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(57) Resumo: METODO DE PRODUCAOQ DE GLICOPROTEINA E METODO DE RASTREAMENTO DE GLICOPROTEINA. E
revelado um método para producdo de uma glicoproteina que é uniforme em termos de func¢des derivada de uma cadeia de
acucar (por exemplo, uma meia-vida no sangue) bem como atividades fisiologicas, ou seja, uma glicoproteina que seja uniforme
em termos de seqiiéncia de aminoacidos, da estrutura de cadeia de aclcar e da estrutura de ordem superior. E especificamente
revelado um método para a produgdo de uma glicoproteina que seja uniforme em termos de seqiiéncia de aminoéacidos, da
estrutura da cadeia de acUcar e da estrutura de ordem superior, que compreende as seguintes etapas (a) a (c) : (a) dobramento
de uma glicoproteina que é uniforme em termos da seqiiéncia de aminoacidos e da estrutura de cadeia de agucar; (b)
fracionamento da glicoproteina dobrada por cromatografia em coluna; e (c) coleta de uma fracdo que tem uma atividade
especificada.
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METODO DE PRODUGAO DE GLICOPROTEINA E METODO DE
RASTREAMENTO DE GLICOPROTEINA

Campo técnico

A presente invengdo relaciona-se a um método para a
producdo de uma glicoproteina que tem sequiéncia de
aminodcidos uniforme, estrutura de cadeia de acglcar, e
estrutura de ordem superior.
Técnica de fundamento

Recentemente, tem sido realizada uma pesquisa sobre o
uso de uma glicoproteina como varios farmacos. A porg¢do de
cadeia de aglcar de uma glicoproteina serve a uma func¢do de
transmitir resisténcia a glicoproteina contra uma protease
de modo a retardar que a glicoproteina seja metabolizada do
sangue, uma fung¢do em que ela & um sinal que governa o
transporte da glicoproteina para organelas em uma célula e
outros. Conseqlientemente, a adig¢do de uma cadeia de ac¢lcar
adequada permite o controle da meia-vida sanguinea e o
transporte intracelular de uma glicoproteina.

| Eritropoietina (EPO) & um exemplo representativo que

mostra que uma cadeia de aglGcar afeta a atividade
fisioldégica de uma glicoproteina. Essa glicoproteina & um
horménio de diferenciacdo de hematédcitos, que serve a uma
fungdo de manter a contagem de eritrbécitos no sangue
periférico por agdo sobre as células progenitoras
eritrbdides para promover sua proliferacio e diferenciacdo.
Um estudo sobre a correlag¢do entre a estrutura de cadeia de
agicar de EPO e sua atividade fisioldégica revelou que,
embora a EPO desprovida de cadeia de ag¢lcar ainda exiba uma
atividade fisiolbégica in vitro, ela foi prontamente

excretada através do rim in vivo, falhando em exibir uma
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atividade fisioldégica suficiente.

Além disso, quando uma glicoproteina tem uma cadeia de
agicar imperfeita, e também quando uma cadeia de agucar
diferente & ligada a uma glicoproteina, tal glicoproteina
pode ser eliminada do sangue apds reconhecimento por
macrdfagos e outros presentes no sangue.

Portanto, quando uma glicoproteina & usada como um
produto farmacéutico, €& desejavel que cada proteina tenha
uma cadeia de ac¢tcar uniformemente estruturada ligada na
mesma posigdo.

Convencionalmente, como um método de produgdo de uma
glicoproteina, um método de adig¢do enzimdtica de um ag¢lcar
a uma proteina €é amplamente usado. No entanto, nesse
método, uma cadeia de ac¢lcar uniforme n3o pode ser
adicionada, e também, & dificil aplicar uniformemente a
modificagdo e fragmenta depois da adigdo de uma cadeia de
aclicar.

Além disso, embora uma preparac¢do de proteina seja
geralmente avaliada com base em seu titulo, ha uma
possibilidade de que preparagdes com o mesmo titulo possam
conter proteinas com varias estruturas de cadeia de ag¢lcar,
que podem causar variag¢do na meia-vida sanguinea ou causar
um problema em termo de controle de qualidade.

Os presentes inventores desenvolveram um método dgue
permite a produgdo de uma quantidade relativamente grande
de uma glicoproteina gque tem seqiéncia de aminoacidos
uniforme e cadeia de ag¢lcar a partir de um amino&cido que
tem um grupo amino protegido com um grupo de protegdo

lipossolavel e uma cadeia de aglGcar ligada a asparagina

(por exemplo, referéncia a Literatura de Patente 1). Além
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disso, eles desenvolveram um derivado de cadeia de aglcar
de tipo complexo aminado e uma glicoproteina capazes de
manter concentra¢des sangluineas suficientes (por exemplo,
referéncia & Literatura de Patente 2). Qualquer uma das
glicoproteinas acima pode ser utilizada como um produto
farmacéutico.

Por enguanto, para ser usada como um produto
farmacéutico, uma glicoproteina gque tem uma atividade
fisiolégica constante precisa ser produzida. Ndo apenas a
sequéncia de aminodcidos e a estrutura de cadeia de agGcar,
mas também a estrutura de ordem superior da porgdo de
proteina, sdo consideradas como sendo intimamente
relacionadas a fung¢do de uma glicoproteina.

A estrutura de oxrdem superior de uma proteina &
estabilizada por uma ligagéo de hidrogénio, uma ligagédo
iénica e uma interag¢do hidrofdbica entre residuos de
aminodcido, bem como uma 1ligagdo S-S entre residuos de
cisteina, e outros, e a maior parte das proteinas tem uma
estrutura de ordem superior fUnica. No entanto, ligagdes
diferentes de uma ligag¢do S-S sdo relativamente fracas, e
assim uma estrutura de ordem superior da proteina &
destruida por aquecimento, pressdo, e outros, relativamente
leves, com os quais a étividade fisioldgica da proteina é
reduzida e perdida. Isso €& chamado de desnaturagdo da
proteina. Além disso, particularmente quando a cadeia de
aminoacido é 1longa, porque mais de uma estrutura que
fornece o ponto minimo de energia sdo geradas, uma
estrutura de ordem superior anormal (dobrada
incorretamente) pode  ocorrer. Nesse caso também, a

atividade da proteina é relatada como sendo alterada ou
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perdida.

Com Dbase nos fatos anteriores, é geralmente
considerado que uma estrutura de ordem superior correta &
essencial para que uma proteina exiba sua fungdo, e, quando
as proteinas sdo dobradas, elas sdo separadas em uma
proteina corretamente dobrada gque tem uma atividade
fisioldégica ou uma proteina dobrada incorretamente
desprovida de uma atividade fisioldgica.

Embora varios pesquisadores tenham conduzido estudos
sobre a relagdo entre a estrutura de ordem superior de uma
proteina e a atividade fisiolégica, nenhum relato foi feito
sobre como uma cadeia de aglGcar pode afetar a dobra e a
atividade fisioldgica de uma glicoproteina artificialmente
sintetizada.

Os presentes inventores sintetizaram fragmentos de
glicoproteina de acordo com o método da Literatura de
Patente 1 e os ligaram a outros fragmentos de peptideo por
Ligagdo Quimica Nativa (NCL) para sintetizar proteina-3
gquimiotatica de monécito. A proteina-3 quimiotatica de
mondcito assim sintetizada foi dobrada e a posigdo de uma
ligagdo de dissulfeto foi confirmada por tratamento com
quimiotripsina. Como um resultado, foi revelado que, embora
a ligagdo de dissulfeto tenha se formado em uma posigdo
correta em aproximadamente 90% das glicoproteinas, a
ligagdo de dissulfeto foi formada em uma posigdo diferente
da posic¢do normal em aproximadamente 10% de glicoproteinas
(Literatura ndo Patente 1).

No entanto, de acordo com a 1literatura acima, tal
variagdo na posigdo da ligagdo de dissulfeto ndo &

observada quando dois ou mais diferentes tipos de
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glicoproteinas sdo dobradas. Considerando uma possibilidade
de nova formagdo de 1ligagdo de dissulfeto durante o
tratamento com quimiotripsina, nd3o pode ser afastada uma
possibilidade de que dois ou mais tipos de dobra nao
ocorreram, mas o tratamento com quimiotripsina apenas
produziu dois ou mais tipos de resultados.
ConsequUentemente, nenhum estudo foi realizado sobre uma
diferenca na atividade fisioldgica de uma glicoproteina que
tem uma liga¢do de dissulfeto formada em uma posigdo
correta e aquela de uma glicoproteina que tem uma ligagdo
de dissulfeto formada em uma posigdo diferente da posigédo
normal.

Além disso, proteina ovomucdide é uma das
glicoproteinas cuja funcdo e estrutura foram relativamente
bem estudadas. A proteina ovomucdide & um tipo de proteina
contida em clara de ovo com um peso molecular de
aproximadamente 28.000. Ela tem trés dominios na molécula,
e cada um deles tem uma atividade inibidora sobre
diferentes proteases. Particularmente, o terceiro dominio é
estudado em detalhes uma vez que ele exibe uma atividade
inibidora por si s6. Até agora, a estrutura do terceiro
dominio derivado de 100 ou mais tipos de péassaros foi
relatada, e sua conformacdo foi também elucidada por
cristalografia de raios X.

Com relagdo a estereoestrutura de um terceiro dominio
de ovomucdide quimicamente sintetizado, por exemplo, &
relatado gque um terceiro dominio de ovomucdide com
esqueleto “scaffold” de peptideo modificado é sintetizado
por NCL e entdo analisado por cristalografia de raios X (em

=~

referéncia a Literatura ndo Patente 2).
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Além disso, & também relatado que, gquando um terceiro
dominio de ovomucdide sintetizado por sintese escalonada e
NCL foi dobrado, um resultado fortemente sugestivo do
terceiro dominio sendo corretamente dobrado foi obtido
através de andlise de estabilidade em calor (em referéncia
4 Literatura ndo Patente 3).

Literatura de Patente

[Literatura de Patente 1] W02004/005330

[Literatura de Patente 2] W0O2005/010053

Literatura ndo Patente

[Literatura ndo Patente 1] Yamamoto e cols., Journal of
American Chemical Society, 2008, 130, 501-510

[Literatura ndo Patente 2] Bateman e c¢ols., Journal of
Molecular Biology (2001) 305, 839-849

[Literatura ndo Patente 3] Lu e cols., Journal of American
Chemical Society, 1996, 118, 8518-8523

Sumario da Invengédo

Problema a ser solucionado pela invengdo

Entretanto, de acordo com a tecnologia convencional
acima mencionada, nenhuma cadeia de ag¢Gcar & adicionada a
uma proteina sintetizada, e assim ainda ndo se sabe como
uma cadeia de aglGcar afeta a dobra e a atividade
fisioldgica de uma glicoproteina.

Em vista do que foi wvisto acima, um objetivo da
presente invengdo & o de fornecer uma glicoproteina que tem
ndo apenas uma func¢do baseada em cadeia de ag¢lcar uniforme
como a' meia-vida sanguinea, mas também uma atividade
fisioldgica uniforme, ou seja, uma glicoproteina que tem
sequéncia de aminodcidos uniforme, estrutura de cadeia de

aglcar, e estrutura de ordem superior.
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Além disso, outro objetivo da presente invengdo & o de
fornecer um método de rastreamento para a selegdo de uma
glicoproteina que tenha uma atividade predeterminada a
partir de tipos plurais de glicoproteinas com varias
intensidades da atividade fisioldgica, e o de fornecer uma
mistura de glicoproteina que tenha uma atividade desejada.
Meios para solucionar o problema

Os presentes inventores constataram que, por sintese e
um terceiro dominio da proteina ovomucdide que tem
seqliéncia de aminodcidos uniforme e estrutura de cadeia de
agicar e dobra do produto assim obtido, a mistura que
contém tipos diversos de estruturas de ordem superior em
uma proporg¢ao constante pode ser obtida com boa
reprodutibilidade. Além disso, uma vez que eles separaram O
produto resultante e mediram sua atividade fisiolbgica,
diferente do entendimento convencional, foi confirmado que
havia tipos diversos de estruturas de ordem superior gque
tinham o mesmo tipo de atividade fisioldégica em um nivel
considerado como sendo relativamente altamente ativo, e
embora relativamente altamente ativo, a atividade variou
dependendo da estrutura de ordem superior, e Jque as
glicoproteinas com varias estruturas de ordem superior
podem ser separadas e purificadas por cromatografia em-
coluna.

Além disso, eles constataram gque uma glicoproteina
diferente da glicoproteina que tem uma atividade
predeterminada pode ser convertida na estrutura de ordem
superior que é obtida em uma propor¢do constante como acima
descrito por desdobramento e entdo redobramento dela, e

assim, uma glicoproteina que tem uma estrutura de ordem



10

15

20

25

30

8/81

superior que exibe uma atividade predeterminada, pode ser
maximamente coletada por repetigdo da etapa de
desdobramento/redobramento.

Ou seja, a presente inveng¢do fornece:

Um método para a produgdo de uma glicoproteina que tem
seqliéncia de aminodcidos uniforme, estrutura de cadeia de
aglGcar, e estrutura de ordem superior, dque éompreende as
seguintes etapas (a) a (c):

(a) - dobramento de uma glicoproteina que tem sequéncia
de aminodcidos uniforme e cadeia de acglcar;

(b) fracionamento da glicoproteina dobrada por
cromatografia em coluna; e

(c) coleta de uma fracdo que tem a atividade
predeterminada.

Preferivelmente, o método anteriormente mencionado
também inclui, depois da etapa (c¢), as etapas de:

(d) desdobramento de uma glicoproteina contida em uma
fracdo ndo coletada na etapa (c);

(e) redobramento da glicoproteina desdobrada;

(f) fracionamento da glicoproteina redobrada por
cromatografia em coluna e coleta de uma fragdo que tem a
atividade predeterminada; e

(g) repetigdo das etapas (d) a (f) como necesséario.

A presente inveng¢ao também fornece:

um método para escolha de uma glicoproteina que tem
uma atividade fisioldgica predeterminada, que compreende as
seguintes etapas (i) a (iii):

(i) dobramento de uma glicoproteina que tem seqUéncia
de aminodcidos uniforme e cadeia de acglcar;

(ii) fracionamento da glicoproteina dobrada por
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cromatografia em coluna; e

(iii) medigdo de uma atividade de cada uma das frag¢des
para determinar se ela tem ou nd3o a atividade
predeterminada.

A presente inveng¢do também fornece:

um método para a obtengdo de uma mistura de
glicoproteina que tem uma atividade fisioldgica desejada,
que compreende as seguintes etapas (A) a (D):

(A) dobramento de uma glicoproteina que tem seqiéncia
de aminodcidos uniforme e cadeia de aglcar;

(B) fracionamento da glicoproteina dobrada por
cromatografia em coluna;

(C) medigdo de uma atividade de cada uma das fracgdes;

(D) determinagdo de uma propor¢dao de mistura das
fragdes para obter uma atividade desejada e mistura das
fragdes de acordo com a proporgdo assim obtida.

Preferivelmente, de acordo com o método de produgdo de
uma glicoproteina, o) método de escolha de uma
glicoproteina, ou o método para a obtencdo de uma mistura
de glicoproteina que tem uma atividade fisiolégica desejada
da presente invengdo, pelo menos uma parte da
glicoproteina'que tem sequéncia de aminodcidos uniforme e
cadeia de ag¢licar é produzida por um método que compreende
as seguintes etapas (1) a (6):

(1) esterificagdo de um grupo hidroxil de uma resina
que tem um grupo hidroxil e um grupo carboxil de um
aminodcido que tem um grupo amino protegido com um grupo de
protegdo lipossolivel ou um grupo carboxil de um aminodcido

glicosilado que tem um grupo amino protegido com um grupo
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de protegdo lipossolivel;

(2) remogdo do grupo de protegdo 1lipossolGvel para
gerar um grupo amino livre;

(3) amidagdo do grupo amino e um grupo carboxil de um
aminodcido que tem um grupo amino protegido com um grupo de
protegdo lipossolivel ou um grupo carboxil de um amino&cido
glicosilado que tem um grupo amino protegido com um grupo
de protegdo lipossolivel;

(4) depois da etapa (3), remogdo do grupo de protegdo
lipossoltGvel para gerar um grupo amino livre;

(5) repetigdo das etapas (3) e (4) uma vez ou mais; e

(6) clivagem de uma ligagdo de éster formada na etapa
(1) por um &acido.

Também, preferivelmente, de acordo com o método de
produgdo acima de uma glicoproteina que tem seqiéncia de
aminodcidos uniforme e cadeia de acgticar,

uma parte da glicoproteina que tem sequéncia de
aminodcidos uniforme e cadeia de aglGcar é produzida pelas
etapas (1) a (6), e a glicoproteina é produzida pelo método
que compreende também a seguinte etapa (7):

(7) ligagdo de uma parte da glicoproteina obtida na
etapa (6) com outros peptideos ou glicopeptideos por um
método de ligagdo.

Efeitos da invencgéo

De acordo com o método de produgdo de uma
glicoproteina da presente invengdo, uma glicoproteina que
tem ndo apenas uma seqléncia de aminodcidos uniforme e
estrutura de cadeia de ac¢licar mas também uma estrutura de
ordem superior uniforme pode ser obtida. Portanto, pode ser

produzida uma glicoproteina que exibe uniformemente uma
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atividade fisiolbégica predeterminada além da meia-vida
sanguinea e transporte intracelular constantes.

Além disso, de acordo com o método para a escolha de
uma glicoproteina da presente invengdo, uma glicoproteina
que tem uniformemente uma atividade fisioldégica
predeterminada pode ser selecionada dentre um grupo de uma
glicoproteina que exibe atividades fisioldgicas variadas
devido a diferentes estruturas de ordem superior. Devido ao
fato de essa glicoproteina ter uma estrutura de cadeia de
aclcar uniforme, ela também tem uma fungdo com base em
cadeia de aglGcar uniforme como a meia-vida sanguinea e o
transporte intracelular.

Além disso, de acordo com a presente inven¢do, uma
mistura de glicoproteina pode ser controlada de modo a
reter uma atividade desejada.

Os efeitos da presente inveng¢do como acima descrito
sdo vantajosos particularmente quando uma glicoproteina é
usada como um produto farmacéutico.

Breve descrigdo dos desenhos

[Figura 1] A Figura 1 mostra o terceiro dominio de
ovomucdide de pavido prateado (OMSVP3) e as sequéncias de
aminodcidos de fragmentos 1 a 3, que sd3o usadas para

sintese quimica de OMSVP3.

[Figura 2] A Figura 2 mostra Fragmento 1
(tioésterificado), que é usado para a sintese quimica de
OMSVP3.

