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DESCRIPCION
Proteasa y polipéptido de unién para o-glicoproteinas

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una nueva endoproteasa, mutantes de la misma que tienen actividad de unién
pero carecen de actividad hidrolizante o la tienen reducida, y su uso en métodos de estudio y aislamiento de
glicoproteinas O-ligadas.

Antecedentes de la invencién

Recientemente, se ha prestado mayor atencién al impacto de la glicosilacién en las funciones biolégicas, en
particular en lo que se refiere a los glicanos O-ligados. Sin embargo, aunque se ha renovado el interés por estas
importantes modificaciones de las proteinas, han faltado herramientas para estudiar eficazmente los glicanos y las
glicoproteinas.

Se han desarrollado varias exo- y endoglicosidasas muy Utiles tanto para la eliminacién de glicanos O-ligados de
proteinas nativas como para la secuenciacion de glicanos. Ambos enfoques pueden utilizarse individualmente para
reducir la heterogeneidad de las glicoproteinas, facilitando asi el anélisis de la proteina y sus péptidos
fragmentados en espectrometria de masas. También se puede llevar a cabo un analisis mas eficaz del efecto
biolégico de los glicanos mediante un analisis posterior de las funciones afectadas por la hidrélisis. Sin embargo,
estas herramientas no son eficaces, por ejemplo, para facilitar la identificacién de glicoproteinas O-ligadas, la
determinacién del lugar de glicosilacién y la purificacion de glicopéptidos O-ligados.

La primera endoproteasa especifica de la O-glicoproteina, que se une a los O-glicanos e hidroliza principalmente
los enlaces R-N- cercanos al glicano, se notificd en 1991/1992 (Abdullah et al., J Bacteriol 173, 5597-5603 (1991);
Abdullah et al., Infect Immun 60, 56-62 (1992). Sin embargo, esta enzima tiene una utilidad limitada para la
medicina y la biotecnologia porque sélo es especifica para los O-glicanos que comprenden &cidos sialicos (la
mayoria pero no todos los glicanos O-ligados) y tiene demandas especificas de aminoacidos, lo que resulta en
bajos niveles de hidrélisis en general. Se necesitan mejores herramientas para estudiar las glicoproteinas O-
ligadas.

Breve descripcion de la invencién

Los presentes inventores han identificado, purificado y caracterizado un nuevo polipéptido de Akkermansia
muciniphila, denominado en el presente documento como el LS. Este polipéptido actiia como una endoproteasa,
escindiendo/hidrolizando especificamente enlaces de aminoacidos N terminal a y en proximidad de un glicano O-
ligado, sin mostrar ninguna especificidad o limitacién a una secuencia particular de aminoacidos.

Los inventores también han modificado la secuencia del LS y han identificado mutantes capaces de unirse a
glicanos O-ligados pero que carecen o tienen una capacidad reducida para hidrolizar las glicoproteinas. Estos
mutantes pueden utilizarse para la eliminacién selectiva, el enriquecimiento o la purificacién de O-glicanos libres,
O-glicopéptidos y/o O-glicoproteinas.

Por consiguiente, en un primer aspecto de la invencidén, se proporciona una composicion que comprende un
polipéptido con actividad endoproteasa especifica para proteinas O-glicosiladas que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

(b) una secuencia de aminoécidos que sea idéntica en al menos un 85% a la secuencia de aminoécidos de
SEQIDNO: 10

(c) una secuencia de aminoacidos que es un fragmento de la secuencia de SEQ ID NO: 1 o un fragmento de
una secuencia de aminoacidos que sea idéntica en un 85% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1;

en el que la composicién comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757 y Am0707, en el
que Am1757 es un polipéptido de cualquiera de los SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un polipéptido de cualquiera
de los SEQ ID NOs: 12 a 14.

La invencién también proporciona un método de hidrélisis de una O-glicoproteina, en el que el método comprende
poner en contacto una muestra que comprende la O-glicoproteina con una composicién de la invencion y
opcionalmente comprende ademas la deteccidn o anélisis de los productos de hidrélisis.

Ademas, se proporciona un método para evaluar el estado de glicosilacion de una proteina, que comprende poner
en contacto una muestra, que comprende la proteina con una composicién de la invencion y detectar y/o analizar
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los productos producidos, opcionalmente en el que la presencia o ausencia de productos de escisién se utilizan
para determinar la presencia o ausencia de una O-glicoproteina en la muestra, y/o en el que dicho anélisis se lleva
a cabo para identificar el tipo de una cadena de O-glicano y/o su posicién de unidén a una O-glicoproteina.

En un segundo aspecto de la invencidn, se proporciona una composicién que comprende un polipéptido que es
capaz de unirse a un O-glicano, O-glicopéptido y/o O-glicoproteina y que carece o tiene una actividad endoproteasa
reducida especifica para proteinas O-glicosiladas, que comprenden una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:
5 0 SEQ ID NO: 20;donde la composicion comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757 y
AmO0707, en la que Am1757 es un polipéptido de cualquiera de los SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un polipéptido
de cualquiera de los SEQ ID NOs: 12 a 14.

La invencidn también proporciona un método de unién a un O-glicano, O-glicopéptido y/o O-glicoproteina, en el
que el método comprende poner en contacto una muestra que comprende el O-glicano, O-glicopéptido y/o O-
glicoproteina con una composicién de la invencién, y opcionalmente determinar si se ha unido o no un O-glicano,
O-glicopéptido u O-glicoproteina y/o separar el O-glicano y cualquier glicoproteina enlazada, el O-glicopéptido o la
O-glicoproteina de la mezcla resultante.

Ademas, se proporciona un método para evaluar el estado de glicosilacion de una proteina, que comprende poner
en contacto una muestra, que comprende la proteina con una composicién de la invencién y determinar si la
proteina esta unida o no por el polipéptido dentro de dicha composicién.

También se proporciona un método para detectar O-glicopéptidos y/o O-glicoproteinas en una muestra, en el que
el método comprende:

(a) poner en contacto dicha muestra con una composicién de la invencién para permitir asi la formacién de un
complejo entre el polipéptido dentro de la composicién de la invencién y el glicopéptido O-ligado y/o la O-
glicoproteina (un complejo glicopéptido/proteina-polipéptido O-ligado);

(b) opcionalmente, separar dicho polipéptido de la muestra contactada; y
(c) determinar si el polipéptido separado esta unido a un glicopéptido o glicoproteina O-ligado, determinando

asi la presencia o ausencia de glicopéptidos o glicoproteinas O-ligados en la muestra.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1: Expresién y purificaciéon del LS. EI LS se expresé como proteina de fusién con una etiqueta His
C-terminal en el vector pET21(a)+. Tras latransformacién en BL21(DE3) Star, se expresaron cuatro clones
individuales y se purificaron en columnas His GravityFlow hasta alcanzar la homogeneidad. Segun la
cantidad total de proteina en las muestras purificadas, asi como la pureza basada en SDS-PAGE, los
cuatro clones investigados se expresaron igual de bien.

Figura 2: EI LS actla especificamente sobre las proteinas que contienen O-glicanos - la figura muestra
los productos analizados por SDS-PAGE. La incubacién del LS con IgG o IgA produjo una degradacién
especifica de IgA, pero ninguna actividad visible contra |gG (Herceptinaftrastuzumab). Todas las
incubaciones se realizaron a 37 °C en PBS. La adicién de sialidasa (Am0707) no fue necesaria para la
actividad del LS en estas condiciones.

Figura 3: Condiciones enziméticas 6ptimas. EI LS es activo en un amplio intervalo de pH (A), tolera bien
el NaCl (B), pero es muy sensible al EDTA (C, D) y esté parcialmente inhibida por el Zn2+ (D). Todos los
experimentos (excepto el ensayo de pH) se realizaron en PBS o/n, a 37°C. Para la determinacién del pH
6ptimo, la enzima se incubd en Tris-HCI 20 mM (pH 6.8-8.8) o acido acético 50 mM (pH 5.6).

Figura 4: La actividad del LS esta regulada por la composicién de los glicanos. (A) La eliminacién
secuencial de glicanos especificos antes de la hidrélisis con el LS durante 30 minutos dio como resultado
una actividad muy baja en una proteina sialilada, una actividad alta en una proteina asialilada y ninguna
actividad en una muestra con galactosas eliminadas. (S) sialidasa, (SG) sialidasa y galactosidasa, (LS)
LS. (B) La incubacién prolongada (o/n) de glicoproteinas totalmente glicosiladas (Enbrel) o tratadas con
sialidasa (Enbrel(S)) dio lugar a una hidrélisis completa, en ambas muestras Enbrel, también puede
denominarse en el presente documento etanercept. (C) La parte de unién al TNFa del etanercept (TNFaR)
se pretratd con sialidasa ("sialidasa"), O-glicosidasa/sialidasa ("O-glic"), o con PNGasaF ("N-glic"), para
eliminar los é&cidos sialicos, los O-glicanos y los N-glicanos, respectivamente. Se afiadié el LS a las
muestras y se dej6 que la incubacién continuara o/n antes del anélisis. El LS tenia actividad en todas las
muestras excepto en las tratadas con O-glicosidasa.
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Figura 5: Resultados de la busqueda que muestran que el LS hidroliza el N-terminal de O-glicanos de la
glicoproteina. El etanercept hidrolizado a fragmentos con el LS, y posteriormente deglicosilado con
tratamiento con O-glicosidasa, se sometié a analisis de espectrometria de masas (LC/MS y MS/MS). Los
péptidos identificados (recuadros blancos y sombreados) se ajustaron a la secuencia de Etanercept
basandose en los valores m/z y los datos MS/MS, con los iones y' y b' marcados como pequefios
recuadros grises. Todos los recuadros blancos y sombreados (p. ej. péptidos) comienzan directamente
en unaT o una S, donde se han unido O-glicanos. El aminoacido precedente varia (P, S, H, T, G), y parece
probable que no influya en la hidrélisis. (A) Andlisis utilizando un enfoque sesgado, buscando
especificamente péptidos generados con una S/T-peptidasa. (B) Analisis utilizando un enfoque no
sesgado.

Figura 6: El el LS inactivado se une especificamente a las glicoproteinas ligadas a O. Se muté el sitio
activo de la metaloproteasa para eliminar la capacidad catalitica sin afectar a la afinidad o interaccién con
el sustrato. En concreto, esto se hizo cambiando una E por una A, creando asi el clon "LSn" (también
denominado LSexen). (A) Mientras que el LS fue capaz de hidrolizar Enbrel en presencia de sialidasa, el
Lsmut inactivado no pudo hidrolizar Enbrel en las condiciones probadas. La pérdida de actividad se
verific6 en SDS-PAGE. (B) A pesar de haber perdido la actividad hidrolitica, el LSm. seguia siendo capaz
de unirse a la O-glicoproteina. La unidn especifica se verific6 en columnas de centrifugaciéon con el LSgo0sa
inmovilizado, demostrando una afinidad especifica por las glicoproteinas O-ligadas. Inmovilizando el
LSmut en sepharose pudimos purificar IgA por afinidad. El Herceptin (Trastuzumab), que carece de O-
glicanos, asi como la IgA tratada con O-glicosidasa, no se unié a la columna, pero pudo detectarse en el
flujo (FT). Neur = Neuraminidasa/Sialidasa 0707.

Figura 7: Los 4cidos sialicos enlazados a2-3 limitan la eficacia del LS. La incubacién simultanea del LS
con un conjunto de sialidasas diversas durante 30 min - 20 h, utilizando Enbrel como sustrato de
glicoproteina, revelé la mayor eficacia en presencia de la sialdiasa especifica a2-3 1757, o con la mezcla
(0707 + 1757), mientras que la sialidasa de amplio espectro 0707 no era necesaria para la actividad
aparentemente completa del LS, sugiriendo asi que los enlaces a2-6 (y a2-8) no son un problema para la
actividad del LS.

Figura 8: Presentacion esquematica de la actividad del LS. EI LS se une preferentemente a galactosas
terminales unidas a GalNAc O-ligado, dando lugar a una hidrélisis N-terminal de la serina o treonina a la
que esta unido el glicano. La presencia de acidos sialicos reducira la eficacia del LS, pero no la inhibira.
No se observa actividad sobre los glicanos ligados a N.

Figura 9: Resultados de un experimento en el que la eritropoyetina se escinde con diferentes
combinaciones del LS, PNGasaF para eliminar los N-glicanos, Sialidasas para eliminar el 4cido sialico, y
con una O-glicosidasa para eliminar los O-glicanos. Los productos de la reaccién se analizaron mediante
SDS-PAGE, RPLC y espectrometria de masas ESI (A) Resultados del analisis SDS-PAGE: Carril 1 = EPO
tratada con PNGasaF y sialidasa; Carril 2 = EPO tratada con PNGasaF y sialidasa + LS; Carril 3 = EPO
tratada con PNGasaF + LS; Carril 4 = EPO tratada con PNGasaF, sialidasa, O-glicosidasa antes del LS;
Carril 5 = control enzimético. Banda X = EPO no escindida; Banda Y = fragmento terminal N de EPO
digerido por el LS; Banda Z = fragmento terminal C de EPO digerido por el LS. Los carriles 2 y 3 muestran
que el LS escinde la EPO cuando se han eliminado los acidos sialicos, asi como cuando estan intactos.
Los carriles 2-3 muestran que el LS también escinde la EPO cuando se han eliminado los N-glicanos con
PNGasaF. El carril 4 muestra que el LS no escinde la EPO cuando se han eliminado los O-glicanos. (B)
El cromatograma UV muestra los resultados de la separacién por RPLC de la EPO tratada con PNGasaF
y sialidasa + LS. Se identificaron dos picos principales como se muestra. El pico 1 es el fragmento terminal
C de la EPO digerido por el LS; el pico 2 es el fragmento terminal N de la EPO digerido por el LS; (C,D)
muestran los resultados del analisis por espectrometria de masas. La Fig. C muestra las masas del
fragmento C terminal de la EPO con el O-glicano todavia unido a la serina (ahora N terminal) (Cuadrado
= GleNAc, Circulo = Galactosa). Las diferencias de masa se deben a diferencias en la degradacién del
O-glicano (pérdida de una Galactosa terminal) en algunas partes de la muestra, probablemente causadas
por la energia de ionizacién en el instrumento MS; la Fig D muestra el fragmento N terminal de EPO
carente de glicano, mas EPO no digerida con glicano todavia unido.

Figura 10: Resultados de experimentos que muestran que el LSgx0sa cOnserva cierta actividad mientras
que el LSnoosaE208a (también puede denominarse LS necoean) €5 completamente inactivo. La actividad de
los mutantes LSgxen (A) ¥ LSHoosaecosa (B) se evalud frente a sustratos O-glucosilados asialilados,
incluyendo la parte de unién al TNFa del etanercept (TNFaR2; también puede denominarse en el presente
documento TNFaR) y el propio etanercept (Etanercept), en comparacién con la enzima LS de tipo salvaje.
Se afiadieron diferentes concentraciones de los mutantes LS a 1 pg de sustrato (1:1 - 15:1, enzima:
sustrato), incubando en PBS a 37°C durante la noche antes del analisis en SDS-PAGE.
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A) Carril 1: Sélo sustrato asialilado; Carril 2: Sélo LS, carril 3: 0.5 ug LSexsa, carril 4: 5 ug LSexea, carril 5:
TNFaR2 + LS (proporcién 1:1), carril 6: TNFaR2 + LSga0ea (proporcion 1:1).

B) Carril 1: Sélo sustrato asialilado; Carril 2: LSn205aE2084 + Etanercept (proporcién 15:1), carril 3: LSnoosa/E208A
+ Etanercept (proporcién 5:1), carril 4. LSnoosae206a + Etanercept (proporcién 1:1), carril 5: LS + Etanercept
(proporcién 1:1), carril 6. LSH205a/£206A

Figura 11: Resultados de experimentos que demuestran que el LShxosaE206a inmovilizado en resina se
une especificamente a proteinas que contienen O-glicanos. Las figuras muestran los analisis SDS-PAGE
para el material de partida/carga, el flujo (FT) y el eluido (E) en cada caso. (A) Las muestras incluian BSA
(albumina de suero bovino), Etanercept, IgA e |gG, nativas o pretratadas con mezclas de Sialidasa +/- O-
glicosidasa como se muestra. (B) La muestra incluia una mezcla de proteinas O-glicosiladas (TNFaR y
ApoE), proteinas N-glicosiladas (aflibercept, AGP (glicoproteina alfa-1-4cido), 1IgG Fc (dominio Fc de 1gG)
y proteinas no glicosiladas (BSA), pretratadas con mezcla de Sialidasa. (C) La muestra incluia una mezcla
de proteinas N-glicosiladas (cetuximab, aflibercept, AGP) y proteinas no glicosiladas (BSA, anhidrasa
carbénica), pretratadas con la mezcla Sialidasa.

Figura 12: Resultados del experimento que muestra que el LSh205a/E2084 inmovilizado tiene una capacidad
dependiente de la concentracién para unirse a O-glicoproteinas. Se afiadié Etanercept asialilado (50-250
Hg; en100 ul de PBS) a 50 pl de resina LSHa0sae206a €quilibrada con PBS con diferentes condiciones de
inmovilizacién de LSnaosa/e208a (5-15 mg/ml). Se dejé que las proteinas se unieran a la resina durante 2
horas a temperatura ambiente con rotacién de extremo a extremo. La resina se lavd tres veces con PBS
(350 MI) y después se eluyd con la adicidn de 8 M de urea (50 pl, 5 min de incubacién; 2 repeticiones).
Para estudiar el efecto de la urea y el clorhidrato de guanidina (GHCI) en la unién, se incluy6 en el tampén
de unidn junto con 50 ug de Etanercept asialilado, pero por lo demas se manipul6 de forma idéntica. (A)
Todas las muestras se separaron en SDS-PAGE vy la intensidad de las bandas se determiné mediante
densitometria utilizando GelDoc EZ y el programa ImagelLab. (B) La capacidad de unién de proteinas,
determinada por la intensidad de la banda, se representé graficamente frente a la cantidad del
LSH205A/|5206/.\ inmovilizado.

Figura 13: Resultados del experimento que muestra que Resultados del experimento que muestra que el
LSHo0sae208a puede purificar por afinidad alrededor de 3 mg de etanercept /ml de resina. Se afiadié
etanercept asialilado (10-200 pg; 100 pl en PBS) a 50 pl de resina LSHoosaE208a €quilibrada con PBS. Se
dej6 que las proteinas se unieran a la resina durante 2 horas a temperatura ambiente con rotacién de
extremo a extremo. La resina se lavd tres veces con PBS (350 pl) y después se eluyé con la adicion de 8
M de urea (50 pl, 5 min de incubacién; 2 repeticiones). Todas las muestras se separaron en SDS-PAGE,
y las intensidades de banda se determinaron mediante densitometria utilizando GelDoc EZ y el software
Imagelab. Los porcentajes indican la intensidad de la banda en comparacién con el control.

Figura 14: Resultados del experimento que demuestra que la interaccidn del LSnoosaE206a-sustrato es
insensible a elevadas fuerzas idnicas y diferencias en el volumen/tipo de tampén, y funciona en un amplio
rango de pH. (A) Etanercept asialilado, 50 ug; 100 pl en PBS con NaCl afiadido a las concentraciones
mostradas (B) Etanercept asialilado, 50 ug; 100-300 pl en PBS como se muestra; (C) Flujo de muestras
de etanercept asialilado (50 pg) y BSA (50 ug) en diferentes tampones a diferentes pHs como se muestra;
(D) Eluatos de las muestras de C.

Figura 15: Resultados del experimento que demuestra que la desnaturalizacién o la adicién de
detergentes eluyen las O-glicoproteinas unidas al LShoosae2084. Se afiadié Etanercept asialilado (50 pg;
100 pl en PBS) a 50 pl de resina LSH205aE2084 €quilibrada con PBS. Se dejé que las proteinas se unieran
a la resina durante 2 horas a temperatura ambiente con rotacién de extremo a extremo. La resina se lavd
tres veces con PBS (350 pl) y después se eluyé con la adicién de (A) 1-8 M de urea o (B) 1.25-10% de
SDS (50 plI, 5 min de incubacidn; 2 repeticiones). Todas las muestras se separaron en SDS-PAGE para
su analisis.

Figura 16A: Resultados del experimento que muestra la elucién enzimatica de O-glicoproteinas unidas
al LSnoosaE2084 Utilizando LS. Se afiadieron Abatacept asialilado (10 pg, 100 ul en PBS) y Etanercept (50
Mg; 100 ul en PBS) a 50 pl de resina LSnoosaE208a €quilibrada con PBS. Se dejdé que las proteinas se
unieran a la resina durante 2 horas a temperatura ambiente con rotacién de extremo a extremo. La resina
se lavé tres veces con tampones de unién (350 ul) antes de afiadir 50 unidades del LS en un volumen
total de 100 pl de PBS. Las muestras se incubaron durante 6-24 horas méas a 37°C con agitacién (450
rpm). Las O-glicoproteinas/glicopéptidos liberados por el LS se recogieron mediante centrifugacién (1000
g, 1 min) antes de que la columna se eluyera finalmente con la adicién de 8 M de Urea (50 pl, 5 min de
incubacién; 2 repeticiones). Todas las muestras se separaron en SDS-PAGE para su anélisis.

Figura 16B: Resultados del analisis por espectrometria de masas (LC/MS y MS/MS) de Etanercept eluido
con LS. Los péptidos identificados (Fig 16B.1) coincidian con los generados en una digestion del LS de
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etanercept (Fig 16B.2). Los péptidos identificados (recuadros blancos) se ajustaron a la secuencia de
Etanercept basandose en los valores m/z y los datos MS/MS, con los iones y' y b' marcados como
pequefios recuadros grises. Todos los recuadros blancos (p. €. péptidos) comienzan directamente en una
T o una S, donde se unen los O-glicanos.

Figura 17: Resultados que demuestran la purificacién por afinidad y el enriquecimiento de proteinas
séricas O-glicosiladas. (A) Se afiadié suero asialilado (20 pl; 100 pl en PBS) a 50 pl de resina LSnH20sa/£208A
equilibrada con PBS. Se dej6 que las proteinas se unieran a la resina durante 2 horas a temperatura
ambiente con rotacién de extremo a extremo. La resina se lavé tres veces con tampdn de unién (350 pi)
y después se eluy6 con la adiciéon de 8 M de Urea. (B) Para investigar el impacto de los glicanos en la
interaccién, se pretrataron las muestras con una mezcla de sialidasa +/- O-glicosidasa. La purificacién
posterior se realizé6 como se ha descrito anteriormente. (C) El suero (40 pl) se mezclé con PBS (hasta
100 ul) y la mezcla de sialidasa (50-500 Unidades) y se afiadié a una columna equilibrada con PBS,
incubandose durante 2 horas a temperatura ambiente con rotacién de extremo a extremo, tras lo cual las
muestras se lavaron y eluyeron como se ha descrito anteriormente. Todas las muestras se separaron en
SDS-PAGE para su analisis.

