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DESCRIPCION
Método de produccion de glicoproteina y método de seleccion
[Campo técnico]

[0001] La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, se refiere a un método para producir una
glicoproteina que tiene estructura uniforme de secuencia de aminoacidos, de cadena de azucar y estructura de
orden superior.

[Antecedentes de la técnica]

[0002] Recientemente, se ha llevado a cabo una investigacion sobre la utilizaciéon de una glicoproteina como
diversas medicinas. La fraccidon de cadena de azucar de una glicoproteina cumple una funcién de imparticion de
resistencia a la glicoproteina contra una proteasa con el fin de retrasar la metabolizacion de la glicoproteina fuera
de la sangre, una funcién de constituir una sefial que controla el traslado de la glicoproteina a organulos dentro
de una célula y similares. En consecuencia, la adicion de una cadena de azicar adecuada permite el control de
la vida media sanguinea y el traslado intracelular de una glicoproteina.

[0003] La eritropoyetina (EPO) es un ejemplo representativo que muestra que una cadena de azucar afecta a la
actividad fisiolégica de una glicoproteina. Esta glicoproteina es una hormona de diferenciacion de hematocito,
que cumple una funciéon de mantener el recuento de eritrocitos en la sangre periférica actuando en células
progenitoras eritroides para impulsar su proliferacion y diferenciacion. Un estudio sobre la correlacion entre la
estructura de cadena de azucar de la EPO y su actividad fisiologica revel6 que aunque la EPO carente de una
cadena de azucar todavia mostraba una actividad fisioldgica in vitro, se excretaba facilmente a través del rifién in
vivo, y no mostraba una actividad fisiologica suficiente.

[0004] Ademas, cuando una glicoproteina tiene una cadena de azucar imperfecta y también cuando una cadena
de azucar diferente esta enlazada a una glicoproteina, dicha glicoproteina puede eliminarse de la sangre tras
reconocimiento mediante macroéfagos y similares presentes en la sangre.

[0005] En consecuencia, cuando una glicoproteina se utiliza como producto farmacéutico, es deseable que cada
proteina tenga una cadena de azucar con estructura uniforme enlazada a la misma posicion.

[0006] Tradicionalmente, como método de produccion de una glicoproteina, se utiliza ampliamente un método de
afadir enzimaticamente un azdcar a una proteina. Sin embargo, en este método, no puede afiadirse una cadena
de azucar uniforme; asimismo, es dificil aplicar de manera uniforme modificacién y recorte tras la adicion de una
cadena de azUcar.

[0007] Ademas, si bien una preparacion de proteina se calcula, por lo general, a partir de su titulo, existe una
posibilidad de que las preparaciones con el mismo titulo puedan contener proteinas con diversas estructuras de
cadena de azucar, lo que puede provocar variacion en la vida media sanguinea o provocar un problema en
términos de control de calidad.

[0008] Los presentes inventores han desarrollado, hasta la fecha, un método que permite la producciéon de una
cantidad relativamente grande de una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar
uniformes a partir de un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo protector liposoluble y una
cadena de azucar unida a asparagina (por ejemplo, véase la literatura de patente 1). Asimismo, han desarrollado
un derivado de cadena de azucar de tipo complejo aminada y una glicoproteina capaz de mantener
concentraciones sanguineas suficientes (por ejemplo, véase la literatura de patente 2). Cualquiera de las
glicoproteinas anteriores esta pensada para utilizarse como producto farmacéutico.

[0009] Mientras tanto, para utilizarse como producto farmacéutico, ha de producirse una glicoproteina que tenga
una actividad fisioldgica constante. Tanto la estructura de secuencia de aminoacidos como de cadena de azucar
y la estructura de orden superior de la fraccion de proteina se considera que estan estrechamente relacionadas
con la funcién de una glicoproteina.

[0010] La estructura de orden superior de una proteina se estabiliza por medio de un enlace de hidrégeno, un
enlace id6nico y una interaccion hidrofébica entre residuos de aminoacidos, asi como un enlace S-S entre
residuos de cisteina, y similares, y la mayoria de proteinas tiene cada una una estructura de orden superior
Unica. Sin embargo, los enlaces diferentes a un enlace S-S son relativamente débiles y, por consiguiente, se
destruye una estructura de orden superior de la proteina mediante calentamiento y presion relativamente suaves
y similares, mediante lo que se reduce y se pierde la actividad fisioldgica de la proteina. Esto se denomina
desnaturalizacion de proteinas. Ademas, en particular, cuando la cadena de aminoacidos es larga, al generarse
mas de una estructura que proporciona el punto de energia minimo, puede producirse una estructura de orden
superior anormal (plegado erréneo). También en este caso, se informa que la actividad de las proteinas cambia o
se pierde.
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[0011] Segun los hechos anteriores, se considera, por lo general, que es esencial una estructura de orden
superior correcta con el fin de que una proteina muestre su funciéon y cuando se pliegan las proteinas, se
separan bien en una proteina plegada correctamente que tiene una actividad fisiolégica, bien en una proteina
plegada de forma errénea carente de una actividad fisiolégica.

[0012] Si bien se han llevado a cabo distintas investigaciones sobre la relacion entre la estructura de orden
superior de una proteina y la actividad fisiolégica, no se ha informado sobre el impacto que puede tener una
cadena de azucar en el plegado y la actividad fisiolégica de una glicoproteina sintetizada artificialmente.

[0013] Los presentes inventores sintetizaron fragmentos de glicoproteina segun el método de la literatura de
patente 1 y los uni6é a otros fragmentos peptidicos mediante ligacién quimica nativa (NCL, por sus siglas en
inglés) para sintetizar la proteina 3 quimiotactica de monocitos. La proteina 3 quimiotactica de monocitos asi
sintetizada se plegd y se confirmé la posicion de un enlace disulfuro mediante tratamiento con quimotripsina.
Como resultado, se descubrié que mientras que el enlace disulfuro se formé en una posicién correcta en
aproximadamente un 90 % de glicoproteina, el enlace disulfuro se formo en una posicion diferente de la posicion
normal en aproximadamente un 10 % de glicoproteina (literatura no patente 1).

[0014] Sin embargo, segun la literatura anterior, no se observa dicha variacion en la posicion del enlace disulfuro
cuando se pliegan dos o mas tipos diferentes de glicoproteinas. Teniendo en cuenta una posibilidad de
reformacion de enlace disulfuro durante el tratamiento con quimotripsina, no puede descartarse una posibilidad
de que no se produjeran dos o mas tipos de plegado pero el tratamiento con quimotripsina simplemente
produjera dos o mas tipos de resultados. En consecuencia, evidentemente no se ha llevado a cabo ningun
estudio ni sobre una diferencia en la actividad fisiolégica de una glicoproteina que tiene un enlace disulfuro
formado en una posiciéon correcta ni sobre una glicoproteina que tiene un enlace disulfuro formado en una
posicion diferente de la posicién normal.

[0015] Ademas, la proteina ovomucoide es una de las glicoproteinas cuya funcion y estructura se han estudiado
relativamente en profundidad. La proteina ovomucoide es un tipo de proteina contenida en la clara de huevo con
un peso molecular de aproximadamente 28, 000. Tiene tres dominios dentro de la molécula, cada uno de los
cuales tiene una actividad inhibitoria sobre diferentes proteasas. En concreto, el tercer dominio se estudia en
detalle, ya que presenta una actividad inhibitoria incluso por si sélo. Hasta la fecha, se ha informado sobre la
estructura del tercer dominio derivada de 100 o mas tipos de aves, y también se ha elucidado su conformacion
mediante cristalografia de rayos X.

[0016] En lo que se refiere a la estereoestructura de un tercer dominio de ovomucoide sintetizado quimicamente,
por ejemplo, se informa de que un tercer dominio de ovomucoide con supercontigo de péptido modificado se
sintetiza mediante NCL y, a continuacién, se analiza mediante cristalografia de rayos X (véase la literatura no
patente 2).

[0017] Asimismo, también se informa de que, cuando se plegd un tercer dominio de ovomucoide sintetizado
mediante sintesis escalonada y NCL, se obtuvo un resultado que indicaba claramente que el tercer dominio
correctamente plegado se obtuvo por medio de analisis de estabilidad térmica (véase la literatura no patente 3).

[Literatura de patente]
[0018]

[Literatura de patente 1] W0O2004/005330
[Literatura de patente 2] W0O2005/010053

[Literatura no patente]
[0019]

[Literatura no patente 1] Yamamoto et al. , Journal of American Chemical Society, 2008, 130, 501-510
[Literatura no patente 2] Bateman et al. , Journal of Molecular Biology (2001) 305, 839-849
[Literatura no patente 3] Lu et al., Journal of American Chemical society, 1996, 118, 8518-8523

[Sumario de la invencion]
[Problema que se ha de solucionar mediante la invencion]

[0020] Sin embargo, de acuerdo con la tecnologia convencional mencionada, no se afiade ninguna cadena de
azucar a una proteina sintetizada y, en consecuencia, no se sabe en qué medida afecta una cadena de azucar al
plegado y a la actividad fisioldgica de una glicoproteina.

[0021] Habida cuenta de lo anterior, un objeto de la presente invencion es dar a conocer una glicoproteina que
tiene tanto una funciéon basada en cadena de azucar uniforme, tal como la vida media sanguinea, como una
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actividad fisiolégica uniforme, es decir, una glicoproteina que tiene estructura uniforme de secuencia de
aminoacidos, de cadena de azucar y estructura de orden superior.

[0022] Ademas, otro objeto de la presente invencion es dar a conocer un método de seleccion para seleccionar
una glicoproteina que tiene una actividad predeterminada entre diversos tipos de glicoproteinas con diversa
intensidad de la actividad fisiolégica y dar a conocer una mezcla de glicoproteinas que tiene una actividad
deseada.

[Medios para solucionar el problema]

[0023] Los presentes inventores han descubierto que, mediante la sintesis de un tercer dominio de proteina
ovomucoide que tiene estructura uniforme de secuencia de aminoacidos y de cadena de azucar, y el plegado del
producto asi obtenido, puede obtenerse una mezcla que contiene diversos tipos de estructuras de orden superior
con una proporcién constante con buena reproducibilidad. Asimismo, a medida que separaban el producto
resultante y median su actividad fisiologica, a diferencia de lo que se ha entendido tradicionalmente, se confirmo
que habia diversos tipos de estructuras de orden superior que tenian el mismo tipo de actividad fisiolégica a un
nivel considerado como relativamente muy activo y, a pesar de ser relativamente muy activa, la actividad variaba
en funcioén de la estructura de orden superior, asi como que las glicoproteinas con diversas estructuras de orden
superior podrian separarse y purificarse mediante cromatografia en columna.

[0024] Ademas, han descubierto que una glicoproteina diferente de la glicoproteina que tiene una actividad
predeterminada puede convertirse en la estructura de orden superior que se obtiene con una proporcion
constante, como se ha descrito anteriormente, desplegandose una vez y, a continuacion, volviéndose a plegar; vy,
en consecuencia, una glicoproteina que tiene una estructura de orden superior que presenta una actividad
predeterminada puede recogerse al maximo mediante la repeticion de la etapa de desplegado y de nuevo
plegado.

[0025] Es decir, la presente invencion, como se define en las reivindicaciones, da a conocer un método para
producir una glicoproteina que tiene estructura uniforme de secuencia de aminoacidos, de cadena de azucar y
estructura de orden superior, que comprende las siguientes etapas (a) a (c):

(a) plegar una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azlcar uniformes;
(b) fraccionar la glicoproteina plegada mediante cromatografia en columna; y
(c) recoger una fracciéon que tiene una actividad predeterminada.

[0026] Preferiblemente, el método mencionado anteriormente también incluye, después de la etapa (c), las
etapas de:

(d) desplegar una glicoproteina contenida en una fraccidon no recogida en la etapa (c);

(e) volver a plegar la glicoproteina desplegada;

(f) fraccionar la glicoproteina que se ha vuelto a plegar mediante cromatografia en columna y recoger una
fraccion que tiene una actividad predeterminada; y

(g) repetir las etapas (d) a (f) segun sea necesario.

[0027] La presente invencion da a conocer ademas
un método para la seleccion de una glicoproteina que tiene una actividad fisiolégica predeterminada, que
comprende las siguientes etapas (i) a (iii):

(i) plegar una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes;

(ii) fraccionar la glicoproteina plegada mediante cromatografia en columna; y

(iii) medir una actividad de cada una de las fracciones para determinar si tiene o no una actividad
predeterminada.

[0028] La presente invencion da a conocer ademas
un método para obtener una mezcla de glicoproteinas que tiene una actividad fisiolégica deseada, que
comprende las siguientes etapas (A) a (D):

(A) plegar una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes;

(B) fraccionar la glicoproteina plegada mediante cromatografia en columna;

(C) medir una actividad de cada una de las fracciones; y

(D) determinar una proporcion de mezcla de las fracciones para obtener una actividad deseada y mezclar las
fracciones de acuerdo con la proporcién asi obtenida.

[0029] Preferiblemente, de acuerdo con el método de produccion de una glicoproteina, el método de seleccion
de una glicoproteina o el método para obtener una mezcla de glicoproteinas que tiene una actividad fisioldgica
deseada de la presente invencion, al menos una parte de la glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y
cadena de azucar uniformes se produce por medio de un método que comprende las siguientes etapas (1) a (6):
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(1) esterificar un grupo hidroxilo de una resina que tiene un grupo hidroxilo y un grupo carboxilo de un
aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo protector liposoluble o un grupo carboxilo de un
aminoacido glicosilado que tiene un grupo amino protegido con un grupo protector liposoluble;

(2) eliminar el grupo protector liposoluble para generar un grupo amino libre;

(3) amidar el grupo amino libre y un grupo carboxilo de un aminoacido que tiene un grupo amino protegido
con un grupo protector liposoluble o un grupo carboxilo de un aminoacido glicosilado que tiene un grupo
amino protegido con un grupo protector liposoluble;

(4) después de la etapa (3), eliminar el grupo protector liposoluble para generar un grupo amino libre;
(5) repetir las etapas (3) y (4) una o mas veces; y
(6) escindir un enlace éster formado en la etapa (1) por un acido.

[0030] Asimismo, preferiblemente, de conformidad con el método de produccion anterior de una glicoproteina
que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes,

una parte de la glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes se produce
mediante las etapas (1) a (6) y la glicoproteina se produce por medio del método que comprende ademas la
siguiente etapa (7):

(7) unir una parte de la glicoproteina obtenida en la etapa (6) con otros péptidos o glicopeptidos mediante un
método de ligacion.

[Efectos de la invencidn]

[0031] De acuerdo con el método de produccion de una glicoproteina de la presente invencion, puede obtenerse
una glicoproteina que tiene tanto una estructura uniforme de secuencia de aminoacidos y de cadena de azucar
como una estructura de orden superior. Por lo tanto, puede producirse una glicoproteina que presenta de manera
uniforme una actividad fisiolégica predeterminada ademas de una vida media sanguinea y un traslado
intracelular constantes.

[0032] Asimismo, de acuerdo con el método para la seleccion de una glicoproteina de la presente invencion,
puede seleccionarse una glicoproteina que tiene de manera uniforme una actividad fisiolégica predeterminada
entre un grupo de una glicoproteina que presenta actividades fisioldgicas distintas debido a diferentes estructuras
de orden superior. Puesto que esta glicoproteina tiene una estructura de cadena de azlcar uniforme, también
presenta una funcién basada en cadena de azicar uniforme, tal como la vida media sanguinea y el traslado
intracelular.

[0033] Ademas, de acuerdo con la presente invencion, puede controlarse una mezcla de glicoproteinas con el fin
de lograr una actividad deseada.

[0034] Los efectos de la presente invencion, como se han descrito anteriormente, son particularmente ventajosos
cuando se utiliza una glicoproteina como producto farmacéutico.

[Breve descripcion de los dibujos]
[0035]

[Figura 1] En la figura 1, se muestra el tercer dominio de ovomucoide de faisan plateado (OMSVP3) y las
secuencias de aminoacidos de los fragmentos 1 a 3, que se utilizan para la sintesis quimica de OMSVP3.
[Figura 2] En la figura 2, se muestra el fragmento 1 (tioesterificado), que se utiliza para la sintesis quimica de
OMSVP3.

[Figura 3] En la figura 3, se muestra el fragmento 2 (tioesterificado), que se utiliza para la sintesis quimica de
OMSVP3 glicosilado.

[Figura 4] En la figura 4, se muestra el fragmento 3, que se utiliza para la sintesis quimica de OMSVP3.
[Figura 5] La figura 5 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en cada etapa de la sintesis del
fragmento 1.

[Figura 6] La figura 6 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en cada etapa de la sintesis del
fragmento 2.

[Figura 7] La figura 7 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en cada etapa de la sintesis del
fragmento 3.

[Figura 8] La figura 8 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en cada etapa de union de los
fragmentos 2 y 3 mediante NCL.

[Figura 9] La figura 9 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en cada etapa de unién de los
fragmentos 2 y 3 y el fragmento 1 mediante NCL.
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[Figura 10] La figura 10 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en la separacion de OMSVP3
glicosilado plegado mediante HPLC.

[Figura 11] La figura 11 es un espectro de RMN de la fraccién B en la figura 10.

[Figura 12] La figura 12 es un espectro CD de la fraccién B en la figura 10.

[Figura 13] En la figura 13, se muestran los resultados de medicién de la actividad inhibitoria de cada una de
las fracciones en la figura 10 contra quimotripsina.

[Figura 14] En la figura 14, se muestra el fragmento 2’ (tioesterificado), que se utiliza para la sintesis quimica
de OMSVP3 no glicosilado.

[Figura 15] La figura 15 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en cada etapa de la sintesis
del fragmento 2'.

[Figura 16] La figura 16 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en cada etapa de union del
fragmento 2’ y el fragmento 3 mediante NCL.

[Figura 17] La figura 17 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en cada etapa de union de
los fragmentos 2’ y 3 y el fragmento 1 mediante NCL.

[Figura 18] La figura 18 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en la separaciéon de OMSVP3
no glicosilado plegado mediante HPLC.

[Figura 19] La figura 19 es un espectro de RMN de la fraccién F en la figura 18.

