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DESCRIPCION
Enzimas para el anélisis de glucanos

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a enzimas y combinaciones de las mismas Utiles para el estudio de glucoproteinas,
y a los métodos de uso correspondientes.

Antecedentes de la invencion

La glucosilacion de proteinas desempefia un papel fundamental en muchas funciones fisiolégicas en humanos,
incluida la sefalizacién, el transporte, la proteccién contra la actividad proteolitica, la adherencia, la respuesta
inflamatoria, la colonizacidon microbiana, etc. La mayoria de las cadenas de glucano unidas a las proteinas, ya sean
unidas por O o N, estan decoradas con acidos siélicos terminales. Al ser el glucano mas externo en las
glucoproteinas, su presencia/ausencia a menudo es critica para el efecto aguas abajo, incluido, por ejemplo, el
potencial inflamatorio en las inmunoglobulinas. Los acidos sialicos en las proteinas son heterogéneos, tanto en
términos de presencia/ausencia en una proteina dada, como de modificaciones estructurales individuales. También
estan generalmente cargados negativamente, lo que complica el analisis de espectrometria de masas. Esto
dificulta el estudio de las glucoproteinas, ademas de reducir la capacidad de los fabricantes para confirmar que un
lote de glucoproteinas funcionara en una materia homoéloga. Para superar estos problemas, se han realizado
intentos de disefiar genéticamente células CHO para reducir la complejidad de los glucanos, aunque esto puede
afectar la funcién. También se han utilizado enfoques quimicos, pero a menudo dafian las proteinas. Existe la
necesidad de un enfoque alternativo para eliminar el &cido sialico de las glucoproteinas. Ademas, una vez que se
eliminan los acidos sialicos, existe la necesidad de méas herramientas para estudiar las cadenas de glucano
restantes, particularmente aquellas que estan unidas a O.

Breve descripcion de la invencién

La presente invencidn proporciona:
Una composiciéon que comprende una primera y una segunda sialidasa,

en donde la primera sialidasa es un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 2; y

en donde la segunda sialidasa es un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 5; y

en donde la composicidon ademas comprende opcionalmente una O-glucosidasa que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9,

opcionalmente en donde dicha primera y/o segunda sialidasa incluye una metionina adicional en el
extremo N y/o una etiqueta de histidina en el extremo C, cuya etiqueta puede unirse al extremo C mediante
un enlazador.

La composicién puede comprender adicionalmente una glucosidasa y/o una proteasa, que esta opcionalmente
presente en forma altamente purificada o aislada.

La presente invencién también proporciona un método para modificar una glucoproteina que comprende poner en
contacto una muestra que contiene la glucoproteina con una composicién de acuerdo con la invencion,

opcionalmente en donde se analizan los productos resultantes.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Expresidn y purificacion de sialidasas Akkermansia. Las cuatro sialidasas, representadas en la
presente por Am0707 y Am1757, se expresaron bien y pudieron purificarse hasta una alta homogeneidad.
Los valores (mg/mL) indican la concentracién obtenida después de la purificacién de His.

Figura 2: Actividad de sialidasa sobre diferentes enlaces de acido sialico. Los dos productos de sialidasa
(Am1757 y Mix (Am1757 y Am0707)) se incubaron con tres sustratos diferentes (que representan los 3
tipos indicados de enlace de acido siélico) durante 30 minutos, después de lo cual se midi6 la cantidad
de é&cido sialico libre.
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Figura 3: Se determinaron las condiciones éptimas para Am0707 y Am1757. Las condiciones que afectan
la actividad enzimatica de las sialidasas, incluidos los iones, el NaCl y el pH, se investigaron utilizando un
sustrato de sialillactosa 2-3, cuantificandose los acidos sialicos libres después de 15 minutos de
incubacién.

Figura 4: El tratamiento combinado con sialidasa de las glucoproteinas es mas eficiente que el uso de
sialidasas individuales. Las sialidasas se incubaron con 0,5 ug de fetuina durante 60 minutos después de
lo cual se separaron usando SDS-PAGE. Smix contiene tanto Am0707 como Am1757, mientras que se
utilizé una sialidasa de C. perfringens como comparacién de referencia. Todas las reacciones tuvieron
lugara 37 °C, en Tris-HCI 20 mM pH 6,8, excepto para el producto de referencia que se incubd de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Figura 5: GVS_Smix es superior a las sialidasas actuales disponibles comercialmente. Se probaron
varias sialidasas comerciales existentes de New England Biolabs (primeras 3 columnas en cada conjunto)
junto con la mezcla AM1757 +Am0707 (GVS_Smix) y cada una de las enzimas Am1757 y Am0707
individualmente. Cada una se incubé con sustratos de sialidasa especificos (que representan los 3 tipos
indicados de enlace de acido sialico) durante 30 min a 37 °C antes de analizarse. Las FU (unidades de
fluorescencia) representan la cantidad de acidos sialicos liberados.

Figura 6: GVS_Smix puede asialilar completamente la fetuina. Las técnicas de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio [SDS-PAGE, por sus siglas en inglés] y de transferencia tipo
Southern [SNA, por sus siglas en inglés] muestran que Smix (la mezcla AM1757+Am0707), asi como dos
productos de New England Biolabs (NEB Ay NEB O) pueden asialilar completamente los enlaces de acido
sialico 2-3 y 2-6 en fetuina. Las dos 2-3 enzimas especificas Am1757 y New England Biolabs NEB S no
pudieron asialilar completamente la fetuina.

Figura 7: El GVS_Smix (la mezcla AM1757 +Am0707; primer conjunto de barras) libera acidos sialicos
de proteinas nativas a un nivel similar o mejor que los tres productos comerciales probados (los Ultimos
tres conjuntos de barras). También se muestra la enzima Am1757 sola (segundo conjunto de barras). Las
proteinas se mezclaron con sialidasas en su respectivo amortiguador y se incubaron durante 15 minutos
antes de la adicién del amortiguador de desarrollo de acido sialico. Todas las incubaciones tuvieron lugar
a 37 °C en los tampones respectivos (para GVS-Smix esto fue Tris-HCI 20 mM pH 6,8).

Figura 8: Expresién recombinante de O-glucosidasas. (A) La O-glucosidasa de S. oralis y B. bifidum se
expreso, se purifico por afinidad y se separé en SDS-PAGE. (B) Ensayo de estabilidad de O-glucosidasa
de S. oralis almacenada a 4 °C durante 0-6 dias.

Figura 9: Las O-glucosidasas pueden hidrolizar O-glucanos marcados con pNP de los tipos Nucleo 1, 2
y 3. Se incubaron diferentes concentraciones de O-glucosidasas de S. oralis (S.0) y B. bifidum (B.b) con
(A) Nucleo 1, (B) Nucleo 2 y (C) Nucleo 3 O-glucanos, y se midid la liberacidon de pNP como cambio en la
absorbancia a 405 nm.

Figura 10: La glucosidasa de S. oralis tiene mayor actividad en pH basico suplementado con MgCl.. Las
O-glucosidasas se incubaron a diferente pH (A), con diferentes iones (B) y diferentes concentraciones de
MgCl2 (C) para determinar el amortiguador 6ptimo.

Figura 11: La actividad de la O-glucosidasa es dependiente del tiempo y de la dosis. Se incubd TNFaR
(1 pg) solo con la mezcla de sialidasa GVS_Smix (carriles marcados con TNFaR (Smix)) como control, o
con la mezcla de sialidasa GVS_Smix en combinacién con las diferentes cantidades de O-glucosidasa de
S. oralis (S0) que se muestran ("+5 ug So etc"). Las cantidades indicadas de O-glucosidasas afiadidas se
basan en los valores de las nanogotas. Sin embargo, debido a la fragmentacién, la cantidad real de
proteina de longitud completa afiadida esta mas cerca de aproximadamente el 10-20% del valor escrito.
Estas muestras se incubaron en Tris-HCI 20 mM pH 8,0, complementado con CaCl2 2 mM, pero sin MgCla.

Figura 12: Las O-glucosidasas pueden actuar sobre todas las glucoproteinas naturales investigadas. Se
incubaron diferentes proteinas naturales (P) con la mezcla GVS_Smix de sialidasas (Smix) y O-
glucosidasas de S. oralis (So-glyk) y B. bifidum (Bb-glyk). Las incubaciones fueron o/n, después de lo cual
los productos se analizaron en SDS-PAGE.

Figura 13: La O-glucosidasa de S. oralis se compara favorablemente con los productos disponibles
comercialmente para la accion contra las glucoproteinas naturales. El TNFaR natural se incub6 solo con
la mezcla de sialidasa GVS_Smix (carriles etiqguetados como TNFaR (Smix)) como control, o con la
mezcla de sialidasa GVS_Smix en combinacion con las diferentes cantidades de O-glucosidasa de S.
oralis (So) que se muestran ("+ So (0,5ug)", etc.) o con una O-glucosidasa (NEB) disponible
comercialmente en la cantidad mostrada ("+NEB ( 3ul)", etc.) en combinacién con una sialidasa
suministrada por el fabricante. Todas las enzimas se incubaron con TNFaR en sus respectivos tampones
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durante 1 hora o 16 horas. La dosis mas alta de la glucosidasa de S. oralis ("So (0,5ug)") es
aproximadamente igual a 0.3 ul de la O-glucosidasa comercial (NEB) en molaridad. La banda distintiva
de bajo peso molecular (parte superior del gel) en las muestras tratadas con NEB es la sialidasa
acompafiante.

Figura 14: La composicién de los glucanos influye en la actividad. Incubacién del sustrato con sialidasa
(S) y/o galactosidasa (G) antes de la adicidon de O-glucosidasa (So); incubacién durante la noche a 37 °C
en tampones optimos (Tris-HCI 20 mM pH 8,0).

Figura 15: El producto final es competitivo. Usando una relacidon enzima:sustrato 1:40 de la O-
glucosidasa, asi como una relacion de sustrato enzimatico de 1:40+1:40 para Am1757 +AmQ0707 en la
mezcla de sialidasa, las tres enzimas en Tris-HCI 20 mM pH 6,8 (carriles etiquetados Smix / O-glyk), la
actividad de la O-glucosidasa de S. oralis se compard con la de la combinacidon comercial de O-
glucosidasa + sialidasa (carriles etiquetados NEB (kit de O-glyk). La eliminaciéon de O-glucano de TNFaR
por la mezcla de O-glucosidasa + sialidasa de S. oralis ("+GVS") se verificé con transferencia de lectina,
usando ConA (glucanos unidos a N) y jacalina (glucanos enlazados a O), TNFaR no tratado como control.

Figura 16: El haz de O-glucosidasa + sialidasa (Smix / O-glyk) es activo contra una amplia variedad de
glucoproteinas. Las enzimas afiadidas en su concentracion final y formulacion (1:40) en Tris-HCI 20 mM
pH 6,8 se incubaron con las glucoproteinas durante 4 h a 37 °C y luego se separaron en SDS-PAGE.

Figura 17: Los enlaces de acido sialico especificos influyen en la actividad de la O-glucosidasa. Las
enzimas (Am1757, Am0707 o Smix) afiadidas en su concentracion final y formulacion (1:40) en Tris-HCI
20 mM pH 6,8 se incubaron con las glucoproteinas durante 4 h a 37 °C y luego se separaron en SDS-
PAGE.

Figura 18: La O-glucosidasa de S. oralis sobresale al menos en parte debido a las potentes sialidasas.
Se incubaron O-glucosidasa de S. oralfis (GVS O-glyk) u O-glucosidasa comercial (NEB O-glyk) con la
mezcla de sialidasa GVS_Smix (sialidasa GVS) o con sialidasas comerciales (NEB A, NEB S, NEB O).
Se utilizaron tampones apropiados (por ejemplo, Tris-HCI 20 mM pH 6,8 para GVS), y cada conjunto de
enzimas se incubo con Enbrel (Etanercept) durante 4 h a 37 °C, antes de la separacidn de los productos
en SDS-PAGE.

Figura 19: 2-3 acidos sialicos unidos limitan la eficiencia de una endoproteasa especifica de O-
glucoproteina (LS). La incubacion simultanea de LS con un conjunto de diversas sialidasas durante 30
min - 20 h, utilizando Enbrel como sustrato de glucoproteina, reveld la mayor eficiencia en presencia de
la sialdiasa especifica 2-3 1757, o con la mezcla (0707 + 1757), mientras que la sialidasa de amplio
espectro 0707 no fue necesaria para la actividad aparentemente completa de LS, lo que sugiere que los
enlaces 2-6 (y 2-8) no son una preocupacion para la actividad de LS.

Breve descripcion de las secuencias

Las SEQ ID NO: 1, 2y 3, cada una es una secuencia de aminoacidos de una sialidasa aislada de Akkermansia
muciniphila. La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de tipo silvestre que incluye un motivo sefial en el extremo N. La
SEQ ID NO: 2 es la secuencia de tipo silvestre con el motivo sefial eliminado. La SEQ ID NO: 3 es idéntica a la
SEQ ID NO: 2, excepto que incluye una metionina N terminal adicional y un enlazador C terminal + etiqueta Hiss.
Cualquier secuencia que comprenda la secuencia de la SEQ ID NO: 2 (que incluye cada una de las SEQ ID NO:
1 a 3) puede denominarse Am0707 en el presente documento.

Las SEQ ID NO: 4, 5y 6, cada una es una secuencia de aminoacidos de otra sialidasa aislada de Akkermansia
muciniphila. La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de tipo silvestre que incluye un motivo sefial en el extremo N. La
SEQ ID NO: 5 es la secuencia de tipo silvestre con el motivo sefial eliminado. La SEQ ID NO: 6 es idéntica a la
SEQ ID NO: 5, excepto que incluye una metionina N terminal adicional y un enlazador C terminal + etiqueta Hiss.
Cualquier secuencia que comprenda la secuencia de la SEQ ID NO: 5 (que incluye cada una de las SEQ ID NO:
4 a B) puede denominarse Am1757 en el presente documento.

Las SEQ ID NO: 7, 8, 9y 10 son cada una secuencia de aminoacidos de una O-glucosidasa aislada de S oralis.
La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de tipo silvestre que incluye un motivo de sefial en el extremo N y un motivo de
anclaje de pared LPXTG en el extremo C. La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de tipo silvestre con el motivo sefial
eliminado. La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de tipo silvestre con el motivo de sefial y el motivo de anclaje a la
pared eliminado. La SEQ ID NO: 10 es idéntica a la SEQ ID NO: 9, excepto que incluye una metionina N terminal
adicional y un enlazador C terminal + etiqueta Hiss. Cualquier secuencia que comprenda la secuencia de la SEQ
ID NO: 9 (que incluye cada una de las SEQ ID NO: 7 a 10) puede denominarse en el presente documento "O-glyk"
0"So".

La SEQ ID NO: 11 es una secuencia de aminoacidos de una endoproteasa especifica de O-glucoproteina.
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La SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoacidos de un polipéptido ejemplar que tiene actividad de endoproteasa
especifica de O-glucoproteina. Relativo a la SEQ ID NO: 11 que incluye una metionina N terminal adicional y un
enlazador C terminal + etiqueta His6. El polipéptido que consiste en esta secuencia puede denominarse en la
presente LS.

La SEQ ID NO: 13 es una secuencia de acido nucleico ejemplar que codifica el polipéptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

Descripcién detallada de la invencién

Debe entenderse que las diferentes aplicaciones de los productos y métodos descritos pueden adaptarse a las
necesidades especificas de la técnica. También debe entenderse que la terminologia utilizada en la presente tiene
el propdsito de describir realizaciones particulares de la invencién Unicamente, y no pretende ser limitativa.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un",
"una" y "elfla" incluyen referentes plurales a menos que el contenido indique claramente lo contrario. Por lo tanto,
por ejemplo, la referencia a "un polipéptido” incluye "polipéptidos" y similares.

Esta memoria descriptiva se refiere particularmente a polipéptidos que son sialidasas, O-glucosidasas vy
endoproteasas especificas de O-glucoproteina. Por lo tanto, los usos generales del término polipéptido se pueden
aplicar a cada uno de estos tipos de enzimas.

