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DESCRIPCION
Reticuladores quimicos
CAMPO DE LA INVENCION
Las invenciones divulgadas se refieren en general a composiciones y métodos para reticulacion quimica.
ANTECEDENTES

Los lisosomas son organelos intracelulares especializados donde proteinas, varios lipidos (incluidos glicolipidos y
colesterol) y carbohidratos se degradan y reciclan a sus constituyentes primarios que permiten la sintesis de nuevas
proteinas, componentes de membrana y otras moléculas. Los lisosomas también son utilizados por las células para
ayudar a mantener la homeostasis y la salud celular a través de un proceso celular adaptable conocido como autofagia
que aumenta la actividad lisosomal para proporcionar aminoacidos adicionales para una mayor biosintesis de varias
proteinas (por ejemplo, anticuerpos e interferones) y para suministrar nutrientes para la produccion de energia que les
permita lidiar con periodos estresantes de privacion de nutrientes o infecciones virales. Cada proceso metabdlico es
catalizado por una enzima lisosomal residente especifica. Las mutaciones genéticas pueden provocar deficiencias en las
actividades biolégicas lisosomales que alteran los procesos metabolicos y conducen a enfermedades clinicas. Los
trastornos de almacenamiento lisosomal (LSD) son una clase de aproximadamente 50 enfermedades humanas
diferentes provocadas por una deficiencia de proteinas lisosomales especificas que resulta en la acumulacién de varias
sustancias dentro de los compartimientos endosomales/lisosomales. Muchas de estas enfermedades han sido bien
caracterizadas para entender la proteina lisosomal deficiente y el defecto metabdlico resultante. Por ejemplo, hay varios
LSD de catabolismo glucolipidico alterado tales como Gaucher, Fabry y Tay-Sachs/Sandhoff. Neimann-Pick C se
caracteriza por un metabolismo alterado de lipidos y colesterol, mientras que también se han caracterizado
enfermedades del metabolismo de carbohidratos alterado tales como enfermedades de almacenamiento de glucdégeno
tipo Il (Pompe) y tipo Ill (Corey-Forbes). Otros LSD alteran el metabolismo de las matrices dseas o extracelulares [por
ejemplo, mucopolisacaridos (MPS I-VIl), Gaucher] y recambio de proteinas (lipofuscinosis ceroidea neuronal; Batten,
etc.). Si bien los LSD son relativamente poco comunes, pueden provocar enfermedad cronica grave y a menudo la
muerte si no se tratan efectivamente.

No se conoce una cura para las enfermedades de almacenamiento lisosomal pero se han investigado varios abordajes
de tratamiento diferentes para diversos LSD, incluido el trasplante de médula 6sea y sangre del cordén umbilical, la
terapia de reemplazos de enzimas (TRE), la terapia de reduccién de sustrato (TRS) y la terapia de chaperonas
farmacoldgicas. También se estd desarrollando una terapia genética pero no se ha probado clinicamente. De estos
abordajes de tratamiento, la TRE es la que esta mas establecida con multiples TRE aprobadas para el tratamiento de
varios LSD, entre los que se encuentran Gaucher, Fabry, Pompe, MPS |, MPS Il y MPS VI, mientras que se ha
apruebado un farmaco de SRT para el tratamiento de la enfermedad de Gaucher.

El concepto de TRE para el tratamiento de una enfermedad de almacenamiento lisosomal es bastante simple, donde
una enzima lisosomal humana recombinante se administra en pacientes para complementar la actividad bioldgica
deficiente y mejorar los sintomas clinicos. Sin embargo, a diferencia de otros tratamientos terapéuticos de proteinas que
funcionan principalmente en la superficie de la célula o fuera de las células (por ejemplo, anti-VEGF y otros anticuerpos,
eritropoyetina, factores de coagulacion, etc.), las enzimas lisosomales deben funcionar dentro de las células, dentro de
los lisosomas, y, por lo tanto, usan un mecanismo para entrar a las células desde el exterior y para su entrega posterior
a estos compartimientos internos. En los mamiferos, las estructuras de carbohidratos ramificadas en la estructura
principal de las proteinas en ciertos residuos de asparagina (oligosacaridos conectados a N; N-glicanos) para la mayoria
de las enzimas lisosomales solubles se modifican postraslacionalmente para formar una estructura de carbohidratos
especializada llamada 6-fosfato de manosa (M6P). M6P es la sefial biolégica natural para identificacion y transporte de
las proteinas lisosomales recientemente sintetizadas del aparato de Golgi a los lisosomas por medio de receptores de
M6P unidos a la membrana. Una clase de receptores de M6P (receptor de M6P independiente de cationes; CI-MPR)
también se cicla con la membrana plasmatica y es funcionalmente activa para la union e internalizaciéon de proteinas
lisosomales exdgenas. Se cree que el CI-MPR ha evolucionado para recapturar las proteinas lisosomales que escaparon
de las células (por medio de la secrecion fuera de las células) y, de esta forma, proporciona un mecanismo de
direccionamiento para internalizar las proteinas lisosomales exdgenas y es la base de la terapia de reemplazo de
enzimas para varios LSD.

Se ha demostrado que las terapias de reemplazo de enzimas lisosomales recombinantes generalmente son seguras
pero su efectividad para reducir los sintomas clinicos varia ampliamente. Por ejemplo: TRE de Fabrazyme™ (a-
galactosidasa A acida recombinante; Genzyme Corp.) dosificada a 1 mg/kg de peso corporal una vez cada dos semanas
es suficiente para limpiar el sustrato acumulado de las células endoteliales en la enfermedad de Fabry, mientras que 40
mg/kg de Myozyme™ (a-glucosidasa acida humana recombinante, rhGAA; Genzyme Corp.) dosificada cada dos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 804 594 T3

semanas solo es moderadamente efectiva para la enfermedad de Pompe. La eficacia dispar se atribuye principalmente a
diferencias en el contenido de M6P de forma tal que los niveles bajos de M6P se correlacionen con un mal
direccionamiento y baja eficacia de los farmacos. La fabricacion de enzimas lisosomales recombinantes es muy
desafiante dado que es extremadamente dificil controlar el procesamiento de carbohidratos, particularmente el nivel de
M6P en sistemas de expresion de mamiferos. Dos enzimas de Golgi especializadas catalizan la modificacion del M6P; la
N-acetilglucosamina fosfotransferasa agrega N-acetilglucosamienta conectada a fosfato a ciertos residuos de manosa
terminales, mientas que la N-acetilglucosamina-I-fosfodiéster a-N-acetilglucosaminidasa (también conocida como
Enzima de Descubrimiento) elimina la cobertura de N-acetilglucosamina para revelar la sefial de M6P. Sin embargo, la
fosfotransferasa de N-acetilglucosamina es limitada en células y esta reaccion bioquimica es inherentemente ineficiente
para varias proteinas lisosomales. La sobreexpresion de las proteinas lisosomales durante el proceso de fabricacion
exacerba en gran medida este problema y conduce a cantidades altamente variables de M6P. Por consiguiente, el
procesamiento de los carbohidratos normalmente es incompleto y conduce a la produccion de enzimas lisosomales
recombinantes con mezclas de N-glicanos que contienen M6P, estructuras que no sean de M6P de N-glicanos tipo alta
manosa y N-glicanos de tipo complejo (tipicos para proteinas no secretoras). Para complicar las cosas, las células
muertas o dafadas liberan enzimas tales como fosfatasas al medio de cultivo celular que elimina M6P. Por lo tanto, un
contenido mas bajo de M6P disminuye la afinidad de unién de una enzima lisosomal recombinante para receptores de
M6P y disminuye su captacion celular y, por ende, reduce la eficacia del farmaco. Las células muertas o dafiadas liberan
otras glucosidasas que eliminan otros carbohidratos (por ejemplo, acidos sialicos, galactosa, etc.) para revelar los
carbohidratos internos que normalmente no se exponen y estos N-glicanos se identifican facilmente como aberrantes.
Estas estructuras de N-glicano incompletas aumentan la tasa de eliminacion de proteinas lisosomales de la circulacion,
lo que también puede reducir la eficacia del farmaco. Por lo tanto, son necesarias dosis mas altas de farmaco para
compensar la eficacia reducida. Sin embargo, requisitos de dosis de farmaco mas altas tienen multiples implicaciones
negativas: (1) una dosis de farmaco mas alta podria tener un costo prohibitivo al aumentar un tratamiento que ya era
costoso; (2) dosis mas altas del farmaco requieren tiempos de infusién largos; (3) grandes cantidades de farmaco
circulante resultan en una respuesta importante de los anticuerpos (que se observa en la mayoria de los pacientes con
Pompe) y numerosos pacientes también han experimentado reacciones alérgicas durante las infusiones. La FDA ha
emitido una "advertencia de color negro" para la Miozima y el fArmaco normalmente se administra muy lentamente al
principio pero se va aumentando con el transcurso de la infusién. Esta estrategia ayuda a mitigar las respuestas
alérgicas pero ralentiza considerablemente los tiempos de infusion donde infusiones de 12 horas no son poco comunes.

