza de 95 % (p < 0,05) en las puntuaciones para reducir la identificacion de falsos
positivos. La desviacion estandar relativa de la longitud de los péptidos se muestra en la figura insertada.

La Figura 7 muestra el nimero de péptidos identificados mediante CL-EM/EM después de 1, 5, 10, 15, 30, 60, 130,
360 u 810 minutos de digestion a 37 °C, agrupados por longitud. Datos como en la Figura 6.

La Figura 8 muestra los mismos datos que la Figura 6, como una probabilidad acumulada de obtener una cierta
longitud después de 10, 60, 120, 360 u 810 minutos de digestion a 37 °C.

Para la cartografia de la digestion, se realizé la digestion de gliadina como se describié anteriormente, excepto que la
proporcion de sustrato a enzima fue aproximadamente1000:1. La gliadina se digirié a 37 °C durante 2 h con extracto
de nepentesina, extracto de nepentesina purificado o nepentesina | recombinante.

La preferencia de escision de Pl de la nepentesina | recombinante es muy similar a la del extracto de fluido
concentrado, asi como a la fraccion purificada del extracto (Figura 9A). Sorprendentemente, el extracto presenté una
preferencia superior por la glutamina que el extracto purificado o la nepentesina | recombinante.

La preferencia de escision de P1' de la nepentesina | recombinante es muy similar a la del extracto de fluido
concentrado, asi como a la fraccion purificada del extracto (Figura 9B). Sorprendentemente, el extracto presenté una
preferencia superior por la prolina que el extracto purificado o la nepentesina | recombinante.

El extracto contiene nepentesina |, nepentesina Il y neprosina, pero la estrategia de purificacion recupera mas
nepentesina | que las otras dos enzimas. Sin desear cefiirnos a la teoria, se cree que la escisién intensificada en la
posicion de la glutamina Pl y la posicion de la prolina P1’ por el extracto se debe a la neprosina, la nepentesina Il y/o
a la sinergia entre dos o mas de las enzimas.

Ejemplo 8. Preparacion de extracto de neprosina

Se extrajo neprosina del fluido de digestion de la especie Nepenthes. El fluido se recogio de la jarra de la planta 5 dias
después de alimentarla con moscas de la fruta congeladas. El liquido recogido se filtré para eliminar los insectos
muertos y se lavé repetidamente con acetato de amonio 20 mM pH 5,0 mediante multiples ciclos de
concentracion/filtracion a través de una membrana de corte de peso molecular de 10 kDa.

La neprosina se purificd parcialmente de la nepentesina en una columna Mono P 5/50 GL. Se inyectaron 5 mL de
fluido concentrado 1,5X en la columna Mono P equilibrada a fuerza idnica baja (acetato de amonio 20 mM pH 6). Las
proteinas se eluyeron con un gradiente de NaCl de 40 min (0 a 1 M) a 0,5 ml/min. Las fracciones se recogieron cada
0,5 ml. La actividad de la neprosina se evalué en cada fraccién digiriendo una proteina rica en prolina intrinsecamente
desordenada, APLF. Los péptidos generados se separaron en una columna C8 y se analizaron mediante CL-EM/EM
en un tripleToF 5600 (AB Sciex). Las fracciones 19-22 se enriquecieron en neprosina (Figura 10) y se denominan
extracto de neprosina bruto; la neprosina es distinta de la nepentesina, que se enriquecié en fracciones posteriores.

Ejemplo 9. Eficacia de las enzimas de Nepenthes para inhibir la inflamacién en los intestinos de ratones
intolerantes al gluten

Objetivo: analizar la eficacia de la digestion in vitro de gliadina usando extracto de Nepenthes o nepentesina Il
recombinante para impedir el dafio inducido por la gliadina in vivo usando ratones NOD-DQ8 sensibilizados con
gliadina.

Disefio experimental: se sensibilizaron ratones NOD DQ8 con toxina del colera (CT) y gliadina para romper la
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tolerancia oral a la gliadina. Los controles negativos se trataron con CT y gliadina, pero se dejaron exentos de
exposiciones posteriores a gliadina oral. Las exposiciones a gliadina se realizaron con productos de la digestion de
gliadina con una proteasa porcina (pepsina) que contenia un abanico de péptidos derivados téxicos e inmunogénicos.
Los grupos de tratamiento se expusieron a gliadina predigerida con extracto de Nepenthes o nepentesina Il
recombinante (durante 90 minutos a 37 grados Celsius). Se ha planteado la hipotesis de que los productos de la
digestion de gliadina con extracto de Nepenthes o nepentesina |l recombinante seran menos inmunogénicos in vivo
que los productos de la digestion de gliadina con pepsina.

Grupos:

Control positivo (n=8) sensibilizado y expuesto a gliadina. Los ratones se sensibilizaron con toxina del colera (CT) y
pepsina-gliadina (P-G) (1 vez a la semana durante 3 semanas). Durante el periodo experimental, los ratones se
alimentaron por sonda con P-gliadina (3 veces a la semana durante 3 semanas).

Control negativo (n=8) sensibilizado (a continuacién, exento de gliadina). Los ratones se sensibilizaron con toxina
del célera (CT) y pepsina-gliadina (P-G) (1 vez a la semana durante 3 semanas). Durante el periodo experimental, los
ratones se alimentaron por sonda con vehiculo (3 veces a la semana durante 3 semanas).

Tratamiento 1 (n = 8): extracto de Nepenthes. Los ratones se sensibilizaron con toxina del célera (CT) y pepsina-
gliadina (P-G) (1 vez a la semana durante 3 semanas). Durante el periodo experimental, los ratones se alimentaron
con gliadina digerida con extracto de Nepenthes (3 veces a la semana durante 3 semanas).

Tratamiento 2 (n = 8): los ratones se sensibilizaron con toxina del célera (CT) y pepsina-gliadina (P-G) (1 vez a la
semana durante 3 semanas). Durante el periodo experimental, los ratones se alimentaron por sonda con gliadina
digerida por nepentesina Il (3 veces a la semana durante 3 semanas).

Resultados:

Los 4 grupos de ratones se sensibilizaron con productos de la digestiéon de gliadina con pepsina mas toxina del colera.
Los controles negativos se dejaron exentos de exposicion a gliadina después de la sensibilizacién. Los controles
positivos y los grupos de tratamiento se expusieron por via oral a gliadina después de la sensibilizacion. La diferencia
en los grupos tratados fue que la gliadina se predigirié con extracto de Nepenthes o nepentesina Il. De esta manera,
los “controles negativos” no estuvieron totalmente libres de la exposicién a gliadina (ya que fueron expuestos durante
la fase de sensibilizacion), y asi simulaban la situacion clinica de un paciente celiaco que entraba en remision mientras
seguia una dieta exenta de gluten.

Efectos clinicos/toxicos: se evalud el aspecto general de los ratones (movimiento, apertura de ojos, aseo). No se
observaron efectos nocivos en ninguno de los grupos de tratamiento o control. Se registraron los pesos corporales a
lo largo de los experimentos y no se observo pérdida de peso en ninguno de los grupos (Figura 11).

Cambios inmunitarios intrinsecos a la exposicion a gliadina: se realizé inmunohistoquimica para analizar los
linfocitos intraepiteliales CD3+ en los intestinos de los ratones de cada grupo de tratamiento (Figura 12). Este es un
marcador inmunitario intrinseco rapido y precoz de la exposicién intestinal a gliadina en el modelo. La exposicion a
gliadina dio como resultado recuentos de |IEL aumentados en comparacion con los ratones de control negativo y con
los ratones expuestos a gliadina que fue predigerida con extracto de Nepenthes o nepentesina Il (Figura 13). No se
observaron diferencias en los recuentos de IEL entre los grupos tratados con extracto de Nepenthes y nepentesina .

Proporciones de vellosidades a criptas: se observaron tendencias no significativas a proporciones de vellosidades
a criptas (V/C) inferiores en el grupo de control positivo (Figura 14). Los grupos tratados con extracto de Nepenthes
y nepentesina Il tuvieron una tendencia a proporciones superiores en comparacion con los controles positivos y
negativos.

Interpretacion/analisis de los resultados:

Una exposicion de tres semanas a gliadina predigerida con extracto de Nepenthes o nepentesina Il fue segura y no
indujo disminuciones a corto plazo en el peso corporal ni ningun acontecimiento clinico adverso en los ratones.

Las exposiciones orales a gliadina condujeron a aumentos significativos en los recuentos de |IEL en el intestino delgado
en ratones previamente sensibilizados. El aumento de IEL no se observé en ratones que fueron expuestos a gliadina
que se habia predigerido con extracto de Nepenthes o nepentesina Il. Esto sugiere una antigenicidad luminal inferior
de la gliadina tratada con extracto de Nepenthes o nepentesina Il.

La reduccion en las proporciones V/C fue muy moderada en el grupo de control positivo. Sin embargo, hubo tendencias
no significativas a proporciones V/C superiores en los ratones que fueron expuestos a gliadina que fue predigerida
con extracto de Nepenthes o nepentesina Il. La reduccion en las proporciones V/C en este modelo animal es moderada
y varia con la duracién y la dosis de exposicion a gliadina. Las diferencias son mas evidentes entre los controles
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positivos y negativos cuando estos ultimos no han sido expuestos en absoluto a gliadina/gluten (no sensibilizados).
Se cree que las diferencias en las proporciones V/C usando extracto de Nepenthes nepentesina Il predigeridos en un
entorno mas crénico y/o en comparacion con los ratones que no han sido expuestos en absoluto a gliadina (no
sensibilizados) serian mas pronunciadas.

Conclusion general: los resultados demuestran un efecto de la predigestion de gliadina con extracto de Nepenthes o
nepentesina Il para reducir la antigenicidad de los péptidos de gliadina en el intestino delgado de los ratones NOD/DQ8
sensibilizados.

