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DESCRIPCION
Derivados de amiloide P sérico y su preparacion y uso
Antecedentes de la invencion

El amiloide P sérico (SAP) es un miembro de la familia de proteinas de pentraxina. SAP se secreta por el higado y
circula en la sangre como un pentamero estable. La investigacion previa demuestra que SAP tiene un papel
importante tanto en la fase de inicio como en la de resolucién de la respuesta inmunitaria. SAP puede unirse a
residuos de azucar en la superficie de bacterias y de ese modo promover su opsonizacion y fagocitacion por células
presentadoras de antigeno. SAP también se une a ADN y cromatina generados por células apoptéticas en la
resolucién de una respuesta inmunitaria, impidiendo asi una respuesta inflamatoria secundaria contra estos
antigenos. Las moléculas a las que se une SAP se eliminan de zonas extracelulares debido a la capacidad de SAP
para unirse a los tres receptores de Fcy (FcyR) clasicos, que tienen una afinidad particular por FcyRIl (CD32) y
FcyRIIl (CD16). Tras la unién al receptor, SAP y cualquier complejo unido generalmente se internalizan y se
procesan por la célula.

Recientemente, se ha sugerido que SAP puede usarse como agente terapéutico para tratar diversos trastornos,
incluyendo trastornos relacionados con fibrosis, trastornos de hipersensibilidad, trastornos autoinmunitarios,
mucositis y trastornos inflamatorios tales como los provocados por infeccidon microbiana. Véanse, por ejemplo, las
solicitudes de patente estadounidense con n.”® de serie 11/707.333, 12/217.617, 12/720.845 y 12/720.847. Los
productos terapéuticos a base de proteinas para tratar enfermedades humanas han revolucionado la industria de la
atencion sanitaria. Sin embargo, existen muchas dificultades en la produccion de un producto terapéutico a base de
proteinas que tenga la potencia necesaria y/o en la cantidad suficiente para que sea Uutil como agente terapéutico.
Muchos posibles agentes terapéuticos se modifican para aumentar su actividad bioldgica, tal como semivida en
plasma, en relacion con la proteina derivada de manera natural. Habitualmente se implementa tecnologia de
expresion recombinante para producir polipéptidos en cantidad suficiente. Desafortunadamente, muchos sistemas
recombinantes producen polipéptidos que tienen propiedades biolégicas diferentes de las formas derivadas de
manera natural, lo que puede afectar a la farmacocinética, seguridad y eficacia de un producto terapéutico.

Heegaard 1999 (J. Chromatography 853:189-195) describe un glicopéptido de unién a heparina (T3) a partir de un
componente de amiloide P sérico humano que es un glicopéptido que contiene cisteina de 25 residuos de
aminoacido que contiene una cadena de oligosacarido de tipo complejo biantenaria con unién en N.

Siebert et al. 1995 (FEBS Letters 371:13-16) y Siebert et al. 1997 (Glycoconjugate Journal 14:945-949) dan a
conocer que la desialilacion de SAP da como resultado cambios conformaciones en la estructura de proteinas.

Boysen et al. 2004 (Protein Expression and Purification 35:284-292) describen la produccion recombinante de
componente de amiloide P sérico humano a partir de Pichia pastoris y su caracterizacion.

Kiernan et al. 2004 (Proteomics 4:1825-1829) describen la caracterizacion proteémica de variantes novedosas de
componente de amiloide P sérico a partir de orina y plasma humanos.

Por tanto, sigue habiendo la necesidad de desarrollar polipéptidos de SAP, y métodos de fabricacion de los mismos,
adecuados para el tratamiento terapéutico de seres humanos.

Sumario de la invencion
La presente invencion se refiere a los siguientes puntos:

1. Un polipéptido de amiloide P sérico (SAP) humano glicosilado que comprende una cadena de oligosacarido con
union en N, en el que al menos una ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de acido sialico
con union a2,3.

2. El polipéptido de SAP humano glicosilado del punto 1, en el que el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica al menos en el 85% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

3. El polipéptido de SAP humano glicosilado del punto 1 6 2, en el que la cadena de oligosacarido con uniéon en N
comprende un nucleo de pentasacarido de Man[(a.1,6-)-(Man(a1,3)]-Man(B1,4)-GIcNAc(B 1,4)-GIcNAc(1,N)-Asn.

4. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-3, en el que la cadena de
oligosacarido comprende al menos una ramificacion que tiene la estructura NeuNAc203Ga1p4GIcNAcB2Mana6.

5. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-4, en el que el polipéptido de SAP es
un polipéptido recombinante.

6. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-5, en el que el polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1.
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7. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-5, en el que el polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 95% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1.

8. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-5, en el que el polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 96% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1.

9. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-5, en el que el polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 98% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1.

10. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-5, en el que el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 99% a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1.

11. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-5, en el que el polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

12. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-11, en el que el polipéptido es una
proteina de fusién que comprende un dominio de SAP y uno o mas dominios heterdlogos.

13. El polipéptido de SAP humano glicosilado del punto 12, en el que el uno o mas dominios heterélogos potencian
uno o mas de estabilidad in vivo, semivida in vivo, captacién/administracion, localizacion o distribucion tisular,
formacion de complejos proteicos y/o purificacion.

14. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-13, en el que el polipéptido
comprende uno o mas residuos de aminoacido modificados.

15. El polipéptido de SAP humano glicosilado del punto 14, en el que el uno o mas residuos de aminoacido
modificados comprenden un aminoacido pegilado, un aminoacido prenilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido
biotinilado y/o un aminoacido conjugado con un agente de derivatizacion organico.

16. El polipéptido de SAP humano glicosilado del punto 15, en el que el uno o mas residuos de aminoacido
modificados potencian uno o mas de estabilidad in vivo, semivida in vivo, captacién/administracion, localizacién o
distribucion tisular, formacion de complejos proteicos y/o purificacion.

17. Una preparacion farmacéutica adecuada para su uso en un mamifero que comprende el polipéptido de SAP
humano de uno cualquiera de los puntos 1-16 y un portador farmacéuticamente aceptable.

18. Un método de preparacion de un polipéptido de SAP humano que comprende una cadena de oligosacarido con
union en N, en el que al menos una ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de acido sialico
con unioén o2,3, comprendiendo el método:

i) expresar un polipéptido de SAP humano en una célula; y
ii) aislar el polipéptido de SAP humano de la célula.
19. El método del punto 18, en el que la célula es una célula CHO.

20. El método del punto 18 6 19, en el que el polipéptido de SAP es un polipéptido de uno cualquiera de los puntos
1-16.

21. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1 a 5 6 12 a 16 o el método de uno
cualquiera de los puntos 18-20, en el que todas las ramificaciones de la cadena de oligosacarido terminan en restos
de acido sialico con union a.2,3.

22. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1 a 5 6 12 a 16 o el método de uno
cualquiera de los puntos 18-20, en el que la cadena de oligosacarido esta sustancialmente libre de restos de acido
sialico con unién 0.2,6.

23. El método del punto 18, que comprende ademas alterar quimica o enzimaticamente el polipéptido de SAP
aislado para producir un polipéptido de SAP que tiene una cadena de oligosacarido modificada.

24. El método del punto 23, en el que el proceso de alterar quimica o enzimaticamente el polipéptido de SAP aislado
elimina uno o mas restos de acido sialico con unién 2,6 terminales de la cadena de oligosacarido.

25. El método del punto 24, en el que el proceso de alterar quimica o enzimaticamente el polipéptido de SAP aislado
sustituye uno o mas restos de acido sialico con union a.2,6 terminales en la cadena de oligosacarido por uno o mas
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restos de acido sialico con unién a.2,3.

26. El polipéptido de SAP humano glicosilado de uno cualquiera de los puntos 1-16 o el método de uno cualquiera
de los puntos 18-25, en el que el polipéptido de SAP aislado tiene una Clso para inhibir la diferenciaciéon de
monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de la mitad de la de una muestra correspondiente de SAP silvestre
aislado de suero humano.

27. Método de preparacion de un polipéptido de SAP humano, que comprende:

i) proporcionar un polipéptido de SAP humano glicosilado, en el que el polipéptido de SAP humano glicosilado
comprende una cadena de oligosacarido con unién en N; y

ii) alterar quimica o enzimaticamente la cadena de oligosacarido con unién en N del polipéptido de SAP para
producir un polipéptido de SAP humano glicosilado modificado, en el que al menos una ramificacion de la cadena de
oligosacarido termina en un resto de acido sialico con unién a.2,3.

28. El método del punto 27, en el que el proceso de alterar quimica o enzimaticamente la cadena de oligosacarido
con unién en N del polipéptido de SAP elimina uno o mas restos de acido sialico con unién «2,6 terminales de la
cadena de oligosacarido.

29. El método del punto 27, en el que el proceso de alterar quimica o enzimaticamente la cadena de oligosacarido
con unién en N del polipéptido de SAP humano sustituye uno o mas restos de acido sialico con union «2,6
terminales en la cadena de oligosacarido por uno o mas restos de acido sialico con union o.2,3.

30. El método de uno cualquiera de los puntos 27-29, en el que la cadena de oligosacarido con unién en N tiene al
menos el 50% menos de restos de acido sialico con uniéon a2,6 que una proteina SAP humana silvestre aislada de
suero humano.

31. El método de uno cualquiera de los puntos 27-29, en el que la cadena de oligosacarido con unién en N esta
sustancialmente libre de restos de acido sialico con unién o2,6.

32. El método de uno cualquiera de los puntos 27-31, en el que todas las ramificaciones de la cadena de
oligosacarido terminan en restos de acido sialico con unién o2,3.

33. El método de uno cualquiera de los puntos 27-32, en el que el polipéptido de SAP glicosilado modificado tiene
una Clsp para inhibir la diferenciacion de monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de la mitad de la de una
muestra correspondiente de SAP silvestre aislado de suero humano.

34. Un método de preparacion de un polipéptido de SAP humano, que comprende:
i) proporcionar un polipéptido de SAP humano, y

ii) alterar quimica o enzimaticamente el polipéptido de SAP humano para producir un polipéptido de SAP humano
glicosilado que comprende un oligosacarido con unién en N, en el que al menos una ramificacion de la cadena de
oligosacarido termina en un resto de acido sialico con unién a.2,3.

35. Un polipéptido de SAP humano que comprende una cadena de oligosacarido con unién en N, en el que al menos
una ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de acido sialico con unién «2,3, preparado
mediante un procedimiento que comprende:

i) expresar un polipéptido de SAP en una célula CHO; y
ii) aislar el polipéptido de SAP de la célula.

36. El polipéptido de SAP humano del punto 35, en el que el polipéptido de SAP tiene una Clsy para inhibir la
diferenciacion de monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de la mitad de la de una muestra correspondiente de
SAP silvestre aislado de suero humano.

37. Una célula CHO que comprende un polipéptido de SAP humano que comprende una cadena de oligosacarido
con unién en N, en la que al menos una ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de acido
sialico con unién 0.2,3.

38. El polipéptido de SAP de uno cualquiera de los puntos 1-16, para su uso en el tratamiento o la prevencion de un
estado o trastorno seleccionado de un trastorno inflamatorio, un trastorno fibrético o fibroproliferativo, un trastorno de
hipersensibilidad, un trastorno autoinmunitario o mucositis.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Ensayo de diferenciacion en fibrocitos. Se usé un ensayo basado en ELISA para medir la produccion de
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MDC tras la incubacion de monocitos con polipéptidos de SAP. El eje Y indica la potencia promedio (es decir, el
promedio de 7 experimentos independientes) de SAP derivado de suero humano (hSAP) en comparaciéon con SAP
humano recombinante (rhSAP) aislado de células CHO-S. La actividad relativa de hSAP se fija a 1,0.

Figura 2. Analisis estructural de glicanos de polipéptidos de SAP variantes. Se usaron analisis de cromatografia de
liquidos/espectrometria de masas (CL/EM) (A) y analisis de cromatografia de liquidos de alta resolucion de
intercambio anionico (AEX-HPLC) (B) para determinar las uniones de acido sialico en SAP humano recombinante
sometido a glicorremodelacion aislado de células CHO-S. Se usaron analisis de cromatografia de
liquidos/espectrometria de masas (CL/EM) (C) y andlisis de cromatografia de liquidos de alta resolucion de
intercambio anionico (AEX-HPLC) (D) para determinar las uniones de acido sialico en hSAP (SAP derivado de suero
humano) sometido a glicorremodelacion. Se usé analisis de cromatografia de liquidos/espectrometria de masas
(CL/EM) (E) y analisis de cromatografia de liquidos de alta resolucion de intercambio aniénico (AEX-HPLC) (F) para
determinar las uniones de acido sialico en rhSAP que se tratd con una a2,3-sialiltransferasa para aumentar el
numero de acidos sialicos con unién 2,3 terminales en los glicanos de SAP. Para las figuras de CL/EM, el eje X
representa la masa en Dalton, y el eje Y representa la intensidad relativa. Para los perfiles de HPLC, el eje X es el
tiempo en minutos, y el eje Y son las unidades de absorbancia (mUA).

Figura 3. Ensayo de diferenciacion en fibrocitos. Se usé un ensayo basado en ELISA para medir la produccion de
MDC tras la incubacion de monocitos con polipéptidos variantes de SAP. El eje Y indica la actividad relativa
promedio de cada variante de SAP en comparacion con un patrén de referencia de hSAP, para el que la actividad se
fija a 1,0 (véase la barra mas a la izquierda).

Figura 4. Ensayo de diferenciacion en fibrocitos. Se trataron monocitos con hMCSF y entonces se cuantificaron
posteriormente para determinar la diferenciacion en fibrocitos. El eje X representa la concentracion de hMCSF
incubado con monocitos donadores. El eje Y indica la cantidad de proliferacion de fibrocitos en el dia cinco tal como
se mide mediante el recuento de fibrocitos por 5,0 x 10* células.

Figuras 5. Ensayo de diferenciacion en fibrocitos. Se trataron monocitos con hSAP y entonces se cuantificaron
posteriormente para determinar la diferenciacion en fibrocitos. El eje X indica la concentracion de hSAP incubado
con monocitos donadores. El eje Y indica la cantidad de proliferacion de fibrocitos en el dia cinco tal como se mide
mediante el recuento de fibrocitos por 5,0 x 10* células.

Descripcion detallada de la invencién

Vision general

La mayoria de los péptidos que se producen de manera natural tienen restos de hidratos de carbono (es decir,
glicanos) unidos al péptido por medio de uniones especificas a determinados aminoacidos a lo largo de la longitud
de la cadena peptidica primaria, formando asi “glicopéptidos”. El patron de glicosilacion en cualquier péptido dado
puede tener enormes implicaciones para la funcién de ese péptido. Por ejemplo, la estructura de los glicanos con
union en N en un péptido puede tener un impacto sobre diversas caracteristicas del péptido, incluyendo
susceptibilidad a proteasas, trafico intracelular, secrecién, direccionamiento tisular, semivida biolégica y
antigenicidad. La alteracion de una o mas de estas caracteristicas afecta enormemente a la eficacia de un péptido
en su entorno natural.

Las estructuras de glicanos encontradas en glicopéptidos que se producen de manera natural se dividen
normalmente en dos clases, glicanos con union en N y con unidon en O. Los péptidos expresados en células
eucariotas normalmente estan N-glicosilados en residuos de asparagina en sitios en la estructura primaria del
péptido que contienen la secuencia asparagina-X-serina/treonina, en la que X puede ser cualquier aminoacido
excepto prolina y acido aspartico. La parte de hidrato de carbono de tales péptidos se conoce como glicano con
union en N u oligosacarido con unién en N. Los acontecimientos tempranos de N-glicosilacion se producen en el
reticulo endoplasmatico (RE) y estan conservados en mamiferos, plantas, insectos y otros eucariotas superiores. En
primer lugar, se construye una cadena de oligosacarido que comprende catorce residuos de azicar sobre una
molécula transportadora lipidica. A medida que el péptido naciente se traduce y se transloca al RE, se transfiere
toda la cadena de oligosacarido al grupo amida del residuo de asparagina en una reaccion catalizada por una
enzima glicosiltransferasa unida a la membrana. El glicano con unién en N se procesa adicionalmente tanto en el RE
como en el aparato de Golgi. El procesamiento adicional conlleva generalmente la eliminacién de algunos de los
residuos de azucar y la adicion de otros residuos de azlcar en reacciones catalizadas por glicosilasas y
glicosiltransferasas especificas para los residuos de azucar eliminados y afadidos.

Normalmente, las estructuras finales de los glicanos con unién en N dependen del organismo en el que se produce
el péptido. Por ejemplo, los péptidos producidos en bacterias generalmente no estan glicosilados. Los péptidos
expresados en células de insecto contienen normalmente cadenas de oligosacarido con unién en N con alto
contenido en manosa o paucimanosa. Los péptidos producidos en cultivos de células de mamifero habitualmente se
glicosilan de manera diferente dependiendo de la especie y las condiciones de cultivo celular. Incluso en la misma
especie y en las mismas condiciones, algunas veces se encuentra una cierta cantidad de heterogeneidad en la
cadena de glicosilo. En general, los péptidos producidos en células vegetales comprenden estructuras de glicanos
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que difieren significativamente de las producidas en células animales.

Se ha propuesto una variedad de métodos en la técnica para adaptar el patrén de glicosilacion de un péptido,
incluyendo métodos descritos en las solicitudes internacionales publicadas n.”® WO 99/22764, WO 98/58964 y WO
99/54342 asi como en la patente estadounidense n.° 5.047.335. Esencialmente, muchas de las enzimas requeridas
para la glicosilacion in vitro de péptidos se han clonado y secuenciado. En algunos casos, estas enzimas se han
usado in vitro para afiadir azicares especificos a un glicano sobre un péptido. En otros casos, se han modificado por
ingenieria genética células para que expresen una combinacion de enzimas y péptidos deseados de manera que se
produzca la adicién de un resto de azlcar deseado a un péptido expresado dentro de la célula.

Se usan dos clases principales de enzimas en la sintesis de hidratos de carbono: glicosiltransferasas y glicosidasas.
Las glicosiltransferasas afiaden o modifican las estructuras de oligosacaridos existentes sobre un péptido. Las
glicosiltransferasas son eficaces para producir productos especificos con buen control estereoquimico y
regioquimico. Las glicosiltransferasas se han usado para preparar oligosacaridos y para modificar estructuras de
hidrato de carbono con unién en N y O terminales, particularmente en péptidos producidos en células de mamifero.
Por ejemplo, los oligosacaridos terminales de glicopéptidos pueden estar completamente sialilados y/o fucosilados
para proporcionar estructuras de azicar mas constantes usando glicosiltransferasas, los que puede mejorar la
farmacodinamica del glicopéptido y una variedad de otras propiedades bioldgicas.