[Figura 20] La figura 20 es un espectro CD de la fraccién F en la figura 18.

[Figura 21] En la figura 21, se muestran los resultados de medicién de la actividad inhibitoria de cada una de
las fracciones en la figura 18 contra quimotripsina.

[Figura 22] En la figura 22, se muestra una curva de calibracion de la fraccion F.

[Figura 23] En la figura 23, se muestra el porcentaje de inhibiciéon de las fracciones A a D contra
quimotripsina.

[Figura 24] En la figura 24, se muestran los valores ICsq de las fracciones A a D.

[Figura 25] En la figura 25, se muestra el porcentaje de inhibiciéon de las fracciones E a H contra
quimotripsina.

[Figura 26] En la figura 26, se muestran los valores ICsp de las fracciones E a H.

[Figura 27] En la figura 27, se muestra un espectro CD de la fracciéon B en diversas temperaturas.

[Figura 28] En la figura 28, se muestra un espectro CD de la fraccion F en diveras temperaturas.

[Figura 29] La figura 29 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en la digestion con
termolisina de la fraccion B.

[Figura 30] En la figura 30, se muestran los resultados del analisis de espectrometria de masas de
fragmentos peptidicos resultantes de la digestion con termolisina de la fraccion B.

[Figura 31] La figura 31 es un cromatograma a una longitud de onda de 220 nm en la digestion con
termolisina de la fraccion F.

[Figura 32] En la figura 32, se muestran los resultados del analisis de espectrometria de masas de
fragmentos peptidicos resultantes de la digestion con termolisina de la fraccion F.

[Figura 33] En la figura 33, se muestran los resultados de la determinacion de la posicion de un enlace
disulfuro mediante digestion con termolisina de la fraccion B.

[Figura 34] En la figura 34, se muestran los resultados de la determinacion de la posicion de un enlace
disulfuro mediante digestion con termolisina de la fraccion F.

[Figura 35] En la figura 35, se muestra la curva de calibracion del péptido sustrato.

[Figura 36] En la figura 36, se muestra el grafico de Michaelis-Menten del péptido sustrato.

[Figura 37] En la figura 37, se muestra la velocidad de reaccion del péptido sustrato por unidad de tiempo.

[Descripcion detallada de los modos de realizacion preferidos]
[0036] A continuacion, se describiran modos de realizacion preferidos de la presente invencion.

[0037] Tal como se utiliza en el presente documento, una "proteina" no se limita especificamente siempre que
sea un conjunto de una pluralidad de aminoacidos enlazados mediante un enlace amida e incluye una proteina
conocida, una proteina nueva y una proteina modificada. En un modo de realizacién preferido, en la fraccion de
proteina de la glicoproteina obtenida mediante el método de produccion de la presente invencion, una pluralidad
de aminoacidos estan enlazados mediante el mismo enlace amida como una proteina de origen natural (enlace
peptidico). La proteina, tal como se utiliza en el presente documento, tiene longitud suficiente para plegarse en
una estructura de orden superior predeterminada.

[0038] Tal como se utiliza en el presente documento, una "proteina modificada" se refiere a una proteina
modificada de forma natural o artificial. Entre los ejemplos de dicha modificacién, se incluye la alquilacion, la
acilacion (por ejemplo, la acetilacion), la amidacion (por ejemplo, la amidacion del extremo C-terminal de una
proteina), la carboxilacion, la formacion de un éster, la formacién de un enlace disulfuro, la glicosilacion, la
lipidacion, la fosforilacién, la hidroxilacion y la union de un compuesto marcador, que se aplican a uno o mas
residuos de aminoacidos de una proteina.
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[0039] EI término "péptido”, tal como se utiliza en el presente documento, se utiliza como sindénimo de proteina,
en principio. No obstante, también puede utilizarse para referirse a una parte de una proteina y a una cadena de
aminoacidos relativamente corta que no forma una estructura de orden superior.

[0040] Tal como se utiliza en el presente documento, un "aminoacido" se utiliza en el sentido mas amplio, y entre
los ejemplos de los mismos, se incluye, ademas de aminoacido de origen natural como serina (Ser), asparagina
(Asn), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (lle), alanina (Ala), tirosina (Tyr), glicina (Gly), lisina (Lys), arginina
(Arg), histidina (His), acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), glutamina (GlIn), treonina (Thr), cisteina (Cys),
metionina (Met), fenilalanina (Phe), triptéfano (Trp) y prolina (Pro), un

aminoacido de origen no natural, tal como un mutante y un derivado de un aminoacido. Los expertos en la
materia entenderian, habida cuenta de la amplia definiciéon anterior, que los ejemplos de un aminoacido utilizado
en la presente invencion incluyen un L-aminoacido; un D-aminoacido; un

aminoacido modificado quimicamente, tal como un mutante y un derivado de un aminoacido; un aminoacido
constituyente no proteico en el cuerpo vivo, tal como norleucina, B-alanina y ornitina; y un compuesto sintetizado
quimicamente que tiene caracteristicas de un aminoacido que un experto en la materia conoce. Entre los
ejemplos de un aminoacido de origen no natural, se incluye un acido a-metilamino (por ejemplo, a-metilalanina),
un D-aminoacido, un aminoacido similar a la histidina (por ejemplo, 2-amino-histidina, B-hidroxilo-histidina,
homohistidina, a-fluorometil-histidina, y

a-metil-histidina), un aminoacido que tiene un metileno mas en la cadena lateral (un "homo" aminoacido), y un
aminoacido en el que un grupo funcional de acido carboxilico en la cadena lateral se sustituye por un grupo de
acido sulfénico (por ejemplo, un acido cisteico).

[0041] En un modo de realizacion preferido, la fraccion de proteina de la glicoproteina obtenida mediante el
método de produccion de la presente invencion, estda compuesta completamente por aminoacidos que estan
presentes en el cuerpo vivo como aminoacidos constituyentes de una proteina o una glicoproteina.

[0042] Tal como se utiliza en el presente documento, una "glicoproteina” no se limita especificamente siempre
que sea un compuesto obtenido mediante la adicion de al menos una cadena de azucar a la proteina
mencionada anteriormente e incluye una glicoproteina conocida y una glicoproteina nueva. El término
"glicopéptido”, tal como se utiliza en el presente documento, se utiliza como sinénimo de glicoproteina, en
principio. No obstante, también puede utilizarse para indicar una parte de una glicoproteina y un péptido
obtenidos mediante la unién de una cadena de azucar al péptido mencionado anteriormente.

[0043] En un modo de realizacién preferido, la glicoproteina obtenida mediante el método de produccion de la
presente invencién es una proteina que tiene una cadena de azucar unida a N o una cadena de azucar unida a
O y ejemplos de las mismas incluyen una parte de un péptido o todo el péptido, tal como eritropoyetina,
interleucina, interferon-B3, un anticuerpo, proteina 3 quimiotactica de monocitos (MCP-3) y una proteina
ovomucoide.

[0044] En una glicoproteina, una cadena de azlcar y un residuo de aminoacido de la proteina pueden estar
enlazados directamente o mediante un enlace. Si bien no se impone ninguna limitacion particular en el sitio de
union de la cadena de azucar y el aminoacido, un aminoacido se enlaza, preferiblemente, al extremo reductor de
la cadena de azucar.

[0045] No se impone ninguna limitacion particular sobre el tipo de aminoacido al que se enlaza una cadena de
azucar y una cadena de azucar puede enlazarse bien a un aminoacido de origen natural o de origen no natural.
Desde el punto de vista de que la glicoproteina tiene la misma estructura o una estructura similar que una
glicoproteina presente en el cuerpo vivo, la cadena de azucar se enlaza, preferiblemente, a Asn como una
cadena de azulcar unida a N o a Ser o Thr como una cadena de azulcar unida a O. En concreto, en el caso de
una cadena de azucar unida a N, la glicoproteina obtenida mediante el método de produccién de la presente
invencion es, preferiblemente, una glicoproteina que tiene una estructura en la que una cadena de azucar esta
enlazada a Asn y un aminoacido (X) diferente a una prolina esta enlazado al extremo C-terminal de la Asn
mediante un enlace amida (enlace peptidico) y, ademas, Thr o Ser esta enlazada al extremo C-terminal del X
mediante un enlace amida (enlace peptidico) (Asn-X-Thr/Ser glicosilada). Cuando la cadena de azucar y el
aminoacido estan enlazados a través de un enlace, desde la perspectiva de una propiedad de facil unién al
enlace, el aminoacido al que esta enlazado una cadena de azucar es, preferiblemente, un aminoacido que tiene
dos o mas grupos carboxilo en su molécula, tales como acido aspartico y acido glutamico; un aminoacido con
dos o mas grupos amino en su molécula, tales como lisina, arginina, histidina y triptéfano; un aminoacido que
tiene un grupo hidroxilo en su molécula, tal como serina, treonina y tirosina; un aminoacido que tiene un grupo
tiol en su molécula, tal como cisteina; o un aminoacido con un grupo amida en su molécula, tal como asparagina
y glutamina. En concreto, desde la perspectiva de la reactividad, se prefiere acido aspartico, acido glutamico,
lisina, arginina, serina, treonina, cisteina, asparagina o glutamina.

[0046] Cuando una cadena de azicar y un aminoacido estan enlazados a través de un enlace en una
glicoproteina, pueden utilizarse ampliamente sustancias empleadas en la técnica como enlace, y entre los
ejemplos de las mismas, se incluye:
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-NH- (CO)-(CH2)a-CH2-

donde a es un nimero entero y, pese a que no se impone ninguna limitacién particular al respecto siempre que
no bloquee la funcién prevista del enlace, es preferiblemente un nimero entero de 0 a 4;
C1.10 polimetileno; y

-CH-R3-

donde R3 es un grupo producido mediante la eliminacion de un atomo de hidrogeno de un grupo seleccionado
del grupo que consiste en alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, un grupo de carbono ciclico, un grupo de carbono ciclico sustituido, un grupo heterociclico y
un grupo heterociclico sustituido.

[0047] Tal como se utiliza en el presente documento, una "cadena de azucar" abarca, ademas de un compuesto
que consiste en una cadena de dos o mas azucares unitarios (monosacaridos y/o un derivado de los mismos), un
compuesto que consiste en un Unico azicar unitario (monosacarido y/o un derivado del mismo). Entre los
ejemplos de dicha cadena de azucar, se incluyen, de manera amplia, pero sin caracter limitativo, monosacaridos
y polisacaridos contenidos en el cuerpo vivo (glucosa, galactosa, manosa, fucosa, xilosa, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina, acido sidlico, asi como un complejo y un derivado de estos monosacaridos y polisacaridos)
y, ademas, un polisacarido descompuesto, una glicoproteina, proteoglicano, glicosaminoglicano y una cadena de
azucar descompuesta o derivada de una molécula biolégica compleja, tal como un glicolipido. Cuando dos o mas
azUucares unitarios estan unidos en una cadena, los azlcares unitarios estan enlazados entre si a través de
condensacion por deshidratacion del enlace glicosido. La cadena de azucar puede ser lineal o ramificada.

[0048] Ademas, tal como se utiliza en el presente documento, una "cadena de azucar" abarca un derivado de
una cadena de azucar. Entre los ejemplos de un derivado de una cadena de azucar, se incluye, pero sin caracter
limitativo, una cadena de azucar que tiene como azucar constituyente de la cadena de azulcar, un azdcar que
tiene un grupo carboxilo (por ejemplo, acido aldénico que se convierte en acido carboxilico por medio de la
oxidacion de la posicion C-1 (por ejemplo, acido D-gluconico resultante de la oxidacion de D-glucosa), acido
urénico cuyo atomo terminal C se convierte en un acido carboxilico (por ejemplo, acido D-glucurénico resultante
de la oxidacion de D-glucosa), un azlcar que tiene un grupo amino o un derivado de un grupo amino (por
ejemplo, un grupo amino acetilado) (por ejemplo, N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-D-galactosamina), un aztcar
que tiene tanto un grupo amino como un grupo carboxilo (por ejemplo, acido N-acetilneuraminico (acido sialico) y
acido N-acetilmuramico), un azucar deoxilado (por ejemplo, 2-deoxi-D-ribosa), un azucar sulfatado que contiene
un grupo de acido sulftrico y un azucar fosforilado que contiene un grupo fosfato.

[0049] La cadena de azucar de la presente invencion es, preferiblemente, una cadena de azlcar que esta
presente como un azucar complejo en el cuerpo vivo (tal como una glicoproteina (o un glicopéptido), un
proteoglicano y un glicolipido) y, preferiblemente, una cadena de azuicar unida a N, una cadena de azucar unida
a O y similares, que son una cadena de azucar enlazada a una proteina (o un péptido) para formar una
glicoproteina (o un glicopéptido) en el cuerpo vivo. En una glicoproteina que tiene una cadena de azulcar unida a
O, N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (GIcNAc), xilosa, fucosa y similares estan enlazados a
Ser o Thr de un péptido por medio de un enlace O-glicosidico, y se afiade una cadena de azucar también a la
misma. Entre los ejemplos de una cadena de azulcar unida a N, se incluye un tipo con contenido elevado en
manosa, un tipo complejo y un tipo hibrido, entre los cuales se prefiere un tipo complejo.

[0050] En la presente invencion, un ejemplo de una cadena de azucar preferible es una representada por la
siguiente formula (4).

[Férmula 1]

(4)

donde R' y R? son cada uno, de forma independiente, un atomo de hidrégeno o un grupo representado por las
férmulas (5) a (8).
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[Férmula 2]

[Férmula 4]

H HACc
H
H

H
H

H

(7

[Férmula 5]

H
H

H (8)

[0051] Cuando se considera la aplicacion del método de produccién de una glicoproteina de la presente
invencion al campo de la produccion de un producto farmacéutico y similares, desde el punto de vista de la
posible evitacién de un problema de antigenicidad y similares, entre los ejemplos de una cadena de azucar
preferible, se incluye una cadena de azlcar que tiene la misma estructura que una cadena de azlcar que esta
enlazada a una proteina y presente como una glicoproteina en el cuerpo humano (por ejemplo, la cadena de
azucar descrita en FEBS LETTERS Vol. 50, N°. 3, Feb. 1975) (una cadena de azucar que tiene el mismo tipo de
azucares constituyentes y el mismo patrén de union de estos azucares constituyentes) o una cadena de azucar
obtenida mediante la eliminaciéon de uno o mas azucares del extremo no reductor de la cadena de azucar
anterior.

[0052] No se impone ninguna limitacion particular sobre el nimero de cadenas de azucar que se ha de afiadir en
una glicoproteina siempre que sea una o mas; sin embargo, desde el punto de vista de la provisiéon de una
glicoproteina que tiene una estructura similar a una glicoproteina presente en el cuerpo vivo, el nimero de
cadenas de azucar que se ha de afadir puede ser mas preferible si es aproximadamente el mismo nimero que
una glicoproteina presente en el cuerpo.

[0053] En el método de produccién de una glicoproteina de la presente invencion, se utiliza una glicoproteina
que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes. En la presente invencion, la estructura de la
cadena de azucar en una glicoproteina uniforme significa que, cuando se comparan las glicoproteinas entre si, el
sitio de adicion de cadena de azucar en un péptido, el tipo de cada azucar constituyente de la cadena de azucar,
el orden de unioén, asi como el patrén de unién de los azicares son los mismos en al menos un 90 % o mas,
preferiblemente un 95 % o mas, mas preferiblemente un 99 % o mas de la cadena de azucar.
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[0054] Ademas, en la presente invencion, la secuencia de aminoacidos en una glicoproteina uniforme significa
que, cuando se comparan las glicoproteinas entre si, el tipo de aminoacido en la proteina, el orden de union, asi
como el patron de unién de aminoacidos son los mismos. Sin embargo, siempre que una glicoproteina plegada
tenga una actividad predeterminada, las propiedades indicadas anteriormente pueden ser las mismas en al
menos un 90 % o mas, preferiblemente un 95 % o mas, mas preferiblemente un 99 % o mas de la glicoproteina.

[0055] La glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes que se ha de utilizar
en la presente invencién puede producirse mediante la incorporacién de una etapa de adicién de una cadena de
azucar a un método de produccion de un péptido conocido por los expertos en la materia, tal como sintesis en
fase solida, sintesis en fase liquida, sintesis mediante células y un método de separacion y extraccion de una de
origen natural. En lo que se refiere al método de producciéon de una cadena de azulcar para su utilizacion en la
etapa de la adicién de una cadena de azucar, pueden consultarse, por ejemplo, los documentos de patente con
los niumeros de publicacién internacional WO03/008431, W02004/058984, WW02004/008431, W02004/058824,
W02004/070046, WO2007/011055 y similares.

[0056] En un modo de realizacion preferido de la presente invencion, al menos una parte de la glicoproteina que
tiene aminoacido y cadena de azucar uniformes se produce por medio del siguiente método. El folleto del
documento de patente WO2004/005330 también puede consultarse en relacién con el método que se muestra a
continuacion.

[0057] En primer lugar, (1) se esterifica un grupo hidroxilo de una resina que tiene un grupo hidroxilo con un
grupo carboxilo de un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo protector liposoluble o un
grupo carboxilo de un aminoacido glicosilado que tiene un grupo amino protegido con un grupo protector
liposoluble. En ese caso, puesto que el grupo amino de un aminoacido se protege con un grupo protector
liposoluble, se evita la autocondensacion de aminoacido y la reaccion de esterificacion se producira entre el
grupo hidroxilo de una resina y el grupo carboxilo de un aminoacido.

[0058] A continuacion, (2) el grupo protector liposoluble del éster producido en la etapa (1) se elimina para
generar un grupo amino libre,

(3) se amida el grupo amino libre mencionado anteriormente con un grupo carboxilo de un aminoacido que
tiene un grupo amino protegido con un grupo protector liposoluble o un grupo carboxilo de un aminoacido
glicosilado que tiene un grupo amino protegido con un grupo protector liposoluble,

(4) después de la etapa (3), se elimina el grupo protector liposoluble para generar un grupo amino libre, y

(5) las etapas (3) y (4) se repiten una o mas veces, segun sea necesario, mediante lo cual puede obtenerse
una glicoproteina que tiene un numero deseado de aminoacidos unidos entre si y que tiene una o mas
cadenas de azucar enlazadas a una posicion deseada. Entre los ejemplos de un aminoacido glicosilado, se
incluye una cadena de azucar unida a asparagina en la que una cadena de azulcar esta enlazada a nitrégeno
de un grupo amida en la cadena lateral de asparagina por medio de un enlace N-glicésido y una cadena de
azucar unida a serina o una cadena de azlcar unida a treonina en la que una cadena de azlcar esta
enlazada a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de serina o treonina por medio de un enlace O-glicésido.