[Figura 3] A Figura 3 mostra Fragmento 2
(tioésterificado), que é usado para a sintese quimica de

OMSVP3 glicosilado.

[Figura 4] A Figura 4 mostra Fragmento 3, que é usado



10

15

20

25

30

12/81

para a sintese quimica de OMSVP3.

[Figura 5] A Figura 5 €& um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em cada estdgio da sintese de
fragmento 1.

[Figura 6] A Figura 6 €& um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em cada estagio da sintese de
fragmento 2.

[Figura 7] A Figura 7 € um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em cada estdgio da sintese de
fragmento 3.

[Figura 8] A Figura 8 ¢é um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em cada estdgio de ligagdo de
fragmentos 2 e 3 por NCL.

[Figura 9] A Figura 9 é um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em cada estdgio de ligacdo de
fragmentos 2 e 3 e Fragmento 1 por NCL.

[Figura 10] A Figura 10 é um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em separagdo de OMSVP3
glicosilado dobrado por HPLC.

[Figura 11] A Figura 11 & um espectro de RMN de Fracdo
B na Figura 10.

[Figura 12] A Figura 12 & um espectro de CD de Fracéo
B na Figura 10.

[Figura 13] A Figura 13 mostra os resultados de
medigdo da atividade inibidora de cada uma das fracdes na
Figura 10 contra quimiotripsina.

[Figura 14] A Figura 14 mostra Fragmento 2'
(tioésterificado), que & usado para a sintese quimica de

OMSVP3 nao glicosilado.

[Figura 15] A Figura 15 é& um cromatograma em um
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comprimento de onda de 220 nm em cada estdgio da sintese de
fragmento 2'.

[Figura 16] A Figura 16 €& um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em cada estdgio de ligagdo de
fragmento 2' e Fragmento 3 por NCL.

[Figura 17] A Figura 17 é um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em cada estdgio de ligagdo de
fragmentos 2' e 3 e Fragmento 1 por NCL.

[Figura 18] A Figura 18 €& um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em separagdo de OMSVP3 ndo
glicosilado dobrado por HPLC.

[Figura 19] A Figura 19 & um espectro de RMN de Fragdo
F na Figura 18.

[Figura 20] A Figura 20 & um espectro de CD de Fragdo
F na Figura 18.

[Figura 21] A Figura 21 mostra os resultados de
medigdo da atividade inibidora de cada uma das fra¢des na
Figura 18 contra quimiotripsina.

[Figura 22] A Figura 22 mostra uma curva de calibragem
de Fragdo F.

[Figura 23] A Figura 23 mostra o percentual de
inibigdo de Frag¢les A a D contra quimiotripsina.

[Figura 24] A Figura 24 mostra os valores de ICs, de
Fragdes A a D.

[Figura 25] A Figura 25 mostra o percentual de
inibig¢do de Fracgdes E a H contra quimiotripsina.

[Figura 26] A Figura 26 mostra os valores de ICs, de
Fracdes E a H.

[Figura 27] A Figura 27 mostra um espectro de CD de

Fracdo B em varias temperaturas.
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[Figura 28] A Figura 28 mostra um espectro de CD de
Fracdo F em varias temperaturas.

[Figura 29] A Figura 29 €& um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm na digestdo com termolisina
de Fracgdo B. |

[Figura 30] A Figura 30 mostra os resultados de
andlise espectrométrica de massa de fragmentos de peptideo
que resultam de digestdo com termolisina de Fragdo B.

[Figura 31] A Figura 31 & um cromatograma em um
comprimento de onda de 220 nm em digestdo com termolisina
de Fracgao F.

[Figura 32] A Figura 32 mostra os resultados de
andlise espectrométrica de massa de fragmentos de peptideo
que resultam de digestdo com termolisina de Fragdo F.

[Figura 33] A Figura 33 mostra os resultados de
determinagdo da posi¢do de uma ligag¢do de dissulfeto por
digestdo com termolisina de Fragdo B.

[Figura 34] A Figura 34 mostra os resultados de
determinag¢do da posig¢do de uma ligag¢do de dissulfeto por
digestdo com termolisina de Fragdo F.

[Figura 35] A Figura 35 mostra a curva de calibragem
do peptideo de substrato.

[Figura 36] A Figura 36 mostra o grafico de Michaelis-
Menten do peptideo de substrato.

[Figura 37] A Figura 37 mostra a taxa de reacdo do
peptideo de substrato por unidade de tempo.

Descrigdo detalhada das modalidades preferidas

A seguir, serdo descritas modalidades preferidas da

presente invencdo.

Como aqui usado, uma “proteina” ndo é particularmente
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limitada desde que ela seja uma montagem de uma pluralidade
de aminodcidos ligados por uma ligagdo de amida, e inclui
uma proteina conhecida, uma nova proteina, e uma proteina
modificada. Em uma modalidade preferida, mna porgdo de
proteina da glicoproteina obtida pelo método de produgdo da
presente inveng¢3o, vAarios aminodcidos sd3o 1ligados pela
mesma ligacdo de amida que a proteina de ocorréncia natural
(ligagdo de peptideo). A proteina como aqui usada tem
comprimento suficiente para ser dobrada em uma estrutura de
ordem superior predeterminada.

Como aqui usado, uma “proteina modificada” refere-se a
uma proteina naturalmente ou artificialmente modificada.
Exemplos de tal modificagdo incluem alquilacg¢do, acilagdo

(por exemplo, acetilagdo), amidagdo (por exemplo, amidagdo

do terminal C de uma proteina), carboxilagdo, formagdo de
um éster, formagdo de uma 1ligagdo de dissulfeto,
glicosilagdo, 1lipidag¢do, fosforilagdo, hidroxilagdo, e

ligagdo de um composto de rotulagem, que sdo aplicados a um
ou mais residuos de aminocacido de uma proteina.

O termo ‘“peptideo” como aqui usado & usado como um
sindénimo para proteina em principio. No entanto, ele também
pode ser usado para referir-se a uma parte de uma proteina
e uma cadeia de aminodcido relativamente curta gque ndo
forma uma estrutura de ordem superior.

Como aqui usado, um ‘“aminodcido” & usado no sentido
mais amplo, e exemplos deste incluem, além de aminodcido de
ocorréncia natural como serina (Ser), asparagina (Asn),
valina (Val), 1leucina (Leu), isoleucina (Ile), alanina
(Ala), tirosina (Tyr), glicina (Gly), lisina (Lys),

arginina (Arg), histidina (His), &cido aspartico (Asp),
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dcido gluté@mico (Glu), glutamina (Gln), treonina (Thr),
cisteina (Cys), metionina (Met) , fenilalanina (Phe) ,
triptofano (Trp) e prolina (Pro), wum aminodcido de

ocorréncia ndo natural como um mutante e um derivado de um
aminoacido. Aqueles habilitados na técnica devem
compreender em consideragdo a definigdo ampla acima que
exemplos de um aminodcido wusado na presente invengdo
incluem um aminodcido L; um aminodcido D; um aminoacido
quimicamente modificado como um mutante e um derivado de um
aminodcido; um aminodcido ndo constituinte de proteina no
corpo como norleucina, P-alanina e ornitina; e um composto
quimicamente sintetizado que tem caracteristicas de um
aminodcido que é conhecido por agqueles habilitados na
técnica. Exemplos de um aminodcido de ocorréncia ndo-
natural incluem um o-metilaminodcido (por exemplo, -
metilalanina), um aminodcido D, um aminodcido semelhante a
histidina (por exemplo, '2—amino—histidina, B-hidroxil-
histidina, homohistidina, o-fluormetil-histidina e a«-
metil-histidina), um aminodcido que tem um metileno extra
na cadeia lateral (um “homo” aminoacido), e um aminodcido
em que um grupo funcional de &acido carboxilico na cadeia
lateral & substituido com um grupo de &acido sulfdnico (por
exemplo, um &cido cistéicd).

Em uma modalidade preferida, a por¢do de proteina da
glicopréteina obtida pelo método de produgdo da presente
invengdo & inteiramente composta de aminocdcidos que estédo
presentes no corpo como aminodcidos constituintes de uma
proteina ou uma glicoproteina.

Como aqui usado, uma “glicoproteina” nao é

particularmente limitada, uma vez gque ela & um composto
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obtido por adigd3o de pelo menos uma cadeia de aglGcar a
proteina anteriormente mencionada, e inclui uma
glicoproteina conhecida e uma nova glicoproteina. O termo
“glicopeptideo” como aqui usado & usado como um sindnimo
para glicoproteina em principio. No entanto, ele também
pode ser usado para indicar uma parte de uma glicoproteina
e um peptideo obtido por ligagdo de uma cadeia de aclcar ao
peptideo anteriormente mencionado.

Em uma modalidade preferida, a glicoproteina obtida
pelo método de produgdo da presente invengdo & uma proteina
que tem uma cadeia de acglcar ligada em N ou uma cadeia de
aglicar ligada em O, e exemplos destas incluem uma parte ou
todo de um peptideo como eritropoietina, interleucina,
interferon-f, um anticorpo, proteina-3 quimiotatica de
mondécito (MCP-3), e uma proteina ovomucdide.

Em uma glicoproteina, uma cadeia de aglGcar e um
residuo de aminodcido da proteina podem ser ligados
diretamente ou por meio de um vinculador. Embora nenhuma
limitagéo.particular seja imposta sobre o sitio de ligagdo
da cadeia de aglGcar e o aminodcido, um aminodcido &
preferivelmente ligado & extremidade de redugdo da cadeia
de acglcar.

Nenhuma limita¢do particular & imposta sobre o tipo de
aminodcido ao qual uma cadeia de aglGcar é ligada, e uma
cadeia de aglGcar pode ser 1ligada a wum aminoadacido de
ocorréncia natural ou um aminodcido de ocorréncia nédo
natural. A partir do ponto de vista de que a glicoproteina
tem a mesma estrutura ou estrutura similar a uma
glicoproteina presente no corpo, a cadeia de aglGcar é

preferivelmente ligada a Asn como uma cadeia de aglcar
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ligada em N ou a Ser ou Thr como uma cadeia de agulcar
ligada em O. Particularmente, no caso de uma cadeia de
aglicar ligada em N, a glicoproteina obtida pelo método de
producdo da presente invengdo é preferivelmente uma
glicoproteina que tem uma estrutura em que uma cadeia de
aglcar & ligada a Asn, e um aminodcido (X) diferente de
prolina é ligado ao terminal C da Asn por uma ligagdo de
amida (ligagdo de peptideo), e, adicionalmente, Thr ou Ser
€ ligada ao terminal C de X por uma ligagdo de amida
(ligagdo de peptideo) (-Asn glicosilada-X-Thr/Ser-). Quando
a cadeia de aglcar e o aminodcido sdo ligados por meio de
um vinculador, do ponto de vista de uma propriedade de
facil ligag¢do ao vinculador, o aminoacido ao qual a cadeia
de aglGcar é ligada é preferivelmente um aminodcido que tem
dois ou mais grupos carboxil em sua molécula como acido
aspartico e acido gluté@mico; um aminodcido que tem dois ou
mais grupos amino em sua molécula como lisina, arginina,
histidina e triptofano; um aminodcido que tem um grupo
hidroxil em sua molécula como serina, treonina e tirosina;
um aminodcido que tem um grupo tiol em sua molécula como
cisteina; ou um aminodcido que tem um grupo amida em sua
molécula como asparagina e glutamina. Particularmente, do
ponto de vista de reatividade, &cido aspartico, Aacido
glutdmico, 'lisina, arginina, serina, treonina, cisteina,
asparagina ou glutamina é preferivel.

Quando uma cadeia de ac¢lGcar e um aminoacido sé&o
ligados por meio de um vinculador em uma glicoproteina, as
substdncias usadas na técnica podem ser amplamente usadas
como o vinculador, e exemplos destes incluem:

-NH- (CO) - (CH;) a-CHz-
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em que a €& um nGmero inteiro, e, embora nenhuma
limitacdo particular seja imposta, desde dque ele ndo
bloqueie a fungdo pretendida do vinculador, ele é
preferivelmente um nGmero inteiro de 0 a 4;

Ci-10 polimetileno; e

-CH,-R*-

em que R® & um grupo produzido por remogdo de um &Atomo
de hidrogénio de um grupo selecionado do grupo que consiste
em alquil, alquil substituido, alquenil, alquenil
substituido, alquinil, algquinil substituido, aril, aril
substituido, um grupo de carbono c¢iclico, um grupo de
carbono ciclico substituido, um grupo heterociclico e um
grupo heterociclico substituido.

Como aqui usado, uma “cadeia de ag¢lGcar” engloba, além
de um composto que consiste em uma cadeia de dois ou mais
aglcares unitarios (monossacarideo e/ou um derivado deste),
um composto que consiste em aglGcar wunitdrio Gnico
(monossacarideo e/ou um derivado deste). Exemplos de tal
cadeia de aglGcar incluem amplamente, sem limitagéo,
monossacarideos e polissacarideos contidos no coxrpo
(glicose, galactose, manose, fucose, xilose, N-
acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, &cido sidlico,
bem como um complexo e um derivado desses monossacarideos e
polissacarideos), e também um polissacarideo decomposto,
uma glicoproteina, proteoglicano, glicosaminoglicano, e uma
cadeia de ag¢lcar decomposta, ou derivados de uma molécula
biolégica complexa como um glicolipideo. Quando dois ou
mais ag¢lGcares unitérios sdo ligados em uma cadeia, os
aglicares unitarios s&8o ligados um ao outro por meio de

condensag¢do por desidratacdio da ligagcdio de glicosideo. A
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cadeia de ag¢licar pode ser linear ou ramificada.

Além disso, como aqui usado, uma “cadeia de aglcar”
engloba um derivado de uma cadeia de ag¢lcar. Exemplos de um
derivado de uma cadeia de aglcar incluem, sem limitagdo,
uma cadeia de ac¢lcar que tem, como o aglcar constituinte da
cadeia de ag¢dcar, um ac¢lcar que tem um grupo carboxil (por
exemplo, &cido alddénico que & convertido em um &cido
carboxilico através de oxidag¢do da posigdo C-1 (por
exemplo, &cido D-glucbdnico que resulta da oxidagdo de D-
glicose), &cido urdnico que tem seu &atomo de C terminal
convertido em um &cido carboxilico (por exemplo, &acido D-
glicurdnico que resulta da oxidagdo de D-glicose), um
aglGcar que tem um grupo amino ou um derivado de um grupo
amino (por exemplo, um grupo amino acetilado) (por exemplo,
N-acetil-D-glicosamina e N-acetil-D-galactosamina), um
aglcar que tem tanto um grupo amino quanto um grupo
carboxil (por exemplo, &cido N-acetilneuraminico (&cido
sidlico) e A&acido N-acetilmur@mico), um ag¢lcar desoxilado
(por exemplo, 2-desoxi-D-ribose), um ag¢Gcar sulfatado que
contém um grupo de acido sulfirico, e um agtcar fosforilado
que contém um grupo fosfato.

A cadeia de aglcar da  presente invenc¢do é
preferivelmente uma cadeia de ag¢ficar que estd presente como
um ac¢licar complexo no corpo (como uma glicoproteina (ou um
glicopeptideo), um proteoglicano e um glicolipideo), e
preferivelmente uma cadeia de ag¢lGcar ligada em N, uma
cadeia de aglicar ligada em O, e outros, que sdo uma cadeia
de aglGcar ligada a uma proteina (ou um peptideo) para
formar uma glicoproteina (ou um glicopeptideo) no corpo. Em

uma glicoproteina gque tem uma cadeia de agicar ligada em O,
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N-acetilglicosamina

fucose e outros sdo ligados a Ser ou Thr

de um peptideo através de uma ligagdo O-glicosidica, e uma

cadeia de aglicar & também adicionada a ela. Exemplos de uma

cadeia de ac¢lcar ligada em N incluem tipo alta manose,

tipo em complexo e um tipo hibrido,

em complexo é preferivel.

Na presente

invencgao,

um

entre os quais um tipo

um exemplo de uma cadeia de

aglcar preferivel & uma representada pela seguinte fdérmula

(4).

[Férmula 1]

HAc (4)

em que R' e R? s3o independentemente um &tomo de

hidrogénio ou um grupo representado pelas £fdérmulas

(8).

[Férmula 2]

[FOéHrmula 3]

(5)

(5)

a
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(6)

[Férmula 4]

H HAc
H
HO-"(
H
H
(7
[Férmula 5]
H
H
H
H
(8)

Quando se considera a aplicag¢do do método de produgdo
de uma glicoproteina da presente inveng¢do ao campo de
produgdo de um produto farmacéutico e outros, do ponto de
vista de evitar possivelmente um problema de antigenicidade
e outros, exemplos de uma cadeia de acglGcar preferivel
incluem uma cadeia de ag¢licar que tem a mesma estrutura que
uma cadeia de ag¢licar que é ligada a uma proteina e presente
como uma glicoproteina no corpo humano (por exemplo, a
cadeia de aglGcar descrita em FEBS LETTERS Vol. 50, No. 3,
Feb. 1975) (uma cadeia de aglicar que tem o mesmo tipo de
aglcares constituintes e o mesmo padrdo de ligacgdo desses
aglcares constituintes) ou uma cadeia de aglcar obtida por
eliminag¢do de um ou mais agﬁéares da extremidade nao
redutora da cadeia de ag¢lcar acima.

P

Nenhuma limitag¢do particular & imposta sobre o nGmero
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de cadeias de acglicar a serem adicionadas em uma
glicoproteina desde que ele seja um ou mais; no entanto, do
ponto de vista de uma glicoproteina que tem uma estrutura
similar a uma glicoproteina presente no corpo, o nimero de
cadeias de acglGcar a serem adicionadas deve ser mais
preferivel se ele for aproximadamente o mesmo nimero que
uma glicoproteina presente no corpo.

No método de produgdo de uma glicoproteina da presente
invengédo, uma glicoproteina  que tem sequéncia de
aminodcidos uniforme e cadeia de agGcar é usada. Na
presente inveng¢do, a estrutura da cadeia de aglGcar em uma
glicoproteina sendo wuniforme significa que, quando as
glicoproteinas sdo comparadas entre elas, o sitio de adigdo
de cadeia de aglcar em um peptideo, o tipo de cada agucar
constituinte da cadeia de agGcar, a ordem de ligagdo e o
padrdo de ligagdo de aglGcares sdo os mesmos em pelo menos
90% ou mais, preferivelmente 95% ou mais, mais
preferivelmente 99% ou mais da cadeia de aglcar.