Caracteristicas generales del polipéptido

Un "polipéptido” se usa en la presente en su sentido mas amplio para referirse a un compuesto de dos 0 mas
subunidades de aminoacidos, analogos de aminoacidos u otros peptidomiméticos. Por lo tanto, el término
"polipéptido" incluye secuencias peptidicas cortas y también polipéptidos y proteinas mas largos. Los términos
"proteina", "péptido" y "polipéptido" se pueden usar indistintamente. Tal como se usa en la presente, el término
"aminoacido" se refiere a aminoacidos naturales y/o no naturales o sintéticos, que incluyen isémeros 6pticos D o

L, y analogos de aminoacidos y peptidomiméticos.

Un polipéptido puede producirse mediante un método adecuado, que incluye métodos recombinantes o sintéticos.
Por ejemplo, el polipéptido se puede sintetizar directamente usando técnicas estandar conocidas en la técnica,
tales como quimica de fase sélida Fmoc, quimica de fase sdlida Boc o mediante sintesis de péptidos en fase de
solucidn. Alternativamente, un polipéptido puede producirse transformando una célula, tipicamente una célula
bacteriana, con una molécula de acido nucleico o vector que codifica dicho polipéptido. La produccién de
polipéptidos mediante expresién en células hospedadoras bacterianas se describe a continuacion y se ejemplifica
en los Ejemplos. En la presente se proporcionan moléculas de acido nucleico y vectores que codifican un
polipéptido. También se proporciona en la presente una célula hospedadora que comprende tal acido nucleico o
vector. Un ejemplo de moléculas polinucleotidicas que codifican un polipéptido descrito en la presente se
proporciona como la SEQ ID NO: 13. Esta secuencia incluye en el extremo 5’ un codén para la metionina N terminal
(ATG) y, antes del coddn de terminacion (TAA) en el extremo 3', codones para un enlazador GSGLE y una etiqueta
His 6x, que pueden excluirse opcionalmente. La inclusion opcional de una metionina adicional y una etiqueta se
analizan con mas detalle a continuacion.

Los términos "molécula de acido nucleico" y "polinucledtido” se usan indistintamente en la presente y se refieren a
una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sea desoxirribonucleotidos o ribonucleétidos, o
analogos de estos. Los ejemplos no limitativos de polinucleétidos incluyen un gen, un fragmento de gen, ARN
mensajero (ARNm), ADNc, polinucleétidos recombinantes, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier
secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Un polinucleétido como
se describe en la presente codifica un polipéptido y puede proporcionarse en forma aislada o sustancialmente
aislada. Por sustancialmente aislada, se entiende que puede haber un aislamiento sustancial, pero no total, del
polipéptido de cualquier medio circundante. Los polinucleétidos se pueden mezclar con portadores o diluyentes
que no interferiran con su uso previsto y aln se consideraran sustancialmente aislados. Una secuencia de acido
nucleico que "codifica" un polipéptido seleccionado es una molécula de acido nucleico que se transcribe (en el
caso del ADN) y se traduce (en el caso del ARNm) en un polipéptido in vivo cuando se coloca bajo el control de
secuencias reguladoras apropiadas, por ejemplo, en unvector de expresiéon. Los limites de la secuencia codificante
estan determinados por un codén de inicio en el extremo 5' (amino) y un codoén de terminacion de la traduccién en
el extremo 3' (carboxi). Tales secuencias de acido nucleico pueden incluir, pero sin limitarse a ADNc de ARNm viral,
procariota o eucariota, secuencias genémicas de ADN o ARN viral o procariota e incluso secuencias de ADN
sintéticas. Una secuencia de terminacion de la transcripcion puede localizarse en 3' con respecto a la secuencia
codificante.

Los polinucleétidos se pueden sintetizar de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica, como se describe

a modo de ejemplo en Sambrook et al (1989, Molecular Cloning - a laboratory manual; Cold Spring Harbor Press).
Las moléculas de acido nucleico descritas en la presente pueden proporcionarse en forma de un casete de
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expresion que incluye secuencias de control unidas operativamente a la secuencia insertada, permitiendo asi la
expresion del polipéptido in vivo. Estos casetes de expresion, a su vez, se proporcionan tipicamente dentro de
vectores (por ejemplo, plasmidos o vectores virales recombinantes). Tal casete de expresion se puede administrar
directamente a un sujeto hospedador. Alternativamente, un vector que comprende un polinucledtido descrito en la
presente se puede administrar a un sujeto hospedador. Preferentemente, el polinucledtido se prepara y/o
administra utilizando un vector genético. Un vector adecuado puede ser cualquier vector que sea capaz de portar
una cantidad suficiente de informacidn genética y permitir la expresion de un polipéptido.

En la presente se describen vectores de expresidon que comprenden tales secuencias de polinucleétidos. Tales
vectores de expresion se construyen de forma rutinaria en la técnica de la biologia molecular y pueden implicar,
por ejemplo, el uso de ADN plasmidico e iniciadores, promotores, potenciadores y otros elementos apropiados,
tales como, por ejemplo, sefiales de poliadenilacién que pueden ser necesarias y que se colocan en la orientacidn
correcta, para permitir la expresiéon de un péptido. Otros vectores adecuados serian evidentes para los expertos
en la técnica. A modo de ejemplo adicional a este respecto, nos referimos a Sambrook et al.

También se describen en la presente células que se han modificado para expresar un polipéptido. Tales células
tipicamente incluyen células procariotas tales como células bacterianas, por ejemplo, E. coli. Tales células se
pueden cultivar usando métodos rutinarios para producir un polipéptido.

Un polipéptido puede derivatizarse o modificarse para ayudar con su produccion, aislamiento o purificacién. Por
ejemplo, cuando se produce un polipéptido mediante expresidon recombinante en una célula hospedadora
bacteriana, la secuencia del polipéptido puede incluir un residuo de metionina (M) adicional en el extremo N para
mejorar la expresién. Como otro ejemplo, el polipéptido puede derivatizarse 0 modificarse mediante la adicion de
un ligando que es capaz de unirse directa y especificamente a un medio de separacion. Alternativamente, el
polipéptido puede derivatizarse o modificarse mediante la adicidon de un miembro de un par de unién y el medio de
separacion comprende un reactivo que se deriva o0 modifica mediante la adicion del otro miembro de un par de
unién. Se puede utilizar cualquier par de unién adecuado. En una realizacién preferida donde el polipéptido se
derivatiza 0 modifica mediante la adicion de un miembro de un par de union, el polipéptido esta preferentemente
etiquetado con histidina o etiquetado con biotina. Tipicamente, la secuencia codificante de aminoacidos de la
etiqueta de histidina o biotina se incluye a nivel génico y el polipéptido se expresa de forma recombinante en E.
coli. La etiqueta de histidina o biotina esta tipicamente presente en cualquier extremo del polipéptido,
preferentemente en el extremo C. Puede unirse directamente al polipéptido o unirse indirectamente mediante
cualquier secuencia enlazadora adecuada, tal como 3, 4 0 5 aminoacidos. El enlazador tipicamente puede consistir
predominantemente en residuos de glicina y serina. La etiqueta de histidina tipicamente consiste en seis residuos
de histidina, aunque puede ser mas larga que esto, tipicamente hasta 7, 8, 9, 10 o0 20 aminoacidos 0 més corta,
por ejemplo 5, 4, 3, 2 0 1 aminoacidos.

Un polipéptido puede proporcionarse en una forma sustancialmente aislada o purificada. Es decir, aislado de la
mayoria de los otros componentes presentes en un extracto celular de una célula en la que se expresé el
polipéptido. Por sustancialmente purificado, se entendera que el polipéptido se purifica hasta al menos 50%, 60%,
70%, 80% o preferentemente al menos 90% de homogeneidad. El nivel de pureza se puede evaluar por cualquier
medio adecuado, pero normalmente implica el analisis SDS-PAGE de una muestra, seguido de la deteccion con
azul de Coomassie. Un polipéptido puede mezclarse con portadores, diluyentes o conservantes que no interfieran
con el propésito previsto del polipéptido y que aln se consideren sustancialmente aislados o purificados. Cuando
se proporciona un polipéptido en una composicién con un componente activo adicional, tal como otro polipéptido,
cada uno de dichos polipéptidos se purificé individualmente hasta un alto nivel de homogeneidad antes de
mezclarse a una relacién apropiada para el propdsito previsto de cada uno. Por ejemplo, cada uno de dos
polipéptidos puede purificarse hasta al menos 90% de homogeneidad antes de combinarse en una relacion 1:1.

Se puede proporcionar un polipéptido (o mezcla de estos) en forma liofilizada, adecuado para la reconstitucion en
solucién acuosa antes de su uso. La composicion liofilizada tiene una estabilidad mejorada que permite un
almacenamiento mas prolongado del polipéptido. En la presente se proporciona un método para preparar un
polipéptido (o mezcla de estos) en forma liofilizada, que comprende liofilizar dicho polipéptido (o mezcla) en un
tampén adecuado, tal como solucién salina tamponada con Tris (TBS). Tipicamente, un polipéptido se purifica
sustancialmente antes de la liofilizacion. El polipéptido (o mezcla) resultante en forma liofilizada también se
proporciona. Un método para preparar una solucién de un polipéptido (o mezcla), que comprende proporcionar el
polipéptido (0 mezcla) en forma liofilizada y reconstituir con un portador o diluyente adecuado, tal como agua,
también se proporciona.

Un polipéptido puede inmovilizarse usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se describe en
Datta S et al., Enzyme inmobilization: an overview on techniques and support materials, 3 Biotech, 3(1):1-9 (2013).
Por ejemplo, el polipéptido puede inmovilizarse por adsorcién, unién covalente, inmovilizacion por afinidad o
atrapamiento. Los materiales que se pueden usar como soportes incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo,
soportes naturales tales como agarosa, colageno, gelatina, celulosa, pectina, sefarosa, materiales inorganicos
tales como ceramica, silice, vidrio, carbén activado o carbén vegetal, o polimeros sintéticos. Por ejemplo, el
polipéptido puede inmovilizarse en sefarosa.
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Sialidasas
Caracteristicas funcionales

Ademas de utilizar enfoques quimicos y genéticos para modificar las cadenas de glucanos, varias enzimas
(glucosidasas) pueden actuar sobre los enlaces que unen los acidos sialicos a otros glucanos. Estas enzimas,
denominadas sialidasas 0 neuraminidasas, muestran un alto grado de especificidad para tipos particulares de
enlace de acido sialico. Comunmente se encuentran tres tipos distintos de enlaces dentro de las glucoproteinas
humanas, los enlaces alfa(2-3) son la forma dominante, seguidos por alfa(2-6) y alfa(2-8). Estos tipos de enlaces
pueden denominarse en la presente 2-3, 2-6 y 2-8 enlaces con fines de simplicidad. Un enlace 2-3 significa que el
atomo de carbono en la posicién numero 2 de la hexosa de acido sialico esta unido, a través de un atomo de
oxigeno, al carbono en la posicién 3 de la hexosa del glucano enlazado. En consecuencia, un enlace 2-6 o un
enlace 2-8 significa que la union es ala posicién 6 o la posicién 8 de la hexosa del glucano unido, respectivamente.

La mayoria de las sialidasas conocidas son especificas para el enlace 2-3 (escindiéndolo con una actividad muy
alta), o son capaces de escindir una gama mas amplia de enlaces, tipicamente todos los enlaces 2-3, 2-6 y 2-8.
Estos diferentes tipos de sialidasa pueden denominarse de espectro estrecho o de amplio espectro,
respectivamente. Las sialidasas de amplio espectro generalmente exhiben una alta actividad contra 2-3 enlaces,
con una actividad decreciente contra 2-6 y una actividad muy baja contra 2-8 enlaces. Las enzimas que escinden
2-8 enlaces de manera eficiente son comparativamente raras (incluso desconocidas) en el campo.

La actividad enzimatica de una sialidasa se puede evaluar mediante cualquier método adecuado, tal como los
descritos en los Ejemplos. Un método adecuado puede incluir incubar una sialidasa conocida o sospechada con
un sustrato de sialidasa estandar, tal como una 0 mas moléculas pequefias que comprenden colectivamente 2-3,
2-6 y 2-8 enlaces de tipo. Tales moléculas pequefias incluyen 2-3'-sialil-lactosa, 2-6'-sialil-lactosa y acido
colominico (2-8'). La actividad de sialidasa en tales moléculas dara como resultado acidos siélicos libres, que
pueden cuantificarse mediante métodos rutinarios. Alternativamente, la actividad de sialidasa se puede evaluar
utilizando una glucoproteina como sustrato. Cualquier producto de escision resultante se puede detectar y
cuantificar usando métodos rutinarios tales como SDS-PAGE o transferencias de lectina.

Caracteristicas estructurales

Los presentes inventores han identificado y caracterizado varias sialidasas de la bacteria intestinal comensal
Akkermansia muciniphila. Una de las sialidasas, denominada en la presente Am0707, tiene una actividad
inesperadamente alta contra 2-8 enlaces, pero también puede escindir 2-3 y 2-6 enlaces. Por lo tanto, puede
considerarse una sialidasa de amplio espectro. Otra sialidasa, denominada en la presente Am1757, tiene una
actividad exclusivamente alta contra 2-3 enlaces. Por o tanto, puede considerarse una sialidasa de espectro
estrecho.

La estructura primaria de tipo silvestre completa (secuencia de aminoacidos) de la primera sialidasa (Am0707) se
muestra en la SEQ ID NO: 1. La secuencia con el motivo de sefial eliminado se muestra en la SEQ ID NO: 2. La
primera sialidasa puede comprender, consistir esencialmente o consistir en la secuencia de la SEQ ID NO: 2, y
normalmente no tiene méas de 400 aminoacidos.

La estructura primaria de tipo silvestre completa (secuencia de aminoacidos) de la segunda sialidasa (Am1757) se
muestra en la SEQ ID NO: 4. La secuencia con el motivo de sefial eliminado se muestra en la SEQ ID NO: 5. La
segunda sialidasa puede comprender, consistir esencialmente o consistir en la secuencia de la SEQ ID NO: 5, y
normalmente no tiene méas de 600 aminoacidos.

De acuerdo con la descripcién, cada una de dicha primera y/o dicha segunda sialidasa puede reemplazarse
independientemente por una variante de cada una de ellas, siempre que se conserve la actividad enzimatica. Una
variante de dicha sialidasa puede comprender, consistir esencialmente o consistir en una variante de la secuencia
de aminoacidos de la secuencia de la SEQ ID NO: 2 0 5, respectivamente, que es al menos 50% idéntica a dicha
secuencia de aminoacidos. La secuencia variante puede ser al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% idéntica a dicha secuencia de
aminoacidos. El nivel de identidad es preferentemente de al menos el 85% o superior. La identidad con respecto a
una secuencia se puede medir en una regién de al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 350, al
menos 400 o al menos 500 0 mas aminoacidos contiguos de la secuencia, o mas preferentemente en toda la
longitud de la secuencia. Una variante es tipicamente de una longitud que no es mas de 50 aminoacidos mas larga
0 mas corta que la secuencia de referencia, y es preferiblemente de aproximadamente (o exactamente) la misma
longitud que la secuencia de referencia.