Figura 18: Resultados que muestran el enriquecimiento de O-glicoproteinas del suero humano. Se aplicé
suero humano diluido 2.5 veces en PBS hasta 100 pl sobre 50 pl de resina LSnoosaE208a €quilibrada con
PBS en una columna de centrifugacién. Se afiadié una mezcla de 50-500 unidades de Sialidasa y se
coincubd en la resina a temperatura ambiente durante 2 horas. Se recogié el flujo y la resina se lavé 5-10
veces con PBS. Las proteinas unidas se eluyeron en 8 M de urea seguida de desnaturalizacion y
reduccion con la adicién de 5 mM de DTT y una incubacién de 60 minutos a 37°C. Las cisteinas reducidas
se alquilaron con 15 mM de yodoacetamida a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos.
Las muestras se intercambiaron en tampén a 50 mM Tris pH 8.0 en una columna de desalinizacién por
centrifugacién. Se afiadié tripsina (2.5 ug) a la solucién y la digestién se realizé durante toda la noche a
37°C. Los péptidos se separaron y analizaron mediante RP-LC MS/MS en una columna C18 en un 0.1%FA
en MQ : gradiente de 0.1%FA en 95% ACN a 45°C y un flujo de 0.2 ml/min. La deteccién se realizd en un
ESI-Q-TOF. Los datos se convirtieron en archivos de formato mgf y se buscaron en la base de datos
Swiss Prot (A) Péptidos identificados procedentes de proteinas anotadas como proteinas O-glicosiladas
o no O-glicosiladas. Sélo se incluyeron las proteinas con >6 péptidos coincidentes y una puntuacion
MASCOT >200. (B) Diferentes pasos de lavado produjeron cambios en los péptidos identificados, asi
como cambios en la proporcién de proteinas O-glicosiladas y no O-glicosiladas (C). Sia = Sialidasa
tratada; Sia Pre = Sialidasa pretratada.

Figura 19: Resultados de experimentos que demuestran que el doble mutante inmovilizado también se
une a O-glicopéptidos mas cortos. A muestra resultados representativos del analisis LC/MS de la unién a
una mezcla preparada de un péptido O-glicosilado (glicodrosocina (GD)) y varios péptidos no glicosilados
(H2686, H4062 H8390 y cadena beta oxidada de insulina (IOB). B muestra un diagrama esquematico de
IgA que ilustra que la digestion triptica producird un Unico péptido O-glicosilado. C muestra resultados
representativos del anélisis LC/MS de la unién al digerido triptico de IgA.

Figura 20: Resultados de experimentos que demuestran que el doble mutante inmovilizado se compara
favorablemente con otras matrices de unién de O-glicoproteinas disponibles en el mercado. A muestra
geles SDS-PAGE representativos que comparan la presencia de etanercept o etanercept asialilado
(etanercept(S)) en flujo (FT) o eluido (E) tras incubacién con diferentes lectinas inmovilizadas o LS doble
mutante como se muestra. B muestra el anélisis de densitometria de los geles, en relacién con el control
positivo de 1.5 pg de sustrato cargado directamente.

Breve descripcidn de las secuencias

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos de un polipéptido con actividad endoproteasa especifica
de O-glicoproteina.

La SEQ ID NO: 2 es una secuencia de aminoacidos de un polipéptido ejemplar con actividad
endoproteasa especifica de O-glicoproteina. Relativo a la SEQ ID NO: 1 incluye una Metionina N terminal
adicional y un enlazador C-terminal + etiqueta Hise. El polipéptido que consiste en esta secuencia puede
denominarse en la presente LS.

La SEQ ID NO: 3 es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido cuya secuencia es la SEQ
ID NO: 2.

La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoéacidos de tipo salvaje de un polipéptido aislado de Akkermansia
muciniphila con actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina. Relativo a la SEQ ID NO: 1 incluye
un motivo de sefial en el extremo N.
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La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de un polipéptido capaz de unirse a O-glicanos pero
que carece de actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina o la tiene reducida.

La SEQ ID NO: 6 es una secuencia de aminoacidos de un polipéptido ejemplar capaz de unirse a O-
glicanos pero que carece de actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina o la tiene reducida.
Relativo a la SEQ ID NO: 5 incluye una Metionina N terminal adicional y un enlazador C-terminal + etiqueta
Hise. El polipéptido consistente en esta secuencia puede denominarse en el presente documento LSgo0en.

La SEQ ID NO: 7 es una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido cuya secuencia es SEQ ID
NO: 6.

La SEQ ID NO: 8 es el motivo de dominio metaloproteasa de un polipéptido ejemplar que tiene actividad
endoproteasa especifica de O-glicoproteina.

La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoéacidos de tipo salvaje de una sialidasa, Am1757, aislada de
Akkermansia muciniphila. Incluye un motivo de sefial en el extremo N.

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoécidos de tipo salvaje de una sialidasa, Am1757, que carece
de un motivo de sefial en el extremo N en relacién con la SEQ ID NO: 9.

La SEQ ID NO: 11 es una secuencia de aminoacidos de una sialidasa ejemplar, Am1757. Relativo a la
SEQ ID NO: 10 incluye una Metionina N terminal adicional y un enlazador C-terminal + etiqueta Hise.

La SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoacidos de tipo salvaje de una sialidasa, Am0707, aislada de
Akkermansia muciniphila. Incluye un motivo de sefial en el extremo N.

La SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoécidos de tipo salvaje de una sialidasa, Am0707, que carece
de un motivo de sefial en el extremo N en relacién con la SEQ ID NO: 12.

La SEQ ID NO: 14 es una secuencia de aminoécidos de una sialidasa ejemplar, Am0707. Relativo a la
SEQ ID NO: 13 incluye una Metionina N terminal adicional y un enlazador C-terminal + etiqueta Hise.

La SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoacidos de una O-glicosidasa aislada de S. oralis.
Las SEQ ID NO: 16 y 17 son secuencias de cebadores.
La SEQ ID NO: 18 muestra la secuencia de aminoacidos de la EPO.

La SEQ ID NO: 20 es la secuencia de aminoacidos de un polipéptido capaz de unirse a O-glicanos pero
que carece de actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina o la tiene reducida.

La SEQ ID NO: 21 es una secuencia de aminoacidos de un polipéptido ejemplar capaz de unirse a O-
glicanos pero que carece de actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina o la tiene reducida.
Relativo a la SEQ ID NO: 20 incluye una Metionina N terminal adicional y un enlazador C-terminal +
etiqueta Hise. El polipéptido consistente en esta secuencia puede denominarse en el presente documento
LSHe20s8A 0 LSH205aE206.

La SEQ ID NO: 22 es una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido cuya secuencia es la SEQ
ID NO: 21.

Las SEQ ID NO: 23, 24 y 25 son secuencias de motivos de dominio de metaloproteasa alterados, cada
una de ellas de un polipéptido de la invencién que es capaz de unirse a O-glicanos pero carece de
actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina o la tiene reducida.

Las SEQ ID NO: 26, 27 y 28 son las secuencias de aminoacidos de polipéptidos que tienen actividad
endoproteasa especifica de O-glicoproteina.

Las SEQ ID NO: 29, 30 y 31 son las secuencias de aminoéacidos de polipéptidos ejemplares que tienen
actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina. Relativo a las SEQ ID NOs: 26, 27 y 28,
respectivamente, SEQ ID NOs: 29, 30 y 31 incluyen cada uno una metionina N terminal adicional y un
enlazador C-terminal + etiqueta Hise.

Las SEQ ID NO: 32, 33 y 34 son secuencias de aminoécidos de tipo salvaje de polipéptidos con actividad
endoproteasa especifica de O-glicoproteina, aislados de Pseudomonas aeruginosa PAO1, Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-5482 y Clostridium perfringens, respectivamente. Relativo a las SEQ ID NOs: 26,
27 y 28, respectivamente, cada uno incluye un motivo de sefial en el extremo N.
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Las SEQ ID NO: 35, 36 y 37 son las secuencias de aminoéacidos de polipéptidos capaces de unirse a O-
glicanos pero que carecen de actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina o la tienen reducida.

La SEQ ID NO: 38, 39 y 40 son las secuencias de aminoacidos de polipéptidos ejemplares capaces de
unirse a O-glicanos pero que carecen de actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina o la tienen
reducida. Relativo a las SEQ ID NOs: 35, 36 y 37, respectivamente, SEQ ID NOs: 38, 39 y 40 incluyen
cada uno una metionina N terminal adicional y un enlazador C-terminal + etiqueta Hiss.

Las SEQ ID NO: 41 - 43 son las secuencias de aminoacidos de motivos representativos de
metaloproteasas de endoproteasas especificas de O-glicoproteinas.

Las SEQ ID NO: 44 - 46 son las secuencias de aminoacidos de motivos representativos de
metaloproteasas alteradas de polipéptidos capaces de unirse a O-glicanos pero que carecen de actividad
endoproteasa especifica de O-glicoproteina o la tienen reducida.

La SEQ ID NO: 47 es la secuencia de aminoacidos del péptido glicodrosocina. Hay un sitio de O-
glicosilacién en el residuo T.

Las SEQ ID NO: 48 a 50 son las secuencias de aminoacidos de los péptidos que no estan O-glicosilados.

Descripcidn 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 propésito de describir realizaciones particulares de la invencién Gnicamente, y no pretende ser limitativa.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un",
"una" y "el/la" 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.

Caracteristicas generales del polipéptido

Un "polipéptido" se usa en la presente en su sentido mas amplio para referirse a un compuesto de dos o 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 isbmeros 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 sélida Boc o mediante sintesis de péptidos en fase de
solucién. Alternativamente, un polipéptido puede producirse transformando una célula, tipicamente una célula
bacteriana, con una molécula de é&cido nucleico o vector que codifica dicho polipéptido. La produccién de
polipéptidos mediante expresién en células hospedadoras bacterianas se describe a continuacién y se ejemplifica
en los Ejemplos. En el presente documento se describen moléculas de 4cido nucleico y vectores que codifican un
polipéptido. También se describe en el presente documento una célula huésped que comprende dicho acido
nucleico o vector. Las moléculas polinucleotidicas ejemplares que codifican los polipéptidos aqui divulgados se
proporcionan como SEQ ID NOs: 3 y 7. Cada una de estas secuencias incluye en el extremo ' un codén para la
metionina terminal N (ATG) y, antes del coddn de parada (TAA) en el extremo 3', codones para un enlazador Gly-
Ser-Gly y una etiqueta 6x His, que opcionalmente pueden excluirse. La inclusiéon opcional de una metionina
adicional y una etiqueta se analizan con més detalle a continuacion.

Los términos "molécula de acido nucleico" y "polinucleétido” se usan indistintamente en la presente y se refieren a
una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sea desoxirribonucleétidos 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 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 interferirdn 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 un vector de expresidon. Los limites de la secuencia codificante estan determinados
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por un codén de inicio en el extremo 5' (amino) y un codén de terminacidén de la traduccién en el extremo 3'
(carboxi). Tales secuencias de acido nucleico pueden incluir, pero sin limitarse a ADNc de ARNm viral, procariota
o0 eucariota, secuencias gendmicas de ADN o ARN viral o procariota e incluso secuencias de ADN sintéticas. Una
secuencia de terminacién de la transcripcién 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).
Puede proporcionarse una molécula de acido nucleico en forma de casete de expresién que incluya secuencias
de control enlazadas operablemente a la secuencia insertada, permitiendo asi la expresién del polipéptido in vivo
(por ejemplo, en sistemas de expresién procariéticos o eucaribticos). Estos casetes de expresion, a su vez, se
proporcionan tipicamente dentro de vectores (por ejemplo, plasmidos o vectores virales recombinantes). Tal casete
de expresién se puede administrar directamente a un sujeto hospedador. Alternativamente, un vector que
comprende un polinucleétido puede ser administrado a un sujeto huésped. Preferentemente, el polinucleétido 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 informacién genética y permitir la expresién de un polipéptido.

En la presente se describen vectores de expresion que comprenden tales secuencias de polinucleétidos. Tales
vectores de expresién se construyen rutinariamente en el arte de la biologia molecular y pueden, por ejemplo,
implicar el uso de ADN plasmidico e iniciadores apropiados, promotores, potenciadores y otros elementos, tales
como, por ejemplo, sefiales de poliadenilacién que pueden ser necesarias, y que se colocan en la orientacion
correcta, con el fin de permitir la expresién de un péptido de la invencién. Otros vectores adecuados serian
evidentes para los expertos en la técnica. Amodo de ejemplo adicional en este sentido, nos remitimos 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 produccién, aislamiento o purificacién. Por
ejemplo, cuando se produce un polipéptido mediante expresién 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 o modificarse mediante la adicién de
un ligando que es capaz de unirse directa y especificamente a un medio de separacién. Alternativamente, el
polipéptido puede derivatizarse o modificarse mediante la adicién de un miembro de un par de unién y el medio de
separacién comprende un reactivo que se deriva o modifica mediante la adicién del otro miembro de un par de
unién. Se puede utilizar cualquier par de unién adecuado. Cuando el polipéptido se derivatiza o modifica mediante
la adicion de un miembro de un par de unidn, el polipéptido es preferiblemente marcado con histidina o 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 esté tipicamente
presente en cualquier extremo del polipéptido, preferentemente en el extremo C. Puede unirse directamente al
polipéptido o indirectamente mediante cualquier secuencia enlazadora adecuada, como 3, 4 o 5 residuos de glicina,
0 una mezcla de 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 0 20 aminoéacidos o0 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 expreso el
polipéptido. Por sustancialmente purificado, se entenderé 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 deteccién con
azul de Coomassie. Un polipéptido puede mezclarse con portadores, diluyentes o conservantes que no interfieran
con el propésito previsto del polipéptido y que alin se consideren sustancialmente aislados o purificados. Cuando
se proporciona un polipéptido en una composiciéon 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 propésito previsto de cada uno. Por ejemplo, cada uno de dos
polipéptidos puede purificarse hasta al menos 90% de homogeneidad antes de combinarse en una relacién 1:1.

Se puede proporcionar un polipéptido (0 mezcla de estos) en forma liofilizada, adecuado para la reconstitucién en
solucién acuosa antes de su uso. La composicién liofilizada tiene una estabilidad mejorada que permite un
almacenamiento mas prolongado del polipéptido. En la presente se proporciona un método para preparar un
polipéptido (0o mezcla de estos) en forma liofilizada, que comprende liofilizar dicho polipéptido (0 mezcla) en un
tampén adecuado, tal como solucién salina tamponada con Tris (TBS). Tipicamente, un polipéptido se purifica
sustancialmente antes de la liofilizacién. El polipéptido (0 mezcla) resultante en forma liofilizada también se
proporciona. Un método para preparar una solucién de un polipéptido (o mezcla), que comprende proporcionar el
polipéptido (o mezcla) en forma liofilizada y reconstituir con un portador o diluyente adecuado, tal como agua,
también se proporciona.
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Un polipéptido puede inmovilizarse utilizando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo como se describe en
Datta S et al., Enzyme immobilization: an overview on techniques and support materials, 3 Biotech, 3(1): 1-9 (2013).
Por ejemplo, el polipéptido puede inmovilizarse por adsorcién, unién covalente, inmovilizacién 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 inorgénicos
tales como ceradmica, silice, vidrio, carbén activado o carbdn vegetal, o polimeros sintéticos. Por ejemplo, el
polipéptido puede inmovilizarse en sefarosa o agarosa, opcionalmente suministrada como resina.

Polipéptidos con actividad endoproteasa
Caracteristicas funcionales de un polipéptido con actividad endoproteasa

En el presente documento se describe un polipéptido con actividad endoproteasa especifica para proteinas O-
glicosiladas. En otras palabras, el polipéptido tiene actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina. El
polipéptido escinde cualquier glicoproteina O-ligada, preferiblemente cualquier glicoproteina O-ligada humana. Los
ejemplos de glicoproteinas O-ligadas incluyen cualquier proteina que comprenda o consista total o parcialmente
en una inmunoglobulina, incluidos los anticuerpos de longitud completa, los fragmentos Fc y las proteinas de fusion
Fc, en particular las de los isotipos IgA, IgD e 1gG3. Otro ejemplo de glicoproteina O-ligada es el Etanercept, que
es una proteina de fusién del dominio de unién al ligando del receptor 2 del TNFa humano unido a la porcién Fc
de la IgG1, con numerosos sitios de O-glicosilacién. Otros ejemplos de glicoproteinas O-ligadas son la
eritropoyetina (EPO), los receptores TNFa, la fetuina y el plasmindgeno.

La hidrélisis (es decir, la escisién) de la glicoproteina sustrato suele producirse con gran especificidad en un enlace
peptidico N-terminal y muy cerca de una serina o treonina O-glicosilada, y depende del O-glicano. Un polipéptido
como el descrito en el presente documento, es preferiblemente capaz de escindir dicho enlace peptidico en
estrecha proximidad a cada sitio O-glicosilado en la glicoproteina sustrato. La reaccion preferentemente no muestra
ninguna especificidad o limitacién de aminoacidos, y en particular no requiere que ningln aminoacido(s)
especifico(s) esté(n) presente(s) en el extremo N-terminal de la serina o treonina O-glicosilada. Cuando se evalla
utilizando parametros estandar de espectrometria de masas, generalmente se observa que el sitio de escisién se
encuentra en el enlace peptidico inmediatamente N terminal a cada residuo O-glicosilado.

La actividad endoproteasa y la especificidad de un polipéptido dado pueden determinarse mediante un ensayo
adecuado. Por ejemplo, un sustrato de O-glicoproteina estandar, como una molécula de IgA o eritropoyetina (EPO),
puede incubarse con un polipéptido de prueba. Los materiales de partida y los productos de reaccién pueden
analizarse mediante SDS-PAGE y/o espectrometria de masas para determinar la presencia de productos de
escisién (si los hay) y, si es necesario, también para caracterizar ain 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 pueden compararse con los obtenidos en el mismo ensayo cuando el sustrato se pone en contacto
con un polipéptido ejemplar seguin se describe en el presente documento, como un polipéptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Una unidad del polipéptido de la SEQ ID NO: 2 se define como la
cantidad necesaria para digerir > 90% de 1 ug de Eritropoyetina (EPO) en combinacién con una unidad de una
mezcla de sialidasa en tampén Tris 20 mM pH 6.8, durante la noche a 37°C, segun se controla por SDS-PAGE (las
mezclas de sialidasa preferidas se describen mas adelante). Un polipéptido de prueba preferiblemente logra un
nivel similar de actividad cuando esti presente en la misma cantidad. Los ensayos de ejemplo también se
describen en los Ejemplos.

Caracteristicas estructurales de un polipéptido con actividad endoproteasa

En esta seccién se exponen las caracteristicas estructurales de un polipéptido, que se aplican, ademés de las
caracteristicas funcionales descritas en la seccidn anterior.

El polipéptido suele tener al menos 150, 200, 250, 275, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350 o 360 aminoacidos
de longitud. El polipéptido no suele tener mas de 400, 395, 390, 385, 380, 375, 370 o 365 aminoacidos de longitud.
Se apreciara que cualquiera de los limites inferiores enumerados anteriormente puede combinarse con cualquiera
de los limites superiores enumerados anteriormente para proporcionar un rango para la longitud del polipéptido.
Por ejemplo, el polipéptido puede tener una longitud de 150 a 400 aminoéacidos, o de 280 a 380 aminoéacidos. El
polipéptido tiene preferiblemente una longitud de 340 a 380 aminoécidos, y mas preferiblemente de 360 a 375
aminoacidos.

La estructura primaria (secuencia de aminoacidos) del polipéptido se basa en la estructura primaria del polipéptido
codificado por el gen Amuc1119 de Akkermansia muciniphila. La secuencia completa de este polipéptido se
muestra en la SEQ ID NO: 4, que incluye un motivo sefial en las posiciones 1-24. La secuencia con el motivo de
sefial eliminado se muestra en la SEQ ID NO: 1.

El polipéptido puede comprender, consistir esencialmente o estar formado por la secuencia de SEQ ID NO: 1.
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Alternativamente, el polipéptido puede comprender, consistir esencialmente o consistir en una variante de la
secuencia de aminogcidos de SEQ ID NO: 1 que es al menos un 50% idéntica a la secuencia de aminoécidos de
SEQ ID NO: 1. La secuencia variante puede ser al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos
un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 99% idéntica a la secuencia de
SEQ ID NO:1. El nivel de identidad es preferentemente de al menos el 85% o superior. Identidad relativa a la
secuencia de SEQ ID NO: 1 puede medirse sobre una regiéon de al menos 100, al menos 200, al menos 300 o al
menos 350 o mas aminoéacidos contiguos de la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1, o mas preferiblemente
en toda la longitud de la SEQ ID NO: 1. Una variante es tipicamente de una longitud que no es mas de 50
aminoacidos mas larga o 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 alineacién (tales como la identificacién
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
215:403-10. El software para realizar analisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional
de Informacién Biotecnolégica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero el par de
secuencias de alta puntuaciéon (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 puntuacién de
la palabra vecina (Altschul et al, supra). Estos aciertos iniciales de palabras vecinas actan 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 puntuacién de alineacion
acumulativa. Las extensiones de las palabras coincidentes en cada direccién se detienen cuando: la puntuacion
acumulada de la alineacion cae en la cantidad X desde su valor maximo alcanzado; la puntuacién acumulada llega
a cero 0 menos, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de residuos con puntuaciéon negativa; o se
alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los pardmetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y la velocidad de la alineacién. El programa BLAST utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de
11, la matriz de puntuacién BLOSUMBG62 (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 andlisis 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 indicaciéon 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 més
pequefia en comparacidn de la primera secuencia con la segunda secuencia es menor que aproximadamente 1,
preferentemente menor que aproximadamente 0.1, méas preferentemente menor que aproximadamente 0.01y 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 configuracién
predeterminada) (Devereux et al (1984) Nucleic Acids Research 12, 387-395).

La secuencia de un polipéptido puede comprender una variante de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1 en la que se realizan modificaciones, como adiciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos, en relacién
con la secuencia de SEQ ID NO: 1. A menos que se especifique lo contrario, las modificaciones son
preferentemente sustituciones de aminoéacidos conservativas. Las sustituciones conservadoras reemplazan los
aminoé&cidos con otros aminoacidos de estructura quimica similar, propiedades quimicas similares o volumen de
cadena lateral similar. Los aminoacidos introducidos pueden tener polaridad, hidrofilia, hidrofobicidad, basicidad,
acidez, neutralidad o carga similares a los aminoécidos que reemplazan. Alternativamente, la sustitucion
conservadora puede introducir otro aminoacido que es aromético o alifatico en lugar de un aminoéacido aromético
o alifatico preexistente. Los cambios conservadores de aminoacidos son bien conocidos en la técnica y se pueden
seleccionar de acuerdo con las propiedades de los 20 aminoacidos principales como se define a continuacién 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 un polipéptido
descrito en el presente documento puede comprender una variante de la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 1 en la que se realizan hasta 10, 20, 30, 40, 50 o 60 sustituciones conservadoras.

Tabla A1 - Propiedades quimicas de los aminoacidos
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éGlu (E) §polar, hidréfilo, cargado (-) éGIn (Q) gpolar, hidréfilo, neutro

§Phe (F) §aromético, hidréfobo, neutro §Arg (R) gpolar, hidréfilo, cargado (+)
§G|y (G) §a|ifético, neutro éSer (S) gpolar, hidréfilo, neutro

§His (H) §aromético, polar, hidréfilo, cargado (+) EThr (M gpolar, hidréfilo, neutro

%IIe n §a|ifético, hidréfobo, neutro éVaI (V) galifético, hidréfobo, neutro
§Lys (K) §polar, hidréfilo, cargado(+) §Trp (W) garomético, hidréfobo, neutro
§Leu (L) §a|ifético, hidréfobo, neutro éTyr (Y) garomético, polar, hidréfobo

Tabla A2 - Escala de hidropatia

iCadena lateral ‘Hidropatia
lle 45
val \

§Leu

La secuencia de aminoacidos de un polipéptido descrito en el presente documento puede comprender una variante
de la secuencia de aminogcidos de SEQ ID NO: 1 como se ha descrito anteriormente. Sin embargo, algunos
residuos de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 se mantienen preferentemente dentro de dicha
secuencia variante. Por ejemplo, dicha secuencia variante suele conservar ciertos residuos que se sabe que son
necesarios para la actividad endoproteasa. Asi, el glutamato en la posicién 182 de la SEQ ID NO: 1 (corresponde
a la posicion 206 de la SEQ ID NO: 4) se mantiene preferiblemente en la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido descrito en el presente documento. Se cree que este residuo es necesario para la transferencia de
electrones en el sitio activo. Asi, un polipéptido descrito en el presente documento comprende tipicamente una
variante de la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1 que tiene un glutamato (E) en la posiciéon de dicha
secuencia variante que corresponde a la posicién 182 de la SEQ ID NO: 1. Del mismo modo, la histidina en la
posicién 181 de la SEQ ID NO: 1 (corresponde a la posicién 205 de la SEQ ID NO: 4) se mantiene preferiblemente
en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido descrito en el presente documento. Se cree que este residuo es
necesario para la unién a un cofactor de ion de zinc.

