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DESCRIPCION
Oligosacaridos que comprenden un grupo aminoxi y conjugados de los mismos.

[0001] La descripcion se refiere generalmente a procedimientos para la sintesis de oligosacaridos que
comprenden un grupo aminoxi a partir de oligosacaridos que comprenden un grupo reactivo. En otra realizacion, la
invencion se refiere ademas a oligosacaridos que comprenden un grupo aminoxi. La descripcion también se refiere a
procedimientos para la conjugacion de oligosacaridos que comprenden un grupo aminoxi con proteinas, incluidas
glucoproteinas (como, por ejemplo, enzimas lisosdmicas) y a composiciones de conjugados de oligosacaridos y
proteinas, incluidos conjugados de oligosacaridos y glucoproteinas. Otra realizacion de la invencion se refiere a
procedimientos para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico mediante tales conjugados de
oligosacéridos y enzimas lisosémicas.

[0002] Los trastornos de almacenamiento lisosémico (LSD) son una clase de trastornos metabdlicos poco
frecuentes que comprenden mas de cuarenta enfermedades genéticas que suponen una deficiencia en la actividad
de las hidrolasas lisosdomicas. Una caracteristica distintiva de los LSD es la anormal acumulacién de metabolitos
lisos6micos, la cual conduce a la formacién de numerosos lisosomas dilatados.

[0003] Los LSD pueden tratarse por administracion de la version activa de la enzima deficiente en el paciente,
un procedimiento que se denomina tratamiento de sustitucion enzimatica (TSE). La enzima de sustitucion
administrada, que porta un resto de manosa-6-fosfato terminal (M6P), es absorbida por las células diana por
endocitosis mediada por un receptor de M6P independiente de cationes (CI-MPR) asociado a la superficie celular y
dirigida a los lisosomas

[0004] En general, las enzimas de sustitucién poco fosforiladas no son internalizadas por el receptor de M6P
en las superficies celulares y, por lo tanto, no pueden dirigirse a los lisosomas, en los que son funcionales. En
consecuencia, un bajo grado de fosforilacion de la manosa puede tener un efecto significativo y perjudicial en la
eficacia terapéutica de una enzima de sustitucion.

[0005] Por lo tanto, se han desarrollado procedimientos para aumentar el contenido de M6P de las enzimas
de sustitucion. Por ejemplo, la patente de los EE. UU. n° 7.001.994 describe un procedimiento para el acoplamiento
de oligosacaridos que comprenden M6P con glucoproteinas. Los oligosacaridos de las glucoproteinas se oxidan
primeramente con peryodato o galactosa-oxidasa para dar lugar a la formacién de grupos carbonilo, los cuales se
conjugan después quimicamente con un oligosacarido funcionalizado en el extremo reductor con un grupo reactivo
frente a carbonilo (como, por ejemplo, un grupo hidracina, hidrazida, aminoxi, tiosemicarbazida, semicarbazida o
amina) para producir un conjugado de oligosacérido y glucoproteina.

[0006] Mediante el procedimiento descrito anteriormente, se prepard un conjugado de la enzima lisosémica o-
glucosidasa (GAA) y un bis-M6P-oligosacérido y se encontré que era mas eficaz en la reduccion del glucégeno del
musculo esquelético y del musculo cardiaco que la GAA humana recombinante en un modelo murino de la
enfermedad de Pompe, una enfermedad muscular recesiva autosémica que resulta de una deficiencia metabdlica de
la GAAy se caracteriza por la acumulacién de glucégeno lisosémico.

[0007] El documento US 20050169941 desvela un conjugado que comprende un reactivo homofuncional o
heterofuncional con respecto a grupos aminoxi y una entidad elegida entre polisacaridos, oligosacaridos,
carbohidratos y moléculas que contienen carbohidratos con al menos un grupo carbonilo, para formar un
polisacéarido, un oligosacarido, un carbohidrato o una molécula que contiene carbohidratos funcionalizados por
medio de al menos un enlace oxima. ElI documento US 200220137125 desvela derivados de
manopiranosiloligosacaridos con un alto grado de fosforilacion que contienen manosa-6-fosfato (M6P) u otros
oligosacaridos que portan otras hexosas terminales. El documento US 20050048047 se refiere a la administracién
por via intratecal (IT) de una enzima recombinante para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico.

[0008] Los grupos aminoxi son grupos reactivos frente a carbonilo especialmente Utiles para las reacciones de
conjugacion descritas anteriormente, ya que los conjugados resultantes comprenden un enlace oxima relativamente
estable. Por lo tanto, se necesitan procedimientos para la preparacién de oligosacéaridos funcionalizados con grupos
aminoxi.

[0009] Por consiguiente, la presente invencion proporciona un conjugado de oligosacarido y enzima
lisosébmica que comprende (1) una enzima lisosémica, (2) un oligosacarido y (3) un grupo oxima que conecta la
enzima lisosémica y el oligosacarido, en que el oligosacarido es un oligosacarido de la formula VI:
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Formula VI
[0010] La invencion proporciona también un procedimiento para la preparacion del conjugado mediante el

acoplamiento de un oligosacérido a una enzima lisosémica que comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un grupo aminoxi;

(b) proporcionar una enzima lisosémica con al menos un grupo carbonilo; y

(c) hacer reaccionar el grupo aminoxi del oligosacérido con el, al menos un grupo carbonilo de la enzima lisosémica

y de este modo acoplar el oligosacérido a la enzima lisosémica, en que el oligosacarido que comprende un grupo
aminoxi es



ES 2417146 T3

'2°3P°

X

!

HO

OH

NH
-~ N2
HO N \E/\o
]
o]
HO
HO
H
[0011] La invencion proporciona ademas un procedimiento para la preparacion del conjugado mediante el

acoplamiento de un oligosacérido a una enzima lisosémica que comprende:
(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un grupo aminoxi;
(b) proporcionar una enzima lisosémica con al menos un grupo carbonilo; y
10 (c) hacer reaccionar el grupo aminoxi del oligosacérido con el, al menos un grupo carbonilo de la enzima lisosémica

y de este modo acoplar el oligosacérido a la enzima lisosémica, en que el oligosacarido que comprende un grupo
aminoxi es
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[0012] Por lo tanto, la presente descripcién proporciona procedimientos para la preparacion de oligosacaridos

que comprenden un grupo aminoxi. Estos procedimientos pueden aplicarse generalmente a una amplia gama de
oligosacéaridos protegidos y desprotegidos como, por ejemplo, oligosacéridos ramificados y sin ramificar y
fosforilados y sin fosforilar. En ciertas realizaciones, el oligosacéarido puede ser un disacarido, trisacarido,
tetrasacéarido, pentasacéarido, hexasacarido, heptasacarido o de mayor tamafio. En ciertas realizaciones, el
oligosacéarido comprende al menos un resto de M6P. En algunas realizaciones, el oligosacarido puede comprender
al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete restos de M6P terminales.

[0013] La descripcion proporciona un procedimiento para la preparacion de un oligosacéarido que comprende
un grupo aminoxi a partir de un oligosacarido que comprende un grupo reactivo. El procedimiento comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un primer grupo reactivo;
(b) proporcionar un compuesto aminoxi que comprende un grupo aminoxi y un segundo grupo reactivo; y

(c) hacer reaccionar el primer grupo reactivo del oligosacarido con el segundo grupo reactivo del compuesto aminoxi,
y de este modo preparar el oligosacarido que comprende un grupo aminoxi.

[0014] Los grupos reactivos primero y segundo pueden elegirse, por ejemplo, entre grupos hidrazina,
hidrazida, tiosemicarbazida, semicarbazida, amina, carboxilo, éster activado, haluro de acilo, azida de acilo, haluro
de alquilo, anhidrido, isotiocianato, isocianato y haluro de sulfonilo.

[0015] En algunas realizaciones, el compuesto aminoxi se elige entre compuestos de la formula II:

~Z7ON
H

Férmula Il

en la que Y es el segundo grupo reactivo, Z se elige entre alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo
y P se elige entre grupos protectores de aminas (como, por ejemplo, grupos protectores carbamato). Por ejemplo, en
algunas realizaciones, Y puede ser un carboxilo, éster activado, haluro de acilo (como por ejemplo, un fluoruro de
acilo o cloruro de acilo), azida de acilo, haluro de alquilo, anhidrido, isotiocianato, isocianato o haluro de sulfonilo
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(como, por ejemplo, un cloruro de sulfonilo o bromuro de sulfonilo). En otras realizaciones, Y puede ser, por ejemplo,
un grupo hidrazina, hidrazida, tiosemicarbazida, semicarbazida o amina.

[0016] En ciertas realizaciones, el compuesto aminoxi de la férmula Il se elige entre compuestos de la formula
1

Y ,OL _P
Ry

N
H

Férmula 11l

en la que Y es el segundo grupo reactivo, n se elige entre nimeros enteros en el intervalo de 1 a 10 y P se elige
entre grupos protectores de aminas.

[0017] En ciertas realizaciones, el compuesto aminoxi comprende un grupo protector de aminas y el
procedimiento comprende ademdas una etapa (d) de desproteccion del oligosacarido que comprende un grupo
aminoxi.

[0018] La descripcion proporciona ademéas un oligosacérido que comprende (1) un grupo aminoxi y (2)
manosa-6-fosfato. En algunas realizaciones, este oligosacarido se prepara por los procedimientos descritos
anteriormente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la realizacion proporciona un oligosacéarido que comprende un
grupo aminoxi de la formula IV:

NH

Féormula IV

en la que my p se eligen independientemente entre nUmeros enteros en el intervalo de 1 a 10.

[0019] En otra realizacion, la invencion proporciona un oligosacarido de la formula V:
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H

Férmula V

[0020] En otra realizacién, la descripcion proporciona procedimientos para el acoplamiento de un
oligosacérido a una proteina. En una realizacion, el procedimiento comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un grupo aminoxi;
(b) proporcionar una proteina con al menos un grupo carbonilo; y

(c) hacer reaccionar el grupo aminoxi del oligosacéarido con el, al menos un grupo carbonilo de la proteina y de este
modo acoplar el oligosacarido a la proteina.

