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Patentkrav

1. Fremgangsmate ved fremstilling av en malrettet peptid konjugert til et
rekombinant lysosomalt enzym, hvor fremgangsmaten omfatter a:
(a)

i. modifisere amino (N)-terminusen og én eller flere lysinrester pa et
rekombinant humant lysosomalt enzym med bruk av et farste tverrbindingsmiddel for
a gi opphav til et farste, tverrbindingsmiddelmodifisert rekombinant humant
lysosomalt enzym;

Il. modifisere den farste aminosyren til en kort ekstensjonslinker ved amino
(N)-terminusen pa en IGF-2-peptidvariant med bruk av et andre tverrbindingsmiddel
for & gi opphav til en andre, tverrbindingsmiddelmodifisert IGF-2-peptidvariant; og

Iii. konjugere det farste, tverrbindingsmiddelmodifiserte rekombinante humane
lysosomale enzymet til den andre, tverrbindingsmiddelmodifiserte IGF-2-
peptidvarianten som inneholder en kort ekstensjonslinker; eller
(b)  konjugere et heterobifunksjonelt tverrbindingsmiddel til en IGF-2-
peptidvariant; og konjugere den heterobifunksjonelle tverrbindingsmiddelmodifiserte
IGF-2-peptidvarianten til et rekombinant humant lysosomalt enzym gjennom reaksjon
med N-terminusen og én eller flere lysinrester pa det rekombinante humane
lysosomale enzymet; eller
(c)  konjugere et heterobifunksjonelt tverrbindingsmiddel til et rekombinant humant
lysosomalt enzym gjennom reaksjon med N-terminusen og én eller flere lysinrester pa
det rekombinante humane lysosomale enzymet; og konjugere det heterobifunksjonelle
tverrbindingsmiddelmodifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet til en IGF-
2-peptidvariant;

hvor det rekombinante humane lysosomale enzymet velges fra rekombinant
human a-glukosidase (rhGAA), rekombinant human a-galaktosidase A (GLA),
rekombinant human sur B-glukuronidase (GUS), rekombinant human a-iduronidase A

(IduA), rekombinant human isuronidat 2-sulfatase (12S), rekombinant human 3-
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heksosaminidase A (Heksa), rekombinant human B-heksosaminidase B (HexB),
rekombinant human o-mannosidase A, rekombinant human B-glukocerebrosidase
(GlcCerase), rekombinant human sur lipase (LPA) eller en hvilken som helst
kombinasjon derav; og

hvor det farste tverrbindingsmiddelet velges fra N- succinimidyl 6-
hydrazinonikotinat-aceton (S-Hynic), sulfo-succinimidyl 6-hydrazonikotinat-aceton
(sulfo-S-HyNic), C6-succinimidyl 6-hydrazino-nikotinamid (C6-S-Hynic),
succinimidyl 4-hydrazidotereftalat-hydroklorid (SHTH) succinimidyl 4-hydrazinium
nikotinat-hydroklorid (SHNH) eller N-hydroksysuccinimidester-(PEG)n-hydrazid,
hvor n er 3-24 PEG-enheter; og det andre tverrbindingsmiddelet velges fra PEG4-
pentafluorbenzen-4-formylbenzoat (PEG4-PFB), succinimidyl 4-formylbenzoat (SFB)
og C6-succinimidyl 4-formylbenzoat (C6-SFB); eller

det farste tverrbindingsmiddelet velges fra N-hydroksysuccinimidester-fosfin
(NHS-fosfin), sulfo-N-hydroksysuccinimidester-fosfin (sulfo-NHS-fosfin), N-
hydroksysuccinimidester-tetraoksapentadekanacetylen (NHS-PEG4-acetylen) eller N-
hydroksysuccinimidester-(PEG)n-acetylen, hvor n er 3-24 PEG-enheter, spaltbare
heterobifunksjonelle tverrbindere sa som NHS-PEG3-S-S-acetylen eller
heterobifunksjonelle tverrbindere inneholdende syklooktyner sa som difluorsyklooktyn
(DIFO) og dibenzosyklooktyn (DIBO); og det andre tverrbindingsmiddelet velges fra
N-hydroksysuccinimidester-PEG4-azid (HS-PEG4-azid), N-
hydroksysuccinimindester-azid (NHS-azid), N-hydroksysuccinimidester-(PEG)n azid,
hvor n er 3-24 PEG-enheter, eller NHS-PEG3-S-S-azid; eller