Dicho glutamato y dicho residuo de histidina estan ambos tipicamente comprendidos dentro de un dominio
metaloproteasa que tiene el motivo HEbbH, donde b es un aminoacido sin carga, como el aminoéacido A, C, F, G,
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I,L,M, N, P QS T VoW Unejemplo preferido de dicho dominio tiene la secuencia HELGH (SEQ ID NO: 41),
que corresponde a las posiciones 181 a 185 de la SEQ ID NO: 1 (posiciones 205 a 209 en la SEQ ID NO: 4). Asi,
un polipéptido descrito en el presente documento comprende tipicamente una variante de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que comprende el motivo HEbbH ( tal como HEIGH (SEQ ID NO: 42) o HELGH,
preferiblemente HELGH), en las posiciones correspondientes a las posiciones 181 a 185 de la SEQ ID NO: 1. Un
polipéptido descrito en el presente documento comprende tipicamente un dominio de unién especifico de O-glicano
situado en el extremo C-terminal del dominio metaloproteasa.

El motivo HEbbH puede estar comprendido dentro de un dominio metaloproteasa mayor que tenga el motivo
abxHEbbHbc, donde a es el aminoacido V, T o G, b es un aminoacido sin carga, como el aminoacido A, C, F, G, |,
L,M,N, P, Q, S, T VoW, xes cualquier aminoéacido, y ¢ es un aminoacido hidréfobo como A, C,F, I, L, M, P, V, W
o Y. Un ejemplo preferido de dicho dominio tiene la secuencia GMAHELGHGL (SEQ ID NO: 8), que corresponde
a las posiciones 178 a 187 de la SEQ ID NO: 1 (posiciones 202 a 211 en la SEQ ID NO: 4). Otros ejemplos incluyen
GVAHELGHNF (SEQ ID NO: 43). Asi, un polipéptido descrito en el presente documento comprende
preferiblemente una variante de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que comprende el motivo
abxHEbbHbc, (como GMAHELGHGL o GVAHELGHNF, preferiblemente GMAHELGHGL), en las posiciones
correspondientes a las posiciones 178 a 187 de la SEQ ID NO: 1. Un polipéptido descrito en el presente documento
comprende tipicamente un dominio de unién especifico de O-glicano situado en el extremo C-terminal del dominio
metaloproteasa.

Alternativamente, un polipéptido descrito en el presente documento puede comprender, consistir esencialmente o
consistir en un fragmento mas corto de la SEQ ID NO: 1 o de una variante de la misma como se describid
anteriormente. Los fragmentos pueden describirse como una forma truncada de la SEQ ID NO: 1 que conserva la
actividad endoproteasa especifica de la O-glicoproteina. Tales fragmentos son mas cortos que la SEQ ID NO: 1y
suelen tener al menos 100, 150 o 200 aminoacidos de longitud. Los fragmentos comprenden tipicamente un
dominio metaloproteasa en posiciones correspondientes a las posiciones 178 a 187 de la SEQ ID NO: 1, incluyendo
un residuo de acido glutadmico (E) en una posicién que corresponde a la posiciéon 182 de la SEQ ID NO: 1 y un
residuo de histidina (H) en una posicién que corresponde a la posicién 181 de la SEQ ID NO: 1, y un dominio de
unién especifico de O-glicano situado en el extremo C-terminal del dominio metaloproteasa.

Cualquier polipéptido que comprenda la SEQ ID NO:1 o una variante de la misma, o un fragmento de cualquiera
de ellas, 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 purificacién. 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 aminoécidos, tal como 3 - 5
aminoécidos. 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, un polipéptido descrito en el presente documento es un polipéptido que tiene actividad
endoproteasa especifica de O-glicoproteina que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

(b) una secuencia de aminoécidos que sea idéntica en al menos un 85% a la secuencia de aminoécidos de
SEQIDNO: 10

(c) una secuencia de aminoacidos que es un fragmento de la secuencia de SEQ ID NO: 1 o un fragmento de
un aminoacido que es 85% idéntico a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1;

opcionalmente, en el que dicho polipéptido incluye una metionina adicional en el extremo N y/o una etiqueta de
histidina en el extremo C, etiqueta que puede unirse al extremo C mediante un enlazador.

La secuencia de un polipéptido ejemplar se proporciona como SEQ ID NO: 2. El polipéptido puede comprender o
consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Una secuencia polinucleotidica ejemplar que codifica
este polipéptido se muestra en la SEQ ID NO: 3.

Se han identificado polipéptidos alternativos que tienen actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina en
Pseudomonas aeruginosa PAO1, Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 y Clostridium perfringens (véanse tres
peptidasas descritas en Noach et al; PNAS 2017, pE679-688 y apéndices de apoyo, especificamente Materiales y
Métodos de Clonacién, Expresidn y Purificacién de Proteinas). Las secuencias completas de estos polipéptidos se
proporcionan como SEQ ID NOs: 32, 33 y 34. Cada una de estas secuencias incluye un dominio metaloproteasa
que tiene el motivo HEbbH descrito anteriormente. La secuencia de Clostridium perfringens también tiene el
dominio metaloproteasa mas largo con el motivo abxHEbbHbc descrito anteriormente. Cada una de estas
secuencias puede modificarse opcionalmente para eliminar cualquier secuencia sefial o secuencias
proenziméticas que puedan estar presentes y/o para incluir una metionina adicional en el extremo N y/o una
histidina u otra etiqueta en el extremo C. Estas secuencias adicionales pueden facilitar la expresion (por ejemplo,
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en E. coli) y/lo la purificacién. Las secuencias correspondientes con la sefial y otras secuencias inmaduras
eliminadas se proporcionan como SEQ ID NOs: 26, 27 y 28. Las versiones de estas secuencias optimizadas para
la expresién en E. coliy la posterior purificacién (mediante la inclusién de una metionina adicional en el extremo N
y una etiqueta de histidina en el extremo C) se proporcionan como SEQ ID NOs: 29, 30 y 31. En los métodos
descritos en el presente documento para el uso de un polipéptido con actividad endoproteasa especifica de O-
glicoproteina, el polipéptido de la invencién puede sustituirse opcionalmente por uno de estos polipéptidos. Por lo
tanto, los polipéptidos preferidos para su uso en tales métodos comprenden, consisten esencialmente o consisten
en cualquiera de las SEQ ID NOs: 26 a 31.

Métodos que utilizan Ila actividad endoproteasa del polipéptido

La presente invencién también proporciona un método de hidrélisis de una O-glicoproteina, en el que el método
comprende poner en contacto una muestra de dicha O-glicoproteina con una composicién de la invencién que
tiene actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina y opcionalmente comprende ademas la deteccién de
los productos de hidrélisis.

La presente invencién también puede incluir un método para evaluar el estado de glicosilacién de una proteina,
que comprende poner en contacto una muestra de dicha proteina con una composicidén de la invencidén que tiene
actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina y analizar los productos producidos. La presencia de
productos de escisidn indica que la proteina de dicha muestra esta O-glicosilada, por lo que el método también
puede utilizarse para la deteccién de O-glicoproteinas. Opcionalmente, los productos de escisién pueden
analizarse posteriormente para identificar la cadena de glicanos y su posicién de unién a la proteina.

En tales métodos, una muestra se pone en contacto con una composicién de la invencién, en condiciones
adecuadas para que el polipéptido que contiene interactle con cualquier proteina de la muestra y para que se
produzcan reacciones de hidrélisis/limpieza (actividad endoproteasa). Las condiciones adecuadas incluyen la
incubacién con un polipéptido de la invencidén 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 o toda la noche. La
incubacién tiene lugar preferentemente a temperatura ambiente, mas preferentemente a aproximadamente 20°C,
25°C, 30°C, 35°C, 40°C o 45°C, y mas preferentemente a aproximadamente 37°C. Los métodos descritos
anteriormente pueden llevarse a cabo con 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, 9 09.5. El pH preferido para la
actividad de un polipéptido de la invencién esta en el intervalo de 5.6 a 6.8. El método puede realizarse en cualquier
tampdn adecuado, como solucién salina tamponada con tris (TBS) o solucidn salina tamponada con fosfato (PBS).
La relacién aproximada entre el polipéptido de la invencién y el contenido proteico de la muestra (enzima:sustrato)
puede ser de 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, 1:100, 1: 200 o 1:400. La
proporcién preferida es de 1:20. Una mayor proporcidén de enzima en relacién con el sustrato puede ser beneficiosa
si se requiere un tiempo de reacciéon mas corto, o si la O-glicoproteina esta muy sialilada. El sustrato suele estar
presente a una concentracién de 0.1mg/ml a 10mg/ml, preferiblemente de 0.1 a 2mg/ml.

La deteccién o el analisis de los productos producidos puede evaluarse mediante cualquier método analitico
adecuado, como por ejemplo, aunque no exclusivamente, espectrometria de masas, HPLC, cromatografia de
afinidad, electroforesis en gel, SDS-PAGE, ELISA, transferencia de lectina, espectrometria, electroforesis capilar
y otras técnicas de laboratorio estandar para el analisis de proteinas.

La muestra en cualquiera de los métodos anteriores puede ser una muestra tomada de un paciente,
preferiblemente un paciente humano. Los resultados obtenidos pueden utilizarse con fines de diagnéstico, por
ejemplo para detectar la presencia de canceres en los que interviene la glicosilaciéon O-ligada. Dicho uso puede
implicar la comparacién de los resultados obtenidos a partir de la muestra del paciente, con los obtenidos utilizando
una muestra obtenida de un control sano.

Como se describe aqui como referencia, el polipéptido puede utilizarse en combinacién con otra enzima, como
una proteasa o una glicosidasa. La proteasa o glicosidasa adicional normalmente digerira més las proteinas del
sustrato, lo que puede mejorar la actividad del polipéptido de la invencién y/o permitir un analisis mas facil o
detallado de los productos.

Por ejemplo, los presentes inventores han determinado que un polipéptido descrito en el presente documento
demuestra una actividad endoproteasa mejorada si los O-glicanos de una proteina sustrato se modifican primero
para eliminar el acido sidlico. Asi, en un método preferido, la muestra se pone en contacto con un agente para
eliminar el 4cido sialico. Dicho agente puede ser preferiblemente una enzima sialidasa o una mezcla de dichas
enzimas, que pueden estar presentes en un tampén adecuado como TBS o PBS. El tampdn comprende
preferentemente una baja concentracién de NaCl, tipicamente hasta 300mM, 250mM, 200mM, o 150mM. La
concentracién de NaCl es preferentemente de aproximadamente 150 mM, tal como entre 125 mM y 175 mM. Las
sialidasas (o0 neuraminidasas) catalizan la escisién de los acidos sialicos terminales de los carbohidratos complejos
de las glicoproteinas y muestran un alto grado de especificidad. Estas enzimas se dirigen a tres enlaces distintos
de 4cido sialico que se encuentran habitualmente en las O-glicoproteinas, a saber, los enlaces a2-3, a2-6 y a2-8.
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Las sialidasas que son adecuadas para su uso en los métodos descritos incluyen sialidasas de amplio espectro
que se dirigen a todos los enlaces a2-3, a2-6 0 a2-8, asi como sialidasas de espectro estrecho que normalmente
se dirigen a un solo tipo de enlace. El enlace a2-3 es el mas comun en las glicoproteinas humanas, por lo que si
se utiliza una sialidasa de espectro estrecho es preferible que se dirija a este enlace. Las sialidasas adecuadas
pueden incluir sialidasas viricas o de mamiferos, pero son preferiblemente sialidasas aisladas de bacterias,
incluidas, entre otras, cepas de Clostridium pertfringens, Arthrobacter ureafaciens, Streptococcus pheumoniae,
Vibrio cholerae and Akkermansia muciniphila.

Una sialidasa de espectro estrecho preferida es Am1757 aislada de Akkermansia muciniphila. Am1757 tiene
actividad especifica contra los enlaces o2-3. La secuencia de tipo salvaje de Am1757 se proporciona como SEQ
ID NO: 9, que incluye una secuencia de sefiales. La secuencia de tipo salvaje de Am1757 que carece de la
secuencia sefial se proporciona como SEQ ID NO: 10. 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. Estas secuencias
adicionales pueden facilitar la expresion (por ejemplo, en E. coli) y/o la purificacién. 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 aminoécidos. 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
Am1757 ejemplar, con una metionina adicional en el extremo N y un enlazador GSGLE y una etiqueta Hisg en el
extremo C se proporciona como SEQ ID NO: 11. Cualquier referencia a Am1757 en la presente divulgacion puede
significar cualquiera de las SEQ ID NOs: 9, 10 u 11, pero preferentemente se refiere a un polipéptido que
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Lo mas preferido es un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 11.

Una sialidasa de amplio espectro preferida es AmQ0707 aislada de Akkermansia muciniphila. AmQ0707 tiene actividad
contra los enlaces a2-3, a2-6 y a2-8. La secuencia de tipo salvaje de Am0707 se proporciona como SEQ ID NO:
12, que incluye una secuencia de sefiales. La secuencia de tipo salvaje de Am0707 que carece de la secuencia
sefial se proporciona como SEQ ID NO: 13. 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 y/o purificacién. 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 Am0707 ejemplar, con una metionina
adicional en el extremo N y un enlazador GSGLE y una etiqueta Hisg en el extremo C se proporciona como SEQ
ID NO: 14. Cualquier referencia a Am0707 en la presente divulgacién puede significar cualquiera de las SEQ ID
NOs: 12, 13 6 14, pero preferiblemente se refiere a un polipéptido que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13. Lo mas preferido es un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 14.

Una mezcla de sialidasas preferida, capaz de hidrolizar todos los enlaces de 4cido siélico, comprende Am1757 y
AmQO707 aislados de Akkermansia muciniphila. La mezcla de Am1757 y Am0707 suele tener una proporcién de
1:1. Una mezcla particularmente preferida puede comprender un polipéptido consistente en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11 y un polipéptido consistente en la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 14.

Los métodos descritos en el presente documento pueden comprender preferiblemente la incubacién de una
muestra con Am 1757 o con una mezcla de Am1757 y Am0707 antes o simultdneamente con el polipéptido descrito
en el presente documento, en condiciones adecuadas para la actividad de las sialidasas. La invencién también
proporciona una composiciéon (en forma liofilizada o de solucién) que comprende un polipéptido con actividad
endoproteasa especifica para proteinas O-glicosiladas que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

(b) una secuencia de aminoécidos que sea idéntica en al menos un 85% a la secuencia de aminoécidos de
SEQIDNO: 10

(c) una secuencia de aminoacidos que es un fragmento de la secuencia de SEQ ID NO: 1 o un fragmento de
una secuencia de aminoacidos que sea idéntica en un 85% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

en el que la composicién comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757 y Am0707, en el
que Am1757 es un polipéptido de cualquiera de los SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un polipéptido de cualquiera
de los SEQ ID NOs: 12 a 14.

Dicha composicién puede preferiblemente liofilizarse en solucién salina tamponada con tris, que puede estar en

torno a un pH 7.6. En dicha composiciéon, Am1757 y Am0707 estaran preferiblemente presentes en una proporcién
1:1 entre si, estando también presente el contenido total de sialidasa (Am1757+Am0707) en una proporcién 1:1
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con respecto al polipéptido de la invencién. Por ejemplo, si una composicién incluye 2000 unidades del polipéptido
de la invencién, también incluird 2000 unidades de sialidasa, en la que dichas 2000 unidades de sialidasa
comprenden 1000 unidades Am1757 y 1000 unidades Am0707. Una unidad de mezcla de sialidasa es tipicamente
la cantidad requerida para hidrolizar los acidos siélicos de = 90 % de 1 ug de glicoproteina (fetuina) cuando se
incuba en 20 mM de Tris, pH 6.8 a 37 °C durante 2 h a 37 °C segln se monitorea por SDS-PAGE. Una unidad del
polipéptido de la invencion es tipicamente la cantidad requerida para digerir > 90% de 1 ug de Eritropoyetina (EPO)
cuando se incuba en tampén Tris 20 mM, pH 6.8, durante la noche con una unidad de mezcla de sialidasa a 37°C
como se monitorea por SDS-PAGE.

También se describe en el presente documento un kit que comprende un polipéptido en un recipiente separado de
Am1757 o una mezcla de Am1757 y Am0707, con instrucciones para el uso combinado de las diferentes enzimas.

Como otro ejemplo, en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la muestra puede incubarse
con una N-glicosidasa antes, al mismo tiempo o después de poner en contacto la muestra con el polipéptido
descrito en el presente documento, para eliminar los N-glicanos de las proteinas diana. Una N-glicosidasa ejemplar
es la PNGasaF. Otras N-glicosidasas que pueden utilizarse cuando la muestra incluye inmunoglobulinas, son
EndoS (véase SEQ ID NO: 1 de WO2008071418) o EndoS2 (puede denominarse EndoS49 - véase SEQ ID NO:
1 de la publicacion W0O2013037824). Cada una de estas enzimas elimina la glicoproteina ligada al N del Asn-297
de la IgG1. Por ejemplo, la muestra puede ponerse en contacto con una N-glicosidasa y una sialidasa (o una
mezcla de ambas) ademas del polipéptido descrito en el presente documento. En dicho método, la sialidasa (o
mezcla) puede aplicarse primero, antes de la adicién simultanea de la N-glicosidasa y el polipéptido. Este método
es especialmente adecuado para la evaluacién posterior de los sitios de O-glicosilaciéon, que normalmente se
consigue mediante la separacién de los productos, por ejemplo, utilizando RPLC y el posterior analisis de las
diferentes fracciones, por ejemplo, utilizando espectrometria de masas.

Como otro ejemplo, en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la muestra puede incubarse
con una proteasa antes, al mismo tiempo o después del contacto de la muestra con el polipéptido, para digerir atn
mas la proteina diana. Las proteasas generales adecuadas incluyen tripsina, quimotripsina, Lys-C, Asp-N, Glu-C,
Arg-C o endoproteasas similares, o Arg-gingipaina (RgpB) de Porphyromonas gingivalis.

Si la muestra incluye inmunoglobulinas, pueden utilizarse inmunoglobulina proteasas como SpeB (véase la
secuencia en el documento W02015040125), enzima degradadora de inmunoglobulina G de S. pyogenes (ldeS -
véase la secuencia en el documento W02015040125), enzima degradadora de inmunoglobulina G de S. equi
subespecie zooepidemicus (IdeZ), Lys-gingipaina (Kgp) de Porphyromonas gingivalis, y enzima degradadora de
inmunoglobulina G de S. agalactiae (IgdEagaictiae - VEase SEQ ID NO: 3 del PCT/EP2017/052463). El uso de
cualquier combinacién de estas proteasas en un método descrito en el presente documento puede ayudar a
determinar los sitios de O-glicosilacién en anticuerpos monoclonales y subunidades de los mismos, por ejemplo
mediante espectrometria de masas (enfoque middle down).

Como otro ejemplo, en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la muestra puede incubarse
con una O-glicosidasa después de poner en contacto la muestra con un polipéptido descrito en el presente
documento. Por ejemplo, para simplificar el analisis de los productos obtenidos, éstos se someten a digestién por
una O-glicosidasa para eliminar los O-glicanos antes de su posterior analisis por cualquier método adecuado. Las
O-glicosidasas adecuadas pueden obtenerse a partir de una cepa de Enterococcus faecalis, Streptococcus oralis,
o Bifidobacterium bifidum, preferiblemente Enterococcus faecalis o Streptococcus oralis, mas preferiblemente
Streptococcus oralis. La secuencia de una O-glicosidasa ejemplar de Streptococcus oralis se proporciona como
SEQ ID NO: 15.

Polipéptidos que se unen a glicoproteinas O-ligadas pero que carecen o tienen una actividad endoproteasa
reducida.

Caracteristicas funcionales de un polipéptido carente de actividad endoproteasa

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicién que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20, que carecen de actividad
endoproteasa o la tienen reducida, pero conservan la capacidad de unirse a O-glicanos, y una sialidasa Am1757
0 una mezcla de Am1757 y Am0707, en la que Am1757 es un polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 9 a
11 y Am0707 es un polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 12 a 14. En otras palabras, el polipéptido puede
describirse como un agente de unién O-glicano-especifico que no hidroliza significativamente una glicoproteina a
la que esta unido dicho glicano.

La actividad endoproteasa de la O-glicoproteina puede determinarse utilizando cualquier método adecuado, pero
tipicamente puede emplear el mismo ensayo descrito anteriormente para los polipéptidos de la invencién que
poseen dicha actividad. La falta de actividad de un polipéptido de prueba se indicara por la ausencia de productos
de escisién tras la incubacidén con un sustrato de O-glicoproteina. Escisién del mismo sustrato por un polipéptido
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 puede utilizarse como control positivo. La reduccién
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de la actividad del polipéptido de prueba puede determinarse por comparacién con el mismo control. El polipéptido
tiene tipicamente una actividad de endoproteasa de O-glicoproteina que se reduce en relacién con la actividad de
un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. El polipéptido suele tener una
actividad de endoproteasa de O-glicoproteina inferior al 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%,
45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10% o 5% en comparacién con la actividad de un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

La capacidad de un polipéptido para unirse a un O-glicano o a una O-glicoproteina también puede evaluarse
mediante cualquier método adecuado. Uno de estos métodos consiste en inmovilizar un polipéptido de prueba, por
ejemplo en sefarosa en una columna de centrifugacién, seguido de la incubacién con una muestra que contenga
O-glicoproteinas y/o O-glicanos. Si el polipéptido de prueba tiene capacidad de unién a O-glicanos y/o O-
glicoproteinas, las O-glicoproteinas y/o O-glicanos seran detectables unidos a la columna o en un eluyente
posterior. Preferiblemente, el polipéptido es capaz de unirse a todas las O-glicoproteinas que son hidrolizables por
un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1.

En los ejemplos se describen ensayos ejemplares de este tipo.
Caracteristicas estructurales de un polipéptido carente de actividad endoproteasa

Esta seccién establece las caracteristicas estructurales de un polipéptido descrito en el presente documento, que
se aplican ademas de las caracteristicas funcionales descritas en la seccién anterior. Un polipéptido puede poseer
las mismas caracteristicas estructurales que las descritas anteriormente en relacién con un polipéptido que tenga
actividad endoproteasa, con la excepcidn de que la secuencia de aminoacidos se modifique mediante una o més
adiciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos de manera que se reduzca o elimine dicha actividad.
Tipicamente, un polipéptido descrito en el presente documento no incluird un motivo metaloproteasa intacto de
HEbbH o abxHEbbHbc. Dicho motivo puede estar alterado por adicién, delecién o sustitucién, pero preferiblemente
esta alterado por al menos una sustitucién de aminoéacidos. Preferiblemente, la sustitucién implica la sustitucion
del residuo de acido glutamico (E) en dicho motivo por un aminoacido alternativo y/o la sustitucién del residuo de
histidina (H) en la posicién correspondiente a la 12 posicién del motivo mas corto (la 42 posicién del motivo mas
largo) y/o la sustitucién del residuo de histidina (H) en la posicién correspondiente a la 52 posicién del motivo mas
corto (la 82 posicion del motivo més largo). Preferiblemente, alguna de dichas sustituciones, ambas o las tres, es
no conservativa. La sustitucién del residuo E deberia reducir o eliminar la transferencia de electrones. La sustitucion
de cualquiera de los residuos H deberia reducir o eliminar la unién del cofactor ion de Zinc. Por lo tanto, el residuo
E se sustituye preferiblemente con un aminoacido no polar o no cargado, como A, C, F, G, I,L,M,N,P Q, S, T, V
o W, pero mas preferiblemente se sustituye con Alanina (A) o Glicina (G). Cada uno de los residuos H puede
sustituirse individualmente por cualquier aminoacido no H, pero se prefieren de nuevo los aminoacidos no polares
como Ay G.