Las glicosidasas se clasifican adicionalmente como exoglicosidasas (por ejemplo, B-manosidasa, pB-glucosidasa) y
endoglicosidasas (por ejemplo Endo-A, Endo-M). Las glicosidasas catalizan normalmente la hidrélisis de un enlace
glicosidico. Sin embargo, en condiciones apropiadas, pueden usarse para formar esta union. La mayoria de las
glicosidasas usadas para la sintesis de hidratos de carbono son exoglicosidasas; la transferencia de glicosilos se
produce en el extremo terminal no reductor del sustrato. La glicosidasa se une a un donador de glicosilo en un
producto intermedio de glicosil-enzima que o bien se intercepta por agua para producir el producto de hidrdlisis, o
bien por un aceptor, para generar un nuevo glicésido u oligosacarido. Una ruta a modo de ejemplo que usa una
exoglicosidasa es la sintesis del trisacarido central de todos los glicopéptidos con unién en N, incluyendo la unién p-
manosido, que se forma mediante la accion de B-manosidasa (Singh et al., Chem. Commun. 993-994 (1996)).
Aunque su uso es menos comun que el de las exoglicosidasas, las endoglicosidasas también se utilizan para
preparar hidratos de carbono. Las endoglicosidasas pueden usarse para transferir una cadena de oligosacarido
completa, en vez de un monosacarido, sobre un polipéptido. Se han anadido fragmentos de oligosacarido a
sustratos usando endo-f3-N-acetilglucosaminas, tales como endo-F y endo-M (Wang et al., Tetrahedron Lett. 37:
1975-1978; y Haneda et al., Carbohydr. Res. 292: 61-70 (1996). Cada una de estas clases de enzimas se ha usado
satisfactoriamente para producir péptidos glicosilados. Para una revision general, véase, Crout et al., Curr. Opin.
Chem. Biol. 2: 98-111. (1998).

El amiloide P sérico (SAP) es una proteina sérica que se produce de manera natural en mamiferos compuesta por
cinco subunidades idénticas, o “promotores”, que estan asociadas de manera no covalente en un complejo similar a
un disco. SAP pertenece a la superfamilia de proteinas de pentraxina, que se caracterizan por esta estructura
pentameérica ciclica. Las pentatraxinas cortas clasicas incluyen SAP asi como proteina C reactiva (Osmand, A.P., et
al., Proc. Nat. Acad. Sci., 74: 739-743, 1997). SAP se sintetiza normalmente en el higado y tiene una semivida
fisioldgica de veinticuatro horas. La secuencia de la subunidad de SAP humana se da a conocer a continuacion,
correspondiendo a los aminoacidos 20-223 de n.° de registro de Gene bank NP_001630 (secuencia sefial no
representada).

HTDLSGKVFVFPRESVTDHVNLITPLEKPLQNFTLCFRAYSDLSRA
YSLFSYNTQGRDNELLVYKERVGEYSLYIGRHKVTSKVIEKFPAPV
HICVSWESSSGIAEFWINGTPLVKKGLRQGYFVEAQPKIVLGQEQD
SYGGKFDRSQSFVGEIGDLYMWDSVLPPENILSAYQGTPLPANILD

WQALNYEIRGYVIIKPLVWYV (SEQ ID NO: 1)

A continuacion se da a conocer la secuencia de la subunidad de SAP de Gallus gallus.
QEDLYRKVFVFREDPSDAYVLLQVQLERPLLNFTVCLRSYTDLTRP
HSLFSYATKAQDNEILLFKPKPGEYRFYVGGKYVTFRVPENRGEW
EHVCASWESGSGIAEFWLNGRPWPRKGLQKGYEVGNEAVVMLG
QEQDAYGGGFDVYNSFTGEMADVHLWDAGLSPDKMRSAYLALR
LPPAPLAWGRLRYEAKGDVVVKPRLREALGA (SEQ ID NO: 2)
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A continuacion se da a conocer la secuencia de la subunidad de SAP de Bos taurus.

QTDLRGKVFVFPRESSTDHVTLITKLEKPLKNLTLCLRAYSDLSRG
YSLFSYNIHSKDNELLVFKNGIGEYSLYIGKTKVTVRATEKFPSPVH
ICTSWESSTGIAEFWINGKPLVKRGLKQGYAVGAHPKIVLGQEQDS
YGGGFDKNQSFMGEIGDLYMWDSVLSPEEILLVYQGSSSISPTILD
WQALKYEIKGYVIVKPMVWG (SEQ ID NO: 3)

A continuacioén se da a conocer la secuencia de la subunidad de SAP de Cricetulus migratorius.
QTDLTGKVFVFPRESESDYVKLIPRLEKPLENFTLCFRTYTDLSRPHSLFSYNTKN
KDNELLIYKERMGEYGLYIENVGAIVRGVEEFASPVHFCTSWESSSGIADFWVNG
IPWVKKGLKKGYTVKTQPSIILGQEQDNYGGGFDKSQSFVGEMGDLNMWDSVL
TPEEIKSVYEGSWLEPNILDWRALNYEMSGYAVIRPRVWH (SEQ ID NO: 4)

Un aspecto de la presente invencion se refiere al sorprendente descubrimiento de que la modificacién de una
estructura de glicanos sobre un polipéptido de SAP humano puede aumentar la actividad biolégica del polipéptido de
SAP en relacién con una muestra correspondiente de SAP silvestre aislado de suero humano. Tal como se
demuestra mediante los ejemplos de la divulgacion, SAP aislado de suero humano sélo contiene residuos de acido
sialico con unién a2,6. En cambio, SAP humano recombinante producido en células CHO sélo contiene residuos de
acido sialico con unién a2,3. Usando bioensayos basados en células in vitro, se demostré que polipéptidos de SAP
con acido sidlico con unién 2,3 tenian una actividad sistematicamente mas alta que SAP silvestre (es decir, SAP
que comprende restos de acido sialico con unién a.2,6) aislado de suero humano. Los polipéptidos de SAP variantes
de la invencién seran mas eficaces como agentes terapéuticos debido a su potencia biolégica aumentada. Por
ejemplo, variantes de SAP mas potentes pueden requerir menor dosificacion y/o dosificacion menos frecuente en
relacion con SAP silvestre aislado de suero humano. La presente divulgacion proporciona tanto polipéptidos de SAP
humano variantes como métodos para producir los mismos tal como se caracterizan en las reivindicaciones adjuntas
y también tal como se describe en el presente documento. En particular, la divulgacion incluye métodos y
composiciones para la adicién, delecién o modificacion in vitro e in vivo de residuos de azucar tal como se
caracterizan en las reivindicaciones adjuntas y también tal como se describe en el presente documento para producir
un polipéptido de SAP humano que tiene un patrén de glicosilacion deseado.

Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
generalmente el mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica. Generalmente, la
nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio en cultivo celular, genética
molecular, quimica organica y quimica e hibridacion de acidos nucleicos son los que se conocen bien y se emplean
comunmente en la técnica. Se usan técnicas convencionales para la sintesis de acidos nucleicos y péptidos. Las
técnicas y los procedimientos se realizan generalmente segun métodos convencionales en la técnica y diversas
referencias generales (por ejemplo, Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.), que se proporcionan a lo largo de todo este documento.

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratamiento” y “tratar” se refieren a obtener un efecto
farmacoldgico y/o fisioldgico deseado. El efecto puede ser profilactico en cuanto a prevenir completa o parcialmente
un trastorno o sintoma del mismo y/o puede ser terapéutico en cuanto a una cura parcial o completa para un
trastorno y/o efecto adverso atribuible al trastorno. “Tratamiento”, tal como se usa en el presente documento, cubre
cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente en un ser humano, e incluye: (a)
aumentar el tiempo de supervivencia; (b) disminuir el riesgo de muerte debido a la enfermedad; (c) inhibir la
enfermedad, es decir, detener su desarrollo o reducir la velocidad de progresion de la enfermedad; y (d) aliviar la
enfermedad, es decir, provocar la regresion de la enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, un producto terapéutico que “inhibe” o “previene” un trastorno o estado
es un compuesto que, en una muestra estadistica, reduce la aparicién del trastorno o estado en la muestra tratada
en relacion con una muestra control no tratada, o retrasa el comienzo o reduce la gravedad de uno o mas sintomas
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del trastorno o estado en relacién con la muestra control no tratada.

Tal como se usa en el presente documento los términos “sujeto” y “paciente” se refieren a animales incluyendo
mamiferos, tales como seres humanos. El término “mamifero” incluye primates, animales domesticados incluyendo
perros, gatos, ovejas, ganado, caballos, cabras, cerdos, ratones, ratas, conejos, cobayas, animales cautivos tales
como animales de zooldgicos, y animales salvajes.

Tal como se usa en el presente documento el término “tejido” se refiere a un 6rgano o conjunto de células
especializadas tales como tejido cutaneo, tejido pulmonar, tejido renal y otros tipos de células.

El término “efecto terapéutico” se reconoce en la técnica y se refiere a un efecto local o sistémico en animales,
particularmente mamiferos, y mas particularmente seres humanos, provocado por una sustancia
farmacologicamente activa. La frase “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad de una sustancia tal que
produce algun efecto local o sistémico deseado a una razon de beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier
tratamiento. La cantidad terapéuticamente eficaz de tal sustancia variara dependiendo del sujeto y el estado
patolégico que esta tratandose, el peso y la edad del sujeto, la gravedad del estado patolégico, la manera de
administracion, pudiendo determinarla facilmente un experto habitual en la técnica. Por ejemplo, determinadas
composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse en una cantidad suficiente para producir
un efecto deseado a una razon de beneficio/riesgo razonable aplicable a tal tratamiento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico” se refiere a un polinucleétido tal como acido
desoxirribonucleico (ADN) y, cuando sea apropiado, acido ribonucleico (ARN). Debe entenderse también que el
término incluye, como equivalentes, analogos de o bien ARN o bien ADN preparados a partir de analogos de
nucledtido y, segun sea aplicable a la realizacion que esté describiéndose, polinucleétido monocatenario (tal como
sentido o antisentido) y bicatenario.

” o«

Los términos “péptidos”, “proteinas” y “polipéptidos” se usan de manera intercambiable en el presente documento. El
término “proteina purificada” se refiere a una preparacién de una proteina o proteinas que estan preferiblemente
aisladas de, o de otra forma sustancialmente libres de, otras proteinas normalmente asociadas con la(s) proteina(s)
en una célula o lisado celular. Se define que el término “sustancialmente libre de otras proteinas celulares” o
“sustancialmente libre de otras proteinas contaminantes” engloba preparaciones individuales de cada una de las
proteinas que comprenden menos del 20% (en peso seco) de proteina contaminante, y preferiblemente comprende
menos del 5% de proteina contaminante. Pueden prepararse formas funcionales de cada una de las proteinas como
preparaciones purificadas usando un gen clonado tal como se conoce bien en la técnica. Por “purificado”, quiere
decirse que la molécula indicada esta presente en ausencia sustancial de otras macromoléculas bioldgicas, tales
como otras proteinas (particularmente otras proteinas que pueden enmascarar, disminuir, confundir o alterar
sustancialmente las caracteristicas de las proteinas componentes o bien como preparaciones purificadas o bien en
su funcién en la mezcla reconstituida objeto). El término “purificado” tal como se usa en el presente documento
significa preferiblemente al menos el 80% en peso seco, mas preferiblemente en el intervalo del 85% en peso, mas
preferiblemente el 95-99% en peso, y lo mas preferiblemente al menos el 99,8% en peso, de macromoléculas
biolégicas del mismo tipo presentes (pero pueden estar presentes agua, tampones y otras moléculas pequefias,
especialmente moléculas que tienen un peso molecular de menos de 5000). El término “puro” tal como se usa en el
presente documento tiene preferiblemente los mismos limites numéricos que “purificado” inmediatamente anterior.

Los oligosacaridos “con unién en N” son los oligosacaridos que estan unidos a una estructura principal de péptido a
través de una asparagina, por medio de una union asparagina-N-acetilglucosamina. Los oligosacaridos con unién en
N también se denominan “N-glicanos”. Los oligosacaridos con unién en N que se producen de manera natural tienen
un nucleo de pentasacarido comun de Man[(a1,6-)-(Man(a1,3)]-Man(1,4)-GIcNAc(B1,4)-GIcNAc(31,N). Difieren en
la presencia y en el niumero de ramificaciones (también denominadas antenas) de azucares periféricos tales como
N-acetilglucosamina, galactosa, N-acetilgalactosamina, fucosa y acido sidlico. Opcionalmente, esta estructura
también puede contener una molécula de xilosa y/o molécula de fucosa central.

El término “acido sialico” se refiere a cualquier miembro de una familia de azucares carboxilados de nueve carbonos.
El miembro mas comun de la familia de acido sialico es el acido N-acetilneuraminico (a menudo abreviado como
Neu5Ac, NeuAc o NANA). Un segundo miembro de la familia es el acido N-glicolil-neuraminico (Neu5Gc o NeuGc),
en el que el grupo N-acetilo de NeuAc esta hidroxilado. Un tercer miembro de la familia de acido sialico es el acido
2-ceto-3-desoxi-nonulosoénico (KDN) (Nadano et al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 11550-11557; Kanamori et al., J. Biol.
Chem. 265: 21811-21819 (1990)). También se incluyen acido sialicos 9-sustituidos tales como un 9-O-acil C1Cs-
Neu5Ac como 9-O-lactil-NeuSAc o 9-O-acetil-Neu5Ac, 9-desoxi-9-fluoro-NeuSAc y 9-azido-9-desoxi-Neu5Ac. Para
una revision de la familia de acido sialico véase, por ejemplo, Varki, Glycobiology 2: 25-40 (1992); Sialic Acids:
Chemistry, Metabolism and Funtion, R. Schauer, Ed. (Springer-Verlag, Nueva York (1992)).

Una célula “modificada por ingenieria genética” o “recombinante” es una célula que tiene una o mas modificaciones
en el material genético de la célula. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a, inserciones de material
genético, deleciones de material genético e insercién de material genético que es extracromosomico tanto si tal
material se mantiene de manera estable como si no.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “aziicar modificado” se refiere a un hidrato de carbono que se
produce de manera natural o que no se produce de manera natural que se afiade enzimaticamente sobre un
aminoacido o un residuo de glicosilo de un péptido en un procedimiento de la invencion. El azicar modificado se
selecciona de varios sustratos enzimaticos incluyendo, pero sin limitarse a, nucleétidos de azicar (mono-, di-, y tri-
fosfatos), azucares activados (por ejemplo, haluros de glicosilo, mesilatos de glicosilo) y azUcares que ni estan
activado ni son nucledtidos. Un “azdcar modificado” puede funcionalizarse covalentemente con un “grupo
modificador”. Los grupos modificadores utiles incluyen, pero no se limitan a, polimeros solubles en agua e insolubles
en agua, restos terapéuticos, restos de diagnodstico, biomoléculas. El lugar de funcionalizacion con el grupo
modificador se selecciona de manera que no impide que el “azicar modificado” se afada enzimaticamente a un
péptido o residuo de glicosilo del péptido.

Polipéptidos de SAP variantes

En parte, la divulgacién proporciona polipéptidos de amiloide P sérico (SAP) variantes tal como se caracterizan en
las reivindicaciones adjuntas y también tal como se describen en el presente documento. En particular, las variantes
de SAP de la invencion incluyen polipéptidos de SAP humano glicosilados que comprenden una o mas cadenas de
oligosacarido con unién en N o con union en O teniendo cada una independientemente una, dos, tres, cuatro, cinco
o0 mas ramificaciones que terminan en un resto de acido sialico con union a.2,3. En algunas realizaciones, todas las
ramificaciones de las cadenas de oligosacarido con unién en N o con unién en O terminan en restos con unién o2,3.
También se describen en el presente documento variantes de SAP que incluyen polipéptidos de SAP humano
glicosilados que contienen cadenas de oligosacarido con unién en N o con unién en O que tienen al menos el 20%,
el 25%, el 30%, el 35%, el 40%, el 45%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el 75%, el 80%, el 85% o incluso al menos
el 95% menos de restos de acido sialico con union a2,6 que un polipéptido de SAP silvestre derivado de suero
humano. Se describe ademas en el presente documento que las cadenas de oligosacarido con unién en N o con
union en O estan sustancialmente libres de restos de acido sialico con unién 2,6, por ejemplo, teniendo menos del
80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97%, el 98% o incluso menos del 99% de restos de acido sidlico con unién a2,6 en
relacion con un polipéptido de SAP silvestre derivado de suero humano. Los polipéptidos de SAP glicovariantes de
la invencion pueden comprender un oligosacarido con uniéon en N o cadena con union en O que tiene una o mas
ramificaciones (por ejemplo, que tiene una estructura biantenaria, triantenaria, tetraantenaria, pentaantenaria, etc.).
En determinadas realizaciones, los polipéptidos de SAP de la invencion comprenden una cadena de oligosacarido
con uniéon en N o con unién en O en la que una, dos, tres, cuatro o cinco ramificaciones de la cadena de
oligosacarido estan sustancialmente libres de galactosa y N-acetilglucosamina (por ejemplo, que tienen menos del
80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97%, el 98% o incluso menos del 99% de N-acetilglucosamina en relaciéon con un
polipéptido de SAP silvestre derivado de suero humano). Determinados polipéptidos de SAP de la invencion tienen
cadenas de oligosacarido con unién en N o con unién en O que estan sustancialmente libres de galactosa y N-
acetilglucosamina (por ejemplo, que tienen menos del 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97%, el 98% o incluso menos
del 99% de galactosa y/o N-acetilglucosamina en relacién con un polipéptido de SAP silvestre derivado de suero
humano). En algunas realizaciones, los polipéptidos de SAP de la invencion comprenden una cadena de
oligosacarido con unién en N o con unién en O en la que una, dos, tres, cuatro o cinco ramificaciones de la cadena
de oligosacarido contienen uno o mas residuos de manosa. En determinadas realizaciones, el polipéptido de SAP de
la invencion comprende un oligosacarido con unién en N que tiene un nicleo de pentasacarido de Man[(a1,6-)-
(Man(a1,3)]-Man(B1,4)-GIcNAc(B1,4)-GIcNAc(B1,N)-Asn. Este nucleo de pentasacarido también puede comprender
uno o mas residuos de fucosa o xilosa. En determinadas realizaciones, los polipéptidos de SAP de la invencion
comprenden una cadena de oligosacarido con unién en N en la que una, dos, tres, cuatro o cinco ramificaciones de
la cadena de oligosacarido tienen la estructura NeuNAc2a.3Galp4GIcNAcB2Mana6. Los polipéptidos de SAP de la
invencion también pueden comprender una cadena de oligosacarido con union en N en la que todas las
ramificaciones tienen la estructura NeuNAc2a3GalB4GIcNAcB2Mana6.

