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Desgricdo

As glicoproteinas desempenham um papel
central nos processos bioldgicos de reconhecimento, tais
como na génese tumoral, nas infecgBes bacterianas e virais,
no reconhecimento célula-célula, no crescimento celular e na
diferenciagdo celular. Cynstituem a base da classificagdo
dos grupos sanguineos e s%o responsdveis pela internalizac3o
de diferentes compostos macro-moleculares e medicamentos. Um
importante campo de utilizag¢8o das glicoproteinas e, portan-
to, por exemplo a direccl3o selectiva de farmacos contra os
brg3os em objectivo, bem como a protecgdo de medicamentos
contra a catabolizag3o proteolitica (N. Sharon, H. Lis, Chem.
Eng. News B9 (13) (1981) 21; H. Schachter, Clinicar Bjoche-
mistry 17, (1984) 3).
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Consoante o tipo de iigagao entre o com-
ponente peptidica e a componente de hidrato de carbono, as
glicoproteinas s#o divididas em glicoproteinas O-glicosidi-
cas e N-glicogidicas. Egtas ltimas apresentam como unidade
central de ligag8o quase exclusivamente uma ligag3o de N-
-acetilglucosamina com aSparagina; No contexto das fungOes
das glicoproteinas anteriormeate referidas, a sintese de
aspartil-N-acetilglucosaminas glicosiladas detem uma Limpor-
téncia especial. '

A sintese de tais componentes glicopro-
teicas com enzimas que seguem in vitro a via da biosintese
de tais substéncias tem a varnt agem da elevada estereo-sele-
tividade e selectividade regional, bem como de evitar o re-
curso a uma dispendiosa quimica de grupos de protecg3o, asse-
gurando-se assim na maior parte dos casos um bom rendimento em

comparac3o com a sintese quimicacomposta por numerosos

passos.

A galactosil-transferase (EC 2.4.1.22)
transfere a galactose para a N-acetilglucosamina de forma
estereo e regionalmente especifica, formando-se uma ligag3o
B(l —% 4). Sybstratos raturais da galactosil-transferase
sdo a glucose, gque no entanto apenas é aaceite pelo enzima na
presenga de o-lactalbumina, bem como N-glicoproteinas com N-
—acetilglutosamina no final da molécula.

ReacgSes do enzima com substratos ndo
naturais s3o descritas nasseguintes publhcag¢Bes:

1. H.A: Nunez, R. Barker : Biochemistry 19, 489 (1980)

2. J. Thiem, W. Treder, T. Wiemmann : Dechema Biotechnologi
Conferences, Vol. 2, 189 (1988): Egitor: D. Behrens,
VCH-Verlagsgesellchaft, Weinheim

3. C. Augé, S. David, C. Mathieu, G. Gautheron: FTetrahedron
Lett. 25, 1467 (1984)

4., U, Zehavi, M. Herchman: Carbohidr. Res. 128, 160 (1984)
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5. U. Zehavi, S. Sadeh, M. Herchman: Carbohydr. Res. 124
23 (1983) |

6. U. Zehavi, M. Herchman: Carbohydr. Res. 133, 339 (1984)

7. C. Augé, C. Mathieu, C. Merienne: Carbohydr. Res. 151,
147 (1986)

8. M.M.Palcic, O.P. Srivastava, O. Hindsgaul: Carbohydr.
Res. 159, 315 (1987). '

Os sacarideos ou oligossacarideos s3o
agui transformados com glucose ou entdo com N-acetil-glu~ -
cosamina no topo terminal, com o auxilio do enzima, Glico-
~conjugados de aminodcidos e hidratos de carbono, em espe-
clal os respectivos derivados da a§paragina, n¥oc foram até

agora utilizados como substratos.