La identidad de aminoacidos se puede calcular usando cualquier algoritmo adecuado. Por ejemplo, los algoritmos
PILEUP y BLAST se pueden utilizar para calcular secuencias de identidad o alineacion (tales como la identificacion
de secuencias equivalentes o correspondientes (tipicamente en sus configuraciones predeterminadas), por
ejemplo, como se describe en Altschul S. F. (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S, F et al (1990) J Mol Biol
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215:403-10. El software para realizar anélisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica (http://imvww.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero el par de
secuencias de alta puntuacién (HSP) mediante la identificacién de palabras cortas de longitud W en la secuencia
de consulta que coinciden o satisfacen alguna puntuacién umbral T de valor positivo cuando se alinean con una
palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se conoce como el umbral de puntuacion de
la palabra vecina (Altschul et al, supra). Estos aciertos iniciales de palabras vecinas actian como semillas para
iniciar busquedas para encontrar HSP que los contengan. Los aciertos de palabras se extienden en ambas
direcciones a lo largo de cada secuencia en la medida en que se puede aumentar la puntuacion de alineacién
acumulativa. Las extensiones para los aciertos de palabras en cada direccion se detienen cuando: la puntuacién
de alineacién acumulativa cae en la cantidad X desde su valor maximo alcanzado; la puntuaciéon acumulativa va a
cero 0 menos, debido a la acumulacidon de una o mas alineaciones de residuos de puntuacién negativa; o se
alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLAST utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de
11, la matriz de puntuacién BLOSUMB2 (véase Henikoff and Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-
10919) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una comparacién de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; véase, por ejemplo, Karlin
and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787. Una medida de similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la
probabilidad por la cual una coincidencia entre dos secuencias de polinucleétidos o aminoacidos ocurriria por
casualidad. Por ejemplo, una secuencia se considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma mas
pequefia en comparacion de la primera secuencia con la segunda secuencia es menor que aproximadamente 1,
preferentemente menor que aproximadamente 0,1, mas preferentemente menor que aproximadamente 0,01 y lo
mas preferentemente menor que aproximadamente 0,001. Alternativamente, el paquete UWGCG proporciona el
programa BESTFIT que se puede utilizar para calcular la identidad (por ejemplo, se utiliza en su configuracion
predeterminada) (Devereux et al (1984) Nucleic Acids Research 12, 387-395).

Tal como se describe en la presente, la secuencia de una sialidasa puede comprender una variante de la SEQ ID
NO respectiva en la que se realizan modificaciones, tales como adiciones, deleciones o sustituciones de
aminoé&cidos con respecto a la secuencia de dicha SEQ ID NO. A menos que se especifique lo contrario, las
modificaciones son preferentemente sustituciones de aminoacidos conservativas. Las sustituciones conservadoras
reemplazan los aminoéacidos con otros aminoacidos de estructura quimica similar, propiedades quimicas similares
o0 volumen de cadena lateral similar. Los aminoacidos introducidos pueden tener polaridad, hidrofilia,
hidrofobicidad, basicidad, acidez, neutralidad o carga similares a los aminoacidos que reemplazan.
Alternativamente, la sustitucion conservadora puede introducir otro aminoacido que es aromatico o alifatico en
lugar de un aminoacido aromatico o alifatico preexistente. Los cambios conservadores de aminoacidos son bien
conocidos en latécnica y se pueden seleccionar de acuerdo con las propiedades de los 20 aminoacidos principales
como se define a continuacion en la Tabla A1. Cuando los aminoacidos tienen una polaridad similar, esto se puede
determinar por referencia a la escala de hidropatia para las cadenas laterales de aminoacidos en la Tabla A2. Una
secuencia de una sialidasa puede comprender una variante de la SEQ ID NO respectiva en la que se realizan
hasta 10, 20, 30, 40, 50 o 60 sustituciones conservadoras.

Tabla A1 - Propiedades quimicas de los aminoacidos

..............................................................................................................................................................................................................................................

@Iifético, hidréfobo, neutro 3hidrc')fobo, neutro

olar, hidréfobo, neutro olar, hidréfilo, neutro

i polar, hidrofilo, cargado (-) { hidréfobo, neutro

?Glu (E) §po|ar, hidrofilo, cargado (-) §po|ar, hidréfilo, neutro

?Phe (F) §aromético, hidréfobo, neutro §po|ar, hidréfilo, cargado (+)

‘Gly (G) alifatico, neutro
iHis (H) §aromético, polar, hidréfilo, cargado (+)

lle (1)
iLys (K) §po|ar, hidréfilo, cargado(+)

i polar, hidréfilo, neutro

i polar, hidréfilo, neutro

§a|ifético, hidréfobo, neutro §a|ifético, hidréfobo, neutro

{aromatico, hidréfobo, neutro

?Leu (L) §a|ifético, hidréfobo, neutro §aromético, polar, hidrofobo

Tabla A2 - Escala de hidropatia

iCadena lateral ' Hidropatia
lle 14,5
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Solo como referencia, se entendera que una sialidasa puede reemplazarse por un fragmento mas corto de la SEQ
ID NO respectiva o de una variante de esta como se describié anteriormente. Los fragmentos pueden describirse
como una forma truncada de dicha SEQ ID NO que retiene la actividad enzimética. Tales fragmentos son més
cortos que la SEQ ID NO correspondiente y tipicamente tienen al menos 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 o
500 aminoacidos de longitud.

Cualquier sialidasa descrita en la presente puede incluir opcionalmente una metionina adicional en el extremo N
y/o una histidina u otra etiqueta en el extremo C. Tales secuencias adicionales pueden ayudar con la expresién y/o
purificaciéon. Una etiqueta de histidina consiste preferentemente en seis residuos de histidina. La etiqueta de
histidina se une preferentemente al extremo C mediante un enlazador, que es tipicamente una secuencia corta de
aminoacidos, tal como 3 - 5 aminoacidos. El enlazador tipicamente consiste predominantemente en residuos de
glicina y serina, y puede incluir preferentemente la secuencia GSG. Por ejemplo, GSG y GSGLE son enlazadores
adecuados.

En resumen, por lo tanto, la primera sialidasa de acuerdo con la invencion es:
(a) un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.
También se describe en el presente documento como referencia una primera sialidasa, que es:

(a) un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos 85% idéntica
a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o

(b) un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es un fragmento de la
secuencia de la SEQ ID NO: 2 o un fragmento de un aminodacido que es 85% idéntico a la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La segunda sialidasa de acuerdo con la invencion es:

(a) un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5;

También se describe en el presente documento como referencia una segunda sialidasa, que es:
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(b) un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos 85%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 50

(c) un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es un fragmento de
la secuencia de la SEQ ID NO: 5 o un fragmento de un aminoacido que es 85% idéntico a la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5;

opcionalmente en donde dicha primera y/o segunda sialidasa incluye una metionina adicional en el extremo N y/o
una etiqueta de histidina en el extremo C, cuya etiqueta puede unirse al extremo C mediante un enlazador.

Una primera sialidasa ejemplar es el polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
3. Una segunda sialidasa ejemplar es el polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 6.

Composiciones de sialidasa

Tal como se describe en la presente, una composicidon de sialidasa comprende al menos una sialidasa,
preferentemente en forma sustancialmente aislada o purificada. Como en la descripcién general relacionada con
los polipéptidos establecidos anteriormente, esto tipicamente significa aislado de la mayoria de los otros
componentes presentes en un extracto celular de una célula en la que se expreso la sialidasa. Por sustancialmente
purificado, se entendera que la sialidasa se purifica hasta al menos 50%, 60%, 70%, 80% o preferentemente al
menos 90% de homogeneidad. El nivel de pureza se puede evaluar por cualquier medio adecuado, pero
normalmente implica el anélisis SDS-PAGE de una muestra, seguido de la deteccidén con azul de Coomassie. Una
sialidasa puede mezclarse con portadores, diluyentes o conservantes que no interfieran con el propdsito previsto
del polipéptido y que aln se consideren sustancialmente aislados o purificados. La composicién de sialidasa puede
comprender un componente activo adicional, tal como otra sialidasa u otra enzima, en cuyo caso cada uno de
dichos componentes se purificé individualmente a un alto nivel de homogeneidad antes de mezclarse a unarelacién
adecuada para el propésito previsto de cada uno. En una composicion de sialidasa preferida de la invencién, la
composicidn comprende una primera sialidasa y una segunda sialidasa que se purifican cada una hasta al menos
90% de homogeneidad y estan presentes en una relacién 1:1 entre si. Tal composicién puede incluir un
componente activo adicional, tal como otra enzima que no es una sialidasa. La otra enzima puede ser una proteasa
y/o una glucosidasa. La proteasa es preferentemente una endoproteasa especifica de O-glucoproteina. La
glucosidasa es preferentemente una O-glucosidasa. Ambos tipos de enzimas se analizan con mas detalle a
continuacion.

Cuando una composicion de sialidasa incluye un componente activo que no es una sialidasa, la relacion preferida
del contenido total de sialidasa (por ejemplo, primera mas segunda sialidasa) con respecto a la otra enzima sera
de 1:1. Por ejemplo, si una composicién incluye 2000 unidades de otra enzima, también incluira 2000 unidades de
sialidasa, en la que si hay dos sialidasas, entonces dichas 2000 unidades comprenden 1000 unidades de la primera
sialidasa y 1000 unidades de la segunda sialidasa.

Se puede proporcionar una composicion de sialidasa (como con un polipéptido en general) en forma liofilizada,
adecuada para la reconstitucion en solucién acuosa antes de su uso. La composicion liofilizada tiene una
estabilidad mejorada que permite un almacenamiento mas prolongado de la(s) sialidasa(s). En la presente se
proporciona un método para preparar una composicién de sialidasa en forma liofilizada, que comprende liofilizar
una o mas sialidasas en un tampén adecuado, tal como solucidon salina tamponada con Tris (TBS). El tampdn
comprende preferentemente una baja concentracién de NaCl, tipicamente hasta 300 mM, 250 mM, 200 mM o 150
mM. La concentraciéon de NaCl es preferentemente de aproximadamente 150 mM, tal como entre 125 mM y 175
mM. Tipicamente, una sialidase se purifica sustancialmente antes de la liofilizacién. También se proporciona la
forma liofilizada resultante de la composicién. También se proporciona un método para preparar una composicién
de sialidasa que es una solucion, que comprende proporcionar la composicién en forma liofilizada y reconstituirla
con un portador o diluyente adecuado, tal como agua.

Los presentes inventores determinaron que una primera sialidasa tiene una actividad inusualmente alta contra 2-
8 enlaces. Por consiguiente, la presente invencién proporciona una composicion que comprende una primera
sialidasa, una segunda sialidasa y una O-glucosidasa, en donde la primera sialidasa es un polipéptido que
comprende o consiste en una secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 2; en donde la segunda sialidasa es
un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5; y la O-glucosidasa
comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9;

opcionalmente, en donde dicha primera y/o segunda sialidasa incluye una metionina adicional en el extremo N y/o
una etiqueta de histidina en el extremo C, cuya etiqueta puede unirse al extremo C mediante un enlazador.

Dicha composicién puede ser para su uso en un método de escision de 2-8 enlaces de acido sialico,

preferentemente con alta eficacia. Un ejemplo de tal composicion comprende la sialidasa que consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3.
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Los presentes inventores también determinaron que una combinacién de la primera sialidasa (Am0707) y la
segunda sialidasa (Am1757) hidroliza 2-3, 2-6 y 2-8 enlaces con una eficiencia inusualmente alta, permitiendo asi
la eliminacién eficiente de sustancialmente todos (tipicamente >90%) los acidos siélicos de cualquier glucoproteina.
La combinacién también fue sorprendentemente eficaz contra las glucoproteinas en un estado natural (es decir,
no desnaturalizado).

Dicha composicion puede ser para su uso en un método para asilar completamente una glucoproteina, o para
escindir >90% de los enlaces sialicos en una glucoproteina, preferentemente con alta eficacia. La glucoproteina
se encuentra preferentemente en un estado natural. Es decir, que no ha sido sometida a ningun tipo de condiciones
desnaturalizantes.

Un ejemplo de una composicidon de la invencién comprende la sialidasa que consiste en la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 3 y la sialidasa que consiste en la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 6,
preferentemente en una relacién 1:1, y una O-glucosidasa que comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 9.

La actividad de sialidasa de una composicion de sialidasa se puede evaluar usando los mismos métodos que se
describieron anteriormente para sialidasas individuales. Sin embargo, se evalla preferentemente utilizando una
glucoproteina no desnaturalizada como sustrato. Los resultados se pueden comparar con los obtenidos en el
mismo ensayo cuando el sustrato se pone en contacto con una sialidasa ejemplar 0 mezcla de la misma, tal como
una mezcla 1:1 del polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3y el polipéptido
que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6. Una unidad de tal mezcla de sialidasa es
tipicamente la cantidad requerida para hidrolizar &acidos sialicos de =2 90 % de 1 ug de glucoproteina (fetuina)
cuando se incuba en Tris 20 mM pH 6,8 a 37 °C durante 2 h a 37 °C como se monitorea por SDS-PAGE. Se
considera que esto representa una alta eficiencia.

O-glucosidasa

Los presentes inventores también han identificado y caracterizado una O-glucosidasa de la bacteria comensal
Streptococcus oralis, que reside en el tracto oral de mamiferos, que hidroliza eficazmente los glucanos enlazados
a O particularmente cuando se usa en combinacidon con una composicion de sialidasa como se describio
anteriormente. La O-glucosidasa puede denominarse en la presente "O-glyk" 0 "So". La secuencia de tipo silvestre
de O-glyk se proporciona como SEQ ID NO: 7, que incluye una secuencia sefial y un motivo de anclaje de pared
celular LPTXG. La secuencia de tipo silvestre de O-glyk que carece de la secuencia sefial se proporciona como
SEQ ID NO: 8. La secuencia de tipo silvestre de O-glyk que carece de la secuencia sefial y la parte C terminal del
motivo de anclaje de la pared celular se proporciona como SEQ ID NO: 9. Estas secuencias pueden modificarse
opcionalmente para incluir una metionina adicional en el extremo N y/o una histidina u otra etiqueta en el extremo
C. Tales secuencias adicionales pueden ayudar con la expresion (por ejemplo, en E. coli) y/o purificacion. Una
etiqueta de histidina consiste preferentemente en seis residuos de histidina. La etiqueta de histidina se une
preferentemente al extremo C mediante un enlazador, que es tipicamente una secuencia corta de aminoacidos, tal
como 3 - 5 aminoacidos. El enlazador tipicamente consiste predominantemente en residuos de glicina y serina, y
puede incluir preferentemente la secuencia GSG. Por ejemplo, GSG y GSGLE son enlazadores adecuados. Una
secuencia de O-glyk ejemplar que tiene una metionina adicional en el extremo N y un enlazador GSGLE y etiqueta
His6 en el extremo C se proporciona como SEQ ID NO: 10. Cualquier referencia a "O-glyk" o "So" en la presente
descripcién puede significar cualquiera de las SEQ ID NO: 7, 8, 9 0 10, pero preferentemente se refiere a un
polipéptido que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9, y normalmente no
tiene mas de 2070 aminoacidos. Lo mas preferido es un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoéacidos
de la SEQ ID NO: 10.

Los presentes inventores también descubrieron que la accién de una composicién de sialidasa como se describid
anteriormente también mejora la actividad de otras O-glucosidasas. Por lo tanto, la presente invencion también
proporciona un método para modificar una glucoproteina que comprende poner en contacto una muestra de
glucoproteina tanto con una composicién de sialidasa como se describié anteriormente como con una O-
glucosidasa. La presente invencién también proporciona una composicion de sialidasa como se describio
anteriormente que comprende una O-glucosidasa que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 9. En dicho método y dicha composicidn, dicha O-glucosidasa comprende o consiste en la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 9. Aunque no es una realizacién de la presente invencion, se puede usar
cualquier otra O-glucosidasa, tal como una enzima obtenida de una bacteria intestinal, por ejemplo, Enterococcus
faecalis. Una O-glucosidasa preferida de E faecalis es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la
entrada Uniprot BS5UB72 version 22. Otras O-glucosidasas adecuadas incluyen las descritas en W02009129086,
particularmente EngEF, EngPA y EngAA truncado como se describe en la pagina 7 y se muestra en la Figura 5 de
WO02009129086.

Una variante de la O-glucosidasa puede comprender, consistir esencialmente o consistir en una variante de la
secuencia de aminoécidos de la secuencia de la SEQ ID NO: 9. La variante de dicha SEQ ID NO puede definirse
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como se establecio anteriormente con respecto a las sialidasas, excepto que la actividad enzimatica relevante a
retener es la actividad hidrolitica contra O-glucanos.

Solo como referencia, se entendera que la O-glucosidasa puede reemplazarse por un fragmento mas corto de la
SEQ ID NO: 9 o de una variante de la misma como se describié anteriormente. Los fragmentos pueden describirse
como una forma truncada de dicha SEQ ID NO que retiene la actividad enzimética. Tales fragmentos son més
cortos que la SEQ ID NO: 3y tienen tipicamente al menos 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 1200, 1300, 1400 o 1500
aminoacidos de longitud.

