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DESCRIPCION

Conjugados de péptido de proteina asociada al receptor inhibidor de fucosidasa y su uso en el tratamiento de
tumores hepaticos

Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere, en general, a métodos y composiciones para el tratamiento de trastornos
hepaticos y tumores hepaticos, tales como el carcinoma hepatocelular, con un conjugado que comprende un péptido
de la molécula de proteina asociada al receptor (RAP) y un inhibidor de fucosidasa.

Antecedentes de la invencion

En la glucosilacion de proteinas se han observado diferencias entre las células normales y las células tumorales y
han sido la base para el desarrollo de anticuerpos selectivos de tumores [1]. Se ha observado que las células de
carcinoma hepatocelular (HCC) llevan a cabo la fucosilacion de sus glucoproteinas, de una manera significativa e
inapropiada, con respecto a los hepatocitos normales [2; 3; 4; 5; 6]. Una gran parte de estas glucoproteinas termina
en los lisosomas del tumor, donde se degradan. Un informe ha dado a entender que el aumento de los niveles
séricos de alfa-L-fucosidasa lisosémica es predictivo de carcinoma hepatocelular, indicando una posible regulacion
por incremento de esta enzima por los hepatocitos precancerosos para dar cabida a niveles crecientes de
fucosilacion de las glucoproteinas en la ruta biosintética [7].

La inactivacion de la alfa-L-fucosidasa lisosémica (FUCA1), por ejemplo, debida a mutaciones génicas heredadas,
da como resultado una enfermedad de almacenamiento lisosémico (LSD) llamada fucosidosis [8; 9]. Los pacientes
que tienen fucosidosis presentan una acumulacion lisosémica de material no degradado, ya que son incapaces de
degradar lisosdbmicamente los oligosacaridos fucosilados terminalmente y en el nicleo, y rara vez sobreviven mas
alla de su sexto afio [10].

La patente de Estados Unidos N° 5.240.707 describe inhibidores de alfa-manosidasa y de fucosidasa que se
especula que son utiles como inmunomoduladores y como agentes antimetastasicos. Otros inhibidores de
fucosidasa conocidos incluyen L-desoxifuconojirimicina (DFJ) [11], basada en la estructura clasica del imino azucar
nojirimicina y que tiene una constante de inhibicion frente a la fucosidasa lisosémica de 10 nM. Véase también la
patente de Estados Unidos N° 5.100.797 que describe inhibidores adicionales basados en desoxifuconojirimicina
(DFJ o DNJ), por ejemplo, beta-L-homofucononojirimicina y 1-beta-C-desoximanojirimicinas sustituidas. Otro
inhibidor potente de la fucosidasa es un miembro de la clase de azepanos de siete miembros, acido ((3R,4R,5S,6S)-
1-butil-4,5,6-trihidroxiazepano-3-carboxilico, conocido también como "Faz"). A pesar de tener la configuracion de
hidroxilo y la funcionalidad de carboxilo de un azucar iduronato, esta nueva molécula inhibe también la fucosidasa
con una potencia en el intervalo de concentracion nanomolar baja [12]. Como la mayor parte de los inhibidores de
imino azucares, no se prevé que la modificacion con alquilo de la amina afecte significativamente a la potencia del
inhibidor [13; 14], lo que permite la conjugacion facil y estable del inhibidor con grandes biopolimeros, tales como
péptidos. Los inhibidores de fucosidasa estan descritos ademas en las patentes de Estados Unidos numeros
5.382.709, 5.240.707, 5.153.325, 5.100.797, 5.096.909 y 5.017.704.

Sumario de la invenciéon

La presente descripcion se refiere, en general, a composiciones y métodos para el tratamiento de un trastorno
hepatico, tal como carcinoma hepatocelular. Las composiciones contempladas comprenden péptidos derivados de la
proteina asociada al receptor humano (RAP) conjugados con inhibidores de fucosidasa. Los péptidos RAP se unen
al receptor LRP1 en los hepatocitos de higado dirigiendo de este modo a los inhibidores de la fucosidasa hasta el
higado.

La invencion se define en las reivindicaciones.

En un aspecto, la invencion proporciona un conjugado de péptido como se reivindica en la reivindicacion 1, que
comprende un péptido de la proteina asociada al receptor (RAP) unido a un inhibidor de fucosidasa, comprendiendo
el péptido RAP una secuencia de polipéptidos que tiene al menos el 80 % de homologia con los aminoacidos 210-
319 de RAP de la SEQ ID NO: 1. En una realizacidon descrita en la presente memoria, en el péptido RAP faltan al
menos 200 y hasta 245 aminoacidos desde el N-terminal de la SEQ ID NO: 1. En una realizacion relacionada
descrita en la presente memoria, en el péptido RAP faltan 245 aminoacidos desde el N-terminal de la SEQ ID NO: 1.

En ciertas realizaciones descritas en la presente memoria, en el péptido RAP faltan ademas al menos 4 y hasta 11
aminoacidos desde el C-terminal de la SEQ ID NO: 1. En otra realizaciéon descrita en la presente memoria, en el
péptido RAP faltan ademas 11 aminoacidos desde el C-terminal de la SEQ ID NO: 1. En una realizacién adicional, el
péptido RAP carece de los aminoacidos 1-245 y 320-323 del RAP maduro de la SEQ. ID NO: 1.

En otras realizaciones mas descritas en la presente memoria, los péptidos RAP contemplados por la invencion
pueden estar compuestos por la secuencia RAP nativa o pueden incluir mutaciones a la secuencia nativa. Los
péptidos RAP descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que es idéntica al
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menos en un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
a cualquiera de los péptidos RAP derivados de la SEQ ID NO: 1 como se describe en esta memoria. Los péptidos
RAP descritos en esta memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en un 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a cualquiera de los
aminoacidos 210-319, 243-313, 246-313, 249-303 0 251-303 de RAP indicados en la SEQ ID NO: 1.

En una realizacién adicional descrita en la presente memoria, el péptido RAP comprende una secuencia de
polipéptidos que tiene al menos un 80 % de homologia con la secuencia indicada en la SEQ ID NO: 2. En una
realizacion relacionada, el péptido RAP comprende una secuencia de polipéptidos indicada en la SEQ ID NO: 2.

Se describen en esta memoria inhibidores de fucosidasa seleccionados del grupo que consiste en un imino azucar
de nojirimicina, un azepano de siete miembros, una (1-alfa,2-beta,3-alfa o beta,4-alfa,5-alfa o beta)-2,3,4-trihidroxi-5-
(hidroximetil)ciclopentilamina sustituida y 2,6-imino-2,6,7-tridesoxi-D-glicero-D-gluco-heptitol.

También se describen en esta memoria inhibidores de fucosidasa que incluyen imino aztcares de nojirimicina, tales
como L-desoxifuconojirimicina (DFJ o DNJ), beta-L-homofucononojirimicina y 1-beta-C-desoximanojirimicinas
sustituidas (beta-1-C-metil-desoximanojirimicina, beta -1-C-etil-desoximanojirimicina, beta-1-C-fenil-
desoximanojirimicina), y un azepano de siete miembros, tal como acido ((3R,4R,5S,6S)-1-butil-4,5,6-
trihidroxiazepano-3-carboxilico ("Faz"). Los inhibidores de fucosidasa adicionales descritos aqui son (1-alfa,2-beta,3-
alfa o beta,4-alfa,5-alfa o beta)2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil)-ciclopentilaminas sustituidas y 2,6-imino-2,6,7-
tridesoxi-D-glicero-D-gluco-heptitol.

En una realizacion, el inhibidor de fucosidasa se selecciona del grupo que consiste en L-desoxifuconojirimicina (DFJ
o DNJ), beta-1-C-metil-desoximanojirimicina, beta-1-C-etil-desoximanoijirimicina, beta-1-C-fenil-desoximanojirimicina
y acido (3R,4R,5S,6S)-1-butil-4,5,6-trihidroxiazepano-3-carboxilico (Faz).

En ciertas realizaciones descritas en la presente memoria, el inhibidor de fucosidasa inhibe la alfa-L-fucosidasa in
vitro, en el intervalo de 1 pM-100 nM, o en el intervalo de 1-100 nM.

En otra realizacion, se contempla que el inhibidor de la fucosidasa esté conjugado mediante un enlazador peptidico.

En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, el enlazador peptidico es un enlazador pentapéptido o
un dendrimero. Los ejemplos de dendrimeros incluyen, pero no se limitan a, dendrimeros de lisina, dendrimeros
PAMAM, dendrimeros POPAM, dendrimeros de triazina, y dendrimeros de diaminobutano (DAB).

En otra realizaciéon descrita en la presente memoria, el enlazador peptidico es un dendrimero de lisina. Los
dendrimeros de lisina, incluyen, pero no se limitan a un dendrimero de lisina de 12, 22, 32, 42 52 y 62 generacion, tal
como un dendrimero de lisina K4K2K y un dendrimero de lisina KG6. En una realizacion relacionada, el enlazador
peptidico es un dendrimero de lisina K4K2K.

En ciertas realizaciones descritas en la presente memoria, se conjugan uno o mas inhibidores de fucosidasa por
molécula de péptido RAP. En una realizacién relacionada descrita en la presente memoria, la invencién contempla
que el conjugado de péptido RAP comprende uno o mas agentes inhibidores unidos al mismo péptido o a multiples
péptidos RAP. En una realizaciéon descrita en la presente memoria, el péptido RAP puede comprender de
aproximadamente 1 a 5, aproximadamente 1 a 10, aproximadamente 5 a 10, aproximadamente 10 a 20,
aproximadamente 20 a 30, o 30 o mas moléculas de un agente inhibidor para el péptido RAP. En algunas
realizaciones descritas en la presente memoria, se contempla que el conjugado RAP comprende al menos 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12 o mas moléculas de inhibidor por molécula de péptido RAP. En una realizacion relacionada
descrita en la presente memoria, el conjugado comprende una relaciéon estequiométrica de inhibidor a péptido RAP
de 1:1, 2:1, 31, 4:1, 511, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1. Otras relaciones estequiométricas de inhibidor de
fucosidasa a péptido RAP incluyen 1:2, 1:3, 3:2, 5:2, 7:2, 9:2, 11:2, 4:3, 5:3, 7:3, 8:3, 10:3, 11:3. En algunas
realizaciones descritas en la presente memoria, la relaciéon de moléculas de inhibidor a moléculas de péptido RAP
esta entre 1:1y 12:1, o entre 1,5:1 y 10:1.

En otra realizacion, el conjugado de péptido RAP comprende al menos 4 inhibidores de fucosidasa por molécula de
péptido RAP. En una realizaciéon adicional, el conjugado de péptido RAP comprende al menos 8 inhibidores de
fucosidasa por molécula de péptido RAP.

En otro aspecto, la invencion proporciona un conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento de un tumor hepatico en un sujeto que lo necesite.

En una realizacion, el tumor hepatico es resultado de un carcinoma hepatocelular, infeccion por el virus de la
hepatitis, cirrosis, dafio tdxico hepatico, y hemocromatosis hereditaria.

En una realizacion relacionada, el tumor hepatico es resultado de un carcinoma hepatocelular.
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En una realizacion adicional, el tratamiento produce una disminucion en el tamafio del tumor hepatico del sujeto. En
otra realizacion, el tratamiento produce una reduccion de los niveles de alfa-fetoproteina en la sangre del sujeto en
comparacion con los niveles antes del tratamiento.

En ciertas realizaciones, el conjugado de péptido se administra por via intravenosa. En una realizacion relacionada
descrita en la presente memoria, el conjugado de péptido se administra a través de la arteria hepatica.

Todavia en ofra realizacion, el conjugado de péptido se administra en combinaciéon con un segundo agente. En
ciertas realizaciones descritas en la presente memoria, se selecciona el segundo agente del grupo que consiste en
un agente quimioterapéutico, un agente citotdxico, un radioisétopo, un agente antivirico, un agente anti-fungico y un
agente anti-inflamatorio. En una realizacién relacionada, el agente quimioterapéutico se selecciona del grupo que
consiste en doxorubicina y 5-fluorouracilo.

En una realizacion adicional descrita en la presente memoria, el segundo agente es un agente citotdxico. En algunas
realizaciones, el agente citotoxico se selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de mecloretamina,
ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucilo, melfalan, busulfan, tiotepa, carmustina, lomustina, dacarbazina y
estreptozocina.

En otra realizacion, el segundo agente es un radioisotog)o En aI una reallzaC|on descrlta en la presente memoria, el
radioisotopo se selecuona del grupo ue consiste en I, Y C 212Bl, 213Bl, 255F 149Tb 223Rd
213Pb 212Pb 211At BQSr 66 HO AC, 86 e, 67G Ga y99m

En una realizacion, el tumor hepatico se asocia con infeccion por el virus de la hepatitis, y el segundo agente es un
agente antivirico.

Se contempla también el uso de cualquiera de los conjugados anteriores descritos en esta memoria en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de cualquiera de los trastornos hepaticos descritos aqui. Se
contempla también una composiciéon que comprende un conjugado de péptido RAP-fucosidasa como se describe en
esta memoria para su uso en el tratamiento de un trastorno hepatico. Se contemplan también jeringas, por ejemplo,
de un solo uso o jeringas precargadas, envases sellados estériles, por ejemplo, viales, frascos, vasos, y/o kits o
paquetes que comprenden cualquiera de los conjugados anteriores, opcionalmente con instrucciones adecuadas
para su uso.

Cualquiera de los conjugados anteriores descritos en esta memoria se puede administrar concurrentemente con
algun agente util para tratar un trastorno hepatico conocido en la técnica o descrito en esta memoria, como terapia
complementaria. Se contemplan también las composiciones que comprenden alguno de los conjugados anteriores
junto con otros agentes de terapia hepatica.

Se entiende que cada caracteristica o realizacion, o su combinacién, descritas en la presente memoria es un
ejemplo ilustrativo, no limitativo, de cualquiera de los aspectos de la invencion y, como tal, se entiende que se puede
combinar con cualquier otra caracteristica o realizaciéon, o su combinacion, descrita en la presente memoria. Por
ejemplo, cuando se describen las caracteristicas con expresiones tales como "una realizacion", "algunas
realizaciones", "realizacion adicional", "ejemplos de realizaciones especificas" y/o "otra realizacion", cada uno de
estos tipos de realizaciones es un ejemplo no limitativo de una caracteristica que se pretende que se combina con
cualquier otra caracteristica o combinacion de caracteristicas, descritas en esta memoria sin tener que listar todas
las combinaciones posibles. Dichas caracteristicas o combinaciones de caracteristicas se aplican a cualquiera de los
aspectos de la invencion. Cuando se describen ejemplos de valores que caen dentro de intervalos, ninguno de estos
ejemplos se contempla como posible punto final de un intervalo, se contemplan todos y cada uno de los valores
numéricos entre dichos puntos finales, y se prevén todas y cada una de las combinaciones de los puntos finales
superior e inferior.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa el enlazador N-carboxipentil modificado-acido (3R,4R,5S,6S)-1-butil-4,5,6-trihidroxiazepano-
3-carboxilico (Faz).

La Figura 2 ilustra el enlazador N-5-carboxipentil modificado-desoxifuconojirimicina (DNJ).

La Figura 3 es una representacion de un conjugado de péptido RAP que comprende un dendrimero de lisina K4K2K
y los inhibidores conjugados (= "X").

