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DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

q

1. Identificacién del Tramite

BConversi()n Division DFusi(‘)n

Palente de Invencién
[:IPalente de Modelo de Utilidad

2. Datos del solicitante

Persona Natural Persona Juridica

SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES

Nombre o denominacién / Nombre o razén social

Nombre del representante legal

Tipo de empresa D Micro Dpequeﬁa D Mediana Qlra
Documento de ldentificacion I:l GG DC.E i ‘:‘ NIT DOI[D Numero

Nacionalidad/Pais de constitucion Direccion del titular Ciudad
Estados Unidos de América 700 Main Street Cambridge, MAD2138 | Massachuseltls
Direccidn eleclrdnica No. Fax Namero telefonico
tobos@tobos.com.co 8123335 8123335

Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comerclo para que fodas las comunicaciones sean
enviadas a través de la direccion de correo electrdnico

3. Datos del apoderado:

Andrea Tobos Mateus 52.223.325 148.648
Apellidos y Nombre Docurnento de identificacion Tarjeta profesional
Direccitn y domicilio Direccitn del titular Ciudad
Carrera 7C No. 138-19 Of.901 Bagota
Direccién electronica No. Fax Nimero felefénico
andrea.tobos@tobos.com.co 8123335 8123335

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegalura de Propiedad Industrial, sinvase indicar
&l nimero de su radicacion o protocolo de poder general

PIOZ-FO5 vr? (2013-01-14)



4, Datos del tramite:

[ conversioN [ DIVISION ] | FUSION |

Expediente No. Expedienta No. Expediente No.
12-036036

De: No. de divisionales Expediente No.

A 1

5. Comprobante de PagoNo V' — \ 5 A 2R Fecha [ [ASD [A O ]

6. Anexos

X |Comprobante de pago de la tasa para Ia presentacion de la comeccian ylo modificacion
X |Poder, si fugre el caso con el que se acredita la representacion

Namero de documento que ardena la comisidn o fusin o division

X | Documento que contiene la conversian, division o fusion de la solicitud

X Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma

Andrea Tobos Mateus
Nombre y apelidos

52223395 148.648
ce Tarjeta Profesional

PI02-FO5 wr? (2013-01-14]
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REIVINDICACIONES

Un kit que comprende  glucocercbrosidasa  inmovilizada  sobre  una  superficic v
glucocerebrosidasa marcada.

] kit de la reivindicacion 1. que ademas comprende un anticuerpo marcado que se une al
anticucrpo neutralizante.

Un kit que comprende glucocerebrosidasa marcada y una resina.

Un kit que comprende glucocerebrosidasa marcada y una célula que expresa ¢l receptor de
manosa de los macrofagos humanos (MMR).

Una mezcla de reaccion que comprende glucocerebrosidasa inmovilizada y una muestra que
comprende un anticuerpo neutralizante para glucocerebrosidasa,

La mezela de reaccion de la reivindicacion 5. que comprende ademds glucocerebrosidasa
marcada.

[La mezcla de reaccion de la reivindicacion 5, que comprende ademas un anticuerpo marcado
que se unce al anticuerpo neutralizante,

Una mezcela de reaccion que comprende glucocerebrosidasa marcada v una muestra que
comprende un anticuerpo neutralizante para glucocerebrosidasa.

Una mezcla de reaccion que comprende una célula que expresa el receptor de manosa de los
macrdlagos humanos (MMR) y una muestra que comprende un anticuerpo neutralizante para

glucoccerebrosidasa.
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MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES

LEGAUZACION

Pais: REPUBL!CA DE COLOMBIA
(Country: - Pays:)

El presenre documento publico
"(This public document - Le présent acte public)

Ha sido firmado por - YEPEZ ZAMBRANO GUSTAVO ADOLFO
(Has been signed by: A été signé par:) ‘ '

"Actuando en calidad de: TRADUCTOR OFICIAL
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(Al -A2)
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(On: - Lez) ] . ‘
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{By: The Ministry of Forcign Aflairs of Colombia -  Par: Ministére des Affaires Etmuj;éms de la Colombie )

No: LMEJ121127732

(Under Number: - Sous e numéro:}

Nombre def Titular: 15980602

(Name of the holder of document: - Nom du lllu]airc‘.)
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(Type of document: - Type du document:)
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BOGOTA - COLOMBIA

La autenlicidad de eske documenlo puede ser vr.nl'(,ada enel Reglstro Eleclro' que se encuenlra enla 5|gu1ente pagina




ESTADO DE M-ASSACHUS.ETTS
-%.‘\'ILLI;AM.FRANCIS_GAWIN .
SECRETARIO DE ESTADO.
| APQSTlLLE |
(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)
1. PAIS ESTADOS Wbos DE NORTE AhME_RiCA

£STE DOCUMENTO PUBLICO

2.HA SIDO FIRMADO POR .~ BIANKA D.KOLB
3.ENCALDADDE: . - NOTARIA PUBLICO
4. PORTA EL SELLO DE:; CHRISTOPHER NEIL BIGELOW

CUYO CARGO VENCE EN' NOVIEMBRE 9 DE 2018

CERTIFIC A

5. En: i B BOSTON, MASSACHUSETTS
6. FECHA: e F | 2 de ABRIL DE 2_612

7. POR: SECRETARIA DE ESTADO.
8. NUMERO © 1590602 o |
9.SELLO/ . o 10. FIRMA.

GRAN SELLO DEL ESTADO.

WILLIAM FRANCIS GALVIN




TOBOS - PROPIEDAD INTELECTUAL
Ante mi comparece personalmente
ESTADO DE MASSACHUSETTS

CONDADOD E MIDDLESEX

EL DIA 21 DE MARZO DE 2012, ANTE Ml: BIANKA KOLB, _COMPARECE

PERSONALMENTE;

RANDALL MARIN, guien prodtjjo evidenciq‘soﬂsfedorio de identificacion a
-~ fravés de licencia de conduccion de Mossdchuselﬂs, y corresponde a la

persona cuyo nombre aparece en el documento adjunto.
Firmado en mi presencia el 28 de enero.de 2016 .

BIANKA D. KOLB

NOTARIA PUBLICA del eslado de Massachussets,. cuyo cargo vence en

ENERO 28 DE 20146

R e R
TLITT) Tanat i
= itk | SR T~ 3" 1
i s Va1




A

- The Commonwealth of Massachiise tts

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: ~ United States of America
This public document ‘ L | .

2. has been signed by: Bianka D. Kolb

3. acting in the capacity of: Notary Public

4. bears the seal/stamp of : Bianka D. Kolb
whose commission expires on: January 28, 2016

- Certified _ .
5. at: Boston, Massachusetts .- - 6. the: 2 April, 2012
7. by: the Secretary of the Commonwealth '

8. No.: 1590602

9. Sea.’/stamp: Great Seafl of the Commonwealth

10. Signature:

el f';, e e L e

i g o
William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

preparedby  joheian



Poder de Abogado

L AN \J

IxreLiieruat Prorentry

Power of Attorney

La abaje firmada,
SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES
domiciliada en
© 300 Shire Way, Lexington, MA 02421 Estados Unidos de
America.

The undersigned, , _ |
SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES i

domiciled at

300 Shire Way, Lexington, MA 02421, United States of America

Por el presente aotorga a

ANDREA TOBOS MATEUS, tpa 148648, domiciliada enla
. Carrera 7C No. 138-19 of, 901, Bogata .C., Colombia, poder
amplio y suficiente para obtener la.proteccién de nuestra
- propiedad industrial y contra |a competencia desleal, a cuyc
efecto autorizamos a dicha apoderada para que nos ..
representen anle cualquier entidad o personas, ejérzan o no
jurisdiccion, especialmente ante las del orden administrativo,:
contencioso- administrativo y judicial, asi como los tribunales
de arbitramento, en todo lo concerniente a los stgmentt.s
! asuntos:

hereby grants to |
ANDREA TOBOS MATEUS, tpa 148648, domiciled at Carrera 7 C
No. 138-19 of. 901, Bogotd D.C., Colombia, full and sufficient
power 50 that she may obtain the protection of our industrial
property and against the unfair competition, for which purpose we
authorize said attorney to represent us before any authoerities or
persons, with or without jurisdiction, especially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as
before Arbitration Court, in all matters concerning the following:

a} Obtencion de patentes de invencion, patentes de modelos
. de utilidad, registro de disefios industrigles, esquemas de
trazado de circuitos Integrados, registro de marcas, marcas
colectivas, marcas defensivas, marcas de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, nombres de

" dominio y variedades vegetales; inscripcion de fusiones,

. camblos de nombre, traspasos, cambios de domicilio v de
direccién; inscripcién de contratos de prenda, inécripcié'n de
licencias de uso, embargos, renovaci'ories\,r otros actos que

. afecten o limiten los mencionados derechas de propiedad
industrial; presentacién y tramitacion de oposiciones, acciones

. de cancelacion, accienes de nulidad, acciones de nulidad y.
restablecimiento del derecho, medidas cautelares, acciones.

: porinfraccidn de derechos, y demds acciones judiciales,

. relacionadas con pracesos de propiedad industrial,

5 . competencia desleal y proteccion del consumidaor,

" designs reistrations, registration of trademarks, collective,

.emblems, domain names and vegetal varieties; recordal of '

a) Obtainment of patents of Invention, patents for utility models
and industrial designs registrations, integrated circuits layout-

defensive and service marks, slogans, commercial names, trade

mergers, changes of name, assignments, changes of domicile and
address; security interests; recordal of license of use apreements
liens, renewals and other acts that affect or limit the mentioned :
industrial property rights; filing and prosecution of oppositions, i
cancellation actiens, annulment actions, annulment and
reinstatement of.right action, precautionary injunclions,
infringement actions, and all administrative and judicial actions
available for the prosecution of proceedings related to industrial
property matters, unfair competition and prolection of
consumers, '

: a cuyo efecto la faculta para presentar solicitudes,-peticiones y

. demandas, interponer recursos, reclamos, pagar impuestos y

* tasas, recibir, transigir y desistir, incluyendg facultades para -
entrar en acuerdos amigables, conciliaciones y transacciones,
abandonar solicitudes y renunciar a derechos de propiedad

; industrial, y en general, a dar ante las autoridades ‘

: competentes todos los pasos necesarios para la debida -
proteccion de nuestra propiedad industrial. Asimismo, se

- concede a la mencionada mandataria poder suficiente para

' recibir notificaciones a nombre de la compaiiia, otorgar

i poderes a quienes vayan a representar a la compafiia judicial y

: extrajudicialmente, responder en juicio a todas las

+ reclamaciones o demandas que por motivo de los derechos.de

propiedad industrial se presentaren y hacer cuanto fuere

necesario ante las autoridades administrativas o juditiéles de

cualquier orden para el cumplimiento de este mandato,

dandoles igualmente facultad para sustituir el presente poder

Y en caso necesario, revocar dichas sustituciones.

to which end it empowers she to file requests, petitions and ;
lawsuits, appeals and objec_tiohs, pay taxes, reccive, including
faculties to enter into settlement agreements, conciliations and
transactions, abandon applications and abandon intellectual
property rights and, in general, to take all the actions with the
coinpetent authorities in‘order ta duly protect our intellectual i
property. In addition, sufficient power is granted to said !
mandatory to receive notifications for and on behalf of the .
Company, to confer.powers on those who are to represent the i
Company judicially and extrajudicially, to answer in court in the
matter of all claims and demands that may be presented in
connection with the intellectual property rights, and to do
everything that may be required with admtmstr'ag
officers of any class to comply this power, glw
faculty to substitute thése presents and r

if necessary. '

or Judicni

erSQ .
|tut|0ns . |

Dado y firmado hoy _43 M QY2 G gde. 2012
en __]_e\«iinﬁ-"cor\ ™A
Randoll Movin

" Firma

Given and signed this_g
{r ,lf‘~( ﬁﬂ _[_/1'4
jbﬁfﬂ/fﬂ

by __EQ;J/E E')LA

A
Sipnature ff::-,a/;t..é/ /’2""}.




TOBOS

INTELLECTUAL ]’nm ERTY

Certificado Notarial

Notanal Certlf'catlon

Comparecicé(eron) ante mi
Ranadalt oo
i, quien(es) conozco personalmente y.que i firma(n) este
' documento en representacion de la companla denominada

| Hoy 2\ de__NQaC ' ___de2012
|

| SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES
- Certifico:

: 1. Que he visto los sighie_ntes documentos:

?Odm de_ MDC

; Loc document, dentifica
L NGO 3610_ J_e,xmflon A

|
t g, Que dichos documentos prueban lo siguiente:
| - e ;

L2 Que SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES es una

i Compafia legalmente constituida y existente de.acuerdo con
l las leyes de _ DEL QN Qe

! : ;

1 2.2, Que el domicilio de dicha Compadia es

' 300 Shire Way, Lexmglon MA 02421, Estados Unidos de
! América

' 2.3. Que el objeto u objetos para los cuales se otorga el

" presente poder estdn comprendidos dentro del objeto social
de la mencionada Compaiifa.

ue el{los) Sr.(Sres.}

?\Qc\ all ™Maovin

" estd(n) autorizado(s) para otargar el presente Poder.

' Ciudad le_xg r\G}jr\‘Of\

Estado __M A

oy 2\ de o Qe de 2012

2.4, Thal,Nur (Messrs.)

On this 5 /day of ,f ,rl L /J /L/]\ 2012

appeared beforeme - -

L AN '[ ¥ 1’(
who{m)} | know personally and who{m) signed this
document as representative(s) of the Company named

SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES

| certify:

5

o el That | have seen the following dacuments:

-

{)DJ\!!" Y q"f i.J/fL“"'I _

Dor,urpe_ : denhf‘ jed wirh date‘and engu;

A {r I ,,ffi, 2z L,G)( *qvl'[ 24 e
2 That the above documents duly provesthe
following:

2.1. ' That SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES is a

Company legally consDtuted and in existence in accordance
with the laws i Lt HRL"‘{“ -

2.2, That the domicite of said Company is

+300 Shire Way, Lexington, MA 02421, United States of
- | America

2.3. That the purpose or purposes for which the
present Power of Attorney is granted are comprised within
the corporation purposes set forth in the charter of the
mentioned Company.

T

is{are) authorized to grant the

I
"“‘\‘L{ ! FJUL"J{- | I'F /'Zw\
L R o T
= ’%'Oﬂr v\z‘l
PR

The legalization procedure must be done by means of the Apostille.

57001100 _poa_Z00112




AD

TOBOS

[Nl ecTUAL l)] LOTEIVTY

[ f', . : -
State of ;ﬁt{w 2 Ji'; kisr?f}’ 5, )

Vg ) ss.

County of | i u{‘;{‘{” "’J/

if . Mg e e 5 . Rl ;
On , jx’.-/i-:'ix!/ {}{Ah i ff, L , before me, f"{' )‘f £ {r» cr/ < personally
appeared F‘{.&&’? uiﬂa,/ { (?f/]ﬁ /17 ,  who proved to me on the basis of

satisfactory evidence to be the person whose name is subscribed to the within instrument and
acknowledged to me that he/she executed the same in his/her authorized capacity, and that by his/her

signature on the instrument the pcrson or the cntlty upon behalf of which the person acted, excecuted
‘the instrument.

| .WITNESS my hand and official seal.

" i I
F;} 1,»&,,{@{_ Jf/ A f\ e -
Notary Public

My Commission Expires:




i ASSIGNMENT ST cesion
!FDANIEL Peter, . "_'f— EﬂTﬁL—PEér,'E - ._ - i
'HEARTLEIN, Michael, W. - ‘L :' ?—HEARTLEIN, Michael, W'.. |
by means of this document assign to ’ | .. | _! por medio de.ll_a pre;ente cedemos a

. SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES = SI-IHRE HUMAN GENETIC THERAPIES
!‘A_cﬁ p_a nﬁ;ga h_l-zé_d"lj;ci_efﬂth_e_izlws of . _ 3 Una c&?pgma org_a_n-i;zadﬁzqo_ las | Ieyes de

‘ (Country and State), United Sates of America "(Pal's y/o Estado) Estados Unidos de América

1 Domiciled in 300 Shire Way Lexméton MA 02421 dom|C|1|ada en 300 Sh|reIWay, Lexlﬁgtdr{ MA 0?421 ?
! United States of America . Estados Unidos de América '

]

“all our nghts title and mtcrest in and to our - todos nuestros derechos, titulo e interés sobre
-invention for a new and useful |mpr0vement - nuestra invencién-tal como describe en: |
|

|

entitled and as fully set forth and described in: ~ COMPOSICIONES * Y METODOS PARA  EL
COMPOSITIONS AND METHODS . EQOR - TRATAM!ENTO_ DE LA ENFERMEDAD GAUCHER

TREATING GAUCHER DISEASE - _ [PCT/US2010/043586) _:
(PCT/US2010/043586) = . . - :

- Given and sigried thisg A@{m? IJ(I(OAZ{HZ ~Dadovy ; firmado Hoy ‘7‘1 Jt mGvzo 2012 |

i i)[“"lw‘/{"m \/}v{fq- e . e 56:1\\(’0&% T\"\?\

! by DANIEL, Peter F. and HEARTLEIN M:chael ' por DANIEL, Peter,.F.'y HEARTLEIN, Michael, W. |
W, i .

:Signatures S " Firmas

| DANIEL, Peter, F.
|

DANIEL, Peter, F.

| HEARTLEIN, Wiichael, W.

The legalization procedure must be done by means of the Apostille;

570011000_jo 200112

T

& BIANKA D. KOLB.

™ Notary Pubic |
COMMCHWEALTH DF WASS

Jarvary 08 2018 -

T

A1




TRADUCCION SIMPLE DEL DOCUMENTO DE CESION ADIUNTO

Tl Estado De Massachiusetis
William Franecis Galvin
Seceretario del Estado de Massachusetis

~ APOSTILLA
(Convencion de La Haya de Octubre 5 de 1961)

! Pualis: Estados Unidos de América

Este documento priblico
2. ha sido firmado por: Nicole L. Egan
3. actuando en calidud de: Notario Publico
4. leva el sello/timbre de- Nicole L. Egan

CHya comision vence el: 25 de mayo de 2018

Certifica

5. en: Boston, Massachusetts 6. el: 8 de mayo de 2012
7. por: Ll Secretario del Estado
8. No.: 1597593
9. Sello/timbre: Gran sello del Estado Libre Asociado
10. Firma:

(Aparece firma) (Aparcce sello)

William Franecis Galvin
Secretario del Estado

Estado de Massachusetts }
Condado de Middlesex )

En esle dia 26 de abril, 2012, certifico que el documento adjunto es una copia ficl, exacta,
completa y sin alteraciones hecha por mi de la tarca cjecutada por Peter I'rancis Daniel y
Michacl Heartlein de SHIRI: HUMAN GENETIC THERAPIES ¢l 01 de Junio 2010 y el 24
de mayo 2010, respectivamente,

Firma

Nicole L. Egan, Notario Pablico
Mi comision se vence: 25 de mayo 2018
{SELLO}

Mi comision se vence

NICOLE L. EGAN 1
Notario Publico
[ ESTADO DE MASSACHUSETTS



52071-703500
A titulo oneroso, nosotros, Peter Francis Daniel, de la 100 North Ave., Natick, MA 0] 760,
y Michael Heartlein, de 167 Reed FFarm Road, Boxborough, MA 01719 cedieron a SHIRE
HUMAN GENETIC THERAPIES., una corporacion de Delaware, con domicilio en 700
Main Street, Cambridge, MA 02139, y sus sucesores y cesionarios (colectivamente en lo
sucesivo denominado "el cesionario"), el derecho total, titulo e interés en todo el mundo cn
las invenciones y mejoras que son objeto de una solicitud de Patente de Istados Unidos
firmada por nosotros, titulada COMPOSICIONES Y METODOS PARA TRATAR
ENFERMEDAD DE GAUCHER, presentada el 28 de lulio_de 2009, y se lc asigno ¢l
namero de serie estadounidense 01/229,195, esta cesion incluye dicha solicitud, todas ¥
cada una de las patentes cstadounidenses y exiranjeras, modelos de utilidad, y registros de
disefios otorgados para cualquiera de diches invenciones 0 mejoras, y el derecho a
reivindicar la prioridad sobre la base de la :zcha de presentacion de dicha solicitud en
virtud del Convenio Internacional para la Prc.. .cidn de la Propiedad Industrial, ¢l Tratado
de Cooperacion en materia de Patentes, la Convencién de Patentes Europea, ¥ todos los
demds tratados afines: ¥ autorizamos al Cesionario para solicitar, en todos los paiscs en
nuestro nombre o en nombre propio, patentes, modelos de utilidad, registro de disefio y
otros derechos de exclusion similares y para certificados de inventor para dichas
invenciones vy MEjOras; y nosotros estamos de acuerdo y nuestros respectivos herederos,
representantes legales y ceslonarios, sin corapensacion adicional para llevar a cabo 1
actos licitos y para firmar esie tipo de sclicitudes adicionales, cesiones, declar
preliminares y otros documentos legales corno el cesionario pucd
para efectuar completamente esty cesion.

ales
acioncs
a razonablemente solicitar

$2071-703500
FECHA: 1 DE JUNIO DI 2010 FIRMADO

PETER FRANCIS DANIEL

ESTADO DE MASSACHUS ETTS)

CONDADO D EBRISTOL)

LEI' 1 de junio de 2010, ante mi, ¢ abajy firmante, un notario
Massachusetts, comparecio personalmente "ETER FRANCIS DAN]
por mi (o me demostrd sobre Ja base de pruct.as satisfactorias) que cs la persona cuyo nombre esta

suscrito a esta Cesion, quien reconocié haber ¢jscutado el mismo en sy capacidad autorizada, y que

con su firma en csta cesion, la persona o la encidad a nombre de la cual ¢l
cesion,

publico para el Estado de
EL conocido personalmente

actué, formalizo esta
DOY FE firma y sello oficial

FIRMAD

Mi comision se vence
10 de octubre de 201 |
ESTADO DE MASSACHUSETTS
___ Notario Piblico

52071-703500
FECHA: 24 DE MAYO DE 2010 FIRMADO

MICHAEL HEARTLEIN

ESTADO DE MAS_S;’-\_Qj._Jb:_'Ij&)
S5
CONDADO DE MID LESEX)




El 24 de mayo de 2010, ante mi, ¢l abajo firmante, un notario publico para ¢l Estado de
Massachusctts, comparecié personalmente MICHAEL HEARTLEIN conocido personalmente por
mif (o me demostré sobre la base de pruebas satisfactorias) que es la persona cuyo nombre estd
suscrito a esta Cesion, quien reconocis haber ¢jecutado el mismo cn su capacidad autorizada, y que

con su firma en csta cesion, la persona o la entidad a nombre de la cual | actuo, formalizd esta
cesion.

DOY FE firma y scllo oficial

FIRMADO
Notario Publico

BIANKA D. KOLB
Notario Publico
ESTADO DE MASSACHUSETTS
Mi comision se vence

L 28deenerode2016




The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

O W N O,

. Country: United States of America

. has been signed by: Nicole L. Egan
3. acting in the capacity of:  Notary Public

4. bears the seal/stampof:  Nicole L. Egan

. at: Boston, Massachuselts 6. the: 8 May, 2012
. by: the Secretary of the Commonwealth
. No.:

. Seal/stamp. % ;""";‘-'-'-.'-.-._. s Great Seal of the Commomwealth

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1967)

This public document

whose commission expires on: May 25, 2018

Certified

PN o) T

v B
- \ v eaneoaa, S
" a
) can® "ﬂ:,,“

>

William Francis Galvin

Sccretary of the Commonwealth

prepared by

JPasquareiio



NOTARIAL CERTIFICATION OF COPY

Commonwealth of Massachusetts  }
County of Middlesex }

On lhrsz_(g_"“ day of ﬁ JJLL:L 2012, I certify that the atlached document is a true, exact,
complele, and unaltered copy made by me of the assignment exccuted by Peter Francis Danicl and

mmumdﬁummmto&ﬂREHUMANGENEHCTHERAmnsmumm1ﬂ2mothmw2ﬂ:
2010, respectively.

Nl o 4

Nieclo K5

Nicole L. Egan, Notary Public_ |
My Commission ETpir st May\Z'S‘:%O,l-S-"

{SEAL} \j

e N e T

& NICOLE L. EGAN

- Nolary Publie
COMMONWEALTH QF MASSACHUSETTS
1 My Cammission Expiros

May 25, 2018

o




S2071-703500 /I q_‘

ASSIGNMENT

'MA 01760 'md Michael Heartlein, of 167 Reed Farm Road, Boxbomugh MA 01719
hcrcby_ asmgn to SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES., a corporation of Delaware,

| Ihaving a place of business at 700 Main Street, Cambridge, MA 02139, and its successors

and assigns (collectively hercinafter called “the Assignee™), the entire .right, title and

interest throughout the world in the inventions and improvements which are subject of an

application for United States Patent signed by us, entitled COMPOSITIONS AND

METHODS FOR TREATING GAUCHER DISEASE, filed July 28, 2009 , and assigned

U.S. Serial Number 61/229,195 , this Assignment including said application, any and all

United States and foreign patents, utility models, and design registrations granted for any

of said inventions or improvements, and the right to claim priority based on the filing

date of said application under the International Convention for the Protection of Industrial

Property, the Patent Cooperation Treaty, the European Patent Convention, and all other

treaties of like purposes; and we authorize the Assignee to apply in all countries in our /
name or in its own name for patents, utility models, design registrations and like rights of &
exclusion and for inventors’ certificates for said inventions and improvements; and we _ /
agree for oursclves and our respective heirs, legal representatives and assigns, without /
[urther compensation to perform such lawful acts and to sign such further applications, /
assignments, Preliminary Statements and other lawful documents as the Assignec may

reasonably request to cffectuate fully this Assignment.




S2071-703500 4 %

DATE: _ 3 {Me_%s‘o ‘ D@ﬁf Awqow \baAJJ

PETER FRANCIS DANIEL

STATE OF _[]14SsaChusedtS )
) 88
COUNTY OF Rri ! )

On __/ QLJ’U!IL_(QO/[) , before me, the undersigned, a notary public for
the State of Massachusetts, there personally appeared PETER FRANCIS DANIEL
personally known to me (or proved to me on the basis of satisfactory cvidence) to be the
person whose name is subscribed to this Assignment, who acknowledged having executed
the same in his authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person
or the entity upon behalf of which he acted, executed this Assignment,

WITNESS my hand and official seal.

'Nota'ry Public

| syt Irl.j,‘rl,.‘l_

£y ",///
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)
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S2071-703500 L

DATE: 02_‘1[ ﬂ/{fi{}/ 2010

MIEHAT HEARTLEIN

SELALE OF

COUNTY OF Mﬂ%ﬁ

{({/ .’M%L/ , before me, the undersigned, a notary public for
the Slatc of Massachustlis, there pc1sonal[y appearcd MICHAEL W. HEARTLEIN

personally known to me (or proved to me on the basis of salisfactory evidence) to be the
person whose name is subscribed to this Assignment, who acknowledged having exccuted
the same in his authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person
or the entity upon behalf of which he acted, executed this Assignment.

=)
) SS.

WITNESS my hand and official seal.

N

'y Publlc

BIANKA D. KOLB

My Commission Explres
January 28, 2016

P




TRADUCCION SIMPLE DEL DOCUMENTO DE CESION ADJUNTO

T Tstado De Massachusetts

William Francis Galvin
Sccretario del Estado de Massachusetts

APOSTILLA
(Convencién de La Haya de Octubre 5 de 1961)

I Pl Lstados Unidos de América
Lste documento publico

2. ha sido firmado POF; Nicole L. Egan

3. actuando en calidad de- Notario Publico

4. Mleva el sello/timbre de- Nicole L. Egan
cuya comision vence el 25 de mayo de 2018

Certifica
3. en: Boston, Massachusetts 6. el: 8 dc mayo de 2012
7. por: El Secretario del Estado

8 No.: 1597595

9. Sello/timbre

10. Firma:
(Aparece firma)

Gran sello del Estado Libre Asociado

(Aparece sello)

William Francis Galvin
Secretario del Istado

preparado por JPasquarello

Estado de Massachusetts
Condado de Middlesex }

En este dia 4 de mayo, 2012, certifico que el documento adjunto es una copia ficl, exacta,
- completa y sin alteraciones hecha por mi de Ja tarea ejecutada por Peter Francis Danicl y

Michael Heartlein de SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES el 01 de junio 2010 ycl24
de mayo 2010, respectivamente.

Firma

Nicole L. Egan, Notario Pablico
Mi comisién se vence: 25 de mayo 2018
{SELLO}

NICOLE L. EGAN
Notario Publico
ESTADO DE MASSACHUSET'I‘S
Mi comisién se vence
L 25 de mayo 2018 i




S2071-703502
CESION

A titulo oncroso, nosotros, Peter Francis Daniel, de la 100 North Ave., Natick, MA 01760,
y Michael Heartlein, de 167 Reed Farm Road, Boxborough, MA 01719 ccdic!'o.n. a SHIRE
HUMAN GENETIC 'I‘I-IER/\PIES., una corporacién de Delaware, con domicilio en 700
Main Street, Cambridge, MA 02139, y sus sucesores y cesionarios (colectivamente ¢n 1o
sucesivo denominado "¢ cesionario"), el derecho total, titulo e interés en todo ¢l mundo en
las invenciones y mejoras que son objcto de una solicitud de Patente de Estados Unidoes
firmada por nosotros, titulada COMPOSICIONES Y METODOS PARA TRATAR
ENFERMEDAD DL GAUCHER, presentada el 10 de febrero de 2010, y sc lc asigno el
numero de serie estadounidense 01/303,044, esta cesion incluye dicha solicitud, todas y
cada una de las palentes estadounidenses ¥ extranjeras, modelos de utilidad, y registros de
disefios otorgados para cualquiera el derecho a

reivindicar la prioridad sobre la base de la fecha de presentacion de dicha solicitud en
virtud del Convenio Internacional para |a Proteccion de la Propiedad Industrial, ¢ Tratado
de Cooperacién en materia de Patentes, la Convencion de Patentes Europea, y todos los
demas tratados afines; y autorizamos al Cesionario para solicitar, en todos los paiscs en
nuestro nombre o en nombre propio, patentes, modelos de utilidad, registro de disefio y
otros derechos de exclusion similares y para certificados de inventor para dichas
invenciones Y mejoras; y nosotros cstamos de acuerdo Y nuestros respectivos herederos,
representantes legales y cesionarios, sin ctompensacion adicional para llevar a cabo tales
actos licitos y para firmar este i ]

S, Cesioncs, declaraciones
preliminares y otros documentos Je

gales como ¢l cesionario pucda razonablemente solicitar
para cfectuar completamente esta cesion.

52071-703502
FECHA: 1 DE JUNIO DE 2010 FIRMADO
PETER FRANCIS DANILEL
ESTADO DE MASSACI-IUS@I&)
SS

CONDADO DE_BRISTOI_,)

Bl 1_de junio de 2010, ante mi, el abajo firmante,

un notario piblico para ¢l Estado de
Massachuscttg, comparec

i0 personalmente PETER FRANCIS DANIEL conocido personalmente
por mi (o me demostrd sobre la basc de prucbas satisfactorias) que es la persona cuyo nombre est4
suscrito a esta Cesidn, quien reconocié haber ejecutado el mismo en sy capacidad autorizada, Y que

con su firma en esta cesion, la persona o [a entidad a nombre de Iy cual él actud, formalizg esta
cesion,

DOY FE firma y sello oficial

FIRMADO
Notario Publico . o
LYNNE N. MCCORMACK
Mi comision se vence
10 de octubre de 2011
ESTADO DE MASSACHUS ETTS

Notario Piblico
S JANO DG
$2071-703502
FECHA: 24 DE MAYQ DE 2010 FIRMADO
e S
o MICHAEL HEARTLEIN
ESTADO DE MASSACI-iUSET'I“_S)

SS
CONDADO DE MEDDLE_SEXi

24



Cl 24 de mayo de 2010, ante mi, el abajo firmante, un notario publico para ¢! Cstado de
Massachuscls, comparecio personalmente MICHAEL HEARTLEIN conocido personalmente por
mi (0 me demostré sobre la base de pruebas satisfactorias) que es la persona cuyo nombre esta
suscrito a esta Cesion, quien reconocié haber ejecutado ¢l mismo en su capacidad autorizada, y que

con su firma en csta cesion, la persona o la entidad a nombre de la cual &

actud, formalizd esta
cesion.

DOY FE firma y sello oficial

FIRMADO
Notario Pablico

~ BIANKAD.KOLB B
Notario Pablico
ESTADO DE MAS SACHUSETTS
Mi comision se vence
28 de enero de 2016




The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Nicole L. Egan

3. acting in the capacity of:  Notary Public

4. bears the seal/stamp of:  Nicole L. Egan
whose commission expires on: May 25, 2018

Certified
5. at: Boston, Massachusetts 6. the: 8 May, 2012
7. by: the Secretary of the Commonweailth
8. No.: 1597595
9. Seal/stamp: Great Seal of the Commomwealth

f ! ' \J %Jc:ni&:} Jl £
10. Signature: «;\f\

o Nl 2 “‘
i - R AR e
- : _ > : - b
- A ‘._-'\ RLD ;

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwcghs

prepared by JPasquarelio
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NOTARIAL CERTIFICATION OF COPY

Commonwealth of Massachusetts  }

County of Middlesex }
On thisL{‘_ P day of‘f{ QU 2012, [ certify that the attached document is a true, exact,

complete, and unaltered ¢hpy made by me of the assignment executed by Peter I'rancis Daniel and
Michael Heartlein to SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES on June 1, 2010 and May 24™
2010, respectively.
h—-h—ﬁu.ummn AN S ot
{ & NICOLE L. EGAN
- Nolary Public
{ .@ COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS )
My Commilssion Expiras

| /A .
oA or——. - 1 TNgEa

Nicole L. Egan, Notgry Public
ires: May 25,2018

My Commission Ex
|

i
{SEAL} )




S2071-703502 2 515

ASSIGNMENT

For valuable consideration, we, Peter I'rancis Daniel, of 100 North Ave., Natick,

MA 01760 and Michae] Heartlein, of 167 Reed Farm Road, Boxborough, MA 01719

having a place ol business at 700 Main Street, Cambridge, MA 02139, and its successors
and assigns (collectively hereinafter called “the Assignee™), the entire right, title and
interest throughout the world in the inventions and improvements which are subjeet of an
application for United States Patent signed by us, entitled COMPOSITIONS AND
METHODS FOR TREATING GAUCHER DISEASE, filed February 10, 2010 , and

assigned U.S. Serial Number 61/303,044 , this Assignment including said application,

any and all United States and foreign patents, utility models, and design regisirations
granted for any of said inventions or improvements, and the right to claim priority based
on the [iling date of said application under the International Convention for the Protection

of Industrial Property, the Patent Cooperation Treaty, the European Patent Convention,

and all other treaties of like purposes; and we authorize the Assignee to apply inall /
countrics in our namnc or in its own name for patents, utility models, design registrations j
and like rights of exclusion and for inventors’ certificales for said inventions and /

improvements; and we agree for ourselves and our respective heirs, legal representatives

and assigns, without further compensation to perform such lawful acts and to sign such

further applications, assignhments, Preliminary Statements and other lawful documents as

the Assignec may reasonably request to effectuate fully this Assignment.




S2071-703502. (ré

Z2e

rSJ: {Me, 2010 2.l b B \B{ﬂz

PETER FRANCIS DANIEL

 STATEOF YaccachouettS )
) SS.

COUNTY OF _f3ris#)! B

On _g_lﬁf‘e _8‘0 10 , before me, the undersigned, a notary public for
the Stale of Massachusclts, there personally appearcd PETER FRANCIS DANIEL
personally known to me (or proved to me on the basis of satislactory cvidence) (o be the
person whose name is subscribed to this Assignment, who acknowledged having executed
the same in his authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person

or the entity upon behalf of which he acted, cxecuted this Assignment.

M% elomacke

Notar} Public

g

-

11g

WITNESS my hand and official seal. /



$2071-703502 V‘? '

DATE: 0’3‘{ /4/[&177_0/0 _

. } i St
MIGCHAEL HEARTLEIN

STATE OF MM:»S&(’/M% )
) SS.

COUNTY OF MH&@M )

On .“CZ/) (/ MW % M O, before me, the undersigned, a notary public for
the State of Mas'sachusctts;@hcre personally appeared MICHAEL HEARTLEIN personally
known to me (or proved to me on the basis of satisfactory evidence) (o be the person whose
name is subscribed to this Assignment, who acknowledged having exccuted the same in his

- authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person or the enlity
upon behalf of which he acted, cxccuted this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.

D psdde fitf-

Notgy Public B B .

BIANKA D. KOLB
Notary Pubiic
COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS
My Commission Expires
January 28, 2016




TRADUCCION SIMPLE DEL DOCUMENTO DE CESION ADJUNTO

Tl Estado De Massachusetts
William Francis Galvin
Secretario del Estado de Massachusectts

—

APOSTILLA
(Convencion de La Haya de Octubre 5 de 1961)

!, Pais: Estados Unidos de América

£ste documento publico
2. ha sido firmado por: Nicole L. Egan
3. actuando en calidad de- Notario Piblico
4. leva el selloftimbre de: Nicole L. Egan

cuya comision vence el 25 de mayo de 2018

Certifica h

cn: Boston, Massachusetts 0. el: 8 de mayo de 2012

£}
7. por. El Secretario del Estado
8. No.: 1597596
. Sello/timbre:
0. Firma:

(Aparece firma)

9 Gran sello del Estado Libre Asociado
!
(Aparcce scllo)

William Franecis Galvin
Secretario del Estado

preparado por?@c_gz arello B

CERTIFICACION NOTARIAL DE COPIA

Estado de Massachusetts
Condado de Middlescex }

En este dia 4 de mayo, 2012, czrtifico que el documento adjunto es una copia fiel, exacta,
completa y sin alteraciones hecha por mi de la tarea ejecutada por Peter Francis Danic] y
Michael Heartlein de SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES el 0] de junio 2010 y e] 24
de mayo 2010, respectivamente.

Firma

Nicole L. Egan, Notario Pablics

Mi comision se vence: 25 de mayo 2018
{SELLO)

T NICOLELEGAN
Notario Publico

ESTADO DE MASSACHUSETTS
Mi comisidn se vence

25 de mayo 2018




52071-703504
CESION

A titulo oneroso, nosotros, Peter Francis Daniel, de la 100 North Ave,, Nalick, MA 01 760,
y Michacl Heartlein, de 167 Reed Farm Road, Boxborough, MA 01719 cedieron a SHIRE
HUMAN GENETIC THERAPIES., una corporacion de Delaware, con domicilio en 700
Main Street, Cambridge, MA 02139, y sus sucesores Y cesionarios (colectivamente ep lo
sucesivo denominado "el cesionario"), ¢l derecho total, titulo ¢ interés en todo e mundo en
las invenciones y mejoras que son objeto de una solicitud de Patente de Estados Unidos
firmada por nosotros, titulada COMPOSICIONES Y METODOS PARA TRATAR
ENFERMEDAD DE GAUCHER, presentada el 25 de marzo de 2010, y se le asigno el
numero de serie cstadounidense 61/317.513, csta cesién incluye dicha solicitud, todas y
cada una de las patentes estadounidenses y exiranjeras, modelos de utilidad, y registros de
disefios otorgados para cualquicra de dichag invenciones o mejoras, y el derecho a
reivindicar la prioridad sobre la base de la fecha de presentacion de dicha solicitud en
virtud del Convenio Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, el Tratado
de Cooperacion en materia de Patentes, la Convencion de Patentes Europea, y todos los
demds tratados afines; y autorizamos al Cesionario para solicitar, en todos los paises en
nuestro nombre o en nombyre propio, patentes, modelos de utilidad, registro de disefio y
otros derechos de exclusion similares vy para ccrtificados de inventor para dichas
invenciones y mMejoras; y nosotros ¢stamos de acuerdo y nuestros respectivos herederos,
Tepresentantes legales y cesionarios, sin compensacion adicional para llevar a cabo tales
actos licitos y para firmar este tipo de solicitudes adicionales, cesiones, deelaraciones

preliminares y otrosg documentos legales como el cesionario pueda razonablemente solicitar
para cfectuar completamente esty cesion.

52071-703504
FECHA: 1 DE JUNIO DE 2010 FIRMADO

PETER FRANCIS DANIEL

ESTADO DE MASSACHUSETTS)
SS
CONDADO DE BRISTOL)

El' 1 de junio de 2010, ante mi, ¢l abajo firmante, un notario publico para ¢l Estado de
Massachusetts, comparecié personalmente PETER FRANCIS DANIEL

por mi (o me demostrd sobre la base de prucbas satisfactori
Suscrito a esta Cesion, quien reconocid haber gjecutado el m
con su firma en esta cesion, la persona
cesion.

conocido personalmente
as) que es la persona cuyo nombre esta
IS0 ¢n su capacidad autorizada, Y que
0 la entidad a nombre de Ig cual €1 actud, formalizé esta

DOY FE firma ¥ sello oficial

FIRMADO
Notario Piblico

LYNNE N. Mccoﬁ/ﬁ(ﬁ{“_'_ﬂ

Mi comisidn se venee

10 de octubre de 2011
ESTADO DE MASSACI-IUSI.’-JT'I'S
__Notario Publico

52071-703504
FECHA: 24 DE MAYO DE 2010 FIRMADO

MICHAEL HEARTLEIN

ESTADO DE MASSACHUSETTS )
5SS

CONDADO DE MIDDLESEX)

29



El' 24 de mayo de 2010, ante mi, el abajo firmante, un notario publico para ¢l Estado de
Massachusetts, comparecio personalmente MICHAEL HEARTLEIN conocido
mi (0 me demostré sobre la base de pruebas satisfactorias) que es |
suscrito a esta Cesion, quien reconocio haber ejecutado el mismo en s
con su firma en esta cesion, la persona o |

cesion. '

personalmente por
a4 persona cuyo nombre estg
1 capacidad autorizada, y que
a entidad a nombre de la cual é| actug, formalizé esta

DOY FE firma y sello oficial

FIRMADO
Notario Publico

BIANKA D. KOLB o
Notario Publico
ESTADO DE MASSACHUSETTS
Mi comisidn se vence
__ 28deencro de 2016

20



| The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

2 1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by: Nicole L. Egan

3. acling in the capacity of;  Notary Public

4. bears the seal/stampof:  Nicole L. Egan
whose commission expires on: May 25, 2018

Certified
5. al: Boston, Massachusetts 6. the: 8 May, 2012
7. by: the Secretary of the Commonwealth
8. No.. 1597596
9. Seal/stamp:

10. Signature;

William Francis Galvin il
Secretary of the Commonwealth_  cassifiiess™

Great Seal of the Commonwealth

prepared by JPasquarello




NOTARIAL CERTIFICATION OF COPY

Commonwealth of Massachusetts )
County of Middlesex }

Michael Heartlein to SHI g
2010, respectively.

{ S NICOLE L. EGAN

A ( / 5 ' Notary Publlc

COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS

/[ (,s JJQI \\7‘1 7?' e S | W ty Commission Expliros
Nicole L. Egan, Nolary I’ubllc May 25, 2018

My Commission ENpires: May 25, 2018

{SEAL}




S2071-703504

ASSIGNMENT

For valuable consideration, we, Peter Francis Daniel, of 100 North Ave., Natick,

MA 01760 and Michael Heartlein, of 167 Reed Farm Road, Boxborough, MA 01719
hereby assign to SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES., a corporation of Delaware,

having a place of business at 700 Main Street, Cambridge, MA 02139, and its successors
and assigns (collectively hereinafter called “the Assignee™), the entire right, title and
interest throughout the world in the inventions and improvements which are subject of an
application for United States Patent signed by us, entitled COMPOSITIONS AND
METHODS FOR TREATING GAUCHER DISEASE, filed March 25,2010, and

assigned U.S. Serial Number 61/317,513, this Assignment including said application,

any and all United States and [oreign patents, utility models, and design registrations
granted {or any of said inventions or improvements, and the right to claim priority based
on the filing date of said application under the International Convention for the Protection
of Industrial Property, the Patent Cooperation Treaty, the European Patent Convention,
and all other treaties of like purposcs; and we authorize the Assignee to apply in all
countries in our name or in i{s own name for patents, utility models, design registrations
and like rights of exclusion and for inventors” certificates for said inventions and
improvements; and we agree for ourselves and our l‘cspcétivc heirs, legal representatives
and assigns, without further compensation to perform such lawful acts and to sign such

further applications, assignments, Preliminary Statements and other lawful documents as

the Assignee may reasonably request to effectuate fully this Assignment.




S2071-703504

DATE: _ ¥ Jowe Zolo IDQ@J P \bﬁ/f—\,{,e//

PETER FRANCIS DANIEL

STATE OF JAascachueedS )

_ ) &8,
COUNTY OF  Reist ! )

o .
On /£ Zgn(: A 010 , before me, the undersigned, a nolary public for

the State of Massachusetts, there personally appeared PETER FRANCIS DANIEL
personally known to me (or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the
person whose name is subscribed to this Assignment, who acknowledged having exccuted

the same in his authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person
or the entity upon behalf of which he acted, executed this Assignment.

WITNIESS my hand and official scal.

7 mﬂ_ﬂﬁ@mdﬁ |

_ A r
Notary Public /
\\-\‘,\‘n"””””-"f’r,r_.)_ . )
& WMCC o, : ;
SN ale, e
el B e 7y %
S:}.bo o102y e o e s :
S LR

LUTPTITINN

: 'I"-.' ANt




pate: oY Lé/@/ A0

STATE OF W&CAM% )
COUNTY 01‘«'![/0%/1/%& _ J)

S8,

On _02%_&! / W _0___, before me, the undersigned, a notary public for

the State of Massachusetty, there personally appeared MICHAEL HEARTLEIN personally
known to me (or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the person whose
name is subscribed to this Assignment, who acknowledged having executed the same in his

g authorized capacity and that by his signature on (his Assignment, the person or the entity
upon behalf of which he acted, executed this Assignment.

WITNJSS my hand and official seal.




TRADUCCION SIMPLE DEL DOCUMENTO DE CESION ADJUNTO

Ll Estado De Massachusetts
William Francis Galvin
Secretario del Estado de Massachusetts

APOSTILLA
(Convencion de La Haya de Octubre 5 de 1961)

Iy Pais: Estados Unidos de América

Este documento piblico
2. ha sido firmado por: Nicole L. Egan
3. actuando en calidad de Notario Publico
4. leva el sello/timbre de: Nicole L. Egan

cuya comision vence el 25 de mayo de 2018

Certifica
en: Boston, Massachusetts 6. el: 8 de mayo de 2012

g
7. por: El Secretario del Lstado
8. No.: 1597597
9. Sellostimbre.
10, Firma:
(Aparece {irma)

Gran sello del Estado Libre Asociado

(Aparece sello)

William Francis Galvin
Seeretario del Estadg

L -

preparado por JI @:areljg

CERTIFICACION NOTARIAL DE COPIA

Estado de Massachusetts
Condado de Middlesex }

En este dia 4 de mayo, 2012, certifico que el documento adjunto cs una copia fiel, exacta,
completa y sin alteraciones hecha por mi de la tarea cjecutada por Peter Francis Daniel y

Michael Heartlein de SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES el 01 de Junio 2010 vy ¢] 24
de mayo 2010, respectivamente.,

Firma

Nicole L. Ijgaxfl_\-lglario_l_’_ﬁaihc—o
Mi comisién se vence: 25 de mayo 2018
{SELLO}

Nolario Piblico
ESTADO DE MASSACHUSETTS
M1 comisién se vence

25 de mayo 2018

[EWTE_GKN——— T




52071-703506
CESION

A titulo oneroso, nosotros, Peter Francis Daniel, de la 100 North Ave., Natick, MA 0] 760,
y Michael Heartlcin, de 167 Reed Farm Road, Boxborough, MA 01719 cedieron a SHIRE
HUMAN GENETIC THERAPIES., una corporacion de Delaware, con domicilio en 700
Main Street, Cambridge, MA 02139, y sus sucesores Y cesionarios (colectivamente en Jo
sucesivo denominado "¢l cesionario"), el derecho total, titulo e interés en todo e mundo en
las invenciones y mejoras que son objeto de una solicitud de Patente de Estados Unidos
firmada por nosotros, titulada  COMPOSICIONES Y METODOS PARA TRATAR
ENFERMEDAD DI GAUCHER, presentada el 11 de mayo de 2010, y sc¢ Ic asigno el
numero de serie cstadounidensc 61/333.372, esta cesion incluye dicha solicitud, todas ¥y
cada una de las patentes cstadounidenses y extranjeras, modelos de utilidad, y registros de
disefios otorgados para cualquiera de. dichas invenciones o mejoras, y el derecho a
reivindicar la prioridad sobre la basc de la fecha de presentacion de dichy solicitud en
virtud del Convenio Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, el Tratado
de Cooperacion en materia de Patentes, |a Convencion de Patentes Europea, y todos los
demads tratados alines; y autorizamos al Cesionario para solicitar, en todos los paises en
fuestro nombre 0 en nombre propio, patentes, modclos de utilidad, registro de diserio y
otros dercchos de exclusion similares y para certificados de inventor para dichas
invenciones Y Mejoras; y nosotros slamos de acuerdo y nuestros respectivos herederos,
representantes legales y cesionarios, sin compensacion adicional para llevar a cabo tales
de solicitudes adicionales, cesiones, declaraciones

actos licitos y para firmar este tipo
preliminares y otros documentos legales como ¢l cesionario pueda razonablemente solicitar

para cfectuar completamente csta cesign,

52071-703506
FECHA: | DE JUNIO DE 2010 FIRMADO
PETER FRANCIS DANIEL

ESTADO DE MASSACH 1{@;’1_;5_3)
SS

CONDADO D[i_BRISTOL_)

El' 1 de junio de 2010, ante mi, el abajo firmante, un notario pub

_Mztssachuseus, comparecio personalmente PETER FRANCIS DANIEL

por mi (o me demostrd sobre la base de pruebas satisfact
suscrito a esta Cesién, quien reconocié haber ejecutado ¢
con su firma en csta cesion, la person
cesion.

lico para el Estado de
conocido personalmente
orias) que es Ia Persona cuyo nombre estg
I mismo en sy capacidad autorizada, Y que

4 0 la entidad a nombre de la cual g actuo, formalizé esia

DOY FE firma ¥ sello oficial

FIRMADO

LYNNE N__ MCCORMACK
Mi comisién se vence
10 de octubre de 2011

ESTADO DE MASSACHUSETTS [

' Notario Piblico ]
52071—703506
FECHA: 24 DE MAYO DE 2010 FIRMADO
'_‘_‘__-_'—__—_‘—‘—*———-
MICHAEL HEART LEIN

ESTADO DE_M__ASSACI—I_{&‘_EHS}
5§
CONDADO DE MIDDLES E£X)




El 24 de mayo de 2010, ante mi, el abajo firmante, un notario piblico para ¢l Estado de
Massachusetts, comparecié personalmente MICHAEL HEARTL
mi (0 me demostré sobre la base de prucbas satisfactorias) que cs la persena cuyo nombre esta
suscrito a esta Cesién, quien reconocié haber ejecutado ¢l mismo en sy capacidad autorizada, y que

con su firma en esta cesién, la persona o la entidad a nombre de la cual él
cesion, '

EIN conocido personalmente por

actud, formalizé esta
DOY FL firma y sello oficial

FIRMADO
Notario Piblico

BIANKAD.KOLB ]
Notario Publico ‘
SSTADO DE MASSAC] [USETTS
Mt comisidn sc vence
28 de encro de 2016 I




The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Sceretary of the Commonwealth

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by: Nicole L. Egan

3. acting in the capacity of:  Notary Public

4. bears the seal/stampof:  Nicole L. Egan
whose commission expires on: May 25, 2018

Certified

. al.  Boston, Massachusetts 6. the: 8 May, 2012

- by: the Secrefary of the Commonwealth
. No.: 1597597 @
. Seal/stamp:

10. % atuie:
. ;ﬂ ’ :;

William Francis Galvin
Sccretary of the Commonwealth
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NOTARIAL CERTIFICATION OF COPY

Commonwealth of Massachusetts  }

County of Middlesex }

On tlust ! ddy of_fi , 2012, I certify that the attached document is a tr ue, exact,
complete, and unal tcre nmde by me of the assignment exccuted by Peter Francis Daniel and
Michael Heartlein to bIHI > HUMAN GENETIC THERAPIES on June 1%, 2010 and May 24"
2010, respectively.

PN PR e e G

& NICOLE L EGAN |

‘ Notary Public
| 'ﬁ COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS D

T —

Nicole L. Lgdn, otary Public J
My Commissiony Expires: May 25, 2018

My Commission Expiros
May 25, 2018

™ i I

[SEAL)
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ASSIGNMENT

IFor valuable consideration, we, Peter Irancis Daniel, of 100 North Ave., Natick,
MA 01760 and Michael Heartlein, of 167 Reed IFarm Road, Boxborough, MA 01719
hereby assign to SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES., a corporation of Delaware,

having a placc of business at 700 Main Street, Cambridge, MA 02139, and its successors
and assigns (collectively hereinafter called “the Assignee™), the entire right, title and
interest throughout the world in the inventions and improvements which are subject of an
application for United States Patent signed by us, entitled COMPOSITIONS AND
METHODS IFOR TREATING GAUCHER DISEASE, filed May 11, 2010, and assigned
U.S. Serial Number 61/333,372, this Assignment including said application, any and all
United States and foreign patents, utility models, and design registrations granted for any
of said inventions or improvements, and the right to ¢laim priority based on the filing
date of said application under the International Convention for the Protection of Industrial
Property, the Patent Cooperation Treaty, the European Patent Convention, and all other
treaties of like purposes; and we authorize the Assignee to apply in all countries in our
name or in its own name for patents, utility models, design registrations and like rights of
exclusion and for inventors’ certificates for said inventions and improvements; and we
agree for ourselves and our respective heirs, legal representatives and assigns, without
further compensation to perform such lawful acts and to sign such further applications,
assignments, Preliminary Statements and other lawful documents as the Assignee may /

reasonably request to cffectuate fully this Assignment.
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‘3 F
Zol? —‘l_{Z/:?—J )Kf‘vup\qu \bw
PETER FRANCIS DANIEL

- STATE OF /Wasmc}wpeﬁﬁ"
COUNTY OF __[Bri §79!

)
) B8,
)

On /'g:jUﬂQ &Om , before me, the undersigned, a notary public for
the State of Massachusclts, there personally appeared PETER FRANCIS DANIEL
personally known to me (or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the
person whose name is subscribed to this Assignment, who acknowledged having cxecuted
the same in his authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person
or the entity upon behalf of which he acted, exccuted this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.

). ﬂé/&’wza&t

ohtary Public
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DATE: p%/ [ZZM/ 010

STATE OF /é{ﬂ/kﬁdzo/wg% )

) SS.

COUNTY 01-‘MMW )
On _ f?y dgﬂﬁ/ 0@7 ﬂ , before me, the undersigned, a notary public for

the State of Massachusetfs, there personally appeared MICHAEL HEARTLEIN personally
known to me (or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the person whose
name is subscribed 1o this Assignment, who acknowledged having executed the same in his
authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person or the entity
upon behalf of which he acted, executed this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.

& BIANKA D. KOLB
b@ Netary Public
COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS
kj My Commission Explres ff

January 2B, 2016 K
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T .




TRADUCCION SIMPLE DEL DOCUMENTO DE CESION ADJUNTO

¥

ny

El Estado De Massachuset Ls
William Francis Galvin
Secretario del Estado de Massachusetts

r.
i

(Convencién de La Haya de Octubre 5 de 1961)

Pais:

Lste documento piiblico
ha sido firmado por:
actuando en calidad de-
Heva el sello/timbre de-
CuYd comision vence el

cn:

APOSTILLA ™~~~ ———

Estados Unidos de América

Nicole L. Egan
Notario Publico
Nicole L. Egan
25 de mayo de 2018
Certifica

Boston, Massachuset(s
por: El Secretario del Estado
No.: 1597598
Sello/timbre:
0. Firma:

(Aparece firma)

6. el: 8 de mayo de 2012

ZR SN

Gran sello del Estado Libre Asociado

(Aparece sello)

William Francis Galvin
Secretario del Estado

= i e
preparado por Jj} ‘asquarelio

Estado de Massachusetts
Condado de Middlesex }

En este dia 4 de mayo, 2012, certifico que el documento adjunto es una copia fiel, exacta,
completa y sin alteraciones hecha por mi de la tarca ejecutada por Peter I
Michael Heartlein de SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES ¢l 30 de 4
26 de agosto 2010, respectivamente.

ancis Danicl y
gosto 2010 y ¢l

Iirma

Nicole L, Egan, Notario Pablico
Mi comision se vence: 25 de mayo 2018
{SELLO}

NICOLE L. EGAN
Notario Publico
ESTADO DL MASSACHUSETTS
Mi comision se vence
____ 25demayo 2018 -



52071-703508
CESION

A titulo oneroso, nosotros, Peter Francis Daniel, de Ja 100 North Ave., Natick, MA 01760,
y Michael Heartlein, de 167 Recd FFarm Road, Boxborough, MA 01719 cedieron a SHIRE
HUMAN GENETIC THERAPIES., una corporacion de Delaware, con domicilio en 700
Main Street, Cambridge, MA 02139, y sus sucesores y cesionarios (colectivamente en lo
sucesivo denominado "el cesionario"), el derecho total, titulo e interés en todo ] mundo c¢n
las invenciones y mejoras que son objcto de una solicitud de Patente de Estados Unidos
firmada por nosotros, titulada COMPOSICIONES Y MLETODOS PARA TRATAR
ENFERMEDAD DL GAUCHER, presentada ol 28 de junio de 2010, y se le asigno el
nimero de seric estadounidense 61/359.338 esta cesion incluye dicha solicitud, todas y
cada una de las patentes estadounidenses y extranjeras, modelos de utilidad, y registros de
disefios otorgados para cualquiera de dichas invenciones o mejoras, y el derccho g
reivindicar la prioridad sobre |a base de la fecha de presentacion de dicha solicitud en
virtud del Convenio Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, ¢ Tratado
de Cooperacion en materia dc Patentes, la Convencién de Patentes Europea, y todos los
demds tratados afines; y autorizamos gl Cesionario para solicitar, en todos los paises en
nuestro nombre o en nombre propio, patentes, modelos de utilidad, registro de disefio y
otros derechos de exclusion similarcs y para certificados de inventor para dichas
invenciones y MEJoras; y nosotros estamos de acucrdo y nuestros respectivos herederos,
representantes legales y cesionarios, sin compensacion adicional para llevar g cabo tales
actos licitos y para firmar este tipo de solicitudes adicionales, cesiones, declaraciones
preliminares y otros documentos lcpales como ¢ cesionario pueda razonablemente soljcitar
para efectuar completamente esta cesion.

52071-703508
FECHA: 30 DE AGOSTO DE 2010 FIRMADO

PETER FRANCIS DAN] EL

ESTADO Dl.i_MASSACiI_QS_E’I_’lﬁ)
58

CONDADO DE BRISTOL)

El 30 de_agosto de 2010, ante mi, ¢ abajo firmante, un notario publico para el Estado de

Massachusctts, comparecid personalmente PETER FRANCIS DANIEL conocido personalmente

por mi (o me demostré sobre la base de prucbas satisfactorias) que es la persona cuyo nombre esld

SuSCrito a esta Cesidn, quien reconocié haber ejecutado el mismo en sy capacidad autorizada, ¥ que

con su firma en esta cesion, la persona o Ig entidad a nombre de Ja cu
cesion. '

al él actud, formalizs esta

DOY FE firma ¥ scllo oficial

FIRMADO
Notario Piblico

Mi comision se vence
10 de octubre de 2011
ESTADO DE MASSACI-IUSE'I‘TS

Notario Piiblico

—— P ¥dliD FUub

52071-703508
FECHA: 26 DE AGOSTO DE 2010 FIRMADO
MICHAEL HEARTLEIN
ESTADO DE_I\MSSACI-IU_S_I_;’IIE
SS
CONDADO DE MIDDLES]EX!

LYNNE N. MCCOI{MACK—_W



El 20 de _aposto de 2010, ante mi, ¢l abajo firmante
Massachuselts, comparecié personalmente MICHAEL
mi (0 me demostré sobre la base de prucbas satisfa
suscrito a esta Cesion, quien reconocié I

» Un notario publico para el Estado de
HEARTLEIN conocido personalmente por
ctorias) que ¢s la persona cuyo nombre esta
aber ejecutado el mismo en su capacidad autorizada, y que

con su firma en csta cesion, la persona o la entidad a nombre de la cual ¢ actud, formalizd esta
cesidn.