Cualquier O-glucosidasa descrita en la presente puede incluir opcionalmente una metionina adicional en el extremo
N y/o una histidina u otra etiqueta en el extremo C. Tales secuencias adicionales pueden ayudar con la expresion
yfo purificacion. Una etiqueta de histidina consiste preferentemente en seis residuos de histidina. La etiqueta de
histidina se une preferentemente al extremo C mediante un enlazador, que es tipicamente una secuencia corta de
aminoacidos, tal como 3 - 5 aminoacidos. El enlazador tipicamente consiste predominantemente en residuos de
glicina y serina, y puede incluir preferentemente la secuencia GSG. Por ejemplo, GSG y GSGLE son enlazadores
adecuados. Un ejemplo de O-glucosidasa de este tipo consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
10.

La actividad enzimatica de una O-glucosidasa se puede evaluar mediante cualquier método adecuado, tal como
los descritos en los Ejemplos. Un método adecuado puede incluir incubar una O-glucosidasa conocida o
sospechosa con un sustrato estandar, tal como una o mas moléculas pequefias que comprenden colectivamente
regiones centrales de O-glucanos. Tales moléculas pequefias incluyen sustratos de 4-metilumbeliferona (4MU) y
sustratos de pNP, con la liberacién de pNP que indica actividad. Alternativamente, la actividad se puede evaluar
utilizando una glucoproteina como sustrato. Cualquier producto de escision resultante se puede detectar y
cuantificar usando métodos rutinarios tales como SDS-PAGE o transferencias de lectina. Cuando se usa una
glucoproteina como sustrato, puede ser necesario un pretratamiento (o tratamiento simultdneo) con una
composicidn de sialidasa como se describié anteriormente. Los resultados se pueden comparar con los obtenidos
en el mismo ensayo cuando el sustrato se pone en contacto con una O-glucosidasa ejemplar, tal como un
polipéptido que consiste en la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 10. Una unidad del polipéptido de la
SEQ ID NO: 10 se define como la cantidad requerida para eliminar los O-glucanos de > 90% de 1 ug de TNFaR
en combinacion con una unidad de una mezcla de sialidasa en tampén Tris 20 mM pH 6,8, en 2 horas a 37 °C
como se monitorea por SDS-PAGE (las mezclas de sialidasa preferidas son como se describio anteriormente). Un
polipéptido de prueba preferiblemente logra un nivel similar de actividad cuando esta presente en la misma
cantidad. Los ensayos de ejemplo también se describen en los Ejemplos.

Una composicién que comprende una O-glucosidasa como se describié anteriormente se puede proporcionar en
solucién o en forma liofilizada para la reconstitucion en solucidon. La O-glucosidasa se puede liofilizar en solucién
salina tampon con pH de 7,6.

Endoproteasa especifica para O-glucano

Los presentes inventores también descubrieron que la accién de una composicién de sialidasa como se describid
anteriormente mejora la actividad de las endoproteasas especificas de O-glucano, en particular una endoproteasa
especifica para O-glucano que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11 que normalmente
no tiene mas de 375 aminodacidos, y que es preferentemente un polipéptido que consiste en la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 12.

Por lo tanto, la presente invencién también proporciona un método para modificar una glucoproteina que
comprende poner en contacto una muestra de glucoproteina tanto con una composicion de sialidasa como se
describié anteriormente como con una endoproteasa especifica para O-glucano. La presente invencién también
proporciona una composicion de sialidasa de la invencién que opcionalmente también comprende una
endoproteasa especifica para O-glucano. En dicho método y dicha composicién, dicha endoproteasa especifica
para O-glucano puede ser la de la SEQ ID NO: 12.

En cualquiera de las descripciones en la presente, las endoproteasas especificas de O-glucano de la SEQ ID NO:
11 puede reemplazarse por una variante de la misma, siempre que se conserve la actividad enzimatica. Una
variante de la endoproteasa puede comprender, consistir esencialmente o consistir en una variante de la secuencia
de aminoacidos de la secuencia de la SEQ ID NO: 11. La variante de dicha SEQ ID NO puede definirse como se
establecié anteriormente con respecto a las sialidasas, excepto que la actividad enzimatica relevante a retener es
la actividad hidrolitica contra O-glucoproteinas.

Alternativamente, la endoproteasa puede reemplazarse por un fragmento mas corto de la SEQ ID NO: 3 o de una
variante de la misma como se describié anteriormente. Los fragmentos pueden describirse como una forma
truncada de dicha SEQ ID NO que retiene la actividad enzimética. Tales fragmentos son mas cortos que la SEQ
ID NO: 11 y tienen tipicamente al menos 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 o 500 amino&acidos de longitud.
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Cualquier endoproteasa descrita en la presente puede incluir opcionalmente una metionina adicional en el extremo
N y/o una histidina u otra etiqueta en el extremo C. Tales secuencias adicionales pueden ayudar con la expresion
yfo purificacion. Una etiqueta de histidina consiste preferentemente en seis residuos de histidina. La etiqueta de
histidina se une preferentemente al extremo C mediante un enlazador, que es tipicamente una secuencia corta de
aminoacidos, tal como 3 - 5 aminoacidos. El enlazador tipicamente consiste predominantemente en residuos de
glicina y serina, y puede incluir preferentemente la secuencia GSG. Por ejemplo, GSG y GSGLE son enlazadores
adecuados. Un ejemplo de endoproteasa de este tipo consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
12.

La actividad enzimatica de una endoproteasa puede evaluarse mediante cualquier ensayo adecuado. Por ejemplo,
un sustrato de O-glucoproteina estandar, tal como una molécula de IgA, puede incubarse con un polipéptido de
prueba. Los materiales de partida y los productos de reaccion pueden analizarse mediante SDS-PAGE y/o
espectrometria de masas para determinar la presencia de productos de escision (si los hay) vy, si es necesario,
también para caracterizar aun mas esos productos. Un sustrato de glucoproteina que no esta O-glicosilado, tal
como una molécula de 1gG1, se puede utilizar como control negativo. Los resultados se pueden comparar con los
obtenidos en el mismo ensayo cuando el sustrato se pone en contacto con un polipéptido ejemplar, tal como un
polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12.

Una composicion que comprende una endoproteasa como se describid anteriormente se puede proporcionar en
solucién o en forma liofilizada para la reconstitucion en solucidon. La endoproteasa especifica de O-O-glucano se
puede liofilizar en solucién salina tampén con pH de 7,6.

Métodos de uso

En la presente se describen métodos en los que una muestra se incuba con una composicion de la invencién en
condiciones adecuadas para que las enzimas en dicha composicion actlen sobre cualquier sustrato que esté
presente. Dichos métodos pueden incluir opcionalmente un analisis de los productos resultantes. Dicho analisis
puede incluir la separacién y/o deteccion y/o aislamiento de los productos por cualquier medio adecuado, incluidos
SDS-PAGE, HPLC, transferencia de lectina, ELISA o espectrometria de masas.

Las condiciones adecuadas incluyen la incubaciéon con una composicion de la invencion durante al menos 20
minutos, 30 minutos, 40 minutos, 50 minutos, 60 minutos, 70 minutos, 80 minutos, 90 minutos o 120 minutos, 3
horas, 5 horas, 10 horas, 12 horas o durante la noche. Laincubacion se lleva a cabo preferentemente a temperatura
ambiente, mas preferentemente a aproximadamente 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C o0 45 °C, y lo mas
preferentemente a aproximadamente 37 °C. Los métodos se pueden llevar a cabo bajo cualquier pH adecuado.
Los valores de pH adecuados incluyen, por ejemplo, un pH de aproximadamente 3,0, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7,
7,5, 8, 8,5 90 9,5. El pH preferido esta en el intervalo de 5,6 a 6,8. Los métodos se pueden llevar a cabo en
cualquier tampén adecuado, tal como solucién salina tamponada con tris (TBS) o solucidn salina tamponada con
fosfato (PBS). El tampén comprende preferentemente una baja concentracién de NaCl, tipicamente no mayor que
300 mM, 250 mM, 200 mM o 150 mM. La concentracién de NaCl es preferentemente de aproximadamente 150
mM, tal como entre 125 mMy 175 mM. La relacién aproximada de las enzimas en la composicién de la invencion
al contenido de proteina de la muestra puede ser 1:1, 2:1, 4.1, 6:1, 10:1, 15:1, 20:1, 1:2, 1:4 0 1:6, 1:10, 1:15, 1:20,
1:40, 1:50 0 1:100.

Los siguientes son métodos particularmente preferidos de la invencién:

Un método para la modificacion de una glucoproteina, el método comprende poner en contacto una muestra que
contiene la glucoproteina con una composicion de la invencién y opcionalmente analizar los productos resultantes.
Tal analisis puede incluir la separacion y/o deteccion y/o aislamiento de los productos por cualquier medio
adecuado, incluidos SDS-PAGE, HPLC, transferencia de lectina, ELISA o espectrometria de masas.

En una realizacion particular, el método puede comprender poner en contacto una muestra con una composicion
de la invencion que comprende solo sialidasas, opcionalmente separar los productos y luego poner en contacto
dichos productos con otra enzima, tal como una proteasa y/o una glucosidasa. Este método puede describirse
como un "pretratamiento” de la muestra para eliminar el acido sialico antes de afiadir la otra enzima. En una
variacion de esta realizacién, la otra enzima puede afiadirse a la muestra por separado pero simultaneamente con
la composicion de sialidasa, y puede describirse como un "tratamiento conjunto”. En otra variacion, la otra enzima
esta presente en la composicidn de sialidasa. La otra enzima es preferentemente una endoproteasa especifica
para O-glucano o una O-glucosidasa, por ejemplo, como se describe en la presente.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién:

Ejemplo 1 - Sialidasas

Materiales y métodos
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Expresioén y purificacién de sialidasas

Los genes (Am0705, Am0707, Am1757, Am2058) identificados en Akkermansia muciniphila se optimizaron por
codones para expresarse bien en E. coli en el vector pET21a(+). El vector se transformoé en células Star BL21(DE3).
E. coli se cultivé de forma rutinaria en LB a 37 °C, 200 rpm. En presencia del plasmido, se afiadieron 100 pug/mL
de ampicilina. Después de la incubacion durante la noche, los cultivos se diluyeron 1:20 en LB (amp) recién
elaboradoy se cultivaron hasta ODse20 ~ 0,7-0,8, después de lo cual se indujo la expresion de proteina recombinante
mediante la adicion de IPTG 1 mM, y la expresion continud durante 5 horas antes de que las células se recolectaran
y congelaran. Las células congeladas se descongelaron y se resolvieron en tampén de unién a His (NaP 20 mM
pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM) y se sometieron a ultrasonido para la liberacion de proteinas intracelulares.
Los residuos celulares se eliminaron por centrifugacion. El sobrenadante filtrado estéril se purificd por afinidad en
una columna de niquel y se volvié a tamponar a Tris-HCI 20 mM pH 8,0 en una columna PD-25. La concentracion
de las proteinas se determiné utilizando el Nanodrop, y la pureza se estimé a través de SDS-PAGE.

Evaluacién de la actividad utilizando moléculas pequefas

2-3'-sialilactosa, 2-6'-sialilactosa y acido colominico (2-8'; Sigma-Aldrich) se utilizaron como sustratos para
determinar la especificidad hidrolitica de las enzimas. Las enzimas (0.05 ug) se mezclaron con un sustrato (25 pM)
en Tris-HCI 20 mM pH 6,8, y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C, después de lo cual se cuantificaron los
acidos sialicos libres en la mezcla, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kit de cuantificacion de acido
sialico, Abcam).

Evaluacién de la actividad utilizando sustrato proteico

Se mezclaron TNFaR, ePO, Enbrel y fetuina (0,5 ug) junto con concentraciones variables de sialidasas probadas
(1:40) o sialidasa comercial (de NEB, segun el fabricante) y se incubaron durante 30 minutos, después de lo cual
las proteinas se separaron en SDS-PAGE con gradiente Novex al 4-20% y/o se analizaron con transferencias de
lectina SNA.

Transferencias de lectina

Las proteinas separadas se transfirieron a membranas de PVDF utilizando el sistema de transferencia Trans-Blot
Turbo (BioRad). Las membranas se bloquearon con tampdn de lectina y posteriormente se incubaron con el
aglutinante primario (SNA-biotina) y el aglutinante secundario (HRP-estreptavidina; VectorLabs) con etapas de
lavado intermedias. Chemi-luminescense fue desarrollado por el kit West Pico SuperSignal (ThermoFisher) y
detectado en un ChemiDoc (BioRad).

Condiciones enzimaticas éptimas

Las sialidasas se incubaron con 2-3' sialillactosa (25 uM) en Tris-HCI 20 mM pH 8,0 para investigar el impacto del
NaCl (0-1,5 M) y iones (CaCl2 2 mM, ZnCl2 2 mM, EDTA 5 mM). Para el pH éptimo, las sialidasas se incubaron en
tampones de acido acético (4,6 y 5,6) y tampones de Tris-HCI (6,8, 7,4, 8,0y 8,8). Todas las muestras se incubaron
durante 15 minutos a temperatura ambiente, después de lo cual la mezcla se afiadid 1:1 a un kit de cuantificacion
de acido sialico (Abcam), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todos los valores se expresaron como
actividad relativa en relacién con la actividad mas alta dentro de cada grupo.

Comparacién con sialidasas conocidas de empresas biotecnolégicas establecidas

Las sialidasas de A. muciniphila, las mezclas de sialidasas y las sialidasas compradas de marcas establecidas
(NEB P0743S, P0720S y P07228S) se incubaron con 2-3'y 2-6' sialillactosa y acido colominico durante 20 minutos
en su respectivo tampdén dptimo junto con el tampdn de cuantificacidon de acido sialico (relacion 1:1), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Resultados

Todas las sialidasas de A. muciniphila se expresan bien y se pueden purificar en las columnas His

Las sialidasas anotadas de Akkermansia Am0705, Am0707, Am1758 y Am2058 se expresaron de forma
recombinante en E. coli y se purificaron hasta una alta pureza en las columnas His (Fig. 1). Las proteinas se
expresaron bien, con niveles que varian entre 70-150 mg de enzima purificada por cultivo de L E. coli. Ademas, las
sialidasas eran altamente solubles en tampones Tris y podian concentrarse a > 3 mg/mL sin precipitacién
significativa.

Solo tres de las sialidasas muestran actividad hacia una variedad de sustratos de proteinas
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Durante la seleccién inicial de las sialidasas purificadas hacia diferentes glucoproteinas unidas a O y N, todas las
sialidasas excepto Am0705 mostraron una potente actividad (datos no mostrados). Debido a la actividad
inconsistente de Am2058, se continud la caracterizacién de Am0707 y una mezcla de Am0707/1757 (Mezcla, 1:1).

Las sialidasas tienen diferentes especificidades

Varias sialidasas muestran especificidad de enlace, con capacidad limitada para hidrolizar ciertos enlaces de acido
sialico (por ejemplo, 2-3, 2-6 y/o 2-8). Para investigar la capacidad de las cuatro sialidasas de A. muciniphila para
actuar sobre diferentes enlaces, incubamos las sialidasas con sustratos especificos que solo tienen un tipo de
enlaces presentes (2-3'-sialilactosa, 2-6'-sialilactosa y acido colominico), y cuantificamos los acidos sialicos libres
(Fig. 2). Am1757 tuvo una alta actividad especifica contra 2-3 enlaces, mientras que Am0707 tuvo una actividad
mas amplia, aunque menor, contra todos los enlaces probados. La combinacién de Am0707 y Am1757 (mezcla)
dio como resultado un producto de amplio espectro superior (Fig. 2).

Las sialidasas son sensibles al NaCl y dependen de cationes divalentes

Para conocer mas a fondo las condiciones necesarias para optimizar la actividad de la sialidasa, se investigd la
dependencia de los iones, el pH y el NaCl para |las sialidasas. Las dos sialidasas se comportaron de manera similar,
con una alta sensibilidad a EDTA y Zn?*, mientras que dependian de Ca?*. Las enzimas tuvieron una mayor
actividad en pH neutro a basico y perdieron gran parte de su actividad en presencia de NaCl (Fig. 3).