Além disso, na presente invengdo, a seqiéncia de
aminodcidos em uma glicoproteina sendo uniforme significa
que, quando glicoproteinas s&o comparadas entre elas, o
tipo de aminodcido na proteina, a ordem de ligagdo e o
padrdo de ligacgdo de aminodcidos s3o os mesmos. Entretanto,
desde que uma glicoproteina dobrada tenha uma atividade
predeterminada, as propriedades acima apontadas podem ser
as mesmas em pelo menos 90% ou mais, preferivelmente 95% ou
mais, mais preferivelmente 99% ou mais da glicoproteina.

A glicoproteina que tem sequéncia de aminodcidos
uniforme e cadeia de ag¢licar a ser usada na presente

invengdo pode ser produzida por incorporagdo de uma etapa
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de adig¢do de uma cadeia de aglGcar em um método de produgdo
de um peptideo conhecido por aqueles habilitados na técnica
como sintese de fase sdélida, sintese de fase liquida,
sintese por células, e um método de separagdo e extragdo de
uma de ocorréncia natural. Em relagdo ao método de produgdo
de uma cadeia de ag¢lGcar a ser usado na etapa de adicdo de
uma cadeia de ac¢lcar, por exemplo, Publicac¢des
Internacionais Nos. W003/008431, W02004/058984,
W02004/008431, W0O2004/058824, W02004/070046, W02007/011055,
e outros, podem ser referidos.

Em uma modalidade preferida da presente invengdo, pelo
menos uma parte da glicoproteina dque tem aminoacido
uniforme e cadeia de aglcar €& produzida pelo método a
seguir. O panfleto de W02004/005330 também pode ser
referido para o método mostrado abaixo.

Primeiramente, (1) um grupo hidroxil de uma resina que
tem um grupo hidroxil & esterificado com um grupo carboxil
de um aminodcido que tem um grupo amino protegido com um
grupo de protecdo lipossolGvel ou um grupo carboxil de um
aminodcido glicosilado que tem um grupo amino protegido com
um grupo de proteg¢do lipossoliuvel. Naquele caso, pelo>fato
de o grupo amino de um aminodcido ser protegido com um
grupo de protecgdo lipossblﬁvel, a auto-condensacgdo de
aminodcido é evitada e a reagdo de esterificagdo ocorrera
entre o grupo hidroxil de uma resina e o grupo carboxil de
um aminodcido.

Entdo, (2) o grupo de protegdo lipossoltGvel do éster
produzido na etapa (1) & removido para gerar um grupo amino
livre,

(3) o grupo amino livre anteriormente mencionado é
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amidado com um grupo carboxil de um aminoadcido que tem um
grupo amino protegido com um grupo de protegdo lipossolivel
ou um grupo carboxil de um aminodcido glicosilado que tem
um grupo amino protegido com um grupo de protegdo
lipossolivel,

(4) depois da etapa (3), o grupo de protegdo
lipossolivel & removido para gerar um grupo amino livre, e

(5) as etapas (3) e (4) sdo repetidas uma ou mais
vezes como necessdrio, segundo as quais uma glicoproteina
que tem um nimero desejado de aminodcidos ligados juntos e
gue tem uma ou mais cadeias de aglcar ligadas a uma posigdo
desejada pode ser obtida. Exemplos de um aminoacido
glicosilado incluem uma cadeia de agGcar 1ligada a
asparagina em gque uma cadeia de aglcar é ligada a um
nitrogénio de um grupo amida na cadeia lateral de
asparagina pof uma ligac3o de N-glicosida e uma cadeia de
ac¢lcar ligada a serina ou uma cadeia de ac¢Gcar ligada a
treonina em que uma cadeia de aglicar & ligada a um grupo
hidroxil da cadeia lateral de serina ou treonina por uma
ligagdo de O-glicosida.

A glicoproteina obtida pela etapa (5) é 1ligada a
resina em uma extremidade, enquanto tem um grupo amino
livre na outra extremidade. Portanto, (6) uma glicoproteina
desejada pode ser produzida por clivagem de uma ligagédo
éster formada na etapa (1) por um acido.

Como resina de fase sdlida, a resina geralmente usada
na sintese de fase sbélida pode ser empregada, e exemplos
desta incluem resina Amino-PEGA (o produto de Merck),
resina de Wang (o produto de Merck), resina HMPA-PEGA (o

produto de Merck), e resina Trt Cloreto (o produto de
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Merck) .

Além disso, um vinculador pode estar presente entre a
resina Amino-PEGA e um aminodcido, e exemplos de tal
vinculador incluem &cido 4-hidroximetilfenoxiacético (HMPA)
e acido 4-(4-hidroximetil-3-metoxifenoxi) -butilacético
(HMPB) .

Exemplos de um grupo de protegdo lipossolivel incluem,
mas ndo sdo particularmente limitados a, um grupo de
protegdo como um grupo que contém um grupo carbonil como um
grupo 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) , um grupo t-
butiloxicarbonil (Boc) e um grupo aliloxicarbonil (Alloc),
um grupo acil como um grupo acetil (Ac), um grupo alil e um
grupo Obenzil.

Para introduzir um grupo de proteg¢do lipossoltvel, por
exemplo, quando da introdug¢do de um grupo Fmoc, ele pode
ser introduzido por realizagdo de reagdes com a adigdo de
9-fluorenilmetil-N-succinimidil carbonato e sbédio
hidrogénio carbonato. A reag¢do acima pode ser realizada a 0
a 50°C, preferivelmente temperatura ambiente, por
aproximadamente uma a cinco horas.

Como um aminoadcido protegido com um grupo de protegdo
lipossolivel, um obtido por protegdo do aminoacido
anteriormente mencionado pelo método descrito como acima
pode ser usado. Além disso, um aminodcido comercialmente
disponivel também pode ser usado. Exemplos destes incluem
Fmoc-Ser, Fmoc-Asn, Fmoc-Val, Fmoc-Leu, Fmoc-Ile, Fmoc-Ala,
Fmoc-Tyr, Fmoc-Gly, Fmoc-Lys, Fmoc-Arg, Fmoc-His, Fmoc-Asp,
Fmoc-Glu, Fmoc-Gln, Fmoc-Thr, Fmoc-Cys, Fmoc-Met, Fmoc-Phe,
Fmoc-Trp e Fmoc-Pro.

Como um catalisador de esterificagdo, um agente de
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condensoOag¢ao por desidratagdo conhecido como 1-
mesitilenossulfonil-3-nitro-1,2,4-triazol (MSNT) ,
diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 1,3-
diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) pode ser usado. Com

~

relagio & proporgdo de um aminodcido e um agente de
condensag¢do por desidratagdo usado, em relagdo a uma parte
em peso do primeiro, o Gltimo &€ normalmente uma a 10 partes
em peso, preferivelmente duas a cinco partes em peso.

Preferivelmente, uma reagdo de esterificagdo &
realizada, por exemplo, por colocagdo de uma resina em uma
coluna de fase sdlida e lavagem da resina com um solvente,
seguido por adig¢do de uma solugdo de aminodcido. Exemplos
de um solvente para lavagem incluem dimetilformamida (DMF),
2-propanol e cloreto de metileno. Exemplos de um solvente
para a dissolugdo de um aminodcido incluem dimetil
sulféxido (DMSO), DMF e cloreto de metileno. A reagdo de
esterificagdo pode ser realizada a 0 a 50 °c,
preferivelmente temperatura ambiente, por aproximadamente
10 minutos a 30 horas, preferivelmente 15 minutos a 24
horas.

Nesse momento, é também preferivel cobrir qualquer
grupo funcional que ndo reagiu na fase sbélida por
acetilagdo com adcido acético anidro e outros.

A remocdo de um grupo de prote¢do lipossolivel pode
ser realizada, por exemplo, por tratamento com uma base.
Exemplos de uma base incluem piperidina e morfolino. Nesse
momento, a reagdo é preferivelmente realizada na presenga
de um solvente. Exemplos de um solvente incluem DMSO, DMF e
metanol.

Uma reac¢do de amidag¢do de um grupo amino livre e um
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grupo carboxil de qualquer aminodcido em que o nitrogénio
do grupo amino & protegido com um grupo de protegdo
lipossoltavel é preferivelmente realizada na presenga de um
ativador e um solvente.

Exemplos de um ativador incluem
diciclohexilcarbodiimida (DCC), cloridrato de l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (WSC/HCl), difenilfosforil
azida (DPPR) , carbonildiimidazol (CDI), dietil
cianofosfonato (DEPC), 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIPCI),
benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidinofosfdnio
hexafluorfosfato (PyBOP) , 3-dietoxifosforiloxi-1,2,3-
benzotriazin-4 (3H) -ona (DEPBT) , 1-hidroxibenzotriazol
(HOBt) , hidroxisuccinimida (HOSu) , dimetilaminopiridina
(DMAP), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt), 3-hidroxi-4-
oxo0-3,4-dihidro-5-azabenzo-1,2,3-triazina (HODhbt) ,
hidroxiftalimida (HOPht), pentafluorfenol (Pfp-OH), 2-(1lH-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurdnio
hexafluorfosfato (HBTU) , O- (7-azabenzotriazol-1-il) -
1,1,3,3-tetrametilurénio hexafluorfosfonato (HATU) e O-
benzotriazol-1-il-1,1,3,3-tetrametilurdnio tetrafluorborato
(TBTU) .

O ativador é preferivelmente usado em uma gquantidade
de um a 20 equivalentes, preferivelmente um a 10
equivalentes, mais preferivelmente um a cinco equivalentes
em relag¢do a qualquer aminodcido em que o nitrogénio do
grupo amino & protegido com um grupo de protegdo
lipossolavel.

Embora as rea¢des prossigam com o uso apenas dos
ativadores anteriormente mencionados, a amina é

preferivelmente usada em combinagdo como um agente
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suplementar. Exemplos de amina incluem diisopropiletilamina
(DIPEA), N-etilmorfolino (NEM), N-metilmorfolino (NMM) e N-
metilimidazol (NMI). O agente suplementar & preferivelmente
usado em uma quantidade de um a 20 equivalentes,
preferivelmente um a 10 equivalentes, mais preferivelmente
um a cinco equivalentes em relagdo a qualquer aminodcido em
gque o nitrogénio do grupo amino & protegido com um grupo de
protegdo lipossolivel.

Exemplos de um solvente incluem DMSO, DMF e cloreto de
metileno. A reagdo pode ser realizada a 0 a 50°C,
preferivelmente temperatura ambiente, por aproximadamente
10 minutos a 30 horas, preferivelmente aproximadamente 15
minutos é ' 24 horas. Também nesse momento, & preferivel
cobrir qualquer grupo amino que ndo reagiu na fase sdélida
por acetilac¢do com acido acético anidro e outros. O grupo
de protegdo 1ipossolﬁve1 pode ser removido em uma maneira
similar como acima.

A clivagem de uma cadeia de peptideo a partir da
resina & preferivelmente processada com um acido. Exemplos
de um acido incluem &acido trifluoracético (TFA) e fluoreto
de hidrogénio (HF). Nesse momento; um vinculador entre o
grupo de protegdo lipossol@vel em um aminodcido e a resina
pode produzir uma espécie catibnica altamente reativa.
Portanto, para capturar tal espécie catidnica, um reagente
nucleofilico & preferivelmente adicionado. Exemplos de um
reagente nucleofilico incluem triisopropilsilano (TIS),
fenol, tiocanisol e etanodiol (EDT).

Uma glicoproteina que tem seqiéncia de aminodcidos

uniforme e cadeia de aglGcar pode ser produzida como se

segue; dividindo-a em varios blocos de peptideo ou blocos
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de glicopeptideo e sintetizando cada bloco pelas etapas (1)
a (6), e entdo ligagdo dos blocos assim sintetizados juntos
pelo de método de ligagdo.

Como aqui usado, o “método de ligag¢do” engloba Ligagdo
Quimica Nativa (NCL) como descrito na Publicacdo
Internacional No. WO096/34878, e ele também engloba a
aplicagdo da Ligagdo Quimica Nativa a um peptideo incluindo
aminodcidos de ocorréncia ndo natural e derivados de
aminodcido. De acordo com o método de ligagdo, uma proteina
que tem uma ligagdo de amida natural (ligagdo de peptideo)
no sitio de ligagdo pode ser produzida.

A conexdo por ligagdo pode ser aplicada para conectar
entre qualquer peptideo-peptideo, peptideo-glicopeptideo e
glicopeptideo-glicopeptideo; no entanto, & necessario que
um de dois peptideos ou glicopeptideos a serem 1ligados
tenha um residuo de cisteina em seu terminal N e o outro
tenha uma porgdo a-carboxitioéster em seu terminal C.

Para que cada peptideo ou glicopeptideos tenha um
residuo de cisteina em seu terminal N, por exemplo, quando
do desenho de cada bloco de peptideo ou glicopeptideo, a
divisdo pode ser feita no lado do terminal N de um residuo
de cisteina contido em uma glicoproteina a ser produzida
como um produto final.

Um peptideo ou glicopeptideo que tem uma porgdo a-
carboxitioéster em seu terminal C pode ser produzido pelo
método conhecido por aqueles habilitados na técnica como o
método descrito na Publicagdo Internacional No. W096/34878.

Por exemplo, como serd descrito nos Exemplos
posteriormente, um peptideo protegido (ou glicopeptideo) em

que a cadeia lateral do aminodcido e o aminodcido N-
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terminal s3o protegidos é obtido pelo método de sintese de
fase s6lida, e o grupo carboxil no terminal C desse
peptideo protegido (ou glicopeptideo) é condensado com
benzil mercaptano em uma fase 1liquida, com o wuso de
benzotriazol-1l-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfdnio
hexafluorfosfato (PyBOP) /DIPEA como um agente de
condensagdo, e entdo o peptideo resultante (ou
glicopeptideo) é desprotegido com o uso de uma solugdo a
95% TFA, em que um peptideo (ou glicopeptideo) gque tem um
a-carboxitioéster em seu terminal C pode ser obtido.

O método de ligagdo pode ser realizado pelo método
conhecido por aqueles habilitados na técnica como o método
descrito na Literatura de Patente 1, ou em referéncia a
descrigdo dos Exemplos a serem apresentados posteriormente.
Por exemplo, um primeiro peptideo que tem uma porg¢do a-
carboxitioéster representada por -C(=0)-SR em seu terminal
C e um segundo peptideo que tem um residuo de aminodcido
gque tem um grupo -SH em seu terminal N sd8o preparados em
referéncia & descrigdo anteriormente mencionada. Embora
nenhuma limitag¢do particular seja imposta em R no primeiro
peptideo desde que ele ndo bloqueie uma reagdo de troca de
tiol e se torne um grupo abandonador em uma reagdo de
substituigdo nucleofilica realizada no grupo carbonil, ele
é preferivelmente selecionado de um tipo benzil como benzil
mercaptano, um tipo aril como tiofenol, 4- (carboximetil) -
tiofenol, um tipo alquil como 2-mercaptoetanossulfonato e
3-mercaptopropionamida, e outros. Além disso, embora o
grupo -SH no terminal N do segundo peptideo possa ser
protegido com um grupo de protegdo como desejado, esse

grupo de protegdo & removido em um ponto desejado na reagdo
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antes de ela prosseguir para a reagdo de ligagdo abaixo
descrita, e o segundo peptideo que tem um grupo -SH em seu
terminal N reage com o primeiro peptideo. Por exemplo
quando um grupo de protegdo & um que serd espontaneamente
removido nas condi¢des em gue ocorre a ligagdo, como um
grupo dissulfeto, o segundo peptideo protegido com um grupo
de protegdo pode ser usado desse modo na reagdo de ligagdo
seguinte.

Esses dois peptideos s3o misturados em uma solugdo
como um tampdo de 100 mM fosfato na presenga de tiol
catalitico como &cido 4-mercaptofenil acético, benzil
mercaptano e tiofenol. Preferivelmente, a reacdo é
realizada na proporgdo de 0,5 a dois equivalentes do
segundo peptideo e cinco equivalentes de tiol catalitico em
relagdo a um equivalente do primeiro peptideo. A reagdo é
preferivelmente realizada nas condi¢ges de um pH de
aproximadamente 6,5 a 7,5 e uma temperatura de
aproximadamente 20 a 40 °C por aproximadamente uma a 30
horas. O progresso da reagdo pode ser confirmado por uma
técnica conhecida de uma combinac¢do de HPLC, MS, e outros.

A reacd3o acima, um agente de redugdo como ditiotreitol
(DTT) e cloridrato de tris-2-carboxietilfosfino (TCEP) &
adicionado para suprimir uma reagdo colateral, e o produto
resultante & submetido & purificag¢do se desejado, em que o
primeiro peptideo e o segundo peptideo podem ser unidos.

Quando o peptideo que tem uma porgado de
carboxitioéster (-C=0-SR) em seu terminal C tem diferentes
grupos R, a ordem da reac¢do de ligag¢do pode ser manipulada
(referéncia a Protein Science (2007), 16: 2056-2064, e

outros), que pode ser levado em consideragdo dquando a
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ligagc3o é realizada véarias vezes. Por exemplo, quando um
grupo aril, um grupo benzil e um grupo alquil sdo presentes
como R, a reagdo de ligagdo prossegue geralmente nessa
ordem.

Como aqui usado, a ‘“estrutura de ordem superior” de
uma proteina refere-se a uma conformagdo de uma proteina
que engloba a estrutura secundaria como uma estrutura em o-
hélice e uma estrutura em folha B ou uma estrutura como uma
helicoidal aleatéria, a estrutura tercidria em dJgue a
estrutura secundiaria é espacialmente dobrada por uma
ligagdo de hidrogénio, uma ligagdo de dissulfeto, uma
ligag8o ibnica, uma interagdo hidrofdébica, e outros, de
modo a formar uma conformagdo estdvel, e a estrutura
quaternidria que é formada por montagem de uma pluralidade
de cadeias de polipeptideo como subunidades. A estrutura de
ordem superior da proteina & preferivelmente uma estrutura
necessdria para que a proteina exiba sua fungdo no corpo. A
estrutura de ordem superior de uma proteina pode ser
analisada por cristalografia de raios X, RMN e outros.

Como aqui usado, glicoproteina que tem estrutura de
ordem superior uniforme significa que, quando em comparagdo
entre as glicoproteinas, a estrutura de ordem superior da
porcdo de proteina da glicoproteina é substancialmente a
mesma. A estrutura de ordem superior sendo substancialmente
a mesma significa que ©pelo menos 90% ou mais,
preferivelmente 95% ou mais, mais preferivelmente 99% ou
mais da estrutura sdo uniformes. A glicoproteina que tem
estrutura de ordem superior uniforme tem qualidade estavel,
e assim é preferivel particularmente em um campo como a

producdo de produto farmacéutico e o ensaio. O fato de a
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estrutura de ordem superior de uma glicoproteina contida em
uma fragdo arbitraria ser ou ndo uniforme pode ser
confirmado, por exemplo, por uma andlise de RMN, uma
medicdo de CD e mapeamento de dissulfeto.