[0059] La glicoproteina obtenida mediante la etapa (5) esta enlazada a resina en un extremo, mientras que tiene
un grupo amino libre en el otro extremo. Por lo tanto, (6) puede producirse una glicoproteina deseada mediante
escision de un enlace éster formado en la etapa (1) por un acido.

[0060] Como resina en fase solida, puede emplearse la resina que se utiliza, por lo general, en la sintesis en fase
solida, y entre algunos ejemplos de la misma, se incluye la resina Amino-PEGA (producto de Merck), la resina de
Wang (producto de Merck), la resina HMPA-PEGA (producto de Merck) y la resina de cloruro de tritilo (producto
de Merck).

[0061] Ademas, puede haber un enlace presente entre la resina Amino-PEGA y un aminoacido, y entre los
ejemplos de dicho enlace, se incluye el acido 4-hidroximetilfenoxiacético (HMPA, por sus siglas en inglés) y el
acido 4-(hidroximetil-3-metoxifenoxi)-butilacético (HMPB, por sus siglas en inglés).

[0062] Entre los ejemplos de un grupo protector liposoluble, se incluye, pero sin caracter particularmente
limitado, un grupo protector, tal como un grupo que contiene un grupo carbonilo, tal como un grupo 9-
fluoronilmetoxicarbonil (Fmoc), un grupo t-butiloxicarbonil (Boc) y un grupo aliloxicarbonil (Alloc), un grupo acilo,
tal como un grupo acetilo (Ac), un grupo alilo y un grupo bencilo.

[0063] Con el fin de introducir un grupo protector liposoluble, por ejemplo, cuando se introduce un grupo Fmoc,
puede introducirse mediante la realizacién de reacciones con la adiciéon de 9-fluorenilmetil-N-succinimidil
carbonato e hidrogenocarbonato de sodio. La reaccién anterior puede realizarse entre 0 y 50 °C, preferiblemente
a temperatura ambiente durante aproximadamente entre una y cinco horas.

[0064] Como aminoacido protegido con un grupo protector liposoluble, puede utilizarse uno obtenido mediante la
proteccion del aminoacido anteriormente mencionado mediante el método descrito anteriormente. Ademas,
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también puede utilizarse un aminoacido disponible en el mercado. Entre los ejemplos de los mismos, se incluye
Fmoc-Ser, Fmoc-Asn, Fmoc-Val, Fmoc-Leu, Fmoc-lle, Fmoc-Ala, Fmoc-Tyr, Fmoc-Gly, Fmoc-Lys, Fmoc-Arg,
Fmoc-His, Fmoc-Asp, Fmoc-Glu, Fmoc-GIn, Fmoc-Thr, Fmoc-Cys, Fmoc-Met, Fmoc-Phe, Fmoc-Trp y Fmoc-Pro.

[0065] Como catalizador de esterificacion, puede utilizarse un agente de condensacion por deshidratacion
conocido, tal como 1-mesitilenosulfonil-3-nitro-1,2,4-triazol (MSNT), diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1,3-
diisopropilcarbodiimida (DIPCDI). Con respecto a la proporcién de un aminoacido y un agente de condensacion
por deshidratacion utilizada, en relacién con una parte en peso del primero, el segundo es normalmente una a 10
partes en peso, preferiblemente dos a cinco partes en peso.

[0066] Preferiblemente, una reaccion de esterificacion se lleva a cabo mediante, por ejemplo, la colocacion de
resina en una columna en fase solida y el lavado de la resina con un disolvente, seguido de la adicidon de una
solucion de aminoacido. Entre los ejemplos de un disolvente para el lavado, se incluye dimetilformamida (DMF),
2-propanol y cloruro de metileno. Ejemplos de un disolvente para disolver un aminoacido incluyen dimetil
sulféxido (DMSO), DMF y cloruro de metileno. La reaccion de esterificacion puede realizarse entre 0 y 50 °C,
preferiblemente a temperatura ambiente, durante aproximadamente 10 minutos hasta 30 horas, preferiblemente
15 minutos a 24 horas.

[0067] En este momento, también es preferible limitar cualquier grupo funcional sin reaccionar en la fase soélida
mediante acetilacion con acido acético anhidro y similares.

[0068] La eliminacion de un grupo protector liposoluble puede llevarse a cabo mediante, por ejemplo, tratamiento
con una base. Ejemplos de una base incluyen piperidina y morfolina. En este momento, la reaccion se lleva a
cabo, preferiblemente, en presencia de un disolvente. Ejemplos de un disolvente incluyen DMSO, DMF y
metanol.

[0069] Una reaccién de amidacién de un grupo amino libre y un grupo carboxilo de cualquier aminoacido donde
el nitrogeno del grupo amino se protege con un grupo protector liposoluble se lleva a cabo, preferiblemente, en
presente de un activador y un disolvente.

[0070] Ejemplos de un activador incluyen diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida clorhidrato (WSC/HCI), difenilfosforil azida (DPPA), carbonildiimidazol (CDI),
dietil cianofosfonato (DEPC), 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIPCI), benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidinofosfonio
hexafluorofosfato (PyBOP), 3-dietoxifosforiloxi-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona (DEPBT), 1-hidroxibenzotriazol
(HOBH), hidroxisuccinimida (HOSu), dimetilaminopiridina (DMAP), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt), 3-hidroxi-4-
0x0-3,4-dihidro-5-azabenzo-1,2,3-triazina (HODhDbt), hidroxiftalimida (HOPht), pentafluorofenol (Pfp-OH), 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorofosfato (HBTU), O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio hexafluorofosfonato (HATU) y O-benzotriazol-1-il-1,1,3,3-tetrametiluronio tetrafluoroborato
(TBTU).

[0071] EI activador se utiliza, preferiblemente, en una cantidad de uno a 20 equivalentes, preferiblemente uno a
10 equivalentes, mas preferiblemente uno a cinco equivalentes en relacion con cualquier aminoacido en el que el
nitrégeno del grupo amino esta protegido con un grupo protector liposoluble.

[0072] Si bien las reacciones se llevan a cabo mediante la utilizaciéon solamente de los activadores anteriormente
mencionados, la amina se utiliza preferiblemente en combinacién como un agente complementario. Ejemplos de
amina incluyen diisopropiletilamina (DIPEA), N-etiimorfolina (NEM), N-metilmorfolina (NMM) y N-metilimidazol
(NMI). El agente complementario se utiliza, preferiblemente, en una cantidad de uno a 20 equivalentes,
preferiblemente uno a 10 equivalentes, mas preferiblemente uno a cinco equivalentes en relacién con cualquier
aminoacido en el que el nitrégeno del grupo amino esta protegido con un grupo protector liposoluble.

[0073] Ejemplos de un disolvente incluyen DMSO, DMF y cloruro de metileno. La reaccion puede realizarse entre
0 y 50 °C, preferiblemente a temperatura ambiente, durante aproximadamente 10 minutos hasta 30 horas,
preferiblemente aproximadamente 15 minutos a 24 horas. Asimismo, en este momento, es preferible limitar
cualquier grupo amino sin reaccionar en la fase soélida mediante acetilacion con acido acético anhidro y similares.
El grupo protector liposoluble puede eliminarse de una manera similar a la que se indica anteriormente.

[0074] La escision de una cadena peptidica de la resina se procesa, preferiblemente, con un acido. Ejemplos de
un acido incluyen acido trifluoroacético (TFA) y fluoruro de hidrégeno (HF). En este momento, un enlace entre el
grupo protector liposoluble en un aminoacido y resina puede producir una especie catiénica muy reactiva. Por lo
tanto, con el fin de capturar dicha especie cationica, se afiade, preferiblemente, un reactivo nucleofilico. Ejemplos
de un reactivo nucleofilico incluyen triisopropilsilano (TIS), fenol, tioanisol, y etanodiol (EDT).

[0075] Una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azicar uniformes puede producirse
de la siguiente manera: dividiéndola en diversos bloques peptidicos o bloques glicopeptidicos y sintetizando cada
bloque por medio de las etapas (1) a (6) y, a continuacion, uniendo los bloques asi sintetizados entre si mediante
el método de ligacion.
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[0076] Tal como se utiliza en el presente documento, el "método de ligacién" abarca la ligacién quimica nativa
(NCL) como se describe en el documento de patente con nimero de publicacién internacional WO96/34878 y
también abarca la aplicacion de ligacion quimica nativa a un péptido que incluye aminoacidos de origen no
natural y derivados de aminoacido. De acuerdo con el método de ligacion, puede producirse una proteina que
tiene un enlace amida natural (enlace peptidico) en el sitio de unién.

[0077] La unidon mediante ligacion puede aplicarse para el enlace entre cualquiera de péptido-péptido, péptido-
glicopéptido y glicopéptido-glicopéptido; sin embargo, es necesario que uno de dos péptidos o glicopeptidos que
se han de unir tenga un residuo de cisteina en su extremo N-terminal y el otro tenga una fraccion a-
carboxitioéster en su extremo C-terminal.

[0078] Con el fin de que cada péptido o glicopeptidos tenga un residuo de cisteina en su extremo N-terminal, por
ejemplo, cuando se disefia cada bloque péptidico o glicopeptidico, la division puede realizarse en el lado N-
terminal de un residuo de cisteina contenido en una glicoproteina que se ha de producir como producto final.

[0079] Un péptido o glicopéptido que tiene una fraccion a-carboxitioéster en su extremo C-terminal puede
producirse mediante el método conocido por los expertos en la materia, tal como el método descrito en el
documento de patente con el nimero de publicacion internacional WO96/34878.

[0080] Por ejemplo, como se describira en los ejemplos mas adelante, un péptido (o glicopeptido) protegido en el
que estan protegidos la cadena lateral de aminoacidos y el aminoacido en el extremo N-terminal, se obtiene
mediante el método de sintesis en fase sdlida y el grupo carboxilo en el extremo C-terminal de este péptido (o
glicopéptido) protegido se condensa mediante mercaptano bencilico en una fase liquida, mediante la utilizacion
de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio hexafluorofosfato (PyBOP)/DIPEA como agente de condensacion
y, a continuacion, el péptido (o glicopéptidos) resultante se desprotege mediante la utilizacion de solucion de TFA
al 95 %, por medio de lo cual se puede obtener un péptido (o glicopéptido) que tiene un a-carboxitioéster en su
extremo C-terminal.

[0081] EI método de ligacion puede llevarse a cabo mediante el método conocido por los expertos en la materia,
tal como el método descrito en la literatura de patente 1 o relativo a la descripcidon de ejemplos que se presentan
mas adelante. Por ejemplo, un primer péptido que tiene una fraccién a-carboxitioéster representada por -C(=0) -
SR en su extremo C-terminal y un segundo péptido que tiene un residuo de aminoacido que tiene un grupo -SH
en su extremo N-terminal se preparan en referencia a la descripcién mencionada anteriormente. Si bien no se
impone ninguna limitacion particular en R en el primer péptido siempre que no bloquee una reaccion de
intercambio de tiol y se convierta en un grupo saliente en una reaccion de sustitucion nucleofilica llevada a cabo
en el grupo carbonilo, se selecciona, preferiblemente, entre un tipo bencilo, tal como mercaptano bencilico, un
tipo arilo, tal como triofenol, 4-(carboximetil)-tiofenol, un tipo alquilo, tal como 2-mercaptoetanosulfonato y 3-
mercaptopropionamida y similares. Ademas, si bien el grupo -SH en el extremo N-terminal del segundo péptido
puede estar protegido con un grupo protector como se desee, este grupo protector se elimina en un punto
deseado en la reaccion antes de que lleve a cabo la reaccion de ligacion descrita a continuacion, y el segundo
péptido que tiene un grupo -SH en su extremo N-terminal reacciona con el primer péptido. Por ejemplo, cuando
un grupo protector es uno que se eliminara naturalmente en las condiciones en que se produce la ligacion, tal
como un grupo disulfuro, el segundo péptido protegido con un grupo protector puede utilizarse tal cual en la
siguiente reaccion de ligacion.

[0082] Estos dos péptidos se mezclan en una solucion tal como un tampén fosfato 100 nM en presencia de tiol
catalitico, tal como acido 4-mercaptofenil acético, mercaptano bencilico y tiofenol. Preferiblemente, la reaccion se
lleva a cabo en la proporcion de 0,5 a dos equivalentes del segundo péptido y cinco equivalentes de tiol catalitico
en relacién con un equivalente del primer péptido. La reaccion se lleva a cabo, preferiblemente, en las
condiciones de un pH de aproximadamente 6,5 a 7,5 y una temperatura de aproximadamente 20 a 40 °C durante
aproximadamente una y 30 horas. El progreso de la reaccién puede confirmarse mediante una técnica conocida
de una combinaciéon de HPLC, MS y similares.

[0083] A la reaccion anterior, se le afiade un agente reductor, tal como ditiotreitol (DTT) y tris2-carboxietilfosfina
clorhidrato (TCEP) para moderar una reaccién secundaria y el producto resultante se somete a purificacion si se
desea, mediante lo cual pueden unirse el primer péptido y el segundo péptido.

[0084] Cuando el péptido que tiene una fraccion carboxitioéster (-C=0-SR) en su extremo C-terminal tiene
distintos grupos R, el orden de la reaccion de ligacion puede manipularse (véase Protein Science (2007), 16:
2056-2064 y similares), lo que puede tenerse en cuenta cuando la ligacion se lleva a cabo varias veces. Por
ejemplo, cuando un grupo arilo, un grupo bencilo y un grupo alquilo estan presentes como R, la reaccion de
ligacion, por lo general, se desarrolla en este orden.

[0085] Tal como se utiliza en el presente documento, la "estructura de orden superior" de una proteina se refiere
a una conformacion de una proteina que abarca la estructura secundaria, tal como una estructura hélice a y
lamina B o una estructura tal como un enrollamiento al azar, la estructura terciaria en la que la estructura
secundaria esta plegada espacialmente mediante un enlace de hidrégeno, un enlace disulfuro, un enlace iénico,
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una interaccion hidrofébica y similares con el fin de formar una conformacion estable, y la estructura cuaternaria,
que se forma mediante unién de una pluralidad de cadenas polipeptidicas como subunidades. La estructura de
orden superior de una proteina es, preferiblemente, una estructura necesaria para que la proteina presente su
funciéon en el cuerpo vivo. La estructura de orden superior de una proteina puede analizarse mediante
cristalografia de rayos X, RMN y similares.

[0086] Tal como se utiliza en el presente documento, glicoproteina que tiene estructura de orden superior
uniforme significa que, cuando se compara entre la glicoproteina, la estructura de orden superior de la fraccion
de proteina de la glicoproteina es sustancialmente la misma. La estructura de orden superior que es
sustancialmente la misma significa significa que al menos un 90 % o mas, preferiblemente un 95 % o mas, mas
preferiblemente un 99 % o mas de la estructura es uniforme. La glicoproteina que tiene estructura de orden
superior uniforme tiene calidad estable y, en consecuencia, es preferible, en particular, en un campo tal como la
produccion de producto farmacéutico y el ensayo. El hecho de que la estructura de orden superior de una
glicoproteina contenida en una fraccion arbitraria sea uniforme o no puede confirmarse mediante, por ejemplo, un
analisis de RMN, una medicion de CD y mapeo de disulfuro.

[0087] Tal como se utiliza en el presente documento, el "plegado” significa que la fraccion de proteina de una
glicoproteina se pliega en una estructura de orden superior especifica. Si bien los expertos en la materia pueden
llevar a cabo de manera adecuada el plegado de una glicoproteina mediante un método conocido o un método
equivalente, ejemplos de un método de este tipo incluyen el método de didlisis, el método de dilucién y el método
de inactivacion. El método de didlisis es un método para plegar un péptido en una estructura de orden superior
predeterminada en el que se afiade con antelacion un agente de desnaturalizacion de proteinas (agente de
despliegue), después de lo cual la mezcla resultante se diluye gradualmente mediante dialisis con el fin de que
se sustituya por un tampon y similares. Ejemplos de un agente de despliegue incluyen clorhidrato de guanidina y
urea. Ademas, el método de dilucién es un método para plegar un péptido en una estructura de orden superior
en el que, tras la adicion de un agente de desnaturalizacién de proteinas, la mezcla resultante se diluye mediante
un tampoén y similares de manera gradual o a la vez. El método de inactivacion es un método para plegar un
péptido en una estructura de orden superior en el que, tras la adicion de un agente de desnaturalizaciéon de
proteinas, un segundo agente que inactiva el agente de desnaturalizacion se afiade de manera gradual o a la
vez.

[0088] En la presente invencion, la "actividad fisiologica predeterminada” puede seleccionarse entre actividades
fisiolégicas de una glicoproteina que tiene una estructura de orden superior que se obtiene con buena
reproducibilidad con una proporcidon constante cuando se pliega. Dicha actividad fisiolégica puede obtenerse
mediante el plegado de una glicoproteina diana con antelacion mediante un método similar a las etapas (a) y (b)
que se describen mas adelante y fraccionandola mediante cromatografia en columna y recogiendo el eluyente
correspondiente al pico principal y, a continuacion, midiendo la actividad fisiolégica de la glicoproteina contenida
en esa fraccion. Aqui, el pico principal significa un pico obtenido con buena reproducibilidad cuando las etapas
(a) y (b) se llevan a cabo repetidamente. La actividad fisiolégica puede medirse mediante un método conocido
por los expertos en la materia en funcion de la glicoproteina diana.

[0089] En el "método para producir una glicoproteina que tiene estructura uniforme de secuencia de
aminoacidos, de cadena de azucar y estructura de orden superior”, de acuerdo con la presente invencion, en
primer lugar, en la etapa (a), se pliega una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azulcar
uniformes. En la solucién que contiene la glicoproteina plegada, esta presente una mezcla de glicoproteinas con
diferentes estructuras de orden superior, que contiene unas con o sin una actividad predeterminada.

