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Patentkrav 

 

1. Sammensetning omfattende et polypeptid som har endoproteaseaktivitet spesifikk 

for O-glykosylerte proteiner som omfatter: 

(a) en aminosyresekvens til SEQ ID NO: 1; 5 

(b) en aminosyresekvens som er minst 85 % identisk med aminosyresekvensen til SEQ 

ID NO: 1; eller 

(c) en aminosyresekvens som er et fragment av sekvensen til SEQ ID NO: 1 eller et 

fragment av en aminosyresekvens som er 85 % identisk med aminosyresekvensen til SEQ 

ID NO: 1, 10 

hvori sammensetningen videre omfatter en sialidase Am1757 eller en blanding av Am1757 

og Am0707, hvori Am1757 er et polypeptid av et hvilket som helst av SEQ ID NO: 9 til 11 

og Am0707 er et polypeptid av et hvilket som helst av SEQ ID NO: 12 til 14. 

 

2. Sammensetningen ifølge krav 1, hvori polypeptidet har en aminosyresekvens som 15 

er minst 85 % identisk med aminosyresekvensen til SEQ ID NO: 1, eller fragmentet derav, 

omfatter mønsteret HEbbH, hvori b er en uladet aminosyre, eventuelt A, C, F, G, I, L, M, 

N, P, Q, S, T, V eller W, og eventuelt hvori mønsteret er til stede i polypeptidet i posisjoner 

som tilsvarer posisjonene 181 til 185 til SEQ ID NO: 1. 

 20 

3. Sammensetningen ifølge krav 2, hvori mønsteret omfatter sekvensen HEIGH eller 

HELGH, fortrinnsvis HELGH. 

 

4. Sammensetningen ifølge et hvilket som helst av de foregående kravene hvori 

polypeptidet omfatter mønsteret abxHEbbHbc, hvori: 25 

(a) a er aminosyre V, T eller G; 

(b) b er en uladet aminosyre, eventuelt A, C, F, G, I, L, M, N, P, Q, S, T, V eller W; 

(c) x er en hvilken som helst aminosyre; og 

(d) c er en hydrofob aminosyre, eventuelt A, C, F, I, L, M, P, V, W eller Y; 

eventuelt hvori mønsteret omfatter sekvensen GMAHELGHGL eller GVAHELGHNF, 30 

fortrinnsvis GMAHELGHGL. 

 

5. Sammensetningen ifølge et hvilket som helst av de foregående kravene hvori 

polypeptidet 

(a) inkluderer et ytterligere metionin ved N-enden og/eller en His-tag ved C-enden, merket 35 

kan kobles til C-enden med et bindeledd, eventuelt hvori polypeptidet omfatter eller består 

av aminosyresekvensen til SEQ ID NO: 2; eller 
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(b) er tilveiebrakt i løsning, lyofilisert eller immobilisert, eventuelt hvori Am 1757 er et 

polypeptid som består av SEQ ID NO: 11 og/eller hvori Am0707 er et polypeptid som 

består av SEQ ID NO: 14. 

 

6. Fremgangsmåte for å hydrolysere et O-glykoprotein, hvori fremgangsmåten 5 

omfatter å bringe en prøve omfattende O-glykoproteinet i kontakt med en sammensetning 

ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 5 og derved hydrolysere O-glykoproteinet, 

eventuelt videre omfattende deteksjonen eller analysen av hydrolyseprodukter. 

 

7. Fremgangsmåte for å vurdere glykosyleringsstatusen til et protein, omfattende å 10 

bringe en prøve omfattende proteinet i kontakt med en sammensetning ifølge et hvilket 

som helst av kravene 1 til 5 og å detektere og/eller analysere produktene produsert, 

eventuelt hvori tilstedeværelsen eller fraværet av spaltningsprodukter anvendes til å 

bestemme tilstedeværelsen eller fraværet av et O-glykoprotein i prøven, og/eller hvori 

analysen utføres for å identifisere typen av en O-glykankjede og/eller dens 15 

bindingsposisjon til et O-glykoprotein. 