[0021] En otras realizaciones, la descripcién proporciona ademdas un conjugado de oligosacérido y proteina
que comprende (1) una proteina, (2) un oligosacarido y (3) un grupo oxima que conecta la proteina y el
oligosacarido. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la descripcién proporciona un conjugado de oligosacarido y
proteina preparado por los procedimientos desvelados anteriormente. En ciertas realizaciones, el conjugado de
oligosacarido y proteina es un conjugado de oligosacarido y glucoproteina. En ciertas realizaciones, el conjugado de
oligosacarido y glucoproteina es el conjugado de un oligosacarido que comprende al menos un resto de M6P y una
enzima lisos6mica como, por ejemplo, una hidrolasa lisosdmica. En algunas realizaciones, la invencién proporciona
composiciones farmacéuticas que comprenden un conjugado de oligosacarido y proteina de la invencion.

[0022] Otra realizacion de la descripcidn proporciona procedimientos para el tratamiento de un trastorno de
almacenamiento lisosémico como, por ejemplo, aquellos desvelados en la tabla 1. En algunas realizaciones, los
procedimientos comprenden la administracion a un mamifero de un conjugado de oligosacarido y proteina de la
invencion, en que el oligosacéarido comprende al menos un resto de M6P y la glucoproteina es una hidrolasa
lisosémica. La invencion proporciona ademas un conjugado de la invencion para uso en el tratamiento de un
trastorno de almacenamiento lisosémico en un sujeto que lo necesita y en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de un trastorno de almacenamiento lisosémico.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0023] La figura 1 es un esquema de reaccion que representa una realizacién ilustrativa de los procedimientos
de la descripcién. El oligosacarido 1, que tiene un primer grupo reactivo (un grupo hidrazida), se hace reaccionar con un
compuesto aminoxi 2 en presencia del catalizador 3-hidroxi-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona (DHBt-OH) para producir el
oligosacarido 3. A continuacién, el grupo protector de aminas terc-butiloxicarbonilo (t-Boc) del oligosacarido 3 se elimina
con acido trifluoroacético/diclorometano (TFA/DCM) al 50% para producir el oligosacarido 4.
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[0024] La figura 2 representa los resultados de una serie de cromatografias en gel de intermedios del
esquema de sintesis descrito en la figura 1. La figura 2A es el resultado de una cromatografia analitica en un
aparato Dionex del oligosacarido de partida 1. La figura 2B es el resultado de una cromatografia analitica en un
aparato Dionex del oligosacarido 3. La figura 2C es el resultado de una cromatografia analitica en un aparato Dionex
del oligosacarido 4.

[0025] La figura 3A es un espectro de masas del oligosacarido 1 (peso molecular calculado = 1.250; peso
molecular calculado de la sal de sodio = 1.338). La figura 3B es un espectro de masas del oligosacarido 4 (peso
molecular calculado = 1.323; peso molecular calculado de la sal de sodio = 1.411).

[0026] La figura 4 es un esquema de reaccion que representa una realizacion ilustrativa de los procedimientos
de la descripcion de la invencion. El oligosacarido 5, que tiene un primer grupo reactivo (un grupo carboxilo), se hace
reaccionar con un compuesto aminoxi 6 en presencia del agente de acoplamiento 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y el catalizador N-hidroxisuccinimida (NHS), para producir el oligosacérido 3
que contiene un grupo aminoxi. A continuacion, el grupo protector de aminas Boc del oligosacéarido 3 se elimina con
TFA/DCM al 50% para producir el oligosacérido 4.

I. Preparacion de un oligosacéarido que comprende un grupo aminoxi
A. Oligosacérido que comprende un grupo reactivo

[0027] Los procedimientos de la descripcion pueden aplicarse a una amplia gama de oligosacéaridos que
comprenden un grupo reactivo. Segun se usa en este documento, un oligosacéarido se refiere a un disacérido,
trisacéarido, tatrasacarido, pentasacéarido, hexasacarido, heptasacéarido o oligosacérido de mayor tamafio (como, por
ejemplo, un oligosacarido que comprende 2-50, 2-10, 8-25 o 8-50 unidades de sacéridos). Por consiguiente, en
diversas realizaciones, un oligosacarido puede ser, por ejemplo, un disacérido, un trisacérido, un tetrasacarido, un
pentasacérido, un hexasacarido, un heptasacéarido o un oligosacarido de mayor tamafio. Un oligosacéarido puede
tener una estructura con una, dos, tres, cuatro o cinco antenas. Un oligosacarido puede comprender ninguno, uno,
dos, tres, cuatro o0 mas puntos de ramificacion.

[0028] En algunas realizaciones, el grupo reactivo en el oligosacarido, que también se denomina primer grupo
reactivo, puede ser, por ejemplo, un grupo hidrazina, un grupo hidrazida, un grupo semicarbazida, un grupo
tiosemicarbazida o un grupo amina. En algunas realizaciones, el primer grupo reactivo puede ser, por ejemplo, un
grupo carboxilo, éster (como, por ejemplo, un éster activado), haluro de acilo (como, por ejemplo, fluoruro de acilo o
cloruro de acilo), azida de acilo, haluro de alquilo, anhidrido, isotiocianato, isocianato o haluro de sulfonilo (como, por
ejemplo, cloruro de sulfonilo o bromuro de sulfonilo).

[0029] El primer grupo reactivo puede conectarse al extremo reductor del oligosacarido o puede localizarse en
cualquier punto del oligosacarido. En algunas realizaciones, el primer grupo reactivo puede conectarse a través de
uno o mas enlazantes con el oligosacérido. Un enlazante, segin se usa en este documento, puede elegirse, por
ejemplo, entre una combinacion de grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo, aciloxi, alcoxi,
ariloxi y heterocicliloxi opcionalmente sustituidos. Un enlazante puede estar interrumpido o terminado por uno o mas
heteroatomos como, por ejemplo, nitrégeno, azufre y oxigeno. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un enlazante
puede comprender uno 0 mas grupos éter, éster o amida.

[0030] Cualquier grupo quimico del enlazante (como, por ejemplo, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,
heteroarilo, heterociclilo, aciloxi, alcoxi, ariloxi y heterocicliloxi) puede estar sustituido o sin sustituir, a menos que se
indique lo contrario. Los sustituyentes pueden elegirse, por ejemplo, entre acilo, acilamino, aciloxi, alquenilo, alcoxi,
alquilo, alquinilo, amido, amino, aril, ariloxi, azido, carbamoilo, carboalcoxi, carboxi, ciano, cicloalquilo, formilo,
guanidino, halo, heteroarilo, heterociclilo, hidroxi, iminoamino, nitro, oxo, fosfonamino, sulfinilo, sulfonamino,
sulfonato, sulfonilo, tio, tioacilamino, tioureido y ureido. A su vez, los sustituyentes pueden estar sustituidos o sin
sustituir y pueden estar interrumpidos o terminados por uno o mas heteroatomos como, por ejemplo, nitrégeno,
azufre y oxigeno.

[0031] En algunas realizaciones, un oligosacéarido puede comprender al menos un grupo protector. El término
“grupo protector” se refiere a cualquier sustituyente que puede usarse para impedir que un grupo funcional (como,
por ejemplo, un grupo amina, un grupo carboxilo, un grupo hidroxilo, un grupo hidrazina, un grupo hidrazida, un
grupo semicarbazida o un grupo tiosemicarbazida) en una molécula reaccione quimicamente mientras tiene lugar un
cambio quimico en otra parte de la molécula. Un grupo protector puede eliminarse en las condiciones quimicas
apropiadas. Los expertos en la técnica conocen numerosos grupos protectores y ejemplos de grupos protectores,
procedimientos para su adicion y procedimientos para su eliminacion pueden encontrarse, por ejemplo, en Greene y
col., Protective Groups in Organic Synthesis, 3% edicién, John Wiley and Sons: Nueva York, EE. UU., 1999 y
Kocienski, Protecting Groups, 3% edicion, Georg Thieme Verlag: Stutttgart, Alemania, 2005, cuyas descripciones se
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incorporan en este documento por referencia. En ciertas realizaciones, el oligosacarido puede comprender al menos
un grupo protector elegido entre grupos protectores de hidroxilos, grupos protectores de carboxilos y grupos
protectores de aminas. En otras realizaciones, un oligosacarido puede estar “desprotegido” y puede no comprender
ningln grupo protector.

[0032] Un oligosacarido puede aislarse de una fuente natural o puede prepararse por sintesis quimica o
enzimatica. Un oligosacarido aislado de una fuente natural puede ser homogéneo o puede ser una mezcla
heterogénea de oligosacéridos relacionados. En algunas realizaciones, un oligosacarido puede prepararse por
modificacién quimica o enzimatica de un oligosacarido aislado de una fuente natural (“semisintesis”). En algunas
realizaciones, el oligosacarido puede ser un oligosacarido sintético con la estructura quimica de un oligosacarido de
origen natural.

[0033] En algunas realizaciones, un oligosacéarido puede comprender un monosacarido que es reconocido por
un receptor concreto. El monosacéarido reconocido por un receptor concreto puede elegirse, por ejemplo, entre un
resto de galactosa, GalNAc, manosa, M6P, glucosa, GIcNAc, &cido sidlico o &cido sidlico sulfatado. En algunas
realizaciones, un oligosacarido puede comprender al menos un resto de M6P, como, por ejemplo, uno, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nuevo o diez restos de M6P.

[0034] En algunas realizaciones, el monosacéarido reconocido por un receptor concreto puede ser un
penultimo monosacarido o un monosacarido terminal. El algunas realizaciones, el monosacérido reconocido por un
receptor concreto puede ser un resto de galactosa, manosa, M6P, glucosa, GIcNAc o acido sidlico terminal. En
algunas realizaciones, un oligosacéarido puede contener al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete restos de
M6P terminales.

[0035] En ciertas realizaciones, el oligosacérido que comprende un grupo reactivo puede ser un hexasacarido
que contiene M6P de la formula la:

Hi
H g OH YO
H
H
Formula la
[0036] El oligosacarido de la férmula la puede describirse como butirilhidrazino-4-il-6-O-fosfono-a-D-

manopiranosil-(1—2)-a-D-manopiranosil-(1—6)-a-D-manopiranosil-(1—6)-[6-O-fosfono--a-D-manopiranosil-(1—2)-a-
D-manopiranosil-(1—3)]-B-D-manopirandsido.

