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DESCRIPCION
Pentraxina larga PTX3 desialidada y desglucosilada
La presente invencion se refiere a pentraxina larga PTX3 totalmente desglucosilada funcionalmente activa.

En particular, la presente invencion se refiere a pentraxina larga PTX3 totalmente desglucosilada funcionalmente
activa y pentraxina larga PTX3 desialidada, procedimientos para su preparacion, composiciones farmacéuticas que
contienen estas sustancias y su uso para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades
en las que se indica el uso de pentraxina larga PTX3, particularmente enfermedades infecciosas, enfermedades
inflamatorias, incluyendo enfermedades autoinmunes y enfermedades causadas por infarto tisular, enfermedades de
hueso y cartilago, asi como para el tratamiento de trastornos de fertilidad femenina y vacunas aut6logas para el
tratamiento de tumores.

Antecedentes de la invencién

La pentraxina PTX3 larga se identifica por exploracién diferencial de una bibliotecas de fagos de ADNc compuesta
de células endoteliales humanas (HUVEC) sometida a tratamiento con IL1B (Breviario, y col., 1992, J. Biol. Chem.,
267: 22190-22197). Su secuencia de nucleétidos se desvela en la base de datos de NCBI con el nimero de acceso
X63613. El ADNc de PTX3 codifica una proteina de 381 restos aminoacidicos caracterizada por un péptido sefial
para la secrecion (restos 1-17), por un dominio N-terminal (restos 18-178) y por un dominio C-terminal (restos 179-
381). El gen de petraxina PTX3 larga humana se localiza en el cromosoma 3 en la regién q25.2 y se caracteriza por
3 exones localizados en 6,72 kb de ADN gendmico.

La PTX3 recombinante, purificada del sobrenadante de células CHO infectadas de forma estable con el vector
plasmidico pSG5h-PTX3 que contiene el ADNc humano de PTX3, analizada por SDS-PAGE en condiciones
reductoras, presenta un peso molecular aparente de 45 kDa (Bottazzi, y col., J. Biol. Chem., 1997; 272: 32817-
32823). Su secuencia de aminoacidos muestra un sitio de glucosilacion potencial en el resto 220. El tratamiento de
PTX3 con N-glucosidasa F conduce a la reduccién de su peso molecular a aproximadamente 42 kDa (estimado por
SDS-PAGE) de acuerdo con el valor calculado basandose en la secuencia de aminoéacidos sola.

Este resultado confirma que PTX estd N-glucosilada con una contribuciébn de azlcar que constituye
aproximadamente el 12 % del peso molecular. El analisis de la proteina analizada por SDS-PAGE en condiciones no
reductoras produjo un peso molecular de aproximadamente 450 kDa (Bottazzi, y col., J. Biol. Chem., 1997; 272:
32817-32823). Estos resultados indican claramente que PTX3 se organiza principalmente en una estructura
decamérica a través de la formacion de puentes disulfuro intermoleculares entre los restos de cisteina de los
mondmeros individuales.

Sin embargo, el protocolo de desglucosilacion propuesto en el articulo anteriormente mencionado no permite la
preparaciéon de una PTX3 funcionalmente activa, a la vista del hecho de que, para que esto se realice, son
necesarias tanto desnaturalizacion como reduccion de los puentes disulfuro de la proteina.

La proteina obtenida de acuerdo con el procedimiento de Bottazzi y col. no puede usarse como un medicamento,
habiendo perdido sus caracteristicas funcionales. No se sugiere, sin embargo, el uso de la pentraxina
desglucosilada.

La presente invencion resuelve el problema proporcionando pentraxina PTX3 desglucosilada funcionalmente activa.
Para una revision de las pentraxinas, véase H. Gewurz, y col., Current Opinion in Immunology, 1995, 7:54-64.
Se conocen bien usos previos de PTX3.