Como aqui usado, o “dobramento” significa que a porgdo
da proteina de uma glicoproteina & dobrada em uma estrutura
de ordem superior especifica. Embora aqueles habilitados na
técnica possam realizar adequadamente o dobramento de uma
glicoproteina por um método conhecido ou um método
equivalente, exemplos de tal método incluem o método de
didlise, o método de diluicdo e o método de inativag¢do. O
método de didlise & um método para o dobramento de um
peptideo em uma estrutura de ordem superior predeterminada
em que um agente de deshaturacéo de proteina (agente de
desdobramento) é adicionado previamente, depois do que a
mistura resultante é gradualmente diluida por didlise de
modo a ser substituida por um tampdo e outros. Exemplos de
um agente de desdobramento incluem cloridrato de guanidina
e uréia. Além disso, o método de diluicZo & um método para
o dobramento de um peptideo em uma estrutura de ordem
superior em que, depois da adicdo de um agente de
desnaturagcdo de proteina, a mistura resultante é diluida
por um tampdo e outros em uma maneira em etapas ou de uma
s6 vez. O método de 1inativagdo €& um método para o
dobramento de um peptideo em uma estrutura de ordem
superior em que, depois da adicdo de um agente de
desnaturag¢do de proteina, um segundo agente que inativa o
agente de desnaturac¢do é adicionado em etapas ou de uma sb
vez.

Na presente invencdo, a “atividade fisiolbgica
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predeterminada” pode ser selecionada dentre atividades
fisioldégicas de uma glicoproteina que tem uma estrutura de
ordem superior que €& obtida com boa reprodutibilidade em
uma proporg¢do constante quando dobrada. Tél atividade
fisioldégica pode ser obtida por dobramento de uma
glicoproteina alvo previamente por um método similar as
etapas (a) e (b) a serem descritas posteriormente e
fracionamento dela por cromatografia em coluna, e coleta do
eluente que corresponde ao pico principal, e entdo medigdo
da atividade fisiolégica da glicoproteina contida nagquela
fragdo. Aqui, o pico principal significa um pico obtido com
boa reprodutibilidade quando as etapas (a) e (b) sdo
realizadas repetidamente. A atividade fisioldgica pode ser
medida por um método conhecido por aqueles habilitados na
técnica dependendo da glicoproteina alvo.

No “métddo para a producdo de uma glicoproteina que
tem sequéncia de aminodcidos uniforme, estrutura de cadeia
de aglcar e estrutura de ordem superior” de acordo com a
presente invengdo, primeiramente na etapa (a), uma
glicoproteina que tem seqUéncia de aminocdcidos uniforme e
cadeia de acglGcar é dobrada. Na solugdo que contém a
glicoproteina dobrada, uma mistura de glicoproteinas com
diferentes estruturas de ordem superior estd presente, que
contém uma com ou sem uma atividade predeterminada.

Entdo, na etapa (b)), a glicoproteina dobrada &
fracionada por cromatografia em coluna. Embora nenhuma
limitag¢do particular seja imposta sobre a cromatografia em
coluna desde que ela possa separar uma glicoproteina que
tem diferente estrutura de ordem superior, por exemplo,

cromatografia liquida de alta performance (HPLC) pode ser
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usada. Embora aqueles habilitados na técnica possam
selecionar adequadamente as condig¢des como o tipo da fase
s6lida e a fase mbébvel e a taxa de fluxo externo de
cromatografia em coluna de acordo com a glicoproteina a ser
separada, por exemplo, cromatografia de fase reversa tipo
ODS, cromatografia de fase normal, coluna de afinidade,
coluna de filtragdo a gel, coluna de troca idnica e outros
podem ser usadas.

Na etapa (c¢), a atividade da glicoproteina contida em
cada uma das fra¢des do eluado da cromatografia em coluna é
medida e a fracdo que tem uma atividade predeterminada é&
coletada, segundo a qual a glicoproteina que tem seqiéncia
de aminodcidos uniforme, estrutura de cadeia de ag¢lcar e
estrutura de ordem superior pode ser obtida.

Alternativamente, o) método de produgédo de
glicoproteina da presente invengdo preferivelmente inclui,
depois da etapa (c), (d) desdobramento de glicoproteina
contida em uma fragdo ndo <coletada na etapa (c)
anteriormente mencionada,

(e) redobramento da glicoproteina desdobrada;

(f) fracionamento da glicoproteina redobrada por
cromatografia em coluna e coleta da fragdo que tem a
atividade desejada anteriormente mencionada; e

(g) repetigdo das etapas (d) a (f) como necessario.

A fracdo que contém a glicoproteina a ser desdobrada
na etapa (d) também contém a estrutura de ordem superior
desprovida de atividade predeterminada. Além disso, como a
fracdo que contém uma mistura de dois ou mais tipos de
glicoproteinas que tém uma atividade predeterminada ndo

exibe um nivel predeterminado de atividade, tal frac3o &
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também incluida na fracdo a ser submetida ao desdobramento.

Embora a glicoproteina possa ser desdobrada por um
método conhecido por aqueles habilitados na técnica,
exemplos de tal método incluem um método de adigdo de um
agente de desdobramento (agente de desnaturagdo de
proteina) como cloridrato de guanidina e uréia e um método
de adigdo, além do agente acima apontado, um agente de
redugdo como ditiotreitol (DTT) e mercaptoetanol.

As etapas (e) e (f) podem ser realizadas por um método
similar as etapas (a) a (c) anteriormente mencionadas.

Como acima descrito, por realizagdo das etapas (d) a
(£), a glicoproteina contida em uma frag¢do desprovida de
atividade predeterminada é desdobrada uma vez e entdo
redobrada, e assim a glicoproteina pode ser convertida
possivelmente em uma estrutura de ordem superior que tem
uma atividade predeterminada em uma proporg¢do constante.
Desse modo, a glicoproteina com uma estrutura de ordem
superior que tem uma atividade predeterminada pode ser
maximamente coletada.

“Umn método para a escolha de uma glicoproteina” de
acordo com a presente invencdo inclui (i) dobramento de uma
glicoproteina que tem seqiiéncia de aminodcidos uniforme e
cadeia de aclcar,

(11i) fracionamento da glicoproteina dobrada por
cromatografia em coluna, e

(iii) medig¢do de uma atividade de cada uma das frag¢des
para determinar se ela tem ou ndo uma atividade
predeterminada.

As etapas (i) e (ii) podem ser realizadas de modo

similar as etapas (a) e (b) anteriormente mencionadas. Como
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acima descrito, na solugdo gque contém a glicoproteina
dobrada que tem seqiiéncia de aminodcidos uniforme e cadeia
de acglcar, uma mistura de glicoproteinas com vVvarias
estruturas de ordem superior esta presente.
Conseqglientemente, depois do fracionamento por cromatografia
em coluna, a atividade de cada uma das fragdes & medida de
modo a determinar se ela tem ou ndo uma atividade
predeterminada, segundo a qual apenas a glicoproteina que
tem estrutura de orxrdem superior uniforme e que tem uma
atividade fisioldégica predeterminada pode ser selecionada e
purificada.

A presente invengdo também fornece um método para a
obtencdo de um mistura de glicoproteina que tem uma
atividade fisiolégica desejada. Esse método inclui (A)
dobramento de uma glicoproteina dque tem sequéncia de
aminodcidos uniforme e cadeia de aglcar,

(B) fracionamento da glicoproteina dobrada por
cromatografia em coluna,

(C) medicdo de uma atividade de cada uma das fracgdes,

(D) determinag¢do de uma 'proporgéo de mistura das
fragdes com as quais uma atividade desejada pode ser obtida
e mistura das frag¢des de acordo com a propor¢do assim
obtida.

As etapas (A) e (B) podem ser realizadas de modo
similar as etapas (a) e (b) anteriormente mencionadas. As
etapas (A) e (B) geram uma glicoproteina que tem seqgti€ncia
de aminodcidos uniforme, estrutura de cadeia de acglGcar e
estrutura de ordem superior, e que tem uma atividade

predeterminada. Consequentemente, a glicoproteina pode ser
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misturada em uma proporgdo predeterminada para obter uma
mistura de glicoproteina que tem uma atividade
predeterminada.

Os termos como aqui usados sdo apresentados para
explicar uma modalidade especifica sem qualquer inteng¢do de
limitar a invengdo.

Além disso, a menos dque o contexto necessite
claramente, os termos “compreende, contém, inclui ou
engloba” como aqui usados referem-se a presenga de uma
matéria descrita (um membro, wuma etapa, um fator, um
nimero, e outros) e esses termos ndo excluem a presenga de
outras matérias (um membro, uma etapa, um fator, um nlmero,
e outros) .

A menos que ndo haja uma definigdo alternativa, todos
os termos aqui usados (incluindo termos técnicos e termos
cientificos) tém o mesmo significado que o amplamente
compreendido por aqueles habilitados no campo ao qual a
presente inveng¢do pertence. A menos gque uma definigdo
alternativa ndo seja claramente indicada, os termos aqui
usados devem ser interpretados como tendo o significado que
é consistente com o significado como na présente
especificagdo e um campo técnico relevante, mas ndo devem
ser idealizados ou interpretados no sentido excessivamente
formalizado.

A modalidade da presente invengdo pode ser explicada
com referéncia a um diagrama esquemdtico; no entanto, no
caso de um diagrama esquemdtico, o diagrama pode ser
apresentado em uma maneira exagerada de modo a explicar
claramente a invencgdo.

Embora os termos como primeiro e segundo sejam usados
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para expressar vAarios fatores, deve ser entendido que esses
fatores ndo sdo limitados por tais termos. Esses termos s&o
usados apenas para distinguir um fator de outro, e, por
exemplo, é possivel descrever um primeiro fator como um
segundo fator e, de modo similar, para descrever um segundo
fator como um primeiro fator sem fugir do escopo da
presente invengéo.

A seguir, a presente invengdo serd descrita em maiores
detalhes em referéncia a Exemplos. No entanto, a presente
invengdo pode ser realizada em varias modalidades, e ela
ndo deve ser interpretada como limitada aos Exemplos aqui
apresentados.

Exemplos

Exemplo 1 - Sintese quimica do terceiro dominio de
ovomucdide de pavdo prateado (aqui, pode ser referido como
OMSVP3)

1. Sintese quimica do terceiro dominio do ovomucdide de

pavido prateado que tem seqgiiéncia de aminodcidos uniforme e

cadeia de agicar

Trés fragmentos como mostrado na Figura 1 foram
sintetizados e ent3o ligados por NCL para sintetizar um
terceiro dominio do ovomucdéide de pavdo prateado que tem
sequéncia de aminodcidos uniforme e cadeia de aglcar.
Fragmentos 1 a 3 sdo mostrados nas Figuras 2 a 4.
Ihstrumentos usados

'H-RMN foi medido por AVANCE 600 (mostrado como 600
MHz) de Bruker Corporation. Para a medigdo de espectro de
massa ESI, Esquire 3000 plus. de Brucker Daltonics
Corporation foi usado. |

Para a medigdo de espectro de CD, J-820 e J-805 de



10

15

20

25

30

41/81

JASCO Corporation foram usados.

Como um instrumento analitico de RP-HPLC, um fabricado
por Waters Corporation, e como um detector de UV, Waters
486, um detector de arranjo de fotodiodo (Waters 2996), e
Waters 2487, todos foram fabricados por Waters Corporation,
e como uma coluna, coluna Cadenza (Imtakt Corp., 3 um, 4,6
x 75 mm), VydacC-18 (5 um, 4,6 x 250 mm, 10 x 250 mm),
vydac-8 (5 pm, 10 x 250 mm), e VydacC-4 (5 um, 4,6 x 250
mm) foram usados.

Sintese de fragmento 1

Em uma coluna de sintese de fase sdélida, resina 2-
clorotritil (143 mg, 200 pmol) foi colocada, e entdo foi
suficientemente lavada com cloreto de metileno (DCM).
Separadamente, DCM (1,2 mL) que tem Fmoc-Leu (212,1 mg, 0,6
mmol) e DIPEA (272,1 pL, 1,6 mmol) dissolvidos nele foi
preparado, e despejado na coluna de sintese de fase sdélida
carregada com a resina, seguida por agita¢do em temperatura
ambiente por duas horas. Apds agitagdo, a resina foi lavada
com DCM:MeOH:DIPEA = 17:2:1, DCM e DMF. Subseqlentemente, o
grupo Fmoc foi  desprotegido com uma solugdo 20%
piperidina/DMF (2 mL) por 20 minutos. O produto resultante
foi lavado com DMF e a reacdo foi confirmada com teste de
Kaiser. Logo depois, a extensdo da cadeia de peptideo foi
realizada por condensagdo sequencial de aminodcidos com o
uso do método mostrado abaixo.

Um aminodcido que tem um grupo amino protegido com um
grupo Fmoc e HOBt (135,1 mg, 1 mmol) e DIPCI (153,9 uL, 1
mmol) foi dissolvido em DMF (4 mL), e a solu¢do resultante
foi ativada por 15 minutos. Logo depois, a solugdo foi

despejada na coluna de sintese de fase sbélida, seguida por
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agitagdo em temperatura ambiente por uma hora. Apds
agitacdo, a resina foi lavada com DCM e DMF. O grupo Fmoc
foi desprotegido com uma solugdo a 20% piperidina/DMF (2
mL) por 20 minutos. A operagdo acima foi repetida para
condensar sequencialmente aminodcidos. Como o aminodcido
que tem um grupo amino protegido, Fmoc-Pro, Fmoc-Arg(Pbf),
Fmoc-Tyr (tBu) , Fmoc-Glu (OtBu), Fmoc-Met, Fmoc-Thr (tBu) ,
Fmoc-Cys (Trt), Fmoc-Ala, Fmoc-Pro, Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-Pro,
Fmoc-Tyr (tBu) , Fmoc-Glu (OtBu) , Fmoc-Ser (tBu) , Fmoc-
Cys(Trt), Fmoc-Asp(OtBu), Fmoc-Val, Fmoc-Ser (tBu), Fmoc-
Val, Fmoc-Ala e Fmoc-Ala foram usados, e como o uUltimo
aminoacido, Boc-Leu-OH'H,O (249,3 mg, 1 mmol), do qual um
grupo de protegdo pode ser removido com um &cido, foi
usado. Na resina de fase sbélida, um peptideo de 23-residuos
gque tem um grupo de protegdo de Boc-Leu-Ala-Ala-Val-
Ser (tBu) -Val-Asp (OtBu) -Cys (Trt) -Ser (tBu) -Glu (OtBu) -
Tyr (tBu) -Pro-Lys (Boc) -Pro-Ala-Cys (Trt) -Thr (tBu) -Met -
Glu (OtBu) -Tyr (tBu) -Arg (Pbf) -Pro-Leu (Id. de Seq. N°: 1) foi
obtido. Ao peptideo resultante, AcOH:DCM:MeOH = 5:4:1 (2
mL) foi adicionado, seguido por agitag¢do em temperatura
ambiente por trés horas. Apds agitagdo, a resina foi
removida por filtragdo e lavada com MeOH. O filtrado foi
adicionado a hexano preparado separadamente para
cristalizag¢do. Depois da filtragdo, o cristal assim obtido
foi submetido a azetropia com uma quantidade em excesso de
benzeno trés vezes, e entdo o peptideo resultante foi
liofilizado (Figura 5, superior, Note: a medig¢do foi feita
depois de desprotegdo).

O peptideo assim obtido (um peptideo de 23-residuos

que tem um grupo de proteg¢do como mostrado em Id. de Seq.



10

15

20

25

30

43/81

N°: 1) (39 mg, 10 umol), MS4A, benzil mercaptano (35,5 uL,
0,3 mmol) foram agitados em um solvente DMF (1,35 mL) sob
uma corrente de argdnio a -20°C por uma hora.
Subseqlientemente, PyBOP (26 mg, 50 pmol) e DIPEA (8,5 puL,
50 umol) foram adicionados a mistura resultante, seguido
por agita¢do por duas horas. Apds agitag¢do, uma quantidade
em excesso de éter dietilico foi adicionada a solugdo da
rea¢do para precipitar um composto, seguido por filtragdo.
Logo depois, o precipitado assim obtido foi dissolvido em
DMF. A solugdo resultante foli concentrada sob pressdo
reduzida, a qual uma solug¢do de 95% TFA, 2,5% TIPS e 2,5%
H,0O (1 mL) foi adicionada, seguida por agitag¢do em
temperatura ambiente por duas horas (Figura 5, meio). A
solugdo resultante da reagdo foi concentrada sob pressdo
reduzida e entdo purificada por HPLC (coluna Cadenza CD18
(Imtakt Inc.), 3  mm, 75 X 4,6 mm, solvente em
desenvolvimento A: uma solugdo aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : agua= 90 : 10 gradiente A : B = 80

20 — 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15
minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min) para gerar um
peptideo de 23-residuos que tem um benzil tioéster em seu
terminal C que é Ieu—Ala—Ala—Val-Ser—Val—Asp-Cys—Ser—Glu—
Tyr-Pro-Lys-Pro-Ala-Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-SBn
(Id. de Seq. N°: 2) (Figura 5, inferior).
ESI-MS: Calc. para  Ci1gH151N2703484: [M+2H]%*  1326,0,
Encontrado. 1325,8
Sintese de fragmento 2

Subsequentemente, em uma coluna de sintese sdélida

separada, resina Amino-PEGA (o produto de Merck) (1 g, 50

pumol) foi colocada, que foi suficientemente lavada com
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cloreto de metileno (DCM) e DMF. A resina resultante foi
suficientemente inchada em DMF. Entdo, acido 4-
hidroximetil-3-metoxifenoxibutirico (HMPB) (0,125 mmol),
TBTU (0,125 mmol) e N-etilmorfolino (0,125 mmol) foram
dissolvidos em DMF (1 ml), e a mistura resultante foi
despejada na coluna, seguida por agitagdo em temperatura
ambiente por duas horas. A resina foi suficientemente
lavada com DMF e DCM e a reacg¢ao foi confirmada por teste de
Kaiser. A resina foi confirmada como sendo Negativa (-) por
teste de Kaiser e inchada em DCM por uma hora. Resina HMPB-
PEGA foi obtida, que foi usada como um suporte sdlido para
a sintese de fase sélida.