Una mezcla de sialidasas aumenta la eficiencia general de la hidrélisis

Dado que las sialidasas caracterizadas tenian actividades complementarias, con Am1757 teniendo una alta
actividad hidrolitica de 2-3 enlaces, y Am0707 también actuando sobre 2-6, 8 enlaces, se investigd si una mezcla
de las dos enzimas podria demostrar una alta eficiencia hacia todos los enlaces de acidos sialicos en
glucoproteinas naturales al variar la relacion de las dos enzimas. Una mezcla que contenia 1:40 Am1757 junto con
1:40 Am0707 hidrolizé rapidamente (<15 min) todos los enlaces de acido sialico en fetuina (Fig. 4).

Evaluacién comparativa de la sialidasa frente a sustratos moleculares pequefios

Con el fin de comparar la eficiencia de la mezcla de sialidasa (GVS_Smix) con las enzimas individuales, asi como
con los competidores de la marca, se compararon las enzimas de estudio con tres sialidasas disponibles
comercialmente de New England Biolabs (NEB). Estas fueron una sialidasa de amplio espectro de Arthrobacter
ureafaciens (NEB A, la enzima a2-3,6,8,9 Neuraminidasa A de Arthrobacter ureafaciens, catalogo # P0722S;
escinde 2-3, 2-6, 2-8 y 2-9 enlaces), una sialidasa de espectro estrecho de Streptococcus pneumoniae (NEB S, la
enzima a2-3 Neuraminidasa S de Streptococcus pneumoniae, catalogo # P0743S; escinde solo 2-3 enlaces) y una
sialidasa general de Clostridium perfringens (NEB O, la enzima 02-3,6,8 Neuraminidasa O de Clostridium
perfringens, catalogo # P0720S, escinde 2-3, 2-6, 2-8 enlaces). Se afiadieron enzimas segun lo sugerido por los
fabricantes y se incubaron con el sustrato durante 30 minutos a 37 °C (Fig. 5).

A juzgar por una SDS-PAGE, la cantidad de sialidasa en las diferentes muestras es menor en el GVS_Smix que
en el NEB, la neuraminidasa A fue posiblemente la excepcién. La Neuraminidasa S mostré una capacidad limitada
para hidrolizar todos los enlaces de acido sialico en la glucoproteina, mientras que la Neuraminidasa A y la
Neuraminidasa O hidrolizaron todos los acidos sialicos presentes en la fetuina (Fig. 6). Del mismo modo, como se
observé para la actividad contra sustratos sintéticos de moléculas pequefias, Smix hidrolizé todos los enlaces de
acido sidlico en la glucoproteina, generando una banda de proteina estrecha, indicativa de una asialilacién
completa. Las muestras tratadas con Am1757, no capaces de hidrolizar 2-6 o0 2-8 enlaces, migraron como un peso
molecular mas alto que las muestras tratadas con Smix. La hidrolisis se confirmd con transferencia de SNA,
marcando los acidos sialicos, lo que sugiere que todas las sialidasas de amplio espectro eliminaron eficazmente
todos los acidos sialicos presentes en la fetuina, mientras que 2-3 enzimas especificas (por ejemplo,
neuraminidasa S y Am1757) solo eliminaron una fraccion de los acidos sialicos (Fig. 6).

Smix puede liberar eficientemente acidos sialicos de proteinas naturales

Aunque Smix podia actuar sobre sustratos semisintéticos pequefios con una eficiencia similar o mejor que los
productos NEB (Fig. 5), era imperativo investigar también su actividad contra proteinas naturales con diferentes
enlaces de acido sialico. Como proteina modelo, se eligid la fetuina, ya que tiene 2-3 y 2-6 acidos sialicos unidos.
Usando la transferencia de SNA, quedé claro que Smix a la concentracién elegida podria eliminar completamente
todos los acidos sidlicos de la fetuina, de manera similar a NEB Ay O (Fig. 6). Como se esperaba, las dos 2-3
enzimas especificas Am1757 y NEB S no pudieron asialilar completamente la fetuina.

Para determinar mas cuantitativamente la capacidad de Smix y Am1757 para liberar acidos sialicos de las proteinas
naturales en comparaciéon con las tres sialidasas NEB, se incubaron diferentes sustratos de glucoproteinas
(TNFaR, IgA, Plasminégeno y Abatacept [Orencia]) con cada sialidasa durante 15 + 15 minutos y se cuantificaron
los &cidos sialicos liberados. Si bien ciertos sustratos resultaron mas dificiles de hidrolizar que otros, el GVS_Smix
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fue al menos comparable a los productos NEB en todos los casos (Fig. 7) y demostrd la mayor consistencia, ya
que mostrd una alta actividad contra todos los sustratos. Aunque las enzimas individuales de Am1757 y cada uno
de los productos NEB tuvieron mayores actividades contra uno u otro sustrato individual, solo el GVS_Smix mostro
una actividad consistentemente alta contra todos los sustratos, lo que lo convierte en una herramienta altamente
atractiva para el analisis de glucanos.

Ejemplo 2 - O-glucosidasa

Materiales y métodos
Expresioén y purificacién de una endo-O-glucosidasa

La endo-N-acetil-galactosaminidasa de Streptococcus oralis se optimizd por codones para expresarse bien en E.
coli en el vector pET21a(+). El vector se transformd en células Star BL21(DE3). E. coli se cultivo de forma rutinaria
en LB a 37 °C, 200 rpm. En presencia del plasmido, se afiadieron 100 ug/mL de ampicilina. Después de la
incubacién durante la noche, los cultivos se diluyeron 1:20 en LB (amp) recién elaborado y se cultivaron hasta
ODe20 ~ 0,7-0,8, después de lo cual se indujo la expresién de proteina recombinante mediante la adicion de IPTG
1 mM, y la expresion continué durante 5 horas antes de que las células se recolectaran y congelaran. Las células
congeladas se descongelaron y se resolvieron en tampén de unién a His (NaP 20 mM pH 7,4, NaCl 500 mM,
imidazol 20 mM) y se sometieron a ultrasonido para la liberacion de proteinas intracelulares. Los residuos celulares
se eliminaron por centrifugacién. El sobrenadante filtrado estéril se purificé por afinidad en una columna de niquel
y se volvidé a tamponar en PBS en una columna PD-25. La concentracién de la proteina se determiné utilizando el
Nanodrop, y la pureza se estimé a través de SDS-PAGE. La secuencia de |la proteina se proporciona como SEQ
ID NO: 3.

Evaluacién de la actividad utilizando moléculas pequefas

Los sustratos de 4-metilumbeliferona (4MU) y los sustratos de pNP de las regiones centrales de O-glucano se
utilizaron como sustratos para determinar la actividad hidrolitica de las enzimas. Las enzimas (1 ug) se mezclaron
con un sustrato (2 mM) y se incubaron durante 15-120 minutos a 37 °C, tiempo durante el cual se registré la
fluorescencia y la absorbancia (405 nm), respectivamente.

Evaluacién de la actividad utilizando sustrato proteico

TNFaR, ePO, Enbrel, fetuina, IgA, Orencia y plasmindgeno (0,5 ug) se mezclaron con O-glucosidasa (1:40) con o
sin la presencia de Smix (1:40 + 1:40) o Am1757 (1:40) durante 0-24 horas. Las proteinas se separaron en SDS-
PAGE con gradiente de Novex al 4-20%.

Condiciones enzimaticas éptimas

Las enzimas se incubaron con su sustrato respectivo (4MU o pNP) para la investigacién de la dependencia de
NaCl (0-1,5 M) y los iones (CaCl2 2 mM, ZnCl2 2 mM, EDTA 5 mM). Para un pH éptimo, las sialidasas se incubaron
en tampones de acido acético (50 mM, pH de 4,6 y 5,6) y tampones de Tris-HCI (20 mM, pH de 6,8, 7,4, 8,0y 8,8).
Todas las muestras se incubaron durante 15 minutos a 37 °C. Todos los valores se expresaron como actividad
relativa en relacion con la actividad més alta dentro de cada grupo.

Comparacién con enzimas disponibles comercialmente

La enzima identificada, asi como las enzimas disponibles comercialmente de marcas establecidas (NEB O-
glucosidasa de Enterococcus faecalis, catalogo# P0733S, también como un paquete # E0540S) se incubaron con
sus respectivos sustratos y tampones optimizados, y se incubaron durante 0-24 horas con diferentes
glucoproteinas en condiciones naturales antes de separarse en SDS-PAGE.

Resultados
Expresion/purificaciéon de endo-a-N-acetil-galactosaminidasa de Streptococcus oralis

Durante la fase de descubrimiento, se consideraron dos endo-a-N-acetil-galactosaminidasas diferentes de S. oralis
y Bifidobacterium bifidum, ambas proteinas bacterianas de alto peso molecular (>200 kDa). La glucosidasa de B.
bifidum fue altamente inestable, o0 al menos dio como resultado un alto grado de partes fragmentadas después de
la expresién y la purificacion por afinidad. Si bien también se pudo visualizar cierta fragmentacion para S. oralis,
fue mucho menos pronunciada (Fig. 8A). Ademas, esta enzima fue estable a 4 °C por hasta una semana sin
ninguna degradacién adicional (Fig. 8B). Sin embargo, el nivel de expresién (ca 5-10 mg/L) es bastante bajo. Un
analisis adicional sugiridé que la fragmentacion se debia al sometimiento a ultrasonido.

Las O-glucosidasas pueden actuar sobre O-glucanos Ntcleo 1-3 marcados con pNP sintéticos.
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El analisis continuo de las dos O-glucosidasas revel6 una sorprendente preferencia por los glucanos Nucleo 1, con
una actividad mucho menor hacia el nucleo 2y 3 (Fig. 9). Es importante destacar que la glucosidasa de S. oralis
mostré una actividad significativamente mayor que el gen correspondiente de B. bifidum, por lo que fue decisidon
centrarse principalmente en la O-glucosidasa de S. oralis.

La adicién de MgCl: aumenta significativamente la actividad de la O-glucosidasa de S. oralis

Con el fin de determinar las condiciones éptimas para la O-glucosidasa, la enzima se incubd con el sustrato pNP
Nucleo 1 en diferentes condiciones, a un intervalo de pH y iones (Fig. 10). La O-glucosidasa mostré una alta
actividad a pH neutro a ligeramente basico, se inhibié completamente por la presencia de Zn2*, pero tuvo una
mayor actividad en presencia de MgCl> hasta 8 mM (Fig. 10C).

La O-glucosidasa de S. oralis puede hidrolizar los glucanos de las glucoproteinas naturales

Para investigar la cinética y las dosis necesarias para mediar la hidrélisis de todos los O-glucanos, se incubd
TNFaR natural con cantidades variables de O-glucosidasa durante 1-12 h en combinacién con la mezcla de
sialidasa caracterizada en el Ejemplo 1 (mezcla 1:1 de Am1757:Am0707), o solo con mezcla de sialdasa. Como
se muestra en la Figura 11, incluso concentraciones comparativamente bajas de la enzima (por ejemplo,
aproximadamente 0,1 ug, 1:10) podrian hidrolizar el sustrato en una hora. El aumento del tiempo de incubacién a
12 horas dio como resultado una capacidad de la enzima para hidrolizar completamente el sustrato a una relacién
de 1:50 con una alta concentracién de sialidasa. Es importante sefialar que la enzima es, en algunos aspectos,
una enzima "todo o nada", que apenas da como resultado glucoproteinas semihidrolizadas, sino mas bien
proteinas no hidrolizadas o completamente hidrolizadas.

Las O-glucosidasas de S. oralis pueden actuar sobre diferentes glucoproteinas naturales

Para investigar mas a fondo si la O-glucosidasa solo actia sobre TNFaR o puede actuar sobre varias
glucoproteinas naturales, incubamos siete glucoproteinas diferentes con combinaciones de enzimas hidroliticas
(Fig. 12). La O-glucosidasa de S. oralis, asi como la enzima de B. bifidum (en combinacion con sialidasas) fueron
capaces de hidrolizar todas las proteinas naturales después de una incubacion durante la noche, a pesar de que
la actividad sobre el plasmindgeno fue dificil de evaluar debido al alto peso molecular de |la proteina. Sin embargo,
ambas enzimas dependian en gran medida de la presencia de sialidasas, ya que los acidos siédlicos terminales
inhibian la actividad.

La O-glucosidasa de S. oralis es superior en la hidrélisis de glucoproteinas naturales en comparacién con
la cartera de productos NEB.

Para comparar la actividad de la glucosidasa de S. oralis con los productos comerciales existentes, comparamos
su capacidad para hidrolizar el TNFaR utilizando cantidades variables de glucosidasas durante 1 h o 16 horas.
Usando una relacién enzima: sustrato de aproximadamente 1: 5, la glucosidasa de S. oralis fue capaz de hidrolizar
completamente su sustrato en 1 h. Incluso a una relacién enzima: sustrato de 1. 1, la NEB O-glucosidasa no
hidrolizé todos los glucanos enlazados a O, sino que solo actud sobre unos pocos glucanos facilmente accesibles.
Una incubacidn adicional (por ejemplo, 16 h) permitidé una relacion enzima: sustrato de 1:50 mientras se mantenia
el efecto completo de la glucosidasa de S. oralis. Sin embargo, la O-glucosidasa NEB alun no desglucosilo
completamente el producto, lo que indica que la desnaturalizacion es fundamental para su funcién, mientras que
el producto de O-glucosidasa de S. oralis tiene una alta actividad también contra las proteinas naturales (Fig. 13).
La O-glucosidasa de S. oralis no solo puede actuar sobre las proteinas naturales, sino que también es capaz de
hidrolizar los glucanos de las proteinas desnaturalizadas (datos no mostrados).

La composicién de los glucanos influye en la actividad de la O-glucosidasa

Para estudiar mas a fondo la necesidad de glucanos especificos para la actividad de O-glucosidasa, se preincubd
TNFaR con diferentes enzimas para eliminar los glucanos individuales antes de la adicién de la O-glucosidasa. La
eliminacién de los acidos sialicos terminales fue critica para la actividad, al igual que la presencia de galactosas,
lo que indica que la O-glucosidasa no puede eliminar GalNAcs individuales (terminales) (Fig. 14).

La O-glucosidasa es altamente eficiente en la eliminacién de O-glucanos de las proteinas naturales

Una vez que se determiné la concentracién final de la composicién combinada de O-glyk + Smix (1:40), repetimos
la comparacién con el producto de la marca de la competencia (NEB). Si bien se puede detectar cierta hidrélisis
en el TNFaR utilizando los productos NEB, es evidente que la hidrélisis no es completa, ni siquiera después de 12
h. Contrariamente a esto, la composicién combinada de O-glyk + Smix dio como resultado una hidrdlisis completa
de la glucoproteina en 4 horas, respaldada por la transferencia de lectina (Fig. 15).
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De manera similar, Enbrel mostré un patrén idéntico, con la composicién combinada de O-glyk + Smix capaz de
hidrolizarla completamente, mientras que el producto NEB no lo hizo. Sin embargo, para la fetuina, ambos
productos fueron aparentemente igualmente eficientes (Fig. 16).

Tanto los acidos sialicos 2-3 como 2-6 unidos inhiben la actividad de la O-glucosidasa

Con el fin de evaluar el efecto mutuo de 2-3 o 2-6 acidos sialicos unidos para la actividad de O-glucosidasa,
incubamos la O-glucosidasa con 2-3 sialidasas especificas 0 de amplio espectro (por ejemplo, Am1757 y Smix,
respectivamente). Aunque los datos preliminares sugieren que Am1757 y Am0707 pueden liberar cantidades
iguales de acidos sialicos de las glucoproteinas, el tratamiento de la glucoproteina con Am1757 (o Smix) dio como
resultado una hidrélisis mas rapida del sustrato (TNFaR). Sin embargo, para la hidrdlisis completa fue fundamental
tratar la glucoproteina con una sialidasa de amplio espectro, para eliminar también los acidos sialicos 2-6 (o 2-8)
(Fig. 17).