La solicitud de patente internacional WO 99/32516, presentada en nombre del presente solicitante, desvela
pentraxina PTX3 larga y su uso para la terapia de enfermedades infecciosas o inflamatorias o tumores.

El documento WO 02/38169 desvela el uso de pentraxina PTX3 larga para la preparacion de un medicamento util
para el tratamiento de enfermedades asociadas con activacion andémala del factor de crecimiento FGF-2.

El tratamiento de enfermedades autoinmunes mediante el uso de pentraxina PTX3 larga de desvela en el
documento WO 02/36151.

El documento WO 03/011326 desvela el uso de pentraxina PTX3 larga para el tratamiento de infertilidad femenina.

El documento WO 03/084561 desvela el uso de pentraxina PTX3 larga para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de tumores asociados con activacién anémala del factor de crecimiento FGF-8.

El documento WO 03/072603 desvela el uso de pentraxina PTX3 larga para la preparacion de vacunas autélogas
para el tratamiento de tumores.
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PTX3 comparte con las pentraxinas cortas CRP y SAP la capacidad de unirse a C1q, un componente del sistema de
complemento. La unién de PTX3 a Clq se satura con una Kq de 7,4 x 10® M. Estudios quinéticos de la interaccion
biomolecular entre PTX3 y C1q llevados a cabo usando el BlAcore ha hecho posible medir una Ko, de 2,4 x 10°M?s”
Ly una Ko de 4 x 10* s™ (Bottazzi, y col., J. Biol. Chem., 1997; 272: 32817-32823).

El andlisis comparativo de la homologia de secuencia entre PTX3 y pentraxinas cortas ha revelado una homologia
sustancial del dominio C-terminal de PTX3 con la secuencia completa de CRP y SAP (Breviario, y col., 1992, J. Biol.
Chem., 267: 22190-22197). Tanto CRP como SAP compiten por la uniéon de Clqg a PTX3, lo que sugiere que las
pentraxinas reconocen la misma regién en C1q y que el dominio C-terminal de PTX3 es el sitio de unién de Clq.
Estudios in vitro han mostrado que PTX3 activa la ruta de complemento clasica.

Pruebas experimentales y clinicas muestran que anomalias funcionales del complemento se asocian con una mayor
propension a infeccidon por patégenos, demostrando de este modo una funcion esencial de este sistema inmune
innato en la proteccién contra infecciones (Roos, y col., 2002, Immunobiol., 205: 595-609). En el campo médico, por
lo tanto, existe una necesidad fuertemente percibida de farmacos capaces de estimular y amplificar la respuesta
inmune para infecciones microbianas mediadas por complemento.

Ademas, los expertos en el campo estan buscando farmacos que son crecientemente activos y capaces de actuar
en sinergia con otros farmacos.

Descripcion de la invencion

Se ha descubierto ahora sorprendentemente que la retirada de acido sialico del extremo de la cadena de glucdsido o
la retirada completa del grupo glucésido de PTX3 produce un aumento altamente significativo en la capacidad de
esta proteina para activar la ruta de complemento clasica.

También se ha descubierto que PTX3 desprovisto de acido sialico (desialidado) y PTX3 desglucosilado son agentes
Utiles para la prevencion o tratamiento de enfermedades infecciosas, particularmente de infecciones fungicas,
bacterianas o virales a una dosis inferior que la usada con PTX3 no modificada. También se ha descubierto que
PTX3 desprovista de acido sidlico (desialidada) y PTX3 desglucosilada son utiles en la prevencién o tratamiento de
enfermedades ya tratadas con PTX3 de origen natural, particularmente enfermedades inflamatorias, incluyendo
enfermedades autoinmunes, tumores, enfermedades debidas a activacion anémala del factor de crecimiento FGF-2,
trastornos de la fertilidad femenina, enfermedades de hueso y cartilago y para la preparacién de vacunas autélogas
para el tratamiento de tumores.