[0037] En ciertas realizaciones, el oligosacarido que comprende un grupo reactivo puede ser un hexasacarido
que contiene M6P de la formula Ib:
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Férmula Ib

B. Compuesto aminoxi

[0038] Segun se usa en este documento, un compuesto aminoxi puede ser cualquier compuesto que
comprende un grupo aminoxi y un segundo grupo reactivo, en que el segundo grupo reactivo puede reaccionar con
un primer grupo reactivo en un oligosacarido para formar un enlace covalente. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el segundo grupo reactivo puede ser un grupo carboxilo, éster (como, por ejemplo, un éster activado),
haluro de acilo (como, por ejemplo, un fluoruro de acilo o cloruro de acilo), azida de acilo, anhidrido, isotiocianato,
isocianato o haluro de sulfonilo (como, por ejemplo, un cloruro de sulfonilo o bromuro de sulfonilo). En otras
realizaciones, el segundo grupo reactivo puede ser, por ejemplo, un grupo hidrazina, un grupo hidrazida, un grupo
semicarbazida, un grupo tiosemicarbazida o un grupo amina.

[0039] En ciertas realizaciones, el nitrdgeno del grupo aminoxi del compuesto aminoxi esta protegido con un
grupo protector de aminas. Los expertos en la técnica conocen numerosos grupos protectores de aminas y ejemplos
de grupos protectores de aminas, procedimientos para su adicion y procedimientos para su eliminacién pueden
encontrarse en las pags. 494-653 de Greene y col., Protective Groups in Organic Synthesis, 3% edicion, John Wiley
and Sons: Nueva York, EE. UU., 1999; el capitulo 8 de Kocienski, Protecting Groups, 3? edicién, Georg Thieme
Verlag: Sttutgart, Alemania, 2005; Bodanszky, Principles of Peptide Synthesis, Springer Verlag: Nueva York, EE.
UU., 1993; Lloyd-Williams y col., Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and Proteins, CRC Press: Boca
Raton, FL, EE. UU., 1997; y Stewart y col.,, Solid Phase Peptide Synthesis, 22 edicién, Pierce Chemical Co.:
Rockford, IL, EE. UU., 1984, cuyas invenciones se incorporan en este documento por referencia.

[0040] En algunas realizaciones, el compuesto aminoxi se elige entre compuestos de la formula II:
Y\ /o\ /P
Z N
H

Férmula Il

en la que Y es el segundo grupo reactivo, Z se elige entre alquilo, alquenilo, alquinilo, heteroarilo, arilo y heterociclilo
y P se elige entre grupos protectores de aminas.
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[0041] Segun se usa en este documento, cualquier grupo quimico en el compuesto aminoxi (como, por
ejemplo, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo, aciloxi, alcoxi, ariloxi y heterocicliloxi) puede estar
sustituido o sin sustituir y puede estar interrumpido por uno 0 mas grupos quimicos, a menos que se indique lo
contrario. Los sustituyentes y los grupos quimicos de interrupcion pueden elegirse, por ejemplo, entre acilo,
acilamino, aciloxi, alquenilo, alcoxi, alquilo, alquinilo, amido, amino, arilo, ariloxi, azido, carbamoilo, carboalcoxi,
carboxi, ciano, cicloalquilo, formilo, guanidino, halo, heteroarilo, heterociclilo, hidroxi, iminoamino, nitro, oxo,
fosfonamino, sulfinilo, sulfonamino, sulfonato, sulfonilo, tio, tioacilamino, tioureido y ureido. A su vez, los
sustituyentes pueden estar sustituidos o sin sustituir y pueden estar interrumpidos o terminados por uno 0 mas
heteroatomos como, por ejemplo, nitrégeno, azufre y oxigeno.

[0042] En ciertas realizaciones, Y puede elegirse, por ejemplo, entre:
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(h) °c

en que X se elige entre halégenos, azida, aciloxi, alcoxi, ariloxi, heteroariloxi y heterocicliloxi.
5 [0043] En ciertas realizaciones, el compuesto aminoxi es un éster activado. Segun se usa en este documento,
un éster activado es un éster que reacciona para formar un enlace amida en condiciones suaves. En general, un

éster activado es un éster de un alcohol relativamente acido. En ciertas realizaciones, el compuesto aminoxi de la
férmula Il es un éster activado de la formula

o)

10

y X se elige entre alcoxi, ariloxi, heteroariloxi y heterocicliloxi. Por ejemplo, X puede elegirse entre:

13



ES 2417146 T3

_
o
S
-

14



ES 2417146 T3



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2417146 T3

Lo ol

Ne |
0) 2l

[0044] En otras realizaciones, Y se elige, por ejemplo, entre grupos hidrazida, hidrazina, tiosemicarbazida,
semicarbazida y amina.

[0045] En algunas realizaciones, Z puede comprender, por ejemplo, un grupo carbonilo, éter, éster o amida.
En algunas realizaciones, Z puede ser, por ejemplo, un alquilo interrumpido por uno o mas heterodtomos, como un
oligoetilenglicol. Por ejemplo, Z puede ser monoetilenglicol, dietilenglicol, trietilenglicol, tetraetilenglicol o un
oligoetilenglicol de mayor tamafio.

[0046] En algunas realizaciones, Z puede ser, por ejemplo, un alquilo sustituido con oxo e interrumpido por
uno o mas heteroatomos, como un oligopéptido. Por ejemplo, el oligopéptido puede comprender uno, dos, tres,
cuatro, cinco, seis 0 mas componentes aminoacidos. Los aminoacidos pueden ser, por ejemplo, a-aminoacidos, -
aminoacidos, y-aminoacidos, 6-aminoacidos y w-aminoacidos. Un aminoacido puede tener quiralidad R o S en
cualquier atomo quiral. Un aminoacido puede elegirse, por ejemplo, entre alanina, B-alanina, acido a-aminoadipico,
acido 2-aminobutanoico, acido 4-aminobutanoico, acido 1l-aminociclopentanocarboxilico, acido 6-aminohexanoico,
acido 2-aminoheptanodioico, acido 7-aminoheptanoico, &cido 2-aminoisobutirico, acido aminometilpirrolcarboxilico,
acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico, acido aminopiperidincarboxilico, acido 3-aminopropiénico, aminoserina, acido
aminotetrahidropirano-4-carboxilico, arginina, asparragina, acido aspartico, &cido azetidinocarboxilico,
benzotiazolilalanina, butilglicina, carnitina, 4-clorofenilalanina, citrulina, ciclohexilalanina, ciclohexilestatina, cisteina,
acido 2,4-diaminobutanoico, acido 2,3-diaminopropiénico, dihidroxifenilalanina, acido dimetiltiazolidinocarboxilico,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, hornoserina, hidroxiprolina, isoleucina, acido isonipecotico, leucina,
lisina, metanoprolina, metionina, norleucina, norvalina, ornitina, a4cido p-aminobenzoico, penicilamina, fenilalanina,
fenilglicina, piperidinilalanina, piperidinilglicina, prolina, pirrolidinilalanina, sarcosina, selenocisteina, serina, estatina,
tetrahidropiranoglicina, tienilalanina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, aloisoleucina, alotreonina, acido 2,6-
diamino-4-hexanoico, &cido 2,6-diaminopimélico, acido 2,3-diaminopropidnico, dicarboxidina, homoarginina,
homocitrulina, homocisteina, homocistina, homofenilalanina, homoprolina y acido 4-hidrazinobenzoico.

[0047] P puede elegirse entre los grupos protectores de aminas conocidos por los expertos en la técnica. En
algunas realizaciones, P puede ser un grupo protector carbamato como, por ejemplo, un grupo carbamato de 9-
fluorenilmetilo (Fmoc), carbamato de terc-butilo (t-Boc), carbamato de tricloroetilo (Troc) o carbamato de alilo (Alloc).
En otras realizaciones, P puede ser un grupo protector distinto de un carbamato como, por ejemplo, un grupo
protector amida como un grupo protector ftalamida o trifluoroacetamida.

[0048] En algunas realizaciones, el compuesto aminoxi de la formula Il se elige entre los compuestos de la
férmula lIl:

) ORI
T

N
H

Férmula lll
en la que Y y P son segln se desvela anteriormente y n se elige entre nimeros enteros en el intervalo de 1 a 10.

[0049] En ciertas realizaciones, n puede elegirse entre nUmeros enteros en los intervalos siguientes: 1-4, 2-6,
2-8, 3-6 y 4-10. En realizaciones ilustrativas, n es 1.

[0050] En una realizacion ilustrativa, el compuesto aminoxi es el éster tetrafluorofenilico del acido t-Boc-
aminoxiacético, cuya estructura se representa a continuacion.
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[0051] En otra realizacion ilustrativa, el compuesto aminoxi tiene la estructura representada a continuacion.

N iy
H,N *cf)(\o \([)(o\ﬁ

C. Procedimientos para la preparacion de un oligosacarido que comprende un grupo aminoxi

[0052] En otra realizacion, la descripcion proporciona un procedimiento para la preparacion de un
oligosacéarido que comprende un grupo aminoxi a partir de un oligosacarido que comprende un grupo reactivo. El
procedimiento comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un primer grupo reactivo;
(b) proporcionar un compuesto aminoxi que comprende un segundo grupo reactivo; y

(c) hacer reaccionar el primer grupo reactivo del oligosacéarido con el segundo grupo reactivo del compuesto aminoxi
y de este modo preparar el oligosacarido que comprende un grupo aminoxi.

[0053] EI oligosacarido que comprende un primer compuesto reactivo puede ser, por ejemplo, cualquier
oligosacéarido que comprende un grupo reactivo, segun se describe anteriormente. En ejemplos ilustrativos, el
oligosacéarido que comprende un primer grupo reactivo es un oligosacarido de la formula la o un oligosacérido de la
férmula Ib. El compuesto aminoxi que comprende un segundo grupo reactivo puede ser cualquier compuesto
aminoxi que comprende un grupo reactivo, segun se describe anteriormente.

[0054] Los términos “primer grupo reactivo” y “segundo grupo reactivo”, segun se usan en este documento, no
denotan ninguna secuencia experimental concreta. Es decir, en la etapa (c), la reaccién del primer grupo reactivo del
oligosacérido con el segundo grupo reactivo del compuesto aminoxi puede llevarse a cabo con cualquier orden de
adicion de los reactantes. Por ejemplo, el oligosacarido que contiene un primer grupo reactivo puede afadirse al
compuesto aminoxi que comprende el segundo grupo reactivo o viceversa. En otro ejemplo, el oligosacérido y el
compuesto aminoxi pueden afiadirse simultaneamente a un recipiente de reaccion.