La Figura 4 muestra los efectos de la desoxifuconojirimicina (DNJ) sobre la actividad de fucosidasa en células de
carcinoma hepatocelular HepG2 in vitro. Se utilizé6 tampdn como control.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a un conjugado como se reivindica en las reivindicaciones 1 o 2, que comprende la

proteina asociada al receptor (RAP) o un fragmento de la misma o una variante de RAP o un fragmento de RAP,

unido a un inhibidor de fucosidasa. La presente invencion se refiere también a dichos conjugados para uso en el
4
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tratamiento de tumores hepaticos, particularmente el carcinoma hepatocelular. La parte RAP del conjugado dirige al
inhibidor de la fucosidasa a las células hepaticas, y permite el trafico selectivo del inhibidor de fucosidasa a las
células hepatocitos, con absorcidon en el lisosoma. Sin restringirse con consideraciones tedricas de la invencion, el
inhibidor de fucosidasa induce la acumulacién de oligosacaridos derivados de glucoproteina en el lisosoma, similar a
los efectos de una enfermedad de almacenamiento lisosémico en las células del higado, induciendo de este modo
un suceso citotéxico en las células.

Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta memoria tienen el mismo
significado que es comunmente entendido por los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion. Las
siguientes referencias proporcionan a los expertos una definicion general de muchos de los términos utilizados en
esta invencion: Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY (2d ed. 1994);
THE CAMBRIDGE DICTIONARY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY (Walker ed., 1988); THE GLOSSARY OF
GENETICS, 5TH ED., R. Rieger, et al. (eds.), Springer Verlag (1991); y Hale and Marham, THE HARPER COLLINS
DICTIONARY OF BIOLOGY (1991).

Se hace notar aqui que, como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas

singulares "un", "uno”, “una” y "el" y “la” incluyen la referencia al plural a menos que el contexto indique claramente
otra cosa.

Como se usan en la presente memoria, los siguientes términos tienen los significados atribuidos a ellos a menos que
se especifique otra cosa.

"Inhibidor de fucosidasa" como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un agente, por ejemplo, una molécula
pequefia, que inhibe la actividad de la alfa-L-fucosidasa para escindir los residuos de fucosa de las glucoproteinas.
Los inhibidores de fucosidasa descritos en la presente memoria, incluyen los imino azucares de nojirimicina, tales
como desoxifuconojirimicina (DFJ o DNJ)), desoximanojirimicina (DMJ) y sus derivados. Los derivados especificos
incluyen  beta-L-homofucononojirimicina y  1-beta-C-desoximanojirimicinas  sustituidas  (beta-1-C-metil-
desoximanojirimicina, beta-1-C-etil-desoximanojirimicina, beta-1-C-fenil-desoximanojirimicina). Los inhibidores de
fucosidasa descritos en la presente memoria, incluyen también moléculas de azepano de siete miembros, tal como
acido ((3R,4R,5S,6S)-1-butil-4,5,6-trihidroxiazepano-3-carboxilico ("Faz"). Inhibidores adicionales de fucosidasa
estan descritos en las patentes de Estados Unidos 5.382.709, 5.240.707, 5.153.325, 5.100.797, 5.096.909 y
5.017.704, incluyendo (1-alfa,2-beta,3-alfa o beta,4 alfa,5-alfa o beta)-2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil)-
ciclopentilaminas sustituidas y 2,6-imino-2,6,7-tridesoxi-D-glicero-D-gluco-heptitol. El término "inhibidor de
fucosidasa" incluye especificamente cualquiera de los inhibidores y sus derivados descritos en la seccion titulada
"Inhibidores de alfa-L-fucosidasa y de fucosidasa" mas adelante.

La expresion "Tumores hepaticos" como se usa aqui incluye tanto los tumores primarios y/o neoplasias como las
metastasis que se desarrollan en o sobre el higado o se asocian fisicamente con el higado. También incluye
metastasis de tumores hepaticos que migran a otras partes del cuerpo, pero siguen siendo sensibles a los
conjugados de péptidos RAP con inhibidores de fucosidasa. Se conocen muchos tipos de tales tumores y neoplasia.
Los tumores primarios de higado incluyen el carcinoma hepatocelular y otros conocidos en la técnica. Estos tumores
son generalmente tumores solidos, o son tumores difusos con acumulaciones localizadas en el higado. Los tumores
0 neoplasias pueden ser malignos o benignos, y pueden haber sido tratados previamente con quimioterapia,
radiacion y/u otros tratamientos.

El término "cantidad eficaz" significa una dosis suficiente para producir el resultado deseado sobre la condicion de
salud, la patologia y la enfermedad de un sujeto o para fines de diagndstico. El resultado deseado puede
comprender una mejoria subjetiva u objetiva en el receptor de la dosis. "Cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere
a aquella cantidad de un agente eficaz para producir el efecto beneficioso que se pretende sobre la salud. Por
ejemplo, una cantidad eficaz puede incluir una cantidad eficaz para hacer mas lento el crecimiento de un tumor
sélido o para reducir su tamafo. Una cantidad eficaz puede reducir las metastasis tumorales. Una cantidad eficaz
puede ser una cantidad eficaz para hacer mas lenta la velocidad de proliferacion de las células cancerosas, para
detener la proliferacion de las células cancerosas, o para matar a las células cancerosas.

"Molécula organica pequefa" se refiere a las moléculas organicas de un tamafio comparable a las moléculas
organicas generalmente utilizadas en los productos farmacéuticos. El término excluye los biopolimeros organicos
(por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos, etc.). Las moléculas organicas pequefias preferidas varian en tamafio
hasta aproximadamente 5000 Da, hasta aproximadamente 2000 Da, o hasta aproximadamente 1000 Da.

Un "sujeto" de diagndstico o de tratamiento es un ser humano o un animal, incluyendo un mamifero o un primate.
"Tratamiento" se refiere a tratamiento profilactico o tratamiento terapéutico o tratamiento de diagndstico.

Un tratamiento "profilactico” es un tratamiento administrado a un sujeto que no presenta signos de una enfermedad o
presenta solamente signos precoces con el fin de reducir el riesgo de desarrollar la patologia. Los compuestos
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conjugados de la invencion se pueden administrar como un tratamiento profilactico para reducir la probabilidad de
desarrollar una patologia o para minimizar la gravedad de la patologia, si se desarrolla.

Un tratamiento "terapéutico" es un tratamiento administrado a un sujeto que presenta signos o sintomas de patologia
con el fin de disminuir o eliminar estos signos o sintomas. Los signos o sintomas pueden ser bioquimicos, celulares,
histolégicos, funcionales, subjetivos u objetivos. Los compuestos conjugados de la invencién se pueden administrar
como un tratamiento terapéutico o para diagnostico.

"Diagnéstico” significa la identificacion de la presencia o naturaleza de una condicién patolégica. Los métodos de
diagnéstico difieren en su especificidad y selectividad. Aunque un método particular de diagnostico puede no
proporcionar un diagnéstico definitivo de una afeccion, es suficiente si el método proporciona una indicacion positiva
que ayude en el diagndstico.

"Composicion farmacéutica" se refiere a una composicion adecuada para uso farmacéutico en un sujeto animal,
incluyendo los seres humanos y los mamiferos. Una composicion farmacéutica comprende una cantidad
farmacoldgicamente eficaz de un péptido RAP conjugado con un agente activo, y comprende también un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Una composicion farmacéutica engloba una composicion que comprende el
ingrediente o ingredientes activos, y el ingrediente o ingredientes inertes que constituyen el vehiculo, asi como
cualquier producto que resulte, directa o indirectamente, de la combinacion, complejacion o agregacion de
cualquiera de dos o mas de los ingredientes, o de la disociacion de uno o mas de los ingredientes, o de otros tipos
de reacciones o interacciones de uno o mas de los ingredientes. Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas
descritas en la presente memoria engloban cualquier composicién preparada mezclando un compuesto conjugado
de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas destinadas a
la administracion parenteral deben ser estériles.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a cualquiera de los vehiculos, tampones, y
excipientes farmacéuticos convencionales, tales como una solucién salina tamponada con fosfato, soluciéon acuosa
de dextrosa al 5 % y emulsiones, tal como una emulsion de aceite en agua o de agua en aceite, y diversos tipos de
agentes humectantes y/o adyuvantes. Los vehiculos y las formulaciones farmacéuticas adecuadas se describen en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19th Ed. (Mack Publishing Co., Easton, 1995). Los vehiculos farmacéuticos
preferidos dependen del modo de administracion que se pretende para el agente activo. Los modos tipicos de
administracion incluyen la administracion enteral (por ejemplo, oral) o parenteral (por ejemplo, inyeccion subcutanea,
intramuscular, intravenosa o intraperitoneal; o administracion tdpica, transdérmica, o transmucosal). Una "sal
farmacéuticamente aceptable” es una sal que se puede formular en un compuesto para uso farmacéutico
incluyendo, por ejemplo, sales de metales (sodio, potasio, magnesio, calcio, etc.) y sales de amoniaco o aminas
organicas.

El término "forma farmacéutica unitaria”, como se usa aqui, se refiere a unidades fisicamente discretas apropiadas
como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y animales, conteniendo cada unidad una cantidad
predeterminada de compuestos de la presente invencién calculada en una cantidad suficiente para producir el efecto
deseado en asociacion con un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las especificaciones
para las nuevas formas farmacéuticas unitarias dependen del conjugado particular empleado y del efecto a alcanzar,
y de la farmacodinamia asociada con cada compuesto en el hospedante. Por ejemplo, una forma farmacéutica
unitaria para administracion oral puede ser un comprimido, capsula o pildora, o grupo de los mismos. Una forma
farmacéutica unitaria para administracion parenteral puede ser un vial o jeringa o bolsa precargada que contiene una
cantidad fija de dosis en mg.

"Modular", como se usa en la presente memoria, se refiere a la capacidad para alterar, por aumento o disminucién
(por ejemplo, actuar como antagonista o agonista).

"Incremento de administracion relativa" tal como se utiliza aqui se refiere al efecto por el cual la acumulacion en el
sitio de administracion previsto (por ejemplo, el higado) de un conjugado que comprende el péptido RAP y el
inhibidor de fucosidasa se incrementa con respecto a la acumulacién del inhibidor no conjugado.

"indice terapéutico" se refiere al intervalo de dosis (cantidad y/o tiempo) por encima de la cantidad terapéutica
minima y por debajo de una cantidad inaceptablemente toxica.

"Dosis equivalente" se refiere a una dosis, que contiene la misma cantidad de agente activo.

"Polinucledtido” se refiere a un polimero compuesto de unidades de nucledtidos. Los polinucledtidos incluyen acidos
nucleicos de origen natural, tales como acido desoxirribonucleico ("DNA") y acido ribonucleico ("RNA"), asi como
analogos de acido nucleico. Los analogos de acido nucleico incluyen aquellos que incluyen bases que no son de
origen natural, nucleétidos que se ajustan en conexiones con otros nucleétidos distintos del enlace fosfodiéster de
origen natural o que incluyen bases unidas a través de conexiones distintas de los enlaces fosfodiéster. Por lo tanto,
los analogos de nucleétidos incluyen, por ejemplo y sin limitacion, fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforotriésteres,
fosforamidatos, boranofosfatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos de metilo quirales, 2-O-metil-ribonucleétidos, acidos
péptido-nucleicos (PNA), y similares. Tales polinucledtidos se pueden sintetizar, por ejemplo, utilizando un
sintetizador automatico de DNA. El término "acido nucleico" se refiere normalmente a polinucleétidos grandes. El
6
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término "oligonucledtido” se refiere normalmente a polinucledtidos cortos, generalmente no mayores que
aproximadamente 50 nucleétidos. Se entendera que cuando una secuencia de nucleétidos se representa por una
secuencia de DNA (esto es, A, T, G, C), esta incluye también una secuencia de RNA (esto es, A, U, G, C) en la que
"U" reemplaza a "T". Las secuencias de nucleétidos que codifican proteinas y RNA pueden incluir intrones.

"cDNA" se refiere a un DNA que es complementario o idéntico a un mRNA, tanto en forma de cadena sencilla o de
cadena doble.

"Complementario" se refiere a la compatibilidad topologica o emparejamiento conjunto de las superficies de
interactuacion de dos polinucleétidos. Un primer polinucleétido es complementario de un segundo polinucleétido si la
secuencia de nucledtidos del primer polinucleétido es idéntica a la secuencia de nucleétidos del compafiero de unién
polinucleotidica del segundo polinucleétido. Por lo tanto, el polinucleétido cuya secuencia es 5-TATAC-3' es
complementario de un polinucleétido cuya secuencia es 5-GTATA-3'. Las secuencias de polinucledtidos pueden ser
totalmente complementarias (esto es, 100 % de emparejamiento) o parcialmente complementarias.

Un ejemplo de las condiciones de hibridacion rigurosas para la hibridacién de acidos nucleicos complementarios que
tienen mas de 100 residuos complementarios sobre un filtro en una transferencia Southern o Northern es formalina
al 50 % con 1 mg de heparina a 42 °C, siendo realizada la hibridacién durante la noche. Un ejemplo de condiciones
de lavado altamente rigurosas es NaCl 0,15 M a 72 °C durante aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de
condiciones de lavado rigurosas es un lavado con 0,2 x SSC a 65 °C durante 15 minutos (véase, Sambrook et al.
para una descripcion del tampoén SSC).

"Polinucleétido recombinante" se refiere a un polinucleétido que tiene secuencias que en la naturaleza no estan
unidas juntas. Un polinucledtido recombinante amplificado o ensamblado se puede incluir en un vector adecuado, y
el vector se puede utilizar para transformar una célula hospedante apropiada. Una célula hospedante que
comprende el polinucledtido recombinante se denomina una "célula hospedante recombinante”. El gen se expresa
en la célula hospedante recombinante para producir, por ejemplo, un "polipéptido recombinante.” Un polinucleétido
recombinante puede cumplir también una funcién no codificante (por ejemplo, promotor, origen de replicacion, sitio
de unidn a ribosoma, etc.).

"Secuencia de control de la expresion" se refiere a una secuencia de nucleétidos en un polinucleétido que regula la
expresion (transcripcion y/o traduccion) de una secuencia de nucledtidos unida operativamente a la misma. "Unido
operativamente" se refiere a una relacion funcional entre dos partes en las que la actividad de una parte (por
ejemplo, la capacidad para regular la transcripcion) da como resultado una accion sobre la otra parte (por ejemplo, la
transcripcion de la secuencia). Las secuencias de control de la expresion pueden incluir, por ejemplo y sin limitacion,
secuencias de promotores (por ejemplo, inducibles o constitutivos), potenciadores, terminadores de transcripcién, un
codon de inicio (esto es, ATG), sefiales de corte y empalme para intrones, y codones de parada.

"Vector de expresion" se refiere a un vector que comprende un polinucleétido recombinante que comprende
secuencias de control de la expresion unidas operativamente a una secuencia de nucleétidos a ser expresada. Un
vector de expresién comprende suficientes elementos que actian en cis para la expresion; otros elementos para la
expresion pueden ser suministrados por la célula hospedante o sistema de expresion in vitro. Los vectores de
expresion incluyen todos los conocidos en la técnica, tales como césmidos, plasmidos (por ejemplo, desnudos o
contenidos en liposomas) y virus que incorporan el polinucleétido recombinante.

"Polipéptido" se refiere a un polimero compuesto de residuos de aminoacidos, a variantes estructurales relacionadas
de origen natural y a analogos sintéticos de los mismos que no son de origen natural unidos mediante enlaces
peptidicos, a variantes estructurales relacionadas de origen natural, y a analogos sintéticos de los mismos que no
son de origen natural. Los polipéptidos sintéticos se pueden sintetizar, por ejemplo, utilizando un sintetizador de
polipéptidos automatico. El término "proteina" se refiere tipicamente a polipéptidos grandes. El término "péptido" se
refiere tipicamente a polipéptidos cortos.