También se ha descubierto que la PTX3 tanto desglucosilada funcionalmente activa como desialidada pueden
usarse ventajosamente para la vacunacién preventiva contra patégenos, mostrando una tendencia a favorecer una
respuesta inmune de tipo adaptativo.

Un objeto de la presente invencién es por lo tanto pentraxina PTX3 larga desglucosilada funcionalmente activa.
Otro objeto de la presente invencion es la pentraxina PTX3 larga desialidada.

Otro objeto de la presente invencion comprende procedimientos para la preparacion de las proteinas anteriormente
mencionadas.

Otro objeto de la presente invencion comprende composiciones farmacéuticas que contienen pentraxina PTX3
desglucosilada funcionalmente activa o desialidada, como el principio activo y al menos un excipiente y/o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Un objeto adicional de la presente invencion es el uso de PTX3 larga desglucosilada funcionalmente activa o
desialidada, o uno de sus analogos o derivados funcionales, para la preparaciéon de un medicamento capaz de
unirse a complemento, particularmente para el tratamiento de enfermedades infecciosas de origen bacteriano,
fungico, protozoario o viral.

Un objeto adicional de la presente invencion es el uso de PTX3 larga desglucosilada funcionalmente activa o
desialidada como adyuvante para la vacunacion preventiva contra patdogenos y antigenos.

La invencion se desvelara ahora en detalle, también con la ayuda de ejemplos y figuras, en las que:

La Figura 1 muestra la movilidad electroforética de pentraxina funcionalmente activa desglucosilada con
Endoglucosidasa F3.

La Figura 2 muestra la movilidad electroforética de pentraxina desialidada con Sialidasa A.

Las Figuras 3A y 3B ilustran el ensayo de unién de pentraxina larga desglucosilada funcionalmente activa y
desialidada, respectivamente, a C1q.

La Figura 4 ilustra el ensayo de activacion del complemento.
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Descripcion detallada de la invencién

Lo que se entiende por “la pentraxina PTX3 larga desglucosilada funcionalmente activa o desialidada” es cualquier
PTX3, independientemente de su origen natural (humano o no humano) o recombinante. Estas pentraxinas PTX3 se
describen en la bibliografia: véase, por ejemplo, las referencias de patente del presente solicitante y las referencias
bibliograficas citadas en las mismas.

La pentraxina PTX3 larga desglucosilada funcionalmente activa o desialidada preferida es la humana, cuya
secuencia se desvela en el documento WO 99/32516.

El procedimiento para la preparacion de pentraxina desglucosilada funcionalmente activa comprende la
desglucosilacion total de pentraxina PTX3 larga.

La pentraxina PTX3 larga de partida es una proteina conocida y los procedimientos para obtenerla también se
conocen.

Cualquier procedimiento de desglucosilacion es adecuado para el fin, a condicion de que no induzca ninguna
pérdida o alteracién sustancial de la actividad de pentraxina.

En una realizacion preferida de la invencion el procedimiento comprende tratar pentraxina PTX3 larga con la
endoglucosidasa EndoF3.

Como alternativa, la presente invencién también proporciona un procedimiento para la preparacion de pentraxina
PTX3 larga desglucosilada funcionalmente activa que comprende el cultivo de células que expresan pentraxina
PTX3 larga en presencia de un inhibidor de glucosilacién. Un inhibidor preferido es tunicamicina. Las células que
expresan pentraxina se conocen en el campo y pueden obtenerse facilmente basandose en el conocimiento general
del experto en la materia. Los ejemplos de tales células son células transfectadas con el ADNc de PTX3 humana,
tales como células CHO (Ovario de Hamster Chino).

De forma similar, cualquier procedimiento de desialidacion proteica es adecuado para el fin, a condiciéon de que el
procedimiento no induzca ninguna pérdida o alteracion sustancial de la actividad de pentraxina. Un posible ejemplo
es el uso de desialidasa A.