 

8. Fremgangsmåte ifølge krav 6 eller 7, hvori analysen eller deteksjonen utføres ved 

affinitetskromatografi, SDS-PAGE, HPLC eller massespektrometri. 

 20 

9. Sammensetning omfattende et polypeptid som er i stand til å binde seg til et O-

glykan eller O-glykoprotein og som mangler eller har redusert endoproteaseaktivitet 

spesifikk for O-glykosylerte proteiner omfattende en aminosyresekvens til SEQ ID NO: 5 

eller SEQ ID NO: 20, hvori sammensetningen videre omfatter en sialidase Am1757 eller 

en blanding av Am1757 og Am0707, hvori Am1757 er et polypeptid av et hvilket som helst 25 

av SEQ ID NO: 9 til 11 og Am0707 er et polypeptid av et hvilket som helst av SEQ ID NO: 

12 til 14. 

 

10. Sammensetningen ifølge krav 9, hvori polypeptidet: 

(a) inkluderer et ytterligere metionin ved N-enden og/eller en His-tag ved C-enden, merket 30 

kan kobles til C-enden med et bindeledd, eventuelt hvori polypeptidet omfatter eller består 

av aminosyresekvensen til SEQ ID NO: 6 eller 21; og/eller 

(b) er tilveiebrakt i løsning, lyofilisert eller immobilisert. 

 

11. Fremgangsmåte for binding til et O-glykan, O-glykopeptid og/eller O-glykoprotein 35 

hvori fremgangsmåten omfatter å bringe en prøve omfattende O-glykanet, O-

glykopeptidet og/eller O-glykoproteinet i kontakt med en sammensetning ifølge krav 9 

eller 10 og eventuelt å bestemme hvorvidt eller ikke et O-glykan, O-glykopeptid og/eller 
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O-glykoprotein er blitt bundet og/eller å separere O-glykanet og et hvilket som helst koblet 

glykoprotein, O-glykopeptidet eller O-glykoproteinet fra den resulterende blandingen; 

eventuelt hvori fremgangsmåten er for det formål å isolere et O-glykan eller koblet 

glykoprotein, O-glykopeptid eller O-glykoprotein fra prøven. 

 5 

12. Fremgangsmåte for å vurdere glykosyleringsstatusen til et protein, omfattende å 

bringe en prøve omfattende proteinet i kontakt med en sammensetning ifølge et hvilket 

som helst av kravene 9 eller 10 og å bestemme hvorvidt eller ikke proteinet er bundet av 

polypeptidet. 

 10 

13. Fremgangsmåte for å detektere O-glykopeptider og/eller O-glykoproteiner i en 

prøve, hvori fremgangsmåten omfatter: 

(a) å bringe prøven i kontakt med en sammensetning ifølge krav 9 eller 10 for derved å 

tillate dannelse av kompleks mellom et O-glykopeptid og/eller O-glykoprotein og 

polypeptidet; 15 

(b) eventuelt separere polypeptidet fra den kontaktede prøven; og 

(c) å bestemme hvorvidt det separerte polypeptidet er bundet til et O-bundet glykoprotein 

eller glykopeptid, for derved å bestemme nærværet eller fraværet av O-koblede 

glykopeptider eller glykoproteiner i prøven. 

 20 

14. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 11 til 13, 

(a) hvori bestemmelsen og/eller separeringen utføres ved affinitetskromatografi, SDS-

PAGE, HPLC, lektinblotting, ELISA eller massespektrometri; og/eller 

(b) som i tillegg omfatter et trinn med eluering av bundet materiale fra polypeptidet ifølge 

krav 10 eller 11 med en buffer omfattende: 25 

(a) høy molar konsentrasjon av urea; 

(b) høy konsentrasjon av vaskemiddel; eller 

(c) et polypeptid som har endoproteaseaktivitet spesifikk for O-glykosylerte proteiner 

ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 5. 
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