Degscobriu-se agora que a galactosil-
-transferase também permite a sintese das glico-asparaginas
das férmulas gerais I e II, podendo a parte n8o galactosi-
dica ser primeiro sintetizada quimicamente através da combing

¢80 de métodos conhecidos.
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A Gal-B(l1—> 4)-GlcNAc-B(1— N)-
-Asn (I) surge na sua forma compléta, portanto na sua forma
também bloqueada na componente aminodcido, na urina de
doentes que sofrem de aspartil-glucosiminil-ureia (R. J.
Pllitt, K. M. Pretty, Bjochem. J. 141 (1974), 141).

A Gal-B(1—> 4)-GlecNAc-B(1l-N)-IL-Asn
(II) encontra-se na membrana dos eritrocitos. Foi sugerida
a hipdtese de constituir ai o local receptor da robinia-
~lectina (A. M. Leseney, R. Bourrillon, S. Kornfeld, Arch.
Biochem. Biophys. 153, (1972) 831).

A presente invencdo refere-se portanto
a um processo para a preparagdo enzimdtica de compostos com
a férmula geral T acima referida, ou de compostos com a £ér-

mula geral II acima referida, caracterizado por se incubar

um composto da férmula geral III ou um composto da férmula
geral IV

2773 IIT

NHAC
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com uma galactosil-transferase, na presencga de um dador de

galactosilo.

Em seguida explicita-se pormenorizadamente

a presente inveng3o e serdo definidas as suas reivindicagdes,

A galactosil-transferase, por exemplo EC
2.4.1.22, aceita as glicb—asparginas das férmulas IIT e IV
como substratos, que séo galactosilados na posicdo B(l—-g 4)
da componente terminal N-acetil-glucosamina. Como dador de
galactose, o enzima necessita de uridina-5'-difosfato-galac-
tose (UDP—Gal). Bgte agﬁcar nucletideo é, no entanto, bastan-
te caro, e é pois mais vantajosa a sua fbrmagéo in situ, a
partir de uridina-5'-difosfato-glucose (UDP-Glc) numa reac-
¢30 catalizada pelo enzima uridina-5'-difosfato-galactose-4-
~epimerase (EC 5.1.3.2).

Para preparagdo dos compostos das férmulas

gerais I ou II, os s ubstratos de partida Eés férmulas III

ou IV acima referidos -sd3o tratados com galactosil-transfe-
rase em solp@éo aquosa, junto com um dador de galactosilo,
como por exemplo UDP-Gal. Os substratos de partida e o dador
de galactosilo s8o utilizados respectivamente em concentra-
¢8es equimolares, de preferéncia numa quantidade 10 ou 15
molar., A galactosil-transferase comerciﬁ}izada pode ser apli-
cada na sua forma solivel ou imobilizéda. Quando se imobiliza
di~se preferdncia a silicagel como suporte, em especial por
motivos de ordem econdmica. A reacclo & realizada de preferén

cia numa solugdo tamponada. Como tampdo utiliza-se de preferen-

-5 -




cia cacodilato de sbdio. A temperatura de incubagdo pode si-
tuar-se, de acordo com os limites de temperatura/sctividade
do enzima, dentro de limites bastante latos. De preferéncia
a reacgdo & realizada a 32-37°C.

Tal como foi referido anteriormente, a
reacgdo a que se refere a presente invengdo pode ser reali-
zada através do chamado "método continuo", iniciando-se com
a preparagdo de UDP-Gal a partir de UDP-Glc com o auxilio de
uridina-5'-difosfato-galactose-4-epimerase,6 Por "método conti
nuo" compreende-se que todos os substratos envolvidos bem co-

mo todos os en¥imas envolvidos sejam introduzidos numa tnica
mistura de reacc3o. Como é dbvio, a preparagd3o de UDP-Gal

a partir de UDP-Glc e a preparagdo dos compostos das férmu~
las gerais I ou II podem também ser realizados uma a seguir
3 outra. No entanto, e mantendo os parémetros de reacgdo -

acima descritos, o "método continuo" revelou-se mais econd-

mico.