Fmoc-Phe (96,92 mg, 0,25 mmol), MSNT (74 mg, 0,25 mmol)
e N-metilimidazol (14,9 pl, 0,188 mmol) foram dissolvidos
em DCM (1 mL), e a mistura resultante foi despejada em uma
coluna de sintese de fase sblida, seguida por agitag¢do em
temperatura ambiente por duas horas. Apds agitagdo, a
resina foi lavada com DCM e DMF, e o grupo Fmoc foi
desprotegido por tratamento com uma solug¢do a 20%
piperidina/DMF (1 mL) por 20 minutos. O produto resultante
foi lavado com DMF e a reagdo foi confirmada com teste de
Kaiser. Logo depois, a extensdo da cadeia de peptideo foi
realizada por condensagdo seqiencial de aminodcidos com o
uso do método mostrado abaixo.

Um aminodcido que tem um grupo amino protegido com um
grupo Fmoc e HOBt (33,8 mg, 0,25 mmol) e DIPCI (38,5 pL,
0,25 mmol) foram dissolvidos em DMF (1 mL), e a solugdo
resultante foi ativada por 15 minutos. Logo depois, a
solugdo foi despejada na coluna de sintese de fase sdélida,

seguida por agitag¢do em temperatura ambiente por uma hora.
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Apds agitagdo, a resina foi lavada com DCM e DMF. O grupo
Fmoc foi desprotegido com uma solugdo a 20% piperidina/DMF
(1 mL) por 20 minutos. A operag¢do acima foi repetida para
condensar sequencialmente aminodcidos. Como o aminoacido
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 peptideo de 9-
residuos que tem um grupo de protegdo que & 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 sdélida. Entdo, 3
pmol equivalente do peptideo de 9-residuos na resina de
fase sélida foram transferidos para outra coluna de ‘sintese
de fase sbdlida e o grupo Fmoc foi desprotegido com uma
solugdo a 20% piperidina/DMF (1 mL) por 20 minutos. A
resina foi suficientemente lavada com DMF e transferida
para um tubo de Eppendorf. Subseqlentemente, uma cadeia de
aglGcar 1ligada a asparagina representada pela seguinte
férmula (1) (12 mg, 6 umol) e DEPBT (3 mg, 10 pmol) 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 upL, 6 umol) foi adicionado; seguido por
agitacdo em temperatura ambiente por 20 horas.

Férmula 6

| H
"\9/% NHAc
H8 ?
'E: (1)

g ‘%"*w
3%3? Civf

N COOH
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Apbds agitagdo, a vresina foi transferida para uma
coluna de sintese de fase sbélida e lavada com DCM e DMF. O
grupo Fmoc foi desprotegido por tratamento com uma solugao
a 20% piperidina/DMF (1 mL) por 20 minutos. O produto
resultante foi lavado com DMF. Logo depois, a extensdo da
cadeia de glicopeptideo foi realizada por condensagao
seqliencial de aminodacidos com o uso do método mostrado
abaixo. Um aminodcido que tem um grupo amino protegido com
um grupo Fmoc e HOBt (2 mg, 0,015 mmol) e DIPCI (2,3 uL,
0,015 mmol) foram dissolvidos em DMF (0,375 mL), e a
solucdo resultante foi ativada por 15 minutos. Depois, a
solugdo foi despejada na coluna de sintese de fase sdélida,
seguida por agitag¢do em temperatura ambiente por duas
horas. Apds agitac¢do, a resina foi lavada com DCM e DMF. O
grupo Fmoc foi desprotegido com uma solugdo a 20%
piperidina/DMF (1 mL) por 20 minutos. A operag¢do acima foi
repetida para condensar seqUencialmente aminodcidos. Como o
aminodcido que tem um grupo amino protegido, Fmoc-
Asp (OtBu), Fmoc-Ser(tBu), Fmoc-Gly e Boc-Cys(Thz) foram
usados, e um peptideo glicosilado de 1l4-residuos que tem um
grupo de protegdo que é Boc-Cys (Thz) -Gly-Ser (tBu) -
Asp(OtBu)—Asn(Oligossacarideo)-Lys(Boc)—Thr(tBu)—Tyr(tBu)—
Gly-Asn-Lys (Boc) -Cys (Trt) -Asn-Phe (Id. de Seq. N°: 4) foi
obtido na resina de fase sbélida. Ao peptideo glicosilado, 1
mL de &acido acético:trifluoretanol (= 1:1) foi adicionado,
seguido por agitag¢do em temperatura ambiente-por 20 horas.
A resina foli removida por filtragdo e lavada com MeOH, e o
filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida. O filtrado
concentrado foi submetido a azetropia com benzeno trés

vezes. O residuo assim obtido foi dissolvido e entdo
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liofilizado (Figura 6, parte sup. Note: a medigdo foi feita
depois de desprotegdo).

O peptideo assim obtido (um peptideo glicosilado de
l4-residuos que tem um grupo de protegdao como mostrado em
Id. de Seqg. N°: 4) (11,7 mg, 3 pmol), MS4A (10 mg) e benzil
mercaptano (10,6 uL, 0,09 mmol) foram agitados em um
solvente DMF (0,41 mL) sob uma corrente de argbnio a -20°C
por uma hora. Subseqlentemente, PyBOP (7,8 mg, 15 umol) e
DIPEA (2,6 pL, 15 pmol) foram adicionados a mistura
resultante, seguido por agitag¢do por duas horas. Apds
agitagdo, uma quantidade em excesso de éter dietilico foi
adicionada a solugdo da reag¢do para precipitar um composto,
seguido por filtrag¢do. Logo depois, o precipitado assim
obtido foi dissolvido em DMF. A solug¢do resultante foi
concentrada sob pressdo reduzida, a gual uma solu¢do de 95%
TFA, 2,5% TIPS e 2,5% H,O (1 mL) foi adicionada, seguida
por agitac¢do em temperatura ambiente por duas horas (Figura
6, meio). A solugdo resultante da reagdo foi concentrada
sob pressdo reduzida e entdo purificada por HPLC (coluna
Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solu¢do aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : &gua = 90 : 10 gradiente A : B = 80

20 — 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15
minutos, uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min) para gerar um
peptideo glicosilado de 1l4-residuos gque tem um benzil
tioéster em seu terminal C que é Cys(Thz)-Gly-Ser-Asp-
Asn(Oligossacarideo) -Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-
SBn (Id. de Seq. N°: 5) (Figura 6, inferior).

ESI-MS: Calc. para  Ci33H203N2307S83: [M+2H]%*  1647,1,

Encontrado. 1646,6
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Sintese de fragmento 3

Em uma coluna de sintese de fase gdlida, zresina 2-
clorotritil (200 pmo1l) foi colocada, e foi entdo
suficientemente lavada com cloreto de metileno (DCM).
Separadamente, DCM (1,2 mL) tendo Fmoc-Cys(Trt) (351,4 mg,
0,6 mmol) e DIPEA (272,1 uL, 1,6 mmol) dissolvido nele foi
preparado e despejado na coluna de sintese de fase sdélida
carregada com a resina, seguida por agitagdo em temperatura
ambiente por duas horas. Apds agita¢do, a resina foi lavada
com DCM : MeOH : DIPEA = 17 : 2 : 1, DCM e DMF.
Subseqiientemente, o grupo Fmoc foi desprotegido por
tratamento com uma solugdo a 20% piperidina/DMF (2 mL) por
20 minutos. O produto resultante foi lavado com DMF e a
reagao foi confirmada com teste de Kaiser. Logo depois, a
extensdo da cadeia de ©peptideo foi realizada por
condensac¢do seqliencial de aminodcidos com o uso do método
mostrado abaixo.

Um aminoacido que tem um grupo amino protegido com um
grupo Fmoc e HOBt (135,1 mg, 1 mmol) e DIPCI (153,9 pL, 1
mmol) foram dissolvidos em DMF (4 mL) e a solugédo
resultante foi ativada por 15 minutos. Depois, a solugdo
foi despejada na coluna de sintese de fase sélida, seguida
por agitagdo em temperatura ambiente por uma hora. Apds
agitagdo, a resina foi lavada com DCM e DMF. O grupo Fmoc
foi desprotegido por tratamento com uma solugdo a 20%
piperidina/DMF (2 mL) por 20 minutos. A operacdo acima foi
repetida para condensar seqlencialmente aminodcidos. Como o
aminodcido que tem um grupo amino protegido, Fmoc-Lys (Boc),
Fmoc-Gly, Fmoc-Phe, Fmoc-His (Trt), Fmoc-Ser (tBu), Fmoc-Leu,

Fmoc-Thr (tBu) , Fmoc-Leu, Fmoc-Thr (tBu), Fmoc-Gly, Fmoc-Asn,
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Fmoc-Ser (tBu), Fmoc-Glu(OtBu), Fmoc-Val, Fmoc-Val, Fmoc-
Ala, Fmoc-Asn e Fmoc-Cys(Trt) foram usados, e um peptideo
de 19-residuos que tem um grupo de protegdo que é Cys(Trt) -
Asn-Ala-Val-vVal-Glu (OtBu) -Sexr (tBu) -Asn-Gly-Thr (tBu) -Leu-
Thr (tBu) -Leu-Ser (tBu) -His (Trt) -Phe-Gly-Lys (Boc) -Cys (Trt)
(Id. de Seqg. N°: 6) foi obtido na resina de fase sbélida. Ao
peptideo, uma solug¢do de 95% TFA, 2,5% TIPS e 2,5% H,O (3
mL) foi adicionada, seguida por agitagdo em temperatura
ambiente por duas horas. Subsequentemente, a resina foi
removida por filtragdo e o filtrado foi concentrado sob
pressdo reduzida (Figura 7, superior) . O filtrado
concentrado foi purificado por HPLC (coluna Cadenza CD18
(Imtakt Inc.), 3 mm, 75 X 4,6 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solug¢do aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : 4gua = 90 : 10 gradiente A : B = 80

20 - 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15
minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min) para gerar um
peptideo de 19-residuos que & Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu-Ser-
Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-His-Phe-Gly-Lys-Cys (I4. de
Seq. N°: 7) (Figura 7, inferior).
EST-MS: Calc. para CgiH;34N34028S5: [M+2H]2* 991,1, Encontrado.
991,0
Ligagdo de Fragmentos 2 e 3 por NCL

Dois tipos de peptideos, ou seja, 1,9 mg (1 pmol) de

Fragmento 3 (um peptideo de 19-residuos como mostrado em
Id. de Seq. N°: 7) e 3,2 mg (1 pmol) de Fragmento 2 (um
peptideo glicosilado de l4-residuos em um grupo de protecdo
tendo um benzil tioéster em seu terminal C como mostrado na
Figura 5), foram colocados no mesmo tubo de Eppendorf e

dissolvidos em 485 pL de um tampdo de fosfato 0,1% (pH 7,5,
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contendo 6M cloridrato de guanidina). Subseqtentemente,
tiofenol (15 pL) foi adicionado a uma mistura resultante em
25 °C, e as reacdes prosseguiram em temperatura ambiente (0
h na Figura 8). Depois de 24 horas, o fim da reagdo foi
confirmado por HPLC (24h na Figura 8). Subseqientemente, a
solucdo da reagdo foi purificada por HPLC (coluna Cadenza
CDh18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solug¢do aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : dgua = 90 : 10 gradiente A : B = 80

20 —> 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15
minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min) (Figura 8, depois
de purificagdo). Depois, o peptideo resultante foi
liofilizado para gerar um peptideo glicosilado de 33-
residuos tendo um grupo de proteg¢do que & Cys(Thz)-Gly-Ser-
Asp-Asn(Oligossacarideo) -Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-
Phe-Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-
Ser-His-Phe-Gly-Lys-Cys (Id. de Seqg. N°: 8).
ESI-MS: Calc. para C209H329N470058, : [M+4H] ** 1287, 28,
Encontrado. 1287,6

O peptideo assim obtido (um peptideo glicosilado de

33-residuos que tem um grupo de protegdo como mostrado em
Id. de Seq. N°: 8) foi dissolvido em uma solugdo aquosa de
0,2M de metoxiamina (pH = 4,0). Depois de quatro horas, o
fim da reagdo foi confirmado por HPLC, e o produto
resultante foi purificado por HPLC (coluna Cadenza CD18
(Imtakt Inc.), 3 mm, 75 X 4,6 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solug¢do aguosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : &gua = 90 : 10 gradiente A : B = 80

20 = 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15

minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min) (Figura 8,
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desprotegdo com tiazolina). Depois, o peptideo resultante
foi liofilizado para gerar um peptideo glicosilado de 33-
residuos que é Cys-Gly-Ser-Asp-Asn(Oligossacarideo)-Lys-
Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu-
Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-His-Phe-Gly-Lys-Cys (Id. de
Seq. N°: 9).

ESI-MS: Calc. para  CiosH329N47095S4: [M+4H]**  1284,28,
Encontrado. 1284,5

0 peptideo glicosilado de 33-residuos como mostrado em
Id. de Seqg. N°: 9 foi obtida de modo similar também sob as
seguintes condig¢des.

Dois tipos de peptideos, ou seja, 1,9 mg (1 pmol) de
Fragmento 3 (um peptideo de 19-residuos como mostrado em
Id. de Seqg. N°: 7) e 3,2 mg (1 pmol) de Fragmento 2 (um
peptideo glicosilado de 14-residuos que tem um grupo de
protecdo e um Dbenzil tioéster em seu terminal C como
mostrado mna Figura 5), foram colocados em tubos de
Eppendorf separados e dissolvidos em 247,5 uL de um tampdo
de fosfato a 0,1% (pH 7,5, contendo 6M cloridrato de
guanidina). Os contelGidos foram entdo combinados em um tubo
de Eppendorf. Subsequentemente, 1% tiofenol (5 pL) foi
adicionado & mistura resultante a 25°C, e as reagdes
prosseguiram em temperatura ambiente. A reag¢do foi seguida
por HPLC e espectrometria de massa, e o desaparecimento de
Fragmento 3 foi confirmado por HPLC depois de sete horas.
Depois, uma solucdo aquosa de 0,2M de metoxiamina foi
adicionada para deixar o pH do sistema por volta de 4 para
desproteger a Cys N-terminal. O fim da reagdo foi
confirmado depois de seis horas por espectrometria de

massa, e a solugdo resultante da reagdo foi purificada por
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HPLC (coluna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 X 4,6 mm,
solvente de desenvolvimento A: uma solugdo aquosa a 0,09%
de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila : &gua = 90 : 10 gradiente
A : B =80 : 20 > 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18%
— 54%) 15 minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min). O
peptideo resultante foi liofilizado para gerar um peptideo
glicosilado de 33-residuos como mostrado em Id. de Seq. N°:
9.
ESI-MS: Calc. para C208H329N4709584 ¢ [M+4H]** 1284,28,
Encontrado. 1284,5
Ligagdo de Fragmento 1 e Fragmentos 2 e 3 por NCL

Dois tipos de peptideos, ou seja, 1,3 mg (0,25 umol)
do peptideo glicosilado de 33-residuos preparados por
ligagdo dos fragmentos 2 e 3 e 1,3 mg (0,50 pumol) de
Fragmento 1 (um peptideo de 23-residuos que tem um benzil
tiocéster em seu terminal C como mostrado em Id. de Seq. N°:
2), foram colocados mno mesmo tubo de Eppendorf e
dissolvidos em 485 uL de um tampdo de fosfato a 0,1% (pH
7,5, contendo 8M cloridrato de guanidina) .
Subsequentemente, tiofenol (15 pL) foi adicionado & mistura
resultante em 25°C, e as reagdes prosseguiram em
temperatura ambiente (Oh na Figura 9). Depois de 54 horas,
o fim da reac¢do foi confirmado por HPLC (54h na Figura 9).
Subsequientemente, a solugdo da reag¢do foi purificada por
HPLC (coluna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 X 4,6 mm,
solvente de desenvolvimento A: uma solu¢do aquosa a 0,09%
de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila : &gua = 90 : 10 gradiente
A : B =280 : 20 > 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18%
— 54%) 15 minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min) (Figura

9, inferior). Depois, o peptideo resultante foi liofilizado
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para gerar um peptideo glicosilado de 56-residuos de Leu-
Ala-Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-Pro-Lys-Pro-Ala-
Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-Ser-Asp-
Asn(Oligossacarideo) -Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-
Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-
His-Phe-Gly-Lys-Cys (Id. de Seqg. N°: 10).
ESI-MS: Calc. para  Cii1oHs02N740120S7: [M+5H]** 1532, 46,
Encontrado. 1532,7

O peptideo glicosilado de 56-residuos (Id. de Seq. N°:
10) foi obtido de modo similar também sob as seguintes
condigdes.

Dois tipos de peptideos, ou seja, 1,3 mg (0,25 pmol)
do peptideo glicosilado de 33-residuos como mostrado em Id.
de Seq. N°: 9 e 1,3 mg (0,50 umol) de Fragmento 1 (o
peptideo de 23-residuos que tem um benzil tioéster em seu
terminal C como mostrado em Id. de Seqg. N°: 2) foram
colocados em tubos de Eppendorf separados e dissolvidos em
247,5 pL de um tampdo de fosfato a 0,1% (pH 7,5, contendo
8M cloridrato de guanidina). Os contetGdos foram entdo
combinados em um tubo de Eppendorf. A reagdo foi seguida
por HPLC e espectrometria de massa, e, depois de 30 horas,
a solucdo resultante da reagdo foi purificada por HPLC
(coluna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mwmnm,
solvente de desenvolvimento A: uma solugdo agquosa a 0,09%
de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila : agua = 90 : 10 gradiente
A : B=80: 20 — 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18%
— 54%) 15 minutos a taxa de fluxo de 1,0 mL/min).
Dobramento da glicoproteina

Em wum tubo de Eppendorf, 0,5 mg (65,2 nmol) do

peptideo glicosilado de 56-residuos (Id. de Seq. N°: 10)
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preparado como acima foi transferido, e foi entdo
dissolvido em 100 upL de O0,6M tampdo tris (pH = 8,7,
contendo 0,6 M cloridrato de guanidina e 6 mM EDTA). A
mistura resultante foi diluida com 500 pL de agua destilada
para dobrar o terceiro dominio glicosilado de ovomucdide.
Fracionamento por HPLC

Depois de 36 horas, o progresso da reagdo foi
confirmado por HPLC e espectrometria de massa, e o produto
resultante foi purificado por HPLC (coluna Cadenza CD18
(Imtakt Inc.), 3 mm, 75 X 4,6 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solug¢do aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : 4gua = 90 : 10 gradiente A : B = 80

20 > 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15

minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min). Como um
resultado, dquatro fragdes A a D contendo o peptideo
glicosilado de 56-residuos tendo uma estrutura de ordem
superior de Leu-Ala-Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-
Pro-Lys-Pro-Ala-Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-
Ser-Asp-Asn(Oligossacarideo) -Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-
Asn-Phe-Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-
Leu-Ser-His-Phe-Gly-Lys-Cys (Id. de Seq. N°: 10) foram
obtidos (Figura 10).
ESI-MS: Calc. para CiigHso2N740120S7: [M+5H]>* 1532,2, [M+4H]**
1915,0, [M+3H]®* 2553,0,
A; Encontrado. 1532,5, 1915,2, 2553,2
B; Encontrado. 1532,5, 1915,2, 2553,2
C; Encontrado. 1532,6, 1915,3, 2553,2
D; Encontrado. 1532,7, 1915,4, 2553,3

A troca do pico e a redugdo da massa da parte inferior

da Figura 9 a Figura 10 indicam a formagdo de uma ligacédo
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de dissulfeto através da etapa de dobramento anteriormente
mencionada.