Los polipéptidos de SAP variantes de la invencién pueden comprender uno o mas residuos de azucar “modificados”.
Los azucares modificados estan sustituidos en cualquier posicion que permita la unién del grupo o resto modificador.
En aspectos preferidos, el azicar modificado esta sustituido en una posicién que todavia permite que el azucar
funcione como sustrato para una enzima usada para acoplar el azicar modificado al péptido de SAP. Un grupo
modificador puede unirse a un resto de azucar por medios enzimaticos, medios quimicos o una combinacién de los
mismos, produciendo de ese modo un azucar modificado, por ejemplo, galactosa, fucosa o acido sialico modificado.
En la siguiente seccion se describen grupos modificadores adecuados para su uso en la presente invencion asi
como métodos para conjugar estos grupos modificadores con residuos de azucar.

En aspectos preferidos, los polipéptidos de SAP variantes de la invencién tienen una Clsg para inhibir la
diferenciaciéon de monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de la mitad de la de una muestra correspondiente de
SAP silvestre aislado de suero humano. En algunas realizaciones, los polipéptidos de SAP variantes de la invencion
tienen una Clsp para inhibir la diferenciacion de monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de 1/3, menor de 1/4,
menor de 1/10 o menor de 1/100 de la de una muestra correspondiente de SAP silvestre aislado de suero humano.

Los polipéptidos de SAP variantes de la invenciéon pueden ser idénticos al menos en el 60%, al menos el 70%, al
menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el
98%, al menos el 99% o el 100% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, tal como se determina usando el
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programa informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al. (Comp. App. Biosci., 6:237-245 (1990)). En
una realizacién especifica, los parametros empleados para calcular la identidad en porcentaje y la similitud de una
alineacion de aminoacidos comprenden: Matriz=PAM 150, k-tupla=2, penalizacién por falta de coincidencia=1,
penalizacion por unién=20, longitud del grupo de aleatorizacion=0, puntuacién de corte=1, penalizacion por hueco=5
y penalizacion por tamario de hueco=0,05.

El término “polipéptido de SAP” engloba fragmentos funcionales y proteinas de fusién que comprenden cualquiera
de los anteriores. Generalmente, un polipéptido de SAP se disefiara para que sea soluble en disoluciones acuosas a
temperaturas, niveles de pH y osmolaridad biolégicamente relevantes. Los promotores de SAP que se asocian de
manera no covalente entre si para formar un complejo de SAP pentamérico pueden tener secuencias de
aminoacidos y/o modificaciones postraduccionales idénticas o, alternativamente, los promotores de SAP individuales
dentro de un Unico complejo pueden tener secuencias y/o modificaciones diferentes. El término polipéptido de SAP
incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de SAP que se produce de manera natural asi como
cualquier variante de los mismos (incluyendo mutantes, fragmentos y fusiones). Un polipéptido de SAP de la
invencion puede ser un polipéptido recombinante. En realizaciones preferidas, el polipéptido de SAP de la invencién
es un polipéptido de SAP humano.

En algunas realizaciones, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido de SAP
variante de la invencion, o un fragmento funcional del mismo. En algunos aspectos, la secuencia de aminoacidos de
una variante de SAP puede diferir de SEQ ID NO: 1 en una o mas sustituciones conservativas o no conservativas.
Tal como se usa en el presente documento, “sustituciones conservativas” son residuos que son fisica o
funcionalmente similares a los residuos de referencia correspondientes, es decir, una sustitucion conservativa y su
residuo de referencia tienen tamario, conformacion, carga eléctrica y/o propiedades quimicas similares (por ejemplo,
la capacidad para formar enlaces covalentes o de hidrogeno). Sustituciones conservativas preferidas son las que
satisfacen los criterios definidos para una mutacion puntual aceptada en Dayhoff et al., Atlas of Protein Sequence
and Structure 5:345-352 (1978 y sup.). Ejemplos de sustituciones conservativas son sustituciones dentro de los
siguientes grupos: (a) valina, glicina; (b) glicina, alanina; (c) valina, isoleucina, leucina; (d) acido aspartico, acido
glutamico; (e) asparagina, glutamina; (f) serina, treonina; (g) lisina, arginina, metionina; y (h) fenilalanina, tirosina.
Puede encontrarse orientacién adicional referente a qué cambios de aminoacidos es probable que sean
fenotipicamente silenciosos en Bowie et al., Science 247:1306-1310 (1990).

Polipéptidos de SAP variantes y fragmentos de los mismos que conservan la funcién bioldgica son utiles en las
composiciones farmacéuticas y los métodos descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, un
polipéptido de SAP variante o fragmento del mismo se une a FcyRI, FcyRIIA y/o FcyRIIIB. En algunas realizaciones,
un polipéptido de SAP variante o fragmento del mismo inhibe una o mas de diferenciacion en fibrocitos, precursores
de fibrocitos, precursores de miofibrolastos y/o precursores de monocitos hematopoyéticos. Pueden generarse
variantes de SAP modificando la estructura de un polipéptido de SAP para fines tales como potenciar la eficacia
terapéutica o estabilidad (por ejemplo, vida util de almacenamiento ex vivo y resistencia a la degradacion proteolitica
in vivo).

En determinados aspectos, los polipéptidos de SAP variantes de la divulgacion pueden comprender ademas
modificaciones postraduccionales ademas de cualquiera que esté presente de manera natural en el polipéptido de
SAP. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a, acetilacion, carboxilacion, glicosilacion (por ejemplo,
oligosacaridos con unién en O, oligosacaridos con unién en N, etc.), fosforilacién y lipidaciéon. Como resultado, el
polipéptido de SAP modificado puede contener elementos distintos de aminoacidos, tales como polietilenglicoles,
lipidos, poli- o monosacaridos y fosfatos.

En determinados aspectos, una o mas modificaciones en el polipéptido de SAP descrito en el presente documento
pueden potenciar la estabilidad del polipéptido de SAP. Por ejemplo, tales modificaciones pueden potenciar la
semivida in vivo del polipéptido de SAP o reducir la degradacion proteolitica del polipéptido de SAP.

En determinados aspectos, los polipéptidos de SAP variantes de la invencion incluyen proteinas de fusion que tienen
al menos una parte del polipéptido de SAP humano y uno o mas dominios de fusién o partes heterdlogas. Los
ejemplos bien conocidos de tales dominios de fusién incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutation S
transferasa (GST), tiorredoxina, proteina A, proteina G, y region constante de cadena pesada de inmunoglobulina
(Fc), proteina de unién a maltosa (MBP), o albumina sérica humana. Puede seleccionarse un dominio de fusion para
conferir una propiedad deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusion son particularmente utiles para el
aislamiento de las proteinas de fusiéon mediante cromatografia de afinidad. Para el fin de purificacién por afinidad, se
usan matrices relevantes para cromatografia de afinidad, tales como resinas conjugadas con glutatién, amilasa y
niquel o cobalto. Como otro ejemplo, puede seleccionarse un dominio de fusion para facilitar la deteccion de los
polipéptidos de SAP. Los ejemplos de tales dominios de deteccion incluyen las diversas proteinas fluorescentes (por
ejemplo, GFP) asi como “etiquetas de epitopo”, que son habitualmente secuencias peptidicas cortas para las que
esta disponible un anticuerpo especifico. Las etiquetas de epitopo bien conocidas para las que estan facilmente
disponibles anticuerpos monoclonales especificos incluyen etiquetas FLAG, de hemaglutinina (HA) de virus influenza
y c-myc. En algunos casos, los dominios de fusion tienen un sitio de escisién de proteasas que permite que la
proteasa relevante digiera parcialmente las proteinas de fusién y de ese modo libere la proteina recombinante de las
mismas. Las proteinas liberadas pueden aislarse entonces del dominio de fusion mediante separacion
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cromatografica posterior. En algunos casos, el polipéptido de SAP puede fusionarse a un dominio heterélogo que
estabiliza el polipéptido de SAP in vivo. Por “estabilizar” quiere decirse cualquier cosa que aumente la semivida en
suero, independientemente de si esto se debe a una disminucién de la destruccién, disminucién del aclaramiento por
el rifidn u otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la parte Fc de una inmunoglobulina y albimina
sérica confieren un aumento de estabilidad.

Se entiende que diferentes elementos de las proteinas de fusién pueden disponerse de cualquier manera que sea
compatible con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido de SAP puede colocarse en posicion C-
terminal con respecto a un dominio heterélogo, o, alternativamente, un dominio heterélogo puede colocarse en
posicion C-terminal con respecto a un polipéptido de SAP. No es necesario que el polipéptido de SAP y el dominio
heterélogo estén adyacentes en una proteina de fusion, y pueden incluirse dominios o secuencias de aminoacidos
adicionales (por ejemplo, secuencias de ligador) en posicion C- o N-terminal con respecto a cualquier dominio o
entre los dominios.

Métodos de produccién de moléculas con N-glicosilacion alterada

En el presente documento se describen métodos de produccion de polipéptidos de SAP humanos variantes. Los
métodos implican generalmente una etapa de poner en contacto un polipéptido de SAP con uno o mas agentes
quimicos o enzimaticos tal como se caracterizan en las reivindicaciones adjuntas y también tal como se describen en
el presente documento para producir o modificar una estructura de glicosilacion en el polipéptido de SAP. Los
métodos pueden basarse en células o no basarse en células.

En la técnica enzimas se conocen bien utiles para producir o modificar estructuras de glicanos. La mayoria de las
enzimas/proteinas Utiles en los métodos de la divulgacion pueden clasificarse en una de dos clases funcionales:
glicosiltransferasas y glicosidasas. Glicosiltransferasas (por ejemplo, N-acetilglucosaminil-transferasas, galactosil-
transferasas, fucosil-transferasas, sialil-transferasas, glucosil-transferasas, manosil-transferasas, etc.), tal como se
usa en el presente documento, se refiere a cualquier enzima/proteina que tiene la capacidad para transferir un
azucar donador a un resto aceptor. Glicosidasas (por ejemplo, glucosidasas, manosidasas, N-
acetilglucosaminidasas, sialidasas, fucosidasas, etc.), tal como se usa en el presente documento, se refiere a
cualquier enzima/proteina que tiene la capacidad para catalizar la hidrdlisis de la union glicosidica entre restos de
azucar.

Los métodos basados en células para producir glicoformas alteradas de un polipéptido de SAP usan células o bien
silvestres (por ejemplo, células CHO) o bien modificadas por ingenieria genética que tienen al menos una actividad
de glicosilacién modificada en relacion con una célula humana. Las células adecuadas para los métodos de la
divulgacion incluyen, por ejemplo, células fungicas, células procariotas (es decir, bacterias, Archaea), células
vegetales o células animales (por ejemplo, nematodos, insectos, plantas, aves, reptiles o mamiferos (por ejemplo, un
ratén, rata, conejo, hamster, jerbo, perro, gato, cabra, cerdo, vaca, caballo, ballena, mono o ser humano)). Las
células pueden ser células primarias, células inmortalizadas o células transformadas. Tales células pueden
obtenerse de una variedad de fuentes comerciales e instalaciones de recursos de investigacion, por ejemplo, la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Rockville, Md.). En determinados aspectos, la célula usada para producir un
polipéptido de SAP variante es una célula CHO.

El término “actividad de glicosilacion” se refiere a cualquier actividad que puede (i) afiadir glicanos con unién en N o
con union en O a una molécula diana (es decir, una actividad oligosacaril-transferasa); (ii) eliminar glicanos con
union en N o con unién en O a partir de una molécula diana; (iii) modificar uno o mas glicanos con unién en N o con
union en O en una molécula diana; (iv) modificar oligosacaridos unidos a dolicol; (v) ayudar en la actividad de una o
mas de las actividades en i-iv. Por consiguiente, la actividad de glicosilacion incluye, por ejemplo, actividad
glicosidasa, actividad glicosiltransferasa, actividad de sintesis, modificacion o transportador de nucleédtidos de
azucar. La modificacion de uno o mas glicanos con unién en N o con unién en O en una molécula diana incluye la
accion de una actividad manosilfosforil-transferasa, una actividad cinasa o una actividad fosfatasa, por ejemplo, una
actividad manosilfosforil-transferasa, una actividad cinasa o una actividad fosfatasa que altera el estado de
fosforilacion de glicanos en moléculas diana.

Las células modificadas por ingenieria genética utiles en los métodos de la divulgacion pueden tener una o mas
modificaciones genéticas incluyendo, pero sin limitarse a: (i) delecién de un gen enddgeno que codifica para una
proteina que tiene actividad de glicosilacion; (ii) introduccién de un acido nucleico recombinante que codifica para
una forma mutante de una proteina (por ejemplo, proteina enddgena o exdgena) que tiene una actividad de
glicosilacion; (iii) introduccion o expresion de una molécula de ARN que interfiere con la expresion funcional de una
proteina que tiene la actividad de glicosilacion; (iv) introduccion de un acido nucleico recombinante que codifica para
una proteina silvestre (por ejemplo, endégena o exdgena) que tiene actividad de glicosilacion; o (v) alterar los
elementos promotores o potenciadores de uno o mas genes enddgenos que codifican para proteinas que tienen
actividad de glicosilacion para asi alterar la expresion de las proteinas codificadas. Las moléculas de ARN descritas
anteriormente incluyen, por ejemplo, ARN de interferencia pequefio (ARNip), ARN en horquilla corto (ARNhc), ARN
antisentido o microARN (miARN). Se entiende que el punto (ii) incluye, por ejemplo, la sustitucion de un gen
enddgeno (por ejemplo, mediante recombinacion homéloga) por un gen que codifica para una proteina que tiene
mayor actividad de glicosilacién en relaciéon con el gen enddgeno sustituido de ese modo.
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Las células modificadas por ingenieria genética descritas en el presente documento tienen una o mas actividades de
glicosilacion alteradas tales como: (i) un aumento en una mas actividades de glicosilacion en la célula modificada
genéticamente, (ii) una disminucion en una o mas actividades de glicosilacion en la célula modificada
genéticamente, (iii) un cambio en la localizacion o distribucion intracelular de una o mas actividades de glicosilacion
en la célula modificada genéticamente, o (iv) un cambio en la razén de una o mas actividades de glicosilacion en la
célula modificada genéticamente en relacion con una célula no modificada del mismo origen. Se entiende que un
aumento en la cantidad de actividad de glicosilacion puede deberse a la sobreexpresion de una o mas proteinas que
tienen actividad de glicosilacion, un aumento en el nimero de copias de un gen endégeno (por ejemplo, duplicacion
génica), o una alteracion en el promotor, potenciador o supresor de un gen endégeno que estimula un aumento en la
expresion de la proteina codificada por el gen. Una disminucién en una o mas actividades de glicosilacion puede
deberse a la sobreexpresion de una forma mutante (por ejemplo, una forma dominante negativa) de una o mas
proteinas que tienen actividades que alteran la glicosilacion, la introduccion o expresiéon de una o mas moléculas de
ARN de interferencia que reducen la expresion de una o mas proteinas que tienen una actividad de glicosilacion, o la
delecion de uno o mas genes enddgenos que codifican para una proteina que tiene actividad de glicosilacion.

Las células modificadas por ingenieria genética usadas mediante los métodos de la divulgacion pueden expresar
(por ejemplo, sobreexpresar) genes silvestres o mutantes que codifican para proteinas que tienen actividad de
glicosilacion. Tales genes incluyen, pero no se limitan a, ALG7, ALG13, ALG14, ALG1, ALG2, ALG11, RFT1, ALG3,
ALG9Y, ALG12, ALG6, ALGS8, ANL1, ALG10, ALG5, OST3, OST4, OST6, STT3, OST1, OST5, WBP1, SWP1, OST2,
DPM1, SEC59, OCH1, MNN9, VAN1, MNN8, MNN10, MNN11, HOC1, MNN2, MNN5, MNN6, KTR1, YUR1, MNN4,
KRE2, KTR2, KTR3, MNN1, MNS1, MNN4, PNO1, MNN9, glucosidasa |, glucosidasa Il o endomanosidasa. Los
genes que codifican para proteinas que tienen actividad de glicosilacion pueden ser de cualquier especie (por
ejemplo, eucariotas inferiores (por ejemplo, hongos (incluyendo levaduras) o tripanosomas), procariotas (es decir,
bacterias o Archaea), plantas o animales (por ejemplo, insectos, aves, reptiles o0 mamiferos, tales como ratén o rata,
perro, gato, caballo, cabra, vaca, cerdo, primate no humano o ser humano)). Se entiende que las células
modificadas por ingenieria genética usadas para los métodos de la divulgacidon pueden expresar cualquier nimero
de genes (por ejemplo, genes que codifican para proteinas que tienen actividad de glicosilacion) y/o cualquier
combinacion de uno o mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,910, 11, 12, 15 6 20 o mas) de cualquiera de los genes
mencionados en el presente documento. Ademas, cualquier célula modificada por ingenieria genética usada por los
métodos de la divulgacion puede comprender cualquier nimero de mutaciones que alteran o suprimen una o mas
actividades de glicosilacion.

En algunas realizaciones, el término “expresion génica” o “expresion” se refiere a los procesos celulares mediante
los cuales se produce un polipéptido biolégicamente activo a partir de una secuencia de ADN y presenta una
actividad biolégica en una célula. Como tal, la expresidon génica implica los procesos de transcripcion y traduccion,
pero también implica procesos postranscripcionales y postraduccionales que pueden influir en una actividad
bioldgica de un gen o producto génico. Estos procedimientos incluyen, pero no se limitan a, sintesis, procesamiento
y transporte de ARN, asi como sintesis, transporte de polipéptidos, y modificacion postraduccional de polipéptidos.