Asi, un polipéptido descrito en el presente documento puede comprender, consistir esencialmente o consistir de la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1 en el que se altera el motivo metaloproteasa de HEbbH o
abxHEbbHbc, preferiblemente mediante la sustitucién del residuo de #&cido glutdmico en la posicidn
correspondiente a la posicién 182 de la SEQ ID NO: 1 y/o la sustitucion del residuo de histidina correspondiente a
la posicion 181 de la SEQ ID NO: 1 con un aminoacido alternativo y/o la sustitucidn del residuo de histidina
correspondiente a la posicion 185 de la SEQ ID NO: 1 con un aminoécido alternativo. En otras palabras, el
polipéptido puede describirse como no comprendiendo el motivo de metaloproteasa HEbbH y preferiblemente
comprendiendo una versién alterada de dicho motivo, tal que:
(a) el H de la primera posicién se sustituye por un aminoacido alternativo, preferiblemente Ao G, y/o

(b) E en la segunda posicion se sustituye por un aminoacido no cargado, opcionalmente A, C, F, G, |, L, M, N,
P, Q,S, T VoW, preferiblemente A o G; y/o

(c) el H de la quinta posicién se sustituye por un aminoacido alternativo, preferiblemente Ao G
donde b en dicho motivo es un aminoacido no cargado, opcionalmente A, C, F, G, I, L, M, N, P, Q, S, T, Vorw.
Por lo tanto, dicho polipéptido puede describirse como que comprende el motivo xbbbx, en el que:

(a) x es preferiblemente cualquier aminoécido excepto H, y es preferiblemente Ao G; y/o

(b) b es un aminoacido no cargado, opcionalmente A, C, F, G, I, L, M, N, P, Q, S, T, V o W, preferiblemente A
oG

opcionalmente, en el que dicho motivo esta presente en dicho polipéptido en las posiciones correspondientes a las
posiciones 181 a 185 de la SEQ ID NO: 1.
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Por consiguiente, dicho polipéptido puede comprender un motivo de metaloproteasa alterado, por ejemplo con una
cualquiera de las secuencias siguientes: HALGH (SEQ ID NO: 44), AELGH (SEQ ID NO: 45) o mas preferiblemente
AALGH (SEQ ID NO: 46). Secuencias que comprenden este tipo de cambio especifico de la SEQ ID NO: 1 se
muestran en la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 20. En otras palabras, por lo tanto, un polipéptido descrito en el
presente documento puede comprender, consistir esencialmente, o consistir en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 50 SEQ ID NO: 20.

Dicho polipéptido puede describirse alternativamente como que comprende el motivo abxxbbbxbc, en el que:

(a) a es el aminoacido V, T 0 G;

(b) b es un aminoacido no cargado, opcionalmente A, C, F, G, I, L, M, N, P, Q, S, T, V o W, preferiblemente A
oG
(c) x es cualquier aminoacido excepto que el aminoacido en la 42 y/o 82 posicién del motivo preferiblemente
no es H, y es preferiblemente Ao G; y

(d) c es un aminoacido hidréfobo, opcionalmente A, C, F, |, L, M, P, V,WoY;

opcionalmente, donde dicho motivo esta presente en dicho polipéptido en las posiciones correspondientes a las
posiciones 178 a 187 de la SEQ ID NO: 1.

Por consiguiente, dicho polipéptido puede comprender un motivo de metaloproteasa alterado, por ejemplo con una
cualquiera de las secuencias siguientes: GMAHALGHGL (SEQ ID NO: 23), GMAAELGHGL (SEQ ID NO: 24) o
mas preferiblemente GMAAALGHGL (SEQ ID NO: 25). Secuencias que comprenden este tipo de cambio
especifico de la SEQ ID NO: 1 se muestran en la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 20. En otras palabras, por lo
tanto, un polipéptido descrito en el presente documento puede comprender, consistir esencialmente, o consistir en
la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 20.

Alternativamente, el polipéptido aqui descrito puede comprender, consistir esencialmente o consistir en una
variante de la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 20 que es al menos un 50% idéntica a
la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 5, siempre que no se introduzca un residuo de acido glutdmico en
la posicién correspondiente a la posicién 182 de la SEQ ID NO: 1 y/o no se introduce un residuo de histidina en la
posicién correspondiente a la posicién 181 de la SEQ ID NO: 1 y/o no se introduce un residuo de histidina en la
posicion correspondiente a la posicién 185 de la SEQ ID NO: 1.

La secuencia variante puede ser al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 85%, al
menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 99% idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 5.
El nivel de identidad es preferentemente de al menos el 85% o superior. Identidad relativa a la secuencia de SEQ
ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 20 puede medirse sobre una regién de al menos 100, al menos 200, al menos 300 o al
menos 350 o mas aminoacidos contiguos de la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20, o mas
preferiblemente en toda la longitud de la SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 20. Una secuencia de un polipéptido descrito
en el presente documento puede comprender una variante de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 20 en la que se realizan hasta 10, 20, 30, 40, 50 o 60 sustituciones conservadoras. Las
determinaciones de la identidad de secuencia y una explicacién de las sustituciones conservativas y no
conservativas se proporcionan en la seccién relativa a los polipéptidos con actividad endoproteasa y se aplican
igualmente en este caso.

Alternativamente, un polipéptido descrito en el presente documento puede comprender, consistir esencialmente o
consistir en un fragmento mas corto de la SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 20, o de una variante del mismo como se
ha descrito anteriormente. Los fragmentos pueden describirse como una forma truncada de la SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 20 que conserva la actividad de unién a la O-glicoproteina. Tales fragmentos son mas cortos que la
SEQ ID NO: 1y suelen tener al menos 100, 150 o 200 aminoécidos de longitud.

Cualquier polipéptido que comprenda la SEQ ID NO: 5 o la SEQ ID NO :20, o una variante de la misma, o un
fragmento de cualquiera de ellos, 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
aminoécidos, 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, una composicién de la invencién comprende un polipéptido que es capaz de unirse a un
O-glicano o a una O-glicoproteina y que carece o tiene una actividad endoproteasa reducida especifica para
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proteinas O-glicosiladas que comprenden una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 20, en
donde la composicién comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757 y Am0707, en donde
Am1757 es un polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un polipéptido de cualquiera de
las SEQ ID NOs: 12 a 14 opcionalmente, en el que dicho polipéptido incluye una metionina adicional en el extremo
N y/o una etiqueta de histidina en el extremo C, etiqueta que puede unirse al extremo C mediante un enlazador.

La secuencia de un polipéptido ejemplar descrito en el presente documento se proporciona como SEQ ID NO: 6.
El polipéptido puede comprender o consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. Una secuencia
polinucleotidica ejemplar que codifica este polipéptido se muestra en la SEQ ID NO: 7. La secuencia de otro
polipéptido ejemplar se proporciona como SEQ ID NO: 21. El polipéptido puede comprender o consistir en la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 21. Una secuencia polinucleotidica ejemplar que codifica este
polipéptido se muestra en la SEQ ID NO: 22.

Dicho polipéptido se suministra preferiblemente en forma inmovilizada, por ejemplo sobre agarosa o sefarosa,
opcionalmente en forma de resina.

Pueden producirse polipéptidos adicionales que tengan actividad de unién a O-glicoproteina pero que carezcan de
actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina o que la tengan reducida, alterando el motivo HEbbH o
abxHEbbHbc del dominio metaloproteasa en cualquier otro polipéptido que tenga actividad endoproteasa
especifica de O-glicoproteina que comprenda dicho motivo. En los métodos descritos en el presente documento
para el uso de un polipéptido que carece de actividad endoproteasa o que la tiene reducida, las referencias al
polipéptido incluyen dichos polipéptidos. La alteracién de dicho motivo se consigue preferiblemente como se ha
descrito anteriormente de forma que:

(a) el H de la primera posicién se sustituye por un aminoacido alternativo, preferiblemente Ao G, y/o

(b) E en la segunda posicion se sustituye por un aminoacido no cargado, opcionalmente A, C, F, G, |, L, M, N,
P, Q,S, T VoW, preferiblemente A o G; y/o

(c) el H de la quinta posicién se sustituye por un aminoacido alternativo, preferiblemente Ao G
donde b en dicho motivo es un aminoacido no cargado, opcionalmente A, C, F, G, I, L, M, N, P, Q, S, T, Vorw.
Por lo tanto, dicho polipéptido puede describirse como que comprende el motivo xbbbx, en el que:

(a) x es preferiblemente cualquier aminoécido excepto H, y es preferiblemente Ao G; y/o

(b) b es un aminoacido no cargado, opcionalmente A, C, F, G, I, L, M, N, P, Q, S, T, V o W, preferiblemente A
oG

Otros polipéptidos que tienen actividad endoproteasa especifica de O-glicoproteina y que pueden alterarse de esta
manera se han descrito anteriormente como identificados en Pseudomonas aeruginosa PAO1, Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-5482 y Clostridium perfringens (véanse tres peptidasas descritas en Noach et al; PNAS 2017,
pE679-688 y apéndices de apoyo, especificamente Materiales y Métodos de Clonacién, Expresién y Purificacién
de Proteinas). Las secuencias completas de estos polipéptidos se proporcionan como SEQ ID NOs: 32, 33y 34.
Las secuencias maduras correspondientes (por ejemplo, con la sefial y otras secuencias eliminadas) se
proporcionan como SEQ ID NOs: 26, 27 y 28. Las versiones de estas secuencias optimizadas para la expresion
en E. coliy la posterior purificaciéon (mediante la inclusiéon de una metionina adicional en el extremo N y una etiqueta
de histidina en el extremo C) se proporcionan como SEQ ID NO: 29, 30 y 31. Cada una de las SEQ ID NOs: 26 a
34 incluye, por tanto, un dominio metaloproteasa que tiene el motivo HEbbH que puede alterarse para producir un
motivo xbbbx como se ha descrito anteriormente. Versiones de la SEQ ID NOs: 26, 27 y 28 en los que el motivo
HEbbH ha sido alterado, se proporcionan como SEQ ID NOs: 35, 36 y 37. Las versiones de estas secuencias
optimizadas para la expresion en E. coli y la posterior purificacién (mediante la inclusiéon de una metionina adicional
en el extremo N y una etiqueta de histidina en el extremo C) se proporcionan como SEQ ID NO: 38, 39 y 40. Los
polipéptidos que carecen o tienen reducida la actividad endoproteasa especifica de la O-glicoproteina pueden
comprender, consistir esencialmente o consistir en cualquiera de las SEQ ID NOs: 35, 36, 37, 38, 39 0 40.

Métodos que utilizan mutantes LS que carecen o tienen una actividad endoproteasa reducida

La presente invencién también proporciona un método de unidén a un O-glicano, en el que el método comprende
poner en contacto una muestra que comprende el O-glicano con una composicién de la invencién que comprende
un polipéptido capaz de unirse a un O-glicano y que carece o tiene actividad endoproteasa reducida especifica
para proteinas O-glicosiladas, en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
50 SEQ ID NO: 20, y en donde la composicién comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757
y Am0707, en donde Am1757 es un polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un
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polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 12 a 14. El método opcionalmente incluye ademas determinar si se
ha unido o no un O-glicano y/o separar el O-glicano y cualquier glicoproteina unida de la mezcla resultante.

La presente invencién también puede incluir un método para evaluar el estado de glicosilacién de una proteina,
que comprende poner en contacto una muestra de dicha proteina con un polipéptido de la invencién, que
comprende un polipéptido capaz de unirse a un O-glicano y que carece o tiene una actividad endoproteasa
reducida especifica para proteinas O-glicosiladas, y determinar si la proteina esta unida o no por dicho polipéptido;
en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20, y en donde
la composicion comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757 y Am0707, en donde Am1757
es un polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un polipéptido de cualquiera de las SEQ
ID NOs: 12 a 14.

La presente invencién también puede incluir un método para detectar glicoproteinas O-ligadas en una muestra, en
el que el método comprende poner en contacto dicha muestra con una composicién de la invencién, que
comprende un polipéptido capaz de unirse a un O-glicano y que carece o tiene una actividad endoproteasa
reducida especifica para proteinas O-glicosiladas, para permitir asi la formacién de un complejo glicoproteina-
polipéptido O-ligado; en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 5 0 SEQ
ID NO: 20, y en donde la composicibn comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757 y
AmO0707, en donde Am1757 es un polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un polipéptido
de cualquiera de las SEQ ID NOs: 12 a 14. El método puede incluir opcionalmente separar dicho polipéptido de la
muestra contactada y determinar si el polipéptido separado esta unido a las glicoproteinas O-ligadas, con lo que
se puede determinar la presencia o ausencia de glicoproteinas O-ligadas en la muestra. El método también puede
utilizarse para aislar un O-glicano o una glicoproteina O-ligada a partir de una muestra que contenga O-glicanos o
glicoproteinas O-ligadas.

En tales métodos, una muestra se pone en contacto con una composicién de la invencién en condiciones
adecuadas para que el polipéptido interactie con cualquier O-glicano o proteinas de la muestra y para que se
produzca la unién. Las condiciones adecuadas incluyen la incubaciéon con un polipéptido 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 o toda la noche, normalmente con mezcla, por ejemplo, mezcla de extremo a extremo. La
incubacién tiene lugar preferentemente a temperatura ambiente, mas preferentemente a aproximadamente 20°C,
25°C, 30°C, 35°C, 40°C o 45°C, y mas preferentemente a aproximadamente 37°C. Los métodos descritos
anteriormente pueden llevarse a cabo con 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, 9 09.5. El pH preferido para la
actividad de un polipéptido de la invencién esta en el intervalo de 5.6 a 6.8. El método puede realizarse en cualquier
tampdn adecuado, como solucién salina tamponada con tris (TBS) o solucidn salina tamponada con fosfato (PBS).
La relacién aproximada entre el polipéptido y el contenido proteinico de la muestra puede ser de 1:1, 2:1, 4:1, 6:1,
10:1, 151, 20:1, 1:2, 1:4, 0 1:6, 1:10, 1:15, 1:20, 1:40, 1:100, 1: 200 o0 1:400 (peso:peso). Una proporcién preferible
es 1:1 (peso:peso). Una mayor proporcion de polipéptido respecto al sustrato puede ser beneficiosa si se requiere
un tiempo de reaccién més corto, o si la O-glicoproteina esta muy sialilada. Alternativamente, puede
utilizarse una etapa de incubacién de sialidasa anterior o simultanea para reducir el contenido de &cido sialico,
como se explica con més detalle a continuacién. El sustrato suele estar presente a una concentracién de alrededor
de 0.01mg/ml a 10mg/ml, preferiblemente de alrededor de 0.1mg/ml a 10mg/ml, de alrededor de 0.01mg/ml a
2mg/ml, o de alrededor de 0.1mg/ml a 2mg/ml.

La deteccidn o el analisis de la muestra para determinar si se ha unido un O-glicano o una glicoproteina O-ligada
puede evaluarse mediante cualquier método analitico adecuado, como por ejemplo, entre otros, espectrometria de
masas, HPLC, cromatografia de afinidad, electroforesis en gel, SDS-PAGE, ELISA, transferencia de lectina,
espectrometria, electroforesis capilar y otras técnicas de laboratorio estandar para el analisis de proteinas. Por
ejemplo, puede analizarse el peso molecular del polipéptido. El polipéptido aqui descrito unido a un O-glicano o a
una glicoproteina O-ligada tendra un peso molecular superior al de un polipéptido no unido a un O-glicano 0 a una
glicoproteina O-ligada.

La separacién del O-glicano unido o de la glicoproteina O-ligada y del polipéptido descrito en el presente
documento puede llevarse a cabo por cualquier medio de separacién adecuado. Por ejemplo, los medios de
separacién pueden comprender una poblacién de nanoparticulas magnéticas. Estos pueden separarse de una
muestra mediante separacién por campo magnético, preferiblemente separacién por campo magnético de alto
gradiente. Ejemplos de reactivos 0 medios de separacién son poblaciones de particulas magnéticas capaces de
unirse al polipéptido de la invencidén. Por ejemplo, cuando el polipéptido estd derivatizado con una etiqueta de
histidina, las particulas magnéticas contienen en su superficie grupos quelantes que transportan un ion de niquel,
cobre 0 zine.
Alternativamente, cuando el polipéptido se derivatiza con una etiqueta de biotina, las particulas magnéticas
contienen en su superficie estreptavidina.

Los medios de separacién también pueden comprender un soporte sélido al que se inmoviliza el polipéptido. Los
ejemplos de soportes sélidos incluyen los descritos en secciones anteriores, y pueden incluir resinas de agarosa
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o sefarosa, perlas de agarosa reticuladas o similares. El soporte puede utilizarse como matriz en una columna de
cromatografia de afinidad. Alternativamente, el soporte sélido puede comprender un material adecuado a base de
silice o poliestireno, o un recipiente de plastico como una placa de microtitulacién o equivalente, en el que pueda
adsorberse directamente el polipéptido de la invencién.

Los medios de separacion alternativos incluyen reactivos que comprenden anticuerpos especificos para el
polipéptido descrito en el presente documento, que pueden generarse por métodos habituales en la técnica. Los
anticuerpos en este sentido incluyen un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo de cadena
simple, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo injertado con CDR o un anticuerpo humanizado. El anticuerpo
puede ser una molécula de inmunoglobulina intacta o un fragmento de la misma, como un fragmento Fab, F(ab')2
o Fv. Si hay mas de un anticuerpo presente, los anticuerpos tienen preferiblemente determinantes diferentes que
no se solapan, de modo que puedan unirse simultdneamente al polipéptido descrito en el presente documento. El
anticuerpo puede estar unido a un soporte sélido o puede estar marcado o conjugado con otro grupo quimico o
molécula para ayudar a su separacién o aislamiento. Por ejemplo, los grupos quimicos tipicos incluyen etiquetas
fluorescentes como la fluoresceina (FITC) o |a ficoeritrina (PE), o etiquetas como la biotina.

Otros medios adecuados de separacién incluyen la elucién de la proteina del polipéptido (tipicamente inmovilizado)
poniendo en contacto el polipéptido de la muestra contactada con un tampén de elucién adecuado. La eleccidn del
tampén de elucidén puede depender de la sensibilidad al 4cido de la proteina. Los tampones de elucién preferidos
pueden comprender altas concentraciones molares de urea (tipicamente al menos 5, 6, 7 o més preferiblemente
al menos 8M) o altas concentraciones de un detergente (tipicamente al menos alrededor del 1%, 5% o 10%). Los
detergentes adecuados incluyen Nonidet P40, Triton X-100, Tween 20, CHAPS, desoxicolato sédico y surfactante
RapiGest SF, pero se prefiere el dodecil sulfato sédico (SDS). Se prefiere la urea de alto molar al detergente, ya
que es mas probable que los procedimientos posteriores sean mas sensibles a la presencia de detergente.

Otro tampdn de elucién preferido comprende una concentracién adecuada de un polipéptido descrito en el presente
documento que tenga actividad endoproteasa de O-glicoproteina, por ejemplo un polipéptido de la SEQ ID NO: 1.
La ruptura del O-glicano por este polipéptido liberara las O-glicoproteinas unidas, evitando asi la necesidad de
elucién con urea o detergentes.

Los métodos preferidos de elucién de O-glicoproteinas a partir de polipéptidos inmovilizados se demuestran en los
Ejemplos.

La muestra en cualquiera de los métodos anteriores puede ser una muestra tomada de un paciente,
preferiblemente un paciente humano. Los resultados obtenidos pueden utilizarse con fines de diagnéstico, por
ejemplo para detectar la presencia de canceres en los que interviene la glicosilaciéon O-ligada. Dicho uso puede
implicar la comparacién de los resultados obtenidos a partir de la muestra del paciente, con los obtenidos utilizando
una muestra obtenida de un control sano.

El polipéptido aqui descrito puede utilizarse en combinacién con otra enzima, como una proteasa o una
glucosidasa. La proteasa o glicosidasa adicional normalmente digerira mas las proteinas o glicanos del sustrato,
lo que puede permitir un analisis mas facil o detallado de los productos.

Por ejemplo, el polipéptido aqui descrito puede utilizarse en combinacién con un agente para eliminar el acido
sidlico. Dicho agente puede ser preferiblemente una enzima sialidasa o una mezcla de dichas enzimas como se
describe en la seccidn anterior. La invencién proporciona una composicién (en forma liofilizada o de solucién) que
comprende un polipéptido, en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 5
o SEQ ID NO: 20, y en donde la composicidn comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757
y Am0707, en donde Am1757 es un polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un
polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 12 a 14. Se describe en el presente documento un kit que comprende
un polipéptido como el descrito en el presente documento en un envase separado de Am1757 o una mezcla de
Am1757 y Am0707, con instrucciones para el uso combinado de las diferentes enzimas.

Como otro ejemplo, sélo como referencia, la muestra puede incubarse con una N-glicosidasa antes, al mismo
tiempo o después de poner en contacto la muestra con el polipéptido descrito en el presente documento, para
eliminar los N-glicanos de las proteinas diana. Una N-glicosidasa ejemplar es la PNGasaF. Otras N-glicosidasas
que pueden utilizarse cuando la muestra incluye inmunoglobulinas, son EndoS (véase SEQ ID NO: 1 de
WO2008071418) o EndoS2 (puede denominarse EndoS49 - véase SEQ ID NO: 1 de la publicacién
WO2013037824). Cada una de estas enzimas elimina la glicoproteina ligada al N del Asn-297 de la IgG1. La
muestra puede ponerse en contacto con una N-glicosidasa y una sialidasa (0 una mezcla de ambas) ademas del
polipéptido. En dicho método, la sialidasa (o mezcla) puede aplicarse primero, antes de la adicién simultadnea de
la N-glicosidasa y el polipéptido.

Como otro ejemplo, sélo como referencia, la muestra puede incubarse con una proteasa antes, al mismo tiempo o
después de poner en contacto la muestra con el polipéptido descrito en el presente documento, para digerir aln

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986910 T3

mas la proteina diana. Las proteasas generales adecuadas incluyen tripsina, quimotripsina, Lys-C, Asp-N, Glu-C,
Arg-C o endoproteasas similares, o Arg-gingipaina (RgpB) de Porphyromonas gingivalis.

Si la muestra incluye inmunoglobulinas, pueden utilizarse inmunoglobulina proteasas como SpeB (véase la
secuencia en el documento W02015040125), enzima degradadora de inmunoglobulina G de S. pyogenes (ldeS -
véase la secuencia en el documento W02015040125), enzima degradadora de inmunoglobulina G de S. equi
subespecie zooepidemicus (IdeZ), Lys-gingipaina (Kgp) de Porphyromonas gingivalis, y enzima degradadora de
inmunoglobulina G de S. agalactiae (IgdEagaiciiae - VEase SEQ ID NO: 3 del PCT/EP2017/052463). El uso de
cualquier combinacién de estas proteasas en un método descrito en el presente documento puede ayudar con el
analisis de la proteina sustrato o glicano, por ejemplo mediante espectrometria de masas.