Ejemplo 10. Digestion de gliadina por la neprosina

Se incubd extracto bruto de neprosina con gliadina a pH 2,5 y los fragmentos peptidicos resultantes se analizaron
mediante EM. Los resultados se muestran en las Figuras 15A y 15B (un punto [.] indica un sitio de escision). La
cobertura de la secuencia proteica por el extracto fue 61 %. Aproximadamente 57 % de los sitios potenciales de
escision de prolina (P) (carboxiterminales) en la gliadina fueron procesados por el extracto de neprosina bruto. Sin
cefiirnos a la teoria, se cree que al menos una porcién de los sitios de escision de la glutamina fueron debidos a una
pequefia cantidad de contaminacién del extracto con proteinas de nepentesina.
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Cys

395

Asn

Ala

Ala

Leu

Ala

Thr

Arg
75

Ser

Ala

Ser

Val

Leu

380

Leu

Ile

Val

Ser

Ala

Ala

Thr

Gln

Gly

Gln

Ser

Gln

365

Gly

Ala

Gln

Ser

His

Val

Ser

45

Ala

Arg

Thr

Ala

Gly

350

val

Glu

Met

Gln

Phe
430

His

Leu

Val

Pro

Ser

Thr

Phe

335

Leu

Pro

Gln

Gly

Gln

415

Val

Ser

15

Val

Arg

Gln

Arg

Leu

320

Thr

Ser

Glu

Asn

Ser

400

Glu

Pro

Ser

Phe

val

Phe

Ser
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Phe

Ser

Glu

Ala

Cys

145

Ser

Cys

Met

Ser

Pro

225

Gly

Ser

Asp

Asn

Ala

305

Gly

Gly

Thr

Tyr

Val

130

Gly

Ser

Ala

Tyr

Glu

210

Gly

Ser

Gln

Thr

Gly

290

Pro

Ala

Arg

Thr

Leu

115

Ala

Thr

Thr

Gly

Tyr

195

Thr

Vval

Ala

Leu

Asn

275

Thr

Met

Lys

Asp

val

100

Met

Asp

Gln

Thr

Ala

180

Gln

Phe

Ala

Gly

Gly

260

Ser

Gly

Ser

Ala

Arg

85

Ser

Thr

Thr

Cys

Phe

165

Leu

Thr

Thr

Phe

Leu

245

Ala

Thr

Val

Thr

Leu
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Asp

Ala

Leu

Gly

Phe

150

Ser

Ala

Tyr

Phe

Gly

230

Val

Gly

Ser

Arg

Tyr

310

Pro

Arg

Arg

Ala

Ser

135

Glu

Val

Gly

Gly

Gly

215

Cys

Gly

Arg

Thr

Ser

295

Tyr

Ile

Glu

Thr

Ile

120

Asp

Gln

Leu

Ala

Thr

200

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

280

Thr

Tyr

Ser

Leu

Arg

105

Gly

Leu

Pro

Pro

Ala

185

Gly

Ser

Asn

Gly

Ser

265

Leu

Pro

Leu

Pro

44

Ala

S0

Lys

Thr

Ile

Ala

Cys

170

Pro

Trp

Ala

Ala

Arg

250

Tyr

Leu

Phe

Asn

Gly
330

Glu

Asp

Pro

Trp

Pro

155

Asn

Pro

Thr

Ala

Ser

235

Gly

Cys

Gly

Val

Leu

315

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

140

Leu

Ser

Pro

Ala

Asp

220

Ser

Ser

Leu

Pro

Ala

300

Thr

Phe

Asp

Pro

Leu

125

Gln

Tyr

Ser

Gly

Gly

205

Gln

Ser

Leu

Thr

Ser

285

Ser

Gly

Ser

Gly

Asn

110

Pro

Cys

Asn

Leu

Cys

190

Val

Ala

Asp

Ser

Pro

270

Ala

Pro

Ile

Leu

Arg

95

Gly

Tyr

Ala

Pro

Ser

175

Ala

Gln

Arg

Trp

Leu

255

Phe

Ala

Ala

Ser

Lys
335

Thr

Gly

Ala

Pro

Ala

160

Met

Cys

Gly

Val

Asn

240

Val

Gln

Leu

Arg

Leu

320

Pro
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Asp

Leu

Leu

Asp

385

Leu

Ala

Arg

Gln

Ala
465

<210> 11

<211> 453

<212> PRT

<213> Oryza sativa
<400> 11

Met

Gly

Asp

Ile

Val
65

Gly

Ala

val

370

Leu

Pro

Asp

Asn

Asn

450

Pro

Arg

Cys

Leu

Arg

val

Thr

Asn

355

Thr

Cys

Ser

Ser

Gln

435

Met

Ala

Gly

Pro

Thr

35

Arg

Arg

Gly

340

Ala

Thr

Phe

Met

Tyr

420

Thr

His

Lys

val

Val

20

His

Ala

Asn

Gly

Ala

Leu

Ala

Thr

405

Met

Asp

Ile

Cys

Ser

Ala

Val

Met

Gly
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Leu

Tyr

Pro

Leu

390

Leu

Ile

Gly

Leu

Ser
470

vVal

Gly

Asp

Gln

Gly
70

Ile

Gln

Thr

375

Pro

His

Ser

Ala

Tyr

455

Thr

val

Glu

Ala

Arg

55

Gly

Ile

Gln

360

vVal

Ala

Phe

Gly

Met

440

Asp

Leu

Leu

Ala

Gly

40

Ser

Phe

Asp

345

val

Asp

Pro

Asp

Ser

425

Ser

Val

val

Ala

25

Lys

Lys

Tyr

45

Ser

Arg

Gly

Thr

Gly

410

Gly

Thr

Arg

Leu

10

Phe

Glu

Ala

Gly

Gly

Ala

Ser

Ser

395

Ala

Val

Phe

Glu

Ile

Ala

Leu

Arg

Ser
75

Thr

Ala

Asp

380

Ala

Asp

Trp

Gly

Glu
460

Ala

Gly

Pro

Ala

Ile

Thr

val

365

Ser

Pro

Met

Cys

Asn

445

Thr

Cys

Asp

Lys

45

Ala

Ala

Ile

350

Lys

Thr

Pro

val

Leu

430

Tyr

Leu

Trp

Ile

30

Arg

Ala

Gln

Thr

Ser

Gly

Ala

Leu

415

Ala

Gln

Ser

Leu

15

Arg

Glu

Leu

Ala

Ser

Gln

Leu

vVal

400

Pro

Met

Gln

Phe

Cys

Val

Leu

Ser

Arg
80



Glu

Glu

Ala

Cys

Ser

145

Ile

Ser

Phe

Phe

Ile

225

Ile

Ser

Ala

Pro

Arg

305

Gly

Arg

Tyr

Leu

Thr

130

Ser

Leu

Tyr

Thr

Gly

210

val

Arg

Thr

Thr

Thr

290

Leu

Gly

Glu

Val

Leu

115

Ala

Ser

His

Gly

Phe

195

Cys

Gly

Arg

Leu

Gly

275

Phe

Arg

val

Arg

Leu

100

Asp

Cys

Tyr

His

Asp

180

Ala

Gly

Phe

Phe

Gln

260

Pro

Tyr

Ile

Ile

Glu

85

Asp

Thr

Leu

Glu

Ser

165

Gly

Ser

Thr

Gly

Ser

245

Phe

Val

Tyr

Pro

Ile
325
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Pro

Leu

Gly

Arg

Pro

150

Cys

Thr

Ser

Met

Arg

230

Tyr

Gly

Gln

Val

Ala

310

Asp

Gly

Ala

Ser

Gln

135

Met

Val

Thr

Ser

Asn

215

Asp

Cys

Ser

Thr

Ala

295

Ser

Ser

Met

Val

Asp

120

Pro

Arg

Arg

Thr

Gly

200

val

Pro

Leu

Leu

Thr

280

Phe

Ala

Gly

Ala

Gly

105

Leu

Asp

Cys

Pro

Leu

185

Glu

Gly

Leu

Thr

Ala

265

Pro

Thr

Phe

Thr

46

Val

S0

Thr

Ile

Pro

Ala

Asp

170

Gly

Thr

Ser

Ser

Pro

250

Asp

Ile

Gly

Ala

Ala
330

Arg

Pro

Trp

Leu

Gly

155

Thr

Tyr

Gln

Leu

Leu

235

Tyr

Val

Leu

Val

Leu

315

Leu

Ala

Pro

Thr

Phe

140

Gln

Cys

Tyr

Ser

Asn

220

val

Ala

Gly

Gln

Thr

300

Arg

Thr

Ser

Gln

Gln

125

Ser

Leu

Thr

Ala

Val

205

Asn

Ser

Ser

Leu

Ser

285

Val

Pro

Leu

Gly

Pro

110

Cys

Pro

Cys

Tyr

Thr

190

Pro

Ala

Gln

Ser

Tyr

270

Ala

Gly

Asp

Phe

Asp

95

Ile

Asp

Arg

Gly

Arg

175

Glu

Leu

Ser

Leu

Arg

255

Asp

Gln

Ala

Gly

Pro
335

Leu

Thr

Thr

Met

Asp

160

Tyr

Arg

Gly

Gly

Ser

240

Lys

Asp

Asn

Arg

Ser

320

val
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Ala

Pro

Pro

Pro

385

Glu

Leu

Gln

Ala

<210> 12

<211> 486

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 12

Met

Leu

Ala

His

Ser

65

Asn

val

Phe

Ala

370

Arg

Asn

Gly

Asp

Pro
450

Ala

Ser

Ser

Gly

50

Ser

Gly

Leu

Ala

355

Val

Met

Tyr

Asp

Met

435

val

Asp

Pro

Pro

35

Ser

Gly

Gly

Ala

340

Asn

Ala

vVal

Val

Ser

420

Arg

Glu

Arg

Gln

20

Arg

Asp

Ser