O tempo da reagdo pode ser adequadamente alterado (por
exemplo, 24 horas) seguindo a reagdo por HPLC e
espectrometria de massa e confirmando uma alteragdo no peso
molecular e uma alterag¢do no tempo de retengdo de pico por
espectrometria de massa e HPLC, respectivamente.

Medic3o de RMN da Fragdo B:A Fracdo B liofilizada foi
dissolvida em 5% D,O/H,O (300 pl) e 2D TOCSY foi medido a
25°C, 60 ms e 600 MHz. O espectro de RMN resultante é
mostrado na Figura 11.

Medicdo de CD da Fragdo B:A Fragdo B liofilizada foi
dissolvida em 4&gua destilada e uma medigdo de CD foi
realizada. Como um instrumento, J-820 de JASCO Corporation
foi usado. A medigdo foi realizada em uma faixa de 180 nm a
260 nm. O espectro de CD resultante & mostrado na Figura
12.

A partir da Figura 11, foi confirmado dque o
glicopeptideo que tem a mesma estrutura de ordem superior
pode ser altamente purificado apenas por separag¢do por
HPIL.C.

2. Sintese quimica do terceiro dominio ndo glicosilado de

ovomucdide de pavdo prateado

De modo similar aos Exemplos, trés fragmentos foram
sintetizados e entdo ligados por NCL para sintetizar um
terceiro dominio ndo glicosilado de ovomucdide de pavio
prateado. Fragmentos 1 e 3 foram sintetizados de modo
similar aos Exemplos. Como mostrado na Figura 14, um
fragmento que corresponde ao Fragmento 2 do Exemplos

(referido abaixo como “Fragmento 2'"“) ndo tem uma cadeia de
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ac¢licar como um Exemplo Comparativo.
Sintese de fragmento 2!

Em uma coluna de sintese de fase sbélida, resina 2-
clorotritil (143 mg, 200 pmol) foi colocada, e entdo foi
suficientemente lavada com cloreto de metileno (DCM).
Separadamente, DCM (1,2 mL) que tem Fmoc-Leu (232,4 mg, 0,6
mmol) e DIPEA (272,1 pL, 1,6 mmol) dissolvidos nele foi
preparado, e despejado na coluna de sintese de fase sdélida
carregada com a resina, seguido por agitagdo em temperatura
ambiente por duas horas. Apds agitag¢do, a resina foi lavada
com DCM:MeOH:DIPEA = 17:2:1, DCM e DMF. Subseqientemente, o
grupo  Fmoc foi  desprotegido com uma solugdo 20%
piperidina/DMF (2 mL) por 20 minutos. O produto resultante
foi lavado com DMF e a reag¢do foi confirmada com teste de
Kaiser. Logo depois, a extensdo da cadeia de peptideo foi
realizada por condensag¢do sequencial de aminodcidos com o
uso do método mostrado abaixo.

Um aminodcido que tem um grupo amino protegido com um
grupo Fmoc e HOBt (135,1 mg, 1 mmol) e DIPCI (153,9 uL, 1
mmol) foram dissolvidos em DMF (0,4 mL), e a solugao
resultante £foi ativada por 15 minutos; Depois, a solugdo
foi despejada na coluna de sintese de fase sbélida, seguida
por agitag¢do em temperatura ambiente por uma hora. Apds
agitagdo, a resina foi lavada com DCM e DMF. O grupo Fmoc
foi desprotegido por tratamento com uma solugdo a 20%
piperidina/DMF (1 mL) por 20 minutos. A operag¢do acima foi
repetida para condensar seqUencialmente aminodcidos. Como o
aminodcido gque tem um grupo amino protegido, Fmoc-Asn,
Fmoc-Cys (Trt), Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-Asn, Fmoc-Gly, Fmoc-

Tyr (tBu), Fmoc-Thr(tBu), Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-Asn, Fmoc-
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Asp (OtBu), Fmoc-Ser(tBu) e Fmoc-Gly foram usados, e como
dltimo aminodcido, Boc-Cys(Thz)-OH (233,3 mg, 1 mmol), do
qual um grupo de protegdo pode ser removido com um &acido,
foi usado. Na resina de fase sdlida, um peptideo de 14-
residuos que tem um grupo de protegdo de Boc-Cys(Thz)-Gly-
Ser (tBu) -Asp (OtBu) -Asn-Lys (Boc) -Thr (tBu) -Tyr (tBu) -Gly-Asn-
Lys (Boc) -Cys (Trt) -Asn-Phe (Id. de Seq. N°: 11) foi obtido.
Ao peptideo resultante, AcOH:DCM:MeOH = 5:4:1 (2 mL) foi
adicionado, seguido por agitagdo em temperatura ambiente
por trés horas. Apds agitagdo, a resina foi removida por
filtracdo e lavada com MeOH. O filtrado foi concentrado sob
pressdo reduzida. O filtrado concentrado foi submetido a
azetropia com uma quantidade em excesso de benzeno trés
vezes, e entdo o peptideo resultante foi 1liofilizado
(Figura 15, superior, Note: a medigdo foi feita depois de
desprotecgdo) .

Em um solvente de DMF (6,8 mL), 110 mg (50 upmol) do
peptideo assim obtido (o peptideo de 1l4-residuos que tem um
grupo de proteg¢do como mostrado em Id. de Seq. N°: 11),
MS4A (10 mg), benzil mercaptano (177,4 pL, 1,5 mmol) foram
agitados sob uma corrente de argbnio a -20°C por uma hora.
SubseqlUentemente, PyBOP (130 mg, 250 upumol) e DIPEA (42,5
pL, 250 pmol) foram adicionados a mistura resultante,
seguido por agitagdo por duas horas. Apds agitagdo, uma
quantidade em excesso de éter dietilico foi adicionada a
solug¢do da reagdo para precipitar um composto, seguido por
filtragdo. Logo depois, o precipitado assim obtido foi
dissolvido em DMF. A solugdo resultante foi concentrada sob
pressdo reduzida, ao qual uma solu¢do de 95% TFA, 2,5% TIPS

e 2,5% HO (5 mL) foi adicionada, seguida por agitagdo em
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temperatura ambiente por duas horas (Figura 15, meio). A
solucdo resultante da reagdo fol concentrada sob pressido
reduzida e entd3o purificada por HPLC (coluna Cadenza CD18
(Imtakt Inc.), 3 mm, 75 X 4,6 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solug¢do aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : &gua = 90 : 10 gradiente A : B = 80

20 > 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 9% — 27%) 15
minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min) para gerar 269,6
mg de um peptideo de 1l4-residuos com um grupo de protegdo
que tem um benzil tioéster em seu terminal C que &
Cys (Thz) -Gly-Ser-Asp-Asn-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-
Phe-SBn (Id. de Seq. N°: 12) (Figura 15, inferior).
ESI-MS: Calc. para CsiHy0iNi90,283: [M+2H]?* 834,8, Encontrado.
834,7
Ligacdo de Fragmento 2' e Fragmento 3 por NCL

Dois tipos de peptideos, ou seja, 1,6 mg (0,96 umol)

de Fragmento 2' preparado como acima (um peptideo de 14-
residuos com um grupo de protegdo gque tem um benzil
tioéster em seu terminal C como mostrado em Id. de Seq. N°:
12) e 1,9 mg (0,96 umol) de Fragmento 3 sintetizado nos
Exemplos, foram colocados no mesmo tubo de Eppendorf e
dissolvidos em 495 upL de um tampdo de fosfato a 0,1% (pH
7,5, contendo 6M cloridrato de guanidina) .
Subsequentemente, tiofenol (5 pL) foi adicionado a mistura
resultante, e as reagdes prosseguiram em temperatura
ambiente (0Oh na Figura 16). Depois de 18 horas, o fim da
reagdo foi confirmado por HPLC (18h na Figura 16).
Subseqientemente, a solugdo da reagdo foi purificada por
HPLC (coluna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm,

solvente de desenvolvimento A: uma solug¢do aquosa a 0,09%
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de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila : &gua = 90 : 10 gradiente
A : B =80 : 20 > 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18%
— 54%) 15 minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min) (Figura
16, depois da purificagdo). Depois disso, o peptideo
resultante foi liofilizado para gerar um peptideo de 33-
residuos que tem um grupo de protegdo que & Cys(Thz)-Gly-
Ser-Asp-Asn-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-Cys-Asn-
Ala-Val-val-Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-His-Phe-
Gly-Lys-Cys (Id. de Seq. N°: 13).
ESI-MS: Calc. para  Ciq7H227N43050S4: [M+3H]3*  1175,9,
Encontrado. 1175,4

O peptideo de 33-residuos que tem um grupo de protegdo
assim obtido foi dissolvido em uma solugdo aquosa de 0,2M
de metoxiamina (pH = 4,0). Depois de quatro horas, o fim da
reacdo foi confirmado por HPLC, e o produto resultante foi
purificado por HPLC (coluna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3
mm, 75 x 4,6 mm, solvente de desenvolvimento A: uma solugdo
agquosa a 0,09% de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila : &gua = 90

10 gradiente A : B = 80 : 20 — 40 : 60 (gradiente de

acetonitrila: 18% — 54%) 15 minutos uma taxa de fluxo de
1,0 mL/min) (Figura 16, desprotec¢do com tiazolina). Depois
disso, o peptideo resultante foi liofilizado para gerar um
peptideo de 33-residuos de Cys-Gly-Ser-Asp-Asn-Lys-Thr-Tyr-
Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu-Ser-Asn-
Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-His-Phe-Gly-Lys-Cys (Id. de Seq.
N°: 14).
ESI-MS: Calc. para  CraeH229N430508,: [M+3H]®** 1171, 9,
Encontrado. 1171,5

O peptideo de 33-residuos como mostrado em Id. de Seq.

N°: 14 foi obtido de modo similar também sob as seguintes
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condigdes.

Dois tipos de peptideos, ou seja, 1,6 mg (0,96 pmol)
de Fragmento 2' (o peptideo de 1l4-residuos que tem um
benzil tioéster em seu terminal C como mostrado em Id. de
Seq. N°: 12) e 1,9 mg (0,96 pmol) de Fragmento 3
sintetizado nos Exemplos foram colocados em tubos de
Eppendorf separados e dissolvidos em 247,5 pL de um tampdo
de fosfato a 0,1% (pH 7,5, contendo 6M cloridrato de
guanidina) . Os contelidos foram entdo combinados em um tubo
de Eppendorf. Subseqlentemente, 1% tiofenol (5 pL) foi
adicionado & mistura resultante, e as rea¢des prosseguiram
em temperatura ambiente. A reagdo foi seguida por HPLC e
espectrometria de massa, e o desaparecimento de Fragmento 3
foi confirmado por HPLC depois de seis horas. Depois, uma
solugdo agquosa de 0,2M de metoxiamina foi adicionada para
levar o pH do sistema até 4 para desproteger a Cys N-
terminal. O fim da reagdo foi confirmado depois de seis
horas por espectrometria de massa, e a solugdo resultante
da reagdo foi purificada por HPLC (coluna Cadenza CD18
(Imtakt Inc.), 3 mm, 75 X 4,6 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solugdo aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : dgua = 90 : 10 gradiente A : B = 80

20 — 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15
minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min).
ESI-MS: Calc. para  Ci46H227N430508,: [M+3H]®** 1171, 9,
Encontrado. 1171,5
Ligagdo de Fragmento 1 e Fragmentos 2' e 3 por NCL

Dois tipos de peptideos, ou seja, 0,6 mg (0,17 pmol)
do peptideo de 33-residuos preparados como acima e 1,1 mg

(0,41 pmol) de Fragmento 1 sintetizado nos Exemplos (o
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peptideo de 23-residuos gque tem um benzil tioéster em seu
terminal C como mostrado em Id. de Seq. N°: 2), foram
colocados no mesmo tubo de Eppendorf e dissolvidos em 485
ML de um tampdo de fosfato a 0,1% (pH 7,5, contendo 8M
cloridrato de guanidina). Subseqlientemente, tiofenol (15
pL) foi adicionado a mistura resultante, e as reagdes
prosseguiram em temperatura ambiente (Oh na Figura 17).
Depois de 45 horas, o fim da reagdo foi confirmado por HPLC
(45h na Figura 17). Subseqlentemente, a solugdo da reagdo
foi purificada por HPLC (coluna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.),
3 mm, 75 x 4,6. mm, solvente de desénvolvimento A: uma
solugdo aquosa a 0,09% de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila
dgua = 90 : 10 gradiente A : B = 80 : 20 — 40 : 60
(gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15 minutos uma taxa
de fluﬁo de 1,0 mL/min). Depois disso, o peptideo
resultante foi liofilizado para gerar um peptideo de 56-
residuos de Leu-Ala-Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-
Pro-Lys-Pro-Ala-Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-
Ser-Asp-Asn-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-Cys-Asn-
Ala-Val-vVal-Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-His-Phe-
Gly-Lys-Cys (Id. de Seqg. N°: 15) (Figura 17, inferior).
ESI-MS: Calc. para C257H400N700g4S7: [M+4H]** 1510, 7,
Encontrado. 1510,6

O peptideo de 56-residuos como mostrado em Id. de Seq.
N°: 15 foi similarmente obtido tambem sob as seguintes
condigdes.

Dois tipos de peptideos, ou seja, 0,6 mg (0,17 umol)
do peptideo de 33-residuos como mostrédo em Id. de Seq. N°:
14 e 1,1 mg (0,41 pumol) de Fragmento 1 (o peptideo de 23-

residuos gque tem um benzil tioéster em seu terminal C como
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mostrado em Id. de Seq. N°: 2), foram colocados em tubos de
Eppendorf separados e dissolvidos em 247,5 pL de um tampdo
de fosfato a 0,1% (pH 7,5, contendo 8M cloridrato de
guanidina). Os conteldos foram entdo combinados em um tubo
de Eppendorf. Subseqlientemente, 1% tiofenol (5 pL) foi
adicionado & mistura resultante, e as reag¢des prosseguiram
em temperatura ambiente. A reagdo foi seguida por HPLC e
espectrometria de massa, e, depois de 30 horas, a solugdo
resultante da reagdo foi purificada por HPLC (coluna
Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solug¢do aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : &gua = 90 : 10 gradiente A : B = 80
20 — 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15

minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min). O produto
resultante foi liofilizado para gerar o peptideo de 56-
residuos como mostrado em Id. de Seq. N°: 15.
ESI-MS: Calc. para  Cas7HiooN70082S7: [M+4H]**  1510,7,
Encontrado. 1510,6
Dobramento da proteina

Em um tubo de Eppendorf, 0,4 mg (66,2 nmol) do
peptideo de 56-residuos (Id. de Seq. N°: 15) preparado como
acima foi transferido, e foi entdo dissolvido em 100 pL de
0,6M tampdo tris (pH = 8,7, contendo 0,6 M cloridrato de
guanidina e 6 mM EDTA). A mistura resultante foi diluida
com 500 pL de Agua destilada para dobrar o terceiro dominio
ndo glicosilado de ovomucdide.
Fracionamento por HPLC

Depois de 36 horas, o progresso da reagdo foi
confirmado por HPLC e espectrometria de massa, e o produto

resultante foi purificado por HPLC (coluna Cadenza CD18
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(Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, solvente de

desenvolvimento A: uma solugdo aquosa a 0,09% de TFA B:

0,1% TFA acetonitrila : dgua = 90 : 10 gradiente A : B = 80
20 — 40 : 60 (gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 15

minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min). Como um

resultado, quatro fragdes E a H contendo o peptideo de 56-

residuos tendo uma estrutura de ordem superior de Leu-Ala-

Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-Pro-Lys-Pro-Ala-Cys-

Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-Ser-Asp-Asn-Lys-Thr-

Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu-Sexr-

Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-His-Phe-Gly-Lys-Cys (I4. de

Seq. N°: 15) foram obtidas (Figura 18).

ESI-MS: Calc. para Cps7H3eqN700s4S;: [M+5H]®* 1207,5, [M+4H]*

1509,1, [M+3H]®*" 2011,9,

E; Encontrado. 1207,7, 1509,3, 2012,0

F; Encontrado. 1207,6, 1509,3, 2012,0

G; Encontrado. 1207,7, 1509,3, 2012,0

H; Encontrado. 1207,8, 1509,3, 2012,0

A troca do pico e a redugdo da massa da parte inferior
da Figura 17 para Figura 18 indicam a formagdo de uma
ligagdo de dissulfeto através da etapa anteriormente
mencionada de dobramento.

O tempo de reagdo pode ser adequadamente alterado (por
exemplo, 24 horas) seguindo a reag¢do por HPLC e
espectrometria de massa e confirmando uma alterag¢do no peso
molecular e uma altera¢do no tempo de retengdo de pico por
espectrometria de massa e HPLC, respectivamente.

Medic¢do de RMN da Frac¢do F:A Frac¢do F liofilizada foi
dissolvida em 5% D,O/H,O (300 ul) e 2D TOCSY foi medido a

25°C, 80 ms e 600 MHz. O espectro de RMN resultante &



10

15

20

25

30

64/81

mostrado na Figura 19.

Medicdo de CD da Fracgdo F:A Frag¢do F liofilizada foi
dissolvida em 4&gua destilada e uma medigdo de CD foi
realizada. Como um instrumento, J-820 de JASCO Corporation
foi usado. A medigdo foi realizada em uma faixa de 180 nm a
260 nm. O espectro de CD resultante & mostrado na Figura
20.

A partir da Figura 19, foi confirmado que o peptideo
que tem a mesma estrutura de ordem superior pode ser
altamente purificado apenas por separagdo por HPLC.
Produgdo de uma curva de calibragem para a Frag¢do F

A Frac¢do F (1 mg) foi dissolvida em 0,1 M de tampdo de
fosfato de pH 8,0 contendo BSA (0,1 mg/ml). A solugdo
resultante foi diluida para preparar o Fragmento F que tem
concentra¢des de 165 uM, 82,5 pM; 41,3 uyM e 20,6 uM. OD 280
da solugdo de cada concentrac¢do foi medida trés vezes. Foi

feita a média dos valores assim obtidos e eles foram

mostrados na Tabela 1 e Figura 22.