A detecgdo da evolugdo da reacgdo faz~se
por cromatografia em camada fina. A separagdo dos compostos
finais faz-se apds eliminac3o dos fosfatos de nucleotideo
através de cromatografia com resinas de permuta idnica, como
por exemplo com Dowex 1-X8 (contra-iZo: CI ), e cromatografa-
-se em gele, por exemplo com Bio-Gel P2, conseguindo-se um
rendimento de 25-35%.

" De acordo com os trab alhos de diferentes
autores, os receptores de galactosilo das férmulas III e IV,
podem ser sintétizados quimicamente (D.E. Cowley, L. Hough,
C. M. Peach, Carbohydr. Res. 19, (1971) 231; M. Spinola,
R. W. Jeanloz, J. Biol. Chem. 245 (1970) 4158; H. Kunz,
H. Waldmann, Angew. Chem. 97 (1985) 885).

No caso da aspartil-N-acetil-glucosami-
na da férmula III, a N-acetil-glucosamina é transformada

com cloreto de acetilo no seu d-cloreto peracetilado, que em

.
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seguida é transformada na B-azida por wia catalitica de
transferdncia de fases em agua/cloroférmio. Apds reduglo com
hidrogénio e paiédio de modo a obter a B-amina, pode acoplar-
-se com N-acetil-asparginato de oa-metilo, numa reacgdo de
condensagdo suportada por etil-2-etdxi-1, 2-dihidroquinolina-
~l-carboxilato (EEDQ). Apds des-O-acetilag¥o com metanolato
de sbdio obtem-se o receptor de galactosilo da férmula geral
III, que tem ainda de sérlpurificado por cromatografia sobre

gel de antes da galactosilacBo enzimitica.

Para a sintese das aspartil-chiobiosilami-
na da foérmula IV procede-se em primeirc lugar 3 cis3o aceto-

1itica da chitina de modo a obter uma mistura de oligdmeros,

a partir da qgual se pode isolar o octacetato de chtobicose atr
vés de cromatografia rapida. Bgte é transformado no cloreto

de a-chitobiosilo peracetilado através de suspensfio em clo-
reto de acetilo e introduco na solug3o de gés hidrocloridri-
co. De acordo com a sintese do composto da férmula geral

IIT o a-cloreto é transformado com azida de sddio de modo a
obter a B-azida, é depois reduzida de modo a obter a @-amina,
acoplada com N-acetil-asparaginato de o-metilo e por fim O-
~acetilada, A aspartil-chiocbiosilamina da férmula geral IV
pode, apds purificacBo por cromatografia sobre gel, ser uti-
lizada para a galactosilag8o enzimitica acima descrita.

Seguidamente, a presente invenc3o & melhor

ilustrada com o auxilio de alguns exemplos:
BXEMPLO

1. Processo para galactosilaglo das glicosil-asparaginas das
férmulas III e IV

a) A reacg3o é realizada em tamp3o de cacodialto de
sbédio 525 mM, pH 7,7/, na presenga de cloreto de
mangan+s (5 wmM). Apds adic3o de UDP-galactose (13
mM), glicosilasparigina (III ou IV. 13 mM), albumina
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10 U). Ap fim de dois dias a 37°c, trata-se com resina de per-
muta anidnica (Dowex 1-X8, forma cloreto) e em seguida pu-
rifica-se através de cromatografia sobre gel Bio-Gel P2,

b)

séricade bovino (1 mg/ml) e desoxigenagdo com azoto,

adiciona-se a galactosil-transferase (EC 2.4.1.22,

A reacg30 é realizada em tamp3o de cacodilato de sédio

(25 mM, pH 7,7), na presenca de cloreto de manganés
(5 mM). Apds adicBo de UDP-glucose (13 mM), glico-
silasparagina (ITI) ou IV, 13 mM), albumina sefia de
bovino (1 mg/ml) e desoxigenag3o com azoto, adicionar
galactosil-transberase (EC 2.4.1.22, 1 U) e UDP-
-~galactose-4-epimerase (EC.5.1.2.2, 10 U). Pyssados
dois dias a 37°C tratatr com resina de permuta anidnica

(Dowex 1-X8, forma cloreto) e em seguida purifica
através de cromatografia sobre gel Bio-Gel P2.

