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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Koostumus, Jjoka kasittaa polypepti-
din, Jjolla on endoproteaasiaktiivisuus, Jjoka on spe-
sifinen O-glykosyloiduille proteiineille, joka polypep-
tidi kasittaa:

(a) sekvenssin SEQ ID NO: 1 mukaisen aminohap-
posekvenssing;

(b) aminochapposekvenssin, Jjoka on vahintaan
8b-prosenttisesti identtinen sekvenssin SEQ ID NO: 1
mukaiseen aminochapposekvenssiin nahden; tai

(c) aminohapposekvenssin, Jjoka on sekvenssin
SEQ ID NO: 1 mukaisen sekvenssin fragmentti tai sek-
venssin SEQ ID NO: 1 mukaiseen aminohapposekvenssiin
nahden85-prosenttisesti identtisenaminohapposekvenssin
fragmentti,

jossa koostumus edelleen kasittaa sialidaasin
Aml1757 tai Aml757:n ja Am0707:n seoksen, Jjossa Aml757
on jonkin sekvensseistda SEQ ID NO: 9 - 11 mukainen po-
lypeptidi ja Am0707 on jonkin sekvensseista SEQ ID NO:
12 - 14 mukainen polypeptidi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
jossa polypeptidilld on aminohapposekvenssi, Joka on
vahintaan 85-prosenttisesti identtinen sekvenssin SEQ
ID NO: 1 mukaiseen aminohapposekvenssiin nahden tai sen
fragmentti, se k&sittidd motiivin HEbbH, jossa b on va-
raukseton aminohappo, valinnaisesti A, C, F, G, I, 1,
M, N, P, Q, S, T, V tai W, ja valinnaisesti jossa mai-
nittu motiivi on 1l&dsnd mainitussa polypeptidissa ase-
missa, Jjotka vastaavat sekvenssin SEQ ID NO: 1 mukaisia
asemia 181 - 185,

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen koostumus,
jossa mainittu motiivi kasittda sekvenssin HEIGH tai
HELGH, edullisesti HELGH.

4. Jonkin edellisistda patenttivaatimuksista
mukainen koostumus, jossa polypeptidi ka&sittiad motiivin
abxHEbbHbc, Jjossa:
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a) a on aminohappo V, T tai G;
b) b on varaukseton aminohappo, valinnaisesti
A, C, F, G, I, L, M, N, P, Q, S, T, V tai w;

(c) x on mika tahansa aminohappo; Ja

(d) ¢ on hydrofobinen aminohappo, valinnai-
sesti A, C, F, I, L, M, P, V, W tai Y;

valinnaisesti jossa mainittu motiivi kadsittaa
sekvenssin GMAHELGHGL tali GVAHELGHNF, edullisesti GMA-
HELGHGL.

5. Jonkin edellisista patenttivaatimuksista
mukainen koostumus, Jjossa polypeptidi

(a) sisaltaa lisametioniinin N-terminuksessa
ja/tai His-leiman C-terminuksessa, joka leima voi olla
liitetty C-terminukseen linkkerills, valinnaisesti
jossa mainittu polypeptidi kasittdad sekvenssin SEQ ID
NO: 2 mukaisen aminohapposekvenssin tai koostuu sek-
venssin SEQ ID NO: 2 mukaisesta aminohapposekvenssista;
tai

(b) on jarjestetty liuockseen, lyofilisoitu tai
immobilisoitu, wvalinnaisesti jossa Aml757 on polypep-
tidi, joka koostuu sekvenssista SEQ ID NO: 11, ja/tai
jossa Am0707 on polypeptidi, joka koostuu sekvenssista
SEQ ID NO: 14.

6. Menetelmd O-glykoproteiinin hydrolysoi-
miseksi, jossa menetelma kadsittaa O-glvkoproteiinin ka-
sittavan naytteen saattamisen kontaktiin jonkin patent-
tivaatimuksista 1 - 5 mukaisen koostumuksen kanssa ja
siten O-glykoproteiinin hydrolysoimisen, joka menetelma
valinnaisesti edelleen késittada hydrolyysituotteiden
detektoinnin tai analysoinnin.

7. Menetelma proteiinin glykosylaatiotilan
maarittamiseksi, joka menetelmd kasittaa proteiinin ka-
sittavan naytteen saattamisen kontaktiin jonkin patent-
tivaatimuksista 1 - 5 mukaisen koostumuksen kanssa ja
tuotettujen tuotteiden detektoimisen ja/tai analysoimi-
sen, valinnaisesti Jjossa pilkontatuotteiden l&snadoloa

tai puuttumista kaytetaan O-glykoproteiinin l&asndolon
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tal puuttumisen madrittamiseen naytteesta, ja/taili jossa
mainittu analysointi suoritetaan O-glykaaniketjun tyy-
pin ja/tai sen O-glykoproteiiniin kiinnittymiskohdan
tunnistamiseksi.