det heterobifunksjonelle tverrbindingsmiddelet velges fra m-maleimidobenzyol-
N-hydroksysuccinimidester (MBS), sulfo-m-maleimidobenzyol-N-
hydroksysuccinimidester (sulfo-MBS) og sulfosuccinimidyl-4-(N-
maleimidometyl)sykloheksan-1-karboksylat (SMCC); og

hvor IGF-2-peptidvarianten omfatter én eller flere av falgende modifikasjoner
med hensyn til den native humane IGF-2-sekvensen:

substitusjon av arginin for glutaminsyre i posisjon 6;
sletting av aminosyrer 1-4 og 6;

sletting av aminosyrer 1-4, 6 og 7;
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sletting av aminosyrer 1-4 og 6 og substitusjon av lysin for treonin i
posisjon 7;

sletting av aminosyrer 1-4 og substitusjon av glycin for glutaminsyre i
posisjon 6, 0g

substitusjon av lysin for treonin i posisjon 7;

substitusjon av leucin for tyrosin i posisjon 27;

substitusjon av leucin for valin i posisjon 43;

substitusjon av arginin for lysin i posisjon 65;
og/eller IGF-2-peptidvarianten omfatter en affinitetsmarkar og/eller et

linkerekstensjonsomrade pa minst 5 aminosyrer foran IGF-2.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor IGF2-peptidvarianten omfatter

aminosyresekvensen med SEKV. ID NR.: 2

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvor den korte ekstensjonslinkeren

omfatter 5 til 20 aminosyrerester.

4. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller krav 2, hvor ekstensjonslinkeren omfatter
SEKV. ID NR.: 3.
5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4, hvor to lysinrester

modifiseres pa det rekombinante humane lysosomale enzymet.

6. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor det
rekombinante humane lysosomale enzymet dannes med bruk av gjeer, insektceller,

planteceller, sopp, transgene dyr og in vitro translasjonssystemer.

7. Konjugat, omfattende én eller flere IGF-2-peptidvarianter kjemisk konjugert til
et rekombinant humant lysosomalt enzym, hvor konjugatet kan frembringes med en

fremgangsmate ifalge et hvilket som helst av kravene 1 til 5 og omfatter:
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et humant lysosomalt enzym modifisert ved amino (N)-terminusen og én eller
flere lysinrester gjennom konjugering til en linker; og

en IGF-2-peptidvariant omfattende en kort ekstensjonslinker ved
aminoterminusen; hvor den farste aminosyren til den korte ekstensjonslinkeren er
konjugert til linkeren;

hvor det rekombinante humane lysosomale enzymet er som angitt i krav 1;

hvor IGF-2-peptidvarianten er som angitt i krav 1,

hvor linkeren er produktet av reaksjonene av fgrste og andre
tverrbindingsmidler som angitt i krav 1 eller en heterobifunksjonell tverrbinder som

angitt i krav 1.

8. Konjugat ifglge krav 7 for bruk ved behandling en lysosomal lagringssykdom
valgt fra Pompes sykdom, Fabrys sykdom og Gauchers sykdom, MPS I, MPS II, MPS
VII, Tay Sachs, Sandhoff, a-mannosidose og Wohlmans sykdom, hvor:

det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er sur a-glukosidase
for behandling av Pompes sykdom; eller

det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er sur a-
galaktosidase A for behandling av Fabrys sykdom; eller

det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er sur f3-
glukocerebrosidase for behandling av Gauchers sykdom; eller

det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er sur a-iduronidase
for behandling av mukopolysakkaridose | (MPS 1); eller

det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er sur iduronidat 2-
sulfatase (12S) for behandling av mukopolysakkaridose 11 (MPS I1); eller

det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er sur -
glukuronidase for behandling av mukopolysakkaridose VII (MPS VII); eller

det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er -
heksosaminidase A for behandling av GM2 gangliosidose (Tay-Sachs); eller

det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er -

heksosaminidase B for behandling av GM2 gangliosidose (Sandhoff); eller
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det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er sur lipase for
behandling av Wohlmans sykdom; eller
det modifiserte rekombinante humane lysosomale enzymet er sur a-

mannosidase for behandling av a-mannosidose.

9. Farmasgytisk sammensetning omfattende et konjugat ifglge krav 7 og en

farmasgytisk akseptabel beerer.
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