"Péptido RAP" o "polipéptido RAP" se refiere a fragmentos o variantes de alfa-2-macroglobulina/proteina 1 asociada
a la proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (RAP) de la SEQ ID NO: 1 o a otras
formas polimérficas de la misma de origen natural, nimero de acceso Uniprot P30533, nimeros de acceso Pfam
PF06400 y PF06401. Las variantes de polipéptidos difieren en la composiciéon de sus secuencias de aminoacidos,
en comparacion con el polipéptido parental o de referencia, sobre la base de una o mas mutaciones que implican la
insercioén, sustitucion o delecién de uno o mas aminoacidos por otros aminoacidos. Las sustituciones pueden ser
conservadoras o no conservadoras basadas en las relaciones fisico-quimicas o funcionales del aminoacido que se
va a reemplazar y del aminoacido que lo reemplaza. Cuando se utiliza aqui, el término "péptido RAP" se entiende
que se refiere a fragmentos de RAP de la SEQ ID NO: 1, y a variantes sustancialmente homodlogas de tales
fragmentos que conservan la selectividad relativa para el higado. Los péptidos RAP preferidos tienen menos de
aproximadamente 200 aminoacidos de longitud, o menos de aproximadamente 175, 150, 125 o 100 aminoacidos de
longitud, y son idénticos al menos en un 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 % con al menos 50, 60, 70, 80, 90 6 100
aminoacidos de RAP. Los péptidos RAP preferidos son sustancialmente homdlogos al dominio 3 de RAP. Tales
péptidos conservan selectividad relativa para el higado mediante, por ejemplo, la unién a LRP1 con una afinidad de
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10%Mo mejor (esto es, 10 M, 107 M, 108 M, 10° M, o inferior). El término "péptido RAP" incluye especificamente
cualquiera de los péptidos descritos en la seccion titulada "Péptidos RAP" mas adelante.

Los términos "idéntico" o "porcentaje de identidad", en el contexto de dos o mas secuencias de polinucleétidos o
polipéptidos, se refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especificado de nucledtidos o residuos de aminoacidos que son los mismos, cuando se comparan y se alinean para
una correspondencia maxima, medida utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacién de secuencias o
mediante inspeccion visual.

La frase "sustancialmente homodlogo" o "sustancialmente idéntico" en el contexto de dos acidos nucleicos o
polipéptidos, se refiere en general a dos o mas secuencias o subsecuencias que tienen al menos un 40 %, 50 %, 55
%, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de identidad de nucledtidos o de
residuos de aminoacidos, cuando se comparan y se alinean para una correspondencia maxima, medida utilizando
uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual. Preferiblemente, la
identidad sustancial existe en una region de las secuencias que tiene al menos aproximadamente 50, 60, 70, 80 o 90
residuos de longitud, o en una regién de al menos aproximadamente 100 residuos, o en una regién de al menos
aproximadamente 150 residuos. Las secuencias son sustancialmente idénticas en toda la longitud del biopolimero
de referencia indicado. En algunas realizaciones, las secuencias son sustancialmente idénticas en toda la longitud
de ambos biopolimeros de comparacion.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la que se
comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias de
ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia, si es
necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuenciacion. El algoritmo de comparacion
de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la secuencia o secuencias de ensayo con
respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros disefiados del programa.

El alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacion se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante el algoritmo
de homologia local de Smith and Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento
de homologia de Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la bisqueda por el método de
similitud de Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85: 2444 (1988), mediante implementaciones
computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software
Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por inspeccion visual. Otro ejemplo de
algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de secuencia es el
algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990).

"Sustancialmente puro" o "aislado" significa que una especie objeto es la especie predominante presente (esto es,
en una base molar, es mas abundante que cualquier otra especie macromolecular individual en la composicion), y
una fraccion sustancialmente purificada es una composicion en la que la especie objeto comprende al menos
aproximadamente 50 % (en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. Generalmente, una
composicion sustancialmente pura significa que aproximadamente 80 % a 90 % o mas de las especies
macromoleculares presentes en la composicion es la especie purificada de interés. La especie objeto se purifica
hasta homogeneidad esencial (no se pueden detectar especies contaminantes en la composicion por métodos de
deteccion convencionales) si la composicién consiste esencialmente en una uUnica especie macromolecular. Las
especies de disolventes, moléculas pequeiias (<500 daltons), estabilizantes (por ejemplo, BSA), y especies de iones
elementales no se consideran especies macromoleculares para los fines de esta definicion. En algunas
realizaciones, los conjugados de la invencion son sustancialmente puros o aislados. En algunas realizaciones, los
conjugados descritos en la presente memoria son sustancialmente puros o aislados con respecto a los materiales de
partida macromoleculares utilizados en su sintesis. La composicion farmacéutica descrita aqui puede comprender un
conjugado sustancialmente purificado o aislado de un péptido RAP y el agente activo mezclado con uno o mas
excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

De "origen natural" cuando se aplica a un objeto se refiere al hecho de que el objeto se puede encontrar en la
naturaleza. Por ejemplo, un polipéptido o secuencia de polinucledtidos que estd presente en un organismo
(incluyendo los virus) que se puede aislar de una fuente en la naturaleza y que no ha sido modificado
intencionadamente por el hombre en el laboratorio, es de origen natural.

Un "enlazador" se refiere a una molécula que une otras dos moléculas, o covalentemente o por medio de enlaces
idnicos, de Van der Waals o de hidrogeno, por ejemplo, una molécula de acido nucleico que se hibrida con una
secuencia complementaria en el extremo 5' y con otra secuencia complementaria en el extremo 3', uniendo de este
modo dos secuencias no complementarias. En ciertas realizaciones, se contempla que el enlazador es un enlazador
peptidico que une las moléculas mediante un enlace peptidico.

"Tumores" o "neoplasia" o "cancer" como se utiliza aqui incluyen tanto los tumores primarios como las metastasis.
Los tumores incluyen, por ejemplo, carcinomas de ovario, del cuello uterino, de prostata, de mama, de pulmoén, de
colon o gastricos y metastasis de los mismos en el higado.
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Péptidos RAP

La molécula RAP se produce inicialmente como una proteina de 357 aminoacidos (nimero de acceso Uniprot
P30533) que tiene una secuencia sefal de 35 aminoacidos que se escinde para formar el RAP maduro que es un
péptido de 323 aminoacidos. La secuencia de 323 aminoacidos del RAP maduro se indica en la SEQ ID NO: 1. El
RAP maduro retiene también una sefial de retencion en el reticulo endoplasmico del C-terminal de 4 aminoacidos.

El RAP es funcionalmente bidentado, con la unién de ambos dominios, el primero y el tercero (d1 y d3), con baja
afinidad nanomolar a determinados pares en tandem de las repeticiones de tipo complemento (CR) dentro del LDLR
(Andersen et al., Biochemistry 40, 15408-15417, 2001). El dominio 3 (d3), que consiste en aproximadamente 110
aminoacidos, corresponde a los aminoacidos 210 a 319 de la SEQ ID NO: 1. El uso de fragmentos tiende a
minimizar la inmunogenicidad, a maximizar la eficiencia de produccion y a mejorar la potencia. Sin embargo, el d3
aislado no se une tan fuertemente al receptor como lo hace el d3 dentro del contexto del RAP de longitud completa.
Las secuencias adicionales, que se encuentran dentro de la region N-terminal de d3 y la regién C-terminal de d2,
son necesarias para asegurar el solapamiento estable y la unién de alta afinidad al receptor. (Lazic et al.,
Biochemistry 42, 14913-14920, 2003). Los datos estructurales derivados del complejo entre RAP d3 y LDLR CR34
(Fisher et al., Mol Cell 22, 277-283, 2006) indica que las secuencias de unioén al receptor de RAP d3 se encuentran
dentro de dos hélices alfa antiparalelas de aproximadamente igual longitud unidas por un bucle flexible.

El RAP ciclado que comprende un enlace disulfuro no nativo ha sido creado conectando los extremos de las dos
hélices antiparalelas que forman la unidad de unién al receptor de RAP d3. [Véanse las solicitudes de patentes del
mismo propietario numeros PCT/US2008/057863 (WO 2008/16171) y PCT/US2007/78792 (WO 2008/036682)]. En
algunas realizaciones, el péptido ciclado tiene una longitud de aproximadamente 75 aminoacidos, pero tiene mejor
afinidad de unién en comparaciéon con el péptido no ciclado y una afinidad comparable al RAP d3 de 110
aminoacidos. Un ejemplo de péptido se deriva de los aminoacidos 246 a 313 del RAP humano, con sustituciones de
aminoacidos como sigue: E246C, L247G, G280A, L311A, y S312C. La secuencia de este péptido se indica en la
SEQ ID NO: 2. Otros péptidos a modo de ejemplo son, p. €j., idénticos al menos en aproximadamente un 80 % a los
aminoacidos 247-311 de la SEQ ID NO: 1 o idénticos al menos en aproximadamente un 80 % a los aminoacidos
251-303 de la SEQ ID NO: 1 y estan unidos por enlaces Cys-Cys en los terminales o cerca de los terminales Ny C
(por ejemplo, dentro de aproximadamente 5 aminoacidos de los extremos).

La caracterizacion de la SEQ ID NO: 2 muestra que este péptido ciclico se une a LRP1 con una afinidad de
aproximadamente 3,5 nM (véase el documento WO 2008/116171). El documento WO 2008/116171 describe otros
péptidos RAP ciclicos que se unen a LRP1. Por ejemplo, el péptido mRAP-8c (aminoacidos 246 a 312 de RAP que
tienen sustituciones de aminoacidos como sigue: E246C, L247G y L311G y S312C) (SEQ ID NO: 3) se une al
receptor LRP1 (agregado Il) con afinidad de aproximadamente 4 a 6 nM. El péptido mRAPc (RAP d3 con las
siguientes modificaciones: A242G, R314G, E241C y 1315C) (SEQ ID NO: 4), se une a LRP1 con una afinidad de
aproximadamente 10 nM, mientras que el péptido mRAP14c (que comprende los residuos 250-309 de RAP que
tiene la siguientes sustituciones de aminoacidos: F250C, L308G y Q309C) presentaba una afinidad por LRP1 de
aproximadamente 21 nM. Todos estos péptidos RAP se contemplan para uso en la invencion.

La conjugacion de dichos péptidos se describe también en el documento WO 2008/116171. Dichos conjugados
pueden incluir un enlazador pentapéptido, GGSGG (SEQ ID NO: 5). En realizaciones a modo de ejemplo, los
conjugados se generan por conjugacion de un resto con la glicina N-terminal del propio péptido RAP o del enlazador
pentapéptido. Alternativamente, se pueden afiadir una o mas lisinas al N-terminal del péptido o enlazador, y se
conjugan restos quimicos (por ejemplo, compuestos terapéuticos) con estas lisinas. Por ejemplo, un conjugado de
péptido comprende una lisina N-terminal modificada por la adicion de una lisina (K1) conectada ademas a dos lisinas
(K2, Ks), cada una de ellas conjugada con dos restos quimicos. La primera lisina (K4) esta conectada también a un
residuo de ornitina que comprende dos restos quimicos, y estd conectada ademas a un residuo de lisina final (K4)
conjugada con dos restos quimicos.

Estos péptidos se pueden conjugar facilmente con multiples inhibidores de fucosidasa, incluyendo los inhibidores de
fucosidasa DFJ y Faz. La conjugacion de multiples moléculas de inhibidor con un péptido deberia llevar a una
inhibicion extremadamente potente de la fucosidasa lisosémica, un homotetramero con multiples sitios activos [17],
mediante la adicion de efectos de avidez a las ya altas afinidades de DFJ y de Faz para la enzima. Se contempla
que se conjugan al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30 o mas moléculas de inhibidor por
molécula de péptido monomérico o de péptido multimerizado. En algunas realizaciones, la relaciéon de moléculas de
inhibidor a moléculas de péptido RAP esta entre 1:1y 12:1, o entre 1,5:1 y 10:1.

Es de esperar que los conjugados de péptido RAP sufran una rapida absorcion y transito al lisosoma de los
hepatocitos, donde deberian estar plenamente activos con o sin posterior degradacion lisosémica del conjugado. Sin
restringirse con consideraciones teodricas, se piensa que a través de este mecanismo la fucosidosis tipo LSD es
inducida en los hepatocitos, con esperanza de una mejoria significativa del efecto LSD en los hepatocitos tumorales,
como resultado de la hiperfucosilacion de las glucoproteinas en estas células. Este enfoque representa un nuevo
medio de tratamiento del carcinoma hepatocelular a la vez que se evitan otros tejidos no hepaticos y el tejido
hepatico normal.
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Los péptidos RAP descritos en la presente memoria incluyen aquellos fragmentos RAP y variantes de polipéptidos
descritos en la patente de Estados Unidos N° 5.474.766 y en la solicitud de patente internacional N°
PCT/US2006/36453. Los péptidos RAP se producen utilizando cualquiera de los métodos de preparacion y
purificacién de proteinas conocidos por los expertos en la técnica.

En la secuencia de aminoacidos de los péptidos RAP (incluyendo los péptidos RAP ciclicos) descrita en la presente
memoria pueden faltar al menos 200 y hasta 248 aminoacidos desde el N-terminal del RAP maduro. Por lo tanto, en
el péptido RAP pueden faltar los aminoacidos 1-209, 1-220, 1-225, 1-230, 1-235, 1-240, 1-241, 1-242, 1-243, o,
alternativamente, 1-244, 1-245, 1-246, 1-247, o 1-248 del RAP maduro. En la secuencia de aminoacidos del péptido
RAP pueden faltar ademas al menos 4 y hasta 11 aminoacidos desde el C-terminal del RAP maduro. Por lo tanto, en
el péptido RAP pueden faltar los aminoacidos 314-323 o 313-323, o, alternativamente, 304-323, 305-323, 306-323,
307-323, 308-323, 309-323, 310-323, 311-323 0 312-323 del RAP maduro. La secuencia de aminoacidos del péptido
RAP puede comprender una porcion continua del dominio 3 de RAP maduro que tiene (a) al menos 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, u 85 aminoacidos de longitud y (b) que comprende los aminoacidos 256-270. Las porciones a modo de
ejemplo de RAP que pueden formar la base para un péptido RAP (incluyendo péptido RAP ciclico) incluyen los
aminoacidos 210-323, 221-323, 210-319, 221-319, 243-319, 244-319, 245-319, 246-319, 247-319, 248-319, 249-
319, 210-313, 221-313, 243-313, 244-313, 245-313, 246-313, 247-313, 248-313, 249-313, 210-303, 221-303, 243-
303, 244-303, 245-303, 246-303, 247-303, 248-303, o0 249-303 de RAP maduro (SEQ ID NO: 1).

Otras realizaciones de péptidos RAP contempladas comprenden un polipéptido RAP humano o de mamifero en el
que el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos nativos de RAP en las posiciones 282-289, 201-210, y
311-319. Las variantes mutadas, y las variantes truncadas en N-terminal o C-terminal de RAP que se unen al
receptor LRP estan descritas en Melman et al. (J. Biol Chem. 276 (31): 29338-46, 2001). Otros polipéptidos RAP
contemplados comprenden una secuencia nativa de RAP entre los aminoacidos 85-148 y 178-248. (Véase Farquhar
et al, Proc Nat Acad Sci USA 91: 3161-3162 (1994).

También se describe en la presente memoria un péptido RAP o péptido RAP ciclico de diversos tamarios,
incluyendo aproximadamente 103, aproximadamente 99, aproximadamente 95, aproximadamente 90,
aproximadamente 85, aproximadamente 82, aproximadamente 80, aproximadamente 78, aproximadamente 76, 75,
74,73, 72,71, 70, 69, 68, 67, 66, 65, 64, 63, 62, 61, 60, 59, 58, 57, 0 56 aminoacidos de longitud o menos. Si el
péptido es un péptido RAP ciclico, el enlace covalente se puede formar entre aminoacidos que estan separados por
aproximadamente 76, 75, 74, 73, 72, 71, 70, 69, 68, 67, 66, 65, 64, 63, 62, 61, 60, 59, 58, 57, 0 56 aminoacidos. Se
entiende que estos fragmentos que forman la base para los péptidos RAP pueden incluir otras inserciones o
sustituciones, siempre que sean sustancialmente homoélogas a los mismos.