Como otro ejemplo, en cualquiera de los métodos aqui descritos, la glicoproteina O-ligada aislada puede incubarse
con una O-glicosidasa para eliminar los O-glicanos antes de su posterior anélisis por cualquier método adecuado.
Las O-glicosidasas adecuadas pueden obtenerse a partir de una cepa de Enterococcus faecalis, Streptococcus
oralis, o Bifidobacterium bifidum, preferiblemente Enterococcus faecalis o Streptococcus oralis, mas
preferiblemente Streptococcus oralis. La secuencia de una O-glicosidasa ejemplar de Streptococcus oralis se
proporciona como SEQ ID NO: 15.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién:

Ejemplo 1
MATERIALES Y METODOS

Mutagénesis del LS

La mutagénesis dirigida al sitio utilizando Q5 (NEB) se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante
(temperatura de recocido 68°C, 3 min de elongacién) utilizando los cebadores E206A_fwd 5-ATGGCGCACGC
GCTGGGCCACG-3'y 5-GCCACCGTAC CATTTCGTC-3' (rev), cambiando asi un &cido glutdmico por una alanina
en un gen Amuc1119 de Akkermansia muciniphila para crear el mutante, Amuc1119e20ea (LSE20ea). La construccion
se transformé en DH5a E. coli, se aislé y se verificé mediante secuenciacién (GATC Biotech).

Expresién recombinante del LS y LSe206a

El gen Amuc1119 de Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835, y un mutante, Amuc1119ga0ea (Amuc1119 - LS;
Amuc1119e20ea - LSE2064), S€ Optimizaron en codones para su expresién en E. coli (DNA 2.0) y se clonaron en un
vector de expresién con una etiqueta 6xHis C-terminal como parte de la proteina de fusién.

Los genes con codones optimizados se transformaron en células BL21(DE3) Star. E. coli se cultivé rutinariamente
en LB a 37°C, 180 rpm. En presencia del plasmido, se afiadieron 50 pg/ml de kanamicina. Tras una incubacién de
una noche, los cultivos se diluyeron 1:20 en LB(kana) fresco, y se cultivaron hasta que alcanzaron una DOgpg ~
0.7-0.8, tras lo cual se indujo la expresidn de la proteina recombinante mediante la adicién de 1 mM de IPTG, y la
expresién continud durante 6 horas antes de que las células se recogieran 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 liberaciéon de proteinas intracelulares. Los residuos celulares se eliminaron
por centrifugacion. El sobrenadante filtrado estéril se purificé 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 concentraciéon de las proteinas se determiné
utilizando el Nanodrop, y la pureza se estim6 a través de SDS-PAGE.

Evaluacién de la actividad utilizando sustrato proteico

EI TNFaR se mezclé con el LS en una proporcién de 2:1 y se incubd durante 15-60 minutos a 37°C, tras lo cual
las proteinas se separaron en un SDS-PAGE de gradiente Novex al 4-20%. Se investigé el impacto del NaCl (0-1
M), los cationes divalentes, el EDTAY el pH en la actividad del LS, y se midieron las diferencias en los fragmentos
hidroliticos generados mediante analisis densitométrico utilizando Gel Doc EZ (BioRad).

Dependencia del tiempo y la dosis para la actividad

EI TNFaR (0.5 ug) se incubd con dosis variables del LS durante 15 o 60 minutos a 37°C en PBS, tras lo cual las
proteinas se separaron en un SDS-PAGE de gradiente Novex al 4-20%. La intensidad de los fragmentos generados
(densitometria) se utilizé para determinar la dosis y el tiempo 6ptimos para unas condiciones de incubacion
eficaces.

Especificidad del sustrato
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ElILS se incubé con una variedad de sustratos N- y O-ligados durante la noche a 37°C en una proporcién de 2:1
(sustrato:enzima). EI LS se incubé con EPO (0.3mg/ml) en una proporcién de 50:1 (sustrato:enzima). Las proteinas
se separaron y analizaron en geles SDS-PAGE de gradiente Novex al 4-20%.

Inmovilizacién del LSe206a

El LSgo0sa se resuspendié en un tampdn de acoplamiento (0.2 M NaHCO3, 0.5 M NaCl pH 8.3), y se concentré a
20 mg/ml. La sefarosa 4 Fast Flow activada con NHS (GE Healthcare) se preparé para el acoplamiento siguiendo
las instrucciones del fabricante (por ejemplo, lavado con HCl y equilibrado en tampén de acoplamiento). El LSgo0ea
se inmovilizé incubandolo durante una noche con la sefarosa a 4°C, agitandola lentamente para conseguir una
mezcla constante. La sefarosa se bloque6 afiadiendo 0.1 M Tris pH 8.5, se lavé con 3 repeticiones de 0.1 M Tris
pH 8.5/0.1 M NaAc, 0.5 M NaCl pH 5.0, y se almacené en EtOH hasta su uso.

Afinidad de unién del LSe206a

Las columnas de centrifugacién con 50 pl del LSgo0ea inmovilizada (por ejemplo, 50 yg de proteina) equilibradas
en PBS se incubaron con 10 pg de glicoproteina pretratada con una mezcla de sialidasas (Am0707:Am1757) o
con una combinacién de sialidasas y una Endo-a-N-acetil-galactosaminidasa de Streptococcus oralis (por ejemplo,
una O-glicosidasa). Las muestras se dejaron incubar durante 2 h a 37°C, tras lo cual las columnas se lavaron con
PBS (10 volumenes; 100 g, 30 s) y se eluyeron con glicina 0,1 M, pH 3.0. Las fracciones se analizaron en SDS-
PAGE.

Analisis por espectrometria de masas

El etanercept (Enbrel®) es una proteina de fusién Fc clinicamente aprobada que se une al TNFa. El etanercept
contiene varios O-glicanos. Para comprobar las especificidades de escisién enzimatica, la endoproteasa se incub6
junto con etanercept durante toda la noche a 37°C. Para simplificar el anélisis por espectrometria de masas, se
realizé una segunda ronda de tratamiento enzimatico para eliminar los O-glicanos restantes utilizando sialidasa y
O-glicosidasa (durante la noche, en PBS, proporcién 1:40 de todas las enzimas individuales). Los péptidos
generados se analizaron por MS/MS tras separarlos mediante cromatografia liquida de fase inversa C18.

RESULTADOS
El LS es una metaloproteasa putativa

Basandose en la similitud de secuencias y dominios, el LS comparte homologia con varias metaloproteasas,
conteniendo la secuencia putativa del sitio activo GMAHELGHGL, que comparte similitud con la secuencia general
de metaloproteasas abxHEbbHbc (a = V/T, b = sin carga, ¢ = hidrofébica). En general, las histidinas intervienen en
la unién del sustrato y la afinidad por el Zn?*, mientras que el acido glutamico, junto con las histidinas, media en la
transferencia de electrones y, por tanto, en el efecto hidrolitico. Para poder caracterizar ain més la enzima,
construimos un mutante LSgo0sa, capaz de unir los sustratos, pero que carece de capacidad hidrolitica o la tiene
reducida mediante la alteracion de la E por una A. Pueden ser necesarias mas modificaciones (por ejemplo, alterar
la H por una A) para la inactividad total. Ambas construcciones se expresaron bien y se purificaron facilmente
mediante cromatografia de afinidad basada en sus etiquetas His (Fig. 1).

EI LS hidroliza especificamente las glicoproteinas con O-glicanos

Para investigar la especificidad del sustrato del LS, se incubd la proteasa con una diversidad de proteinas. Como
se muestra en la Fig. 2, el LS se incubé con IgA y Herceptin (trastuzumab). EI LS sélo pudo actuar sobre proteinas
con glicanos O-ligados, como la IgA. Mientras que la presencia de acidos sialicos terminales parece inhibir
parcialmente la actividad del LS, la ausencia de acidos siélicos no es un requisito previo para la hidrélisis (Fig. 4).

EI LS puede actuar sobre glicoproteinas O-ligadas en diversas condiciones

Se realizaron analisis densitométricos de geles SDS-PAGE para evaluar las propiedades enziméticas del LS. El
LS es activo en la mayoria de las condiciones, con preferencia por un pH ligeramente &cido y una baja
concentracion de NaCl (Fig. 3A-B). Mientras que los iones Mg®* y Ca®" afectaban positivamente a la actividad
hidrolitica del LS, la presencia de Zn?* disminuia significativamente la actividad, y el EDTA la abolia por completo
(Fig. 3C-D).

Los residuos de galactosidasa O-ligados son criticos para la actividad del LS
A pesar de tener una mayor actividad en ausencia de acidos sidlicos terminales, la importancia de los otros
carbohidratos en los O-glicanos para la actividad del LS no se comprendia completamente. Mientras que la

actividad del LS aumenta significativamente en ausencia de acidos sialicos terminales, la eliminacién de galactosas
inhibe completamente la actividad del LS (Fig. 4A). Ademas, la menor actividad de LS sobre proteinas sialiladas,
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no se debe a una incapacidad para hidrolizar el enlace en presencia de acidos sialicos, como demuestra la hidrélisis
completa tras la incubacién de una noche (Fig. 4B). La actividad del LS depende totalmente de los O-glicanos, ya
que la eliminacién de los N-glicanos no afecté a la hidrélisis por LS (Fig. 4C).

Los glicanos O-ligados dirigen el sitio de escisién del LS

Una vez demostrado que el O-glicano es critico para la actividad, intentamos investigar el lugar especifico de
escisién del LS. Mediante espectrometria de masas, pudimos demostrar que el LS hidroliza el enlace amino entre
el Ser/Thr O-glicosilado y su aminoacido N-terminal, independientemente de su tipo (por ejemplo, la prolina no
parece inhibir la hidrélisis) (Fig. 5).

Utilizando etanercept como proteina modelo debido a su gran abundancia de glicanos O-ligados, la glicoproteina
se traté con LS, tras lo cual se trat6é posteriormente con O-glicosidasas para facilitar el anélisis de espectrometria
de masas. Los valores m/z generados a partir del analisis de espectrometria de masas, en combinacién con los
datos MS/MS, se ajustaron a etanercept. Todos los péptidos identificados tenian una serina o treonina N-terminal,
lo que concuerda con la escisién del LS justo en el N-terminal de los O-glicanos (Fig. 5). El anélisis identificé
péptidos tanto en una blusqueda dirigida (definiendo la hidrélisis S/T en los parametros; Fig. 5A), como en un
enfoque imparcial (Fig. 5B).

Una variante inactiva hidrolitica del LS se une especificamente a proteinas que contienen O-glicanos

Dada la capacidad del LS para unirse a O-glicanos e hidrolizar especificamente el enlace aminoacido préximo al
glicano (por ejemplo, junto a Ser/Thr), planteamos la hipétesis de que un mutante EogeA del LS careceria de
actividad hidrolitica, pero conservaria la capacidad de unién. Una herramienta de este tipo seria valiosa, entre otras
cosas, para a) identificar glicoproteinas O-ligadas, b) purificar por afinidad glicopeptidos O-ligados para eliminarlos
o estudiarlos, y c¢) purificar por afinidad O-glicanos.

La Fig. 6A muestra que el mutante LS no tenia ninguna actividad hidrolitica detectable. Mientras que el LS era
capaz de hidrolizar etanercept en presencia de sialidasa, el LSmut no podia hidrolizar etanercept, confirmando que
la alteracidén genética inactivaba efectivamente la O-glicoproteasa en las condiciones probadas.

El LSe208a se inmovilizé en sefarosa y se afiadié a columnas de centrifugaciéon para facilitar su manipulacién. Es
importante destacar que la unidén del LSgxea a diferentes sustratos se correlaciond perfectamente con la actividad
hidrolitica del LS (Fig. 6B). El LSexsa (etiquetado como LSmut) demostrd una afinidad especifica por las
glicoproteinas O-ligadas. Inmovilizando el LSyt en sepharose pudimos purificar IgA por afinidad. Sin embargo, no
pudimos eluir la proteina, probablemente debido a una fuerte afinidad. El Herceptin (trastuzumab), que carece de
O-glicanos, asi como la IgA tratada con O-glicosidasa, no se unié a la columna, pero pudo detectarse en el flujo
(FT).

Es importante eliminar 2-3 enlaces sialicos para una actividad del LS completa

Recientemente determinamos que la actividad endoproteasa dependia de enlaces de acido sialico especificos, lo
que requeria la eliminacién tanto de los acidos sialicos enlazados 2-3 como de los enlazados 2-6 para un efecto
completo. Para determinar el papel individual de enlaces especificos de acido sialico para la actividad del LS,
incubamos Enbrel con diferentes sialidasas en combinacién con el LS durante 30 min - 20 h. La eliminacion de los
enlaces 2-3 parecia suficiente para la hidrélisis por LS (Fig. 7).

El LS escinde la eritropoyetina (EPO)

La EPO se traté con PNGasaF, una sialidasa (Smix, comprende Am0707 y Am1757) y/o una O-glicosidasa y se
incubé con LS.

A continuacién, los productos resultantes se analizaron mediante SDS-PAGE y tincién con azul de Coomassie, asi
como mediante RPLC y espectrometria de masas. Los resultados del SDS-PAGE se muestran en la Figura 9A,
que muestra que el LS escinde la EPO tanto cuando se han eliminado los &cidos sialicos como cuando estan
intactos. Ademas, el LS también digiere la EPO en la que se han eliminado los N-glicanos con PNGasaF, lo que
confirma que la actividad del LS no se ve afectada por la eliminacién de los N-glicanos. Sin embargo, el LS no
escindié la EPO cuando se eliminaron los O-glicanos con O-glicosidasa, lo que demuestra que el O-glicano es
necesario para que el LS escinda una proteina. Se observaron resultados equivalentes en proporciones de 10:1,
5:1 y 2:1 (sustrato:enzima) (datos no mostrados).

Las mezclas de muestras tras la incubacién con PNGasaF, Smix y LS se separaron mediante cromatografia liquida

de fase inversa y se analizaron por espectrometria de masas ES| para la identificacién de los productos de reaccidn
tras el tratamiento enzimético.
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La Figura 9B muestra un cromatograma UV de la RPLC. Como era de esperar, dado que la EPO sélo tiene una
posicién sugerida de O-glicano (véase la posicién predicha en SEQ ID NO: 14 abajo), el cromatograma muestra 2
picos que corresponden a los 2 fragmentos resultantes de la escisién por LS.

Estos fragmentos se analizaron posteriormente por EM (véanse las figuras 9C y D) y se identificaron como sigue:

SAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGD (Masa = 4900.5868Da - corresponde a la
secuencia C terminal al punto de escisién y por lo tanto incluye el O-glicano todavia unido a la serina N
terminal); y

APPRLICDSRVLERYLLEAKEAEDITTGCAEHCSLDENITVPDTKVDFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALL
SEAVLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVYDKAVSGLRSLTTLLR ALGAQKEAISPPDAA (Masa =
13714,1199Da, corresponde a la secuencia N terminal al punto de escisién).

Por lo tanto, el uso combinado de PNGasaF, mezcla de sialidasa y LS permitié el aislamiento y la identificacién
precisa de la serina portadora de O-glicanos en la EPO. Los métodos de este tipo son aplicables a cualquier O-
glicoproteina y permiten la rapida identificacién de las posiciones de unién de los O-glicanos.

Ejemplo 2

Introduccion

El mutante LSE206A descrito en el Ejemplo 1 incorpora una mutacién dirigida al sitio del sitio activo de LS
(abxHEbbHbc a abxHAbbHbc), eliminando la capacidad de transferencia de electrones de la hendidura enzimatica.
Como se explica méas adelante, al realizar mas pruebas de estrés se descubrié que, aunque este cambio reducia
la actividad de la O-glicoproteasa en relacién con la secuencia de tipo salvaje, no la eliminaba por completo. En
consecuencia, los inventores han desarrollado y caracterizado otro mutante que incorpora una sustitucién adicional
en la hendidura enzimatica. En concreto, se sustituy6 un residuo His importante en la orientacién del cofactor de
i6n de zinc por un Ala. El doble mutante resultante se denomina H205A/E206A (abxHEbbHbc a abxAAbbHbc).

2.1 Produccién del doble mutante

Se utilizé mutagénesis dirigida al sitio utilizando protocolos estandar (por ejemplo, como en el Ejemplo 1) para
cambiar tanto una histidina como un &cido glutadmico por alanina en relacién con el gen Amuc1119 de Akkermansia
muciniphila, para crear el doble mutante, Amuc1119H205A/E206A (LSHoosaE2084). La construccién se transformé
en E. coli, se aislé y se verificd mediante secuenciacién como en el Ejemplo 1. La expresién en E. coli se llevé a
cabo como se describe en el Ejemplo 1. La secuencia de la proteina expresada se proporciona como SEQ ID NO:
21.

2.2 Caracterizacién del doble mutante
2.2.1 El doble mutante inactiva completamente la actividad del LS

Como se muestra en el Ejemplo 1, se observé que el Unico mutante LSE206A era inactivo dada su incapacidad
para hidrolizar una O-glicoproteina en 2 horas. Sin embargo, en una prueba de estrés se comprobé que la actividad
de la O-glicoproteasa no quedaba completamente abolida, sino que sélo se reducia en el sentido de que se
observaba cierta actividad en proporciones més elevadas de la enzima : O-glicoproteina y tiempos de incubacién
méas largos.

La incubacién durante 24 horas en una proporcion 1:1 ( peso:peso) de LSE206A : O-glicoproteina asialilada, dio
lugar a una hidrélisis significativa del sustrato, aunque no en la misma medida que el LS de tipo salvaje (Fig 10A).
Por el contrario, el doble mutante LSH205A/E206A no produjo ninguna evidencia de hidrélisis incluso a
proporciones 15:1 (peso:peso) para la enzima : O-glicoproteina, después de la incubacién durante la noche (Fig
10B), lo que sugiere que la enzima estaba completamente inactiva con la adicién de la segunda mutacion.

2.2.2 El doble mutante se une especificamente a las O-glicoproteinas

Para evaluar la unién a diferentes proteinas, el LSno0sa/E208a inmovilizado (50 pl de resina) (preparado siguiendo el
mismo protocolo que en el Ejemplo 1) se equilibré en PBS, tras lo cual se afiadieron 50 ug de diferentes muestras
de proteinas, en una concentracién de 0.5 mg/ml y se incubaron con rotacién de extremo a extremo durante 2
horas a temperatura ambiente. El flujo se recogié mediante centrifugacién (200 g, 1 min) y la resina se lavé 3 veces
con 350 pl de PBS. Las proteinas unidas se eluyeron mediante dos incubaciones secuenciales de 5 minutos con
50 pl 8 M de urea, seguidas de centrifugacién (1000 g, 1 min). Todas las muestras se cargaron en volimenes
iguales. El material de partida/carga, el flujo y el eluido se analizaron mediante SDS-PAGE.
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En el primer experimento (véase la Figura 11A), las proteinas glicosiladas o no glicosiladas se pretrataron con una
mezcla de sialidasas (Am0707:Am1757) o con una combinacién de la mezcla de sialidasas y una Endo-a-N-acetil-
galactosaminidasa de Streptococcus oralis (por ejemplo, una O-glicosidasa) antes de incubarlas con la resina,
lavarlas y eluirlas. El pretratamiento de las muestras (mezcla de sialidasa +/- O-glicosidasa) se realizé de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Sélo las proteinas con O-glicanos se unieron a la resina, con una mayor
afinidad en ausencia de acidos sialicos. La presencia de O-glicanos era imprescindible para que se produjera
cualquier unién, como demuestra la falta de interaccién tras el tratamiento con O-glicosidasa.

En el segundo experimento (véase la Figura 11B), se incub6 una mezcla de proteinas N-glicosiladas, O-glicosiladas
y no glicosiladas con resina LS doble mutante. Sélo las proteinas O-glicosiladas (TNFaR y ApoE) se unieron a la
matriz y eluyeron con 8 M de urea. Los N-glicosilados (aflibercept, AGP (glicoproteina alfa-1-4cido), el dominio Fc
de IgG (IgG Fc) y los no glicosilados (BSA) no se unieron a la resina LS doble mutante y se encontraron en el flujo
de paso. Asi, la resina doble mutante se une especificamente sé6lo a proteinas O-glicosiladas cuando una muestra
contiene una mezcla de proteinas N-, O- y no glicosiladas.

En el tercer experimento (véase la Figura 11C), se incubd una mezcla de proteinas N-glicosiladas y no glicosiladas
con resina LS doble mutante. No se observd ninguna unién inespecifica, ni siquiera en ausencia de la posible
competencia de las O-glicoproteinas (no hay ninguna). No se encontraron proteinas en el eluido. Asi pues, la resina
doble mutante no se une a las proteinas que carecen de O-glicanos.

2.2.3 El doble mutante puede inmovilizarse en la resina a diferentes concentraciones para mejorar la
capacidad

Para investigar la capacidad de mejorar la capacidad de la resina de doble mutante inmovilizada, para unir mas
proteinas O-glicosiladas, se utilizaron diferentes concentraciones de doble mutante (5-15 mg/ml) durante la
inmovilizacién en la resina. En la Figura 12A se muestra un gel representativo. El % mostrado es el nivel de unién
relativo al control positivo y se determiné mediante analisis de densitometria del gel. Los resultados se muestran
en el grafico de la Figura 12B Se observé un aumento de la capacidad dependiente de la dosis, con una mayor
capacidad de unién a la O-glicoproteina, cuando se utilizé una mayor concentracién de doble mutante durante la
inmovilizacién. Los experimentos posteriores continuaron utilizando 15 mg/ml del doble mutante inmovilizado.
Ademas, se mantuvo un alto grado de unién a la O-glicoproteina incluso en presencia de 1 M de ureay 1 M de
GHCI, aunque este ultimo redujo significativamente la eficacia de la union.

2.2.4 La capacidad de purificacién por afinidad del doble mutante es de ~3 mg de glicoproteina/ml de resina

Con el fin de investigar especificamente la capacidad de la resina de doble mutante para purificar por afinidad las
O-glicoproteinas, asi como el impacto de la concentraciéon de la muestra en esta capacidad, se afiadieron a la
resina diferentes cantidades y concentraciones de etanercept asialilado. Una columna individual (que contenia
50pl de resina doble mutante) tenia una capacidad de unién de unos 150 ug de O-glicoproteina, es decir, 3 mg de
O-glicoproteina / ml de resina). La figura 13 muestra un gel representativo.

2.2.5 La unién de O-glicoproteinas al doble mutante no se ve afectada significativamente por la fuerza
idnica o el volumen/tipo de tampdn, y funciona en un amplio rango de pH

Se dejd que las proteinas de la muestra se unieran a la resina de doble mutante durante 2 horas a temperatura
ambiente, con rotacién de extremo a extremo en una serie de condiciones diferentes, para comprobar el efecto de
la fuerza iénica, el volumen/tipo de tampén y el pH en la capacidad de unién de la resina. En cada caso, la resina
se lavd tres veces con su tampdn de unién respectivo (350 pl) y después se eluyé con la adicién de 8 M de urea
(50 pI, 5 min de incubacién; 2 repeticiones). A continuacién, todas las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE.

En un primer experimento (véase la Figura 14A), para investigar la estabilidad de la interaccién en tampones con
distinta fuerza iénica, la muestra consistié en etanercept asialilado, que se incubé con resina doble-mutante en
NaCl 0-4 M, ademés de realizar todos los pasos de lavado con la concentracion respectiva de NaCl. La adicién de
NaCl no afecté significativamente a la unidn del etanercept asialilado.

En un segundo experimento (véase la Figura 14B), la muestra consistié en etanercept asialilado en una gama de
diferentes volumenes de PBS. En los pasos de lavado se utilizé PBS. La variacién del volumen de sustrato entre
100-300 pl no afecté significativamente a la eficacia.

En un tercer experimento (véanse las figuras 14C y D), la muestra consistié en etanercept asialilado y BSA en
diferentes tampones (100 mM de acetato s6dico, 50 mM de fosfato sédico y 50 mM de Tris) a diferentes pH (pH 4-
9). Se comprobd que el pH 6-8 funcionaba mejor, mientras que el pH 4 no funcionaba en absoluto y el pH 9 era
ligeramente menos eficaz que el pH 8. La BSA, que no contiene O-glicanos, no se unié a la resina en ninguna de
las condiciones de unién.