DOY FE firma y scllo oficial

FIRMADO
Notario Piblico

BIANKA D.KOLB
Notario Publico

ESTADO DE MASSACHUSETTS

Mi comisién se vence




The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Counlry: United States of America
This public document

2. has been signed by: Nicole L. Egan

3. acling in the capacity of:  Notary Public

4. bears the seal/stampof:  Nicole L. Egan
wliose comimission expires on: May 25, 2018

Certified
5. al: Boston, Massachusetts 6. the: 8 May, 2012
7. by the Secretary of the Commonwealth
8. No.. 1597598
9. Sealsstamp: Great Seal of the Commonwealth
\Qt‘xa‘j i
10..8igna e

William Francis Galvin
Secretary of the Commonweal

brepared by JPasquarello




NOTARIAL CERTIFICATION OF COPY : L,. 8

Commonwealth of Massachuscils ~ }
County of Middlesex }

complele, and unaltered cdpy made by me of the assignment executed by Peter Francis Danie] and
. Michael Heartlein to SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES on August 30" 2010 and August
26™ 201 0, respectively.

On thisﬁ‘i“ day of‘ur Qj :jf/ » 2012, [ certify that the attached document is g true, exact,
19

S { faN NICOLE L. EGAN '
/ - Notary Publlc
_V_ : /&U e . l ‘ﬁr COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS )
Nicole L. Egan, tary Public My Ci‘lﬂ;?;csgg 1Eaxparm; !
My Commission | pires: May 25, 2018 e\

{SEAL)




§2071-703508 )

e

ASSIGNMENT

For valuable consideration, we, Peter Francis Daniel, of 100 North Ave., Natick,

MA 01760 and Michacl Heartlein, of 167 Reed Farm Road, Boxborough, MA 01719
hereby assign to SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES,, a corporation of Delaware,

having a place of business at 700 Main Street, Cambridge, MA 02139, and its successors
and assigns (collectively hereinafter called “the Assignee”), the entire right, title and
interest throughout the world in the inventions and improvements which are subject of an
application for United States Patent signed by us, entitled COMPOSITIONS AND
METHODS FOR TREATING GAUCHER DISEASE, filed June 28, 2010, and assigned

U.S. Serial Number 61/359,338, this Assignment including said application, any and all

_ United States and forcign patents, utility models, and design registrations granted for any
of said inventions or improvements, and the right to claim priority based on the filing /
date of said application under the International Convention for the Protection of Industrial
- Property, the Patent Cooperation Treaty, the European Patent Convention, and all other

treatics of like purposes; and we authorize the Assignee to apply in all countries in ow

reasonably request to effectuate fully thlq A331gnmcnt
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DATE:" ajé /drﬁrhjuaf/, 2010 _‘QZ&W f%t’l(b\flw\bcu»vt:b% N

PETER FRANCIS DANIEL

STATE OF /Nassachyse /S )
Y B
COUNTY OF _Bristol )

On 30 ﬁ‘z)qqs{, 200 , before me, the undersigned, a notary public for
the State of Massachusetts, there personally appeared PETER FRANCIS DANIEL
personally known to me (or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the
person whose name is subscribed to this Assignment, who acknowledged having executed
the same in his authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person
or the entity upon behalf of which he acted, exccuted this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.

e
e,
o 4

l-" o "\l.. |
s AN ; : 4

B e Notary Public
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patE: fluaued D), 2010 Y'd
d ' MICIAEL HEARTLEIN

STATE OF LM[C&S& cﬂ;‘,{,@@f’ﬁ)
) SS.

COUNTY OF M&ﬂc@[% )

On 1L QG r)&? D , before me, the undersigned, a notary public for
the State of Maskdchusctts, there personally appeared MICHAEL HEARTLEIN personally
known to me (or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the person whose
namc is subscribed to this Assignment, who acknowledged having executed the same in his
authorized capacity and that by his signature on this Assignment, the person or the cntity
upon behalf of which he acted, executed this Assignment. :

WITNESS my hand and official seal.

Dol (0

No@'ypublic

v Nolacy Public {
COMMONWEALTH OF MABSACHUSETTS )
\ My Commission Expires )

January 28, 2016 2
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REIVINDICACIONES

Un kit que comprende glucocerebrosidasa inmovilizada sobre una superficie vy
glucocerebrosidasa marcada.

El kit de la reivindicacion 1, que ademas comprende un anticuerpo marcado que se une al
anticuerpo neutralizante.

Un kit que comprende glucocerebrosidasa marcada y una resina.

Un kit que comprende glucocerebrosidasa marcada y una célula que expresa el receptor de
manosa de los macrofagos humanos (MMR).

Una mezcla de reaccion que comprende glucocerebrosidasa inmovilizada y una muestra que
comprende un anticuerpo neutralizante para glucocerebrosidasa.

La mezcla de reaccion de la reivindicacion 5, que comprende ademas glucocerebrosidasa
marcada.

La mezcla de reaccion de la reivindicacién 5, que comprende ademas un anticuerpo marcado
que se une al anticuerpo neutralizante.

Una mezcla de reaccion que comprende glucocerebrosidasa marcada y una muestra que
comprende un anticuerpo neutralizante para glucocerebrosidasa.

Una mezcla de reaccion que comprende una célula que expresa el receptor de manosa de los
macrofagos humanos (MMR) y una muestra que comprende un anticuerpo neutralizante para

glucocerebrosidasa.
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COMPOSICIONES Y METODOS PARA TRATAR LA ENFERMEDAD DE
GAUCHER

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica prioridad del nim. de serie de Estados Unidos 61/229,195,
presentada el 28 de julio de 2009, num. de serie de Estados Unidos 61/303,044, presentada el 10 de
febrero de 2010, num. de serie de Estados Unidos 61/317,513, presentada el 25 de marzo de 2010,
nam. de serie de Estados Unidos 61/333,372, presentada el 11 de mayo de 2010, y num. de serie de
Estados Unidos 61/359,338, presentada el 28 de junio de 2010. EI contenido de las solicitudes

antes mencionadas se incorpora por este medio como referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES

La enfermedad de Gaucher es un trastorno autosémico recesivo de almacenamiento
lisosomal caracterizado por una deficiencia en la enzima lisosomal, glucocerebrosidasa (GCB). La
GCB hidroliza el glicolipido glucocerebrésido que se forma después de la degradacion de
glicoesfingolipidos en las membranas de los glébulos blancos y glébulos rojos. La deficiencia de
esta enzima causa que los glucocerebrosidos se acumulen en grandes cantidades en los lisosomas
de las células fagociticas situadas en el higado, bazo y médula 6sea de pacientes de Gaucher. La
acumulacion de estas moléculas provoca una variedad de manifestaciones clinicas, que incluye
esplenomegalia, hepatomegalia, trastorno esquelético, trombocitopenia y anemia. (Beutler y otros
Gaucher disease; In: The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease (McGraw-Hill, Inc,
Nueva York, 1995) pp.2625-2639)

Los tratamientos para pacientes que sufren de esta enfermedad incluyen la administracion
de analgésicos para el alivio del dolor en los huesos, transfusiones de sangre y plaquetas y, en
algunos casos, esplenectomia. A veces es necesario el reemplazo de la articulacion para los
pacientes que sufren erosion Osea.

La terapia de reemplazo enzimatico con GCB se ha usado como tratamiento para la
enfermedad de Gaucher. El tratamiento actual de los pacientes con enfermedad de Gaucher incluye
la administracion de una GCB con carbohidratos remodelados, derivada de placenta humana o de

células de ovario de hdmster chino (CHO) transfectadas con un constructo de expresion de GCB y
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que se conoce como alglucerasa o imiglucerasa, respectivamente.

SUMARIO

La descripcion se basa, en parte, en el descubrimiento de que la velaglucerasa provoca
menos respuesta inmune (por ejemplo, una menor produccion de anticuerpos, por ejemplo, menos
produccion de anticuerpos neutralizantes) que la imiglucerasa tras su administracion a un sujeto
(por ejemplo, un sujeto con enfermedad de Gaucher). La invencion se refiere, entre otras cosas, a
composiciones y métodos para seleccionar un tratamiento para un sujeto con enfermedad de
Gaucher, seleccionar sujetos para el tratamiento con velaglucerasa (por ejemplo, sola o en
combinacidn con otra terapia), métodos para reducir la reaccion en el sitio de inyeccion en sujetos
sometidos a tratamiento para la enfermedad de Gaucher, y métodos de tratamiento de la
enfermedad de Gaucher. La invencidon también se refiere, entre otras cosas, a métodos para
determinar la produccion de anticuerpos, por ejemplo, produccion de anticuerpos neutralizantes, en

un sujeto que se trata para la enfermedad de Gaucher.

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un método de tratamiento de un sujeto con
la enfermedad de Gaucher (por ejemplo, enfermedad de Gaucher tipo I), el método comprende

administrar una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo,
velaglucerasa, imiglucerasa, o Uplyso) por infusion intravenosa al sujeto durante un periodo de
menos de 2 horas, por ejemplo, 90 minutos, 80 minutos, 70 minutos, 60 minutos, 50 minutos o 45
minutos, para, de ese modo, tratar al sujeto.

En algunas modalidades, la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por
ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa, Uplyso) se administra mas de una vez y cada dosis adicional
de la terapia de reemplazo enzimdatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa,
imiglucerasa, o Uplyso) se administra por administracion intravenosa durante un periodo de menos
de 2 horas, por ejemplo, 90 minutos, 80 minutos, 70 minutos, 60 minutos, 50 minutos o 45
minutos), al sujeto.

En algunas modalidades, la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por
ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa, Uplyso) se administra a una dosis de 15 a 60 U/kg (por
ejemplo, 30 U/kg a 60 U/kg, por ejemplo, 15 U/kg, 30 U/kg, 45U/kg, o 60 U/kg), a una dosis igual
o por debajo de 22.5 U/kg, a una dosis entre 22.5 y 37.5 U/kg, a una dosis entre 37.5 y 52.5 U/kg, o
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a una dosis igual o por encima de 52.5 U/kg. En algunas modalidades, la terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa, Uplyso) se
administra a una dosis de 2.5 U/kg a 60 U/kg. En algunas modalidades, la terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa, Uplyso) se
administra en semanas alternas. En otras modalidades, la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa, Uplyso) se administra todas las
semanas. En algunas modalidades, la velaglucerasa se administra tres veces por semana por
infusion intravenosa, por ejemplo, a una dosis de 2.5 U/kg.

En algunas modalidades, la infusion de una o mas dosis (por ejemplo, una dosis descrita en
la presente descripcion) ocurre durante 60 minutos.

En algunas modalidades, la terapia de remplazo de la enzima glucocerebrosidasa es
velaglucerasa y el método incluye:

reconstituir la velaglucerasa liofilizada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal
como agua estéril para inyeccion (por ejemplo, reconstituir un vial de 200 unidades con 2.2 ml de
agua estéril para inyeccion o un vial de 400 unidades con 4.3 ml de agua estéril para inyeccion), y
de este modo formar una solucion, por ejemplo, en donde el vial no se agita después de la adicion
del agua estéril para inyeccion; opcionalmente, inspeccionar la solucion de los viales (y, por
ejemplo, opcionalmente determinar si la solucion esta descolorida o si esta presente material
particulado, y, opcionalmente, decidir no usar la solucidn si la solucion esta descolorida o si esta
presente el material particulado);

retirar un volumen de solucion para proporcionar una dosis pre-seleccionada (por ejemplo,
una dosis descrita en la presente descripcion tal como 15 U/kg, 30 U/kg, 45 U/kg, o 60 U/kg);

diluir el volumen, por ejemplo, en 100 ml de soluciéon 0.9% de cloruro de sodio, adecuada
para la administracion intravenosa, y de este modo formar una solucion diluida; opcionalmente la
solucion diluida se balancea suavemente, pero no se agita la solucion diluida, y

administrar la solucion diluida al sujeto por infusion intravenosa, por ejemplo, en el que la
solucion diluida se administra durante una hora o a una tasa de 1 U/kg/minuto.

En algunas modalidades, la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa se
administra a una tasa de infusion de 2 U/kg/minuto, 1.5 U/kg/minuto, 1 U/kg/minuto, o 0.5

U/kg/minuto.
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En algunas modalidades, la administracion comprende la terapia a domicilio (por ejemplo,
en la casa del sujeto, lugar de trabajo, o entorno de otro tipo no clinico (por ejemplo, no
hospitalario). En algunas modalidades, la administracion (por ejemplo, a través de infusion) es por
un profesional de la salud (por ejemplo, una enfermera o asistente del médico). Por ejemplo, si el
sujeto no ha experimentado un evento adverso (EA) (por ejemplo, un EA grave relacionado con el
farmaco o un EA relacionado con la infusién, por ejemplo, un evento descrito en la presente), por
ejemplo, después de uno, dos, o tres administraciones (por ejemplo, a través de infusion) de la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa, el sujeto es elegible para recibir terapia a

domicilio para las administraciones posteriores.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para identificar un sujeto como
adecuado para (por ejemplo, ser un candidato para) el tratamiento con la terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa). El método incluye la evaluacion
(por ejemplo, medir, por ejemplo, por un método descrito en la presente, tal como ELISA o ensayo
de radioinmunoprecipitacion (RIP)), de la presencia de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) para una terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, para la terapia que actualmente se administra al
sujeto) (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) en una muestra del sujeto, por ejemplo, y comparar
con el valor de anticuerpo medido para la terapia con un estandar (por ejemplo, un control
negativo). Por ejemplo, si el sujeto tiene valores de anticuerpos medidos que son mayores que el
valor medido para el control negativo (por ejemplo, un control negativo en un ELISA), el sujeto se
identifica que tiene anticuerpos para la terapia de reemplazo enziméatico con glucocerebrosidasa.
El sujeto se identifica opcionalmente como adecuado para el tratamiento con un tratamiento
alternativo de la enfermedad de Gaucher (por ejemplo, tratamiento con velaglucerasa), por
ejemplo, si el valor medido es mayor que el valor para el estandar, por ejemplo, en mas que 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%., 80%, 85%, o
90%.

En algunas modalidades, la muestra es una muestra de sangre o suero. En algunas
modalidades, la muestra se modific6. Por ejemplo, los valores de anticuerpos medidos se obtienen
al poner en contacto la muestra con un reactivo analitico, por ejemplo, un reactivo marcado (por

ejemplo, la glucocerebrosidasa marcada), y/o un sustrato o célula, por ejemplo, un sustrato o célula
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que se une a un anticuerpo para el reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. En algunas
modalidades, los valores de anticuerpos medidos se obtuvieron de una muestra que se enriquecio
en anticuerpos, por ejemplo, una porcidon concentrada de una muestra de sangre o suero. En algunas
modalidades, la evaluacion se obtuvo por un método descrito en la presente descripcion.

En algunas modalidades, el método incluye medir el valor de anticuerpo medido, por

ejemplo, por un método descrito en la presente descripcion.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para seleccionar un sujeto con la
enfermedad de Gaucher para el tratamiento con una terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa. Opcionalmente, el método incluye la seleccion de un sujeto para dicho
tratamiento sobre la base de que el sujeto resulte positivo para la produccion de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos neutralizantes) al tratamiento en curso que el sujeto lleva para la enfermedad
de Gaucher. El método incluye la evaluacion (por ejemplo, la medicion, por ejemplo, por un
método descrito en la presente, tal como ELISA o ensayo de radioinmunoprecipitacion (RIP)) o la
obtencion de una evaluacion de la presencia de anticuerpos a una terapia de reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, para la terapia que actualmente se administra al sujeto) (por
ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) en una muestra del sujeto, por ejemplo, y comparar el valor de
anticuerpo medido para la terapia con un estandar (por ejemplo, un control negativo). Por ejemplo,
si el sujeto tiene valores de anticuerpos medidos que son mayores que el valor medido para el
control negativo (por ejemplo, control, negativo en un ELISA), el sujeto se identifica que tiene
anticuerpos para la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. Opcionalmente, los
métodos incluyen, seleccionar un tratamiento alternativo de la enfermedad de Gaucher para el
sujeto (por ejemplo, tratamiento con velaglucerasa), por ejemplo, si el valor medido es mayor que
el valor para el estandar (por ejemplo, control negativo), por ejemplo, en mas que 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, o0 90%.

En algunas modalidades, la muestra es una muestra de sangre o suero. En algunas
modalidades, la muestra se modific6. Por ejemplo, los valores de anticuerpos medidos se obtienen
al poner en contacto la muestra con un reactivo analitico, por ejemplo, un reactivo marcado (por
ejemplo, la glucocerebrosidasa marcada), y/o un sustrato o célula, por ejemplo, un sustrato o célula
que se une a un anticuerpo para el reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. En algunas

modalidades, los valores de anticuerpos medidos se obtuvieron de una muestra que se enriquecio
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en anticuerpos, por ejemplo, una porcion concentrada de una muestra de sangre o suero. En
algunas modalidades, la evaluacion se obtuvo por un método descrito en la presente descripcion.

En algunas modalidades, el método incluye medir el valor de anticuerpos, por ejemplo, por
un método descrito en la presente descripcion.

En algunas modalidades, el sujeto resulta positivo para la produccion de anticuerpos IgE al
tratamiento en curso que el sujeto lleva para la enfermedad de Gaucher (por ejemplo, imiglucerasa
o Uplyso).

En algunas modalidades, el sujeto resulta positivo para la produccion de anticuerpos IgM al
tratamiento en curso que el sujeto lleva para la enfermedad de Gaucher (por ejemplo, imiglucerasa
o Uplyso).

En algunas modalidades, el sujeto resulta positivo para la produccion de anticuerpos IgG
y/o IgA al tratamiento en curso que el sujeto lleva para la enfermedad de Gaucher (por ejemplo,

imiglucerasa o Uplyso).

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para el tratamiento de un sujeto con
enfermedad de Gaucher. El método incluye la seleccion de un sujeto sobre la base de que el sujeto
resultd positivo para la produccion de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) al
tratamiento en curso que el sujeto lleva para la enfermedad de Gaucher, por ejemplo, por un
método descrito en la presente, o sobre la base de que el sujeto esta en riesgo de desarrollar
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) a un tratamiento para la enfermedad de
Gaucher (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) y la administracion al sujeto de velaglucerasa.

En algunas modalidades, el sujeto resulta positivo para la produccion de anticuerpos IgE al
tratamiento en curso que el sujeto lleva para la enfermedad de Gaucher (por ejemplo, imiglucerasa
o Uplyso).

En algunas modalidades, el sujeto resulta positivo para la produccion de anticuerpos IgM al
tratamiento en curso que el sujeto lleva para la enfermedad de Gaucher (por ejemplo, imiglucerasa
o Uplyso).

En algunas modalidades, el sujeto resulta positivo para la produccion de anticuerpos IgG
y/o IgA al tratamiento en curso que el sujeto lleva para la enfermedad de Gaucher (por ejemplo,

imiglucerasa o Uplyso).
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En algunas modalidades, la velaglucerasa se administra a una dosis de 15 a 60 U/kg (por
ejemplo, 30 U/kg a 60 U/kg, por ejemplo, 15 U/kg, 30 U/kg, 45U/kg, o 60 U/kg), a una dosis igual
o por debajo de 22.5 U/kg, a una dosis entre 22.5 y 37.5 U/kg, a una dosis entre 37.5y 52.5 U/kg, o
a una dosis igual o por encima de 52.5 U/kg. En algunas modalidades, la velaglucerasa se
administra a una dosis de 2.5 U/kg a 60 U/kg. En algunas modalidades, la velaglucerasa se
administra en semanas alternas por infusion intravenosa. En otras modalidades, la velaglucerasa se
administra todas las semanas por infusion intravenosa. En algunas modalidades, la velaglucerasa
se administra tres veces por semana por infusion intravenosa, por ejemplo, a una dosis de 2.5 U/kg.

En algunas modalidades, la infusion de la dosis (por ejemplo, una dosis descrita en la
presente descripcion) ocurre durante menos de 2 horas, por ejemplo, 90 minutos, 80 minutos, 70
minutos, 60 minutos, 50 minutos o 45 minutos. En modalidades preferidas, la infusion de la dosis
ocurre durante 60 minutos.

En algunas modalidades, el método incluye:

reconstituir la velaglucerasa liofilizada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal
como agua estéril para inyeccion (por ejemplo, reconstituir un vial de 200 unidades con 2.2 ml de
agua estéril para inyeccion o un vial de 400 unidades con 4.3 ml de agua estéril para inyeccion), y
de este modo formar una solucion, por ejemplo, en donde el vial no se agita después de la adicion
del agua estéril para inyeccion; opcionalmente, inspeccionar la solucion de los viales (y, por
ejemplo, opcionalmente determinar si la solucion esta descolorida o si esta presente material
particulado, y opcionalmente, decidir no usar la solucion si la solucion esta descolorida o si esta
presente el material particulado);

retirar un volumen de solucion para proporcionar una dosis pre-seleccionada (por ejemplo,
una dosis descrita en la presente descripcion, por ejemplo, 15 U/kg, 30 U/kg, 45U/kg, o 60 U/kg);

diluir el volumen, por ejemplo, en 100 ml de solucion 0.9% de cloruro de sodio, adecuada
para la administracion intravenosa, y de este modo formar una solucion diluida; opcionalmente la
solucion diluida se balancea suavemente, pero no se agita la solucion diluida, y

administrar la solucion diluida al sujeto por infusion intravenosa.

En algunas modalidades, la velaglucerasa se administra a una tasa de 2 U/kg/minuto, 1.5
U/kg/minuto, 1 U/kg/minuto, o 0.5 U/kg/minuto.

En algunas modalidades, la administracion comprende la terapia a domicilio (por ejemplo,

en la casa del sujeto, lugar de trabajo, o entorno de otro tipo no clinico (por ejemplo, no
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hospitalario). En algunas modalidades, la administracion (por ejemplo, a través de infusidon) es por
un profesional de la salud (por ejemplo, una enfermera o asistente del médico). Por ejemplo, si el
sujeto no ha experimentado un evento adverso (AE) (por ejemplo, un EA grave relacionado con el
farmaco o un EA relacionado con la infusion, por ejemplo, un evento descrito en la presente), por
ejemplo, después de uno, dos, o tres administraciones (por ejemplo, a través de infusion) de
velaglucerasa, el sujeto es elegible para recibir terapia a domicilio para las administraciones

posteriores.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para identificar un sujeto como
adecuado para (por ejemplo, ser un candidato para) el tratamiento con la reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa). El método incluye evaluar (por ejemplo,
medicion) al sujeto para la presencia de reaccion en el sitio de infusion (es decir, evento adverso
relacionado con la infusion) (por ejemplo, durante o dentro de 12 horas de la infusion de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa) (por ejemplo, a la terapia que actualmente se le
administra al sujeto, por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso), por ejemplo, y comparar con un estandar
el nivel de reaccion medido en el sitio, (por ejemplo, un control negativo). Por ejemplo, si el sujeto
tiene un valor medido de reaccion en el sitio al tratamiento en curso que el sujeto lleva para la
enfermedad de Gaucher, que es mayor que el valor medido para el control negativo (por ejemplo,
la reaccion en el sitio observada después de la infusion de placebo al sujeto), el sujeto se identifica
como adecuado para el tratamiento con un tratamiento alternativo para la enfermedad de Gaucher
(por ejemplo, el tratamiento con velaglucerasa), por ejemplo, si el valor medido de reaccion en el
sitio para el tratamiento que el sujeto lleva para la enfermedad de Gaucher es mayor que el valor
para el estandar, por ejemplo, en més de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75% , 80%, 85%, 0 90%.

En algunas modalidades, el método incluye la determinacion del valor del sitio de infusion,

por ejemplo, por un método descrito en la presente.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para la seleccion de un sujeto con
enfermedad de Gaucher para el tratamiento con la terapia de reemplazo enziméatico con
glucocerebrosidasa. Opcionalmente, el método incluye seleccionar un sujeto para dicho tratamiento

sobre la base de que el sujeto esta en necesidad de reaccion reducida en el sitio de infusion (por
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ejemplo, reducido en comparacion con la reaccidon asociada con o causada por el tratamiento que el
sujeto lleva actualmente para la enfermedad de Gaucher, por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso). El
método incluye evaluar (por ejemplo, medicién) u obtener una evaluacion del sujeto para la
presencia de reaccion en el sitio de infusion (es decir, evento adverso relacionado con la infusion)
(por ejemplo, durante o dentro de 12 horas de la infusion de reemplazo enziméatico con
glucocerebrosidasa) (por ejemplo, para la terapia que actualmente se administra al sujeto, por
ejemplo, imiglucerasa o Uplyso), por ejemplo, y comparar el nivel medido de reaccion en el sitio
con un estandar (por ejemplo, un control negativo). Por ejemplo, si el sujeto tiene un valor medido
de reaccion en el sitio para el tratamiento que el sujeto lleva actualmente para la enfermedad de
Gaucher que es mayor que (por ejemplo, mayor en mas de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%., 75%, 80%, 85%, 0 90%) del valor medido para el control
negativo (por ejemplo, la reaccion en el sitio que se observa después de la infusion de placebo en el
sujeto), el sujeto se selecciona para un tratamiento alternativo de la enfermedad de Gaucher (por
ejemplo, tratamiento con velaglucerasa), por ejemplo, si el valor medido en el sitio de reaccion al
tratamiento que el sujeto lleva actualmente para la enfermedad de Gaucher es mayor que el valor
para el estandar (por ejemplo, control, negativo), por ejemplo, en mas de 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 0 90%.

En algunas modalidades, el método incluye medir el valor de anticuerpos, por ejemplo, por

un método descrito en la presente.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para tratar un sujeto con enfermedad
de Gaucher. El método incluye seleccionar un sujeto para dicho tratamiento sobre la base de que el
sujeto necesita una reaccion reducida en el sitio de infusion (por ejemplo, reducida en comparacion
con la reaccion asociada con o causada por el tratamiento que el sujeto lleva actualmente para la
enfermedad de Gaucher, por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso), por ejemplo, por un método descrito
en la presente, y administrar velaglucerasa al sujeto.

En algunas modalidades, la velaglucerasa se administra a una dosis de 15 a 60 U/kg (por
ejemplo, 30 U/kg a 60 U/kg, por ejemplo, 15 U/kg, 30 U/kg, 45U/kg, o 60 U/kg), a una dosis igual
o por debajo de 22.5 U/kg, a una dosis entre 22.5 y 37.5 U/kg, a una dosis entre 37.5 y 52.5 U/kg, o
a una dosis igual o por encima de 52.5 U/kg. En algunas modalidades, la velaglucerasa se

administra a una dosis de 2.5 U/kg a 60 U/kg. En algunas modalidades, la velaglucerasa se
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administra en semanas alternas por infusion intravenosa. En otras modalidades, la velaglucerasa se
administra todas las semanas por infusion intravenosa. En algunas modalidades, la velaglucerasa
se administra tres veces por semana por infusion intravenosa, por ejemplo, a una dosis de 2.5 U/kg.

En algunas modalidades, la infusion de la dosis (por ejemplo, una dosis descrita en la
presente descripcion) ocurre durante menos de 2 horas, por ejemplo, 90 minutos, 80 minutos, 70
minutos, 60 minutos, 50 minutos o 45 minutos.

En algunas modalidades, el método incluye:

reconstituir la velaglucerasa liofilizada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, por
ejemplo, agua estéril para inyeccion (por ejemplo, reconstituir un vial de 200 unidades con 2.2 ml
de agua estéril para inyeccion o un vial de 400 unidades con 4.3 ml de agua estéril para inyeccion),
y de este modo formar una solucidn, por ejemplo, en donde el vial no se agita después de la adicion
del agua estéril para inyeccion; opcionalmente, inspeccionar la solucion de los viales (y, por
ejemplo, opcionalmente determinar si la solucion estd descolorida o si esta presente material
particulado, y, opcionalmente, decidir no usar la solucidn si la solucion esta descolorida o si esta
presente el material particulado);

retirar un volumen de solucion para proporcionar una dosis pre-seleccionada (por ejemplo,
una dosis descrita en la presente descripcion tal como 15 U/kg, 30 U/kg, 45 U/kg, o 60 U/kg);

diluir el volumen, por ejemplo, en 100 ml de soluciéon 0.9% de cloruro de sodio, adecuada
para la administracion intravenosa, y de este modo formar una solucion diluida; opcionalmente la
solucion diluida se balancea suavemente, pero no se agita la solucion diluida, y

administrar la solucion diluida al sujeto por infusion intravenosa.

En algunas modalidades, la velaglucerasa se administra a una tasa de 2.0 U/kg/minuto, 1.5
U/kg/minuto, 1.0 U/kg/minuto, o 0.5 U/kg/minuto.

En algunas modalidades, la administracién comprende la terapia a domicilio (por ejemplo,
en la casa del sujeto, lugar de trabajo, o entorno de otro tipo no clinico (por ejemplo, no
hospitalario). En algunas modalidades, la administracion (por ejemplo, a través de infusidon) es por
un profesional de la salud (por ejemplo, una enfermera o asistente del médico). Por ejemplo, si el
sujeto no ha experimentado un evento adverso (AE) (por ejemplo, un EA grave relacionado con el
farmaco o un EA relacionado con la infusion, por ejemplo, un evento descrito en la presente), por

ejemplo, después de uno, dos, o tres administraciones (por ejemplo, a través de infusion) de
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velaglucerasa, el sujeto es elegible para recibir terapia a domicilio para las administraciones

posteriores.

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un método para seleccinar un sujeto con la
enfermedad de Gaucher (por ejemplo, enfermedad de Gaucher de tipo I) para el tratamiento con
velaglucerasa, el método comprende

identificar un sujeto con la enfermedad de Gaucher, que ha recibido reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) y tiene un conteo de plaquetas
inferior a un estandar, y

seleccionar el sujeto para el tratamiento con velaglucerasa sobre la base de que el sujeto
tiene un conteo de plaquetas inferior al estandar.

En algunas modalidades, el método incluye evaluar (por ejemplo, medir el conteo de
plaquetas u obtener una evaluacion del conteo de plaquetas de una muestra del sujeto, y comparar
el valor medido del conteo de plaquetas con el estandar (por ejemplo, control, negativo).

En algunas modalidades, la muestra es una muestra de sangre o suero. En algunas
modalidades, la muestra se modific6. En algunas modalidades, los valores de anticuerpos medidos
se obtuvieron de una muestra que se enriquecié en plaquetas, por ejemplo, una porcion concentrada
de una muestra de sangre. En algunas modalidades, la evaluacion se obtuvo por un método descrito
en la presente descripcion.

En algunas modalidades, el método incluye medir el conteo de plaquetas, por ejemplo, por
un método descrito en la presente.

En algunas modalidades, los métodos incluyen, ademas, administrar velaglucerasa al sujeto,
por ejemplo, a una dosis y/o programa de dosificacion que se describe en la presente.

En algunas modalidades, la velaglucerasa se administra por infusidn intravenosa durante el
curso de menos de 2 horas, por ejemplo, 90 minutos, 80 minutos, 70 minutos, 60 minutos, 50
minutos o 45 minutos. En algunas modalidades, la infusion ocurre a una tasa de 2 U/kg/minuto,
1.5 U/kg/minuto, 1 U/kg por minuto o 0.5 U/kg/minuto.

En algunas modalidades, el estandar es un conteo de plaquetas inferior o igual a 80 x 10
plaquetas/mm’. En algunas modalidades, el estandar se basa en el aumento del porcentaje del
conteo promedio de plaquetas después de 6, 9, 6 12 meses de tratamiento con la terapia de

reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. Por ejemplo, un sujeto en el cual el conteo
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promedio de plaquetas aumenté menos que 80%, 75%, 70%, 65%, 60% o 55% después de 9 6 12
meses de tratamiento en comparacion con su conteo de plaquetas promedio de la linea de base
antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, el
tratamiento de imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo,
administrada en semanas alternas durante 9 meses) se identifica para el tratamiento con
velaglucerasa. Como otro ejemplo, un sujeto en el cual el conteo promedio de plaquetas aumento
en menos de 40%, 35%, 30% o 25% después de 6 meses de tratamiento en comparacion con su
conteo de plaquetas promedio de linea de base antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, el tratamiento de imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a
una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas durante 6 meses) se identifica

para el tratamiento con velaglucerasa.

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un método para tratar un sujeto con la
enfermedad de Gaucher (por ejemplo, enfermedad de Gaucher tipo 1), el método comprende

seleccionar un sujeto con la enfermedad de Gaucher, que ha recibido una terapia de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) y tiene un
conteo de plaquetas inferior a un estandar, por ejemplo, un sujeto identificado por un método
descrito en la presente, y

administrar velaglucerasa al sujeto.

En algunas modalidades, la velaglucerasa se administra a una dosis de 15 a 60 U/kg (por
ejemplo, 30 U/kg a 60 U/kg, por ejemplo, 15 U/kg, 30 U/kg, 45U/kg, o 60 U/kg), a una dosis igual
o por debajo de 22.5 U/kg, a una dosis entre 22.5 y 37.5 U/kg, a una dosis entre 37.5 y 52.5 U/kg, o
a una dosis igual o por encima de 52.5 U/kg. En algunas modalidades, la velaglucerasa se
administra a una dosis de 2.5 U/kg a 60 U/kg. En algunas modalidades, la velaglucerasa se
administra en semanas alternas por infusion intravenosa. En otras modalidades, la velaglucerasa se
administra todas las semanas por infusion intravenosa. En algunas modalidades, la velaglucerasa
se administra tres veces por semana por infusion intravenosa, por ejemplo, a una dosis de 2.5 U/kg.

En algunas modalidades, la infusion de la dosis (por ejemplo, una dosis descrita en la
presente descripcion) ocurre durante menos de 2 horas, por ejemplo, 90 minutos, 80 minutos, 70
minutos, 60 minutos, 50 minutos o 45 minutos.

En algunas modalidades, el método incluye:
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reconstituir la velaglucerasa liofilizada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal
como agua estéril para inyeccion (por ejemplo, reconstituir un vial de 200 unidades con 2.2 ml de
agua estéril para inyeccion o un vial de 400 unidades con 4.3 ml de agua estéril para inyeccion), y
de este modo formar una solucion, por ejemplo, en donde el vial no se agita después de la adicion
del agua estéril para inyeccion; opcionalmente, inspeccionar la solucion de los viales (y, por
ejemplo, opcionalmente determinar si la solucion estd descolorida o si esta presente material
particulado, y, opcionalmente, decidir no usar la solucion si la solucion esta descolorida o si esta
presente el material particulado);

retirar un volumen de solucion para proporcionar una dosis pre-seleccionada (por ejemplo,
una dosis descrita en la presente descripcion tal como 15 U/kg, 30 U/kg, 45 U/kg, o 60 U/kg);

diluir el volumen, por ejemplo, en 100 ml de solucion 0.9% de cloruro de sodio, adecuada
para la administracion intravenosa, y de este modo formar una solucion diluida; opcionalmente la
solucion diluida se balancea suavemente, pero no se agita la solucion diluida, y

administrar la solucion diluida al sujeto por infusion intravenosa.

En algunas modalidades, la velaglucerasa se administra a una tasa de 2 U/kg/minuto, 1.5
U/kg/minuto, 1 U/kg/minuto o 0.5 U/kg/minuto.

En algunas modalidades, la administracion comprende la terapia a domicilio (por ejemplo,
en la casa del sujeto, lugar de trabajo, o entorno de otro tipo no clinico (por ejemplo, no
hospitalario). En algunas modalidades, la administracion (por ejemplo, a través de infusidon) es por
un profesional de la salud (por ejemplo, una enfermera o asistente del médico). Por ejemplo, si el
sujeto no ha experimentado un evento adverso (AE) (por ejemplo, un EA grave relacionado con el
farmaco o un EA relacionado con la infusion, por ejemplo, un evento descrito en la presente), por
ejemplo, después de uno, dos, o tres administraciones (por ejemplo, a través de infusion) de
velaglucerasa, el sujeto es elegible para recibir terapia a domicilio para las administraciones

posteriores.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para evaluar un sujeto, por ejemplo,
un sujeto al que se le administra actualmente una terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso). El método incluye evaluar
(por ejemplo, medir) u obtener una evaluacién de uno o mas (por ejemplo, 1,2, 3,4, 5, 6,06 7) de

los siguientes parametros del sujeto:
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concentraciéon de hemoglobina, conteo de plaquetas, volumen del higado (por ejemplo,
como un porcentaje del peso corporal total), volumen del bazo (por ejemplo, como un porcentaje
del peso corporal total), reaccion en el sitio de infusion, un pardmetro esquelético, o presencia de
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o
IgA) a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, valor medio de
uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 6 7) de estos parametros).

El parametro esquelético puede ser, por ejemplo, la densidad mineral 6sea (DMO) (por
ejemplo, medida por un cambio (por ejemplo, mejoria) en la puntuacion Z). La DMO se puede
evaluar, por ejemplo, por absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA). Otros parametros
esqueléticos que se pueden evaluar incluyen, por ejemplo, puntuacion T (por ejemplo, para
determinar la clasificacion de la OMS de un hueso normal, osteopenia y osteoporosis), el
crecimiento de un sujeto (por ejemplo, un sujeto pediatrico), la edad del esqueleto de un sujeto (por
ejemplo, un sujeto pediatrico), y la carga de la médula 6sea (BMB) (por ejemplo, en un sujeto
adulto).

La evaluacion puede realizarse, por ejemplo, aproximadamente todas las semanas,
aproximadamente cada dos semanas, aproximadamente cada tres semanas, aproximadamente cada
cuatro semanas, aproximadamente cada dos meses, aproximadamente cada tres meses,
aproximadamente cada cuatro meses, aproximadamente cada cinco meses, aproximadamente cada
seis meses, aproximadamente cada siete meses, aproximadamente cada ocho meses,
aproximadamente cada nueve meses, aproximadamente cada diez meses, aproximadamente cada
once meses, o aproximadamente cada doce meses durante el curso del tratamiento. La evaluacion
también se puede realizar antes de comenzar el tratamiento (por ejemplo, para establecer un valor
de linea de base). La evaluacion puede incluir comparar el valor del pardmetro del sujeto con un
estandar (por ejemplo, un estandar descrito en la presente, por ejemplo, un control negativo), y
opcionalmente determinar si existe una diferencia entre el valor del parametro del sujeto y el valor
del estandar. El estandar puede ser, por ejemplo, un valor del pardmetro medido en un sujeto con la
enfermedad de Gaucher que se trata con una terapia diferente para la enfermedad de Gaucher (por
ejemplo, un tratamiento descrito en la presente descripcion), o un valor medio para una cohorte de
tales sujetos (por ejemplo, después de la terapia de la misma duracion), o el valor de la linea de
base para el sujeto (o un valor medio de la linea de base de una cohorte de sujetos con enfermedad

de Gaucher) antes de comenzar la terapia (por ejemplo, antes del comienzo de una terapia de

14



10

15

20

25

30

reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa o velaglucerasa)). Por
ejemplo, un parametro esquelético (por ejemplo, la densidad mineral 6sea) se puede evaluar por
cambios a largo plazo, por ejemplo, después de 1, 2, 3, 4, o més afios de terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso).

La evaluacion puede incluir la determinacion de si una o més de los siguientes estan
presentes:

la diferencia entre una o mas de la concentracién de hemoglobina, conteo de plaquetas,
volumen del higado, volumen del bazo, o un parametro esquelético

y la de un estandar (para el pardmetro dado) es mayor que 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 0 90%. Alternativamente, o
ademads, la evaluacion puede incluir determinar si esta presente una reaccion en el sitio de infusion
(por ejemplo, durante o dentro de las 12 horas después de la infusion) y/o si los anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a una
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso)
estan presentes.

En algunas modalidades, la evaluacion puede ser una o mas de, concentracion de
hemoglobina, conteo de plaquetas y determinar si estan presentes anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos neutralizantes) contra una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa
(por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso). En algunas modalidades, la evaluacién de uno o mas de
estos parametros se realiza en una muestra del sujeto, por ejemplo, una muestra de sangre o suero.
En algunas modalidades, la muestra se modificd. Por ejemplo, los valores se obtienen mediante el
contacto de la muestra con un reactivo analitico y/o un sustrato o célula, por ejemplo, un sustrato o
una célula que se une a un anticuerpo para el reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. En
algunas modalidades, los valores se obtienen a partir de una muestra que se enriquece para, por
ejemplo, hemoglobina, plaquetas y/o anticuerpos, por ejemplo, una porcion concentrada de una
muestra de sangre o suero. En algunas modalidades, la evaluacion se obtuvo por un método
descrito en la presente descripcion.

En base a la determinacion, se puede tomar una decision de tratamiento para el sujeto. Por
ejemplo, siun sujeto que recibe un tratamiento para la enfermedad de Gaucher, tal como una
terapia de reemplazo enziméatico con glucocerebrosidasa, por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso, tiene

un valor para uno o mas de los parametros que difiere del valor de un estdndar (por ejemplo, un
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sujeto con la enfermedad de Gaucher, que recibe un tratamiento diferente (velaglucerasa)), se
puede tomar una decision de transferir el sujeto que actualmente recibe un tratamiento de
reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento de imiglucerasa) a un
tratamiento de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa diferente (por ejemplo, tratamiento de
velaglucerasa). Por ejemplo, si se detectan anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes)
(por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a imiglucerasa en un sujeto sometido a
tratamiento con imiglucerasa, el sujeto se puede transferir a un tratamiento con velaglucerasa.
Como otro ejemplo, si una reaccion en el sitio de infusion se detecta durante o dentro de las 12
horas de la administracion de imiglucerasa a un sujeto sometido a tratamiento con imiglucerasa, el
sujeto se puede transferir a un tratamiento con velaglucerasa. Como otro ejemplo, si el conteo
promedio de plaquetas en un sujeto sometido a tratamiento con imiglucerasa es menor (por
ejemplo, menor que 5%, 10%,%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 0 90%) que el valor de conteo promedio de plaquetas obtenido para una
cohorte de sujetos con enfermedad de Gaucher tratados con velaglucerasa por la misma duracion a
la misma dosis y la misma frecuencia de administracion del tratamiento, el sujeto se puede

transferir a tratamiento de velaglucerasa.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para seleccionar un tratamiento para
la administracion a un sujeto con enfermedad de Gaucher, el método comprende

seleccionar un tratamiento sobre la base de que el tratamiento pueda aumentar la
concentracion de hemoglobina, aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado,
disminuir el volumen del bazo, disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar,
por ejemplo, un estandar descrito en la presente, por ejemplo, la probabilidad para una cohorte de
los sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para la
enfermedad de Gaucher) de reaccion en el sitio de infusion, cambiar un parametro esquelético (por
ejemplo, aumentar la densidad mineral 6sea), y/o disminuir la probabilidad (por ejemplo, con
relacion a un estandar, por ejemplo, un estandar descrito en la presente, por ejemplo, la
probabilidad para una cohorte de sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo,
imiglucerasa o Uplyso) para la enfermedad de Gaucher) de produccion de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) al

tratamiento. Opcionalmente, el método puede incluir proporcionar el tratamiento al sujeto, por

16



10

15

20

25

30

ejemplo, en la que proporcionar incluye administrar el tratamiento o transferir el tratamiento a
posesion del sujeto. En algunas modalidades, el tratamiento se puede administrar en una dosis y/o
programa de dosificacion descrito en la presente.

El método puede incluir evaluar (por ejemplo, medir) u obtener una evaluaciéon de uno o

mas de estos parametros, por ejemplo, por un método descrito en la presente.

En un aspecto, la descripcion proporciona un método para seleccionar un tratamiento para
la administracion un sujeto que necesite un aumento de la concentracion de hemoglobina, un
aumento del nivel de plaquetas, una disminucion del volumen del higado, una disminucién del
volumen del bazo, una disminucion de la probabilidad de reaccion en el sitio de inyeccion, un
cambio del parametro esquelético (por ejemplo, un aumento de la densidad mineral 6sea), y/o una
disminucion de la probabilidad de produccion de anticuerpos para el tratamiento, el método
comprende

seleccionar un tratamiento sobre la base de que el tratamiento pueda aumentar la
concentraciéon de hemoglobina, aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado,
disminuir el volumen del bazo, disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacién a un estandar,
por ejemplo, un estandar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la probabilidad para una
cohorte de los sujetos que reciben un tratamiento diferente para la enfermedad de Gaucher) de
reaccion en el sitio de infusion, cambiar un pardmetro esquelético (por ejemplo, aumentar la
densidad mineral 6sea), y/o disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar, por
ejemplo, un estandar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la probabilidad para una
cohorte de los sujetos que reciben un tratamiento diferente para la enfermedad de Gaucher) de
produccion de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE,
IgM, IgG y/o IgA) al tratamiento. Opcionalmente, el método puede incluir proporcionar el
tratamiento al sujeto, por ejemplo, en donde proporcionar incluye administrar el tratamiento o
transferir el tratamiento a posesion del sujeto. En algunas modalidades, el tratamiento se puede
administrar en una dosis y/o programa de dosificacion descrito en la presente.

El método puede incluir evaluar (por ejemplo, medir) u obtener una evaluacion de uno o

mas de estos parametros, por ejemplo, por un método descrito en la presente.
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En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para evaluar un sujeto, por ejemplo,
un sujeto que se selecciona para recibir el tratamiento con una terapia de reemplazo enziméatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso). El método incluye
evaluar (por ejemplo, medir) uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 6 7) de los siguientes
parametros del sujeto:

concentraciéon de hemoglobina, conteo de plaquetas, volumen del higado (por ejemplo,
como un porcentaje del peso corporal total), volumen del bazo (por ejemplo, como un porcentaje
del peso corporal total), reaccion en el sitio de infusion, un pardmetro esquelético, o presencia de
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o
IgA) a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, valor medio de
uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 6 7) de estos pardmetros).

El pardmetro esquelético puede ser, por ejemplo, la densidad mineral 6sea (DMO) (por
ejemplo, medida por un cambio (por ejemplo, mejoria) en la puntuacion Z). La DMO se puede
evaluar, por ejemplo, por absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA). Otros pardmetros
esqueléticos que se pueden evaluar incluyen, por ejemplo, puntuacion T (por ejemplo, para
determinar la clasificacion de la OMS de un hueso normal, osteopenia y osteoporosis), el
crecimiento de un sujeto (por ejemplo, un sujeto pediatrico), la edad del esqueleto de un sujeto (por
ejemplo, un sujeto pediatrico), y la carga de la médula 6sea (BMB) (por ejemplo, en un sujeto
adulto).

La evaluacion puede incluir comparar el valor del parametro del sujeto con un estandar (por

ejemplo, un estandar descrito en la presente, por ejemplo, un control negativo), y opcionalmente
determinar si existe una diferencia entre el valor del parametro del sujeto y el valor del estandar.
El estandar puede ser, por ejemplo, un valor del parametro medido en un sujeto con la enfermedad
de Gaucher que se trata con una terapia diferente para la enfermedad de Gaucher (por ejemplo, un
tratamiento descrito en la presente descripcion), o un valor promedio para una cohorte de tales
sujetos (por ejemplo, después de la terapia de la misma duracion), o el valor de la linea de base
para el sujeto (o un valor promedio de la linea de base de una cohorte de sujetos con enfermedad de
Gaucher) antes de comenzar la terapia.

La evaluacion puede incluir determinar si:

la diferencia entre una o mas de la concentracién de hemoglobina, conteo de plaquetas,

volumen del higado, volumen del bazo, o un parametro esquelético (por ejemplo, medido como

18



10

15

20

25

30

densidad mineral 6sea (BMD)) y la de un estandar (para los pardmetros dados) es mayor que 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 0 90%.

En algunas modalidades, la evaluacion puede ser una o mas de, concentracion de
hemoglobina, conteo de plaquetas y determinar si estan presentes anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos neutralizantes) contra una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa
(por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso). En algunas modalidades, la evaluacion de uno o mas de
estos parametros se realiza en una muestra del sujeto, por ejemplo, una muestra de sangre o suero.
En algunas modalidades, la muestra se modificd. Por ejemplo, los valores se obtienen mediante el
contacto de la muestra con un reactivo analitico y/o un sustrato o célula, por ejemplo, un sustrato o
una célula que se une a un anticuerpo para el reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. En
algunas modalidades, los valores se obtienen a partir de una muestra que se enriquece para, por
ejemplo, hemoglobina, plaquetas y/o anticuerpos, por ejemplo, una porcion concentrada de una
muestra de sangre o suero. En algunas modalidades, la evaluacion se obtuvo por un método

descrito en la presente descripcion.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método de prescribir una terapia de
reemplazo enzimdtico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso),
el método comprende:

recibir un identificador para la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa, por ejemplo, la estructura quimica, nombre quimico, nombre comercial o el
nombre genérico de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa;

recibir la informacion que la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa tiene una o mas de las siguientes propiedades: puede aumentar la concentracion
de hemoglobina, aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado, disminuir el
volumen del bazo, disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar, por ejemplo,
un estandar descrito en la presente, por ejemplo, la probabilidad de una cohorte de sujetos que
reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para la enfermedad de
Gaucher) de reaccion en el sitio de infusion, cambiar un parametro esquelético (por ejemplo,
aumento de la densidad mineral 6sea), y/o disminuir la probabilidad ( por ejemplo, con relacion a

un estandar, por ejemplo, un estandar descrito en la presente, por ejemplo, la probabilidad de una
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cohorte de sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para
la enfermedad de Gaucher) de produccion de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes)
(por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) al tratamiento;

seleccionar un sujeto que necesite reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa,
por ejemplo, sobre la base de que el sujeto necesita de uno o mas de: un aumento de la
concentraciéon de hemoglobina, un aumento del conteo de plaquetas, una disminucion del volumen
del higado, una disminucioén del volumen del bazo, una disminucidn de la probabilidad (por
ejemplo, con relacion a un estandar, por ejemplo, un estdndar descrito en la presente, por ejemplo,
la probabilidad para una cohorte de sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo,
imiglucerasa o Uplyso) para la enfermedad de Gaucher) de reaccion en el sitio de infusion, cambiar
un parametro esquelético (por ejemplo, aumentar la densidad mineral 6sea), y/o disminucion de la
probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar, por ejemplo, un estandar descrito en la
presente, por ejemplo, la probabilidad para una cohorte de sujetos que reciben un tratamiento
diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para la enfermedad de Gaucher) de produccion de
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o
IgA) al tratamiento, y

hacer que la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa se prescriba,
dispense o administre a un sujeto.

En algunas modalidades, el sujeto necesita de uno o mas de un aumento en la concentracion
de hemoglobina, un aumento en el conteo de plaquetas y disminucion de la probabilidad de
produccion de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) a una terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso). En algunas modalidades,
una determinacion de que un sujeto necesita de uno o mas de estos cambios se basa en una
evaluacion de uno o mas de estos parametros que se realiza en una muestra del sujeto, por ejemplo,
una muestra de sangre o suero. En algunas modalidades, la muestra se modificé. Por ejemplo, los
valores se obtienen mediante el contacto de la muestra con un reactivo analitico y/o un sustrato o
célula, por ejemplo, un sustrato o una célula que se une a un anticuerpo para el reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa. En algunas modalidades, los valores se obtienen de una
muestra que se enriquece en, por ejemplo, hemoglobina, plaquetas y/o anticuerpos, por ejemplo,
una porcion concentrada de una muestra de sangre. En algunas modalidades, la evaluacion se

obtuvo por un método descrito en la presente descripcion.
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En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para proporcionar a un receptor
informacion sobre, o directrices para, el uso de una terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa o velaglucerasa), el método comprende:

comunicar al receptor un identificador para la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa, por ejemplo, la estructura quimica, nombre quimico, nombre comercial o
nombre genérico de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa;

comunicar al receptor la informacion de que la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa tiene una o mas de las siguientes propiedades: puede aumentar la concentracion
de hemoglobina, aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado, disminuir el
volumen del bazo, disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacién a un estandar, por ejemplo,
un estandar descrito en la presente, por ejemplo, la probabilidad para una cohorte de sujetos que
reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para la enfermedad de
Gaucher) de reaccion en el sitio de infusion, cambiar un parametro esquelético (por ejemplo,
aumentar la densidad mineral dsea), y/o disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un
estandar, por ejemplo, un estdndar descrito en la presente, por ejemplo, la probabilidad para una
cohorte de sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para
la enfermedad de Gaucher) de produccion de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes)
(por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y / o IgA) al tratamiento;

recibir una solicitud del receptor para la compra de la terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa, y

vender, transportar o transferir al receptor la terapia de reemplazo enzimatico con

glucocerebrosidasa.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para proporcionar a un receptor
informacion acerca de una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo,
imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso), o las directrices para el uso de una reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa o velaglucerasa), el método comprende:

proporcionar un identificador para la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa, por ejemplo, la estructura quimica, nombre quimico, nombre comercial o

nombre genérico de la terapia de reemplazo enziméatico con glucocerebrosidasa;
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proporcionar la informacion de que la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa tiene una o mas de las siguientes propiedades: puede aumentar la concentracion
de hemoglobina, aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado, disminuir el
volumen del bazo, disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar, por ejemplo,
un estandar descrito en la presente, por ejemplo, la probabilidad para que en una cohorte de sujetos
que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa) para la enfermedad de Gaucher)
de reaccion en el sitio de infusion, cambiar un pardmetro esquelético (por ejemplo, aumento de la
densidad mineral 6sea), y/o disminucion de la probabilidad (por ejemplo, en relacion a un estandar,
por ejemplo, un estandar descrito en la presente, por ejemplo, la probabilidad de que en una
cohorte de sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa) para la
enfermedad de Gaucher) de produccién de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes)
(por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM IgG y/o IgA) al tratamiento;

perpetuar, por ejemplo, en una base de datos, el identificador y la informacion, y

transferir al receptor la perpetuacion (por ejemplo, el identificador e informacion

perpetuada).

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para proporcionar a un receptor
informacion acerca de una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo,
imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso), o las directrices para el uso de una terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso), el método
comprende:

proporcionar un identificador para la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa, por ejemplo, la estructura quimica, nombre quimico, nombre comercial o
nombre genérico de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa;

proporcionar la informacion que la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa tiene una o mas de las siguientes propiedades: puede aumentar la concentracion
de hemoglobina, aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado, disminuir el
volumen del bazo, disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar, por ejemplo,
un estandar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la probabilidad para una cohorte de
los sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para la

enfermedad de Gaucher) de reaccion en el sitio de infusion, cambiar un parametro esquelético (por
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ejemplo, aumentar la densidad mineral 6sea), y/o disminuir la probabilidad (por ejemplo, con
relacion a un estandar, por ejemplo, un estdndar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la
probabilidad para una cohorte de los sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo,
imiglucerasa o Uplyso) para la enfermedad de Gaucher) de produccion de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, 1gG y/o IgA) al
tratamiento;

asociar al identificador con la informacion, por ejemplo, en una base de datos o por
asociacion fisica; y

transferir el identificador asociado y la informacion al receptor.

En otro aspecto, la descripcion proporciona una base de datos, medio, o computadora que

contiene o se programa para contener:

un identificador para una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa
(por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso), por ejemplo, la estructura quimica, nombre
quimico, nombre comercial o nombre genérico de la terapia de reemplazo enziméatico con
glucocerebrosidasa;

informacion de que la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa tiene
una o mas de las siguientes propiedades: puede aumentar la concentracion de hemoglobina,
aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado, disminuir el volumen del bazo,
disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacidon a un estandar, por ejemplo, un estandar
descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la probabilidad para una cohorte de los sujetos que
reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa) para la enfermedad de Gaucher) de
reaccion en el sitio de infusion, cambiar un pardmetro esquelético (por ejemplo, aumentar la
densidad mineral 6sea), y/o disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar, por
ejemplo, un estandar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la probabilidad para una
cohorte de los sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa) para la
enfermedad de Gaucher) de produccién de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes)
(por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) al tratamiento; y

una funcion asociativa que asocia al identificador con la informacion, por ejemplo,

en una base de datos o por asociacion fisica.
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En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para realizar una terapia de
reemplazo enzimdtico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso)
disponible para un sujeto, el método comprende:

proporcionar al sujeto un identificador para la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa, por ejemplo, la estructura quimica, nombre quimico, nombre comercial o
nombre genérico de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa;

proporcionar al sujeto informacion de que la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa tiene una o mas de las siguientes propiedades: puede aumentar la concentracion
de hemoglobina, aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado, disminuir el
volumen del bazo, disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar, por ejemplo,
un estandar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la probabilidad para una cohorte de
los sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para la
enfermedad de Gaucher) de reaccion en el sitio de infusion, cambiar un parametro esquelético (por
ejemplo, aumentar la densidad mineral 6sea), y/o disminuir la probabilidad (por ejemplo, con
relacion a un estandar, por ejemplo, un estandar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la
probabilidad para una cohorte de los sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo,
imiglucerasa o Uplyso) para la enfermedad de Gaucher) de produccion de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, 1gG y/o IgA) al
tratamiento; y

colocar en el comercio, una dosis de la terapia de reemplazo enzimatico con

glucocerebrosidasa que pueda ser administrada a, proporcionada a, o comprada por el sujeto.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para provocar que un sujeto requiera
una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa,
velaglucerasa o Uplyso), el método comprende:

proporcionar al sujeto un identificador para la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa, por ejemplo, la estructura quimica, nombre quimico, nombre comercial o
nombre genérico de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa;

proporcionar al sujeto informacion de que la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa tiene una o mas de las siguientes propiedades, puede aumentar la concentracion

de hemoglobina, aumentar el conteo de plaquetas, disminuir el volumen del higado, disminuir el
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volumen del bazo, disminuir la probabilidad (por ejemplo, con relacion a un estandar, por ejemplo,
un estandar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la probabilidad para una cohorte de
los sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo, imiglucerasa o Uplyso) para la
enfermedad de Gaucher) de reaccion en el sitio de infusion, cambiar un parametro esquelético (por
ejemplo, aumentar la densidad mineral 6sea), y/o disminuir la probabilidad (por ejemplo, con
relacion a un estandar, por ejemplo, un estandar descrito en la presente descripcion, por ejemplo, la
probabilidad para una cohorte de los sujetos que reciben un tratamiento diferente (por ejemplo,
imiglucerasa o Uplyso) para la enfermedad de Gaucher) de produccion de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) al
tratamiento; y

colocar en el comercio, una dosis de la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa que pueda ser administrada a, proporcionada a, o comprada por el sujeto.

En otro aspecto, la descripcion caracteriza un método de seleccion de una clase de pago
para un curso de tratamiento con una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa (por
ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso) para un sujeto con la enfermedad de Gaucher (por
ejemplo, enfermedad de Gaucher de tipo I). El método incluye proporcionar (por ejemplo, recibir)
una evaluacion de si el sujeto experimenta una reaccion en el sitio de infusion a una terapia de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA ) a una terapia de reemplazo de la
enzima glucocerebrosidasa, y llevar a cabo al menos uno de (1) si el sujeto experimenta una
reaccion en el sitio de infusidn a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o
produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM,
IgG y/o IgA) a una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa, seleccionar una primera
clase de pago, y (2) si el sujeto no experimenta una reaccion en el sitio de infusion a una terapia de
reemplazo enzimdtico con glucocerebrosidasa o no produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a una terapia de reemplazo de la
enzima glucocerebrosidasa, seleccionar una segunda clase de pago.

En algunas modalidades, el sujeto se asigna a la primera clase y la asignacion autoriza el
pago de un curso de tratamiento (por ejemplo, velaglucerasa).

En algunas modalidades, el sujeto se asigna a la segunda clase y la asignacion autoriza el

pago de un curso de tratamiento (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso).
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En algunas modalidades, la evaluacion es si un sujeto produce o no anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a una
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa y la evaluacion se obtiene por un método

descrito en la presente.

En otro aspecto, la descripcion caracteriza un método para seleccionar una clase de pago
para un curso de tratamiento con una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa (por
ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso) para un sujeto con la enfermedad de Gaucher (por
ejemplo, enfermedad de Gaucher de tipo I). El método incluye proporcionar (por ejemplo, recibir)
un evaluacién acerca de si el promedio del conteo de plaquetas en los sujetos aumentd al menos en
80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 0 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su
conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enziméatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a
una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o si el promedio
del conteo de plaquetas en los sujetos aument6 en al menos 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6
meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de
iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 6 meses); y realizar al menos uno de 1) si el promedio del conteo de plaquetas
en los sujetos aument6 al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12 meses de
tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas en los sujetos aumento al
menos en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de
plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses), seleccionar una
primera clase de pago, y (2) si el promedio del conteo de plaquetas en los sujetos aument6 en 80%,
75%, 70%, 65%, 60%, 0 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su conteo de

plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
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glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del
conteo de plaquetas en los sujetos aumentd en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de
tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 6 meses), seleccionar un segunda clase de pago.

En algunas modalidades, el sujeto se asigna a la primera clase y la asignacion autoriza el
pago de un curso de tratamiento (por ejemplo, velaglucerasa).

En algunas modalidades, el sujeto se asigna a la segunda clase y la asignacion autoriza el
pago de un curso de tratamiento (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso).

En algunas modalidades, la evaluacion se obtuvo por un método descrito en la presente

descripcion.

En un aspecto, la descripcion caracteriza un método para proporcionar informacion sobre la
cual tomar una decision sobre un sujeto con enfermedad de Gaucher (por ejemplo, de enfermedad
de Gaucher tipo I), o tomar tal decision. El método incluye proporcionar (por ejemplo, al recibir)
una evaluacion de un sujeto, en donde la evaluacion se realiz6 mediante un método descrito en la
presente, por ejemplo, por la administraciéon opcional de una terapia de reemplazo de la enzima
glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso) al sujeto, proporcionar una
determinacion, posterior a la administracion, de si el sujeto experimenta o no una reaccion en el
sitio de infusion a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o produce
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o
IgA) a una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa, proporcionando de este modo
una determinacion posterior a la administracion; proporcionar una comparacion con un estandar de
la determinacion posterior a la administracion (por ejemplo, un estdndar descrito en la presente),
proporcionando, de este modo, informacion sobre la cual tomar una decision sobre un objeto, o
tomar tal decision.