Como se describe en el documento WO 2008/116171, se pueden preparar péptidos RAP ciclicos que presentan una
afinidad y selectividad para LRP1 que es similar a la del RAP nativo (por ejemplo, aproximadamente una diferencia
de 5 veces o menos en comparacion con el RAP nativo). Se pueden preparar también péptidos RAP ciclicos que
presentan mejor afinidad para LRP1 en comparacion con el RAP nativo. En una realizacion, el péptido RAP ciclico
presenta al menos una afinidad al menos 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 7 veces, 10
veces, 0 20 veces mejor (con respecto al RAP nativo) para LRP1 (P98157).

Los péptidos RAP pueden estar compuestos por la secuencia RAP nativa o pueden incluir mutaciones de la
secuencia nativa. Los péptidos RAP descritos en esta memoria comprenden una secuencia de aminoacidos idéntica
al menos en un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99
% a cualquiera de los péptidos RAP derivados de la SEQ ID NO: 1 como se describe aqui. Los péptidos RAP
descritos en esta memoria comprenden una secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a cualquiera de los aminoacidos
210-319, 243-313, 246-313, 249-303 0 251-303 de RAP indicado en la SEQ ID NO: 1.

Se pueden preparar péptidos RAP ciclicos que contienen sustituciones conservadoras (por ejemplo, hasta 5, hasta
10, hasta 15, hasta 20 o hasta 25) con respecto a la secuencia de RAP nativo, pero que conservan todavia la
afinidad de union para LRP1. Los péptidos RAP que contienen sustituciones no conservadoras pueden retener
también la afinidad de unién para LRP1. Por ejemplo, se ha demostrado que una mutacién no conservadora en una
cualquiera de las posiciones 217, 249, o 251 de RAP maduro no afecta a la afinidad de unién. También se han
realizado mutaciones no conservadoras y conservadoras en las posiciones 241, 242, 247, 250, 308, 309, 311, 314.

En cualquiera de las realizaciones precedentes, los péptidos RAP pueden contener una cisteina en el N-terminal o
cerca del N-terminal del péptido y una cisteina en el C-terminal o cerca del C-terminal del péptido (por ejemplo,
dentro de 3, 4 0 5 aminoacidos del terminal), lo que permite la ciclacion del péptido y la estabilizacion de las hélices
alfa a través de la formacion de enlace disulfuro entre las dos cisteinas. Opcionalmente, se puede interponer una
glicina o una prolina entre las cisteinas y las hélices alfa (por ejemplo, Cys-Gly en el N-terminal y Gly-Cys en el C-
terminal). La introduccién de glicinas permite una ruptura en la hélice alfa para un enlace disulfuro adyacente inter-
helicoidal no nativo.

Se contempla ademas que cualquiera de los péptidos RAP descritos en esta memoria es multimerizado en
combinaciones de oligdbmeros como se describe en la presente memoria. "Péptido RAP multimerizado" como se
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utiliza aqui se refiere a un polipéptido que comprende 2 0 mas péptidos RAP. Los términos "multimero" y "oligémero"
se utilizan indistintamente en la presente memoria. En una realizacion, el oligdmero o el multimero comprende al
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete o al menos ocho péptidos
RAP ciclicos. En una realizacion a modo de ejemplo, los péptidos RAP ciclicos se conjugan con una molécula de
biotina para facilitar la multimerizacion u oligomerizacion. Los péptidos ciclicos conjugados con biotina pueden ser
multimerizados entonces mediante unién a estreptavidina o mediante unién a un anticuerpo anti-biotina. Se pueden
preparar también oligémeros o multimeros de péptidos RAP ciclicos por otros métodos bien conocidos en la técnica
y que se describen a continuacion.

Se conocen una serie de métodos en la técnica para crear multimeros u oligédmeros de péptidos. Por ejemplo, los
péptidos se pueden unir mediante enlazadores como se describe en esta memoria, o por medio de polietilenglicol.
Véase Zhang et al., Bioconjug Chem. 14: 86-92, 2003 (péptidos que se unen a fibrillas de amiloide conectados o por
un espaciador de poli(etilenglicol) (PEG) o por sélo dos aminoacidos que presentan aproximadamente una afinidad
100 veces mayor para las fibrillas, mientras que la colocacion de seis copias del péptido sobre un PEG ramificado
dio como resultado una afinidad 10000 veces mayor). Los péptidos pueden ser multimerizados facilmente después
de biotinilacion a través de acoplamiento con estreptavidina. Véase, por ejemplo, Guillaume et al., J. Biol. Chem.,
278: 4500-4509, 2003 (se pueden preparar multimeros de péptidos mediante union a través de avidina o derivados
de avidina, y son posibles preparaciones homogéneas de tetrameros y octameros). Los péptidos con capacidad de
union al receptor se pueden injertar en diferentes regiones CDR de un anticuerpo o inmunoglobulina andamio.
Véase Frederickson et al., Proc Natl Acad Sci U:S:A: 103: 14307-12, 2006, que describe anticuerpos y fragmentos
que contienen dos péptidos de unioén al receptor MPL injertados que estimulan el receptor MPL de una manera que
se estima que es equipotente al ligando nativo. Los péptidos se pueden unir en tdandem o de forma ramificada, con o
sin enlazadores, a los dominios de anticuerpo Fc. Véase la publicacion internacional N° WO 00/24782, publicada el 4
de mayo de 2000. Los péptidos y otras proteinas se pueden presentar sobre un andamio macromolecular derivado
de un complejo multienzimatico. Véase Domingo et al., J Mol Biol. 305: 259-67, 2001. Para una revision de los
andamios de proteinas adecuados para la visualizacion de péptidos, véase Hosse et al, Protein Science 15:. 14-27,
2006 (revision de andamios tal como el dominio de fibronectina de tipo lll, una lipocalina, una knottina, citocromo
b562, un inhibidor de la proteasa de tipo Kunitz, el dominio Z, y el médulo de unién a carbohidratos CBM4-2).

En algunas realizaciones a modo de ejemplo, las combinaciones oligoméricas bivalentes se preparan por
homodimerizacion de un polipéptido que comprende un péptido RAP ciclico y una regidon de anticuerpo Fc. Las
combinaciones oligoméricas tetravalentes se preparan reemplazando las regiones variables de anticuerpo en una
inmunoglobulina tetramérica (que contiene dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras) con un péptido RAP ciclico.
Aun en otras realizaciones a modo de ejemplo, las combinaciones oligoméricas bivalentes, trivalentes, tetravalentes,
u otras se preparan por conjugacion del péptido RAP ciclico con una molécula de PEG. Otras combinaciones
oligoméricas pueden ser previstas por los expertos en la técnica.

Los dendrimeros son también adecuados para la multimerizacién de los péptidos RAP. Los dendrimeros son
polimeros macromoleculares altamente ramificados, a menudo esféricos. Las estructuras oligoméricas
tridimensionales de los dendrimeros se preparan por secuencias de reaccion reiterativas partiendo de una molécula
nucleo que tiene multiples grupos reactivos. Cuando las unidades de mondmero, que tienen también multiples
grupos reactivos, se hacen reaccionar con el nucleo, aumenta el nUmero de grupos reactivos que comprenden los
limites exteriores del dendrimero. Se pueden afiadir capas sucesivas de moléculas de mondmero a la superficie del
dendrimero, aumentando geométricamente el nimero de ramificaciones y grupos reactivos sobre la superficie cada
vez que se anade una capa. El nUmero de capas de moléculas de monémero en un dendrimero se puede denominar
como la "generacion” del dendrimero. EI niUmero total de grupos funcionales reactivos sobre la superficie externa de
un dendrimero depende del numero de grupos reactivos que posee el nucleo, del nimero de grupos reactivos que
poseen los monémeros que se utilizan para hacer crecer el dendrimero, y de la generacion del dendrimero. Véase la
patente de Estados Unidos N° 6.852.842.

Se han descrito en la técnica una variedad de tipos de dendrimeros, tales como los dendrimeros de lisina, que
incluyen pero no se limitan a un dendrimero de lisina de 12, 28, 32, 42 52 o0 62 generacion, tal como un dendrimero de
lisina K4K2K y un dendrimero de lisina KG6 (Okuda et al., J. Controlled Release 116, 330-336, 2006). Otros
dendrimeros incluyen dendrimeros PAMAM, dendrimeros POPAM, dendrimeros de triazina, y dendrimeros de
diaminobutano (DAB). Véase, por ejemplo, Grayson and Frechet, Chem Rev. 2001, 101, 3819; Mintzer et al., New J
Chem. 2009; 33: 1918-1925; Patente de Estados Unidos N° 6.852.842; Publicaciones de Estados Unidos Nos.
20090287005, 20090240028 y 20090182151.

Conjugados RAP

Un "conjugado RAP" o "conjugado de péptido RAP", se refiere cada uno a un compuesto que comprende un péptido
RAP unido a un agente activo, tal como un inhibidor de fucosidasa. Como se utiliza en esta memoria, el término
"conjugado” significa que el agente o agentes inhibidores y el péptido RAP estan unidos fisicamente, por ejemplo,
mediante enlaces quimicos covalentes, fuerzas fisicas tales como fuerzas de van der Waals o interacciones
hidréfobas, encapsulacion, inclusion, o combinaciones de las mismas. En realizaciones preferidas, el agente o
agentes inhibidores y el péptido RAP estan unidos fisicamente por enlaces quimicos covalentes. En el caso de
agentes terapéuticos mlltiples, se puede utilizar una combinacién de varias conjugaciones. Algunos agentes
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contienen un grupo funcional tal como un grupo alcohol, acido, carbonilo, tiol o amina para ser utilizado en la
conjugacion con el péptido RAP.

En algunas realizaciones, un enlace quimico covalente que puede ser directo (no hay atomos interpuestos) o
indirecto (a través de un enlazador, por ejemplo, una cadena de atomos unidos covalentemente) une el péptido RAP
y el agente inhibidor. En realizaciones preferidas, el péptido RAP y el resto del agente inhibidor del conjugado estan
unidos directamente por enlaces covalentes entre un atomo del péptido RAP y un atomo del agente inhibidor. En
algunas realizaciones preferidas, el resto de union al receptor esta conectado con el resto del agente inhibidor del
compuesto mediante un enlazador que comprende un enlace covalente o un péptido de virtualmente cualquier
secuencia de aminoacidos o cualquier molécula o atomo capaces de conectar el péptido RAP con el agente
inhibidor.

En algunas realizaciones, el enlazador comprende una cadena de atomos de 1 a aproximadamente 60, o 1 a 30
atomos o mas larga, 2 a 5 atomos, 2 a 10 atomos, 5 a 10 atomos, o 10 a 20 atomos de longitud. En algunas
realizaciones, los atomos de la cadena son todos atomos de carbono. En algunas realizaciones, los atomos de la
cadena se seleccionan del grupo que consiste en C, O, N, y S. Los atomos de la cadena y los enlazadores se
pueden seleccionar de acuerdo con su solubilidad esperada (hidrofilicidad) a fin de proporcionar un conjugado mas
soluble. En algunas realizaciones, el enlazador proporciona un grupo funcional que es sometido a un ataque
enzimatico en un lisosoma. En algunas realizaciones, el enlazador proporciona un grupo funcional que es sometido
al ataque por una enzima que se encuentra en el tejido u érgano diana y que, después del ataque o hidrdlisis corta la
union entre el agente inhibidor y el péptido RAP. En algunas realizaciones, el enlazador proporciona un grupo
funcional que es sometido a hidrdlisis en las condiciones encontradas en el sitio diana (por ejemplo, pH bajo de un
lisosoma). Un enlazador puede contener uno o mas de tales grupos funcionales. En algunas realizaciones, la
longitud del enlazador es suficientemente larga para reducir el potencial de impedimento estérico (cuando un agente
activo es grande) entre uno o ambos, el sitio de unidn del péptido RAP y el sitio de union del agente activo.

Si el enlazador es un enlace covalente o un péptido y el agente activo es un polipéptido, todo el conjugado puede
ser una proteina de fusién. Dichos enlazadores peptidicos pueden ser de cualquier longitud. Ejemplos de
enlazadores tienen de aproximadamente 1 a 50 aminoacidos de longitud, 5 a 50, o 10 a 30 aminoacidos de longitud.
Dichas proteinas de fusién se pueden producir por métodos de ingenieria genética recombinante conocidos por los
expertos en la técnica. En algunas realizaciones, la porcion de péptido RAP del conjugado se formula para
degradarse rapidamente para liberar el compuesto activo. En otras realizaciones, el enlazador se somete a escision
en condiciones ambientales intracelulares, o mas preferiblemente, lisosémicas, para liberar o separar la porcién de
agente activo de la porcion de polipéptido de péptido RAP.

Los enlazadores peptidicos a modo de ejemplo incluyen cualquier dendrimero conocido en la técnica, tales como los
dendrimeros de lisina, que incluyen pero no se limitan a, un dendrimero de lisina de 12, 22, 32, 42, 52 0 62 generacion,
tal como un dendrimero de lisina K4K2K o un dendrimero de lisina KG6 (Okuda et al., J Controlled Release 116,
330-336, 2006). Otros dendrimeros incluyen dendrimeros PAMAM (poli(amidoamina)), dendrimeros POPAM
(poliamino-propilen-amina), dendrimeros hibridos POPAM-PAMAM, dendrimeros de triazina. Véase, por ejemplo,
Grayson and Frechet, Chem Rev. 101: 3819, 2001; Mintzer et al., New J Chem. 33: 1918-1925, 2009; Majoros et al.,
Macromolecules, 41: 8372-8379, 2008, y las Publicaciones de Patentes de Estados Unidos Nos. 20090287005,
20090240028 y 20090182151.

El conjugado puede comprender uno o mas agentes inhibidores unidos al mismo péptido RAP o a multiples péptidos
RAP. Por ejemplo, las reacciones de conjugacion pueden conjugar de aproximadamente 1 a 5, aproximadamente 1
a 10, aproximadamente 5 a 10, aproximadamente 10 a 20, aproximadamente 20 a 30, o 30 o mas moléculas de un
agente inhibidor con el péptido o péptidos RAP. En ciertas realizaciones, se contempla que el conjugado RAP
comprende principalmente (por ejemplo, mas de 50 %, 70 %, 80 %, 090 %) 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12 o mas
moléculas de inhibidor por molécula de péptido RAP, por ejemplo, para una relacion estequiométrica de 1:1, 2:1, 3:1,
4:1, 511, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1. Otras relaciones estequiométricas de inhibidor de fucosidasa a péptido
RAP incluyen 1:2, 1:3, 3:2, 5:2, 7:2, 9:2, 11:2, 4:3, 5:3, 7:3, 8:3, 10:3, 11:3. En algunas realizaciones, la relacion de
moléculas de inhibidor a moléculas de péptido RAP esta entre 1:1y 12:1, o entre 1,5:1 y 10:1. Estas formulaciones
se pueden emplear como mezclas, o se pueden purificar en formulaciones estequiométricas especificas.

Los expertos en la técnica son capaces de determinar qué formato y qué relacion estequiométrica se prefiere.
Ademas, se puede unir mas de un tipo de agente inhibidor al péptido RAP cuando se desea la administracion de
mas de un tipo de un agente a un sitio o compartimento diana. Una pluralidad de especies de agente inhibidor
pueden ser unidas al mismo péptido RAP por ejemplo, DFJ-RAP Faz, u otros conjugados. Por lo tanto, los
conjugados pueden consistir en una gama de relaciones estequiométricas y pueden incorporar mas de un tipo de
agente inhibidor. Estos, se pueden separar también en mezclas purificadas o se pueden emplear como agregados.