Gly

Glu

Gly

Ala

Phe

Leu

405

Gly

Val

Cys

Ile

Met

Pro

Ile

Tyr

Gly
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vVal

Ser

Gly

His

390

Glu

Asp

Val

Thr

Ala

Lys

Ala

Ser

70

Gln

Val

Ser

Gly

375

Phe

Asp

Asp

Tyr

Val

Val

Gln

Gly

55

Gly

Ser

Arg

Pro

360

Gly

Gln

His

Gly

Asp
440

Leu

Gln

Gln

40

Leu

Gln

Gln

Ala

345

Asp

Arg

Gly

Arg

Ala

425

Leu

Ala

Gly

25

Gln

Phe

Ala

Asp

47

Phe

Asp

Met

Ala

Arg

410

Thr

Glu

Ile

10

Lys

Leu

Pro

val

Pro

Arg

Gly

Ala

Asp

395

Gly

Ile

Arg

Ala

Pro

Gly

Arg

Pro

75

Ala

Ser

vVal

Arg

380

Leu

His

Gly

Glu

Leu

Ala

Asn

His

60

Ala

Thr

Gln

Cys

365

Gln

Asp

Leu

Asn

Thr
445

Leu

Ala

Phe

45

Arg

Asp

Asn

Leu

350

Phe

vVal

Leu

Cys

Phe

430

Leu

val

Gly

Phe

Asn

Gly

Thr

Arg

Ala

Ala

Pro

val

415

val

Ser

Leu

15

Asn

Lys

Gly

Gly

Gly

Leu

Ala

Val

Arg

400

Leu

Gln

Phe

Ile

Thr

Lys

Gly

Glu

80
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Tyr

Val

Ala

Tyr

145

Gly

Cys

Gly

Gly

val

225

Ile

Gly

Ala

Tyr

Pro

305

Leu

val

Val

Leu

Thr

130

Ala

Cys

Gly

Leu

Val

210

Ile

Gly

Ser

val

Val

290

Arg

Ser

val

Leu

Asp

115

Cys

Phe

Gln

Tyr

Leu

195

Ile

Gly

Arg

Phe

Ser

275

Glu

Gly

Ile

Arg

Ser

100

Ile

Gly

Leu

Arg

Ser

180

Ala

Phe

Leu

Phe

Ile

260

Thr

Leu

Thr

Thr

Gln
340

Phe

Thr

Ala

Ser

Leu

165

Tyr

val

Gly

Gly

Ser

245

Leu

Pro

Ala

Phe

Ile

325

Ala
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Ser

Ser

Asp

Ser

150

val

Val

Asp

Cys

Arg

230

Tyr

Phe

Leu

Gly

Asp

310

Pro

Met

Val

Asp

Ala

135

Thr

Pro

Tyr

Ala

Ala

215

Gly

Tyr

Leu

Val

Ile

295

Leu

Val

Ala

Gly

Phe

120

Pro

Ile

Gln

Gly

Phe

200

Val

Glu

Leu

Asp

Ala

280

Arg

Gln

Thr

Ser

Thr

105

Val

Ala

Arg

Thr

Gly

185

Ala

Ala

Leu

Ala

Asp

265

Ser

Val

Ala

Phe

Lys
345

48

Pro

Trp

Ala

Glu

Cys

170

Gly

Phe

Thr

Ser

Pro

250

Ala

Arg

Asp

Asp

Leu

330

Ile

Pro

Met

Thr

Val

155

Ser

Ala

Ala

Glu

Pro

235

Asp

Lys

Ala

Gly

Gly

315

Asp

Glu

Gln

Gln

Ser

140

Arg

Ala

Ala

Thr

Gly

220

val

Asp

Pro

Ser

Glu

300

Ser

Ala

Leu

Val

Cys

125

Ala

Cys

Asp

Asn

val

205

Asp

Ser

Ala

Arg

Arg

285

Asp

Gly

Gly

Arg

Val

110

Ser

Pro

Ala

Asp

Thr

190

Arg

Ile

Gln

val

Thr

270

Ser

Leu

Gly

Ala

Ala
350

Thr

Ala

Pro

Asn

Ser

175

Thr

Ala

Gly

Leu

Asp

255

Ser

Leu

Ala

Val

Tyr

335

Ala

Gly

Cys

Phe

Arg

160

Pro

Ala

Asp

Gly

Gln

240

val

Arg

Tyr

Ile

Val

320

Lys
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Gly

Thr

Met
385

Leu

Leu

Gly

Ser

Pro
465

Val
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<211> 471
<212> PRT
<213> Zea mays
<400> 13

Met

Pro

Phe

Pro

Val
65

Ser

Ala

370

Glu

Glu

Gly

Ser

Gly

450

Pro

Val

Ala

Cys

Leu

Ser

50

Asp

Glu

355

Lys

Leu

Cys

Ser

Arg

435

Ser

Leu

Tyr

Met

Arg

Ala

35

Ser

Ala

Leu

val

Glu

Leu

Leu

420

Leu

Ser

Thr

Met

Met

Thr

20

Ala

Ser

Asn

Gly

Pro

Met

Thr

405

Ile

Val

Arg

Ser

Phe
485

Ala

Arg

Ser

Gly

Leu

ES 2 883 347 T3

Leu

Ser

Gly

390

Ile

Gln

Phe

Gln

Pro

470

Leu

Cys

Thr

Thr

Gly

Asn
70

Asp

Met

375

Asn

Leu

Val

Glu

Ser

455

Ala

Asn

Phe

Ala

Gly

Leu

Leu

360

Ala

Tyr

Pro

Gly

Ser

440

Ser

Val

Asn

Gln

val

40

Cys

Thr

Cys

Leu

Phe

Ser

Thr

425

Leu

Arg

Val

Thr

Ala

25

val

His

Ser

49

Tyr

Val

Tyr

Pro

410

His

Glu

Arg

val

Arg

10

Leu

Val

Tyr

Asp

Thr

Phe

Met

395

Ala

Met

Gln

Arg

Ile
475

Pro

Ile

Gly

Arg

Glu
75

Ser

Ala

380

Asp

Gly

Ile

Ala

Ser

460

His

Arg

Leu

Lys

Phe

Leu

Glu

365

Gly

Ser

Asp

Tyr

Pro

445

Ser

Leu

Lys

Ser

Glu

45

Glu

Met

Ser

Gly

Thr

Gly

Asp

430

Pro

Ser

Met

Leu

Thr

30

Pro

Leu

Arg

Leu

Ala

Thr

Ser

415

Ile

Pro

Ala

Leu

Ser

15

Ala

Gln

Thr

Arg

Ala

val

Gly

400

Leu

Ser

Pro

Pro

Val
480

Leu

Val

Pro

His

Ala
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Tyr

Gly

Thr

Val

Arg

145

Gln

Glu

Asn

Ala

Ala

225

Ile

Gln

Pro

Thr

Pro

305

Ser

Asp

Arg

Phe

Asp

130

Ser

Arg

Lys

Asp

val

210

Ile

Lys

Leu

Asp

Gly

290

Asn

Ile

Arg

His

Tyr

115

Thr

Lys

Ala

Glu

Ser

195

Ala

Gly

Gly

Asn

Leu

275

Ala

Ser

Gly

Ser

Glu

100

Leu

Gly

Thr

Ser

Thr

180

Thr

Ser

Cys

Val

Phe

260

Pro

val

Asp

Gly

Arg

85

Gly

Gly

Ser

Arg

Cys

165

Lys

Ala

Lys

Ser

Phe

245

Ser

Ser

Gly

Tyr

Thr
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Leu

Arg

Asn

Asp

Ser

150

Gly

Cys

Gly

Ala

Thr

230

Gly

Lys

Tyr

Gly

Lys

310

Arg

Arg

Val

Gln

Ile

135

Met

Cys

Thr

Val

Val

215

Ser

Leu

Phe

Leu

Gly

295

Thr

Phe

Ala

Ser

Arg

120

Phe

Leu

Gly

Tyr

Met

200

Pro

Ala

Gly

Ser

Leu

280

Ala

Leu

Pro

Ala

Ile

105

Pro

Trp

Pro

Arg

Ala

185

Tyr

Ser

Thr

Arg

Tyr

265

Leu

Ala

Tyr

Ala

50

Ser

S0

Pro

Glu

Thr

Cys

Ser

170

Ile

Glu

Ser

Leu

Ser

250

Cys

Thr

Val

Phe

val
330

Leu

Asp

Asp

Thr

Cys

155

Glu

Ile

Asp

Gln

Lys

235

Ala

Leu

Ala

Ala

val

315

Ser

Ala

Ala

Asn

Glu

140

Ser

Leu

Tyr

Lys

Ser

220

Phe

Thr

Ser

Ala

Thr

300

His

Thr

Ala

Ser

Ile

125

Lys

Pro

Lys

Gly

Leu

205

Phe

Lys

Ser

Ser

Pro

285

Thr

Leu

Lys

Tyr

Tyr

110

Ser

Glu

Lys

Ala

Gly

190

Thr

Lys

Asp

Leu

Tyr

270

Asp

Ala

Gln

Ser

Ser
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Ile

Ala

Cys

Cys

Glu

175

Asn

Ile

Glu

Pro

Pro

255

Gln

Met

Leu

Asn
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335
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Ile

Val
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Glu
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Val
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240

Arg

Glu
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Gln
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<210> 14

Asn

val

Lys

Met

Phe

Tyr

Phe Val

340

Ala
355

Lys

Val Lys

370

Ser

385

Val

Tyr

Asn

Thr

Pro

Leu

Leu

Ile

His

Pro Ser

His Phe

Trp Lys

420

Lys
435

Gly

Met Leu

450

Ala
465

<211> 1317
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Cys Ser
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Asp Thr Gly