[0055] La etapa (c) puede tener lugar en cualquiera de las condiciones adecuadas (por ejemplo, de disolvente y
temperatura) conocidas por los expertos en la técnica. En ciertas realizaciones puede haber uno 0 mas reactivos
adicionales, como, por ejemplo, reactivos de acoplamiento y catalizadores, presentes durante la etapa (c). Un
reactivo de acoplamiento, segln se usa en este documento, es un reactivo que puede usarse para formar un enlace
covalente entre el primer grupo reactivo y el segundo grupo reactivo.

[0056] En algunas realizaciones, como, por ejemplo, cuando el primero o el segundo grupo reactivo es un grupo
carboxilo, las condiciones de reaccion pueden comprender un reactivo de acoplamiento. Los reactivos de
acoplamiento pueden elegirse, por ejemplo, entre reactivos de acoplamiento de fosfonio como, por ejemplo, BOP
(hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfonio), PyBOP® (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-
iloxitrispirrolidinofosfonio) y PyBroP® (hexafluorofosfato de bromotrispirrolidinofosfonio) y reactivos de acoplamiento
de aminio (uronio) como, por ejemplo, HBTU (hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio),
HATU (hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il),1,1,3,3-tetrametiluronio), TBTU (tetrafluoroborato de 2-
(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio). Los reactivos de acoplamiento pueden elegirse también, por ejemplo,
entre reactivos de acoplamiento de carbodiimida como, por ejemplo DIC (1,3-diisopropilcarbodiimida), CDI (1,1’-
carbonildiimidazol) y EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida). Por ejemplo, en algunos ejemplos ilustrativos,
el reactivo de acoplamiento es EDC. En ciertas realizaciones, las condiciones de reaccion comprenden a la vez un
reactivo de acoplamiento y un catalizador.

[0057] En ciertas realizaciones, las condiciones de reaccidon pueden comprender un catalizador. El catalizador
puede elegirse entre cualquier catalizador adecuado conocido por los expertos en la técnica como, por ejemplo,
DHBt-OH (3-hidroxi-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona), HOBt (N-hidroxibenzotriazol), DMAP (4-dimetilaminopiridina),
NHS (N-hidroxisuccinimida), N-hidroxisulfosuccinimida, HONB (N-hidroxi-5-norbonenoendo-2,3-dicarboximida) o una
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sal de tetrabutilamonio como, por ejemplo, TBAI (yoduro de tetrabutilamonio). En algunos ejemplos ilustrativos, las
condiciones de reaccion comprenden el catalizador DHBt-OH o el catalizador NHS.

[0058] En algunas realizaciones, la etapa (c) de reaccion del primer grupo reactivo del oligosacarido con el
segundo grupo reactivo del compuesto aminoxi resulta en la formaciéon de un enlace amida. Las condiciones
adecuadas para la formacién de un enlace amida son bien conocidas por los expertos en la técnica y se describen,
por ejemplo, en Chan y col., eds., Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach, Oxford University
Press: Nueva York, EE. UU., 2000; Bodanszky, Principles of Peptide Synthesis, Springer Verlag: Nueva York, EE.
UU., 1993; Lloyd-Williams y col., Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and Proteins, CRC Press: Boca
Raton, FL, EE. UU., 1997; y en el catalogo de Novabiochem® (San Diego, CA, EE. UU.).

[0059] En ciertas realizaciones, el compuesto aminoxi comprende un grupo protector de aminas y el procedimiento
comprende una etapa adicional (d) de desproteccion del oligosacarido que comprende un grupo aminoxi para
eliminar el grupo protector de aminas. La desproteccién puede tener lugar en cualquiera de las condiciones
adecuadas conocidas por los expertos en la técnica como, por ejemplo, aquellas expuestas en las pags. 494-653 de
Greene y col., Protective Groups in Organic Synthesis, 3% edicion, John Wiley and Sons: Nueva York, EE. UU., 1999
y Kocienski, Protecting Groups, 3% edicién, Georg Thieme Verlag: Stuttgart, Alemania, 2005, cuyas invenciones se
incorporan en este documento por referencia.

[0060] Una realizacion ilustrativa del procedimiento de la descripcién proporciona un procedimiento para la
preparacion de un oligosacérido que contiene M6P y comprende un grupo aminoxi. El procedimiento comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un primer grupo reactivo, en que el oligosacarido es

H
H -

(b) proporcionar un compuesto aminoxi que comprende un segundo grupo reactivo, en que el compuesto aminoxi se
elige entre compuestos de la férmula lIl:

Y- o. P
\H’,,g

Férmula 11l

en la que n se elige entre niUmeros enteros en el intervalo de 1 a 10, P se elige entre grupos protectores de aminas e
Y es un segundo grupo reactivo; y
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(c) hacer reaccionar el primer grupo reactivo del oligosacarido con el segundo grupo reactivo del compuesto aminoxi
y de este modo preparar el oligosacarido que comprende un grupo aminoxi.

[0061] En ciertas realizaciones, Y en la féormula lll es

en que X se elige entre hidroxi, ariloxi, heteroariloxi y heterocicliloxi. Por ejemplo, en ciertas realizaciones ilustrativas,
Xes

[0062] En realizaciones ilustrativas, el compuesto aminoxi es

peass ey

En ciertas realizaciones, el primer grupo reactivo del oligosacarido puede hacerse reaccionar con el segundo grupo
reactivo del compuesto aminoxi en presencia de un agente de acoplamiento como, por ejemplo, EDC y/o un
catalizador como, por ejemplo DHBt-OH.

[0063] Otra realizacion ilustrativa del procedimiento de la descripcion comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un primer grupo reactivo, en que el oligosacarido es
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HO

H OH

PO’Z-

(b) proporcionar un compuesto aminoxi que comprende un segundo grupo reactivo, en que el compuesto aminoxi se
elige entre compuestos de la férmula IIl:

Foérmula Il

en la que n se elige entre nimeros enteros en el intervalo de 1 a 10, P se elige entre grupos protectores de aminas e
Y es un segundo grupo reactivo; y

(c) hacer reaccionar el primer grupo reactivo del oligosacéarido con el segundo grupo reactivo del compuesto aminoxi
y de este modo preparar el oligosacarido que comprende un grupo aminoxi.

[0064] En ciertas realizaciones, Y en la férmula Ill es un grupo hidrazina, hidrazida, aminoxi, tiosemicarbamida,
semicarbamida o amina. En ciertas realizaciones, Y en la formula Il es

HzN'NYE‘

o}

[0065] En realizaciones ilustrativas, el compuesto aminoxi es

HzN,n O,NYOK
Ty

En ciertas realizaciones, el primer grupo reactivo del oligosacéarido puede hacerse reaccionar con el segundo grupo
reactivo del compuesto aminoxi en presencia de un agente de acoplamiento como, por ejemplo, EDC y/o un
catalizador como, por ejemplo NHS.
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Il. Oligosacaridos que comprenden un grupo aminoxi

[0066] La presente descripcién proporciona también oligosacaridos que comprenden un grupo aminoxi. En
algunas realizaciones, la descripcion proporciona oligosacaridos que comprenden un grupo aminoxi preparado por
los procedimientos desvelados anteriormente. El oligosacarido que comprende un grupo aminoxi puede comprender,
por ejemplo, al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas monosacaridos, incluidos, por ejemplo al menos un resto
de galactosa, GalNAc, manosa, M6P, glucosa, GIcNAc, acido sialico o acido sialico sulfatado. Un oligosacarido tal
puede tener una estructura con una, dos, tres, cuatro o cinco antenas. Un oligosacarido puede comprender ninguno,
uno, dos, tres, cuatro o mas puntos de ramificacion.

[0067] En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona un oligosacarido que comprende (1) un
grupo aminoxi y (2) manosa-6-fosfato. En algunas realizaciones, el oligosacarido que comprende un grupo aminoxi
puede comprender al menos uno, dos, tres, cuatro o0 mas restos de M6P terminales o penultimos.

[0068] En ciertas realizaciones de la presente invencion, los oligosacaridos que comprenden un grupo aminoxi se
eligen entre oligosacaridos de la formula 1V:

o

Férmula IV

en la que m y p se eligen independientemente entre nimeros enteros en el intervalo de 1 a 10. Por ejemplo, en
ciertas realizaciones, m y p pueden elegirse independientemente entre nimeros enteros seleccionados de los
intervalos siguientes: 1-4, 2-6, 2-8, 3-6 y 4-10. En ejemplos ilustrativos, mes 3y p es 1.

[0069] En otras realizaciones, el grupo aminoxi esta directamente enlazado al extremo reductor del oligosacarido.

Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente invencion, el oligosacarido que comprende un grupo aminoxi
puede ser un oligosacarido de la férmula V:
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Férmula V

Ill. Conjugacién de un oligosacarido que comprende un grupo aminoxi con una proteina
A. Oligosacérido

[0070] El oligosacéarido que ha de conjugarse con una proteina puede elegirse entre cualquier oligosacéarido que
comprende un grupo reactivo, segun se discute anteriormente, y cualquier oligosacérido que comprende un grupo
aminoxi, segun se discute anteriormente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el oligosacarido que ha de
conjugarse puede ser un oligosacarido de la férmula Ia, la férmula Ib, la férmula IV o la férmula V.

B. Proteina

[0071] Los procedimientos de conjugacion descritos en este documento pueden aplicarse ampliamente a cualquier
proteina pura, proteina parcialmente purificada o fragmento de estas con al menos un grupo carbonilo (en que el
grupo carbonilo es una cetona o un aldehido), incluidas proteinas aisladas y proteinas producidas de manera
recombinante o sintética. Los términos “pura”, “purificada” y “aislada” se refieren a una molécula que no contiene
sustancialmente nada de su entorno natural. Por ejemplo, una proteina pura no contiene sustancialmente material
celular ni/u otras proteinas de la fuente de células o tejido de la que se deriva. El término se refiere a preparaciones
de una pureza, por ejemplo, de al menos el 70% al 80%, el 80% al 90%, el 90 al 95%; o al menos del 95%, 96%,

97%, 98%, 99% o el 100% (p/p).

[0072] En otras realizaciones, la proteina puede ser una enzima que tiene una actividad 6ptima, seguin se mide por
un ensayo de actividad, a un pH en el intervalo de 1-7 como, por ejemplo, 1-3, 2-5, 3-6, 4-5, 5-6 0 4-6. Por ejemplo,
la enzima puede tener un 6ptimo de pH a un pH en el intervalo de 4-6.