La actividad natural del paquete de O-glucosidasa GVS se debe a una actividad de sialidasa altamente
eficiente

Para determinar el impacto de los componentes individuales en la composicidon combinada de O-glyk + Smix, se
incubaron O-glyk y NEB con cuatro productos de sialidasa diferentes (GVS_Smix, NEB A, NEB Sy NEB O). La
composicién combinada de O-glyk + Smix hidrolizé de manera eficiente todos los O-glucanos de Enbrel (Fig. 18),
mientras que el cambio de la sialidasa a cualquiera de los productos NEB dio como resultado una actividad
significativamente menor de O-glyk, siendo |la sialidasa A NEB la mas potente. Sin embargo, si bien el haz de NEB
O-glucosidasa (NEB O-glucosidasa con NEB sialidasa O) no pudo hidrolizar el Enbrel o TNFaR (Fig. 15, 16), al
usar GVS_Smix en lugar de la NEB sialidasa O, se observé una hidrélisis completa de la glucoproteina, lo que
sugiere que la eficiencia de la composicidon combinada de O-glyk + Smix se basa al menos en parte en la capacidad
de las sialidasas para hidrolizar todos los enlaces 2-3 y 2-6 en la glucoproteina.

Ejemplo 3 - Endoproteasa especifica de O-glucoproteina

Recientemente se determind que la actividad endoproteasa del polipéptido que consiste en la SEQ ID NO: 12 al
menos en parte se baso en enlaces de acido siélico especificos, [0 que requirié la eliminacion de 2-3 y 2-6 acidos
sialicos unidos para un efecto completo. Para determinar el papel individual de los enlaces de acido sialico
especificos para la actividad de la endoproteasa, se incubd Etanercept con diferentes sialidasas en combinacion
con la endoproteasa durante 30 min - 20 h. La eliminacion de 2-3 enlaces parecié suficiente para mejorar la
actividad de |la endoproteasa (Fig. 19). Las sialidasas utilizadas fueron (1) Am0707 = polipéptido de la SEQ ID NO:
3; (2) Am1757 = polipéptido de la SEQ ID NO: 6; Mezcla = combinacién 1:1 de (1) y (2).

Secuencias

SEQ ID NO: 1 - sialidasa, AmQ707 - tipo silvestre (secuencia sefial subrayada)

MTWLLCGRGKWNKVKRMMNSVFKCLMSAVCAVALPAFGQEEKTGEFPTDRAVTVESAGEGNPYASIRIPALLST
GKGQLLAFAEGRYKNTDQGENDI IMSVSKNGGKTWSRPRATAKAHGATFNNPCPVYDAKTRTVTIVVEQRYPAG
VKERQPNIPDGWDDEKCIRNFMIQSRNGGSSWTKPQEITKTTKRPSGVDIMASGPNAGTQLKSGAHKGRLVIP
MNEGPFGKWVISCIYSDDGGKSWKLGQPTANMKGMVNETSIAETDNGGVVMVARHWGAGNCRRIAWSQDGGET
WGQVEDAPELFCDSTONSLMTYSLSDQPAYGCKSRILFIGPSAGRRIKGOVAMSYDNGKTWPVKKLLGEGGFA
YSSLAMVEPGIVGVLYEENQEHIKKLKEFVPITMEWLTDGEDTGLAPGKKAPVLK

SEQ ID NO: 2 - sialidasa, Am0707 - tipo silvestre sin sefial

QEEKTGFPTDRAVIVESAGEGNPYASIRIPALLSIGKGQLLAFAEGRYKNTDQGENDI IMSVSKNGGKTWSRP
RATIAKAHGATFNNPCPVYDAKTRTVIVVFQRYPAGVKERQPNIPDGWDDEKCIRNFMIQSRNGGSSWTKPQET
TKTTKRPSGVDIMASGPNAGTQLKSGAHKGRLVIPMNEGPFGKWVISCIYSDDGGKSWKLGQPTANMKGMVNE
TSIAETDNGGVVMVARHWGAGNCRRIAWSQDGGETWGQVEDAPELFCDSTONSLMTY SLSDQPAYGGKSRILE
SGPSAGRRIKGQVAMSYDNGKTWPVKKLLGEGGFAY SSLAMVEPGIVGVLYEENQEHIKKLKFVPITMEWLTD
GEDTGLAPGKKAPVLK

SEQ ID NO: 3 - sialidasa, Am0707 - con metionina N terminal adicional y enlazador C terminal + etiqueta
His6 (en negrillas y subrayado)

MOEEKTGFPTDRAVTIVESAGEGNPYASIRIPALLSIGKGQLLAFAEGRYKNTDOGENDI IMSVSKNGGKTWSR
PRAIAKAHGATFNNPCPVYDAKTRTVIVVEQRYPAGVKERQPNIPDGWDDEKCIRNIFMIQSRNGGS SWTKPQE
ITKTTKRPSGVDIMASGPNAGTQLKSGAHKGRLVIPMNEGPFGKWVISCIY SDDGGKSWKLGQPTANMKGMVN
ETSIAETDNGGVVMVARHWGAGNCRRIAWSODGGETWGQVEDAPELFCDSTONSLMTY SLSDQPAYGGKSRIL
FSGPSAGRRIKGQVAMSYDNGKTWPVKKLLGEGGFAY SSLAMVEPGIVGVLYEENQEHIKKLKFVPITMEWLT
DGEDTGLAPGKKAPVLKGSGLEHHHHHH
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SEQ ID NO: 4 - sialidasa, Am1757 - tipo silvestre (secuencia sefial subrayada)

MKNLLFALLTGSFCCCYAQQKAAPVPEPEVVATPPADAGRGLIRVDSREIRHY SGTRKEPDYLVSRDNGKTWE
MKAAPAGYPPNYGGIPKESPAIVRNPLTREFIRVQPIGGEFVFLSRGGLDGKWLAVINDGKLEEDWKDPEKRKN
LKKLGGIMRTPVFVNKGRRVIVPFHNMGGGTKFHISDDGGLTWHVSRNGVTSPRHEARPPHQGVRWENNAVEA
TVLEMKDGTLWALARTSQDQAWQAFSKDYGETWSKPEPSRFFGTLTMNTLGRLDDGTIVSLWTNTMALPENAT
AGNGTWEDVFTNRDSHHIAMSGDEGKTWYGFREIILDEHRNHPGYATLDGPEDRGKHQSEMVQLDKNRILISL
GOHEKNHRRLVIVDRRWVGAKTRATQTGKDLDSQWT IHTYIPOKKGHCSYNRKPSAELVQDPSGGTKKVLOIKR
LDDPELVNEKSNVDYRNGGATWNFPNGTTGLVKFRFRVVDGEQADDSGLQVSLTDRLFNACDSTTKDYALFTE
PIRLKPAPHLLLGMKKVPFTPGAWHEISLLWQGGQAVVSLDGKKAGTLKMANKSPNGASYIHFISTGSQPDAG
ILLDTVNARVK

SEQ ID NO: 5 - sialidasa, Am1757 - tipo silvestre sin sefial

QOKAAPVPEPEVVATPPADAGRGLIRVDSREIRHY SGTRKEPDY LVSRDNGKTWEMKAAPAGY PPNYGGIPKE
SPAIVRNPLTREFIRVQPIGGFVFLSRGGLDGKWLAVTNDGKLEEDWKDPEKRKNLKKLGGIMRTPVEVNKGR
RVIVPFHNMGGGTKFHISDDGGLTWHY SRNGVTSPRHEARPPHQGVRWENNAVEATVLEMKDGT LWALART SQ
DOAWQAFSKDYGETWSKPEPSRFFGTLTMNTLGRLDDGTIVSLWINTMALPENATAGNGTWEDVEFTNRDSHHET
AMSGDEGKTWYGFREIILDEHRNHPGYATLDGPEDRGKHQSEMVQLDKNRILISLGOHKNHRRLVIVDRRWVG
AKTRATQTGKDLDSQWTIHTY IPQKKGHCSYNRKPSAELVQDPSGGTKKVLOIKRLDDPELVNEKSNVDYRNG
GATWNEFPNGTTGLVKFRFRVVDGEQADDSGLQVSLTDRLENACDSTTKDYALFTFPIRLKPAPHLLLGMKKVP
FTPGAWHE I SLLWQGGQAVVSLDGKKAGTLKMANKSPNGASYIHFISTGSQPDAGILLDTVNARVK

SEQ ID NO: 6 - sialidasa, Am1757 - con metionina N terminal adicional y enlazador C terminal + etiqueta

His6 (en negrillas y subrayado)

MOOKAAPVPEPEVVATPPADAGRGLIRVDSREIRHYSGTRKEPDYLVSRDNGKTWEMKAAPAGY PPNYGGIPK
ESPAIVRNPLTREFIRVQPIGGEFVFLSRGGLDGKWLAVINDGKLEEDWKDPEKRKNLKKLGGIMRT PVEVNKG
RRVIVPFHNMGGGTKFHI SDDGGLTWHVSRNGVTSPRHEARPPHQGVRWENNAVEATVLEMKDGTLWALARTS
ODQAWQAFSKDYGETWSKPEPSRFFGTLTMNTLGRLDDGT IVSLWTNTMALPENATAGNGTWEDVFTNRDSHH
IAMSGDEGKTWYGFREIILDEHRNHPGYATLDGPEDRGKHQSEMVQLDKNRILI SLGQHKNHRRLVIVDRRWYV
GAKTRATQTGKDLDSQWT IHTY IPQKKGHCSYNRKPSAELVQDPSGGTKKVLQIKRLDDPELVNEKSNVDYRN
GGATWNEPNGTTGLVKFRFRVYDGEQADDSGLQVSLTDRLEFNACDSTTKDYALFTFPIRLKPAPHLLLGMKKV
PFTPGAWHEISLLWQGGQAVVSLDGKKAGTLKMANKSPNGASY IHFISTGSQPDAGILLDTVNARVKGSGLEH
HHHHH

SEQ ID NO: 7 - O-glucosidasa de S. oralis

Tipo silvestre (secuencia de sefial subrayada; elemento C terminal del motivo de anclaje de
celular LPXTG subrayado en negrillas)

MDKRFFEKRCKEFSIRKFTLGVASVMIGATFFAASPVLADQARVGSTDNLPSELADLDKKASDEGHDEDKEAAA
ONPGSAETTEGPQTEEELLAQEKEKSEKPSNLPKELEDKLEKAEDNGREVDKDQLAQDTGKLVPEDVAKTTNG
ELNYGATVKIKTPSGEGSGIVVAKDLVLTVSHNFIKDSQEGNIRKVVDNDQGDGDIYSISYPGLPDVKESKKD
ITHWDREGYLKGFKNDLALVRLRTVLENTPVEVTKKPVVKKIGDKLHVFGYPEGKLNPIVNTTVDFAEPYGEG
VOGIGYQGGKPGASGGGIFDTEGKLVGVHONGVVGKRSGGILEFSPAQLKWIQDHMOGISSVKPADLEEKEKPA
EEKPKEDKPAAAKPETPKAVIPEWQTVANKEQQGTVTIREEKGVRYNQLSSTAQNDNDGKPALFEKQGLTVDA
NGNATVDLTEFKDDSEKGKSREGVE LKEFKDTKNNVEVGYDQGGWEWE YKTPGNSTWYKGNRVAAPEPGSVNRLS
ITLKSDGQLNASNNDVNLFDTVTILPGAVNENLKNEKKILLKAGTYSNDRTVVSVKTDNQEGVKADDTPAQKET
GPAVDDSKVTYDTIQSKVLKAVIDOAFPRVKEY TLNGHTLPGQVQOFNQVF INNHRITPEVTYKKINETTAEY
LMKLRDDAHLINAEMTVRLOVVDNQLHFDVTKIVNHNQVTPGQKIDDERKLLSTISFLGNALVSVSSDQAGAK
FDGATMSNNTHVSGDDHIDVTINPMKDLAKGYMYGFVSTDKLAAGVWSNSQNSYGGGSNDWTRLTAYKETVGNA
NYVGIHSSEWQWEKAYKGIVFPEYTKELPSAKVVITEDANADNKVDWODGAIAYRSIMNNPQGWEKVKDITAY
RIAMNFGSQAQNPFLMTLDGIKKINLHTDGLGQGVLLKGYGSEGHDSGHLNYADIGKRIGGVEDFKTLIEKAK
KYGAHLGIHVNASETYPESKYFNENILRKNPDGSY SYGWNWLDQGINIDAAYDLAHGRLARWEDLKKKLGEGL
DFIYVDVWGNGQSGDNGAWATHVLAKE INKOGWRFAIEWGHGGEYDSTFQHWAADLTYGGY TNKGINSAITRE
IRNHQKDSWVGDYRSYGGAANYPLLGGY SMKDFEGWQGRSDYNGYVTINLFAHDVMTKYFQHFTVSKWENGT PV
TMTDNGSTYKWTIPEMKVELVDAAGNKVVVTRKSNDVNSPQYRERTVTLNGRVIQDGSAY LTPWNWDANGKKLP
TEKEKMYYFNTQAGATTWTLPSDWANSKVYLYKLTDQGKTEEQELTVTDGKITLDLLANQPYVLYRSKQTNPE
MSWSEGMHIYDQGFNSGTLKHWTISGDASKAEIVKSQGANEMLRIQGNKSKVSLTQKLTGLKPNTKYAVYVGV
DNRSNAKASITVNTGEKEVITYTNKSLALNY IKAYAHNNRRENATVDDT SYFONMYAFFTTGSDVSNVTLTLS
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REAGDEATYFDEIRTFENNSSMYGDKHDTGQGTFKQDFENVAQGIFPFVVGGVEGVEDNRTHLSEKHDPYTQOR
GWNGKKVDDVIEGNWSLKTNGLY SRRNLVYQTIPONFRFEAGKTYRVTFEYEAGSDNTYAFVVGKGEFQSGRR
GTQASNLEMHELPNTWTDSKKAKKVTFLVIGAETGDTWVGIY STGNASNTRGDAGGNANFRGYNDFMMDNLQ I
EEITLTGKMLTENALKNYLPTVAMTNY TKESMDALKEAVFNLSQADDDI SVEEARAEIAKIEALKNALVQKKT
ALVAEDFESLDAPAQPGEGLENAFDGNVSSLWHT SWNGGDVGKPATMVLKEPTEITGLRYVPRASDSNGNLRD
VKLVVIDESGKEHTFNVIDWPNNNKPKDIDFGKTIKAKKIVLTGTKTYGDGGDKYQSAAELIFTRPQVAETPL
DLSGYEAALAKAQKLTDKDNQEEVASVQASMKYATDNHLLTERMVAYFADYLNQLKDSATKPDAPT SSKGEEQ
PPVLDVPEFKGGVNATEAAVHEVPEFKGGVNAVQALVHELPEYKGGANAVLAAANEVPEYKGGANAVEALVNE
KPAYTGVLATAGDQAAPTVEKPEYPLTPSPVADTKTPGAKDEEKLPATGEHSSEVALFLASVSIALSAAVLAT
KRKEE

SEQ ID NO: 8 - O-glucosidasa de S. oralis

Tipo silvestre con secuencia de sefial eliminada (elemento C terminal del motivo de anclaje de la pared

celular LPXTG subrayado en negrillas)