8. Patenttivaatimuksen 6 tai 7 mukainen mene-
telmd, Jjossa analysointi tai detektointi suoritetaan
jollakin seuraavista: affiniteettikromatografia, SDS-
PAGE, HPLC tai massaspektrometria.

9. Koostumus, Jjoka kasittaa polypeptidin, joka
pystyy sitoutumaan O-glykaaniin tai O-glvykoproteiiniin
ja jolta puuttuu tai jolla on alentunut endoproteaasiak-
tiivisuus, joka on spesifinen O-glykosyloiduille prote-
iineille, ja Jjoka polypeptidi kasittaa sekvenssin SEQ
ID NO: 5 tai SEQ ID NO: 20 mukaisen aminohapposekvens-
sin, Jossa koostumus edelleen kasittada sialidaasin
Am1757 tai Aml757:n ja Am0707:n seoksen, jossa Aml757
on jonkin sekvensseistda SEQ ID NO: 9 - 11 mukainen po-
lypeptidi ja AmO0707 on jonkin sekvensseista SEQ ID NO:
12 - 14 mukainen polypeptidi.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen koostumus,
jossa polypeptidi:

(a) sisaltaa lisametioniinin N-terminuksessa
ja/tai His-leiman C-terminuksessa, joka leima voi olla
liitetty C-terminukseen linkkerills, valinnaisesti
jossa mainittu polypeptidi kasittda sekvenssin SEQ ID
NO: 6 tai 21 mukaisen aminochapposekvenssin tai koostuu
sekvenssin SEQ ID NO: 6 tai 21 mukaisesta aminohapposek-
venssista; ja/tai

(b) on jarjestetty liuockseen, lyofilisoitu tai
immobilisoitu.

11. Menetelmda O-glykaaniin, O-glykopeptidiin
ja/tai O-glykoproteiiniin sitoutumisen aikaansaa-
miseksi, jossa menetelmd kasittaa O-glykaanin, O-glyko-
peptidin Jja/tai O-glykoproteiinin k&sittadvan naytteen
saattamisen kontaktiin patenttivaatimuksen 9 tai 10 mu-
kaisen koostumuksen kanssa, Jja valinnaisesti sen maa-

rittamisen, onko O-glykaani, O-glykopeptidi Jja/tai O-
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glvkoproteiini sitoutunut, ja/tai O-glykaanin ja minka

tahansa siihen liittyvan glykoproteiinin,

O-glykopepti-

din tai O-glykoproteiinin erottamisen tuloksena ole-

vasta seoksesta; valinnaisesti jossa menetelmda on tar-

koitettu O-glykaanin tai siihen liittyvan glykoproteii-

nin, O-glykopeptidin tai O-glykoproteiinin erist@miseen

naytteesta.

12. Menetelmd proteiinin glykosylaatiotilan

maarittamiseksi, joka menetelmd kasittaa proteiinin ka-

sittavan naytteen saattamisen kontaktiin

jonkin patent-

tivaatimuksista 2 tai 10 mukaisen koostumuksen kanssa

Jja sen maarittamisen, sitooko polypeptidi proteiinia.

13. Menetelmda O-glykopeptidien

ja/tai O-gly-

koproteiinien detektoimiseksi naytteestd, Jjossa mene-

telma kasittaa seuraavaa:

(a) saatetaan mainittu nayte kontaktiin pa-

tenttivaatimuksen 9 tai 10 mukaisen koostumuksen kanssa

kompleksin muodostuksen mahdollistamiseksi siten O-gly-

kopeptidin ja/tai O-glykoproteiinin ja polypeptidin va-

1illa;

(b) wvalinnaisesti erotetaan polypeptidi kon-

taktiin saatetusta naytteesta; ja

(c) maadritetaan, onko erotettu polypeptidi si-

toutunut O-linkittyneeseen glykoproteiiniin tai glyko-

peptidiin, mink& perusteella maadritetdan O-linkittynei-

den glykopeptidien tai glykoproteiinien lédsndolo tai

puuttuminen naytteesta.

14. Jonkin patenttivaatimuksista 11 - 13 mu-

kainen menetelms,

(a) jossa mainittu madrittaminen ja/tai erot-

taminen suoritetaan jollakin seuraavista:

affiniteetti-

kromatografia, SDS-PAGE, HPLC, lektiiniblottaus, ELISA

tai massaspektrometria; ja/tai

(b) joka lisdksi kasittaa vaiheen, jossa eluoi-

daan sitoutunut materiaali patenttivaatimuksen 10 tai

11 mukaisesta polypeptidista puskurilla,

joka kasittaa:



(a) korkean molaarisen konsentraa-
tion ureaa;

(b) korkean konsentraation deter-
genttia; tai

(c¢) jonkin patenttivaatimuksista 1 -
5 mukaisen polypeptidin, Jjolla on endoprote-
aasiaktiivisuus, Joka on spesifinen O-gly-

kosyloiduille proteiineille.
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