En algunas modalidades, el método incluye tomar la decision.
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En algunas modalidades, el método también incluye la comunicacion de la informacion a
un tercero (por ejemplo, por computadora, disco compacto, teléfono, fax, correo electronico o
carta).

En algunas modalidades, la decision incluye seleccionar un sujeto para el pago, hacer o
autorizar el pago de un primer curso de accion (por ejemplo, el tratamiento con velaglucerasa) si el
sujeto experimenta una reaccion en el sitio de infusion a una terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa o produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo,
anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa, y
un segundo curso de accion (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso) si
el sujeto no experimenta una reaccion en el sitio de infusion, a una terapia de reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa o no produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por
ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a un reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa.

En algunas modalidades, el sujeto experimenta una reaccion en el sitio de infusion, a una
terapia de reemplazo enziméatico con glucocerebrosidasa o produce anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o anticuerpos IgA) a una
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa y el curso de accion es la autorizacion de
un curso de terapia (por ejemplo, tratamiento con velaglucerasa).

En algunas modalidades, el sujeto experimenta una reaccion en el sitio de infusion, a una
terapia de reemplazo enziméatico con glucocerebrosidasa o produce anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a una terapia de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa y el curso de accidn es asignar el sujeto a una
primera clase. En algunas modalidades, la asignacion a la primera clase permitira el pago de un
tratamiento (por ejemplo, velaglucerasa) que se proporciona al sujeto. En algunas modalidades, el
pago es de una primera parte a una segunda parte. En algunas modalidades, la primera parte es
distinta del sujeto. En algunas modalidades, la primera parte se selecciona de una tercera parte
pagadora, una compaiia de seguros, empleador, plan de salud patrocinado por el empleador, HMO
u otra entidad gubernamental. En algunas modalidades, la segunda parte se selecciona del sujeto,
un proveedor de atencion médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad
gubernamental, o una entidad la cual venda o suministre el tratamiento. En algunas modalidades, la
primera parte es una compaiiia de seguros y la segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor

de atencion médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad gubernamental, o una
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entidad la cual venda o suministre el tratamiento. En algunas modalidades, la primera parte es una
entidad gubernamental y la segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencion
médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una compaiiia de seguros o una entidad la cual
venda o suministre el tratamiento.

En algunas modalidades, el sujeto no experimenta una reaccion en el sitio de infusion, a una
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o no produce anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y / o IgA) a un reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa y el curso de accion es la autorizacidon de un curso de terapia
(por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso).

En algunas modalidades, el sujeto no experimenta una reaccion en el sitio de infusioén a una
terapia de reemplazo enziméatico con glucocerebrosidasa o no produce anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a un reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa y el curso de accion es la asignacion del sujeto a una segunda
clase. En algunas modalidades, la asignacion a la segunda clase permitira el pago de un
tratamiento (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso), que se proporciona al sujeto. En
algunas modalidades, el pago es por una primera parte a una segunda parte. En algunas
modalidades, la primera parte es distinta del sujeto. En algunas modalidades, la primera parte se
selecciona de una tercera parte pagadora, una compaiiia de seguros, empleador, plan de salud
patrocinado por el empleador, HMO u otra entidad gubernamental. En algunas modalidades, la
segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencion médica, un médico tratante, un
HMO, un hospital, una entidad gubernamental, o una entidad la cual venda o suministre el
tratamiento. En algunas modalidades, la primera parte es una compania de seguros y la segunda
parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencidén médica, un médico tratante, un HMO, un
hospital, una entidad gubernamental, o una entidad la cual venda o suministre el tratamiento. En
algunas modalidades, la primera parte es una entidad gubernamental y la segunda parte se
selecciona del sujeto, un proveedor de atenciéon médica, un médico tratante, un HMO, un hospital,

una compafiia de seguros o una entidad la cual venda o suministre el tratamiento.

En un aspecto, la descripcion caracteriza un método para proporcionar informacion sobre la
cual tomar una decision sobre un sujeto con enfermedad de Gaucher (por ejemplo, de enfermedad

de Gaucher tipo I), o tomar tal decision. El método incluye proporcionar (por ejemplo, al recibir)
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una evaluacion de un sujeto, en donde la evaluacion se hizo por un método descrito en la presente
descripcion, por ejemplo, por la administracion opcional de una terapia de reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso), al sujeto;
proporcionar una determinacion, posterior a la administracion, de si el promedio del conteo de
plaquetas del sujeto aumento6 al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12
meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de
iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas del sujeto aumento al
menos en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de
plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses), proporcionando, de
este modo, una determinacion posterior a la administracion; proporcionar una comparacion de la
determinacion posterior a la administracion con un estandar (por ejemplo, un estandar descrito en
la presente descripcion), proporcionando, de este modo, informacion sobre la cual tomar una
decision acerca de un sujeto, o tomar tal decision.

En algunas modalidades, el método incluye tomar la decision.

En algunas modalidades, el método también incluye comunicar la informacion a un tercero
(por ejemplo, por computadora, disco compacto, teléfono, fax, correo electronico o carta).

En algunas modalidades, la decision incluye seleccionar un sujeto para el pago, hacer o
autorizar el pago de un primer curso de accion (por ejemplo, tratamiento con velaglucerasa) si el
promedio del conteo de plaquetas en los sujetos aumentd al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%.,
0 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de
base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por
ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por
ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas
en los sujetos aumento al menos en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento
comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por

ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6
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meses) y un segundo curso de accion (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, velaglucerasa o
Uplyso) si el promedio del conteo de plaquetas en los sujetos aument6 en 80%, 75%, 70%, 65%,
60%, 0 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de
linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa
(por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por
ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas
en los sujetos aumento6 en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado
con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo,
imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses).

En algunas modalidades, el promedio del conteo de plaquetas del sujeto aument6 al menos
en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su
conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a
una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o el promedio
del conteo de plaquetas del sujeto aumentd al menos en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6
meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de
iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 6 meses) y el curso de accion es la autorizacion de un curso de terapia (por
ejemplo, tratamiento con velaglucerasa).

En algunas modalidades, el sujeto se asigna a la primera clase y la asignacion autoriza el
pago de un curso de tratamiento (por ejemplo, velaglucerasa).

En algunas modalidades, el sujeto se asigna a la segunda clase y la asignacion autoriza el
pago de un curso de tratamiento (por ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso).

En algunas modalidades, el promedio del conteo de plaquetas del sujeto aument6 al menos
en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su
conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enziméatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a
una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o el promedio

del conteo de plaquetas del sujeto aumentd al menos en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6
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meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de
iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 6 meses) y el curso de accion es que el sujeto asista a una primera clase. En
algunas modalidades, la asignacion a la primera clase permitira el pago de un tratamiento (por
ejemplo, velaglucerasa) que se proporciona al sujeto. En algunas modalidades, el pago es de una
primera parte a una segunda parte. En algunas modalidades, la primera parte es distinta del sujeto.
En algunas modalidades, la primera parte se selecciona de una tercera parte pagadora, una
compaiia de seguros, empleador, plan de salud patrocinado por el empleador, HMO u otra entidad
gubernamental. En algunas modalidades, la segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor
de atencion médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad gubernamental, o una
entidad la cual venda o suministre el tratamiento. En algunas modalidades, la primera parte es una
compania de seguros y la segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencion médica,
un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad gubernamental, o una entidad la cual venda
o suministre el tratamiento. En algunas modalidades, la primera parte es una entidad
gubernamental y la segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atenciéon médica, un
médico tratante, un HMO, un hospital, una compaiiia de seguros o una entidad la cual venda o
suministre el tratamiento.

En algunas modalidades, el promedio del conteo de plaquetas del sujeto aument6 en 80%,
75%, 70%, 65%, 60%, 0 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su conteo de
plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del
conteo de plaquetas en los sujetos aumentd en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de
tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 6 meses) y el curso de accion es la autorizacion de un curso de terapia (por
ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso).

En algunas modalidades, el promedio del conteo de plaquetas del sujeto aument6 en 80%,

75%, 70%, 65%, 60%, 0 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su conteo de
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plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enziméatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del
conteo de plaquetas en los sujetos aumentd en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de
tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 6 meses) y el curso de acciones que el sujeto asista a una segunda clase. En
algunas modalidades, la asignacion a la segunda clase permitird el pago de un tratamiento (por
ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso), que se proporciona al sujeto. En algunas
modalidades, el pago es de una primera parte a una segunda parte. En algunas modalidades, la
primera parte es distinta del sujeto. En algunas modalidades, la primera parte se selecciona de una
tercera parte pagadora, una compafiia de seguros, empleador, plan de salud patrocinado por el
empleador, HMO u otra entidad gubernamental. En algunas modalidades, la segunda parte se
selecciona del sujeto, un proveedor de atenciéon médica, un médico tratante, un HMO, un hospital,
una entidad gubernamental, o una entidad la cual venda o suministre el tratamiento. En algunas
modalidades, la primera parte es una compafia de seguros y la segunda parte se selecciona del
sujeto, un proveedor de atencidon médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad
gubernamental, o una entidad la cual venda o suministre el tratamiento. En algunas modalidades,
la primera parte es una entidad gubernamental y la segunda parte se selecciona del sujeto, un
proveedor de atencion médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una compaiiia de seguros

o una entidad la cual venda o suministre el tratamiento.

En otro aspecto, la descripcion caracteriza un método de seleccion de una clase de pago
para un curso de tratamiento con una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa (por
ejemplo, velaglucerasa) para un sujeto con enfermedad de Gaucher (enfermedad de Gaucher tipo
I). El método incluye la determinacion de que esta presente en el sujeto una reaccion en el sitio de
infusioén durante o dentro de las 12 horas después de la infusion de la terapia o que los anticuerpos
(por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a la

terapia estan presentes en el sujeto, por ejemplo, por un método descrito en la presente, y se
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aprueba, se hace, se autoriza, se recibe, se transmite o cualquier otra manera de permitir el pago de

un curso de tratamiento seleccionado, por ejemplo, velaglucerasa.

En otro aspecto, la descripcion caracteriza un método para seleccionar una clase de pago
para un curso de tratamiento con una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa (por
ejemplo, velaglucerasa imiglucerasa, o Uplyso) para un sujeto con la enfermedad de Gaucher
(enfermedad de Gaucher de tipo I). El método incluye la determinacion de que una reaccion en el
sitio de infusién durante o dentro de las 12 horas después de la infusion de la terapia no esta
presente en el sujeto o que anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo,
anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o anticuerpos IgA) a la terapia no estan presentes en el sujeto, por
ejemplo, por un método descrito en la presente, y se aprueba, se hace, se autoriza, se recibe, se
transmite o cualquier otra manera que permita el pago de un curso de tratamiento seleccionado, por

ejemplo, imiglucerasa, velaglucerasa o Uplyso.

En un aspecto, la descripcion caracteriza un método de hacer un registro de datos. El
método incluye introducir el resultado de un método descrito en la presente en un registro, por
ejemplo, un registro legible por computadora. En algunas modalidades, el registro esta disponible
en la red informatica mundial (www, por sus siglas en inglés). En algunas modalidades, el registro
se evalta por una tercera pagadora, una compaiiia de seguros, empleador, plan de salud
patrocinado por el empleador, HMO o entidad gubernamental, o un proveedor de atencion médica,
un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad gubernamental, o una entidad la cual venda
o suministre el tratamiento, o de cualquier otra manera que se invoque en un método descrito en la

presente.

En otro aspecto, la descripcion caracteriza un registro de datos (por ejemplo, registro
legible por computadora), en donde el registro incluye los resultados de un método descrito en la
presente. En algunas modalidades, el registro estd disponible en la www. En algunas modalidades,
el registro se evalua y/o transmite a una una tercera pagadora, una compaiiia de seguros,
empleador, plan de salud patrocinado por el empleador, HMO, o entidad gubernamental, o un
proveedor de atencion médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad

gubernamental, o una entidad la cual venda o suministre el tratamiento.
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En un aspecto, la descripcion caracteriza un método para proporcionar datos. El método
incluye proporcionar datos descritos en la presente, por ejemplo, generados por un método descrito
en la presente, para proporcionar un registro, por ejemplo, un registro descrito en la presente, para
determinar si se proporcionara un pago. En algunas modalidades, los datos se proporcionan por
computadora, disco compacto, teléfono, fax, correo electroénico o carta. En algunas modalidades,
los datos se proporcionan por una primera parte a una segunda parte. En algunas modalidades, la
primera parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atenciéon médica, un médico tratante, un
HMO, un hospital, una entidad gubernamental, o una entidad la cual venda o suministre el
tratamiento. En algunas modalidades, la segunda parte es una tercera parte pagadora, una compania
de seguros, empleador, plan de salud patrocinado por el empleador, HMO u otra entidad
gubernamental. En algunas modalidades, la primera parte se selecciona del sujeto, un proveedor de
atencion médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una compatfiia de seguros o una entidad
la cual venda o suministre el tratamiento y la segunda parte es una entidad gubernamental. En
algunas modalidades, la primera parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencion médica,
un médico tratante, un HMO, un hospital, una compaiia de seguros o una entidad la cual venda o

suministre el tratamiento y la segunda parte es una compania de seguros.

En un aspecto, la descripcion caracteriza un método de transmistir un registro descrito en la
presente. El método incluye una primera parte que transmite el registro a una segunda parte, por
ejemplo, por computadora, disco compacto, teléfono, fax, correo electronico o carta. En algunas
modalidades, la segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencion médica, un
médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad gubernamental, o una entidad la cual venda o
suministre el tratamiento. En algunas modalidades, la primera parte es una compaiiia de seguros o
entidad gubernamental y la segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencion
médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una entidad gubernamental, o una entidad la
cual venda o suministre el tratamiento. En algunas modalidades, la primera parte es una entidad
gubernamental o compaiia de seguros y la segunda parte se selecciona del sujeto, un proveedor de
atencion médica, un médico tratante, un HMO, un hospital, una compafiia de seguros, o una

entidad la cual venda o suministre el tratamiento.
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En un método, la informacion, por ejemplo, acerca de si un sujeto con enfermedad de
Gaucher experimenta o no una reaccion en el sitio de infusion, a una terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa o produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes)
(por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA ) a una terapia de reemplazo de la enzima
glucocerebrosidasa (por ejemplo, en el que la informacién se obtiene como se describe en la
presente) se proporciona (por ejemplo, comunicada, por ejemplo, comunicada por via electronica)
a una tercera parte, por ejemplo, un hospital, clinica, una entidad gubernamental, parte
reembolsante o compaiia de seguros (por ejemplo, una compaiiia de seguros de vida). Por ejemplo,
la eleccion del procedimiento médico, el pago de un procedimiento médico, el pago por una parte
reembolsante, o el costo de un servicio o seguro puede estar en funcioén de la informacion. Por
ejemplo, la tercera parte recibe la informacidn, hace una determinacion en base al menos en parte
de la informacion y, opcionalmente, comunica la informacion o hace una eleccion del
procedimiento, pago, nivel de pago, cobertura, etc. en base a la informacion.

En un método, la informacion, por ejemplo, si el promedio del conteo de plaquetas de un
sujeto con la enfermedad de Gaucher aument6 al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 0 55%
después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base
promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enziméatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo,
tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo,
administrada en semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas de sujeto
aumenté al menos en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su
conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a
una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses) (por ejemplo, en
donde la informacidn se obtiene como es descrito en la presente descripcion) se proporciona (por
ejemplo, comunica, por ejemplo, comunicado electronicamente) a una tercera parte, por ejemplo,
un hospital, clinica, una entidad gubernamental, parte reembolsante o compaifiia de seguros (por
ejemplo, una compaiiia de seguros de vida). Por ejemplo, la eleccion del procedimiento médico, el
pago de un procedimiento médico, el pago por una parte reembolsante, o el costo de un servicio o
seguro puede estar en funcion de la informacion. Por ejemplo, la tercera parte recibe la

informacion, hace una determinacion en base al menos en parte de la informacion vy,
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opcionalmente, comunica la informacién o hace una eleccion del procedimiento, pago, nivel de
pago, cobertura, etc. en base a la informacion.

En una modalidad, una prima de seguro (por ejemplo, de vida o médico) se evalia como
una funcion de la informacion acerca de si un sujeto con la enfermedad de Gaucher experimenta
una reaccion en el sito de infusion a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o
produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM,
IgG y/o IgA) a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. Por ejemplo, las
primas pueden aumentar (por ejemplo, por un cierto porcentaje) si el sujeto experimenta una
reaccion en el sitio de infusion a un reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa o produce
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o
IgA ) a una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa.

En una modalidad, una prima de seguro (por ejemplo, de vida o médico) se evalia como
una funcién de la informacién acerca de si el promedio del conteo de plaquetas de un sujeto con la
enfermedad de Gaucher aumento al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6
12 meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de
iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas de sujeto aumentd al menos
en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de
plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses) (por ejemplo, en
donde la informacidn se obtiene como es descrito en la presente descripcion). Por ejemplo, las
primas pueden aumentar (por ejemplo, en un cierto porcentaje) si el promedio del conteo de
plaquetas en los sujetos aumento6 al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6
12 meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de
iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas de sujeto aumentd al menos
en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de

plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
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glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una

dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses).

La informacion acerca de si un sujeto con la enfermedad de Gaucher experimenta una
reaccion en el sito de infusion a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o
produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM,
IgG y/o IgA) a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa se puede usar, por
ejemplo, en un proceso de poliza de seguro para seguro de vida. La informacioén se puede
incorporar en un perfil sobre un sujeto. Otra informacion en el perfil se puede incluir, por ejemplo,
fecha de nacimiento, sexo, estado civil, datos bancarios, informacion de crédito, nifios, y asi
sucesivamente. Puede recomendarse una politica de seguro como una funcion de la informacion
sobre si un sujeto con la enfermedad de Gaucher experimenta una reaccion en el sito de infusion a
una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o produce anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a una terapia de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. Una evaluacion de riesgo o la prima de seguro
puede evaluarse, ademas, como funcion de si un sujeto con la enfermedad de Gaucher experimenta
una reaccion en el sito de infusion a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o
produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM,
IgG y/o IgA) a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa.

La informacidn acerca de si el promedio del conteo de plaquetas del sujeto aumento al
menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12 meses de tratamiento comparado
con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo,
imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 9 meses) o
si el promedio del conteo de plaquetas de sujeto aument6 al menos en 40%, 35%, 30%, 0 25%
después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base
promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo,
tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo,
administrada en semanas alternas por 6 meses) se peude usar, por ejemplo, en un proceso de poliza
de seguro para seguro de vida. La informacion se puede incorporar en un perfil sobre un sujeto.

Otra informacion en el perfil se puede incluir, por ejemplo, fecha de nacimiento, sexo, estado civil,

38



10

15

20

25

30

datos bancarios, informacion de crédito, nifios, y asi sucesivamente. Puede recomendarse una
politica de seguro como una funcion de la informacion de si el promedio del conteo de plaquetas
del sujeto aumento6 al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12 meses de
tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas de sujeto aumentd al menos
en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de
plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses). Una evaluacion de
riesgo o la prima de seguro puede evaluarse como una funcion de si el promedio del conteo de
plaquetas del sujeto aumento6 al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12
meses de tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de
iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas de sujeto aumentd al menos
en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de
plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses).

En una modalidad, la informacion acerca de si un sujeto con la enfermedad de Gaucher
experimenta una reaccion en el sito de infusion a una terapia de reemplazo enziméatico con
glucocerebrosidasa o produce anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo,
anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o IgA) a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa
se analiza por una funcion que determina si se autoriza la transferencia de fondos para pagar por un
servicio o tratamiento proporcionado a un sujeto (o se toma otra decision referida en en la presente
descripcion). Por ejemplo, los resultados (por ejemplo, que el sujeto experimenta una reaccion en
el sitio de infusidn a una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o produce
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) (por ejemplo, anticuerpos IgE, IgM, IgG y/o

IgA) a una terapia de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa) puede indicar que un sujeto es
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adecuado para el tratamiento (por ejemplo, velaglucerasa), lo que sugiere que un curso de
tratamiento (por ejemplo, con velaglucerasa) es necesario, de este modo se provoca un resultado
que indica o causa la autorizacion para pagar por un servicio o tratamiento (por ejemplo,
velaglucerasa), que se proporciona a un sujeto. Por ejemplo, una entidad, por ejemplo, un hospital,
cuidador, entidad gubernamental, o una compaifiia de seguros u otra entidad que paga o reembolsa
los gastos médicos, puede usar el resultado de un método descrito en la presente para determinar si
una parte, por ejemplo, una parte que no sea el sujeto paciente, pagara por los servicios (por
ejemplo, una terapia en particular) o tratamiento que se proporcione al paciente. Por ejemplo, una
primera entidad, por ejemplo, una compaifiia de seguros, puede usar el resultado de un método
descrito en la presente para determinar si se debe proporcionar el pago financiero a, o en nombre
de, un paciente, por ejemplo, si se reembolsa a una tercera parte, por ejemplo, un proveedor de
bienes o servicios, un hospital, médico, u otro cuidador, para un servicio o tratamiento (por
ejemplo, velaglucerasa), que se proporcione a un paciente. Por ejemplo, una primera entidad, por
ejemplo, una compaiiia de seguros, puede usar el resultado de un método descrito en la presente
para determinar si se debe continuar, interrumpir, inscribir a un individuo en un plan o programa de
seguro, por ejemplo, un seguro médico o plan o programa de seguro de vida.

En una modalidad, la informacion acerca de si el promedio del conteo de plaquetas del
sujeto aumentd al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12 meses de
tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas de sujeto aumentd al menos
en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de
plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses) se analiza por una
funcidon que determina si se autoriza la transferencia de fondos para pagar por un servicio o
tratamiento proporcionado a un sujeto (o se toma otra decision referida en en la presente
descripcion). Por ejemplo, los resultados (por ejemplo, que el promedio del conteo de plaquetas
del sujeto aumento6 al menos en 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, o 55% después de 9 6 12 meses de

tratamiento comparado con su conteo de plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la
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terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con
imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en
semanas alternas por 9 meses) o si el promedio del conteo de plaquetas de sujeto aumentd al menos
en 40%, 35%, 30%, o 25% después de 6 meses de tratamiento comparado con su conteo de
plaquetas de linea de base promedio antes de iniciar la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, tratamiento con imiglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa a una
dosis de 60 U/kg, por ejemplo, administrada en semanas alternas por 6 meses)) puede indicar que
un sujeto es indicado para tratamiento (por ejemplo, velaglucerasa), lo que sugiere que un curso de
tratamiento (por ejemplo, con velaglucerasa) es necesario, y de este modo se provoca un resultado
que indica o causa la autorizacion para pagar por un servicio o tratamiento (por ejemplo,
velaglucerasa), que se proporciona a un sujeto. Por ejemplo, una entidad, por ejemplo, un hospital,
cuidador, entidad gubernamental, o una compaifiia de seguros u otra entidad que paga o reembolsa
los gastos médicos, puede usar el resultado de un método descrito en la presente para determinar si
una parte, por ejemplo, una parte que no sea el sujeto paciente, pagara por los servicios (por
ejemplo, una terapia en particular) o tratamiento que se proporcione al paciente. Por ejemplo, una
primera entidad, por ejemplo, una compafiia de seguros, puede usar el resultado de un método
descrito en la presente para determinar si se debe proporcionar el pago financiero a, o en nombre
de, un paciente, por ejemplo, si se reembolsa a una tercera parte, por ejemplo, un proveedor de
bienes o servicios, un hospital, médico, u otro cuidador, para un servicio o tratamiento (por
ejemplo, velaglucerasa), que se proporcione a un paciente. Por ejemplo, una primera entidad, por
ejemplo, una compaiiia de seguros, puede usar el resultado de un método descrito en la presente
para determinar si se debe continuar, interrumpir, inscribir a un individuo en un plan o programa de

seguro, por ejemplo, un seguro médico o plan o programa de seguro de vida.

En un aspecto, la descripcidn caracteriza un método para proporcionar datos. El método
incluye proporcionar datos descritos en la presente, por ejemplo, generados por un método descrito
en la presente, para proporcionar un registro, por ejemplo, un registro descrito en la presente, para
determinar si se proporcionara un pago. En algunas modalidades, los datos se proporcionan por
computadora, disco compacto, teléfono, fax, correo electroénico o carta. En algunas modalidades,
los datos se proporcionan por una primera parte a una segunda parte. En algunas modalidades, la

primera parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencién médica, un médico tratante, una
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organizacion para el mantenimiento de la salud (HMO), un hospital, una entidad gubernamental, o
una entidad la cual venda o suministre el farmaco. En algunas modalidades, la segunda parte es una
tercera parte pagadora, una compafiia de seguros, empleador, plan de salud patrocinado por el
empleador, HMO u otra entidad gubernamental. En algunas modalidades, la primera parte se
selecciona del sujeto, un proveedor de atencion médica, un médico tratante, una organizacion para
el mantenimiento de la salud (HMO), un hospital, una compaiiia de seguros, o una entidad que
venda o suministre el firmaco y la segundad parte es una entidad gubernamental. En algunas
modalidades, la primera parte se selecciona del sujeto, un proveedor de atencion médica, un
médico tratante, un HMO, un hospital, una compaiiia de seguros o una entidad la cual venda o
suministre el tratamiento y la segunda parte es una compafia de seguros.

En algunos aspectos, la descripcion proporciona el uso de una terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa o Uplyso), sola o en
combinacidn con otro(s) agente(s) descrito(s) en la presente (por ejemplo, tartrato de isofagomina,
Miglustat, o0 Genz-112638), para usar en el tratamiento.

En algunos aspectos, la descripcion proporciona el uso de una terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa o imiglucerasa), sola o en
combinacidn con otro(s) agente(s) descritos en la presente descripcion (por ejemplo, tartrato de
isofagomina, miglustat, o Genz112638), para la preparacion de un medicamento, por ejemplo, para

el tratamiento de la enfermedad de Gaucher.

En otro aspecto, la descripcion proporciona una composicion farmacéutica de
velaglucerasa. La composicion comprende: velaglucerasa, un lioprotector (por ejemplo, un
carbohidrato (por ejemplo, sacarosa)), una sal tampon (por ejemplo, citrato y/o acido citrico, por
ejemplo, citrato de sodio y 4cido citrico), y un agente estabilizante (por ejemplo, polisorbato, por
ejemplo, polisorbato 20).

En algunas modalidades, la composicion puede ser liofilizada. En algunas modalidades, el
contenido de humedad de la composicion liofilizada es 1% a 6%, por ejemplo, 1.3% a 6.2%. En
algunas modalidades, el contenido de humedad de la composicion liofilizada es 1% a 5%. En
algunas modalidades, el contenido de humedad de la composicion liofilizada es 3% a 5%. En
algunas modalidades, el contenido de humedad es mayor que o igual a 3%. En algunas

modalidades, el contenido de humedad es 3%.
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En algunas modalidades, se puede evaluar la composicion liofilizada. Por ejemplo, la
estructura secundaria de la composicion liofilizada se puede evaluar, por ejemplo, mediante FT-IR.

En otras modalidades, la composicién puede ser una solucion reconstituida. Por ejemplo, la
composicion es una solucion reconstituida en un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como
agua estéril para inyeccion (por ejemplo, un vial de 200 unidades con 2.2 ml de agua estéril para
inyeccion o un vial de 400 unidades con 4.3 ml de agua estéril para inyeccion). En algunas
modalidades, la composicion puede comprender ademads, o consistir en, solucion de cloruro de
sodio adecuada para la administracion intravenosa (por ejemplo, 0.9% de solucion de cloruro de
sodio adecuada para la administracion intravenosa).

En algunas modalidades, la solucion reconstituida se puede evaluar, por ejemplo, para
degradacion. Por ejemplo, la solucion reconstituida se puede evaluar por SE-HPLC y/o RP-HPLC,
por ejemplo, para la presencia de productos de degradacion.

En algunas modalidades, la solucion reconstituida se puede evaluar para la oxidacion. Por

ejemplo, la solucion reconstituida se puede evaluar por mapeo de péptidos.

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un ensayo (por ejemplo, método) para
detectar un anticuerpo anti-glucocerebrosidasa en una muestra (por ejemplo, una muestra del
paciente, por ejemplo, sangre o suero). El método incluye:

proporcionar una glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa o Uplyso)
inmovilizada sobre una superficie (por ejemplo, un pocillo) (por ejemplo, la superficie puede estar
revestida con un agente de acoplamiento tal como estreptavidina y la glucocerebrosidasa (por
ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa o Uplyso) se puede unir a un agente (por ejemplo, biotina) el
cual se asocia con, por ejemplo, se une a, el agente de acoplamiento, por ejemplo, la
glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa o Uplyso) se inmoviliza a la
superficie a través de la union a la biotina de la estreptavidina;

poner en contacto la muestra con la glucocerebrosidasa inmovilizada (por ejemplo,
velaglucerasa, imiglucerasa o Uplyso), bajo condiciones que permiten que un anticuerpo anti-
glucocerebrosidasa en la muestra, si esta presente, se una con la glucocerebrosidasa inmovilizada, y
de este modo se forma una mezcla;

opcionalmente, realizar una etapa de lavado para eliminar de la mezcla cualquier material

en la muestra que no estd unido a la glucocerebrosidasa inmovilizada;
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afiadir glucocerebrosidasa marcada (por ejemplo, velaglucerasa o imiglucerasa), en donde
la glucocerebrosidasa marcada se marca con una marca detectable (por ejemplo,
glucocerebrosidasa marcada con rutenio), a la mezcla bajo condiciones que permiten que la
glucocerebrosidasa marcada se una al anticuerpo anti-glucocerebrosidasa (por ejemplo , que esta
unido a la glucocerebrosidasa inmovilizada), si esta presente, (preferentemente, la marca no es la
misma que el agente de acoplamiento y/o el agente que se une al agente de acoplamiento, por
ejemplo, si la biotina se usa para inmovilizar glucocerebrosidasa a la superficie, la marca no es
biotina);

opcionalmente, realizar una etapa de lavado para eliminar glucocerebrosidasa marcada que
no esta unida al anticuerpo anti-glucocerebrosidasa de la mezcla, y

detectar (y opcionalmente cuantificar) la marca en la mezcla, por ejemplo, en donde la
deteccion de la marca indica que un anticuerpo anti-glucocerebrosidasa esta presente en la muestra.

En algunas modalidades, la marca detectada se cuantifica en un valor y se compara con un
control, por ejemplo, un control negativo, en donde si el valor de la marca detectada es mayor que
el control negativo, la muestra contiene anticuerpos anti-glucocerebrosidasa. En algunas
modalidades, el control negativo es el valor medio de control negativo (por ejemplo, de fondo) para
una pluralidad de controles negativos. Por ejemplo, el control negativo puede ser suero humano
normal (NHS), y el valor medio de control negativo puede ser el promedio de una pluralidad de
lotes de NHS, o la media de los valores de control negativo obtenida a partir de una pluralidad de
ensayos. Por ejemplo, el valor de control negativo puede ser un valor de 1, 2, 3,4, 5 6 6 ng/ml de
anticuerpo, por ejemplo, un valor superior a ese nimero para una muestra indica que un anticuerpo
anti-glucocerebrosidasa esta presente en la muestra. Como otro ejemplo, el valor de control
negativo puede ser 200, 250, 300 (por ejemplo, 306), 350 6 400, por ejemplo, un valor superior a
ese nimero para una muestra indica que un anticuerpo anti-glucocerebrosidasa esta presente en la
muestra.

En algunas modalidades, el ensayo es para la deteccion de anticuerpos anti-velaglucerasa.
En otra modalidad, el ensayo es para la deteccion de anticuerpos anti-imiglucerasa. En algunas

modalidades, el ensayo es para la deteccion de anticuerpos anti-Uplyso.
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En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un ensayo para detectar un anticuerpo anti-
glucocerebrosidasa (por ejemplo, anticuerpo IgG anti-glucocerebrosidasa) en una muestra (por
ejemplo, una muestra del paciente, por ejemplo, sangre o suero). El método incluye:

poner en contacto la muestra con la glucocerebrosidasa marcada (por ejemplo,
velaglucerasa o imiglucerasa), en donde la glucocerebrosidasa se marca con una marca detectable
(por ejemplo, la glucocerebrosidasa esta marcada con '*°I), bajo condiciones que permiten que un
anticuerpo anti-glucocerebrosidasa en la muestra, si esta presente, se una a la glucocerebrosidasa
marcada, y de este modo formar una mezcla;

aplicar la mezcla a una resina (por ejemplo, resina de Proteina G, Proteina A, Proteina,
A/G, o Proteina L) (por ejemplo, una columna giratoria de Proteina G) bajo condiciones que
permiten que si esta presente el anticuerpo anti-glucocerebrosidasa, se una a la resina;

opcionalmente, realizar una etapa de lavado para eliminar glucocerebrosidasa marcada que
no esta unida al anticuerpo anti-glucocerebrosidasa de la mezcla, y

detectar (y opcionalmente cuantificar) la marca en la mezcla (por ejemplo, en la resina), por
ejemplo, en donde la deteccion de la marca indica que el anticuerpo anti-glucocerebrosidasa esta
presente en la muestra.

En algunas modalidades, el ensayo es para la deteccion de anticuerpos anti-velaglucerasa.
En otra modalidad, el ensayo es para la deteccion de anticuerpos anti-imiglucerasa. En algunas
modalidades, el ensayo es para la deteccion de anticuerpos anti-Uplyso.

En algunas modalidades, la marca detectada se cuantifica en un valor y se compara con un
control, por ejemplo, un control negativo, en el que si el valor de la marca detectada es mayor que
el control negativo, la muestra contiene anticuerpos anti-glucocerebrosidasa. En algunas
modalidades, el control negativo es el valor promedio de control negativo (por ejemplo, de fondo)
para una pluralidad de controles negativos. Por ejemplo, el control negativo puede ser suero
humano normal (NHS), y el valor promedio de control negativo puede ser el promedio de una
pluralidad de lotes de NHS, o el promedio de los valores de control negativo obtenida a partir de

una pluralidad de ensayos.

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un ensayo para detectar un anticuerpo
humano anti-glucocerebrosidasa en una muestra (por ejemplo, una muestra del paciente, por

ejemplo, sangre o suero). El método incluye:
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proporcionar glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa o Uplyso)
inmovilizada sobre una superficie (por ejemplo, un micropocillo) (por ejemplo, la superficie puede
estar revestida con un agente de acoplamiento tal como estreptavidina y la glucocerebrosidasa se
puede unir a un agente (por ejemplo, biotina) que se asocia con, por ejemplo, se une a, el agente de
acoplamiento, por ejemplo, la glucocerebrosidase se inmoviliza a la superficie a través de la union
de biotina a la estrepavidina);

poner en contacto la muestra con la glucocerebrosidasa inmovilizada, bajo condiciones que
permiten que un anticuerpo humano anti-glucocerebrosidasa en la muestra, si esta presente, se una
con la glucocerebrosidasa inmovilizada, y de este modo se forma una mezcla;

opcionalmente, realizar una etapa de lavado para eliminar de la mezcla cualquier material
en la muestra que no esta unido a la glucocerebrosidasa inmovilizada;

afiadir un anticuerpo que se une al anticuerpo humano anti-glucocerebrosidasa a la mezcla,
en donde el anticuerpo que se une al anticuerpo humano anti-glucocerebrosidasa esta marcado con
una marca detectable (por ejemplo, rutenio o biotina), bajo condiciones que permiten que el
anticuerpo marcado que se une al anticuerpo humano anti-glucocerebrosidasa se una al anticuerpo
humano anti-glucocerebrosidasa (por ejemplo, que esta unido a la glucocerebrosidasa
inmovilizada), si esta presente, (preferentemente, la marca no es la misma que el agente de
acoplamiento y/o el agente que se une al agente de acoplamiento, por ejemplo, si la biotina se usa
para inmovilizar glucocerebrosidasa a la superficie, la marca no es biotina);

opcionalmente realizar una etapa de lavado para eliminar el anticuerpo marcado que se une
al anticuerpo humano anti-glucocerebrosidasa que no estd unido al anticuerpo humano anti-
glucocerebrosidasa a partir de la mezcla; y

detectar (y opcionalmente cuantificar) la marca en la mezcla, por ejemplo, en donde la
deteccion de la marca indica que un anticuerpo anti-glucocerebrosidasa esta presente en la muestra.

En algunas modalidades, el ensayo detecta anticuerpos anti-velaglucerasa. En algunas
modalidades, el ensayo detecta anticuerpos anti-imiglucerasa. En algunas modalidades, el ensayo
detecta anticuerpos anti-Uplyso.

En algunas modalidades, la marca detectada se cuantifica en un valor y se compara con un
control, por ejemplo, un control negativo, en donde si el valor de la marca detectada es mayor que
el control negativo, la muestra contiene anticuerpos anti-velaglucerasa. En algunas modalidades, el

control negativo es el valor promedio de control negativo (por ejemplo, de fondo) para una

46



10

15

20

25

30

pluralidad de controles negativos. Por ejemplo, el control negativo puede ser suero humano normal
(NHS), y el valor promedio de control negativo puede ser el promedio de una pluralidad de lotes de
NHS, o el promedio de los valores de control negativo obtenido a partir de una pluralidad de
ensayos.

En algunas modalidades, el anticuerpo que se une al anticuerpo humano anti-
glucocerebrosidasa es especifico para el isotipo, en donde el anticuerpo especifico para el isotipo
que se une al anticuerpo humano anti-glucocerebrosidasa se une especificamente a un anticuerpo
humano del isotipo para el cual es especifico.

En algunas modalidades, el anticuerpo que se une al anticuerpo humano anti-
glucocerebrosidasa es un anticuerpo especifico para IgA y se une a un anticuerpo IgA humano anti-
glucocerebrosidasa en la muestra.

En algunas modalidades, el anticuerpo que se une al anticuerpo humano anti-
glucocerebrosidasa es un anticuerpo especifico para IgE y se une a un anticuerpo IgE humano anti-
glucocerebrosidasa en la muestra.

En algunas modalidades, el anticuerpo que se une al anticuerpo humano anti-
glucocerebrosidasa es un anticuerpo especifico para IgM y se une a un anticuerpo IgM humano
anti-glucocerebrosidasa en la muestra.

En algunas modalidades,el anticuerpo que se une al anticuerpo humano anti-
glucocerebrosidasa es un anticuerpo especifico para IgG y se une a un anticuerpo IgG humano anti-

glucocerebrosidasa en la muestra.

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un método para determinar si un anticuerpo
anti-glucocerebrosidasa (por ejemplo, en una muestra) neutraliza (por ejemplo, inhibe) la actividad
glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa o imiglucerasa). El método incluye:

proporcionar una célula (por ejemplo, una célula humana, por ejemplo, una célula de
fibroblasto humano) que expresa el receptor manosa de macroéfagos humanos (MMR);

poner en contacto el anticuerpo anti-glucocerebrosidasa con la célula, y de este modo
formar una mezcla;

poner en contacto la glucocerebrosidasa marcada (por ejemplo, velaglucerasa, imiglucerasa
o Uplyso) con la mezcla, en donde la glucocerebrosidasa se marca con una marca detectable (por

ejemplo, la glucocerebrosidasa se marca con un marcador fluorescente, por ejemplo, un colorante
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fluorescente verde, tal como Alexa FLUOR® 488 o isotiocianato de fluoresceina (FITC)), bajo
condiciones que permiten que la glucocerebrosidasa marcada se una al MMR en ausencia de un
anticuerpo anti-glucocerebrosidasa (por ejemplo, en donde la uniéon de glucocerebrosidasa al MMR
permite la captacion celular de glucocerebrosidasa);

eliminar la glucocerebrosidasa marcada no unida y la glucocerebrosidasa marcada unida a
la superficie celular (por ejemplo, a través de la digestion con tripsina), y

medir la cantidad de glucocerebrosidasa marcada en la célula.

En algunas modalidades, los niveles de glucocerebrosidasa marcada se comparan con un
control, por ejemplo, el nivel de glucocerebrosidasa marcada que se detecta en ausencia del
anticuerpo anti-glucocerebrosidasa bajo condiciones idénticas.

En algunas modalidades, las células no expresan un receptor de Fc (por ejemplo, receptor
de Fc humano).

En algunas modalidades, el método detecta si estan presentes anticuerpos neutralizantes
anti-velaglucerasa. En algunas modalidades, el método detecta si estan presentes anticuerpos
neutralizantes anti-imiglucerasa. En algunas modalidades, el método detecta si estan presentes
anticuerpos neutralizantes anti-Uplyso.

En algunas modalidades, el método detecta si un anticuerpo anti-imiglucerasa neutraliza la
actividad de la imiglucerasa. En algunas modalidades, el método detecta si un anticuerpo anti-
velaglucerasa neutraliza la actividad de la velaglucerasa. En algunas modalidades, el método
detecta si un anticuerpo anti-Uplyso neutraliza la actividad del Uplyso.

En algunas modalidades, el método detecta si un anticuerpo anti-imiglucerasa neutraliza la
actividad de velaglucerasa y/o de Uplyso. En algunas modalidades, el método detecta si un
anticuerpo anti-velaglucerasa neutraliza la actividad de imiglucerasa y/o de Uplyso. En algunas
modalidades, el método detecta si un anticuerpo anti-Uplyso neutraliza la actividad de imiglucerasa

y/o de velaglucerasa.

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un método para determinar si un anticuerpo
anti-glucocerebrosidasa (por ejemplo, en una muestra) neutraliza (por ejemplo, inhibe) la actividad
imiglucerasa. El método incluye:

proporcionar una célula (por ejemplo, una célula humana, por ejemplo, una célula de

fibroblasto humano) que expresa el receptor manosa de macréfagos humanos (MMR);
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poner en contacto el anticuerpo anti-velaglucerasa con la célula, y de ese modo formar una
mezcla;

poner en contacto la imiglucerasa marcada con la mezcla, en donde la imiglucerasa se
marca con una marca detectable (por ejemplo, la imiglucerasa se marca con un marcador
fluorescente, por ejemplo, un colorante fluorescente verde, tal como Alexa FLUOR® 488 o
isotiocianato de fluoresceina (FITC)), bajo condiciones que permiten que laimiglucerasa marcada
se una al MMR en ausencia de un anticuerpo anti-velaglucerasa (por ejemplo, en donde la union de
imiglucerasa al MMR permite la captacion celular de la imiglucerasa);

eliminar la imiglucerasa marcada no unida y la imiglucerasamarcada unida a la superficie
celular (por ejemplo, a través de la digestion con tripsina); y

medir la cantidad de imiglucerasa marcada en la célula.

En algunas modalidades, los niveles de imiglucerasa marcada se comparan con un control,
por ejemplo, el nivel de imiglucerasa marcada detectada en ausencia del anticuerpo anti-
velaglucerasa bajo condiciones idénticas.

En algunas modalidades, las células no expresan un receptor de Fc (por ejemplo, receptor

de Fc humano).

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un método para determinar si un anticuerpo
anti-imiglucerasa (por ejemplo, en una muestra) neutraliza (por ejemplo, inhibe) la actividad
velaglucerasa. El método incluye:

proporcionar una célula (por ejemplo, una célula humana, por ejemplo, una célula de
fibroblasto humano) que expresa el receptor manosa de macréfagos humanos (MMR);

poner en contacto el anticuerpo anti-imiglucerasa con la célula, y de este modo formar una
mezcla;

poner en contacto la velaglucerasa marcada con la mezcla, en donde la velaglucerasa se
marca con una marca detectable (por ejemplo, la velaglucerasa se marca con un marcador
fluorescente, por ejemplo, un colorante fluorescente verde, tal como Alexa FLUOR® 488 o
isotiocianato de fluoresceina (FITC)), bajo condiciones que permiten que la velaglucerasa marcada
se una al MMR en ausencia de un anticuerpoanti-imiglucerasa (por ejemplo, en donde la unién de

velaglucerasa al MMR permite la captacion celular de la velaglucerasa);
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eliminar la velaglucerasa marcada no unida y la velaglucerasa marcada unida a la superficie
celular (por ejemplo, a través de la digestion con tripsina); y

medir la cantidad de velaglucerasa marcada en la célula.

En algunas modalidades, los niveles de velaglucerasa marcada se comparan con un control,
por ejemplo, el nivel de velaglucerasa marcada detectada en ausencia del anticuerpo anti-
imiglucerasa bajo condiciones idénticas.

En algunas modalidades, las células no expresan un receptor de Fc (por ejemplo, receptor

de Fc humano).

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un anticuerpo hibrido, en donde el
anticuerpo hibrido comprende un anticuerpo no-humano anti-farmaco y una inmunoglobulina
humana (Ig).

En algunas modalidades, el anticuerpo IgG no-humano anti-farmaco es un anticuerpo IgG
anti-farmaco de oveja.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-farmaco se une a la velaglucerasa.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-farmaco se une a la imiglucerasa.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-farmaco se une a Uplyso.

En algunas modalidades, el Ig humano es IgA.

En algunas modalidades, el Ig humano es IgE.

En algunas modalidades, el Ig humano es IgM.

En algunas modalidades, el Ig humano es IgG.

En algunas modalidades, el anticuerpo no-humano anti-farmaco es un anticuerpo IgG

En algunas modalidades, el anticuerpo no-humano anti-farmaco y la Ig humana estan
conjugadas entre si por un agente de reticulacion quimica, por ejemplo, un brazo espaciador, largo,
reticulante, por ejemplo, succinimidil 6 - [3'-2-piridilditio-propionamido] hexanoato (LC-SPDP).

En algunas modalidades, el anticuerpo hibrido se usa como un control positivo en ensayos
que detectan y/o miden los niveles y/o isotipos de anticuerpos anti-farmacos en una muestra, por
ejemplo, en un método descrito en la presente.

En algunas modalidades, el anticuerpo hibrido se usa como un control positivo en ensayos
para determinar si un anticuerpo anti-glucocerebrosidasa (por ejemplo, en una muestra) neutraliza

(por ejemplo, inhibe) la actividad de la glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa o
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imiglucerasa), por ejemplo, en un método descrito en la presente. Por ejemplo, el anticuerpo
hibrido se usa como un anticuerpo anti-glucocerebrosidasa (por ejemplo, en una muestra) en el

ensayo.

En algunos aspectos, la descripcion caracteriza un método de medicion de la captacion
celular (por ejemplo, internalizacion) de glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa o
imiglucerasa) en una célula. El método incluye:

poner en contacto la glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa o imiglucerasa) con
una célula (por ejemplo, una linea celular de linfoma de leucemia monocitica humana (por
ejemplo, U937) o una célula de una linea celular de macréfagos murina (por ejemplo, J774)) para
de este modo formar una mezcla;

incubar la mezcla (por ejemplo, por 1, 2, 3,4, 5, 6, 6 7 horas o durante la noche), por
ejemplo, para permitir la captacion celular de la glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa o
imiglucerasa) en la célula, y

medir la cantidad de captacion de glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa o
imiglucerasa) en la célula.

En algunas modalidades, la cantidad de captacion se mide mediante la medicion de la
actividad enzimatica glucocerebrosidasa en la célula. En algunas modalidades, se usa un sustrato
sintético que fluoresce tras la escision (por ejemplo, 4-MU-glc).

En algunas modalidades, la cantidad de captacion se mide mediante la medicion de los
niveles intracelulares de la proteina glucocerebrosidasa. En algunas modalidades, se usa el analisis
de transferencia de tipo Western. En algunas modalidades, se usa el andlisis inmunohistoquimico
(por ejemplo, inmunohistoquimica en las células permeabilizadas).

En algunas modalidades, la célula se lava una o mas veces antes de la etapa de medicion.

En algunas modalidades, el pH de la mezcla es 7.5.

En algunas modalidades, la manosa-6-fosfato (M6P) estd presente en la mezcla.

En algunas modalidades, el manano est4 presente en la mezcla.

En algunas modalidades, calcio estd presente en la mezcla.

En algunas modalidades, la cantidad de captacion se compara con un estandar, por ejemplo,
la cantidad de captacion medida en ausencia de contacto de la glucocerebrosidasa con la célula (por

ejemplo, velaglucerasa o imiglucerasa), o por la comparacion de la cantidad de captacion medida
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en presencia y ausencia de manosa-6-fosfato, o por comparacion de la cantidad de captacion
medida en presencia y ausencia de manano, o por comparacion de la cantidad de la captacion
medida en presencia y ausencia de calcio.

En algunas modalidades, la glucocerebrosidasa es velaglucerasa.

En algunas modalidades, la glucocerebrosidase es imiglucerasa.

En algunas modalidades, la cantidad de captacion de velaglucerasa se compara con la

cantidad de captacion de imiglucerasa (por ejemplo, en las mismas condiciones).

El término "sujeto" se refiere a cualquier mamifero, e incluye pero no se limita a, cualquier
animal clasificado como tal, incluyendo los humanos, primates no humanos, primates, babuinos,
chimpancés, monos, roedores (por ejemplo, ratones, ratas), conejos, gatos, perros, caballos, vacas,
ovejas, cabras, cerdos, etc. El término "sujeto" se puede usar de manera intercambiable con el
término "paciente".

El término "aislado" se refiere a una molécula que estd sustancialmente libre de su ambiente
natural. Por ejemplo, una proteina aislada estd sustancialmente libre de material celular o de otras
proteinas de la célula o tejido fuente de la que se deriva. El término se refiere a preparaciones
donde la proteina aislada est4 suficientemente pura para administrarse como una composicion
terapéutica, o al menos 70% a 80% (p/p) pura, con mayor preferencia, al menos 80% a 90% (p/p)
pura, incluso con mayor preferencia, de 90 a 95% pura, y, con la maxima preferencia, al menos
95%., 96%, 97%, 98%, 99%, 99.5%, 99.8% o 100% (p/p) pura.

Como se usa en la presente, el término "aproximadamente" se refiere a un maximo de +
10% del valor que califica este término. Por ejemplo, aproximadamente 50 mM se refiere a 50
mM + 5 mM; aproximadamente 4% se refiere a 4% + 0.4%.

Los términos "dosis terapéuticamente eficaz", y "cantidad terapéuticamente eficaz", se
refieren a la cantidad de un compuesto que resulta en la prevencion de los sintomas (por ejemplo,
la prevencion de 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 98% o 99% de los sintomas, por ejemplo, los
sintomas de la enfermedad de Gaucher en un sujeto que se diagnostica con la enfermedad de
Gaucher), retraso de la aparicion de los sintomas, o la mejoria de los sintomas de la enfermedad de
Gaucher. Una cantidad terapéuticamente eficaz, por ejemplo, serd suficiente para tratar, prevenir,
reducir la severidad, retrasar la aparicion y/o reducir el riesgo de ocurrencia de uno o mas sintomas

de un trastorno asociado con la enfermedad de Gaucher. La cantidad eficaz se puede determinar
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por métodos que se conocen bien en la materia y como se describe en las secciones posteriores de
esta descripcion.

Los términos "tratamiento" y "método terapéutico" se refieren al tratamiento de un trastorno
existente y/o medidas profilacticas/preventivas. Aquellos que necesiten de tratamiento, puede
incluir individuos que ya tienen un trastorno médico en particular, asi como aquellos en riesgo o
que tengan, o que en Ultima instancia pueden adquirir el trastorno. La necesidad de tratamiento se
evallia, por ejemplo, por la presencia de uno o méas factores de riesgo asociados con el desarrollo de
un trastorno, la presencia o progresion de un trastorno o probabilidad de receptividad al tratamiento
de un sujeto que tiene el trastorno. El tratamiento puede incluir detener o revertir la progresion de
un trastorno.

El término "tratar" se refiere a la administracion de una terapia en una cantidad, forma, y/o
modo eficaz para mejorar o prevenir una afeccion, sintoma o parametro asociado con un trastorno
(por ejemplo, un trastorno descrito en la presente) o para prevenir la aparicion, progresion, o
exacerbacion del trastorno, ya sea a un grado estadisticamente significativo o en un grado
detectable para alguien con experiencia en la materia. En consecuencia, el tratamiento puede
lograr beneficios terapéuticos y/o profilacticos. Una cantidad, forma o modo eficaz puede variar en
dependencia del sujeto y se puede adaptar al sujeto.

"Reaccion en el sitio de infusion" como se usa en la presente se refiere a una o mas
sintomas de hipersensibilidad que desarrolla un sujeto durante o poco después de una infusion de
una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, dentro de las 12 horas
de la infusioén de un tratamiento de reemplazo de la enzima glucocerebrosidasa al sujeto). Los
sintomas incluyen, por ejemplo, prurito, ardor, hinchazén o absceso en el sitio de infusion, rubor,
urticara/angioedema, molestias en el pecho, taquicardia, cianosis, sintomas respiratorios y
parestesia.

El término “combinacidon” se refiere al uso de dos o mas agentes o terapias para tratar al
mismo paciente, en donde el uso o accion de los agentes o terapias se solapan en el tiempo. Los
agentes o terapias se pueden administrar al mismo tiempo (por ejemplo, como una sola
formulacion que se administra a un paciente o como dos formulaciones separadas que se

administran al mismo tiempo) o secuencialmente en cualquier orden.
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Todas las publicaciones, solicitudes de patentes, patentes y otras referencias mencionadas
en la presente descripcion se incorporan como referencia en su totalidad. En caso de conflicto,
controla la presente especificacion, incluyendo las definiciones. Ademads, los materiales, métodos,

y ejemplos son ilustrativos solamente y no pretenden ser limitantes.

Los detalles de una o mas modalidades de la invencion se exponen en los dibujos

acompafiante y la descripcion mas abajo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIG. 1 (a) - (f) representa el % de cambio promedio de los valores hematolédgicos,
valores de los 6rganos, y biomarcadores en el ensayo Fase I/I1.

La FIG. 2 representa el % de cambio promedio de los principales parametros clinicos en
los ensayos Fase I/Il y de extension.

La FIG. 3 representa el cambio promedio de los parametros hematologicos de
TKTO025EXT (N=10), de la linea de base en TKT025.

La FIG. 4 representa el cambio promedio de los volimenes normalizados de 6rganos de
TKTO025EXT (N=10) de la linea de base en TKT025.

La FIG. 5 representa el cambio temporal en la puntuacién Z promedio de la columna
lumbar de TKT025 y TKTO025EXT de la linea de base.

La FIG. 6 representa el cambio temporal en la puntuacion Z promedio de la linea de base
de TKT025 y TKTO25EXT.

La FIG. 7 representa el cambio promedio de la concentracién de hemoglobina de la linea
de base de TKT032 (N=25).

La FIG. 8 representa el cambio promedio del conteo de plaquetas de la linea de base de
TKTO032 (N=25).

La FIG. 9 representa el cambio promedio del volumen normalizado del bazo de la linea de
base de TKT032 (N=25).

La FIG. 10 representa el cambio promedio del volumen normalizado del higado de la linea
de base de TKT032 (N=25).

La FIG. 11 representa el cambio promedio de la concentracion de hemoglobina de la linea

de base de HGT-GCB-039 (N=34).
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La FIG. 12 representa el cambio promedio del conteo de plaquetas de la linea de base de
HGT-GCB-039 (n = 34).

La FIG. 13 representa el cambio promedio de la linea de base del conteo de plaquetas en
los pacientes sin bazo de HGT-GCB-039 (N=34).

La FIG. 14 representa el cambio promedio del volumen normalizado del higado de la linea
de base de HGT-GCB-039 (N=34).

La FIG. 15 representa el cambio promedio de la linea de base de la concentracion de
hemoglobina de TKT034.

La FIG. 16 representa el porcentaje de cambio medio de la linea de base en el conteo de
plaquetas de TKTO034.

La FIG. 17 representa el porcentaje de cambio medio de la linea de base del volumen
normalizado del higado de TKT034.

La FIG. 18 representa el porcentaje de cambio medio de la linea de base del volumen
normalizado del bazo de TKT034.

La FIG. 19 representa el porcentaje de cambio medio de la linea de base de la
quitotriosidasa plasmatica de TKT034.

La FIG. 20 representa el porcentaje de cambio medio de la linea de base de CCL18
plasmatica de TKT034.

La FIG. 21 representa una evaluacion de la inmunogenicidad de pacientes en estudios
clinicos de alfa velaglucerasa.

La FIG. 22 representa una deteccion de anticuerpos anti-farmacos por inmunoensayo de
electro-quimioluminiscencia (ECL).

La FIG. 23 representa una curva de respuesta a la dosis del ensayo de deteccion.

La FIG. 24 representa un ensayo confirmatorio de ADA IgG.

La FIG. 25 representa una curva de respuesta a la dosis del ensayo RIP.

La FIG. 26 representa ensayos confirmatorios de ADA IgA, IgM e IgE.

DESCRIPCION DETALLADA
La descripcion se basa, en parte, en el descubrimiento de que la velaglucerasa provoca
menos respuesta inmune (por ejemplo, una menor produccion de anticuerpos, por ejemplo, menos

produccion de anticuerpos neutralizantes) que la imiglucerasa tras su administracion a un sujeto
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(por ejemplo, un sujeto con enfermedad de Gaucher). Se descubri6 que la velaglucerasa provoca
menos reaccion en el sitio de infusion después de la administracion a un sujeto (por ejemplo, un
sujeto con enfermedad de Gaucher) que la imiglucerasa y la velaglucerasa puede resultar en un
aumento en el conteo de plaquetas cuando se administra a un sujeto (por ejemplo, un sujeto que
tiene la enfermedad de Gaucher) en relacion a la imiglucerasa. La invencion se refiere, entre otras
cosas, a composiciones y métodos para seleccionar un tratamiento para un sujeto con enfermedad
de Gaucher, seleccionar sujetos para el tratamiento con velaglucerasa (por ejemplo, solo o en
combinacion con otra terapia), y los métodos para reducir la reaccion en el sitio de inyeccion en

sujetos sometidos a tratamiento para la enfermedad de Gaucher.

Velaglucerasa

La velaglucerasa es la glucocerebrosidasa 3 humana que se produce por la activacion de
genes en una linea celular humana. La activacion del gen se refiere a la recombinacion dirigida
con un promotor que activa el gen endégeno de la glucocerebrosidasa 3 en la linea celular humana
seleccionada. La velaglucerasa se secreta como una glicoproteina monomérica de
aproximadamente 63 kDa y estd compuesta de 497 aminoacidos con una secuencia idéntica a la
proteina humana natural. La secuencia de aminoacidos de la velaglucerasa se describe en Zimran y
otros (2007) Blood Cells Mol Dis, 39: 115-118.

La glicosilacion de la alfa velaglucerasa se altera mediante el uso de kifunensine, un
inhibidor de la manosidasa I, durante el cultivo celular, lo que resulta en la secrecion de una
proteina que contiene principalmente alto contenido en glicanos de tipo manosa que tienen 6-9
unidades de manosa por glicano. Un resumen de la estructura de glicano de la velaglucerasa se

proporciona a continuacion.
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Sitio de glicosilacién Glicano predominante Otros glicanos

Asnl9 Alto contenido de manosa Alto contenido de manosa
(Man)o(GIcNAc), (Man)gs(GlecNAc),

Alto contenido de manosa fosforilada
(Phos);(Man)g.o(GlcNAc),
GIcNACc fosfato de terminacion
(Phos);(Man)g_o(GIcNAc);
Hibrido
(Hex)»(Man);(GleNAc);(Fuc),

Asn59 Alto contenido de manosa Alto contenido de manosa
(Man)o(GIcNAc), (Man)s 3(GlcNAc),

Alto contenido de manosa fosforilada
(Phos);(Man);.4(GlcNAc),
GIcNACc fosfato de terminacion
(Phos);(Man)g_o(GIcNAc);
Hibrido
(NeuAc);(Gal),;(Man)s(GlcNAc);(Fuc),
Complejo
(NeuAc),(Gal),(Man);(GIlcNAc),(Fuc),
(Gal);(Man);(GlcNAc)s(Fuc),

Asnl46 Alto contenido de manosa Alto contenido de manosa
(Man)o(GIcNAc), (Man)gs(GlcNAc),

Alto contenido de manosa fosforilada
(Phos);(Man);.4(GlcNAc),
GIcNACc fosfato de terminacion
(Phos);(Man)e(GlcNAc);
Hibrido
(NeuAc);(Gal),;(Man)s(GlcNAc);(Fuc),

Asn270 Alto contenido de manosa Alto contenido de manosa
(Man)o(GIcNAc), (Man)gs(GlcNAc),

Alto contenido de manosa fosforilada
(Phos);(Man)e.o(GlcNAc),
GIcNACc fosfato de terminacion
(Phos);(Man)e(GlcNAc);
Hibrido
(Gal);Man);GlcNAc);Fuc),
(NeuAc);(Gal),;(Man)s(GlcNAc);(Fuc),

Complejo
(NeuAc) 5(Gal),(Man);(GlcNAc)(Fuc),

Asn462 No detectado No detectado

La velaglucerasa tiene tres dominios no contiguos, el sitio catalitico situado en el barril del

dominio III (residuos 76-381 y 416-430), un (B/a) 8 (TIM).
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La velaglucerasa (VPRIV™) est4 disponible comercialmente de Shire Human Genetics
Therapies, Inc. Lo métodos de hacer velaglucerasa se describen, por ejemplo, en la patente de

Estados Unidos nam. 7,138,262.