DOARVGSTDNLPSELADLDKKASDEGHDFDKEARAQNPGSAETTEGPQTEEELLAQEKEKSEKPSNLPKELED
KLEKAEDNGREVDKDQLAQDTGKLVPEDVAKTTNGELNYGATVKIKTPSGEGSGIVVAKDLVLTVSHNEIKDS
QEGNIRKVVDNDQGDGDIYSISYPGLPDVKFSKKDI THWDREGY LKGFKNDLALVRLRTVLENTPVEVTKKPV
VKKIGDKLHVFGYPEGKLNPIVNTTVDFAEPYGEGVQGIGYQGGKPGASGGGIFDTEGKLVGVHQNGVVGKRS
GGILFSPAQLKWIQDHMOGISSVKPADLEEKEKPAEEKPKEDKPAAAKPETPKAVTPEWQTVANKEQOGTVTI
REEKGVRYNQLSSTAQNDNDGKPALFEKQGLTVDANGNATVDLTFKDDSEKGKSRFGVEFLKFKDTKNNVEVGY
DOGGWEFWEYKTPGNSTWYKGNRVAAPEPGSVNRLSITLKSDGQLNASNNDVNLEFDTVTLPGAVNENLKNEKK I
LLKAGTYSNDRTVVSVKTDNQEGVKADDT PAQKETGPAVDDSKVTYDTIQSKVLKAVIDQAFPRVKEY TLNGH
TLPGOVOOFNOQVFINNHRITPEVIYKKINETTAEY LMKLRDDAHLINAEMTVRLOVVDNQLHFDVTKIVNHNQ
VTPGOKIDDERKLLSTISFLGNALV3VSSDQAGAKFDGATMSNNTHVSGDDHIDVTNPMKDLAKGYMYGEVST
DKLAAGVWSNSQNSYGGGSNDWTRLTAYKETVGNANYVGIHSSEWQWEKAYKGIVFPEYTKELPSAKVVITED
ANADNKVDWQDGAIAYRSIMNNPQGWEKVKDITAYRIAMNEGSQAQNPFLMTLDGIKKINLHTDGLGQGVLLK
GYGSEGHDSGHLNYADIGKRIGGVEDFKTLIEKAKKYGAHLGIHVNASETYPESKYEFNENILRKNPDGSYSYG
WNWLDQGINIDAAYDLAHGRLARWEDLKKKLGEGLDE IYVDVWGNGQSGDNGAWATHVLAKE INKQGWRFAIE
WGHGGEYDSTFQHWAADLTYGGY TNKGINSAITRFIRNHQKDSWVGDYRSYGGAANY PLLGGY SMKDFEGWQG
RSDYNGYVINLFAHDVMTKYFQHFTVSKWENGTPVTMTDNGSTYKWT PEMKVELVDAAGNKVVVTRKSNDVNS
POYRERTVTLNGRVIQDGSAYLTPWNWDANGKKLPTERKEKMYYFNTQAGATTWTLPSDWANSKVYLYKLTDQG
KTEEQELTVTDGKITLDLLANQPYVLYRSKQTNPEMSWSEGMHIYDQGFNSGTLKHWT I SGDASKAEIVKSQG
ANEMLRIQGNKSKVSLTQKLTGLKPNTKYAVYVGVDNRSNAKASITVNTGEKEVITY TNKSLALNY IKAYAHN
NRRENATVDDTSYFONMYAFFTTGSDVSNVTLTLSREAGDEATYFDEIRTFENNSSMYGDKHDTGQGTEFKQDE
ENVAQGIFPFVVGGVEGVEDNRTHLSEKHDPY TQRGWNGKKVDDVIEGNWSLKTNGLVSRRNLVYQTIPONFR
FEAGKTYRVTFEYEAGSDNTYAFVVGKGEFQSGRRGTQASNLEMHELPNTWIDSKKAKKVTFLVTGAETGDTW
VGIYSTGNASNTRGDAGGNANFRGYNDFMMDNLOIEEITLTGKMLTENALKNY LPTVAMTNY TKESMDALKEA
VENLSQADDDI SVEEARAEIAKIEALKNALVQKKTALVAEDFESLDAPAQPGEGLENAFDGNVSSLWHT SWNG
GDVGKPATMVLKEPTEITGLRYVPRASDSNGNLRDVKLVVTDESGKEHTFNVTDWPNNNKPKDIDEFGKTIKAK
KIVLTGTKTYGDGGDKYQSAAELIFTRPQVAETPLDLSGYEAALAKAQKLTDKDNQEEVASVOASMKYATDNH
LLTERMVAYFADYLNQLKDSATKPDAPTSSKGEEQPPVLDVPEFKGGVNATEAAVHEVPEFKGGVNAVQALVH
ELPEYKGGANAVLAAANEVPEYKGGANAVEALVNEKPAY TGVLATAGDQAAPTVEKPEYPLTPSPVADTKTPG
AKDEEKLPATGEHSSEVALFLASVSIALSAAVLATRKRKEE

SEQ ID NO: 9 - O-glucosidasa de S. oralis

Tipo silvestre con secuencia de sefial y elemento C terminal del motivo de anclaje de pared celular LPXTG,

ambos eliminados

DOARVGSTDNLPSELADLDKKASDEGHDFDKEAAAQNPGSAETTEGPQTEEELLAQEKEKSEKPSNLPKELED
KLEKAEDNGREVDKDQLAQDTGKLVPEDVAKTTNGELNYGATVKIKTPSGEGSGIVVAKDLVLTVSHNEIKDS
QEGNIRKVVDNDQGDGDIYSISYPGLPDVKEFSKKDI THWDREGY LKGFKNDLALVRLRTVLENTPVEVTKKPV
VKKIGDKLHVFGYPEGKLNPIVNTITVDFAEPYGEGVQGIGYQGGKPGASGGGIFDTEGKLVGVHQNGVVGKRS
GGILFSPAQLKWIQDHMQOGISSVKPADLEEKEKPAEEKPKEDKPAAAKPETPKAVTPEWQTVANKEQOGTVTI
REEKGVRYNQLSSTAQNDNDGKPALFEKQGLTVDANGNATVDLTFKDDSEKGKSRFGVELKFKDTKNNVEVGY
DOQGGWFWEYKTPGNSTWYKGNRVAAPEPGSVNRLSITLKSDGQLNASNNDVNLEDTVTLPGAVNENLKNEKK I
LLKAGTYSNDRTVVSVKTIDNQEGVKADDTPAQKETGPAVDDSKVTYDTIQSKVLKAVIDQAFPRVKEY TLNGH
TLPGOVQOFNOQVFINNHRITPEVIYKKINETTAEY LMKLRDDAHLINAEMTVRLOVVDNQLHFDVTKIVNHNQ
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VITPGOKIDDERKLLSTISFLGNALVSVSSDQAGAKFDGATMSNNTHV SGDDHIDVTNPMKDLAKGYMYGEVST
DKLAAGVWSNSQNSYGGGSNDWTRLTAYKETVGNANYVGIHSSEWQWEKAYKGIVFPEYTKELPSAKVVITED
ANADNKVDWODGAIAYRSIMNNPOQGWEKVKDITAYRIAMNEGSQAQONPFLMTLDGIKKINLHTDGLGOGVLLK
GYGSEGHDSGHLNYADIGKRIGGVEDFKTLIEKAKKYGAHLGIHVNASETYPESKYFNENILRKNPDGSYSYG
WNWLDQGINIDAAYDLAHGRLARWEDLKKKLGEGLDE IYVDVWGNGOSGDNGAWATHVLAKEINKQGWRFAIE
WGHGGEYDSTFQHWAADLTYGGYTNKGINSAITRFIRNHQKDSWVGDYRSYGGAANY PLLGGY SMKDEFEGWQG
RSDYNGYVTINLFAHDVMTKYFQHFTVSKWENGTPVTMTDNGSTYKWTPEMKVELVDAAGNKVVVTRKSNDVNS
POQYRERTVTLNGRVIQDGSAYLTPWNWDANGKKLPTEKEKMYYFNTQAGATTWT LPSDWANSKVYLYKLTDQG
KTEEQELTVTDGKITLDLLANQPYVLYRSKQTNPEMSWSEGMHIYDQGFNSGTLKHWT I SGDASKAEIVKSQG
ANEMLRIQGNKSKVSLTQKLTGLKPNTKYAVYVGVDNRSNAKASITVNTGEKEVTTY TNKSLALNY IKAYAHN
NRRENATVDDTSYFONMYAFFTTGSDVSNVILTLSREAGDEATYFDEIRTFENNSSMYGDKHDTGOGTEFKQDE
ENVAQGIFPFVVGGVEGVEDNRTHLSEKHDPY TQRGWNGKKVDDVIEGNWSLKTNGLVSRRNLVYQTIPONFR
FEAGKTYRVTFEYEAGSDNTYAFVVGKGEFQSGRRGTQASNLEMHELPNTWIDSKKAKKVTFLVTGAETGDTW
VGIYSTGNASNTRGDAGGNANFRGYNDFMMDNLQIEEITLTGKMLTENALKNYLPTVAMTNYTKESMDALKEA
VENLSQADDDI SVEEARAEIAKIEALKNALVOQKKTALVAEDFESLDAPAQPGEGLENAFDGNVSSLWHT SWNG
GDVGKPATMVLKEPTEITGLRYVPRASDSNGNLRDVKLVVTDESGKEHTFNVTDWPNNNKPKDIDFGKTIKAK
KIVLTGTKTYGDGGDKYQSAAELIFTRPQVAETPLDLSGYEAALAKAQKLTDKDNQEEVASVQASMKYATDNH
LLTERMVAYFADYLNQLKDSATKPDAPTSSKGEEQPPVLDVPEFKGGVNATEAAVHEVPEFKGGVNAVQALVH
ELPEYKGGANAVLAAANEVPEYKGGANAVEALVNEKPAY TGVLATAGDQAAPTVEKPEYPLTPSPVADTKTPG
AKDEEKLPA

SEQ ID NO: 10 - O-glucosidasa de S. oralis con Met N terminal adicional, GSGLE-His6tag C terminal
(subrayado en negrillas) y secuencia de sefial y elemento C terminal del motivo de anclaje de pared celular
LPXTG eliminado

MDQARVGSTDNLPSELADLDKKASDEGHDEDKEAAAQNPGSAETTEGPQTEEELLAQEKEKSEKPSNLPKELE
DKLEKAEDNGREVDKDQLAQDTGKLVPEDVAKTTNGELNYGATVKIKTPSGEGSGIVVAKDLVLTVSHNEIKD
SQEGNIRKVVDNDQGDGDIYSISYPGLPDVKESKKDI IHWDREGY LKGEFKNDLALVRLRTVLENTPVEVTKKP
VVKKIGDKLHVEFGYPEGKLNPIVNTTVDFAEPYGEGVQGIGYQGGKPGASGGGIFDTEGKLVGVHONGVVGKR
SGGILEFSPAQLKWIQDHMOG-SSVKPADLEEKEKPAEEKPKEDKPAAAKPETPKAVTPEWQTVANKEQOGTVT
IREEKGVRYNQLSSTAQNDNDGKPALFEKQGLTVDANGNATVDLTFKDDSEKGKSREGVEFLKFKDTKNNVEVG
YDOGGWEWEYKTPGNSTWYKGNRVAAPEPGSVNRLSITLKSDGQLNASNNDVNLEDTVTLPGAVNENLKNEKK
ILLKAGTYSNDRTVVSVKTDNQEGVKADDTPAQKETGPAVDDSKVIYDTIQSKVLKAVIDQAFPRVKEYTLNG
HTLPGQVQQFNQVFINNHRITPEVTYKKINETTAEY LMKLRDDAHLINAEMTVRLOVVDNQLHFDVTKIVNHN
QVTPGQKIDDERKLLSTISFLGNALVSVSSDQAGAKFDGATMSNNTHVSGDDHIDVTNPMKDLAKGYMYGEVS
TDKLAAGVWSNSQONSYGGGSNDWTRLTAYKETVGNANYVGIHSSENQWEKAYKGIVFPEYTKELPSAKVVITE
DANADNKVDWQDGAIAYRSIMNNPOQGWERVKDITAYRIAMNEFGSQAQNPFIMTLDGIKKINLHTDGLGQGVLL
KGYGSEGHDSGHLNYADIGKRIGGVEDFKTLIEKAKKYGAHLGIHVNASETYPESKYFNENILRKNPDGSYSY
GWNWLDQGINIDAAYDLAHGRLARWEDLKKKLGEGLDFIYVDVWGNGQSGDNGAWATHVLAKEINKQGWRFAT
EWGHGGEYDSTFQHWAADLTYGGY TNKGINSAITRFIRNHQKDSWVGDYRSYGGAANYPLLGGY SMKDFEGWQ
GRSDYNGYVINLFAHDVMTKYFQHFTVSKWENGTPVTMTDNGSTYKWI PEMKVELVDAAGNKVVVTRKSNDVN
SPQYRERTVTLNGRVIQDGSAYLTPWNWDANGKKLPTEKEKMY YENTQAGATTWT LPSDWANSKVYLYKLTDQ
GKTEEQELTVTDGKITLDLLANQPYVLYRSKQTNPEMSWSEGMHIYDOGFNSGTLKHWT I SGDASKAEIVKSQ
GANEMLRIQGNKSKVSLTQKLTGLKPNTKYAVYVGVDNRSNAKASITVNTGEKEVTTYTNKSLALNY IKAYAH
NNRRENATVDDT SYFQNMYAFFTTGSDVSNVTLTLSREAGDEATYFDEIRTFENNSSMYGDKHDTGQGTEFKQD
FENVAQGIFPEFVVGGVEGVEDNRTHLSEKHDPY TQRGWNGKKVDDVIEGNWSLKTNGLVSRRNLVYQTIPQNE
RFEAGKTYRVTFEYEAGSDNTYAFVVGKGEFQSGRRGTQASNLEMAELPNTWTDSKKAKKVTFLVTGAETGDT
WVGIYSTGNASNTRGDAGGNANFRGYNDFMMDNLQIEEITLTGKMLTENALKNY LPTVAMTNY TKE SMDALKE
AVFNLSQADDDI SVEEARAE _AKIEALKNALVQKKTALVAEDFESLDAPAQPGEGLENAFDGNVSSLWHTSWN
GGDVGKPATMVLKEPTEITGLRYVPRASDSNGNLRDVKLVVTDESGKEHTENVIDWPNNNKPKDIDFGKTIKA
KKIVLTGTKTYGDGGDKYQSAAELIFTRPQVAETPLDLSGYEAATLAKAQKLTDKDNQEEVASVQASMKYATDN
HLLTERMVAYFADYLNQLKDSATKPDAPTSSKGEEQPPVLDVPEFKGGVNATEAAVHEVPEFKGGVNAVQALV
HELPEYKGGANAVLAAANEVPEYKGGANAVEALVNEKPAYTGVLATAGCGDQAAPTVEKPEYPLTPSPVADTKTP
GAKDEEKLPAGSGLEHHHHHE

SEQ ID NO: 11 - Endoproteasa especifica de O-glucoproteina

EVIVPDALKDRIALKKTARQLNIVYFLGSDTEPVPDYERRLSELLLYLQQFYGKEMOQRHGYGARSFGLDIKSP
GRVNIIEYKAKNPAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHPDRKKSQHTLI IMPTWNDEKNGPDNPGGVPEYGMG
RNCFALDYPAFDIKHLGOQKTREGRLLTKWYGGMAHELGHGLNLPHNHQTASDGKKYGTALMGSGNYTFGTSPT
FLTPASCALLDACEVESVTPSQQIYEGKPEVEVGDVAISFKGDQILVSGNYKSPQTVKALNVY IQDPPYAVNQ
DYDAVSFSRRLGKKSGKFSMKIDKKELEGLNNNEFRI SLMF ILANGLHMOKHFTFHWDALODYRDGSKS

SEQ ID NO: 12 - Endoproteasa especifica de O-glucoproteina (LS)

21



ES 2986 557 T3

MEVTVPDALKDRIALKKTARDLNIVYFLGSDTEPVPDYERRLSELLLYLQQFYGKEMORHGYGARSFGLDIKS
PGRVNIIEYKAKNPAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHFDRKKSQHTLI IMPTWNDEKNGPDNPGGVPEYGM
GRNCFALDYPAFDIKHLGOKTREGRLLTKWYGGMAHELGHGLNLPANHQTASDGKKYGTALMGSGNYTEGTSP
TFLTPASCALLDACEVFSVTPSQQFYEGKPEVEVGDVAISFKGDQILVSGNYKSPOQTVKALNVYIQDPPYAVN
QDYDAVSFSRRLGKKSGKFSMKIDKKELEGLNNNEFRISLMFILANGLHMOKHFTFHWDALQDYRDGSKSGSG
HHHHHH