Una posible estrategia para mejorar el direccionamiento del farmaco para varias TRE emplea un péptido de
direccionamiento para dirigir eficientemente las TRE a los lisosomas sin que sean necesarias las estructuras de
carbohidratos de M6P tradicionales. Esto es viable desde el punto de vista conceptual, dado que el receptor de M6P
independiente de cationes contiene un dominio de unién distinto para un pequefio péptido denominado factor de
crecimiento 2 similar a la insulina (IGF-2) y este receptor se conoce, por lo tanto, como el IGF-2/ (IGF-2/CI-MPR). De
hecho, este receptor es responsable exclusivamente de la internalizacién de las proteinas lisosomales que contienen
M6P debido a que el IGF-2/CI-MPR esta presente y es biolégicamente activo en la superficie celular. La otra clase de
receptores de M6P, el receptor M6P dependiente de cationes (CD-MPR), solo participa en el transporte de proteinas
lisosomales dentro de las células, dado que no es biolégicamente activo en las superficies celulares y carece del dominio
de union al péptido IGF-2. El IGF-2/CI-MPR tiene dos sitios de unién separados para M6P (dominios 1-3 y 7-9,
respectivamente) de forma que se une a un mono-M6P N-glicano (1 residuo de M6P en N-glicano) con afinidad
moderada o un bis-M6P N-glicano (dos residuos de M6P en el mismo N-glicano) con una afinidad aproximadamente
3000 veces mas alta. Dado que las proteinas lisosomales contienen mezclas de mono- o bis-M6P N-glicanos complejos
(que no son M6P), sus afinidades por el IGF-2/CI-MPR varian ampliamente dependiendo del tipo y la cantidad de N-
glicanos que contienen M6P.

El documento WO2012/166653 se refiere a métodos para acoplar péptidos en enzimas lisosomales recombinantes. El
documento ejemplifica el acoplamiento por medio de enlazantes tales como succinimidil 6-hidrazinonicotinato acetona
(S-Hynic), que reacciona con grupos amina en la enzima lisosomal para producir un resto de hidrazina que, a su vez,
reacciona con un péptido de direccionamiento modificado por aldehido para obtener un resto acoplado que tiene un
enlazante de hidrazona. Sigue siendo necesario desarrollar otras estrategias para crear proteinas unidas a IGF-2 para
un direccionamiento mejorado de proteinas. Siguen siendo necesarios constructos que mantengan la conformacion
correcta de proteinas.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Se divulga en la presente un método de realizacion de un péptido de direccionamiento lisosomal modificado que
comprende:

a. poner en contacto el factor de crecimiento similar a la insulina 2 variante (vIGF2) con un
agente reticulador bifuncional para introducir un grupo de hidrazida protegido en el residuo N-terminal;



10

15

20

25

ES 2 804 594 T3

b. desproteger el vIGF2 modificado por hidrazida en solucién para formar un vIGF2 modificado
por hidrazida desprotegido;

. poner en contacto una enzima lisosomal con un primer agente de reticulacién para introducir grupos aldehido;
d. reticular al menos un vIGF2 modificado por hidrazida desprotegido con la enzima lisosomal;
en donde:

el vIGF2 comprende uno o mas de los siguientes cambios en comparacién con la secuencia de IGF2 humana de tipo
natural:

eliminacion de los residuos de aminodcidos N-terminales 1-4;

residuo de 4cido glutamico en la posicion 6 de IGF2 humano de tipo natural sustituido por arginina;
residuo de tirosina de IGF 2 humano de tipo natural en la posicién 27 sustituido por leucina;
residuo de lisina en la posicion 65 de IGF-2 humano sustituido por arginina;

el agente reticulador bifuncional comprende grupos de hidrazida protegidos con acetona, dimetilbenciloxicarbonilo,
trimetilbenciloxicarbonilo o cualquier combinacién de los mismos; o el agente reticulador bifuncional comprende
reticulador de hidrazida protegido con N-terc-butoxicarbonilo (tBoc) (NHS-PEG4-tBoc-hidrazida), hidrazida protegida con
metoxibenciloxicarbonilo (BOM) (NHS-PEG4-BOM-hidrazida), NHS-PEG4-hidrazida protegida con acetona, NHS-PEG4-
hidrazida protegida con dimetilbencilcarbonilo, NHS-PEGu4-hidrazida protegida con trimetilbenciloxicarbonilo; o un
reticulador de férmula:

)
0 0
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o o
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o cualquier combinacién de los mismos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La presente divulgacién se comprende mejor cuando se lee conjuntamente con los dibujos adjuntos. A los efectos de
ilustrar el objeto, se muestran en los dibujos realizaciones ejemplares del objeto; sin embargo, el objeto divulgado en la
presente no se limita a los métodos, dispositivos y sistemas especificos divulgados. Ademas, los dibujos no se realizan
necesariamente a escala. En los dibujos:

La Figura 1 muestra la modificacion del péptido vIGF2 segin se monitorea en un sistema de HPLC.

La Figura 2 muestra la capacidad del conjugado de vIGF2-GAA de unirse al receptor IGF2-CI-MPR en ensayos de

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 804 594 T3

placas de unién.
La Figura 3 muestra las estructuras quimicas de algunos de los reticuladores divulgados.

La Figure 4. (A) muestra el tiempo de retencion para el péptido de vIGF2 tras la unién del enlazante de hidrazida
protegido con tBoc (panel del medio) con respecto al péptido vIGF2 sin modificar de partida (panel superior) y se vio que
la eliminacion del grupo de protecciéon de tBoc provoca otro cambio (disminucién) en la retencién en la RP-HPLC C4
(panel inferior).. (B) muestra los resultados de rhGAA conjugado con el péptido vIGF2 (por medio de un enlace
hidrazona resultante) en ensayos de unién de placa del receptor IGF2/CI-MPR.

La Figura 5 muestra la evaluacién de la captacion celular para vIGF2-rhGAA unido a hidrazona mediante internalizacion
de rhGAA sin conjugar exégena (10-500 nM) y vIGF2-rhGAA (2-50 nM) en mioblastos de musculo esquelético de rata
L6. (A). Se demostr6 que vIGF2-rhGAA se internaliz6 considerablemente mejor que la rhGAA sin conjugar en mioblastos
L6 en todas las concentraciones de proteina evaluadas. (B) Se analizaron lisados de mioblastos L6 mediante Western
blotting utilizando anticuerpos primarios policlonales de GAA antihumanos de conejo.

La Figura 6 muestra el tiempo de retencion en un ensayo de RP-HPLC C4 de péptido vIGF2 purificado quimicamente
modificado con un exceso molar de 20 veces de la hidrazida protegida con el reticulador bifuncional metilbenciloxi
carbonilo (BOM) (NHS-PEG4-BOM-hidrazida) para introducir un grupo funcional hidrazida protegido con BOM en el
extremo N del péptido.

Figura 7. (A) muestra el tiempo de retencién en un ensayo de RP-HPLC C4 de péptido vIGF2 purificado quimicamente
modificado con un exceso molar de 20 veces del reticulador bifuncional éster ftalimidooxi-PEG12-NHS para introducir un
grupo funcional ftalimidooxi en el extremo N del péptido. (B) muestra ensayos de afinidad de vIGF2-rhGAA unido a
oxima en ensayos de union de placa del receptor IGF2/CI-MPR para determinar si el péptido vIGF2 unido mejor6 la
afinidad de rhGAA para el receptor IGF2/CI-MPR.

La Figura 8 muestra el tiempo de retencion en un ensayo de RP-HPLC C4 de péptido vIGF2 purificado quimicamente
modificado con un exceso molar de 20 veces del reticulador bifuncional tBoc-aminooxi-PEG12-PFB para introducir un
grupo funcional aminooxi protegido con tBoc en el extremo N del péptido.

La Figura 9 muestra ensayos de unién a placa del receptor IGF2/CI-MPR del péptido vIGF2 modificado por aminooxi
directamente conjugado con rhGAA quimicamente oxidada (que contiene grupos aldehido quimicamente reactivos en
carbohidratos) para formar los enlaces de oxima resultantes.

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

El presente objeto puede comprenderse mas facilmente mediante referencia a la siguiente descripcién detallada que
forma parte de esta divulgacién. Debe comprenderse que la presente invencién no se limita a los productos, métodos,
condiciones o parametros especificos que se describen y/o muestran en la presente, y que la terminologia utilizada en la
presente se proporciona a efectos de describir realizaciones particulares a modo de ejemplo Unicamente y no pretende
limitar la invencion reivindicada.