Leu Val Thr

Glu Gln Pro

375

Thr Ala

3390

Ala

Ala
405

Asp Ser

Thr Thr Ser

Gly Ile Ser

Thr
455

Leu Asp

Val
470

Lys Ile

Ala Ser

345

Glu
360

Leu
Gly Arg
Glu

Asp

Ala Asn

Phe

Asp

Asn

Ser

Met

Thr Arg

Arg Ile

Leu

Met

Glu
350

Gly

Lys Glu

365

Asn Gly

380

Ser
395

Lys

Val Leu

410

Leu
425

Lys

val
440

Leu

Gly Asn

<223> Descripcién de secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 14

atggcctcac
ccaacaagct
ggccttegtg
atcaaacgtg
agctcctceg
gcaattggta
tggacgcaat

caggactcgt

cactatactc
ccacctcaag
ttgatctecga
ctatcaagcg
gtattgaaac
ctccggatag
gcgagccatg

cttccttete

tgtggtactt
aggaaccctt
gcaggtcgat
tggggagagg
tcctgtttat
ttettteteg
tacgecagtge

tacccttect

ggcttagcaa
cttcatcatg
tcgggcaaga
aggatgcgaa
gcgggagacg
gccattatgg
ttcagtcaac

tgcgagagcecce

51

Cys

Gly

Glu

Leu Ala

Asn Phe

Gln

Leu

Pro

Ile

Gln

Ile Cys

Pro Asp

Trp Asp

415

Tyr
430

Lys

Met Gln

445

Leu
460

Lys

tagtttctge
gtcagaaaag
atttgaccaa
gcattaatgce
gtgaatatct
ataccggcag
ctacgcccat

agtattgcca

Ser

Phe Val

cattgttgca
gccacaaccce
atacgagctce
tatgttgcag
aatgaacgta
tgatctcatt
tttcaaccca

agatcttccg

Thr

Arg

Tyr

Met

400

Ser

Ser

Asn

Arg

60

120

180

240

300

360

420

480
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20

25

30

<210> 15
<211> 33

agcgaaacct
acccaaggtt
gcgtteggtt
gggatgggtt
tgcatgacct
ggagtgcctg
tattatatta
acttttcaac
acttatctte
ctccccaceg
ggatcaaccg
ggggaacaga
tcatcgcage

tatgaccttce

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

gcaataataa
atatggcaac
gcggggaaga
ggggccegtt
cctatggaag
aaggctccce
cgctccaagg
ttcaagacga
cacaagacgc
tcgatgaatc
tgcaagttcce
atatattgat
tgggaatttc

agaatttggce

ES 2 883 347 T3

tgaatgccaa
cgagaccttc
caaccaggga
atcgecttcct
ctecctcacce
gagtacgacc
tataacggtt
tggaactggce
ttacaatgceg
ctcgagegge
ggagatttca
ctcteccaget
catttttggg

cgtgtecgtte

tatacatacg
actttcgaga
ttcgggcaag
tctcaactcg
agcactctcg
ctcatccata
ggtggcgata
gggatgataa
gtagcacaag
ctcagtacgt
atgcagtttg
gaaggggtga
aatatccagce

gttcctacte

<223> Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 15

<210> 16
<211>19

Leu Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro
10

1

Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Pro

Phe

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

20

5

25

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 16

<210> 17
<211> 20

Leu Gly Gln Gln Gln Pro Phe Pro Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro
10

1

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

5

Gln Pro Phe

52

gatacggaga
cgagctcegt
gcaacggggc
gcgtgggtea
cacttggatc
gttctttgaa
atttgggtat
ttgactcegg
cgttcactga
gcttccageca
atggtggggt
tatgcttgge

agcaagaaac

agtgtggtge

cggttccaca
gccgaatatc
tggcctgatc
gttctcttac
cgcagccagt
tccaacgtac
tccatcgagt
gacaacgctce
ccagataaat
accgtccgac
gctgaactta
gatgggaagt
gcaggtgcectce

gtcgtag

15

30

15

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1317



10

15

20

25

30

35

40
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<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 17

<210> 18
<211>9
<212> PRT

Gln Gln Gln Gln Pro Pro Phe Ser Gln Gln Gln Gln Ser Pro Phe Ser
1 5 10 15

Gln Gln Gln Gln
20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 18

<210>19
<211>6
<212> PRT

Gly Tyr Tyr Pro Thr Ser Pro Gln Gln
1 5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 19

<210> 20
<211> 359
<212> PRT

Pro Gly Gln Gly Gln Gln
1 5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 20

Gln Ser Ser Ser Gly Ile Glu Thr Pro Val Tyr Ala Gly Asp Gly Glu

53



Tyr

Ile

Thr

Ser

65

Pro

Gly

Phe

Asn

Trp

145

Tyr

Gly

Ile

Ile

Leu

225

Leu

Leu

Met

Gln

50

Ser

Ser

Asp

Glu

Gln

130

Gly

Cys

Ser

His

Thr

210

Gln

Thr

Met

Asp

Cys

Phe

Glu

Gly

Thr

115

Gly

Pro

Met

Ala

Ser

195

val

Asp

Tyr

Asn

20

Thr

Phe

Ser

Thr

Ser

100

Ser

Phe

Leu

Thr

Ala

180

Ser

Gly

Asp

Leu

Val

Gly

Ser

Thr

Cys

85

Thr

Ser

Gly

Ser

Ser

165

Ser

Leu

Gly

Gly

Pro
245

ES 2 883 347 T3

Ala

Ser

Gln

Leu

70

Asn

Thr

Vval

Gln

Leu

150

Tyr

Gly

Asn

Asp

Thr

230

Gln

Ile

Asp

Pro

55

Pro

Asn

Gln

Pro

Gly

135

Pro

Gly

val

Pro

Asn

215

Gly

Asp

Gly

Leu

40

Thr

Cys

Asn

Gly

Asn

120

Asn

Ser

Ser

Pro

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Thr

25

Ile

Pro

Glu

Glu

Tyr

105

Ile

Gly

Gln

Ser

Glu

185

Tyr

Gly

Met

Tyr

54

10

Pro

Trp

Ile

Ser

Cys

90

Met

Ala

Ala

Leu

Ser

170

Gly

Tyr

Ile

Ile

Asn
250

Asp

Thr

Phe

Gln

75

Gln

Ala

Phe

Gly

Gly

155

Pro

Ser

Tyr

Pro

Ile

235

Ala

Ser

Gln

Asn

60

Tyr

Tyr

Thr

Gly

Leu

140

vVal

Ser

Pro

Ile

Ser

220

Asp

val

Ser

Cys

45

Pro

Cys

Thr

Glu

Cys

125

Ile

Gly

Thr

Ser

Thr

205

Ser

Ser

Ala

Phe

Glu

Gln

Gln

Tyr

Thr

110

Gly

Gly

Gln

Leu

Thr

190

Leu

Thr

Gly

Gln

15

Ser

Pro

Asp

Asp

Gly

95

Phe

Glu

Met

Phe

Ala

175

Thr

Gln

Phe

Thr

Ala
255

Ala

Cys

Ser

Leu

80

Tyr

Thr

Asp

Gly

Ser

160

Leu

Leu

Gly

Gln

Thr

240

Phe



10

Thr

Ser

Glu

Asn

305

Ser

Glu

Pro

<223> Descripciéon de secuencia artificial: polipéptido

Asp

Thr

Ile

290

Ile

Ser

Thr

Thr

Gly

Leu

Met

Gln

50

Ser

Ser

<210> 21

<211> 359

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<400> 21
Asn
1
Tyr
Ile
Thr
Ser
65
Ser
Gly