[0090] A continuacion, en la etapa (b), la glicoproteina plegada se fracciona mediante cromatografia en columna.
Si bien no se impone ninguna limitacion en particular en lo que se refiere a la cromatografia en columna siempre
que pueda separar una glicoproteina que tiene estructura de orden superior distinta, puede utilizarse, por
ejemplo, cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Si bien los expertos en la materia pueden
seleccionar, de forma adecuada, las condiciones, tal como el tipo de fase sélida y de fase movil, asi como la tasa
de escape de cromatografia en columna segun la glicoproteina que se ha de separar, puede utilizarse, por
ejemplo, cromatografia con inversiéon de fase de tipo ODS, cromatografia en fase normal, columna de afinidad,
columna de filtracion de gel, columna de intercambio de iones y similares.

[0091] En la etapa (c), se mide la actividad de la glicoproteina contenida en cada una de las fracciones del eluido
de la cromatografia en columna y se recoge una fraccion que tiene una actividad predeterminada, por medio de
lo cual puede obtenerse la glicoproteina que tiene estructura uniforme de secuencia de aminoacidos, de cadena
de azucar y estructura de orden superior.

[0092] De forma alternativa, el método de produccion de glicoproteina de la presente invencion incluye,
preferiblemente, después de la etapa (c), (d) desplegar la glicoproteina contenida en una fraccién que no se ha
recogido en la etapa mencionada anteriormente (c),

(e) volver a plegar la glicoproteina desplegada;
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(f) fraccionar la glicoproteina que se ha vuelto a plegar mediante cromatografia en columna y recoger una
fraccion que tiene la actividad deseada mencionada anteriormente; y
(g) repetir las etapas (d) a (f) segun sea necesario.

[0093] La fraccidon que contiene la glicoproteina que se ha de desplegar en la etapa (d) también contiene una
estructura de orden superior que carece de una actividad predeterminada. Ademas, puesto que una fraccién que
contiene una mezcla de dos o mas tipos de glicoproteinas que tiene una actividad predeterminada no presenta
un nivel predeterminado de actividad tampoco, dicha fracciéon también se incluye en la fraccién que se ha de
someter a despliegue.

[0094] Si bien la glicoproteina puede desplegarse mediante un método conocido por los expertos en la materia,
ejemplos de dicho método incluyen un método de adicion de un agente de despliegue (agente de
desnaturalizacion de proteinas), tal como clorhidrato de guanidina y urea, y un método de adicion, ademas del
agente mencionado anteriormente, un agente reductor, tal como ditiotreitol (DTT) y mercaptoetanol.

[0095] Las etapas (e) y (f) pueden llevarse a cabo mediante un método similar al de las etapas anteriormente
mencionadas (a) a (c).

[0096] Como se ha descrito anteriormente, mediante la realizacion de las etapas (d) a (f), la glicoproteina
contenida en una fraccién que carece de una actividad predeterminada se despliega una vez y, a continuacion,
se vuelve a plegar, por medio de lo cual la glicoproteina puede, posiblemente, convertirse en una estructura de
orden superior que tiene una actividad predeterminada con una proporciéon constante. De esta manera, la
glicoproteina con una estructura de orden superior que tiene una actividad predeterminada puede recogerse al
maximo.

[0097] "Un método para la seleccion de una glicoproteina" segun la presente invencion incluye (i) plegar una
glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes,

(ii) fraccionar la glicoproteina plegada mediante cromatografia en columna, y
(iii) medir una actividad de cada una de las fracciones para determinar si tiene o no una actividad
predeterminada.

[0098] Las etapas (i) y (ii) pueden llevarse a cabo de manera similar a las etapas mencionadas anteriormente (a)
y (b). Tal y como se ha descrito anteriormente, en la solucién que contiene la glicoproteina plegada que tiene
secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes, esta presente una mezcla de glicoproteinas con
diversas estructuras de orden superior. Por consiguiente, después del fraccionamiento mediante cromatografia
en columna, se mide la actividad de cada una de las fracciones para determinar si tiene o no una actividad
predeterminada, por medio de lo cual solamente puede seleccionarse y purificarse la glicoproteina que tiene
estructura de orden superior uniforme y que presenta una actividad fisiolégica predeterminada.

[0099] La presente invencion también da a conocer un método para obtener una mezcla de glicoproteinas que
tiene una actividad fisiolégica deseada. Este método incluye (A) plegar una glicoproteina que tiene secuencia de
aminoacidos y cadena de azucar uniformes,

(B) fraccionar la glicoproteina plegada mediante cromatografia en columna,

(C) medir una actividad de cada una de las fracciones, y

(D) determinar una proporcion de mezcla de las fracciones con la que puede obtenerse una actividad
deseada y mezclar las fracciones de acuerdo con la proporcién asi obtenida.

[0100] Las etapas (A) y (B) pueden llevarse a cabo de manera similar a las etapas mencionadas anteriormente
(a) y (b). Las etapas (A) y (B) proporcionan una glicoproteina que tiene estructura uniforme de secuencia de
aminoacidos, de cadena de azucar y estructura de orden superior y que tiene una actividad predeterminada. En
consecuencia, la glicoproteina puede mezclarse con una proporcion predeterminada para obtener una mezcla de
glicoproteinas que tiene una actividad predeterminada.

[0101] Los términos que se utilizan en el presente documento se presentan con el fin de explicar un modo de
realizacién especifico sin intencién de limitar la invencion.

[0102] Asimismo, salvo que el contexto requiera que sea claramente de otro modo, los términos "comprender,
contener, incluir o abarcar" como se utilizan en el presente documento, se refieren a la presencia de un asunto
descrito (un miembro, una etapa, un factor, un ndmero y similares) y estos términos no excluyen la presencia de
otros asuntos (un miembro, una etapa, un factor, un numero y similares).

[0103] Salvo que no haya ninguna definicion alternativa, todos los términos utilizados en el presente documento
(incluidos los términos técnicos y los términos cientificos) tienen el mismo significado que el que entienden
ampliamente los expertos en la materia a la que se refiere la presente invencién. Salvo que no se indique
claramente una definicion alternativa, los términos utilizados en el presente documento deberian interpretarse
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con el significado que es coherente con el significado de la presente memoria descriptiva y un campo técnico
relevante, pero no deberian ni idealizarse ni interpretarse en el sentido excesivamente formalizado.

[0104] EI modo de realizacion de la presente invencion puede explicarse en relacion con un diagrama
esquematico; sin embargo, en el caso de un diagrama esquematico, el diagrama puede presentarse de manera
exagerada, de manera que se explique claramente la invencion.

[0105] Si bien los términos como primer y segundo se utilizan para expresar diversos factores, debe entenderse
que dichos términos no limitan estos factores. Estos términos se utilizan unicamente para distinguir un factor de
otro y, por ejemplo, es posible describir un primer factor como un segundo factor y, de manera similar, describir
un segundo factor como un primer factor sin desviarse del alcance de la presente invencion.

[0106] A continuacion, la presente invencion se describira con mas detalle en referencia a los ejemplos.
[Ejemplos]

<Ejemplo 1> Sintesis quimica del tercer dominio de ovomucoide de faisan plateado (en adelante, puede
denominarse OMSVP3)

1. Sintesis quimica del tercer dominio de ovomucoide de faisan plateado que tiene secuencia de aminoacidos y
cadena de azUcar uniformes

[0107] Se sintetizaron tres fragmentos, como se muestra en la figura 1 y, a continuacién, se ligaron mediante
NCL para sintetizar un tercer dominio de ovomucoide de faisan plateado que tiene secuencia de aminoacidos y
cadena de azucar uniformes. Los fragmentos 1 a 3 se muestran en las figuras 2 a 4.

[Instrumentos utilizados]

[0108] 'H-RMN se midid6 mediante AVANCE 600 (msotrado como 600 MHz) de Bruker Corporation. Para la
medicién del espectro de masa ESI, se utilizé Esquire 3000 plus. de Brucker Daltonics Corporation.

[0109] Para la medicion del espectro CD, se utilizaron J-820 y J-805 de JASCO Corporation.

[0110] Como instrumento analitico de RP-HPLC, se utilizé uno fabricado por Waters Corporation y como detector
de UV, se utilizé Waters 486, un detector de arreglo de fotodiodos (Waters 2996) y Waters 2487, todos fueron
fabricados por Waters Corporation, y como columna se utilizé columna Cadenza (Imtakt Corp., 3 ym, 4,6 x 75
mm), VydacC-18 (5 um, 4,6 x 250 mm, 10 x 250 mm), Vydac-8 (5 ym, 10 x 250 mm) y VydacC-4 (5 ym, 4,6 x
250 mm).

[Sintesis del fragmento 1]

[0111] En una columna de sintesis en fase sdlida, se colocé 2-clorotritil resina (143 mg, 200 pmol), que se lavd
suficientemente, a continuacioén, con cloruro de metileno (DCM). Se prepard, por separado, DCM (1,2 mL) con
Fmoc-Leu (212,1 mg, 0,6 mmol) y DIPEA (272,1 yL, 1,6 mmol) disuelta en el mismo y se vertié en la columna de
sintesis en fase sdlida cargada con la resina y, a continuacion, se removié a temperatura ambiente durante dos
horas. Después de remover, la resina se lavé con DCM: MeOH: DIPEA = 17 : 2: 1, DCM y DMF. Posteriormente,
se desprotegi6 el grupo Fmoc con una solucién de piperidina/DMF al 20 % (2 mL) durante 20 minutos. El
producto resultante se lavo con DMF y se confirmo la reaccion con el ensayo Kaiser. Posteriormente, se llevo a
cabo la extension de cadena peptidica mediante la condensacion secuencial de aminoacidos por medio de la
utilizacién del método que se muestra a continuacion.

[0112] Se disolvié un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo Fmoc y HOBt (135,1 mg, 1
mmol) y DIPCI (153,9 pyL, 1 mmol) en DMF (4 mL) y la solucion resultante se activé durante 15 minutos.
Posteriormente, se vertié la solucion en la columna de sintesis en fase sélida y, a continuacion, se removié a
temperatura ambiente durante una hora. Después de remover, la resina se lavé con DCM y DMF. Se desprotegio
el grupo Fmoc con una solucién de piperidina/DMF al 20 % (2 mL) durante 20 minutos. Se repitié la operacion
anterior para condensar aminoacidos de manera secuencial. Como aminoacido que tiene un grupo amino
protegido, se utilizd 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 y Fmoc-Ala, y como
ultimo aminoacido, se utilizé Boc-Leu-OH-H,0 (249,3 mg, 1 mmol), del que se puede eliminar un grupo protector
con un acido. En la resina de fase sdlida, se obtuvo un péptido de 23 residuos que tiene un grupo protector 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 (SEQ ID NO:1). Al péptido resultante, se le afiadié
AcOH: DCM: MeOH = 5: 4: 1 (2 mL) y, a continuacion, se removio a temperatura ambiente durante tres horas.
Después de remover, se elimind la resina por filtracién y se lavé con MeOH. El filtrado se afiadié a hexano
preparado por separado para la cristalizacion. Después de la filtracion, el cristal asi obtenido se sometié a
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azeotropico con una cantidad excesiva de benceno tres veces y, a continuacion, el péptido resultante se liofilizd
(figura 5, parte superior. Nota: la medicion se realizo tras la desproteccion).

[0113] El péptido asi obtenido (un péptido de 23 residuos que tiene un grupo protector, como se muestra en SEQ
ID NO:1) (39 mg, 10 umol), MS4A, mercaptano bencilico (35,5 pL, 0,3 mmol) se removieron en un disolvente
DMF (1,35 mL) bajo un chorro de argén a -20 °C durante una hora. Posteriormente, se afiadié PyBOP (26 mg, 50
pmol) y DIPEA (8,5 pL, 50 ymol) a la mezcla resultante y, a continuacion, se removié durante dos horas.
Después de remover, se afiadié una cantidad excesiva de éter dietilico a la solucién de reaccién para precipitar
un compuesto, seguido de filtracién. Posteriormente, el precipitado asi obtenido se disolvio en DMF. La solucion
resultante se concentré a presion reducida, a la que se afiadié una solucion de TFA al 95 %, TIPS al 2,5 % y H.O
al 2,5 % (1 mL) y, a continuacion, se removi6 a temperatura ambiente durante dos horas (figura 5, en el medio).
La solucién de reaccion resultante se concentro a presion reducida y, a continuacion, se purifico mediante HPLC
(columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A: una solucién acuosa de
TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de
acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min) para producir un péptido de 23 residuos que
tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, que es Leu-Ala-Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-Pro-Lys-
Pro-A la-Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-SBn (SEQ ID NO:2) (figura 5, parte inferior).

ESI-MS: Calculado para C11gH1g1N27034S4: [|\/|+2H]2+ 1326,0. Encontrado: 1325,8
[Sintesis del fragmento 2]

[0114] Posteriormente, en una columna de sintesis soélida separada, se coloco resina Amino-PEGA (producto de
Merck) (1 g, 50 umol), que se lavo suficientemente con cloruro de metileno (DCM) y DMF. La resina resultante se
hinché suficientemente en DMF. A continuacion, se disolvié acido 4-hidroximetil-3-metoxifenoxibutirico (HMPB)
(0,125 mmol), TBTU (0,125 mmol) y N-etilmorfolina (0,125 mmol) en DMF (1 ml) y la mezcla resultante se vertio
en la columna y, a continuaciéon, se removio a temperatura ambiente durante dos horas. La resina se lavo
suficientemente con DMF y DCM vy la reaccién se confirmé con el ensayo Kaiser. Se confirmé que la resina era
negativa (-) mediante el ensayo Kaiser y se hinché en DCM durante una hora. Se obtuvo resina HMPB-PEGA,
que se utilizé como soporte solido para la sintesis en fase sélida.

[0115] Se disolvié Fmoc-Phe (96,9 mg, 0,25 mmol), MSNT (74 mg, 0,25 mmol) y N-metilimidazol (14,9 pl, 0,188
mmol) en DCM (1 mL) y la mezcla resultante se verti6 en una columna de sintesis en fase sdlida y, a
continuacion, se removié a temperatura ambiente durante dos horas. Después de remover, se lavé la resina con
DCM y DMF, y se desprotegio el grupo Fmoc mediante tratamiento con una solucion de piperidina/DMF al 20 %
(1 mL) durante 20 minutos. El producto resultante se lavé con DMF y se confirmd la reaccion con el ensayo
Kaiser. Posteriormente, se llevo a cabo la extension de cadena peptidica mediante la condensacion de manera
secuencial de aminoacidos por medio de la utilizaciéon del método que se muestra a continuacion.

[0116] Se disolvié un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo Fmoc y HOBt (33,8 mg, 0,25
mmol) y DIPCI (38,5 pL, 0,25 mmol) en DMF (1 mL) y la solucién resultante se activd durante 15 minutos.
Posteriormente, se vertié la solucion en la columna de sintesis en fase sélida y, a continuacion, se removié a
temperatura ambiente durante una hora. Después de remover, se lavo la resina con DCM y DMF. Se desprotegio
el grupo Fmoc con una solucién de piperidina/DMF al 20 % (1 mL) durante 20 minutos. Se repitié la operacion
anterior para condensar aminoacidos de manera secuencial. Como aminoacido que tiene un grupo amino
protegido, se utilizd Fmoc-Asn, Fmoc-Cys(Trt), Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-Asn, Fmoc-Gly, Fmoc-Tyr(tBu), Fmoc-
Thr(tBu) y Fmoc-Lys(Boc) y se obtuvo un péptido de 9 residuos que tiene un grupo protector que es
Fmoc-Lys(Boc)-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Gly-Asn-Lys(Boc)-Cys(Trt) -Asn-Phe (SEQ ID NO:3) en la resina de fase
sélida. A continuacion, se transfirieron 3 umol de equivalente del péptido de 9 residuos en la resina de fase soélida
a otra columna de sintesis en fase solida y se desprotegio el grupo Fmoc con una solucion de piperidina/DMF al
20 % (1 mL) durante 20 minutos. Se lavo suficientemente la resina con DMF y se transfirié a un tubo Eppendorf.
Posteriormente, se disolvié una cadena de azicar unida a asparagina representada por la siguiente formula (1)
(12 mg, 6 pmol) y DEPBT (3 mg, 10 pmol) en 0,20 mL de DMF: DMSO = 4: 1, y se transfirio la mezcla resultante
al tubo Eppendorf. A este tubo, se le afiadio DIPEA (1,02 uL, 6 ymol) y, a continuacion, se removio a temperatura
ambiente durante 20 horas.

[Férmula 6]
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[0117] Después de remover, se transfirid la resina a una columna de sintesis en fase solida y se lavé con DCM y
DMF. Se desprotegio el grupo Fmoc mediante tratamiento con una solucion de piperidina/DMF al 20 % (1 mL)
durante 20 minutos. El producto resultante se lavé con DMF. Posteriormente, se llevé a cabo la extension de
cadena glicopeptidica mediante la condensacion secuencial de aminoacidos por medio de la utilizaciéon del
método que se muestra a continuacion. Se disolvié un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un
grupo Fmoc y HOBt (2 mg, 0,015 mmol) y DIPCI (2,3 pL, 0,015 mmol) en DMF (0,375 mL) y la solucion
resultante se activd durante 15 minutos. Posteriormente, se vertié la solucién en la columna de sintesis en fase
sélida y, a continuacion, se removio a temperatura ambiente durante dos horas. Después de remover, se lavo la
resina con DCM y DMF. Se desprotegio el grupo Fmoc con una soluciéon de piperidina/DMF al 20 % (1 mL)
durante 20 minutos. Se repitid la operacion anterior para condensar aminoacidos de manera secuencial. Como
aminoacido que tiene un grupo amino protegido, se utiliz6 Fmoc-Asp(OtBu), Fmoc-Ser(tBu), Fmoc-Gly y Boc-Cys
(Thz) y se obtuvo un péptido glicosilado de 14 residuos que tiene un grupo protector que es Boc-Cys(Thz)-Gly-
Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Asn(Oligosacarido)-Lys(Boc)-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Gly-Asn-Lys(Boc)-Cys(Trt)-Asn-Phe (SEQ ID
NO:4) en la resina de fase solida. Al péptido glicosilado, se le afiadié 1 mL de acido acético: trifluoroetanol (= 1:
1) y, a continuacion, se removio a temperatura ambiente durante 20 horas. Se elimind la resina por filtracion y se
lavé con MeOH, y se concentré el filtrado a presion reducida. El filtrado concentrado se sometié a azeotrépico
con benceno tres veces. Se disolvié el residuo asi obtenido y, a continuacion, se liofilizé (figura 6, parte superior.
Nota: la medicién se realizo tras la desproteccion).