Tabela 1
165 | 058 | 057 | 058 | 057
85 | 027 | o020 | o3 | 028
a2 | s | eas | oM | Al
206 | 006 | 006 | 006 | 006

Exemplo 2 - Medigdo da atividade fisioldgica
Medigdo da atividade fisioldgica de OMSVP3 glicosilado
(Fragdes A a D)

Uma solugdo de enzimarde 0,1 M de tampdo de fosfato

(pH = 8,0, contendo 0,01% o-quimiotripsina e 0,01% albumina
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sérica bovina) e uma solugdo de substrato de 0,1 M tampdo
de fosfato (pH = 8,0, contendo 517 pM de um peptideo de 14-
residuos que tem um grupo de protegdo sintetizado no
Exemplo de referéncia 1 (a ser descrito posteriormente)
(Id. de Seq. N°: 16) e 0,01% albumina sérica bovina) foram
preparados, e 20 pL de cada solugdo foram transferidos para
um tubo Eppendorf. Separadamente, cada uma das fra¢des A a
D obtidas nos Exemplo 1 foi liofilizada e dissolvida em 0,1
M tampdo de fosfato (pH = 8,0, contendo 0,01% albumina
sérica bovina), e a 0OD280 de cada solugdo resultante foi
medida para preparar solug¢les de amostra de concentragdo de
proteina constante. Entdo, 20 pL de cada solugdo de amostra
foram adicionados & solugdo preparada como acima e a
atividade inibidora foi medida. Nesse experimento, a
concentragdo da reagdo final foi como se segue; uma
concentragdo de amostra de 2,5 pM, uma concentragdo de
enzima de 0,33 pg/mL, e uma concentragdo de substrato de
172 puM. As solugdes da reagdo resultantes foram incubadas a
37°C por 10 minutos, depois do que a reagdo foi terminada
por adigdo de 5 uL de 4N &cido cloridrico. Operagdes
similares foram repetidas trés vezes, e uma taxa de
degradacdo média e um desvio padrdo foram calculados para
cada amostra. Os resultados assim'obtidos s3o mostrados na
Figura 13.
Medigdo da atividade fisioldgica ndo glicosilado de OMSVP3
(Fragdes E a H)

Uma solugdo de enzima de 0,1 M tampdo de fosfato (pH =
8,0, contendo 0,01% o-quimiotripsina e 0,01% albumina
sérica bovina) e uma solucdo de substrato de 0,1 M tampdo

de fosfato (pH = 8,0, contendo 517 pM de um peptideo de 14-
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residuos que tem um grupo de protegdo sintetizado no
Exemplo de referéncia 1 (a ser descritos posteriormente)
(Id. de Seq. N°: 16) e 0,01% albumina sérica bovina) foram
preparados, e 20 pL de cada solugdo foram transferidos para
um tubo Eppendorf. Separadamente, cada uma das Fra¢des E a
H obtidas no Exemplo 1 foi liofilizada e dissolvida em 0,1
M tampdo de fosfato (pH = 8,0, contendo 0,01% albumina
sérica bovina), e a OD280 de cada solugdo resultante foi
medida para preparar solugdes de amostra de concentragdo de
proteina constante Entdo, 20 pL de cada solugdo de amostra
foram adicionados & solugdo preparada como acima e a
atividade inibidora foi medida. ©Nesse experimento, a
concentragdo da reagdo final foi como se segue; uma
concentragdo de amostra de 2,5 pM, uma concentragdo de
enzima de 0,33 pg/mL, e uma concentragdo de substrato de
172 pM. As solugdes da reagdo resultantes foram incubadas a
37°C por 10 minutos, depois do que a reag¢do foi terminada
por adigdo de 5 uL de 4N &cido cloridrico. Operagdes
similares foram repetidas trés vezes, e uma taxa de
degrada¢do média e um desvio padrdo foram calculados para

cada amostra. Os resultados assim obtidos sdo mostrados na

Figura 21
Exemplo 3 - Medigdo da atividade fisioldgica (cdlculo de
ICso

Cdlculo de ICs, de OMSVP3 glicosilado

O peptideo de 1l4-residuos que tem um grupo de protegdo
sintetizado no Exemplo de referéncia 1 (a ser descrito
posteriormente) (Id. de Seqg. N°: 16) (1,5 mg) foi
dissolvido em 1 mL de 0,1 M tampdao de fosfato (pH 8,0,

contendo 0,1 mg/mL BSA) para preparar 1 mM de solugdo. A
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solucgdo assim obtida foi diluida a 0,34 mM com o uso de um
espectrémetro de absorgdo (solugdo 1). Quimiotripsina (1
mg) foi dissolvida em 1 mL de 0,1 M tampdo de fosfato (pH
8,0, contendo 0,1 mg/mL BSA). A solugdo resultante foi
diluida 10 vezes, e também diluida 10 vezes. A operagao
acima foi repetida de modo que uma solugdo de 0,2 pg/mL foi
preparada (solugdo 2). Fragdo B foi dissolvida em 100 uL de
0,1 M tampdo de fosfato (pH 8,0, contendo 0,1 mg/mL BSA), e
a solugdo assim obtida foi diluida a 65 nM com o uso de um
espectrdmetro de absorgdo. A solugdo resultante foi diluida
para preparar solugdes de 58,5 nM, 52 nM, 45,5 nM, 39 nM,
32,5 nM, 26 nM, 19,5 nM, 13 nM, e 6,5 nM (solugdo 3). No
mesmo tubo de Eppendorf, 80 p L de Solugdo 1 que foi
suficientemente resfriada em gelo e 40 pL de cada uma das
solugdes 2 e 3 foram transferidos, seguido por incubagdo
por uma hora a 37°C. Depois de uma hora, a reagdo foi
terminada por adigdo de 16 pL de 1IN &cido cloridrico.
Entdo, 20 puL da solugdo resultante da reagdo foram
misturados com 80 pL de tampdo para gerar um total de 100
pL, que foi entdo medido por HPLC. Uma taxa de degradagdo
por unidade de tempo (uma taxa de reag¢do por unidade de
tempo) foi calculada da area de pico de HPLC do produto da
reagdao. Figura 23 mostra graficos que mostram o percentual
de inibig¢do com relag¢do a cada concentrag¢do do agente de
inibig¢do. De modo similar, com relagdo também as fragdes A,
C, e D, os graficos foram feitos de tal modo que as
concentra¢des do agente de inibigdo fizeram um sanduiche da
concentragdo em que a atividade da enzima foi inibida em
50%. Os graficos resultantes sdo mostrados (Figura 23). Os

valores de 1ICso de OMSVP3 glicosilado (Fragdes A a D)
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calculados com base nesses graficos sd3o mostrados em um
grafico (Figura 24).
Calculo de ICso de OMSVP3 ndo glicosilado

O peptideo de l4-residuos que tem um grupo de protegao
sintetizado no Exemplo de referéncia 1 (a ser descrito
posteriormente) (Id. de Seqg. N°: 16) (1,5 mg) foi
dissolvido em 1 mL de 0,1 M tampdo de fosfato (pH 8,0,
contendo 0,1 mg/mL BSA) para preparar 1 mM de solugdo. A
solugdo assim obtida foi diluida a 0,34 mM com O uso de um
espectrémetro de absorgdo (solugdo 1). Quimiotripsina (1
mg) foi dissolvida em 1 mL de 0,1 M tampdo de fosfato (pH
8,0, contendo 0,1 mg/mL BSA). A solugdo resultante foi
diluida 10 vezes, e também diluida 10 vezes. A operagao
acima foi repetida de modo que uma solucdo de 0,2 pg/mL foi
preparada (solugdo 2). Fragdo F foi dissolvida em 100 pL de
0,1 M tampdo de fosfato (pH 8,0, contendo 0,1 mg/mL BSA), e
a solugdo assim obtida foi diluida a 65 nM com o uso de um
espectrémetro de absorg¢do. A solugdo resultante foi diluida
para preparar solugdes de 58,5 nM, 52 nM, 45,5 nM, 39 nM,
32,5 nM, 26 nM, 19,5 nM, 13 nM, e 6,5 nM (solugdo 3). No
mesmo tubo de Eppendorf, 80 p L de Solugdo 1 que foi
suficientemente resfriada em gelo e 40 pL de cada uma das
solucdes 2 e 3 foram transferidos, seguido por incubagédo
por uma hora a 37°C. Depois de uma hora, a reagdo foi
terminada por adig¢do de 16 pL de 1N &acido cloridrico.
Entdo, 20 uL da solugdo resultante da reagdo foram
misturados com 80 pL de tampdo para gerar um total de 100
pL, que foi entdo medido por HPLC. Uma taxa de degradagéo
por unidade de tempo (uma taxa de reagdo por unidade de

tempo) foi calculada da a&rea de pico de HPLC do produto da
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reacdo. Figura 25 mostra graficos que mostram o percentual
de inibig¢do com relagdo a cada'concentragéo do agente de
inibic¢do. De modo similar, com relagdo também as fra¢des E,
G, e H, os graficos foram feitos de tal modo que as
concentra¢des do agente de inibigdo fizeram um sanduiche da
concentracio em que a atividade da enzima foi inibida em
50%. Os graficos resultantes s3o mostrados (Figura 25). Os
valores de ICs, de OMSVP3 glicosilado (Fra¢des E a F)
calculados com base nesses graficos s3o mnostrados em um
grafico (Figura 26).
Exemplo 4 - Medigdo da estabilidade em calor

Uma célula para a medigdo de CD foi preenchida com
dgua destilada e entdo medida em temperatura ambiente. O
valor da medicdo assim obtida foi fornecido como um vazio,
e todos os valores da medic¢do obtida foram calculados por
subtracdo do valor do vazio.
Estabilidade em calor de OMSVP3 glicosilado (Fragdo B)

Fracdo B foi dissolvida em 300 pL de agua destilada e
ent3o medida em temperatura ambiente. Depois da medig¢do, a
célula que contém a amostra foi imersa em uﬁl banho com
temperatura constante para realizar um experimento de
temperatura varidvel. Primeiramente, a célula foi imersa em
um banho de temperatura constanté a 50°C por 10 minutos e
entdo deixada em repouso em temperatura ambiente por 10
minutos, e entdo foi feita uma medigdo. Depois, em uma
operacgdo similar, o espectro de CD foi medido até 90°C. os
resultados assim obtidos sdo mostrados na Figura 27.
Estabilidade em calor de OMSVP3 glicosilado (Fragao f)

Fracd3o F foi dissolvida em 300 pL de Agua destilada e

entdo medida em temperatura ambiente. Depois da medig¢do, a
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célula que contém a amostra foi imersa em um banho com
temperatura constante para realizar um experimento de
temperatura varidvel. Primeiramente, a célula foi imersa em
um banho de temperatura constante a 50°C por 10 minutos e
entdo deixada em repouso em temperatura ambiente por 10
minutos, e entdo foi feita uma medig¢do. Depois, em uma
operag¢do similar, o espectro de CD foi medido até 90°C. os
resultados assim obtidos sdo mostrados na Figura 28.
Exemplo 5 - Mapeamento de dissulfeto do terceiro dominio de
ovomucdide

OMSVP3 sintetizado contém trés ligagdes de dissulfeto.
Uma ligagdo de dissulfeto é formada durante o dobramento da
proteina, e o processo de formagdo de uma 1ligagdo de
dissulfeto & uma reag¢do de equilibrio. Assim; uma ligacgéo
de dissulfeto & considerada como sendo possivelmente
formada em wuma posigdo diferente de uma proteina de
ocorréncia natural.

Foi previsto a partir dos resultados de RMN e da
avalia¢do da atividade inibidora que o OMSVP3 (Frag¢do 3)
aqui sintetizado foi um composto Gnico, e assim uma ligagédo
de dissulfeto foi formada na mesma posigdo como uma
proteina de ocorréncia natural. Em vista do acima, o estudo
a seguir foi conduzido para confirmar se uma ligagdo de
dissulfeto foi formada com certeza na Fra¢do B na mesma
posigdo que a da proteina de ocorréncia natural.

Mapeamento de dissulfeto de OMSVP3 que tem seqiiéncia de
aminodcidos uniforme e cadeia de aglcar (Fragdo B)

Brometo de cianogénio (1 mg/mL) reagiu com a Fragdo B

obtida no Exemplo 1 (0,4 mg) em uma solug¢do aguosa de 40%

acetonitrila e 2% TFA a 37°C de um dia para o outro em uma
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condigdo de protegdo & 1luz. O produto resultante f£foi
liofilizado e purificado por HPLC (coluna VyDAC C4 (Imtakt
Inc.), 3 um, 4,5 x 250 mm, solvente de desenvolvimento A:
uma solucdo aquosa a 0,09% de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila
dgua = 90 : 10 gradiente A : B = 80 : 20 — 40 : 60
(gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 30 minutos uma taxa
de fluxo de 1,0 mL/min) para gerar Fracdo I.
ESI-MS: Calc. para C318H494N740130S6: [M+4H] **, 1907,5,
Encontrado. 1907,4
Ent3o, a Fragdo I (0,1 mg) £foi dissolvida em 50 mM
tampdo tris (pH 7,6, contendo 10 mM CaCl,) que tem
termolisina (50 pg/mL) dissolvida nela, e entdo incubada a
37°C. Depois de trés horas, a mistura resultante foi
purificada por HPLC (colunas VyDAC C4 (Imtakt Inc.), 3 pum,
4,5 x 250 mm, solvente de desenvolvimento A: uma solugdo
aquosa a 0,09% de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila : agua = 90
10 gradiente A : B = 95 : 5 — 50 : 50 (gradiente de
acetonitrila: 4,5% — 45%) 15 minutos uma taxa de fluxo de
1,0 mL/min) para gerar Fragdes II a VI (Figuras 29 e 30).
Fragdo 1II; Calc. para CisHsiN:1¢013S;: [M+2H]**, 444,s8,
Encontrado 444,7
Fragdo III; Calc. para CysH3/N,Og: [M+H]*, 564,4, Encontrado
564,4
Fracdo 1IV; Calc. para Ci14Hig7N1s0¢sS2:  [M+3HI®*, 971,56,
Encontrado 971,5
Fragdo V; Calc. para Ciz3Hi1seN20066S2: [M+3H]®**, 1026,0,
Encontrado 1025, 9
Fragdo VI; Calc. para CegHesNis022S,:  [M+2H]I?Y,  744,8,
Encontrado 745,0

Mapeamento de dissulfeto de OMSVP3 ndo glicosilado (Fragdo F)
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Brometo de cianogénio (1 mg/mL) reagiu com a Fragdo F
obtida no Exemplo 1 (0,4 mg) em uma solugdo aquosa de 40%
acetonitrila e 2% TFA a 37°C de um dia para o outro em uma
condicao de protegdo a luz. O produto resultante foi
liofilizado e purificado por HPLC (coluna VyDAC C4 (Imtakt
Inc.), 3 pm, 4,5 x 250 mm, solvente de desenvolvimento A:
uma solugdo aquosa a 0,09% de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila

dgua = 90 : 10 gradiente A : B = 80 : 20 — 40 : 60
(gradiente de acetonitrila: 18% — 54%) 30 minutos uma taxa
de fluxo de 1,0 mL/min) para gerar Fracdo VII.

ESI-MS: Calc. para  CiseH392N7008556: [M+4H] **, 1501, 6,
Encontrado. 1501,5

Entdo, a Frag¢do VII (0,1 mg) foi dissolvida em 50 mM
tampdo tris (pH 7,6, contendo 10 mM CaCl,) que tem
termolisina (50 pg/mL) dissolvida nela, e entdo incubada a
37°C. Depois de gquatro horas, a mistura resultante foi
purificada por HPLC (colunas VyDAC C4 (Imtakt Inc.), 3 um,
4,5 x 250 mm, solvente de desenvolvimento A: uma soluc¢do
aquosa a 0,09% de TFA B: 0,1% TFA acetonitrila : agua = 90

10 gradiente A : B = 95 : 5 — 50 : 50 (gradiente de
acetonitrila: 4,5% — 45%) 15 minutos uma taxa de fluxo de
1,0 mL/min) para gerar Fra¢des VIII a XI (Figuras 31 e 32).
ESI-MS:

Fragdo VIII; Calc. para Ci3sH54N310013S5: [M+2H] 2%, 444,38,
Encontrado 444,7

Fragdo IX; Calc. para CysH3;N;O0g: [M+H]®, 564,4, Encontrado
564,4

Fragdo X; Calc. ©para Cs;HgsNi5015S;: [M+2H]?*, 644,8,
Encontrado 644,9

Fragao XI; Calc. para  CgsHg3N1505,S,: [M+2H] 2%, 744,8,
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Encontrado 744,9

A cadeia de peptideo foi especificamente clivada em
uma posi¢do de metionina na seqiéncia de OMSVP3 glicosilado
(Fragdo B) por tratamento com CNBr (Fragdo 1I), e
subsequentemente digerida com termolisina. Como  um
resultado, fragmentos do peptideo ligados por uma ligagdo
de dissulfeto foram obtidos (Figura 29). Cada fragmento de
peptideo foi purificado e medido para massa por ESI-mass.
Subseqlientemente, uma andlise foi conduzida para descobrir
a qual fragmento de OMSVP3 a massa assim obtida
correspondia. A estrutura propostas assim obtida & mostrada
no fundo da Figura 33. Com o uso do método similar, o
OMSVP3 ndo glicosilado (Fragmento F) foi analisado em uma
maneira similar (referéncia &s Figuras 31 e 34), e a
estrutura proposta assim obtida é mostrada no fundo da
Figura 34. Foi confirmado que a ligagdo de dissulfeto foi
formada na mesma posigdo que OMSVP3 de ocorréncia natural
(Figuras 31 e 34). A posicdo da ligag¢do de dissulfeto nas
Fragdbes B e F propostas pelo mapeamento de dissulfeto
correspondia a posigdo da 1ligagdo de dissulfeto em um
OMSVP3 de ocorréncia natural, gque j& havia sido analisado.

Com base nos achados acima, foi sugerido ique uma
glicoproteina que tem seqiéncia de aminodcidos wuniforme,
estrutura de cadeia de agtcar, e estrutura de ordem
superior pode ser produzida por etapas de dobramento,
fracionamento, e coleta da presente inveng¢do. Além disso,
no caso de OMSVP3, a fragdo obtida como o pico méximo na
etapa de fracionamento da presente invengdo teve a mesma

ligagdo de dissulfeto que OMSVP3 de ocorréncia natural.