A menos que se defina lo contrario en la presente, los términos cientificos y técnicos utilizados en relacién con la
presente solicitud tendran los significados que cominmente comprenden los expertos en la técnica. Ademas, a menos
que el contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran las pluralidades y los términos plurales incluiran el
singular.

Tal como se emplearon anteriormente, y a lo largo de la divulgacion, se entendera que los siguientes términos y
abreviaturas, a menos que se indique de otra forma, tienen los siguientes significados.

En la presente divulgacion, las formas singulares "uno”, "un" y "el" incluyen la referencia plural, y la referencia a un valor
numeérico particular incluye al menos dicho valor particular, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De
esta forma, por ejemplo, una referencia a "un compuesto” es una referencia a uno o mas de dichos compuestos y
equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la técnica, etc. La expresién "pluralidad”, tal como se utiliza en
la presente, significa mas que uno. Cuando se expresa un rango de valores, otra realizacion incluye desde el valor
particular y/o al otro valor particular. De manera similar, cuando los valores se expresan como aproximaciones, mediante
el uso del antecedente "aproximadamente", se comprende que el valor particular forma otra realizacion. Todos los
rangos son inclusivos y combinables.

El abordaje de conjugacion quimica puede mejorarse mediante reticuladores bifuncionales novedosos que pueden
utilizarse para la modificacion del péptido vIGF2 para introducir un grupo hidrazida protegido. Los grupos protectores
labiles acidos pueden retirarse eficientemente utilizando soluciones amortiguadoras acidas leves para una mejor
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recuperacion del péptido vIGF2 modificado. El péptido vIGF2 modificado por hidrazida desprotegido puede entonces
liofilizarse y almacenarse como un polvo seco para conservar la reactividad quimica del resto de hidrazida. El péptido
vIGF2 modificado por hidrazida desprotegido puede almacenarse indefinidamente hasta el acoplamiento quimico con
enzimas lisosomales. Estos reticuladores novedosos, por lo tanto, pueden proporcionar componentes considerablemente
mas estables y mejor control del proceso de conjugacién quimica para permitir un proceso a mayor escala.

Este abordaje de conjugacién quimica implica modificar el extremo (N) amino y uno o mas residuos de lisina en una
enzima lisosomal humana recombinante utilizando un primer agente de reticulacion para introducir grupos hidrazida
protegidos con acetona novedosos en enzimas lisosomales humanas recombinantes. La primera enzima lisosomal
humana recombinante modificada por el agente de reticulacion puede purificarse entonces para retirar el exceso de
reticuladores y los subproductos de reaccion. La purificacion puede realizarse utilizando soluciones amortiguadoras de
pH acido que preservan la actividad catalitica para enzima lisosomal y desplazan el grupo protector de acetona para
exponer los grupos hidrazida quimicamente reactivos. Por otro lado, el extremo (N) amino de una regién enlazante de
corta extensién que precede al péptido vIGF2 puede modificarse utilizando un segundo agente de reticulacion para
introducir un grupo de aldehido quimicamente en el péptido vIGF2. El péptido vIGF2 modificado puede purificarse
entonces para retirar el exceso de reticuladores y los subproductos de reaccion vy liofilizarse luego. En una reaccion de
acoplamiento final, la enzima lisosomal humana recombinante modificada por hidrazida puede agregarse directamente al
péptido vIGF2 modificado por aldehido liofilizado para generar el conjugado de la enzima vIGF2. Aunque este método es
efectivo para generar conjugados de vIGF2-enzima, la reaccion de conjugacion quimica final preferiblemente se lleva a
cabo rapidamente porque los grupos hidrazida introducidos no son estables en soluciones acuosas y, de esta forma, la
reactividad quimica es disminuida en un tiempo relativamente corto (en 1-2 dias). Por lo tanto, lograr un proceso a mayor
escala puede ser desafiante si la modificacion de las enzimas lisosomales con el reticulador bifuncional y la purificacién
de las enzimas lisosomales modificadas por hidrazida no puede completarse rapidamente (preferiblemente en menos de
1 dia).

Seria preferible cambiar el orden de modificacion por el que la enzima lisosomal puede modificarse con un agente de
reticulacion para introducir grupos aldehido y el péptido vIGF2 se modificaria con un agente de reticulacién para
introducir hidrazida. Sin embargo, una mayoria de reticuladores que contienen hidrazina, tal como succinimidil 6-
hidrazinonicotinato acetona (S-Hynic) o reticuladores relacionados provocan aglomeracién y/o precipitacion del péptido
vIGF2 y conducen a una pérdida considerable de péptido. Se proporcionan en la presente reticuladores y métodos
apropiados para modificar el péptido vIGF2 con reticuladores bifuncionales para introducir un grupo hidrazida protegido
en el péptido de vIGF2. El grupo protector puede retirarse posteriormente mediante incubacion en soluciones
amortiguadoras acidas y el péptido vIGF2 modificado por hidrazida puede purificarse mediante cromatografia de fase
inversa en HPLC. El péptido vIGF2 modificado por hidrazida purificado puede liofilizarse luego y almacenarse en forma
de un polvo seco. Esta estrategia asegura que el grupo hidrazida permanezca quimicamente activo para acoplamiento
con las enzimas lisosomales. En una reaccién separada, una enzima lisosomal recombinante puede modificarse con un
agente reticulador para introducir grupos aldehido nuevos. Después de la purificacion para retirar el exceso de
reticulador y los subproductos de reaccion, las enzimas lisosomales modificadas por aldehido pueden almacenarse
entonces hasta el acoplamiento con el péptido vIGF2, dado que los grupos aldehido introducidos son quimicamente
estables en soluciones acuosas. Esta nueva estrategia proporciona "pasos de espera" en el proceso donde los
componentes individuales (enzima lisosomal modificada y vIGF2 modificado) pueden almacenarse por tiempo indefinido
hasta acoplarse para generar los conjugados de vIGF2-enzima. Este nuevo método genera, por lo tanto, los
componentes individuales con estabilidad considerablemente mas alta y proporciona un mejor control general del
proceso de conjugaciéon que conduce a un proceso a mayor escala.

Los métodos de conjugacion quimica adecuados pueden comprender a) poner en contacto una enzima lisosomal con un
primer agente de reticulacion para introducir grupos aldehido; b) poner en contacto un péptido de direccionamiento
lisosomal con un segundo agente de reticulacion para introducir un grupo hidrazida en el residuo terminal N; poner en
contacto la enzima lisosomal con grupos aldehido del paso a) con el péptido de direccionamiento lisosomal con un grupo
hidrazida en el residuo terminal N del paso b); y formar un conjugado de enzima lisosomal-péptido de direccionamiento
lisosomal.

El péptido de direccionamiento lisosomal comprende una variante del factor de crecimiento similar a la insulina humana
2 que comprende uno o mas de los siguientes cambios: eliminaciéon de los residuos de aminoacidos N-terminales 1-4
dado que estos residuos no son necesarios para la unién al receptor IGF2/CI-MPR pretendido y también elimina una
prolina en la posicién 4 y la curva o vuelta asociada en la proteina en el extremo N; residuo de acido glutdmico en la
posicién 6 del IGF2 humano natural con arginina para reducir o eliminar la unién de péptidos a proteinas de unién a IGF
(IGFBP) en suero, residuo de tirosina de IGF 2 humano natural en la posicion 27 sustituido por leucina para reducir o
eliminar la unién peptidica a insulina y los receptores de IGF-1, y el residuo de lisina en la posicién 65 de IGF-2 humano
sustituido por arginina para evitar la modificaciéon quimica del péptido en dicha posicion.

En otras realizaciones adicionales, la variante de IGF2 puede incluir o ser una de las siguientes secuencias:
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SEQID NO: 1 AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRVSRRSRGIVEECCFRSCDLALLETYCATPAKSE
SEQID NO: 2 SRTLCGGELVDTLQFVCGDRGFLFSRPASRVSRRSRGIVEECCFRSCDLALLETYCATPARSE
SEQID NO: 3 GGGGSRTLCGGELVDTLQFVCGDRGFLFSRPASRVSRRSRGIVEECCFRSCDLALLETYCATPARSE

SEQID NO: 4
GGGGSGGGGSRTLCGGELVDTLQFVCGDRGFLFSRPASRVSRRSRGIVEECCFRSCDLALLETYCATPARSE

Enzimas lisosomales adecuadas incluyen a-glucosidasa &cida (rhGAA), a-galactosidasa éacida A (GLA), B-
glucuronidasa acida (GUS), a-iduronidasa A acida (IduA), iduronidato 2-sulfatasa acida (12S), B-hexosaminidasa A
(HexA), B-hexosaminidasa B (HexB), a-manosidasa A acida, B-glucocerebrosidasa (GlcCerasa), lipasa acida (LPA)
o cualquier combinacién de las mismas. En otras realizaciones adecuadas, la enzima lisosomal puede ser de mamifero
y la enzima lisosomal de mamifero puede ser humana.