De forma similar, puede usarse cualquier procedimiento de ingenieria proteica adecuado para el fin, tal como, por
ejemplo, la produccion de PTX3 recombinante mutagenizada por destruccion de los sitios de glucosilacion, a
condicion de que el procedimiento no induzca ninguna pérdida o alteracion sustancial de la actividad de pentraxina.

La presente invencion proporciona el uso de pentraxina PTX3 desialidada y desglucosilada funcionalmente activa
como un medicamento.

Lo que se entiende por enfermedad infecciosa es una enfermedad causada por infecciones bacterianas, flngicas,
protozoarias o virales.

Son ejemplos de enfermedades autoinmunes lupus eritematoso sistémico (SLE), esclerosis miltiple (MS), artritis,
diabetes, tiroiditis, anemia hemolitica, orquitis atrofica, enfermedad de Goodpasture, retinopatia autoinmune,
trombocitopenia autoinmune, miastenia grave, cirrosis biliar primaria, hepatitis crénica agresiva, colitis ulcerosa,
dermatitis, glomerulonefritis crénica, sindrome de Sjogren, sindrome de Reite, miositis, esclerosis sistémica y
poliartritis.

Lo que se entiende por infarto tisular es infarto cardiaco o cerebral.

Lo que se entiende por tratamiento de fertilidad femenina es cualquier uso de PTX3 desglucosilada funcionalmente
activa o desialidada para mejorar la fertilidad de mujeres que requieren dicho tratamiento.

En particular, la presente invencion proporciona el uso de pentraxina PTX3 larga desialidada o desglucosilada
funcionalmente activa para la preparacion de un medicamento capaz de unirse a complemento.

Una aplicacion preferida se refiere a un medicamento para prevencion o tratamiento de enfermedades infecciosas.
En particular, el agente infeccioso en dichas enfermedades es una bacteria, hongo, protozoo o virus.
Una realizacion preferida de la invencion se refiere al hongo Aspergillus y particularmente a Aspergillus fumigatus.

Otro aspecto de la invencién es un medicamento para el tratamiento de infecciones flngicas, que comprende una
combinacién de pentraxina PTX3 larga desialidada o desglucosilada funcionalmente activa y un antifingico,
preferentemente de la clase anfotericina, tal como anfotericina B, particularmente como desoxicolato o en una
formulacion liposomal. La formulacién es un objeto adicional de la presente invencion.

También se ha descubierto que pentraxina PTX3 larga desialidada y/o desglucosilada funcionalmente activa es util
como un adyuvante para la preparaciéon de un medicamento para vacunacién preventiva contra patdgenos o
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antigenos seleccionados y esto constituye un objeto adicional de la presente invencion.

La vacuna que contiene la proteina desialidada y/o desglucosilada funcionalmente activa como un adyuvante puede
usarse ventajosamente contra un agente patdgeno, tal como una bacteria, hongo, protozoo o virus o uno de sus
antigenos.

En una realizacion preferida de la invencién, el agente patégeno es un hongo, particularmente Aspergillus y mas
particularmente, Aspergillus fumigatus, asi como uno de sus antigenos.

Ademas de contener pentraxina PTX3 larga desialidada y/o desglucosilada funcionalmente activa como un
adyuvante, la vacuna de acuerdo con la presente invencién se prepara con procedimientos completamente
convencionales conocidos por el experto en la materia y por lo tanto no requiere explicacion adicional.

Se proporcionan a continuacion varios ejemplos que ilustran adicionalmente la invencion.
Ejemplo 1

Preparacion de PTX3 desglucosilada funcionalmente activa

PTX3, purificada del sobrenadante de células CHO transfectadas de forma estable con el vector plasmidico
pSG5hPTX3 que contiene el ADNc humano de PTX3 (como se desvela en Bottazzi, y col., J. Biol. Chem. 1997; 272:
32817-32823), se traté con la endoglucosidasa EndoF3 para la retirada de la cadena glucosidica completa menos el
resto de N-acetilglucosamina unido a la asparagina 220.