2.2.6 Laureay el SDS pueden eluir O-glicoproteinas unidas por afinidad
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Basandose en la alta afinidad entre el doble mutante y el sustrato O-glicoproteina, los inventores investigaron
diferentes medios para eluir la proteina unida de la resina, no basados en la fuerza iénica. La urea tuvo una elucién
dependiente de la dosis, con una elucién cercana al 100% con el uso de 8 M de urea (Fig. 15A). Altas
concentraciones de SDS (por ejemplo, 5-10%) también eluyeron la mayor parte de la proteina unida (Fig. 15B).
Sin embargo, dado que muchas aplicaciones posteriores son sensibles a la presencia de detergentes, es probable
que el uso de altos niveles de urea sea de mayor utilidad practica para la liberacidn no enzimética de
proteinas/péptidos unidos.

2.2.7 Los LS de tipo salvaje pueden utilizarse para eluir O-glicoproteinas unidas a doble mutante

Los inventores especularon con la posibilidad de que la adicién de LS a las proteinas unidas a doble mutante
pudiera dar lugar a una liberacién de las mismas y, por tanto, no fuera necesaria la adicién de urea para la elucién.
Tanto abatacept como etanercept pudieron ser hidrolizados y eluidos de la resina doble-mutante por LS en 6 h
pero tuvieron una elucién ligeramente mas completa después de 24 h (Fig. 16A). La adicién posterior de urea
mostrd que quedaba muy poca O-glicoproteina adherida a la matriz de afinidad, lo que demuestra que la estrategia
de elucién del LS era muy eficaz.

El etanercept eluido con el LS también se sometié a anélisis por espectrometria de masas (LC/MS y MS/MS). Los

péptidos identificados (Fig 16B.1) coincidian con los generados en una digestién del LS de etanercept (Fig 16B.2).
En la tabla siguiente se muestran otros datos de EM de este experimento:
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2.2.8 El doble mutante puede utilizarse para purificar por afinidad O-glicoproteinas de muestras complejas

Como prueba del concepto de que el sistema puede funcionar como matriz de afinidad general para proteinas O-
glicosiladas, no sélo en sistemas simplificados sino en medios complejos, los inventores investigaron la capacidad
del doble mutante para purificar O-glicoproteinas a partir de suero humano. El suero humano se compone
principalmente de proteinas no glicosiladas (BSA) y N-glicosiladas (1gG), y sélo una pequefia fraccién del proteoma
sérico total estd O-glicosilado.

La aplicacion de 20 pl de suero tratado con sialidasa (aproximadamente 1.2 mg de proteina) a una columna de
resina doble mutante inmovilizada de 50 pl permitié eliminar casi todas las proteinas no glicosiladas y N-
glicosiladas, eluyendo al mismo tiempo unas pocas proteinas seleccionadas (Fig. 17A). Afadiendo mayores
cantidades de suero (por ejemplo, 2.5 mg de proteina) con o sin pretratamiento de sialidasas y O-glicosidasas se
demostré que la interaccién depende de los O-glicanos y de la eliminacién de los acidos siélicos terminales (Fig.
17B). Ademés, se concluyd que el pretratamiento con sialidasas aumentaba significativamente la cantidad de O-
glicoproteinas unidas en comparacién con las muestras no tratadas con sialidasas. La adicién de 50 U de mezcla
de sialidasa (Am0707:Am1757) fue suficiente para mejorar la cantidad de O-glicoproteinas purificadas por afinidad
(Fig. 17C).

Por analisis en espectrometria de masas, la gran mayoria de las proteinas séricas purificadas por afinidad, pueden

ser anotadas como proteinas O-glicosiladas (véase la Fig. 18A, y los nombres en negrita-cursiva en la tabla
siguiente). El numero de péptidos O-glicoproteinicos identificados en relacién con los péptidos no O-
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glicoproteinicos pudo verse afectado por las diferentes rigurosidades en los pasos de lavado, tanto en términos del
namero total de péptidos identificados (Fig. 18B) como en la proporcién de péptidos O-glicoproteinicos frente a
péptidos no O-glicoproteinicos (Fig. 18C). Asi pues, esta claro que la resina de afinidad es muy eficaz en su
capacidad de purificar y enriquecer especifica y selectivamente las O-glicoproteinas por afinidad. En la tabla
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2.2.9 El doble mutante inmovilizado también se une a O-glicopéptidos mas cortos

Se realizaron una serie de experimentos para demostrar la especificidad del doble mutante del LS también para
los O-glicopéptidos. En el primer experimento, se mezclé un péptido O-glicosilado (glicodrosocina (GD) =
GKPRPYSPRPTSHPRPIRV (SEQ ID NO: 47) con un nucleo 1 O-glicano en la treonina) y varios péptidos no
glicosilados (H2686, H4062 H8390 y cadena beta oxidada de insulina (IOB)), se incubé con resina LS doble
mutante. (H2686 = YIYGSFK (SEQ ID NO: 48), H4062 = KKLVFFA (SEQ ID NO: 49), H8390 = FLPLILGKLVKGLL
(SEQ ID NO: 50)).

Se dej6é que la mezcla de péptidos se uniera a 50 pl de resina doble mutante inmovilizada durante 2 horas a
temperatura ambiente con rotacién de extremo a extremo. La resina se lavé cinco veces con tampén de unidén (300
MI) y después se eluyé con la adicidn de 8 M de urea. Los péptidos de la carga, el flujo y el eluido se analizaron
con LC/MS. La separacion se realizé en una columna RP-LC C18 (Advance BioPeptide Map 2.1x100 2.7um de
Agilent) y se detecté con ESI-Q-TOF Bruker Impact Il. Los resultados se muestran en la Figura 19A. La
glicodrosocina, el Unico péptido de la mezcla que contiene un O-GalNAcGal, se encontré predominantemente en
la fraccidn eluida y los péptidos no glicosilados en la fraccién de flujo.

En el segundo experimento, se investigd si el doble mutante del LS podia enriquecer péptidos O-glicosilados a
partir de una digestion triptica de proteinas (por ejemplo, un tipo diferente de mezcla de péptidos). Se eligié la IgA
como diana para la digestiéon. Basandose en los sitios de tripsina y los sitios de O-glicosilacién reportados en la
IgA, una digestién con tripsina deberia resultar en un solo péptido O-glicosilado correspondiente a las posiciones
89-126 de la IgA (ver diagrama esquematico en la Figura 19B). Para crear la digestion triptica, la IgA se mezcld
con urea a 6M y DTT a 5 mM seguido de incubacién a 37°C durante 1h. Se afiadié IAM a 15 mM y se incubé a
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temperatura ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. A continuacién, la muestra se intercambi6 de tampén a
50 mM Tris, pH 8.0 en la columna 7000 K de centrifugacién Zeba. A continuacion, se afiadié tripsina en una
proporcidén de 1:20 y se incubé a 37 °C durante toda la noche. Se afiadié un inhibidor de tripsina de 1 mg/mg y se
incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se afiadieron la mezcla de sialidasa y NaCl al digerido triptico
resultante. Se dej6 que la mezcla se uniera a la resina durante 2 h a temperatura ambiente con rotacién de extremo
a extremo. La resina se lavo diez veces con tampdn PBS (300 pl) y después se eluy6 con la adicién de 8 M de
urea (50 pl, 2 min, 2 repeticiones).

Los péptidos de la carga, el flujo y el eluido se separaron y analizaron mediante RP-LC MSMS en una columna
C18 (Advance BioPeptide Plus 2.1x150mm 2.7um de Agilent Technologies) en un 0.1%FA en MQ: gradiente de
0.1%FA en 95% ACN a 45°C y un flujo de 0.2 mi/min. La deteccién se realizé en un instrumento ESI-Q-TOF Bruker
Impact Il. Los resultados se muestran en la Figura 19C. El péptido O-glicosilado 89-126 se enriquecid
significativamente en el eluido y el O-glicopéptido 89-126 especifico se identific6 con masa intacta.

2.2.10 El doble mutante inmovilizado se compara favorablemente con otras matrices de unién de O-
glicoproteinas

Los inventores evaluaron la capacidad del doble mutante para purificar por afinidad la O-glicoproteina en
comparacién con otras matrices de unién de O-glicoproteina disponibles en el mercado, en concreto las lectinas
aglutinina de Cacahuete (PNA), y lectina de Vicia villosa (VVA). El etanercept y el etanercept asialilado se utilizaron
como sustratos modelo.

Se afladieron 50 g de sustrato en PBS (PNAYy LS doble mutante) o tampdn de unién a lectina (VVA) a 50 pl de
volumen de diferentes resinas de lectina inmovilizada o de LS doble mutante preequilibradas en los respectivos
tampones (total 100 pl). (El tampdn de unién a la lectina es 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM de MgCI2,
CaCl2, ZnCI2 y MnCI2). Se dejé que el sustrato interactuara con las resinas con mezcla de extremo a extremo
durante 2 h a temperatura ambiente. Las proteinas no unidas se lavaron (100 g, 1 min; 3 x) con PBS o tampén de
unién a lectina, respectivamente. Las resinas se secaron por centrifugacién (1000 g, 1 min). Las proteinas unidas
se eluyeron con la adicion de 8 M de urea (para las resinas PNA y LS doble mutante), o el tampén de elucién VVA,
segun el fabricante (para la resina VVA) (50 pl, 5 min de tratamiento antes de la centrifugacién 1000 g 1 min; 2 x)
y tanto el flujo (FT) como el eluido (E) se analizaron en SDS-PAGE. Se afiadieron 1.5 pg de sustrato a cada gel
(por ejemplo, 3 pl) como control positivo y se realizé un analisis densitométrico para evaluar la eficacia de las
resinas, en relacidén con el sustrato cargado con 1.5 pg, lo que supone una eficacia del 100%. En la Figura 20A se
muestran geles representativos para etanercept y etanercept asialilado (Etanercept S). Los resultados del analisis
densitométrico se muestran en la Figura 20B. El doble mutante LSH205A/E206A funciona al menos tan bien como
la lectina comercial de mejor rendimiento en cuanto a eficacia de purificacién del sustrato asialilado.

Secuencias

SEQ ID NO: 1
EVIVPDALKDRIALKKTARQLNIVYFLGSDIEPVPDYERRLSELLLYLQQIYGKEMORHGYGARSFGLDIKSP
GRVNIIEYKAKNPAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHPDRKKSOHTLI IMPTWNDEKNGPDNPGGVPEFYGMG
RNCFALDYPAFDIKHLGOKTREGRLLTKWYGGMAHELGHGLNLPHNHQTASDGKKYGTALMGSGNYTFGTSPT
FLTPASCALLDACEVESVIPSQQFYEGKPEVEVGDVAISFKGDQILVSGNYKSPOTVEALNVYIQDPPYAVNQ
DYDAVSFSRRLGKKSGKFSMKIDKKELEGLNNNEFRISLMFILANGLHMOKHFTFHWDALODYRDGSKS

SEQ ID NO: 2
MEVTVPDALKDRIALKKTARQLNIVYFLGSDTEPVPDYERRLSELLLYLQQFYGKEMORHGYGARSFGLDIKS

PGRVNIIEYKAKNPRAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHPDRKKSQHTLIIMPTWNDEKNGPDNPGGVPEYGM
GRNCFALDYPAFDIKHLGOKTREGRLLTKWYGGMAHELGHGLNLPHNHQTASDGKKYGTALMGSGNYTEGTSP
TFLTPASCALLDACEVFSVTPSQQFYEGKPEVEVGDVAI SFKGDQILVSGNYKSPQTVKALNVYIQDPPYAVN
QDYDAVSFSRRLGKKSGKFSMKIDKKELEGLNNNEFRI SLMFILANGLHMOKHFTFHWDALQDYRDGSKSGSG
HHHHHH
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SEQ ID NO:
ATGGAAGTCACTGTGCCGGACGCCCTGAAAGATCGCATCGCGCTGAAGARAACCGCTCGTICAGCTGAATATCG
TCTACTTICCTGGGTTCTGATACCGAACCGGTTCCGGACTACGAGCGCCGTCTGAGCGAGCTGCTGTTGTATCT
GCAGCAATTCTATGGTAAAGAAATGCAGCGCCATGGCTATGGCGCACGCAGCTTTGGTCTGGACATTAAGTCA
CCGGGTCGTGTGAACATTATCGAGTACAAAGCGAAGAACCCGGCAGCGCATTACCCGTATGAGAATGGTGGCG
GCTGGARAGCTGCACAAGAACTGGACGAATTTTTCAAGGCCCATCCAGACCGCAAGAAAAGCCAGCACACCCT
GATCATCATGCCTACCTGGAATGATGAGAAAAATGGTCCTGACAATCCGGGTGGCCTTICCGTTCTATGGTATG
GGTCGTAATTGTTTTGCGTTGGACTACCCGGCGTTTGATATCAAGCACCTGGGTCAGAAAACGCGTGAGGGTC
GTCTGCTGACGARATGGTACGGTGGCATGGCGCACGAACTGGGCCACGGCCTGAATCTGCCGCACAATCACCA
GACCGCGAGCGATGGCAAGAAATATGGCACCGCCCTGATGGGTAGCGGCAACTACACGTTCGGTACCAGCCCG
ACGTTCCTGACCCCGGCGAGCTGTGCGCTGCTGGATGCCTGCGAAGTGTTCAGCGTTACCCCGAGCCAACAGT
TTTATGAGGGTAAGCCAGAAGTCGAGGTTGGTGATGTTGCAATTTCCTTCAAGGGTGATCAAATCTTGGTCAG
CGGTRAACTACAAGAGCCCGCAAACCGTGAAAGCTCTGAACGTTTACATTCAGGATCCGCCGTACGCCGTGAAC
CAAGACTACGATGCAGTGAGCTTTAGCCGTCGTCTGGGCAAAAAGTCCGGTAAGTITAGCATGAAGATTGACA
AAAAAGAACTGGAAGGCCTGAATAACAACGAATTCCGTATTTCCTTGATGTTCATTCTGGCAAACGGCTTACA
CATGCAGAAGCACTTTACGTTTCACTGGGATGCGCTGCAAGACTACCGTGACGGTAGCARATCTGGTTCGGGT
CATCATCACCACCATCACTGA

SEQ ID NO:
MLKRLLSAFFSLFFLGAASGTSFAEVIVPDALKDRIALKKTARQLNIVYFLGSDTEPVPDYERRLSELLLYLQ

QFYGKEMORHGYGARSFGLDIKSPGRVNIIEYKAKNPAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHPDRKKSQHTLI
IMPTWNDEKNGPDNPGGVPFYGMGRNCFALDY PAFDIKHLGQKTREGRLLTKWYGGMAHE LGHGLNLPHNHQT
ASDGKKYGTALMGSGNYTFGTSPTFLTPASCALLDACEVESVTPSQQFYEGKPEVEVGDVAISFKGDQILVSG
NYKSPQTVKALNVYIQDPPYAVNQDYDAVSFSRRLGKKSGKFSMKIDKKELEGLNNNEFRI SLMFILANGLHM
QKHFTFHWDALQDYRDGSKS (signal sequence underlined)

SEQ ID NO:
EVIVPDALKDRIALKKTARQLNIVYFLGSDIEPVPDYERRLSELLLYLQQIYGKEMORHGYGARSFGLDIKSP

GRVNIIEYKAKNPAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHPDRKKSQHTLI IMPTWNDEKNGPDNPGGVPEFYGMG
RNCFALDYPAFDIKHLGOKTREGRLLTKWYGGMAHALGHGLNLPHNHQTASDGKKYGTALMGSGNYTFGTSPT
FLTPASCALLDACEVESVIPSQQFYEGKPEVEVGDVAISFKGDQILVSGNYKSPOTVEALNVYIQDPPYAVNQ
DYDAVSFSRRLGKKSGKFSMKIDKKELEGLNNNEFRISLMFILANGLHMOKHFTFHWDALODYRDGSKS

SEQ ID NO:
MEVTVPDALKDRIALKKTARQLNIVYFLGSDTEPVPDYERRLSELLLYLQQFYGKEMQRHGYGARSFGLDIKS
PGRVNIIEYKAKNPAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHPDRKKSQHTLIIMPTWNDEKNGPDNPGGVPEYGM
GRNCFALDYPAFDIKHLGQKTREGRLLTKWYGGMAHALGHGLNLPHNHQTASDGKKYGTALMGSGNYTEGTSP
TFLTPASCALLDACEVFSVTPSQQFYEGKPEVEVGDVAISFKGDQILVSGNYKSPQTVKALNVYIQDPPYAVN
QDYDAVSFSRRLGKKSGKEFSMKIDKKELEGLNNNEFRISLMEILANGLHMOKHFTFHWDALQDYRDGSKSGSG
HHHHHH

SEQ ID NO:
ATGGAAGTCACTGTGCCGGACGCCCTGAAAGATCGCATCGCGCTGAAGARARCCGCTCGTCAGCTGAATATCG

TCTACTTCCTGGGTTCTGATACCGAACCGGTTCCGGACTACGAGCGCCGTCTGAGCGAGCTGCTGTTGTATCT
GCAGCAATTCTATGGTAAAGAAATGCAGCGCCATGGCTATGGCGCACGCAGCTITGGTCTGGACATTAAGTCA
CCGGGTCGTGTGAACATTATCGAGTACAAAGCGAAGAACCCGGCAGCGCATTACCCGTATGAGAATGGTGGCG
GCTGGAAAGCTGCACAAGAACTGGACGAATTITTTCAAGGCCCATCCAGACCGCAAGAAAAGCCAGCACACCCT
GATCATCATGCCTACCTGGAATGATGAGAAAAATGGTCCTGACAATCCGGGTGGCGTTICCGTTCTATGGTATG
GGTCGTAATTGTTTTGCGTTGGACTACCCGGCGTTTGATATCAAGCACCTGGGTCAGAAAACGCGTGAGGGTC
GTCTGCTGACGAAATGGTACGGTGGCATGGCGCACGCGCTGGGCCACGGCCTGAATCTGCCGCACAATCACCA
GACCGCGAGCGATGGCAAGAAATATGGCACCGCCCTGATGGGTAGCGGCAACTACACGTTCGGTACCAGCCCG
ACGTTCCTGACCCCGGCGAGCTGTGCGCTGCTGGATGCCTGCGAAGTGTTCAGCGTTACCCCGAGCCAACAGT
TTTATGAGGGTAAGCCAGAAGTCGAGGTIGGTGATGTTGCAATTTCCTTCAAGGGTGATCAAATCTTGGICAG
CGGTAACTACAAGAGCCCGCAAACCGTGAAAGCTCTGAACGTTTACATTCAGGATCCGCCGTACGCCGTGAAC
CAAGACTACGATGCAGTGAGCTTTAGCCGTCGTCTGGGCAAAAAGTCCGGTAAGTTTAGCATGAAGATTGACA
AARAAGAACTGGAAGGCCTGAATAACAACGAATTCCGTATTTCCTTGATGTTCATTCTGGCAAACGGCTTACA
CATGCAGAAGCACTTTACGTTTCACTGGGATGCGCTGCAAGACTACCGTGACGGTAGCAAATCTGGTTCGGGT
CATCATCACCACCATCACTGA

SEQ ID NO: 8GMAHELGHGL (motivo de metaloproteasa)
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SEQ ID NO:
MEKNLLFALLTGSFCCCYAQQKAAPVPEPEVVATPPADAGRGLIRVIOSREIRHY SGTRKEPDYLVSRDNGKTWE
MKAAPAGYPPNYGGIPKESPAIVRNPLTREFIRVOPIGGFVFLSRGGLDGKWLAVINDGKLEEDWKDPEKREN
LKKLGGIMRTPVFVNKGRRVIVPFHNMGGGTKFHI SDDGGLTWHV3RNGVT SPRHEARPPHQGVRWENNAVEA
TVLEMKDGTLWALART SQDQAWQAFSKDYGETWSKPEPSRFFGTLTMNTLGRLDDGT IVSLWTINTMALPENAT
AGNGTWEDVFTNRDSHHIAMSGDEGKTWYGFREIILDEHRNHPGYATLDGPEDRGKHQOSEMVOQLDKNRILISL
GOHKNHRRLVIVDRRWVGAKTRATQTGKDLDSQWTIHTY IPQKKGHCSYNRKPSAELVQDPSGGTKKVLQIKR
LDDPELVNEKSNVDYRNGGATWNFPNGTTGLVKEFRFRVVDGEQADDSGLOVSLTDRLFNACDSTTKDYALFTF
PIRLKPAPHLLLGMKKVPFTPGAWHE I SLLWQGGQAVVSLDGKKAGTLKMANKSPNGASYIHFISTGSQPDAG
ILLDTVNARVK (signal seqguence underlined)

SEQ ID NO:
QQKAAPVPEPEVVATPPADAGRGLIRVDSREIRHY SGTRKEPDYLVSRDNGKTWEMKAAPAGYPPNYGGIPKE
SPAIVRNPLTREFIRVQPIGGFVFLSRGGLDGKWLAVINDGKLEEDWKDPEKRKNLKKLGGIMRTPVEVNKGR
RVIVPFHNMGGGTKFHISDDGGLTWHVSRNGVT SPRHEARPPHQGVRWENNAVEATVLEMKDGT LWALART SQ
DOAWQAFSKDYGETWSKPEPSRFFGTLTMNTLGRLDDGT IVSLWINTMALPENATAGNGTWEDVE TNRDSHHEI
AMSGDEGKTWYGFREIILDEHRNHPGYATLDGPEDRGKHQSEMVQLDKNRILISLGQHKNHRRLVIVDRRWVG
AKTRATQTGKDLDSQWTIIHTYIPQKKGHCSYNRKPSAELVQDPSGGTKKVLQIKRLDDPELVNEKSNVDYRNG
GATWNFPNGTTGLVKFRFRVVDGEQADDSGLOVSLTDRLEFNACDSTTKDYALFTFPIRLKPAPHLLLGMKKVP
FTPGAWHEISLLWQGGOAVVSLDGKKAGTLKMANKSPNGASYIHFISTGSQPDAGILLDTVNARVK

SEQ ID NO:
MOQKAAPVPEPEVVATPPADAGRGLIRVDSREIRHY SGTRKEPDYLVSRDNGKTWEMKAAPAGY PPNYGGIPK

ESPAIVRNPLTREFIRVOPIGGFVFLSRGGLDGKWLAVTINDGKLEEDWKDPEKRKNLKKLGGIMRTPVEVNKG
RRVIVPFHNMGGGTKFHISDDGGLTWHVSRNGVTSPRHEARPPHOGVRWENNAVEATVLEMKDGTLWALARTS
QDOAWQAFSKDYGETWSKPEPSRFFGTLTMNTLGRLDDGTIVSLWINTMALPENATAGNGTWEDVFTNRDSHH
IAMSGDEGKTWYGFREIILDEHRNHPGYATLDGPEDRGKHOSEMYVQLDKNRILISLGOQHKNHRRLVIVDRRWV

GAKTRATQTGKDLDSQWTIHTY IPQKKGHCSYNRKPSAELVQODPSGGTKKVLQIKRLDDPELVNEKSNVDYRN
GGATWNEPNGTTGLVKFRFRVVDGEQADDSGLOVSLTDRLEFNACDSTTKDYALFTFPIRLKPAPHLLLGMKKV