Forma farmacéutica. La velaglucerasa (que también se denomina en la presente como alfa
velaglucerasa) es un polvo liofilizado sin conservantes, blanco o casi blanco, estéril para solucion
en viales de un solo uso para infusion intravenosa (IV) después de la reconstitucion con agua estéril
para inyeccion.

Composicion cualitativa y cuantitativa. Tras la reconstitucion con agua estéril para
inyeccion, cada vial contiene aproximadamente 2.5 mg/ml (40 U/ml) de alfa velaglucerasa, 50
mg/ml de sacarosa, 12.9 mg/ml de citrato de sodio dihidratado, 1.3 mg/ml de 4cido citrico
monohidratado y 0.11 mg/ml de polisorbato 20. Cada vial contiene un volumen extraible de 2.0 ml
para el vial de 200 U y 4.0 ml para el vial de 400 U. La velaglucerasa se suministra en un vial (5
mg)/200 U o vial (10 mg)/400 U de alfa velaglucerasa, una unidad (U) de actividad enzimatica se
define como la cantidad de enzima que se requiere para convertir un micromol de p-nitrofenil 3-D-
glucopirandsido a p-nitrofenol por minuto a 37°C.

Contenedor y contenido. La velaglucerasa es un polvo estéril, liofilizado para solucién que
se suministra ya sea en un vial de vidrio de tipo I de 5 ml (200 U/ presentacion del vial) o 20 ml
(400 U/presentacion del vial). Cada vial contiene 200 U (5 mg) 0 400 U (10 mg) de alfa
velaglucerasa. Los viales se cierran con un tapon de caucho de butilo con un revestimiento de
fluoro-resina y se sellan con una capsula de aluminio con una tapa de plastico tipo precinto.

Instrucciones de uso. La velaglucerasa es un polvo liofilizado para solucion destinada para
infusion intravenosa. Los viales son viales de un solo uso. La velaglucerasa no se infunde con
otros productos en la misma infusién. El volumen total de infusidn se entrega durante un periodo
de 60 minutos. La velaglucerasa se debe manipular como sigue:

1. Determinar el nimero de viales a reconstituir, basandose en el peso individual del
paciente y la dosis prescrita.

2. Retirar de la nevera el nimero de viales que se requiere. Reconstituir los viales de 200
unidades con 2.2 ml de agua estéril para inyeccion y los viales de 400 unidades con 4.3 ml de agua

estéril para inyeccion. No agitar.
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3. Antes de diluir, inspeccionar visualmente la solucion de los viales. No usar si la solucion
estd decolorada o si contiene materia particulada.

4. Retirar el volumen calculado de farmaco a partir del nimero apropiado de viales.

5. Diluir el volumen total que se requiere en 100 ml de solucion de cloruro de sodio al 0.9%
adecuada para la administracion IV, balancear suavemente, pero sin agitarla.

Dosis. La elaglucerasa se administra a dosis entre (e incluye) 2.5 U/kg y 60 U/kg del peso
corporal del sujeto, por ejemplo, 15 U/kg a 60 U/kg (por ejemplo, 15 U/kg, 30 U/kg, 45 U/kg, o 60
U/kg). La velaglucerasa puede administrarse a una tasa de 2 U/kg/minuto, 1.5 U/kg/minuto, 1
U/kg/minuto o 0.5 U/kg/minuto. La dosis de velaglucerasa se administra al sujeto en semanas
alternas.

La velaglucerasa puede administrarse a una dosis de 15 a 60 U/kg (por ejemplo, 30 U/kg a
60 U/kg, por ejemplo, 15 U/kg, 30 U/kg, 45U/kg, o 60 U/kg), a una dosis igual o por debajo de
22.5 U/kg, a una dosis entre 22.5 y 37.5 U/kg, a una dosis entre 37.5 y 52.5 U/kg, o a una dosis
igual o por encima de 52.5 U/kg. En algunas modalidades, la velaglucerasa puede administrarse a
una dosis de 2.5 U/kg a 60 U/kg. En algunas modalidades, la velaglucerasa puede administrarse en
semanas alternas por infusion intravenosa. En otras modalidades, la velaglucerasa puede
administrarse todas las semanas por infusion intravenosa. En algunas modalidades, la
velaglucerasa puede administrarse tres veces por semana por infusion intravenosa, por ejemplo, a
una dosis de 2.5 U/kg.

En algunas modalidades, la infusion de la dosis (por ejemplo, una dosis descrita en la
presente descripcion ocurre durante menos de 2 horas, por ejemplo, menos de 90 minutos, 80

minutos, 70 minutos, 60 minutos, 50 minutos o 45 minutos.

Glucocerebrosidasa humana producida por via recombinante. Otras formas de
glucocerebrosidasa humana producida por via recombinante se pueden usar en las composiciones,
ensayos y métodos descritos en la presente. Por ejemplo, la imiglucerasa (Cerazyme ®) se produce
por via recombinante en ovario de hdmster chino (CHO) y est4 disponible comercialmente.
Ademas, se puede usar Uplyso, una glucocerebrosidasa recombinante (prGCD) que se expresa en
células de plantas. La glucocerebrosidasa recombinante de planta se puede obtener por métodos
descritos, por ejemplo, en las publicaciones de Estados Unidos nums.: US 20090208477 y US
20080038232 y las publicaciones de PCT ntims.: WO 2004/096978 y WO 2008/132743.
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Dosis de mantenimiento

Tras la mejora de la condicion de un sujeto, se puede administrar una dosis de
mantenimiento de un tratamiento, si es necesario. Posteriormente, la dosificacion o la frecuencia de
administracion, o ambas, se pueden reducir, en funcion de los sintomas, a un nivel en el que se
mantiene la afeccidon mejorada. Sin embargo, puede que los sujetos requieran un tratamiento
intermitente a largo plazo tras la recurrencia de cualquiera de los sintomas de la enfermedad.

Los sujetos tratados con una dosis de 60 U/kg de velaglucerasa cada dos semanas, y
después de aproximadamente 15-18 meses de tratamiento total con velaglucerasa, tras mostrar
mejorias en 2 de 4 criterios terapéuticos recomendados (concentracion de hemoglobina, conteo de
plaquetas, volumen del higado, volumen del bazo), se cambiaron a una dosis reducida de 30 U/kg
cada dos semanas. A pesar de esta reduccion de dosis, estos sujetos mostraron cambios
clinicamente significativos en los 4 parametros (concentracion de hemoglobina, conteo de
plaquetas, volumen del bazo, y volumen del higado) y biomarcadores (quitotriosidasa y CCL18)
en el transcurso de 48 meses.

La comparacion cualitativa entre la velaglucerasa y la imiglucerasa indica el beneficio
potencial adicional para los sujetos de Gaucher en el que, a pesar de una reduccion de la dosis a casi
la mitad de imiglucerasa, los pacientes siguen una evolucion clinica favorable en los 4 parametros
que demuestran un marcado aumento en la concentracion de hemoglobina, aumento continuo del

conteo de plaquetas después de 36 meses, y una tasa de disminucion del volumen del higado/bazo.

Terapia alternativa

La administracion de velaglucerasa (con o sin el agente adicional) se puede usar como un
tratamiento alternativo, por ejemplo, para los sujetos que se tratan previamente con otro
tratamiento (es decir, una terapia que no sea velaglucerasa, por ejemplo, imiglucerasa, alglucerasa,
Uplyso, tartrato de isofagomina, Miglustat o Genz-112638). Por ejemplo, un sujeto que esta en
tratamiento para la enfermedad de Gaucher con otra terapia se puede transferir a un tratamiento con
velaglucerasa, por ejemplo, si el sujeto experimenta un efecto secundario o efecto adverso de la
otra terapia. Por ejemplo, un sujeto que esta en tratamiento para la enfermedad de Gaucher con
imiglucerasa se puede transferir a tratamiento con velaglucerasa, por ejemplo, la velaglucerasa se

puede administrar en la misma dosis y con la misma frecuencia en la que se administra la
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imiglucerasa. Por ejemplo, el sujeto puede experimentar una reaccion en el sitio de infusiéon con o
después de la administracion de imiglucerasa y/o desarrollar anticuerpos anti-imiglucerasa (por

ejemplo, anticuerpos neutralizantes a la imiglucerasa).

Terapia de combinacidén

A un sujeto que padece la enfermedad de Gaucher se le puede administrar una terapia que
incluye velaglucerasa en una cantidad y durante un tiempo para proporcionar un efecto terapéutico
global. La velaglucerasa se puede administrar sola o en combinacion con un agente(s) adicional.
En el caso de una terapia de combinacion, las cantidades y los tiempos de administracion pueden
ser aquellos que proporcionan, por ejemplo, un efecto terapéutico sinérgico o un efecto terapéutico
aditivo.

En algunas modalidades, la velaglucerasa se puede usar en combinacion con otra terapia
para la enfermedad de Gaucher, por ejemplo, un tratamiento que no sea la terapia de reemplazo
enzimatico, por ejemplo, tartrato de isofagomina, Miglustat, o Genz-112638.

Tartrato de isofagomina. El tartrato de isofagomina (AT-2101, HGT-34100, PLICERA ®)
((3R,4R,5R) -3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil) piperidina L-(+)-tartrato; CAS ntim. 957230-65-8) se
une selectivamente y estabiliza la glucocerebrosidasa, y facilita el trafico correcto de la enzima a
los lisosomas, los compartimientos de la célula donde se necesita para romper glucocerebrosidos.
Véase también la patente de Estados Unidos nam. 7,501,439.

Miglustat. E1 miglustat (Zavesca ®) ((2R,3R,4R,55)-1-butil-2-(hidroximetil) piperidina-3, 4,
S5-triol; CAS niim. 72599-27-0) es un azlicar imino N-alquilado, un anélogo sintético de la D-
glucosa y un s6lido cristalino blanco o casi blanco que tiene un sabor amargo. El miglustat exhibe
un gran volumen de distribucion y tiene la capacidad de acceso a los 6rganos profundos, tales
como, cerebro hueso y pulmon.

El miglustat inhibe la glucosilceramida sintasa, una enzima esencial para la sintesis de la
mayoria de los glicoesfingolipidos. El miglustat es un inhibidor de la glucosilceramida sintasa.
Funciona mediante el bloqueo de una enzima que reduce la formacion de ciertas sustancias
quimicas en el cuerpo (glicoesfingolipidos de base glucosilceramidas). El miglustat se usa para

tratar a adultos con enfermedad de Gaucher tipo I leve a moderada.
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Genz112638. El Genz-112638 es analogo de la glucosilceramida, que se administra por via
oral, y est4 disefiado para inhibir parcialmente la glucosilceramida sintasa, lo que resulta en
produccion reducida de glucosilceramida.

Ademés, se pueden usar moléculas pequefias referidas como chaperones farmacologicos
para unirse selectivamente a una macromolécula diana y aumentar su estabilidad. Por ejemplo, la
union de un chaperon farmacolégico puede ayudar a una molécula diana, tal como una proteina
(pro ejemplo, GCB) u otra macromolécula (por ejemplo, glucocerebrosida) a plegarse en su forma
tridimensional correcta. Esto puede facilitar la actividad funcion celular de la molécula (por
ejemplo, actividad enzimatica en el caso de GCB). Ademas o alternativamente, el chaperén
farmacologico puede facilitar el trafico de las moléculas chaperonas del ER al lugar adecuado en la
célula. Una o ambas funciones pueden reducir la tension celular.

Los chaperones farmacoldgicos pueden ademas disminuir la agregacion y/o acumulacion de
macromléculas no plegadas. Ademas, la restauracion del trafico de macromléculas no plegadas
(por ejemplo, proteinas) y la reduccion de su retencion en el ER puede tener el beneficio adicional
de aliviar los efectos toxico (por ejemplo, efectos proteotoxicos) asociados con la acumulacion y/o
segregacion de la macromlécula mutante.

En ciertas modalidades, las terapias de combinacion puedenincluir uno, dos o mas terapias
de reemplazo con glucocerebrosida, opcionalmente en combinacién con una o mas terapias con
moléculas pequefias, tal como tartrato de isofagomina, miglustat, o Genz112638, y/o
opcionalmente en combinaicdn con uno o mas chaperones farmacoldgicos y/u otros agentes.

En algunas modalidades, cuando la velaglucerasa se administra en combinacion con un
agente adicional, la combinacion puede resultar en que sea necesaria una dosis mas baja del agente
adicional o de la velaglucerasa, de tal manera que los efectos secundarios se reducen. La
combinacidn puede resultar en una mejor entrega y eficacia de uno o ambos agentes.

Los agentes o terapias se pueden administrar al mismo tiempo (por ejemplo, como una sola
formulacion que se administra a un paciente o como dos formulaciones separadas que se
administran al mismo tiempo) o secuencialmente en cualquier orden. Administraciones
secuenciales son las administraciones que se dan en momentos diferentes. El tiempo entre la
administracion del agente uno y el otro agente puede ser minutos, horas, dias o semanas. El uso de
velaglucerasa, también se puede usar para reducir la dosis de otra terapia, por ejemplo, para reducir

los efectos secundarios asociados con otro agente que se administra, por ejemplo, para reducir los
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efectos secundarios de una terapia que no sea la terapia de reemplazo enzimatico. En consecuencia,
una combinacion puede incluir la administracion de un segundo agente a una dosis al menos 10,
20, 30, 6 50% menor que la que se usa en ausencia de la velaglucerasa.

Una terapia de combinacion puede incluir la administracion de un agente que reduce los
efectos secundarios de otras terapias. Por ejemplo, un corticosteroide se puede administrar a un
sujeto antes de la administracion del tratamiento para la enfermedad de Gaucher, para disminuir la
reaccion en el sitio de infusion. Como otro ejemplo, la terapia de suplemento de hierro se puede dar

durante el curso de la terapia de velaglucerasa.

Enfermedad de Gaucher

La enfermedad de Gaucher es la mas comtn de las enfermedades de deposito lisosomal. La
causa es una deficiencia hereditaria de la enzima glucocerebrosidasa (también conocida como
acido B-glucosidasa). La enzima actua sobre una sustancia grasa glucocerebrosido (también
conocida como glucosilceramida). Cuando la enzima esta defectuosa, la sustancia se acumula, en
particular, en células del linaje de células mononucleares. El material graso se acumula en el bazo,
higado, rifiones, pulmones, cerebro y médula 6sea. Los sintomas pueden incluir agrandamiento
del bazo y el higado, disfuncion hepatica, trastornos esqueléticos y lesiones dseas que pueden ser
dolorosas, complicaciones neurologicas severas, inflamacion de los ganglios linfaticos y
(ocasionalmente) articulaciones adyacentes, abdomen distendido, un matiz pardusco en la piel,
anemia, plaquetas en sangre bajas y depositos de grasa de color amarillo en la parte blanca del ojo
(esclera). Las personas mas seriamente afectadas también pueden ser mas susceptibles a infeccion.
La causa de la enfermedad es un gen recesivo en el cromosoma 1 y afecta tanto a hombres y
mujeres.

La enfermedad de Gaucher tiene tres subtipos clinicos comunes:

Tipo I (o tipo no neuropatico) es la forma mas comin de la enfermedad, ocurre en
aproximadamente 1 de cada 50,000 nacidos vivos. Ocurre con més frecuencia entre personas de
herencia judia asquenazi. Los sintomas pueden comenzar temprano en la vida o en la edad adulta e
incluyen agrandamiento del higado y bazo agrandado enormemente (junto con
hepatoesplenomegalia), el bazo puede romperse y causar complicaciones adicionales. La debilidad
esquelética y trastorno 6seo pueden ser extensos. El agrandamiento del bazo y el reemplazo de la

médula dsea causan anemia, trombocitopenia y leucopenia. El cerebro no se afecta, pero se puede
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deteriorar el pulmdn y, raramente, los rifiones. A los pacientes en este grupo usualmente le salen
moretones con facilidad (debido a los bajos niveles de plaquetas) y experimentan fatiga debido al
bajo niimero de gldbulos rojos. En dependencia de la aparicion de la enfermedad y la severidad, los
pacientes de tipo I, pueden vivir bien en la adultez. Muchos pacientes tienen una forma leve de la
enfermedad o pueden no mostrar ningtn sintoma. En algunas modalidades, los métodos y
composiciones descritos en la presente se usan para tratar la enfermedad de Gaucher tipo 1.

Tipo II (o enfermedad de Gaucher neuropética infantil aguda) por lo general comienza
dentro de 6 meses del nacimiento y tiene una tasa de incidencia de aproximadamente 1 de cada
100,000 nacidos vivos. Los sintomas incluyen un agrandamiento del higado y el bazo, dafio
cerebral extenso y progresivo, trastornos del movimiento ocular, espasticidad, convulsiones,
rigidez de los miembros, y poca capacidad para succionar y tragar. Los nifios afectados
generalmente mueren a los 2 afos.

Tipo III (la forma neuropatica cronica) puede comenzar en cualquier momento en la
infancia o incluso en la edad adulta, y ocurre en aproximadamente 1 de cada 100,000 nacidos
vivos. Se caracteriza por progresar lentamente pero sintomas neuroldgicos mas leves en
comparacion con la version aguda o de tipo II. Los sintomas principales incluyen un
agrandamiento del bazo y/o higado, convulsiones, mala coordinacion, irregularidades esqueléticas,
trastornos del movimiento ocular, trastornos hematologicos como anemia y problemas

respiratorios. Los pacientes a menudo viven sus primeros diez anos y la adultez.

Densidad mineral 0sea

Como se usa en la presente la densidad de los huesos (o densidad mineral 6sea) se refiere a
la cantidad de materia por centimetro cuadrado de hueso. La densidad 6sea se puede usar en la
medicina clinica como un indicador indirecto de osteoporosis y/o el riesgo de fractura. La DMO se
puede medir por una serie de procedimientos, por ejemplo, absorciometria de rayos X de energia
dual (DXA o DEXA), tomografia computarizada cuantitativa (QCT), ecografia cualitativa (QUS),
absorciometria de foton simple (SPA), absorciometria fotonica dual (DPA) , radiogrammetria
digital de rayos X (DXR), y absorciometria de rayos X de energia inica (SEXA). Las mediciones
se pueden realizar, por ejemplo, sobre la columna lumbar, la parte superior de la cadera, o el

antebrazo.
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La densidad mineral 6sea promedio puede definirse como BMC/W [g/cm?], en donde BMC
= contenido mineral dseo = g/cm, y W = ancho en la linea escaneada.

Los resultados de la densitometria pueden reportarse en, por ejemplo, densidad medida en g
cm”, puntuacion Z, y puntuacion T. Las puntuaciones negativas indican una menor densidad 6sea,
y los resultados positivos indican mayor.

La puntuacioén Z se refiere al numero de desviaciones estandar por encima o por debajo del
promedio para la edad del paciente, sexo y origen étnico.

La puntuacion T se refiere al nimero de desviaciones estandar por encima o por debajo del
promedio para un adulto sano de 30 afos de edad, del mismo sexo y origen étnico que el paciente.
Los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud son los siguientes:

e Normal es una puntuacién T de -1.0 o superior.

e Osteopenia se define como menor que -1.0 y mayor que -2.5.

e Osteoporosis se define como -2.5 o inferior, lo que significa una densidad 6sea que es
dos y media desviaciones estandar por debajo del promedio de una mujer de treinta

afios de edad.

Administracién

La terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa descrita en la presente puede
administrarse, por ejemplo, por inyeccion, por via intravenosa, intraarterial, subdérmica,
intraperitoneal, intramuscular o subcutdnea. Preferentemente, la terapia de reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa se administra por via intravenosa, con una dosificacion que varia en el
intervalo de aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 6 80 U/kg,
administrada en semanas alternas, o de acuerdo con los requisitos del compuesto en particular. Los
métodos en la presente descripcion contemplan la administracion de una cantidad eficaz de
compuesto o composicion del compuesto para lograr el efecto deseado o indicado. Tipicamente, la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa se puede administrar como una infusion
continua, por ejemplo, una infusién continua durante 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos, o 150
minutos. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con los materiales portadores
para producir una forma de dosificacion simple variara dependiendo del huésped tratado y el modo

particular de administracion. Una preparacion tipica contendra desde 5% a 95% del compuesto
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activo (p/p). Alternativamente, estas preparaciones contienen desde 20% a 80% del compuesto
activo.

Puede que se requieran dosis inferiores o superiores a las indicadas anteriormente. Los
regimenes de dosificacion y tratamiento especificos para cualquier sujeto en particular dependeran
de una variedad de factores, que incluyen la actividad del compuesto especifico que se emplee, la
edad, peso corporal, estado de salud general, sexo, dieta, tiempo de administracion, velocidad de
excrecion, combinacion de farmacos, la severidad y curso de la enfermedad, afeccion o sintomas,
la disposicion del sujeto a la enfermedad, afeccion o sintomas, y el juicio del médico tratante.

Tras la mejora de la condicion de un sujeto, una dosis de mantenimiento de un compuesto,
composicion o combinacidn de esta invencion se puede administrar, si es necesario.
Posteriormente, la dosificacion o la frecuencia de administracion, o ambas, se pueden reducir, en
funcion de los sintomas, a un nivel en el que se mantiene la afecciéon mejorada. Los sujetos pueden,
sin embargo, requerir un tratamiento intermitente a largo plazo si vuelven a aparecer los sintomas.

Un compuesto, composicion o combinacion de esta invencion puede administrarse como
una terapia a domicilio (por ejemplo, en la casa del sujeto, lugar de trabajo, y otro entorno no
clinico (por ejemplo, no hospital)). Este puede administrarse (por ejemplo, a través de infusion)
por un profesional de la salud (por ejemplo, una enfermera o asistente del médico). Por ejemplo, si
el sujeto no ha experimentado un evento adverso (AE) (por ejemplo, un EA grave relacionado con
el farmaco o un EA relacionado con la infusion, por ejemplo, un evento descrito en la presente),
por ejemplo, después de uno, dos, o tres administraciones (por ejemplo, a través de infusion) del
compuesto, composicidon o combinacion, el sujeto es elegible para recibir terapia a domicilio para

las administraciones posteriores.

Composiciones farmacéuticas

Una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa)
se puede incorporar en una composicion farmacéutica para la administracion a un sujeto. Tales
composiciones incluyen tipicamente, la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa
(por ejemplo, velaglucerasa) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en la presente descripcion, la expresion "vehiculo farmacéuticamente
aceptable o adyuvante" incluye disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifiungicos, agentes isotonicos y retardadores de la absorcion, y similares,

compatibles con la administracion farmacéutica. Compuestos activos suplementarios también se
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pueden incorporar en las composiciones. El término "vehiculo o adyuvante farmacéuticamente
aceptable " se refiere a un vehiculo o adyuvante que se puede administrar a un sujeto, junto con la
glucocerebrosidasa, y que no destruye la actividad farmacoldgica de ésta y no es toxico cuando se
administra en dosis suficientes para entregar una cantidad terapéutica de la glucocerebrosidasa.

Una composicion farmacéutica se formula para que sea compatible con su ruta de
administracion prevista. Los ejemplos de rutas de administracion incluyen parenteral, por ejemplo,
intradérmica intravenosa y subcutanea. Las soluciones o suspensiones que se usan para aplicacion
parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los siguientes componentes: un diluyente
estéril tal como agua para inyeccion, solucidn salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o
metil parabeno; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes
tales como acido etilendiaminotetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y
agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar
con acidos o bases, tales como acido clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral se
puede encerrar en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis multiples hechos de vidrio o
plastico.

Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen agua estéril para
inyeccion, solucion salina fisioldgica, agua bacteriostatica, CREMOPHOR EL ™ (BASF,
Parsippany, NJ) o tampon fosfato salino (PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril
y fluida hasta el punto que sea facilmente inyectable. Debe ser estable bajo las condiciones de
fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la accion de contaminacion de los
microorganismos tales como bacteria y hongos. El portador puede ser un medio de dispersion o
solvente que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propileno glicol, y
polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de éstos. La fluidez apropiada se puede
mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal como lecitina, manteniendo el
tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La
prevencion de la accion de los microorganismos puede lograrse por varios agentes antibacteriales y
antimicdticos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal, y similares.
En muchos casos, serd preferible incluir en la composicion agentes isotonicos, por ejemplo,

azucares tales como sacarosa, polialcoholes tales como manitol, sorbitol cloruro de sodio. La
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absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede producirse incluyendo en la
composicion un agente que retarda la absorcion, por ejemplo, monoestearato aluminico y gelatina.

La composicion farmacéutica puede incluir, por ejemplo, agua estéril para inyeccion,
sacarosa, citrato de sodio, acido citrico y polisorbato.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse mediante la incorporacion de la
glucocerebrosidasa en la cantidad requerida en un solvente adecuado con uno o una combinacion
de ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido por la esterilizacion con
filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion del compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion son secado al vacio y liofilizacion que
produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una

solucion estéril previamente filtrada de éste.

Es ventajoso formular las composiciones parenterales en forma de dosificacion unitaria
para facilitar la administracion y por la uniformidad de la dosis. La forma de dosis unitaria como se
usa en la presente descripcion se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis
unitarias para el sujeto a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada del compuesto
activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo
farmacéutico requerido.

Las composiciones farmacéuticas se pueden incluir en un contenedor, paquete o
dispensador junto con instrucciones para su administracion.

Kit

Una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, velaglucerasa)
se puede proporcionar en un kit. El kit incluye: (a) la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa, por ejemplo, una composicion que incluye la terapia de reemplazo enzimatico
con glucocerebrosidasa, y (b) material informativo. El material informativo puede ser descriptivo,
de instruccion, comercializacion u otro material que se refiera a los métodos descritos en la
presente y/o el uso de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa para los métodos

descritos en la presente. Por ejemplo, el material informativo describe métodos para la
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administracion de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa para el tratamiento de
la enfermedad de Gaucher.

En una modalidad, el material informativo puede incluir instrucciones para administrar la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa de una manera adecuada, por ejemplo, en
una dosis, forma de dosificaciéon, o modo de administracion adecuados (por ejemplo, una dosis,
forma de dosificacion, o modo de administracion descrito en la presente). En otra modalidad, el
material informativo puede incluir instrucciones para la identificacion de un sujeto adecuado, por
ejemplo, un humano. EIl material informativo de los kits no se limita en su forma. En muchos
casos, el material informativo, por ejemplo, instrucciones, se proporciona en material impreso, por
ejemplo, un texto, figura, y/o fotografia impresos, por ejemplo, una etiqueta o una hoja impresa.
Sin embargo, el material informativo también se puede proporcionar en otros formatos, tales como
Braille, material legible por computadora, grabacion de video o grabacion de audio. En otra
modalidad, el material informativo del kit es un enlace o informacién de contacto, por ejemplo, una
direccion fisica, direccidon de correo electronico, hipervinculo, pagina web, o numero de teléfono,
donde un usuario del kit puede obtener informacion sustantiva sobre el modulador y/o su uso en los
métodos descritos en la presente. Por supuesto, el material informativo también se puede
proporcionar en cualquier combinacion de formatos.

Ademas de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa, la composicion del
kit puede incluir otros ingredientes, tales como un disolvente o tampon, un estabilizador o un
conservante, y/o un segundo agente para tratar la enfermedad de Gaucher. Alternativamente, los
otros ingredientes se pueden incluir en el kit, pero en composiciones o contenedores diferentes del
de la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. En tales modalidades, el kit puede
incluir instrucciones para mezclar la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa y los
otros ingredientes (por ejemplo, reconstituir una terapia liofilizada y/o diluir la terapia reconstituida
antes de la administracion), o para el uso de la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa junto con los otros ingredientes.

La terapia de reemplazo enzimdatico con glucocerebrosidasa puede proporcionarse en
cualquier forma, por ejemplo, en forma liquida, seca o liofilizada. Se prefiere que la terapia de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa sea sustancialmente pura y/o estéril. Cuando la
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa se proporciona en una solucion liquida, la

solucion liquida preferentemente es una solucion acuosa, se prefiere una solucién acuosa estéril.

69



10

15

20

25

30

Cuando la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa se proporciona como una forma
seca, la reconstitucion generalmente es mediante la adicion de un disolvente adecuado. El
disolvente, por ejemplo agua, estéril o tampon, opcionalmente se puede proporcionar en el kit.

El kit puede incluir uno o mas recipientes para la composicion que contiene la terapia de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa. En algunas modalidades, el kit contiene recipientes
separados, divisores o compartimentos para la terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa (por ejemplo, en una composicion) y el material informativo. Por ejemplo, la
terapia de reemplazo enziméatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, en una composicion) puede
estar en una botella, vial o jeringa, y el material informativo puede estar en un paquete o manguito
de plastico. En otras modalidades, los elementos separados del kit estan dentro de un solo
recipiente, no dividido. Por ejemplo, la terapia de reemplazo enzimdatico con glucocerebrosidasa
(por ejemplo, en una composicion) estd en una botella, vial o jeringa que tiene unido a la misma el
material informativo en forma de una etiqueta. En algunas modalidades, el kit incluye una
pluralidad (por ejemplo, un paquete) de recipientes individuales, cada uno contiene una o mas
formas de dosificacion unitaria (por ejemplo, una forma de dosificacion descrita en la presente) de
la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, en una composicion).
Por ejemplo, el kit incluye una pluralidad de jeringas, ampollas, paquetes de papel de aluminio, o
paquetes de tipo burbuja, cada uno contiene una sola dosis unitaria de la terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa. Los recipientes de los kits pueden ser herméticos y/o
impermeables.

La terapia de reemplazo enzimdatico con glucocerebrosidasa (por ejemplo, en una
composicion) se puede administrar a un sujeto con la enfermedad de Gaucher. El método puede
incluir evaluar un sujeto, por ejemplo, como se describe en la presente y de ese modo identificar un
sujeto con necesidad de tratamiento con la terapia de reemplazo enzimatico con

glucocerebrosidasa.

Los siguientes ejemplos proporcionan modalidades ilustrativas de la invencion. Alguien
con experiencia en la materia reconocera las numerosas modificaciones y variaciones que se
pueden realizar sin alterar el espiritu o el alcance de la presente invencion. Tales modificaciones y
variaciones estan comprendidas dentro del alcance de la invencion. Los ejemplos no limitan en

modo alguno la invencion.
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EJEMPLOS

La introduccion de la terapia enzimatica impacté significativamente la historia natural de la
enfermedad de Gaucher tipo 1. Desafortunadamente, la existencia de una opcion terapéutica unica
representa una vulnerabilidad inherente en el tratamiento de pacientes con enfermedad de Gaucher
tipo I. Aproximadamente 15% de los pacientes tratados con imiglucerasa reportaron el desarrollo
de anticuerpos IgG y aproximadamente la mitad de estos pacientes reportaron sintomas de
hipersensibilidad (Starzyk K. y otros, Molec Genet Metab. 2007; 90:157-163). A nivel mundial, la
dependencia de un tnico producto en el tratamiento de la enfermedad de Gaucher se subraya por la
reciente escasez de imiglucerasa (Steinbrook R. y otros, N Engl J Med. 2009; 361:1525-1527).
Entre aquellos que reciben infusiones de imiglucerasa, un nimero desconocido de pacientes
requiere de pre-medicacion para mitigar una potencial respuesta mediada por el sistema inmune.
En algunos casos los pacientes requieren de hidrocortisona, que a su vez esta asociada con riesgos
médicos, que incluyen AVN. Ademads, datos publicados recientemente sugieren que el 59% de los
pacientes de GD1 tratados con imiglucerasa no alcanzaron al menos un objetivo terapéutico tras un
minimo de 4 afios de tratamiento independientemente de la dosis y duracion del tratamiento
(Weinreb N. y otros, Am J Hematol. 2008; 83: 890-895).

La alfa velaglucerasa es una nueva terapia de reemplazo enzimatico (ERT, por sus siglas en
inglés) con caracteristicas Unicas (secuencia salvaje de aminoacidos y un alto contenido a-manosil)
que la distingue de la imiglucerasa. Algunos de los ejemplos que se proporcionan a continuacion
describen los ensayos clinicos y estudios de extension para evaluar la seguridad y eficacia de la alfa
velaglucerasa. Estos son el primer ensayo clinico con una ERT para poner en practica la reduccion

de dosis y terapia a domicilio.

Ejemplo 1: Estudios TKT025 y TKT025EXT
Sumario

Este ejemplo describe un ensayo abierto Fase I/II de nueve meses, en un centro unico con
alfa velaglucerasa (TKT025) y el estudio de extension en curso (TKT025EXT) que se lleva a cabo
para evaluar la seguridad y eficacia de la alfa velaglucerasa.

El objetivo principal del ensayo Fase I/II fue evaluar la seguridad de la alfa velaglucerasa

administrada por via intravenosa en una dosis de 60U/kg en semanas alternas durante nueve meses

71



10

15

20

25

30

en pacientes adultos con sintomas de enfermedad de Gaucher tipo I (GD1) (no neuropatica). El
objetivo secundario de este estudio fue evaluar la actividad clinica de la alfa velaglucerasa sobre
las caracteristicas clave de la enfermedad (Barton NW. y otros, N Engl J Med. 1991; 324:1464-
1470). El estudio de extension se disend de manera similar para evaluar la seguridad a largo plazo
y evaluar los efectos de la alfa velaglucerasa en cuatro mediciones de la enfermedad, concentracion
de hemoglobina, conteo de plaquetas, volumen del higado y volumen del bazo (Barton NW. y
otros, N Engl J Med. 1991; 324:1464-1470).

Doce pacientes adultos con sintomas de la enfermedad de Gaucher tipo I y bazos intactos
recibieron alfa velaglucerasa (60 U/kg/infusion) durante la Fase I/II. Originalmente trece pacientes
se seleccionaron para participar en el estudio, pero uno se excluy6 debido a la presencia de
anticuerpos anti-imiglucerasa. Un estudio de extension se ofrecio a los pacientes que completaron
el ensayo y se instituyo una reduccion de la dosis paso a paso (para 30 U/kg/infusion). Once
pacientes completaron la Fase I/II; diez entraron en el estudio de extension, nueve pacientes
alcanzaron 39 meses en la extension. No se observaron eventos adversos graves, abandonos, ni
anticuerpos relacionados con el farmaco. La terapia a domicilio se aplicd con éxito durante la
extension. Se observaron mejorias estadisticamente significativas (p <0.004) en el porcentaje de
cambio promedio de la linea de base a nueve meses y de la linea de base a 48 meses para la
hemoglobina ((+19.2%, +21.7% respectivamente), conteo de plaquetas (+67.6%, +157.8%,
respectivamente), volumen normalizado del higado (-18.2%, -42.8%, respectivamente), y volumen
normalizado del bazo (-49.5%, -79.3%, respectivamente). Estos cambios clinicos significativos y el
perfil de seguridad conllevaron a ensayos Fase Il y a poner de relieve el potencial de la alfa

velaglucerasa como terapia alternativa para la enfermedad de Gaucher tipo I.

Meétodos

El estudio Fase I/Il y de extension se realizaron en un solo centro (Clinica de Gaucher,
Centro Médico Shaare Zedek, Jerusalén, Israel).

Pacientes: Se scleccionaron adultos sintomaticos, confirmados enzimaticamente como
pacientes con GD1. Los criterios de seleccion fueron: edad > 18 afios, un bazo intacto, anemia
relacionada con la enfermedad (valor de hemoglobina al menos 1g/dl por debajo del limite inferior
normal (LLN) para el género), trombocitopenia (recuento de plaquetas por debajo del LLN), y un

resultado negativo para el antigeno de la hepatitis B y C y el virus de la inmunodeficiencia humana.
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Los pacientes eran elegibles si no recibieron ERT previamente o no recibieron imiglucerasa dentro
de los 12 meses anteriores a la inscripcidon y eran negativos para anticuerpos contra imiglucerasa.
Los pacientes se excluyeron si habian recibido una terapia en investigacion para cualquier otra
indicacion < 30 dias antes de la inscripcion, o si no podian cumplir con el protocolo ya sea por

razones médicas o no médicas.

Preparacion y Dosificacion: La alfa velaglucerasa la suministré Shire HGT como un
producto liofilizado y la envi6 a 2°-8°C. El producto se reconstituyd con agua estéril para
inyeccion, libre de conservantes. La cantidad apropiada de alfa velaglucerasa (en base al peso
corporal) se mezclo lentamente con solucidn salina normal para un volumen final de 100 ml. La
alfa velaglucerasa diluida se administré por via intravenosa a través de un filtro de 0.2 um por un
periodo de 60 minutos (velocidad méxima de 1.5 mg/kg/hora; 1 U/kg/min).

Durante el estudio Fase I/II, los tres primeros pacientes recibieron alfa velaglucerasa en un
programa de cada dos semanas en el lugar del ensayo. El escalado de la dosis se llevé a cabo para
los tres primeros pacientes, para los cuales se duplico la dosificacion de una dosis inicial de 15
U/kg hasta una dosis final de 60 U/kg. El segundo y tercer paciente recibieron su infusion inicial de
15 U/kg so6lo después que se completd un periodo de observacion de 7 dias para los pacientes
primero y segundo respectivamente. Una vez que el tercer paciente recibi6 una dosis tinica de 60
U/kg y se observo por un periodo de 7 dias, nueve pacientes adicionales se inscribieron y
recibieron infusiones de 60 U/kg cada dos semanas para un total de 20 dosis. Los pacientes que se
sometieron al escalado de dosis se continuaron en un programa cada dos semanas durante 17
infusiones adicionales de 60 U/kg para un total de 20 infusiones.

Durante el estudio de extension, todos los pacientes continuaron en 60 U/kg/infusion cada
dos semanas. Después de aproximadamente 6-9 meses del estudio de extension, los pacientes que
consiguieron al menos 2 de los 4 objetivos terapéuticos para mejora de la anemia, trombocitopenia,
hepatomegalia y/o esplenomegalia (Pastores GM. y otros, Semin Hematol. 2004; 41:4-14) hicieron
la transicion a 45 U/kg/infusion cada dos semanas durante tres meses y luego la transicion a 30
U/kg/infusion cada dos semanas. Esta convencion de reduccion de dosis en funcion del logro de los
objetivos terapéuticos estd de acuerdo con las recomendaciones para la individualizacion de la ERT

en pacientes con imiglucerasa (Andersson HC. y otros, Genet Med. 2005; 7:105-110).
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Ademas, los siete pacientes que residen en Israel hicieron la transicion a la terapia a

domicilio durante la fase de extension.

Evaluaciones de seguridad: La seguridad se evalud a través del estudio de evaluaciones de
efectos adversos cada dos semanas (incluidas las reacciones relacionadas con la infusion),
medicacion concomitante, y signos vitales, realizados antes, durante y después de las infusiones.
Se llevaron a cabo evaluaciones de seguridad adicionales aproximadamente cada 12 semanas e
incluyeron examenes fisicos, pruebas de laboratorio clinico (hematologia, bioquimica sanguinea,
analisis de orina, y prueba de embarazo), los electrocardiogramas de 12 derivaciones y
ecocardiogramas en el lugar del ensayo. Se realizaron determinaciones de la presencia de

anticuerpos anti-alfa velaglucerasa a intervalos de 3 meses en Shire HGT.

Ensayos de anticuerpos: Todos los participantes se examinaron para anticuerpos
circulantes anti-alfa velaglucerasa, mediante el uso de un ELISA indirecto validado. Las placas de
micropocillos se recubrieron con alfa velaglucerasa, se lavaron, y se bloquearon con albumina de
suero bovino para limitar la unidén no especifica de anticuerpos. Se incubaron muestras de suero de
pacientes diluidas 100 veces en tampon fosfato salino que contenia 0.05 % de Tween 20 durante 60
minutos a 37 °C. Los pocillos se lavaron y se incubaron después con el anticuerpo secundario
adecuado conjugado con peroxidasa de radbano (HRP). Se probaron por separado con los
siguientes anticuerpos secundarios especificos de isotipos, conjugados a HRP: 1) de cabra anti- Fc
de IgG humana, 2) de cabra anti- cadena a de IgA humana, 3) de cabra anti- cadena p de IgM
humana, o 4) cabra anti- cadena ¢ de IgE humana. Los pocillos se lavaron una tltima vez y se
incubaron con el sustrato cromogénico de HRP 3, 3', 5, 5' tetrametil bencidina. La reaccion se
detuvo mediante la adicion de 4cido sulfurico 2N, y la absorbancia de cada pocillo se cuantifico a
450 nm (Asso) mediante el uso de un lector de placas Molecular Devices SPECTRAmax Plus384 y
del software SOFTmax PRO. Se obtuvieron muestras de suero, positivas para anticuerpos, de
pacientes que recibian imiglucerasa. Estos anticuerpos de pacientes mostraron reaccion cruzada
con la alfa velaglucerasa y se usaron como controles positivos humanos en el ensayo de deteccion
de anticuerpos anti-velaglucerasa. Por tanto, estos sueros fueron positivos tanto para anti-
imiglucerasa y anti-alfa velaglucerasa. Dentro de cada placa de ensayo se incluyeron controles de

suero humano negativos, asi como positivos.
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Se establecio para el ELISA positivo de anticuerpo, un robusto punto de corte de absorcion
para anticuerpos anti-alfa velaglucerasa a partir de la absorbancia media de las muestras de suero
de pacientes de Gaucher que no recibieron ERT previamente (N=108). El analisis paramétrico de
los datos de absorbancia del ELISA se uso para calcular el limite inferior de anticuerpos positivos
(la media mas 1.645 x desviaciones estandar, donde 1.645 es el 95° por ciento de la distribucién
normal, por lo tanto, aceptacion potencial de 5% de falsos positivos) para cada isotipo de
anticuerpo (Mire-Sluis AR. y otros, J Immunol Methods. 2004; 289:1-16). El fondo de A4so del
ELISA para las muestras de suero de Gaucher que no recibieron ERT previamente se calculé que
era 0.040 para todos los ensayos de isotipos de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa. El punto de
corte positivo del ELISA de anticuerpos se establecié como una relacion de > 2.0 y una Aygso >
0.040, donde la relacion es la Ayso de una muestra del paciente tomada en cualquier punto de
tiempo, dividida por la A4so de la muestra del paciente tomada en la linea de base antes del primer
tratamiento con la ERT. Cualquier muestra que excediera el punto de corte positivo del ELISA
tendria que confirmarse por un ensayo de radioinmunoprecipitacion cuantitativa y probarse para
anticuerpos neutralizantes, sin embargo ninguna de las muestras cumplieron los criterios de corte

establecidos (Mire-Sluis AR. y otros, J Immunol Methods. 2004; 289:1-16).

Actividad Clinica: Las evaluaciones de eficacia principal de la concentracion de
hemoglobina y conteo de plaquetas se evaluaron a los intervalos trimestrales predeterminados. Se
midieron los volimenes del higado y del bazo mediante el uso de MRI cuantitativa del abdomen
(en el aparato del mismo modelo) se realiz6 en la linea de base, seis y nueve meses (Centro Médico
Universitario Hebreo en Hadassah), y a los 24, 33 y 45 meses (en la unidad de imagen MOR-
MAR) durante el estudio de extension. Los volumenes del higado y del bazo se evaluaron al final
del ensayo por un radidlogo que no conocia la identidad del paciente y la secuencia en que se
realizaron las imagenes de MRI cuantitativa del abdomen. La quitotriosidasa y el CCL18 se

midieron en el Academic Medical Center, Amsterdam, Paises Bajos.

Analisis estadistico: La poblacion de seguridad, que era también la poblacion con intencidon
de tratar, se definié como todos los pacientes incluidos que recibieran al menos una infusion
(parcial o total) de la alfa velaglucerasa, y se uso para todas las actividades clinicas. No se uso

ninguna imputacion.
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Para los principales pardmetros de actividad clinica de, concentracion de hemoglobina,
conteo de plaquetas, y volumenes del higado y del bazo, la hip6tesis nula es que no hay diferencia
entre el valor de la linea de base y el valor al final del estudio (nueve meses), y el valor de la linea
de base y el valor al final de 48 meses (es decir, la diferencia entre los miembros de cada par de
observacion tiene un promedio de valor cero.) Las comparaciones se realizaron mediante el uso de
hipotesis de dos colas al nivel de 5% de significacion. Las diferencias entre los valores de la linea
de base y los periodos finales se analizaron mediante el uso de la prueba de rangos de Wilcoxon.
Los cambios desde la linea de base se calcularon y los porcentajes de cambios desde la linea de
base se resumieron mediante el uso de la estadistica descriptiva.

Para parametros secundarios de actividad clinica, los datos observados, el cambio de la
linea de base y el cambio porcentual de la linea de base se resumieron por visita, se incluyeron, el
promedio, el error tipico (SE) y la mediana. Ninguna prueba estadistica formal se aplico a estos

conjuntos de datos.

Resultados del estudio TKT025 (9 M, 60 U/kg de alfa velaglucerasa)

La alfa velaglucerasa se tolerd bien y los pacientes no desarrollaron anticuerpos. Se
observaron mejorias clinicas estadisticamente significativas en los pardmetros hematologicos y

volimenes de 6rganos tan temprano como de 3 a 6 meses (Tabla 1).

Tabla 1 Resultados clinicos para TKT025 (N=12)

Valor de | Cambio promedio de linea de base + desviacién
linea de estandar
Actividad clinica
base
Parametro
promedio Mes 3 Mes 6 Mes 9
Concentracién de hemoglobina
10.95 1.24+0.90 1.92+0.82 2.24 +£0.89
(g/dl)
Conteo de plaquetas (x 10°/1) 57.5 89+11.20 23.4+£24.63 40.6 +30.68
Higado (% de peso corporal) 4.43 NA -0.67 £ 0.64 -0.79 £ 0.48
Bazo (% de peso corporal) 3.63 NA -1.62 £ 0.67 -1.89 £0.75
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Demografia y disposicion: Un total de trece pacientes se examinaron y todos dieron su
consentimiento para participar en este estudio, un paciente (0004) se excluyo debido a anticuerpos
contra imiglucerasa. Todos los pacientes estaban sin tratamiento previo en el advenimiento de
acuerdo con el protocolo en virtud de no haberse expuesto a ninguna terapia especifica de Gaucher
en los 12 meses anteriores a la inscripcion, aunque en el pasado mas lejano, 2 pacientes (0008 y
0009) cada uno recibio 3 infusiones de imiglucerasa, un paciente (0003) se expuso al Miglustat, y
dos pacientes (0005 y 0007) se expusieron a miglustat e imiglucerasa.

La poblacion con intencion de tratar (Tabla 2) incluy6 doce pacientes que recibieron al
menos una dosis de alfa velaglucerasa, de los cuales 11 pacientes (92%) completaron el estudio
Fase I/II (un paciente, 0006, abandond después de una repentina muerte en la familia, retir6 su
consentimiento después de que recibid tres infusiones).

En el momento de la inscripcion en el ensayo Fase I/11, siete pacientes (58%) eran mujeres;
la edad promedio fue 41.7 afios (SD + 17.3, intervalo 19-70), el peso promedio fue 59.6 kg (SD =+
9.1 intervalo 50 a 73) y la altura promedio fue 169 cm (SD+ 8.0, intervalo 160 a 184). Dos
pacientes (16.7%) presentaban necrosis avascular (NAV) de la articulacion de la cadera en el
momento de la inscripcion y otro tenia una lesion destructiva en cada tobillo. La Tabla 2
proporciona las caracteristicas demograficas, genotipicas y clinicas de la linea de base del estudio,
asi como los hallazgos clinicos de cada uno los pacientes que se pretendia tratar, en los principales

puntos de recoleccion de datos dentro de los estudios Fase I/I1.

77



Tabla 2 Datos demograficos y caracteristicas del paciente

Hemoglobina g/dl

Plaquetas, 10/1

Volumen del bazo normalizado,
multiplo del normal

Volumen del higado normalizado,
multiplo del normal

Paciente | Edad | Sex |  Genotipo BL [ 6 9 24 [ 48 [ BL | 6 9 24 [ 48 | BL 6 9 24 [ 45 | BL | 6 9 24 | 45
0 Mes | Mes | Mes | Mes Mes | Mes | Mes | Mes Mes | Mes | Mes [ Mes Mes | Mes | Mes [ Mes
1 24 | F [N3708/N370S [ 10.8 | 122 [12.5 | 124 [127 | 80 [ 123 [ 149 [ 155 [ 130 | 175 [ 11.0 [ 100 | 80 | 65 [ 23 [ 18 [ 1.9 [ 15 [ 12
2 62 | M [N370S/L444P | 12.7 | 14.1 | 14.8 | 143 [ 142 | 69 | 74 | 90 [ 127 | 142 | 11.0 | 75 [ 6.0 | 40 | 30 [ 1.0 [ 1.0 [ 09 | 1.0 [ 08
3 35 | M | N370S/Otro | 13.5 | 157 [ 16.5 | 157 | 16.0 | 48 | 95 | 128 | 140 | 151 | 175 | 8.0 | 6.5 . . 22 | 16 [ 17 [ 13 [ 12
5 35 | F_[N370S/N370S | 10.6 | 11.7 | 12.0 52 | 68 | 72 325 | 23.0 | 245 1.7 | 18 [ 16
6 44 | F |N370S/1VS2+1 [ 10.9 56 16.0 2.1
7 42 | F [N3708/N370S [ 105 | 125 [125 [ 138 [ 13.0 | 37 | 32 [ 39 [ 42 | 95 | 210 [135][ 130 [ 70 | 40 [ 1.8 [ 17 [ 1.6 | 14 [ 1.0
8 23 | F |N370S/RecNcl | 10.0 | 12.1 [ 11.8 | 12.7 [ 142 | 65 | 137 | 150 | 154 | 203 | 19.0 [ 9.0 [ 7.0 | 35 | 35 [ 22 | 16 | 1.6 | 12 | 12
9 25 | M |N370S/RecNcl | 12.6 | 158 [ 159 | 158 [ 151 | 69 | 97 [ 120 | 178 | 183 | 28.0 [ 125 [ 10.0 | 40 | 25 [ 20 | 14 [ 14 | 1.1 [ 09
10 60 | F [N370S/N370S | 10.1 | 11.1 | 12.5 | 124 [ 124 | 48 | 60 | 86 | 121 | 139 | 19.0 [ 11.0 | 85 | 35 | 3.0 | 14 | 12 [ 1.0 | 08 [ 08
11 18 | F | N370S/Otro | 11.0 [ 13.8 | 13.6 [ 13.6 | 12.6 | 59 | 98 | 110 | 122 [ 130 | 150 | 9.0 | 80 | 50 | 35 [ 14 | 1.1 | 1.0 | 1.1 | 0.8
12 69 | M [N370S/N370S [ 13.5 | 144 [ 14.1 59 [ 65 | 99 13.0 [ 90 [ 75 1.0 | 1.0 [ 10
13 56 | M [N370S/V394L | 12.9 | 159 [ 16.6 | 154 | 16.0 | 46 | 40 | 36 | 111 | 135 | 195 | 100 | 80 | 45 | 25 | 1.0 | 08 | 08 | 08 [ 07
Los datos demograficos del paciente y las caracteristicas en la linea de base del estudio y en los puntos de evaluacion
5 seleccionados durante los ensayos Fase I/II y de extension, que incluyen los ultimos valores se recogieron para cada pardmetro clinico
para la cohorte. Los volimenes normalizados del higado y del bazo se definieron como un 2.5% y un 0.2% respectivamente del peso
corporal total en kilogramos (Pastores GM. y otros, Semin Hematol. 2004; 41:4-14). Multiplos de lo normal es el volumen del 6rgano
observado dividido por el volumen del 6érgano normalizado. A los 24 meses, todos los pacientes demostraron normalizacion de las
concentraciones de hemoglobina y todos, excepto un paciente demostré conteo de plaquetas mayor que 100%¥10°/1. BL, linea de base,
10 Mo, mes, M, masculino, F, femenino, * volumen del bazo no interpretable debido a artefactos técnicos.
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Los resultados de iméagenes por resonancia magnética (MRI) del higado y del bazo fueron a
ciegas y los interpretd un unico revisor para minimizar la desviacion. La recogida de datos de la
linea de base de otros parametros clinicos, que incluyeron las PFT (pruebas de funcién pulmonar),
MRI de los fémures y la columna vertebral lumbar y densitometria también se realizaron en
diversos puntos temporales durante todo el estudio.

El estudio comprendi6 2 fases, una fase de escalado de dosis y una fase de dosis continua.
Durante la fase de escalado de dosis, el primer paciente se inscribid y se le administrd por via
intravenosa (IV) alfa velaglucerasa 15 U/kg, y luego se sigui6 por 7 dias para la valoracion de la
seguridad. Después que se confirmo la seguridad para el primer paciente, se reclutaron 2 pacientes
adicionales, se inscribieron y se les administrd por via intravenosa alfa velaglucerasa 15 U/kg y se
siguieron durante 7 dias para la valoracion de seguridad. Después que se confirm¢ la seguridad
para los 3 pacientes que recibieron la dosis de 15 U/kg, las proximas dos dosis mas altas (30 y 60
U/kg) se administraron de la misma manera. Una vez que se confirm¢ la seguridad para los 3
pacientes, se inscribieron 9 pacientes adicionales y se les administro la dosis de 60 U/kg. Todos los
pacientes recibieron entonces la dosis de 60 U/kg cada dos semanas para un total de 20 dosis de
alfa velaglucerasa.

La farmacocinética (PK) en humanos se evalu6 en las semanas 1, 3, 5, y 37/39 en TKTO025.
Otros estudios de PK se llevaron a cabo en la semana 65 del estudio TKT025EXT. La alfa
velaglucerasa se elimind rapidamente de la sangre con una cinética de eliminacion de primer orden
en cada evaluacion. Los valores de eliminacion de la vida media para los pacientes después de la
exposicion inicial a la alfa velaglucerasa y tras la administracion repetida de la alfa velaglucerasa
fueron similares. En contraste, los valores de distribucion del volumen aparente y de eliminacion
se redujeron después de la administracion repetida de la alfa velaglucerasa.

Se observo un aumento promedio estadisticamente significativo a partir de los valores de la
linea de base de la concentracion de hemoglobina y el conteo de plaquetas 3 meses después del
inicio de la dosificacion de 60 U/kg de alfa velaglucerasa dos veces por semana en el estudio de
TKTO025. En la semana 25 (mes 6) en TKT025, las concentraciones promedio de hemoglobina
fueron 13.57 g/dl (dentro del intervalo normal) y se mantuvieron dentro de intervalos normales
para el resto del estudio. Al final del estudio, 10 de 11 pacientes experimentaron normalizacion de
la concentracion de hemoglobina. Se observaron aumentos estadisticamente significativos a partir

de los valores de la linea de base (57.3 x 10°/mm’) en el conteo de plaquetas promedio en la
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semana 13 (mes 3) y continuaron a lo largo del estudio. La semana 37, el conteo de plaquetas
promedio habia aumentado a 98.1 x 10°/mm’.

Ademés, se observaron reducciones estadisticamente significativas a partir de los valores de
la linea de base en los voliimenes de higado y bazo medios y normalizados (corregidos por el
porcentaje de peso corporal), a 6 (semana 25) y 9 meses (semana 37) después de iniciar el
tratamiento de alfa velaglucerasa. Marcadas reducciones en los valores de biomarcadores
(quitotriosidasa y quimioquinas en suero (motivo C-C) ligando 18 [CCL18]) se observaron el mes
3. En general, la mejoria promedio de todos estos parametros fue continua durante el curso de
administracion de alfa velaglucerasa. Ademas, cada paciente experimentd mejoria en al menos 2
de los 4 parametros terapéuticos especificos para la enfermedad de Gaucher (por ejemplo,
concentraciones de hemoglobina, conteo de plaquetas y volumenes de bazo e higado).

En resumen, las Figuras 1A-1F presentan el porcentaje de cambio promedio en los
parametros hematologicos, los volimenes de érganos, y biomarcadores para el estudio Fase I/I1.
Un aumento marcado en (a) concentracion de hemoglobina y (b) conteo de plaquetas se observo
durante las semanas 25 y 37 junto con una reduccion marcada en (c) el volumen del higado y (d) el
volumen del bazo. A pesar de que la toma de muestras de biomarcadores para (e) quitotriosidasa y
(f) CCL18 fue incompleta, se observé por paciente, una disminucidon general en el tiempo, de los
dos marcadores biologicos respecto al valor de la linea de base. Mejorias estadisticamente
significativas (p <0.003) se observaron en el porcentaje de cambio promedio del valor de la linea
de base a nueve meses para la concentracion de hemoglobina ((+21.7%), conteo de plaquetas
(+67.6%), volumen del higado normalizado (-18.2%), y volumen del bazo normalizado (-49.5%),
con mejorias estadisticamente significativas respecto al valor de la linea de base tanto en la
concentraciéon de hemoglobina como el conteo de plaquetas que se alcanzaron en los primeros 3
meses (Figura 2). En la Figura. 2, el porcentaje de cambio promedio en la concentracion de
hemoglobina, conteo de plaquetas, volumen del higado y volumen del bazo se graficaron en el
tiempo y se demarcaron, para ambos estudios, el Fase I/Il y el de extension. Un cambio
estadisticamente significativo respecto a la linea de base se observo desde el valor de la linea de
base a 9 meses (p <0.003) para cada parametro. Los cambios mds notables se observaron en el
conteo de plaquetas y el volumen del bazo.

En TKTO025, los 12 pacientes experimentaron una o mas EAs (eventos adversos), en total se
informaron 103 eventos adversos. Un paciente informd dos EAs (mareos e hiperhidrosis) durante

la dosis de 15 U/kg, los restantes 101 eventos adversos se informaron por los pacientes que
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recibieron la dosis de 60 U/kg. Los EA que se informaron mas frecuentemente fueron mareos,
dolor de huesos y dolor de cabeza (5 pacientes cada uno; 41.7%). Artralgia, dolor de espalda,
dolor en las extremidades, gripe, dolor abdominal superior, y astenia, cada uno se produjo en 3
pacientes (25%). Todos los EA fueron leves (grado 1), excepto un caso de dolor de huesos, el cual
fue de severidad moderada (grado 2) y sin relacion con el farmaco del estudio. Ninguno de los 103
EA se considero6 severo o con peligro para la vida (grados 3 6 4). Ningun paciente abandono el
estudio debido a un evento adverso.

La mayoria de los EA que se observaron durante TKT025 se determinaron por el
investigador como no relacionados con la administracion del firmaco del estudio (Tabla 3A).
Diez (10) pacientes experimentaron 22 EA que se consideraron posible o probablemente
relacionados con el fArmaco del estudio, con mayor frecuencia mareos (3 pacientes), dolor de
espalda, dolor de huesos, dolor de cabeza, aumento de la temperatura corporal, y nduseas (cada uno
2 pacientes). Nueve (9) pacientes presentaron un total de 17 eventos adversos relacionados con la
infusion, los cuales se definieron en el protocolo como un EA que se produjo en el dia de la
infusién, comenzaron ya sea durante o después de la infusion, y se consideré como posible o
probablemente relacionados al farmaco en estudio. Estos EA incluyen mareos, dolor de cabeza,
dolor de espalda, dolor de huesos, aumento de la temperatura corporal, cada uno se present6 en 2
pacientes. Todos los eventos adversos relacionados con la infusion se informaron en pacientes que
recibieron la dosis de 60 U/kg. A un paciente se le aument6 la dosis a 60 U/kg/infusion cada dos
semanas, 24 meses luego de la reduccion de dosis, debido al empeoramiento del dolor en los
huesos, pero no experimentd ningun alivio después de aumentar la dosis. Por lo tanto, no hubo
eventos adversos graves relacionados con el farmaco, independientemente de la configuracion de la
infusiéon. No se administraron medicamentos previamente, y ninglin paciente abandon6 debido a

un evento adverso. Ningun paciente desarrolld anticuerpos a la alfa velaglucerasa.