En particular, se incubé PTX3 con Endoglucosidasa F3 conocida por su hidrolizacion selectiva del enlace glucosido
B (1>4) entre los dos restos de GlcNac presentes en el nicleo de oligosacaridos del tipo complejo N-enlazado bi y
triantenario. La endoglucosidasa F3 manifiesta su actividad catalitica maxima a valores de pH acidos. Basandose en
las caracteristicas de solubilidad de PTX3 se optimizé el uso de un tampoén fosfato a pH 5,5. La Endoglucosidasa F3
usada en el experimento viene del ADNc de Chryseobacterium (Flavobacterium) meningosepticum expresado en E.
coli como proteina recombinante (Sigma Aldrich cédigo E2264). La hidrélisis enzimatica de los azlcares de la PTX3
purificada se evalu6é por medio de su variacion de movilidad electroforética en SDS-PAGE (véase Figura 1). Se
afiadieron aproximadamente 10 pg de PTX3 en 7 ul de agua estéril con 2 pl de tampén fosfato a pH 5,5 (5x)
(NaH2PO4 250 mm) y con 1 yl de Endoglucosidasa F3 tomada de la solucion madre (Sigma Aldrich). La mezcla se
incubé a 37 °C durante 12 horas. La reaccion puede cambiarse de escala a 1 mg de PTX3.

La PTX3 desglucosilada funcionalmente activa obtenida de este modo se purificé por cromatografia de filtracion en
gel (Superose 6 PHARMACIA) para los fines de retirar las enzimas glucosidicas y los azlcares. La filtracién en gel
de SDS-PAGE se realiz6 como se desvela en Bottazzi y col., J. Biol. Chem. 1997; 272: 32817-32823

Ejemplo 2

Preparacion de PTX3 desglucosilada funcionalmente activa

Las células CHO productoras de PTX3 descritas en el Ejemplo 1 se trataron con un inhibidor de glucosilacién de las
proteinas, tal como, por ejemplo, tunicamicina (Sigma Aldrich).

La PTX3 desglucosilada funcionalmente activa obtenida de este modo se purificd6 como se desvela en Bottazzi y col.
J. Biol Chem 1997; 272: 32817-32823.

Cualquier otro procedimiento conocido para la desglucosilacién de proteinas o para la produccién de proteinas
desglucosiladas que no altere su capacidad funcional es adecuado para los fines de la presente invencion.

Ejemplo 3

Preparacion de PTX3 desialidada

Se us6 PTX3 purificada del sobrenadante de CHO transfectadas de forma estable con el vector plasmidico pSG5h-
PTX3 que contenia el ADNc humano de PTX3.

La PTX3 se traté con Sialidasa A. La Sialidasa A [0(2>3,6,8,9) neuraminidasa] usada vino del ADNc de Arthrobacter
ureafaciens expresado en E. coli como proteina recombinante (SIGMA Aldrich cédigo N8271). La desialidacion de
PTX3 también se evalu6 por medio de andlisis de la variacion de su movilidad electroforética por SDS-PAGE (véase
Figura 2).

La PTX3 desialidada obtenida de este modo se purificé por cromatografia de filtracion en gel (Superose 6
PHARMACIA) para los fines de retirar las enzimas glucosidicas y los azucares.

Cualquier otro procedimiento conocido para la desialidacion de proteinas o para la produccion de proteinas
desialidadas que no altere su capacidad funcional es adecuado para los fines de la presente invencién.
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Ejemplo 4

Ensayo de unién de PTX3 desglucosilada funcionalmente activa a Clq

Se trataron placas Maxisorp (NUNC) con C1q 0,5 pg/ml (CALBIOCHEM) para los fines de absorber la proteina en la
superficie interior de los pocillos. Después de lavados posteriores en tampén fosfato (GIBCO) los pocillos se
incubaron en tampoén fosfato durante 1 hora con PTX3 desglucosilada funcionalmente activa a las dosificaciones
indicadas en la Figura 3.