PFTPGAWHEI SLLWQGGQAVVSLDGKKAGTLKMANKSPNGASY IHFISTGSQPDAGILLDTVNARVKGSGLEH
HHHHH

SEQ ID NO:
MTWLLCGRGKWNKVKRMMNSVFKCLMSAVCAVALPAFGQEEKTGFPTDRAVIVEFSAGEGNPYASIRIPALLSI
GKGQLLAFAEGRYKNTDQGENDI IMSVSKNGGKTWSRPRATIAKAHGATFNNFCPVYDAKTRTVTVVEQRYPAG
VKERQPNIPDGWDDEKCIRNFMIQSRNGGSSWTKPQEITKTTKRPSGVDIMASGPNAGTQLKSGAHKGRLVIP
MNEGPFGKWVISCIYSDDGGKSWKLGOPTANMKGMVNETSIAETDNGGVVMVARHWGAGNCRRIAWSQDGGET
WGQVEDAPELFCDSTONSLMIYSLSDQPAYGGKSRILFSGPSAGRRIKGQVAMSYDNGKTWPVKKLLGEGGFA
YSSLAMVEPGIVGVLYEENQEHIKKLKFVPITMEWLTDGEDTGLAPGKKAPVLK (signal segquence
underlined)

SEQ ID NO:
QEEKTGFPTDRAVIVFSAGEGNPYASIRIPALLSIGKGQLLAFAEGRYKNTDQGENDI IMSVSKNGGKTWSRP
RAIAKAHGATFNNPCPVYDAKTRTVIVVEQRYPAGVKERQPNI PDGWDDEKCIRNFMIQSRNGGSSWIKPQET
TKTTKRPSGVDIMASGPNAGTQLKSGAHKGRLVIPMNEGPFGKWVISCIY SDDGGKSWKLGQPTANMKGMVNE
TSIAETDNGGVVMVARHWGAGNCRRIAWSQDGGETWGQVEDAPELFCDSTONSLMTYSLSDQPAYGGKSRILE
SGPSAGRRIKGQVAMSYDNGKTWPVKKLLGEGGFAY SSLAMVEPGIVGVLYEENQEHIKKLKEVPITMEWLTD
GEDTGLAPGKKAPVLK

SEQ ID NO:
MOEEKTGFPTDRAVIVEFSAGEGNPYASIRIPALLSIGKGQLLAFAEGRYKNTDQGENDI IMSVSKNGGKTWSR
PRATAKAHGATFNNPCPVYDAKTRTVIVVEQRY PAGVKERQPNIPDGWDDEKCIRNFMIQSRNGGSSWTKPQE
ITKTTKRPSGVDIMASGPNAGTQLKSGAHKGRLVIPMNEGPFGKWVISCIY SDDGGKSWKLGQPTANMKGMVN
ETSIAETDNGGVVMVARHWGAGNCRRIAWSQDGGETWGQVEDAPELFCDSTONSLMTY SLSDQPAYGGKSRIL
FSGPSAGRRIKGQVAMSYDNGKTWPVKKLLGEGGFAY SSLAMVEPGIVGVLYEENQEHIKKLKFVPITMEWLT
DGEDTGLAPGKKAPVLKGSGLEHHHHHH
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SEQ ID NO: 15 - O-glicosidasa de S.
MDKRFFEKRCKFSIRKFTLGVASVMIGATFFAASPVLADQARVGSTDNLPSELADLDKKASDEGHDEDKEARAA

ONPGSAETTEGPQTEEELLAQEKEKSEKPSNLPKELEDKLEKAEDNGREVDKDQLAQDTGKLVPEDVAKTTNG
ELNYGATVKIKTPSGEGSGIVVAKDLVLTVSHNFIKDSQEGNIRKVVDNDQGDGDIYSISYPGLPDVKESKKD
ITHWDREGYLKGFKNDLALVRLRTVLENT PVEVTKKPVVKKIGDKLHVFGYPEGKLNPIVNTTVDFAEPYGEG
VOGIGYQGGKPGASGGGIFDTEGKLVGVHONGVVGKRSGGILFSPAQLKWIQDHMQGI SSVKPADLEEKEKPA
EEKPKEDKPAAAKPETPKAVIPEWQTVANKEQQOGTVTIREEKGVRYNQLSSTAQNDNDGKPALFEKQGLTVDA
NGNATVDLTFKDDSEKGKSRFGVFLKEFKDTENNVEVGYDQGGWEFWEYKTPCNSTWYKGNRVAAPEPGSVNRLS
ITLKSDGQLNASNNDVNLFDIVTLPGAVNENLKNEKKILLKAGTY SNDRTVVSVKTDNQEGVKADDTPAQKET
GPAVDDSKVTYDTIQSKVLKAVIDQAFPRVKEY TLNGHTLPGOVQQOFNQVEFINNHRITPEVTYKKINETTAEY
LMKLRDDAHLINAEMTVRLOVVDNQLHEFDVTKIVNHNQVTPGOKIDODERKLLSTISFLGNALVSVSSDQAGAK
FDGATMSNNTHVSGDDHIDVINPMKDLAKGYMYGFVSTDKLAAGVWSNSQNSYGGGSNDWTRLTAYKETVGNA
NYVGIHSSEWQWEKAYKGIVFPEYTKELPSAKVVITEDANADNKVOWQODGATIAYRSIMNNPQGWEKVKDITAY
RIAMNFGSQAQNPFLMTLDGIKKINLHTDGLGOGVLLKGYGSEGHDSGHLNYADIGKRIGGVEDEKTLIEKAK
KYGAHLGIHVNASETYPESKYFNENILRKNPDGSY SYGWNWLDQGINIDAAYDLAHGRLARWEDLKKKLGEGL
DEFIYVDVWGNGQSGDNGAWATHVLAKEINKQGWRFAIEWGHGGEYDSTFQHWAADLTYGGY TNKGINSAITRE
IRNHQKDSWVGDYRSYGGAANY PLLGGY SMKDFEGHWQGRSDYNGYVINLFAHDVMTKYFQHETVSKWENGT PV
TMTDNGSTYKWTPEMKVELVDAAGNKVVVTRKSNDVNSPQYRERTVTLNGRVIQDGSAY LTPWNWDANGKKLP
TEKEKMYYFNTQAGATTWTLPSDWANSKVYLYKLTDOGKTEEQELTVIDGKITLDLLANQPYVLYRSKQTNPE
MSWSEGMHIYDQGFNSGTLKHWT ISGDASKAEIVKSQGANEMLRIQGNKSKVSLTQKLTGLKPNTKYAVYVGY
DNRSNAKASITVNTGEKEVTTYTNKSLALNY IKAYAHNNRRENATVDDT SYFQNMYAFFTTGSDVSNVTLTLS
REAGDEATYFDEIRTFENNSSMYGDKHDTGQGTFKQDFENVAQGIFPFVVGGVEGVEDNRTHLSEKHDPYTQR
GWNGKKVDDVIEGNWSLKTNGLVSRRNILVYQTIPONFRFEACKTYRVTFEYEAGSDNTYAFVVCKGEFQSGRR
GTQASNLEMHELPNTWTDSKKAKKVTIFLVIGAETGDTWVGIYSTGNASNTRGDAGGNANFRGYNDEMMDNLO I
EEITLTGKMLTENALKNYLPTVAMTNYTKESMDALKEAVENLSQADDDI SVEEARAEIAKIEALKNALVQKKT
ALVAEDFESLDAPAQPGEGLENAFDGNVSSLWHT SWNGGDVGKPATMVLKEPTEITGLRYVPRASDSNGNLRD
VKLVVTDESGKEHTEFNVTDWPNNNKPKDIDFGKTIKAKKIVLTGTKTYGDGGDKYQSAAELIFTRPQVAETPL
DLSGYEAALAKAQKLTDKDNQEEVASVQASMKYATDNHLLTERMVAYFADYLNQLKDSATKPDAPTSSKGEEQ
PPVLDVPEFKGGVNATEAAVHEVPEFKGGVNAVQALVHELPEYKGGANAVLAAANEVPEYKGGANAVEALVNE
KPAYTGVLATAGDQAAPTVEKPEYPLTPSPVADTKTPGAKDEEKLPATGEHSSEVALFLASYVSTALSAAVLAT

KRKEEGSGLEHHHHHH
SEQ ID NO: 16 - E206A _cebador directoATGGCGCACGC GCTGGGCCACG
SEQ ID NO: 17 - E206A _cebador inversorGCCACCGTAC CATTTCGTC

SEQ ID NO: 18 -
APPRLICDSRVLERYLLEAKEAEDITTGCAEHCSLDENITVPDTKVDFYAWKRMEVGQQAVEVNQGLALLSEA
VLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRT ITADTFRKLERVY S
NFLRGKLKLYTGEACRTGDR

oralis

EPO

(Notas:

el O-glicano con serina esta subrayado; la arginina C terminal suele truncarse durante la expresion)

SEQ ID NO:
EVIVPDALKDRIALKKTARQLNIVYFLGSDIEPVPDYERRLSELLLYLQQIYGKEMORHGYGARSFGLDIKSP
GRVNIIEYKAKNPAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHPDRKKSQHTLI IMPTWNDEKNGPDNPGGVPEYGMG
RNCFALDYPAFDIKHLGOQKTREGRLLTKWYGGMAAALGHGLNLPHNHQTASDGKKYGTALMGSGNYTFGTSPT
FLTPASCALLDACEVESVTIPSQQIYEGKPEVEVGDVAISIKGDQILVSGNYKSPQTVKALNVY IQDPPYAVNQ
DYDAVSFSRRLGKKSGKFEFSMKIDKKELEGLNNNEFRI SLMEFILANGLHMOKHFTFHWDALODYRDGSKS

SEQ ID NO:
MEVTVPDALKDRIALKKTARQLNIVYFLGSDTEPVPDYERRLSELLLYLQQFYGKEMQRHGYGARSFGLDIKS
PGRVNIIEYKAKNPAAHYPYENGGGWKAAQELDEFFKAHPDRKKSQHTLIIMPTWNDEKNGPDNPGGVPEYGM
GRNCFALDYPAFDIKHLGQKTREGRLLTKWYGGMAAATLGHGLNLPHNHQTASDGKKYGTALMGSGNYTEGTSP
TFLTPASCALLDACEVFSVTPSQQOFYEGKPEVEVGDVAISFKGDOILVSCNYKSPQTVKALNVYIQDPPYAVN
QDYDAVSFSRRLGKKSGKFSMKIDKKELEGLNNNEFRISLMFILANGLHMOKHFTFHWDALQDYRDGSKSGSG
HHHHHH
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SEQ ID NO:
ATGGAAGTCACTGTGCCGGACGCCCTGAAAGATCGCATCGCGCTGAAGARAACCGCTCGTICAGCTGAATATCG

TCTACTTICCTGGGTTCTGATACCGAACCGGTTCCGGACTACGAGCGCCGTCTGAGCGAGCTGCTGTTGTATCT
GCAGCAATTCTATGGTAAAGAAATGCAGCGCCATGGCTATGGCGCACGCAGCTTTGGTCTGGACATTAAGTCA
CCGGGTCGTGTGAACATTATCGAGTACAAAGCGAAGAACCCGGCAGCGCATTACCCGTATGAGAATGGTGGCG
GCTGGAAAGCTGCACAAGAACTGGACGAATTTTTCAAGGCCCATCCAGACCGCAAGAAAAGCCAGCACACCCT
GATCATCATGCCTACCTGGAATGATGAGAAAAATGGTCCTGACAATCCGGGTGGCCTTICCGTTCTATGGTATG
GGTCGTAATTGTTTTGCGTTGGACTACCCGGCGTTTGATATCAAGCACCTGGGTCAGAAAACGCGTGAGGGTC
GTCTGCTGACGAAATGGTACGGTGGCATGGCGGCCGCGCTGGGCCACGGCCTGAATCTGCCGCACAATCACCA
GACCGCGAGCGATGGCAAGAAATATGGCACCGCCCTGATGGGTAGCGGCAACTACACGTTCGGTACCAGCCCG
ACGTTCCTGACCCCGGCGAGCTGTGCGCTGCTGGATGCCTGCGAAGTGTTCAGCGTTACCCCGAGCCAACAGT
TTTATGAGGGTAAGCCAGAAGTCGAGGTTGGTGATGTTGCAATTTCCTTCAAGGGTGATCAAATCTTGGTCAG
CGGTRAACTACAAGAGCCCGCAAACCGTGAAAGCTCTGAACGTTTACATTCAGGATCCGCCGTACGCCGTGAAC
CAAGACTACGATGCAGTGAGCTTTAGCCGTCGTCTGGGCAAAAAGTCCGGTAAGTTTAGCATGAAGATTGACA
AARAAGAACTGGAAGGCCTGAATAACAACGAATTCCGTATTTCCTTGATGTTICATTCTGGCARACGGCTTACA
CATGCAGAAGCACTTTACGTTTCACTGGGATGCGCTGCAAGACTACCGTGACGGTAGCARATCTGGTTCGGGT
CATCATCACCACCATCACTGA

SEQ ID NO: 23GMAHALGHGL (motivo de metaloproteasa alterado)
SEQ ID NO: 24GMAAELGHGL (motivo de metaloproteasa alterado)

SEQ ID NO: 25GMAAALGHGL (motivo de metaloproteasa alterado)

22

SEQ ID 26Pseudomonas aeruginosa PAO1 (secuencia nativa con secuencia de sefial eliminada)

ATQEEILDAALVSGDSSQLTDSHLVALRLQQQVERIRQTRTQLLDGLYQNLSQAYDPGAASMWVLPANPDNTL
PFLIGDKGRVLASLSLEAGGRGLAYGTNVLTQLSGTNAAHAPLLKRAVOWLVNGDPGAATAKDFKVSVVGVDK
TAALNGLKSAGLOPADAACNALTDASCASTSKLLVLGNGASAASLSATVRARLOQAGLPILEVHTNGWNQSSTG
QQILAGLGLQEGPYGGNYWDKDRVPSSRTRTRSVELGGAYGQDPALVQQIVDGSWRTDYDWSKCTSYVGRTTC
DDVPGLSDEFSKRVDVLKGALDAYNQKAQNLFALPGTTSLRLWLLWADAVROQNIRYPMDKAADTARFQETFVAD
ATIVGYVREAGAAQKELGSYAGQROQSMPVSGSEETLTLTLPSAQGFTAIGRMAAPGKRLSIRIEDAGQASLAV
GLNTQRIGSTRLWNTRQYDRPRFLKSPDIKLQANQSVALVSPYGGLLOLVYSGATPGQTVIVKVTGAASQPEL
DIQPGEDSSQATIADFIQALDADKADWLEIRSGSVEVHAKVERVRG3IDKDYGGDVQRFIRELNEVFIDDAYTL
AGFAIPNQAKTPAIQQECAARGWDCDSETLHKLPGTQHINVDQYAQCGGGCSGNPYDQTWGLNPRGWGESHEL
GHNLQVNRLKVYGGRSGEISNQIFPLHKDWRVLREFGONLDDTRVNYRNAYNLIVAGRAEADPLAGVYKRLWE
DPGTYALNGERMAFYTOWVHYWADLKNDPLOGWDIWTLLY LHORQVDKSDWDANKAALGYGTYAQRPGNSGDA
SSTDGNDNLLLGLSWLTQRDQRPTFALWGIRTSAAAQAQVAAYGFAEQPAFFYANNRTNEY STVKLLDMSQGS
PAWPFP

de metaloproteasa subrayado.

SEQID 27Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 (secuencia nativa con secuencia de sefial eliminada)

DKWEKEFRIRSYEPYSNIAEWADKLMTKKY SDLDNPTGISVKAGDOIIVLVGDTYGQNISMOCIWETGTEYKQ
TASSGDVYMLNPGVNKLTMKGEGQLFVMYNTELTSNTAKPIKIHIPLGSGTVNGEFFDLKEHKTDEKYAELLKK
STHKYFCIRGEKIMFYFHRNKLLEYVPNNILSATHLWDNIVGWQQOELMGIDDVRPSQVNNHLFAISPEGSYMW
ASDYQIGFVYTYLGNILLEDNVMAAEDNAWGPAHEIGHVHQAAINWASSTESSNNLESNFITYKLGKYKSRGN
GLGSVATARYANGQAWYNMGDATHQNEDTETHMRMNWQLWIYYHRCEYKTDFWQTLFKLMREVNMTEGEDPGK
KQLEFAKMASKAANQNLTDFFEMWGEFFEPVNTITIEQYGTYKYYVSDAMIREAKEYMAQF PAPKHAFQYIEDRK
KSEFPSNDYRYSAVGDVGYYTQFKENQKITKAITAELAGRKVSIOQNGDEAVAFELRENDENGKLLYFSTEFTTE
EIPSSILMVNAKLYAVQADGKRILL

de metaloproteasa subrayado.

SEQ ID NO: 28Clostridium perfringens (secuencia nativa con secuencia de sefial eliminada)

VLELEMRGDSISEAKKRKVWNFQDWQITGLSARAGDKITVYVDVAEGDPTPTLLYKQSLTQHGGAT SFQLKPG
KNEITIPEINYESNGIPKDVIQGGDLFFTNYKSDSQKRAPKVRIEGASKYPVFILGKSDENEVMKELEAYVEK
IKAEPKTTPNIFAVSSNKSLEFVQATYALDWYKKNNKTPKYTAEQWDQY IADAMGFWGEFDNSKDVNSDEFNEFRI
MPMVKNLSGGAFMNAGNGVIGIRPGNQDAILAANKGWGVAHELGHNFDTGGRT IVEVINNMMPLEFFESKYKTK
TRITDONIWENNTYPKVGLDDYSNNELYNKADSTHLAQLAPLWQLYLYDNTFYGKFERQFRERDFGNKNREDI
YKSWVVAASDAMELDLTEFFARHGIRVDDKVKEDLAKY PKPDKKIYYLNDLAMNYKGDGFTENAKVSVSTSGS
NGNIKLSFSVDDENKDNILGYEIRRDGKYVGFTSNDSEFVDTKSNLOEDGVYVVTPYDRKLNTLNPIEVN

de metaloproteasa subrayado.

SED ID NO: 29Pseudomonas aeruginosa PAO1 (N-term Met, C-term enlace/etiqueta)

MATQEEILDAALVSGDSSQLTDSHLVALRLOQOVERIRQTRTQLLOGLYQNLSQAYDPGAASMWNVLPANPDNT
LPFLIGDKGRVLASLSLEAGGRGLAYGTNVLTQLSGTNAAHAPLLKRAVOWLVNGDPGAATAKDFKVSVVGVD
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KTAALNGLKSAGLQPADAACNALTDASCASTSKLLVLGNGASAASLSATVRARLQAGLPILEFVHTNGWNQSST
GQQILAGLGLQEGPYGGNYWDKDRVPSSRTRTRSVELGGAYGQDPALVQQIVDGSWRTIDYDWSKCTSYVGRTT
CDDVPGLSDFSKRVDVLKGALDAYNQKAQNLFALPGTTSLRLWLLWADAVRONIRYPMDKAADTARFQETEVA
DAIVGYVREAGAAQKELGSYAGQORQQOSMPVSGSEETLTLTLPSAQGEFTAIGRMAAPGKRLSIRIEDAGQASLA
VGLNTQRIGSTRLWNTRQYDRPRFLKSPDIKLOANQSVALVSPYGGLLOLVYSGATPGQTVIVKVIGAASQPF
LDIQPGEDSSQAIADFIQALDADKADWLE IRSGSVEVHAKVEKVRGSIDKDYGGDVQRFIRELNEVEIDDAY T
LAGFAIPNQAKTPAIQQECAARGWDCDSETLHKLPGTQHINVDQYAQCGGGCSGNPYDQITWGLNPRGWGESHE
LGHNLOVNRLKVYGGRSGEISNQIFPLHKDWRVLREFGONLDDTRVNYRNAYNLIVAGRAEADPLAGVYKRLW
EDPGTYALNGERMAFYTQWVHYWADLKNDPLQGWDIWTLLYLHQRQVDKSDWDANKAALGYGTYAQRPGNSGD
ASSTDGNDNLLLGLSWLTQRDOQRPTFALWGIRTSAAAQAQVAAYGFAEQPAFFYANNRTNEY STVKLLDMSQG
SPAWPFPGSGHHHHHH Motivo

de metaloproteasa subrayado.

SEQ ID NO: 30Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 (N-term Met, C-term enlace/etiqueta)
MDKWEKEFRIRSYEPYSNIAEWADKLMTKKYSDLDNPTGISVKAGDDI IVLVGDTYGQNISMQCIWETGTEYK

QTASSGDVYMLNPGVNKLTMKGEGQLFVMYNTELTSNTAKPIKIHI PLGSGTVNGFFDLKEHKTDEKYAELLK
KSTEKYFCIRGEKIMFYFHRNKLLEYVPNNILSATIHLWDNIVGWQOELMGIDDVRPSOVNNELFAT SPEGSYM
WASDYQIGFVYTYLGNILLEDNVMAAEDNAWGPARETGEVEQARTNWASSTESSNNLFSNFT TYKLGKYKSRG
NGLGSVATARYANGQAWYNMGDATHONEDTETHMRMNWOLWI Y YHRCEYKTDFWQTT.FKLMREVNMTEGEDPG
KKQLEFAKMASKAANONLTDFFEMWGFFEPVNTTIEQYGTYKYYVSDAMIREAKEYMAQFPAPKHAFQY TEDR
KKSEFPSNDYRYSAVGDVGYYTOFKENOKITKATI TAELAGRKVSIONGDEAVAFELRENDENGKLLYFSTFTT
FETPSSTLMVNAKLYAVQADGKRTTL.LGSGHHHHHH Motivo

de metaloproteasa subrayado

SEQ ID NO: 31Clostridium perfringens (N-term Met, C-term enlace/etiqueta)
MVLELEMRGDSISEAKKRKVWNFQDWQITGLSARAGDKITVYVDVAEGDETPTLLYKQSLTQHGGATSFQLKP
GKNEITIPEINYESNGIPKDVIQGGDLFFTNYKSDSQKRAPKVRIEGASKYPVFILGKSDENEVMKELEAYVE
KIKAEPKTTPNIFAVSSNKSLEFVQATYALDWYKKNNKTPKYTAEQWDQY IADAMGFRWGFDNSKDVNSDENFR
IMPMVKNLSGGAFMNAGNGV-GIRPGNQDAI LAANKGWGVAHELGHNFDTGGRT IVEVTNNMMPLFFE SKYKT
KITRITDONIWENNTYPKVGLDDYSNNELYNKADSTHLAQLAPLWQLYLYDNTFYGKFERQFRERDFGNKNRED
IYKSWVVAASDAMELDLTEFFARHGIRVDDKVKEDLAKY PKPDKKIYYLNDLAMNYKGDGFTENAKVSVSTSG
SNGNIKLSFSVDDENKDNILGYEIRRDGKYVGFTSNDSFVDTKSNLDEDGVYVVTPYDRKLNTLNPIEVNGSG
HHHHHH Motivo

de metaloproteasa subrayado.

SEQ ID NO: 32 Pseudomonas aeruginosa PAO1 (secuencia nativa completa, incluida la secuencia de
MSLSTTAFPSLQGENMSRSPIPRHRALLAGFCLAGALSAQAATQEEILDAALVSGDSSQLTDSHLVALRLOQQ
VERIRQTRTQLLDGLYQNLSQAYDPGAASMWVLPANPDNTLPFLIGDKGRVLASLSLEAGGRGLAYGTNVLTQ
LSGTNAAHAPLLKRAVOWLVNGDPGAATAKDFKVSVVGVDKTAALNGLK SAGLQPADAACNALTDASCASTSK
LLVLGNGASAASLSATVRARLOAGLPILFVHTNGWNQSSTGQQTLAGLGLOEGPYGGNYWDKDRVPSSRTRTR
SVELGGAYGQDPALVQQIVDGSWRTDYDWSKCT SYVGRTTCDDVPGLSDFSKRVDVLKGALDAYNQKAQNLEFA
LPGTTSLRLWLLWADAVRONIRYPMDKAADTARFOETFVADAIVGYVREAGAAQKELGSYAGORQQSMPVSGS
EETLTLTLPSAQGFTATIGRMAAPGKRLSIRIEDAGQASLAVGLNTORIGSTRLWNTRQYDRPRFLKSPDIKLQ
ANQSVALVSPYGGLLQLVYSGATPGQTVTVKVTGAASQPFLDIQPGEDSSQAIADFIQALDADKADWLEIRSG
SVEVHAKVEKVRGSIDKDYGGDVQRFIRELNEVFIDDAYTLAGFAIPNQAKTPAIQQECAARGWDCDSETLHK
LPGTQHINVDQYAQCGGGCSGNPYDQTWGLNPRGWGE SHELGHNLQVNRLKVYGGRSGE ISNQIFPLHKDWRY
LREFGONLDDTRVNYRNAYNLIVAGRAEADPLAGVYKRLWEDPGTYALNGERMAFY TOWVHYWADLKNDPLQG
WDIWTLLYLHQRQVDKSDWDANKAALGYGTYAQRPGNSGDASSTDGNDNLLLGLSWLTQRDORPTFALWGIRT

sefial) SAAAQAQVAAYGFARQPAFFYANNRTNEYSTVKLLDMSQGS PAWPEP

Acceso Uniprot: Q915W4 .1
Motivo de metaloproteasa subrayado.