Asp

Gln

Cys

275

Ser

Leu

Ser

Gln

Gln
355

Pro

Met

Asp

35

Cys

Phe

Pro

Gly

Ile

260

Phe

Met

Ile

Gln

Val

340

Cys

Ser

Asn

20

Thr

Phe

Ser

Thr

Ser

Asn

Gln

Gln

Ser

Leu

325

Leu

Gly

Gly

Leu

Gly

Asn

Thr

Cys

85

Glu

ES 2 883 347 T3

Leu

Gln

Phe

Pro

310

Gly

Tyr

Ala

Val

Ser

Ser

Gln

Leu

70

Ser

Thr

Pro

Pro

Asp

295

Ala

Ile

Asp

Ser

Glu

Ile

Asp

Ser

55

Pro

Asn

Gln

Thr

Ser

280

Gly

Glu

Ser

Leu

Val

265

Asp

Gly

Gly

Ile

Gln
345

sintético

Thr

Gly

Leu

40

Thr

Cys

Asn

Gly

Ser

Thr

25

Ile

Pro

Ser

Phe

Ser

55

Asp

Gly

Val

Val

Phe

330

Asn

Val

10

Pro

Trp

Ile

Ser

Cys

90

Met

Glu

Ser

Leu

Ile

315

Gly

Leu

Tyr

Ala

Thr

Phe

Gln

75

Gln

Gly

Ser

Thr

Asn

300

Cys

Asn

Ala

Ala

Gln

Gln

Asn

60

Leu

Tyr

Thr

Ser

Val

285

Leu

Leu

Ile

Val

Gly

Pro

Cys

45

Pro

Cys

Thr

Glu

Ser

270

Gln

Gly

Ala

Gln

Ser
350

Asp

Phe

Gln

Gln

Gln

Tyr

Thr

Gly

Val

Glu

Met

Gln

335

Phe

Gly

15

Ser

Pro

Gly

Ala

Gly

95

Leu

Leu

Pro

Gln

Gly

320

Gln

Val

Glu

Ala

Cys

Ser

Leu

80

Tyr

Thr



10

Phe

Asn

Arg

145

Tyr

Gly

Ile

Leu

Leu

225

Thr

Phe

Phe

Pro

Glu

305

Gly

Asn

<210> 22
<211> 319
<212> PRT

Gly

Gln

130

Gly

Cys

Ser

Gln

Ser

210

Asn

Leu

Ile

Asp

Thr

290

Asn

Ser

Met

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

115

Gly

Pro

Met

Leu

Ser

195

val

Ser

Thr

Ser

Leu

275

Phe

Tyr

Ser

Leu

100

Val

Phe

Leu

Thr

Ala

180

Ser

Gly

Asn

Tyr

Gln

260

Cys

vVal

Phe

Ser

vVal
340

Ser

Gly

Ser

Pro

165

Asn

Gln

Ser

Asn

Phe

245

Ile

Phe

Met

Ile

Gln
325

ES 2 883 347 T3

Ile

Gln

Leu

150

Ile

Ser

Ile

Thr

Gly

230

Val

Asn

Gln

His

Ser

310

Gly

Pro

Gly

135

Pro

Gly

Val

Pro

Arg

215

Thr

Asn

Leu

Thr

Phe

295

Pro

Met

Asn

120

Asn

Ser

Ser

Thr

Thr

200

Leu

Gly

Asn

Pro

Pro

280

Asp

Ser

Ser

Val Tyr Asp Thr

105

Ile

Gly

Gln

Ser

Ala

185

Phe

Pro

Gly

Ala

Val

265

Ser

Gly

Asn

Ile

Gly
345

Thr

Ala

Leu

Thr

170

Gly

Tyr

Ile

Ile

Tyr

250

Val

Asp

Gly

Gly

Phe

330

Asn

Phe

Gly

Asp

155

Pro

Ser

Tyr

Asp

Ile

235

Gln

Asn

Pro

Asp

Leu

315

Gly

Ser

Gly

Leu

140

val

Ser

Pro

Ile

Pro

220

Ile

Ser

Gly

Ser

Leu

300

Ile

Asn

val

Ser Ala Gln Cys Gly Ala Ser
355

<223> Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

56

Cys

125

vVal

Thr

Asn

Asn

Thr

205

Ser

Asp

Val

Ser

Asn

285

Glu

Cys

Ile

vVal

110

Gly

Gly

Lys

Leu

Thr

190

Leu

Ala

Ser

Arg

Ser

270

Leu

Leu

Leu

Gln

Ser
350

Glu

Met

Phe

Leu

175

Thr

Asn

Phe

Gly

Gln

255

Ser

Gln

Pro

Ala

Gln

335

Phe

Asn

Gly

Ser

160

Leu

Leu

Gly

Ala

Thr

240

Glu

Gly

Ile

Ser

Met

320

Gln

Ala



<400> 22

Met

Ala

Pro

Gln

Gln

65

Phe

Gln

Leu

Gln

Leu

145

Asn

Leu

Ser

Lys

Thr

Ser

Phe

50

Pro

Pro

Ser

Gln

Gln

130

Gln

Ile

Leu

Gln

Thr

Thr

Gln

35

Pro

Gln

Gln

Phe

Pro

115

Gln

Gln

Ala

Gln

Cys

Phe

Ala

20

Gln

Gly

Pro

Pro

Pro

100

Gln

Gln

Gln

His

Gln

180

Gln

Leu

val

Gln

Gln

Phe

Gln

85

Pro

Gln

Gln

Leu

Ala

165

Leu

Ala

ES 2 883 347 T3

Ile

Arg

Pro

Gln

Pro

70

Pro

Gln

Pro

Gln

Ile

150

Ser

Cys

Ile

Leu

val

Gln

Gln

55

Ser

Phe

Gln

Ile

Gln

135

Pro

Ser

Cys

His

Ala

Pro

Glu

40

Gln

Gln

Pro

Pro

Ser

120

Gln

Cys

Gln

Gln

Asn

Leu

vVal

25

Gln

Phe

Gln

Pro

Tyr

105

Gln

Gln

Arg

Val

Gln

185

Val

57

Leu

10

Pro

Val

Pro

Pro

Gln

90

Pro

Gln

Gln

Asp

Leu

170

Leu

Ala

Ala

Gln

Pro

Pro

Tyr

75

Leu

Gln

Gln

Gln

Val

155

Gln

Leu

His

Ile

Leu

Leu

Gln

60

Leu

Pro

Gln

Ala

Ile

140

Val

Gln

Gln

Ala

Val

Gln

val

45

Gln

Gln

Tyr

Gln

Gln

125

Leu

Leu

Ser

Ile

Ile

Ala

Pro

30

Gln

Pro

Leu

Pro

Pro

110

Gln

Gln

Gln

Thr

Pro

190

Ile

Thr

15

Gln

Gln

Tyr

Gln

Gln

95

Gln

Gln

Gln

Gln

Tyr

175

Glu

Met

Thr

Asn

Gln

Pro

Pro

80

Pro

Tyr

Gln

Ile

His

160

Gln

Gln

His



10

15

20

25

30

35

<210> 23
<211>8
<212> PRT

Gln

Gln

225

Gln

Ser

Gly

Leu

His
305

Gln

210

Gln

Pro

Ser

Ser

Ala

290

Cys

<213> Secuencia artificial

<220>

195

Gln

Gln

Ser

Gln

Vval

275

Leu

Ser

Gln

Gln

Ser

val

260

Gln

Gln

Thr

Gln

Gln

Gln

245

Ser

Pro

Thr

Thr

ES 2 883 347 T3

Gln

Gln

230

val

Phe

Gln

Leu

Ile
310

Gln

215

Leu

Ser

Gln

Gln

200

Glu Gln

Gln Gln

Phe Gln

Pro Ser

265

Leu Pro
280

Pro Ala Met

295

Ala

Pro Phe

<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 23

<210> 24
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 24

<210> 25
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 25

Lys

Gln

Gln

250

Gln

Gln

Cys

Gly

Gln

Gln

235

Pro

Leu

Phe

Asn

Ile
315

Gln

220

Gln

Gln

Asn

Ala

val

300

Ser

205

Leu

Gln

Gln

Pro

Glu

285

Tyr

Gly

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu

1

5

58

Gln

Gln

Gln

Gln

270

Ile

Ile

Thr

Gln

Gln

Tyr

255

Ala

Arg

Pro

Asn

Gln

Gln

240

Pro

Gln

Asn

Pro
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60

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 26

<210> 27

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 27

<210> 28

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 28

<210> 29

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 29

<210> 30

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 30

Ala val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln

1

5

59

10

10

10

10
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55

60

ES 2 883 347 T3

<210> 31

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 31

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn
1 5 10

<210> 32

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 32

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser

1 5 10

<210> 33

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 33

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser

1 5 10

<210> 34

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 34

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser

1 5 10

<210> 35

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 35

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser

1 5 10

60
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<210> 36
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 36
Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser
1 5 10 15
<210> 37
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 37
Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser
1 5 10 15
<210> 38
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 38
Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln
1 5 10 15
Gln Gln Pro Gln
20
<210> 39
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 39
Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln
1 5 10 15
Gln Gln Pro Gln
20
<210> 40
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

61
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<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 40
Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln
1 5 10 15
Gln Gln Pro Gln
20
<210> 41
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 41
Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln
1 5 10 15
Gln Gln Pro Gln
20
<210> 42
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 42
Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln
1 5 10 15
Gln Gln Pro Gln
20
<210> 43
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 43
Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln
1 5 10 15
Gln Gln Pro Gln
20
<210> 44
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

62
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<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 44

Ala Val Arg Val Pro Val Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln

1

5

Gln Gln Pro Gln

<210> 45

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 45

<210> 46

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser

1

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 46

10

5

15

Pro Gln Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln Gln Gln Pro Gln

1

<210> 47

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 47

<210> 48

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln Gln Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 48

<210> 49
<211>12
<212> PRT

Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln Gln Gln Pro Gln

1

5

63

10

10
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 49

<210> 50

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln Gln Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 50

<210> 51

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Gln Pro Gln Asn Pro Ser Gln Gln Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 51

<210> 52

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

10

Pro Gln Asn Pro Ser Gln Gln Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 52

<210> 53

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

Pro Gln Asn Pro Ser Gln Gln Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 53

<210> 54

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Pro Gln Glu Gln Val Pro Leu

1

64
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<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 54

<210> 55

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Glu Gln Val Pro Leu

1

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 55

<210> 56

<11>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Glu Gln Val Pro Leu

1

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 56

<210> 57

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Glu Gln Val Pro Leu

1

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 57

<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Glu Gln Val Pro Leu Val

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 58

<210> 59

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Gln Val Pro Leu Val Gln Gln Gln Gln

1

5

65
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<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 59

<210> 60
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Leu Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro

1

5

<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 60

<210> 61
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Leu Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 61

<210> 62
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Leu Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 62

<210> 63
<211>18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Leu Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 63

<210> 64
<211> 18

Pro Leu Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly Gln Gln Gln Gln Phe Pro

1

Pro Gln

5

66
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10

10
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 64

Pro Leu Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly Gln Gln Gln Gln Phe Pro

1

Pro Gln

<210> 65

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 65

<210> 66

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 66

<210> 67

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 67

<210> 68

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 68

<210> 69

Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

67

5

10
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<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 69

<210>70

<11>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 70

<210> 71

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Gln Gln Gln Phe Pro Gly

1

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 71

Gln Gln Phe Pro Gly Gln Gln Gln Gln Phe Pro Pro Gln

1

<210>72

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 72

<210>73

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

5

10

Gln Gln Gln Gln Phe Pro Pro Gln Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400>7