Los conjugados de péptidos RAP descritos aqui, se pueden modificar como se conoce en la técnica para mejorar su
estabilidad o sus propiedades farmacocinéticas (por ejemplo, PEGilacién o unidn con otros polimeros solubles en
agua). Los ejemplos de polimeros solubles en agua incluyen, pero no se limitan a poli(alquilenglicoles) tales como
polietilenglicol (PEG), poli(propilenglicol) ("PPG"), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol y similares,
monometoxi-PEG, poli(6xido de etileno) (PEO), dextrano, poli(N-vinilpirrolidona), acidos grasos, un co-polimero de
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oxido de polipropileno/dxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), HPMA, FLEXIMAR™ y alcohol
polivinilico, mono-(alcoxi C1-C10)-PEG, ariloxi-PEG, tresil-monometoxi-PEG, PEG-propionaldehido, bis-succinimidil-
carbonato-PEG, celulosa, otros polimeros basados en carbohidratos, y combinaciones de cualquiera de los
anteriores.

En algunas realizaciones, el polimero soluble en agua es lineal (por ejemplo, alcoxi-PEG o PEG bifuncional),
ramificado o brazos muiltiples (por ejemplo, PEG bifurcado o PEG unido a un nucleo de poliol), dendritico, o con
enlaces degradables. Por otra parte, la estructura interna de la molécula de polimero se puede organizar en una
serie de diferentes patrones y se puede seleccionar del grupo que consiste en homopolimero, copolimero alternante,
copolimero aleatorio, copolimero de bloque, tripolimero alternante, tripolimero aleatorio, y tripolimero de bloque.

El término "PEGilado", como se usa aqui, se refiere a una proteina, conjugado de proteina o polipéptido unido a uno
o0 mas restos de PEG. El término "PEGilacién" como se utiliza aqui, se refiere al proceso de uniéon de uno o mas
PEGs a una proteina. En una realizacion, el peso molecular de dicho PEG esta en el intervalo de 3 a 100 kDa, de 5
a 60 kDa, de 5 a 40 kDa, de 5 a 25 kDa, de 5 a 15 kDa, o de 5 al 10 kDa.

Enlazadores adecuados y sus grupos funcionales y los métodos quimicos de sintesis facilmente adaptables para la
preparacion de los mismos, se describen en la Publicacién de Patente de Estados Unidos N° 2003253890.

Caracterizacion de los conjugados RAP
I. Marcadores

En algunas realizaciones, el conjugado basado en péptido RAP esta marcado para facilitar su deteccion. Un
"marcador" o un "resto detectable" es una composicidon detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos,
bioquimicos, inmunoquimicos, quimicos, u otros medios fisicos.

Como se ha indicado anteriormente, dependiendo del ensayo de cribado empleado, se pueden marcar el agente
activo, el enlazador o la parte de péptido RAP de un conjugado. El marcador o grupo detectable particular utilizado
no es un aspecto critico de la invencion, siempre que no interfiera significativamente con la actividad biologica del
conjugado. El grupo detectable puede ser cualquier material que tenga una propiedad fisica o quimica detectable.
Por lo tanto, un marcador es cualquier composicién detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos,
bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, dpticos o quimicos.

Los ejemplos de marcadores adecuados para su uso incluyen, pero no se limitan a, colorantes fluorescentes (‘por
eg'em lo, isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina, y similares), radiomarcadores (por ejemplo, 3H, 25I,
3 S, 4C, o 32P), reactivos de densidad electrénica, enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina y
otras comunmente utilizadas en un ensayo ELISA), y marcadores colorimétricos tales como oro coloidal o perlas de
vidrio o plastico coloreadas (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.). La biotina, digoxigenina o haptenos
y otras proteinas se pueden hacer detectables, por ejemplo, incorporando un marcador en el hapteno o péptido.

El marcador se puede acoplar directa o indirectamente al componente deseado del ensayo segun métodos bien
conocidos en la técnica. El marcador en una realizacion se une covalentemente al biopolimero utilizando un reactivo
de isocianato para conjugar un agente activo como se describe en esta memoria. Los reactivos bifuncionales de
isocianato descritos aqui se pueden usar para conjugar un marcador con un biopolimero para formar un conjugado
de biopolimero con marcador sin un agente activo unido al mismo. El conjugado de biopolimero con marcador se
puede utilizar como un intermedio para la sintesis de un conjugado marcado como se describe en esta memoria o se
puede utilizar para detectar el conjugado de biopolimero. Como se ha indicado antes, se pueden utilizar una amplia
variedad de marcadores, dependiendo la eleccién del marcador de la sensibilidad requerida, de la facilidad de
conjugacion con el componente del ensayo deseado, de los requisitos de estabilidad, de la instrumentacion
disponible, y de los recursos de eliminacién. Los marcadores no radiactivos se unen a menudo por medios
indirectos. Generalmente, una molécula ligando (por ejemplo, biotina) se une covalentemente a la molécula. El
ligando se une a otra molécula (por ejemplo, estreptavidina), que o bien es inherentemente detectable o esta unida
covalentemente a un sistema sefal, tal como una enzima detectable, un compuesto fluorescente, o un compuesto
quimioluminiscente.

Los conjugados se pueden conjugar también directamente a compuestos generadores de sefiales, por ejemplo,
mediante conjugacion con una enzima o fluoréforo. Las enzimas adecuadas para su uso como marcadores incluyen,
pero no se limitan a, hidrolasas, particularmente fosfatasas, esterasas y glucosidasas, u oxidasas, particularmente
peroxidasas. Los compuestos fluorescentes, esto es, fluoréforos, adecuados para uso como marcadores incluyen,
pero no se limitan a, fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona, etc. Otros
ejemplos de fluoréforos adecuados incluyen, pero no se limitan a, eosina, TRITC-amina, quinina, fluoresceina W,
amarillo de acridina, lisamina rodamina, eritrosina B sulfonil-cloruro, rutenio (tris, bipiridinio), rojo Texas, dinucleétido
de nicotinamida adenina, dinucleétido de flavina adenina, etc. Los compuestos quimioluminiscentes adecuados para
uso como marcadores incluyen, pero no se limitan a, luciferina y 2,3-dihidroftalazindionas, por ejemplo, luminol. Para
una revision de los diversos sistemas para producir marcas o sefiales que se pueden utilizar en los métodos
descritos en la presente memoria, véase la patente de Estados Unidos N° 4.391.904.
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Los medios de deteccion de marcadores son bien conocidos por los expertos en la técnica. Asi, por ejemplo, cuando
el marcador es un marcador radiactivo, los medios para la deteccién incluyen un contador de centelleo o una
pelicula fotografica como en autorradiografia. Cuando el marcador es un marcador fluorescente, se puede detectar
excitando el fluorocromo con la longitud de onda apropiada de la luz y detectando la fluorescencia resultante. La
fluorescencia se puede detectar visualmente, mediante el uso de detectores electrénicos tales como dispositivos
acoplados de carga (CCD) o fotomultiplicadores y similares. Del mismo modo, los marcadores enzimaticos se
pueden detectar proporcionando los sustratos apropiados para la enzima y detectando el producto de reaccion
resultante. Los marcadores colorimétricos o quimioluminiscentes se pueden detectar simplemente observando el
color asociado con el marcador. Otros sistemas de marcaje y deteccion adecuados para su uso en los métodos
descritos en la presente memoria seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica. Dichos moduladores y
ligandos marcados se pueden utilizar en el diagnostico de una enfermedad o condicién de salud.

Receptor LRP1 de RAP

LRP1 (proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad) es un miembro de la familia "LDLR"
de receptores de lipoproteina de baja densidad. La LRP1 es una proteina grande de 4525 aminoacidos (600 kDa),
que es escindida por la furina para producir dos subunidades de 515 kD (alfa) y 85 kDa () que permanecen unidas
no covalentemente. La LRP se expresa en la mayor parte de los tipos de tejidos, pero se encuentra principalmente
en el higado. Otros miembros de la familia de receptores de lipoproteina de baja densidad (LDL) incluyen LDL-R
(132 kDa); LRP2 (megalina, gp330); LRP/LRP1 y LRP1B (600 kDa); VLDL-R (130 kDa); LRP5; LRP6; apoER-2
(LRP-8, 130 kDa); LDL-R Mosaico (LR11, 250 kDa); y otros miembros tales como LRP3, LRP6 y LRP-7. Los rasgos
caracteristicos de la familia incluyen la expresion en la superficie celular; repeticiones extracelulares de dominio de
union a ligando (DxSDE); necesidad de Ca++ para la unién al ligando; unién de RAP y apoE; repeticiones del
dominio de homologia del precursor EGF (YWTD); una region que abarca una sola membrana; sefiales de
internalizaciéon en el dominio citoplasmico (FDNPXY); y endocitosis de diversos ligandos mediada por receptores.
Algunos miembros de la familia, incluyendo LRP1, participan en las rutas de transduccién de sefales. En algunas
realizaciones, los conjugados de péptido RAP de la invencién se unen preferiblemente a LRP1 en comparacién con
otros miembros de la familia LDL-R, por ejemplo, con una afinidad 1,5, 2, 3, 4, 5, 10 veces o mas alta para LRP1.

LRP1 tiene el N° de acceso de GenBank X13916 y el N° de acceso de SwissProt Primary Q07954. Los nombres
alternativos para el gen/proteina LRP1 incluyen: proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja
densidad [precursoral, LRP, receptor de alfa-2-macroglobulina, A2MR, receptor de apolipoproteina E, ApoER, CD91,
LRP1 o A2MR. La LRP1 expresada en el higado y en el tejido muscular liso vascular puede producir la endocitosis
del ligando en estos tejidos.

Inhibidores de alfa-L-fucosidasa y fucosidasa

La enzima alfa-L-fucosidasa (N° de acceso de GenBank NP_000138) normalmente participa en la escision de las
cadenas largas de azuUcar (oligosacaridos) en el lisosoma. Cuando falta la enzima, las cadenas de azlcar se
acumulan y eventualmente dan lugar a las caracteristicas clinicas de la fucosidosis. La fucosidosis es una
enfermedad por almacenamiento lisosémico, recesiva autosémica, causada por alfa-L-fucosidasa defectuosa con
acumulacion del aztcar fucosa en los tejidos. Véase, por ejemplo, Johnson et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
133: 90-7, 1986. Diferentes fenotipos incluyen caracteristicas clinicas tales como deterioro neuroldgico, retraso del
crecimiento, visceromegalia y convulsiones en una forma precoz severa; rasgos faciales toscos, angioqueratoma
corporal difuso, espasticidad y retraso del desarrollo psicomotor en una forma de mayor supervivencia.

La fucosidosis se puede detectar utilizando ensayos genéticos para identificar una mutaciéon en el gen de la
fucosidasa. La fucosidasa se diagnostica también por la presencia de niveles aumentados de proteinas fucosiladas
en la orina de pacientes con fucosidosis (Michalski et al, Eur J Biochem 201:.. 439-58, 1991).

La alfa-L-fucosidasa se ha detectado en niveles aumentados en el carcinoma hepatocelular y se ha sugerido que es
un marcador del HCC (Giardina et al, Cancer 70:. 1044-48, 1992).

Muchos inhibidores de la fucosidasa son moléculas pequeias que interfieren con la actividad enzimatica de la
hidrdlisis por la fucosidasa de los enlaces de hidratos de carbono. Algunos inhibidores de fucosidasa se basan en la
estructura de los imino azucares de nojirimicina (Véase la patente de Estados Unidos N°. 5.100.797.), que son
alcaloides imitadores de azucar que inhiben las glucosidasas debido a su parecido estructural con el resto de aztcar
del sustrato natural. Los iminoazucares son similares a los inhibidores de glucosidasas bacterianas. Para preparar
los compuestos iminoazucares, el anillo de monosacaridos que contiene oxigeno se reemplaza por un anillo que
contiene nitrégeno (pirrolidina, piperidina) llevando a un iminoazucar que actda como un glucomimeético.

La L-desoxifuconojirimicina (DFJ) es un inhibidor potente, especifico y competitivo (en el intervalo de 10 nM) de la
alfa-L-fucosidasa del higado humano. Se ha demostrado que analogos estructurales de la desoxifuconojirimicina que
conservan la configuracion de los grupos hidroxilo en los atomos de carbono 2, 3 y 4 del anillo de piperidina
conservan la actividad inhibidora de la fucosidasa. Por ejemplo, diferentes sustituyentes en cualquier configuracion
en el atomo de carbono 1 (esto es, 1-alfa y 1-beta-homofuconojirimicinas) y en el atomo de carbono 5 pueden alterar
la potencia, pero no destruir la actividad. Véase Winchester et al., Biochem. J. 265: 277-282, 1990.
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Otros inhibidores de fucosidasa son los azaazucares, tales como los azepanos de siete miembros, que son
compuestos que contienen anillo con nitrdgeno que imitan la estructura de los hidratos de carbono y que son
potentes inhibidores de la funcién de glucosi-hidrolasa [12]. A pesar de tener la configuracion de hidroxilo y la
funcionalidad carboxilo de un azucar iduronato, estas nuevas moléculas inhiben también la fucosidasa con una
potencia en el intervalo nanomolar bajo [12]. Como la mayor parte de los inhibidores de iminoazulcares, no se espera
que la modificacion alquilica de la amina tenga un efecto inhibidor significativo de la potencia [13; 14], lo que permite
la conjugacion facil y estable del inhibidor con biopolimeros grandes, tales como los péptidos. Otros inhibidores mas
de la fucosidasa son ciclopentilaminas sustituidas (patente de Estados Unidos N° 5.382.709).

Los ejemplos de inhibidores de la fucosidasa, incluyen L-desoxifuconojirimicina (DFJ), beta-L-
homofucononojirimicina y 1-beta-C-desoximanojirimicinas sustituidas (beta-1-C-metil-desoximanojirimicina, beta-1-C-
etil-desoximanoijirimicina, beta-1-C-fenil desoximanojirimicina), y un azepano de siete miembros, acido
(3R,4R,5S,6S)-1-butil-4,5,6-trihidroxiazepano-3-carboxilico ("Faz") Inhibidores adicionales de Ila fucosidasa
contemplados para uso en la invencion incluyen (1-alfa,2-beta,3-alfa o beta,4-alfa,5-alfa o beta)-2,3,4-trihidroxi-5-
(hidroximetil)ciclopentilaminas sustituidas y 2,6-imino-2,6,7-tridesoxi-D-glicero-D-gluco-heptitol.

Los inhibidores de la fucosidasa que retienen la actividad, esto es, la capacidad para inhibir la alfa-L-fucosidasa in
vitro, en el intervalo de 1 pM-100 nM, o intervalo 1-100 nM, se revelan para su uso en los conjugados como se
describen en la presente memoria.

Composiciones farmacéuticas y su administracion

Los conjugados se pueden formular en preparaciones para inyeccion mediante disolucion, suspensiéon o emulsion de
los mismos en un disolvente acuoso o no acuoso, tal como aceites vegetales u otros aceites similares, glicéridos de
acidos alifaticos sintéticos, ésteres de acidos alifaticos superiores o propilenglicol; y si se desea, con aditivos
convencionales tales como solubilizantes, agentes isotonicos, agentes de suspension, agentes emulsionantes,
estabilizantes y conservantes.

Los conjugados se pueden utilizar en formulaciéon en aerosol para ser administrada por inhalacion. Los compuestos
descritos aqui se pueden formular en propelentes presurizados aceptables tales como diclorodifluorometano,
propano, nitrégeno y similares.

Las formas farmacéuticas unitarias para inyeccion o administracion intravenosa pueden comprender el conjugado en
una composicion como una solucién en agua estéril, solucion salina normal estérii u otro vehiculo
farmacéuticamente aceptable estéril.