Reticuladores bifuncionales adecuados pueden comprender grupos hidrazida protegidos con acetona,
dimetilbenciloxicarbonilo, trimetilbenciloxicarbonilo o cualquier combinacién de los mismos; o

el agente reticulador bifuncional puede comprender reticulador de hidrazida protegido con N-terc-butoxicarbonilo (tBoc)
(NHS-PEG4-tBoc-hidrazida), hidrazida protegida con metoxibenciloxicarbonilo (BOM) (NHS-PEG4-BOM-hidrazida),
NHS-PEG4-hidrazida protegida con acetona, NHS-PEGas-hidrazida protegida con dimetilbencilcarbonilo, NHS-PEG4-
hidrazida protegida con trimetilbenciloxicarbonilo; o un reticulador de férmula:

.
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O
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o cualquier combinacién de los mismos.

Péptidos de direccionamiento lisosomales modificados adecuados pueden comprender un grupo hidrazida protegido. En
otras realizaciones adecuadas, el péptido de direccionamiento lisosomal modificado puede comprender el péptido vIGF2
modificado. En otras realizaciones adecuadas, el grupo hidrazida es protegido con grupos hidrazida protegidos con
acetona, dimetilbenciloxicarbonilo, trimetilbenciloxicarbonilo o cualquier combinacién de los mismos. En otras
realizaciones adecuadas, el péptido de direccionamiento lisosomal modificado esta en un polvo. En otras realizaciones
adecuadas, el péptido de direccionamiento lisosomal modificado es liofilizado.

Métodos adecuados de realizacién de un péptido de direccionamiento lisosomal modificado incluyen poner en contacto
vIGF2 con un agente de reticulacion bifuncional tal como se describié anteriormente para introducir un grupo hidrazida
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en el residuo terminal N.. desproteger un vIGF2 modificado por hidrazida en solucién para formar un viIGF2 desprotegido
modificado por hidrazida; y unir al menos un vIGF2 desprotegido modificado por hidrazida a una enzima lisosomal. La
enzima lisosomal puede comprender a-glucosidasa acida (rhGAA), a-galactosidasa acida A (GLA), B-glucuronidasa
acida (GUS), a-iduronidasa A acida (lduA), iduronidato 2-sulfatasa acida (12S), B-hexosaminidasa A (HexA), B-
hexosaminidasa B (HexB), a-manosidasa A acida, B-glucocerebrosidasa (GlcCerasa), lipasa acida (LPA) o cualquier
combinacion de las mismas.

Conjugados adecuados de enzima lisosomal-péptido de direccionamiento lisosomal pueden comprender una enzima
lisosomal reticulada con uno o mas vIGF2 por medio de uno o mas reticuladores bifuncionales. Reticuladores
bifuncionales adecuados pueden comprender reticulador de hidrazida protegido con N-terc-butoxicarbonilo (tBoc) (NHS-
PEG4-tBoc-hidrazida), hidrazida protegida con metoxibenciloxicarbonilo (BOM) (NHS-PEG4-BOM-hidrazida), NHS-
PEG4-hidrazida protegida con acetona, NHS-PEG4-hidrazida protegida con dimetilbencilcarbonilo, NHS-PEG4-hidrazida
protegida con trimetilbenciloxicarbonilo; o un reticulador de formula:

CORRECTOR: please insert formulae from page 7/L1-20 or — o

o cualquier combinacion de las mismas. La enzima lisosomal adecuadamente incluye a-glucosidasa acida (rhGAA),
a-galactosidasa acida A (GLA), B-glucuronidasa acida (GUS), a-iduronidasa A acida (IduA), iduronidato 2-sulfatasa
acida (12S), B-hexosaminidasa A (HexA), B-hexosaminidasa B (HexB), a-manosidasa A 4cida, B-glucocerebrosidasa
(GlcCerasa), lipasa acida (LPA) o cualquier combinacién de las mismas.

Asimismo, puede implementarse otro paso de liofilizacion del péptido de direccionamiento lisosomal modificado para
formar un polvo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos, aunque son realizaciones individuales ilustrativas, no limitan el alcance de la invencién descrita
y el lector no deberia interpretarlos de ese modo.

EJEMPLO 1

Se utilizé6 un nuevo abordaje de conjugaciéon quimica para el acoplamiento quimico del péptido vIGF2 en enzimas
lisosomales para aumentar su unién con el receptor IGF2/CI-MPR. Este abordaje es diferente a lo que se habia descrito
anteriormente, de forma tal que las enzimas lisosomales se modifican con un agente de reticulacién para introducir
grupos aldehido mientras que el péptido vIGF2 se modifica con un segundo agente de reticulacion para introducir un
grupo hidrazida en el residuo terminal N. Especificamente, la a-glucosidasa acida humana natural recombinante (rhGAA)
se concentrd hasta 7.5 mg/ml por medio de un dispositivo concentrador equipado con una membrana de corte de peso
molecular de 50 kDa y luego se intercambié mediante solucién amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM (pH 6.5)/NaCl
100 mM/0.05% de polisorbato-80 mediante didlisis a 4°C durante la noche. La rhGAA se modificé luego quimicamente
con un exceso molar de 20 veces de reticulador de N-succinimidil-4-formilbenzamida (S-4FB; Solulink) durante 2 hrs a
temperatura ambiente para introducir grupos novedosos de benzaldehido. La rhGAA modificada por benzaldehido se
purifica luego en NaOAc 50 mM (pH 4.8)/solucién amortiguadora de NaCl 50 mM para eliminar el exceso de reticulador y
los productos derivados de reaccion y se almacena a 4°C hasta el acoplamiento quimico con el péptido vIGF2.

En una reaccién separada, el péptido vIGF2 purificado se reconstituyé a 0.6 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM (pH
7.5)/NaCl 50 mM/0.05% de polisorbato-80 y se modificé con un exceso molar de 20 a 40 veces de reticulador de
hidrazida protegido con N-terc-butoxicarbonilo (tBoc) (NHS-PEG4-tBoc-hidrazida; Quanta Biodesign). La modificacion
del péptido vIGF2 se monitored utilizando una columna Jupiter de 4.6 x 250 mm, 5 ym, 300 A C4 (Phenomenex,
Torrence, CA) en un sistema de HPLC de Agilent Technologies (Palo Alto, CA) (C4 RP-HPLC) tal como se muestra en la
Figura 1. Las fases mdviles consistian en Solucién amortiguadora A (0.1% de TFA en agua) y Solucién amortiguadora B
[0.1% de TFA en acetonitrilo (MeCN)]. Este método analitico, designado como HPLC de fase inversa C4 (C4 RP-HPLC),
se utilizo para caracterizar las muestras del péptido IGF2 mediante inyeccion de 5-100 pyL de muestras en la columna
C4 preequilibrada con 74% de Soluciéon amortiguadora A, 26% de Soluciéon amortiguadora B a 2 mL/min. Dos minutos
después de la inyeccién de la muestra, se desarrollé un gradiente lineal de 26% a 33% de Solucién amortiguadora B en
13 minutos. En estas condiciones, el péptido vIGF2 sin modificar se eluye a aproximadamente 11.5 minutos. Puesto que
el reticulador se une quimicamente a vIGF2 durante la reaccién de modificacién, el péptido IGF2 modificado tiene un
perfil cromatogréafico distinto y aparece como un pico de elucién tardia nuevo en C4 RP-HPLC con un tiempo de
retencién aparente de ~13.5 min. Cuando el péptido vIGF2 fue >95% modificado con reticulador, la reaccion se detuvo al
agregar TFA (15% de concentracion final) y se incub6 por hasta 4 hrs. Este paso de incubacion se utilizé para retirar el
grupo de proteccion de tBoc tal como se demuestra mediante el cambio considerable en el tiempo de retencion de vIGF2
en C4 RP-HPLC. En estas condiciones experimentales, se retiré6 aproximadamente 50% del tBoc. Ocurrié una pérdida
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considerable del péptido vIGF2 modificado utilizando incubaciones mas prolongadas o concentraciones mas altas de
TFA. El péptido vIGF2 modificado por hidrazida se purificé luego por medio de C4 RP-HPLC preparativa, se liofilizé y se
almacend como polvo seco y a 4°C hasta el acoplamiento quimico con la rhGAA.