Também, a facgdo foi altamente ativa, e uma glicoproteina
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que tem uma estrutura e atividade desejaveis pode ser
eficientemente produzida por essa fragdo. O achado
anteriormente mencionado também indica que, com relagdo ao
caso em que outra glicoproteina & produzida, mesmo quando a
fracdo de pico maximo ndo tem nenhuma atividade mnem
estrutura desejada, uma glicoproteina que tem seqiéncia de
aminodcidos uniforme, estrutura de cadeia de acglcar, e
estrutura de ordem superior e que tem uma atividade
predeterminada pode ainda ser ©produzida por coleta
inadequada de outras fragdes gque tém uma atividade
desejada, e isso ndo evita a praticabilidade da presente
invencdo de qualquer forma.

Nos Exemplos da presente inveng¢do, o padrdo obtido por
fracionamento do terceiro dominio de ovomucdide dobrado que
tem uma glicoproteina por HPLC (Figura 10) e o padrdo
obtido  por fracionamento do terceiro dominio nao
glicosilado dobrado por HPLC (Figura 18) teve quatro
semanas e foram relativamente similares. Além disso,
considerando que ambos exibiram intensidade da atividade
similar, ou seja, a intensidade era Fragdo A > Frag¢do B >
Fragdo D > Frag¢do C, e Fragdo F > Fragdo E > Fragdo H >
Fragdao G (Figuras 13 e 21) no Exemplo 2, e Fragao A >
Fracdo B > Frac¢do C > Frac¢do D, e Fragdo E > Frac¢do F >
Fragdo G > Fragdo H (Figuras 23 a 26) no Exemplo 3, parece
que a proteina que tem estrutura de ordem superior uniforme
foi eluida na mesma ordem. O achado de que a posigdo da
ligagdo de dissulfeto nas Frac¢des B e F, ambas tinham uma
alta atividade e foram obtidas como o pico maximo entre
outras frag¢des, foi o mesmo, foi também consistente com os

achados anteriormente mencionados.
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No entanto, os espectros de CD das Fra¢des B e F nao
combinaram, sugerindo que essas frag¢des tinham diferentes
estruturas de ordem superior (Figuras 12 e 20). Isso sugere
que a adigdo de wuma cadeia de agGcar pode alterar
possivelmente a estrutura de ordem superior de uma proteina
causando distorgdo no dobramento de wuma proteina ndo
glicosilada, e outros.

E previsto que tal alteragdo na estrutura de ordem
superior de uma proteina pode afetar a atividade
fisioldgica considerando que ela também afeta a capacidade
de ligag¢d3o da proteina a um substrato e outros, e também,
ela pode afetar a meia-vida sanguinea considerando que ela
também afeta a permeabilidade da filtrag¢do glomerular, e
outros. Com base no acima, entede-se que, quando do uso de
uma glicoproteina como um produto farmacéutico, é
importante apenas purificar e separar uma proteina que tem
uma estrutura de ordem superior constante no estado em gque
ela é& glicosilada para produzir um farmaco que exerce uma
atividade fisioldgica e meia-vida sanguinea constantes. Com
relagdo a isso, a presente inveng¢do permite isso.

Exemplo de referéncia 1 - Sintese de um substrato para um
teste de atividade inibidora
Sintese de um peptideo de substrato

Em uma coluna de sintese de fase sdlida, resina 2-
clorotritil (143 mg, 200 umol) foi colocada, e entdo foi
suficientemente lavada com cloreto de metileno (DCM).
Separadamente, DCM (1,2 mL) gque tem Fmoc-Phe (232,4 mg, 0,6
mmol) e DIPEA (272,1 pL, 1,6 mmol) dissolvidos nele foi
preparado, e despejado na coluna de sintese de fase sdélida

carregada com a resina, seguida por agitag¢do em temperatura
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ambiente por duas horas. Apds agitag¢do, a resina foi lavada
com DCM:MeOH:DIPEA = 17:2:1, DCM, e DMF. Subsequentemente,
o grupo Fmoc foi desprotegido com uma solugdo 20%
piperidina/DMF (2 mL) por 20 minutos. O produto resultante
foi lavado com DMF e a reagdo foi confirmada com teste de
Kaiser. Logo depois, a extensdo da cadeia de peptideo foi
realizada por condensacéo sequencial de aminodcidos com o
uso do método mostrado abaixo.

Um aminodcido que tem um grupo amino protegido com um
grupo Fmoc e HOBt (135,1 mg, 1 mmol), e DIPCI (153,9 uL, 1
mmol) foi dissolvido em DMF (0,4 mL) e a solu¢do resultante
foi ativada por 15 minutos. Logo depois, a solugdo foi
despejada na coluna de sintese de fase sb6lida, seguida por
agitagdo em temperatura ambiente por uma hora. Apds
agitacdo, a resina foi lavada com DCM e DMF. O grupo Fmoc
foi desprotegido com uma solugdo a 20% piperidina/DMF (1
mL) por 20 minutos. A operacdo acima foi repetida para
condensar sequencialmente aminodcidos. Como o aminoacido
que tem um grupo amino protegido, Fmoc-Asn, Fmoc-Cys(Trt),
Fmoc-Lys (Boc), Fmoc-Asn, Fmoc-Gly, Fmoc-Tyr(tBu), Fmoc-
Thr (tBu), Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-Asn, Fmoc-Asp(OtBu), Fmoc-
Ser(tBu), e Fmoc-Gly foram usados, e como o Gltimo
aminoécido) Boc-Cys (Thz)-OH (233,3 mg, 1 mmol), foi usado.
Na resina de fase sélida, um peptideo de 1l4-residuos gue
tem um grupo de proteg¢do de Boc-Cys(Thz)-Gly-Ser(tBu)-
Asp (OtBu) -Asn-Lys (Boc¢) -Thr (tBu) -Tyr (tBu) -Gly-Asn-Lys (Boc) -
Cys(Trt) -Asn-Phe (Id. de Seq. N°: 11) foi obtido. 2o
peptideo resultante, uma solugdo contendo 95% TFA, 2,5%
TIPS, e 2,5% HO0 (3 mL) foi adicionada, seguida por

agitagdo em temperatura ambiente por duas horas. Apds
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agitagdo, a resina foi removida por filtragdo o filtrado
foi concentrado sob pressédo reduzida. o) filtrado
concentrado foi purificado por HPLC (coluna VyDAC C4
(Imtakt 1Inc.), 3 pm, 4,5 x 250 mm, solvente de
desenvolvimento A: uma solugdo aquosa a 0,09% de TFA B:
0,1% TFA acetonitrila : 4gua = 90 : 10 gradiente A : B = 95

5 - 50 : 50 (gradiente de acetonitrila: 4,5% — 45%) 15
minutos uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min). O produto
resultante foi liofilizado para gerar um peptideo de 14-
residuos que tem um grupo de proteg¢do de Cys(Thz)-Gly-Ser-
Asp-Asn-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe (Id. de Seq.
N°: 16).
ESI-MS: Calc. para C@H@@hgogsz: [M+2H] 2+, 782,34,
Encontrado. 782,2
Produgdo de uma curva de calibragem para um peptideo de
substrato

Em 1 mL de 0,1 M tampdo de fosfato (pH 8,0, contendo

BSA (0,1 mg/ml)), 1,5 mg do peptideo de 1l4-residuos assim
sintetizado foi dissolvido. A mistura resultante foi
diluida para preparar solugdes que tém concentra¢des de
substrato de 0,6 mM, 0,4 mM, 0,2 mM, e 0,1 mM. OD 280 da
solugdo de cada concentragdo foi medida. Foi feita a médida

dos valores assim obtidos e mostrados na Tabela 2 e Figura

35.

Tabela 2 - — ——— .
‘mM | tempo 1 | tempo 2 | tempo 3 | média
08 0.:85 085 083 0.84
04 06 .058. 056 0.58
02 03 0.28 '0:28 028
01 o1 0 0.1 01
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Aquisig8o de grafico de Michaelis-Menten do peptideo de
substrato

Em 1 mL de 0,1 M tampdo de fosfato (pH 8,0, contendo
BSA (0,1 mg/ml)), 3,1 mg do peptideo de 1l4-residuos assim
sintetizado (Id. de Seq. N°: 16) foi dissolvido para
preparar 2mM de uma solugdo. Essa solugdo foi diluida para
preparar solugdes de substrato que tém concentragdes de 1,6
mM, 1,2 mM, 0,8 mM, 0,4 mM, 0,2 mM, 0,1 mM e 0,05 mM.
Separadamente, quimiotripsina (1 mg) foi dissolvida em 1 mL
de 0,1 M tampdo de fosfato (pH 8,0, contendo BSA (0,1
mg/mL)). A solugdo resultante foi diluida 10 vezes, e
também diluida 10 vezes. A operagdo acima foli repetida de
modo que a solugdo de 0,1 pug/mL foi preparada. No mesmo
tubo de Eppendorf, 50 p L de uma solugdo de substrato de
cada concentracdo que foi suficientemente resfriada em gelo
e 50 pL da solugdo da enzima foram transferidos, seguido
por incubagdo por 30 minutos é 37°C. Depois de 30 minutos,
a reagado foi terminada por adig¢do de 10 pL de 1IN A&cido
cloridrico. Entdo, 20 pL da solugdo resultante da reacdo
foram misturados com 80 pL de tampdo até um total de 100
pL, que foi entdo medido por HPLC. Uma taxa de degradagdo
por unidade de tempo (uma taxa de reagdo por unidade de
tempo) foi calculada da adrea de pico de HPLC do produto da
reagdo (Figura 36). A taxa de reagdo com relagdo a cada
concentracdo de substrato & mostrada na Tabela 3.

Tabela 3

substrato (md) V (mol Jevin)

1 0087

08 0083

pd 0075
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04 0.068
02 0.046
0.1 0.027
05 | oo

Aquisig3o de gradfico de Lineweaver-Burk do peptideo de
substrato

Em 1 mL de 0,1 M tampdo de fosfato (pH 8,0, contendo
BSA (0,1 mg/ml)), 1,5 mg do peptideo de 1l4-residuos assim
sintetizado (Id. de Seqg. N°: 16) foi dissolvido para
preparar 1 mM de uma solugdo. Essa solugdo foi diluida para
preparar solug¢des de substrato que tém concentragdes de 1
mM, 500 pM, 333 uM, 250 puM, e 200 pM. Separadamente,
quimiotripsina (1 mg) foi dissolvida em 1 mL de 0,1 M
tampéo de fosfato (pH 8,0, contendo BSA (0,1 mg/mL)). A
solucdo resultante foi diluida 10 vezes, e também diluida
10 vezes. A operagdo acima foi repetida de modo que a
solugdo de 0,1 pg/mL foi preparada. No mesmo tubo de
Eppendorf, 50 p L de uma solugdo de substrato de cada
concentragdo que foi suficientemente resfriada em gelo e 50
pL da solugdo da enzima foram transferidos, seguido por
incubag¢do por 30 minutos a 37°C. Depois de 30 minutos, a
reagdo foi terminada por adigido de 10 pL de 1N Aacido
cloridrico. Entdo, 20 pL da solugdo resultante da reacgdo
foram misturados com 80 puL de tampdo até um total de 100
pL, que foi entfo medido por HPLC. Uma taxa de degradagao
por unidade de tempo (uma taxa de reagdo por unidade de
tempo) foi calculada da &rea de pico de HPLC do produto da
reagdo (Figura 37). Uma inversdo da taxa de reagdo com

relagdo a um inverso de cada concentragdo de substrato é
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mostrada na Tabela 4.

Tabela 4
1 gubatrator ] AmM) | 1/ V0 /mol/min).
2 7.02
4 851
& 11.9
10 | 147

Aplicabilidade Industrial

O método de produg¢do da presente invengdo permitiu a
aquisigdo de uma glicoproteina gque tem uma sequéncia de
aminodcidos uniforme e estrutura de cadeia de agtcar bem
como uma estrutura de ordem superior uniforme. Uma vez que
a glicoproteina obtida pelo método de produgdo da presente
invengdo tem uma estrutura de ordem superior uniforme, ndo
apenas sua meia-vida sanguinea e transporte intracelular
sdo constantes, mas ela também tem uniformemente uma
atividade fisioldgica. Além disso, de acordo com a presente
inven¢do, uma mistura de glicoproteinas pode ser controlada
de modo a ter uma atividade fisiolbégica desejada.
Consequentemente, o método de produgdo da presente invencgdo
& aplicavel particularmente ao desenvolvimento de um
produto farmacéutico que utiliza uma glicoproteina.
Texto Livre de Listagem de Seqiiéncia

Id. de Seqg. N°: 1 é a sequéncia de aminodcidos que tem
um grupo de protegdo de Fragmento 1.

Id. de Seq. N°: 2 é a sequéncia de aminodcidos que tem
um grupo benzil tioéster de Fragmento 1.

Id. de Seq. N°: 3 & a seq@iéncia de aminodcidos que tem



10

15

20

25

81/81

um grupo de protegdo de Fragmento 2.

Id. de Seqg. N°: 4 é& a seqléncia de aminoacidos
glicosilada que tem um grupo de proteg¢do de Fragmento 2.

Id. de Seq. N°: 5 & a sequéncia de aminoacidos
glicosilada que tem um grupo benzil tioéster e um grupo de
prote¢do de Fragmento 2.

Id. de Seq. N°: 6 €& a seqliéncia de aminodcidos que tem
um grupo de protecdo de Fragmento 3.

Id. de Seq. N°: 7 & o aminodcido do Fragmento 3.

Id. de Seqg. N°: 8 & a sequéncia de aminoacidos
glicosilada que tem um grupo de protegdo.

Id. de Seqg. N°: 9 é uma sequéncia de aminodcidos
glicosilada.

Id. de Seq. N°: 10 é a seqUéncia de aminoacidos
glicosilada de OMSVP3 glicosilado.

Id. de Seq. N°: 11 & a sequéncia de aminoacidos que
tem um grupo de prote¢do de Fragmento 2'.

Id. de Seq. N°: 12 & a sequUéncia de aminodcidos que
tem um grupo benzil tioéster e um grupo de prote¢do de
Fragmento 2'.

Id. de Seq. N°: 13 & a sequéncia de aminodcidos que
tem um grupo de protegdo.

Id. de Seqg. N°: 14 & uma sequéncia de aminoacidos.

Id. de Seq. N°: 15 & uma seqiéncia de aminodcidos de
OMSVP3 ndo glicosilado.

Id. de Seq. N°: 16 & uma sequéncia de aminodcidos que
tem um grupo de protegao, que €& um substrato de

gquimiotripsina.
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir uma glicoproteina com
sequéncia de aminoadcidos uniforme, estrutura da cadeia de
aclcar e estrutura de ordem superior, caracterizada por
compreender as seguintes etapas (a) a (c):

(a) dobrar uma glicoproteina com sequéncia de
aminodcidos uniforme e cadeia de aglUcar para gJgerar
glicoproteinas dobradas com varios tipos de estruturas de
ordem superior;

(b) fracionar as glicoproteinas dobradas por
cromatografia em coluna para obter fracgdes plurais
contendo as referidas glicoproteinas dobradas; e

(c) coletar uma fracéao com uma atividade
predeterminada a partir das fragdes obtidas pela etapa (b).

2. Método, de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizado pelo fato de compreender ainda, apds a etapa
(c), as etapas de:

(d) desdobrar uma glicoproteina contida em uma fracéo
ndo coletada na etapa (c);

(e) redobragem da glicoproteina ndo dobrada;

(f) fraccionar a glicoproteina redobrada por
cromatografia em coluna e recolher uma fracgdo com uma
actividade predeterminada; e

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

3. Método para rastrear uma glicoproteina com
atividade fisioldégica predeterminada, caracterizada por
compreender as seguintes etapas (i) a (iii):

(1) dobrar uma glicoproteina com sequéncia de
aminoacidos uniforme e cadeia de acglUcar ©para dgerar

glicoproteinas dobradas com varios tipos de estruturas de

Peticao 870200064419, de 25/05/2020, pag. 15/17
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ordem superior;

(ii) fraccionar as glicoproteinas dobradas por
cromatografia em coluna para obter fracgdes plurais
contendo as referidas glicoproteinas dobradas; e

5 (iii) medir uma atividade de cada uma das fracdes
obtidas na etapa (ii) para determinar se possui ou ndo uma
atividade predeterminada.

4. Método para obter uma mistura de glicoproteinas
com uma atividade fisioldgica desejada, caracterizada por

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

(A7) dobrar uma glicoproteina com sequéncia de
aminoadcidos uniforme e cadeia de acglcar ©para dgerar
glicoproteinas dobradas com varios tipos de estruturas de
ordem superior;

15 (B) fraccionar as glicoproteinas dobradas por
cromatografia em coluna para obter fraccgdes plurais
contendo as referidas glicoproteinas dobradas;

(C) medir uma atividade de cada uma das fracdes
obtidas no passo (B); e

20 (D) determinar uma proporcgdo de mistura das fracgdes
para obter uma atividade desejada e misturar as fracgdes de
acordo com a proporcdo assim obtida.

5. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que pelo

25 menos uma parte da glicoproteina com sequéncia de
aminoacidos uniforme e cadeia de acucar 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 aminoacido

30 com um grupo amino protegido com um grupo protetor soluvel

Peticao 870200064419, de 25/05/2020, pag. 16/17
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em gordura ou um grupo carboxila de um aminoacido
glicosilado com um grupo amino protegido com uma grupo
protector soluvel em gordura;

(2) remover o grupo protetor soltvel em gordura para

5 gerar um grupo amino livre;

(3) amidar o grupo amino livre e um grupo carboxila
de um aminoacido possuindo um grupo amino protegido com um
grupo protetor soluvel em gordura ou um grupo carboxila de
um aminodcido glicosilado possuindo um grupo amino

10 protegido com um grupo protetor soluvel em gordura;

(4) apds o passo (3), remover o Jgrupo protector
soltivel em gordura para gerar um grupo amino livre;

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

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

15 um acido.

6. Método, de acordo com a reivindicacéo 5,
caracterizado pelo fato de que uma parte da glicoproteina
com sequéncia de aminocdcidos uniforme e cadeia de acucar é
produzida pelas etapas (1) a (6) e em que a glicoproteina é

20 produzida por um método gque compreende ainda a etapa a
seguir (7)

(7) ligar uma parte da glicoproteina obtida na etapa

(6) com outros peptideos ou glicopeptideos por um método de

ligacéo.
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[Figura 5]
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[Figura 6]
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[Figura 7]
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[Figura 8]
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[Figura 9]
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[Figura 10]
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[Figura 12]
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[Figura 14]
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[Figura 15]]
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[Figura 16]
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[Figura 17]
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[Figura 18]
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[Figura 20]
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[Figura 23]
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[Figura 25]
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[Figura 30]
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[Figura 32]
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[Figura 33]
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[Figura 36]
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