En la practica, el conjugado de péptido RAP descrito en esta memoria se puede combinar como el ingrediente activo
en mezcla intima con un vehiculo farmacéutico segun las técnicas convencionales de preparacion de compuestos
farmacéuticos. El vehiculo puede tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparacion
deseada para administracion, por ejemplo, oral o parenteral (incluyendo intravenosa),.

Con respecto a las vias de administracion transdérmicas, los métodos para la administracién transdérmica de
farmacos estan descritos en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17th edition, (Gennaro et al. Eds. Mack
Publishing Co., 1985). Los parches dérmicos o de la piel son un medio para la administracion transdérmica de los
conjugados de la invencion. Los parches proporcionan preferiblemente un potenciador de la absorcion tal como
DMSO para aumentar la absorcion de los compuestos. Otros métodos para la administracion transdérmica de
farmacos estan descritos en las patentes de Estados Unidos Numeros 5.962.012, 6.261.595 y 6.261.595.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como vehiculos, adyuvantes, portadores o diluyentes, estan
comercialmente disponibles. Ademas, estan comercialmente disponibles sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables, tales como agentes para ajuste del pH y agentes tampdn, agentes para ajuste de la tonicidad,
estabilizantes, agentes humectantes y similares.

Los expertos apreciaran faciimente que los niveles de dosis pueden variar en funcién del compuesto especifico, de
la gravedad de los sintomas y de la predisposicion del sujeto a los efectos secundarios. Las dosificaciones
preferidas para un compuesto dado pueden ser determinadas facilmente por los expertos en la técnica mediante una
variedad de medios, incluyendo, pero sin limitarse a evaluaciones de respuesta a la dosis y evaluaciones
farmacocinéticas realizadas en pacientes, animales de ensayo, e in vitro.

Las composiciones incluyen, pero no se limitan a, composiciones adecuadas para administracion oral, rectal, topica,
parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, e intravenosa), pulmonar (inhalacién nasal o bucal), o
administracion nasal, aunque la via mas adecuada en cualquier caso dado dependera en parte de la naturaleza y
gravedad de las afecciones a tratar y de la naturaleza del ingrediente activo. Ejemplos de vias de administracion son
las vias oral e intravenosa. Las composiciones se pueden presentar convenientemente en formas farmacéuticas
unitarias y se pueden preparar por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia.

Las composiciones descritas en la presente memoria se pueden administrar encapsuladas en o unidas a envolturas
virales o vesiculas, o incorporadas a las células. Las vesiculas son particulas micelares que normalmente son
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esféricas y que con frecuencia son lipidicas. Los liposomas son vesiculas formadas a partir de una membrana
bicapa. Las vesiculas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, vesiculas unilamelares y vesiculas lipidicas
multilamelares o liposomas. Dichas vesiculas y liposomas se pueden preparar a partir de una amplia gama de
compuestos de lipidos o fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina, acido fosfatidico, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina, esfingomielina, glucolipidos, gangliésidos, etc., utilizando técnicas estandar, tales como las
descritas, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 4.394.448. Tales vesiculas o liposomas se pueden
utilizar para administrar compuestos intracelularmente y para administrar compuestos a los érganos diana. La
liberacion controlada de una composicion de interés se puede conseguir también utilizando la encapsulacion (véase,
por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5,186,941).

Se puede utilizar cualquier via de administracion que administre el conjugado de péptido RAP al torrente sanguineo.
Preferiblemente, la composicién se administra por via parenteral, lo mas preferiblemente por via intravenosa. En
algunas realizaciones, la composicion se administra a través de la vena porta. También son utiles las inyecciones
intrayugulares e intracarotideas. Las composiciones se pueden administrar localmente o regionalmente, tal como
intraperitonealmente o subcutaneamente o intramuscularmente. Las composiciones se pueden administrar con un
diluyente o vehiculo farmacéutico adecuado.

Las dosis a administrar dependeran de las necesidades individuales, del efecto deseado, del agente activo utilizado,
del biopolimero y de la via de administracion elegida. Las dosis preferidas de un conjugado varian desde
aproximadamente 0,2 pmol/kg hasta aproximadamente 25 nmol/kg, y las dosis particularmente preferidas varian de
2-250 pmol/kg; alternativamente, las dosis preferidas del conjugado puede estar en el intervalo de 0,02 a 2000
mg/kg o 0,1 a 100 mg/kg. Estas dosis se veran influenciadas por el nimero de restos de inhibidor asociados con el
conjugado RAP. Alternativamente, se pueden calcular las dosis en base a los moles de agente inhibidor
administrados.

Los expertos en la técnica pueden determinar las dosis adecuadas para los compuestos unidos a un péptido RAP
basandose en parte en la dosis recomendada utilizada para la forma libre del agente activo conjugado.

Los conjugados y moduladores descritos aqui son Utiles para la intervencion terapéutica, profilactica y de diagndstico
en los animales, por ejemplo mamiferos, y en particular en los seres humanos.

Los presentes métodos encuentran uso en el tratamiento de una variedad de diferentes enfermedades. Es de
particular interés el uso de los presentes métodos en enfermedades, en las que se identifica un beneficio de un
inhibidor de la fucosidasa, pero en las que el inhibidor no se administra de manera adecuada al sitio, area o
compartimento diana para producir un resultado terapéutico plenamente satisfactorio. Los presentes métodos para
conjugar el agente inhibidor con un péptido RAP se utilizan para mejorar la eficacia terapéutica y el indice
terapéutico del inhibidor de la fucosidasa.

Las enfermedades especificas que se pueden tratar con los presentes conjugados son variadas. Por lo tanto, las
enfermedades que afectan al higado y que se pueden tratar por los métodos descritos en esta memoria incluyen
enfermedades celulares proliferativas, tales como enfermedades neoplasicas, enfermedades autoinmunes,
enfermedades de anormalidad hormonal, enfermedades degenerativas, enfermedades del envejecimiento, y
similares, que pueden producir el crecimiento de tumores hepaticos.

El tratamiento significa englobar cualquier resultado beneficioso para un sujeto asociado con la administracion de un
conjugado que incluye una menor probabilidad de adquirir una enfermedad, la prevencion de una enfermedad, la
ralentizacion, detencion o inversion del progreso de una enfermedad o una mejoria de los sintomas asociados con la
enfermedad que padece el hospedante, donde la mejoria o el beneficio se utilizan en un sentido amplio para
referirse al menos a una reduccion en la magnitud de un parametro, por ejemplo, un sintoma, asociado con la
afeccion patolégica a tratar, tal como la inflamacion y el dolor asociado con la misma. Como tal, el tratamiento
incluye también situaciones en las que la afeccion patolégica, o al menos los sintomas asociados con la misma, se
inhiben completamente, por ejemplo, se evita que aparezcan, o se detienen, por ejemplo, se terminan de tal modo
que el hospedante ya no sufre la condicién patoldgica, o al menos los sintomas que caracterizan la condicion
patoldgica.

Administracion de conjugados de péptido RAP al higado

La mayor parte del higado esta perfundida principalmente por la vena porta. La dependencia del tumor de la sangre
arterial, junto con la eficacia de la captura de primer paso, deberia permitir preservar una porcién significativa de
tejido hepatico no canceroso después de la administracion intravenosa de conjugados RAP-.

Ademas de las ventajas potenciales que ofrece la vasculatura hepatica, los niveles relativos de expresion de LRP1
sobre las células tumorales de HCC vy el tejido circundante favorecen ademas la eficacia de los conjugados RAP.
Los estudios han demostrado al menos una mejoria de diez veces de la expresion de LRP1 en los hepatocitos
después de la transformacion neoplasica (Laithwaite et al., Toxicon 39, 1283-1290, 2001). En marcado contraste,
otros han demostrado que la LRP1 esta significativamente subexpresada en tejido hepatico no canceroso, pero
cirrético, (Hollestelle et al., Thromb Haemost 91, 267-275, 2004). El aumento de la expresion de LRP1 en las células
tumorales, con disminucion de la expresion en cualquier lugar del higado enfermo, al igual que la administracion
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arterial con la captura de primer paso, deberia dar como resultado una administracién no uniforme de los conjugados
RAP, con una preferencia por el tejido tumoral. La administracién no uniforme, junto con el aumento en general de la
sensibilidad de las células tumorales, que proliferan rapidamente, para los agentes quimioterapéuticos, puede salvar
la barrera para el tratamiento presentada por la disminucion de la reserva del higado en la mayoria de los pacientes
con HCC.

El RAP demuestra una rapida difusion en el higado después de la administracion. Después de la inyeccion
intravenosa en embolada de 30 picomoles de proteina, mas del 70 % del RAP exdgeno se acumula en el higado
antes de 10 minutos (Warshawsky et al, J Clin Invest 92:. 937-944, 1993). La semivida circulante de RAP inyectado
es inferior a un minuto. Estos resultados farmacocinéticos se observan también en inyecciones intravenosas de
hasta 2,5 mg/kg (60 nmol/kg) en ratas (Warshawsky et al., supra). Resultados farmacocinéticos similares han sido
descritos para otro ligando de LRP1 de alta afinidad, a-2-macroglobulina activada por la proteasa, una glucoproteina
sérica tetramérica de 725 kD (Davidsen et al, Biochim Biophys Acta 846:. 85-92, 1985). Sélo una pequefia cantidad
de RAP (<1 % de la dosis inyectada) se acumula en el corazén, cerebro, musculo o rifién, lo que indica que tanto la
expresion tisular como la vascular de LDLR que se une a RAP en estos tejidos es insignificante para esta aplicacion.
El' RAP administrado por via intravenosa, ha mostrado una toxicidad no medible en especies de roedores y felinos.
La eficiencia de captura de RAP por el higado se ve reforzada por una etapa inicial de union de baja afinidad al
abundante proteoglicano de sulfato de heparina en la superficie celular sobre los hepatocitos, con la unién posterior
de alta afinidad y la endocitosis por LRP1 (Herz et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A. 92: 4611-4615, 1995; Mahley et al,
J Lipid Res. 40: 1-16, 1999).

Aunque una serie de factores favorecen la direccion selectiva hacia el tumor hepatico por los conjugados de RAP,
también se da a entender que dichos agentes seran eficaces sobre la HCC con metastasis. Las células tumorales de
metastasis tienden a retener sus caracteristicas después de la migracion a los sitios heterotépicos, lo que demuestra
que no disminuye la expresion de LRP1 en el HCC humano con metastasis extrahepatica (Gao et al, World J
Gastroenterol. 10: 3107-3111, 2004). Este factor puede volver al HCC con metastasis igualmente susceptible a los
conjugados de péptido RAP que comprenden inhibidores de fucosidasa, administrados por via intravenosa.

Trastornos hepaticos

La presente descripcion contempla la conjugacion de inhibidores de fucosidasa con péptidos RAP y la
administracion de dichos conjugados.

Las enfermedades hepaticas o trastornos hepaticos contemplados por la presente descripcion incluyen, pero no se
limitan a, aquellos trastornos que se exponen a continuacioén. El carcinoma hepatocelular o hepatoma, es el quinto
cancer mas comun en el mundo y las tasas de incidencia estan subiendo de manera constante. Los hepatocitos
tumorigenos conservan altos niveles de expresion de LRP1. El carcinoma hepatocelular no responde bien a la
quimioterapia debido a que las células tumorales muestran altas tasas de resistencia a los farmacos y porque las
quimioterapias utilizadas tienen toxicidades graves, especialmente para el corazén y el rifion, debido a la
administracion sistémica (intravenosa).

Hepatitis es un término genérico para la inflamacion del higado. La hepatitis puede ser aguda o crénica e incluye
insuficiencia hepatica aguda o cronica, por ejemplo, debido a infecciones de virus (por ejemplo, hepatitis A, B, C, D o
E o no ABCDE, CMV, virus de Epstein-Barr), infecciones de hongos, rickettsias o parasitarias, al alcohol, toxinas
quimicas, farmacos (por ejemplo, acetaminofeno, amiodarona, isoniazida, halotano, clorpromazina, eritromicina),
enfermedad metabdlica hepatica (por ejemplo, la enfermedad de Wilson, la deficiencia de alfa1-antitripsina), cancer,
enfermedad hepatica autoinmune idiopatica, cirrosis (por ejemplo, cirrosis biliar primaria), obstruccion biliar. La
infeccion del higado por el virus de la hepatitis A, B y/o C puede llevar al progreso lento de la enfermedad hepatica
que conduce a la insuficiencia hepatica. La infeccion de hepatitis aguda es causada muy comunmente por la
hepatitis A. Tanto la infeccion de hepatitis B como de hepatitis C pueden persistir en el cuerpo y llegar a ser
infecciones de larga duracion (cronicas). La hepatitis C puede causar condiciones criticas incluyendo cirrosis y
cancer.

Los trastornos o afecciones hepaticas adicionales contempladas que se pueden tratar utilizando inhibidores de
fucosidasa conjugados con péptidos RAP incluyen tumores asociados con o resultantes de esteatitis hepatica,
colestasis, cirrosis hepatica, dafio hepatico toxico (por ejemplo, debido a la toxicidad de farmacos o toxicidad
ambiental, tal como el cancer asociado a Aflatoxina B1) y la hemocromatosis hereditaria.

Se contempla que la administracion del conjugado de péptido RAP- inhibidor de fucosidasa a sujetos que tienen un
tumor en el higado se hace en combinaciéon con un segundo agente, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, los
agentes quimioterapéuticos, agentes citotoxicos, radioisotopos, antivirales, antifungicos, anti-inflamatorios,
anticuerpos y otras terapias utiles para el tratamiento de tumores hepaticos u otras enfermedades hepaticas
asociadas con el desarrollo de tumores en el higado.

Los farmacos candidatos para la administracion a pacientes con HCC en combinacion con los conjugados de
péptidos RAP para el tratamiento de carcinoma de higado incluyen, pero no se limitan a: 5-fluorouracilo,
doxorubicina (adriamicina), mitomicina C, cisplatino, epirubicina, daunorubicina, etopdsido y otros agentes
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quimioterapéuticos indicados en la Tabla 1, adefovir, lamivudina, entecavir, ribavirina, interferén alfa, interferén alfa-
2a pegilado, interferon alfa-2b y otros antivirales, vitamina E, acido ursodesoxicdlico, y otros agentes utilizados para
tratar trastornos hepaticos. En la Tabla 1 se muestran agentes adicionales.