Secuencia de sefiales en negrita, subrayada.
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SEQ ID NO: 33Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 (secuencia nativa completa, incluidas la sefial y
otras secuencias))

MIIKRFITNLIALFTILETVSLACKODTERS IINSSFSISEEYLIONLDKSSTSVOIPINTSMELAQWSVSYEAN
WLOCSKORTAAEGTFLRITVNENTGETIRRTANIRVISTTATY T I TVNQYAKGEVIVEGDIKVIPTGGKASEHQ
EGRDIENTYDGRESTOGRAPFRETPRGQSAKFPVILEY YFKGRTEI DY LIY Y TRSGNGNFGKVEVYTTTNPDRS
DYTLOGEYDFKEQNAFPSKVSFSEGIRATGIRFEVLSCGLGDFPVSCOEMEFYKINTDK TLOEQLLTVFTDITCTE
IKZWV!I‘NEQIQALPDYFVRIAEAVRDNTYN\WFV RS VT’. {\ M 3\“?".’3‘*’* \l"}" X8 I‘]\: _‘I‘GT’ C

TUYTYLO

SEVYT

'ITT IEQYCTYREYYY

nQi\_' THRAITARLAGREVST

YMAQE L‘ PEHA

RENDENGK YAV rLuf(I*’

YF"‘TI’TTFE T.I 8 bILM‘fNZ{}{

Acceso Uniprot: Q897X7 .1
Motivo de metaloproteasa subrayado.
Secuencia de sefiales en negrita, subrayada.

Otras secuencias eliminadas en la proteina madura en negrita y cursiva.

SEQ ID NO: 34Clostridium perfringens (secuencia nativa completa, incluidas la sefial y otras secuencias)

MNERKIAAIILATMITNLSATT IDVLAQELNTENNSKVEVSHDDESHOARVSEFDLYNSDRKLDAYNQEFQVSR
BENIKSINNNGGKYNSSTIDRAIDGNLETBNETGKPNDANFINEVVVIFNEITNIDRIVYSARRDSARGKGFAK
EFEIYASLKDEGDDENLVSSGEYTESTROLVEIRFNP TDFRKRLKFXFKEADQNWASAAEFMFYKEDKLNEKFN
GLFTDSSMNKVSEEFNTLEKINAFENELKDAP I Y DLYREGLNNARA I LTETSENP TRATLGQI TYNINDDYNN
QYRMPYKNIKAIRNNGRAYAAQNIEKAIDNDVNTYWETGTINS SSFNNEVEVEFNRLVILDRIVYGSRQSDLK
GFAERVYIYASRTSKGDTYKLVA TGAHE’ATKGLVEAKFEPTEMRWFKFKKSKQNSATLNEIMKPDEWS
8§ IPKLFTDG%ELbEEFNSLEKINAE’KEKAKNHPLYNDFNE TIELAZBSLISNPREKEDN LELEMRGDSIBEAR
KRKVINETQL LY RS TS S FQLKPGRNE
LPKDVIQGH ; 5
SNESLEF
GHG i :
FVGLIODY miftd“ LR TR QLYY DT EY ";R EERGFRE *\Df G IYRKERVVA
LTBFRARHGIRY K\ Fl“v AKYRPY PDT\’K*Y‘ LN YRGDEF TRNAKVEVETSERNG IR EQV"“'I“’F*J K
DHMILGYRT “P D(; EYVERTSNDSFVDTIRSNLDEDCGVYVVIPY DRKLNT LN PIEVNALQP TLS VNPV ITLALGER
FNEEEYIVAKDIKGNSLSESVRKVRSESNVNISKVGEYEVLYSLEDSKGNEY TKTSKVNVVSRKEYMSDLTPRQS
SNGHGTVREDRS I SGGVIGLTRDGDFVDYNRGLGLHSNARY VY DLEGKDY DY FESYVGVDRAMESRPASSVIF
KVLVDGEEKFNSGVMRSTTPORKYVRVDVENARELRKLIVNDAGDGDS SDHASFGDAKLATLSSKP I IKGENLAY
SMDERVDIMKGITATDIEDGNITSEVQIKSSDEVEGKSGIFTVVYSVIDSDGETSECSRTTAVTDEETQLS DL
NWKSATIGSGEVRXORAVSGNQIRLINEDNSVETFARGIGTHEYSEIVINSEGYDIFRDTWVGI DRAEVADKKVE
SVKFRVYVDRGELKAETDVMRI DTPKKRLVVDVRNSKE IRLVVDVADNGNNWDHADWADAKFRNLAEYDASELN
KAIEEARKLDLNNYTEESSEALRKNAYSKGEEALLSKDKETINSALEELNKEMNSLVRKVDLNAVINIPDR YLLK
SIQNQLNKTGDITLGDMY SLTTLTLSGVEDLTGLENAKNLETLNMOYNEVKDLRF LSKLEKINTINAQEQFTA
AGELKPENGRVIGDSKVYNREGENVAKTIRVVDENGNT ILEQUAKDEFTINTRDLSSGLYGVHVLFEDEGFSG
VMFYLFNV

b

Acceso Uniprot: AOAOH2YN38.1
Motivo de metaloproteasa subrayado.
Secuencia de sefiales en negrita, subrayada.

Otras secuencias eliminadas en la proteina madura en negrita y cursiva.
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SEQ ID NO: 35Pseudomonas aeruginosa PAO1 (doble mutante con secuencia de sefial eliminada)
ATQEEILDAALVSGDSSQLTDSHLVALRLOQQVERIRQTRTQLLDGLYQONLSQAYDPGAASMWVLPANPDNTL

PFLIGDKGRVLASLSLEAGGRGLAYGTNVLTQLSGTNAAHAPLLKRAVOWLVNGDPGAATAKDFKVSVVGVDK
TAALNGLKSAGLOPADAACNALTDASCASTSKLLVLGNGASAASLSATVRARLOQAGLPILEVHTNGWNQSSTG
QQILAGLGLOQEGPYGGNYWDKDRVPSSRTRTRSVELGGAYGQDPALVQQIVDGSWRTDYDWSKCTSYVGRTTC
DDVPGLSDEFSKRVDVLKGALDAYNQKAQNLFALPGTTSLRLWLLWADAVRQNIRYPMDKAADTARFQETFVAD
ATIVGYVREAGAAQKELGSYAGQROQSMPVSGSEETLTLTLPSAQGF TAIGRMAAPGKRLSIRIEDAGQASLAV
GLNTQRIGSTRLWNTRQYDRPRFLKSPDIKLQANQSVALVSPYGGLLOLVYSGATPGQTVIVKVTGAASQPEL
DIQPGEDSSQATIADFIQALDADKADWLEIRSGSVEVHAKVERVRG3IDKDYGGDVQRFIRELNEVFIDDAYTL
AGFAIPNQAKTPAIQQECAARGWDCDSETLHKLPGTQHINVDQYAQCGGGCSGNPYDQTWGLNPRGWGE SAAL
GHNLQVNRLKVYGGRSGEISNQIFPLHKDWRVLREFGONLDDTRVNYRNAYNLIVAGRAEADPLAGVYKRLWE
DPGTYALNGERMAFYTOWVHYWADLKNDPLOGWDIWTLLY LHORQVDKSDWDANKAALGYGTYAQRPGNSGDA
SSTDGNDNLLLGLSWLTQRDQRPTFALWGIRTSAAAQAQVAAYGFAEQPAFFYANNRTNEY STVKLLDMSQGS
PAWPFP Motivo

de metaloproteasa alterado subrayado

SEQ ID NO: 36Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 (doble mutante con sefial eliminada y otras

secuencias inmaduras)
DKWEKEFRIRSYEPYSNIAEWADKLMTKKY SDLDNPTGI SVKAGDDIIVLVGDTYGQONISMQCIWETGTEYKQ
TASSGDVYMLNPGVNKLTMKGEGQLEFVMYNTELTSNTAKPIKIHIPLGSGTVNGFFDLKEHKTDEKYAELLKK
STHKYFCIRGEKIMFYFHRNKLLEYVPNNILSAIHLWDN IVGWQQOELMGIDDVRPSQVNNHLEAI SPEGSYMW
ASDYQIGFVYTYLGNILLEDNVMAAEDNAKGPAAATGHVHQAATINWASSTESSNNLFSNFTIYKLGKYKSRGN
GLGSVATARYANGQAWYNMGDATHQNEDTE THMRMNWQLWI Y YHRCEYKTDFWQTLFKLMREVNMTEGEDPGK
KQLEFAKMASKAANQNLTDEFEMWGEFFEPVNTTIEQYGTYKYYVSDAMIREAKEYMAQFPAPKHAFQY IEDRK
KSEFPSNDYRYSAVGDVGYYTQFKENQKITKAITAELAGRKVS IQNGDEAVAFELRENDENGKLLYFSTFTTF
EIPSSILMVNAKLYAVQADGKRILL Motivo

de metaloproteasa alterado subrayado

SEQ D NO: 37Clostridium perfringens (doble mutante con sefial eliminada y otras secuencias inmaduras)
VILELEMRGDSISEAKKRKVWNFQDWQTITGLSARAGDKITVYVDVAEGDPTPTLLYKQSLTQHGGATSFQLKPG

KNEITIPEINYESNGIPKDVIQGGDLFFTNYKSDSQKRAPKVRIEGASKYPVFILGKSDENEVMKELEAYVEK
IKAEPKTTPNIFAVSSNKSLEFVQATYALDWYKKNNKT PKYTAEQWDQY IADAMGFWGEDNSKDVNSDFNEFRI
MPMVENLSGGAFMNAGNGVIGIRPGNQDAILAANKGWGVAAALGHNFDTGGRT IVEVINNMMPLEFFESKYKTK
TRITDONIWENNTYPKVGLDDY SNNELYNKADSTHLAQLAPLWQLYLYDNTEFYGKFERQFRERDEFGNKNREDI
YKSWVVAASDAMELDLTEFFARHGIRVDDKVKEDLAKYPKPDKKIYYLNDLAMNYKGDGFTENAKVSVSTSGS
NGNIKLSFSVDDENKDNILGYEIRRDGKYVGFTSNDSEFVDTKSNLOEDGVYVVTPYDRKLNTLNPIEVN Motivo

de metaloproteasa alterado subrayado

SEQ ID NO: 38Pseudomonas aeruginosa PAO1 (doble mutante con secuencia sefial eliminada, con Met
en el N-terminal, enlazador/etiqueta en el C-terminal)
MATQEEILDAALVSGDSSQLTDSHLVALRLQQQVERIRQTRTQLLDGLYQNLSQAYDPGAASMWVLPANPDNT
LPFLIGDKGRVLASLSLEAGGRGLAYGTINVLTQLSGTNAAHAPLLKRAVOWLVNGDPGAATAKDFKVSVVGVD
KTAALNGLKSAGLQPADAACNALTDASCASTSKLLVLGNGASAASLSATVRARLOAGLPILFVHTNGWNQSST
GOQTLAGLGLOEGPYGGNYWDKDRVPSSRTRTRSVELGGAYGQDPALVQQIVDGSHWRTDY DWSKCTSYVGRTT
CDDVPGLSDFSKRVDVLKGALDAYNQKAQNLFALPGTTSLRLWLLWADAVRONIRY PMDKAADTARFQETFVA
DAIVGYVREAGAAQKELGSYAGORQQSMPVSGSEETLTLTLPSAQGFTAIGRMAAPGKRLS IRIEDAGQASLA
VGLNTORIGSTRLWNTRQYDRPRFLKSPDIKLOANQSVALVSEYGGLLOLVY SGATPGOTVIVKVTGAASQPF
LDIQPGEDSSQATADFIQALDADKADWLE IRSGSVEVHAKVEKVRGS I DKDYGGDVQRFIRELNEVF IDDAYT
LAGFAIPNQAKTPAIQQECAARGWDCDSETLHKLPGTQHINVDQYAQCGGGCSGNPYDQTWGLNPRGWGESAA
LGHNLQVNRLKVYGGRSGEISNQIFPLHKDWRVLREFGONLDDTRVNYRNAYNLIVAGRAEADPLAGVYKRLW
EDPGTYALNGERMAFYTQWVHYWADLKNDPLQGWDIWTLLY LHQRQVDK SDWDANKAALGYGTYAQRPGNSGD
ASSTDGNDNLLLGLSWLTQRDQRPTFALWGIRTSAARAQAQVARYGFAEQPAFFYANNRTNEY STVKLLDMSQG
SPAWPFPGSGHHHHHH Motivo

de metaloproteasa alterado subrayado

SEQ ID NO: 39Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 (doble mutante con sefial eliminada y otras
secuencias de la proteina inmadura, con Met en el N-terminal, enlazador/etiqueta en el C-terminal)
MDKWEKEFRIRSYEPYSNIAEWADKLMTKKYSDLDNPTGISVKAGDDI IVLVGDTYGQNISMQCIWETGTEYK
QTASSGDVYMLNPGVNKLTMKGEGQLFVMYNTELTSNTAKPIKIHI PLGSGTVNGFFDLKEHKTDEKYAELLK
KSTHKYFCIRGEKIMFYFHARNKLLEYVPNNILSAIHLWDNIVGWQQELMGIDDVRPSQVNNELFAISPEGSYM
WASDYQIGFVYTYLGNILLEDNVMAAEDNAWGPAAATGHVHQAATNWASSTESSNNLFSNFI IYKLGKYKSRG
NGLGSVATARYANGQAWYNMGDATHQONEDTE THMRMNWQLWI YYHRCEYKTDFWQTLFKLMREVNMTEGEDPG
KKQLEFAKMASKAANQNLTDFFEMWGFFEPVNTTIEQYGTYKYYVSDAMIREAKEYMAQFPAPKHAFQYIEDR
KKSEFPSNDYRYSAVGDVGYYTQFKENQKITKAITAELAGRKVSIQNGDEAVAFELRENDENGKLLYFSTFTT
FEIPSSILMYNAKLYAVQADGKRILLGSGHHHHHH Motivo

de metaloproteasa alterado subrayado
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SEQ ID NO: 40Clostridium perfringens (doble mutante con sefial eliminada y otras secuencias de la
proteina inmadura, con Met en el N-terminal, enlazador/etiqueta en el C-terminal)

MVLELEMRGDSISEAKKRKVWNFQDWQITGLSARAGDKITVYVDVAEGDETPTLLYKQSLTQHGGATSFQLKP
GKNEITIPEINYESNGIPKDVIQGGDLFFTNYKSDSQKRAPKVRIEGASKYPVFILGKSDENEVMKELEAYVE
KIKAEPKTTPNIFAVSSNKSLEFVQATYALDWYKKNNKTPKYTAEQWDQY IADAMGFWGFDNSKDVNSDENFR
IMPMVENLSGGAFMNAGNGY-GIRPGNQDAI LAANKGWGVARALGHNFDTGGRT IVEVTINNMMPLFFE SKYKT
KTRITDONIWENNTYPKVGLDDY SNNELYNKADSTHLAQLAPLWQLYLYDNTFYGKFERQFRERDFGNKNRED
TYKSWVVAASDAMELDLTEFFARHGIRVDDKVKEDLAKY PKPDKKIYYLNDLAMNYKGDGFTENAKVSVSTSG
SNGNIKLSFSVDDENKDNILGYEIRRDGKYVGFTSNDSFVDTKSNLDEDGVYVVTPYDRKLNTLNPTEVNGSG
HHHHHH Motivo
de metaloproteasa alterado subrayado

SEQ ID NO: 41HELGH (motivo de metaloproteasa)

SEQ ID NO: 42HEIGH (motivo de metaloproteasa)

SEQ ID NO: 43GVAHELGHNF (motivo de metaloproteasa)

SEQ ID NO: 44HALGH (motivo de metaloproteasa alterado)

SEQ ID NO: 45AELGH (motivo de metaloproteasa alterado)

SEQ ID NO: 46AALGH (motivo de metaloproteasa alterado)

SEQ ID NO: 47GKPRPYSPRPTSHPRPIRV (péptido de glicodrosocina con sitio O-gly en la T)
SEQ ID NO: 48YIYGSFK (Péptido no O-glicosilado)

SEQ ID NO: 49KKLVFFA (Péptido no O-glicosilado)

SEQ ID NO: 50FLPLILGKLVKGLL (Péptido no O-glicosilado)
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende un polipéptido con actividad endoproteasa especifica para proteinas O-glicosiladas
que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

(b) una secuencia de aminoéacidos que sea idéntica en al menos un 85% a la secuencia de aminoacidos de SEQ
IDNO: 10

(c) una secuencia de aminoacidos que es un fragmento de la secuencia de SEQ ID NO: 1 o un fragmento de una
secuencia de aminoacidos que sea idéntica en un 85% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

en el que la composicién comprende ademas una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757 y Am0707, en el
que Am1757 es un polipéptido de cualquiera de los SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un polipéptido de cualquiera
de las SEQID NOs: 12 a 14.

2. La composicidén segun la reivindicacidén 1, en la que el polipéptido tiene una secuencia de aminoécidos que es
al menos un 85% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, o el fragmento del mismo, comprende
el motivo HEbbH, en el que b es un aminoacido no cargado, opcionalmente A/ C,F, G, |, L, M,N,P, Q, S, T, VoW,
y opcionalmente en el que dicho motivo esté presente en dicho polipéptido en las posiciones correspondientes a
las posiciones 181 a 185 de la SEQ ID NO: 1.

3. La composiciéon segun la reivindicacidén 2, en la que dicho motivo comprende la secuencia HEIGH o HELGH,
preferiblemente HELGH.

4. La composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el polipéptido comprende
el motivo abxHEbbHbc, en el que:

(a) a es el aminoacido V, T 0 G;

(b) b es un aminoéacido no cargado, opcionalmente A, C,F, G, I,L, M, N, P, Q, S, T,V o W,

(c) x es cualquier aminoacido; y

(d) c es un aminoacido hidréfobo, opcionalmente A, C, F, |, L, M, P, V,WoY;

opcionalmente, en el que dicho motivo comprende la secuencia GMAHELGHGL o GVAHELGHNF, preferiblemente
GMAHELGHGL.

5. La composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el polipéptido,

(a) incluye una metionina adicional en el extremo N y/o una etiqueta His en el extremo C, etiqueta que puede estar
unida al extremo C por un enlazador, opcionalmente en el que dicho polipéptido comprende o consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o

(b) se suministra en solucién, liofilizado o inmovilizado, opcionalmente en el que Am 1757 es un polipéptido
consistente de la SEQ ID NO: 11 y/o en el que Am0707 es un polipéptido consistente de la SEQ ID NO: 14.

6. Un método de hidrélisis de una O-glicoproteina, en el que el método comprende poner en contacto una muestra
que comprende la O-glicoproteina, con una composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y de
ese modo hidrolizar la O-glicoproteina, comprendiendo opcionalmente ademas la deteccién o analisis de los
productos de la hidrélisis.

7. Un método para evaluar el estado de glicosilacién de una proteina, que comprende poner en contacto una
muestra, que comprende la proteina con una composiciéon segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a5y
detectar y/o analizar los productos producidos, opcionalmente en el que la presencia o ausencia de productos de
escisién se utiliza para determinar la presencia o ausencia de una O-glicoproteina en la muestra, y/o en el que
dicho anélisis se lleva a cabo para identificar el tipo de una cadena de O-glicano y/o su posicién de unién a una O-
glicoproteina.

8. El método segun la reivindicacion 6 o 7, en el que el analisis o la deteccién se lleva a cabo mediante
cromatografia de afinidad, SDS-PAGE, HPLC o espectrometria de masas.

9. Una composicion que comprende un polipéptido capaz de unirse a un O-glicano o a una O-glicoproteina y que
carece o tiene una actividad endoproteasa reducida especifica para proteinas O-glicosiladas que comprenden una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20, en donde la composicion comprende ademés
una sialidasa Am1757 o una mezcla de Am1757 y Am0707, en donde Am1757 es un polipéptido de cualquiera de
las SEQ ID NOs: 9 a 11 y Am0707 es un polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NOs: 12 a 14.

10. La composicién segun la reivindicacion 9, en la que el polipéptido:

(a) incluye una metionina adicional en el extremo N y/o una etiqueta His en el extremo C, etiqueta que puede estar
unida al extremo C por un enlazador, opcionalmente en el que dicho polipéptido comprende o consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 o0 21; y/o

(b) se suministra en solucién, liofilizado o inmovilizado.
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11. Un método de unién a un O-glicano, O-glicopéptido y/o O-glicoproteina, en el que el método comprende poner
en contacto una muestra que comprende el O-glicano, O-glicopéptido y/o O-glicoproteina con una composicién
segun la reivindicacién 9 o 10, y opcionalmente determinar si se ha unido o no un O-glicano, O-glicopéptido y/o O-
glicoproteina y/o separar el O-glicano y cualquier glicoproteina enlazada, el O-glicopéptido o la O-glicoproteina de
la mezcla resultante; opcionalmente, en el que el método tiene por objeto aislar un O-glicano o una glicoproteina
enlazada, un O-glicopéptido o una O-glicoproteina de la muestra.

12. Un método para evaluar el estado de glicosilacién de una proteina, que comprende poner en contacto una
muestra que comprende la proteina con una composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 90 10y
determinar si la proteina esta unida o no al polipéptido.

13. Un método para detectar O-glicopéptidos y/o O-glicoproteinas en una muestra, en el que el método comprende:
(a) poner en contacto dicha muestra con una composiciéon segun la reivindicacién 9 o 10 para permitir asi la
formacién de un complejo entre un O-glicopéptido y/o O-glicoproteina y el polipéptido;

(b) opcionalmente, separar el polipéptido de la muestra contactada; y

(c) determinar si el polipéptido separado esta unido a una glicoproteina o glicopéptido O-ligado, determinando asi
la presencia o ausencia de glicopéptidos o glicoproteinas O-ligados en la muestra.

14. El método segln cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13,

(a) en la que dicha determinacién y/o separacion se lleva a cabo mediante cromatografia de afinidad, SDS-PAGE,
HPLC, transferencia de lectina, ELISA o espectrometria de masas; y/o

(b) que comprende ademas una etapa de elucién del material ligado del polipéptido de la reivindicacién 10 u 11
con un tampén que comprende:

(a) Urea de alta concentracién molar,

(b) Detergente de alta concentracién; o

(c) Un polipéptido con actividad endoproteasa especifica para proteinas O-glicosiladas segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.
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Fig. 4A

TNFaR
TNFaR + LS
TNFaR(S) + LS
TNFaR(SG) + LS

le—— galactosidasa

le— sialidasa

~=—TNRaR

~— TNFaR(5G),
sialidasa, LS

Fragmentos TNFaR
hidroliticos de LS

46



ES 2986910 T3
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Fig. 11A
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