[0118] EI péptido asi obtenido (un péptido glicosilado de 14 residuos que tiene un grupo protector, como se
muestra en SEQ ID NO:4) (11,7 mg, 3 ymol), MS4A (10 mg) y mercaptano bencilico (10,6 uL, 0,09 mmol) se
removio en un disolvente DMF (0,41 mL) bajo un chorro de argén a -20 °C durante una hora. Posteriormente, se
afiadié PyBOP (7,8 mg, 15 umol) y DIPEA (2,6 pL, 15 pymol) a la mezcla resultante y, a continuacion, se removio
durante dos horas. Después de remover, se afiadié una cantidad excesiva de éter dietilico a la solucién de
reaccion para precipitar un compuesto, seguido de filtracion. Posteriormente, el precipitado asi obtenido se
disolvié en DMF. La solucion resultante se concentré a presion reducida, a la que se anadié una solucién de TFA
al 95 %, TIPS al 2,5 % y H>0 al 2,5 % (1 mL) y, a continuacion, se removid a temperatura ambiente durante dos
horas (figura 6, en el medio). La solucién de reaccion resultante se concentré a presion reducida y, a
continuacion, se purifico mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente
de desarrollo A: una solucion acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B
= 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos, un caudal de 1,0 mL/min) para producir
un péptido glicosilado de 14 residuos que tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, que es Cys(Thz)-Gly-
Ser-Asp-Asn(Oligosacarido)-Lys-Thr-Tyr-Gly -Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-SBn (SEQ ID NO:5) (figura 6, parte inferior).

ESI-MS: Calculado para C133H203N23067S3: [|\/|+2H]2+ 1647,1. Encontrado: 1646,6
[Sintesis del fragmento 3]

[0119] En una columna de sintesis en fase solida, se colocd 2-clorotritil resina (200 pmol), que se lavd
suficientemente, a continuacioén, con cloruro de metileno (DCM). Se prepard, por separado, DCM (1,2 mL) con
Fmoc-Cys (Trt) (351,4 mg, 0,6 mmol) y DIPEA (272,1 pL, 1,6 mmol) disuelta en el mismo y se vertio en la
columna de sintesis en fase sdélida cargada con la resina y, a continuacion, se removi6 a temperatura ambiente
durante dos horas. Después de remover, la resina se lavé con DCM: MeOH: DIPEA = 17: 2: 1, DCM y DMF.
Posteriormente, se desprotegio el grupo Fmoc mediante tratamiento con una solucién de piperidina/DMF al 20 %
(2 mL) durante 20 minutos. El producto resultante se lavé con DMF y se confirmd la reaccion con el ensayo
Kaiser. Posteriormente, la extension de cadena peptidica se llevé a cabo mediante la condensacién secuencial
de aminoacidos por medio de la utilizaciéon del método que se muestra a continuacion.

[0120] Se disolvié un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo Fmoc y HOBt (135,1 mg, 1

mmol) y DIPCI (153,9 pyL, 1 mmol) en DMF (4 mL) y la solucion resultante se activé durante 15 minutos.

Posteriormente, se vertié la solucion en la columna de sintesis en fase sélida y, a continuacion, se removié a

temperatura ambiente durante una hora. Después de remover, se lavoé la resina con DCM y DMF. Se desprotegio

el grupo Fmoc mediante tratamiento con una solucion de piperidina/DMF al 20 % (2 mL) durante 20 minutos. Se

repitio la operacion anterior para condensar aminoacidos de manera secuencial. Como aminoacido que tiene un
17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2646 119 T3

grupo amino protegido, se utilizd 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, Fmoc-Ser(tBu), Fmoc-Glu(OtBu), Fmoc-
Val, Fmoc-Val, Fmoc-Ala, Fmoc-Asn y Fmoc-Cys(Trt) y se obtuvo un péptido de 19 residuos que tiene un grupo
protector que es Cys(Trt)-Asn-Ala-Val-Val-Glu(OtBu)-Ser(tBu)-Asn-Gly-Thr(t Bu) -Leu-Thr (tBu) -Leu-Ser (tBu) -
His (Trt) -Phe-Gly-Lys (Boc) -C ys (Trt) (SEQ ID NO: 6) en la resina de fase solida. Al péptido, se le afiadio una
solucion de TFA al 95 %, TIPS al 2,5 % y H,0 al 2,5 % (3 mL) y, a continuacién, se removié a temperatura
ambiente durante dos horas. Posteriormente, se elimind la resina por filtracion y se concentro el filtrado a presion
reducida (figura 7, parte superior). Se purifico el filtrado concentrado mediante HPLC (columna Cadenza CD18
(Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A: una solucién acuosa de TFA B al 0,09 %:
acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54
%) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min) para producir un péptido de 19 residuos, que es Cys-Asn-Ala-Val-Val-
Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-H is-Phe-Gly-Lys-Cys (SEQ ID NO:7) (figura 7, parte inferior).

ESI-MS: Calculado para Cg3H134N24028S5: [M+2H]?* 991,1. Encontrado: 991,0

[Ligacion de fragmentos 2 y 3 mediante NCL]

[0121] Se colocaron en el mismo tubo Eppendorf dos tipos de péptidos, a saber, 1,9 mg (1 ymol) del fragmento 3
(un péptido de 19 residuos, como se muestra en SEQ ID NO: 7) y 3,2 mg (1 pmol) del fragmento 2 (un péptido
glicosilado de 14 residuos con un grupo protector que tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, como se
muestra en la figura 5) y se disolvieron en 485 uL de un tampon fosfato 0,1% (pH 7,5, que contiene clorhidrato de
guanidina 6M). Posteriormente, se afadi6 tiofenol (15 pL) a la mezcla resultante a 25 °C y se dejo que tuvieran
lugar las reacciones a temperatura ambiente (0 h en la figura 8). Después de 24 horas, se confirmo la
terminacion de la reaccion mediante HPLC (24 h en la figura 8). Posteriormente, se purificd la solucion de
reaccion mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A:
una solucién acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40:
60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min) (figura 8, tras la purificacion).
Posteriormente, se liofilizd el péptido resultante para dar lugar a un péptido glicosilado de 33 residuos que tiene
un grupo protector, que es Cys(Thz)-Gly-Ser-Asp-Asn(Oligosacarido)-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 (SEQ ID NO:8).

ESI-MS: Calculado para Czp9H320N47095S4: [|\/|+4H]4+ 1287,28. Encontrado: 1287,6

[0122] EI péptido asi obtenido (un péptido glicosilado de 33 residuos que tiene un grupo protector, como se
muestra en SEQ ID NO:8) se disolvié en una solucién acuosa 0,2 M de metoxiamina (pH = 4,0). Después de
cuatro horas, se confirmé la terminacién de la reaccion mediante HPLC y se purificd el producto resultante
mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A: una
solucion acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60
(gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min) (figura 8, desproteccion de
tiazolina). Posteriormente, se liofilizé el péptido resultante para dar lugar a un péptido glicosilado de 33 residuos,
que es Cys-Gly-Ser-Asp-Asn(Oligosacarido)-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu-
Ser-Asn-Gly-Thr-L eu-Thr-Leu-Ser-His-Phe-Gly-Lys-Cys (SEQ ID NO:9).

ESI-MS: Calculado para CzpsH320N47095S4: [|\/|+4H]4+ 1284,28. Encontrado: 1284,5

[0123] EI péptido glicosilado de 33 residuos, como se muestra en SEQ ID NO:9 se obtuvo, de manera similar,
también en las siguientes condiciones.

[0124] Se colocaron dos tipos de péptidos, a saber, 1,9 mg (1 ymol) del fragmento 3 (un péptido de 19 residuos,
como se muestra en SEQ ID NO: 7) y 3,2 mg (1 pmol) del fragmento 2 (un péptido glicosilado de 14 residuos que
tiene un grupo protector y un bencil tioéster en su extremo C-terminal, como se muestra en la figura 5) en tubos
Eppendorf por separado y se disolvieron en 247,5 yL de un tampodn fosfato 0,1% (pH 7,5, que contiene
clorhidrato de guanidina 6M). A continuacion, se combind el contenido en un tubo Eppendorf. Posteriormente, se
afadio tiofenol al 1 % (5 pL) a la mezcla resultante a 25 °C y se dejé que tuvieran lugar las reacciones a
temperatura ambiente. A la reaccion, le siguid6 HPLC y espectrometria de masas, y se confirmo la desaparicion
del fragmento 3 mediante HPLC tras siete horas. Después, se afiadié una solucion acuosa 0,2 M de metoxiamina
para que el pH del sistema fuera aproximadamente 4 para desproteger el extremo N-terminal Cys. Después de
seis horas, se confirmo la terminacién de la reaccién mediante espectrometria de masas y se purificé la solucion
de reaccion resultante mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de
desarrollo A: una solucion acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B =
80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min). Se liofilizd el
péptido resultante para dar lugar a un péptido glicosilado de 33 residuos, como se muestra en SEQ ID NO:9.
ESI-MS: Calculado para CzpsH320N47095S4: [|\/|+4H]4+ 1284,28. Encontrado: 1284,5

[Ligacion del fragmento 1 y fragmentos 2 y 3 mediante NCL]

[0125] Se colocaron dos tipos de péptidos en el mismo tubo Eppendorf, a saber 1,3 mg (0,25 pmol) del péptido
glicosilado de 33 residuos preparado mediante la ligacién de los fragmentos 2 y 3, y 1,3 mg (0,50 umol) del
fragmento 1 (un péptido de 23 residuos que tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, como se muestra
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en SEQ ID NO:2) y se disolvieron en 485 pL de un tampén fosfato 0,1% (pH 7,5, que contiene clorhidrato de
guanidina 8 M). Posteriormente, se afiadio tiofenol (15 yL) a la mezcla resultante a 25 °C y se dej6 que tuvieran
lugar las reacciones a temperatura ambiente (0 h en la figura 9). Después de 54 horas, se confirmo la
terminacion de la reaccion mediante HPLC (54 h en la figura 9). Posteriormente, se purificd la solucion de
reaccion mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A:
una solucién acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40:
60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min) (figura 9, parte inferior).
Posteriormente, se liofilizé el péptido resultante para dar lugar a un péptido glicosilado de 56 residuos de Leu-
Ala-Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-Pro-Lys-Pro-A  la-Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-Ser-Asp-
Asn(Ol igosacarido)-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-Cys-As n-Ala-Val-Val-Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-
Leu-Ser-His-Phe -Gly-Lys-Cys (SEQ ID NO:10).

ESI-MS: Calculado para C319H502N740129S7: [|\/|+5H]5+ 1532,46. Encontrado: 1532,7

[0126] EI péptido glicosilado de 56 residuos (SEQ ID NO:10) se obtuvo, de manera similar, también en las
siguientes condiciones.

[0127] Se colocaron dos tipos de péptidos en tubos Eppendorf por separado, a saber 1,3 mg (0,25 pmol) del
péptido glicosilado de 33 residuos, como se muestra en SEQ ID NO:9, y 1,3 mg (0,50 pmol) del fragmento 1 (el
péptido de 23 residuos que tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, como se muestra en SEQ ID NO:2)
y se disolvieron en 247,5 yL de un tampon fosfato 0,1% (pH 7,5, que contiene clorhidrato de guanidina 8 M). A
continuacion, se combiné el contenido en un tubo Eppendorf. A la reaccion, le siguid HPLC y espectrometria de
masas y, después de 30 horas, se purificé la solucion de reaccion resultante mediante HPLC (columna Cadenza
CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A: una solucion acuosa de TFA B al 0,09 %:
acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54
%) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min).

[Plegado de glicoproteina]

[0128] En un tubo Eppendorf, se transfirieron 0,5 mg (65,2 nmol) del péptido glicosilado de 56 residuos (SEQ ID
NO:10) preparado como se describe anteriormente que, a continuacion, se disolvié en 100 yL de tampon tris 0,6
M (pH = 8,7, que contiene clorhidrato de guanidina 0,6 My EDTA 6 mM. Se diluyé la mezcla resultante con 500
yL de agua destilada para plegar el tercer dominio de ovomucoide glicosilado.

[Fraccionamiento mediante HPLC]

[0129] Después de 36 horas, se confirmé el progreso de la reaccion mediante HPLC y espectrometria de masas
y se purificd el producto resultante mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm,
disolvente de desarrollo A: una soluciéon acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90:
Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0
mL/min). Como consecuencia, se obtuvieron cuatro fracciones A a D que contenian el péptido glicosilado de 56
residuos que tenia una estructura de orden superior de Leu-Ala-Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-Pro-Lys-
Pro-A la-Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-Ser-Asp-Asn(Ol igosacarido)-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-
Asn-Phe-Cys-As n-Ala-Val-Val-Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-His-Phe -Gly-Lys-Cys (SEQ ID NO:10)
(figura 10).

ESI-MS: Calculado para Ca19Hs02N740120S7: [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

[0130] EI cambio del pico y la reduccion de la masa desde la parte inferior de la figura 9 a la figura 10 indican la
formacion de un enlace disulfuro por medio de la etapa mencionada anteriormente de plegado.

[0131] El tiempo de reaccion puede cambiarse de forma adecuada (por ejemplo, 24 horas) siguiendo la reaccion
mediante HPLC y espectrometria de masas y confirmando un cambio en el peso molecular y un cambio en el
tiempo de retencion del pico mediante espectometria de masas y HPLC, respectivamente.

[0132] Medicién de RMN de la fraccion B: Se disolvié una fraccion B liofilizada en DO/H20 al 5 % (300 pl) y se
midio 2D TOCSY a 25 °C, 60 ms y 600 MHz. El espectro de RMN resultante se muestra en la figura 11.

[0133] Medicién de CD de la fraccion B: Se disolvié en agua destilada una fraccion B liofilizada y se llevd a cabo
una medicion de CD. Como instrumento, se utilizé J-820 de JASCO Corporation. La medicién se llevé a cabo
dentro de un rango de 180 nm a 260 nm. El espectro CD resultante se muestra en la figura 12.

[0134] A partir de la figura 11, se confirmd que el glicopéptido que tiene la misma estructura de orden superior
podria purificarse en gran medida solamente mediante separacion con HPLC.

2. Sintesis quimica del tercer dominio de ovomucoide de faisan plateado no glicosilado
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[0135] De manera similar a los ejemplos, se sintetizaron tres fragmentos y, a continuaciéon, se ligaron mediante
NCL para sintetizar un tercer dominio de ovomucoide de faisan plateado no glicosilado. Los fragmentos 1y 3 se
sintetizaron de manera similar a los ejemplos. Como se muestra en la figura 14, un fragmento correspondiente al
fragmento 2 de los ejemplos (en adelante, denominado "fragmento 2") no tiene una cadena de azucar como un
ejemplo comparativo.

[Sintesis del fragmento 2]

[0136] En una columna de sintesis en fase sdlida, se colocé 2-clorotritil resina (143 mg, 200 pmol), que se lavd
suficientemente, a continuacioén, con cloruro de metileno (DCM). Se prepard, por separado, DCM (1,2 mL) con
Fmoc-Phe (232,4 mg, 0,6 mmol) y DIPEA (272,1 L, 1,6 mmol) disuelta en el mismo y se vertié en la columna de
sintesis en fase sdlida cargada con la resina y, a continuacion, se removié a temperatura ambiente durante dos
horas. Después de remover, la resina se lavé con DCM: MeOH: DIPEA = 17: 2: 1, DCM y DMF. Posteriormente,
se desprotegid el grupo Fmoc mediante tratamiento con una solucion de piperidina/DMF al 20 % (2 mL) durante
20 minutos. El producto resultante se lavé con DMF y se confirmd la reaccion con el ensayo Kaiser.
Posteriormente, se llevd a cabo la extension de cadena peptidica mediante la condensaciéon secuencial de
aminoacidos por medio de la utilizacién del método que se muestra a continuacion.

[0137] Se disolvié un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo Fmoc y HOBt (135,1 mg, 1
mmol) y DIPCI (153,9 uL, 1 mmol) en DMF (0,4 mL) y la solucién resultante se activd durante 15 minutos.
Posteriormente, se vertié la solucion en la columna de sintesis en fase sélida y, a continuacion, se removié a
temperatura ambiente durante una hora. Después de remover, se lavo la resina con DCM y DMF. Se desprotegio
el grupo Fmoc mediante tratamiento con una solucion de piperidina/DMF al 20 % (1 mL) durante 20 minutos. Se
repitid la operacion anterior para condensar aminoacidos de manera secuencial. Como aminoacido que tiene un
grupo amino protegido, se utilizé 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) y Fmoc-Gly, y como
Ultimo aminoacido, se utilizd Boc-Cys(Thz)-OH (233,3 mg, 1 mmol), del que se puede eliminar un grupo protector
con un acido. En la resina de fase sdlida, se obtuvo un péptido de 14 residuos que tiene un grupo protector de
Boc-Cys (Thz) -Gly-Ser (tBu) -Asp (OtBu) -Asn-Lys (Boc) -Thr (tBu) -Tyr (tBu) -Gly-Asn-Lys (Boc) -Cys (Trt) -Asn-
Phe (SEQ ID NO.11). Al péptido resultante, se le afiadid6 AcOH: DCM: MeOH = 5: 4: 1 (2 mL) y, a continuacion,
se removio a temperatura ambiente durante tres horas. Después de remover, la resina se eliminé por filtracion y
se lavé con MeOH. Se concentré el filtrado a presion reducida. El filtrado concentrado se sometié a azeotropico
con una cantidad excesiva de benceno tres veces y, a continuacion, el péptido resultante se liofilizo (figura 15,
parte superior. Nota: la medicion se realiz6 tras la desproteccion).