<210> 74
<211> 10

Gln Gln Gln Phe Pro Pro Gln Gln Pro Tyr

1

5

68
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 74

Gln Gln Gln Phe Pro Pro Gln Gln Pro Tyr

1 5

<210>75

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 75

Gln Gln Gln Phe Pro Pro Gln Gln Pro Tyr

1 5

<210>76

<11>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 76

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln
1 5

<210> 77

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 77

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln
1 5

<210>78

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 78

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro

1 5
<210> 79

<211>9
<212> PRT

69
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 79

<210> 80

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 80

<210> 81

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 81

<210> 82

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Pro Phe

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 82

<210> 83

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Pro Phe Pro

1

5

<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 83

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Pro Phe Pro Ser Gln

1

<210> 84

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

70

10

10
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ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 84

<210> 85
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Pro Phe Pro Ser Gln Gln Pro

1

Tyr

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 85

<210> 86
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Pro Gln Pro Phe Pro Ser Gln Gln Pro Tyr

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 86

<210> 87
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Pro Phe Pro Ser Gln Gln Pro Tyr

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 87

<210> 88
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Pro Phe Pro Ser Gln Gln Pro Tyr

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 88

<210> 89
<211> 15

10

10

10

10

15

Ser Gln Gln Pro Tyr Leu Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

5

71

10
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 89

Ser Gln Gln Pro Tyr Leu Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

<210> 90

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 90

10

15

Gln Gln Pro Tyr Leu Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

<210> 91

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 91

<210> 92

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Tyr Leu Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 92

<210> 93

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Tyr Leu Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 93

<210> 94
<211>9
<212> PRT

Tyr Leu Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

5

72
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 94

<210> 95

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 95

<210> 96

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 96

<210> 97

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 97

Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Pro Phe Pro Pro Gln

1

<210> 98

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 98

Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Pro Phe Pro Pro Gln

1

<210> 99

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

73
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10
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<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 99

Pro Phe Pro Gln Pro Gln Pro Phe Pro Pro Gln Leu Pro Tyr

1

<210> 100

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 100

<210> 101

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 101

<210> 102

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 102

Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Ser Phe Pro Pro Gln

1

<210> 103

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 103

<210> 104

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Gln Gln

1

5

74

10

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 883 347 T3

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 104

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Gln Gln Pro Gln

1 5 10

<210> 105

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 105

Pro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Gln Gln Pro Gln

1 5 10

<210> 106

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 106

Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Gln Gln Pro Gln
1 5 10

<210> 107

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 107

Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Gln Gln Pro Gln
1 5 10

<210> 108

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 108

Pro Gln Tyr Leu Gln Pro Gln
1 5

<210> 109

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

75
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<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 109

Pro Gln Gln Pro Ile Ser Gln Gln Gln Ala

1 5

<210> 110

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 110

10

Pro Gln Gln Pro Ile Ser Gln Gln Gln Ala

1 5

<210> 111

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 111

Pro Gln Gln Pro Ile Ser Gln Gln Gln Ala Gln

1 5

<210> 112

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 112

Pro Gln Gln Pro Ile Ser Gln Gln Gln Ala Gln

1 5

<210> 113

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 113

Pro Gln Gln Pro Ile Ser Gln Gln Gln Ala Gln Gln Gln Gln

1 5

<210> 114

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

76
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<400> 114

Pro Gln Gln Pro Ile Ser Gln Gln Gln Ala Gln Gln Gln Gln Gln Gln

1

Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln

<210> 115

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

5

ES 2 883 347 T3

25

<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 115

<210> 116

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Gln Gln Ile Leu Gln Gln Ile Leu Gln Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 116

<210> 117

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

10

Gln Gln Ile Leu Gln Gln Ile Leu Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 117

<210> 118

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Gln Gln Gln Gln Leu Gln Gln Gln Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 118

10

15

Leu Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Pro Ser

1

<210> 119

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

77
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<220>

ES 2 883 347 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 119

Leu Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Pro Ser Ser

1

<210> 120

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 120

Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Pro Ser

1

<210> 121

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 121

Ser Ser Gln Val Ser Phe Gln Gln Pro Gln

1

<210> 122

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 122

Ser Ser Gln Val Ser Phe Gln Gln Pro Gln

1

<210> 123

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 123

<210> 124

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser Phe Gln Gln Pro Gln Gln Gln Tyr

1

5
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<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 124

Pro Gln Gln Gln Tyr Pro Ser Ser Gln Val
1 5 10

<210> 125

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 125

Pro Gln Gln Gln Tyr Pro Ser Ser Gln Val
1 5 10

<210> 126

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 126

Pro Gln Gln Gln Tyr Pro Ser Ser Gln Val
1 5 10

<210> 127

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 127

Pro Gln Gln Gln Tyr Pro Ser Ser Gln Val Ser Phe Gln Pro Ser

1 5 10

<210> 128

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 128

Pro Gln Gln Gln Tyr Pro Ser Ser Gln Val Ser Phe Gln Pro Ser Gln

1 5 10

<210> 129

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético
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<400> 129

<210> 130
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro Gln Gln Gln Tyr Pro Ser Ser Gln Val Ser Phe Gln Pro Ser Gln

1

Leu Asn Pro Gln

20

5

ES 2 883 347 T3

<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 130

<210> 131
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Val Ser Phe Gln Pro Ser Gln Leu Asn Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 131

<210> 132
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe Gln Pro Ser Gln Leu Asn Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro

1

Gln

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 132

<210> 133
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

10

10

15

15

Pro Ser Gln Leu Asn Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln

1

5

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 133

<210> 134
<211>12

10

15

Ser Gln Leu Asn Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln

1

5
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 134

Leu Asn Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln

1 5 10

<210> 135

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 135

Asn Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln

1 5 10

<210> 136

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 136

Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln
1 5 10

<210> 137

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 137

PrérGlniAla Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln
1 5 10

<210> 138

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 138

Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln
1 5 10

<210> 139

<211>10
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 139

Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln
1 5 10

<210> 140

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 140

Pro Gln Ala Gln Gly Ser Val Gln Pro Gln
1 5 10

<210> 141

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 141

Pro Gln Gln Leu Pro Gln Phe
1 5

<210> 142

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 142

Pro Gln Gln Leu Pro Gln Phe Ala
1 5

<210> 143

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 143

Pro Gln Phe Ala Glu Ile Arg Asn
1 5

<210> 144

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 144

Pro Gln Phe Ala Glu Ile Arg Asn Leu
1 5

<210> 145

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 145

Pro Gln Phe Ala Glu Ile Arg Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 146

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 146

Pro Gln Phe Ala Glu Ile Arg Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 147

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 147

Glu Ile Arg Asn Leu Ala Leu Gln Thr Leu Pro
1 5 10

<210> 148

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 148

Arg Asn Leu Ala Leu Gln Thr Leu Pro Ala
1 5 10

<210> 149

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 149
Arg Asn Leu Ala Leu Gln Thr Leu Pro Ala
1 5 10

<210> 150

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 150

Leu Ala Leu Gln Thr Leu Pro Ala
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende neprosina o una variante de la misma con al menos 85 % de
homologia de secuencia con la misma, y opcionalmente una enzima seleccionada del grupo que consiste en
nepentesina |, nepentesina Il, variantes de las mismas con al menos 85 % de homologia de secuencia con las mismas
y mezclas de las mismas, para uso en la atenuacion o prevencion de la inflamacion intestinal debida a la presencia de
antigenos alimentarios peptidicos en un intestino de un paciente.

2. La composicion para uso de la reivindicacién 1, donde el paciente padece una enfermedad seleccionada del
grupo que consiste en sensibilidad al gluten y enfermedad celiaca.

3. La composicién para uso de la reivindicacion 1, donde la nepentesina |, la nepentesina Il, la neprosina,
variantes de las mismas con al menos 85 % de homologia de secuencia con las mismas o una mezcla de las mismas
es una proteina recombinante.

4. La composicidon para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde una dosis unitaria de la
composicion farmacéutica comprende entre 1 mg y 25 g de la enzima.

5. La composicion para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la composicion farmacéutica
esta entre pH 5y pH 8.

6. La composicion para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la variante es una proteina
que tiene una secuencia aminoacidica con al menos 85 % de homologia de secuencia con una secuencia
aminoacidica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21.

7. Una composicién farmacéutica que comprende neprosina y un excipiente farmacéuticamente aceptable,
donde la neprosina es una proteina que comprende una secuencia aminoacidica que tiene al menos 90 % de
homologia de secuencia con la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 1.

8. La composicidon farmacéutica de la reivindicacién 7, donde la secuencia aminoacidica de la neprosina
comprende una secuencia aminoacidica que tiene al menos 90 % de homologia de secuencia con la secuencia
aminoacidica de SEQ ID NO: 1 sin una secuencia sefial.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 8, que comprende ademas al menos una enzima de
Nepenthes adicional o una variante de la misma con al menos 85 % de homologia de secuencia con la misma.

10. La composicidon farmacéutica de la reivindicaciéon 9, donde la al menos una enzima de Nepenthes adicional
o variante de la misma es nepentesina |, nepentesina Il y/o una variante de las mismas con al menos 85 % de
homologia de secuencia con las mismas.

11. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 7-10, que es una formulacion de
liberacién prolongada.

12. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 9, donde la neprosina y/o una o mas enzimas de Nepenthes
comprenden un propéptido.

13. La composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, donde la composicién se
mantiene a pH neutro.

14. Una formulacion farmacéutica que comprende la composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 7-
13, donde la neprosina esta presente en multiples capas de tal manera que la neprosina se libera continuamente
mientras la formulacion esta presente en el estbmago.