La rhGAA modificada por benzaldehido se conjugé quimicamente con el péptido vIGF2 modificado por hidrazida
desprotegido en una reaccion final al agregar la enzima lisosomal directamente al péptido liofilizado a un exceso molar
de péptido de 4 veces. La anilina, un catalizador quimico de esta reaccién, se agregd a una concentracion final de 10
mM vy la reaccién se incubd durante la noche a temperatura ambiente con agitaciéon suave. El conjugado de vIGF2-
rhGAA se purificé el dia siguiente utilizando cromatografia de exclusién por tamafo para retirar el exceso del péptido
vIGF2 utilizando fosfato de sodio 50 mM (pH 6.2)/NaCl 100 mM/0.05% (v/v) de solucién amortiguadora de polisorbato-
80.

Para determinar si el péptido vIGF2 modificado retuvo la estructura correcta de proteinas después de retirar el grupo de
proteccion de tBoc, se evalud la capacidad del conjugado de vIGF2-GAA de unirse al receptor IGF2/CI-MPR en ensayos
de union de placa tal como se muestra en la Figura 2. Brevemente, la rhGAA sin conjugar y vIGF2-rhGAA se diluyeron
en serie con Solucion Amortiguadora de Unién [HEPES 40 mM (pH 6.7), NaCl 150 mM, EDTA 10 mM y 0.02% (v/v)
Tween-20] para obtener concentraciones de GAA finales en el rango de 0.01-10 ug/ml y se incubaron en placas
recubiertas con receptor IGF2/CI-MPR a 37°C durante 30 min. La placa de receptor se lavé 3X con Solucion
Amortiguadora de Unién para retirar la enzima no unida y la cantidad de enzima GAA unida se midi6 utilizando el
sustrato fluorogénico de 4-metilumbeliferil-a-glucosa [4-MU-a-Glc; 1 mM de concentracién de sustrato final en 50 pl de
NaOAc 0.1M (pH 4.8)]. Cuarenta y cinco pL de las muestras de reaccion se transfirieron luego a nuevas placas de
ensayo de 96 pocillos de fondo claro negro y 125 uL de NaOH 0.5 M se agregaron para detener la reaccion enzimatica y
para elevar el pH. La fluorescencia de 4-MU liberada de las reacciones enzimaticas individuales se cuantificaron luego
de las reacciones enzimaticas individuales en una lectora de placas de fluorescencia (utilizando 370 nm de excitacién y
460 longitudes de onda de emision, respectivamente). Tal como se muestra en la Figura 2, vIGF2-GAA se uni6 el
receptor IGF2/CI-MPR considerablemente mejor que el material de partida de rhGAA en todas las concentraciones
evaluadas. La unién de vIGF2-GAA parecia estar saturada en o por encima de 25 nM como se esperaba. Por lo tanto,
estos resultados muestran que el péptido vIGF2 fue capaz de mantener la conformacioén correcta de proteinas después
de la eliminacion del grupo de desproteccion de tBoc que permitié alta union por afinidad al receptor IGF2/CI-MPR.

EJEMPLO 2

Se demostrd que el reticulador de NHS-PEG4-tBoc-hidrazida modifica de manera eficiente el péptido vIGF2 para
introducir un grupo hidrazida novedoso mientras que se mantiene una buena solubilidad para el péptido. Sin embargo, el
grupo de proteccion de tBoc fue dificil de retirar utilizando condiciones &cidas leves y utilizé concentraciones mas altas
de TFA (15%) e incubaciones de 4 hr para la desprotecciéon. En estas condiciones dificiles, aun pudimos recuperar
solamente ~50% del péptido vIGF2 modificado por hidrazida desprotegido. El abordaje mejoraria también si los
reticuladores pueden disefarse con grupos de proteccién labiles para la eliminacién eficiente y mejor recuperacion del
péptido modificado.

Los reticuladores bifuncionales novedosos se han desarrollado para conexion eficiente al péptido vIGF2 y para introducir
grupos protegidos de hidrazida mientas se mantiene una buena solubilidad para el péptido. Estos nuevos reticuladores
contienen grupos hidrazida protegidos con acetona, dimetilbenciloxicarbonilo o trimetilbenciloxicarbonilo tal como se
muestra en la Figura 3. Estos grupos de proteccién son mucho mas labiles que tBoc y utilizarian condiciones acidas
leves (por ejemplo, <5% de TFA) para eliminacién eficiente y alta recuperacion del péptido modificado. Asimismo, estos
nuevos reticuladores deberian permitir el almacenamiento a largo plazo del péptido vIGF2 modificado desprotegido
después de la purificacion vy liofilizacion. Estos nuevos reticuladores permitiran, por lo tanto, un aumento y mejor control
del proceso de conjugacién quimica.

EJEMPLO 3

Se concentr6 a-glucosidasa acida humana recombinante (rhGAA) a 8-10 mg/ml a pequefia escala (es decir, <100 mg)
utilizando dispositivos concentradores centrifugos (por ejemplo, Amicon Ultra con 50 kDa de membrana de corte de peso
molecular nominal (MWCO); Millipore) y luego se intercambié6 mediante solucién amortiguadora a Solucion
Amortiguadora de Modificacion [fosfato de sodio 50 mM (pH 6.5)/NaCl 100 mM/ glucosa 100mM/2% de manitol/0.05% de
polisorbato-80] por medio de didlisis durante la noche a 4°C. Para preparaciones a mayor escala (por ejemplo, >200mg
de rhGAA), la concentracion de proteinas e intercambio de solucién amortiguadora pueden lograrse mediante
diafiltracién/concentraciéon utilizando un sistema de filtracién de flujo tangencial (TFF) con una membrana de 50 kDa de
MWCO. La concentracion proteica de rhGAA se determina mediante espectroscopia de absorbancia UV a 280 nm
utilizando el coeficiente de extincién molar (¢) de 166,117 M-'cm™'. La concentracién proteica de rhGAA se ajusto luego a
7.5 mg/ml mediante dilucién con Solucién Amortiguadora de Modificacién y se incubé con exceso molar de 25 veces del
reticulador bifuncional succinimidil 4-formilbenzoato (SFB) a aproximadamente 20°C durante 4 horas para introducir
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grupos de benzaldehido novedosos (aldehido aromatico) en rhGAA. La rhGAA modificada por benzaldehido se dializé
contra NaOAc 50 mM (pH 4.8)/NaCl 100 mM/0.05% de polisorbato-80 a 4°C con mudltiples cambios de solucion
amortiguadora para eliminar el exceso de reticulador y los productos derivados de reaccion. La rhGAA quimicamente
modificada es estable en esta solucién amortiguadora y puede almacenarse por tiempo indefinido hasta la conjugacion
quimica con el péptido vIGF2. Es importante sefalar que los grupos de benzaldehido introducidos en rhGAA
permanecen quimicamente reactivos para la conjugacién con péptido vIGF2 modificado por hidrazida o aminooxi.
También hemos determinado que la rhGAA modificada por benzaldehido puede almacenarse en fosfato de sodio 50 mM
(pH 6.0)/NaCl 100 mM/0.05% de polisorbato-80 sin efectos adversos en la estabilidad de GAA o eficiencia de
acoplamiento.

Para determinar el alcance de la modificacién quimica y para identificar los residuos de aminoacidos especificos que se
modifican, se generaron mapas de péptidos de rhGAA modificada por benzaldehido y se compararon directamente con
la muestra de rhGAA de partida sin modificar mediante andlisis de cromatografia liquida/espectroscopia de masas (LC-
MS). En resumen, se generé un mapa de péptidos de referencia para la muestra de rhGAA sin modificar de partida
mediante digestion de la rhGAA en los fragmentos peptidicos utilizando una mezcla de proteasas especificas seguido
por cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa C18 y andlisis de fragmentos peptidicos individuales por
espectroscopia de masas. Cuatro preparaciones diferentes de rhGAA modificada por benzaldehido se digirieron y
procesaron de la misma manera y se compararon con el mapa de péptidos de referencia para rhGAA de partida sin
modificar. Nuestros resultados de LC-MS indican que un promedio de aproximadamente 2 grupos de benzaldehido
novedosos se introduce en rhGAA utilizando este procedimiento de modificacién quimica. Asimismo, los resultados de
LC-MS muestran que la modificacion quimica de rhGAA no se distribuye al azar en los diferentes residuos de lisina en
rhGAA. En lugar de ello, la modificacién quimica de rhGAA parece ser mucho mas ordenada y reducida a unos pocos
residuos de lisina tal como se muestra en la Tabla 1. Los datos de LC-MS muestran que ~90% de Lys®0? se modifica con
el resto de benzaldehido mientras que aproximadamente 50% de Lys’™? y Lys®® se modifican. Una fraccion
considerablemente méas pequefa de Lys''3 (8%) y Lys'®! (17%) se modifica en estas condiciones experimentales. El
error experimental para este analisis de LC-MS se estimé que era +10%.