SEQ ID NO: 13 - codifica ala SEQ ID NO: 10

ATGGACCAAGCGCGTGTGGGTAGCACCGATAACCTGCCGAGCGAGCTGGCGGATCTGGACAAGAAAGCGAGCG
ACGAAGGCCACGATTTTGACAAAGAGGCGGCGGCGCAGAACCCGGETAGCGCGGAAACCACCGAAGGTCCGCA
GACCGAGGAAGAGCTGCTGGCGCAAGAAARAGAGAAGAGCGAGAAGCCGAGCAACCTGCCGAAAGAACTGGAG
GATAAACTGGAAAAGGCGGAGGACAACGGTCGTGAAGTGGATAAAGACCAGCTGGCGCAAGACACCGGCAAGC
TGGTGCCGGAGGATGTTGCGAAAACCACCAACGGTGAACTGAACTACGGCGCGACCGTTAAAATTAAGACCCC
GAGCGGCGAGGGTAGCGGTATTIGTGGTTGCGAAGGACCTGGTGCTGACCGTTAGCCACAACTTCATTAAGGAT
AGCCAGGAAGGTAATATCCGCTAAAGTGGTTGATAACGACCAAGGCGATGGTCGACATCTACAGCATTAGCTATC
CGGGCCTGCCGGACGTTAAGTTCAGCAAGRAARGATATCATCCACTGGGACCGTGAGGGTTACCTGARAAGGCTT
CAAGAACGATCTGGCGCTIGGTGCGTCTGCGTACCGTTCTGGAAAACACCCCGGTTGAGGTGACCAAGAAACCG
GIGGTTAAGAAAATTGGTGACAAGCTGCACGTGTTTGCTTATCCGGAGGGCAAACTGAACCCGATCGTGAACA
CCACCGTTGATTTCGCGGAACCGTACGGCGAGGGTGTTCAGGGCATTGGTTATCAAGGTGGCAAACCGGGCGT
GAGCGGTGGCGGTATCTTTGACACCGAAGGCAAGCTGGTTGGCGTGCACCAGAACGGTGTGGTTGGCAAACGT
AGCGGCGGTATTCTIGTTCAGCCCGCGCGCAACTGAAGTGGATTCAGGACCACATGCAAGGTATCAGCAGCGTGA
AACCGGCGGATCTGGAAGAGAAAGAGARAGCCGGCGGAAGAGARACCGAAGGAAGACAAGCCGGCGGCGGCGAA
GCCGGAAACCCCGAAAGCGGTTACCCCGGAGTGGCAAACCGTGGCGAACAAGGAACAGCAAGGTACCGTTACC
ATCCGTGAAGAGAAAGGCGTGCGTTACAACCAGCTGAGCAGCACCGCGCAAAACGATAACGACGGCAAGCCGG
CGCTIGTTTGAGAAACAGGGTCTGACCGTTGACGCGAACGGCAACGCGACCGTGGATCTGACCTTCAAGGACGA
TAGCGAAAAAGGCCAAGAGCCGTTICCGCGTTTTTCTGAAATTCAAGGACACCAAAAACAACCTTTTTGTGGGT
TACGATCAAGGCGGTTGGTTCTGCGAGTATAAGACCCCGGGTAACAGCACCTGGTACAAGGGTAACCGTGTGG
CGGCGCCGGAACCGGGTAGCGTGAACCGTCTGAGCATTACCCTGAARAAGCGACGGCCAGCTGAACGCGAGCAA
CAACGATGTGAACCTGTTCGACACCGTTACCCTGCCGGGTGCGGTGAACGAAAACCTCAAGCGAACGAGAAGAAA
ATCCTGCTGAAAGCGGGCACCTACAGCAACGACCGTACCGTGGTTAGCGTTAAGACCGATAACCAGGAAGGTG
TGARAAGCGGACGATACCCCGGCGCARAAGGARACCGGTCCGGCGGTGGACGATAGCAAGGTTACCTACGACAC
CATTCAGAGCAAAGTGCTGAAGGCGGTTATCGATCAAGCGTTTCCGCGTGTGAAAGAGTATACCCTGAACGGT
CACACCCTGCCGGGTCAGGTTCAGCAATTTAACCAAGTGTTCATTAACAACCACCGTATCACCCCGGAAGTGA
CCTATAAGARAATTAACGAAACCACCGCGGAGTACCTGATGAAGCTGCGTGACGATGCGCACCTGATCAACGC
GGAAATGACCGTGCGTCTGCAGGTGGTTGATAACCAACTGCACTTCGACGTGACCAAAATTGTTAACCACAAC
CAGGTTACCCCGGGTCAAAAGATTGACGATGAGCGTAAACTGCTGAGCACCATCAGCTTTCTGGGCAACGCGC
TGGTTAGCGTGAGCAGCGATCAAGCGGGTGCGAAGTTTGATGGTGCGACCATGAGCAACAACACCCACGTTAG
CGGTGACGATCACATCGATGTGACCAACCCGATGAAAGACCTGGCGAAGGGTTACATGTATGGCTTTGTTAGC
ACCGACAAGCTGGCGGCGGGTGTGTGGAGCAACAGCCARAACAGCTACGGCGGTGGCAGCAACGATTGGACCC
GTICTGACCGCGTATAAAGAAACCGTTGGTAACGCGAACTACGTGGGCATTCACAGCAGCGAATGGCAGTGGGA
GAAAGCGTACAAGGGTATCGTGTTCCCGGAATATACCAAGGAGCTGCCGAGCGCGAAAGTGGTTATCACCGAG
GATGCGAACGCGGACAACAAAGTGGATTGGCAGGACGGTGCGATTGCGTACCGTAGCATCATGAACAACCCGC
AAGGCTGGGAAAAAGTTAAGGACATTACCGCGTATCGTATCGCGATGAACTTITGGTAGCCAGGCGCAAAACCC
GTTCCTGATGACCCTGGACGGCATCAAGAAAATTAACCTGCACACCGATGGCCTGGGTCAGGGCGTTCTGCTG
AAGGGTTATGGTAGCGAGGGTCATGACAGCGGTCACCTGAACTACGCGGATATCGGTAAACGTATTGGTGGCG
TGGAAGACTTTAAGACCCTGATTCAGAAAGCGCAAGARATACGGTGCGCACCTGGGCATCCACGTTAACGCGAG
CGAAACCTACCCGGAGAGCAAGTATTTCAACGAAAACATTCTGCGTAAAAACCCGGACGGTAGCTACAGCTAT
GGCTGGAACTGGCTGGATCAGGGTATCAACATTGATGCGGCGTACGACCTGGCGCATGGCCGTCTGGCGCGTT
GGGAGGACCTGAAGAAAAAGCTGGGTGAAGGCCTGCGATTTTATCTATGTTGACGTGTCGGGTAACGGTCAGAG
CGGTGATAACGGTGCGTGGGCGACCCATGTGCTGGCGARAGAGATTARCAAGCAAGGTTGGCGTTTTGCGATC
GAATGGGGCCACGGTGGCGAGTACGACAGCACCTTCCAGCACTGGGCGGCGGATCTGACCTACGGTGGCTATA
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CCAACAAGGGTATCAACAGCGCGATTACCCGTTTCATCCGTAACCACCAGAAAGATAGCTGGGTTGGCGACTA
CCGTAGCTATGGTGGCGCGGCGAACTACCCGCTGCTGGGTGGCTATAGCATGAAGGACTTTGAGGGTTGGCAA
GGCCGTAGCGATTACAACGGTTATGTTACCAACCTGTTCGCGCACGACGTGATGACCAAGTACTTTCAGCACT
TCACCGTTAGCRAAATGGGAAAACGGTACCCCGGTGACCATGACCGATAACGGCAGCACCTATAAGTGGACCCC
GGAAATGAAAGTGGAGCTGGTTGACGCGGCGGGTAACAAGGTGGTTGTGACCCGTAAAAGCAACGATGTGAAC
AGCCCGCAGTACCGTGAGCGTACCGTTACCCTGRAACGGTCGTGTGATCCAAGACGGCAGCGCGTATCTGACCC
CGTGGAACTGGGATGCGAACGGTAAAAAGCTGCCGACCGAAAAAGAGAAGATGTACTATTTTAACACCCAAGC
GGGTGCGACCACCTGGACCCTGCCGAGCGACTGGGCGAACAGCAAGGTTTACCTGTATAAACTGACCGATCAG
GGCAAGACCGAGGAGCAAGAACTGACCGTGACCGATGGCAAAATTACCCTGGACCTGCTGGCGAACCAGCCGT
ACGTTCTGTATCGTAGCAAGCAARCCAACCCGGAAATGAGCTGGAGCGAGGGTATGCACATCTACGACCAAGG
TTTCAACAGCGGCACCCTGAAACACTGGACCATTAGCGGCGATGCGAGCAAGGCGGAGATCGTGAAAAGCCAG
GGTGCGAACGAAATGCTGCGTATCCAAGGCAACAAAAGCAAGGT TAGCCTGACCCAGAAGCTGACCGGTCTGA
AACCGAACACCAAGTACGCGGTTTATGTGGGCGTTGACAACCGTAGCAACGCGAAAGCGAGCATTACCGTTAA
CACCGGTGAAAARAGAGGTGACCACCTACACCAACAAGAGCCTGGCGCTGAACTACATCAAAGCGTATGCGCAC
ARCAACCGTCGTGAGAACGCGACCGTGGACGATACCAGCTACTTICCAGAACATGTATGCGTTICTTTACCACCG
GTAGCGACGTGAGCAACGTTACCCTGACCCTGAGCCGTGAAGCGGGCCATGAGGCGACCTATTTTGACGAAAT
TCGTACCTTCGAGAACAACAGCAGCATGTACGGTGATAAGCACGACACCGGTCAGGGCACCTTTAAACAAGAT
TTCGAAAACGTTGCGCAAGGTATCTTCCCGTTITGTTGTGGGTGGCGTGGAAGGCGTTGAGGACAACCGTACCC
ACCTGAGCGAGAAGCACGATCCGTACACCCAGCGTGGTTGGAACGGCAAAAAGGTGGACGATGTTATTGAGGG
TAACTGGAGCCTGAAAACCAACGGCCTGGTTAGCCGTCGTAACCTGGTGTACCAGACCATCCCGCAAAACTTC
CGTTTTGAGGCGGGCAAGACCTACCGTGTGACCTTTGAATATGAGGCGGGCAGCGACAACACCTATGCGTTTIG
TTGTGGGTARAGGCGAATTCCAGAGCGGTCGTCGTGGCACCCAAGCGAGCAACCTGGAAATGCACGAGCTGCC
GAACACCTGGACCGATAGCAAAAAGGCGARARAGGTGACCTTCCTGGTITACCGGTGCGGAAACCGGTGACACC
TGGGTGGGTATCTACAGCACCGGCAACGCGAGCAACACCCGTGGTGATGCGGGTGGCAACGCGAACTTTCGTG
GCTATAACGATTTCATGATGGACAACCTGCAAATCGAAGAGATTACCCTGACCGGCAAGATGCTGACCGAAAA
CGCGCTGAAAAACTATCTGCCGACCGTTGCGATGACCAACTACACCAAGGAAAGCATGGACGCGCTGARAGAG
GCGGTTTTCAACCTGAGCCAGGCGGACGATGACATCAGCGTGGAAGAGGCGCGTGCGGAAATCGCGAAGATTG
AGGCGCTGAAAAACGCGCTGGTTCAGARANAGACCGCGCTGGTTIGCGGAAGATTTTGAGAGCCTGGATGCGCC
GGCGCAACCGGGTGAAGGCCTGGAGRACGCGTTCGACGGTAACGTTAGCAGCCTGTGGCACACCAGCTGGAAC
GGTGGCGATCTTGGCAAGCCGGCGACCATCGTGCTGAAAGAACCGACCGAGATCACCGGTCTGCGTITATGTGC
CGCGTGCGAGCGATAGCAACGGCAACCTGCGTGACGTTAAGCTGGTTGTGACCGATGAAAGCGGTARAGAGCA
CACCTTTAACGTGACCGACTGGCCGAACAACAACAAACCGAAGGATATTGACTTCGGCAAAACCATTAAGGCG
AAAAAGATCGTTCTGACCGGTACCAAGACCTACGGCGATGGTGGCGACAAATATCAGAGCGCGGCGGAGCTGA
TCTTTACCCGTCCGCAAGTGGCGGAAACCCCGCTGGATCTGAGCGGTTACGAAGCGGCGCTGGCGARAGCGCA
GAAGCTGACCGATAAGGACAACCAGGAAGAGGTGGCGAGCGTTCAAGCGAGCATGAAATATGCGACCGACAAC
CACCTGCTGACCGAACGTATGGTTGCGTACTTCGCGGATTATCTGAACCAACTGAAGGATAGCGCGACCAAAC
CGGATGCGCCGACCAGCAGCAAGGGTGAAGAACAGCCGCCGGTGCTGGATGTTCCGGAGTTTAAAGGTGGCGT
GAACGCGACCGAGGCGGCGGTGCACGAAGTTCCGGAGTTCAAGGGTGGCGTGAACGCGGTTCAGGCGCTGGTT
CACGAACTGCCGGAGTATAAAGGTGGCGCGAACGCGGTTCTGGCGGCGGCGAACGAAGTGCCGGAGTACAAGG
GTGGCGCGAACGCGGTGGAAGCGCTGGTTAACGAGAAACCGGCGTATACCGGTGTTCTGGCGACCGCGGGCGA
CCAGGCGGCGCCGACCGTGGAAAAACCGGAGTACCCGCTGACCCCGAGCCCGGTTGCGGACACCAAAACCCCG
GGTGCGAAAGATGAAGAGAAGCTGCCGGCGGGTAGCGGCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende una primera y una segunda sialidasa,

en donde la primera sialidasa es un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 2;y

en donde |la segunda sialidasa es un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 5; ¢

en donde la composiciéon ademas comprende una O-glucosidasa que comprende o0 consiste en una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 9,

opcionalmente en donde dicha primera y/o segunda sialidasa incluye una metionina adicional en el extremo N y/o
una etiqueta de histidina en el extremo C, cuya etiqueta puede unirse al extremo C mediante un enlazador.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, que es capaz de hidrolizar >90% de los enlaces sialicos en
una glucoproteina, preferentemente una glucoproteina en su estado natural, no desnaturalizado.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, que comprende la sialidasa que consiste en la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3y la sialidasa que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
6, preferentemente en una relacién 1:1.

4. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la primera sialidasa y/o
la segunda sialidasa estan presentes en forma altamente purificada o aislada.

5. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde no mas de dos
polipéptidos en la composicion son sialidasas obtenidas de Akkermansia muciniphila.

6. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende adicionalmente
una endoproteasa especifica de O-glucoproteina, opcionalmente en donde la O-glucosidasa y/o endoproteasa
especifica de O-glucoproteina esta presente en forma altamente purificada o aislada.

7. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha O-glucosidasa
consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

8. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en donde dicha endoproteasa especifica de O-
glucoproteina es una endoproteasa especifica de O-glucoproteina seleccionada de:

a. un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11;

b. un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos 85% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11 o

c. un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es un fragmento de la secuencia
de la SEQ ID NO: 11 o un fragmento de una secuencia que es 85% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 11;

opcionalmente en donde dicha endoproteasa especifica de O-glucoproteina consiste en la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 12.

9. Un método para modificar una glucoproteina que comprende poner en contacto una muestra que contiene la
glucoproteina con una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, opcionalmente
en donde se analizan los productos resultantes.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde los productos resultantes se analizan, y en donde dicho
analisis incluye la separacion y/o deteccién y/o aislamiento de los productos por cualquier medio adecuado,
incluyendo SDS-PAGE, HPLC, transferencia de lectina, ELISA o espectrometria de masas.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, en donde la composiciéon es como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4, y en donde el método comprende poner en contacto dicha muestra con una
endoproteasa especifica de O-glucoproteina simultaneamente, antes o después de que la glucoproteina se ponga
en contacto con dicha composicion.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la composicién comprende adicionalmente una

endoproteasa especifica de O-glucoproteina, en donde dicha endoproteasa especifica de O-glucoproteina es
opcionalmente como se define en la reivindicacién 8.
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Fig. 17
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