[0073] En algunas realizaciones, la proteina puede ser una enzima con un punto isoeléctrico (pi) en el intervalo de
1 a 8 como, por ejemplo, de 1-3, 2-5, 3-8, 4-5, 5-6, 4-6, 5-8, 6-8 0 7-8. El pi de una proteina puede medirse, por
ejemplo, mediante electroforesis de isoelectroenfoque en gel.

[0074] En algunas realizaciones, la proteina que contiene un grupo carbonilo se obtiene mediante el uso de un
sistema de expresion con un cédigo genético ampliado, segin se describe en Wang y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 100: 56-61 (2003). En tal caso, el grupo carbonilo puede localizarse en la cadena lateral de un aminoécido,
segun se traduce.
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[0075] En ciertas realizaciones, la proteina con al menos un grupo carbonilo es una proteina que tiene al menos
un oligosacarido (es decir, una glucoproteina). Por ejemplo, una glucoproteina con al menos un grupo carbonilo
puede obtenerse por oxidacion de esta glucoproteina de cualquier manera conocida por los expertos en la técnica.
En algunas realizaciones, por ejemplo, una glucoproteina con al menos un grupo carbonilo puede obtenerse por
oxidacion de esta glucoproteina con peryodato (por ejemplo, peryodato de sodio) o con galactosa-oxidasa. En tal
caso, el grupo carbonilo puede localizarse en un sitio de glucosilacion de la proteina.

[0076] En ciertas realizaciones, la proteina con al menos un grupo carbonilo es una glucoproteina, como una
glucoproteina terapéutica. Una glucoproteina terapéutica puede dirigirse especificamente a los lisosomas por
conjugaciéon con un oligosacarido que comprende manosa-6-fosfato. Por ejemplo, la glucoproteina puede ser una
enzima lisosémica, incluida una enzima de TSE. La enzima puede ser una hidrolasa lisos6mica, incluidas las listadas
en la tabla 1. En ciertas realizaciones, la hidrolasa lisosomica se elige, por ejemplo, entre a-glucosidasa, a-
galactosidasa A y esfingomielinasa acida. En ciertas realizaciones, la hidrolasa lisosémica es GAA.

Tabla 1: Ejemplos de LSD e hidrolasas lisosémicas correspondientes

Trastorno de almacenamiento lisosémico Enzima defectuosa

Fabry a-galactosidasa A

Farber ceramidasa &cida

Fucosidosis a-L-fucosidasa &cida

Gaucher de tipos 1,2y 3 B-glucosidasa &cida

Gangliosidosis Gm1 B-galactosidasa acida

Hunter (mucopolisacaridosis (MPS) 1) iduronato-2-sulfatasa

Hurler-Scheie, Hurler, Scheie (MPS 1) a-L-iduronidasa

Krabbe galactocerebrosidasa

a-manosidosis a-manosidasa 4cida

B-manosidosis B-manosidasa acida

Maroteaux-Lamy (MPS VI) arilsulfatasa B

Leucodistrofia metacromética arilsulfatasa A

Morguio A (MPS IV) N-acetilgalactosamina-6-sulfato-sulfatasa
Morquio B (MPS IV) B-galactosidasa &cida

Niemann-Pick Ay B esfingomielinasa acida (ASM)

Pompe a-glucosidasa acida (a-glucosidasa; GAA)
Sandhoff B-hexosaminidasa B

Sanfilippo A (MPS 111) heparan-N-sulfatasa

Sanfilippo B (MPS 111) a-N-acetilglucosaminidasa

Sanfilippo C (MPS 111) acetil-CoA:a-glucosaminido-N-acetiltransferasa
Sanfilippo D (MPS 111) N-acetilglucosamina-6-sulfato-sulfatasa
Schindler-Kanzaki a-N-acetilgalactosaminidasa

Sialidosis sialidasa

Sly (MPS VII) B-glucuronidasa

Tay-Sachs B-hexosaminidasa A

[0077] En ciertas realizaciones, la glucoproteina puede ser una glucoproteina con al menos uno, dos, tres, cuatro,
cinco o mas restos aminoacidicos N-glucosilados u O-glucosilados. En otras realizaciones, la proteina puede tener
uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas sitios consenso para N-glucosilacion u O-glucosilacion, al menos uno de los
cuales esta glucosilado.

[0078] En ciertas realizaciones, la proteina puede ser un ligando para un receptor. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la proteina puede ser una glucoproteina que se une a un receptor que reconoce un azlicar como, por
ejemplo, manosa 0 manosa-6-fosfato. En algunas realizaciones, la glucoproteina puede unirse, por ejemplo, al
receptor de la asialoglucoproteina, al receptor de manosa-6-fosfato dependiente de cationes, al receptor del factor
de crecimiento insulinoide Il / manosa-6-fosfato independiente de cationes o al receptor macrofagico de manosa.

[0079] En ciertas realizaciones, la proteina es una glucoproteina que, cuando esta conjugada con un oligosacarido
que comprende manosa-6-fosfato, es internalizada mas eficazmente por una célula diana (por ejemplo, por medio de
endocitosis mediada por CI-MPR) que la correspondiente glucoproteina sin conjugar. Por ejemplo, la glucoproteina
conjugada puede ser internalizada mas eficazmente que la glucoproteina sin conjugar, por ejemplo, en al menos el
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o el 90% (p/p) en un periodo de tiempo dado. En otras
realizaciones, puede internalizarse al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez veces (p/p) mas
de la glucoproteina conjugada con respecto a la glucoproteina sin conjugar en un periodo de tiempo dado. El periodo
de referencia puede ser, por ejemplo, de 10, 30, 45 minutos o de 1, 2, 3, 5, 12, 24, 48 0 72 horas 0 mas.
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C. Procedimientos para el acoplamiento de un oligosacarido a una proteina

[0080] La descripcién proporciona procedimientos para el acoplamiento de un oligosacarido a una proteina como,
por ejemplo, una glucoproteina. En una realizacion, el procedimiento comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un grupo aminoxi;
(b) proporcionar una proteina con al menos un grupo carbonilo; y

(c) hacer reaccionar el grupo aminoxi del oligosacarido con el, al menos un grupo carbonilo de la proteina y de este
modo acoplar el oligosacarido a la proteina.

[0081] En ciertas realizaciones, los procedimientos comprenden ademas la adicion de un agente reductor a la
enzima lisosdmica acoplada. El agente reductor puede ser cualquier agente reductor conocido por los expertos en la
técnica como, por ejemplo, cianoborohidruro de sodio o triacetoxiborohidruro de sodio (STAB).

IV. Conjugados de oligosacarido y proteina

[0082] La descripcion proporciona ademas un conjugado de oligosacarido y proteina que comprende (1) una
proteina, (2) un oligosacérido y (3) un grupo oxima que conecta la proteina y el oligosacérido. En algunas
realizaciones, la invencién proporciona un conjugado de oligosacarido y proteina preparado por los procedimientos
desvelados anteriormente. Los componentes oligosacérido y proteina del conjugado pueden ser, por ejemplo,
cualquier oligosacarido y cualquier proteina descritos en este documento, en que un conjugado de los mismos
comprende un grupo oxima; segun se representa a continuacion. (El grupo oxima representado a continuacion se
deriva formalmente por la reaccibn de un grupo aminoxi y un grupo aldehido; los grupos oxima derivados
formalmente por la reaccién de un grupo aminoxi y un grupo cetona, también estan abarcados por esta invencion).

oligosacarido '—C\
N

H

proteina

[0083] En ciertas realizaciones, el conjugado de oligosacarido y proteina es un conjugado de oligosacarido y
glucoproteina. En ciertas realizaciones, el conjugado de oligosacarido y proteina es el conjugado de un oligosacérido
que comprende al menos un resto de M6P y una hidrolasa lisosémica.

V. Composiciones farmacéuticas

[0084] La descripcion proporciona el uso de un conjugado de la invencion para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de un trastorno de almacenamiento lisosomico. También proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden un conjugado de oligosacérido y proteina de la invencién. En algunas realizaciones,
las composiciones farmacéuticas de la descripcién comprenden un conjugado de un oligosacarido que comprende al
menos un resto de M6P y una enzima lisosomica.

[0085] Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender uno o mas excipientes farmacéuticos
adecuados. Las técnicas de formulacién farmacéutica y los excipientes estandar son bien conocidos por los expertos
en la técnica (véase, por ejemplo, 2005 Physicians’ Desk Reference®, Thomson Healthcare: Montvale, NJ, EE. UU.
2004; Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20% edicién, Gennado y col., eds. Lippincott Williams &
Wilkins: Filadelfia, PA, EE. UU. 2000. Las composiciones pueden contener conservantes o no. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden conjugados de a-galactosidasa A pueden
comprender uno o mas excipientes como, por ejemplo, manitol, fosfato monobasico de sodio monohidratado y/o
fosfato dibasico de sodio heptahidratado. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que
comprenden conjugados de a-glucosidasa pueden comprender uno 0 mas excipientes como, por ejemplo, manitol,
polisorbato 80, fosfato dibasico de sodio heptahidratado y fosfato monobasico de sodio monohidratado.

[0086] La composicién farmacéutica puede comprender cualquiera de los conjugados descritos en este
documento, bien como el Unico compuesto activo o bien en combinacién con otro compuesto, composicion o
material biolégico. Por ejemplo, la composicion farmacéutica puede comprender también una o mas moléculas
pequefias Utiles para el tratamiento de un LSD y/o un efecto secundario asociado con el LSD. En algunas
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realizaciones, la composicion puede comprender miglustat y/o uno o mas compuestos descritos, por ejemplo en las
publicaciones de solicitud de patente de los EE. UU. n® 2003/0050299, 2003/0153768, 2005/0222244;
2005/0267094.

[0087] La formulacion de las composiciones farmacéuticas puede variar dependiendo de la via de administracién
deseada y de otros parametros (véase, por ejemplo, Rowe y col., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 4% ed.,
APhA Publications, 2003). En algunas realizaciones, la composicion puede ser una torta o polvo liofilizado estéril,
apirégeno y de color blanco a blanquecino para administracién por inyeccion intravenosa tras su reconstitucién con
agua estéril para inyeccion, USP.

[0088] La administracién de una composicién farmacéutica de la invenciéon no se limita a ningln sistema de
administracion concreto y puede incluir, sin limitacién, la via parenteral (incluidas las inyecciones subcutanea,
intravenosa, intracraneal, intramedular, intrarticular, intramuscular, intratecal o intraperitoneal), transdérmica u
oral (por ejemplo, en cépsulas, suspensiones o comprimidos). La administracién a un individuo puede tener lugar
en una unica dosis o en administraciones repetidas y en cualquiera de una diversidad de formas de sales
fisioldgicamente aceptables y/o con un vehiculo y/o aditivo farmacéutico aceptable como parte de una
composicion farmacéutica.