Tabla 3A Eventos adversos derivados del tratamiento determinados por estar posiblemente
o probablemente relacionados con la administracion de alfa velaglucerasa (GA-GCB) observados

durante el ensayo en fase I/II (TKT025)

Término preferido para la clase de 6rgano del alfa velaglucerasa 60 U/kg EOW

sistema n = 12 pacientes

Pacientes, n (%) | Eventos, n (%)
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Cualquier evento adverso 10 (83.3) 22 (21.8)

Trastornos del sistema nervioso

Mareos 3(25.0) 4(4.0)
Dolor de cabeza 2 (16.7) 2(2.0)
Sensacion de ardor 1(8.3) 1(1.0)
Migrafia 1(8.3) 33.0)
Temblor 1(8.3) 1(1.0)
Trastornos gastrointestinales

Néuseas 2 (16.7) 2(2.0)
Dolor abdominal superior 1(8.3) 1(1.0)
Trastornos del tejido conectivo y

musculoesquelético

Dolor de espalda 2 (16.7) 2(2.0)
Dolor de huesos 2 (16.7) 2(2.0)
Dolor en las extremidades 1(8.3) 1(1.0)
Trastornos generales y condiciones del sitio de

administracién

Astenia 1(8.3) 1(1.0)
Investigaciones

Temperatura corporal aumentada 2 (16.7) 2(2.0)

Los porcentajes de pacientes se basan en el numero total de pacientes en el grupo de
tratamiento. Los eventos adversos se codificaron mediante el uso del diccionario MedDRA version

7.0. EOW: en semanas alternas.

Resultados de TKTO25EXT (30-60 U/Kg de alfa velaglucerasa a largo plazo)

Sumario: TKTO25EXT es un estudio de extension abierto, de terapia de alfa velaglucerasa
en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo I, que completaron el estudio TKT025. El objetivo
principal de TKTO025EXT fue evaluar la seguridad a largo plazo de la alfa velaglucerasa cuando se
administrd por via intravenosa en una dosis de 30 o 60 U/kg cada dos semanas durante un total de
4 anos. El objetivo secundario fue continuar la evaluacion de los efectos de la alfa velaglucerasa

sobre la actividad clinica en estos pacientes, medida en los pardmetros hematologicos y las
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reducciones en los volumenes del higado y del bazo. También se evaluaron la quitotriosidasa y
CCL18 plasmatica, asi como PFT, MRI del cuello femoral y de columna lumbar, estudio del
esqueleto, y densitometria 6sea.

Diez pacientes se eligieron para participar en este estudio clinico. Después de 60 meses de
tratamiento acumulado (TKT025 + TKT025EXT), la alfa velaglucerasa se toler6 bien y los
paciente no desarrollaron anticuerpos. Se observaron mejorias continuas estadisticamente
significativas y clinicamente sostenidas en los parametros hematoldgicos y volimenes de 6rganos
(Tabla 4). La Figura 3 muestra el aumento del promedio de la concentracion de hemoglobina y el
conteo de plaquetas a partir de valores de la linea de base en los pacientes tratados con alfa
velaglucerasa durante 60 meses. La Figura 4 muestra la disminucion del promedio del volumen
del higado y del bazo a partir de valores de la linea de base en pacientes tratados con alfa

velaglucerasa durante 60 meses.

Tabla 4 Resultados clinicos para TKT025EXT (N=10)

Valor de Cambio promedio de la linea de base
Actividad clinica | linea de base [95% Intervalo de confidencia]
Parametro Promedio ) ) )
Mes 24 Mes 36° Mes 48° Mes 60°
Concentracion de
) 10.90 2.30[1.78, 2.82] 2.13[1.59,2.67] | 2.31[1.66,2.96] 2.38 [1.60, 3.16]
hemoglobina (g/dl)
Conteo de
0 55.5 66.5 [45.3, 87.7] 71.1[53.6,88.6] | 82.3[60.1,104.5] |[85.1[59.8,110.4]
plaquetas (x 10°/1)
Higado (% de peso
4.40 -1.29 [-1.91, -0.67] |-1.37 [-1.90, -0.84]| -1.74 [-2.40, -1.08] |-1.70 [-2.33, -1.07]
corporal)
Bazo (% de peso
3.80 -2.63 [-3.44, -1.83] |-2.69 [-3.51, -1.87]| -2.88 [-3.72,-2.03] |-2.89 [-3.72, -2.06]
corporal)

a - Los volimenes del 6rgano se evaluaron los meses 33, 45 y 57 desde le inicio de

TKTO025

Demografia y disposicion: Al finalizar la semana 41 se evaluaron en TKT025, los pacientes
que eran elegibles para participar en TKT025EXT. De los 11 pacientes que completaron el estudio
TKTO025, 10 pacientes entraron en el estudio TKT025EXT. Un paciente (0012) no dio su
consentimiento para entrar en el estudio de extension debido a la inconveniencia de asistir al

hospital en semanas alternas, y un paciente (0005) abandon¢ el estudio de extension debido a su
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embarazo. La Tabla 2 proporciona las caracteristicas demograficas, genotipicas y clinicas en la
linea de base, asi como los hallazgos clinicos de cada uno de los pacientes que se pretendia tratar

en los principales puntos de recogida de datos dentro de los estudios de extension.

Todos los pacientes incluidos inicialmente recibieron alfa velaglucerasa 60 U/kg cada dos
semanas. Las dosis se ajustaron hasta 30 U/kg los pacientes suministrados tuvieron una mejoria en
los parametros hematologicos (concentracion de hemoglobina o niveles de plaquetas) y/o mejorias
en los volimenes de o6rganos (higado o bazo) después de 1 afo de tratamiento acumulativo. Los 10
pacientes incluidos inicialmente en el TKTO25EXT cumplieron con los criterios de reduccion de la
dosis necesaria y realizaron la transicion a la dosis de 30 U/kg.

Los 9 pacientes en TKT025EXT tenian datos de concentracion de hemoglobina y conteo de
plaquetas disponibles hasta el mes 42, mientras que 3 pacientes tenian datos disponibles hasta el
mes 45. Los cambios promedio (error estandar [SE]) en la hemoglobina a partir del valor de la
linea de base de pretratamiento a los 42 meses fueron 2.18 (0.25) g/dl (p = 0.004), lo que
corresponde a un porcentaje de cambio medio desde la linea de base de pretratamiento de 19.0%.
Con respecto al conteo de plaquetas, el cambio promedio (SE), a partir del valor de la linea de base
de pretratamiento fue 82.1 (8.4) x 10°/mm’ (p = 0.004) en el mes 42, que corresponde a un
porcentaje de cambio promedio a partir del valor de la linea de base de pretratamiento de 149.8%.

Los volumenes de higado y bazo normalizados por el porcentaje de peso corporal se
analizaron durante el mes 33, los 9 pacientes tenian datos del higado disponibles y 8 pacientes
tenian datos del bazo disponibles para esta evaluacion. El cambio promedio (SE) a partir del valor
de la linea de base de pretratamiento de los volimenes normalizados del higado y del bazo en el
mes 33 fue -1.5 (0.22) y -2.8 (0.37), respectivamente. Los resultados corresponden a -34.0% vy -
73.5%, porcentajes de cambios promedio respecto a la linea de base de pretratamiento para los
volimenes normalizados del higado y del bazo, (p = 0.004 y p= 0.008, respectivamente). Se
observaron también mejorias adicionales para ambos parametros de quitotriosidasa y CCL18
plasmaticas.

En resumen, la Figura 2 presenta el porcentaje de cambio promedio en la concentracion de
hemoglobina, conteo de plaquetas, volumen del higado y volumen del bazo que se graficaron en el
tiempo y se demarcaron para los estudios de extension. Un cambio estadisticamente significativo
se observo a partir del valor de la linea de base hasta 48 meses (p <0.004) para cada parametro.

Los cambios mas notables se observaron en el conteo de plaquetas y el volumen del bazo. Los
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valores de hemoglobina se normalizaron para todos los pacientes por 24 meses. Los volimenes del
higado se aproximaron a la normalidad. Se observo mejoria continua en estos parametros clinicos
durante todo el estudio de extension (Figura 2) y la normalizacion de la hemoglobina se observo
en todos los pacientes a los 24 meses (Tabla 2). El porcentaje de cambio promedio a partir del
valor de la linea de base a los 48 meses fue estadisticamente significativo (p <0.004) para la
concentracion de hemoglobina (+21.7%), conteo de plaquetas (+157.8%), volumen del higado (-
42.8%), y volumen del bazo (-79.3%).

Los datos de seguridad y de actividad clinica para el estudio TKTO025EXT disponibles hasta
una fecha determinada se analizaron. Los pacientes que se inscribieron en este estudio tuvieron
una duracion de exposicion promedio acumulada de 43.2 meses (intervalo: 13.2-45.0 meses). Se
reportd un total de 248 eventos adversos entre todos los 10 pacientes incluidos. La mayoria de los
EA fueron de severidad leve a moderada. Se reportaron tres eventos adversos severos (grado 3),
considerados por el investigador como no relacionados con el farmaco del estudio, para 2 pacientes
(artralgia y hueso con necrosis aséptica en 1 paciente, y dolor de cabeza en 1 paciente). Se
reportaron tres (3) EAG (2 eventos de necrosis 0sea aséptica en 1 paciente, y un evento de cicatriz
en 1 paciente). El investigador consider6 cada uno de estos EAG no relacionados con el fAirmaco
del estudio, y cada uno se resolvio sin secuelas. Los efectos adversos mas frecuentes derivados del
tratamiento fueron la influenza (8 pacientes, 24 eventos), artralgia (8 pacientes, 21 eventos), dolor
de cabeza (6 pacientes, 13 eventos), dolor de espalda (6 pacientes, 10 eventos), dolor
faringolaringeo (5 pacientes, 7 eventos), dolor abdominal superior (5 pacientes, 7 eventos), y
sangrado gingival, pirexia y fatiga (cada uno 4 pacientes, 4 eventos).

La mayoria de los eventos adversos reportados en TKTO25EXT se consideraron por el
investigador como no relacionados con el farmaco de estudio (Tabla 3B). Se report6 un total de 7
eventos adversos relacionados con el tratamiento en 4 pacientes, que incluyeron epistaxis (2
pacientes, 1 evento cada uno), dolor abdominal (1 paciente, 1 evento), dolor abdominal superior (1
paciente, 1 evento), fatiga (1 paciente, 1 evento), y aumento del dolor (1 paciente, 1 evento). Dos
pacientes experimentaron un EA relacionado con la infusiéon cada uno: moderada (grado 2) dolor
en las extremidades en 1 paciente, y leve temblor (grado 1) en un paciente. Por lo tanto, no hubo
eventos adversos graves relacionados con el farmaco, independientemente de la configuracion de la
infusion. Ademads, ningun paciente tuvo un evento adverso relacionado con la infusion que

requiriese la interrupcion de la administracion de la alfa velaglucerasa.
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Ningun paciente desarroll6 anticuerpos a la alfa velaglucerasa. Durante el primer afio del
estudio de extension los siete residentes de Israel hicieron la transicion a la terapia a domicilio con

éxito.

Tabla 3B Eventos adversos derivados del tratamiento determinados por estar posiblemente
o probablemente relacionados con la administracion de alfa velaglucerasa (GA-GCB) observados

durante el estudio de extension (TKT025 EXT)

Término preferido para la clase de 6rgano del alfa velaglucerasa 30 U/kg - 60

sistema U/kg EOW
Pacientes, n (%) | Eventos, n
n=10 (%)

N=311

Cualquier evento adverso relacionado 4 (40.0) 7 (2.8)

Trastornos del sistema nervioso

Temblores 1(10.0) 1(0.32)

Trastornos respiratorios, toradcicos o mediastinicos

Epistaxis 2 (20.0) 2(0.6)

Trastornos gastrointestinales

Dolor abdominal 2 (20.0) 2 (0.6)

Trastornos del tejido conectivo y musculoesquelético

Dolor en las extremidades 1(10.0) 1(0.3)

Trastornos generales y condiciones del sitio de

administracién

Fatiga 1 (10.0) 1(0.3)

Los porcentajes de pacientes se basan en el nimero total de pacientes en la poblacion de
seguridad. Los porcentajes de pacientes se basan en el nimero total de eventos que experimentan
los pacientes en la poblacion de seguridad. Los eventos adversos se codificaron mediante el uso del

diccionario MedDRA versidon 9.0. EOW: en semanas alternas.

Resultados de la densidad mineral dsea en pacientes de enfermedad de Gaucher tipo I en TKT025

vy TKTO25EXT
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Se evaluaron los cambios de densidad mineral 6sea (DMO) a largo plazo, en pacientes con
enfermedad de Gaucher tipo I que se trataron con alfa velaglucerasa. Los pacientes demostraron

una mejoria significativa y continua en la DMO.

Evaluaciones: Durante la inscripcion en TKT025, el reconocimiento del esqueleto y la
absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA) se usaron para evaluar la patologia esquelética.
La puntuacion Z de la columna lumbar y cuello femoral se analizaron en momentos
predeterminados a lo largo del estudio. Para algunos pacientes, se realizaron exploraciones de
DEXA, pero la puntuacion Z no se pudo evaluar a partir de las exploraciones. Las puntuaciones Z
faltantes incluyeron: un paciente - cuello femoral en la linea de base y mes 9, un paciente -
columna lumbar en la linea de base, y un paciente - cuello femoral en el mes 9. Las puntuaciones
Z de la columna lumbar y el cuello femoral tampoco se evaluaron para dos pacientes después de
que ellos abandonaron el estudio: un paciente antes del mes 24 y un paciente antes del mes 57.

La puntuacion T se usa para comparar la densidad 6sea a un "joven normal”, adulto sano de
30 afos de edad, con una densidad 6sea maxima. El estado clinico de los huesos en la linea de
base y 69 meses se caracterizd de acuerdo a los criterios de la OMS para la puntuacion T > -1 es

normal; > -2.5 y < -1 es osteopenia, < -2.5 es osteoporosis.

Meétodos:

Poblacion de analisis: El andlisis primario se realizé en la poblacion con intencion de tratar

(ITT) (N=10), que se definié como, todos los pacientes que firmaron el consentimiento informado
para participar en el estudio de extension a largo plazo y recibieron > 1, dosis total o parcial de alfa
velaglucerasa. El efecto de la alfa velaglucerasa en la densidad mineral 6sea también se evalu6 en

subgrupos que recibieron o no recibieron bisfosfonatos concomitantes con la ERT.

Metodologia estadistica: Las puntuaciones Z faltantes de la linea de base se sustituyeron

por el siguiente valor. El andlisis de la tltima observacion que se realizd (LOCF) se uso para el
resto de las puntuaciones Z faltantes. Se usaron modelos lineales mixtos como un andlisis de las
medidas repetidas para analizar las puntuaciones Z con el tiempo. El intercepto Y-y la estimacion

de la pendiente, que muestran el aumento anual de las puntuaciones Z, se mostraron. Un cambio
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de la osteoporosis a la osteopenia o normal, y de osteopenia a la normalidad se registraron y se

informaron.

Resultados

Caracteristicas de la linea de base: Todos los pacientes incluidos en TKT025EXT tenian

patologia dsea relacionada con la GD1. El estado clinico de la patologia 6sea de la columna
lumbar (LS) fue: 1 paciente (10%) estaba en el intervalo normal; 8 pacientes (80%) tenian
osteopenia y 1 paciente (10%) tenia osteoporosis. El estado clinico de la patologia ¢sea del cuello
femoral (FN) fue: 1 paciente (10%) estaba en el intervalo normal; 5 pacientes (50%) tenian
osteopenia, y 4 pacientes (40%) pacientes que tenian osteoporosis. Las puntuaciones Z de DXA
fueron (media [intervalo]): LS, -1.8 [-2.9 2 -0.4], FN -1.5 [-2.9 2 -0.2]. A lo largo de 69 meses, el
promedio de dosis de alfa velaglucerasa fue de 40 U/kg. Cuatro de cada diez pacientes también se

trataron con bifosfonatos.

La puntuaciones Z: Las puntuaciones Z en la linea de base y en diversos puntos de tiempo

de la poblacion ITT (n = 10), los pacientes que recibieron bisfosfonatos concomitantes, y los
pacientes que no recibieron bisfosfonatos se muestran en las Tablas 5-7, respectivamente. Los
cambios temporales en las medias de las puntuaciones Z de columna lumbar y cuello femoral

también se muestran en las Figuras 5 y 6, respectivamente.

Tabla 5 Puntuaciones Z; N=10, ITT

puntuaciones Z

Columna lumbar Femur

Tiempo Promedio [95% CI] | Promedio [95% CI]

Valores de la linea de| -1.59 [-2.17,-1.01] |-1.46 [-2.11,-0.81]

base
Mes 9 -1.50 [-2.05,-0.95] [-1.39 [-2.06,-0.72]
Mes 24 -1.20 [-1.80,-0.60] [-1.23 [-2.04,-0.42]
Mes 33 -1.16 [-1.80,-0.52] [-1.07 [-1.82,-0.32]
Mes 45 -1.12 [-1.72,-0.52] [-1.14 [-1.86,-0.42]
Mes 57 -1.07 [-1.68, -0.46] [-1.10 [-1.89,-0.31]

Mes 69 20.91 [-1.55,-0.27] |-1.06 [-1.83,-0.29]
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Tabla 6 Puntuaciones Z; n=4 [con bisfosfonatos]

puntuaciones Z

Tiempo Columna lumbar Femur
P Promedio [95% CI| | Promedio [95% CI|
Valores de la linea de| -1.88 [-3.25,-0.50] [ -1.70 [-3.13,-0.27]

base

Mes 9 -1.90 [-3.14,-0.66] | -1.68 [-3.15,-0.20]
Mes 24 -1.78 [-2.89,-0.66] | -1.75 [-3.52,0.02]
Mes 33 -1.68 [-3.14,-0.21] | -1.45 [-3.19,0.29]
Mes 45 -1.60 [-2.74,-0.46] | -1.48 [-3.23,0.28]
Mes 57 -1.50 [-2.96,-0.04] | -1.40 [-3.25,0.45]
Mes 69 -1.23 [-2.78,0.33] | -1.48 [-3.22,0.27]

Tabla 7 Puntuaciones Z; n=6 [sin bisfosfonatos]

puntuaciones Z

Tiempo Columna lumbar Femur
P Promedio [95% CI| | Promedio [95% CI|
Valores de la linea de| -1.40 [-2.22,-0.58] [ -1.30 [-2.30, -0.30]

base

Mes 9 -1.23 [-1.97,-0.50] | -1.20 [-2.22,-0.18]
Mes 24 -0.82 [-1.57,-0.06] | -0.88 [-2.03, 0.26]
Mes 33 -0.82 [-1.62,-0.02] | -0.82 [-1.91, 0.28]
Mes 45 -0.80 [-1.64,0.04] | -0.92 [-1.95,0.11]
Mes 57 -0.78 [-1.55,-0.01] | -0.90 [-2.07,0.27]
Mes 69 -0.70 [-1.61,0.21] | -0.78 [-1.91, 0.34]

Los cambios en las puntuaciones Z de la columna lumbar (LS) y cuello femoral (FN) a

partir de las puntuaciones Z de linea base durante un curso de 69 meses se muestran en laTabla 8.

Tabla 8
. . sin bisfosfonatos Bisfosfonatos* Poblacion ITT
Visita
n=6 n=4 N=10
programada

Cambio en la columna lumbar a partir de las puntuaciones Z
de la linea base (95% CI)

Mes 9 0.17 (-0.03,0.36) | -0.03 (-0.18,0.13) | 0.09 (-0.04, 0.22)
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Mes 24 0.58 (0.08, 1.09) 0.10 (-0.27,0.47) | 0.39 (0.06, 0.72)

Mes 33 0.58 (-0.06,1.22) | 0.20 (-0.14,0.54) | 0.43 (0.06, 0.80)
Mes 45 0.60 (0.03,1.17) | 028 (-0.12,0.67) | 0.47 (0.14,0.80)
Mes 57 0.62 (0.05,1.18) | 0.38 (-0.04,0.79) | 0.52 (0.20, 0.84)
Mes 69 0.70 (0.16,1.24) | 0.65 (-0.04, 1.34) | 0.68 (0.35,1.01)

Cambio en el cuello femoral a partir de las puntuaciones Z
de la linea base (95% CI)

Mes 9 0.10 (-0.03,0.23) | 0.03 (-0.18,0.23) | 0.07 (-0.02,0.16)
Mes 24 042 (-0.04,0.87) |-0.05 (-0.47,0.37)| 0.23 (-0.08, 0.54)
Mes 33 0.48 (0.10,0.87) | 025 (-0.13,0.63) | 0.39 (0.16,0.62)
Mes 45 0.38 (0.18,0.59) | 0.23 (-0.15,0.60) | 0.32 (0.17,0.47)
Mes 57 0.40 (0.06,0.74) | 0.30 (-0.20, 0.80) | 0.36 (0.14, 0.58)
Mes 69 0.52 (0.22,0.81) | 0.23 (-0.25,0.70) | 0.40 (0.18, 0.62)

P<0.05 vs valor de la linea base

Como se muestra en la Tabla 8, la DMO de la poblacion con intencion de tratar mejoro
significativamente en 24 meses (LS: 0.39 (0.06, 0.72)) y 33 meses (FN: 0.39 (0.16, 0.62). DMO
para los pacientes que no recibieron bifosfonatos concomitantes mejoro significativamente a 24

meses (LS: 0. 8 (0.08, 1.09)) y 33 meses (FN: 0.48 (0.10, 0.87)).

Puntuaciones Z estimadas por el modelo mixto lineal: Las puntuaciones Z (poblacion ITT,

n =10, IC 95%) fueron significativamente menores que la poblacion de referencia (intercepto -Y
de LS =-1.56 [-2.09, -1.03], P<0.0001) y FN (intercepto -Y =-1.42 [-2.06, -0.79], P=0.0007).
Ambos parametros mejoraron significativamente con el tiempo (pendiente de LS por mes = +0.011
[0.005, 0.017], P=0.0021 (pendiente +0.011 unidades de puntuacién Z /mes corresponde a
+0.132/aio), pendiente de FN por mes = +0.007 [0.004, 0.009], P=0.0005 (pendiente +0.007
unidades de puntuacion Z/mes corresponde a +0.084/afio0)).

Entre los pacientes que s6lo recibieron alfa velaglucerasa (n = 6, IC 95%), puntuacion Z,
intercepto-Y de LS fue -1.29 [-1.97, -0.62] (P = 0,0045), intercepto -Y de FN fue de -1.24 [- 2.21, -
0.27] (P =0.0216) y se observo mejoria significativa en el tiempo [pendiente LS por mes = +0.013
[0.002, 0.024] (P=0.028) (corresponde a +0.158 por afio), pendiente FN por mes = +0.009 [0.004,
0.013] (P=0.0055) (corresponde a +0.103 por aio).

Entre los pacientes que recibieron bifosfonatos de forma concomitante (n = 4, IC 95%)),
puntuacion Z, intercepto Y- de LS fue -1.97 [-3.06, -0.88] (P = 0.0104), intercepto -Y de FN fue -
1.71 [-3.02, -0.40] (P=0.0252) y se observo mejoria en el tiempo [pendiente LS por mes = +0.009
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[0.001, 0.017] (P=0.0351) (corresponde a +0.111 por afio), la pendiente FN por mes = +0.004 [-
0.001, 0.010] (P=0.0867) (corresponde a +0.048 por afio).

En un modelo lineal mixto basado en un andlisis de una base de datos de observacion
(Grupo de Colaboracion Internacional de Gaucher del Gaucher Registry), los pacientes GD1
tratados con la ERT imiglucerasa tuvieron puntuaciones Z significativamente mas bajas que la
poblacion de referencia al inicio del seguimiento (n = 340, intercepto -Y -1.17, P <0.001)
(Wenstrup y otros, J Bone Min Res. 2007; 22: 119-26). Sin embargo, una mejoria de respuesta a la
dosis se observo en las pendientes por afio de la puntuacion Z (15 U/kg [n = 113]: +0.064; 30 U/kg
[n=116]: +0.086; 60 U/kg [n=111]: +0.132, todas p <0.001) (Wenstrup y otros J Bone Min Res.
2007; 22: 119-26).

Estado de la DMO en la linea de base v 69 meses: El estado clinico dseo en la linea de base

y 69 meses se caracterizo mediante el uso de criterios de la OMS (normal = puntuaciéon T: > -1,
osteopenia = puntuacion T > -2.5 y < -1; osteoporosis = puntuaciéon T < -2.5). Se observé cambio
de estado en los pacientes que recibieron alfa velaglucerasa sin bifosfonatos concomitantes (n = 6).
A los 69 meses, dos pacientes LS y uno con osteopenia FN s se normalizaron y un paciente con
osteoporotico FN se convirtid en osteopénico. Los cuatro pacientes tratados con bifosfonatos no

tuvieron ningun cambio en la categoria de la OMS.

Estimaciones de la pendiente por andlisis de medidas repetidas (longitudinal): En el analisis

de medidas repetidas, las estimaciones de la puntuacion Z [IC 95%] para la poblacion ITT (n = 10)
fueron las siguientes: intercepcion LS =—1.56 [-2.09, -1.03], P<0.0001; pendiente LS (por mes) =
0.011 [0.005, 0.017], P=0.0021; intercepto FN = —1.42 [-2.06, -0.79], P=0.0007; pendiente LS
(por mes) = 0.007 [0.004, 0.009], P=0.0005. Un aumento de la pendiente de la columna lumbar de
0.011 por mes corresponde a un aumento de 0.132 por afio, y un aumento de la pendiente del cuello
del fémur de 0.007 por mes corresponde a un aumento de 0.084 por afo.

Estimaciones de la puntuacion Z [IC 95%] para los pacientes que no recibieron bifosfonatos
(n = 6) fueron los siguientes: intercepto LS =—-1.29 [-1.97, -0.62], P=0.0045; pendiente LS (por
mes) = 0.013 [0.002, 0.024], P=0.0280; intercepto FN =—1.24 [-2.21, -0.27], P=0.0216; pendiente
LS (por mes) = 0.009 [0.004, 0.013], P=0.0055. Un aumento de la pendiente de la columna lumbar
de 0.013 por mes corresponde a un aumento de 0.158 por afo, y un aumento de la pendiente del

cuello del fémur de 0.009 por mes corresponde a un aumento de 0.103 por afio.
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Estimaciones de la puntuacion Z [IC 95%] para los pacientes que recibieron bifosfonatos
(N = 4) fueron los siguientes: intercepto LS =—1.97 [-3.06, -0.88], P=0.0104; pendiente LS (por
mes) = 0.009 [0.001, 0.017], P=0.0351; intercepto FN =—1.71 [-3.02, -0.40], P=0.0252; pendiente
LS (por mes) = 0.004 [-0.001, 0.010], P=0.0867. Un aumento de la pendiente de la columna
lumbar de 0.009 por mes corresponde a un aumento de 0.111 por aflo, y un aumento de la
pendiente del cuello del fémur de 0.004 por mes corresponde a un aumento de 0.048 por afio.

El modelo estadistico usé todos los datos disponibles y no se usé imputacion de datos.

Conclusiones: En pacientes con enfermedad de Gaucher con osteopenia/osteoporosis en la
linea de base que se trataron con alfa velaglucerasa, la DMO mejoro tanto en columna lumbar (mes
24) como en cuello femoral (mes 36). Dado que la dosis de alfa velaglucerasa se redujo de 60 a 30
U/kg/infusion durante el afio 2, la mejoria de la patologia 6sea no fue dependiente de la terapia

continua de alta dosis.

Logro de objetivos terapéuticos a largo plazo

Los objetivos terapéuticos se describieron para supervisar el logro, el mantenimiento y la
continuidad de la respuesta terapéutica en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo I que
recibieron la ERT (Pastores G. y otros, (2004) Seminars in Hematology, 41 (suppl 5): 4—14)

Para comparar el impacto del tratamiento de la alfa velaglucerasa respecto a los objetivos
terapéuticos para 5 parametros clinicos principales de la enfermedad de Gaucher tipo I (anemia,
trombocitopenia, hepatomegalia, esplenomegalia y patologia dsea), la proporcion de pacientes en el
objetivo para la anemia, trombocitopenia, hepatomegalia y esplenomegalia en la linea de base se
compard con la proporcion que logro cada uno de estos objetivos a los 4 afios. Los datos
completos para la anemia, trombocitopenia, hepatomegalia, esplenomegalia y patologia 6sea en la
linea de base y 4 afios estan disponibles para 8 pacientes (3 hombres, 5 mujeres). La proporcion
que logro el objetivo de la patologia esquelética a los 4 afios se determind sobre la base de la
mejora de la puntuacion Z desde el inicio hasta 4 afios. Ademas, la proporcion de pacientes que
alcanzaron los 5 objetivos en 4 afios se compard con la proporcién en el objetivo para los 5
parametros en la linea de base.

En la linea de base, ninglin paciente se encontraba en el objetivo para todos los parametros
clinicos (Tabla 9). Después de 1 afio de tratamiento, todos los pacientes mantuvieron los objetivos

presentes en la linea de base, y todos alcanzaron objetivos > 2. Los 8 pacientes comenzaron
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reduccion gradual de la dosis de alfa velaglucerasa 30 U/kg EOW entre 15 y 18 meses. Para 4 afios
de tratamiento, todos los pacientes cumplieron el objetivo para los 5 parametros clinicos, por lo

tanto, se observo un logro de 100% por cada uno de los 5 objetivos terapéuticos a largo plazo

(Tabla 9).

Tabla 9
Linea de base Afio 4
Anemia 4/8 (50%) 8/8 (100%)
Trombocitopenia 0/8 (0%) 8/8 (100%)
Hepatomegalia 4/8 (50%) 8/8 (100%)
Esplenomegalia 0/8 (0%) 8/8 (100%)
Patologia esquelética | ----------- 8/8 (100%)
Los 5 objetivos 0/8 (0%) 8/8 (100%)

La patologia esquelética se midié como la mejoria de la densidad mineral 6sea (DMO) en el
afio 4 respecto a la linea de base.

En este estudio Fase I/Il y de extension de alfa velaglucerasa, el logro del objetivo
terapéutico clinicamente significativo de cada uno a largo plazo, se observé para cada paciente, a
pesar de la reduccion de la dosis después de 1 afio. Este es el primer informe de una cohorte en la
que todos los pacientes que recibieron la ERT para la enfermedad de Gaucher tipo I consiguieron

los 5 objetivos terapéuticos a largo plazo, dentro de los 4 afios del inicio del tratamiento.

Resumen de los resultados de TKT025 v TKTO25EXT

Los hallazgos presentados en este documento demuestran que los eventos adversos
asociados con la alfa velaglucerasa fueron generalmente de severidad leve y en su mayoria no
estaban relacionados con la terapia. Los efectos adversos derivados del tratamiento fueron leves a
moderados y en su mayoria no estaban relacionados con el farmaco. Ninguno de los pacientes
reclutados en estos estudios desarrollaron anticuerpos, no se observaron eventos adversos graves
relacionados con el farmaco independientemente de la configuracion de la infusion o la duracion de
la exposicion, y ninglin paciente abandono el estudio debido a eventos adversos. Tras un periodo
inicial de observacion en el sitio de estudio, los pacientes elegibles hicieron la transicion al

domicilio exitosamente, una enfermera administr6 la alfa velaglucerasa.
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La alfa velaglucerasa demostrd eficacia en los cuatro parametros de la enfermedad
estudiados con mejorias estadisticamente significativas y clinicamente validas desde la linea de
base, observadas en los primeros seis meses de tratamiento y durante todo el curso del ensayo y del
estudio de extension. Dentro de 24 meses del inicio del tratamiento, todos los pacientes alcanzaron
una normalizacion del nivel de hemoglobina, todos menos un paciente logré conteo de plaquetas de
mas de 100,000/mm”, todos los pacientes casi obtuvieron la normalizacion de los volimenes del
higado, y todos los pacientes excepto uno mostraron una reduccion de mas de 50% del volumen del
bazo. Ademas, estas mejorias se observaron a lo largo de la duracion de los estudios, que incluy6
la fase de reduccion de dosis. El tnico paciente que retorné a la dosis original de 60U/kg/cada dos
semanas lo hizo a los 39 meses debido al dolor en los huesos después de una reduccion de la dosis
inicial a los 15 meses. Este paciente tenia lesiones dseas destructivas en ambos tobillos al
momento de la inclusion (las iméagenes de patologia no pudieron descartar AVN) y tenia una
historia previa de osteomielitis. El investigador principal (AZ) atribuy6 el empeoramiento del
dolor a la lesion destructiva preexistente y la patologia previa, y probablemente no relacionado con
la reduccion de la dosis o el fracaso del tratamiento.

El perfil de seguridad observado, que incluyd la transicion al tratamiento a domicilio y los
cambios significativos que se observaron en los pardmetros clinicos a pesar de la reduccion de
dosis, llevaron a otros tres ensayos Fase III posteriores para la alfa velaglucerasa (que permitio
nifios), asi como un programa global de acceso temprano, y un protocolo de tratamiento aceptado

por la FDA.

Ejemplo 2: Estudio TKT032 (12M, 45 6 60 U/kg de alfa velaglucerasa)

Ejemplo 2.1: Sumario

En este ejemplo se describe un ensayo global, multicéntrico para evaluar la eficacia y
seguridad de la alfa velaglucerasa en GD de tipo I. Veinticinco pacientes con GD de tipo I (edad 4-
62 afios) anémicos, que no recibieron tratamiento previo, se aleatorizaron a la alfa velaglucerasa
por via intravenosa 60 U/kg (n = 12) 0 45 U/kg (n = 13) cada dos semanas durante 12 meses.

Los pacientes se aleatorizaron en una proporcion de 1:1 para recibir 45 U/kg (n = 13) 0 60
U/kg (n = 12) de alfa velaglucerasa. Los factores de estratificacion incluyeron: edad (2-17, > 18) y
género (masculino, femenino). Las caracteristicas de la linea de base de los pacientes se muestran
en la Tabla 10. Se observaron mejorias clinicas y estadisticamente significativas en los parametros

hematologicos y el volumen del bazo a los 12 meses (Tabla 11). Las Figuras 7 y 8 muestran el
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aumento del promedio de la concentracién de hemoglobina y el conteo de plaquetas,

respectivamente, a partir de los valores de la linea de base en los pacientes tratados con 45 U/kg o

60 U/kg de alfa velaglucerasa durante 12 meses. Las Figuras 9 y 10 muestran la disminucion del

promedio normalizado del volumen del bazo y del volumen del higado, respectivamente, a partir de

los valores de la linea de base en pacientes tratados con 45 U/kg o 60 U/kg de alfa velaglucerasa

durante 12 meses.

Tabla 10 Caracteristicas de la linea de base de TKT032

alfa velaglucerasa

alfa velaglucerasa

45 U/kg 60 U/kg Total

Factor de la linea de base N=13 N=12 N=25
2a 17 afos n (%) 3(23.1) 4 (33.3) 7 (28.0)

2 a 4 afios n (%) 1(8.3) 1 (4.0)
S5a 17 afios n (%) 3(23.1) 3(25.0) 6 (24.0)
>18 afios n (%) 10 (76.9) 8 (66.7) 18 (72.0)
Masculino  n (%) 8(61.5) 7 (58.3) 15 (60.0)
Femenino n (%) 5(38.9) 541.7) 10 (40.0)

Concentracion de hemoglobina

(g/dl)
Promedio [Min, Max]

10.90 [8.45, 12.85]

10.83 [7.05, 12.25]

10.85 [7.05, 12.85]

Conteo de plaquetas (x 109/1)
Promedio [Min, Max]

58.00 [13.0, 264.0]

66.75 [47.0, 438.0]

65.50 [13.0, 438.0]

Tabla 11 Resultados clinicos para TKT032 (N=25)

Valores
de la linea
de base

promedio

Cambio promedio
desde la linea de base al

mes 12

95% CI valor-p

Punto final primario
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Hemoglobina 60 12 10.83 243 [1.72, 3.14] <0.0001
U/kg

Punto final secundario

Hemoglobina 45 13 10.90 2.44 [1.49, 3.39] 0.0001

U/kg

Plaquetas 60 U/kg 12 | 66.75 50.88 [23.97, 77.78] 0.0016

Plaquetas 45 U/kg 13 58.00 40.92 [11.20, 70.64] 0.0111

Bazo 60 U/kg 12 2.80 -1.92 [-3.04,-0.79] 0.0032

Bazo 45 U/kg 13 2.90 -1.87 [-3.17,-0.57] 0.0085

Higado 60 U/kg 12 3.65 -0.84 [-1.58,-0.11]| 0.0282a
Higado 45 U/kg 13 3.50 -0.30 [-0.92, 0.32] 0.3149

a - No estadisticamente significativo después del ajuste para multiples pruebas.

La alfa velaglucerasa fue bien tolerada. Un paciente desarroll6 anticuerpos al final del

estudio (12 meses). La Tabla 12 resume los resultados de la prueba de seguridad TKT032.

Tabla 12 Seguridad TKT032

Pacientes n(%)
alfa velaglucerasa | alfa velaglucerasa
45 U/kg 60 U/kg Total

DESCRIPCION N=13 N=12 N=25
Eventos adversos no experimentados 2(154) 0 2( 8.0
Al menos 1 evento adverso experimentado 11(84.6) [12(100.0) 123 (92.0)
Al menos 1 evento adverso relacionado con el farmaco 9(69.2) 6 (50.0) 15 ( 60.0)
experimentado
Al menos 1 evento adverso relacionado con la infusion 8(61.5) 6 (50.0) 14 ( 56.0)
experimentado
Al menos 1 evento adverso severo o de peligro para la vida 2(15.4) 0 2( 8.0)
experimentado
Al menos 1 evento adverso grave experimentado 0 1( 83) 1( 4.0)
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Descontinuado debido a un evento adverso 0 0 0

Muertes 0 0 0

Anticuerpos anti-alfa velaglucerasa desarrollados 1(7.7) 0 1(4.0)

A los 12 meses, el promedio de la concentracién de hemoglobina aument6 (60 U/kg: +23%;
+2.4 g/dl [95% intervalo de confianza (IC): 1.5, 3.4; P<0. 001]; 45 U/kg: +24%; +2.4g/dl [95% IC:
1.5, 3.4; P<0.001]), como lo hizo el conteo de plaquetas promedio (60 U/kg: +65.9%; +51x10°/1
[95% IC: 24, 78; P=0.002]; 45 U/kg: +66%; +41x10°/1 [95% IC: 11, 71; P=0.01]). El promedio del
volumen del bazo disminuy6 (60 U/kg: -50% [95% IC: -62, -39%] de 14.0 a 5.8 multiplos de lo
normal [MN] [P = 0.003], 45 U/kg: -40% [95% IC: -52, -28%], de 14.5 2 9.5 MN [P = 0.009]),
como lo hizo el volumen promedio del higado 60 U/kg: -17% [95% IC: -27, -7%], de 1.5 a 1.2 MN
[P =0.03], 45 U/kg: -6% [95% IC: -18, 6%], de 1.4 a 1.2 MN [P = 0.32]. No se observaron eventos

adversos graves relacionados con el farmaco o abandonos. Un paciente desarrolld anticuerpos.

Objetivos del estudio

El objetivo principal de este estudio fue determinar la eficacia de la dosificacion de la alfa
velaglucerasa cada dos semanas a una dosis de 60 U/kg en pacientes con enfermedad de Gaucher
tipo I, segiin se midi6 por el aumento de la concentracion de hemoglobina.

Los objetivos secundarios de este estudio fueron evaluar la seguridad de la dosificacion de
la alfa velaglucerasa cada dos semanas en dosis de 60 y 45 U/kg, evaluar la eficacia de la
dosificacion de la alfa velaglucerasa cada dos semanas a una dosis de 45 U/kg medido por el
aumento en la concentracién de hemoglobina; evaluar la eficacia de la dosificacion de la alfa
velaglucerasa cada dos semana a dosis de 60 y 45 U/kg mediante la evaluacion de los aumentos en
el conteo de plaquetas, disminucion de los volimenes del bazo y del higado, y disminucion de los
niveles de quitotriosidasa y quimioquinas (motivo C-C) ligando 18 (CCL18) plasmaticas; para
evaluar el efecto de la dosificacion de la alfa velaglucerasa en semanas alternas a dosis de 60 y 45
U/kg en la calidad general de vida (QoL), y evaluar la farmacocinética de la dosis Unica y repetida
para la dosificacion de la alfa velaglucerasa en semanas alternas cuando se administr6 a dosis de
60 y 45 U/kg.

Los objetivos terciarios de este estudio fueron determinar el tiempo a partir dee la linea de

base para lograr una respuesta de la hemoglobina, que se defini6 como un aumento en la
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concentracion de hemoglobina de >1g/dl, después de la dosificacion de la alfa velaglucerasa en
semanas alternas a dosis de 60 o 45 U/kg; evaluar el efecto de la dosificacion de la alfa
velaglucerasa en semanas alternas a dosis de 60 o 45 U/kg en las pruebas de funcién pulmonar
(PFT) en los pacientes > 18 afios de edad, evaluar la velocidad de crecimiento y la clasificacion
Tanner en pacientes entre 2 y 17 afios de edad, evaluar los cambios en la edad esquelética en
pacientes entre 2 y 17 afios de edad por radiografia de la mufieca y mano izquierda, establecer una
linea de base desde la cual evaluar la enfermedad 6sea en pacientes entre 2 y 17 afos de edad,
mediante imagenes de resonancia magnética (MRI) de la columna lumbar y cuello femoral, y
establecer una linea de base desde la cual evaluar el efecto a largo plazo de la terapia de alfa
velaglucerasa en pacientes con enfermedad dsea local y sistémica relacionada con Gaucher en
pacientes > 18 afios de edad por: DXA de la columna lumbar y cuello femoral (que incluye
imagenes de la corona), y fosfatasa alcalina sérica, reticulaciones de N-telopéptidos (NTx), y

reticulaciones de C-telopéptidos (CTX).

Diserio general del estudio

Este fue un estudio multicéntrico, Fase III, aleatorizado, a doble ciegas, de grupos paralelos,
de 2 dosis que se disen6 para evaluar la eficacia y seguridad de la terapia de alfa velaglucerasa en
pacientes con enfermedad de Gaucher de tipo I.

Este estudio comprendio6 5 fases de la siguiente manera: (1) seleccion: dia -21 hasta el dia 4;
linea de base: dia -3 hasta el dia 0 (antes de la primera dosis); fase de tratamiento: semana 1 (dia 1,
primera dosis) hasta la semana 51 (un total de 26 infusiones se administraron por paciente); final de
la visita de estudio: semana 53; seguimiento: 30 dias después de la infusion final (para los
pacientes que interrumpen/abandonan antes de la semana 53 de evaluacion, o para los pacientes
que completan este estudio, pero no eligen inscribirse en el siguiente estudio clinica a largo plazo).

En la seleccion, los pacientes que dieron su consentimiento informado por escrito para
participar en este estudio se analizaron en base a los criterios de ingreso del estudio para determinar
la elegibilidad del estudio y se sometieron a evaluaciones de seleccion. En particular, los pacientes
proporcionaron una muestra de sangre para medir la concentracion de hemoglobina. Soélo aquellos
pacientes que tenian una concentracién de hemoglobina que era al menos 1 g/dl por debajo del
limite inferior de lo normal para la edad y el género, eran elegibles para continuar en la fase de
linea de base. Para fines de andlisis estadisticos, una muestra de sangre adicional se recogio en la

seleccion para la evaluacion de la concentracion de hemoglobina.
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Los pacientes que eran elegibles para participar en el estudio después de completar las
evaluaciones de deteccion se sometieron a procedimientos de referencia y evaluaciones (es decir,
los dias 3 a 0) antes de la primera dosis. Para confirmar que la concentracion de hemoglobina fue
de al menos 1 g/dl por debajo del limite inferior de lo normal para la edad y el género, los pacientes
proporcionaron una muestra de sangre en la linea de base. La concentracion de hemoglobina se
analiz6 e informo. Solo aquellos pacientes que tenian una concentracion de hemoglobina que era
al menos 1 g/dl por debajo del limite inferior de lo normal para la edad y el género, tanto en la
seleccion como en la linea de base fueron elegibles para la aleatorizacion. Para fines de analisis
estadisticos, se tomo6 una muestra adicional de sangre en la linea de base para la evaluacion de las
concentraciones de hemoglobina. Se llevaron a cabo procedimientos adicionales de linea de base y
de evaluaciones antes de la administracion de la primera dosis.

Tras la finalizacion de las evaluaciones de la linea de base y la confirmacion de la
elegibilidad, los pacientes se aleatorizaron en una relacion 1:1 para recibir ya sea alfa velaglucerasa
60 U/kg o alfa velaglucerasa 45 U/kg a través de un programa de aleatorizacion generado por
computadora.

Los pacientes recibieron un total de 26 infusiones IV de medicamentos del estudio a doble
ciegas en el centro clinico una vez en semanas alternas durante un total de 51 semanas. Las
evaluaciones de seguridad y eficacia se hicieron a intervalos regulares durante el periodo de
tratamiento. Las evaluaciones finales de seguridad y eficacia se hicieron en las visitas en la
semana 51 y la semana 53.

La seguridad se evalu6 durante todo el estudio por el ensayo de eventos adversos (se incluyeron los
eventos adversos relacionados con la infusion), medicacion concomitante, y signos vitales. Las
evaluaciones de seguridad adicionales, entre ellas, electrocardiograma de 12 derivaciones,
examenes fisicos, pruebas de laboratorio clinico (hematologia, bioquimica sanguinea y andlisis de
orina), se realizaron en las semanas 13, 25, 37 y 53. La determinacion de la presencia de
anticuerpos anti-alfa velaglucerasa y de anticuerpos neutralizantes de la enzima se llevé a cabo
aproximadamente cada 6 semanas hasta la semana 53.

La eficacia se evaluo6 a través de la concentracion de hemoglobina y el conteo de plaquetas,
el volumen del higado y el bazo, y niveles de quitotriosidasa y CCL18 de plasma. Las
evaluaciones adicionales de eficacia incluyeron la velocidad de crecimiento y la clasificacion de

Tanner, los indicadores de QoL, el crecimiento esquelético y las pruebas de funcién pulmonar.
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Los perfiles farmacocinéticos de dosis Unica y dosis repetidas de la alfa velaglucerasa
también se evaluaron durante el estudio. Las muestras de sangre para estos andlisis, se tomaron la
semana | (dia 1) y en la semana 37, respectivamente.

A los pacientes que completaron este estudio se les dio la oportunidad de inscribirse en un
posterior estudio clinico a largo plazo. Para los pacientes que eligieron inscribirse en este estudio a
largo plazo, ciertas evaluaciones a partir de las visitas de la semana 51 y la semana 53 en TKT032
se usaron como evaluaciones de linea de base, los pacientes recibieron su primera infusion de alfa
velaglucerasa para el estudio clinico a largo plazo en la visita de la semana 53, después que se
complet6 el programa de procedimientos de la semana 53 para TKT032. Por lo tanto, la intencion
era que los pacientes recibieran tratamiento continuo de alfa velaglucerasa a través de los 2
estudios. Los pacientes que completaron el estudio y no optaron por inscribirse en el siguiente
estudio clinico a largo plazo tuvieron una evaluacion de seguridad por visita al sitio o por teléfono

30 dias después de su ultima infusion de alfa velaglucerasa.

Seleccion de la poblacion del estudio

De los 39 pacientes que se evaluaron, 14 no fueron elegibles para la aleatorizacion (12 no
cumplian los criterios de inclusion; 2 no cumplieron con los criterios de exclusion). Veinticinco
participantes se asignaron al azar a una dosis alfa velaglucerasa de 45 U/kg (n = 13) 0 60 U/kg (n =
12). Todos los pacientes aleatorizados que recibieron al menos una infusién (o infusion parcial) se
incluyeron en poblacion de pacientes con intencion de tratar (ITT).

Los participantes elegibles eran hombres o mujeres de edad > 2 afios con enfermedad de
Gaucher tipo I diagnosticada (actividad de glucocerebrosidasa deficiente en leucocitos, o por el
analisis del genotipo), y anemia relacionada con la enfermedad (niveles de hemoglobina > 1 g/dl
por debajo del limite inferior de lo normal para la edad y el sexo del laboratorio local). Los
participantes también tuvieron 1 o mas de los siguientes: al menos una esplenomegalia moderada
(de 2 a 3 cm por debajo del reborde del costal izquierdo) mediante la palpacion, trombocitopenia
relacionadas con la enfermedad (recuento de plaquetas <90x10° plaquetas/mm”) o agrandamiento
del higado palpable con facilidad. Los participantes no podian recibir tratamiento para la
enfermedad de Gaucher en los 30 meses anteriores al ingreso al estudio.

Los participantes se excluyeron si tenian una esplenectomia; tenian (o se sospechaba que

tenian) enfermedad de Gaucher tipo II o III; eran anticuerpo-positivo o experimentaron un choque
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anafilactico a la imiglucerasa. Otros criterios de exclusion incluyeron tratamiento con cualquier
farmaco o dispositivo en investigacion relacionado con una enfermedad no-Gaucher dentro de los
30 dias previos al ingreso al estudio; prueba positiva de VIH, o hepatitis B o C; anemia exacerbada
(relacionada con vitamina B12, acido f6lico, o deficiencia de hierro), o cualquier comorbilidad
significativa que pudiera afectar los datos del estudio. Las mujeres embarazadas o lactantes se
excluyeron y las mujeres en edad fértil estaban obligadas a usar un método anticonceptivo

médicamente aceptable en todo momento.

Tratamientos del estudio

Asignacion del tratamiento: 1.os pacientes se aleatorizaron en una relacion 1:1 para recibir:
alfa velaglucerasa 60 U/kg cada dos semanas durante 51 semanas (12 pacientes, 26 infusiones), o

alfa velaglucerasa 45 U/kg cada dos semanas durante 51 semanas (12 pacientes, 26 infusiones).

Asignacion aleatoria: Después de completar las evaluaciones de la linea de base y la
confirmacion de la elegibilidad, los pacientes se aleatorizaron en una proporcion de 1:1 a través de
un programa de aleatorizacidon generado por computadora para recibir las infusiones ya sea de alfa
velaglucerasa 45 U/kg o 60 U/kg cada dos semanas durante 51 semanas.

La busqueda de equilibrio en los factores prondsticos fue importante en los ensayos
pequeios sobre la base de la eficiencia estadistica para los analisis primarios. Para lograr este
equilibrio a través de una serie de factores pronosticos (por ejemplo, edad y género) se usaron
técnicas de asignacion dindmica. Para el procedimiento de aleatorizacion dindmica, el equilibrio en
curso, de los factores de estratificacion para el paciente en cuestion influyo en la asignacion de los
pacientes. Esta técnica uso el enfoque que sugirié Pocock y Simén, y fue muy coherente con la

orientacioén proporcionada en la ICH-9 (Pocock y otros, Biometrics. 1975; 31:105-115).
Esquema de tratamiento: Los pacientes recibieron su primera infusion la semana 1. Todos

los pacientes se trataron cada dos semanas durante 12 meses (51 semanas), por lo tanto, se

administrd un total de 26 infusiones de alfa velaglucerasa.
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Cdlculo de Dosis: La dosis en curso del farmaco en estudio se calcul6 en base al peso del
paciente en la linea de base. Un cambio en el peso de > 5% observado en las semanas 13, 25 6 37

de la evaluacion previa requeririan de un nuevo calculo de dosis de la medicacion del estudio.

Administracion de alfa velaglucerasa: La alfa velaglucerasa se administré6 como una
infusion IV continua, tanto para los niveles de dosis de 60 y 45 U/kg. Todas las infusiones se
administraron durante un periodo de 1 hora de duracion. Todas las infusiones se reconstituyeron
en 4.3 ml de agua estéril para inyeccion, libre de conservantes, y después se diluy6 en solucion
salina normal (0.9% de cloruro de sodio) para dar un volumen total de 100 ml. Las infusiones del
farmaco del estudio se produjeron aproximadamente el mismo dia de la semana, pero podian
ocurrir cada 14 dias (£ 3 dias) del dia del programa con el fin de facilitar la programacion de

paciente.

Procedimientos de estudio v métodos de recopilacion de datos

Genotipado: Todos los pacientes proporcionaron una muestra de sangre en la seleccion
para la genotipificacion de la enfermedad de Gaucher y la genotipificacion de la quitotriosidasa

plasmatica.

Historial médico: En la seleccion, se registro el historial médico completo del paciente.
Esto incluy6 una revision de los sistemas del cuerpo, la documentacion de los procedimientos
médicos en curso y anteriores, y la documentacion del uso de la medicacién concomitante en curso
y previa, y documentacion de que el paciente no se habia tratado para la enfermedad de Gaucher en

los 30 meses anteriores al ingreso al estudio.

Signos vitales: Los parametros de signos vitales que se recogieron incluyeron pulso,
presion sanguinea, frecuencia respiratoria y temperatura. Se sigui6 el siguiente programa para
registrar los signos vitales en las visitas de infusion: inicio de la infusion (dentro de 10 minutos
antes de comenzar la infusion), durante la infusion (30 minutos (+ 5 minutos)), después de la
infusion (dentro de 5 minutos, 30 minutos (+ 5 minutos), y 60 minutos (£ 5 minutos) después de
completar la infusién). En la seleccion, en la linea de base, y a la semana 53, se recogieron los

signos vitales s6lo en un momento determinado.
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Exdmenes Fisicos: Los examenes fisicos se realizaron en la seleccion, linea de base y en
las semanas de estudio 13, 25, 37 y 53. Los examenes fisicos incluyeron los siguientes: aspecto
general, endocrino, cabeza y cuello, enfermedades cardiovasculares, ojos, abdomen, oidos,
genitourinario, nariz, piel, garganta, pecho musculo-esquelético, térax y pulmones, y neurologico.
Ademas, se realizaron palpaciones del higado y el bazo durante la investigacion para confirmar que
el paciente tenia esplenomegalia moderada (de 2 a 3 cm por debajo del reborde costal izquierdo) y

un agrandamiento del higado relacionados con la enfermedad de Gaucher.

Altura y peso: La altura y peso se registro en la linea de base y en las semanas de estudio

13,25,37y 53.

Electrocardiograma de 12 derivaciones: Un ECG de 12 derivaciones se realizo en la linea
de base y en las semanas del estudio 13, 25, 37 y 53. Cada ECG de 12 derivaciones incluy6 la

evaluacion de PR, QRS, QT, e intervalos QTc, y la frecuencia cardiaca.

Pruebas de laboratorio clinico: Las muestras de sangre y orina se recogieron como se
describe a continuacion para las pruebas de laboratorio clinico. Todas las muestras de sangre se
tomaron a través de puncion venosa.

Hematologia: Las muestras de sangre se tomaron en la seleccion, linea de base, y semanas
13, 25, 37,y 53 para pruebas de hematologia completa. Los pardmetros hematologicos estudiados
fueron los siguientes: conteo sanguineo completo (CBC) con diferencial, tiempo de tromboplastina
parcial activada (aPPT), conteo de reticulocitos (analizados e informados por el laboratorio local
del centro clinico), conteo de plaquetas, y tiempo de protrombina (PT). En la seleccion, linea de
base, y en todas las visitas de estudio (excepto en la visita de la semana 1), se tomaron muestras de

sangre para medir la concentracion de hemoglobina y el conteo de plaquetas.

Quimica del suero: se tomaron muestras de sangre para las pruebas de bioquimica sérica en

la seleccidn, la linea de base, y en las semanas de estudio 13, 25, 37 y 53. Los siguientes
parametros quimicos séricos se evaluaron: sodio, alanina aminotransferasa, potasio, aspartato
aminotransferasa, glucosa, lactato deshidrogenasa, calcio total, gamma glutamil transferasa,

proteina total, creatinina fosfocinasa, albimina, NTx*, creatinina, CTx*, nitrégeno de urea, acido
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folico (solamente en la seleccion), bilirrubina total, vitamina B, (solamente en la seleccion),

fosfatasa alcalina* (* los resultados se usaron para la evaluacion de biomarcadores 0seos).

Andlisis de orina: Las muestras de orina se recogieron para analisis de orina en la seleccion,

en la linea de base, y en las semanas de estudio 13, 25, 37 y 53. Los pardmetros de analisis de

orina que se evaluaron fueron: pH, evaluacion macroscépica evaluacion microscopica.

Determinacion de anticuerpos anti-imiglucerasa en suero: Todos los pacientes tenian una

muestra de sangre que se recogio durante la seleccion solo para la determinacion de anticuerpos

anti-imiglucerasa en suero. Los pacientes con un resultado positivo se excluyeron del estudio.

Determinacidn de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa en suero: los pacientes

proporcionaron muestras de sangre para medir los anticuerpos anti-alfa velaglucerasa en suero en
la linea de base y aproximadamente cada 6 semanas durante la fase de tratamiento (semanas 7, 13,
19, 25, 31, 37,43 y 49), y en la semana 53. Durante la fase de tratamiento, las muestras de sangre

se tomaron antes de la infusion.

Eventos adversos: Los eventos adversos se supervisaron durante todo el estudio desde el
consentimiento /asentimiento informado a través de 30 dias después de la ltima infusion para los
pacientes que completaron el estudio y no optaron por inscribirse en el estudio clinico a largo plazo
desde el estudio previo en la visita de la semana 53. Para los pacientes que completaron este
estudio y eligieron inscribirse en el estudio clinico a largo plazo, los eventos adversos se

supervisaron desde el consentimiento/asentimiento informado a través de la visita de la semana 53.

Enfermedades previas y concomitantes: enfermedades adicionales presentes en la linea de
base se consideraron como enfermedades concomitantes y se documentaron en las paginas
correspondientes del CRF del historial médico. Las enfermedades que ocurrieron primero o se
detectaron durante el estudio, o el empeoramiento de una enfermedad concomitante durante el

estudio, se consideraron como eventos adversos y se documentaron como tal en el CRF.
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MRI de higado y bazo: Los pacientes tenian resonancia magnética del higado y del bazo al
inicio del estudio, la semana 25 y la semana 51. El tamafio del higado y del bazo se midi6

mediante el uso de MRI cuantitativa del abdomen.

Niveles plasmadticos de quitotriosidasa: Se tomaron muestras de sangre (aproximadamente
2.5 ml) para la evaluacion de los niveles plasmaticos de quitotriosidasa al inicio del estudio, en las

semanas 13, 25, 37, y en la semana 53.

Niveles plasmdticos de CCL18: Se tomaron muestras de sangre (aproximadamente 2.5 ml)
para la evaluacion de los niveles plasmaticos de CCL18 al inicio del estudio, en las semanas 13, 25,

37 y en la semana 53.

Pruebas de calidad de vida: Al inicio del estudio y en la semana 53, la calidad de vida del
paciente se evalué mediante el uso de cuestionarios validados, que incluyeron el Formulario
Abreviado 36 (SF-36), version 2 (para pacientes > 18 afos de edad) y el Cuestionario de Salud
Infantil (CHQ), PF50 (para pacientes de 5 a 17 anos de edad).

Velocidad de crecimiento y clasificacion de Tanner: en pacientes de 2 a 17 afios de edad,
el crecimiento se evalud al inicio del estudio y en las semanas 13, 25, 37 y 53. La velocidad de
crecimiento se calculdo mediante el uso de la altura y las medidas de peso, que se registraron en los
puntos regulares de tiempo durante este estudio. Las tasas de crecimiento de los pacientes en este
estudio se midieron contra tasas de crecimiento de individuos normales de edades similares
obtenidas a partir de los datos de altura y peso de los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades. La clasificacion de Tanner se registro al inicio del estudio y en las semanas 13, 25,

37y 53.
Crecimiento del esqueleto: Los pacientes entre 2 y 17 afos de edad se sometieron a

radiografia de la mano izquierda y la mufieca al inicio del estudio y en la semana 51 para la

evaluacidn de la edad Osea.
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Pruebas de funcion pulmonar: Al inicio del estudio y en la semana 53, los pacientes > 18
afios de edad que se inscribieron en los sitios de estudio con capacidad para realizar la espirometria
tuvieron PFT.

La espirometria se realizé de acuerdo a las directrices publicadas por la American Thoracic
Society y la European Respiratory Society para la estandarizacion de la espirometria (American
Thoracic Society. Standardization of Spirometry. Am J Respir Crit Care Med. 1995; 152:1107-
1136; Quanjer y otros, Eur Respir J. 1993; 16(Suppl):5-40)) Tanto la capacidad vital forzada
(FVC) y el volumen espiratorio forzado/segundo (FEV)) se expresaron como valores absolutos y %
del valor normal, los cuales se calcularon en base a los valores de referencia publicados para
adultos (Hankinson y otros Am J Respir. Crit Care Med. 1999; 159:179-187). La altura de pie
actual se uso para los célculos.

Las determinaciones del volumen pulmonar y de la capacidad de difusion (DL¢o) se
realizaron en el mismo tiempo que la espirometria. Las mediciones de los volimenes pulmonares
incluyeron la capacidad pulmonar total (CPT), y el volumen residual (VR), que se registraron como
valores absolutos y % del valor normal en base a los valores de referencia publicados. DLco
también se expresd como valores absolutos y % del valor normal en base a los valores de

referencia publicados.

Evaluaciones farmacocinéticas: Para los pacientes > 18 afios de edad, las muestras de
sangre se tomaron en los siguientes horarios en la semana 1 (dia 1) y la semana 37: inmediatamente
antes de la primera dosis, durante la infusion (muestra recogida a los 5, 10, 15, 20, 40 y 60 (final de
la infusién) minutos), y después de la infusion (muestra recogida a 65, 70, 80, 90, 105 y 120
minutos).

Para los pacientes de 2 a 17 afos de edad, las muestras de sangre se tomaron en los
siguientes tiempos, semana 1 (dia 1) y semana 37: inmediatamente antes de la primera dosis,
durante la infusion (la muestra se tomo a 10, 20, 40 y 60 (final de la infusién) minutos), y después
de la infusion (la muestra se tomo6 a 70, 80 y 90 minutos).