Por ejemplo, la divulgacién proporciona métodos para producir un polipéptido de SAP de la invencion expresando un
gen de SAP en una célula. En algunas realizaciones, la célula puede contener un gen de SAP enddgeno o
fragmento del mismo. En otras realizaciones, puede introducirse (por ejemplo, transformarse, transfectarse, etc.) un
polinucledtido que codifica para un polipéptido de SAP exdgeno o fragmento del mismo en una célula. Los
polinucledtidos de SAP adecuados que pueden introducirse en una célula incluyen fragmentos de acido nucleico asi
como constructos de acido nucleico o vectores de expresion. En realizaciones preferidas, el gen endégeno o
exogeno codifica para un polipéptido de SAP humano.

En algunas realizaciones, el fragmento de acido nucleico, por ejemplo, que codifica para un polipéptido de SAP
humano, usado para transformar la célula huésped puede incluir un sitio de Shine-Dalgarno (por ejemplo, un sitio de
union a ribosoma) y un sitio de iniciacion (por ejemplo, el codon ATG) para iniciar la traduccion del mensaje
transcrito para producir la enzima. Ademas, puede incluir una secuencia de terminacién para terminar la traduccion.
Una secuencia de terminacién es normalmente un codén para el que no existe un aminoacetil-ARNt
correspondiente, terminando asi la sintesis del polipéptido. En algunas realizaciones, puede suministrarse un
constructo de acido nucleico que codifica para un polipéptido de SAP, por ejemplo, como plasmido de expresion
que, cuando se transcribe en la célula, produce un polipéptido de SAP.

En algunas realizaciones, un vector de expresion adecuado comprende una secuencia de nucleotidos que codifica
para un polipéptido de SAP de la invencién operativamente unida a al menos una secuencia reguladora. Las
secuencias reguladoras se reconocen en la técnica y se seleccionan para dirigir la expresion de cualquiera de los
polipéptidos de la divulgacion. Por consiguiente, el término secuencia reguladora incluye promotores, potenciadores
y otros elementos de control de la expresion. Se describen secuencias reguladoras a modo de ejemplo en Goeddel;
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA (1990). Por ejemplo,
cualquier secuencia de control de la expresion que regule la expresion de una secuencia de ADN cuando esta
operativamente unida a la misma puede usarse en estos vectores para expresar cualquiera de los polipéptidos de la
divulgacion. Tales secuencias de control de la expresion utiles incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y
tardio de SV40, el promotor tet, el promotor temprano inmediato de adenovirus o citomegalovirus, el sistema /ac, el
sistema frp, el sistema TAC o TRC, promotor de T7 cuya expresion esta dirigida por ARN polimerasa de T7, las
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regiones de promotor y operador principales del fago lambda, las regiones de control para la proteina de
recubrimiento fd, el promotor para 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glicoliticas, los promotores de fosfatasa
acida, por ejemplo, Phob5, los promotores de los factores de a-acoplamiento, el promotor de polihedrina del sistema
de baculovirus y otras secuencias que se sabe que controlan la expresion de genes de células procariotas o
eucariotas o sus virus, y diversas combinaciones de los mismos. Debe entenderse que el disefio del vector de
expresion puede depender de factores tales como la eleccion de la célula huésped que va a transformarse y/o el tipo
de proteina que se desea que se exprese. Ademas, también deben considerarse el nimero de copias del vector, la
capacidad para controlar el nimero de copias y la expresion de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal
como marcadores de antibiotico.

En algunas realizaciones, el fragmento de acido nucleico o sistema de expresion usado para transformar la célula
huésped puede incluir opcionalmente una o mas secuencias marcadoras. En términos generales, las secuencias
marcadoras adecuadas codifican normalmente para un producto génico, habitualmente una enzima que inactiva o
detecta de otra forma o se detecta por un compuesto en el medio de crecimiento. Por ejemplo, la inclusion de una
secuencia marcadora puede hacer que la célula transformada sea resistente a un antibiético, o puede conferir un
metabolismo especifico de compuesto a la célula transformada. Los ejemplos de secuencias marcadoras adecuadas
que confieren resistencia incluyen kanamicina, ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina. Alternativamente, en vez de
presion selectiva, puede usarse un gen marcador que permita la deteccion de colonias particulares que contienen el
gen, tal como B-galactosidasa, en el que se emplea un sustrato que proporciona un producto coloreado.

Una variedad de métodos son adecuados para transformar una célula de la presente invencion con un fragmento de
acido nucleico o vector de expresion. Los métodos de transformacion comunes incluyen electroporacion,
transformacion mediada por liposomas, transformacién mediada por calcio y transfeccién mediada por virus.

En determinados aspectos, cuando se transforma una célula huésped con un fragmento de acido nucleico o sistema
de expresion de la presente invencion, el gen (por ejemplo, SAP humano) en dicho sistema puede integrarse en el
ADN cromosomico de las células huésped mediante una denominada recombinacién homologa y el huésped portara
el sistema de expresion de manera estable.

Con el fin de integrar el sistema de expresion en el vector en el ADN cromosémico de las células huésped, puede
usarse un gen marcador de seleccion apropiado en el que dicho gen marcador tiene una secuencia homologa al gen
en el ADN cromosomico de la célula huésped especifica. El experto en la técnica puede seleccionar facilmente
marcadores de seleccion para tal fin. Como ejemplo, un marcador preferido es un gen que existe en un cromosoma
y que esta relacionado con el metabolismo de las células huésped. Concretamente, se prefiere usar un huésped que
se ha modificado de tal manera que el gen mencionado anteriormente en el cromosoma se inactivara mediante un
medio apropiado tal como una mutacioén. El huésped puede someterse entonces a una recombinacion homadloga con
un vector de expresion que contiene el gen intacto correspondiente, con lo cual solo los transformantes que
contienen el gen de metabolismo normal pueden crecer para seleccionarse. Por tanto, si se ha introducido un gen
marcador de este tipo en el vector de expresion, tendra lugar una recombinacion homaologa entre el gen marcador en
dicho vector de expresion y la parte correspondiente del ADN cromosémico, con lo cual el casete de expresion del
gen heterdlogo se integrara simultaneamente en el ADN cromosomico.

En algunas realizaciones, el término “expresar” una proteina en una célula también incluye métodos de introduccion
de una proteina por si misma en células. Por tanto, en determinados aspectos, la divulgacion proporciona métodos
para preparar un polipéptido de SAP de la invencién introduciendo un polipéptido de SAP en una célula. En la
técnica se conocen técnicas para introducir polipéptidos directamente en una célula e implican generalmente un
procedimiento de permeacién de la membrana celular. Tales técnicas incluyen, pero no se limitan a, microinyeccion
de polipéptidos de SAP; encapsulacion de un polipéptido de SAP dentro de vesiculas de membrana (por ejemplo,
liposomas, cuerpos capsulares, fantasmas de eritrocitos, protoplastos, etc.) y puesta en contacto de los mismos con
una membrana celular para de ese modo provocar la introduccion intracelular del polipéptido de SAP mediante
fusion; uso de métodos fisicos (por ejemplo, mecanicos, quimicos, eléctricos, etc.) que se basan en macromoléculas
que entran en células mediante difusion a través de orificios introducidos de manera transitoria en sus membranas
plasmaticas (por ejemplo, carga por raspado, carga por perlas, etc.); y mediante captacion a través de endocitosis
natural debido a fagocitosis celular. Un método de introduccion intracelular puede utilizar una ruta mediada por
receptor, en el que uno de diversos receptores expresados sobre la superficie celular se fija como diana y se une un
polipéptido de SAP (de manera covalente o no covalente) al ligando relacionado que actia como resto
transportador. Se han descrito varios métodos para introducir proteinas en células vivas usando adsorcion
electrostatica, en la que en primer lugar se cationiza la proteina y luego se pone en contacto con la superficie
cargada negativamente de una célula (véase la publicacion de patente japonesa n.° 2004/049214).

En determinados aspectos, la divulgacion proporciona células CHO que expresan un polipéptido de SAP. En
algunas realizaciones, la célula CHO expresa un polipéptido de SAP exégeno. En realizaciones preferidas, la célula
CHO expresa un polipéptido de SAP humano. En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona células CHO que
comprenden una secuencia de polinucleétido que codifica para un polipéptido de SAP. En realizaciones preferidas,
la secuencia de polinucleétido codifica para un polipéptido de SAP humano. Cualquiera de las técnicas mencionadas
anteriormente puede usarse para “expresar” un polipéptido de SAP de la invencién en una célula CHO o cualquier
otra célula adecuada dada a conocer en el presente documento.
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Cuando cualquiera de las actividades de glicosilacion de la célula silvestre o modificada por ingenieria genética
puede inducirse o depende de la presencia de una clave de induccidn (por ejemplo, una clave quimica o fisica), la
célula silvestre o modificada por ingenieria genética, opcionalmente, puede cultivarse en presencia de un agente de
inducciéon antes, durante o posteriormente a la introduccion del acido nucleico que codifica para un polipéptido de
SAP o un polipéptido de SAP. Por ejemplo, tras la introduccion del polipéptido de SAP en la célula, puede exponerse
a un agente induccién quimico que puede promover la expresion de una o mas proteinas que tienen una actividad
de N-glicosilacion silvestre o alterada. Cuando multiples claves de induccién inducen la expresion condicional de una
0 mas proteinas que tienen una actividad de N-glicosilacion silvestre y/o alterada, puede ponerse en contacto una
célula con multiples agentes de induccidon. En algunas realizaciones, el medio de cultivo puede modificarse para
producir la estructura de glicanos deseada en el polipéptido de SAP. Por ejemplo, puede modificarse la
concentracion de suero, glucosa y/o lipido (por ejemplo, dolicol) del medio para la produccion o6ptima de la
glicovariante de SAP deseada. En algunas realizaciones, pueden alterarse la temperatura, el pH y/o la osmolaridad
del medio de cultivo para la produccién éptima de la glicovariante de SAP deseada.

Un polipéptido de SAP variante de la invencién puede procesarse adicionalmente in vivo o puede procesarse in vitro
antes de o tras el aislamiento de la célula o el medio celular. El procesamiento adicional puede incluir la modificaciéon
de uno o mas residuos de glicano del polipéptido de SAP o una modificacion en el polipéptido de SAP distinta de
su(s) estructura(s) de glicano. En algunas realizaciones, el procesamiento adicional del polipéptido de SAP puede
incluir la adicién (union covalente o no covalente) de uno o mas restos heterélogos. En algunas realizaciones, el
procesamiento adicional implica tratamiento enzimatico o quimico del polipéptido de SAP. El tratamiento enzimatico
puede implicar poner en contacto el polipéptido de SAP con una o mas glicosidasa, fosfodiesterasa, fosfolipasa,
glicosiltransferasa o proteasa durante un tiempo suficiente para inducir la modificacion, adicion o delecion de
residuos de glicano (por ejemplo, galactosa, manosa, fucosa, acido sialico, xilosa, N-acetilglucosamina, etc.) sobre el
polipéptido de SAP. La adaptacion de una cadena de oligosacarido con uniéon en N puede lograrse mediante la
modificacién, adicion o delecion secuenciales de los restos de aztcar deseados, usando técnicas bien conocidas en
la técnica. La escision enzimatica de restos de hidrato de carbono sobre variantes de péptido puede lograrse
mediante el uso de una variedad de endo- y exoglicosidasas tal como se describe por Thotakura et al., 1987, Met.
Enzymol. 138: 350. Se dan a conocer métodos a modo de ejemplo de adicion de restos de azucar en las patentes
estadounidenses n.”® 5.876.980, 6.030.815, 5.728.554 y 5.922.577.

En determinadas realizaciones, la modificacion de la estructura de glicanos de SAP requiere la presencia de uno o
mas nucleétidos de azucar. Los nucledtidos de azucar a modo de ejemplo que se usan en la presente invencion
incluyen mono-, di- o trifosfatos de nucleétidos o analogos de los mismos. En una realizacién preferida, el nucleétido
de azicar modificado se selecciona de un UDP-glicésido, CMP-glicésido o un GDP-glicésido. Incluso mas
preferiblemente, el nucledtido de azicar se selecciona de una UDP-galactosa, UDP-galactosamina, UDP-glucosa,
UDP-glucosamina, GDP-manosa, GDP-fucosa, CMP-acido sialico, CMP-acido N-glicoliineuraminico o CMP-NeuAc.
En determinadas realizaciones, se utiliza un nucleétido de azucar modificado para anadir un residuo de azucar
modificado al polipéptido de SAP. También se usan derivados de N-acetilamina de los nucleétidos de azucar en el
método de la invencion.

La adicion o eliminacion quimica de restos glicosilo puede llevarse a cabo mediante cualquier método adecuado. Por
ejemplo, la desglicosilacion quimica puede implicar la exposicion del polipéptido de SAP a acido
trifluorometanosulfénico, u otro acido fuerte. Este tratamiento da como resultado la escision de la mayoria o la
totalidad de los azucares excepto el azicar de unién (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), al tiempo que el
péptido permanece intacto. Se describen métodos de desglicosilacion quimica por Haldmuddin et al., 1987, Arch.
Biochem. Biophys. 259: 52 y por Edge et al., 1981, Anal. Biochem. 118: 131. El tratamiento quimico puede implicar,
por ejemplo, poner en contacto el polipéptido de SAP alterado con un acido, tal como acido fluorhidrico, durante un
tiempo suficiente para inducir la modificacién del polipéptido de SAP. El tratamiento con acido fluorhidrico, en
determinadas condiciones, elimina especificamente los residuos de manosa que estan unidos por fosfodiéster a los
glicanos, al tiempo que deja el fosfato sobre el glicano. Un polipéptido de SAP alterado puede procesarse
adicionalmente mediante la adicién o eliminacion de un grupo fosfato de uno o mas N-glicanos. Por ejemplo, puede
ponerse en contacto un polipéptido de SAP alterado con una manosilo cinasa o una manosilo fosfatasa.

En determinados aspectos, es deseable modificar solo residuos de azlcar terminales en la estructura de glicanos
del polipéptido de SAP (oligosacarido con unién en N o con unién en O). En algunas realizaciones, se modifican una
o mas ramificaciones de la estructura de glicanos de SAP mediante la adicién, eliminacion, sustitucion o
modificacién de al menos un residuo de acido sialico terminal. Pueden usarse métodos adecuados para modificar
glicanos descritos en el presente documento para alterar sélo el resto de azucar terminal en la estructura de glicanos
de SAP. En algunas realizaciones, se sustituye un residuo de acido sialico terminal que tiene una unién 2,6, unién
2,8 0 unién 02,9 por uno o mas residuos de acido sialico con unién «2,3 terminales. En un aspecto particular, se
modifica SAP humano que comprende residuos de acido sialico con unién 2,6 terminales segun uno de los
métodos de la divulgacion con el fin de sustituir uno o mas de los residuos de acido sialico con union 2,6 terminales
por uno o mas residuos de acido sialico con unién «2,3.

En determinados aspectos, el procedimiento de preparacion de un polipéptido de SAP de la invencién implica una
primera etapa de desglicosilar el polipéptido de SAP. El polipéptido de SAP puede estar parcial o completamente
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desglicosilado. En algunas realizaciones, la primera etapa de desglicosilacion implica eliminar sélo restos de azucar
terminales de al menos una ramificacion de la estructura de glicanos sobre el polipéptido de SAP. En algunas
realizaciones, la primera etapa de desglicosilacion elimina al menos un residuo de acido sialico con unién o2,6. En
algunas realizaciones, la primera etapa de desglicosilacion elimina al menos un glicano con unién en O. En algunas
realizaciones, la primera etapa de desglicosilacion elimina al menos un glicano con unién en N. En algunas
realizaciones, la primera etapa de desglicosilacién elimina todos los glicanos con unién en O y con unién en N. En
algunas realizaciones, se procesa adicionalmente un polipéptido de SAP desglicosilado (parcial o completamente)
segun los métodos de la divulgacion, lo que incluye, pero no se limita a, modificar quimica o enzimaticamente el
polipéptido de SAP parcial o completamente desglicosilado, introducir el polipéptido de SAP parcial o completamente
desglicosilado en una célula, o combinacién de los mismos, en las que el/los método(s) produce(n) un polipéptido de
SAP variante de la invenciéon. En algunas realizaciones, tras haber introducido un polipéptido de SAP parcial o
completamente desglicosilado en una célula, puede modificarse adicionalmente, in vivo o in vitro, segun los métodos
de la divulgacion para producir un polipéptido de SAP variante de la invencion. De manera similar, un polipéptido de
SAP parcial o completamente desglicosilado que se modifica in vitro, usando métodos enzimaticos o quimicos
descritos en el presente documento, puede introducirse en una célula para producir un polipéptido de SAP variante
de la invencion.

Se entiende que un polipéptido de SAP de la invencion puede procesarse en una célula, aunque no es necesario.
Por ejemplo, la divulgacién también proporciona métodos libres de células de produccion de un polipéptido de SAP
variante de la invencion. En algunos aspectos los métodos libres de células incluyen la etapa de poner en contacto
un polipéptido de SAP, en condiciones de glicosilacion, con un lisado celular preparado a partir de una célula
silvestre (por ejemplo, una célula fungica, una célula vegetal o una célula animal) o célula modificada por ingenieria
genética que tiene al menos una actividad de glicosilacion modificada, en los que la puesta en contacto del
polipéptido de SAP con el lisado celular une un oligosacarido con unién en N o con unién en O al polipéptido de SAP
o modifica un oligosacarido con unién en N o con unidn en O existente en el polipéptido de SAP. Por “condiciones de
N-glicosilacién” quiere decirse que una mezcla (por ejemplo, de polipéptido de SAP vy lisado celular) se incuba en
condiciones que permiten la N-glicosilacion alterada deseada.

Los métodos adecuados para obtener lisados celulares que conservan la actividad o integridad de una o mas
actividades de glicosilacion en el lisado pueden incluir el uso de tampones y/o inhibidores apropiados, incluyendo
inhibidores de nucleasas, proteasas y fosfatasas que conservan o minimizan cambios en actividades de N-
glicosilacion en el lisado celular. Tales inhibidores incluyen, por ejemplo, quelantes tales como &acido
etilendiaminatetraacético (EDTA), acido etilenglicol-bis(P-aminoetil éter)N,N,N1,N1-tetraacético (EGTA), inhibidores
de proteasas tales como fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), aprotinina, leupeptina, antipaina, e inhibidores de
fosfatasas tales como fosfato, fluoruro de sodio y vanadato. Los inhibidores pueden elegirse de manera que no
interfieren con, o afectan s6lo de manera minimamente adversa a, la actividad o actividades de N-glicosilacion de
interés. Se describen tampones y condiciones apropiados para obtener lisados que contienen actividades
enzimaticas, por ejemplo, en Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology (suplemento 47), John Wiley &
Sons, Nueva York (1999); Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1988); Harlow y Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1999); Tietz Textbook of
Clinical Chemistry, 32 ed. Burtis and Ashwood, eds. W.B. Saunders, Filadelfia, (1999).