15. Una formulacién farmacéutica que comprende la composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 7-

14, que comprende ademas un tampoén farmacéuticamente aceptable, de tal manera que el pH de la neprosina
permanece a pH 5 o 6 tras entrar en contacto con los acidos en el estomago.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4

Carga de 2,5X de proteina de gluten
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FIGURA 5A
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FIGURA 5B
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Longitud promedio (residuo)
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Tiempo de digestiéon en minutos
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Probabilidad
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 13
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Cobertura de la secuencia proteica: 61 %
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FIGURA 15A

Los péptidos coincidentes se muestran en rojo y en negrita

1
51
101
151
201
251
301

MKTFLILALL ATVATTATTA
PGQUQQFPPQ OPYPOPQEFE
PQQEYTORRE QYLOPUGPIS
PCROVVLQDH NTIAHASZQUL
VAHBIIMHGO OQRQOEQROQ
POQOYESSQV STOPSQLNPQ
YIPPHCSTTI AFFGISHTN

VRVEVPRLQE
SOOEYLQLQP

Q0GA0R0H

GQITYOLLOG
LRQUOCO0R0
BOGSYREQQL

99

ONPSQQOEQE
FRQPOPFEED
LORQOOGRNT
LCCRGLIDI P
LOQQAQONAG
FPUTAEZIRNLA

QVPLVODONF
LEYPOEQSED
LOOTTOQQLY
BQSQCQATHN
QPSSQVSERR
LQTLEAMCNY



ES 2 883 347 T3

FIGURA 15B

Clasifi-
Consulta Inicio-Fin Observada Mr (esp.) Mr (calc.) DEm M PuntuaciénEsperado cacién 11 Péptido
efs 21 - 26 333,7101 665.4216  £83.4225 -1.210 3 00011 L a.VAYPVE.Q
WEL | 21 - 2% 333,7184 665.4222 663.4225 -4.31 0 30 g.opa1 1 A.YRVEVE . Q
[y &]] 23 - 27 397.7472 793.4798  793. 46810 -1.49 0 28 0.0018 I A.VRVPVPQ.L
=190 2i - 27 397.7476€  793.480€  1%3.4610 -0.43 0 32 0.00064 1 a4, VRYEVPQ.L
40 21 - 28 54,2898 906.5650 DD&.5651 -0.091 O 3%  ©0.000LE ) A VRAVEVEQL.Q
LYY 21 - 3 966.8454 1131,6762 1LIL.6764 -0.17 0 35 u©.obedy 31 A, VRVEVEQLOF. O
=89z 21 - 30 566.9496 1131.6766 I131.61&4 0.194 a7 g§,00021 1 2. VRVEVEQLOP, O
of893 21 ~ 50 566,0956 11316766 1131.6164 B.150 37 0.0002 E A.VAVEVEQLOP. O
w1126 21 - 31 630.8743 12597340 1233,7330 -0.77 0 30 90011 1 A.VRVEVPQLOPQ. B
1440 1 - 33 492.2¢39 1470.829% 1470.8307 -0.57 o 24 0.0037 1 A VRVEVPQLOPQNE , 5
ef1446 21 - 33 736.4225 1470.B304 14709307 -0.17 0 37  D.DODR2 :; A.VRVPVPGLQPQHE .5
1447 21 ~ 8% 191.2841 '1470.630% 1470.8307 -0.150 24 a.004 1 A.VRVEVEQLOFONP . &
w1448 21 ~ 33 736.4227 1470,8308 1470.8307 0.8989 0 38 o0.dDOiE 1 A, VRVEVEQLOFQNE .
ef1449 21 - 23 736,4230 1470.8314 1470.8307 6.2 0 43 §,4e-D03 1 A, VAVEVEQLOPONE. S
ef1430 21 - 33 735.4232 1470.8318 1474.8307 6.7 0 ST 0.00022 1L A. VRVEPVEQLOPONE, 5
{1,946 21 - an 680.7040 203%,.0%d2 2035.0M12 -0.52 0 3¢ 0.0012 1 A VRVIVEQLOPONESQOOP.Q
B1.947 21 ~ 38 660.7043 203%.0912 2039.0912 -0.078 @ 25 0.oo3s 1 A VRVEYPQLGPOHESDOOR . Q
1948 21 - a8 680.7045 039.0917 2039,0912 0.228 36 p.ool 1 A VRVEVPOLQPQMNPSQOGE.
efi949 21 -~ 3W 660.7047 2039,0533 2039.0%2 0.51 0 37 G.00073 1 A VRVEVPQLOPORPSQO0T .
ef1330 21 - 38 1020, 5536 2039.0826 203%.0912 0.9 0 27 ¢.0022 1 A, VRVEVPQLOPUNESQOKIP . Q
ef1901 21— 38 1020,554% 2039.0944 203%.0912 1.58 8 25 0.0036 1 A VRYPYPQLOPUNESQQQE .
of1932 21 - 39 1020.5551 2033.0956 2039,0912 2,170 20 g.91 1 A, VAYPVPQLGEONESQQQE .Q
w227 27 — 33 412.7167 8£3.4188 823.4188 0.043 0 24 0.004% 1 P.QLOPONP S
w1304 27 - 38 §36.6469 1391.6792 199L, €793 -0.464 3 22 a.0a86 1 P.QLOPONPSQOQP. ()
926 29 — af 975.2766 1150.5386 1150.5347 1.7 0 38 D.00093 I L. QPONPSQQ0P.
927 29 - 38 576.2771 I150.5396 1130.5367 2.56 0 35 0.00058 3 L.QPQNPSQO0F. 0
wfe28 29 - 38 576.2772 1170.8330 13150.3367 2,740 43 8.9z-po3 1 L. QGRPORESQQQR ., 0
efo2s 29 - 38 576,.2773 1L50.5404 1130.5367 J.260 24 0.0066 1 L. GPGNPSQO0Y. 0
efads 31 - 38 463.7203 ©29.4260  925,4234 0750 42 0.00017 2 B.ONPSQQQP.Q
f435 31 — ap 453.7204 99,4262  935.4254 9.7 0 3I4 0.00085 1 B.ONBSO0OP. ¢
o4 39 — 49 200.6529 §559.2912 535,894 -p.4a 0 17 0.018 1 P.OEQVE.L
5y 39 - 43 300.6332 593.291% 3935 2915 0.60 0 21 0.0082 .;: P.QEQVP.L
s 3% - a3 IN0.6433  199.2920  DIB.25 0.93 0 16 0.029 1: BL.QEGNE.T,
XA 39 - 43 300,653 599.2920 59B.2015 0,930 20 ¢.01 1 E.QEQVP.L
efas 39 ~ 44 357.1543 712.9740 11Z.3755 -2.110 16 0.0023 1 B UEGVEL.V
197 42 - aa 406.2571  9L0.439%6 8107, 4600 -0.3% 0 4 o.o93 1 Q. VELVEOD . g
363 44— 50 489.7d00 885.4854 688.4¢58  -0.37 0 1% 0,03 1 P. LVQDOUY . P
B84 44 - 51 494.2607 996.5168 9¥E.5185  -1.71 0 1 0.023 31 2.TUQQQOYE, &
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Consulta Inicio-Fin

of5as
of505
#1886
#1687

B

165
AL67
ofsy
50
a1
9
w324
w542

£

B

W55
FEET]

g

iy

=
5

2

f

3

=
o
~
4

[
L
=
=]

g

|

B,
»
w
b

l

5

s
35
'yl

58
Bl

}

g

a
HEE

S8
el

\

]
=
ity
-3

!

g

#

o
[~
i~

i

&
L
154
!

&
n
=

|

g

l

2

I

&
3
[~d

H

M 6,/ B
ERERER

58

A3
22}

2
]
-

2
R
{ch
2

B
I
3
o

B e 8B 6 E,
BRERREE

2

g
S

2

l

4

|

5
2

&

I

£
B

F3
=
5

#

5

J

44 - 51
44 - 51
44 - 59
44 - 59
46 - 51
46 - 81
46 - 51
47 - 51
47 - 81
47 - 51
49 - 59
54 - 60
55 - 62
55 ~ B2
ES - 62
60 - &4
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€0 - 65
60 - 66
60 = 66
60 - 68
60 - &3
60 - 71
E0 - 74
65 - 11
57-T4
£7- 74
72 - 84
72 -84
13- 84
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75 — 84
76 - B4
74 - 84
78 - B4
79 ~ &d
79 - 89
79 - ¥
81 - 92
a0 - 96
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102 - lo8
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102 - 110
1035 - 110
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116 - 124
1164 - 124
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116 - 138
138 ~ 146
139 - 145
227 - 234
232 - 242
232 - 243
233 - 242
244 - 251
244 ~ 251
248 — 254
282 = 259
252 - 259
252 - 259
252 - 264
252 - 265
252 - 269
260 ~ 269
283 - 277
265 - 277
266 - 277
268 - 277
268 - 277
270 - 2717
270 ~ 277
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FIGURA 15B (Continuacion)

Clasifi-
Ppm  MPuntuaciénEsperado caciény

Observada
494.2664
494.2665
633.3234
633.2239
388.1240
388.1501
386.1303
3Z4.1609
324,1608
324.1609
651.31842
436.7163
485,2424
485.2425
485.2428
316, 6554
316. €555
380. 6855
429.2106
429.2112
541.766%
415, 3012
707.3434
883.9276
577.2856
464.730Q
464.7302
524,6124
792.4166
728.3834
§15.8306
615,311
534.2383
413.7264
412.7272
357.1042
640.3262
6490,3282
696.8708
421.724¢0
421,7242
639.48577
444.7143
5587.26%6
557.26%8
453.2288
493.2394
324.6718
478.7442
479.7444
514.2423
314.2626
706.3503
940.7863
556.3278
429.2692
514.7601
698.8342
74,3483
634.8032
460.7264
460, 7265
452.2192
483.2206
483.2208
483.2208
762.153§
B805.8761
88,3322
558.7962
789.8975
677.3416
633.8250
513.2538
4¥4.2332
407.7969
407.7074