Tabla 1

Agentes alquilantes
Mostazas nitrogenadas
mecloretamina
ciclofosfamida
ifosfamida

melfalan

clorambucilo

Nitrosoureas

carmustina (BCNU)
lomustina (CCNU)
semustina (metil-CCNU)

Etilenimina/Metil-melamina
trietilenmelamina (TEM)
trietilen tiofosforamida
(tiotepa)
hexametilmelamina
(HMM, altretamina)

Sulfonatos de alquilo
busulfan

Triazinas
dacarbazina (DTIC)

Antimetabolitos
Analogos de acido félico
metotrexato
trimetrexato
Pemetrexed
(antifolato multi-dirigido)

Analogos de pirimidina
5-fluorouracilo
fluorodesoxiuridina
gemcitabina
arabindsido de citosina
(AraC, citarabina)
5-azacitidina
2,2'-difluorodesoxi-citidina

Analogos de purina

6-mercaptopurina

6-tioguanina

azatioprina

2'-desoxicoformicina

(pentostatina)

eritrohidroxinonil-adenina (EHNA)

fosfato de fludarabina

2-clorodeoxiadenosina
(cladribina, 2-C5A)

Inhibidores de la topoisomerasa tipo |
camptotecina

topotecan

irinotecan

Modificadores de la respuesta bioldgica

Productos naturales
Farmacos antimicoéticos

Taxanos

paclitaxel

alcaloides de la Vinca
vinblastina (VLB)
vincristina

vinorelbina

Taxotere ® (docetaxel)
estramustina

fosfato de estramustina

Epipodofilotoxinas
etoposido
teniposida

Antibidticos

actimomicina D
daunomicina (rubido-micina)
doxorubicina (adria-micina)
mitoxantroneidarubicina
bleomicina

esplicamicina (mitramicina)
mitomicinaC

dactinomicina

afidicolina

Enzimas
L-asparaginasa
L-arginasa

Radiosensibilizadores
metronidazol
misonidazol
desmetilmisonidazol
pimonidazol
etanidazol

nimorazol

RSU 1069

EO9

RB 6145

SR4233

nicotinamida
5-bromodesoxiuridina
5-yododesoxiuridina
bromodesoxicitidina

Agentes diversos

Complejos de coordinacion de platino
cisplatino

carboplatino

oxaliplatino

Antracenediona

mitoxantrona

Urea sustituida
hidroxiurea
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G-CSF
GM-CSF

Agentes de diferenciacion
derivados de acido retinoico

Hormonas y antagonistas
Adrenocorticosteroides/antagonistas
prednisona y equivalentes
dexametasona

ainoglutetimida

Progestinas

caproato de hidroxiprogesterona
acetato de medroxiprogesterona
acetato de megestrol

Estrogenos
dietilestilbestrol
etinil estradiol/equivalentes

Antiestrogenos
tamoxifeno

Andrégenos
propionato de testosterona
fluoximesterona/equivalentes

Antiandrégenos

flutamida

liberador de gonadotropina
analogos de hormonas
leuprolide

Antiandrégenos no esteroideos
flutamida

ES 2 555555713

Derivados de metilhidrazina
N-metilhidrazina (MIH)
procarbazina

Supresor adrenocortical
mitotano (o, P'- DDD)
ainoglutetimida

Citocinas
interferon (a, B, y)
interleucina-2

Fotosensibilizadores
derivados de hematoporfirina
Photofrin ®

derivados de benzoporfirina
Npe6

etioporfirina de estafio (SnET2)
feoboride-a
bacterioclorofila-a
naftalocianinas

ftalocianinas

ftalocianinas de zinc

Radiacion

rayos X

luz ultravioleta

radiacién gamma

luz visible

radiacion infrarroja
radiacion de microondas

Los agentes citotdxicos Utiles para tratar tumores incluyen, pero no se limitan a hidrocloruro de mecloretamina,
ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucilo, melfalan, busulfan, tiotepa, carmustina, lomustina, dacarbazina y
estreptozocina

Los radioisétopos utiles para tratar tumores incluyen, pero no se limitan a 131I, 125I, 111In, 90Y, 67Cu, 127Lu, 212Bi, 213Bi,
255Fm, 149Tb, 223Rd, 213Pb, 212Pb, 211At, SQSr’ 1533m’ 166HO, 225AC, 186Re, 67Ga, 68Ga y 99m-|—c.

Los anticuerpos contemplados para uso en los métodos incluyen los utilizados para tratar el cancer de higado y
otros trastornos hepaticos, incluyendo, pero sin limitarse a, receptor del factor de crecimiento anti-epidérmico
(EGFR) (cituximab, panitumamab), receptor alfa del factor de crecimiento derivado de anti-plaquetas (PDGFRalfa),
anti-glipicano 3 (GPC3), y otros anticuerpos Utiles para tratar el cancer de higado o el cancer con metastasis en el
higado.

Kits

La presente descripcion incluye kits que comprenden uno o mas conjugados o composiciones descritas en esta
memoria envasados de una manera que facilite su uso para practicar los métodos descritos aqui. En un ejemplo,
dicho kit incluye un conjugado o composicion descrita en la presente memoria (por ejemplo, una composicion que
comprende el conjugado de péptido RAP-inhibidor de fucosidasa solo o en combinacidon con un segundo agente),
envasado en un recipiente tal como un frasco o vaso sellado con una etiqueta fijada al recipiente o incluida en el
paquete que describe el uso del conjugado o de la composicién en la practica del método. Preferiblemente, el
conjugado o la composicion se envasa en una forma farmacéutica unitaria. El kit puede incluir ademas un dispositivo
adecuado para la administracion de la composicidon segun una via especifica de administracion. Preferiblemente, el
kit contiene una etiqueta que describe el uso de la composicién del conjugado de péptido RAP.

Aspectos y detalles adicionales de la invencion seran evidentes a partir de los siguientes ejemplos, que se pretende
que sean ilustrativos y no limitativos.
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Ejemplos

Ejemplo 1

Produccion y caracterizacion de los conjugados de péptido RAP-inhibidor de fucosidasa
Métodos

Fabricacion de conjugados de péptidos: Han sido publicadas previamente [11; 12] rutas sintéticas para desarrollar
ambos inhibidores de la fucosidasa. La identificacion y fabricacion de péptidos RAP se han descrito anteriormente
[15; 16]. Para unir ocho moléculas de inhibidor de fucosidasa a una molécula de péptido RAP, el N-terminal del
péptido se modifica con un dendrimero de lisina K4K2K. La etapa final en la preparacion del conjugado es la
formacion del enlace peptidico entre cada uno de los ocho dendrimeros de aminas primarias y ocho moléculas de
los inhibidores de fucosidasa que contienen el enlazador de carboxilato (ya sea N-5-carboxipentil-
desoxifuconojirimicina o N-5-carboxipentil-Faz).

Eficacia bioquimica en las células HepG2: Las células HepG2, originalmente derivadas de un tumor HCC, producen
glucoproteinas hiperfucosiladas y RAP de endocitosis a través de LRP1 para el lisosoma. Para evaluar la eficacia
bioquimica del conjugado de péptido RAP-inhibidor en los hepatocitos, se cultivan células HepG2 utilizando
condiciones estandar y se incuban en placas de multiples pocillos con tampdn solo, inhibidores de fucosidasa, SEQ
ID NO: 2 sola o conjugados que comprenden la SEQ ID NO: 2 e inhibidores de la fucosidasa. Se afiade RAP de
longitud completa a concentracion 1 uM en algunos pocillos para bloquear la captacion de la SEQ ID NO: 2 o los
conjugados de péptidos RAP. Después de incubacion durante la noche, se lavan las células con PBS frio y se lisan
mediante congelacién-descongelacion en citrato de sodio 50 mM pH 4,8. Los lisados celulares se clarifican por
centrifugacion y la actividad de la fucosidasa se ensaya utilizando el ensayo de 4-metilumbeliferil-alfa-L-fucosa
(disponible de Sigma-Aldrich, referencia PMID 2137330) segun el protocolo del fabricante. Se analizan también los
niveles de B-glucuronidasa utilizando procedimientos estandar para normalizar al nimero de células y la funcion
lisosémica.

Estudios de eficacia funcional en células HepG2: Se siembran células HepG2 a 1 x 10° células por pocillo en placas
de 12 pocillos y se dejan recuperar durante 24 horas. Se incuban entonces las células con inhibidores de la
fucosidasa, conjugados de péptidos RAP o péptido RAP solo durante 72 horas. Se evallia después el estado de las
células por el ensayo de proliferacion MTT.

Es de esperar que la inhibiciéon de la actividad de fucosidasa en las células HepG2 produzca un aumento de las
proteinas fucosiladas en las células, lo que lleva a la muerte celular o al menos a una desaceleracién o detencion de
la proliferacién celular.

Importancia de la reduccion de fucosidasa FUCA1 en lineas normales y lineas de HCC-siRNA (RNA de interferencia
pequefno). Una variedad de células hepatocitos humanos primarios (Lonza, Basel, Switzerland) y lineas de
carcinoma hepatocelular humano (comercialmente disponibles, MDS Pharma, Hep3B, HepG2, HLE, HLF, HUCCT1,
HUH-6 Clone 5, PLC/PRF/5, SNU-423) se siembran en placas en medios apropiados y se transfectan con un
conjunto de FUCA1 dirigido a los siRNAs (Invitrogen, Calsbad, CA.). Las células se incuban entonces durante 72
horas y se someten a un mecanismo de multiplexado de ensayo de accion de alto contenido (MOA-HCA). Las
células se ensayan en cuanto a la proliferacion mediante la evaluacion de la fluorescencia DAPI total en el nucleo y
en cuanto a la apoptosis utilizando un ensayo de anti-caspasa 3 activada (Véase, por ejemplo, “A High-Content
Analysis Assay and a Full-Automation Design Soley Using Noncontact Liquid Dispensing,” Rodriguez, et al. Journal
of The Association for Laboratory Automation, 2007). Todas las transferencias de fluidos se realizan en un Biomek
FX (Beckman Coulter). Se adquieren imagenes TIFF de doce bits utilizando un analizador Incell 1000 3.2 y se
cuantifican con el software Developer Toolbox 1.6. Se calculan los valores de EC50 utilizando regresion no lineal con
un modelo de dosis-respuesta de un sitio de cuatro parametros, sigmoidal de cuatro puntos. Se realizan el ajuste de
la curva y los calculos utilizando el software basado en MathlQ (AIM). Se calculan los valores de nimero de células
como recuento celular relativo (pocillos de ensayo)/recuento celular relativo (pocillos de vehiculo) x 100. La EC50 del
recuento celular relativo se mide como la concentracion del compuesto de ensayo que produjo la mitad de la
respuesta maxima eficaz. Se utiliza la caspasa-3 activada para cuantificar las células en las etapas de inicio a fin de
la apoptosis. La salida para este ensayo es un aumento proporcional de las células apoptoticas en los pocillos de
ensayo sobre la de los pocillos con vehiculo, normalizados al recuento de células relativo en cada pocillo. Las
concentraciones de la sustancia de ensayo que causan un aumento de cinco veces en la sefial de la caspasa-3
indican una induccion significativa de la apoptosis.

Es de esperar que la inhibicion de la actividad de fucosidasa mediante la administracion de FUCA1 siRNA causara
un aumento de las proteinas fucosiladas en las células, llevando a la muerte celular y al aumento de la actividad de
caspasa-3 en las muestras cultivadas con el inhibidor de fucosidasa.

Importancia de la reduccion de fucosidasa en lineas normales y lineas HCC-DNJ: Una variedad de hepatocitos

humanos primarios (comercialmente disponible, Lonza) y lineas de carcinoma hepatocelular humano

(comercialmente disponibles, MDS Pharma, Hep3B, HepG2, HLE, HLF, HUCCT1, HUH- 6 Clon 5, PLC/PRF/5, SNU-

423) se siembran en placas en medios apropiados. Se incuban las células durante 72 horas en
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desoxifuconojirimicina 10 mM y se someten a un mecanismo multiplexado de ensayo de accién de alto contenido
(MOA-HCA) como se ha descrito antes.

Eficacia funcional en un modelo de xenoinjerto de tumor ortotdpico: La eficacia del péptido RAP conjugado con
inhibidor de fucosidasa se ensaya en un modelo de xenoinjerto intrahepatico ortotdpico como se ha descrito
previamente [18; 19]. En resumen, se anestesian ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) de 6-8
semanas, con un anestésico apropiado, por ejemplo, ketamina, diazepam o una combinacion de los mismos, y se
realiza una laparotomia en la linea media superior para exponer la vena porta del raton a través de una incision en la
linea media del abdomen. Se inyecta entonces una suspension de 10° células HepG2 en la vena porta durante un
minuto utilizando una aguja de calibre 30. Se cierra después la incisién con sutura y se mantienen los animales
calientes hasta que estén completamente despiertos.

Para medir la eficacia del tratamiento con péptido RAP-inhibidor de fucosidasa, se lleva a cabo [18] una tomografia
por em|S|on de positrones (PET) utilizando un agente radiomarcado apropiado, tal como 2-desoxi-2-(F-18)-fluoro-D-
glucosa ( 8. -FDG), para seguir la progresion del tumor inducida por HepG2 en los ratones tratados y en los ratones
control mediante un método no invasivo. La eficacia del tratamiento con péptido RAP-inhibidor de fucosidasa se
mide también in vivo mediante analisis histoldgico de la zona del tumor en los animales tratados y en los animales
control.

La medida de indicadores de enfermedades de almacenamiento lisosémico, incluyendo los niveles de
glucosaminoglicanos (GAG) en el lisosoma, orina y sangre, se ensayan también en el modelo de tumor ortotdpico.

Es de esperar que la administracion del conjugado péptido RAP-inhibidor de fucosidasa disminuira el tamafio del
tumor o hara mas lenta la progresion del crecimiento del tumor en comparacion con los sujetos que no recibieron el
inhibidor de fucosidasa. Es de esperar también que la administracion del conjugado de péptido-inhibidor aumentara
el nivel de proteinas fucosiladas en los lisosomas de las células que absorben el inhibidor a través del receptor del
péptido, tal como se mide por los ensayos GAG.

Ejemplo 2
La administracién de inhibidor de fucosidasa a células HepG2 inhibe la fucosidasa lisosémica

Con el fin de determinar los efectos del propio inhibidor de la fucosidasa sobre las células hepaticas, se llevé a cabo
un ensayo in vitro.

Se sembraron células de carcinoma hepatocelular humano HepG2 en placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos a 4 x
10° por pocillo. Se alimentaron las células a las 24 horas con medio fresco y se trataron durante 72 horas por
duplicado, o con desoxifuconojirimicina 30 uM (DNJ) o con tampon. Se lavaron después las células con PBS frio, se
pasaron a un tubo de microcentrifuga, se sedimentaron y se lisaron. La concentracion de proteinas totales se
determiné mediante el ensayo de Bradford para cada muestra y los volimenes de lisado, se ajustaron a 0,3 mg/mL.
Se midi6 la actividad de fucosidasa en 20 uL de cada muestra de lisado afiadiendo 100 pL de 4-MU-fucopirandésido
0,5 mM con posterior incubacion a 37 °C durante 30 minutos. Se inactivaron las reacciones con 130 uL de citrato
600 mM/tampén de carbonato a pH 9. Se ensayo el 4-MU liberado en un lector de microplacas de fluorescencia
(véase el Ejemplo 1 anterior). Los resultados se ilustran en la Figura 4. Se calcularon las medias de los valores de
actividad de muestras duplicadas y se representaron graficamente.

Estos resultados muestran que un inhibidor de fucosidasa (desoxifuconojirimicina no conjugada) inhibe la fucosidasa
lisosdomica en > 50 % en una linea de carcinoma hepatocelular humano, y sugiere que un inhibidor de fucosidasa
conjugado con RAP es eficaz para el tratamiento del cancer hepatico.

Ejemplo 3
Administracion de conjugados de péptido RAP in vivo

El carcinoma hepatocelular humano es el quinto tumor maligno mas comun diagnosticado, y en todo el mundo
representa cerca de 500.000 muertes al afio. La extirpacion quirurgica, el trasplante y la destruccion fisica del tejido
tumoral son las primeras opciones de tratamiento, pero solo el 5 a 10 % de los pacientes tienen tumores adecuados
para estas estrategias (20-22). Ademas, la quimioterapia sistémica produce bajas tasas de respuesta del 15-20 %,
debido tanto a la toxicidad de los agentes quimioterapéuticos como a la resistencia de las células tumorales (23-24).

Por ejemplo, la doxorubicina es un agente quimioterapéutico del cancer con una alta eficacia frente una amplia
variedad de tumores, y es especialmente toxica para las células que sufren un crecimiento rapido, incluyendo las
células tumorales. Sin embargo, el uso de doxorubicina en el tratamiento del carcinoma hepatocelular es limitado por
la importante toxicidad hepatica y cardiaca y la reduccién de la produccion de células sanguineas (25). Ademas, las
células de carcinoma hepatocelular muestran altas tasas de conversion a tipos resistentes a los farmacos (26).