[0089] Los conjugados descritos en este documento se administran en cantidades terapéuticamente eficaces.
Generalmente, una cantidad terapéuticamente eficaz puede variar con la edad, estado y sexo del sujeto, asi como
con la gravedad de la enfermedad del sujeto. La dosis puede ser determinada por un médico y ajustarse segun sea
necesario para su adecuacion a los efectos del tratamiento observados. La toxicidad y la eficacia terapéutica de
tales compuestos pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar in vitro (es decir, cultivos
celulares) o in vivo (es decir, modelos animales experimentales), por ejemplo, mediante determinacion de la DLsp (la
dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién). La
relacion entre las dosis con efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico (o relacion terapéutica) y puede
expresarse como la relacion DLso/DEsg. En este documento se describen conjugados que muestran indices
terapéuticos de al menos 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 y 20. Se prefieren los conjugados que muestran un mayor
indice terapéutico.

[0090] Los datos obtenidos de los ensayos in vitro y los estudios en animales, por ejemplo, pueden usarse para
formular un intervalo de dosificacion para uso en humanos. La dosificacion de tales compuestos se encuentra
preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DEsg con poca, baja o
ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica
empleada y de la via de administracion utilizada. Para cualquier conjugado usado en la presente invencion, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de los ensayos in vitro. Es posible formular una dosis
en modelos animales para conseguir un intervalo de concentraciones plasmaticas circulantes que incluye la Clso (es
decir, la concentracion del conjugado de prueba que consigue una inhibicion semimaxima de los sintomas), segun
se determina en experimentos in vitro. Las concentraciones plasmaticas pueden medirse, por ejemplo, por
cromatografia liquida de alto rendimiento 0 mediante un ensayo de actividad enzimética apropiado. Los efectos de
cualquier dosis concreta pueden supervisarse mediante un bioensayo de criterios de valoracion adecuado.

[0091] A menos que se indique lo contrario, los conjugados de la invencion pueden administrarse a una dosis de
aproximadamente 1 pg/kg a 500 mg/kg, dependiendo de la gravedad de los sintomas y de la evolucion de la
enfermedad. Por ejemplo, los compuestos proteinicos pueden administrarse mediante una infusién intravenosa lenta
de manera ambulatoria, por ejemplo, cada uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o0 mas dias o,
por ejemplo, por administraciébn semanal, bisemanal, mensual o bimensual. La dosis terapéuticamente eficaz
apropiada de un compuesto es seleccionada por el médico a cargo y estara aproximadamente en el intervalo de 1
pa/kg a 500 mg/kg, de 1 pg/kg a 10 mg/kg, de 1 pg/kg a 1 mg/kg, de 10 pg/kg a 1 mg/kg, de 10 pg/kg a 100 pg/kg,
de 100 pg a 1 mg/kg y de 500 pg/kg a 5 mg/kg.

[0092] Por ejemplo, los conjugados de a-galactosidasa A pueden administrarse por infusion intravenosa a una
dosis, por ejemplo, de 1,0 mg/kg de peso corporal cada dos semanas con una velocidad de infusion, por ejemplo, de
menos de o igual a 10, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 6 33 mg/h. En otro
ejemplo, los conjugados de a-glucosidasa pueden administrarse mediante inyeccién intravenosa a una dosis, por
ejemplo, de 20 mg/kg o de 40 mg/kg cada dos semanas, durante aproximadamente, por ejemplo, una, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez horas. En algunas realizaciones, la velocidad de administracion de a-
glucosidasa puede iniciarse, por ejemplo, a 1 mg/kg/h y después aumentarse, por ejemplo, a 2 mg/kg/h cada 30
minutos, después de establecer la tolerancia del paciente a la velocidad de infusion, hasta un maximo de, por
ejemplo, 7 mg/kg/h. Adicionalmente, pueden encontrarse ejemplos de dosificaciones especificas en la publicacion
Physicians’ Desk Reference®.
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VI. Procedimientos para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico

[0093] La descripcion proporciona procedimientos para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico
como, por ejemplo, aquellos desvelados en la tabla 1. En algunas realizaciones, la invencién proporciona un
conjugado de la invencion para uso en el tratamiento de un trastorno de almacenamiento lisosémico en un sujeto
gue lo necesita. La descripcion proporciona ademas procedimientos para dirigir especificamente proteinas a los
lisosomas por conjugacion con oligosacaridos que comprenden manosa-6-fosfato.

[0094] En una realizacion, el procedimiento comprende la administracion a un mamifero con un trastorno
lisosbmico de un conjugado de oligosacarido y glucoproteina de la invencién en una cantidad terapéuticamente
eficaz. El conjugado de oligosacarido y glucoproteina puede ser un conjugado de una enzima lisosémica, como una
enzima lisos6mica listada en la tabla 1, con un oligosacérido que comprende manosa-6-fosfato. En una realizacion,
el procedimiento comprende la administracién a un sujeto que lo necesita de una composicion farmacéutica que
comprende al menos uno de los conjugados descritos en este documento.

[0095] En ciertas realizaciones, los conjugados de la invencién pueden administrarse con uno o mas tratamientos
adicionales. Estos uno o mas tratamientos adicionales pueden administrarse simultaneamente (incluida la
administracion simultdnea como una formulacién combinada), antes o después de la administracion de los
conjugados de la invencion.

[0096] En algunas realizaciones, un paciente puede ser tratado (antes, después o durante el tratamiento con un
conjugado de la invencion) con un antipirético, un antihistaminico y/o un inmunosupresor. En algunas realizaciones,
un paciente puede ser tratado con un antipirético, un antihistaminico y/o un inmunosupresor antes del tratamiento
con un conjugado de oligosacéarido y glucoproteina de la invencién con el fin de disminuir o impedir reacciones
asociadas con la infusion. Por ejemplo, los pacientes pueden ser tratados con uno o0 mas de entre acetaminofeno,
azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina A, metotrexato, micofenolato de mofetilo, esteroides orales o rapamicina.

[0097] En algunas realizaciones, los pacientes pueden ser tratados con uno o mas de entre acetaminofeno,
azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina A, metotrexato, micofenolato de mofetilo, esteroides orales o rapamicina, por
ejemplo, a o aproximadamente a t = 0 (el momento de la administracion del conjugado de la invencién) y/o t = 12,
24, 36, 48, 60, 72, 96, 120 y 144 horas, por ejemplo, durante las primeras una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez o0 mas incidencias del tratamiento con un conjugado de la invencion. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un paciente con la enfermedad de Fabry o la enfermedad de Pompe puede ser tratado con
metotrexato (por ejemplo, con 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,0,6,0,7,0,8,0,9, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 15, 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80 mg/kg de metotrexato o mas), por ejemplo, a 0 aproximadamente a t = 0, 24 y 48 horas, durante las
primeras una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho semanas del tratamiento con un conjugado de la invencion.
En algunas realizaciones, puede inducirse tolerancia inmunitaria frente a los conjugados de la invencién en un
paciente con un trastorno de almacenamiento lisosémico, como, por ejemplo, mucopolisacaridosis |, mediante el
tratamiento con ciclosporina A y azatioprina. Por ejemplo, el paciente puede ser tratado con ciclosporina A y
azatioprina, segun se describe en Kakkis y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101: 829-834 (2004).

[0098] En algunas realizaciones, un paciente puede ser tratado (antes, después o durante el tratamiento con un
conjugado de la invencion), por ejemplo, con un tratamiento con moléculas pequefias y/o terapia génica, incluido un
tratamiento con moléculas pequefias y terapia génica dirigidos al tratamiento de un trastorno de almacenamiento
lisosémico. El tratamiento con moléculas pequefias puede comprender la administracion de uno o mas de los
compuestos descritos, por ejemplo, en las publicaciones de solicitud de patente de los EE. UU. n® 2003/0050299,
2003/0153768, 2005/0222244 y 2005/0267094. La terapia génica puede llevarse a cabo segun se describe, por
ejemplo en las patentes de los EE. UU. n®® 5.952.516, 6.066.626, 6.071.890 y 6.287.857 y en la publicacion de
solicitud de patente de los EE. UU. n® 2003/0087868.

[0099] Los términos “tratamiento”, “procedimiento terapéutico” y sus afines se refieren tanto a medidas de
tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas/preventivas. Por lo tanto, aquellos que necesitan tratamiento
pueden incluir individuos que ya padecen una enfermedad de almacenamiento lisosémico concreta, asi como
aquellos con riesgo de padecer la enfermedad (es decir, aquellos que tienen probabilidades de adquirir finalmente la
enfermedad o ciertos sintomas de la enfermedad).

[0100] Un procedimiento terapéutico resulta en la prevencion o la mejora de los sintomas o en otro resultado
bioldgico deseado y puede evaluarse por la mejora de los signos clinicos o por un retraso en la aparicion de la
enfermedad, un aumento de la actividad de la enzima metabdlicamente defectuosa y/o una disminucion de la
cantidad del sustrato acumulado de la enzima metabdlicamente defectuosa.

[0101] Los conjugados de la presente invencion son Utiles para el tratamiento de diversos trastornos de

almacenamiento lisosémico en humanos o animales. Por ejemplo, la administracién de los conjugados puede usarse
para aumentar la actividad enzimatica deficiente en un paciente, por ejemplo, al menos en el 10%. El aumento de la
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actividad enzimatica deficiente puede determinarse, por ejemplo, por una reduccién de los sintomas clinicos o por un
ensayo clinico o biolégico apropiado.