1.1) 2-Acetamido-4-O-(B-D-galactopiranosil)-l-N- (N-
acetil-l-metil-4-L-aspartil)-2-desdxi-p-D-glu-~
copiranosilamina (I)

Tomas: 64,5 mg (100 umol) UDP-Gal
39 mg (100 ,mol) de composto da fdrmula IIT

Controle por CCF : eluente n-propanol / Acido acético/
/ 4gua 85:12:3

valores de Rf : GlcNAc-Asn (III) 0,2

Gal-GlcNaC2Asn (IV)

Rendimento : 20 mg (35%)

Dados seleccionados da TH-RMN (300 MHz, D.0): S =
5,06 (g, 1H, H-1); 4,40 (di 1H, H-1'); 2.95 (a4, 1H,
A -Asn): 9,82 (gd, 1H, B -Asn);: Ji.2 = %4 Ty 5
+ 7,6; Ja.B = 5,55; J@.@, = 17,1; J“‘@' = 7,63 Hz.
1.2) 2-Acetamido-4-/ -2-acetamido-2-desdéxi-4- (B-D-
-galactopiranosil) )-f-D-glucopiranosil) -1-N-
- (N-acetil-l-metil-4-L-aspartil)-2-desdxi-B-
-D-glucopdranosilamina (II)

-8 -
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Tomas: 32,0 mg (50 pmol) UDP-Gal
29,0 mg (50 jmol) de composto da férmula IV

Controle por CCF : eluente n-butanol / dcido acético/
/ Agua 2:4:l
valores de Rf: GlcNAcC-GlNAC-ASN
(IV) 0,31
Gal-GlcNAc-GlcNAc-ASn (II) 0,19

Rendimento: 10 mg (25%)

Dgdos seleccionados da 1H—RMN (330 MHz, DZO):

) =509 (a, 18, H-1); 4,62 (4, 1H, H-1'), 4,47
(g, 1H, H-1"); 2,06, 202, 201 (respetivamente s,

respectivamente 3H, respectivamente NAc);

Jl.2=9,6 HZ;’ J1|.2‘=8,l HZ; Jl".2"=7.7 Hz.
REIVINDICACOES
-.12 -

Processo para a preparagdo enzimdtica
de compostos da férmula geral I ou II
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caracterizado por Se incubar um composto da férmula geral

III ou um composto da férmula geral IV
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OH

com gehactosil-transferase, na presenga de um dador de galac-

tosilo.

Processo de acordo com a reivindicag3o
1, caracterizado por se utilizar como dador de galactosilo
UDP-Gal.




Processo de acordo com as reivindicagBes
1 ou 2, caracterizado por a UDP-Gal ser sintetizada a partir
de UDP-Glec, sob catilise da UDP-galactose-4-epimerase.

- 48 -

Processo de acordo com uma ou mais das
reivindicag®es 1 a 3, caracterizado por a reacg3o ser reali-

zada numa solugdo tamponada.

Processo de acordo com uma ou mais das

reivindicagBes 1 a 4, caracterizado por a reacgdo ser realiza-
o)

da a 32-37°¢C,

A requerente reivindica a prioridade do
pedido alemfo apresentado em 23 de Agosto de 1989, sob o n®

P 39 27 80l.8.

Lisboa, 22 de Agosto de 1990
0 AGENTE QFICIAL DA PROPRIEDADE IND USTRIAL
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RESUMO

"PROCESSO PARA A SINPESE ENZIMATICA DE COMPONENTES GLICOPRO-
TEICAS GALACTOSILADAS"

A inveng8o refere-se a um processo para
a preparacdo enzimitica de compostos da férmula geral I ou II

T {
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que compreende incubar-se um composto da férmula geral III
ou um composto da férmula geral IV
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com galactosil-transferase, na presenga de um dador de galoc-

tosilo.
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