Un lisado celular puede procesarse adicionalmente para eliminar o minimizar la presencia de sustancias
interferentes, segun sea apropiado. Si se desea, puede fraccionarse un lisado celular mediante cualquiera de una
variedad de métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo fraccionamiento subcelular, y
técnicas cromatograficas tales como cromatografia de intercambio idnico, fase hidréfoba e inversa, exclusion
molecular, afinidad e induccion de carga hidréfoba (véanse, por ejemplo, Scopes, Protein Purification: Principles and
Practice, tercera edicion, Springer-Verlag, Nueva York (1993); Burton y Harding, J. Chromatogr. A 814:71-81
(1998)), o cualquier otra técnica de purificacion adecuada.

Puede prepararse un lisado celular en el que los organulos celulares completos permanecen intactos y/o
funcionales. Por ejemplo, un lisado puede contener uno o mas de reticulo endoplasmatico rugoso intacto, reticulo
endoplasmatico liso intacto o aparato de Golgi intacto. Se describen métodos adecuados para preparar lisados que
contienen organulos celulares y someter a prueba la funcionalidad de los organulos, por ejemplo, en Moreau et al.
(1991) J. Biol. Chem. 266(7):4329-4333; Moreau et al. (1991) J. Biol. Chem. 266(7):4322-4328; Rexach et al. (1991)
J. Cell Biol. 114(2):219-229; y Paulik et al. (1999) Arch. Biochem. Biophys. 367(2):265-273.

El polipéptido de SAP puede ponerse en contacto con tan soélo una proteina purificada que tiene actividad de
glicosilacion. En algunas realizaciones, el polipéptido de SAP puede ponerse en contacto con mas de una proteina
purificada que tiene actividad de glicosilacion. Una o mas proteinas que tienen actividad de glicosilacion pueden
purificarse usando técnicas de aislamiento de proteinas convencionales. Un polipéptido de SAP puede ponerse en
contacto con una o mas proteinas en un tampoén adecuado durante un tiempo suficiente para inducir la modificacién
de los polipéptidos de SAP tal como se describié anteriormente. El polipéptido de SAP puede ponerse en contacto
con mas de una proteina al mismo tiempo o secuencialmente. Cuando el polipéptido de SAP se pone en contacto
secuencialmente con mas de una proteina que tiene actividad de glicosilacion, el polipéptido de SAP puede
purificarse tras una o mas etapas, pero no es necesario. Es decir, un polipéptido de SAP puede ponerse en contacto
con una actividad de proteina “A” y luego purificarse antes de poner en contacto la molécula con una actividad de
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proteina “B”. En la técnica se conocen métodos de modificacién de péptidos como tales, por ejemplo, Lee y Park
(2002) 30(6):716-720 y Fujita y Takegawa (2001) Biochem. Biophys. Res. Commun. 282(3):678-682.

En determinados aspectos, los métodos de la divulgacién comprenden una etapa de aislamiento de un polipéptido
de SAP, por ejemplo, a partir de una célula o a partir de componentes de un lisado celular. En la técnica se conocen
muchas técnicas convencionales para el aislamiento de proteinas. Por ejemplo, los métodos de aislamiento de
polipéptidos incluyen, pero no se limitan a, cromatografia de exclusién molecular, cromatografia de fase inversa,
cromatografia de liquidos (por ejemplo, HPLC), cromatografia de afinidad (por ejemplo, cromatografia de quelacion
de metales o de inmunoafinidad), cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de interaccion hidréfoba,
precipitacion, solubilizacién diferencial, inmunoprecipitacion, centrifugacion (por ejemplo, ultracentrifugacion,
centrifugacion en gradiente de sacarosa, etc.) o cualquier combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, el
polipéptido de SAP puede conjugarse con una etiqueta de afinidad para facilitar la purificacion del polipéptido. Las
etiquetas de afinidad adecuadas para la purificacion de SAP incluyen, pero no se limitan a, etiquetas de proteina de
union a quitina (CBP), proteina de unién a maltosa (MBP), glutation-S-transferasa (GST), estreptavidina, biotina y
poli(His). Las etiquetas de afinidad pueden producirse como parte de la proteina recombinante (es decir, como una
proteina de fusién que comprende un dominio de etiqueta de afinidad heterdlogo y un dominio de polipéptido de
SAP) o unirse (de manera covalente o no covalente) in vivo o in vitro al polipéptido de SAP. En algunas
realizaciones, pueden usarse multiples etapas de purificacion para aislar un polipéptido de SAP. Por ejemplo, un
polipéptido de SAP que comprende una etiqueta de purificacion puede purificarse por afinidad a partir de un lisado
celular o mezcla de multiples componentes usando purificacién por afinidad. Entonces el polipéptido de SAP
purificado por afinidad puede purificarse adicionalmente para eliminar cualquier contaminante no deseado minoritario
mediante una etapa de purificacion adicional, por ejemplo, cromatografia de exclusion molecular o RP-HPLC.
Cuando se produce un polipéptido de la invenciéon en una célula, el polipéptido de SAP puede aislarse de la propia
célula o de los medios en los que se cultivo la célula. En algunas realizaciones, se producen polipéptidos de SAP de
la invencion y se secretan de una célula a los medios de cultivo. En estas realizaciones, el aislamiento puede
comprender la separacion de la fraccion celular de la fraccion soluble que contiene SAP (por ejemplo, mediante
centrifugacion).

En algunos aspectos, puede ser ventajoso unir el polipéptido de SAP a un soporte de fase soélida antes de poner en
contacto la molécula diana con una o mas actividades de N-glicosilacion. Tal unién puede permitir una purificacion
mas facil tras las modificaciones de la N-glicosilacion. Los soportes de fase soélida adecuados incluyen, pero no se
limitan a, placas de ensayo de multiples pocillos, particulas (por ejemplo, particulas magnéticas o codificadas), una
columna de cromatografia o una membrana.

En algunas realizaciones, cualquiera de los polipéptidos de SAP alterados descritos en el presente documento
puede unirse a un resto heterdlogo usando medios enzimaticos o quimicos. Un “resto heterdlogo” se refiere a
cualquier constituyente que se une (por ejemplo, de manera covalente o no covalente) a la molécula diana alterada,
constituyente que es diferente de un constituyente originalmente presente en el polipéptido de SAP. Los restos
heterdlogos incluyen, por ejemplo, polimeros solubles e insolubles en agua, restos de direccionamiento, restos
terapéuticos, restos de diagnoéstico y biomoléculas.

Los polipéptidos de SAP de la invencion pueden comprender uno o mas residuos de azucar “modificados”. Un grupo
modificador puede unirse a un resto de azucar por medios enzimaticos, medios quimicos o una combinacién de los
mismos, produciendo de ese modo un azucar modificado, por ejemplo, galactosa, fucosa o acido sialico modificados.
Cuando se usa un acido sialico modificado, puede usarse o bien una sialil-transferasa o bien una trans-sialidasa en
estos métodos. Los azlcares pueden sustituirse en cualquier posicién que permita la unién del resto modificador,
pero que todavia permita que el azlcar funcione como sustrato para la enzima usada para acoplar el azlUcar
modificado al péptido.

En general, el resto de azucar y el grupo modificador se unen entre si a través del uso de grupos reactivos, que se
transforman normalmente mediante el proceso de unién en un nuevo grupo funcional o especie no reactiva. El/los
grupo(s) funcional(es) reactivo(s) de azucar puede(n) ubicarse en cualquier posicién en el resto de azucar. Grupos
reactivos y clases de reacciones utiles en la practica de la presente invencion son generalmente los que se conocen
bien en la técnica de quimica de bioconjugados. Clases de reacciones favorecidas actualmente disponibles con
restos de azlcar reactivos son las que avanzan en condiciones relativamente suaves. Estas incluyen, pero no se
limitan a, sustituciones nucledfilas (por ejemplo, reacciones de aminas y alcoholes con haluros de acilo, ésteres
activos), sustituciones electrofilas (por ejemplo, reacciones de enamina) y adiciones a enlaces multiples de carbono-
carbono y carbono-heteroatomo (por ejemplo, reaccién de Michael, adicion de Diels-Alder). Estas y otras reacciones
Utiles se comentan, por ejemplo, en Smith y March, Advanced Organic Chemistry, 5% ed., John Wiley & Sons, Nueva
York, 2001; Hermanson, Bioconjugate Techniques, Academic Press, San Diego, 1996; y Feeney et al., Modification
of Proteins; Advances in Chemistry Series, vol. 198, American Chemical Society, Washington, D.C., 1982.

Los grupos funcionales reactivos utiles colgantes de un nucleo de azucar o grupo modificador incluyen, pero no se
limitan a: (a) grupos carboxilo y diversos derivados de los mismos (por ejemplo, ésteres de N-hidroxisuccinimida,
ésteres de N-hidroxibenzotriazol, haluros de acido, acilimidazoles, tioésteres, ésteres de p-nitrofenilo, ésteres de
alquilo, alquenilo, alquinilo y aromaticos); (b) grupos hidroxilo, que pueden convertirse, por ejemplo, en ésteres,
éteres, aldehidos, etc.; (c) grupos haloalquilo, en los que el haluro puede desplazarse posteriormente con un grupo
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nucledfilo tal como, por ejemplo, una amina, un anién carboxilato, anion tiol, carbanién o un i6n de alcéxido, dando
como resultado de ese modo la unién covalente de un nuevo grupo al grupo funcional del atomo de halégeno; (d)
grupos diendfilos, que pueden participar en reacciones de Diels-Alder tales como, por ejemplo, grupos maleimido;
(e) grupos aldehido o cetona, de manera que la derivatizacion posterior es posible por medio de la formacion de
derivados de carbonilo tales como, por ejemplo, iminas, hidrazonas, semicarbazonas u oximas, o por medio de
mecanismos tales como adicién de Grignard o adicion de alquil-litio; (f) grupos haluro de sulfonilo para la reaccion
posterior con aminas, por ejemplo, para formar sulfonamidas; (e) grupos tiol, que pueden convertirse, por ejemplo,
en disulfuros o hacerse reaccionar con haluros de alquilo y acilo; (h) grupos amina o sulfhidrilo, que pueden, por
ejemplo, acilarse, alquilarse u oxidarse; (i) alquenos, que pueden someterse, por ejemplo, a cicloadiciones, acilacion,
adicion de Michael, metatesis, reaccion de Heck, etc.; (j) epdxidos, que pueden reaccionar, por ejemplo, con aminas
y compuestos de hidroxilo.

Los grupos funcionales reactivos pueden elegirse de manera que no participen en, o interfieran con, las reacciones
necesarias para ensamblar el nucleo de azucar reactivo o grupo modificador. Alternativamente, puede protegerse un
grupo funcional reactivo frente a su participacion en la reaccion por la presencia de un grupo protector. Los expertos
en la técnica entienden como proteger un grupo funcional particular de manera que no interfiera con un conjunto
elegido de condiciones de reaccion. Para ejemplos de grupos protectores utiles, véase, por ejemplo, Greene et al.,
Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, Nueva York, 1991.

En algunas realizaciones, el azicar modificado es un azucar activado. Azlcares modificados activados utiles en la
presente invencion son normalmente glicdsidos que se han alterado de manera sintética para incluir un grupo
saliente activado. Tal como se usa en el presente documento, el término “grupo saliente activado” se refiere a los
restos que se desplazan facilmente en reacciones de sustitucion nucledfila reguladas por enzimas. En la técnica se
conocen muchos azucares activados. Véanse, por ejemplo, Vocadlo et al., en Carbohydrate Chemistry and Biology,
vol. 2, Ernst et al. Ed., Wiley-VCH Verlag: Weinheim, Alemania, 2000; Kodama et al., Tetrahedron Lett. 34: 6419
(1993); Lougheed, et al., J. Biol. Chem. 274: 37717 (1999). Los ejemplos de tales grupos salientes incluyen fluoro,
cloro, bromo, tosilato, mesilato, triflato y similares. Los grupos salientes activados preferidos para su uso en la
presente invencion son los que no estorban estéricamente de manera significativa la transferencia enzimatica del
glicésido al aceptor. Por consiguiente, las realizaciones preferidas de derivados de glicdsidos activados incluyen
fluoruros de glicosilo y mesilatos de glicosilo, prefiriéndose particularmente fluoruros de glicosilo. Entres los fluoruros
de glicosilo, los mas preferidos son fluoruro de a-galactosilo, fluoruro de a-manosilo, fluoruro de a-glucosilo, fluoruro
de a-fucosilo, fluoruro de a-xilosilo, fluoruro de a-sialilo, fluoruro de o-N-acetilglucosaminilo, fluoruro de o-N-
acetilglucosaminilo, fluoruro de B-galactosilo, fluoruro de B-manosilo, fluoruro de beta-glucosilo, fluoruro de B-
fucosilo, fluoruro de B-xilosilo, fluoruro de B-sialilo, fluoruro de B-N-acetilglucosaminilo y fluoruro de B-N-
acetilgalactosaminilo son los mas preferidos.

En determinados aspectos, se conjuga un residuo de azucar modificado con uno o mas polimeros solubles en agua.
Los expertos en la técnica conocen muchos polimeros solubles en agua y son utiles en la practica de la presente
invencion. El término polimero soluble en agua engloba especies tales como sacaridos (por ejemplo, dextrano,
amilosa, acido hialurénico, poli(acido sialico), heparanos, heparinas, etc.); poliaminoacidos; acidos nucleicos;
polimeros sintéticos (por ejemplo, poli(acido acrilico), poliéteres, por ejemplo, polietilenglicol); péptidos, proteinas, y
similares. La presente invencién puede ponerse en practica con cualquier polimero soluble en agua con la Unica
limitacion de que el polimero debe incluir un punto en el que pueda unirse el resto del conjugado.

En la bibliografia se describen métodos y la quimica para la activacion de polimeros solubles en agua y sacaridos
asi como métodos para conjugar sacaridos y polimeros con diversas especies. Los métodos usados comunmente
para la activacion de polimeros incluyen la activaciéon de grupos funcionales con bromuro de cianégeno, peryodato,
glutaraldehido, biepdxidos, epiclorohidrina, divinilsulfona, carbodiimida, haluros de sulfonilo, triclorotriazina, etc.
(véanse, R. F. Tailor, (1991), Protein Immobilization, Fundamentals and Applications, Marcel Dekker, N.Y.; S. S.
Wong, (1992), Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking, CRC Press, Boca Raton; G. T. Hermanson et al.,
(1993), Immobilized Affinity Ligand Techniques, Academic Press, N.Y.; Dunn, R. L., et al., Eds. Polymeric Drugs and
Drug Delivery Systems, ACS Symposium Series vol. 469, American Chemical Society, Washington, D.C. 1991).

En determinados aspectos, se conjuga un residuo de aztcar modificado con uno o mas polimeros insolubles en
agua. En algunas realizaciones, puede usarse la conjugacion con un polimero insoluble en agua para administrar un
péptido terapéutico de una manera controlada. En la técnica se conoce sistemas de administraciéon de farmacos
poliméricos. Véase, por ejemplo, Dunn et al., Eds. Polymeric drugs and Drug Delivery Systems, ACS Symposium
Series vol. 469, American Chemical Society, Washington, D.C. 1991. Los expertos en la técnica apreciaran que
sustancialmente cualquier sistema de administracion de farmacos conocido puede aplicarse a los conjugados de la
presente invencion.

Los polimeros insolubles en agua representativos incluyen, pero no se limitan a, polifosfazenos, poli(alcoholes
vinilicos), poliamidas, policarbonatos, polialquilenos, poliacrilamidas, polialquilenglicoles, poli(6xidos de alquileno),
poli(tereftalatos de alquileno), poli(vinil éteres), poli(ésteres vinilicos), poli(haluros de vinilo), polivinilpirrolidona,
poliglicolidas, polisiloxanos, poliuretanos, poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de
butilo), poli(metacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de
laurilo), poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo),
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poli(acrilato de octadecilo), polietileno, polipropileno, polietilenglicol, poli(6xido de etileno), poli(tereftalato de etileno),
poli(acetato de vinilo), poli(cloruro de vinilo), poliestireno, polivinilpirrolidona, plurénicos y polivinilfenol, y copolimeros
de los mismos.

Estos y otros polimeros comentados en el presente documento pueden obtenerse faciimente de fuentes comerciales
tales como Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.), Polysciences (Warrenton, Pa.), Aldrich (Milwaukee, Wis.), Fluka
(Ronkonkoma, N.Y.) y BioRad (Richmond, Calif.), o bien sintetizarse a partir de monémeros obtenidos de estos
proveedores usando técnicas convencionales. Los polimeros biodegradables representativos utiles en los
conjugados de la invencién incluyen, pero no se limitan a, polilactidas, poliglicolidas y copolimeros de las mismas,
poli(tereftalato de etileno), poli(acido butirico), poli(acido valérico), poli(lactida-co-caprolactona), poli(lactida-co-
glicolida), polianhidridos, poliortoésteres, combinaciones y copolimeros de los mismos. Son de uso particular las
composiciones que forman geles, tales como los que incluyen colageno, y plurénicos.

En una realizacion preferida, uno o mas residuos de azdcar modificados se conjugan con una o mas moléculas de
PEG.

En determinados aspectos, el azdcar modificado se conjuga con una biomolécula. La biomolécula de la invencion
puede incluir, pero no se limita a, proteinas funcionales, enzimas, antigenos, anticuerpos, péptidos, acidos nucleicos
(por ejemplo, nucleétidos o nucledsidos unicos, oligonucleétidos, polinucleétidos y acidos nucleicos monocatenarios
y con mas cadenas), lectinas, receptores o una combinaciéon de los mismos. Algunas biomoléculas preferidas son
esencialmente no fluorescentes, o emiten una cantidad minima de fluorescencia tal que son inapropiadas para su
uso como marcador fluorescente en un ensayo. Otras biomoléculas pueden ser fluorescentes.

En algunas realizaciones, la biomolécula es un resto de direccionamiento. Un “resto de direccionamiento” y “agente
de direccionamiento”, tal como se usa en el presente documento, se refieren a especies que se localizaran
selectivamente en un tejido o region particular del cuerpo. En algunas realizaciones, se selecciona una biomolécula
para dirigir el polipéptido de SAP de la invencién a un compartimento intracelular especifico, potenciando de ese
modo la administracion del péptido a ese compartimento intracelular en relaciéon con la cantidad de péptido no
derivatizado que se administra al tejido. La localizacion estd mediada por el reconocimiento especifico de
determinantes moleculares, el tamafo molecular del conjugado o agente de direccionamiento, las interacciones
idnicas, interacciones hidréfobas y similares. Los expertos en la técnica conocen otros mecanismos para dirigir un
agente a una region o tejido particular.

