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(57) Resumo: MÉTODO DE PRODUÇÃO DE GLICOPROTEÍNA E MÉTODO DE RASTREAMENTO DE GLICOPROTEÍNA. É
revelado um método para produção de uma glicoproteína que é uniforme em termos de funções derivada de uma cadeia de
açúcar (por exemplo, uma meia-vida no sangue) bem como atividades fisiológicas, ou seja, uma glicoproteína que seja uniforme
em termos de seqüência de aminoácidos, da estrutura de cadeia de açúcar e da estrutura de ordem superior. É especificamente
revelado um método para a produção de uma glicoproteína que seja uniforme em termos de seqüência de aminoácidos, da
estrutura da cadeia de açúcar e da estrutura de ordem superior, que compreende as seguintes etapas (a) a (c) : (a) dobramento
de uma glicoproteína que é uniforme em termos da seqüência de aminoácidos e da estrutura de cadeia de açúcar; (b)
fracionamento da glicoproteína dobrada por cromatografia em coluna; e (c) coleta de uma fração que tem uma atividade
especificada.
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Após agitação, a resina foi lavada com DCM e DMF. O grupo

Fmoc foi desprotegido com uma solução a 20% piperidina/DMF

(1 mL) por 20 minutos. A operação acima foi repetida para

condensar seqúencialmente aminoácidos. Como o aminoácido

que tem um grupo amino protegido, Fmoc-Asn, Fmoc-Cys(Trt),

Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-Asn, Fmoc-Gly, Fmoc-Tyr(tBu), Fmoc-

Thr(tBu) e Fmoc-Lys(Boc) foram usados, e um peptídeo de 9-

resíduos que tem um grupo de proteção que é Fmoc-Lys(Boc)-

Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Gly-Asn-Lys(Boc)-Cys(Trt)-Asn-Phe (Id. de

Seq. N°: 3) foi obtido na resina de fase sólida. Então, 3

Hmol equivalente do peptídeo de 9-resíduos na resina de

fase sólida foram transferidos para outra coluna de síntese

de fase sólida e o grupo Fmoc foi desprotegido com uma

solução a 20% piperidina/DMF (1 mL) por 20 minutos. A

resina foi suficientemente lavada com DMF e transferida

para um tubo de Eppendorf. Subsequentemente, uma cadeia de

açúcar ligada a asparagina representada pela seguinte

fórmula (1) (12 mg, 6 pmol) e DEPBT (3 mg, 10 foram

dissolvidos em 0,20 mL de DMF:DMSO = 4:1, e a mistura

resultante foi transferida para o tubo de Eppendorf. A esse

tubo, DIPEA (1,02 |j,L, 6 |jmol) foi adicionado, seguido por

agitação em temperatura ambiente por 20 horas.

Fórmula 6

(1)
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REIVINDICAÇÕES 

1. Método para produzir uma glicoproteína com 

sequência de aminoácidos uniforme, estrutura da cadeia de 

açúcar e estrutura de ordem superior, caracterizada por 

compreender as seguintes etapas (a) a (c): 5 

(a) dobrar uma glicoproteína com sequência de 

aminoácidos uniforme e cadeia de açúcar para gerar 

glicoproteínas dobradas com vários tipos de estruturas de 

ordem superior; 

(b) fracionar as glicoproteínas dobradas por 10 

cromatografia em coluna para obter fracções plurais 

contendo as referidas glicoproteínas dobradas; e 

(c) coletar uma fração com uma atividade 

predeterminada a partir das frações obtidas pela etapa (b). 

2. Método, de acordo com a reivindicação 1, 15 

caracterizado pelo fato de compreender ainda, após a etapa 

(c), as etapas de: 

(d) desdobrar uma glicoproteína contida em uma fração 

não coletada na etapa (c); 

(e) redobragem da glicoproteína não dobrada; 20 

(f) fraccionar a glicoproteína redobrada por 

cromatografia em coluna e recolher uma fracção com uma 

actividade predeterminada; e 

(g) repetir as etapas (d) a (f) conforme necessário. 

3. Método para rastrear uma glicoproteína com 25 

atividade fisiológica predeterminada, caracterizada por 

compreender as seguintes etapas (i) a (iii): 

(i) dobrar uma glicoproteína com sequência de 

aminoácidos uniforme e cadeia de açúcar para gerar 

glicoproteínas dobradas com vários tipos de estruturas de 30 
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ordem superior; 

(ii) fraccionar as glicoproteínas dobradas por 

cromatografia em coluna para obter fracções plurais 

contendo as referidas glicoproteínas dobradas; e 

(iii) medir uma atividade de cada uma das frações 5 

obtidas na etapa (ii) para determinar se possui ou não uma 

atividade predeterminada. 

4. Método para obter uma mistura de glicoproteínas 

com uma atividade fisiológica desejada, caracterizada por 

compreender as seguintes etapas (A) a (D): 10 

(A) dobrar uma glicoproteína com sequência de 

aminoácidos uniforme e cadeia de açúcar para gerar 

glicoproteínas dobradas com vários tipos de estruturas de 

ordem superior; 

(B) fraccionar as glicoproteínas dobradas por 15 

cromatografia em coluna para obter fracções plurais 

contendo as referidas glicoproteínas dobradas; 

(C) medir uma atividade de cada uma das frações 

obtidas no passo (B); e 

(D) determinar uma proporção de mistura das frações 20 

para obter uma atividade desejada e misturar as frações de 

acordo com a proporção assim obtida. 

5. Método, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 4, caracterizado pelo fato de que pelo 

menos uma parte da glicoproteína com sequência de 25 

aminoácidos uniforme e cadeia de açúcar é produzida por um 

método compreendendo as seguintes etapas (1) a (6): 

(1) esterificar um grupo hidroxila de uma resina com 

um grupo hidroxila e um grupo carboxila de um aminoácido 

com um grupo amino protegido com um grupo protetor solúvel 30 
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em gordura ou um grupo carboxila de um aminoácido 

glicosilado com um grupo amino protegido com uma grupo 

protector solúvel em gordura; 

(2) remover o grupo protetor solúvel em gordura para 

gerar um grupo amino livre; 5 

(3) amidar o grupo amino livre e um grupo carboxila 

de um aminoácido possuindo um grupo amino protegido com um 

grupo protetor solúvel em gordura ou um grupo carboxila de 

um aminoácido glicosilado possuindo um grupo amino 

protegido com um grupo protetor solúvel em gordura; 10 

(4) após o passo (3), remover o grupo protector 

solúvel em gordura para gerar um grupo amino livre; 

(5) repetir os passos (3) e (4) uma ou mais vezes; e 

(6) clivar uma ligação éster formada no passo (1) por 

um ácido. 15 

6. Método, de acordo com a reivindicação 5, 

caracterizado pelo fato de que uma parte da glicoproteína 

com sequência de aminoácidos uniforme e cadeia de açúcar é 

produzida pelas etapas (1) a (6) e em que a glicoproteína é 

produzida por um método que compreende ainda a etapa a 20 

seguir (7) 

(7) ligar uma parte da glicoproteína obtida na etapa 

(6) com outros peptídeos ou glicopeptídeos por um método de 

ligação. 
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