Las muestras de suero se evaluaron para determinar la presencia de la alfa velaglucerasa
administrada mediante el uso de un inmunoensayo del antigeno glucocerebrosidasa. Los
parametros PK estudiados fueron los siguientes: AUC (area bajo la curva), Cpsx (concentracion
maxima en suero), Tmax (tiempo hasta la concentracion maxima en suero), CL (ml/min/kg)

(aclaramiento sérico, normalizado por el peso corporal), Vg (ml) (volumen aparente de distribucion
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en estado estacionario), Vs (% PC) (Vs normalizado para el peso corporal), MRT (tiempo medio

de residencia), y Ty, (vida media de eliminacidn (analizados con modelos PK apropiados)

Biomarcadores oseos: Al inicio del estudio, sélo los pacientes > 18 afios de edad se
sometieron a DXA de columna lumbar y cuello femoral, se incluyeron imagenes de la corona, para
determinar enfermedad 6sea local y sistémica relacionada con Gaucher. La pérdida de hueso y la
desmineralizacion también se evaluaron mediante la medicion de la fosfatasa alcalina del suero,
NTx, y CTx. Los resultados de estos parametros se obtuvieron a partir de muestras de sangre que
se tomaron para pruebas de laboratorio clinico al inicio del estudio solamente.

En pacientes de 2 a 17 afios de edad, se obtuvo MRI del cuello femoral y la columna
lumbar en la linea de base (es decir, al mismo tiempo, los pacientes se sometieron a MRI de higado
y bazo). No se esperaba que cualquier efecto del tratamiento fuera evidente para estos parametros
en este estudio, por lo tanto, las mediciones se obtuvieron al inicio del estudio s6lo para establecer
un punto de referencia desde el cual supervisar estos biomarcadores en el estudio clinico a largo

plazo.

Eventos Adversos

Definicion de evento adverso: evento adverso (EA) es cualquier cambio nocivo, patologico
o no deseado en la funcion anatomica, fisiologica o metabdlica segtn lo que indican los signos
fisicos, sintomas y/o cambios de laboratorio que se producen en cualquier fase de un ensayo
clinico, y si se consideran o no relacionados con el firmaco de estudio. Esto incluye una
exacerbacion de una condicion pre-existente. Los eventos adversos se recogieron desde el
consentimiento/asentimiento informado hasta 30 dias después de la ultima dosis de la medicacion
del estudio y/o hasta que el caso se resolvid/estabilizé o se alcanz6 un resultado, lo que ocurriera
primero. Para los pacientes que completaron el estudio y optaron por inscribirse en el siguiente
estudio clinico a largo plazo, los eventos adversos se supervisaron desde el momento en que el
paciente proporcion6 el consentimiento informado a través de la visita de la semana 53 de
TKTO032.

EA incluyen: empeoramiento (cambio en la naturaleza, severidad o frecuencia) de las
condiciones presentes al inicio del estudio; enfermedades intercurrentes, interacciones

medicamentosas, eventos relacionados o posiblemente relacionados con medicamentos
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concomitantes, valores de laboratorio anormales (esto incluye cambios significativos desde el
inicio del estudio dentro del intervalo de lo normal que el investigador considere que es
clinicamente importante); alteraciones clinicamente significativas en el examen fisico, signos
vitales, peso, y ECG.

Ademas, EA también podria incluir valores de laboratorio inesperados que se pusieron
significativamente fuera del intervalo y que el investigador determin6 que eran clinicamente

significativos.

Definicion de evento adverso relacionado con la infusion: Un evento adverso relacionado
con la infusién se define como un evento adverso que 1) se inicia durante o dentro de 12 horas
después del inicio de la infusion, y 2) se considera como posible o probablemente relacionado con
la medicacion del estudio. Otros EA que ocurrieron antes de la infusion, junto con los EA
asociados con las pruebas y las evaluaciones definidas por el protocolo (por ejemplo, pruebas de
laboratorio, ECG y exadmenes fisicos) los cuales se realizaron antes de la infusion, no se definen

como eventos adversos relacionados con la infusion.

Definicion de evento adverso grave: Un EA grave (EAG) es cualquier EA que ocurre a
cualquier dosis que resulta en cualquiera de los siguientes resultados: muerte, peligro para la vida,
requiere la hospitalizacion del paciente, requiere la prolongacion de la hospitalizacion ya existente,
una discapacidad/incapacidad persistente o significativa, y una anomalia congénita/defecto de
nacimiento.

Los eventos médicos importantes que no den lugar a la muerte, peligro para la vida, o que
requieran hospitalizacion se pueden considerar como eventos adversos graves cuando, en base a
criterios médicos adecuados, se puede poner en peligro al paciente y pueden requerir intervencion
médica o quirurgica para prevenir uno de los resultados que se enumeraron anteriormente.

Un EA que pone en peligro la vida se defini6 como un EA que coloco6 al paciente, desde el
punto de vista del reportero inicial, en situacion de riesgo de muerte inmediata a partir de que
ocurri6 el EA (es decir, que no incluye un EA que, de haber ocurrido en un una forma mas severa,

podria haber causado la muerte).

Clasificacion de eventos adversos y eventos adversos graves: A la hora de evaluar la

severidad de los AE se hizo referencia a la escala de calificacion de Criterios Comunes de
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Toxicidad, version 3.0, del National Cancer Institute (CTC NCI). Siun EA no se describio en el
CTC del NCI, la severidad se registr6 en base a la siguiente escala. La severidad de todos los
EA/EAG se registraron en la pagina apropiada del CRF como Grado 1, 2, 3 6 4, correspondientes
respectivamente, a una severidad leve, moderada, severa o con peligro para la vida. Grado 1 (leve)
se define como no limitacion de las actividades habituales. Grado 2 (moderada) se define como una
cierta limitacion de las actividades habituales, Grado 3 (severa) se define como la incapacidad para
llevar a cabo las actividades habituales, y Grado 4 (con peligro para la vida) se define como riesgo
inmediato de muerte.

La relacién de un evento adverso o un efecto adverso grave con la medicacion del estudio a
ciegas se determiné por el investigador en base en las siguientes definiciones. "No relacionados”
se define como no relacionados con el farmaco del estudio. "Posiblemente relacionado" se define
como un evento clinico/anomalia de laboratorio con una secuencia de tiempo razonable a la
administracion del farmaco en estudio, pero el cual también podria explicarse por una enfermedad
concurrente u otros farmacos/quimicos. "Probablemente relacionados" se define como un evento
clinico/anomalia de laboratorio con una secuencia de tiempo razonable a la administracion del
farmaco del estudio, poco probable que sea atribuible a enfermedad concurrente u otros fArmacos y
productos quimicos y los cuales siguen una respuesta clinicamente razonable al retirar el fArmaco.
La asociacion del evento clinico/anomalia de laboratorio también debe tener cierta plausibilidad

bioldgica, por lo menos en el terreno teorico.

Aclaracion entre grave y severo: El término "severo" se usa a menudo para describir la
intensidad (severidad) de un evento especifico (como el infarto de miocardio leve, moderado o
severo), el evento en si mismo, sin embargo, puede ser de importancia médica relativamente menor
(tales como dolor de cabeza intenso). Esto no es lo mismo que "grave", el cual se basa en los
criterios de resultados o de accidon que por lo general se asocian con eventos que representan una
amenaza para la vida o el funcionamiento. La gravedad (no severidad) y la causalidad sirven como

una guia para definir las obligaciones de reportes regulatorios.

Supervision de eventos adversos y periodo de observacion: A los efectos de este estudio, el
periodo de observacion se extendio desde el consentimiento/asentimiento informado hasta la

evaluacion final del paciente del estudio. Por razones de seguridad, la evaluacion final se definié
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como la evaluacion de la seguridad posterior al estudio, que se llevo a cabo aproximadamente 30
dias después de la tltima infusion, para los pacientes que completaron el estudio y no optaron por
inscribirse en el estudio clinico a largo plazo. Para los pacientes que completaron este estudio y
eligieron inscribirse en el estudio clinico a largo plazo, los eventos adversos se supervisaron desde
el momento en que el paciente dio su consentimiento informado hasta la visita de la semana 53 de

TKTO032.

Meétodos Estadisticos

Metodologia estadistica general: El anlisis estadistico se baso en el principio de ITT para
todas las variables de eficacia. El andlisis ITT se basé en todos los pacientes aleatorizados que
recibieron al menos una infusion (infusion total o parcial). Las estadisticas resumen se
proporcionaron para los cambios y los porcentajes de cambio desde la linea de base para cada
parametro por grupo de tratamiento. Se presentaron intervalos de confianza del 95% de dos lados
en los cambios promedio y los porcentajes de cambios promedio a partir del valor de la linea de
base por grupo de tratamiento para cada punto final.

Los datos continuos recogidos al inicio del estudio y las subsiguientes visitas de estudio se
resumieron, y los valores promedio, desviacion estandar, minimo, maximo y mediana para cada
variable se tabularon para facilitar la biisqueda de tendencias en el tiempo que podrian ser
atribuibles al medicamento de estudio. Las variables categoricas se presentaron en términos de
frecuencias y porcentajes. Dentro de los grupos los cambios se analizaron mediante pruebas t
pareadas. La significacion estadistica se definio en el nivel 0.05.

Las caracteristicas demograficas y de linea de base se resumieron como frecuencias y
porcentajes, y los datos se presentaron por medio del uso de estadisticas descriptivas. Se realizaron
analisis adicionales especificamente para los pacientes entre 2 y 17 afios de edad.

En general, las estadisticas descriptivas y los graficos se usaron para la presentacion de los
resultados del estudio, lo que incluyd, si era relevante, graficos que mostraban el desarrollo en el
tiempo para los pacientes de forma individual y para cada grupo de tratamiento.

La seguridad se evalud sobre la base de los EA que se reportaron, los datos de laboratorio
clinico, grabaciones ECG, historias médicas, signos vitales, y examenes fisicos. Ademas, se
analizaron muestras de sangre para la determinacion de la presencia de anticuerpos anti-alfa

velaglucerasa.
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Prueba de hipotesis: Todas las pruebas de hipotesis fueron de 2 lados, y se realizaron en el
nivel de significacion de 0.05. Cada variable se cuantifico como un cambio promedio desde la linea
de base o porcentaje de cambio promedio desde la linea de base. La hipdtesis nula para cada
variable que se prueba es que, en la semana 51 o semana 53, no hay ningiin cambio desde la linea
de base. La hipotesis alternativa es que hay un cambio en cualquier direccion a partir de los valores

de la linea de base.

Fallos de la seleccion: La disposicion de todos los pacientes seleccionados para entrar en el
estudio se tabuld junto con las razones para el fracaso de la seleccion. La disposicion de todos los
pacientes aleatorizados se tabularon por tratamiento y visita, y las razones de la discontinuidad se

tabularon por tratamiento.

Justificacion del tamario de la muestra: El tamafio de la muestra para este estudio se
escogid para tener un alto poder para detectar una diferencia clinicamente significativa en las
concentraciones promedio de hemoglobina desde el inicio del estudio hasta 12 meses. Se requirio
un total de 12 pacientes por brazo de tratamiento para el analisis primario. Este nlimero se bas6 en
los resultados del estudio TKTO025 Fase I/II, por medio del examen del cambio en el paciente a
partir de los resultados al inicio del estudio. Se observd que en la semana 25, el promedio de
aumento de la hemoglobina desde el inicio del estudio fue de 1.92 g/dl con una desviacion estandar
de 0.824. El supuesto fue que la desviacion estdndar del cambio promedio fue aproximadamente la
misma. Por medio del uso de un nivel alfa de 0.05 de dos-lados y si se asume que un cambio de 1
unidad en la hemoglobina se considera clinicamente significativo, la desviacion estandar del
cambio desde el inicio del estudio es 0.824, entonces se necesitaran 10 pacientes para que el
estudio tenga una potencia del 90%. Si se asume una tasa de abandono del 20%, entonces seran
necesarios 12 pacientes por grupo de tratamiento. Para reunir datos adicionales de seguridad y para
proteger contra el posible abandono de paciente(s), y para lograr la poblacion de pacientes deseada,

se pueden incluir hasta 30 pacientes en este estudio.

Poblaciones de andlisis: La poblacion principal para el analisis de los datos de eficacia fue
la poblacion de pacientes ITT, que se definié como todos los pacientes incluidos y tratados que
recibieron al menos una infusion de alfa velaglucerasa (o infusion parcial). Se anticipd que el

desgaste de la muestra aleatoria original debido a la falta de datos posteriores al inicio del estudio
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seria lo suficientemente pequenio (5% o menos) a fin de minimizar las preocupaciones con respecto
a la desviacion debido a la exclusion de tales pacientes.

La poblacion de seguridad consistio en todos los pacientes aleatorizados que recibieron al
menos una infusion de estudio (o infusion parcial). Cualquier paciente en la poblacion de seguridad
que no recibid la infusion de estudio para la cual él o ella se aleatorizd se analizo de acuerdo a la
infusion que recibié predominantemente en lugar de al tratamiento al azar. Tales pacientes se
excluyeron de la poblacion de pacientes por protocolo (PP). La poblacion de pacientes PP se
definié como todos los pacientes aleatorizados que reciben > 80% de las infusiones planificadas, y

que tienen evaluaciones al inicio del estudio y a la semana 51 y/o semana 53 vélidas.

Analisis de eficacia: La disposicion de todos los pacientes seleccionados para entrar en el
estudio se tabuld, junto con la(s) razén(es) para el fallo de seleccion. La disposicion de todos los
pacientes aleatorizados se tabuld por grupo de tratamiento y visita, y la razon(s) para la
discontinuidad(s) se tabulo.

La variable principal de actividad clinica es la concentraciéon de hemoglobina en los
pacientes aleatorizados a 60 U/kg de alfa velaglucerasa. El objetivo principal es demostrar la
eficacia al mostrar una variacién de promedio de la hemoglobina desde el inicio del estudio hasta
los 12 meses en los pacientes aleatorizados a 60 U/kg de alfa velaglucerasa. Para fines de andlisis,
los valores de hemoglobina recogidos en la seleccion y en la linea de base se promediaron para
establecer la linea de base que se usé para calcular el cambio. La hipdtesis nula es que no habra
ningun cambio desde el inicio del estudio en las concentraciones de hemoglobina hasta los 12
meses. La diferencia promedio al inicio del estudio hasta los 12 meses se evalué por medio del uso
de una prueba t pareada o la prueba rangos de Wilcoxon. También se presentd un intervalo de
confianza del 95% para la diferencia promedio.

Las variables de actividad clinica secundaria y terciaria son: concentraciones de
hemoglobina (cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 53) se evalu6 para el
grupo de 45 U/kg); el conteo de plaquetas (cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses
(semana 53) se evalu6 para ambos grupos de tratamiento), el volumen del bazo (porcentaje de
cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 51) se evalu6 para ambos grupos de
tratamiento; en adicion a los valores que se observaron, los volumenes de los bazos se
normalizaron por el peso corporal y también se presentaron por multiplos de lo normal), el

volumen del higado (porcentaje de cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana
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51) se evalud para ambos grupos de tratamiento; en adicion a los valores que se observaron, los
volimenes de higado se normalizaron por el peso corporal y también se presentaron en multiplos
de lo normal); la quitotriosidasa plasmatica (cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses
(semana 53) se evalud en ambos grupos de tratamiento, se espera una disminucion estadisticamente
significativa después de 12 meses de tratamiento); la CCL18 de plasma (cambio desde el inicio del
estudio hasta los 12 meses (semana 53) se evalué en ambos grupos de tratamiento, se espera una
disminucion estadisticamente significativa después de 12 meses de tratamiento), la calidad de vida
(SF-36 y CHQ) (cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 53) se evalud en
ambos grupos de tratamiento), la respuesta de hemoglobina (el tiempo para lograr una respuesta de
hemoglobina, que se define como un aumento de la concentracion de hemoglobina > 1g/dl se
evalu6 en ambos grupos de tratamiento); la velocidad de crecimiento y la clasificacion de Tanner
(cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 53) se evalu6 para ambos grupos de
tratamiento en los pacientes entre 2 y 17 afios de edad), la edad 6sea (cambio desde el inicio del
estudio hasta los 12 meses (semana 51) se evalud para ambos grupos de tratamiento, por la
medicion por radiografia de la mano y mufieca izquierdas, en pacientes de 2 a 17 afos de edad); y
PFTs (cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 53) se evaluaron para ambos
grupos de tratamiento en pacientes > 18 afios de edad).

Para el objetivo secundario que se uso para demostrar un cambio en la media de la
hemoglobina desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 53) en los pacientes
aleatorizados a 45 U/kg de alfa velaglucerasa, la hipotesis nula es que no habra ningiin cambio
desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 51 o semana 53). Para fines de anélisis, los
valores de hemoglobina recogidos en la seleccion y en la linea de base se promediaron para
establecer la linea de base que se usé para calcular el cambio. La diferencia promedio desde el
inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 51 o semana 53) se evalu6 por medio del uso de una
prueba t pareada o la prueba de rangos de Wilcoxon. También se presentd un intervalo de
confianza del 95% para la diferencia promedio.

Para los parametros secundarios restantes, la hipdtesis nula es que no habrd ningin cambio
desde el inicio del estudio hasta los 12 meses (semana 51 o semana 53) para cada grupo de
tratamiento. Para fines de andlisis, los valores de plaquetas obtenidos en la seleccion y en la linea
de base se promediaron para establecer la linea de base que se us6 para calcular el cambio para
ambos grupos de tratamiento. La diferencia promedio desde el inicio del estudio hasta los 12

meses (semana 51 o semana 53) se evalu6 por medio del uso de una prueba t pareada o la prueba
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de rangos de Wilcoxon. También se presentd un intervalo de confianza del 95% para la diferencia
promedio.

Para el tiempo de respuesta de la hemoglobina, se presentaron las curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier (limite de producto) para cada grupo de tratamiento. Se obtuvieron la mediana del
tiempo y el 95% intervalo de confianza. Los pacientes que no experimentaron el evento al final del
estudio (es decir, en la semana 53) se censuraron en la semana 53. Ademas, se presento la
proporcion de pacientes que alcanzaron un nivel de hemoglobina dentro del intervalo normal
durante este estudio.

Para los demas pardmetros terciarios que examinan el cambio desde la linea de base, la
hipotesis nula es que no habra ningiin cambio desde el inicio del estudio hasta los 12 meses
(semana 51 o semana 53) para cada grupo de tratamiento. La diferencia media entre el inicio hasta
12 meses (semana 51 o semana 53) se evalud por medio del uso de una prueba t pareada o la
prueba de rangos de Wilcoxon. También se presentd un intervalo de confianza del 95% para la

diferencia promedio.

Analisis de seguridad: Todos los pacientes que recibieron al menos una dosis del fairmaco
del estudio (o una dosis parcial) se evaluaron para seguridad clinica y tolerabilidad. No se
realizaron pruebas estadisticas formales en los parametros de seguridad. La supervision de la
seguridad de los signos vitales, ECG de 12 derivaciones, quimica clinica, hematologia, y analisis
de orina se enumeran para cada paciente y los valores anormales se marcaron. Para las variables
categoricas, como EA, se tabul6 el numero y el porcentaje de pacientes que experimentan cada EA.
Los EA se resumieron por la severidad del evento. También se expusieron el niimero y el
porcentaje de pacientes que experimentaron EA relacionados con el farmaco, asi como EA que no
se consideraron relacionados con el farmaco del estudio.

Las evaluaciones de laboratorio clinico (hematologia, quimica del suero, analisis de orina, y
la determinacién de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa) se usaron para evaluar la seguridad de la

alfa velaglucerasa.

Analisis de subgrupos: Se realizaron analisis adicionales especificamente para pacientes
entre 2 a 17 anos de edad. Ademas, se tuvo en cuenta en el analisis de la severidad de la

enfermedad a los valores de linea de base de hemoglobina.
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Anadlisis farmacocinéticos: Los perfiles farmacocinéticos de dosis Unicas y repetidas de
alfa velaglucerasa se establecieron mediante el andlisis de los pardmetros estandar PK en la semana

1 y la semana 37, respectivamente.

Resultados

A los 12 meses, el promedio de la concentracién de hemoglobina aumentd en ambos grupos
(60 U/kg: aumento de 23.3%, +2.4 = 0.3 g/dl , P=0.0001; 45 U/kg: aumento de 23.8%, +2.4 + 0.5
g/dl, P =0.0001), como lo hizo también el conteo de plaquetas (60 U/kg: aumento del 66%, +51 +
12 x 10°/1, P=0.0016; 45 U/kg: aumento del 66%, +41 + 12x10°/1, P=0.011 1). El promedio del
volumen del bazo disminuy6 en ambos grupos (60 U/kg: 50% de disminucion, -1.9 + 0.5% del
peso corporal, P=0.0032, de 14.0 multiplos de lo normal [MN] en la linea de base a 5.6 MN, 45
U/kg: 40% disminucion, -1.9 + 0.6% del peso corporal, P=0.0085; de 14.5 a 9.5 MN) como hizo el
volumen del higado (60 U/kg: 17% de disminucidn, 0.8 + 3% peso corporal, P=0.0282, de 1.5 a
1.2. MN; 45 U/kg de peso: 6% de disminucion, -0.3 + 0.3% del peso corporal, P=0.3149,de 1.4 a
1.2 MN).

En ambos grupos, las tres cuartas partes de los pacientes alcanzaron un aumento > 1g/dl en
la concentracion de hemoglobina en la semana 15; en el grupo de 60U/kg, todos los pacientes
alcanzaron un crecimiento promedio > 1g/dl en la semana 27 vs la semana 37 para el grupo
45U/kg.

Los pacientes se excluyeron del analisis de quitotriosidasa si tenian 2 copias de la mutacion
de quitotriosidasa (paciente 6, 45 U/kg) o si tenian una actividad de quitotriosidasa al inicio del
estudio menor de 5700 (4 pacientes, 60 U/kg; paciente 15, 45 U/kg). Tras 12 meses de tratamiento,
la actividad quitotriosidasa plasmatica promedio disminuyd desde el inicio del estudio para ambos
grupos de tratamiento: en 83% (IC 95%: -91.15, -74.08%; N=11; p<0,001) en el grupo de 60 U/kg
y en 60% (IC 95%: -73.26, -46.63%; N=11, p<0,001) en el grupo de 45 U/kg. La niveles medios
de CCL18 también disminuyeron durante 1 afio de tratamiento con alfa velaglucerasa 60 U/kg y 45
U/kg en 66% (IC 95%: -77.81, -54.22; p<0,001) y en 47% (IC 95%: -63.37, -30.15%; p<0,001),
respectivamente.

La alfa velaglucerasa generalmente se tolerd bien sin EA graves relacionados con los
farmacos, y ninglin paciente abandon6 debido a un EA. Los EA mas frecuentes fueron dolor de

cabeza, nasofaringitis, lesion, artralgia, tos y fiebre. Un solo paciente desarroll6 anticuerpos.
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En conclusion, en este estudio global, multicéntrico, la alfa velaglucerasa 60 U/kg y 45
U/kg generalmente se tolerd bien y fue eficaz como tratamiento de primera linea para adultos y
nifios con enfermedad de Gaucher tipo I. Ambas dosis se asociaron con una rapida mejoria en los
valores de hemoglobina, con la mayoria de los pacientes que responden tan pronto como a las 15
semanas. Todos los parametros clinicos que se midieron presentaron mejorias clinicamente
significativas después de 12 meses, y se observo una mayor respuesta con la alfa velaglucerasa 60

Ulkg.

Ejemplo 3: HGT-GCB-039 (9M, 60 U/kg alfa velaglucerasa o imiglucerasa)
Sumario

Este ejemplo describe un estudio multicéntrico, Fase 111, aleatorizado, a doble ciegas, de
grupos paralelos que se diseiid para comparar la seguridad y eficacia de la terapia de reemplazo de
la enzima alfa velaglucerasa con imiglucerasa en el tratamiento de pacientes con enfermedad de
Gaucher tipo L.

El principal objetivo de este ejemplo es demostrar que alfa velaglucerasa no es inferior a la
imiglucerasa medida por un cambio en la concentracion de hemoglobina desde el inicio del estudio
hasta la semana 41 (9M). El objetivo secundario principal es demostrar que no hay diferencias en
los aumentos en el conteo de plaquetas o reducciones en los volimenes de higado/bazo hasta la
semana 41 entre los dos grupos.

Los pacientes se aleatorizaron en relacion 1:1 para recibir 60 U/kg de alfa velaglucerasa
(N=17) o imiglucerasa (N=17). Las caracteristicas de los pacientes al inicio del estudio se
enumeran en las Tablas 13 y 14. Los factores de estratificacion incluyeron: edad (2-17, > 18) y el
estado de esplenectomia (S; N). Ambos objetivos primarios y secundarios se alcanzaron. Los
resultados para las evaluaciones de eficiencia primaria y secundaria se muestran en las Tablas 15 y
16, respectivamente. Las Figuras 11 y 12 muestran el incremento comparable de la concentracion
promedio de hemoglobina y el conteo de plaquetas, respectivamente, desde el inicio del estudio en
los pacientes que se trataron con 60 U/kg de alfa velaglucerasa o imiglucerasa durante 41 semanas.
La Figura 13 muestra el aumento comparable del conteo de plaquetas promedio desde el inicio del
estudio en los pacientes sin bazo que se trataron con 60 U/kg de alfa velaglucerasa o imiglucerasa
durante 41 semanas. La Figura 14 muestra la disminucién comparable del volumen del higado
normalizado promedio desde el inicio del estudio en los pacientes que se trataron con 60 U/kg de

alfa velaglucerasa o imiglucerasa durante 41 semanas. No hubo diferencias significativas en la
116



seguridad entre la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa. Los eventos adversos derivados de
tratamiento se resumen en la Tabla 17. Ningun paciente que recibi6 la alfa velaglucerasa

desarroll6 anticuerpos (Tabla 18). Cuatro pacientes que recibieron imiglucerasa desarrollaron

anticuerpos anti- imiglucerasa (Tabla 18).

Tabla 13 Caracteristicas de linea de base de ITT HGT-GCB-039

alfa velaglucerasa 60 U/kg| imiglucerasa 60 U/kg
Factor de la linea de base N=17 N=17
2al17aiios n (%) 4(23.5) 5(29.4)
2 a 4 aiios n (%) 0 4 (23.5)
S5al17aiios n (%) 4 (23.5) 1(5.9)
> 18 afios n (%) 13 (76.5) 12 (70.6)
Masculino n (%) 8(47.1) 8(47.1)
Femenino n (%) 9 (52.9) 9(52.9)
Esplenectomizado 10(58.8) 10(58.8)
Con el bazo intacto 7(41.2) 7(41.2)
Concentracion de hemoglobina 11.40 [9.65, 14.35] 10.60 [8.10, 13.05]
BL (g/dl) promedio [Min, Max|
Conteo de plaquetas BL (x 10°/) 172.00 [44.0, 310.5] 188.00 [63.0, 430.5]
promedio [Min, Max]|

Tabla 14 Caracteristicas de HGT-GCB-039 en la linea de base por grupos de edad

2-4 Aiios >5 Afos

Factor de la linea de base N=4 N=30
Masculino n (%) 4(100.0) 12(40.0)
Femenino n (%) 0 18(60.0)
Esplenectomizado 1(25.0) 19(63.3)
Con el bazo intacto 3 (75.0) 11 (36.7)

Concentracion de hemoglobina BL 9.275 [8.10, 9.70] 11.300 [8.95, 14.35]
(g/dl) promedio [Min, Max|

Conteo de plaquetas BL (x 10°/) 70.75 [63.0, 188.0] 176.25 [44.0, 430.5]
promedio [Min, Max]
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Volumen del bazo BL (% peso 8.90[7.3, 8.9] 1.70 [0.6, 6.3]

corporal) promedio [Min, Max]

Volumen del higado BL (% peso 5.8 [5.4, 7.0] 3.85[1.7, 12.2]

corporal) promedio [Min, Max]

Tabla 15 Evaluaciones de eficacia primaria HGT-GCB-039 — Cambio promedio la semana

41 desde la linea de base en Cl de un-lado de Hgb para no-inferioridad (alfa velaglucerasa -

imiglucerasa)
Diferencia en el tratamiento desde la linea de base hasta la semana 41
Poblaciéon ITT Poblacion por protocolo
Promedio Limite inferior Promedio Limite inferior
Parametro/ Tratamiento |de un 97.5% Tratamiento |de un 97.5%
Punto final N [Diferencia Cl de un-lado N Diferencia Cl de un-lado
Concentracion de hemoglobina (g/dl)
34 0.135 -0.596 30 0.157 -0.599

Tabla 16 Evaluaciones de la eficacia secundaria HGT-GCB-039 — Diferencia en el cambio

promedio la semana 41 desde la linea de base (alfa velaglucerasa - imiglucerasa)

Cambio desde la linea de base hasta la
semana 41
Promedio
Tratamiento
Parametro N Diferencia 95% CI

Plaquetas® (x1079/1) 34 -38.71 (-88.42,10.99)
Volumen del higado normalizado® (% de peso 34 -0.07 (-0.43, 0.29)
corporal)
Volumen del bazo normalizado® ¢ (% de peso 14 0.08 (-0.52, 0.68)
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corporal)

Quitotriosidasa ® (nmol/ml/h) 21 -703.6 (-11762.3,
10355.1)
Ligando de quimocina (motivo C-C) 18 (ng/ml) 34 145.7 (-188.6, 480.0)

a - Basado en un modelo mixto adjustado para la edad con consentimiento informado,
valores al inicio del estudio y estado de esplenectomia.

b - Hay 20 pacientes esplenectomizados excluidos (10 alfa velaglucerasa 60 U/kg; 10
imiglucerasa 60 U/kg).

¢ - Basado en un modelo mixto adjustado para la edad con consentimiento informado y
valores al inicio del estudio.

d - Hay 13 pacientes deficientes en actividad quitotriosidasa excluidos (7 alfa velaglucerasa

60 U/kg; 6 imiglucerasa 60 U/kg).

Tabla 17 Sumario general para HGT-GCB-039 de los eventos adversos derivados del tratamiento

Pacientes n(%)
alfa velaglucerasa imiglucerasa
60 U/kg 60 U/kg
N=17 N=17
DESCRIPCION

I[Eventos adversos no experimentados 1(5.9) 1(5.9)
Al menos 1 evento adverso experimentado 16 (94.1) 16 (94.1)
Al menos 1 evento adverso relacionado con el farmaco 8(47.1) 6(35.3)
experimentado
Al menos 1 evento adverso relacionado con la infusion 5(294) 4(23.5)
experimentado
Al menos 1 evento adverso severo o de peligro para la vida 3(17.6) 2(11.8)
experimentado
Al menos 1 evento adverso grave experimentado 3(17.6) 0
Al menos 1 SAE relacionado con firmacos experimentado 1(5.9) 0

Tabla 18 Anticuerpos HGT-GCB-039
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alfa velaglucerasa imiglucerasa
60 U/kg 60 U/kg
N=17 N=17
Resultado anticuerpo anti-imiglucerasa n (%) n (%)
Negativo 17(100.0) 13 (76.5)
Positivo® 0 4(23.5)
IgG 0 4(23.5)
IgA 0 0
IeM 0 0
IgE 0 0
Anticuerpos neutralizantes 0 1(5.9)
Resultados anticuerpo anti-alfa
velaglucerasa
Negativo 17(100.0) 16 (94.1)
Positivo 0 1(5.9)
IgG 0 1(5.9)
IgA 0 0
IeM 0 0
IgE 0 0
Anticuerpos neutralizantes 0 1(5.9)

Objetivos del estudio

El objetivo primario de este estudio fue comparar los efectos de la alfa velaglucerasa y la

imiglucerasa sobre la concentracion de hemoglobina en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo

L

Los objetivos secundarios de este estudio fueron: comparar los efectos de la alfa
velaglucerasa y la imiglucerasa en el conteo de plaquetas, comparar los efectos de la alfa
velaglucerasa y la imiglucerasa en los volimenes de higado y bazo (por MRI), comparar los
efectos de la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa sobre biomarcadores especificos de la

enfermedad de Gaucher (quitotriosidasa de plasma y niveles de CCL18); evaluar la seguridad de la
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alfa velaglucerasa y la imiglucerasa en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo I, segiin se mide
por los ensayos estandar de laboratorio clinico (lo que incluye las tasas de formacion de
anticuerpos y la actividad de anticuerpos que neutralizan la enzima) y evaluaciones de seguridad
(lo que incluye las tasas de eventos adversos relacionados con la infusion y la proporcion de
pacientes que requieren el uso de premedicacion para supervisar los eventos adversos relacionados
con la infusion) para cada grupo de tratamiento; y comparar los efectos de la alfa velaglucerasa y la
imiglucerasa en los tiempos mas tempranos de respuesta para la hemoglobina (definido como una
mejora >1 g/dl en los niveles de hemoglobina con respecto a la linea de base).

Los objetivos terciarios de este estudio son: evaluar los efectos de la alfa velaglucerasa y la
imiglucerasa en la velocidad de crecimiento y la clasificacion de Tanner en pacientes entre 2 y 17
afios de edad, evaluar los efectos de la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa en cambios en la edad
6sea en pacientes entre 2 'y 17 afios de edad por radiografia de la mano y la muiieca izquierda,
evaluar los efectos de la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa en los cambios en QoL generales, que
se miden por el SF-36 para los pacientes > 18 afos de edad y la CHQ PF-50 para los pacientes de
5 a 17 afios de edad, evaluar los efectos de la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa en las respuestas
inmunes e inflamatorias en pacientes > 18 afios de edad que se miden por las evaluaciones de
citoquinas seleccionadas (TNF-a, IL-6, IL1b, IL8, IL13, CD14, y GM-CSF), establecer una linea
de base desde la cual evaluar la enfermedad 6sea en pacientes entre 2 y 17 afios de edad, por MRI
de columna lumbar y cuello femoral; y establecer una linea de base desde la cual evaluar el efecto a
largo plazo de la terapia de alfa velaglucerasa sobre la enfermedad dsea local y sistémica
relacionada con Gaucher, en pacientes > 18 afos de edad por: absorciometria de rayos X de energia
dual (DXA) de la columna lumbar y el cuello femoral, lo que incluye imagenes de la corona; y la
fosfatasa alcalina sérica, reticulaciones de N-telopéptidos (NTx), y reticulaciones de C-telopéptidos

(CTX).

Puntos finales del estudio

El punto final primario de este estudio es medir el cambio promedio desde el inicio del
estudio hasta la semana 41/Fin del estudio (EOS) en la concentracion de hemoglobina entre los dos
grupos de tratamiento.

Los puntos finales secundarios de este estudio son: evaluar la seguridad de la alfa

velaglucerasa y la imiglucerasa, segiin la evaluacion por eventos adversos y eventos adversos
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relacionados con la infusidn (y la proporcion de pacientes que requieren el uso de premedicacion
para supervisar eventos adversos relacionados con la infusion), valores de laboratorio clinico,
signos vitales, electrocardiograma de 12 derivaciones (ECQG), la formacion de anticuerpos y la
actividad de anticuerpos que neutralizan enzimas; comparar el promedio y el porcentaje de
cambios desde la linea de base en el conteo de plaquetas entre los grupos de tratamiento; comparar
el promedio y el porcentaje de cambio desde la linea de base de los voliimenes del higado y el bazo
por MRI entre los grupos de tratamiento; comparar el promedio y el porcentaje de cambio desde la
linea de base de los niveles de quitotriosidasa en el plasma y CCL18 en el plasma entre los grupos
de tratamiento; y comparar el tiempo de respuesta para la concentracion de hemoglobina (definida
como una mejora >1 g/dl en los niveles de hemoglobina en relacion con los de la linea de base)
entre los grupos de tratamiento.

Los puntos finales terciarios de este estudio son: evaluar el cambio desde el inicio del
estudio en la velocidad de crecimiento y la clasificacion de Tanner para pacientes entre 2 y 17 afios
de edad dentro de cada grupo de tratamiento; evaluar el cambio desde la linea de base en los
parametros SF-36 para pacientes >18 afios de edad dentro de cada grupo de tratamiento; evaluar los
efectos de la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa en respuestas inmunes e inflamatorias en
pacientes >18 afos de edad, segin lo medido por las evaluaciones de citoquinas seleccionadas
(TNF-a, IL-6, IL1b, IL8, IL13, CD14, y GM-CSF); evaluar el cambio desde la linea de base en los
parametros CHQ (PF-50) para los pacientes de 5 a 17 afios de edad dentro de cada grupo de
tratamiento; y evaluar el cambio desde la linea de base en la edad dsea, segin la medicion por
radiografia de la mano y la mufieca izquierda para los pacientes entre 2 y 17 afios de edad dentro de

cada grupo de tratamiento.

Diserio general del estudio

Este estudio se compuso de 5 fases como sigue: Seleccion: dia -21 hasta dia -4; linea de
base: dia -3 hasta dia 0 (aleatorizacion de los pacientes); tratamiento: semana 1 (dia 1, es decir, dia
de la primera dosis) hasta la semana 39; visita de fin del estudio: semana 41;

Contacto de seguimiento: 30 dias después de la infusion final (para los pacientes que
interrumpen/abandonan antes de la evaluacion de la semana 41, o para pacientes que no eligen
inscribirse en el estudio clinico a largo plazo).

En la seleccion, los pacientes que dieron su consentimiento informado por escrito para

participar en este estudio se analizaron contra los criterios de entrada al estudio para determinar la
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elegibilidad. Los pacientes proporcionaron muestras de sangre para medir la concentracion de
hemoglobina. Soélo aquellos pacientes que tenian una concentracion de hemoglobina que estaba
por debajo del limite inferior de lo normal para la edad y el género se eligieron para la inscripcion.
Para fines de analisis estadisticos, una muestra de sangre adicional se recogi6 en la seleccion para
la evaluacion de la concentracion de hemoglobina.

Los pacientes que se eligieron para participar en el estudio después de completar las
evaluaciones de seleccion se sometieron a procedimientos y evaluaciones de la linea de base (es
decir, dias -3 a 0). Para confirmar que su concentracion de hemoglobina estaba por debajo del
limite inferior de lo normal para la edad y el género, los pacientes proporcionaron una muestra de
sangre en la linea de base. La concentracion de hemoglobina se analiz6 e informo. Solo aquellos
pacientes que tenian una concentracion de hemoglobina por debajo del limite inferior de lo normal
para la edad y el género, en seleccion y en linea de base se eligieron para la inscripcion. Para fines
de andlisis estadisticos, se tom6 una muestra adicional de sangre en la linea de base para la
evaluacion de las concentraciones de hemoglobina. Los procedimientos y evaluaciones adicionales
de linea de base se llevaron a cabo antes de la administracion de la primera dosis de la medicacion
del estudio a ciegas.

Al completarse los procedimientos de deteccion y de linea de base y la confirmacion de la
elegibilidad del paciente, los pacientes se aleatorizaron en una relacion 1:1 para recibir la
medicacion del estudio a doble ciegas (ya sea alfa velaglucerasa 60 U/kg o imiglucerasa 60 U/kg).
La aleatorizacion se llevd a cabo a través de un procedimiento centralizado. Se us6 un programa de
aleatorizacion generado en ordenador para asignar a los pacientes a los grupos de tratamiento. Se
intentd obtener grupos de tratamiento que fueran comparables en ciertas variables de prondstico,
tales como la edad, la concentracion de hemoglobina, y si el paciente habia sido sometido a
esplenectomia. El programa de aleatorizacion se prepar6 antes del estudio.

Los pacientes recibieron un total de 20 infusiones IV de medicamentos del estudio a doble
ciegas en el centro clinico una vez en semanas alternas durante un total de 39 semanas. Las
evaluaciones de seguridad y eficacia se hicieron a intervalos regulares durante la fase de
tratamiento. Las evaluaciones finales de seguridad y eficacia se hicieron en la visita de la semana
41 (2 semanas después de la ltima infusion).

La seguridad se evalud durante todo el estudio por el ensayo de eventos adversos (se
incluyeron los eventos adversos relacionados con la infusién), medicacidon concomitante, y signos

vitales. Se realizaron evaluaciones de seguridad adicionales, que incluyeron, electrocardiograma de
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12 derivaciones, examenes fisicos, pruebas de laboratorio clinico (hematologia, quimica del suero
y andlisis de orina), en las semanas 13, 25 y 41. La determinacion de la presencia de anticuerpos
anti-alfa velaglucerasa o anti-imiglucerasa y anticuerpos neutralizantes de enzima se llevo a cabo
aproximadamente cada 6 semanas hasta la semana 41.

La eficacia se evalu¢ a través de la concentracion de hemoglobina y el conteo de plaquetas,
el volumen del higado y el bazo, y niveles de quitotriosidasa y CCL18 de plasma. Las evaluaciones
adicionales de eficacia incluyeron la velocidad de crecimiento y la clasificacion de Tanner, los
indicadores de QoL, el crecimiento del esqueleto. La respuesta inmune e inflamatoria (que se midio
por los parametros de citoquinas seleccionadas) se midié en los pacientes que son > 18 afios de
edad al entrar al estudio.

La duracion del tratamiento en este estudio fue de 39 semanas y la duracion de la participacion del
paciente en este estudio fue de hasta 11 meses (desde la seleccion hasta el seguimiento).

A los pacientes que completaron este estudio se les dio la oportunidad de inscribirse en un estudio
clinico abierto a largo plazo posterior, en el que todos los pacientes recibirian la alfa velaglucerasa.
Para los pacientes que optaron por inscribirse en estudio clinico abierto a largo plazo posterior,
determinadas evaluaciones de la visita de la semana 41 se usaron como evaluaciones de linea de
base para este estudio clinico, los pacientes recibirian su primera infusion de alfa velaglucerasa
para el estudio clinico a largo plazo tras completar los procedimientos y las evaluaciones de la
semana 41 programadas para este estudio. Por lo tanto, se pretendio que los pacientes recibieran un
tratamiento continuo a través de los 2 estudios. Los pacientes que completaron el estudio y no
eligieron inscribirse en el estudio clinico a largo plazo tendrian una evaluacion de seguridad por la

visita al sitio o por teléfono 30 dias después de su tltima infusion en este estudio.

Seleccion de la poblacion del estudio

Se inscribieron 34 pacientes (17 pacientes se asignaron a cada grupo de tratamiento).

Los participantes elegibles eran hombres o mujeres > 2 afos con diagnéstico de enfermedad
de Gaucher tipo I (actividad de la glucocerebrosidasa deficiente en leucocitos, o por andlisis del
genotipo) y anemia relacionada con la enfermedad (niveles de hemoglobina por debajo del limite
inferior de lo normal para la edad y sexo del laboratorio local). Los participantes también tenian 1
o mas de los siguientes: al menos una esplenomegalia moderada (de 2 a 3 cm por debajo del
reborde costal izquierdo) por palpacion; trombocitopenia relacionada con la enfermedad (conteo de

laquetas <120X103 la uetas/mm3); 0 agrandamiento del higado palpable con facilidad. Los
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participantes no recibieron tratamiento para la enfermedad de Gaucher en los 12 meses anteriores
al ingreso al estudio.

Los participantes se excluyeron si tenian una esplenectomia; tenian (o se sospechaba que
tenian) enfermedad de Gaucher tipo II o III; eran anticuerpo-positivo o experimentaron un choque
anafilactico a la imiglucerasa. Otros criterios de exclusion incluyeron tratamiento con cualquier
farmaco o dispositivo en investigacion relacionado con una enfermedad no-Gaucher dentro de los
30 dias previos al ingreso al estudio; prueba positiva de VIH, o hepatitis B o C; anemia exacerbada
(relacionada con vitamina B12, acido f6lico, o deficiencia de hierro), o cualquier comorbilidad
significativa que pudiera afectar los datos del estudio. Las mujeres embarazadas o lactantes se
excluyeron y las mujeres en edad fértil estaban obligadas a usar un método anticonceptivo

médicamente aceptable en todo momento.

Tratamientos del estudio

Asignacion del tratamiento: 1os pacientes se aleatorizaron en una relacion 1:1 antes de la
administracion de la primera dosis de: alfa velaglucerasa 60 U/kg en semanas alternas durante 39
semanas (hasta 16 pacientes, 20 infusiones), o imiglucerasa 60 U/kg en semanas alternas durante
39 semanas (hasta 16 pacientes, 20 infusiones). Toda la medicacion del estudio se administrd por

infusion IV durante 1 hora para mantener el tratamiento a ciegas.

Administracion del tratamiento

Infusiones de las medicaciones del estudio: Las infusiones de las medicaciones del estudio

a doble ciegas se administraron en el sitio clinico como una infusiéon IV continua de 1 hora para
mantener el tratamiento a ciegas. Las infusiones de la medicacion del estudio tuvieron lugar
aproximadamente el mismo dia de la semana, pero ocurrieron cada 14 dias ((£ 3 dias) con el fin de

facilitar la programacion de los pacientes.

Célculo de la dosis: La primera dosis de la medicacion del estudio a doble ciegas se basa

en el peso del paciente al inicio del estudio. Un cambio en el peso de > 5% desde el inicio del
estudio o desde la medicion registrada mas reciente (semana 13 o semana 25) requiere un nuevo

calculo de la dosis de la medicacion del estudio.

Descripcion de los medicamentos del estudio
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ALFA VELAGLUCERASA: La alfa velaglucerasa es un producto liofilizado que se

suministra y se envia al sitio de estudio clinico para almacenarse entre 2 y 8°C.

Imiglucerasa (Cerezyme®): Imiglucerasa (Cerezyme) se suministra como un producto

liofilizado blanco a casi blanco, estéril, libre de pirdgeno.

Procedimientos de estudio v métodos de recopilacion de datos

Criterios de entrada en el estudio: En la seleccion, los pacientes se revisaron para la
elegibilidad contra los criterios de entrada en el estudio. Los pacientes que no cumplieron con los

criterios de entrada del estudio se consideraron fracasos de la seleccion.

Confirmacion de elegibilidad: En la seleccion, los pacientes proporcionaron muestras de
sangre para medir la concentracion de hemoglobina para determinar la elegibilidad para el estudio.
Soélo aquellos pacientes que tenian una concentracion de hemoglobina que estaba por debajo del
limite inferior de lo normal para la edad y el género del laboratorio local eran elegibles para la
inscripcion.

En la linea de base, los pacientes proporcionaron una muestra de sangre para confirmar que
su concentracion de hemoglobina estaba por debajo del limite inferior de lo normal para la edad y
el género del laboratorio local. Solo aquellos pacientes que tenian una concentracion de
hemoglobina que estaba por debajo del limite inferior de lo normal para la edad y el género, tanto

en la deteccion como en la linea de base se confirmaron elegibles para este estudio.

Genotipado: Todos los pacientes proporcionaron una muestra de sangre en la seleccion

para el genotipado de la enfermedad de Gaucher y el genotipado de la quitotriosidasa plasmatica.

Historial médico: En la seleccion, se registro el historial médico completo del paciente.
Esto incluy6 una revision de los sistemas del cuerpo, la documentacion de los procedimientos
médicos en curso y anteriores, y la documentacion del uso de la medicacién concomitante en curso
y previa, y la documentacion de que el paciente no se trataba por la enfermedad de Gaucher en los

12 meses anteriores al ingreso al estudio.

Signos vitales: Los parametros de signos vitales que se recogieron incluyeron pulso,

presion sanguinea, frecuencia respiratoria y temperatura. Se siguio el siguiente programa para
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registrar los signos vitales en las visitas de infusion: al inicio de la infusion (dentro de los 10
minutos previos a comenzar la infusidon), durante la infusion (30 minutos (+ 5 minutos)), después
de la infusién (menos de 5 minutos, 30 minutos (£ 5 minutos), y 60 minutos (+ 5 minutos) después
de completar la infusion). En la seleccion, linea de base, y semana 41, los signos vitales se

recogieron solamente en un punto de tiempo.

Exdmenes fisicos: Los exdmenes fisicos se realizaron en la seleccion, linea de base y en las
semanas de estudio 13, 25 y 41. Los exdmenes fisicos incluyeron los siguientes: aspecto general,
endocrino, cabeza y cuello, cardiovasculares, ojos, abdomen, oidos, genitourinario, nariz, piel,
garganta, musculo esquelético, pecho y pulmones, y neurolégicos. Cualquier cambio anormal en la

exploracion fisica se registré como un evento adverso en la(s) pagina(s) adecuada(s) del CRF.

Altura y peso: La altura y el peso se registraron en la linea de base y en las semanas de
estudio 13, 25, y la semana 41. Para los pacientes pediatricos (es decir, 2 a 17 afos de edad), las

evaluaciones de altura y de peso se usaron para determinar la velocidad de crecimiento.

Electrocardiograma de 12 derivaciones: Un ECG de 12 derivaciones se realizo en la linea
de base del estudio y en las semanas 13, 25 y 41, e incluy6 evaluaciones de PR, QRS, QT y QTc, y

frecuencia cardiaca.

Pruebas de laboratorio clinico: Las muestras de sangre y orina se recogieron como se
describe a continuacion para las pruebas de laboratorio clinico.

Hematologia: Las muestras de sangre se recogieron durante la seleccion y en la linea de
base para medir los niveles de hemoglobina para el analisis estadistico. Las muestras de sangre
también se recogieron en la seleccion, la linea de base, y en las semanas 13, 25, y 41 para pruebas
de hematologia completas. Se evaluaron los siguientes parametros hematoldgicos: conteo
sanguineo completo (CBC) con diferencial, conteo de plaquetas, tiempo de tromboplastina parcial
activada (APPT), conteo de reticulocitos (que se analizaron e informaron por el laboratorio local
del sitio clinico), y el tiempo de protrombina (PT). Las muestras de sangre se recogieron en la
seleccion, linea de base, y en cada visita del estudio (excepto en la visita de la semana 1) para

medir la concentracion de hemoglobina y el conteo de plaquetas.
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Quimica del suero: Se tomaron muestras de sangre para las pruebas de quimica del suero en

la seleccidn, linea de base, y en las semanas 13, 25 y 41 del estudio. Se evaluaron los siguientes
parametros quimicos del suero: sodio, alanina aminotransferasa, potasio, aspartato
aminotransferasa, glucosa, lactato deshidrogenasa, calcio total, gamma glutamil transferasa,
proteina total, creatinina fosfocinasa, albimina, NTx*, creatinina, CTx*, nitrdgeno de urea, acido
folico (para determinar la elegibilidad para el estudio), la bilirrubina total, vitamina B, (s6lo en la
seleccion), fosfatasa alcalina* (*los resultados se usaron para la evaluacion de biomarcadores
6seos). Los pacientes que en la seleccion tenian anemia relacionada con deficiencia de 4cido folico
y/o vitamina By,, y por lo tanto no cumplian con los criterios de entrada del estudio se consideraron

un fracaso de seleccion.

Andlisis de orina: Las muestras de orina se recogieron para analisis de orina en la seleccion,

linea de base, y en las semanas 13, 25 y 41 del estudio. Se evaluaron los siguientes parametros de

analisis de orina: pH, evaluacién microscopica, y evaluacidon macroscopica..

Anticuerpos anti-alfa velaglucerasa del suero: Los pacientes proporcionaron muestras de

sangre para medir los anticuerpos anti-alfa velaglucerasa en el suero en la seleccion y
aproximadamente cada 6 semanas durante la fase de tratamiento (semanas 7, 13, 19, 25,31y 37), y
en la Semana 41. Durante la fase de tratamiento, estas muestras de sangre se tomaron antes de la
infusion de la medicacion del estudio a doble ciegas.

Las muestras de sangre que se recogieron para la determinacion de anticuerpos anti-alfa
velaglucerasa se evaluaron. Estas muestras se seleccionaron por medio del uso de un ensayo de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA), y todas las muestras positivas se confirmaron
positivas por medio del uso de un ensayo de radioinmunoprecipitacion (PIR). Las muestras
positivas se isotiparon (IgG, IgA, IgM, o IgE). Ademas, las muestras positivas se ensayaron para la

actividad de neutralizacion de enzimas por medio del uso de un ensayo in vitro

Determinacién de anticuerpos anti-imiglucerasa en el suero: Los pacientes proporcionaron

muestras de sangre en la seleccion para medir los anticuerpos anti-imiglucerasa. Los andlisis de
anticuerpos anti-imiglucerasa se realizaron por medio del uso de las mismas muestras que se

obtuvieron para el analisis de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa.
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Estas muestras de sangre se evaluaron para determinar la presencia de anticuerpos anti-
imiglucerasa. Estas muestras se seleccionaron por medio del uso de un ensayo de
inmunoabsorcidn ligada a enzimas (ELISA), y todas las muestras positivas se confirmaron
positivas por medio del uso de un ensayo de radioinmunoprecipitacion (PIR). Las muestras
positivas se isotiparon (IgG, IgA, IgM, o IgE). Ademas, las muestras positivas se ensayaron para la
actividad de neutralizacion de enzimas por medio del uso de un ensayo in vitro

Los pacientes que resultaron positivos para anticuerpos anti- imiglucerasa en la seleccion
no se eligieron para este estudio.

Las pruebas de reactividad cruzada de los anticuerpos (a la alfa velaglucerasa) se llevaron a

cabo para pacientes que desarrollan anticuerpos anti-imiglucerasa durante este estudio.

Prueba de respuesta inmune e inflamatoria: Los pacientes que eran > 18 afios de edad

proporcionaron muestras de sangre para la prueba de respuesta inmune e inflamatoria en la linea de
base y en las semanas 13, 25 y 41. Una muestra se obtuvo en la linea de base. En las semanas 13,
25 y 41, las muestras se obtuvieron antes, inmediatamente después, y 1 hora después de cada

infusién con el farmaco de estudio.

Eventos adversos: Los eventos adversos se supervisaron durante todo el estudio desde el

momento en que el paciente proporcion6 el consentimiento informado hasta 30 dias después de la
ultima infusion para los pacientes que completaron el estudio y no eligieron inscribirse en el
estudio clinico a largo plazo abierto posterior, o para los pacientes que interrumpen o abandonan el
estudio antes de la visita de la Semana 41. Para los pacientes que completaron este estudio y
eligieron inscribirse en el estudio clinico a largo plazo, abierto, posterior, los eventos adversos se

supervisaron desde el consentimiento informado hasta la finalizacion de la visita de la Semana 41.

Manejo de los efectos adversos relacionados con la infusion: Las infusiones de las proteinas

se pueden asociar con reacciones a la infusiéon. Un evento adverso relacionado con la infusion se
define como un evento adverso que 1) se inicia durante o dentro de las 12 horas después del inicio
de la infusion, y 2) se considera como posible o probablemente relacionado con las medicaciones

del estudio a ciegas.
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MRI de higado y bazo: Los pacientes se sometieron a MRI del higado y del bazo en la linea

de base y en las semanas 25 y 41/EOS. El tamaio del higado y el bazo se midieron por medio del

uso de MRI cuantitativa abdominal.

Niveles plasmaticos de quitotriosidasa: L.as muestras de sangre se tomaron para la

evaluacion de los niveles plasmaticos de quitotriosidasa en la linea de base y en las semanas 1, 5, 9,
13,17, 21, 25, 29, 33, 37, y la semana 41. La quitotriosidasa se analizé por medio del uso de un

ensayo de actividad enzimatica.

Niveles plasmaticos de CCL18: Se tomaron muestras de sangre para la evaluacion de los

niveles plasmaticos de CCL18 en la linea de base y en las semanas 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33,
37,y la semana 41. Los niveles de CCL18 se midieron mediante un ensayo de inmunoabsorcion

ligada a enzimas (ELISA) en un kit disponible comercialmente.

Pruebas de calidad de vida: En la linea de base y la semana 41, se evalud la calidad de vida
del paciente por medio del uso de cuestionarios validados, lo que incluye la Forma Abreviada 36
(SF-36), version 2, para los pacientes > 18 afios de edad, y el Cuestionario de Salud Infantil
(CHQ), PF50 para los pacientes de 5 a 17 afios (Ware Arch Phys Med Rehabil Vol 84, Suppl 2,
abril de 2003:43-51; SF-36v2™ Health Survey© 1996, 2000 by QualityMetric Incorporated and
Medical Outcomes Trust. All Rights Reserved; Landgraf y otros, Child Health Questionnaire: A
User’s Manual. 2% impresion, Health Act, Inc., Boston MA, 1999; Landgraf y otros, Quality of
Life Research. 1998; 7(5):433-445).

Velocidad de crecimiento y clasificaciéon de Tanner: Para pacientes de 2 a 17 afios de edad,

el crecimiento se evaluo en la linea de base y en las semanas 13, 25 y 41. La velocidad de
crecimiento se calculd por medio del uso de las mediciones de altura y peso que se registraron en
puntos de tiempo regulares durante este estudio, y se correlaciono con la clasificaciéon de Tanner.
La clasificacion de Tanner se registro en la linea de base y en las semanas 13, 25 y 41. El cambio
desde la linea de base para cada paciente entre 2 y 17 afios de edad en cada grupo de tratamiento se

evalué como un pardmetro de eficacia terciario.
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Crecimiento esquelético: Los pacientes entre 2 y 17 afos de edad se sometieron a una

radiografia de la mano y muieca izquierda en la linea de base y en la semana 41 para la evaluacion

de la edad Osea.

Biomarcadores 6seos: En la linea de base y la semana 41, los pacientes que eran > 18 afios

de edad se sometieron a una DXA de columna lumbar y cuello femoral, lo que incluydé imagenes de
la corona, para determinar una enfermedad dsea local y sistémica relacionada con Gaucher. La
pérdida de hueso y la desmineralizacion se evaluaron en estos pacientes por la medicion de la
fosfatasa alcalina del suero, NTx, y CTX en la linea de base y en la semana 41.

Para los pacientes de 2 a 17 afios de edad, la MRI del cuello femoral y la columna lumbar
se obtuvo en la linea de base y la semana 41, al mismo tiempo estos pacientes se sometieron a una
MRI del higado y el bazo.

No se esperaba que ningun efecto del tratamiento seria evidente para estos pardmetros
durante este estudio, sin embargo, las medidas recogidas en la linea de base y la semana 41 se
usaran para establecer un punto de referencia desde la cual supervisar estos biomarcadores en

estudio a largo plazo abierto posterior.

Enfermedades previas y concomitantes: Las enfermedades adicionales presentes en la linea

de base se consideraron como enfermedades concomitantes y se documentaron en las paginas del
CRF correspondientes al historial médico. Las enfermedades que se producen por primera vez o se
detectan durante el estudio, o el empeoramiento de una enfermedad concomitante durante el
estudio, se consideraron como EA y se documentaron como tal en el CRF.

Los pacientes no recibieron tratamiento con factor de crecimiento de glébulos rojos o
farmaco(s) o dispositivo(s) en investigacion en ningun momento durante este estudio o dentro de
los 30 dias después de la ultima infusion.

Durante la fase de tratamiento de este estudio, los pacientes podrian recibir corticosteroides

como premedicacion para mitigar los potenciales eventos adversos relacionados con la infusion.

Eventos adversos

Definicion de evento adverso: Un evento adverso (EA) es cualquier cambio nocivo,
patoloégico o no deseado en la funcidon anatomica, fisioldogica o metabdlica segin lo que indican los

signos fisicos, sintomas y/o cambios de laboratorio que se producen en cualquier fase de un ensayo
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clinico, y si se consideran o no relacionados con el firmaco de estudio. Esto incluye una
exacerbacion de una condicion pre-existente. Los eventos adversos se recogieron desde el
momento en que el paciente proporciona su consentimiento informado firmado hasta 30 dias
después de la ultima dosis de la medicacion del estudio a ciegas y/o hasta que el evento se
resolvid/estabilizé o se alcanzo6 un resultado, cualquiera ocurra primero. Para los pacientes que
interrumpieron el tratamiento o abandonaron antes de la visita de la semana 41, los eventos
adversos se siguieron hasta 30 dias después de su ultima infusion. Para los pacientes que
completaron el estudio y eligieron participar en el estudio clinico a largo plazo, los eventos
adversos se supervisaron desde el momento en que el paciente da su consentimiento informado
hasta la visita de la semana 41.

Los EA incluyen: empeoramiento (cambio en la naturaleza, severidad o frecuencia) de las
condiciones presentes en el inicio del estudio; enfermedades intercurrentes, interacciones de
farmacos, eventos relacionados o posiblemente relacionados con medicamentos concomitantes,
valores de laboratorio anormales (esto incluye cambios significativos desde la linea de base dentro
del intervalo de lo normal que el investigador considere que son clinicamente importantes);
alteraciones clinicamente significativas en el examen fisico, signos vitales, peso, y ECG.

Ademés, los EA también podrian incluir valores de laboratorio inesperados que se
convirtieron en significativamente fuera de intervalo y el investigador determiné que son
clinicamente significativos. En el caso de un valor inesperado fuera del intervalo, la prueba de
laboratorio se repitié hasta que regreso a su estado normal o podia explicarse y la seguridad del

paciente no estaba en riesgo.

Definicion de evento adverso relacionado con la infusion: Un evento adverso relacionado
con la infusién se define como un evento adverso que 1) se inicia durante o dentro de las 12 horas
después del inicio de la infusion, y 2) se considera como posible o probablemente relacionados con
la medicacion del estudio a ciegas. Otros EA que ocurrieron antes de la infusion, junto con EA
asociados con evaluaciones y pruebas definidas en el protocolo (por ejemplo, pruebas de
laboratorio, ECG y exdmenes fisicos) los cuales se realizaron antes de la infusion, no se definieron

como eventos adversos relacionados con la infusion.