[0138] En un disolvente DMF (6,8 mL), 110 mg (50 umol) del péptido asi obtenido (el péptido de 14 residuos que
tiene un grupo protector, como se muestra en SEQ ID NO: 11), se removiéo MS4A (10 mg), mercaptano bencilico
(177,4 L, 1,5 mmol) bajo un chorro de argén a -20 °C durante una hora. Posteriormente, se afiadio PyBOP (130
mg, 250 ymol) y DIPEA (42,5 uL, 250 pmol) a la mezcla resultante y, a continuacion, se removié durante dos
horas. Después de remover, se afiadié una cantidad excesiva de éter dietilico a la solucién de reaccién para
precipitar un compuesto, seguido de filtracion. Posteriormente, el precipitado asi obtenido se disolvié en DMF. La
solucion resultante se concentré a presion reducida, a la que se afadié una solucién de TFA al 95 %, TIPS al 2,5
% y H20 al 2,5 % (5 mL) y, a continuacion, se removio a temperatura ambiente durante dos horas (figura 15, en
el medio). La solucion de reaccién resultante se concentré a presion reducida y, a continuacion, se purifico
mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A: una
solucion acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60
(gradiente de acetonitrilo: 9 % — 27 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min) para producir 269,6 mg de un
péptido de 14 residuos con un grupo protector que tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, que es
Cys(Thz)-Gly-Ser-Asp-Asn-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-SBn  (SEQ ID NO:12) (figura 15, parte
inferior).

ESI-MS: Calculado para C71H101N19022S3: [M+2H]?* 834,8. Encontrado: 834,7

[Ligacion del fragmento 2' y el fragmento 3 mediante NCL]

[0139] Se colocaron dos tipos de péptidos en el mismo tubo Eppendorf, a saber 1,6 mg (0,96 pumol) del
fragmento 2’ preparado como se describe anteriormente (un péptido de 14 residuos con un grupo protector que
tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, como se muestra en SEQ ID NO: 12) y 1,9 mg (0,96 umol) del
fragmento 3 sintetizado en los ejemplos y se disolvieron en 495 yL de un tampon fosfato 0,1% (pH 7,5, que
contiene clorhidrato de guanidina 6M). Posteriormente, se afiadio tiofenol (5 yL) a la mezcla resultante y se dejo
que tuvieran lugar las reacciones a temperatura ambiente (0 h en la figura 16). Después de 18 horas, se confirmo
la terminacion de la reaccion mediante HPLC (18 h en la figura 16). Posteriormente, se purificd la solucién de
reaccion mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A:
una solucién acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40:
60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min) (figura 16, tras la purificacion).
Posteriormente, se liofilizé el péptido resultante para dar lugar a un péptido de 33 residuos que tiene un grupo
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protector, que es 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-S er-His-Phe-Gly-Lys-Cys (SEQ ID NO:13).
ESI-MS: Calculado para C147H227N43050S4: [|\/|+3H]3+ 1175,9. Encontrado: 1175,4

[0140] EI péptido de 33 residuos que tiene un grupo protector asi obtenido se disolvié en una solucién acuosa
0,2 M de metoxiamina (pH = 4,0). Después de cuatro horas, se confirmd la terminacién de la reaccion mediante
HPLC y se purifico el producto resultante mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6
mm, disolvente de desarrollo A: una solucién acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90:
Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0
mL/min) (figura 16, desproteccion de tiazolina). Posteriormente, se liofilizé el péptido resultante para dar lugar a
un péptido de 33 residuos de Cys-Gly-Ser-Asp-Asn-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe-C ys-Asn-Ala-Val-Val-
Glu-Ser-Asn-Gly-Thr-Leu-Thr-Leu-Ser-Hi s-Phe-Gly-Lys-Cys (SEQ ID NO:14).

ESI-MS: Calculado para C14sH227N43050S4: [|\/|+3H]3+ 1171,9. Encontrado: 1171,5

[0141] El péptido de 33 residuos, como se muestra en SEQ ID NO:14 se obtuvo, de manera similar, también en
las siguientes condiciones.

[0142] Se colocaron dos tipos de péptidos en tubos Eppendorf por separado, a saber 1,6 mg (0,96 pmol) del
fragmento 2’ (el péptido de 14 residuos que tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, como se muestra
en SEQ ID NO: 12) y 1,9 mg (0,96 pmol) del fragmento 3 sintetizado en los ejemplos y se disolvieron en 247,5 pL
de un tampon fosfato 0,1% (pH 7,5, que contiene clorhidrato de guanidina 6M). A continuacién, se combind el
contenido en un tubo Eppendorf. Posteriormente, se afiadié tiofenol al 1 % (5 pL) a la mezcla resultante y se dejo
que tuvieran lugar las reacciones a temperatura ambiente. A la reaccion, le sigui6 HPLC y espectrometria de
masas, y se confirmo la desaparicion del fragmento 3 mediante HPLC tras seis horas. Después, se afadioé una
solucién acuosa 0,2 M de metoxiamina para que el pH del sistema fuera aproximadamente 4 para desproteger el
extremo N-terminal Cys. Después de seis horas, se confirmé la terminacion de la reaccion mediante
espectrometria de masas y se purificd la solucion de reaccién resultante mediante HPLC (columna Cadenza
CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A: una solucion acuosa de TFA B al 0,09 %:
acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54
%) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min).

ESI-MS: Calculado para C14sH227N43050S4: [|\/|+3H]3+ 1171,9. Encontrado: 1171,5

[Ligacion del fragmento 1 y fragmentos 2’ y 3 mediante NCL]

[0143] Se colocaron dos tipos de péptidos en el mismo tubo Eppendorf, a saber 0,6 mg (0,17 pmol) del péptido
de 33 residuos preparado como se describe anteriormente y 1,1 mg (0,41 umol) del fragmento 1 sintetizado en
los ejemplos (el péptido de 23 residuos que tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, como se muestra
en SEQ ID NO: 2) y se disolvieron en 485 pL de un tampon fosfato 0,1% (pH 7,5, que contiene clorhidrato de
guanidina 8M). Posteriormente, se afiadié tiofenol (15 pL) a la mezcla resultante y se dejé que tuvieran lugar las
reacciones a temperatura ambiente (0 h en la figura 17). Después de 45 horas, se confirmé la terminacioén de la
reaccion mediante HPLC (45 h en la figura 17). Posteriormente, se purificé la solucion de reacciéon mediante
HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A: una solucion
acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente
de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min). Posteriormente, se liofilizd el péptido
resultante para dar lugar a un péptido de 56 residuos de Leu-Ala-Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-Pro-Lys-
Pro-A la-Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-Ser-Asp-Asn-Ly s-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 (SEQ ID NO:15) (figura 17, parte
inferior).

ESI-MS: Calculado para Czs7H400N70084S7: [|\/|+4H]4+ 1510,7. Encontrado: 1510,6

[0144] El péptido de 56 residuos, como se muestra en SEQ ID NO: 15 se obtuvo, de manera similar, también en
las siguientes condiciones.

[0145] Se colocaron dos tipos de péptidos en tubos Eppendorf por separado, a saber, 0,6 mg (0,17 umol) del
péptido de 33 residuos, como se muestra en SEQ ID NO: 14 y 1,1 mg (0,41 pmol) del fragmento 1 (el péptido de
23 residuos que tiene un bencil tioéster en su extremo C-terminal, como se muestra en SEQ ID NO: 2) y se
disolvieron en 247,5 pyL de un tampén fosfato 0,1% (pH 7,5, que contiene clorhidrato de guanidina 8M). A
continuacién, se combind el contenido en un tubo Eppendorf. Posteriormente, se afiadio tiofenol al 1 % (5 pL) a
la mezcla resultante y se dejoé que tuvieran lugar las reacciones a temperatura ambiente. A la reaccion, le siguio
HPLC y espectrometria de masas y, después de 30 horas, se purificé la solucidon de reaccion resultante mediante
HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm, disolvente de desarrollo A: una solucion
acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente
de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0 mL/min). Se liofilizo el producto resultante para dar
lugar al péptido de 56 residuos, como se muestra en SEQ ID NO:15. ESI-MS: Calculado para Cas57H00N70084S7:
[M+4H]** 1510,7. Encontrado: 1510,6

[Plegado de proteinas]
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[0146] En un tubo Eppendorf, se transfirieron 0,4 mg (66,2 nmol) del péptido de 56 residuos (SEQ ID NO:15)
preparado como se describe anteriormente que, a continuacion, se disolvié en 100 pL de tampon tris 0,6 M (pH =
8,7, que contiene clorhidrato de guanidina 0,6 My EDTA 6 mM. Se diluy6 la mezcla resultante con 500 pL de
agua destilada para plegar el tercer dominio de ovomucoide no glicosilado.

[Fraccionamiento mediante HPLC]

[0147] Después de 36 horas, se confirmé el progreso de la reaccion mediante HPLC y espectrometria de masas
y se purificd el producto resultante mediante HPLC (columna Cadenza CD18 (Imtakt Inc.), 3 mm, 75 x 4,6 mm,
disolvente de desarrollo A: una soluciéon acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90:
Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 15 minutos un caudal de 1,0
mL/min). Como consecuencia, se obtuvieron cuatro fracciones E a H que contenian el péptido de 56 residuos
que tenia una estructura de orden superior de Leu-Ala-Ala-Val-Ser-Val-Asp-Cys-Ser-Glu-Tyr-Pro-Lys-Pro-A la-
Cys-Thr-Met-Glu-Tyr-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-Ser-Asp-Asn-Ly  s-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 (SEQ ID NO:15) (figura 18).

ESI-MS: Calculado para Cas57H304N70084S7: [M+5H 1°* 1207,5; [M+4H 1** 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

[0148] El cambio del pico y la reduccion de la masa desde la parte inferior de la figura 17 a la figura 18 indican la
formacion de un enlace disulfuro por medio de la etapa mencionada anteriormente de plegado.

[0149] EI tiempo de reaccién puede cambiarse de forma adecuada (por ejemplo, 24 horas) siguiendo la reaccion
mediante HPLC y espectrometria de masas y confirmando un cambio en el peso molecular y un cambio en el
tiempo de retencion del pico mediante espectometria de masas y HPLC, respectivamente.

[0150] Medicion de RMN de la fraccién F: Se disolvié una fraccion F liofilizada en D2O/H20 al 5 % (300 pl) y se
midio 2D TOCSY a 25 °C, 80 ms y 600 MHz. El espectro de RMN resultante se muestra en la figura 19.

[0151] Medicion de CD de la fraccion F: Se disolvié en agua destilada una fraccion F liofilizada y se llevé a cabo
una mediciéon de CD. Como instrumento, se utilizé J-820 de JASCO Corporation. La medicién se llevé a cabo
dentro de un rango de 180 nm a 260 nm. El espectro CD resultante se muestra en la figura 20.

[0152] A partir de la figura 19, se confirmo que el péptido que tiene la misma estructura de orden superior podria
purificarse en gran medida solamente mediante separacién con HPLC.

[Produccién de una curva de calibracion para la fraccién F]

[0153] Se disolvié la fraccion F (1 mg) en un tampoén fosfato 0,1 M de pH 8,0 que contiene ASB (0,1 mg/ml). Se
diluyé la solucion resultante para preparar el fragmento F que tiene concentraciones de 165 uM, 82,5 uM, 41,3
MM y 20,6 uM. Se midié la DO 280 de una solucion de cada concentracion tres veces. Se promediaron los
valores asi obtenidos y se muestran en la tabla 1 y la figura 22.

[Tabla 1]
UM 1vez 2vez 3vez media

165 0,58 0,57 0,58 0,57

82,5 0,27 0,29 0,3 0,28

41,2 0,14 0,13 0,14 0,14

20,6 0,06 0,06 0,06 0,06

<Ejemplo 2> Medicidon de la actividad fisiologica [Medicion de la actividad fisiolégica de OMSVP3 glicosilado
(fracciones A a D)]

[0154] Se prepard una solucion enzimatica de un tampédn fosfato 0,1 M (pH = 8,0, que contenia quimotripsina a
al 0,01 % y albumina de suero bovino al 0,01 %) y una solucién de sustrato de un tampon fosfato 0,1 M (pH =
8,0, que contenia 517 uM de un péptido de 14 residuos que tiene un grupo protector sintetizado en el ejemplo de
referencia 1 (que se describe mas adelante) (SEQ ID NO:16) y albumina de suero bovino al 0,01 %) y se
transfirieron 20 yL de cada solucién a un tubo Eppendorf. Cada una de las fracciones A a D obtenidas en el
ejemplo 1 se liofilizé y se disolvié por separado en tampon fosfato 0,1 M (pH = 8,0, que contiene albumina de
suero bovino al 0,01 %) y se midié la DO280 de cada solucion resultante para preparar soluciones de muestra de
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concentracion de proteinas constante. A continuacion, se afiadieron 20 uL de cada solucién de muestra a la
solucién preparada como se describe anteriormente y se midié la actividad inhibitoria. En este experimento, la
concentracion de reaccion final fue de la manera siguiente: una concentraciéon de muestra de 2,5 yM, una
concentracion enzimatica de 0,33 pg/mL y una concentracion de sustrato de 172 yM. Las soluciones de reaccion
resultantes se incubaron a 37 °C durante 10 minutos y, a continuacion, se terminé la reaccion mediante la adicion
de 5 pl de acido clorhidrico 4 N. Se repitieron tres veces operaciones similares y se calculd un indice de
degradacion medio y una desviacion tipica para cada muestra. Los resultados asi obtenidos se muestran en la
figura 13.

[Medicion de la actividad fisiolégica de OMSVP3 no glicosilado (fracciones E a H)]

[0155] Se prepard una solucion enzimatica de un tampédn fosfato 0,1 M (pH = 8,0, que contenia quimotripsina a
al 0,01 % y albumina de suero bovino al 0,01 %) y una solucién de sustrato de un tampon fosfato 0,1 M (pH =
8,0, que contenia 517 uM de un péptido de 14 residuos que tiene un grupo protector sintetizado en el ejemplo de
referencia 1 (que se describe mas adelante) (SEQ ID NO:16) y albumina de suero bovino al 0,01 %) y se
transfirieron 20 yL de cada solucién a un tubo Eppendorf. Cada una de las fracciones E a H obtenidas en el
ejemplo 1 se liofilizé y se disolvié por separado en tampoén fosfato 0,1 M (pH = 8,0, que contenia albdimina de
suero bovino al 0,01 %) y se midié la DO280 de cada solucion resultante para preparar soluciones de muestra de
concentracion de proteinas constante. A continuacioén, se afiadieron 20 uL de cada solucién de muestra a la
solucién preparada como se describe anteriormente y se midié la actividad inhibitoria. En este experimento, la
concentracion de reaccion final fue de la manera siguiente: una concentraciéon de muestra de 2,5 yM, una
concentracion enzimatica de 0,33 pg/mL y una concentracion de sustrato de 172 yM. Las soluciones de reaccion
resultantes se incubaron a 37 °C durante 10 minutos y, a continuacion, se terminé la reaccion mediante la adicion
de 5 pl de acido clorhidrico 4 N. Se repitieron tres veces operaciones similares y se calculd un indice de
degradacion medio y una desviacion tipica para cada muestra. Los resultados asi obtenidos se muestran en la
figura 21.

<Ejemplo 3> Medicion de la actividad fisiologica
(calculo de ICs)
[Calculo de ICso de OMSVP3 glicosilado]

[0156] EI péptido de 14 residuos que tiene un grupo protector sinetizado en el ejemplo de referencia 1 (que se
describe mas adelante) (SEQ ID NO:16) (1,5 mg) se disolvié en 1 mL de un tampon fosfato 0,1 M (pH 8,0, que
contenia ASB 0,1 mg/mL) para preparar una solucion de 1mM. La solucién asi obtenida se diluy6é a 0,34 mM
mediante la utilizacién de un espectrometro de absorcion (solucion 1). Se disolvidé quimotripsina (1 mg) en 1 mL
de un tampon fosfato 0,1 M (pH 8,0, que contenia ASB 0,1 mg/mL). La solucion resultante se diluyd 10 veces y
se volvié a diluir 10 veces. Se repitié la operacion anterior de manera que se preparara una solucion de 0,2
pg/mL (solucion 2). Se disolvid la fraccion B en 100 yL de un tampdn fosfato 0,1 M (pH 8,0, que contenia ASB
0,1 mg/mL), y se diluyd la solucion asi obtenida a 65 nM mediante la utilizacion de un espectrometro de
absorcion. Se diluyo la solucién resultante para preparar soluciones de 58,5 nM, 52 nM, 45,5 nM, 39 nM, 32,5
nM, 26 nM, 19,5 nM, 13 nM y 6,5 nM (solucién 3). En el mismo tubo Eppendorf, se transfirieron 80 p L de la
solucioén 1, que se enfrid suficientemente en hielo y 40 L de las soluciones 2 y 3, seguido de incubacién durante
una hora a 37 °C. Después de una hora, se terminé la reaccién mediante la adicién de 16 pL de acido clorhidrico
1 N. A continuacién, se mezclaron 20 uL de la solucién de reaccion resultante con 80 uL de tampén para formar
un total de 100 pL que, a continuacion, se midié mediante HPLC. Se calcul6 un indice de degradacion por unidad
de tiempo (una velocidad de reaccion por unidad de tiempo) a partir del area de pico de HPLC del producto de
reaccion. En la figura 23, se muestran graficos que trazan el porcentaje de inhibicién con respecto a cada
concentracion del agente inhibidor. De manera similar, con respecto también a las fracciones A, C y D, se
trazaron los graficos de manera que las concentraciones del agente inhibidor intercalaran la concentracion a la
que se inhibid la actividad enzimatica en un 50 %. Se muestran los graficos resultantes (figura 23). Los valores
ICso de OMSVP3 glicosilado (fracciones A a D) calculados a partir de estos graficos, se muestran en un grafico
(figura 24).