En algunas realizaciones, el azticar modificado incluye un resto terapéutico. Los expertos en la técnica apreciaran
que hay solapamiento entre la categoria de las biomoléculas y los restos terapéuticos, es decir, muchas
biomoléculas tienen propiedades o potencial terapéutico.

Las clases de restos terapéuticos utiles incluyen, por ejemplo, farmacos antiinflamatorios no esteroideos; farmacos
antiinflamatorios esteroideos; adyuvantes; farmacos antihistaminicos; farmacos antitusivos; farmacos antipruriticos;
farmacos anticolinérgicos; farmacos antieméticos y farmacos antinauseosos; farmacos anorexigenos; farmacos
estimulantes centrales; farmacos antiarritmicos; farmacos bloqueantes B-adrenérgicos; farmacos cardioténicos;
farmacos antihipertensores; farmacos diuréticos; farmacos vasodilatadores; farmacos vasoconstrictores; farmacos
antiulcerosos; farmacos anestésicos; farmacos antidepresivos; farmacos tranquilizantes y sedantes; farmacos
antipsicoticos; y farmacos antimicrobianos.

Otros restos farmacoldgicos utiles en la practica de la presente invencion incluyen farmacos antineoplasicos,
agentes citocidas, antiestrégenos y antimetabolitos. También se incluyen dentro de esta clase agentes basados en
radiois6topos tanto para diagnostico (por ejemplo, obtencion de imagenes) como para terapia, y toxinas conjugadas.

El resto terapéutico también puede ser una hormona, un relajante muscular, un antiespasmadico, agente activante
6seo, agente modulador endocrino, modulador de la diabetes, andrégeno, antidiuréticos o farmaco de calcitonina.

Otros grupos de modificacion utiles incluyen farmacos inmunomoduladores, inmunosupresores, etc. También son
utiles grupos con actividad antiinflamatoria, tales como sulindaco, etodolaco, ketoprofeno y ketorolaco. Otros
farmacos de uso conjuntamente con la presente invencion resultaran evidentes para los expertos en la técnica.

Los polipéptidos de SAP con N-glicosilacion alterada producidos mediante los métodos de la divulgacion pueden ser
homogéneos (es decir, la muestra de polipéptido de SAP es uniforme en estructura de N-glicanos especifica) o
sustancialmente homogéneos. Por “sustancialmente homogéneos” quiere decirse que al menos aproximadamente el
25% (por ejemplo, al menos aproximadamente el 27%, al menos aproximadamente el 30%, al menos
aproximadamente el 35%, al menos aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 45%, al menos
aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, o al menos
aproximadamente el 95%, o al menos aproximadamente el 99%) de los polipéptidos de SAP contienen la misma
estructura de N-glicanos especifica.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de SAP variantes de la invencion tienen una Clso para inhibir la
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diferenciacién de monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de 1/2, menor de 1/3, menor de 1/4, menor de 1/10 o
menor de 1/100 de la de una muestra correspondiente de SAP silvestre aislado de suero humano. Hay muchos
métodos bien caracterizados para determinar la receptividad de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
o0 monocitos a SAP para la diferenciacion en fibrocitos. Estos métodos pueden usarse para determinar la potencia
relativa de cualquiera de los polipéptidos variantes de SAP de la invenciéon en comparacién con una muestra de SAP
derivado de suero humano, cualquier otro polipéptido variante de SAP u otro agente activante o supresor de
fibrocitos. Pueden obtenerse PBMC o monocitos adecuados para su uso en estos métodos de diversas lineas de
cultivo tisular. Alternativamente, pueden obtenerse células adecuadas para ensayos de diferenciacion en fibrocitos
de cualquier muestra bioldgica que contenga PBMC o monocitos. La muestra biolégica puede obtenerse de suero,
plasma, tejido sano o tejido fibrético. En general, los ensayos de diferenciacion en fibrocitos se realizan incubando
PBMC o monocitos en medios con diversas concentraciones de un polipéptido de SAP para determinar el grado de
diferenciacion en fibrocitos. La concentracion de SAP puede oscilar entre 0,0001 ug/ml y 1 mg/ml, y en algunas
realizaciones es de 0,001 ug/ml, 1,0 ug/ml, 5 ug/ml, 10 ug/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/mi,
40 pg/ml, 45 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml o 500 pug/ml. En algunos ensayos, los medios pueden
complementarse con hMCSF entre 1-100 ng/ml; siendo la concentracion preferida de hMCSF 25 ng/ml. La indicacion
de que PBMC y monocitos se han diferenciado en fibrocitos puede determinarla un experto en la técnica. En
general, los fibrocitos se definen morfolégicamente como células adherentes con una conformaciéon de huso
alargada y la presencia de un nucleo ovalado. En algunos ensayos, las células se fijan y se tifien con Hema 3 antes
de contar los fibrocitos mediante recuento directo, por ejemplo, usando un microscopio invertido. Un experto en la
técnica interpreta la cantidad de diferenciacion en fibrocitos como una indicacién de la receptividad de una célula a
SAP. Tal como se indica mediante los ejemplos de la divulgacion, una mayor supresion de la diferenciacion en
fibrocitos indica un mayor grado de receptividad a SAP. Un método alternativo de medicién de la diferenciacion en
fibrocitos implica determinar la expresién de factores secretados o marcadores de superficie celular especificos de
fibrocitos, por ejemplo, citocinas (por ejemplo, IL-1ra, ENA-78/CXCL-5, PAI-1), fibronectina, colageno-1. En la
técnica se conocen bien métodos de deteccion y/o cuantificacion de marcadores de superficie celular o factores
secretados, incluyendo, pero sin limitarse a, diversas técnicas basadas en ELISA y FACS que usan anticuerpos
inmunorreactivos contra uno o mas marcadores especificos de fibrocitos. Tal como se describe en los ejemplos de la
divulgacion, la medicion de la expresion de quimiocina derivada de macrofagos (MDC) es un método eficaz de
determinacion de la diferenciacion en fibrocitos.

Los métodos para detectar y/o caracterizar la N-glicosilacion (por ejemplo, N-glicosilacion alterada) de un polipéptido
de SAP incluyen un método asistido por secuenciador de ADN (DSA), electroforesis de hidratos de carbono asistida
por fluoréforo (FACE) o espectrometria de masas de desorcion/ionizacion laser potenciada por superficie con tiempo
de vuelo (SELDI-TOF EM). Por ejemplo, un analisis puede utilizar DSA-FACE en el que, por ejemplo, se
desnaturalizan las glicoproteinas seguido por inmovilizacién, por ejemplo, sobre una membrana. Las glicoproteinas
pueden reducirse entonces con un agente reductor adecuado tal como ditiotreitol (DATA) o B-mercaptoetanol. Los
grupos sulfhidrilo de las proteinas pueden carboxilarse usando un acido tal como acido yodoaceético. A continuacion,
los N-glicanos pueden liberarse de la proteina usando una enzima tal como N-glicosidasa F. Los N-glicanos,
opcionalmente, pueden reconstituirse y derivatizarse mediante aminacion reductora. Entonces pueden concentrarse
los N-glicanos derivatizados. La instrumentacion adecuada para el analisis de N-glicanos incluye, por ejemplo, el
secuenciador de ADN ABI PRISM® 377 (Applied Biosystems). El analisis de datos puede realizarse usando, por
ejemplo, el software GENESCAN® 3.1 (Applied Biosystems). Opcionalmente, pueden tratarse adicionalmente
manoproteinas aisladas con una o mas enzimas para confirmar su estado de N-glicanos. Las enzimas a modo de
ejemplo incluyen, por ejemplo, a-manosidasa o a-1,2-manosidasa. Los métodos adicionales de analisis de N-
glicanos incluyen, por ejemplo, espectrometria de masas (por ejemplo, MALDI-TOF-EM), cromatografia de liquidos
de alta presion (HPLC) en fase normal, fase inversa y cromatografia de intercambio i6nico (por ejemplo, con
deteccion amperométrica pulsada cuando los glicanos no estan marcados y con absorbancia de UV o fluorescencia
si los glicanos estan marcados apropiadamente). Véanse también Callewaert et al. (2001) Glycobiology 11(4):275-
281y Freire et al. (2006) Bioconjug. Chem. 17(2):559-564.

El polipéptido de SAP de la invencion para su uso en el tratamiento de enfermedades

La presente invencion se refiere ademas al polipéptido de SAP de la invencién para su uso en el tratamiento o la
prevencion de un estado o trastorno tal como se caracteriza en las reivindicaciones adjuntas y también tal como se
describe en el presente documento.

En un aspecto, la divulgacion proporciona dicho uso en el tratamiento de un trastorno sensible a SAP en un paciente
en el que una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de SAP variante de la invencion va a administrarse
a un paciente que lo necesita. La dosificacion y frecuencia de tratamiento puede determinarlas un experto en la
técnica y variaran dependiendo de los sintomas, la edad y el peso corporal del paciente, y la naturaleza y gravedad
del trastorno que va a tratarse o prevenirse. En algunas realizaciones, un polipéptido de SAP variante va a
administrarse a un paciente una o dos veces al dia, una o dos veces por semana, una o dos veces al mes o justo
antes de o al aparecer los sintomas.

Las dosificaciones pueden determinarse facilmente mediante técnicas conocidas por los expertos en la técnica o tal
como se ensefia en el presente documento. La toxicidad y el efecto terapéutico de SAP pueden determinarse
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mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en animales experimentales, por ejemplo, determinando la
DLso y la DEso. La DEsg (dosis eficaz 50) es la cantidad de farmaco requerida para producir un efecto especificado en
el 50% de una poblacién animal. La DLsp (dosis letal 50) es la dosis de farmaco que mata al 50% de una poblacién
de muestra.

En algunas realizaciones, el trastorno sensible a SAP es fibrosis. El uso de SAP como tratamiento terapéutico para
la fibrosis se describe en la solicitud de patente estadounidense n.° 2007/0243163. Los trastornos relacionados con
fibrosis que pueden tratarse con el método objeto incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de colageno,
enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad pulmonar fibrética humana (por ejemplo, bronquiolitis obliterante,
fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis pulmonar de etiologia conocida, estroma tumoral en enfermedad pulmonar,
esclerosis sistémica que afecta a los pulmones, sindrome de Hermansky-Pudlak, neumoconiosis de los mineros del
carbon, asbestosis, silicosis, hipertension pulmonar crénica, hipertensién pulmonar asociada con SIDA, sarcoidosis,
asma de moderada a grave y similares), enfermedad vascular fibrética, esclerosis arterial, aterosclerosis, venas
varicosas, infartos coronarios, infartos cerebrales, fibrosis miocardica, fibrosis musculoesquelética, adhesiones
posquirurgicas, enfermedad renal humana (por ejemplo, sindrome nefritico, sindrome de Alport, nefropatia asociada
con VIH, enfermedad renal poliquistica, enfermedad de Fabry, nefropatia diabética, glomerulonefritis crénica, nefritis
asociada con lupus sistémico, y similares), esclerosis sistémica progresiva (PSS), colangitis esclerosante primaria
(PSC), fibrosis hepatica, cirrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis pulmonar, fibrosis quistica, enfermedad de injerto
contra huésped crénica, esclerodermia (local y sistémica), oftalmopatia de Graves, retinopatia diabética, glaucoma,
enfermedad de Peyronie, fibrosis del pene, uretrostenosis tras citoscopia, acrecion interna tras cirugia, cicatrizacion,
mielofibrosis, fibrosis retroperitoneal idiopatica, fibrosis peritoneal de etiologia conocida, ergotismo inducido por
farmacos, fibrosis a consecuencia de cancer benigno o maligno, fibrosis a consecuencia de infeccién microbiana
(por ejemplo, viral, bacteriana, parasitaria, fungica, etc.), enfermedad de Alzheimer, fibrosis a consecuencia de
enfermedad inflamatoria del intestino (incluyendo formacion de estenosis en enfermedad de Crohn y colitis
microscopica), tumores de células del estroma, mucositis, fibrosis inducida por ataque quimico o ambiental (por
ejemplo, quimioterapia contra el cancer, pesticidas o radiacion (por ejemplo, radioterapia contra el cancer)).

En algunas realizaciones, el trastorno relacionado con fibrosis se selecciona de esclerodermia sistémica o local,
queloides, cicatrices hipertréficas, aterosclerosis, reestenosis, fibrosis e inflamaciéon pulmonar, fibrosis pulmonar
idiopatica, cirrosis hepatica, fibrosis como resultado de infecciéon por hepatitis B o C crénica, enfermedad renal,
enfermedad cardiaca resultante de tejido cicatricial, degeneracion macular y retinopatia retiniana y vitrea. En
algunas realizaciones, el trastorno relacionado con fibrosis resulta de farmacos quimioterapicos, fibrosis inducida por
radiacion, y lesiones y quemaduras. En algunas realizaciones, el trastorno o estado relacionado con fibrosis resulta
de la cicatrizacion posquirurgica, por ejemplo, tras trabeculectomia u otra cirugia de filtracion del ojo.

En algunas realizaciones, el trastorno sensible a SAP es un trastorno de hipersensibilidad tal como los mediados por
respuestas Th1 o Th2. El uso de SAP como tratamiento terapéutico para trastornos de hipersensibilidad también se
describe en la solicitud provisional estadounidense n.° 61/209.795. Los trastornos relacionados con hipersensibilidad
que pueden tratarse con SAP incluyen, pero no se limitan a, rinitis alérgica, sinusitis alérgica, conjuntivitis alérgica,
broncoconstriccion alérgica, disnea alérgica, aumento alérgico en la produccidon de moco en los pulmones, eccema
atopico, dermatitis, urticaria, anafilaxia, neumonitis y asma alérgica.

En algunas realizaciones, puede usarse un polipéptido de SAP variante de la invencion en el tratamiento de
respuestas inmunitarias especificas de alérgeno, tales como anafilaxia, a diversos antigenos, incluyendo, pero sin
limitarse a, farmacos antimicrobianos (por ejemplo, cefalosporinas, sulfonamidas, penicilina y otras p-lactamas),
anticonvulsivos (por ejemplo, fenitoina, fenobarbital, carbamazepina, dapsona, alopurinol y minociclina),
quimioterapicos (por ejemplo, taxanos, compuestos de platino, asparaginasas y epipodofilotoxinas), heparina,
insulina, protamina, aspirina y otros farmacos antiinflamatorios no esteroideos, relajantes musculares (por ejemplo,
succinilcolina, atracurio, vecuronio y pancuronio), agentes de induccién (por ejemplo, barbituratos, etomidato,
propofol), narcéticos (por ejemplo, fentanilo, meperidina, morfina), coloides para la expansion del volumen
intravascular, materiales de radiocontraste, hemoderivados, latex, productos animales, caspa de animales, acaros
del polvo, insectos (por ejemplo, mordeduras, picaduras o veneno), cosméticos, metales (por ejemplo, niquel,
cobalto y cromato), plantas, esporas, polen, alimentos (por ejemplo, leche, huevos, trigo, soja, cacahuetes y frutos
secos, marisco), vacunacion y antigenos fungicos (por ejemplo, especies de Aspergillus, Curvularia, Exserohilum 'y
Alternaria).

En algunas realizaciones, el trastorno sensible a SAP es un trastorno autoinmunitario tal como los mediados por
respuestas de Th1 o Th2. El uso de SAP como tratamiento terapéutico para trastornos autoinmunitarios también se
describe en la solicitud provisional estadounidense n.° 61/209.845. Los trastornos relacionados con autoinmunidad
que pueden tratarse con SAP incluyen, pero no se limitan a, diabetes tipo I, esclerosis multiple, artritis reumatoide,
artritis psoriasica, miocarditis autoinmunitaria, pénfigo, miastenia grave, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de
Graves, enfermedad de Addison, hepatitis autoinmunitaria, artritis de Lyme cronica, cardiomiopatia dilatada familiar,
dermatomiositis juvenil, policondritis, sindrome de Sjogren, psoriasis, artritis idiopatica juvenil, enfermedad
inflamatoria del intestino, lupus eritematoso sistémico, enfermedad pulmonar obstructiva cronica y enfermedad de
injerto contra huésped.

En algunas realizaciones, el trastorno sensible a SAP es una mucositis. El uso de SAP como tratamiento terapéutico

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2563 748 T3

para la mucositis también se describe en la solicitud estadounidense n.° 12/217.614. Los métodos de la invencién
pueden ser Utiles para tratar mucositis oral, esofagica y gastrointestinal, asi como Ulceras gastricas y duodenales, o
erosiones del estbmago y esdéfago.

En algunas realizaciones, puede usarse un polipéptido de SAP variante de la invencién en el tratamiento de una
enfermedad o estado inflamatorio. En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria puede ser una infeccion
viral, bacteriana, fungica o parasitaria. El uso de SAP como tratamiento terapéutico para la infeccion viral también se
ha descrito en la patente estadounidense 6.406.698 y en la solicitud de patente internacional n.° WO1997/026906.

Preparaciones y formulaciones farmacéuticas

En determinadas realizaciones, al menos un polipéptido de SAP variante de la invencion es para su uso en el
tratamiento o la prevencién de una enfermedad tal como se describié anteriormente, en el que el polipéptido de SAP
va a administrarse a un sujeto como agente terapéutico. Los agentes terapéuticos de la invenciéon pueden formularse
de una manera convencional usando uno o mas portadores o excipientes fisioldgicamente aceptables. Por ejemplo,
pueden formularse agentes terapéuticos y sus sales y solvatos fisiolégicamente aceptables para su administracion
mediante, por ejemplo, inyeccion (por ejemplo s.c., i.m., i.p.), inhalacién o insuflacion (a través o bien de la boca o
bien de la nariz) o administracion oral, bucal, sublingual, transdérmica, nasal, parenteral o rectal. En determinadas
realizaciones, los agentes terapéuticos pueden ser para administracion local, en el sitio en el que estan presentes
las células diana, es decir, un tejido, érgano o liquido especifico (por ejemplo, sangre, liquido cefalorraquideo, masa
tumoral, etc.).