Tabla 1. Identificacion de residuos de aminoacidos quimicamente modificados en rhGAA

Residuos modificados

Residuos modificados

Lote de GAA Lys 112 Lys 16t Lys 732 Lys 848 Lys 902 estimados

A (2/01/13) 8% 17% 53% 40% 90% 211

B (4/04/13) 9% 16% 52% 45% 89% 2.14

C(a/09/13) 8% 17% 53% 40% 90% 211

D (4/12/13) 6% . 17% 53% 43% 89% 213
PRO 8%1.3% 17 £ 0.6% 53% 10.6% 42%+2.4% 89% 1 0.5% 2.12

Los datos de LC-MS fueron informativos y tienen implicaciones muy importantes para el abordaje de conjugacion
quimica descrito. Hay 15 residuos de lisina diferentes dentro de la rhGAA; cada uno tedéricamente tiene el mismo
potencial de modificacién quimica. Sin embargo, nuestros datos empiricos son contrarios a esta hipédtesis y muestran
que el proceso de modificaciéon quimica parece mucho méas ordenado que lo previsto en donde solo pocos residuos de
lisina selectos se modificaron consistentemente con grupos de benzaldehido para 4 lotes diferentes de rhGAA
modificada por SFB utilizando el método descrito en la presente. Ademas, los datos de LC-MS indican que hay una
modificacion preferencial de los residuos de lisina de forma tal que Lys®%? siempre se modifica con reticulador, mientras
gue aproximadamente la mitad de los residuos de Lys”? y Lys®8 se modifican con reticulador. Solo una pequefia
fraccion de Lys''3 y Lys'8' se modificd con grupo benzaldehido. Estos datos sugieren que la modificacion preferencial
observada dependi6 de la accesibilidad y competencia quimica de residuos de lisina individuales para la modificacion
quimica con reticulador. Por ejemplo, los residuos de lisina pueden protonarse y vincularse con puentes de sal en
formacion (es decir., interacciones electrostaticas) con residuos de acido aspartico de carga negativa o acido glutamico y
no estan disponibles para la modificacion quimica. Los datos de LC-MS sugieren que Lys®? es el mas accesible y
quimicamente competente para la modificacion y probablemente el primer residuo modificado. Asimismo, Lys”3? y Lys838
son menos accesibles que Lys®0? para la modificacion quimica pero Lys”®? y Lys®%® tienen accesibilidad similar entre si,
dado que una fraccién aproximadamente equivalente de cada una es modificada. Estos datos sugieren que ya sea
Lys72 o Lys®® es el segundo residuo de lisina modificado. Lys''® y Lys'®' son accesibles solo parcialmente para la
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modificacion quimica, de forma que solo una pequefa fraccién de rhGAA contiene benzaldehido en estos residuos de
lisina. No se observé modificacién quimica del extremo amino (N) para rhGAA pero se sabe que esta enzima se modifica
naturalmente (cicla) en células para formar piroglutamato que no es quimicamente competente para la modificacion con
reticuladores bifuncionales.

Estos datos colectivos indican que el procedimiento de modificacion quimica descrito puede utilizarse para proporcionar
reproduciblemente rhGAA con un promedio de 2.12 grupos de benzaldehido introducidos para acoplamiento con el
péptido vIGF2. Dado que el nimero de péptido vIGF2 conjugado con rhGAA depende del nimero de grupos
benzaldehido introducidos, estos resultados indican que un promedio de 2 péptidos vIGF2 pueden conjugarse con
rhGAA.

Después de la modificacién quimica con SFB, la rhGAA modificada con benzaldehido es muy estable en soluciones
amortiguadoras levemente acidas tales como fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0)/NaCl 100 mM/0.05% de polisorbato-80 o
NaOAc 50 mM (pH 4.8)/NaCl 100 mM/0.05% de polisorbato-80 y puede almacenarse por mucho tiempo antes de la
conjugacioén quimica, lo cual es altamente deseable para realizar este proceso de conjugacién a mayor escala.

EJEMPLO 4

La rhGAA modificada por benzaldehido puede utilizarse para la conjugacién quimica con el péptido viIGF2 por medio de
grupos quimicos especificos, tales como hidrazida para formar un enlace hidrazona de la siguiente forma. El péptido
vIGF2 purificado liofilizado se reconstituyé a 0.6 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM (pH 7.5)/NaCl 50 mM/0.05% de
polisorbato-80 y se incubd con un exceso molar de 20 veces de reticulador de hidrazida protegido con N-terc-
butoxicarbonilo (tBoc) (NHS-PEG4-tBoc-hidrazida; Quanta Biodesign) a temperatura ambiente para introducir un grupo
hidrazida protegido con tBoc en el extremo N. La reaccidon se monitoreé mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento de fase inversa C4 (C4 RP-HPLC) para evaluar el avance y alcance de la modificacion de vIGF2. EI método
de C4 RP-HPLC utilizé una columna de 4.6 x 250 mm 5 pm, 300 A C4 Jupiter (Phenomenex, Torrence, CA) en un
sistema de HPLC de Agilent Technologies (Palo Alto, CA) que consistia en una bomba cuaternaria de 1100 series,
muestreador automatizado, compartimiento de columna con termostato y detector de arreglo de diodos (DAD) con
Software Agilent ChemStation (Rev. B.04.03). Las fases moviles consistian en Solucién amortiguadora A: 0.1% de &cido
trifluoroacético (TFA) en agua y Solucion amortiguadora B: 0.1% de TFA en acetonitriio (MeCN). Las muestras de
péptidos se cargaron en una columna C4 preequilibrada con 26% de acetonitrilo (MeCN/0.1% de TFA). Después de 2
minutos, la columna se desarrollé utilizando un gradiente lineal de 26-33% de MeCN/0.1% de TFA en 13 minutos. Tal
como se muestra en la Figura 4A, un cambio considerable (aumento) en el tiempo de retencién se observa tras la
modificacion quimica del péptido vIGF2 para unirse a PEG4-tBoc-hidrazida (panel del medio). Después de completarse
la modificacion quimica del péptido vIGF2 (normalmente en 2 hrs), se purificé un péptido vIGF2 modificado por tBoc-
hidrazida mediante C4 RP-HPLC preparativa para eliminar el exceso de reticulador y los productos derivados de
reaccion y se liofilizd para retirar los disolventes volatiles. El péptido secado se reconstituyd luego en 2% de TFA (en
dH20) y se incub6 a temperatura ambiente por hasta 72 hrs para retirar el grupo de proteccion de tBoc y exponer el
grupo hidrazida para la conjugacion posterior con enzimas lisosomales. El avance de la desprotecciéon de tBoc también
se monitoreé mediante C4 RP-HPLC y normalmente se muestra que reduce el tiempo de retencién del péptido tras la
eliminacién de tBoc hasta casi el del péptido vIGF2 no modificado de partida (Figura 4A, panel inferior). La
desproteccién completa del grupo tBoc normalmente requiri6 aproximadamente 60 hrs en estas condiciones
experimentales. El vIGF2 modificado por hidrazida desprotegido con tBoc se purifico luego mediante C4 HPLC
preparativa, se liofilizé y se almacend en seco hasta conjugacion quimica con rhGAA modificada por benzaldehido. El
retiro del grupo de proteccion de tBoc también ha sido evaluado utilizando concentraciones de TFA mas altas (por
ejemplo, 4% de TFA) y otros acidos y disolventes organicos pero dichas condiciones condujeron a una recuperacion
mucho mas baja de péptido vIGF2 modificado por hidrazida. El péptido vIGF2 de hidrazida desprotegido se conjugd
quimicamente con rhGAA modificada por benzaldehido (utilizando un exceso molar de 4 veces de péptido vIGF2 a
rhGAA) por medio de un enlace hidrazona resultante de la siguiente forma. La concentracién proteica de rhGAA
modificada por benzaldehido se ajusté normalmente a 4-5 mg/ml con fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0)/NaCl 100
mM/0.05% de solucién amortiguadora de polisorbato-80 y la enzima se agreg6 directamente al péptido vIGF2 modificado
por hidrazida desprotegido liofilizado (a una relacion molar de 1 mol de rhGAA: 4 moles de péptido vIGF2) y se incubd a
aproximadamente 20°C durante aproximadamente 16 horas. También puede agregarse anilina (5-10 mM) para aumentar
la tasa de acoplamiento pero hemos encontrado que no era absolutamente necesario para acoplamiento en estas
condiciones experimentales. La rhGAA conjugada con péptido vIGF2 se purificd luego por cromatografia de exclusion
por tamafno en fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0)/NaCl 100 mM/2% de manitol/0.05% de solucién amortiguadora de
polisorbato-80 para retirar el exceso del péptido vIGF2. Fracciones pico de vIGF2-rhGAA se agruparon y concentraron
utilizando Amicon Ultra con una membrana de acetato de celulosa de corte de peso molecular nominal de 30 kDa.