Definicion de evento adverso grave: Un EA grave (EAG) es cualquier EA que ocurre a

cualquier dosis que resulta en cualquiera de los siguientes resultados: muerte, peligro para la vida,
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requiere la hospitalizacion del paciente, requiere la prolongacion de la hospitalizacion ya existente,
una discapacidad/incapacidad persistente o significativa, y una anomalia congénita/defecto de
nacimiento.

Eventos médicos importantes que pueden no dar lugar a la muerte, peligro para la vida, o
que requieren hospitalizacion se pueden considerar como EAG, basado en criterios médicos
adecuados, ellos pueden arriesgar al paciente y pueden requerir intervencién médica o quirurgica
para prevenir uno de los resultados que se enumeran anteriormente.

Un EA que pone en peligro la vida se define como un EA que coloca al paciente, en el
punto de vista del reportero inicial, en riesgo inmediato de muerte por el EA tal como ocurrid (es
decir, no incluye un EA que, de ocurrir en un una forma mas grave, podria haber causado la

muerte).

Clasificacion de eventos adversos y eventos adversos graves: Se consult6 la calificacion de
criterios comunes de toxicidad version 3.0 del National Cancer Institute (NCI CTC) cuando se
evalu¢ la gravedad del EA. Si un EA no se describi6 en el NCI CTC, la gravedad se registr6 en
base a la escala debajo. La gravedad de todos los EA/EAG se registraron en la pagina apropiada
CRF como grado 1, 2, 3 6 4 correspondiente, respectivamente, a una severidad leve, moderada,
severa, o que pone en peligro la vida. Grado 1 (leve) se define como no limitacion de las
actividades habituales. Grado 2 (moderada) se define como una cierta limitacion de las actividades
habituales; Grado 3 (severa) se define como incapacidad para llevar a cabo las actividades
habituales, y Grado 4 (con peligro para la vida) se define como riesgo inmediato de muerte.

La relacién de un evento adverso o un efecto adverso grave con la medicacion del estudio a
ciegas se determiné por el investigador en base en las siguientes definiciones. "No relacionados" se
define como no relacionados con el farmaco del estudio. "Posiblemente relacionado" se define
como un evento clinico/anomalia de laboratorio con una secuencia de tiempo razonable a la
administracion del farmaco en estudio, pero el cual también podria explicarse por una enfermedad
concurrente u otros farmacos/quimicos. "Probablemente relacionados" se define como un evento
clinico/anomalia de laboratorio con una secuencia de tiempo razonable a la administracion del
farmaco del estudio, con baja probabilidad de atribuirse a una enfermedad concurrente u otros
farmacos y quimicos y que sigue una respuesta clinicamente razonable al retirar el farmaco. La
asociacion de los eventos clinicos/anormalidad de laboratorio también debe tener cierta

plausibilidad biologica, al menos en el terreno teorico.
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Aclaracion entre graves y severas: El término "severo" se usa a menudo para describir la
intensidad (severidad) de un evento especifico (como en el infarto de miocardio leve, moderado o
severo); el evento en si mismo, sin embargo, puede ser de importancia médica relativamente menor
(tal como dolor de cabeza severo). Esto no es lo mismo que "grave", que se basa en los resultados o
criterios de accion usualmente asociados con eventos que representan un peligro para la vida o el
funcionamiento. La gravedad (no severidad) y la causalidad sirven como una guia para definir las

obligaciones de reportes regulatorios.

Supervision de evento adverso y periodo de observacion: Para los propositos de este
estudio, el periodo de observacion se extendié desde el momento en que el paciente proporciond el
consentimiento informado hasta la evaluacion final del estudio del paciente. Por propdsitos de
seguridad, la evaluacion final se definid como la evaluacion de la seguridad post-estudio que se
llevo a cabo aproximadamente 30 dias después de la ltima infusion para los pacientes que
completaron el estudio y no optaron por inscribirse en el estudio a largo plazo, o para los pacientes
que interrumpieron o abandonaron el estudio antes de la visita de la semana 41. Para los pacientes
que completaron el estudio y eligieron participar en el estudio clinico a largo plazo, los eventos
adversos se supervisaron desde el momento en que el paciente da su consentimiento informado
hasta la visita de la semana 41. Si el investigador consider6 necesario informar de un EA en un
paciente del estudio después del final del periodo de observacion, ¢l o ella deben contactar al

patrocinador para determinar como el EA se debe documentar e informar.

Meétodo estadistico

Metodologia estadistica general: Se consideraron dos conjuntos de datos para el andlisis
estadistico de la eficacia: 1) el conjunto de datos con intencion de tratar (ITT) y 2) el conjunto de
datos por protocolo (PP). El conjunto de datos ITT se compone de todos los pacientes
aleatorizados que recibieron al menos una dosis completa o parcial del farmaco de estudio. El
conjunto de datos PP es un subconjunto del conjunto de datos ITT, que incluye a los pacientes que
completaron las 41 semanas del estudio, tenian recogidas las mediciones de las variables de
eficacia primarias tanto en la linea de base como en la semana 41, y recibieron al menos el 80% de

su dosis de infusion programada.
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Para las variables que siguen una distribucion continua, los resumenes tabulares
consistieron en n, promedio, desviacién estandar, minimo, méximo y mediana. Los graficos de las
variables principales de eficacia se presentaron por grupo de tratamiento, e incluyeron: los valores
primarios: los valores sin transformar de la variable en la escala reportada originalmente, el
cambio absoluto en el valor desde la linea de base, es decir, X - B (donde B es el valor de la linea
de base y X es un valor posterior a la linea de base); y porcentaje de cambio en el valor desde la
linea de base, es decir, 100* (X - B) / B (donde B es el valor de la linea de base y X es un valor

posterior a la linea de base).

Prueba de hipoétesis: Este estudio compar¢ el efecto de la alfa velaglucerasa con la
imiglucerasa. La intencion era mostrar que la alfa velaglucerasa fue clinicamente por lo menos tan
buena como la imiglucerasa en el nivel de significacion de 0.025.

La hipotesis nula para el punto final principal de eficacia es que el cambio promedio en la
concentracion de hemoglobina desde la linea de base hasta la semana 41 para la alfa velaglucerasa
es de al menos 1 g/dl inferior al cambio medio en la concentracién de hemoglobina desde la linea
de base hasta la semana 41 para la imiglucerasa. La hipotesis a evaluar se puede expresar como:
Ho: pvel.— umvic <-1 vs. Ha! pvela — pimig > -1
0
Ho: : la alfa velaglucerasa es inferior con respecto a la respuesta de hemoglobina promedio

Ha: la alfa velaglucerasa no es inferior con respecto a la respuesta de hemoglobina promedio

Fallos de seleccion y disposicion del paciente: La disposicion de todos los pacientes
seleccionados para entrar en el estudio se tabul6 junto con las razones para el fracaso de la
seleccion. La disposicion de todos los pacientes aleatorizados se tabuld por brazo de tratamiento y

visita, y las razones de la interrupcion se tabularon por brazo de tratamiento.

Justificacion del tamariio de la muestra: Cuando el tamano de la muestra en cada grupo de
tratamiento es de 14, una prueba t de 0.025 de un-lado de dos grupos tendré una potencia del 80%
para rechazar la hipdtesis nula de que la diferencia en las medias para la hemoglobina es < -1 g/dl
en favor de la hipotesis alternativa de que la diferencia en las medias es mayor que -1, si se asume

que la diferencia esperada en las medias es 0, y la desviacion estdndar comun es 0.90.
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Si se supone un 15% de abandono, se inscribieron en el estudio un total de 32 pacientes (16

pacientes por grupo de tratamiento)

Andlisis de eficacia

Poblaciones de andlisis: Se consideraron dos conjuntos de datos para el andlisis estadistico
de la eficacia (el conjunto de datos con intencidn de tratar (ITT) y el conjunto de datos de la

poblacién por protocolo (PP)).

Andlisis de eficacia primaria: El punto final de eficacia primaria es el cambio medio desde

la linea de base hasta la semana 41 en la concentracion de hemoglobina entre los dos grupos de
tratamiento. El analisis primario se llevo a cabo por medio del uso de la poblacion ITT. Este es un
ensayo controlado aleatorizado de no inferioridad disefiado para demostrar que la alfa
velaglucerasa no es inferior a la imiglucerasa en términos de eficacia en el tratamiento de pacientes
con la enfermedad de Gaucher tipo L.

Se uso6 un intervalo de confianza de un 97.5% de un-lado. No se demostré inferioridad ni
por el intervalo de confianza de un-lado o una prueba de hipotesis para evaluar la hipotesis nula de
que la diferencia de tratamiento es menor o igual al margen inferior de equivalencia en la
hemoglobina (-1 g/dl) contra la alternativa de que la diferencia de tratamiento de la imiglucerasa es
mayor que el margen inferior de equivalencia. En otras palabras, si nos centramos en solo un
extremo del intervalo de confianza e ignoramos los otros resultados en un intervalo de confianza de
97,5% de un-lado [(a, «)], donde a es el limite inferior del intervalo de confianza de 1-lado, se

puede extraer una conclusion de la eficacia.

Andlisis de eficacia secundaria: Para los parametros de eficacia secundaria (conteo de

plaquetas, los volumenes del higado y el bazo, quitotriosidasa, y CCL18) que comparan los
cambios desde la linea de base entre los grupos de tratamiento, las pruebas estadisticas evaluaron si
los cambios medios desde la linea de base hasta la semana 41 entre los dos grupos de tratamiento
son estadisticamente significativos (estadisticamente significativo se definird como un valor de p
menor que 0.05). Se presentd un intervalo de confianza del 95% para la diferencia en los cambios
medios desde la linea de base entre los dos brazos de tratamiento por medio del uso de un modelo
de analisis de covarianza (ANCOVA), que incluye, por ejemplo, la edad de linea de base como un

covariado.
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Para medir el tiempo para un resultado del evento (es decir, el tiempo para la primera
respuesta de hemoglobina > 1 g/dl desde la linea de base), se presentaron las curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier (limite de producto) para cada grupo de tratamiento y se us6 una
prueba de rango logaritmico para comparar curvas entre grupos de tratamiento. Se presentaron la
mediana del tiempo y el intervalo de confianza de 95% para cada grupo de tratamiento. Los
pacientes que no experimentaron el evento al final del estudio (es decir, en la semana 41) se
censuraron en la semana 41. Los pacientes que abandonaron o se interrumpieron antes de la
evaluacion de la semana 41 y que no alcanzaron una respuesta en el momento del abandono o la
interrupcion se censuraron en el momento de la ultima evaluacion conocida para ese paciente.
Ademas, la proporcion de pacientes que respondieron contra los no respondedores se presentd y

compar6 entre los grupos de tratamiento por medio del uso de la prueba exacta de Fisher.

Andlisis de seguridad: Todos los pacientes que recibieron al menos una dosis del farmaco

del estudio (o dosis parcial) se evaluaron por la seguridad clinica, y tolerabilidad. No se realizaron
pruebas estadisticas formales en los pardmetros de seguridad. Se resumieron las supervisiones de
seguridad de los signos vitales, ECG de 12 derivaciones, quimica clinica, hematologia, y analisis
de orina. Para las variables categdricas, como EA, se tabul6 el niimero y el porcentaje de pacientes
que experimentan cada EA. Los EA se resumieron por la severidad del evento. El nimero y el
porcentaje de pacientes que experimentaron EA relacionados con el farmaco y EA relacionados
con la infusion, asi como EA que no se consideraron relacionados con el farmaco del estudio
también se mostraran. Las evaluaciones de laboratorio clinico (hematologia, quimica del suero,
analisis de orina, y la determinacion de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa) se usaron para ensayar

la seguridad de la alfa velaglucerasa.

Ejemplo 4: Estudio TKT034 (estudio abierto multicéntrico en pacientes que transitaron por
un tratamiento con imiglucerasa)
Sumario

Este ejemplo describe un estudio global, abierto, de 12 meses para examinar la seguridad y
eficacia de la alfa velaglucerasa en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo I que recibieron
previamente imiglucerasa. Los pacientes de edad > 2 afios de edad recibieron alfa velaglucerasa a
una dosis igual a su dosis de imiglucerasa anterior, con las infusiones administradas durante 1 hora

en semanas alternas.
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Cuarenta pacientes recibieron alfa velaglucerasa (18 hombres; 4 previamente
esplenectomizados; intervalo de edad, 9-71 afios). El uso de imiglucerasa promedio anterior fue de
67 meses (intervalo 22-192 meses). Las dosis de alfa velaglucerasa fueron: 15-22.5U/kg (n=14)
("el grupo de 15U/kg"), 22.5-37.5U/kg (n=12) ("el grupo de 30U/kg"), 37.5-52.5 U/kg (n=7) ("el
grupo de 45U/kg"), y >52.5U/kg (n=7) ("el grupo de 60U/kg"). La alfa velaglucerasa
generalmente se tolerd bien con la mayoria de eventos adversos (EA) de intensidad leve o
moderada. Once pacientes (28%) experimentaron un EA considerado posible o probablemente
relacionado con el farmaco del estudio; la mayoria se consideraron relacionados con la infusion.
Ningun paciente experimentd un EA con peligro para la vida. Un EA grave se considerd
probablemente relacionado con el tratamiento: un paciente tuvo una reaccion de hipersensibilidad
de grado 2 durante la primera infusion, y eligio interrumpir el estudio. Este paciente resulto
negativo para IgE, IgM, IgG, IgA y anticuerpos neutralizantes en el momento de la infusiéon y 2
semanas después. Ningln paciente desarrolld anticuerpos IgG a la alfa velaglucerasa. La
concentraciéon de hemoglobina, el conteo de plaquetas, y el volumen del higado y el bazo se
mantuvieron en niveles terapéuticos por 1 afio.

En conclusion, los pacientes adultos y pediatricos con enfermedad de Gaucher tipo I, que se
trataron previamente con imiglucerasa por > 22 meses, transitaron exitosamente a la alfa

velaglucerasa, con estabilidad en las mediciones de la enfermedad clinica por 12 meses.

Objetivos del estudio

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la seguridad de la dosificacion en semanas
alternas de alfa velaglucerasa en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo I que se trataron
previamente con imiglucerasa.

Los objetivos secundarios fueron: evaluar los cambios en la concentracion de hemoglobina
después de las dosis en semanas alternas de alfa velaglucerasa, para evaluar los cambios desde la
linea de base en el conteo de plaquetas después de las dosis en semanas alternas de alfa
velaglucerasa, y para evaluar los cambios desde la linea de base en el volumen del higado y el bazo
por resonancia magnética abdominal después las dosis en semanas alternas de alfa velaglucerasa.

Los objetivos terciarios/exploratorios fueron: evaluar los cambios desde la linea de base en
los niveles de quitotriosidasa del plasma y quimioquinas (motivo C-C) ligando 18 (CCL18)
después de las dosis en semanas alternas de alfa velaglucerasa, evaluar los cambios en la edad 6sea

de los pacientes entre 2 y 17 afos de edad, con una radiografia de la mano y muiieca izquierda
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después las dosis en semanas alternas de alfa velaglucerasa, evaluar los cambios en la velocidad de
crecimiento y la clasificacion de Tanner en pacientes entre 2 y 17 afios de edad, después de las
dosis en semanas alternas de alfa velaglucerasa, establecer una linea de base desde la que
supervisar el efecto a largo plazo de la terapia de alfa velaglucerasa sobre la enfermedad 6sea local
y sistémica relacionada con la enfermedad de Gaucher en pacientes > 18 afios de edad, segun lo
medido por la densidad 6sea (DXA) de la columna lumbar y el cuello femoral (lo que incluye
imagenes de la corona), fosfatasa alcalina sérica, reticulaciones de N-telopéptidos (NTx), y
reticulaciones de C-telopéptidos (CTx), y establecer una linea de base desde la cual evaluar la
enfermedad 6sea en pacientes entre 2 y 17 afios de edad, por MRI de la columna lumbar y el cuello

femoral.

Diserio general del estudio

Este es un estudio multicéntrico, Fase II/111, abierto disefiado para evaluar la seguridad de la
terapia de la alfa velaglucerasa para pacientes que actualmente reciben tratamiento con
imiglucerasa para la enfermedad de Gaucher tipo I. Se inscribieron 41 pacientes para recibir el
mismo numero de unidades de alfa velaglucerasa que su dosis de imiglucerasa. Las dosis oscilaron
entre 15 U/kg y 60 U/kg. Los pacientes recibieron la misma dosis de imiglucerasa durante los 6
meses previos al estudio. La duracion total del estudio para cada paciente fue de aproximadamente
14 meses (desde la seleccion hasta el final del estudio y/o seguimiento, segiin corresponda).

El estudio se compuso de 5 fases como sigue: Seleccion (dia -14 hasta el dia -4), Linea de
base (-3 dia hasta el dia 0 (antes de la primera dosis)), Fase de Tratamiento: semana 1 (dia 1;
primera dosis) hasta la semana 51 (se administraron un total de 26 infusiones por paciente), visita
de final del estudio: semana 53, seguimiento: 30 dias después de la infusion final (para los
pacientes que interrumpieron/abandonaron antes de la semana 53 de evaluacion, o para pacientes
que completaron este estudio, pero no optaron por inscribirse en el siguiente estudio clinico a largo
plazo).

Los pacientes (o padre/tutor legal) que proporcionaron su consentimiento informado por
escrito se sometieron a evaluaciones de seleccion en las dos semanas antes de su primera dosis para
determinar la elegibilidad para la inscripcion. Para determinar la elegibilidad del estudio, se obtuvo
una muestra de sangre de cada paciente durante la seleccion para evaluar la concentracion de

hemoglobina y el conteo de plaquetas.
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Se tomo una muestra adicional de sangre durante la seleccion para la evaluacion de la
concentracion de hemoglobina y el conteo de plaquetas para fines de andlisis estadistico.

La administracion de la primera dosis del farmaco del estudio se defini6 como semana 1
(dia 1). Las infusiones de alfa velaglucerasa se administraron en semanas alternas durante 12
meses (51 semanas) para un total de 26 infusiones. Los pacientes recibieron el mismo numero de
unidades de alfa velaglucerasa que su dosis de imiglucerasa. Las dosis oscilaron entre 15 U/kg y 60
U/kg. Eltiempo de infusion fue de 60 minutos (1 hora). Los incrementos en la duracion de la
infusion (por ejemplo, 2 horas) se documentaron en la documentacion de origen y CRF adecuada.
Las infusiones no fueron de menos de 1 hora de duracion.

Las primeras 3 infusiones de alfa velaglucerasa para cada paciente se administraron en el
sitio clinico. Los pacientes que no experimentaron eventos adversos graves relacionados con el
tratamiento o eventos adversos relacionados con la infusion de alfa velaglucerasa pueden recibir las
infusiones posteriores a domicilio por personal médico calificado y entrenado, a discrecion y
direccion del investigador. Los pacientes que experimentaron un evento adverso relacionado con la
infusion se pueden re-evaluar en un punto mas adelante durante el estudio para considerar la
transicion a las infusiones a domicilio. Los pacientes que reciben alfa velaglucerasa como terapia a
domicilio estan obligados a regresar al sitio clinico en las semanas 7, 13, 19, 25, 31,37,45y 51y
53.

La visita final del estudio se define como la semana 53. Se consider6 que los pacientes
completaron este estudio una vez que 1) completaron el periodo de tratamiento de 51 semanas, y 2)
completaron las visitas de estudio en la semana 51 y semana 53.

A los pacientes que completaron el estudio se les proporciond la oportunidad de inscribirse
en un estudio clinico abierto a largo plazo posterior. Para los pacientes que optaron por inscribirse
en un estudio clinico abierto posterior a largo plazo, ciertas evaluaciones de las visitas de las visitas
de la semana 51 y la semana 53 para este estudio (TKT034) se usaron como las evaluaciones de
linea de base para aquel estudio; los pacientes recibirian su primera infusion para el estudio clinico
abierto a largo plazo posterior en la visita de la semana 53, después de completar todas las
evaluaciones para aquella visita y proporcionar su consentimiento informado por escrito para
participar en el estudio clinico abierto a largo plazo posterior. Por lo tanto, la intencion era que los
pacientes recibieran tratamiento continuo de alfa velaglucerasa a través de los 2 estudios. Los
pacientes que completaron este estudio y no eligieron inscribirse en el estudio clinico abierto a

largo plazo posterior tendran una evaluacion de seguridad (para la recoleccion de eventos adversos
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y los medicamentos concomitantes) por visita en el sitio o por teléfono 30 dias después de su

ultima infusion.

Seleccion de la poblacion del estudio

Todos los pacientes inscritos que recibieron al menos 1 infusion (o infusidn parcial) se
incluyeron en la poblacion de pacientes ITT.

Los participantes elegibles fueron hombres o mujeres de edad > 2 afios con enfermedad de
Gaucher tipo I diagnosticada (deficiencia de actividad de la glucocerebrosidasa en los leucocitos, o
por el andlisis del genotipo), que recibieron un tratamiento consistente en imiglucerasa por un
minimo de 30 meses consecutivos; a un paciente que tuvo 22 meses consecutivos de tratamiento
previo con imiglucerasa se le permitio participar.

Los participantes se excluyeron si tenian la concentracion de hemoglobina < 10 g/dl y el
conteo de plaquetas < 80x10° plaquetas/mm’, tenian concentraciéon de hemoglobina inestable
(superaba un intervalo de = 1 g/dl del valor de seleccion) o conteo de plaquetas (+20% superior del
valor de seleccion) durante los 6 meses anteriores a la seleccion; tenian (o se sospechaba que
tenian) enfermedad de Gaucher tipo II o III; sufrieron un choque anafildctico a la imiglucerasa,
tenian un tratamiento con imiglucerasa inconsistente o recibieron Miglustat en los 6 meses
anteriores al ingreso al estudio; o tenian infarto del bazo clinicamente significativo activo
confirmado radiologicamente, o empeoramiento de la necrosis dsea dentro de 12 meses de la
seleccion.

Otros criterios de exclusion incluyeron: tratamiento con cualquier medicamento o
dispositivo en investigacion dentro de los 30 dias anteriores al ingreso al estudio; pruebas de VIH,
hepatitis B o C positivas; anemia no relacionada con la enfermedad de Gaucher en el momento de
la seleccion, o cualquier comorbilidad significativa que podria afectar los datos del estudio . Las
mujeres embarazadas o lactantes se excluyeron y las mujeres en edad fértil estaban obligadas a usar

un método anticonceptivo médicamente aceptable en todo momento.

Tratamientos del estudio

Asignacion del tratamiento: 1.os pacientes recibieron infusiones de alfa velaglucerasa en
semanas alternas en el mismo numero de unidades que su dosis de imiglucerasa. La dosis actual
de imiglucerasa del paciente se registr6 en la linea de base. Las dosis de alfa velaglucerasa oscilan

entre 15 U/kg y 60 U/kg.
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Esquema de tratamiento: Los pacientes recibieron su primera infusion la semana 1 (dia 1).
Todos los pacientes recibieron alfa velaglucerasa una vez en semanas alternas por 12 meses (51
semanas), por lo tanto, se administraron un total de 26 infusiones.

Todas las dosis de alfa velaglucerasa se administran como una infusion intravenosa
continua a una velocidad maxima de 1 U/kg/minuto. El tiempo de infusion fue de 60 minutos (1
hora). Incrementos en las duraciones de la infusion (por ejemplo, 2 horas) se documentaron en la
documentacion de origen y CRF adecuada. Las infusiones no deben ser de menos de 1 hora de
duracion. Los pacientes recibieron su dosis final de imiglucerasa un méaximo de 30 dias antes del

ingreso al estudio y un minimo de 14 dias anteriores al ingreso al estudio.

Calculo de dosis: Un cambio en el peso de > 5% desde la linea de base o del peso
registrado anteriormente que se uso para calcular la dosis en las semanas 13, 25, 6 37 requiri6 un

recalculo de la dosis de la medicacion del estudio.

Ajuste de dosis: Los pacientes se supervisaron a través del periodo de tratamiento para
cambios en los pardmetros clinicos (es decir, concentracion de hemoglobina, conteo de plaquetas, y
el volumen de higado y bazo). Si un paciente demuestra un cambio clinicamente significativo en
estos parametros, el investigador evalu6 la opcion de aumentar la dosis del paciente por 15 U/kg.
Se consider6 un ajuste de la dosis si dos 0 mas de los siguientes cuatro criterios se cumplen y son
consistentes en dos evaluaciones consecutivas: disminucion desde la linea de base de la
concentracion de hemoglobina de > 1g/dl; una disminucion desde la linea de base del conteo de
plaquetas > 20%; un aumento del volumen del higado que se indica por la palpacion del 6rgano y
que confirmd ser > 15% respecto al valor de la linea de base medida por MRI, y un aumento en el
volumen del bazo que se indica por la palpacion del 6rgano y que confirmo6 ser > 15% respecto al
valor de la linea de base medida por MRI.

Si los valores de los parametros clinicos no regresan a los niveles de la linea de base en tres
meses, el investigador tenia la opcién de aumentar la dosis en incrementos de 15 U/kg. No se
ofrecié un aumento de la dosis a los pacientes que recibian una dosis de 60 U/kg, y no se permitié
una dosis por encima de 60 U/kg. Si el paciente no respondiod a la dosis maxima de 60 U/kg, el

paciente se retirara si se considera apropiado basado en el juicio clinico del investigador.
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Administracion de alfa velaglucerasa

Instrucciones generales para la administracién de alfa velaglucerasa: La alfa velaglucerasa

se administrd por via intravenosa. Las infusiones del farmaco del estudio ocurrieron
aproximadamente el mismo dia de la semana, pero pueden ocurrir cada 14 dias (+ 3 dias) del dia
diana a fin de facilitar la programacion de los pacientes. Si es posible, se debe evitar perder
infusiones. Si un paciente no se dosifica dentro de 17 dias desde de su dosis programada, el
paciente debe recibir la siguiente infusion tan pronto como sea posible después de que se apruebe
que el paciente continue en el estudio. Puede ser aceptable dar la siguiente infusion tan pronto
como 7 dias después de la infusion anterior. Las infusiones posteriores retornardn a la

programacion original.

Instrucciones para la administracion de alfa velaglucerasa a domicilio: Las primeras tres

infusiones de alfa velaglucerasa se administraron en el sitio clinico. Después de las tres primeras
dosis, los pacientes que no experimentaron un evento adverso grave relacionado con el tratamiento
o un evento adverso relacionado con la infusion pueden recibir las infusiones posteriores a
domicilio. Los pacientes que experimentaron un evento adverso relacionado con la infusiéon pueden
re-evaluarse en un momento posterior durante el estudio para considerar la transicion a las
infusiones a domicilio. A los pacientes que reciben alfa velaglucerasa como terapia a domicilio se
les obligd a regresar al centro clinico en las semanas 7, 13, 19, 25, 31, 37, 45, 51, y 53.

En el marco del domicilio los signos vitales y la documentacion de los eventos adversos se

recogieron en cada visita

Manejo de eventos adversos relacionados con la infusion: Un evento adverso relacionado
con la infusion se define como un evento adverso que 1) se inicia ya sea durante o dentro de 12
horas después del inicio de la infusidn, y 2) se considera como posible o probablemente

relacionados con el fArmaco del estudio.
Descripcion del farmaco del estudio: La alfa velaglucerasa es un producto liofilizado que

se suministra y se envia por un distribuidor calificado al sitio de estudio clinico para almacenarse

entre 2 y 8°C.
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Historia del tratamiento especifico de la enfermedad de Gaucher: En la seleccion, se
registraron todos los tratamientos especificos de la enfermedad de Gaucher, lo que incluye la dosis
actual de imiglucerasa del paciente. La dosis inicial de alfa velaglucerasa del paciente se basa en la

dosis de imiglucerasa actual que se registro.

Valores historicos de hemoglobina y plaquetas: Todas las evaluaciones de la
concentracion de hemoglobina y el conteo de plaquetas dentro de los 30 meses anteriores al ingreso

al estudio se recogieron y revisaron para determinar la elegibilidad del paciente.

Genotipado de enfermedad de Gaucher y quitotriosidasa: En la seleccion solamente, a
todos los pacientes se les tomo6 una muestra de sangre para el genotipado de la enfermedad de

Gaucher y la quitotriosidasa.

Signos vitales: 1.os parametros de signos vitales que se registraron incluyeron el pulso, la
presion arterial, la frecuencia respiratoria y la temperatura.

Se sigui6 el siguiente esquema para registrar los signos vitales en todas las visitas de
infusion: inicio de la infusion (a menos de 10 minutos antes de comenzar la infusion; durante la
infusion (30 minutos (£ 5 minutos)); después de la infusion (a menos de 5 minutos después de que
se completd la infusion, 30 minutos (+ 5 minutos) después de completar la infusiéon, y 60 minutos

(= 5 minutos) después de completar la infusion)

Exdmenes Fisicos: Los exdmenes fisicos se realizaron en la linea de base, y en las semanas
13, 25,37,51 y 53. Los examenes fisicos incluyeron los siguientes: aspecto general, endocrino,
cabeza y cuello, cardiovasculares, ojos, abdomen, oidos, genitourinario, nariz, piel, garganta,
musculo esquelético, pecho y pulmones, y neurologicos.Cualquier cambio anormal en la

exploracion fisica se registr6 como un evento adverso en la pagina(s) adecuada del CRF.
Altura y peso: La altura y el peso se registraron en la visita de la linea de base y en las

semanas 13, 25,37 y 51. La velocidad de crecimiento se calculd por medio de las medidas de

altura y peso, y se correlacion6 con la clasificacion de Tanner.
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Electrocardiograma de 12 derivaciones: Un ECG de 12 derivaciones se realizd en la visita
de la linea de base y en las semanas 13, 25, 37 y 51. Cada ECG de 12 derivaciones incluy¢ la

evaluacion de PR, QRS, QT, e intervalos QTc, y la frecuencia cardiaca.

Pruebas de laboratorio clinico: Las muestras de sangre y orina se recogieron como se
describe a continuacion para las siguientes evaluaciones.

Hematologia: Se tomaron muestras de sangre para las pruebas de hematologia en las visitas
de seleccion y de linea de base, y en las semanas 7, 13, 19, 25, 31, 37,45, 51 y 53. Se evaluaron
los siguientes parametros hematoldgicos: conteo sanguineo completo (CBC) con diferencial, el
tiempo de tromboplastina parcial activada (aPPT), conteo de reticulocitos (se realiz6 por el
laboratorio local del sitio), conteo de plaquetas, y el tiempo de protrombina (PT). En la seleccion,
linea de base, y en todas las visitas de estudio (excepto en la visita de la semana 1), se tomaron
muestras de sangre para medir la concentracion de hemoglobina y el conteo de plaquetas.

Se recogi6é una muestra adicional de sangre durante la seleccion para medir la hemoglobina

y el conteo de plaquetas para fines de andlisis estadisticos.

Quimica del suero: Se tomaron muestras de sangre para las pruebas de quimica del suero en

la visita de la linea de base y en las semanas 13, 25, 37, 51 y 53.

Se evaluaron los siguientes parametros quimicos séricos: sodio, bilirrubina total, potasio,
fosfatasa alcalina*, glucosa, alanina aminotransferasa, calcio total, aspartato aminotransferasa,
proteinas totales, lactato deshidrogenasa, albumina, gamma glutamil transferasa, creatinina,
creatinina fosfoquinasa, nitrogeno de urea, CTx, NTx * (*los resultados se usaron para la
evaluacion de biomarcadores 6seos). Los pacientes que en la seleccion tenian anemia relacionada
con deficiencias de acido folico y/o vitamina Bi,, y por lo tanto no cumplian con los criterios de
entrada del estudio se consideraron un fracaso de seleccion. Estos pacientes se podrian tratar por
su anemia relacionada con acido félico y/o deficiencia de vitamina B, hasta 12 semanas a
discrecion del investigador, de acuerdo con las practicas habituales del sitio clinico. Tales pacientes
se podrian re-seleccionar para este estudio después de que completaran el régimen de tratamiento

de 4cido folico y/o vitamina B,
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Andlisis de orina: Las muestras de orina se recogieron para el andlisis de orina en la visita

de linea de base y en las semanas 13, 25, 37, 51 y 53. Se evaluaron los siguientes pardmetros de

analisis de orina: el pH, la evaluacion microscépica, y la evaluacion macroscopica.

Determinacidn de anticuerpos anti-imiglucerasa en el suero: Todos los pacientes tenian una

muestra de sangre en la linea de base solo para la determinacion de anticuerpos anti- imiglucerasa
en el suero. Los pacientes se eligieron para la inscripcion en este estudio, independientemente de su
estado de anticuerpos anti-imiglucerasa. A los pacientes que eran positivos a anticuerpos anti-
imiglucerasa se les permiti6 entrar en este estudio. Estas muestras de sangre se evaluaron para

determinar la presencia de anticuerpos anti-imiglucerasa.

Determinacion de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa en el suero: Se tomaron muestras de

sangre para la determinacion de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa en la visita de linea de base y
en las semanas 7, 13, 19, 25, 31, 37, 45 y 51. Las muestras de sangre que se recogieron para la
determinacion de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa se evaluaron. Estas muestras se detectaron por

medio del uso de un ensayo de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA).

Eventos adversos: Los eventos adversos se supervisaron a través de todo el estudio desde el

momento en que el paciente proporciono el consentimiento informado firmado hasta 30 dias
después de su ultima infusion para los pacientes que completaron el estudio y no eligieron
inscribirse en el estudio clinico abierto a largo plazo posterior, o para los pacientes que
interrumpieron o abandonaron el estudio antes de la visita de la semana 53. Para los pacientes que
completaron el estudio y optaron por inscribirse en el estudio clinico abierto a largo plazo
posterior, los eventos adversos se supervisaron desde el consentimiento informado hasta la visita de

la semana 53 de este estudio (TKT034).

Enfermedades previas y concomitantes: Las enfermedades adicionales presentes en la linea

de base se consideraron como enfermedades concomitantes y se documentaron en las paginas
apropiadas del historial médico de la CRF. Las enfermedades que se producen por primera vez o se
detectan durante el estudio, o el empeoramiento de una enfermedad concomitante durante el

estudio, se consideraron como EA y se documentaron como tal en el CRF.
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Procedimientos del estudio para las evaluaciones de eficacia

Concentracion de hemoglobina: La concentracion de hemoglobina se midi6 en los puntos
de tiempo que se describen en la presente. El cambio desde la linea de base hasta 12 meses en la

concentraciéon de hemoglobina fue un punto final secundario de este estudio.

Conteo de plaquetas: El conteo de plaquetas se midi6 en los puntos de tiempo descritos en
este documento. El cambio desde la linea de base hasta los 12 meses en el conteo de plaquetas fue

un punto final secundario de este estudio.

Voliimenes de higado y bazo medidos por MRI abdominal: 1os pacientes se sometieron a
una MRI abdominal cuantitativa del higado y el bazo en la linea de base, semana 25, y la semana
51. El cambio desde la linea de base hasta los 12 meses en el volumen del higado y el bazo fue un

punto final secundario de este estudio.

Niveles plasmadticos de quitotriosidasa y CCL19: Se tomaron muestras de sangre para la
evaluacion de los niveles de quitotriosidasa y CCL18 en plasma en la visita de linea de base y en
las semanas 13, 25, 37, 51 y 53. El cambio desde la linea de base hasta los 12 meses en los niveles

de quitotriosidasa y CCL18 en plasma fue un punto final terciario de este estudio.

Velocidad de crecimiento y clasificacion de Tanner: Para los pacientes de 2 a 17 afos de
edad, el crecimiento se evaluo en los puntos de tiempo que se definen en la presente. La velocidad
de crecimiento se calculd por medio del uso de las medidas de la altura y el peso que se registraron
en puntos de tiempo regulares durante este estudio, y se correlacion6 con la clasificacion de
Tanner. El cambio desde la linea de base hasta los 12 meses en la velocidad de crecimiento y la

clasificacion de Tanner fue un punto final terciario de este estudio.

Crecimiento esquelético: Los pacientes entre 2 y 17 afios de edad se sometieron a una
radiografia de la mano y muieca izquierdas en la linea de base y en la semana 51 para la
evaluacion de la edad 6sea. El cambio desde la linea de base hasta los 12 meses en el crecimiento

del esqueleto en pacientes de 2 a 17 afios de edad fue un punto final terciario de este estudio.

Procedimientos adicionales del estudio
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Biomarcadores 6seos: Solamente en la linea de base, los pacientes > 18 afios de edad se

sometieron a un DXA de columna lumbar y cuello femoral, que incluy6 imagenes de la corona,
para determinar la enfermedad dsea local y sistémica relacionada con Gaucher. La pérdida de
hueso y la desmineralizacion también se evaluaron mediante la medicion de la fosfatasa alcalina
del suero, NTx, y CTx. Los resultados de estos pardmetros se obtuvieron a partir de muestras de
sangre que se tomaron para pruebas de laboratorio clinico en la linea de base solamente.

Para pacientes de 2 a 17 afios de edad, se obtuvieron al inicio MRI del cuello femoral y la
columna lumbar (al mismo tiempo, los pacientes se sometieron a resonancia magnética del higado
y el bazo).

No se esperaba que ningun efecto del tratamiento fuera aparente para estos parametros durante este
estudio, por lo tanto, las mediciones se recogieron en la linea de base solo para establecer un punto
de referencia desde la cual supervisar estos biomarcadores durante el estudio clinico abierto a largo

plazo posterior.

Eventos adversos

Definicion de evento adverso: Un evento adverso (EA) es cualquier cambio nocivo,
patologico o no intencionado en la funcidon anatdmica, fisiologica o metabolica seglin lo indicado
por los signos fisicos, sintomas y/o cambios de laboratorio que se producen en cualquier fase de un
estudio clinico, se consideren o no relacionados con el farmaco de estudio. Esto incluye una
exacerbacion de una condicion pre-existente. Los eventos adversos se recogieron desde el
consentimiento informado hasta 30 dias después de la ultima dosis del farmaco del estudio y/o
hasta que el evento se resolvid/estabilizé o se alcanzé un resultado, lo que ocurriera primero. Para
los pacientes que suspendieron el tratamiento o lo abandonaron antes de la visita de la semana 53,
se siguieron los EA hasta 30 dias después de su ultima infusion de alfa velaglucerasa.

Los EA incluyen: empeoramiento (cambio en la naturaleza, severidad o frecuencia) de las
condiciones presentes en el inicio del estudio; enfermedades intercurrentes, interacciones de
farmacos, eventos relacionados o posiblemente relacionados con medicamentos concomitantes,
valores de laboratorio anormales (esto incluye cambios significativos desde la linea de base dentro
del intervalo de lo normal que el investigador considere que son clinicamente importantes);
alteraciones clinicamente significativas en el examen fisico, signos vitales, peso, y ECG.

Ademés, los EA también podrian incluir valores de laboratorio inesperados que se

convierten en significativamente fuera del intervalo y se determind que eran clinicamente
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significativos por el investigador. En el caso de un valor inesperado fuera del intervalo, la prueba
de laboratorio se repetiria hasta que volviera a lo normal o se pueda explicar y a seguridad del

paciente no esté en riesgo.

Definicion de evento adverso relacionado con la infusion: Un evento adverso relacionado
con la infusién se define como un evento adverso que 1) se inicia durante o dentro de las 12 horas
después del inicio de la infusion, y 2) se considera como posible o probablemente relacionado con
el farmaco del estudio. Otros EA que ocurrieron antes de la infusion, junto con EA asociados con
las pruebas y evaluaciones definidas por el protocolo (por ejemplo, pruebas de laboratorio,
electrocardiogramas y examenes fisicos) que se realizaron antes de la infusidon, no se definieron
como eventos adversos relacionados con la infusion. Los eventos adversos relacionados con la

infusion se manejaron como se definid anteriormente.

Definicion de evento adverso grave: Un EA grave (EAG) es cualquier EA que ocurre a
cualquier dosis que resulta en cualquiera de los siguientes resultados: muerte, peligro para la vida,
requiere la hospitalizacion del paciente, requiere la prolongacion de la hospitalizacion ya existente,
una discapacidad/incapacidad persistente o significativa, y una anomalia congénita/defecto de
nacimiento.

Eventos médicos importantes que pueden no dar lugar a la muerte, peligro para la vida, o
que requieren hospitalizacion se pueden considerar como EAG, basado en criterios médicos
adecuados, ellos pueden arriesgar al paciente y pueden requerir intervencién médica o quirurgica
para prevenir uno de los resultados que se enumeran anteriormente.

Un EA que pone en peligro la vida se define como un EA que coloca al paciente, en el
punto de vista del reportero inicial, en riesgo inmediato de muerte por el EA tal como ocurrid (es
decir, no incluye un EA que, de ocurrir en un una forma mas grave, podria haber causado la

muerte).

Clasificacion de eventos adversos y eventos adversos graves: Se consult6 la calificacion de
criterios comunes de toxicidad version 3.0 del National Cancer Institute (NCI CTC) cuando se
evalu¢ la gravedad del EA. Si un EA no se describi6 en el NCI CTC, la gravedad se registr6 en
base a la escala debajo. La gravedad de todos los EA/EAG se registraron en la pagina apropiada

CRF como grado 1, 2, 3 6 4 correspondiente, respectivamente, a una severidad leve, moderada,
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severa, o que pone en peligro la vida. Grado 1 (leve) se define como no limitacion de las
actividades habituales. Grado 2 (moderada) se define como una cierta limitacion de las actividades
habituales; grado 3 (severa) se define como incapacidad para llevar a cabo las actividades
habituales, y grado 4 (con peligro para la vida) se define como riesgo inmediato de muerte.

La relacién de un evento adverso o un efecto adverso grave con la medicacion del estudio a
ciegas se determiné por el investigador en base en las siguientes definiciones. "No relacionados”
se define como no relacionados con el farmaco del estudio. "Posiblemente relacionado" se define
como un evento clinico/anomalia de laboratorio con una secuencia de tiempo razonable a la
administracion del farmaco en estudio, pero el cual también podria explicarse por una enfermedad
concurrente u otros farmacos/quimicos. "Probablemente relacionados" se define como un evento
clinico/anomalia de laboratorio con una secuencia de tiempo razonable a la administracion del
farmaco del estudio, con baja probabilidad de atribuirse a una enfermedad concurrente u otros
farmacos y quimicos y que sigue una respuesta clinicamente razonable al retirar el firmaco.La
asociacion de los eventos clinicos/anormalidad de laboratorio también debe tener cierta

plausibilidad biologica, al menos en el terreno teodrico.

Aclaracion entre grave y severo: El término "severo" se usa a menudo para describir la
intensidad (severidad) de un evento especifico (como en el infarto de miocardio leve, moderado o
severo); el evento en si mismo, sin embargo, puede ser de importancia médica relativamente menor
(tal como dolor de cabeza severo). Esto no es lo mismo que "grave", que se basa en los resultados o
criterios de accidon usualmente asociados con eventos que representan un peligro para la vida o el
funcionamiento. La gravedad (no severidad) y la causalidad sirven como una guia para definir las

obligaciones de reportes regulatorios.

Supervision de evento adverso y periodo de observacion: Para los propositos de este
estudio, el periodo de observacion se extendid desde el momento en que el paciente proporciona el
consentimiento informado firmado hasta la evaluacion final del estudio del paciente. Por razones
de seguridad, la evaluacion final se defini6 como la evaluacion de la seguridad posterior al estudio
llevada a cabo aproximadamente 30 dias después de la tltima infusion para los pacientes que
completaron el estudio y no eligieron inscribirse en el estudio clinico abierto a largo plazo

posterior, o para los pacientes que interrumpieron o abandonaron el estudio antes de la semana 53.
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Para los pacientes que optaron por inscribirse en el estudio clinico abierto a largo plazo posterior,
los eventos adversos se supervisaron hasta la semana 53; los eventos adversos que no se
resolvieron para la visita de la semana 53 para este estudio se registraron en el historial médico del

paciente para el estudio clinico abierto a largo plazo posterior.

Meétodos Estadisticos

Metodologia estadistica general: La poblacion de pacientes con intencion de tratar (ITT),
se definié como todos los pacientes inscritos que recibieron al menos una infusion (infusion total o
parcial). El andlisis estadistico de los datos se realiz6 en la poblacion ITT. Los datos continuos
recogidos en la linea de base y en las visitas posteriores del estudio se resumieron usando de
estadisticas descriptivas (n, promedio, mediana, minimo, méximo y desviacidn estandar). Los
datos categdricos se resumieron como frecuencias y porcentajes. Las estadisticas descriptivas se
presentaron para todos los pacientes en la poblacion ITT de acuerdo a las caracteristicas
demograficas y de linea de base.

El andlisis de los puntos finales secundarios (es decir, los pardmetros clinicos) se bas6 en

una hipotesis de no inferioridad como se describe a continuacion.

Justificacion del tamario de la muestra: Este fue un ensayo de seguridad, y fue dificil
identificar una sola variable primaria de resultado de seguridad para el estudio. Sin embargo, el
tamafio de la muestra seleccionado el cual se bas6 en los parametros de eficacia era adecuado para
la evaluacion de los efectos adversos menos frecuentes

La inclusion de al menos 26 pacientes proporciono la informacion bésica sobre seguridad y
tolerabilidad. Del estudio TKT025, el cambio promedio a los 6 meses de los pacientes no indica
ningun empeoramiento de los eventos adversos (EA) desde la linea de base. Algunos pacientes
tendran sus EA resueltos, algunos pacientes un empeoramiento de sus EA. Si se supone la
variabilidad natural de los pacientes, entonces la oportunidad de ver un empeoramiento para un
solo paciente es del 11%. Esta tasa de fracaso del 11% es para un paciente. La probabilidad de que
los 26 pacientes en el ensayo no tendran un EAG es igual a la probabilidad del paciente 1 de no
tener un EAG multiplicado por la probabilidad del paciente 2 de no tener un EAG multiplicado por
(... etc ...) la probabilidad del paciente 26 de no tener un EAG. Eso es una probabilidad del 95% de
que al menos un paciente de 26 mostrara un empeoramiento de un EA desde la linea de base [1 —

(.89)*° = 0.95]. En otras palabras, para un tamafio de muestra de 26, la probabilidad de observar al
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menos un evento serd 0.95, cuando la probabilidad del evento es 0.11. o, cuando no se observan
eventos, obtener un limite superior de 0.11 en el intervalo de confianza del 95% a la probabilidad
de un acontecimiento raro, requeriria un tamafio de muestra de 26.

La hipotesis nula es que los cambios promedio desde la linea de base (es decir, el final del
tratamiento de imiglucerasa) al mes 12 para cada uno de los parametros clinicos seleccionados (la
concentracion de hemoglobina, conteo de plaquetas, volumen del higado y el bazo) estan dentro de
los valores clinicamente significativos pre-especificado. Los cambios clinicamente significativos
desde la linea de base hasta la semana 53 para la hemoglobina se definen como un cambio de no
menos de 1 gm/dl, y un cambio del 20% en el conteo de plaquetas. Para el volumen normalizado
del higado y del bazo, los cambios desde la linea de base hasta la semana 53 se definieron como ser
no mas de un 15% de incremento. La estimacion del tamafio de la muestra de 26 pacientes se baso
en una prueba t pareada de medias, con una desviacion estandar de 0.671 con un nivel alfa de 0.05

de dos lados, y 80% de potencia.

Analisis primario: Todos los pacientes que recibieron al menos una dosis completa o
parcial del farmaco del estudio se evaluaron por seguridad clinica y tolerabilidad. Los signos
vitales, quimica clinica y hematologia que se recogieron para la supervision de seguridad se
enumeraron para cada paciente y los valores anormales se marcaron. Para las variables categoricas,
como EA, se tabularon el nimero y porcentaje de pacientes que experimentan cada uno de los EA.
Los EA se resumieron por la severidad del evento. El nimero y el porcentaje de pacientes que
experimentaron EA relacionados con el farmaco y EA que no se consideraron relacionados con el
farmaco del estudio también se mostraron. Las reacciones eventos adversos relacionados con la
infusion y las tasas de formacion de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa también se resumieron.

La variable clinica principal fue evaluar la seguridad de la alfa velaglucerasa que se
administrd en semanas alternas a pacientes con enfermedad de Gaucher tipo I que se encontraban
clinicamente estables en la imiglucerasa. La seguridad se evalu6 mediante la evaluacion de los
signos vitales y la documentacion de los eventos adversos (por tipo, frecuencia y severidad) en
cada visita de estudio, asi como por el comportamiento de los examenes fisicos y los cambios en
las evaluaciones de laboratorio en las visitas requeridas.

Todos los EA se codificaron por medio del uso del MedDRA Coding Diccionary. Los
resumenes de EA en general se basaron en todos los EA que ocurren después de la primera

infusion del paciente del farmaco de estudio (derivados del tratamiento).
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Anadlisis secundarios: Los puntos finales secundarios de este estudio son: el cambio desde
la linea de base hasta los 12 meses en la concentracion de hemoglobina, el cambio desde la linea de
base hasta los 12 meses en el conteo de plaquetas, el cambio desde la linea de base hasta los 12
meses en el volumen del bazo por MRI abdominal (evaluado como % de cambio) (los volimenes
del bazo se normalizaron por el peso corporal), y cambio desde la linea de base hasta los 12 meses
en el volumen de higado a través MRI abdominal (evaluado como % de cambio) (el volumen del
higado se normalizé por el peso del cuerpo).

Para cada parametro de la actividad clinica, la hipotesis alternativa es que el cambio medio
desde la linea de base (es decir, al final del tratamiento de imiglucerasa) al Mes 12 estaba dentro de
los niveles clinicamente significativos especificados para los pardmetros a evaluar (donde el
cambio medio de la poblacion desde la linea de base para la hemoglobina estd dentro de 1 g/dl , el
conteo de plaquetas esta dentro del 20%, y los volimenes de higado y el bazo estan dentro del
15%). Esto se evalu6 por medio del uso de un intervalo de de confianza de 90% de dos lados para
la verdadera diferencia desde la linea de base para estos parametros clinicos. Por ejemplo, la
eficacia de la alfa velaglucerasa se concluyo, si el intervalo de confianza para el cambio desde la
linea de base de la hemoglobina estaba dentro del intervalo de -1 a 1 g/dl.

La expectativa del patrocinador es que la concentracion promedio de hemoglobina fue
esencialmente constante durante el periodo de 12 meses. Por ejemplo, en lugar de usar un intervalo
de confianza del 90% para el andlisis de eficacia secundaria para la hemoglobina, se podrian usar el
siguiente par de pruebas de hipotesis estadisticas, cada uno a un nivel alfa de 0.05.

Hori: pa=1 Vs Hypt pa<1

Hopz: pa<-1 Vs Hap: pg>-1

Al rechazar la primera hipdtesis nula (Ho;) en favor de la primera hipotesis alternativa
(Hi11), uno concluye en el nivel de significacion de 0.05 que el cambio promedio del tratamiento
desde la linea de base para la hemoglobina es menos de 1 g/dl mas alto que el valor de linea de
base. Al rechazar la segunda hipoétesis nula (Hyz) en favor de la segunda hipdtesis alternativa (Ha)),
se concluye en el nivel de significacion de 0.05 que el cambio promedio del tratamiento desde la
linea de base para la hemoglobina es mayor de 1 g/dl mas bajo que el valor de linea de base.
Debido a que Hy; y Hoz, no pueden ser simultineamente verdaderas, la tasa general de error Tipo I
es de 0.05 para el par anterior de pruebas de hipotesis. Por lo tanto, al rechazar ambas hipdtesis

nulas en favor de las hipdtesis alternativas, uno concluye en el nivel de significacién de 0.05 que la
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concentracion de hemoglobina del tratamiento (alfa velaglucerasa) se encuentra dentro del
intervalode -1 a 1 g/dl.

El promotor considera que el método de intervalo de confianza es mas facil de interpretar
que el método correspondiente por medio del uso de las pruebas de hipdtesis. Por tanto, el método

de intervalo de confianza se usard para la inferencia secundaria.

Analisis terciarios: Los puntos finales terciarios para este estudio son: cambio desde la
linea de base hasta los 12 meses en los niveles en plasma de quitotriosidasa y de CCL18, el cambio
desde la linea de base hasta los 12 meses de la edad 6sea de los pacientes de 2 a 17 afios de edad, y
cambio desde la linea de base hasta los 12 meses en la velocidad de crecimiento y la clasificacion
de Tanner.

Los puntos finales terciarios se resumieron por medio del uso de estadistica descriptiva
(promedio, mediana, desviacion estandar, minimo y maximo) en cada punto de tiempo. Para los
puntos finales donde los datos se recogieron al inicio y otros puntos de tiempo durante el estudio,

se examinaron los cambios dentro de los grupos.

Analisis de subgrupos: Se realizaron analisis adicionales especificamente para pacientes
entre 2 a 17 afos de edad. Ademas, se tuvo en cuenta en el analisis de la severidad de la

enfermedad a los valores de linea de base de hemoglobina.

Resultados

Se incluyeron 40 pacientes en el analisis con intencion de tratar (ITT) (Tabla 19), y 38
pacientes (93%) completaron el estudio. Un paciente interrumpi6 antes de recibir el farmaco de
estudio, y dos pacientes en el grupo de 15 U/kg interrumpieron, uno debido a una reaccion
anafilactica durante su primera infusién con alfa velaglucerasa, y uno en la semana 31 debido a
percibir una falta de mejoria en los sintomas relacionados con Gaucher.

Los pacientes recibieron la alfa velaglucerasa en el mismo niimero de unidades que su
régimen de imiglucerasa anterior. La mediana de uso de imiglucerasa anterior era de 67 meses
(intervalo 22-192 meses). Las dosis de alfa velaglucerasa se agruparon en cuatro intervalos: < 22.5
U/kg (n=14), 22.5-37.5 U/kg (n=12), 37.5-52.5 U/kg (n=7), y > 52.5 U/kg (n=7). Los

investigadores tenian la opcion de aumentar la dosis de alfa velaglucerasa (hasta un méximo de 60
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U/kg en semanas alternas) si un paciente demostré un cambio clinicamente significativo en la

hemoglobina o el conteo de plaquetas. No se realizaron ajustes de dosis durante el estudio.

Tabla 19 Caracteristicas del paciente TKT034 en la linea de base

Poblacion ITT (n=40)

Edad, promedio (intervalo) 36 anos (9—71 anos); 25% <18 afios

Gender, n (%) 18 (45%) hombre / 22 (55%) mujer

Parametros clinicos, promedio

(intervalo)

Hemoglobina 13.8 g/dl (10.4—-16.5 g/dl)
Conteo de plaquetas 162 x 10°/1 (29-399 x 10%/)
Volumen del higado* 0.8 MN (0.6-1.6 MN)
Volumen del bazo** 2.5 MN (1.0-16.0 MN)

Biomarcadores, promedio

Quitotriosidasa 3071.3 nmol/ml/h
ligando 18 quimocina motivo C-C 325.0 ng/ml
(CCL18)

Antes del uso de imiglucerasa, promedio | 67 meses (22—192 meses)

(intervalo)

Anticuerpo anti-imiglucerasa positivo 3 (8%)

antes de recibir alfa velaglucerasa, n (%)

* Un volumen del higado normal es 2.5% del peso corporal.
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**En 36 pacientes con bazo intacto; cuatro pacientes tuvieron que someterse a esplenectomia antes
de la inscripcion. Un volumen del bazo normal es 0.2% del peso corporal. MN=multiplos del
normal.

Los parametros clinicos se mantuvieron a niveles terapéuticos durante 1 afio (Tabla 20).

Tabla 20
Promedio | Cambio promedio o Cortes
de la % cambio desde la L.
N , , 90% CI clinicamente
linea de linea de base hasta .. .
base los 12 meses significativos
Concentracion de
hemoglobina (g/dl) 40 10.8 -0.1 -0.3,0.1 -1,1
t 1 t
Conteo de plaquetas 40 162 7.0% 0.5%, 13.5% 220%, 20%

(x10°/1)

Volumen del higado
normalizado 40 1.9 0.0% -2.6%, 2.6% -15%, 15%
(% de peso corporal)

Volumen del bazo
normalizado 36 0.5 -5.6% -10.8%, -0.4% -15%, 15%
(% de peso corporal)
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La alfa velaglucerasa fue generalmente bien tolerada, con la mayoria de los eventos
adversos (EA) de severidad leve o moderada (Tabla 21). (Tabla 21). El EA mas frecuentemente
reportado fue nasofaringitis (8/40 pacientes), artralgia (9/40 pacientes) y dolor de cabeza (12/40
pacientes). En general, 11 de 40 pacientes (28%) experimentaron un EA considerado posible o
probablemente relacionados con el farmaco del estudio, la mayoria de estos eventos se
consideraron relacionados con la infusion. Ningun paciente experiment6 un EA con peligro para la
vida. Un evento adverso severo se considerod probablemente relacionado con el tratamiento y se
produjo en un paciente que tuvo una reaccion de hipersensibilidad severa. Este paciente resulto
negativos para los 4 isotipos (IgE, IgM, IgG, IgA), lo que incluy6 anticuerpos neutralizantes, tanto
en el momento de la infusion y como 2 semanas después. Un paciente (en el grupo de 15 U/kg)
experimentd una reaccion anafilactica que motivo la interrupcion; ningun otro paciente interrumpiod
debido a EAs. Ningln paciente desarrolld anticuerpos IgG a la alfa velaglucerasa, lo que incluye

tres pacientes que fueron positivos para anticuerpos anti-imiglucerasa alfa en la seleccion.

Tabla 21 Sumario de seguridad TKT034

Pacientes, n (%)
Total 15 U/kg 30 U/kg 45 U/kg 60 U/kg
(n=40) (n=15) (N=12) (n=6) (n=7)
Experimentado =21 AE* derivado del
_ 34 (85) 12(80) 11(92) 5(83) 6 (86)
tratamiento
Experimentado =21 AE relacionado con
) 11 (28) 6 (40) 3 (25) 1(17) 1(14)
farmaco
Experimentado =21 AE relacionado con
) ot 9 (23) 6 (40) 2(17) 0 1(14)
infusion
Experimentado =21 AE severo 5(13) 0 2(17) 1(17) 2 (29)
Experimentado =21 AE con peligro para
P peligrop 0 0 0 0 0
la vida
Experimentado 21 AE grave 4 (10) 1(7) 1(8) 2 (33) 0
Descontinuado debido a un AE 1(3) 1(7) 0 0 0
Muertes 0 0 0 0 0
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Anticuerpos anti-alfa velaglucerasa

desarrollados

*Un AE derivado del tratamiento se defini6 como los AE que occurrieron en o después del dia de
la primera infusion hasta los 30 dias posteriores a la Gltima infusion del paciente.

"Un AE relacionado con la infusion se definié como un AE que 1) se inicia durante o dentro de las
12 horas después del inicio de la infusion, y 2) se considera como posible o probablemente

relacionado con el farmaco del estudio.

Las tres primeras infusiones para cada paciente se administraron en el sitio clinico, después
de lo cual los pacientes que no experimentaron un EA grave relacionado con el firmaco o un EA
relacionado con la infusion se eligieron para recibir infusiones posteriores a domicilio. Durante el
estudio, 25 (63%) de 40 pacientes elegibles recibieron tratamiento en el domicilio al menos una
vez, diez pacientes (67%) en el grupo 15 U/kg, seis (50%) en el grupo de 30 U/kg, cinco (83 %) en
el grupo de 45 U/kg, y cuatro (57%) en el grupo de 60 U/kg.

Para la concentracion de hemoglobina, el cambio promedio desde la linea de base fue de -
0.1 g/dl, con un intervalo de confianza del 90% de -0.3 a 0.1 g/dl, dentro del criterio de eficacia
predefinido de + 1 g/dl. Para el conteo de plaquetas, el porcentaje de cambio desde la linea de base
fue +7.0%, con un intervalo de confianza del 90% de 0.5 a 13.5%, dentro del criterio de eficacia
predefinido de + 20%. Para el volumen del higado, el porcentaje de cambio desde la linea de base
fue -0.0%, con un intervalo de confianza del 90% de -2.6 a 2.6% dentro del criterio de eficacia
predefinido de +15%. Para el volumen del bazo, el porcentaje de cambio desde la linea de base fue
-5.6%, con un intervalo de confianza del 90% de -10.8 a -0.4% dentro del criterio de eficacia
predefinido de £15%. La concentracion de hemoglobina, el conteo de plaquetas, y el volumen del
higado y del bazo se mantuvieron en niveles terapéuticos a través de 1 afo de tratamiento con alfa
velaglucerasa, como se demuestra por los criterios de eficacia pre-especificados para el cambio
clinicamente significativo. El cambio promedio en la hemoglobina y el porcentaje de cambio
promedio en el conteo de plaquetas y el volumen de los 6rganos se muestran en las Figuras 15-18.
Para cada parametro, se observaron resultados similares en los cuatro grupos de dosis.