Las cantidades relativas de PTX3 unida a Clq se determinaron usando un anticuerpo policlonal anti-PTX3
biotinilado, Estreptavidina-HRP (PHARMACIA) y tincion con TMB.

La PTX3 desglucosilada funcionalmente activa mostré unién a C1q que era aproximadamente 4 veces mayor que la
de PTX3 no tratada con glucosidasa (Figura 3A).

Ejemplo 5

Ensayo de unién de PTX3 desialidada con Clq

El ensayo de uniéon de PTX3 desialidada con Clq se realizé en las mismas condiciones experimentales descritas en
el ejemplo anterior y a las dosificaciones indicadas en la Figura 3B.

En este caso también la PTX3 desialidada mostré union a C1q que era aproximadamente 2 veces mayor que la de
PTX3 no tratada con desialidasa (Figura 3B).

Ejemplo 6

Evaluacién de la capacidad de PTX3 desialidada para activar la ruta del complemento clasica

Se absorbié PTX3 desialidada en placas Maxisorp de 96 pocillos a una concentraciéon de 5 ug/ml (tampoén carbonato
0,1 M pH 9,6). Posteriormente, se trataron los pocillos con suero humano (NHS) como una fuente de complemento a
diferentes porcentajes de dilucién. La cantidad de C4 depositada en las placas como resultado de la activacion de
complemento se midié usando el anticuerpo anti-C4 (C4-4°) como se desvela en Nauta y col. en Eur. J. Immunology,
2003, 33: 465-473.

La cantidad de C4 depositado en la plaqueta con PTX3 desialidada adsorbida fue de aproximadamente 8 veces
mayor que la de la plaqueta con la PTX3 control adsorbida (Figura 4). El resultado muestra que la PTX3 desialidada
es mas activa que la PTX3 no modificada en su capacidad de activacion del complemento.

Ejemplo 7

Evaluacién de la capacidad de PTX3 desglucosilada funcionalmente activa para activar la ruta del complemento
clasica

Se ensay6 la PTX3 desglucosilada en las mismas condiciones experimentales usadas para PTX3 desialidada
descritas en el Ejemplo 6.

Los resultados obtenidos fueron comprables con los obtenidos con PTX3 desialidada.

Con respecto a los aspectos relacionados con la aplicabilidad industrial, la PTX3 desialidada o desglucosilada, o sus
derivados peptidicos o peptidomiméticos, estardn en forma de composiciones farmacéuticas en las que los principios
activos se solubilizan y/o transportan por excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como agua
estéril, carboximetilcelulosa u otros excipientes conocidos por los expertos en la materia.

Los ejemplos de composiciones farmacéuticas que pueden usarse para PTX3 desialidada o desglucosilada
funcionalmente activa son los mismos que los desvelados para pentraxina PTX3 larga (en el documento WO
99/32516).

Son ejemplos adicionales de composiciones farmacéuticas las que permiten administracion oral o parenteral
mediante las vias intravenosa, intramuscular, subcutdnea, transdérmica, rectal o vaginal. Las composiciones
farmacéuticas adecuadas para el fin son comprimidos y cépsulas rigidas o blandas, supositorios, 6vulos, polvos,
soluciones, suspensiones, jarabes o formas sélidas para la preparacion de liquidos extemporaneos. Las
composiciones para administracién parenteral son, por ejemplo, todas las formas inyectables intramusculares,
intravenosas y subcutaneas, en forma de soluciones, suspensiones o emulsiones. También deberian mencionarse
las formas liposomales. También se incluyen formas para la liberacién controlada del principio activo, como formas
de administracion oral, comprimidos revestidos con capas apropiadas, polvos microencapsulados, complejos de
ciclodextrina, formas de liberacion prolongada, por ejemplo subcutdneas o como inyeccién o implantes de liberacién
prolongada. Las composiciones para administracion de aerosol pueden constituir una forma de administracion
preferida.
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La dosis diaria dependera del criterio del médico de cuidados primarios basandose en el peso, edad y condicion
general del paciente.