La presente invencién proporciona ademas el uso de cualquier polipéptido de SAP variante de la invencion en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de un trastorno o un estado, tal como se describe
en el presente documento, en un paciente, por ejemplo, el uso de un polipéptido de SAP variante en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de un trastorno o estado descrito en el presente documento. En algunos
aspectos, puede usarse cualquier polipéptido de SAP variante de la invenciéon para preparar una preparacion
farmacéutica para su uso en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o estado descrito en el presente
documento.

Los agentes terapéuticos pueden formularse para una variedad de modos de administracion, incluyendo
administracion sistémica y tépica o localizada. Pueden encontrarse técnicas y formulaciones en general en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA. Para administracion parenteral, se
prefiere la inyeccion, incluyendo intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y subcutanea. Para la inyeccion, los
compuestos pueden formularse en disoluciones liquidas, preferiblemente en tampones fisiolégicamente compatibles
tales como solucion de Hank o solucién de Ringer. Ademas, los compuestos pueden formularse en forma sélida y
disolverse o suspenderse inmediatamente antes de su uso. También se incluyen formas liofilizadas. En algunas
realizaciones, los agentes terapéuticos pueden administrarse a células mediante una variedad de métodos
conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, encapsulacion en liposomas, mediante
iontoforesis o mediante incorporacion en otros vehiculos, tales como hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas
biodegradables y microesferas bioadhesivas.

Para administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden adoptar la forma, por ejemplo, de comprimidos,
pastillas para chupar o capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente
aceptables tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio);
lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o
glicolato sodico de almiddn); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). Los comprimidos pueden
recubrirse mediante métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para administracion oral
pueden adoptar la forma, por ejemplo, de disoluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un
producto seco para su constitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Tales preparaciones
liquidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como
agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas);
agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de
almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, p-
hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico). Las preparaciones también pueden contener sales de tampdn,
agentes saborizantes, colorantes y edulcorantes segun sea apropiado. Las preparaciones para administracion oral
pueden formularse adecuadamente para dar la liberacién controlada del compuesto activo.

Para administracion mediante inhalacion (por ejemplo, administracion pulmonar), los agentes terapéuticos pueden
administrarse convenientemente en forma de una presentacion de pulverizaciéon en aerosol a partir de envases a
presiébn o un nebulizador, con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol a
presion, la unidad de dosificaciéon puede determinarse proporcionando una valvula para administrar una cantidad
medida. Pueden formularse capsulas y cartuchos, por ejemplo, de gelatina, para su uso en un inhalador o insuflador
que contienen una mezcla de polvo del compuesto y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén.
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Los compuestos farmacéuticos también pueden administrarse por las vias intranasal o intrabronquial incluyendo
insuflacién, polvos y formulaciones en aerosol (para ejemplos de inhalantes de esteroides, véanse Rohatagi (1995)
J. Clin. Pharmacology. 35:1187-1193; Tjwa (1995) Ann. Allergy Asthma Immunol. 75:107-111). Por ejemplo, pueden
ponerse formulaciones en aerosol en propelentes a presion aceptables, tales como diclorodifluorometano, propano,
nitrégeno, y similares. También pueden formularse como productos farmacéuticos para preparaciones no a presion
tales como en un nebulizador o un atomizador. Normalmente, tal administracién es en un tampén acuoso
farmacoldgicamente aceptable.

Pueden prepararse composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion respiratoria (por ejemplo,
intranasal, inhalacion, etc.) de polipéptidos de SAP variantes o bien en forma sdlida o bien en forma liquida.

Pueden formularse polipéptidos de SAP de la invencion para administracion parenteral mediante inyeccion, por
ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusién continua. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en
forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de multiples dosis, con un conservante
afiadido. Las composiciones pueden adoptar formas tales como suspensiones, disoluciones o emulsiones en
vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, el principio activo puede estar en forma de polvo para su
constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos, antes de su uso.

Ademas, también pueden formularse polipéptidos de SAP de la invenciéon como una preparacion de depésito. Tales
formulaciones de accion prolongada pueden administrarse mediante implantacion (por ejemplo por via subcutanea o
por via intramuscular) o mediante inyeccion intramuscular. Por tanto, por ejemplo, pueden formularse agentes
terapéuticos con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo como una emulsion en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados ligeramente solubles, por ejemplo, como una sal
ligeramente soluble. La férmula de liberacion controlada también incluye parches.

En determinadas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento pueden formularse para su
administracion al sistema nervioso central (SNC) (revisado en Begley, Pharmacology & Therapeutics 104: 29-45
(2004)). Los enfoques convencionales para la administracion de farmacos al SNC incluyen: estrategias
neuroquirdrgicas (por ejemplo, inyeccion intracerebral o infusidn intracerebroventricular); manipulacion molecular del
agente (por ejemplo, produccion de una proteina de fusién quimérica que comprende un péptido de transporte que
tiene afinidad por una molécula de superficie de células endoteliales en combinacién con un agente que por si
mismo no puede cruzar la barrera hematoencefalica en un intento de aprovechar una de las rutas de transporte
enddgenas de la barrera hematoencefalica); estrategias farmacoldgicas disefiadas para aumentar la solubilidad en
lipidos de un agente (por ejemplo, conjugacion de agentes solubles en agua con portadores de colesterol o lipido); y
la alteracion transitoria de la integridad de la BBB mediante alteracion hiperosmética (resultante de la infusion de una
disolucion de manitol en la arteria carétida o el uso de un agente bioldgicamente activo tal como un péptido de
angiotensina).

En determinadas realizaciones, se incorporan polipéptidos de SAP de la invencién en una formulacién topica que
contiene un portador tépico que es generalmente adecuado para la administracion tdpica de farmacos y que
comprende cualquier material de este tipo conocido en la técnica. El portador tépico puede seleccionarse para
proporcionar la composicion en la forma deseada, por ejemplo, como una pomada, locién, crema, microemulsion,
gel, aceite, disolucion, o similar, y puede estar compuesto por un material o bien de origen sintético o bien que se
produce de manera natural. Es preferible que el portador seleccionado no afecte de manera adversa al agente activo
u otros componentes de la formulacion tépica. Los ejemplos de portadores tdpicos adecuados para su uso en el
presente documento incluyen agua, alcoholes y otros disolventes organicos no toxicos, glicerina, aceite mineral,
silicona, vaselina, lanolina, acidos grasos, aceites vegetales, parabenos, ceras, y similares.

Las composiciones farmacéuticas (incluyendo preparaciones cosméticas) pueden comprender desde
aproximadamente el 0,00001 hasta el 100% tal como desde el 0,001 hasta el 10% o desde el 0,1% hasta el 5% en
peso de uno o mas de los polipéptidos de SAP variantes descritos en el presente documento. En determinadas
formulaciones tdpicas, el agente activo esta presente en una cantidad en el intervalo de aproximadamente el 0,25%
en peso al 75% en peso de la formulacion, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente el 0,25% en peso al
30% en peso de la formulacion, mas preferiblemente en el intervalo de aproximadamente el 0,5% en peso al 15% en
peso de la formulacion, y lo mas preferiblemente en el intervalo de aproximadamente el 1,0% en peso al 10% en
peso de la formulacion.

Pueden tratarse o prevenirse estados del ojo, por ejemplo, mediante inyeccion sistémica, topica, intraocular de
agentes terapéuticos, o mediante insercion de un dispositivo de liberacion sostenida que libera agentes terapéuticos.
Pueden administrarse polipéptidos de SAP de la invencién en un vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable,
de manera que el compuesto se mantiene en contacto con la superficie ocular durante un periodo de tiempo
suficiente como para permitir que el compuesto penetre en las regiones de la cérnea e internas del ojo, como por
ejemplo la camara anterior, la conjuntiva, la camara posterior, el cuerpo vitreo, el humor acuoso, el humor vitreo, la
cornea, el iris/cuerpo ciliar, el cristalino, la coroides/retina y la esclerética. El vehiculo oftalmico farmacéuticamente
aceptable puede ser, por ejemplo, una pomada, un aceite vegetal o un material de encapsulacion. Alternativamente,
los compuestos pueden ser para inyeccion directa en el humor vitreo y acuoso. En una alternativa adicional, los
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compuestos pueden ser para la administracion sistémica, tal como mediante inyeccién o infusién intravenosa, para
su uso en el tratamiento del ojo.

Los agentes terapéuticos descritos en el presente documento pueden almacenarse en un entorno libre de oxigeno
segun métodos en la técnica.

Las composiciones a modo de ejemplo comprenden un polipéptido de SAP con uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, otros componentes terapéuticos. El/los portador(es) debe(n) ser
“farmacéuticamente aceptable(s)” en el sentido de ser compatibles con los otros componentes de la composicion y
no provocar un efecto perjudicial inaceptable en el sujeto. Tales portadores se describen en el presente documento o
de lo contrario los conocen bien los expertos en la técnica de farmacologia. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas estan libres de pirégenos y son adecuadas para su administracion a un paciente
humano. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas estan libres de irritantes y son adecuadas para
su administraciéon a un paciente humano. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas estan libres de
alérgenos y son adecuadas para su administracion a un paciente humano. Las composiciones pueden prepararse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia.

En algunas realizaciones, un polipéptido de SAP va a administrarse en una formulacién de liberacion temporal, por
ejemplo en una composicion que incluye un polimero de liberacién lenta. Puede prepararse un polipéptido de SAP
con portadores que protegeran frente a una liberacion rapida. Los ejemplos incluyen un vehiculo de liberacion
controlada, tal como un polimero, sistema de administracién microencapsulado o gel bioadhesivo. Alternativamente,
puede lograrse la administracion prolongada de un polipéptido de SAP incluyendo en la composicidon agentes que
retrasan la absorcion, por ejemplo, hidrogeles de monoestearato de aluminio y gelatina.

En la técnica se conocen métodos para administrar compuestos de acido nucleico (véanse, por ejemplo, Akhtar et
al., 1992, Trends Cell Bio., 2, 139; y Delivery Strategies for Antisense Oligonucleotide Therapeutics, ed. Akhtar,
1995; Sullivan et al., solicitud internacional n.° WO 94/02595). Estos protocolos pueden utilizarse para la
administracion de practicamente cualquier compuesto de acido nucleico. Pueden administrarse compuestos de acido
nucleico a células mediante una variedad de métodos conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin
limitarse a, encapsulacién en liposomas, mediante iontoforesis o mediante incorporacion en otros vehiculos, tales
como hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables y microesferas bioadhesivas. Alternativamente, la
combinacién de acido nucleico/vehiculo se administra localmente mediante inyeccion directa o mediante el uso de
una bomba de infusion. Otras vias de administracion incluyen, pero no se limitan a, administracién oral (forma de
comprimido o pildora) y/o intratecal (Gold, 1997, Neuroscience, 76, 1153-1158). Otros enfoques incluyen el uso de
diversos sistemas de portadores y transporte, por ejemplo a través del uso de conjugados y polimeros
biodegradables. Para una revision exhaustiva de las estrategias de administracion de farmacos, véanse Ho et al.,
1999, Curr. Opin. Mol. Ther., 1, 336-343 y Jain, Drug Delivery Systems: Technologies and Commercial
Opportunities, Decision Resources, 1998 y Groothuis et al., 1997, J. NeuroVirol., 3, 387-400. Se proporcionan
descripciones mas detalladas del suministro y la administracion de acido nucleico en Sullivan et al., citado
anteriormente, Draper et al., documento PCT W093/23569, Beigelman et al., solicitud internacional n.° W099/05094,
y Klimuk et al., publicacién internacional n.° W099/04819.

Los siguientes ejemplos sirven para describir mas completamente la manera de usar la invencion descrita
anteriormente, asi como para exponer los mejores modos contemplados para llevar a cabo diversos aspectos de la
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: SAP recombinante es mas potente que SAP derivado de suero humano.

Se sometieron a ensayo SAP humano recombinante aislado de células CHO-S (rhSAP) y SAP derivado de suero
humano (hSAP) para determinar su bioactividad usando un bioensayo in vitro. En este ensayo, se incubaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) enriquecidas en monocitos con concentraciones variables de o bien
rhSAP o bien hSAP durante 96 horas. Tras esta incubacion, se retiraron los sobrenadantes de cultivo resultantes y
se sometieron a ensayo mediante ELISA para cuantificar la cantidad de quimiocina derivada de macréfagos (MDC)
que se produjo. MDC se produce por fibrocitos y por tanto es un indicador de la diferenciacion de monocitos en
fibrocitos. Comparando la concentracion inhibidora al 50% (Clso) de la muestra con respecto al patrén de referencia
de hSAP, puede determinarse la potencia relativa de una glicovariante de SAP. El resultado se expresa como una
razén de Clsp de la muestra frente al patron de referencia de hSAP.

Todas las muestras y los patrones de SAP se diluyeron inicialmente hasta una concentraciéon de 1,0 mg/ml en
medios FibroLife complementados. Se diluyeron en serie patrones de SAP para generar concentraciones de patron
de trabajo de 60, 30, 20, 13,4, 8,8, 6,0, 3,0, 1,5 y 0,75 pg/ml (concentraciéon de patrén final de 30, 15, 10, 6,7, 4,4,
3,0, 1,5,0,75y 0,375 pg/ml). Véase la siguiente tabla 1.

Concentracion de patron de Volumen de patrén Volumen de medios
rhSAP de trabajo (ug/ml) P FibroLife complementados
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60 60 (1 mg/ml) 940
30 600 (60 pg/ml) 600
20 800 (30 ug/ml de patrén) 400
3,4 800 (20 ug/ml de patrén) 400
8,8 800 (13,4 pug/ml de patrén) 400
6,0 800 (8,8 pug/ml de patrén) 400
3,0 600 (6,0 ug/ml de patrén) 600
1,5 600 (3,0 ug/ml de patrén) 600
0,75 600 (1,5 ug/ml de patrén) 600

Para preparar el ensayo de ELISA, se diluyé el anticuerpo de captura (es decir, anticuerpo de raton anti-MDC
humana) hasta la concentracion de trabajo en PBS sin proteina transportadora. Se usé el anticuerpo de captura
diluido para recubrir placas de 96 pocillos, y entonces se sell6 cada placa y se incubd durante la noche a
temperatura ambiente. Antes de usar las placas recubiertas, se aspird cada pocillo y se lavé con tampén de lavado,
repitiendo el procedimiento dos veces para un total de tres lavados. Entonces se bloquearon las placas afiadiendo
300 pl de diluyente de reactivo a cada pocillo e incubando a temperatura ambiente durante una hora. Tras la
incubacion, se repitié el procedimiento de aspiracion y lavado de pocillos.

Para el ensayo ELISA, se afiadieron a cada pocillo muestras de 100 pul de o bien los sobrenadantes de los cultivos
de monocitos/fibrocitos o bien los patrones de SAP. Entonces se incubd la placa a temperatura ambiente durante
2 horas antes de aspirar y lavar los pocillos. Entonces se afiadieron a cada pocillo 100 pl de una dilucién de trabajo
de estreptavidina-HRP. Se incubé la placa durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de afadir 50 pl de
disolucién de parada a capa pocillo. Inmediatamente, se midié la densidad 6ptica de cada pocillo usando un lector
de microplacas fijado a 450 nm. Si se disponia de correccion de longitud de onda, se fijo el lector de microplacas a
540 nm o 570 nm. Si no se disponia de correccién de longitud de onda, entonces se restaron las lecturas a 540 nm o
570 nm de las lecturas a 450 nm. Esta resta corrige las imperfecciones opticas en la placa.

Se sometieron a ensayo tanto RHSAP como hSAP para determinar la bioactividad usando este ensayo (figura 1). En
promedio, RHSAP es 3,4 veces mas activo que hSAP (promedio de 7 experimentos independientes).

Ejemplo 2: Modificacién de estructuras de glicanos de SAP

Usando técnicas de glicorremodelacion in vitro, se modificaron restos de glicano en una muestra de SAP humano
recombinante (rhSAP) para sustituir restos de acido sialico con unién 2,3 terminales por restos de acido sialico con
union 2,6 (figura 2, A y B). De manera similar, también se modificé una muestra de SAP derivado de suero humano
(hSAP) para sustituir restos de acido sialico con unién a.2,6 terminales por restos de acido sialico con unién 2,3
(figura 2, C y D). Ademas, ya que rhSAP aislado de células CHO-S esta sdélo parcialmente sialilado, se traté una
muestra de rhSAP para sialilar completamente las estructuras de glicanos unidas con restos de acido sialico con
union 2,3 (figura 2, Ey F).

Se trataron tanto rhSAP como hSAP (n.° de cat. de Calbiochem 970549) con una a2,3,6,8,9-sialidasa (n.° de cat. de
Sigma N8271) para desialilar completamente los polipéptidos. Tras el tratamiento con sialidasa durante 17 horas, se
purificaron rhSAP y hSAP desialilados (es decir asialo) usando cromatografia de afinidad de fosfoetanolamina (PE) y
de exclusion molecular (Sephadex 200 calidad prep.). Entonces se trataron enzimaticamente asialo-polipéptidos de
SAP purificados usando o bien a2,3- o bien a2,6-sialiltransferasas (n.° de cat. de Calbiochem 566223) en presencia
de CMP-acido sidlico (n.° de cat. de Calbiochem 233264) durante 17 horas a 37°C. Las siguientes tablas
proporcionan detalles sobre cada mezcla de reaccion.