Mr (esp.)
986.5182
986.5184
1096 . 9484
LBS6. 9459
774.3654
774, 3656
774. 3660
646.3072
18,3072
646.3072
1300. 6222
871.4180
96, 4702
968.4706
49684710
£31,2962
631. 2964
759.3564
036, 4066
B56.4078
1081.5192
1228, 5878
1412. 6722
1765.8408
1182 ,5566
927.4454
927. 4454
1882.6154
1582.3186
1454, 7530
1229. 6466
1223.6476
1066.5820
825, 4382
B28, 4398
712.3542
1278. 6378
1278, 6418
1391.7270
641.4334
841.4338
1387.7008
Ba7. 4140
1112, 5246
1112.5280
964.4632
984,4642
647.3290
955.4740
o, 4742
1026.5100
1026.5106
1410, 6860
2819.3370
1110.6420
%4 .52349
1027.5056
1395. 6538
1442 . 6840
1267. 4918
919.4382
9194384
902.4234
9644266
964.4270
964 .4270
1522.7046
1608.7376
2061, 9748
1115.561@
1%77.7812
1352, 6686
1265. 6384
1024.4930
9104518
6113002
§13.3996

Mr (calc.)
986.5188
946.5185
1856 . 9483
1896. 8483
774.3661
774.3661
774.3661
§46.3078
§46,3075
646.3075
1300. 6201
¢7L.41848
368,4716
968.4716
966.4716
631,2966
631.296%
759.3551
856.4079
856.4079
1081.5193
1228,5877
1412.6725
1765.68424
11%%,5564
927.4450
627.4450
1882, 6144
1582.0144
1454.7558
1229, 6445
1229. 5445
1066.5811
925.4385
€25, 4385
712.3524%
1278. 6387
1279.6397
1351.7238
841.4334
B841.4334
1397. 8980
B87.4137
1112.5251
1112 5231
984.4665
984, 4665
647_3273
955.4723
243,4723
1026.5094
1026.5094
1410, 6852
2815.329%
1110.6397
B54.5225
1027. 5047
1395. 6451
1482, 6611
1267.%905
919.4400
919, 4400
902.4248
964.4250
964, 4250
8642250
1522. 7082
1609. 7371
2061, 9756
1115.5611
1577.7798
1352, 6684
1265.6364
1024.4538
910.4509
813.3581
§13.398d

-0.29 §
-0.092 @
0.042 0
0.84 0
-9.7194
-0.53 0
-0.013 0
~0.36 0
-0.36 ¢
-0.35 0
1.69 0
-0.89 0
-1.38 0
-0.97 ¢
~0.56 0
-0.51 0
-0.13 ¢
1.71 0
-1.48 0
-0.076 0
~6,0083 0
0,14 0
-0.16 0
=0.99 @
0.23 0
0.44 g
0.87 a
0.63 0
2.76 0
~1.83 @
1.78
2,60
0.86
~0.30
1,64
-0.25
-1.47
1.66
2.54
0.063
6.54
2.07
0.3%
-0.38
-0.020
-3.30
-2.28
1.83
1.82
2.03
0.62
1.20
0.6%
2.68
1.22
1.53
0.39
380
1.96
1.04
-1.86
-1.54
-0.87
1.69
2.10
2.20
-0.38
0.24
-0,39

PoCOoOODLOORDOO0CORDOODPDPOODCOOCO0S0DODRCOREESADOODEBAO0

101

23
24
30
18
20
22
22
19
ia
21

4.0055
0.004%
0.0012

0.021
0.022
0.012
0.016
0,047
0.056
0.029
0,024
0.16
0.058
Q.24
0.069
0.044
0.021
0.053
a.11
0.018
0.0015
0.0056
0.00034
0.0027
0.087
9.0045
0.0024
0.0046
0.012
0.046
0.00011,
0.0018
0.0007
a.00083
0.00078
4.051
0.0003
0.0018
a.077
0,03
0.028
0.042
0.00035

2.64-005
Ha=006
0.0085

4.014
0.065
0,976
0.0032
0.0013
0.000g2
0.0158
0.D0S
0.13
0.004
0.097
0,039
a.a2
0.055
0.00068
1.6=-005
0.00s58
0.018
£.0042
0.021
g.11
0.0009%
5.1le-005
0.002
0.0026
0.00038
1.54~008
ea-006
0.00011
0.094
0.004038
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P. LVQAFR. G
?.LVQOQOEE. G

B. LVROOOFPEOGR0TPP. Q
P. LVQoQOFPGO000FPP. O
V.GRASE.C

v, QO0QFE. @
V.QRO0FP. G
Q.Q00FE. &
Q-0NFP.6
Q.RRQFP .G

Q.05 PeINQFEP. 0
Q. QOOFFPQ.Q

Q. QOFRROOR . Y

Q. QREFRQQP. ¥
Q.00FEPQQER. ¥

P, QQPYP.Q
B.QQETR.Q
P.QQPYFQ. D
P.QQPYEQP.D
P.OQFYPQP.Q
2.00PYEQRQP.F
B.QQPYPQPQEF . B
B.QPFYPQPQEEES.[)
P. QQFYPQPOFFESQOF. ¥
P.QPQEFPSQOR. X
©.OPFPSQQE. ¥
P.OPFESEOP. Y

5, QQPYLQLQEFFQP. O
B . QOPYLOLOPEPRY, O
G.QETLOIQPFRQE. Q.
7. YLQLQEFEQR.Q

E. YLOLQPFLOP.Q

Y. LOgEFPQr . Q

Q. LOPFEQR .Q
Q.LOFFEQR.Q
L.QEFPQR.Q
L.QEFEQPQEFPP. Q
L.QUFREQEJFTFR.Q
B.FPQRQPFPPQLE. ¥
P.QLEYPQR.Q

B QLBYEQP.Q
B.QLEYDQBQSFER.
P. QOEYEQQ.Q
B.QOPYPORQP.Q
P.OQEYRQQQP.Q
Q.0PTeQO0R.Q
Q-QRYEQOOY.Q
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P.QQFISQOQA.Q
P.QQPISQUUA. O
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0-gRNLC0C . 0

L. 000ORNOOO0OR . &
L. 300000092005 . §
Q- GROD0OOCOE . 8
S.50VEFQQP. Q

8. BQVSPOOF.
A.7QQR00n0 . Y
B.OOAYRPEEQ.Y
7.000¥PsEQ.V
P.QOQYPSSQ.V

P OQQIPESQUESROE. 2
».0007=a8gVSFQES. Q
P.OROYPSSQVERQPSQLNP.
Q. VEFQRSQINE. Q
F.QPSQLNEQIQGSVRE. ¢
£. 3QLNPQAQREVOR . Q
&. QLNEQARGSVQE .Q
L.NPQAGGSVOP. G

N, POAQEEVYF. O
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FIGURA 15B (Continuacion)

Clasifi-

Consulta Inicio-Fin Observada Mr (esp.) Mr (calc.) ppm  MPuntuaciénEsperado cacién U Péptido
«f204 270 - 277 407,7072 813,399¢ 613.3981 2160 26 0.008 1 P.DAQGSVOE. @
ef205 270 - 277 407,7072 611.3598 §13.39A81 2.160 37  0.00047 1 P.QAQGSVOP, O
of20¢ 270 - 277 4907.7072  913.3958 13,3981 2,16 0 38 0.00038 1 P_QROGAVQF O

ofl7 2784 - 282 307.1691 412,323 612.323) 0.86 0 15 fax 1 R, QL) B
14l 27§ - 283 80,7031 755.34916 759.391% 0.14 @ 24 0.0089 1 B.OQLIQF A
d143 282 - 297 An2.2074 76Z.4002 762.4024 -2.85 0 137 0.0002 1 P, QFAEIR, N
4331 282 - 298 439,2285% 0976.4452 9?76.4453 -0.11 0 Az Q.00068 1 7, QFAEIRN. L
o601 262 - 289 495,7718 089,5350 949.5254 -0.36 0 37 o0.00015 1 E. QFAETRNL, b
w602  2B2 - 2H% 498.7720 983.5294 989.5294 0.044 0 28 g.0017 1 D. QWABTENL . A
T08 286 - 254 521.3239 1040.6332 1040.6342 -0,92 0 36 0,00024 1 E.IRNLALQTL, R
@319 28 - 235 433,2585 083,5024 860.5014 0740 2L 6.0072 1 K NLALOTLE. A
2320 288 - 295 43%.2585 B6R.%024 B68.501% 0.74 6 33  0.00051 1 R NLALOTLE . A
ofay 200 — 295 321.6943 541.3740  §4)..3748 -1,20 0 25 0.0032 1 L.ALQFLE. A
% 2. . da—;»-\--;-ﬁ-?ﬁhl \.ﬂ-----a:v.-:----\--—----nl'u-d
K LIS 1 R - i
Y __.: - A X ." \.-.-l‘..t..&'.._...:..\.g-_..---..,.n.___...---
{ . F A L
g T vy "
A5 -7 R e e il e
do b Ao | o | 2 2 | gga
FAF® & L ot Masa (Qu}
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FIGURA 16

NVEN 1 53

NVEN 54 113

+ & Aok oW

NVEN 114 R 1 A v F'Y GHASLQGANATINTREPNLENENGDESLTOQ 173

EE +

NVEN 174 IWISAGSGSSLNTIEAGWOVYPGRTGDSQPRFFIYWIADGYTSTGCYDLTCEGEVOTNNY 233

NVEN 234 YAIGMALOPSYYGGQUYELNESFORDPATGNWRLYLWGTVVGIWEASTYNSITNGADIVE 293

n ~N

NVEN 194 WGGELYDSSGICGERTTIGNGSGHFEREGYERASTVRDY 332

'x 3 ~ ¥ A *

NVEN 333 QCVDTYGNVISPTANSFOGIAPARNCYNYQFQQGSSELYLFYGGEGEQ 380

~ Similar; * No similar, diferencias

BB -cnlazador- DUF239 (156-387)

Evidencia de polimorfismos:
21/380 = 5,5% Total
14/380 = 3,7% no similar, diferencias
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