[Calculo de ICs0 de OMSVP3 no glicosilado]

[0157] EI péptido de 14 residuos que tiene un grupo protector sintetizado en el ejemplo de referencia 1 (que se
describe mas adelante) (SEQ ID NO:16) (1,5 mg) se disolvié en 1 mL de un tampon fosfato 0,1 M (pH 8,0, que
contenia ASB 0,1 mg/mL) para preparar una solucién de 1mM. La solucién asi obtenida se diluy6é a 0,34 mM
mediante la utilizacién de un espectrometro de absorcion (solucion 1). Se disolvidé quimotripsina (1 mg) en 1 mL
de un tampon fosfato 0,1 M (pH 8,0, que contenia ASB 0,1 mg/mL). La solucion resultante se diluyé 10 veces y
se volvié a diluir 10 veces. Se repitid la operacién anterior de manera que se preparara una solucion de 0,2
pg/mL (solucion 2). Se disolvio la fraccion F en 100 pyL de un tampoén fosfato 0,1 M (pH 8,0, que contenia ASB
0,1 mg/mL) y se diluyd la soluciéon asi obtenida a 65 nM mediante la utilizacién de un espectréometro de
absorcion. Se diluyo la solucién resultante para preparar soluciones de 58,5 nM, 52 nM, 45,5 nM, 39 nM, 32,5
nM, 26 nM, 19,5 nM, 13 nM y 6,5 nM (solucién 3). En el mismo tubo Eppendorf, se transfirieron 80 y L de
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solucion 1, que se enfrié suficientemente en hielo y 40 yL de las soluciones 2 y 3, seguido de incubacién durante
una hora a 37 °C. Después de una hora, se terminé la reaccién mediante la adicién de 16 pL de acido clorhidrico
1 N. A continuacion, se mezclaron 20 uL de la solucién de reaccion resultante con 80 uL de tampén para formar
un total de 100 pL que, a continuacion, se midié mediante HPLC. Se calculd un indice de degradacion por unidad
de tiempo (una velocidad de reaccion por unidad de tiempo) a partir del area de pico de HPLC del producto de
reaccion. En la figura 25, se muestran graficos que trazan el porcentaje de inhibicién con respecto a cada
concentracion del agente inhibidor. De manera similar, con respecto también a las fracciones E, G y H, se
trazaron los graficos de manera que las concentraciones del agente inhibidor intercalaran la concentracion a la
que se inhibid la actividad enzimatica en un 50 %. Se muestran los graficos resultantes (figura 25). Los valores
ICso de OMSVP3 no glicosilado (fracciones E a F) calculados a partir de estos graficos, se muestran en un
grafico (figura 26).

<Ejemplo 4> Medicion de la estabilidad térmica

[0158] Se llend con agua destilada una célula para la medicion de CD y, a continuacién, se midi6 a temperatura
ambiente. Se proporcioné como blanco el valor de medicién asi obtenido y se calcularon todos los valores de
medicién obtenidos después mediante sustraccion del valor de blanco.

[Estabilidad térmica de OMSVP3 glicosilado (fraccion B)]

[0159] Se disolvio la fraccion B en 300 pL de agua destilada y, a continuacion, se midié a temperatura ambiente.
Después de la medicion, se sumergio la célula que contenia la muestra en un bafio de temperatura constante
para llevar a cabo un experimento de temperatura variable. En primer lugar, se sumergid la célula en un bafio de
temperatura constante a 50 °C durante 10 minutos y, a continuacion, se dejé a temperatura ambiente durante 10
minutos y, a continuacion, se llevo a cabo una medicion. Después, en una operacion similar, se midié el espectro
CD hasta 90 °C. Los resultados asi obtenidos se muestran en la figura 27.

[Estabilidad térmica de OMSVP3 no glicosilado (fraccion F)]

[0160] Se disolvio la fraccion F en 300 pL de agua destilada y, a continuacion, se midio a temperatura ambiente.
Después de la medicion, se sumergid la célula que contenia la muestra en un bafio de temperatura constante
para llevar a cabo un experimento de temperatura variable. En primer lugar, se sumergio la célula en un bafio de
temperatura constante a 50 °C durante 10 minutos y, a continuacion, se dejé a temperatura ambiente durante 10
minutos y, a continuacion, se llevo a cabo una medicion. Después, en una operacion similar, se midié el espectro
CD hasta 90 °C. Los resultados asi obtenidos se muestran en la figura 28.

<Ejemplo 5> Mapeo de disulfuro del tercer dominio de ovomucoide

[0161] OMSVP3 sintetizado contiene tres enlaces disulfuro. Un enlace disulfuro se forma durante el plegado de
proteinas y el proceso de formaciéon de un enlace disulfuro es una reaccion de equilibrio. Por lo tanto, se
considera que un enlace disulfuro se forma, posiblemente, en una posicion diferente de una proteina de origen
natural.

[0162] A partir de los resultados de RMN vy la evaluacion de la actividad inhibitoria, se predijo que el OMSVP3
(fraccion 3) sintetizado en el presente documento fuera un compuesto Unico y, por lo tanto, se formara un enlace
disulfuro en la misma posicién que una proteina de origen natural. Habida cuenta de lo anterior, se realizo el
siguiente esudio para confirmar si verdaderamente se formd un enlace disulfuro en la fraccion B en la misma
posiciéon que una proteina de origen natural.

[Mapeo de disulfuro de OMSVP3 que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes (fraccion

B)]

[0163] Se sometié a reaccion bromuro de cianégeno (1 mg/mL) con la fraccién B obtenida en el ejemplo 1 (0,4
mg) en una solucion acuosa de acetonitrilo al 40 % y TFA al 2 % a 37 °C durante la noche en condiciones
protegidas de la luz. Se liofilizé y purifico e producto resultante mediante HPLC (columna C4 VyDAC (Imtakt Inc.),
3 um, 4,5 x 250 mm, disolvente de desarrollo A: una solucién acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1
%: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 30 minutos un
caudal de 1,0 mL/min) para dar lugar a la fraccion |. ESI-MS: Calculado para Cs1gH94N740130S6: [M+4H]**,
1907,5; Encontrado: 1907 ,4

[0164] A continuacion, se disolvié la fraccion | (0,1 mg) en un tampén tris 50 mM (pH 7,6, que contenia 10 mM de
CaCly) con termolisina (50 pg/mL) disuelta en el mismo y, a continuacién, se incubd a 37 °C. Después de tres
horas, se purificé la mezcla resultante mediante HPLC (columna C4 VyDAC (Imtakt Inc.), 3 uym, 4,5 x 250 mm,
disolvente de desarrollo A; una soluciéon acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90:
Gradiente 10 A: B = 95: 5 — 50: 50 (gradiente de acetonitrilo: 4,5 % — 45 %) 15 minutos un caudal de 1,0
ml/min) para dar lugar a las fracciones Il a VI (figuras 29 y 30).

Fraccion |l; Calculado para CssHs4N10013S2: [M+2H]?*, 444,8; Encontrado 444,7
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Fraccion lll; Calculado para CasHszN7Os: [M+H]*, 564,4, Encontrado 564,4 Fraccion |IV; Calculado para
C114H187N1905432: [M+3H]3+, 971,6; Encontrado 971,5

Fraccion V; Calculado para Ci23H196N20066S2: [M+3H]®*, 1026,0; Encontrado 1025,9

Fraccion VI; Calculado para CsgHosN15022S,: [M+2H]?*, 744,8; Encontrado 745,0

[Mapeo de disulfuro de OMSVP3 no glicosilado (fraccion F)]

[0165] Se sometié a reaccidon bromuro de cianégeno (1 mg/mL) con la fraccién F obtenida en el ejemplo 1 (0,4
mg) en una solucion acuosa de acetonitrilo al 40 % y TFA al 2 % a 37 °C durante la noche en condiciones
protegidas de la luz. Se liofilizé y purificé el producto resultante mediante HPLC (columna C4 VyDAC (Imtakt
Inc.), 3 um, 4,5 x 250 mm, disolvente de desarrollo A: una solucién acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA
al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 80: 20 — 40: 60 (gradiente de acetonitrilo: 18 % — 54 %) 30 minutos un
caudal de 1,0 mL/min) para dar lugar a la fraccion VII. ESI-MS: Calculado para CzssH302N70085S6: [M+4H]**,
1501,6; Encontrado: 1501,5

[0166] A continuacion, se disolvié la fraccion VII (0,1 mg) en un tampén tris 50 mM (pH 7,6, que contenia 10 mM
de CaCl,) con termolisina (50 pg/mL) disuelta en el mismo y, a continuacion, se incubd a 37 °C. Después de
cuatro horas, se purificé la mezcla resultante mediante HPLC (columna C4 VyDAC (Imtakt Inc.), 3 um, 4,5 x 250
mm, disolvente de desarrollo A; una solucién acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA al 0,1 %: agua = 90:
Gradiente 10 A: B = 95: 5 — 50: 50 (gradiente de acetonitrilo: 4,5 % — 45 %) 15 minutos un caudal de 1,0
ml/min) para dar lugar a las fracciones VIl a Xl (figuras 31y 32).

ESI-MS:

Fraccion VIII; Calculado para CssHsaN19O13S2: [M+2H]%*, 444,8; Encontrado 444,7
Fraccion 1X; Calculado para CzsH37N7Os: [M+H]*, 564,4; Encontrado 564,4
Fraccion X; Calculado para CsaHgsN15019S2: [M+2H]?*, 644,8; Encontrado 644,9
Fraccion Xl; Calculado para CesHesN15022S,: [M+2H]?*, 744,8; Encontrado 744,9

[0167] La cadena peptidica se escindid, de forma especifica, en una posicion de metionina en la secuencia de
OMSVP3 glicosilado (fraccion B) mediante tratamiento con CNBr (fraccion 1) y, posteriormente, se digerié con
termolisina. En consecuencia, se obtuvieron fragmentos peptidicos unidos mediante un enlace disulfuro (figura
29). Cada fragmento peptidico se purificé y se midié para la masa mediante masa ESI. Posteriormente, se llevé a
cabo un analisis para averiguar a qué fragmento de OMSVP3 correspondia la masa asi obtenida. En la parte
inferior de la figura 33, se muestra la estructura propuesta obtenida de esta manera. Mediante la utilizacion del
método similar, se analizé el OMSVP3 no glicosilado (fragmento F) de manera similar (véanse las figuras 31y
34) y la estructura propuesta obtenida de esta manera se muestra en la parte inferior de la figura 34. Se confirmé
que el enlace disulfuro se formé en la misma posicién que el OMSVP3 de origen natural (figuras 31 y 34). La
posicion del enlace disulfuro en las fracciones B y F propuesta por el mapeo de disulfuro correspondia a la
posicion del enlace disulfuro en el OMSVP3 de origen natural, que ya se habia analizado.

[0168] A partir de los resultados anteriores, se propuso que una glicoproteina que tiene estructura uniforme de
secuencia de aminoacidos, de cadena de azucar y estructura de orden superior podria producirse mediante las
etapas de plegado, fraccionamiento y recogida de la presente invencion. Ademas, en el caso de OMSVP3, la
fraccion obtenida como pico maximo en la etapa de fraccionamiento de la presente invencién tenia el mismo
enlace disulfuro que el OMSVP3 de origen natural. Ademas, la fraccidon era muy activa y podria producirse una
glicoproteina que tiene una estructura y actividad deseadas de forma eficiente mediante esta fraccion. El
descubrimiento mencionado anteriormente también indica que, con respecto al caso en que se produzca otra
glicoproteina, incluso cuando la fraccion de pico maximo no tiene ni actividad deseada ni estructura deseada,
todavia puede producirse una glicoproteina que tiene estructura uniforme de secuencia de aminoacidos, de
cadena de azucar y estructura de orden superior mediante la recogida adecuada de otras fracciones que tienen
una actividad deseada, y esto no impide la viabilidad de la presente invenciéon de ninguna manera.

[0169] En ejemplos de la presente invencion, el patron obtenido mediante el fraccionamiento del tercer dominio
de ovomucoide plegado que tiene una glicoproteina mediante HPLC (figura 10) y el patron obtenido mediante el
fraccionamiento del tercer dominio no glicosilado plegado mediante HPLC (figura 18) tenian ambos cuatro
semanas y eran relativamente similares. Asimismo, teniendo en cuenta que también presentaban ambos
intensidad de actividad similar, es decir, se observé que la intensidad era fraccion A > fracciéon B > fraccién D >
fraccion C y fraccion F > fracciéon E > fraccion H > fraccion G (figuras 13 y 21) en el ejemplo 2, y fraccién A >
fraccion B > fraccion C > fraccion D y fraccion E > fraccion F > fraccion G > fraccion H (figuras 23 a 26) en el
ejemplo 3, parecia que una proteina que tenia estructura de orden superior uniforme se eluyd en el mismo orden.
El descubrimiento de que la posicion del enlace disulfuro en las fracciones B y F, las cuales presentaban una
actividad elevada y se obtuvieron como pico maximo entre otras fracciones, era la misma también era coherente
con los resultados mencionados anteriormente.

[0170] Sin embargo, los espectros CD de las fracciones B y F no coincidian, lo que sugiere que estas fracciones
tienen estructuras de orden superior diferentes (figuras 12 y 20). Esto sugiere que la adicién de una cadena de
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azucar puede, posiblemente, cambiar la estructura de orden superior de una proteina, deformando el plegado de
una proteina no glicosilada y similares.

[0171] Se prevé que dicha alteracion en la estructura de orden superior de una proteina podria afectar a la
actividad fisioloégica teniendo en cuenta que también afecta a la capacidad de unién de la proteina a un sustrato y
similares y, ademas, también podria afectar a la vida media sanguinea teniendo en cuenta que también afecta a
la permeabilidad de la filtracion glomerular y similares. Segun lo anterior, se desprende que, cuando se utiliza
una glicoproteina como producto farmacéutico, es importante solamente purificar y separar una proteina que
tiene una estructura de orden superior constante en el estado en que esta glicosilado para producir una medicina
que ejerza una actividad fisiolégica y vida media sanguinea constantes. En este sentido, la presente invencion
permite lo anterior.

<Ejemplo de referencia 1 Sintesis de un sustrato para el ensayo de actividad inhibitoria>
[Sintesis de un péptido sustrato]

[0172] En una columna de sintesis en fase sdlida, se colocé 2-clorotritil resina (143 mg, 200 pmol), que se lavd
suficientemente, a continuacioén, con cloruro de metileno (DCM). Se prepard, por separado, DCM (1,2 mL) con
Fmoc-Phe (232,4 mg, 0,6 mmol) y DIPEA (272,1 pL, 1,6 mmol) disuelta en el mismo y se vertié en la columna de
sintesis en fase sdlida cargada con la resina y, a continuacion, se removié a temperatura ambiente durante dos
horas. Después de remover, la resina se lavé con DCM: MeOH: DIPEA = 17: 2: 1, DCM y DMF. Posteriormente,
se desprotegio el grupo Fmoc mediante tratamiento con una solucién de piperidina/DMF al 20 % (2 mL) durante
20 minutos. El producto resultante se lavé con DMF y se confirmd la reaccion con el ensayo Kaiser.
Posteriormente, se llevd a cabo la extension de cadena peptidica mediante la condensaciéon secuencial de
aminoacidos por medio de la utilizacién del método que se muestra a continuacion.

[0173] Se disolvié un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo Fmoc y HOBt (135,1 mg, 1
mmol) y DIPCI (153,9 uL, 1 mmol) en DMF (0,4 mL) y la solucién resultante se activd durante 15 minutos.
Posteriormente, se vertié la solucion en la columna de sintesis en fase sélida y, a continuacion, se removié a
temperatura ambiente durante una hora. Después de remover, se lavo la resina con DCM y DMF. Se desprotegio
el grupo Fmoc mediante tratamiento con una solucion de piperidina/DMF al 20 % (1 mL) durante 20 minutos. Se
repitid la operacion anterior para condensar aminoacidos de manera secuencial. Como aminoacido que tiene un
grupo amino protegido, se utilizé 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) y Fmoc-Gly, y como
ultimo aminoacido, se utilizé Boc-Cys(Thz)-OH (233,3 mg, 1 mmol). En la resina de fase solida, se obtuvo un
péptido de 14 residuos que tiene un grupo protector de Boc-Cys (Thz) -Gly-Ser (tBu) -Asp (OtBu) -Asn-Lys (Boc)
-Thr (tBu) -Tyr (tBu) -Gly-Asn-Lys (Boc) -Cys (Trt) -Asn-Phe (SEQ ID NO.11). Al péptido resultante, se le afiadié
una solucién que contiene TFA al 95 %, TIPS al 2,5 % y H,O al 2,5 % (3 mL) y, a continuacién, se removi6 a
temperatura ambiente durante dos horas. Después de remover, se eliminé la resina por filtracion y se concentré
el filtrado a presion reducida. Se purificd el filtrado concentrado mediante HPLC (columna C4 VyDAC (Imtakt
Inc.), 3 um, 4,5 x 250 mm, disolvente de desarrollo A: una solucion acuosa de TFA B al 0,09 %: acetonitrilo TFA
al 0,1 %: agua = 90: Gradiente 10 A: B = 95: 5 20 — 50: 50 (gradiente de acetonitrilo: 4,5% — 45%) 15 minutos
un caudal de 1,0 mL/min). Se liofilizé el producto resultante para dar lugar a un péptido de 14 residuos que tiene
un grupo protector de Cys(Thz)-Gly-Ser-Asp-Asn-Lys-Thr-Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn-Phe (SEQ ID NO:16).
ESI-MS: Calculado para CgsHosN19023S2: [M+2H]?*, 782,34; Encontrado: 782,2

[Produccién de una curva de calibracién para un péptido sustrato]

[0174] En 1 mL de un tampén fosfato 0,1 M (pH 8,0, que contenia ASB (0,1 mg/ml)), se disolvié 1,5 mg del
péptido de 14 residuos sintetizado de esta manera. Se diluyé la mezcla resultante para preparar soluciones que
tienen concentraciones de sustrato de 0,6 mM, 0,4 mM, 0,2 mM y 0,1 mM. Se midié la DO 280 de una solucion
de cada concentracion. Se promediaron los valores asi obtenidos y se muestran en la tabla 2 y la figura 35.