[0102] Para el tratamiento de la enfermedad de Pompe (también conocida como deficiencia de a-glucosidasa
acida, deficiencia de maltasa acida, enfermedad del almacenamiento de glucégeno de tipo I, glucogenosis Il y
deficiencia de a-glucosidasa lisosdmica) pueden administrarse conjugados de GAA. Un aumento en la actividad de
GAA puede determinarse por observacion bioquimica (véase, por ejemplo, Zhu y col., J. Biol. Chem. 279: 50336-
50341 (2004)) o histolégica de la acumulacion de glucégeno lisosémico reducido, por ejemplo, en miocitos
cardiacos, miocitos del misculo esquelético o fibroblastos de la piel. La actividad de GAA puede ensayarse también,
por ejemplo, en una muestra de biopsia muscular, en un cultivo de fibroblastos de la piel, en linfocitos y en manchas
de sangre seca. Los ensayos con manchas de sangre seca se describen, por ejemplo, en Umpathysivam y col., Clin.
Chem. 47: 1378-1383 (2001) y Li y col., Clin. Chem. 50: 1785-1796 (2004). El tratamiento de la enfermedad de
Pompe puede evaluarse también, por ejemplo, por las concentraciones de creatinina-cinasa, ganancias en la
funcionalidad motora (por ejemplo, segun se evalla por la escala de motricidad infantil de Alberta), cambios en el
indice de masa del ventriculo izquierdo, segun se mide por ecocardiograma y la actividad eléctrica cardiaca, segun
se mide por electrocardiograma. La administracion de conjugados de GAA puede resultar en una reduccioén de uno o
mas de los sintomas de la enfermedad de Pompe, como cardiomegalia, miocardiopatia, somnolencia diurna, disnea
de esfuerzo, falta de desarrollo, dificultades de alimentacion, “flacidez”, anormalidades en la marcha, dolores de
cabeza, hipotonia, organomegalia (por ejemplo, agrandamiento del corazon, la lengua, el higado), lordosis, pérdida
del equilibrio, dolor en la zona inferior de la espalda, dolores de cabeza matinales, debilidad muscular, insuficiencia
respiratoria, aleteo escapular, escoliosis, reflejos de los tendones profundos reducidos, apnea del suefio, propension
a infecciones respiratorias y vomitos.

[0103] En otro aspecto, se administran conjugados de a-galactosidasa A con oligosacaridos que comprenden
M6P para el tratamiento de la enfermedad de Fabry. La enfermedad de Fabry o enfermedad de Anderson-Fabry es
un trastorno de almacenamiento lisosémico poco frecuente ligado al cromosoma X y marcado por una deficiencia de
a-galactosidasa A que resulta en la acumulacion de globotriaosilceramida (GL3) y otros glucoesfingolipidos neutros
en los lisosomas de los tejidos viscerales y de las células endoteliales, periteliales y musculares. La acumulacion de
los gluocoesfingolipidos neutros en la vasculatura resulta en el estrechamiento y la dilatacion de los vasos
sanguineos y conduce en ultimo término a isquemia e infarto.

[0104] La administracion de conjugados de a-galactosidasa A puede resultar en una reduccion de uno o mas
de los sintomas clinicos de la enfermedad de Fabry, incluidos, por ejemplo, acroparestesia, angina, angioqueratoma,
arritmia, ataxia de la marcha, quemazén y/o hormigueo en las manos y los pies, cataratas, intolerancia al frio,
anormalidades de la conduccion, cornea verticilada, arteriopatia coronaria, demencia, depresion, diarrea, dilatacion
de las camaras cardiacas, mareos, cardiomegalia, miocardiopatia, diplopia, disartia, fatiga, fiebre con una alta
velocidad de sedimentacion de eritrocitos, problemas auditivos, cardiopatia, problemas de las véalvulas cardiacas,
intolerancia al calor, hemiataxia, hemiparesia, hipohidrosis, sudoracion reducida, infarto, isquemia, dolor en las
articulaciones, nefropatia, hipertrofia del ventriculo izquierdo, anormalidades del cristalino, opacidad del cristalino,
lipiduria, debilidad muscular, infarto de miocardio, ndusea, nistagmo, dolor (por ejemplo, dolor intenso radiante en
todo el cuerpo), polidipsia, proteinuria, dolor postprandial, insuficiencia renal, anormalidades de la retina, tinitus,
dolor de estébmago, variaciones de las ondas ST-T, derrame cerebral, uremia, valvulopatia, vértigo, vomitos y
debilidad. La administracion de conjugados de a-galactosidasa A puede resultar en un aumento de la actividad de la
a-galactosidasa A, por ejemplo, en plasma, lagrimas, leucocitos, biopsias de tejidos o cultivos de fibroblastos de la
piel. La administracion de conjugados de a-galactosidasa A puede resultar también en el resultado histoldgico de
una reduccioén (por ejemplo, de al menos el 10%) o de la falta de aumento de los glébulos lipidicos birrefringentes.
También puede resultar en una disminucion de los glébulos lipidicos en el sedimento urinario, una mejora de la
funcionalidad renal, segin se mide por la concentracién de creatinina en el suero o el aclaramiento de creatinina, y
una reduccion de la proteinuria. La administracion de conjugados de a-galactosidasa A puede resultar también en
una reduccion de las inclusiones de GL3 en el endotelio capilar de los rifiones, el corazén y la piel. Otros ensayos
adicionales para medir la eficacia del tratamiento de la enfermedad de Fabry pueden encontrarse, por ejemplo, en
MacDermott y col., J. Med. Genet. 38: 750-760 (2001).

[0105] En otro aspecto mas, se administran conjugados de esfingomielinasa acida para el tratamiento de la
enfermedad de Niemann-Pick o deficiencia de esfingomielinasa acida. La administracion de conjugados de
esfingomielinasa &cida puede resultar en una reduccién de uno o mas de los sintomas clinicos de la enfermedad de
Niemann-Pick, incluidos, por ejemplo, concentraciones anormales de colesterol, concentraciones anormales de
lipidos, ataxia, anormalidades sanguineas, manchas rojo cereza en los ojos, infecciones pulmonares frecuentes,
retraso del crecimiento, hepatoesplenomegalia, bajo nimero de plaquetas, linfadenopatia, neuropatia periférica,
problemas de la funcionalidad pulmonar, falta de aliento, cambios de la pigmentacién de la piel o xantomas. En
algunas realizaciones, los conjugados pueden administrarse por via intracraneal.

[0106] Una realizacion alternativa se refiere al tratamiento de la mucopolisacaridosis | (incluidas, por ejemplo
las formas de Hurler y de Hurler-Scheie de la MPS 1) con conjugados que comprenden a-L-iduronidasa. La

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2417146 T3

administracion de conjugados de a-L-iduronidasa puede resultar en una reduccion de uno o méas de los sintomas
clinicos de la MPS |, incluidos, por ejemplo, regurgitacion aédrtica, estenosis adrtica, sindrome del tanel carpiano,
rinitis crénica, pérdida auditiva conductiva, estrefiimiento, cérnea nublada, retraso del desarrollo, diarrea, abdomen
distendido, cifosis dorsolumbar, deformidad gibosa de la espalda, hepatoesplenomegalia, hidrocefalia, hernia
inguinal, cifosis, retraso mental, regurgitacion mitral, estenosis mitral, ceguera nocturna, glaucoma de angulo abierto,
pobre funcionalidad manual, artropatia progresiva, infecciones respiratorias recurrentes, insuficiencia respiratoria,
degeneracion de la retina, escoliosis, pérdida auditiva sensorineural, dolor de espalda intenso, rinorrea, apnea del
suefio, compresion de la médula espinal, atrofia tenar, hernia umbilical y complicaciones de las vias respiratorias
superiores.

[0107] Las descripciones anterior y siguiente solamente son ejemplares y explicativas y no son restrictivas de
la invencion, segln se reivindica.

EJEMPLOS

[0108] Los ejemplos 1-4 a continuacion describen la ruta de sintesis representada en la figura 1. Los
compuestos 1, 2, 3y 4, seglin se usan a continuacion, tienen las estructuras quimicas representadas en la figura 1.

Ejemplo 1: Sintesis del oligosacarido 3

[0109] Se disolvieron 100 mg del oligosacérido 1 (PM = 1.250; hidrazida de bis-M6P, suministrada por Biomira
Inc., Edmonton, Canadda) en 15 ml de DMSO/H,0 (50:50 en volumen), con lo que se obtuvo una disolucion de 5,3
pmol/ml. Se disolvieron 100 mg de éster tetrafluorofenilico del &cido t-Boc-aminoxiacético 2 (Invitrogen Corp.;
Carlsbad, CA, EE. UU. n° de catalogo B3030) en 7,5 ml de DMSO. Un volumen de 15 ml de la disolucion del
oligosacérido se mezclé entonces con 7,5 ml de la disolucion del compuesto 2 en una botella de vidrio, de modo que
la relacién molar entre el compuesto 2 y el compuesto 1 en la disolucion resultante fue de 4:1. Se afiadieron 744 pl
de DHBt-OH (de una disolucion madre de 32,06 mg/ml en DMSO) a la mezcla de reaccion en una botella de vidrio,
de modo que la relacion final entre el compuesto 2 y DHBt-OH fue de 1:0,5. La mezcla se agitd suavemente a
temperatura ambiente (25°C) y 100 rpm hasta el dia siguiente durante aproximadamente 18 horas.

[0110] A la mafana siguiente, se extrajeron 10 pl de la mezcla de reaccion para el analisis en un aparato
Dionex, para confirmar la terminacién de la reaccion. Los resultados, representados en la figura 2, indicaron una
conversion del 100% de 1 a 3.

Ejemplo 2: Purificacién del oligosacérido 3

[0111] Procedimiento A. La mezcla de reaccioén se diluyé con un igual volumen de H»O y se dializd en un tubo
de didlisis con un corte de peso molecular de 1.000 Da (SpectraPor Inc.) dos veces frente a 4 | de H,0 a 4°C durante
al menos tres horas cada vez. A continuacion, las muestras se liofilizaron.

[0112] Procedimiento B. Se rellené una columna para cromatografia de exclusién molecular en gel con un
volumen de lecho de 225 ml con Sephadex G-10 y se equilibré6 con agua desionizada. La mezcla de reaccién se
carg0 en la columna, se dejo fluir por gravedad y después se eluyd con agua desionizada con una velocidad de flujo
de 75 ml por hora. Se recogieron fracciones de 4,5 ml con un colector de fracciones. Las fracciones 10-23, que
contenian el oligosacarido 3, se recogieron, combinaron y liofilizaron. Las otras moléculas pequefias, incluidas t-Boc-
AOAA, DHBt-OH y DMSO, se eluyeron en las fracciones posteriores y se desecharon.

Ejemplo 3: Desproteccion del oligosacarido 3

[0113] El grupo t-Boc de la muestra liofilizada se eliminé con 5 ml de &cido trifluoroacético (TFA) al 50% en
diclorometano (DCM) en una botella de vidrio durante 30 minutos con agitacion suave a 100 rpm. Después, el
TFA/DCM se elimin6 con una corriente de N2 en una campana de gases.