Reacciones de asialo-rhSAP (reac.)
Tratamiento con o2,3 sialiltransferasa (ST3Gal3)
parametro unidades valor
[asialo-rhSAP] dis. mad. mg/ml 10,8
PM de asialo-rhSAP g/mol 116293
[asialo-rhSAP] dis. mad. uM 93
. . . [Galactosa] max. uM 929
disoluciones madre de reactivos -

rhSAP. ST3Gal3 [ST3Gal3] dis. mad. mg/ml 0,9
’ PM de ST3Gal3 g/mol 84000
[ST3Gal3] dis. mad. uM 10,7
[CMP-SA] dis. mad. mg/ml 25
PM de CMP-SA g/mol 658,4
[CMP-SA] dis. mad. mM 38
volimenes de reac ul de asialo-rhSAP en reac. ul 260
) ul de ST3Gal3 en reac. ul 50
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ul de CMP-SA en reac. ul 75
tampoén (HEPES 10 mM/NaCl 150 mM, ul 615
pH 8)
vol. de reac. tot. ul 1000
[asialo-rhSAP] reac. uM 241
[Galactosa] max. uM 241
[SAP] reac. mg/ml 2,8
[ST3Gal3] reac. uM 0,5357
[ST3Gal3] reac. mg/ml 0,045
concentraciones de reac. [CMP-SA] reac. mM 2,85
asialo-rhSAP:ST3 razén en masa 62
asialo-rhSAP:ST3 razén molar 45
CMP-SA:ST3 razén molar 5316
CMP-SA:asialo-ThSAP razén molar 118
CMP-SA:Galactosa razén molar 11,8
Tratamiento con a2,6 sialiltransferasa (reac. de ST6)
parametro unidades valor
[asialo-rhSAP] dis. mad. mg/ml 10,8
PM de asialo-rhSAP g/mol 116293
[asialo-rhSAP] dis. mad. uM 93
[Galactosa] max. uM 929
disoluciones madre de reactivos | [ST6] dis. mad. mg/ml 0,205
rhSAP, ST6 PM de ST6 g/mol 42000
[ST6] dis. mad. uM 4,9
[CMP-SA] dis. mad. mg/ml 25
PM de CMP-SA g/mol 658,4
[CMP-SA] dis. mad. mM 38
ul de asialo-rhSAP 1 en reac. ul 260
ul de ST6 en reac. ul 30
. ul de CMP-SA en reac. ul 75
volimenes de reac. tampon (HEPES 10 mM/NaCl 150 mM, ul 635
pH 8)
vol. de reac. tot. ul 1000
[asialo-rhSAP] reac. uM 241
[Galactosa] max. uM 241
[asialo-rhSAP] reac. mg/ml 2,8
[ST6] reac. uM 0,146
[ST6] reac. mg/ml 0,006
concentraciones de reac. [CMP-SA] reac. mM 2,85
asialo-rhSAP:ST6 razén en masa 457
asialo-rhSAP:ST6 razén molar 165
CMP-SA:ST6 razén molar 19448
CMP-SA:asialo-ThSAP razén molar 118
CMP-SA:Galactosa razén molar 11,8
Reacciones de asialo-hSAP
Tratamiento con o2,3 sialiltransferasa (ST3Gal3)
parametro unidades valor
[asialo-hSAP] dis. mad. mg/ml 5,6
PM de SAP g/mol 116293
[asialo-hSAP] dis. mad. uM 48
. . . [Galactosa] max. uM 482
disoluciones madre de reactivos -
hSAP. ST3Gal3 [ST3Gal3] dis. mad. mg/ml 0,9
’ PM de ST3Gal3 g/mol 84000
[ST3Gal3] dis. mad. uM 10,7
[CMP-SA] dis. mad. mg/ml 25
PM de CMP-SA g/mol 685,4
[CMP-SA] dis. mad. mM 38
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ul de asialo-hSAP en reac. ul 500

ul de ST3Gal3 en reac. ul 50

. ul de CMP-SA en reac. ul 75

voldmenes de reac. tampon (HEPES 10 mM/NaCl 150 mM, ul 375
pH 8)

vol. de reac. tot. ul 1000

[asialo-hSAP] reac. uM 241

[Galactosa] max uM 241

[asialo-hSAP] reac. mg/ml 2,8

[ST3Gal3] reac. uM 0,54

[ST3Gal3] reac. mg/ml 0,045

concentraciones de reac. [CMP-SA] reac. mM 2,85

asialo-hSAP:ST3 razén en masa 62

asialo-hSAP:ST3 razén molar 45

CMP-SA:ST3 razén molar 5316

CMP-SA:asialo-ThSAP razén molar 118

CMP-SA:Galactosa razén molar 11,8

Tratamiento con a2,6 sialiltransferasa (reac. de ST6)

parametro unidades valor

[asialo-hSAP] dis. mad. mg/ml 5,6

PM de asialo-hSAP g/mol 116293

[asialo-hSAP] dis. mad. uM 48

[Galactosa] max. uM 482

disoluciones madre de reactivos | [ST6] dis. mad. mg/ml 0,205

hSAP, ST6 PM de ST6 g/mol 42000

[ST6] dis. mad. uM 4,9

[CMP-SA] dis. mad. mg/ml 25

PM de CMP-SA g/mol 658,4

[CMP-SA] dis. mad. mM 38

ul de asialo-hSAP en reac. ul 500

ul de ST6 en reac. ul 30

. ul de CMP-SA en reac. ul 75

volmenes de reac. tampén (HEPES 10 mM/NaCl 150 mM, ul 395
pH 8)

vol. de reac. tot. ul 1000

[asialo-hSAP] reac. uM 241

[Galactosa] max uM 241

[asialo-hSAP] reac. mg/ml 2,8

[ST6] reac. uM 0,146

[ST6] reac. mg/ml 0,006

concentraciones de reac. [CMP-SA] reac. mM 2,85

asialo-hSAP:ST6 razén en masa 455

asialo-hSAP:ST6 razén molar 164

CMP-SA:ST6 razén molar 19448

CMP-SA:asialo-ThSAP razén molar 118

CMP-SA:Galactosa razén molar 11,8

En una reaccion separada, se realizé la sialilacion completa de rhSAP a 37°C durante 17 horas usando la a2,3-
sialiltransferasa sin desialilar en primer lugar la molécula segun la siguiente tabla.

Tratamiento con o2,3 sialiltransferasa (ST3Gal3)

parametro unidades valor

[rhSAP] dis. mad. mg/ml 19,0

PM de rhSAP g/mol 116293

disoluciones madre de reactivos | [rhSAP] dis. mad. uM 163
rhSAP, ST3Gal3 [Galactosa] max. uM 1634
[ST3Gal3] dis. mad. mg/ml 0,9

PM de ST3Gal3 g/mol 84000

[ST3Gal3] dis. mad. uM 10,7
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[CMP-SA] dis. mad. mg/ml 25

PM de CMP-SA g/mol 658,4

[CMP-SA] dis. mad. mM 38

ul de rhSAP en reac. ul 500

ul de ST3Gal3 en reac. ul 50

. ul de CMP-SA en reac. ul 100

volimenes de reac. tampon (HEPES 10 mM/NaCl 150 mM, ul 350
pH 8)

vol. de reac. tot. ul 1000

[rhSAP] reac. uM 81,7

[Galactosa] max. uM 817

[rhSAP] reac. mg/ml 9,5

[ST3Gal3] reac. uM 0,54

[ST3Gal3] reac. mg/ml 0,045

concentraciones de reac. [CMP-SA] reac. mM 3,80

BTA-02-17:ST3 razén en masa 211

BTA-02-17:ST3 razén molar 152

CMP-SA:ST3 razén molar 7088

CMP-SA:BTA-02-17 razén molar 46

CMP-SA:Galactosa razén molar 4.6

Tras el tratamiento de sialilacion, se purificaron variantes tanto de rhSAP como de hSAP sialilados usando
cromatografia de afinidad de PE seguido por dialisis en NaPi 10 mM/sorbitol al 5% pH 7,5 (tampén P5S). Se realizé
la confirmacién de las uniones de acido sialico deseadas (es decir, hRSAP con union a2,3 y RHSAP con union a.2,6)
usando tanto cromatografia de liquidos/espectrometria de masas (figura 2; A, C, y E) como cromatografia de
liquidos de alta resolucion de intercambio anionico (figura 2; B, D, y F) tras el tratamiento de los polipéptidos de SAP
glicovariantes con a2,3 sialidasa (n.° de cat. de Calbiochem 480706) a 37°C durante 24 horas.

Ejemplo 3: Bioensayos in vitro para determinar la potencia de glicovariantes de SAP para inhibir la diferenciacién de
monocitos en fibrocitos.

Se sometieron a ensayo rhSAP y hSAP glicorremodelados para determinar su bioactividad usando el mismo
bioensayo in vitro descrito en el ejemplo 1. En resumen, se incubaron células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) enriquecidas en monocitos con concentraciones variables de un polipéptido de SAP durante 96 horas. Tras
esta incubacion, se retiraron los sobrenadantes de cultivo y se sometieron a ensayo mediante ELISA para cuantificar
aproximadamente la quimiocina derivada de macréfagos (MDC) que se produjo. Se expresaron los resultados como
una razon de Clsp de la muestra frente al patron de referencia de hSAP y se representaron graficamente como
actividad relativa (actividad relativa de hSAP = 1). Todos los materiales de prueba que contenian unién de acido
sialico en 02,3 son > 2,4 veces mas activos que hSAP (figura 3). Mezclas iguales de derivados de SAP con acido
sialico con unién 02,3 y 02,6 muestran niveles de actividad intermedios entre el 100% de SAP con unién o2,6 y el
100% SAP con union a.2,3 tal como se esperaba (las dos barras mas a la derecha en la figura 3).

Un método alternativo de cuantificacion de la diferenciaciéon en fibrocitos implica contar directamente el nimero de
fibrocitos que se generan tras incubarse los monocitos con un supresor de fibrocitos (por ejemplo, SAP o variante
del mismo) o agente activante (por ejemplo, M-CSF). En un experimento, se purificaron monocitos a partir de PBMC
derivadas de sangre completa usando seleccion negativa con perlas magnéticas convencional en la técnica (por
ejemplo n.° de cat. 113-41D, Invitrogen, Carlsbad, CA) y se cultivaron en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos
que contenia medios FibroLife complementados con 25 6 50 ng/ml de M-CSF por triplicado. Se incubd la placa
durante 96 horas a 37°C en un incubador con el 5% de CO.. Entonces se fijaron las células con paraformaldehido y
se tifieron con tincion Hema 3 (n.° de cat. 122-911, Hema 3 Stain, Fisher Scientific, Hampton, NH). Se determino el
numero de fibrocitos por pocillo sumando el recuento de cinco campos diferentes por pocillo usando un microscopio
invertido. Se definieron los fibrocitos morfolégicamente como células adherentes con una conformacién de huso
alargada y la presencia de un nucleo ovalado. Los datos indican que o bien 25 o bien 50 ng/ml de M-CSF eran
suficientes para aumentar el numero de fibrocitos que se diferenciaban a partir de monocitos en ~50% en este
donador (figura 4). Experimentos posteriores usaron medios FibroLife complementados con 25 ng/ml de M-CSF
segun era necesario y tal como se define a continuacion.

Medios Fibrolife: (n.° de cat. LM-0001, Lifeline Cell Technology, Walkersville, MD) complementados con HEPES
10 mM (n.° de cat. H0887, Sigma-Aldrich), aminoacidos no esenciales 1 x (n.° de cat. M7145, Sigma-Aldrich),
piruvato de sodio 1 mM (n.° de cat. S8636, Sigma-Aldrich), glutamina 2 mM (n.° de cat. 25030-149, Invitrogen),
penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml (n.° de cat. P0781, Sigma-Aldrich), e ITS-3 (n.° de cat. 12771,
albumina sérica bovina 500 ug/ml, insulina 10 ug/ml, transferrina 5 ug/ml, selenito de sodio 5 ng/ml, acido linoleico
5 ug/ml y acido oleico 5 ug/ml; Sigma-Aldrich).
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En un experimento adicional, se purificaron PBMC o monocitos a partir de sangre completa y se cultivaron en
medios FibroLife complementados con diversas cantidades de SAP por ftriplicado (tal como se describio
anteriormente). Se incubd la placa durante 96 horas a 37°C en un incubador con el 5% de CO,. Entonces se fijaron
las células con paraformaldehido y se tifieron con tincion Hema 3 (n.° de cat. 122-911, Hema 3 Stain, Fisher
Scientific, Hampton, NH). Se determind el nimero de fibrocitos por pocillo sumando el recuento de cinco campos
diferentes por pocillo usando un microscopio invertido. Se determind que la concentracion minima de SAP necesaria
para proporcionar una inhibicion maxima de la diferenciacion en fibrocitos en este sistema era de 2 ug/ml (figura 5).
El nimero de fibrocitos disminuye al aumentar la concentracion de SAP en todos los donadores.
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REIVINDICACIONES

Polipéptido de amiloide P sérico (SAP) humano glicosilado que comprende una cadena de oligosacarido
con union en N, en el que al menos una ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de
acido sialico con union a.2,3.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 85% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la cadena de oligosacarido
con unién en N comprende un nicleo de pentasacarido de Man[(a1,6-)-(Man(a1,3)]-Man(1,4)-
GIcNACc(B1,4)-GlcNAc(B1,N)-Asn.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la
cadena de oligosacarido comprende al menos una ramificacion que tiene la estructura
NeuNAc2a.3Galp4GIcNAcB2Mana6.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el
polipéptido de SAP es un polipéptido recombinante.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 90% a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 95% a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 96% a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 98% a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en el 99% a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el
polipéptido es una proteina de fusion que comprende un dominio de SAP y uno o mas dominios
heterdlogos.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun la reivindicacion 12, en el que el uno o mas dominios
heterélogos potencian una o mas de estabilidad in vivo, semivida in vivo, captacién/administracion,
localizacioén o distribucion tisular, formacion de complejos proteicos y/o purificacion.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que el
polipéptido comprende uno o mas residuos de aminoacido modificados.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun la reivindicacion 14, en el que el uno o mas residuos de
aminoacido modificados comprenden un aminoacido pegilado, un aminoacido prenilado, un aminoacido
acetilado, un aminoacido biotinilado y/o un aminoacido conjugado con un agente de derivatizacién organico.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun la reivindicacion 15, en el que el uno o mas residuos de
aminoacido modificados potencian una o mas de estabilidad in vivo, semivida in Vvivo,
captacion/administracion, localizacion o distribucion tisular, formacion de complejos proteicos y/o
purificacion.

Preparacion farmacéutica adecuada para su uso en un mamifero que comprende el polipéptido de SAP
humano segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-16 y un portador farmacéuticamente aceptable.

Método de preparacion de un polipéptido de SAP humano que comprende una cadena de oligosacarido con
union en N, en el que al menos una ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de acido
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sialico con unién a2,3, comprendiendo el método:

i) expresar un polipéptido de SAP humano en una célula; y

ii) aislar el polipéptido de SAP humano de la célula.

Método segun la reivindicacion 18, en el que la célula es una célula CHO.

Método segun la reivindicacion 18 6 19, en el que el polipéptido de SAP es un polipéptido segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1-16.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,7 6 12a 16 o
método segun una cualquiera de las reivindicaciones 18-20, en el que todas las ramificaciones de la cadena
de oligosacarido terminan en restos de acido sialico con union a.2,3.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,7 6 12a 16 o
método segun una cualquiera de las reivindicaciones 18-20, en el que la cadena de oligosacarido esta
sustancialmente libre de restos de acido sialico con unién o.2,6.

Método segun la reivindicacion 18, que comprende ademas alterar quimica o enzimaticamente el
polipéptido de SAP aislado para producir p un polipéptido de SAP que tiene una cadena de oligosacarido
modificada.

Método segun la reivindicacion 23, en el que el proceso de alterar quimica o enzimaticamente el polipéptido
de SAP aislado elimina uno o mas restos de acido sialico con uniéon «2,6 terminales de la cadena de
oligosacarido.

Método segun la reivindicacion 24, en el que el proceso de alterar quimica o enzimaticamente el polipéptido
de SAP aislado sustituye uno o mas restos de acido sialico con unién a2,6 terminales en la cadena de
oligosacarido por uno o mas restos de acido sialico con unioén a.2,3.

Polipéptido de SAP humano glicosilado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-16 o método segun
una cualquiera de las reivindicaciones 18-25, en el que el polipéptido de SAP aislado tiene una Clsy para
inhibir la diferenciacién de monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de la mitad de la de una muestra
correspondiente de SAP silvestre aislado de suero humano.

Método de preparacion de un polipéptido de SAP humano, que comprende:

i) proporcionar un polipéptido de SAP humano glicosilado, en el que el polipéptido de SAP humano
glicosilado comprende una cadena de oligosacarido con unién en N; y

ii) alterar quimica o enzimaticamente la cadena de oligosacarido con unién en N del polipéptido de SAP
humano para producir un polipéptido de SAP humano glicosilado modificado, en el que al menos una
ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de acido sialico con unién o.2,3.

Método segun la reivindicacion 27, en el que el proceso de alterar quimica o enzimaticamente la cadena de
oligosacarido con unién en N del polipéptido de SAP elimina uno o mas restos de acido sialico con unién
a2,6 terminales de la cadena de oligosacarido.

Método segun la reivindicacion 27, en el que el proceso de alterar quimica o enzimaticamente la cadena de
oligosacarido con unién en N del polipéptido de SAP humano sustituye uno o mas restos de acido sialico
con unién a2,6 terminales en la cadena de oligosacarido por uno o mas restos de acido sialico con unién
a2,3.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 27-29, en el que la cadena de oligosacarido con unién
en N tiene al menos el 50% menos de restos de acido sialico con unién a.2,6 que una proteina SAP humana
silvestre aislada de suero humano.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 27-29, en el que la cadena de oligosacarido con unién
en N esta sustancialmente libre de restos de acido sialico con unién o.2,6.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 27-31, en el que todas las ramificaciones de la cadena
de oligosacarido terminan en restos de acido sialico con union a.2,3.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 27-32, en el que el polipéptido de SAP glicosilado
modificado tiene una Clso para inhibir la diferenciacién de monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de la
mitad de la de una muestra correspondiente de SAP silvestre aislado de suero humano.

Método de preparacion de un polipéptido de SAP humano, que comprende:
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i) proporcionar un polipéptido de SAP humano, y

ii) alterar quimica o enzimaticamente el polipéptido de SAP humano para producir un polipéptido de SAP
humano glicosilado que comprende un oligosacarido con unién en N, en el que al menos una ramificacion
de la cadena de oligosacarido termina en un resto de acido sialico con union o.2,3.

Polipéptido de SAP humano que comprende una cadena de oligosacarido con union en N, en el que al
menos una ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de acido sialico con unién 2,3
preparado mediante un procedimiento que comprende:

i) expresar un polipéptido de SAP en una célula CHO; y
ii) aislar el polipéptido de SAP de la célula.

Polipéptido de SAP humano segun la reivindicacion 35, en el que el polipéptido de SAP tiene una Clsy para
inhibir la diferenciacién de monocitos en fibrocitos in vitro que es menor de la mitad de la de una muestra
correspondiente de SAP silvestre aislado de suero humano.

Célula CHO que comprende un polipéptido de SAP humano que comprende una cadena de oligosacarido
con unioén en N, en la que al menos una ramificacion de la cadena de oligosacarido termina en un resto de
acido sialico con union a.2,3.

Polipéptido de SAP segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, para su uso en el tratamiento o la
prevencion de un estado o trastorno seleccionado de un trastorno inflamatorio, un trastorno fibrético o
fibroproliferativo, un trastorno de hipersensibilidad, un trastorno autoinmunitario o mucositis.
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