vIGF2-rhGAA se caracterizé mediante ensayos de unién a placa de receptor para determinar si el péptido
vIGF2 enlazado a hidrazona aumentaria la unién de rhGAA al receptor IGF2/CI-MPR pretendido. Tal como se muestra
en la Figura 4B, vIGF2-rhGAA se uni6 al receptor IGF2/CI-MPR considerablemente mejor que la rhGAA sin conjugar y
se correlacion6 con una captacion celular considerablemente mejor de la enzima lisosomal exégena en un modelo
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celular de misculo esquelético (Figura 5A). Estos resultados muestran la importancia funcional de la unién del receptor
mejorada para captacion celular mejorada del farmaco terapéutico exdégeno en células de misculo objetivo. El analisis
por Western blot de lisados celulares de muisculo muestran que el vIGF2-rhGAA internalizado se administré a los
lisosomas donde se retir6 el péptido vIGF2 y rhGAA se proces6é normalmente como se observé para la enzima rhGAA
sin conjugar (Figura 5B). Estos resultados eran esperados, dado que se habia reportado anteriormente que el péptido
IGF2 se degradaba naturalmente mediante proteasas lisosomales residentes. Es importante sefalar que los datos de
Western blot indican que el péptido vIGF2 quimicamente acoplado se retiré y no impidi6 el procesamiento de GAA en los
lisosomas. (El procesamiento de GAA es necesario para unién de alta afinidad y cinética de enzimas GAA 6ptima para
hidrolizar el sustrato de glicégeno natural).

Por lo tanto, estos datos colectivos confirman que esta conjugacion quimica alternativa puede utilizarse para generar
conjugados de enzimas vIGF2-rhGAA que tienen una unién considerablemente mejor con el receptor IGF2-CI-MPR
pretendido para captacion celular y administracion del farmaco terapéutico a lisosomas de células objetivo mejoradas.
Este procedimiento de modificacién/conjugacién quimica alternativa genera componentes intermedios estables que
pueden almacenarse por tiempo indefinido antes de la conjugacion y purificacién quimica final. Diferentes lotes de
intermediarios estables también pueden agruparse para formar lotes mas grandes para la reaccién de conjugacion final.
Por lo tanto, los métodos descritos en la presente representan importantes avances para permitir realizar el proceso de
conjugacion quimica a mayor escala para generar TRE mejoradas.

EJEMPLO 5

Ademas de utilizar reticuladores de hidrazida protegidos con tBoc para la modificacion del péptido vIGF2, también
pueden utilizarse otros reticuladores con diferentes grupos de proteccion. Hemos sintetizado quimicamente un
reticulador bifuncional que contiene una hidrazida protegida con metilbenciloxi carbonilo (BOM) (NHS-PEG4-BOM-
hidrazida) para introducir un grupo hidrazida novedoso al extremo N del péptido vIGF2. Después de retirar el grupo de
proteccion de BOM, el grupo hidrazida quimicamente reactivo se expone para la conjugacién posterior a enzimas
lisosomales modificadas por benzaldehido por medio de un enlace hidrazona resultante de la siguiente forma. El péptido
vIGF2 purificado liofilizado se reconstituyé a 0.6 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM (pH 7.5)/NaCl 50 mM/0.05% de
polisorbato-80 y se incub6 con un exceso molar de 20 veces de NHS-PEG4-BOM-hidrazida a temperatura ambiente
para introducir un grupo hidrazida protegido con BOM novedoso en el extremo N. La reaccion se monitoreé mediante C4
RP-HPLC para evaluar el avance y alcance de la modificacion de vIGF2. Un cambio considerable (aumento) en el
tiempo de retencién se observa tras la modificacién quimica del péptido vIGF2 para unirse a PEG4-BOM-hidrazida
(Figura 6, panel del medio). Después de completarse la modificacion quimica del péptido vIGF2 (normalmente en 2 hrs),
se purificd un péptido vIGF2 modificado por BOM-hidrazida mediante C4 RP-HPLC preparativa para eliminar el exceso
de reticulador y los productos derivados de reaccion y se liofilizd para retirar los disolventes volatiles. El péptido secado
se reconstituy6 luego en 2% de TFA (en dH20) y se incub6 a temperatura ambiente por hasta 72 hrs para retirar el grupo
de proteccién de BOM y exponer el grupo hidrazida para la conjugacién posterior con enzimas lisosomales. El avance de
la desproteccién de BOM también se monitoreé mediante C4 RP-HPLC y normalmente se muestra que reduce el tiempo
de retencion del péptido tras la eliminacion de BOM hasta cerca de aquel del péptido vIGF2 no modificado de partida
(Figura 6, panel inferior). La desproteccion completa del grupo BOM normalmente requirié aproximadamente 60 hrs en
estas condiciones experimentales. El viIGF2 modificado por hidrazida desprotegido con BOM se purificé luego mediante
C4 RP- HPLC preparativa, se liofilizé y se almacend en seco hasta conjugacion quimica con rhGAA modificada por
benzaldehido.

El péptido vIGF2 modificado por hidrazida desprotegido puede conjugarse luego quimicamente con rhGAA modificada
por benzaldehido tal como se describié anteriormente en el Ejemplo 2 para péptido hidrazida-vIGF2 desprotegido con
tBoc. Estos datos muestran que el péptido vIGF2 puede modificarse quimicamente con reticuladores bifuncionales que
contienen varios grupos hidrazida protegidos y después de la eliminacion del grupo protector se generd la misma
hidrazida quimicamente reactiva para la conjugacién del péptido vIGF2 con enzimas lisosomales modificadas por
benzaldehido.

EJEMPLO 6

La rhGAA modificada por benzaldehido también se puede utilizar para la conjugacién quimica con péptido vIGF2
modificado por aminooxi por medio de un enlace oxima muy estable de la siguiente forma. El péptido vIGF2 purificado
liofilizado se reconstituyé a 0.6 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM (pH 7.5)/NaCl 50 mM/0.05% de polisorbato-80 y se
incubd con un exceso molar de 20 veces de éster ftalimidooxi-PEG12-NHS (Quanta Biodesign) a temperatura ambiente
para introducir un grupo de ftalimidooxi novedoso en el extremo N. Después de completarse la modificacion quimica del
péptido vIGF2 (normalmente en 2 hrs), el péptido vIGF2 modificado por ftalimidooxi se incub6 luego con hidrazina 0.5M
a temperatura ambiente durante 30-60 min para convertir el grupo de ftalimidooxi intermedio al grupo aminooxi deseado.
Se utiliz6 C4 RP-HPLC para monitorear la reaccién de modificacién quimica y la conversién del grupo ftalimidooxi al
grupo aminooxi. Tal como se muestra en la Figura 7A, el péptido vIGF2 modificado por aminooxi tuvo un tiempo de
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retencién levemente mas prolongado en C4 RP-HPLC en comparacién con el péptido vIGF2 sin modificar. El péptido
vIGF2 modificado por aminooxi se acidifica con TFA y luego se purifica mediante C4 RP-HPLC preparativa para retirar el
exceso de reticulador y los productos derivados de reaccién y se liofilizo para retirar los disolventes volatiles. Se utiliz6 el
péptido vIGF2 de hidrazida modificado por aminooxi secado directamente para la conjugacién quimica con rhGAA
modificada por benzaldehido mediante un enlace de oxima resultante. En resumen, la concentracion proteica de rhGAA
modificada por benzaldehido se ajusté normalmente a 4-5 mg/ml con fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0)/NaCl 100
mM/0.05% de solucién amortiguadora de polisorbato-80 y la enzima se agreg6 directamente al péptido vIGF2 modificado
por aminooxi seco (a una relacién molar de 1 mol de rhGAA: 4 moles de péptido vIGF2) y se incubd a aproximadamente
20°C durante aproximadamente 16 horas. La rhGAA conjugada con péptido vIGF2 se purificd luego por cromatografia de
exclusion por tamano en fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0)/NaCl 100 mM/2% de manitol/0.05% de solucién amortiguadora
de polisorbato-80 para retirar el exceso del péptido vIGF2 tal como se describié anteriormente.

vIGF2-rhGAA se caracteriz6 mediante ensayos de unién a placa de receptor para determinar si el péptido vIGF2
enlazado a oxima aumentaria la uniéon de rhGAA al receptor IGF2/CI-MPR pretendido. Tal como se muestra en la Figura
7B, vIGF2-rhGAA se uni6 al receptor IGF2/CI-MPR considerablemente mejor que la rhGAA sin conjugar. Ademas, el
enlace de oxima es muy estable y asegura que el péptido vIGF2 permanezca conjugado con rhGAA y solo se retira tras
su degradacion en lisosomas después de la administracion del farmaco terapéutico.