Ejemplo 4: Purificacion del oligosacérido 4

[0114] Procedimiento A. Después de eliminar el TFA/DCM, el residuo se disolvié en 10 ml de un tampdn de
acetato de sodio 0,5 M, pH 5, y se transfirid a un tubo de dialisis con un corte de peso molecular de 1.000 Da. La
botella se lavé con 4 ml del mismo tampdn, que después se transfirieron al tubo de dialisis. La muestra se dializé dos
veces frente a 3 | de un tampdn de acetato de sodio 25 mM, pH 7, durante al menos tres horas y después se
transfirid a 4 | de agua helada para su didlisis durante la noche. La muestra se recuper6 del tubo de dialisis y se
liofilizo.

[0115] Procedimiento B. Después de eliminar el TFA/DCM, el residul se disolvié en 5 ml de un tampo6n de
acetato de sodio 0,5 M, pH 7,5 y se cargd en una columna para cromatografia de exclusion molecular de Sephadex
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G-10 como en el procedimiento B del ejemplo 2. La mezcla de reaccién se cargé en la columna, se dejé fluir por
gravedad y después se eluyd con agua desionizada a una velocidad de flujo de 75 ml por hora. Se recogieron
fracciones de 4,5 ml con un colector de fracciones. Las fracciones 10-23, que contenian el oligosacarido 4 purificado,
se recogieron y liofilizaron. Se obtuvo un mayor rendimiento del oligosacarido 4 en la purificacion por el
procedimiento B que por el procedimiento A.

[0116] El producto final obtenido por el procedimiento B se analiz6 por cromatografia con un aparato Dionex
(figura 2C) y la identidad del producto se confirmé por espectrometria de masas (figura 3B). En los espectros de las
figuras 2C y 3B habia algunas impurezas presentes.

Ejemplo 5: Acoplamiento del oligosacarido 4 a GAA

[0117] Oxidacion de GAA. La GAA recombinante humana (rhGAA) liofilizada se reconstituyé en H>O y se
dializ6 frente a 4 | de tampédn de acetato 100mM (pH 5,6) cuatro veces para eliminar completamente el manitol.
Después de la didlisis, la rhGAA se oxid6 con peryodato de sodio 7,5 mM de una disolucibn madre 100 mM en
tampon acetato 100 mM. Después de 30 minutos a 4°C en hielo, se afiadio glicerol y la muestra se mezclé en hielo
durante 10 minutos para la descomposicion del exceso de peryodato de sodio. A continuacion, el material oxidado
se dializ6 frente a un tamp6n acuoso (por ejemplo, acetato de sodio 100 mM) durante la noche.

[0118] Acoplamiento. Una disolucion del oligosacéarido 4 en un tampén acuoso (por ejemplo, acetato de sodio
100 mM, pH 5,6) se mezcl6 con la GAA oxidada y la mezcla se incub6 a 37°C durante 4 horas para dar lugar al
conjugado de oligosacérido y GAA 5. Después, la mezcla de reaccion se diafiltré frente a un tampoén de fosfato de
sodio 25 mM, pH 6,25, para eliminar el bis-M6P-glucano sin conjugar y entonces se ajusté con el tampén de
formulacion de la GAA (tampon de fosfato de sodio 25 mM, pH 6,25, manitol al 2%, Tween-80 al 0,005%).

Ejemplo 6: Caracterizacion del conjugado de GAA

[0119] Deteccion de M6P. El grado de conjugacion del oligosacarido se midié por ensayo del conjugado 5 con
respecto a la unién a una columna con un receptor de M6P, a la que no se unen las glucoproteinas que no contienen
M6P. Se cargaron 5 pg del conjugado 5 en una columna preequilibrada de CI-MPR-Sepharose (la columna se
preparé por acoplamiento de CI-MPR aislado de suero bovino fetal a Affigel-10), que después se lavo con un tampon
de unién a CI-MPR para 11 fracciones de 2 ml y se eluy6 con el tampén de unién a CI-MPR con M6P 5 mM para
siete fracciones de 2 ml. Se recogieron un total de 18 fracciones, que se ensayaron con respecto a su actividad
enzimética.

[0120] Analisis de monosacaridos. El conjugado 5 se tratd con &cido trifluoroacético 4 N para hidrolizar los
oligosacéridos, a lo que siguid una cromatografia de intercambio i6nico a pH alto con deteccion amperométrica
pulsada (PAD) en un sistema de cromatografia liquida BioLC (Dionex). El contenido de monosacaridos se extrapola
a partir de una curva estandar de monosacaridos con el uso de estdndares de monosacéridos premezclados
(Dionex).

[0121] Actividad especifica. La actividad de GAA se mide mediante un ensayo fluorométrico en microplacas
negras de 96 pocillos con 4-metilumbeliferil-a-D-glucésido como sustrato. Se afiaden diluciones del conjugado 5 por
triplicado a una placa de microtitulacion. A cada muestra se le afiade 4-metilumbeliferil-a-D-glucésido. La placa de
96 pocillos se incuba en un incubador a 37°C durante 30 minutos. La produccién del producto se detecta
fluorométricamente y se compara con curvas estandar generadas por medida de la fluorescencia de una cantidad
conocida de un estandar. La reaccion se inactiva por la adicion de 125 pl de un tampén de carbonato de glicina 1,0
M, pH 10,5 a todos los pocillos. La actividad especifica se define como nmol de producto producido por hora y mg.

[0122] Internalizacién por mioblastos L6. Se sembraron las células (ATCC CRL-1458) en placas de seis
pocillos a una densidad de 5,0 x 10° células por pocillo en medio de cultivo (DMEM + FBS al 10%) y se dejaron
crecer hasta confluencia. Las células se incubaron con GAA 0-100 nM (conjugado 5 o rhGAA sin conjugar) durante
16 horas en DMEM + FBS al 1% inactivado por calor + Hepes 10 mM, pH 6,7. Después de la absorcion, las células
se lavaron con 3 x PBS con M6P 5 mM y se lisaron con Triton X-100 al 0,25% durante una hora en hielo. Los lisados
se centrifugaron a 18.000 g durante 5 minutos y se ensayo0 su actividad especifica. Véase, por ejemplo, Zhu y col., J.
Biol. Chem. 279: 50336-50341 (2004); Zhu y col., Biochem. J. 389: 619-628 (2005).

[0123] Todas las referencias citadas se incorporan en este documento por referencia en su totalidad. En la
medida en que las publicaciones y patentes o solicitudes de patente incorporadas por referencia contradigan a la
invencion contenida en la memoria descriptiva, se pretende que la memoria descriptiva sustituya y/o tenga prioridad
sobre cualquier material contradictorio semejante.

[0124] Todos los nimeros que expresan cantidades de ingredientes, condiciones de reaccion y demas usados
en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones han de entenderse como modificados en todo caso por el término
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“aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los parametros numéricos expuestos en
la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las
propiedades deseadas que se pretenden obtener por la presente invencién. Por (ltimo y no como un intento de
limitar la aplicaciéon de la doctrina de los equivalentes al alcance de las reivindicaciones, todos los parametros
numeéricos deberan interpretarse teniendo en cuenta el nimero de cifras significativas y las aproximaciones de
redondeo ordinarias.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de oligosacarido y enzima lisosémica que comprende (1) una enzima lisosémica, (2) un
oligosacarido y (3) un grupo oxima que conecta la enzima lisosémica y el oligosacarido, en que el oligosacarido es
un oligosacarido de la férmula VI:

2
Os E Hoﬁ
HO 1o H Yo
H
HO
HO o
H
posl- (o]
H HO
H °\§
HO
HO
HO
H

Foérmula VI

2. El conjugado de oligosacarido y proteina de la reivindicacion 1, en que la enzima lisosomica es a-glucosidasa
acida, a-galactosidasa A, esfingomielinasa acida o a-L-iduronidasa.

3.  El conjugado de oligosacarido y proteina de la reivindicacion 2, en que la enzima lisosémica es a-glucosidasa
acida.

4. Una composicion farmacéutica que comprende el conjugado de oligosacarido y enzima lisosomica de la
reivindicacion 1 y un excipiente.

5.  El conjugado de la reivindicacién 1 para uso en el tratamiento de un trastorno de almacenamiento lisosémico
en un sujeto que lo necesita.

6. Uso de un conjugado de la reivindicacién 1 en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un
trastorno de almacenamiento lisosémico.

7. Un procedimiento para la preparacion de un conjugado de la reivindicacion 1 por acoplamiento de un
oligosacérido a una enzima lisosémica que comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un grupo aminoxi;
(b) proporcionar una enzima lisosémica con al menos un grupo carbonilo; y
(c) hacer reaccionar el grupo aminoxi del oligosacarido con el, al menos un grupo carbonilo de la enzima lisosémica

y de este modo acoplar el oligosacarido a la enzima lisosémica, en que el oligosacarido que comprende un grupo
aminoxi es
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PO, o
H - NH,
4 u T\O/

HO

OH

8. Un procedimiento para la preparacién de un conjugado de la reivindicacién 1 por acoplamiento de un
oligosacérido a una enzima lisosémica que comprende:

(a) proporcionar un oligosacarido que comprende un grupo aminoxi;
(b) proporcionar una enzima lisosémica con al menos un grupo carbonilo; y
10 (c) hacer reaccionar el grupo aminoxi del oligosacarido con el, al menos un grupo carbonilo de la enzima lisosémica

y de este modo acoplar el oligosacérido a la enzima lisosémica, en que el oligosacarido que comprende un grupo
aminoxi es
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9. El procedimiento de la reivindicacion 7, en que la enzima lisosémica es a-glucosidasa acida, a-galactosidasa A,
esfingomielinasa acida o a-L-iduronidasa.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en que la enzima lisosémica es a-glucosidasa acida.

11. Un oligosacérido de la formula IV:

20,P0
e HO
H
e}
HO
OPO
i HO NH;
HO P

Férmula IV
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en la que my p se eligen independientemente entre nimeros enteros en el intervalo de 1 a 10.
12. El oligosacarido de la reivindicacion 11, en que m es 3.

13. El oligosacarido de la reivindicacion 11, en que p es 1.

14. El oligosacarido de la reivindicacion 11, enque mes 3y p es 1.

15. Un oligosacérido de la formula V:

’203P
HO OH
HO
H
H
H
OPOy? i
HO ~ NH,
H
OH

Férmula V
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