Una estrategia alternativa a la terapia utiliza la radiacién. Por ejemplo, un nuevo tratamiento para el cancer de
higado que se esta ensayando actualmente incluye la inyeccion de perlas de vidrio microscépicas, que han sido
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marcadas con un material radiactivo (QOY), en la arteria hepatica principal, desde donde pasan a los pequefios vasos
sanguineos que irrigan el tejido tumoral. La radiacion destruye entonces el tejido tumoral. Sin embargo, la derivacion
significativa de sangre desde la arteria hepatica a los pulmones impide el uso de las perlas de vidrio en muchos
pacientes. El reflujo significativo de perlas a las arterias que alimentan el tracto gastrointestinal puede causar
también efectos secundarios graves. La administracion eficaz de la terapia al tejido tumoral, requiere por lo tanto un
enfoque mas directo que no se base en materiales grandes que seran atrapados en los vasos sanguineos.

A fin de evaluar la unién al receptor de los péptidos RAP en las células hepaticas in vivo, asi como evaluar la
capacidad de la molécula para administrar compuestos citotoxicos a las células in vivo, se utilizan modelos
ortotépicos de carcinoma hepatocelular humano.

Para generar tumores ortotdpicos en animales, las lineas celulares de hepatocarcinoma humano se implantan en
ratones desnudos, ratas, u otro animal apropiado y las células tumorales se dejan crecer in vivo. Las lineas celulares
de HCC utiles para los modelos ortotépicos incluyen, pero no se limitan a aquellas lineas celulares descritas
anteriormente, tales como Heb3B, HepG2 y Huh-7. Los modelos de tumores ortotépicos de HCC son conocidos en
la técnica y se describen, por ejemplo, en Okubo et al. (J Gastroenterol Hepatol 2007 22: 423-8); Armengol et al,
(Clin Cancer Res 2004 10: 2150-7), y Yao et al, (Clin Cancer Res 2003 9:. 2719-26)..

Para establecer en primer lugar un intervalo de dosis para la administracion de los péptidos RAP conjugados y de
los controles in vivo, se lleva a cabo un estudio de intervalo de dosis pequefias utilizando 5 ratones por grupo, que
reciben péptido RAP conjugado, (por ejemplo, o péptido RAP -DMJ (hasta 200 mg/kg/dia), péptido RAP-Faz (hasta
200 mg/kg/dia)), o péptido RAP solo (hasta 200 mg/kg/dia), DMJ o Faz solo. Los agentes de ensayo se administran
intravenosa o intraperitonealmente diariamente durante dos semanas (QDx14) y los animales se analizan en cuanto
al cambio en el peso corporal, cualquier observacion clinica y patologia clinica e histopatologia del tejido al final del
estudio.

Para llevar a cabo un estudio de eficacia, se utilizan 8 a 10 ratones por grupo, y se administran 3 intervalos de dosis
de ensayo de los compuestos anteriores a los animales que reciben células de HCC humanas y a los animales
control. Los agentes de ensayo se administran ya sea inravenosamente o intraperitonealmente y se administran con
una frecuencia apropiada, por ejemplo, diariamente durante 4 semanas (QDx28), diariamente durante 3 semanas
(QDx21) o diariamente durante 2 semanas (QDx14). Se evaltan los animales para cualquier cambio en el peso
corporal, observaciones clinicas, y medidas de eficacia in vivo, tales como el volumen del tumor, la histopatologia del
higado, y la patologia clinica general, utilizando métodos conocidos en la técnica.

La capacidad de los péptidos RAP conjugados para reducir el crecimiento de las células de carcinoma hepatocelular
in vivo demuestra que los péptidos se unen al receptor celular en la superficie de la célula tumoral y son un medio
eficaz para administrar agentes a las células del higado dando como resultado un efecto bioldgicamente medible. La
demostracion de la muerte tumoral eficiente en modelos animales sugiere que los péptidos RAP conjugados son un
método eficaz para la administracion de inhibidores de fucosidasa a las células tumorales en los seres humanos que
sufren de hepatocarcinoma o de otras afecciones del higado.

Otro modelo animal relevante para el carcinoma hepatocelular (HCC) para ensayar la biodistribucion y la eficacia de
los compuestos terapéuticos es la marmota oriental infectada con el virus de hepatitis de la marmota (WHV) (27).
Casi todas las marmotas infectadas neonatalmente con el virus desarrollan HCC dentro de un intervalo medio de 24
meses. La mediana de la esperanza de vida es de 30 meses, sin embargo las marmotas infectadas por WHV no
desarrollan cirrosis, una condicion presente en la mayoria de los pacientes con HCC. El virus de la hepatitis de la
marmota y el virus de la hepatitis B humana son similares en estructura, genética, métodos de transmision, curso de
la infeccidon y la progresion a carcinoma hepatocelular. Hay similitudes importantes que ponen de relieve la
importancia de este modelo. Al igual que en los seres humanos, mas de la mitad de todas las marmotas expuestas
al virus de la hepatitis desarrollan poco después de nacer una infeccion crénica y casi todas las marmotas infectadas
cronicamente desarrollan carcinoma hepatocelular en aproximadamente 20 a 28 meses después de la exposicion.
Las marmotas neonatales inoculadas restantes desarrollan a menudo hepatitis aguda, pero desarrollaran
anticuerpos contra el virus y se recuperaran. Entre el 17 y el 25 % de estos animales "recuperados" desarrollan HCC
entre 29 a 56 meses después de la exposicion. El desarrollo de HCC después de que aparentemente se han
recuperado de la infeccién por hepatitis se observa también en los seres humanos.

Para determinar el efecto de los conjugados de péptido RAP-inhibidor de fucosidasa sobre la administracion de
agentes al higado, y en particular a las células tumorales, se estudian la absorcion y la toxicidad del control y de los
compuestos terapéuticos de conjugado de péptido RAP en el modelo de HCC en marmota. En una realizacion, se
utilizan seis marmotas infectadas cronicamente y cuatro marmotas no infectadas, de aproximadamente 1,5-2 afios
de edad.

Un compuesto de administracién util generalmente presentara las siguientes caracteristicas: 1) no afecta

adversamente a la funcion ya comprometida del higado, 2) absorciéon medible por el higado y por el tejido hepatico
maligno, 3) y después de la absorcion, es tdxico para las células tumorales y produce la regresion del tumor.
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La medida de los indicadores de enfermedades de almacenamiento lisosémico, incluyendo los niveles de
oligosacaridos en el lisosoma, orina y sangre, se ensayan también en los modelos tumorales.

Es de esperar que numerosas modificaciones y variaciones en la invencion tal como se ha expuesto en los ejemplos
ilustrativos anteriores se les podran ocurrir a los expertos en la técnica. En consecuencia las Unicas limitaciones que
se podrian poner a la invencién son las que aparecen en las reivindicaciones adjuntas.
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<l60> 5

<170> PatentIn version 3.5

210> 1
<211> 323
212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Tyr Ser Arg Glu Lys Asn Gln Pro Lys Fro Ser Pro Lys Arg Glu Ser
1

Gly Glu_Glu Phe Arg Met Glu Lys Leu Asn Gln Leu Trp Glu Lys Ala
Gln Arg Leu His Leu Pro Pro Val Arg Leu Ala Glu Leu His Ala Asp

Leu Lys Ile Gln Glu Arg Asp Glu Leu Ala Trp Lys Lys Leu Lys Leu
50 55 &0

Asp Gly leu Asp Glu Asp Gly Glu Lys Glu Ala Arg Leu Ile Arg Asn
65 70 75 BOD

Leu Asn Val Ile Leu Ala Lys Tyr Gly Leu Asp Gly Lys Lys Asp Ala
85 a0 85

Arg Gln Val Thr Ser Asn Ser Leu Ser Gly Thr Gln Glu Asp Gly Leu
100 105 110

Asp Asp Pro Arg Leu Glu Lys Leu Trp His Lys Ala Lys Thr Ser Gly
115 120 125

Lys Phe Ser Gly Glu Glu Leu Asp Lys Leu Trp Arg Glu Phe Leu His
130 135 140

His Lys Glu Lys Val His Glu Tyr Asn Val Leu Leu Glu Thr Leu Ser
145 150 155 160
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Arg Thr Glu Glu Ile His Glu Asn Val Ile Ser Fro Ser Asp Leu Ser
165 170 175

Asp Ile Lys Gly Ser Val Leu His Ser Arg His Thr Glu Leu Lys Glu
180 185 150

Lys Leu Arg Ser Ile Asn Gln Gly Leu Asp Arg Leu Arg Arg Val Ser
1595 200 205

His Gln Gly Tyr Ser Thr Glu Ala Glu Phe Glu Glu Pro Arg Val Ile
210 215 220

Asp Leu Trp Asp Leu Ala Gln Ser Ala Asn Leu Thr Asp Lys Glu Leu
225 230 235 240

Glu Ala Phe Arg Glu Glu Leu Lys His Phe Glu Ala Lys Ile Glu Lys
245 250 255

His Asn His Tyr Gln Lys Gln Leu Glu Ile Ala His Glu Lys Leu Arg
260 265 270 '

His Ala Glu Ser Val Gly Asp Gly Glu Arg Val Ser Arg Ser Arg Glu
2758 280 285

Lys His Ala Leu Leu Glu Gly Arg Thr Lys Glu Leu Gly Tyr Thr Val
290 2585 300

Lys Lys His Leu Gln Asp Leu Ser Gly Arg Ile Ser Arg Rla Arg His
305 310 315 320

Asn Glu Leu

<210> 2
<211> &8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> e L
<223> Péptido sintético

400> 2

Cys Gly Lys His Phe Glu Ala Lys Ile Glu Lys His Asn His Tyr Gln
1 5 10 15

lys Gln Leu Glu Ile Ala His Glu Lys Leu Arg His Ala Glu Ser Val
20 25 30

Gly Asp Ala Glu Arg Val Ser Arg Ser Arg Glu Lys His Ala Leu Lau'
35 40 45
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Glu Gly Arg Thr Lys Glu Leu Gly Tyr Thr Val Lys Lys His Leu Gln

S0

Asp Ala Cys Gly

65

<210> 3
=211> &7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Péptido sintético

<400> 3
Cys Gly Lys His Pha Glu
1 5

Lys Gln Leu Glu Ile Ala
20

Gly Asp Gly Glu Arg Val:
35

Glu Gly Arg Thr Lys Glu
50 :

Asp Gly Cys
65

<210> 4
<211> 75

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220> . .
<223> Peptido sintético

<400> 4

Cys Gly Phe Arg Glu Glu
1 5

His Asn His Tyr Gln Lys
20

His Ala Glu Ser Val Gly
35

Lys His Ala Leu Leau Glu
50

55

Ala

His

Ser

Leu

Gln

Asp

Gly
55

Lys

Glu

Gly

Lys

Gly
40

Arg

Ile

Lys

25

Ser

Tyr

His

Glu

25

Glu

Thr

26

Glu
10

Leu

‘Thr

Fhe

10

Ile

Arg

Lys

Lys

Arg

Glu

Val

Glu

Ala

val

Glu

60

His

His

Lys

Lys
&0

Ala

His

Asn

Ala

His

45

Lys

Lys

Glu

Gly

His

Glu
30

Ala

His

Ile

Lys

30

Ser

Tyr

Tyr

15

Ser

Leu

Lau

Glu
15

Thr

Gln

Val

Leu

Gln

Lys

Glu

Val
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Lys Lys His Leu Gln Asp Leu Ser Gly Gly Cys
65 70 75

210> 5§

211> §

212> DHNA

<213> Secuencia artificial

<220>
223> Péptido sintético

<400> 5§
ggsgg
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de péptido que comprende un péptido de la proteina asociada al receptor (RAP) unido a un
inhibidor de fucosidasa, comprendiendo el péptido RAP una secuencia de polipéptidos con al menos un 80 % de
homologia con los aminoacidos 210-319 de RAP de la SEQ ID NO: 1, en donde el inhibidor de fucosidasa inhibe la
actividad de alfa-L-fucosidasa para escindir residuos de fucosa de las glucoproteinas e induce la acumulacion de
oligosacaridos derivados de glucoproteina en el lisosoma,

en donde el inhibidor de fucosidasa se selecciona del grupo que consiste en L-desoxifuconojirimicina (DFJ), beta-1-
C-metil-desoximanojirimicina, beta-1-C-etil-desoximanojirimicina, beta-1-C-fenil-desoximanojirimicina, acido
((3R,4R,5S,6S)-1-butil-4,5,6-trihidroxiazepano-3-carboxilico (Faz), beta-L-homofucononojirimicina, (1-alfa,2-beta,3-
alfa o beta, 4-alfa,5-alfa o beta)-2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil)-ciclopentilaminas sustituidas y 2,6-imino-2,6,7-
tridesoxi-D-glicero-D-gluco-heptitol.

2. Un conjugado de péptido que comprende un péptido de la proteina asociada al receptor (RAP) unido a un
inhibidor de fucosidasa, comprendiendo el péptido RAP un polipéptido con al menos un 80 % de homologia con la
secuencia de aminodacidos indicada en la SEQ ID NO: 2, en donde el inhibidor de fucosidasa inhibe la actividad de
alfa-L-fucosidasa para escindir residuos de fucosa de las glucoproteinas e induce la acumulacion de oligosacaridos
derivados de glucoproteina en el lisosoma,

en donde el inhibidor de fucosidasa se selecciona del grupo que consiste en L-desoxifuconojirimicina (DFJ), beta-1-
C-metil-desoximanojirimicina, beta-1-C-etil-desoximanojirimicina, beta-1-C-fenil-desoximanojirimicina, acido
((3R,4R,58,6S)-1-butil-4,5,6-trihidroxiazepano-3-carboxilico (Faz), beta-L-homofucononojirimicina, (1-alfa,2-beta,3-
alfa o beta, 4-alfa,5-alfa o beta)-2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil)-ciclopentilaminas sustituidas y 2,6-imino-2,6,7-
tridesoxi-D-glicero-D-gluco-heptitol.

3. El conjugado de péptido de la reivindicacion 2, en donde el péptido RAP comprende la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEQ ID NO: 2.

4. El conjugado de péptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el inhibidor de fucosidasa se
conjuga mediante un enlazador peptidico.

5. El conjugado de péptido de la reivindicacion 4, en donde el enlazador peptidico es un dendrimero de lisina
K4K2K.

6. El conjugado de péptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde se conjugan al menos 4
inhibidores de fucosidasa por molécula de péptido RAP, o en donde se conjugan al menos 8 inhibidores de
fucosidasa por molécula de péptido RAP.

7. Un conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el
tratamiento de un tumor hepatico en un sujeto que lo necesite.

8. El conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como se
reivindica en la reivindicacién 7, en donde el tumor hepatico es un resultado de carcinoma hepatocelular, infecciéon
por el virus de la hepatitis, cirrosis, dafio hepatico toxico, y hemocromatosis hereditaria.

9. El conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como se
reivindica en la reivindicacién 7 u 8, en donde el tratamiento produce una reduccion del sitio del tumor hepatico en el
sujeto, o una reduccion de los niveles de alfa-fetoproteina en la sangre del sujeto en comparacion con los niveles
antes del tratamiento.

10. El conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como se
reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el conjugado de péptido se administra por via
intravenosa.

11. El conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como se
reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el conjugado de péptido se administra en
combinacién con un segundo agente.

12. El conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como se
reivindica en la reivindicacion 11, en donde el segundo agente es un agente quimioterapéutico seleccionado del
grupo que consiste en doxorubicina y 5-fluorouracilo.

13. El conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como se
reivindica en la reivindicacion 11, en donde el segundo agente es un agente citotoxico o un radioisétopo.

14. El conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como se
reivindica en la reivindicacion 11, en donde el tumor hepatico se asocia con una infeccion del virus de la hepatitis, y
el segundo agente es un agente antivirico.
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15. El conjugado de péptido como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el inhibidor
de la fucosidasa induce un suceso citotdxico en las células.
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FIGURA 1

FIGURA 2
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Actividad de fucosidasa (unidades)
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Figura 4

14000 -
12000 -
10000 -
000 |
6000 -
4000 -

2000 -

+ DNJ (72 horas)
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=DNJ (72 horas)
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