EJEMPLO 7

El péptido vIGF2 también puede conjugarse quimicamente con enzimas lisosomales por medio de un enlace de oxima
utilizando reticulador bifuncional de aminooxi protegido con tBoc. Este abordaje proporciona el péptido vIGF2 modificado
por aminooxi para la conjugacion quimica con enzimas lisosomales modificadas por benzaldehido sin que sea necesaria
conversion quimica utilizando hidrazida potencialmente peligrosa. En resumen, el péptido vIGF2 purificado liofilizado se
reconstituy6é a 0.6 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM (pH 7.5)/NaCl 50 mM/0.05% de polisorbato-80 y se incub6 con un
exceso molar de 20 veces de reticulador de aminooxi protegido con tBoc bifuncional (con grupo NHS- o
pentafluorobenceno) a temperatura ambiente para introducir un grupo de aminooxi protegido con tBoc novedoso en el
extremo N y se monitore6 mediante C4 RP-HPLC. Tal como se muestra en la Figura 8 (panel del medio), un cambio
considerable (aumento) en el tiempo de retencion se observa tras la modificacion quimica del péptido vIGF2 para unirse
al reticulador de t-Boc-aminooxi PEGilado (panel del medio). Después de completarse la modificacion quimica del
péptido vIGF2 (normalmente en 2 hrs), se purificd un péptido vIGF2 modificado por tBoc-aminooxi mediante C4 RP-
HPLC preparativa para eliminar el exceso de reticulador y los productos derivados de reaccion y se liofilizé para retirar
los disolventes volatiles. El péptido secado se reconstituyd luego en 2% de TFA (en dH20) y se incub6 a temperatura
ambiente por hasta 72 hrs para retirar el grupo de proteccion de tBoc y exponer el grupo de aminooxi para la
conjugacion posterior con enzimas lisosomales. El avance de la desproteccion de tBoc también se monitore6 mediante
C4 RP-HPLC y normalmente se muestra que reduce el tiempo de retencién del péptido tras la eliminacién de tBoc hasta
casi el del péptido vIGF2 no modificado de partida (Figura 8, panel inferior). La desproteccién completa del grupo tBoc
normalmente requirié aproximadamente 50 hrs en estas condiciones experimentales. El vIGF2 modificado por aminooxi
desprotegido con tBoc se purificé luego mediante C4 RP- HPLC preparativa, se liofilizé y se almacen6 en seco hasta
conjugacion quimica con enzimas modificadas por benzaldehido.

EJEMPLO 8

Un método alternativo para generar vIGF2-rhGAA unido a oxima utilizando un reticulador simple puede lograrse
mediante acoplamiento del péptido vIGF2 modificado por aminooxi a rhGAA quimicamente oxidada de la siguiente
forma. La rhGAA se intercambié mediante solucion amortiguadora a NaOAc 0.1M (pH 5.2) mediante didlisis o
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) y se ajust6 la concentracion proteica a 5 mg/ml con la misma solucion
amortiguadora. La rhGAA se incub6 luego con meta-periodato de sodio 2mM a 4°C durante 30 min para oxidar los
carbohidratos (principalmente &cidos sialicos terminales y galactosa) en N-glicanos de rhGAA para generar grupos
aldehido quimicamente reactivos para la conjugacion quimica con péptido viIGF2 modificado por aminooxi. La rhGAA
quimicamente oxidada se dializé contra NaOAc 0.1M (pH 5.2) o se sometié a SEC para retirar el exceso de meta-
periodato de sodio. La rhGAA oxidada (almacenada a aproximadamente 4 mg/ml) se agregd directamente al péptido
vIGF2 modificado por aminooxi a una relacion molar de 1 mol de rhGAA:4 moles de péptido VIGF2 y se incub6 a
aproximadamente 20°C durante aproximadamente 16 horas para formar el enlace de oxima resultante. La rhGAA
conjugada con péptido vIGF2 se purificé luego por SEC en fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0)/NaCl 100 mM/2% de
manitol/0.05% de solucién amortiguadora de polisorbato-80 para retirar el exceso del péptido vIGF2 tal como se
describié anteriormente.

vIGF2-rhGAA se caracteriz6 mediante ensayos de unién a placa de receptor para determinar si el péptido vIGF2
enlazado a oxima aumentaria la uniéon de rhGAA al receptor IGF2/CI-MPR pretendido. Tal como se muestra en la Figura
9, vIGF2-rhGAA se uni6 al receptor IGF2/CI-MPR considerablemente mejor que la rhGAA sin conjugar. La union del
receptor mejorada dependié de la presencia de vIGF2 dado que la rhGAA oxidada (que carece del péptido vIGF2)
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demostré tener una unién similar a la enzima rhGAA sin conjugar de partida. Los datos de unién del receptor también
sugieren que mas péptidos vIGF2 se conjugaron con rhGAA quimicamente oxidada que la rhGAA modificada por SFB
(benzaldehido). Dado que hay mas carbohidratos terminales en N-glicanos que son completamente accesibles y pueden
oxidarse quimicamente para formar aldehidos, hay un potencial alto de conjugacién para mas péptidos vIGF2 en
comparacion con rhGAA modificada por SFB (que introduce un promedio de 2 grupos benzaldehido para acoplar el
péptido vIGF2 utilizando el procedimiento descrito en la presente). Estos resultados confirman, por lo tanto, que el
péptido vIGF2 modificado por aminooxi puede utilizarse para el acoplamiento con enzimas lisosomales que contienen
aldehido para una unién mejorada con el receptor IGF2/CI-MPR pretendido para una mejor administracion del farmaco
terapéutico.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de realizacién de un péptido de direccionamiento lisosomal modificado que comprende:

a. poner en contacto el factor de crecimiento similar a la insulina 2 variante (vIGF2) con un agente reticulador bifuncional
para introducir un grupo de hidrazida protegido en el residuo N-terminal;

b. desproteger el vIGF2 modificado por hidrazida en solucién para formar un vIGF2 modificado por hidrazida
desprotegido;

C. poner en contacto una enzima lisosomal con un primer agente reticulante para introducir grupos aldehido;
d. enlazar al menos un vIGF2 modificado por hidrazida desprotegido con la enzima lisosomal;
en donde:

el vIGF2 comprende uno o mas de los siguientes cambios en comparacién con la secuencia de IGF2 humana de tipo
natural:

eliminacion de los residuos de aminodcidos N-terminales 1-4;

residuo de 4cido glutamico en la posicion 6 de IGF2 humano de tipo natural sustituido por arginina;
residuo de tirosina de IGF 2 humano de tipo natural en la posicion 27 sustituido por leucina;
residuo de lisina en la posicion 65 de IGF-2 humano sustituido por arginina;

el agente reticulador bifuncional comprende grupos de hidrazida protegidos con acetona, dimetilbenciloxicarbonilo,
trimetilbenciloxicarbonilo o cualquier combinacién de los mismos; o el agente reticulador bifuncional comprende
reticulador de hidrazida protegido con N-terc-butoxicarbonilo (tBoc) (NHS-PEG4-tBoc-hidrazida), hidrazida protegida con
metoxibenciloxicarbonilo (BOM) (NHS-PEG4-BOM-hidrazida), NHS-PEGa-hidrazida protegida con acetona, NHS-PEG-
hidrazida protegida con dimetilbencilcarbonilo, NHS-PEGu4-hidrazida protegida con trimetilbenciloxicarbonilo; o un
reticulador de férmula:

O
g“’wﬁMWO 1

Ni
o} o—
0~ o
O
o 0
N*o’k/\)j\uf\/o*}/\fo .
(o} H 4 HN,
N o\ P~
0
/
0-""

o cualquier combinacion de los mismos.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la enzima lisosomal comprende a-glucosidasa acida (rhGAA), a-
galactosidasa acida A (GLA), B-glucuronidasa acida (GUS), a-iduronidasa A acida (lduA), iduronidato 2-sulfatasa
acida (12S), B-hexosaminidasa A (HexA), B-hexosaminidasa B (HexB), a-manosidasa A 4&cida, B-
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glucocerebrosidasa (GlcCerasa), lipasa acida (LPA) o cualquier combinacién de las mismas, y en donde,
opcionalmente, la enzima lisosomal es humana.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en donde el primer agente reticulador comprende N-succinimidil-
4-formilbenzamida (S-4FB).

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el péptido de direccionamiento lisosomal
con un grupo hidrazida en el residuo terminal N se agrega en el paso (d) a un exceso molar de aproximadamente cuatro
veces.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde se agrega anilina en el paso (d).

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde el vIGF2 comprende una de SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 30 SEQ ID NO: 4.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que incluye ademas, después del paso (b), liofilizar el
vIGF2 modificado por hidrazida.
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Figura 1
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Figura 2

Union del receptor IGF2/CI-MPR
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Figura 3
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Figura 4

Union del receptor IGF2/CI-MPR
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura8
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Actividad de GAA unida (nmol/mi‘hr)
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Figura 9

Union del receptor IGF2/CI-MPR
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