[Tabla 2]
mM 1vez 2vez 3vez media

0,6 0,85 0,85 0,83 0,84

0,4 0,6 0,58 0,56 0,58

0,2 0,3 0,28 0,28 0,28

0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

[Adquisicion del grafico de Michaelis-Menten del péptido sustrato]
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[0175] En 1 mL de un tampon fosfato 0,1 M (pH 8,0, que contenia ASB (0,1 mg/mL)), se disolvieron 3,1 mg del
péptido de 14 residuos sintetizado de esta manera (SEQ ID NO:16) para preparar una solucion de 2 mM. Se
diluy6 esta solucién para preparar soluciones de sustrato con concentraciones de 1,6 mM, 1,2 mM, 0,8 mM, 0,4
mM, 0,2 mM, 0,1 mM y 0,05 mM. Por separado, se disolvié quimotripsina (1 mg) en 1 mL de un tampon fosfato
0,1 M (pH 8,0, que contenia ASB 0,1 mg/mL)). La solucion resultante se diluyd 10 veces y se volvié a diluir 10
veces. Se repitio la operacion anterior de manera que se preparara una solucion de 0,1 ug/mL. En el mismo tubo
Eppendorf, se transfiieron 50 y L de una solucién de sustrato de cada concentracion, que se enfrié
suficientemente en hielo y 50 pL de la solucién enzimatica, seguido de incubacién durante 30 minutos a 37 °C.
Después de 30 minutos, se termind la reaccidon mediante la adicion de 10 yL de acido clorhidrico 1 N. A
continuacion, se mezclaron 20 pL de la solucién de reaccién resultante con 80 L de tampén para formar un total
de 100 pL que, a continuacion, se midi6 mediante HPLC. Se calcul6 un indice de degradacion por unidad de
tiempo (una velocidad de reaccion por unidad de tiempo) a partir del area de pico de HPLC del producto de
reaccion (figura 36). La velocidad de reaccion con respecto a cada concentracion de sustrato se muestra en la
tabla 3.

[Tabla 3]
sustrato(mM) | V (mol/min)

1 0,087
0,8 0,083
0,6 0,075
0,4 0,068
0,2 0,046
0,1 0,027
0,05 0,013

[Adquisicién del grafico de Lineweaver-Burk del péptido sustrato]

[0176] En 1 mL de un tampon fosfato 0,1 M (pH 8,0, que contenia ASB (0,1 mg/mL)), se disolvieron 1,5 mg del
péptido de 14 residuos sintetizado de esta manera (SEQ ID NO:16) para preparar una solucion de 1 mM. Se
diluyé esta solucion para preparar soluciones de sustrato con concentraciones de 1 mM, 500 uM, 333 pM, 250
MM y 200 uM. Por separado, se disolvié quimotripsina (1 mg) en 1 mL de un tampén fosfato 0,1 M (pH 8,0, que
contenia ASB 0,1 mg/mL)). La solucion resultante se diluy6é 10 veces y se volvié a diluir 10 veces. Se repitid la
operacion anterior de manera que se preparara una solucion de 0,1 pg/mL. En el mismo tubo Eppendorf, se
transfirieron 50 p L de una solucién de sustrato de cada concentracion, que se enfrié suficientemente en hielo y
50 pL de la solucion enzimatica, seguido de incubacion durante 30 minutos a 37 °C. Después de 30 minutos, se
terminé la reaccién mediante la adicion de 10 uL de acido clorhidrico 1 N. A continuacién, se mezclaron 20 uL de
la solucién de reaccién resultante con 80 uL de tampdn para formar un total de 100 uL que, a continuacién, se
midié mediante HPLC. Se calcul6 un indice de degradacion por unidad de tiempo (una velocidad de reaccién por
unidad de tiempo) a partir del area de pico de HPLC del producto de reaccion (figura 37). En la tabla 4, se
muestra un inverso de la velocidad de reaccién con respecto a un inverso de cada concentracién de sustrato.

[Tabla 4]
1/Sustrato(1/mM) | 1/V(1/mol/min)
2 7,02
4 8,51
6 11,9
8 10,9
10 14,7

[Aplicabilidad industrial]
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[0177] El método de produccion de la presente invencion permitio la adquisicion de una glicoproteina que tiene
una estructura uniforme de secuencia de aminoacidos y de cadena de azucar, asi como una estructura de orden
superior uniforme. Puesto que la glicoproteina obtenida mediante el método de produccion de la presente
invencion tiene una estructura de orden superior uniforme, no solamente son constantes su vida media
sanguinea y traslado intracelular, sino que también tiene una actividad fisiolégica uniforme. Ademas, de acuerdo
con la presente invencion, puede controlarse una mezcla de glicoproteinas para tener una actividad fisiologica
deseada. En consecuencia, el método de produccién de la presente invencién se puede aplicar especificamente
al desarrollo de un producto farmacéutico que utilice una glicoproteina.

[Texto libre de lista de secuencias]
[0178]

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos que tiene un grupo protector del fragmento 1.

SEQ ID NO:2 es la secuencia de aminoacidos que tiene un grupo bencil tioéster del fragmento 1.

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoacidos que tiene un grupo protector del fragmento 2.

SEQ ID NO:4 es la secuencia de aminoacidos glicosilada que tiene un grupo protector del fragmento 2.

SEQ ID NO:5 es la secuencia de aminoacidos glicosilada que tiene un grupo bencil tioéster y un grupo
protector del fragmento 2.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos que tiene un grupo protector del fragmento 3.

SEQ ID NO:7 es el aminoacido del fragmento 3.

SEQ ID NO:8 es la secuencia de aminoacidos glicosilada que tiene un grupo protector.

SEQ ID NO:9 es una secuencia de aminoacidos glicosilada.

SEQ ID NO:10 es la secuencia de aminoacidos glicosilada de OMSVP3 glicosilado.

SEQ ID NO:11 es la secuencia de aminoacidos que tiene un grupo protector del fragmento 2 .

SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoacidos que tiene un grupo bencil tioéster y un grupo protector del
fragmento 2 .

SEQ ID NO:13 es la secuencia de aminoacidos que tiene un grupo protector.

SEQ ID NO:14 es una secuencia de aminoacidos.

SEQ ID NO:15 es la secuencia de aminoacidos de OMSVP3 no glicosilado.

SEQ ID NO:16 es la secuencia de aminoacidos que tiene un grupo protector, que es un sustrato de
quimotripsina.

[Lista de secuencias]

LISTA DE SECUENCIAS

[0179]
<110> Otsuka Chemical Co., Ltd.
<120> Método de elaboracion de glicoproteina y método de seleccion de glicoproteina
<130> OCKP0803P1F

<150> JP 2008-211144
< 151> 2008-08-19

<150> JP 2009-029206

< 151> 2009-06-08

<160> 16

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

<211>23

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos que tiene grupos de bloqueo (fragmento 1)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1) .. (1)

<223> Leu que tiene grupo de bloqueo Boc
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<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223> Ser que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7) .. (7)
<223> Asp que tiene grupo de bloqueo OtBu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (8) .. (8)
<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Trt

<220>

<221> MOD_RES
<222>(9) .. (9)
<223> Ser que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES
<222>(10) .. (10)
<223> Glu que tiene grupo de bloqueo OtBu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (11) .. (11)
<223> Tyr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13) .. (13)
<223> Lys que tiene grupo de bloqueo Boc

<220>

<221> MOD_RES
<222> (16) .. (16)
<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Trt

<220>

<221> MOD_RES
<222> (17)..(17)
<223> Thr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES
<222>(19) .. (19)
< 223> Glu que tiene grupo de bloqueo OtBu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (20) .. (20)
<223> Tyr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (21) .. (21)
<223> Arg que tiene grupo de bloqueo Pbf

<400> 1

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

Cys
1 5

Thr Met Glu Tyr Arg Pro Leu
20

29
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<210> 2

<211>23

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos que tiene grupo bencil tioéster
(fragmento 1)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (23) .. (23)

<223> Leu que tiene grupo bencil tioéster

<400> 2
Leu Ala Ala Val Ser Val Asp Cys Ser Glu Tyr Pro Lys Pro Ala
Cys
1 5 10 15
Thr Met Glu Tyr Arg Pro Leu
20
<210> 3
<211>9
<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos que tiene grupos de bloqueo (fragmento
2)

<220>

<221> MOD_RES

<222>(1).. (1)

<223> Lys que tiene grupos de bloqueo Fmoc y Boc

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Thr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (3)

<223> Tyr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (6)

<223> Lys que tiene grupo de bloqueo Boc

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7) .. (7)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Trt

<400> 3
Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe
1 5

<210> 4

<211> 14

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos glicosilada que tiene grupos
30
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de bloqueo
(fragmento 2)

<220>

<221> MOD_RES

<222>(1).. (1)

<223> Cys que tiene grupos de bloqueo Bocy Thz

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (3)

<223> Ser que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4) .. (4)

<223> Asp que tiene grupo de bloqueo OtBu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223> Asn glicosilado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6) .. ()

<223> Lys que tiene grupo de bloqueo Boc

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)

<223> Thr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8) .. (8)

<223> Tyr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

<223> Lys que tiene grupo de bloqueo Boc

<220>

<221> MOD_RES

<222> (12)..(12)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Trt

<400> 4

Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe

1 5

<210>5

<211>14

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>

<223> secuencia de aminoacidos glicosilada que tiene grupo bencil tioéster

y grupo de blogueo (fragmento 2)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1) .. (1)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Thz

31
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<220>

<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223> Asn glicosilada

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (14)

<223> Phe que tiene grupo bencil tioéster

<400> 5

Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe

1 5

<210> 6

<211>19

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>

<223> secuencia de aminoacidos que tiene grupos de blogueo (fragmento

3)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1) .. (1)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Trt

<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (6)

<223> Glu que tiene grupo de bloqueo OtBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)

<223> Ser que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (10) .. (10)

<223> Thr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (12)..(12)

<223> Thr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (14)

<223> Ser que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (15) .. (15)

<223> His que tiene grupo de bloqueo Trt

<220>

<221> MOD_RES

<222> (18) .. (18)

<223> Lys que tiene grupo de bloqueo Boc

<220>

<221> MOD_RES

<222> (19) .. (19)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Trt
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<400> 6
Cys Asn Ala Val Val Glu Ser Asn Gly Thr Leu Thr Leu Ser His
Phe
1 5 10 15
Gly Lys Cys

<210>7

<211>19

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>

<223> secuencia de aminoacidos (fragmento 3)

<400>7
Cys Asn Ala Val Val Glu Ser Asn Gly Thr Leu Thr Leu Ser His
Phe
1 5 10 15
Gly Lys Cys

<210> 8

<211>33

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos glicosilada que tiene grupos de bloqueo

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1) .. (1)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Thz

<220>

<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223> Asn glicosilada

<400> 8
Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe Cys
Asn
1 5 10 15
Ala Val Val Glu Ser Asn Gly Thr Leu Thr Leu Ser His Phe Gly
Lys

20 25 30

Cys

<210>9

<211>33

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos glicosilada

<220>

<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223> Asn glicosilado

<400>9
33
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Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn
Asn
1 5 10
Ala Val Val Glu Ser Asn Gly Thr Leu Thr Leu Ser His
Lys
20 25
Cys
<210> 10
<211> 56
<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos glicosilada (OMSVP3 glicosilado)

<220>

<221> MOD_RES
<222> (28) .. (28)
<223> Asn glicosilado

<400> 10
Leu Ala Ala Val Ser Val Asp Cys Ser Glu Tyr Pro Lys
Cys
1 5 10
Thr Met Glu Tyr Arg Pro Leu Cys Gly Ser Asp Asn Lys
Gly
20 25
Asn Lys Cys Asn Phe Cys Asn Ala Val Val Glu Ser Asn
Leu
@ @ @ @35 40 45
Thr Leu Ser His Phe Gly Lys Cys
50 55
<210> 11
<211> 14
<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos que tiene grupos de blogueo (fragmento
2f)

<220>

<221> MOD_RES

<222>(1).. (1)

<223> Cys que tiene grupos de bloqueo Bocy Thz

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (3)

<223> Ser que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4) .. (4)

<223> Asp que tiene grupo de bloqueo OtBu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6) .. (6)
<223> Lys que tiene grupo de bloqueo Boc
34
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (7) .. (7)

<223> Thr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8) .. (8)

<223> Tyr que tiene grupo de bloqueo tBu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

<223> Lys que tiene grupo de bloqueo Boc

<220>

<221> MOD_RES

<222> (12)..(12)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Trt

<400> 11
Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe
1 5

<210> 12

<211>14

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>

<223> secuencia de aminoacidos que tiene grupo bencil tioéster y

grupo

de bloqueo (fragmento 2 f)

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1) .. (1)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Thz

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (14)

<223> Phe que tiene grupo bencil tioéster

<400> 12
Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe
1 5

<210> 13

<211>33

<212> PRT

<213> faisan plateado

<220>
<223> secuencia de aminoacidos que tiene grupo de bloqueo

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1) .. (1)

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Thz

<400> 13
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Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe Cys
Asn
1 5 10 15

Ala Val Val Glu Ser Asn Gly Thr Leu Thr Leu Ser His Phe Gly
Lys
20 25 30

Cys

<213> faisan plateado

<220>

<223> secuencia de aminoacidos

<400> 14

<210> 15
<211> 56

<212> PRT

Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe Cys
Asn
1 5 10 15

Ala Val Val Glu Ser Asn Gly Thr Leu Thr Leu Ser His Phe Gly
Lys
20 25 30

Cys

<213> faisan plateado

<220>

<223> secuencia de aminoacidos (OMSVP3 no glicosilado)

<400> 15

<210> 16
<211> 14

<212> PRT

Leu Ala Ala Val Ser Val Asp Cys Ser Glu Tyr Pro Lys Pro Ala
Cys
1 5 10 15

Thr Met Glu Tyr Arg Pro Leu Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr
Gly
20 25 30

Asn Lys Cys Asn Phe Cys Asn Ala Val Val Glu Ser Asn Gly Thr
Leu
@ @ @ @35 40 45

Thr Leu Ser His Phe Gly Lys Cys
50 55

<213> secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos que tiene grupo de bloqueo
(sustrato para quimotripsina)

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1) .. (1)

36



ES 2646 119 T3

<223> Cys que tiene grupo de bloqueo Thz
<400> 16

Cys Gly Ser Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir una glicoproteina que tiene estructura uniforme de secuencia de aminoacidos, de
cadena de azucar y estructura de orden superior, que comprende las siguientes etapas (a) a (c):

(a) plegar una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes para
generar glicoproteinas plegadas que tienen diversos tipos de estructuras de orden superior;

(b) fraccionar las glicoproteinas plegadas por medio de cromatografia en columna para obtener
diversas fracciones que contienen dichas glicoproteinas plegadas; y

(c) recoger una fraccion que tiene una actividad predeterminada de las fracciones obtenidas
mediante la etapa (b).

2. Método segun la Reivindicacion 1, que comprende ademas, después de la etapa (c), las etapas de:

(d) desplegar una glicoproteina contenida en una fraccién no recogida en la etapa (c);

(e) volver a plegar la glicoproteina desplegada;

(f) fraccionar la glicoproteina que se ha vuelto a plegar mediante cromatografia en columna y
recoger una fraccion que tiene una actividad predeterminada; y

(g) repetir las etapas (d) a (f) seguin sea necesario.

3. Método para la seleccion de una glicoproteina que tiene una actividad fisioldégica predeterminada, que
comprende las siguientes etapas (i) a (iii):

(i) plegar una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azicar uniformes para
generar glicoproteinas plegadas que tienen diversos tipos de estructuras de orden superior;

(ii) fraccionar las glicoproteinas plegadas por medio de cromatografia en columna para obtener
diversas fracciones que contienen dichas glicoproteinas plegadas; y

(iii) medir una actividad de cada una de las fracciones obtenidas mediante la etapa (ii) para
determinar si tiene 0 no una actividad predeterminada.

4. Método para obtener una mezcla de glicoproteinas con una actividad fisiologica deseada, que

comprende las siguientes etapas (A) a (D):

(A) plegar una glicoproteina que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azlcar uniformes para
generar glicoproteinas plegadas que tienen diversos tipos de estructuras de orden superior;

(B) fraccionar las glicoproteinas plegadas por medio de cromatografia en columna para obtener
diversas fracciones que contienen dichas glicoproteinas plegadas;

(C) medir una actividad de cada una de las fracciones obtenidas mediante la etapa (B); y

(D) determinar una proporcion de mezcla de las fracciones para obtener una actividad deseada y
mezclar las fracciones de acuerdo con la proporciéon asi obtenida.

5. Método segun cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, donde al menos una parte de la glicoproteina
que tiene secuencia de aminoacidos y cadena de azucar uniformes se produce mediante un método
que comprende las siguientes etapas (1) a (6):

(1) esterificar un grupo hidroxilo de una resina que tiene un grupo hidroxilo y un grupo carboxilo de
un aminoacido que tiene un grupo amino protegido con un grupo protector liposoluble o un grupo
carboxilo de un aminoacido glicosilado que tiene un grupo amino protegido con un grupo protector
liposoluble;

(2) eliminar el grupo protector liposoluble para generar un grupo amino libre;

(3) amidar el grupo amino libre y un grupo carboxilo de un aminoacido que tiene un grupo amino
protegido con un grupo protector liposoluble o un grupo carboxilo de un aminoacido glicosilado que
tiene un grupo amino protegido con un grupo protector liposoluble;

(4) después de la etapa (3), eliminar el grupo protector liposoluble para generar un grupo amino libre;
(5) repetir las etapas (3) y (4) una o mas veces; y

(6) escindir un enlace éster formado en la etapa (1) por un acido.

6. Meétodo segun la Reivindicacion 5, donde una parte de la glicoproteina que tiene secuencia de
aminoacidos y cadena de azucar uniformes se produce mediante las etapas (1) a (6), y donde la
glicoproteina se produce por medio de un método que comprende ademas la siguiente etapa (7):

(7) unir una parte de la glicoproteina obtenida en la etapa (6) con otros péptidos o glicopéptidos
mediante un método de ligacion.
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Figura 3
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 10

ABSORBANCIA RELATIVA (220nm)

]|\ ~—

Omin 15min

Figura 11

e i
4.0
‘%2
& 8
: : o8
éﬁf}‘ & N §
£y . ®
$
O
T N g
55 7H PR

47



ES 2646 119 T3

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 20
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Figura 23
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Figura 25
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 32
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Figura 33
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Figura 34
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Figura 36
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