Deberia observarse que la preparacion de dichas composiciones farmacéuticas, incluyendo las formas de liberacion
lenta, pueden realizarse usando las técnicas habituales e instrumentos con los que los farmacéuticos y expertos en
tecnologia farmacéutica son muy familiares. Como referencia, el experto en el campo puede dirigirse a la bibliografia
habitual, tal como, por ejemplo, la Gltima edicion de Remington’s Pharmaceutical Sciences Handbook, Mack Pub. N.
Y. Con respecto a las vacunas, se dirige al lector a la bibliografia especifica, por ejemplo, solicitudes de patente
internacional WO 03/011903 y PCT/IT03/00162.
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REIVINDICACIONES
1. Pentraxina PTX3 larga desglucosilada funcionalmente activa.
2. Pentraxina PTX3 larga desialidada.

3. Pentraxina PTX3 larga de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, que es de origen natural humano o no humano o
recombinante.

4. Procedimiento de preparacion de pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que
comprende la desglucosilacion de pentraxina PTX3 larga.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicha desglucosilacion se lleva a cabo con
endoglucosidasa EndoF3.

6. Procedimiento para la preparacion de pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicacion 1,
que comprende el cultivo de células que expresan pentraxina PTX3 larga en presencia de un inhibidor de
glucosilacién.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6 en el que dicho inhibidor es tunicamicina.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que dicha desglucosilacion se obtiene por mutagénesis
del sitio de glucosilacion de PTX3.

9. Procedimiento para la preparacion de pentraxina PTX3 larga desialidada de acuerdo con la reivindicacién 2, que
comprende la desialidacién de pentraxina PTX3 larga.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que dicha desialidacion se lleva a cabo con Sialidasa A.

11. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-8, en el que la pentraxina PTX3 larga
desglucosilada es purificada.

12. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-10, en el que la pentraxina PTX3 larga
desialidada es purificada.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12, en el que dicha purificacién se realiza por cromatografia
de filtracién en gel.

14. Composicion farmacéutica que contiene pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicacion
1 0 3 en una mezcla con al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

15. Composicion farmacéutica que contiene pentraxina PTX3 larga desialidada de acuerdo con la reivindicacién 2 o
3 en una mezcla con al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

16. Uso de pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3 o de pentraxina larga
desialidada de acuerdo con la reivindicacién 2 o 3 para la preparaciéon de un medicamento.

17. Uso de pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3 o de pentraxina larga
desialidada de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3 para la preparacion de un medicamento capaz de unirse a
complemento.

18. Uso de pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 3 o de pentraxina larga
desialidada de acuerdo con la reivindicacién 2 o 3 para la preparacién de un medicamento para la prevenciéon o
tratamiento de enfermedades en las que el uso de pentraxina PTX3 larga estéa indicado.

19. Uso de pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3 o de pentraxina larga
desialidada de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3 para la preparacion de un medicamento para la prevenciéon o
tratamiento de enfermedades infecciosas.

20. Uso de pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3 o de pentraxina larga
desialidada de acuerdo con la reivindicacién 2 o 3 para la preparacién de un medicamento para la prevencion o
tratamiento de enfermedades inflamatorias, incluyendo enfermedades autoinmunes, tumores, enfermedades debidas
a activacion andémala del factor de crecimiento FGF-2, trastornos de fertilidad femenina, infarto tisular y
enfermedades de hueso o cartilago.

21. Uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que dicha enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que
consiste en lupus eritematoso sistémico (SLE), esclerosis mdltiple (MS), artritis, diabetes, tiroiditis, anemia
hemolitica, orquitis atréfica, enfermedad de Goodpasture, retinopatia autoinmune, trombocitopenia autoinmune,
miastenia grave, cirrosis biliar primaria, hepatitis cronica agresiva, colitis ulcerosa, dermatitis, glomerulonefritis
cronica, sindrome de Sjogren, sindrome de Reiter, miositis, esclerosis sistémica y poliartritis.
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22. Uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que dicho infarto tisular se selecciona del grupo que consiste en
infarto cardiaco y cerebral.

23. Uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que en dichas enfermedades el agente infeccioso es una bacteria,
hongo, protozoo o virus.

24. Uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicho hongo es un Aspergillus.
25. Uso de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que dicho hongo es Aspergillus fumigatus.

26. Combinacion de pentraxina PTX3 larga desglucosilada funcionalmente activa y/o pentraxina PTX3 larga
desialidada con un agente antiflingico.

27. Combinacién de acuerdo con la reivindicacion 26 en la que dicho agente antifiungico pertenece a la clase de
anfotericina.

28. Combinacién de acuerdo con la reivindicacion 27 en la que dicha anfotericina es anfotericina B, particularmente
como desoxicolato o en formulaciéon liposomal.

29. Composicion farmacéutica que contiene la combinacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
26-28 en una mezcla con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

30. Uso de la combinacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26-28 para la preparaciéon de un
medicamento para la prevencion o tratamiento de infecciones flungicas.

31. Uso de acuerdo con la reivindicacion 30, en el que el hongo en dicha infeccién es un Aspergillus.
32. Uso de acuerdo con la reivindicacién 31, en el que dicho hongo es Aspergillus fumigatus.

33. Uso de pentraxina PTX3 larga desglucosilada de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3 o de pentraxina PTX3 larga
desialidada de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3 como un adyuvante para la preparacion de un medicamento para
vacunacion preventiva contra patégenos o antigenos.

34. Uso de acuerdo con la reivindicacion 33, en el que dicho patégeno es una bacteria, hongo, protozoo o virus o
dicho antigeno deriva de una bacteria, hongo, protozoo o virus.

35. Uso de acuerdo con la reivindicacion 34, en el que dicho hongo es Aspergillus fumigatus o dicho antigeno deriva
de Aspergillus fumigatus.

36. Vacuna caracterizada porque contiene pentraxina PTX3 larga desialidada y/o desglucosilada funcionalmente
activa como un adyuvante.
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FIGURA 1
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Leyenda:
PM = Peso molecular
1=PTX3 glucosilada

2 =PTX3 desglucosilada con Endoglucosidasa F3
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FIGURA 2

Leyenda:

PM = Peso molecular

1 =PTX3 glucosilada

2 =PTX3 desialidada con Sialidasa A
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FIGURA 3A
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LEYENDA para la Figura 3A: Ensayo de uniéon de PTX3 con C1q.

Endo F3: PTX3 totalmente desglucosilada con Endo F3;
Endo F3 BSA: albimina de suero bovino tratada con Endo F3;
PBS Externo: PTX3 no modificada;

PBS Externo BSA: albumina de suero bovino no sometida a tratamiento
con Endo F3.
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FIGURA 3B
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LEYENDA para la Figura 3B: Ensayo de union de PTX3 con C1q.
Asialo PTX3: PTX3 desialidada;

Externa: PTX3 no modificada;

BSA Interna: albumina de suero bovino tratada con Sialidasa;

BSA Externa: albimina de suero bovino no tratada con Sialidasa.
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FIGURA 4
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LEYENDA para la Figura 4: Ensayo de activacién del complemento medida come deposicion de
C4.

PTX3 hu antigua: PTX3 nc medificada;
PTX3 hu sialidasa: PTX3 desialidada;

PTX3 hu int ctrl: PTX3 tratada con los mismos tampones y en las mismas condiciones de
temperatura que PTX3 desialidada, pero no tratada con Sialidasa A.
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