El porcentaje de cambio en la quitotriosidasa de plasma y CCL18 de plasma se muestran en
las Figuras 19 y 20. Los niveles de ambos marcadores se mantuvieron y posiblemente se redujeron

a lo largo del periodo de tratamiento de 12 meses.
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Ejemplo 5: Estudio HGT-GCB-058
Sumario

HGT-GCB-058 es un estudio de tratamiento abierto, multicéntrico para observar la
seguridad de la alfa velaglucerasa en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo I, que se
diagnosticaron recientemente (sin tratamiento previo) o que transitaron de imiglucerasa a alfa
velaglucerasa. El disefio del estudio fue para pacientes masculinos o femeninos de dos afios de
edad o mayores. La velaglucerasa se administr6 a una dosis de 15-60 U/kg en semanas alternas
(EOW) por una infusion intravenosa (IV) de 1 hora. Los pacientes recibieron el mismo nimero de
unidades de alfa velaglucerasa que su dosis anterior de imiglucerasa (los pacientes que recibieron
<15 U/kg de imiglucerasa EOW recibieron 15 U/KG de alfa velaglucerasa). La tasa de infusion fue

un maximo de 1 U/kg/minuto.

Pacientes y métodos

HGT-GCB-058 se inicid para proporcionar una alternativa de tratamiento para los
pacientes que de otro modo tienen un acceso limitado o nulo a la imiglucerasa, debido a
restricciones de oferta. El punto final primario fue observar la seguridad de la alfa velaglucerasa.

Para HGT-GCB-058, dentro de los 3 meses de iniciar el primer sitio, 20 centros clinicos en
los Estados Unidos reclutaron pacientes. Entre el 1 de septiembre del 2009 y el 31 de enero del
2010 mas de 150 pacientes se inscribieron en HGT-GCB-058, y recibieron al menos una infusion
de alfa velaglucerasa. S6lo 3 pacientes fueron sin tratamiento previo, todos los demas se trataron

previamente con imiglucerasa.

Resultados preliminares de seguridad

Interrumpieron: : <10%; Abandono de consentimiento & otros (<10%), Experiencia de EA
que incluye EAG (<2%).
Eventos adversos derivados del tratamiento (TE-EA):

Pacientes sin tratamiento previo (n=3): No EA graves, no EA severos, dos pacientes

experimentaron EA moderados: dolor de cabeza (moderado) y dolor de espalda (moderado)
(relacionados con la infusion - posiblemente relacionado)

Tratados previamente con imiglucerasa (n>150): 35.8% al menos un TE-EA; 18.2% al

menos un TE-EA posiblemente/probablemente relacionado; 13,8% al menos una reaccion
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relacionada con la infusidon; <1% - EA grave (una mujer de 69 afios de experiment6 un accidente
cerebrovascular severo que requiri6 hospitalizacion) no relacionado; 3,1% - al menos un EA
severo: artralgia (no relacionado), fatiga (probablemente relacionado), dolor en los huesos (no
relacionado), dolor en las extremidades (no relacionado ), leucopenia (posiblemente relacionado),

accidente cerebrovascular (no relacionado).

Ejemplo 6: Estudio comparativo

El objetivo de este ejemplo es comparar la eficacia de Ceredase®, Cerezyme®, alfa
velaglucerasa, Genz-112638, y Zavesca® en el tratamiento de la enfermedad de Gaucher tipo 1. La
concentraciéon de hemoglobina, conteo de plaquetas, volumen del higado y volumen del bazo se
midieron después de 6, 9 6 12 meses de tratamiento.

Dosis: La terapia de remplazo enzimatico (ERT): 60U/kg EOW; Genz112638: 50 & 100
mg BID; Zavesca: 100 mg TID

Relacion de hombres a mujeres: Cerezyme (8 a 7); Ceredase (3 a 2); Velaglucerasa estudio
Ph /Il TKTO025 (5 a 7); Velaglucerasa-estudio TKT032 dosis-45U/kg (8 a 5); velaglucerasa-
estudio TKTO032 - dosis 60U/kg (7 a 5); Zavesca (1 a 1); Genz-112638 (3 a 4)

Criterios de inclusion:

Cerezyme & Ceredase: anemia & esplenomegalia

Velaglucerasa TKT025: anemia y trombocitopenia

Genz-112638: anemia, trombo, & esplenomegalia

Zavesca dosis:organomegalia & <100/nl P1 0 <11.5 Hb

Velaglucerasa HGT-GCB-039 y TKT032: anemia y una manifestacion de otro parametro

La comparacion de los valores de linea de base en pacientes virgenes se muestra en la

Tabla 22.

Tabla 22

Hemoglobina| Plaquetas | Vol higado | Vol bazo

(g/dl) (células / nl) MN (1) MN (1)
Ceredase® 10.8 71 1.83 24
Cerezyme® 10.7 72 1.65 19

velaglucerasa 11.6 57 1.95 (2.41) 19 (2.11)
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(Fase I/I1

TKT025)

Velaglucerasa 10.9 58 3.50 (% de | 2.90 (% de
(TKTO032- peso corporal)peso corporal)
45U/kg dosis)

Velaglucerasa 10.83 66 3.60 (% de | 2.90 (% de
(TKTO032) peso corporal)peso corporal)
60U/kg dosis

Genz-112638 11 70 1.7 19
Zavesca® 11.9 77 (2.4]) (1.61)

MN=multiplo del normal

Los resultados comparativos de los pacientes tratados con Ceredase®, Cerezyme®, alfa

velaglucerasa, o Genz-112638 por seis meses se muestran en laTabla 23.

Tabla 23
Volumen de | Volumen de | Aumento de Aumento
reduccion reduccion plaquetas De
promedio del | promedio del promedio hemoglobina
bazo higado 0 promedio
(%) (%) (%) [actual] (g/dl)
Ceredase®' 32.1+8.8 114+9.4 34 [16 /nl] 1.60
6mo
Cerezyme®' 373+ 13.6 | 13.4+13.1 22 [23 /nl] 1.82
6mo
velaglucerasa’[ 41.3+9.8 14.7+12.0 38 1.92 +0.82
6mo (n=11) [23.4 +24.6 /nl]
Genz-112638’ 27 7 18 [12.5 /nl"] 0.9
6mo (n=17-21)

1 Datos para Cerezyme y Ceredase segtn lo reportado por Grabowski y otros (1995) Ann.

Intern. Med.122, 33-39.
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-Aumento promedio del conteo de plaquetas en células/nl para Cerezyme y Ceredase son de

Cerezyme SBA.

2 resultados para alfa velaglucerasa fase I/I1

3 Oppenheimer Analyst Report: 8 de mayo de 2008 del Genzyme Analyst Day 2008

5 4 Calculado multiplicando los valores de la linea de base por el porcentaje de cambio

ERT administrado a 60U/kg EOW, Genz112638 administrado a 50 & 100mg BID

Los resultados comparativos de los pacientes tratados con Ceredase®, Cerezyme®, alfa

velaglucerasa, o Genz-112638 por nueve a doce meses se muestran en la Tabla 24.

10
Tabla 24
Reduccion del | Reduccion del Aumento de Aumento de
volumen del volumen del plaquetas hemoglobina
bazo promedio higado promedio (%) [promedio (g/dl)
(%) promedio (%) [actual]

Ceredase’ 9mo (n=15) 422+6.9 164+ 8.4 53.2 2.28
[25.1 /nl]

Cerezyme' 9mo (n=15) | 47.1+13.7 21.4+10.8 43.5 2.54
[30.9 /nl]

velaglucerasa’ 9mo 49.5+12.6 182+8.2 67.6 2.24+0.89

(n=11) [40.6 £ 30.7 /nl]

velaglucerasa® 1yr no disponible | no disponible 953+£21.2 2.35+0.3

(n=10) [54.9 +11.1]

velaglucerasa® 1yr 50.4+53 17.0+4.5 659+ 169 243+03

(n=12) [50.88 £ 12.2]

velaglucerasa® 1yr 40.92 2.44

(n=10)

Genz-1126383° 1yr 40 17 40 [26 /nl4] 1.6

(n=11-13)

1 Datos para Cerezyme y Ceredase 9-Mo segun lo reportado por Grabowski y otros (1995)

Ann. Intern. Med. 122, 33-39. La dosis fue 60U/kg en semanas alternas (EOW).
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-el aumento promedio en el conteo de plaquetas en células/nl calculado a partir de datos

bésicos
2 datos para alfa velaglucerasa 9-Mo de TKTO025 (Fase I/IT) — 60U/kg dosis EOW
3 datos para alfa velaglucerasa 12-Mo de TKT025Extension — 60U/kg dosis EOW
4 datos para alfa velaglucerasa 12 Mo de TKT032 — 60U/kg dosis EOW
5 datos para velaglucerasa afa 12 Mo de TKT032 — 45U/kg dosis EOW

3 WORLD meeting presentation, Feb. 20, 2009 — administrado a 50 & 100 mg BID

Conclusiones: este estudio muestra que alfa velaglucerasa fue al menos tan eficaz como
Ceredase®, Cerezyme®, Genz-112638, y Zavesca® en el tratamiento de la enfermedad de
Gaucher tipo I, sobre la base de la medicion de la concentracion de hemoglobina, conteo de
plaquetas, volumen del higado, y volumen del bazo, 6, 9 6 12 meses después de que inicio el

tratamiento.

Ejemplo 7: Ensayos de anticuerpos anti- fairmaco (ADA)
Sumario
El desarrollo de anticuerpos contra las proteinas terapéuticas puede impactar la seguridad
del paciente, la eficacia y la farmacocinética del farmaco. Se desarrolld y valid6 un panel de
ensayos para anticuerpos anti-farmacos (ADA) y anticuerpos neutralizantes (NAB) con el fin de
evaluar y comparar la respuesta de anticuerpos en pacientes que reciben alfa velaglucerasa o
imiglucerasa en uno de tres estudios de alfa velaglucerasa en fase II1.
La evaluacion de la inmunogenicidad potencial de una terapia bioldgica, tal como una
terapia de remplazo enzimatico (ERT) se realizd mediante las siguientes etapas:
1. Deteccion de anticuerpos a la ERT
i. Permite los falsos positivos
ii. Amplia especificidad por todos los isotipos
iii. Tolerante a la presencia de farmaco
2. Etapa confirmatoria
i. Descartar los falsos positivos
ii. Especifica por el isotipo

3. Etapa de titulacion
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i. Concentracion relativa
4. Prueba de anticuerpos neutralizantes
i. Actividad in vitro
ii. Captacion celular in vitro
Esta evaluacion se puede realizar para cualquier ERT.

Un ejemplo de tal evaluacion se muestra en la FIG. 21.

Meétodos de inmunoensayo

Los anticuerpos anti-alfa velaglucerasa y anti-imiglucerasa se evaluaron de forma idéntica
por medio del uso de inmunoensayos de puente e inmunoensayos indirectos especificos por
subclase de inmunoglobulina (Ig), todos basados en una plataforma electroquimioluminiscente, asi
como ensayos de RIP. El inmunoensayo electroquimioluminiscente de puente detecta todas las
subclases de inmunoglobulinas, y se considero la prueba de deteccion de anticuerpos. El
inmunoensayo electroquimioluminiscente para subclase de Ig fue un ensayo confirmatorio de la
presencia de IgA, IgM e IgE, mientras que el ensayo de RIP fue confirmatorio de la presencia de
anticuerpos IgG. Los ensayos de deteccion de anticuerpos y los ensayos de IgG fueron calibrados,
cuantitativos y usaron anticuerpos humanos como controles positivos. Los ensayos de IgA, IgM e
IgE fueron semi-cuantitativos y usaron hibridos (humano-oveja) como controles positivos.

Todos los inmunoensayos de anti-alfa velaglucerasa y anti-imiglucerasa fueron idénticos,
incluidos los criterios de corte positivo, excepto que la alfa velaglucerasa o la imiglucerasa se
usaran para interrogar a la muestra. Estos ensayos son de alta capacidad, proporcionan un area de
superficie mayor para la deteccion, permiten el uso de muestra con alta concentracion de suero con

un minimo de unidn no especifica y detectan todas las subclases de anticuerpos.

Ensayos de deteccion de anticuerpos

Como se muestra en la Figura 22, la deteccion de anticuerpos anti-farmaco se puede
realizar por medio del uso de un inmunoensayo electroquimioluminiscente (ECL).

Los anticuerpos anti-alfa velaglucerasa (anti-imiglucerasa) se detectaron por medio del uso
de alfa velaglucerasa (o imiglucerasa) conjugada a biotina inmovilizada en placas de micropocillos
recubiertas con estreptavidina. La alfa velaglucerasa (o imiglucerasa) biotinilada inmovilizada
captur6 anticuerpos anti-alfa velaglucerasa (anti-imiglucerasa) presentes en el suero de los

pacientes y las proteinas que no se unieron se eliminaron mediante lavado. Se afnadi6 alfa
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velaglucerasa (o imiglucerasa) marcada con rutenio complejo a cada pocillo lo que resulté en la
formacion de un complejo con los anticuerpos anti-alfa velaglucerasa (anti-imiglucerasa) unidos. A
esto sigui6 una segunda etapa de lavado, en el que se eliminaron las proteinas que no se unieron.

Las moléculas marcadas que se unen cerca de la superficie de micropocillos emiten luz en
un proceso desencadenado por la reaccion de electroquimioluminiscencia, que se mide por un
instrumento MSD Sector Imager 2400
(http://www.mesoscale.com/CatalogSystemWeb/WebRoot/products/imager 2400.aspx). Un
anticuerpo monoclonal de raton con reactividad cruzada con alfa velaglucerasa e imiglucerasa se
us6 como un calibrador dentro de cada placa de ensayo y un anticuerpo humano anti-imiglucerasa
con reactividad cruzada con alfa velaglucerasa se uso como control positivo del ensayo. La
concentracion de anticuerpos anti-alfa velaglucerasa (anti-imiglucerasa) en las muestras de prueba
se estimé por interpolacion de la sefial electroquimioluminiscente medida de desconocidos en la
curva de calibracion.

Un minimo de 67 lineas de base de pacientes de Gaucher se evaluaron con el fin de
establecer los puntos de corte de anticuerpos positivos para estos ensayos. El disefio de la prueba
incluye al menos tres analistas que examinan muestras replicadas por medio del uso de diferentes
numeros de lote de placa durante un periodo de al menos 14 dias. Se usaron por lo menos tres lotes
diferentes de microplacas. Se usaron al azar dos instrumentos MSD disponibles para un total de
1269 determinaciones para cada ensayo. El punto de corte del ensayo para anticuerpos anti-alfa
velaglucerasa (anti-imiglucerasa) se estableciéo como el promedio més la desviacion estandar de
1.645 de los valores de electroquimioluminiscencia obtenidos como se recomienda en Mire-Sluis,
AR y otros, Journal of Immunological methods 289 (2004), pp 1-16. La sensibilidad del ensayo se
estimo en 33.4 y 65.6 ng/ml para anticuerpos anti-alfa velaglucerasa y anti-imiglucerasa,
respectivamente.

Las caracteristicas de deteccion para este ensayo (por medio del uso de la velaglucerasa
como el farmaco) se muestran en la Tabla 25.

La descripcion muestra para cada parametro, ensayos de deteccion de ADA altamente
sensibles y reproducibles que se validaron para evaluar la respuesta de anticuerpos en pacientes que
reciben alfa velaglucerasa o imiglucerasa.

Tabla 25

Parametro Especificacion
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Imprecision, % RSD

Intra ensayo <6.2

Inter ensayo <8.5

Precision, % 93.5-107.7
Sensibilidad,1 ng/ml 100

LOD,2 ng/ml 5

LOQ, ng/ml 15

Controles positivos ADA de oveja & humano
Calibrador ADA monoclonal de raton

ADA = anticuerpo anti-farmaco; LOD = limites de deteccion; LOQ = limite de
cuantificacion; RSD = desviacion estandar relativa
La curva de dosis respuesta del ensayo de deteccion para velaglucerasa se muestra en la

5 Figura 23.

Un ejemplo de la afinidad y la cinética de unién de un ADA monoclonal en la plataforma
BIACORE® se muestra en la Tabla 26. Se observaron afinidades por el ligando y cinéticas de

union similares para el calibrador del ensayo de ADA.

10
Tabla 26
Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
velagucerasa alfa 9.2E+05 2.7E-04 3.0E-10
imiglucerasa 2.8E+06 1.0E-04 3.7E-10

alfa velaglucerasa
4.0E+05 2.2E-04 5.4E-10
biotinilada

imiglucerasa biotinilada 2.0E+06 9.5E-04 4.8E-10
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Ensayo de radioinmunoprecipitacion

Si el anticuerpo anti-fArmaco se detecta en una muestra, se pueden realizar los ensayos de
confirmacion para determinar el isotipo Ig del anticuerpo. Los anticuerpos inmunoglobulina G
(IgG) se detectaron por medio del uso de radioinmunoprecipitaciéon. Un ensayo de
radioinmunoprecipitacion (RIP) se muestra en la Figura 24.

En el ensayo de radioinmunoprecipitacion, los anticuerpos IgG anti-alfa velaglucerasa
(anti-imiglucerasa) presentes en el suero del paciente se unieron a '*’I-alfa velaglucerasa (o
imiglucerasa) en fase en solucion y se formaron complejos antigeno/anticuerpo que se capturaron
por medio del uso de mini-columnas de proteina G. Las mini-columnas se lavaron para eliminar el
marcador libre y se cuantificaron directamente en un contador gamma. Los recuentos de
radioactividad que se retuvieron en las mini-columna fueron proporcionales a la concentracion de
anticuerpos IgG anti-alfa velaglucerasa (anti-imiglucerasa) en la muestra de prueba. La
concentracion de anticuerpos IgG anti-alfa velaglucerasa (anti-imiglucerasa) en las muestras de
prueba se estimaron a partir de una curva de calibracion por medio del uso del mismo anticuerpo
monoclonal calibrador que se discutié anteriormente. EI mismo anticuerpo humano control positivo
descrito anteriormente se uso en este ensayo.

La correspondencia de la linea de minimos cuadrados con la curva de calibracion que se
basa en el anticuerpo monoclonal de alta pureza, por medio del uso de concentraciones conocidas
de anticuerpo bien caracterizadas, proporciond un método fiable y consistente para el célculo de la
incertidumbre en las determinaciones del ensayo. Esta herramienta permite la normalizacion del
punto de corte para los cambios en los conteos inter-ensayo que pueden producirse por el
decaimiento del agente radiomarcado, radioautolisis y/o la variabilidad en el manejo del ensayo, asi
como permite cambios en la unidén no especifica y cambios en las lecturas del ensayo que pueden
ocurrir en el tiempo.

Un total de 59 lineas de base de paciente de Gaucher se pusieron a prueba con el fin de
establecer el punto de corte positivo de anticuerpos para este ensayo. Los puntos de corte del
ensayo para IgG anti-alfa velaglucerasa (imiglucerasa) se establecieron como se describio
anteriormente y se recomienda en el Mire-Sluis y otros *. La sensibilidad del ensayo se estimé en
28.3 y 64.5 ng/ml para los ensayos de IgG anti-alfa velaglucerasa e IgG anti-imiglucerasa,

respectivamente.
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Un ejemplo de los resultados obtenidos con tal ensayo por medio del uso de velaglucerasa
como el farmaco se muestra en la Tabla 27.
Andlisis confirmatorios IgG ADA altamente sensibles y reproducibles se validaron para

evaluar la respuesta de anticuerpos en pacientes que reciben alfa velaglucerasa o imiglucerasa.

Tabla 27

Parametro Especificacion
Imprecision, % RSD

Intra ensayo <8.7

Inter ensayo <12.0

Precision, % 90.5-132.8
Sensibilidad,1 ng/ml 80

LOD,2 ng/ml 4

LOQ, ng/ml 13

Controles positivos ADA de oveja & humano
Calibrador ADA monoclonal de raton

ADA = anticuerpo anti-farmaco; LOD = limites de deteccion; LOQ = limite de
cuantificacion; RSD = desviacion estandar relativa
Un ejemplo de una curva dosis respuesta obtenida para un ensayo RIP usando velaglucerasa

se muestra en la Figura 25.

Inmunoensayos electroquimioluminiscente indirectos

Paralelamente a la deteccion de anticuerpos IgG, se realizan ensayos para detectar la
presencia de anticuerpos IgE. Los ensayos también se pueden realizar para detectar la presencia de
anticuerpos IgA e IgM.

ADA IgA, IgM, e IgE se detectaron por medio del uso de ensayos de ECL. Un ejemplo de
tal ensayo se muestra en la Figura 26.

Se analizaron los anticuerpos anti-alfa velaglucerasa (imiglucerasa) por su subclase de Ig
por medio del uso de inmunoensayos de electroquimioluminiscencia indirectos. Se detectaron los

anticuerpos en el suero por alfa velaglucerasa (imiglucerasa) biotinilada en placas de micropocillos
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recubiertas de estreptavidina. Se afiadieron las muestras de suero diluidas a la alfa velaglucerasa
(imiglucerasa) inmovilizada, la cual capturd cualquier anticuerpo anti-alfa velaglucerasa (anti-
imiglucerasa) presente en la muestra. Después de la incubacion de la muestra, los pocillos se
lavaron para eliminar las proteinas no unidas. A continuacion, se anadieron separadamente
complejos rutenio-anticuerpos secundarios anti-humanos contra IgA, IgM o IgE y se incubaron
adicionalmente lo que resulta en la formacién de complejos especificos por una clase de Ig
enlazados con cualquier anticuerpo unido anti-alfa velaglucerasa o imiglucerasa. A esto le siguio
otra etapa de lavado, en la cual se elimind el anticuerpo secundario marcado no unido. Las
moléculas marcadas unidas cerca de la superficie de los micropocillos entonces emiten luz como se
describi6 anteriormente.

Se prepararon anticuerpos artificiales como controles positivos para estos ensayos ya que
no estaban disponibles anticuerpos IgA, IgM o IgE anti-alfa velaglucerasa (anti-imiglucerasa). Se
sintetizaron anticuerpo hibridos de IgA- IgM- e IgE- humanas al entrelazar quimicamente
fragmentos de IgA, IgM e IgE humanas purificadas con un anticuerpo producido en oveja
hiperinmunizada con alfa velaglucerasa y con reactividad cruzada con imiglucerasa. Los hibridos
de anticuerpos IgA-, IgM- y IgE- por lo tanto se unieron a la alfa velaglucerasa (o imiglucerasa) a
través del dominio de anticuerpo de oveja, y se detectaron por medio del uso de anticuerpos anti-
humanos secundarios marcados con complejos de rutenio contra los dominios IgA, IgM o IgE
humanos, respectivamente .

Los puntos de corte del ensayo para IgA, IgM e IgE anti-alfa velaglucerasa (imiglucerasa)
se establecieron como se describi6 anteriormente y se recomienda en el Mire-Sluis y otros *. La
sensibilidad del ensayo se estim6 en 10.6 y 11.0 ng/ml para los ensayos de IgE anti-alfa
velaglucerasa e IgE anti-imiglucerasa, respectivamente. Para los anticuerpos IgA e IgM anti-alfa
velaglucerasa (imiglucerasa), los puntos de corte positivos del ensayo tenian que encontrarse en
adicion a una relacion mayor que o igual a 2.0 de la sefal de punto de tiempo a la sefial de linea de

base pre-infusion °.

Para estos ensayos, se pueden usar controles positivos hibridos. Por ejemplo:

- ADA IgG de oveja, e IgA IgM e IgE humana, se tratan para producir proteinas activadas
por piridiltiol (véase Gu M. L., Feng S. L., y Glenn J. K. Development of an animal-human
antibody complex for use as a control in ELISA. J. Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 32

(2003), 523-529)
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- IgA, IgM e IgE activada se reducen y se desalan

- IgG activada se mezcla con IgA, IgM o IgE reducidas

- Los anticuerpos hibridos formados se caracterizaron por cromatografia de exclusion por
tamanio y ELISA ECL

- Se obtuvieron relaciones molares humano/oveja de 5 para IgA e IgM, y 2 para la IgE

Un ejemplo de las caracteristicas confirmatorias del ensayo de IgA, IgM e IgE (cuando se
us6 velaglucerasa como el firmaco) se muestra en la Tabla 28.

Ensayos de isotipado de ADA IgA, IgM e IgE altamente sensibles y reproducibles se

validaron para evaluar la respuesta de anticuerpos en pacientes que reciben alfa velaglucerasa o

imiglucerasa.
Tabla 28
Pardmetro’ Especificacion | Especificacion | Especificacion
del ensayo IgA |del ensayo IgM | del ensayo IgE
Imprecision, % RSD
Intra ensayo <3.1 <6.2 <6.6
Inter ensayo <4.8 <3.7 <133
Especificidad Fc cadena o Fc cadena p Fc cadena ¢
Linealidad,' ng/ml 156 — 2000 156 — 2500 156 — 10000
LOD,” conteos ECL 260 460 240
Controles positivos’ ADA hibrido | ADA hibrido | ADA hibrido

'basado en la respuesta del hibrido control; *punto de corte positivo; la relacion de punto de
tiempo a valores de linea de base debe ser >2.0; *controles ADA hibrido humano/oveja; *ensayos
de isotipado de ADA IgA, IgM e IgE altamente sensibles y reproducibles se validaron para evaluar
la respuesta del anticuerpo en pacientes que reciben alfa velaglucerasa o imiglucerasa

ADA = anticuerpo anti-farmaco; LOD = limites de deteccion; LOQ = limite de

cuantificacion; RSD = desviacion estandar relativa

Inhibicion por el anticuerpo de la actividad enzimdtica in vitro
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La inhibicion de la actividad enzimatica in vitro por anticuerpos anti-alfa velaglucerasa
(imiglucerasa) se evaludé mediante un ensayo que detecta y cuantifica los anticuerpos que inhiben la
actividad de la alfa velaglucerasa (imiglucerasa). El método se basa en un ensayo de actividad
colorimétrico que mide la capacidad de la alfa velaglucerasa (imiglucerasa) para hidrolizar el
substrato sintético 4-nitrofenil-B-D-glucopirandsido a p-nitrofenol y D glucopirandsido.

Las muestras de suero positivas para anticuerpos anti-alfa velaglucerasa (imiglucerasa) se
pre-incubaron con una cantidad fija de alfa velaglucerasa o imiglucerasa, respectivamente, durante
30 minutos a 37°C. Anticuerpos de ovejas policlonales que inhiben la actividad de la alfa
velaglucerasa e imiglucerasa in vitro se usaron como controles positivos. A continuacion se afiadio
la solucion de sustrato 4-nitrofenil- B -D-glucopirandsido y se incubd con la mezcla muestra de
suero/enzima durante una hora a 37 °C. La reaccion enzimdtica se detuvo por adicion de tampon
glicina/carbonato de sodio (pH 10.7) y el producto (p-nitrofenol) se midi6 a la longitud de onda de
absorbancia de 405 nm. Una unidad de actividad de alfa velaglucerasa (imiglucerasa) se define
como la cantidad de enzima requerida para hidrolizar un umole del sustrato 4-nitrofenil- B -D-
glucopirandsido en un minuto a 37 °C. La actividad enzimética se cuantificé por comparacion del
p-nitrofenol liberado en muestras de prueba y controles de ensayo con una curva de calibracion de
p-nitrofenol medido en la misma placa de ensayo. Los resultados de las muestras de prueba se
expresaron en relacion a la actividad de alfa velaglucerasa (imiglucerasa) medida en ausencia de
muestra de suero y que se inform6 como % de inhibicion.

El punto de corte del ensayo se determiné a partir de sueros de donantes humanos sanos
individuales (N=52) y pacientes de Gaucher no tratados previamente con la terapia de remplazo
enzimatico (N=35). El punto de corte para los ensayos de anticuerpos neutralizantes de alfa
velaglucerasa e imiglucerasa se definié como la inhibicion >20.0% basada en estas 87 muestras.
Por lo tanto, una muestra de paciente se consideré como negativa para anticuerpos inhibidores si el

nivel de inhibicion observada fue < 20.0% y para ser positivo si la inhibicion > 20.0%.

Ensayo in vitro basado en células

Se us6 un ensayo in vitro basado en células para ensayar los anticuerpos anti-farmacos para

determinar si los anticuerpos eran neutralizantes.

La Tabla 29 muestra la especificacion de las caracteristicas del ensayo para neutralizar los

niveles del anticuerpo anti-farmaco (se usé velaglucerasa como el firmaco).
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Tabla 29

Parametro Especificacion
Imprecision, % RSD
Intra ensayo <129
Inter ensayo <6.1
Precision, % 86.7-92.7
Linealidad, mU/ml 0.3-333
Punto de corte positivo," % inhibicion >20
LOD, mU/ml 0.3
LOQ, mU/ml 1.0
controles positivos ADA de oveja & humano

'n=104 NHS y 70 pacientes Gauche que no recibieron tratamiento ERT
LOD = limites de deteccion; LOQ = limite de cuantificacion; RSD = desviacion estandar

relativa

Con respecto a los anticuerpos neutralizantes en ERT como ERT para la enfermedad de
Gaucher, los puntos a considerar incluyen:
» La captacion celular mediada por el receptor es critica para la funcion in vivo del agente
terapéutico
* La interferencia de union al receptor por ADA puede impedir el trafico de la enzima.
* La inhibicion de la captacion celular es una herramienta importante para evaluar una ERT
exitosa ya que
* Imita el mecanismo por el cual el NAb puede ejercer un efecto in vivo, y
» EINAD podria reducir o suprimir la actividad biologica del agente terapéutico
* Los ensayos basados en células proporcionan el modelo bioldégico mas adecuado para la

evaluacion de NAb
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Las muestras de pacientes sometidos a ERT en ensayos clinicos para la enfermedad de
Gaucher se evaluaron para los anticuerpos neutralizantes a velaglucerasa o imiglucerasa. Los

resultados se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30

Inhibicion de la
captacion de
imiglucerasa, %

Inhibicion de la
captacion de
velaglucerasa, %

ID del Paciente Tratamiento promedio promedio
Semana de visita Semana de visita
0 (1319 41| 0 |13 ]| 19| 41
032-191-0002 velaglucerasa
039-009-0001 imiglucerasa )
NS NS
039-194-0001 imiglucerasa
039-194-0002 imiglucerasa
039-167-0001 imiglucerasa [NT3| 38 [ 38 | 33 [ NP | 4 5 5
034-027-0002 | imiglucerasa' | NS NS
034-154-0001 | imiglucerasa' | 5 NT? 10 NP
034-164-0001 imiglucerasa' | 38 10

Una marcada inhibicion basada en la célula de la captacion de imiglucerasa se
observé en dos pacientes positivo para ADA

La inhibicién basada en la célula de la captacion de velaglucerasa fue insignificante
0 no se observo en cualquier paciente positivo para ADA probado

'recibiendo previamente tratamiento con imiglucerasa y cambié a alfa velaglucerasa al
inicio del ensayo; “no significativo (menos que el limite de cuantificacion); *no probado hasta

ahora; punto de tiempo negativo para anticuerpos anti-alfa velaglucerasa

Ensayo I in vitro basado en células

Objetivos principales: Se realizaron experimentos para determinar la capacidad de los

anticuerpos humanos que reaccionan con alfa velaglucerasa y/o imiglucerasa para inhibir (bloquear
o neutralizar) la captacion de las enzimas recombinantes mediada por CD206 por una linea celular
humana (HT1080) disefiada para expresar CD206, y para comparar a este respecto las anticuerpos
anti-farmacos (ADA) que se producen en respuesta a la imiglucerasa a los producidos en respuesta
a la alfa velaglucerasa. La hipotesis es que existen diferencias antigénicas entre la alfa
velaglucerasa y la imiglucerasa; estos epitopes diferenciaran la alfa velaglucerasa de la
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imiglucerasa con respecto al efecto funcional de los ADA en la unién a la célula, internalizacion

celular, y/o el trafico intracelular del agente terapéutico.

Materiales v equipo:

Materiales Criticos

1. La linea celular MRC1-18 se deriva de la linea HT1080 y est4 establemente transfectada
con CD206 humano (el receptor de manosa de macrofagos; MMR, también referido como MRC1,
receptor de manosa C tipo 1). Las células HT1080(saf) se transfectaron con un vector de expresion
que porta el gen que codifica el MMR (que se aislo de una biblioteca de ADNc de higado humano)
por electroporacion e inmediatamente se sembraron en placas de 96 pocillos. Los clones estables
se seleccionaron por medio del uso de medios que contienen 0.4 mg/ml de G418. La expresion de
MRCI1 se analizé por medio del uso de tincion anti-MRC1 FITC y el andlisis por el cambio de
fluorescencia. La expresion de MMR en MRC1-18 se confirm6 por tincion de la superficie con Ab
anti-MMR. Ademas, se verifico por inmunotincion y citometria de flujo que MRCI1-18 fuera
negativo para la expresion de receptores Fc (gamma).

2. Alfa velaglucerasa e imiglucerasa conjugadas con Alexa Fluor® 488: la alfa
velaglucerasa o la imiglucerasa se conjugaron con Alexa Fluor® 488 por medio del uso del kit de
marcaje de proteinas Alexa Fluor®r 488 seglin el protocolo del fabricante (Molecular Probes,
catalogo # A 10235).

3. Sueros de pacientes positivos para ADA Imiglucerasa o alfa velaglucerasa de los ensayos
clinicos TKT-032, TKT-034, y HGT-GCB-039 (véase Tabla 31 para los ID de la muestra)

4. Ensayo de control positivo (PC): 250 ng/ml de anticuerpo purificado policlonal de oveja
anti-alfa velaglucerasa (G140) en suero humano normal (NHS; BRH127439)

5. Muestras control negativo: sueros humanos de donantes sanos normales (Bioreclamation,
Catalogo # HMSM, BRH127438, BRH127439), o muestras de suero de linea de base de los
pacientes incluidos en el ensayo clinico TKT-032 (N=25).

6. Manano: Sigma Catalogo # M7054

7. D-manosa-6-fosfato: Sigma Catéalogo # M3655

8. Medio de crecimiento: 50% de CD-CHO (Invitrogen catalogo # 10743) y 50% de CD-
293 (Invitrogen catalogo # 11913) suplementado con 4 mM L-glutamina (Invitrogen Catalogo #
25230) y 0.4 mg/ml de geneticina (G418, Invitrogen Catalogo # 11811-031).

9. 0.05% de tripsina-EDTA: Invitrogen catalogo # 25300
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10. Tampodn de lavado: PBS/0.5% BSA
11. Perlas de configuracion y seguimiento del citometro BD: BD Bioscience catalogo #

641319

Lista parcial de equipos

1. Incubadora a 37 °C con 5% de CO;: Forma Scientific modelo 3033

2 Centrifuga: Thermo Scientific Modelo Sorvall Legend T +

3. Contador de células: Mexcelom Bioscience LLC, Modelo Auto Cellometer T 4
4 Citémetro de flujo: Bioscience BD, FACSCanto 11

Métodos: Se examino el suero de los pacientes que resultaron positivo para anticuerpos
anti-farmacos mediante la deteccion de anticuerpos y la prueba confirmatoria por un ensayo de
captacion celular in vitro, por medio del uso de la linea celular HT1080 disefiada para expresar el
receptor de manosa de macrofagos humanos (MMR). En resumen, células MRC1-18 se
mantuvieron en medio CD suplementado con 0.5 mg/ml de G418. Para cada ensayo, se afiadieron
1.5x10° células/pocillo en medio CD suplementado con G418 a placas de fondo plano de 96
pocillos, y pre-incubadas con muestras de suero de pacientes de prueba diluidas 1:20 en suero
humano normal (NHS), o con controles positivos del ensayo (anticuerpo G140, 5 mg/ml manano)
en NHS diluido 1:20 a 37 °C durante 15 minutos. A continuacion, se anadieron 5 nM de alfa
velaglucerasa o imiglucerasa marcada con Alexa Fluor® 488, y se incubaron a 37 °C durante 2
horas. En cada experimento se incluy6 una curva de calibracion de alfa velaglucerasa o
imiglucerasa marcadas con Alexa Fluor® 488 por la incubacion células MRC1-18 con alfa
velaglucerasa o imiglucerasa marcadas con Alexa Fluor® 488 (0 - 10 nM) en NHS diluido 1:20 a
37 °C por 2h.

Después de una incubacion de 2 horas, se retird el medio por centrifugacion, las células se
trataron con tripsina-EDTA durante 3 minutos para eliminar la alfa velaglucerasa o imiglucerasa
que se unieron a la superficie, después se neutralizé por la adicion de un volumen igual de medio
con FBS al 10%. Las células se lavaron con PBS/0.5%BSA una vez, se resuspendieron en
PBS/0.5%BSA y se analizaron por BD FACS Canto II, con la configuracion del instrumento
arreglada. El instrumento Canto II se configur6 con las perlas de configuracion y seguimiento del
citometro BD antes de cada andlisis. Los resultados se analizaron con el software FlowJo, y se

registrd la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada muestra. El ajuste de la MFI se
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calcul6 por la sustraccion de la MFI de la muestra de fondo (células con 0 nM del fairmaco) de la
MFI de cada muestra. La inhibicion de la captacion de alfa velaglucerasa y de la imiglucerasa por
las muestras de los pacientes se determind en relacién a una muestra de suero humano normal
(NHS) o la propia muestra del paciente sin tratamiento en la linea de base, cuando estaba
disponible. El porcentaje de inhibicion se puede calcular por medio del uso de la siguiente
ecuacion:

% de inhibicion = 1 - (MFI ajustada de la muestra de la prueba/ MFI ajustada de linea de base del
paciente o NHS.) x100

Resultados

Desarrollo del Ensayo:

Los siguientes resultados iniciales se obtuvieron en el desarrollo de este ensayo (datos no
mostrados):

* La internalizacion de alfa velaglucerasa e imiglucerasa por la linea celular MRC1-18 es
dependiente de la dosis.

* El receptor de manosa media la internalizacion de alfa velaglucerasa e imiglucerasa por la
linea celular MRC1-18, ya que la internalizacion se inhibi6é por manano (5 mg/ml, > 89%), pero no
por M6P (5 mM).

* El anticuerpo G140 se anadié 1:20 en NHS (suero humano normal) inhibe la captacion y
la absorcion de alfa velaglucerasa e imiglucerasa por la linea celular MRC1-18. La inhibicion
depende de la dosis.

* Doce lotes de prueba del NHS a la dilucién 1:20 no inhibieron la captacion de la alfa

velaglucerasa por la linea celular MRC1-18.

Variabilidad del ensayo:

Se probaron durante tres dias veinte y cinco muestras de suero de Gaucher sin
tratamiento individuales de un estudio clinico (N = 75) para establecer el efecto de linea de
base en la captacion de alfa velaglucerasa o imiglucerasa por la linea celular MRC1-18.

El efecto del suero de linea de base promedio sobre la captacion de alfa velaglucerasa es
similar al efecto de suero de linea de base sobre la captacion de imiglucerasa. Sin embargo, la
variabilidad, que se calcula como el CV%, es mucho mayor para la imiglucerasa que para la alfa

velaglucerasa (28% vs 15%) (datos no presentados).
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Resultados de muestras de sueros de pacientes ADA positivos y reproducibilidad del
ensayo:

Se probo la inhibicion de la captacion de alfa velaglucerasa e imiglucerasa por las muestras
de suero de pacientes que se determind previamente tenian anticuerpos contra imiglucerasa o alfa
velaglucerasa. Cada muestra de suero se probo en paralelo para su capacidad de bloquear tanto la
captacion imiglucerasa como la captacion de alfa velaglucerasa, independientemente de cuél
preparacion enzimatica inicialmente provoco la produccion de los anticuerpos. La Tabla 31
enumera las muestras de suero de pacientes y el tratamiento con proteina que recibieron (solamente

un paciente positivo para anticuerpos, ENU, recibi6 tratamiento con alfa velaglucerasa).

Tabla 31: Muestras de suero de pacientes positivos para ADA

Paciente Iniciales del Tratamiento recibido
paciente
032-191-0002 ENU Alfa velaglucerasa
039-009-0001 RW imiglucerasa
039-194-0001 GAJ imiglucerasa
039-194-0002 AVL imiglucerasa
039-167-0001 KM imiglucerasa
034-027-0002 SB imiglucerasa
034-154-0001 IMS imiglucerasa
034-164-0001 MPQ imiglucerasa

Las muestras de pacientes ENU, RW, GAJ, AVL, y SB no mostraron inhibicion de la
captacion de la imiglucerasa ni de la alfa velaglucerasa (datos no presentados). La reproducibilidad
de la inhibicion de la captacion de alfa velaglucerasa e imiglucerasa por las muestras de los
pacientes JIMS, KM, MPQ, y SB (como un control negativo) se determiné durante tres dias con
respecto a una muestra de suero humano normal o la propia muestra del paciente en la linea de base
sin tratamiento, cuando estaba disponible (Tabla 32).

El paciente KM (039-167-0001) no recibi6 tratamiento al inicio del estudio y luego se trato
con imiglucerasa en un estudio posterior. Las muestras de las tres visitas mostraron una inhibicién

significativa de la captacion de imiglucerasa (24 - 52% de inhibicidon con respecto a su linea de
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base), con relacion a la inhibicion de la captacion equivalente de alfa velaglucerasa (0 -15%, el cual

estd dentro del intervalo de variabilidad del ensayo) .
Los pacientes SB (034-027-0002), JIMS (034-154-0001), y el MPQ (034-164-0001) se

trataron previamente con imiglucerasa. El suero del paciente SB no mostr6 una inhibicion de la

captacion de imiglucerasa (0%) o de la captacion de alfa velaglucerasa (0%) en relacidon con una

muestra normal de suero humano. La inhibicién de la captacion de imiglucerasa (0 - 14%) por el

suero del pacientes JMS fue consistente con la inhibicion de la captacion de alfa velaglucerasa que

se observo (0 - 20%). La inhibicion de la captacion de imiglucerasa (32 - 45%) por el suero de

paciente MPQ fue significativamente mayor que la inhibicion de la captacion equivalente de alfa

velaglucerasa (0 - 15%, la cual est4 dentro del intervalo de variabilidad del ensayo).

Estos resultados preliminares sugieren que los anticuerpos neutralizantes presentes en el

suero de los pacientes KM y MPQ inhiben la captacion de imiglucerasa pero no la captacion de

alfa velaglucerasa en las células.

Tabla 32: Inhibicion de la captacion de imiglucerasa o alfa velaglucerasa por las muestras

de pacientes positivo para ADA

Inhibicion de la captacion de | Inhibicion de
Paciente Iniciales Visita Tratamiento ir,niglucezrasa la captacion
# , Dia | Dia . de alfa
Dia 1 Promedio
2 3 velaglucerasa
Semana 13 sin 38% | 24% | 52% 38%
Semana 19 | tratamiento | 29% | 45% | 40% 38%
039- en la linea
167- KM Terminacion de base, 0-8%
0001 después 28% | 38% | 33% 33%
temprana
tratado con
imiglucerasa
034- Visita de Previamente
027- SB linea de tratado con 0% 0% | 0% 0% 0-14%
0002 base imiglucerasa
034- Visita de Previamente
154- IMS linea de tratadocon | 14% | 0% | 2% 5% 0-20%
0001 base imiglucerasa
034- Visita de Previamente
164- MPQ linea de tratado con | 45% | 32% | 40% 38% 0-15%
0001 base imiglucerasa
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La inhibicion de la captacion de imiglucerasa o alfa velaglucerasa por el inhibidor de la
manosa manano y por el anticuerpo policlonal de oveja anti-alfa velaglucerasa G140 (control
positivo), se determin6 durante tres dias (Tabla 33). El manano inhibe la captacion tanto de la
imiglucerasa como de la alfa velaglucerasa en las células MRC1-18 a través del receptor de
manosa. El anticuerpo G140 inhibe la captacion tanto de la imiglucerasa como de la alfa

velaglucerasa en las células MRC1-18 por una cantidad equivalente.

Tabla 33: Inhibicion de la captacion de imiglucerasa o alfa velaglucerasa por

Controles positivos

Inhibicion de la Inhibicion de la
captacion de captacion de alfa
imiglucerasa velaglucerasa

Promedio | CV% | Promedio | CV%

G140 5 pg/ml 52% 37% 42% 14%
G140 10 pg/ml 78% 11% 71% 7%
Manano 5 mg/ml 92% 3% 91% 3%

Conclusiones: La alfa velaglucerasa y la imiglucerasa difieren estructuralmente, con
respecto tanto a la secuencia de proteina (por ejemplo, la mutacion R495H en imiglucerasa) como a
la estructura de carbohidratos. Los experimentos se realizaron para abordar la hipdtesis de que
existen diferencias antigénicas entre la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa, y que estos epitopos
diferencian a la alfa velaglucerasa de la imiglucerasa con respecto a la capacidad de los anticuerpos
anti-fairmacos (ADA) para bloquear la union celular y/o la internalizacion celular de cada
terapéutico. Los experimentos se realizaron por medio del uso de la linea celular HT1080
desarrollada recientemente en la cual la captacion del terapéutico se facilita principalmente por el
MMR, y se confunde minimamente con otros mecanismos celulares de captacion conocidos. La
inhibicion de la de la captacion de imiglucerasa o alfa velaglucerasa por las muestras de suero de
los pacientes se midi6 en relacion una a la otra. Los datos muestran que de un total de 7 muestras
de suero que se tomaron de pacientes que producen ADA en respuesta al tratamiento de

imiglucerasa y 1 muestra de suero que se tomo de un paciente que produjo ADA en respuesta al
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tratamiento de alfa velaglucerasa, 2 sueros (2/7=29%) de los pacientes que produjeron ADA en
respuesta a la imiglucerasa causaron 24% a 52% de inhibicion de la captacion celular de
imiglucerasa, pero solo 0-15% de inhibicion de la captacion celular de alfa velaglucerasa la cual
esta dentro de la variabilidad del ensayo. En comparacion, s6lo se identifico un paciente hasta la
fecha que produce anticuerpos en respuesta al tratamiento con alfa velaglucerasa, este suero no
inhibi6 la captacion.

Cada muestra de suero se probo en paralelo para su capacidad de bloquear la captacion de
imiglucerasa y/o la captacion de alfa velaglucerasa, independientemente de cual preparacion
enzimatica inicialmente provocd la produccion de los anticuerpos. Tales comparaciones de la
inhibicion de la captacion de alfa velaglucerasa, contra la inhibicion de la captacion de
imiglucerasa, permite el mapeo burdo de los epitopos de las porciones biolégicamente relevantes
de cada terapéutico (con la salvedad de que los antisueros que se probaron en la presente son
policlonales, y por lo tanto cada antisuero probablemente contiene una mezcla de especificidades
antigénicas, y quizds reconocen multiples epitopos). Con estas precauciones en mente, la inhibicion
de la captacion que se observo con antisueros anti-imiglucerasa parece restringirse a la
imiglucerasa ya que los mismos antisueros no inhibieron la captacion de alfa velaglucerasa que se
probd en paralelo. Estos datos sugieren que algunos ADA que se producen en respuesta a la
imiglucerasa inhiben la internalizacion celular a través de epitopos que estan expuestos
unicamente en la imiglucerasa. Ademas, la diferencia en la variabilidad que se observo en el efecto
del suero sobre la captacion de imiglucerasa vs. alfa velaglucerasa quizas pueda deberse a una
mayor homogeneidad en la preparacion de alfa velaglucerasa que en la preparacion de imiglucerasa
en términos de modificaciones post traslacionales.

La inhibicion de la captacion de la enzima por anticuerpos anti-alfa velaglucerasa
(imiglucerasa) se probo6 por medio del uso de un ensayo basado en células que detecta y cuantifica
anticuerpos que interfieren con la captacion de alfa velaglucerasa (imiglucerasa) mediada por los
receptores de manosa de los macréfagos (MMR). El método se basa en la cuantificacion de la alfa
velaglucerasa (imiglucerasa) marcada fluorescentemente la cual se internaliza por células MRC1
18 bajo condiciones definidas. MRC1-18 es una linea celular disefiada en el Shire HGT a partir de
las células HT1080 que se transfectaron establemente con el receptor C de manosa de macrofagos
humanos, tipo 1.

En resumen, muestras de suero positivas para anticuerpos anti-alfa velaglucerasa

(imiglucerasa) se incubaron previamente con células MRC1-18 en medio de cultivo en placas de 96
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pocillos de fondo plano, a 37°C por 15 minutos. Se usé suero humano normal (NHS) agrupado
como control negativo. Los anticuerpos policlonales de oveja que se sabe inhiben la captacion de
alfa velaglucerasa e imiglucerasa tan bien como el manano, el ligando especifico de MMR (Sung
SJ y otros, J. Cell Biol. 1983; 96:160-166) se usaron como controles positivos para bloquear la
captacion de la enzima.

Después de la preincubacion, se afiadio6 alfa velaglucerasa o imiglucerasa marcadas con
Alexa Fluor-488, y se incubo a 37°C por 2 horas adicionales. Se incluy6 en cada experimento una
curva de calibracidon que consiste en la incubacion de la enzima marcada con Alexa Fluor-488 con
células MRC1-18. Después de la incubacion, se eliminé el medio por centrifugacion, las células se
trataron con tripsina-EDTA durante 3 minutos para eliminar la enzima unida a la superficie, y
finalmente el pH de la reaccidn se volvid neutro por la adicién de un volumen igual de medio de
cultivo. Las células se lavaron una vez y se resuspendieron por medio del uso de tampon fosfato
salino que contiene 0.5% BSA. Las células se analizaron por medio del uso de un instrumento
Becton Dickinson FACS Canto II que se calibr6 antes de cada analisis, por medio del uso de las
perlas de configuracion y seguimiento para citometro del instrumento.

Los resultados se analizaron con el software del instrumento FlowJo, y se registrd la
intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada muestra. La MFI ajustada se calcul6 por la resta
de la MFI de fondo de los pozos de muestras que no contienen la enzima de la MFI de cada
muestra desconocida y control. La inhibicion de la captacion de enzima por la muestra de suero del

paciente se estimo en relacion con el control del NHS de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% de Inhibicion = [1 - [MFI ajustada de la muestra de prueba/ MFI ajustada. de NHS]] X
100

El punto de corte del ensayo se determind por el analisis de 25 sueros individuales que se
recogieron de pacientes de Gaucher sin tratamiento previo. Cada suero se ensayo en cuatro dias
separados para un total de 100 valores y el punto de corte positivo se defini6 como la inhibicion

mayor que la media de estos valores, mas desviaciones estandar de 1.645.

Ensayo II in vitro basado en células
Este ensayo se desarrollo para comparar la captacion de la alfa velaglucerasa con la

imiglucerasa.
181



10

15

20

25

30

Métodos: Para los ensayos de disefio de experimentos (DOE), el disefio factorial general se
asistio por DESIGN EXPERT Statease™. DOE us6 macréfagos derivados de células U937 que se
indujeron con acetato de forbol miristato (PMA), y se llevd a cabo en presencia de 5 mM de
manosa-6-fosfato (M6P). Para las comparaciones de internalizacion, los macrofagos derivados de
U937 se incubaron durante 3 horas con GCB a pH 7.5 con 10 mM de calcio. El farmaco
internalizado se midi6 mediante un ensayo de actividad con un sustrato sintético (4-MU-gcl) que

fluoresce después de la escision.

Resultados: LL.a comparacion en las células U937 de las tasas de internalizacion de la alfa
velaglucerasa y la imiglucerasa mostrd que la alfa velaglucerasa se interioriza hasta 2.5 veces mas
eficientemente que la imiglucerasa. Esta diferenciacion en la internalizacion celular también se
observé por medio del uso de la linea célular murina J774 que expresa MMR. Bajo condiciones de
ensayo especificas, la adicion de calcio inhibid ligeramente la captacion celular de imiglucerasa
mientras que aument6 la captacion de alfa velaglucerasa. La internalizacion de ambas enzimas se
pudo inhibir por la adicion de manano al medio de cultivo, aunque la inhibicion de la captacion de
alfa velaglucerasa por las células J774 fue mas completa que la de imiglucerasa. El ensayo de DOE
reveld que: 1) la interaccion del calcio con pH afecta en gran medida la captacion, y ii) las
comparaciones de muestras de bioensayo requieren la presencia de calcio, en consistencia con la
conocida dependencia de calcio del MMR. La presencia de manosa-6-fosfato (M6P) en los
experimentos de DOE asegura que el receptor de M6P en células U937 no contribuye a la
internalizacion que se midio.

Estos datos sugieren que alfa velaglucerasa se interioriza de manera mas eficiente que la
imiglucerasa. Mientras que ambas enzimas son principalmente internalizadas a través del MMR,
una pequefia porcion, mayor para la imiglucerasa que para la alfa velaglucerasa, se internaliza por
un mecanismo alternativo. Estos datos pueden resultar ttiles en la diferenciacion de alfa

velaglucerasa, imiglucerasa, y otras terapias en el futuro.

Sumario

A partir de estos estudios, un resumen de métodos de deteccion de anticuerpos es como
sigue:
* Ensayos equivalentes validados para ADA de la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa segtn las

directrices de ICH y la FDA. Véase, por ejemplo,
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http://www.fda.gov/downloads/Regulatorylnformation/Guidances/UCM128049.pdf 'y
http://www.ich.org/LOB/media/MEDIA417.pdf

* Deteccion

* Confirmatorios

* Titulo

+ Isotipo

» Neutralizantes
* Muestras enmascaradas de los pacientes se evaluaron para ADA de la alfa velaglucerasa y

la imiglucerasa en paralelo

* Los controles y calibradores abarcaron una amplia variedad de afinidades de anticuerpos
» Se desarrollaron controles hibridos especificos de isotipo cuando no se encontraron sueros

humanos positivos.

Estado de la inmunogenicidad de los pacientes en los estudios de Fase III:
» TKTO032: pacientes asignados al azar a la alfa velaglucerasa 60 U/kg o 45 U/kg EOW
» Un paciente con ADA negativo en la linea de base desarrolld6 NAb en respuesta a la
alfa velaglucerasa
+ TKTO034: pacientes previamente estables en imiglucerasa que cambiaron a alfa
velaglucerasa 15-60 U/kg
» Tres pacientes positivos para anti-imiglucerasa en la linea de base, fueron negativos
contra la velaglucerasa a lo largo de los 12 meses del tratamiento.
*  HGT-GCB-039: pacientes asignados al azar a la alfa velaglucerasa 60 U/kg o imiglucerasa
60 U/kg EOW
» Cuatro pacientes ADA-negativos en la linea de base, seroconvirtieron en respuesta a
la imiglucerasa
* De éstos, uno desarroll6 NAD reactivos contra ambas imiglucerasa y alfa
velaglucerasa, mientras tres desarrollaron IgG ADA no inhibitorios solamente contra

la imiglucerasa.

El resumen de seroconversion de los pacientes se muestra en la Tabla 34. De los 99

pacientes que se trataron, 82 recibieron alfa velaglucerasa y 17 recibieron imiglucerasa. Uno de los
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82 pacientes que recibieron alfa velaglucerasa y cuatro de los 17 pacientes que recibieron

imiglucerasa desarrollaron anticuerpos durante este ensayo.

Tabla 34
Estudio |Meses Tratamientos |U/kg EOW|N Seroconversion
TKTO032
12 meses alfa velaglucerasa |60 12 0/12 pacientes
alfa velaglucerasa  [45 13 1/13 pacientes
TKTO034
12 meses alfa velaglucerasa  [15-60 [40 A la fecha: 0 pacientes
(3 pacientes positivos al
anticuerpo imiglucerasa
en la linea de base)
HGT-GCB-039
9 meses alfa velaglucerasa |60 17 0/17 pacientes
imiglucerasa 60 17 4/17 pacientes

Implicaciones clinicas de los estudios que se discutieron en este ejemplo son las siguientes:

» Se desarrollaron métodos de alta sensibilidad y equivalentes, que se optimizaron y
validaron para ensayar y comparar directamente la respuesta de anticuerpos del paciente a
los tratamientos con alfa velaglucerasa e imiglucerasa

* Los resultados muestran seroconversion en el 1% de los pacientes que se trataron con alfa
velaglucerasa y en el 23% de los pacientes que se trataron con imiglucerasa, lo que sugiere
diferencias antigénicas significativas entre la alfa velaglucerasa y la imiglucerasa

* Ademas, hubo una marcada inhibicion de la captacion celular por ADA de la imiglucerasa

pero no de la alfa velaglucerasa

Ejemplo 8: Efecto del contenido de humedad sobre la estabilidad del producto velaglucerasa
liofilizado
Propdosito: Para evaluar el efecto del contenido de humedad sobre la estabilidad de un

producto de velaglucerasa liofilizado.

Meétodos: La proteina se formulo en una solucion que contiene sacarosa y se liofilizo por

medio del uso de un liofilizador FTS a escala de laboratorio (LyoStar II). Los viales liofilizados se
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retiraron a intervalos después del secado primario con un ladrén de muestra para producir muestras
con diferentes contenidos de humedad. La estructura secundaria de la proteina liofilizada se
examind mediante FT-IR. La estabilidad térmica de estas muestras se caracterizo por la apariencia
fisica, el contenido de humedad, HPLC de exclusion por tamafio y en fase reversa, y la oxidacion
por los métodos de mapeo de péptidos.

Tras la reconstitucion con agua estéril para inyeccion, el producto de velaglucerasa contiene
aproximadamente 2.5 mg/ml (40 U/ml) de alfa velaglucerasa, 50 mg/ml de sacarosa, 12.9 mg/ml de
citrato de sodio dihidratado, 1.3 mg/ml de 4cido citrico monohidratado y 0.11 mg/ml de polisorbato

20.

Resultados: Se alcanzo un intervalo de contenido de humedad de 1.3% a 6.2% en el
producto liofilizado. El colapso de la torta se observo a temperatura acelerada (40°C) en el fa&rmaco
producto con un alto contenido de humedad (> 5%). Sin embargo, las pruebas de estabilidad
quimicas para la solucion reconstituida demostraron que las muestras con mayor contenido de
humedad (= 3%) mostraron degradacion significativamente menor que las muestras mas secas por
ambos métodos SE-HPLC y RP-HPLC, asi como mostré cantidades de oxidacion mas bajas. Esta
tendencia de estabilidad se correlaciona con los cambios que se observaron en la estructura

secundaria mediante FT-IR del producto seco.

Conclusion: Un mayor contenido de humedad resulta en una mejor estabilidad quimica de
una proteina liofilizada. Esta tendencia de estabilidad se explica por un menor numero de cambios
en la estructura secundaria en la fase s6lida con mayor contenido de humedad. Una seleccion del
contenido apropiado de humedad en el producto liofilizado necesita equilibrar tanto la estabilidad

estructural de la torta y la estabilidad quimica de la proteina.

Ejemplo 9: Analisis de los objetivos terapéuticos para la alfa velaglucerasa
Los objetivos terapéuticos se describieron para supervisar el logro, el mantenimiento y la
continuidad de la respuesta terapéutica en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo I que
recibieron la ERT (Pastores G y otros, (2004) Seminars in Hematology, 41 (suppl 5): 4-14)
Para comparar el impacto del tratamiento con alfa velaglucerasa respecto a los objetivos
terapéuticos para los parametros clinicos de la enfermedad de Gaucher tipo I (anemia,

trombocitopenia, hepatomegalia y esplenomegalia), la proporcion de pacientes en objetivo para la
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anemia, trombocitopenia, hepatomegalia y esplenomegalia en la linea de base se compar6 con la
proporcion que logré cada uno de estos objetivos a los 9 meses o 1 afio.

No se us6 ninguna imputacion de datos. Solo se incluyeron los pacientes que tenian datos
para cada objetivo en ambos puntos temporales. Para los parametros hematologicos, la linea de
base fue el promedio de los valores de la seleccion y la linea de base; los valores de los objetivos
de un afio de terapia fueron el promedio de los valores de la semana 51 y la semana 53 para
TKTO032 y TKTO034, y el promedio de los valores de la semana 39 y la semana 41 para HGT-GCB-
039. Para los volumenes de 6rganos, el valor de la semana 41 se aplico al criterio de objetivo
terapéutico de 1 ailo HGT-GCB-039.

Los objetivos terapéuticos para los pacientes TKT032, HGT-GCB-039, HGT-GCB-039 con
el bazo intacto, pacientes HGT-GCB-039 esplenectomizados, TKT034 y TKT025 se describen en
las Tablas 35-40.

Tabla 35

Objetivos alfa velaglucerasa 60  |alfa velaglucerasa 45 |alfa velaglucerasa

terapéuticos |U/kg N=12 U/kg N=13 general N=25

Valores de |1 Afio Valores de (1 Ao Valores de |1 Afio

linea de linea de linea de base

base base
Concentracion2/12 (17%)11/12 (92%) [3/13 (23%)(12/13 (92%) |5/25 (20%) [23/25 (92%)
de
hemoglobina
Conteo de 2/11 (18%)16/11 (55%) |4/13 (31%)[9/13 (69%) [6/24 (25%) |15/24 (63%)
plaquetas
Higado 5/11 (45%)|11/11 (100%)[7/12 (58%)|8/12 (67%) [12/23 (52%){19/23 (83%)
Bazo 3/11 (27%)|11/11 (100%)14/12 (33%)|11/12 (92%) [7/23 (30%) [22/23 (96%)
>3 objetivos (1/11 (9%) [{10/11 (91%) (5/12 9/12 (75%) 6/23 (26%) [19/23 (83%)

(42%)
Los 4 1/10 (10%)(6/10 (60%) (0/12 (0%) [7/12 (58%) [1/22 (5%) [13/22 (59%)
objetivos
Tabla 36
Objetivos alfa velaglucerasa 60 U/kg| imiglucerasa 60 U/kg
terapéuticos N=17 N=17
Valores de 9 meses Valores de 9 meses
linea de base linea de
base
Concentracion 10/16 (63%) | 15/16 (94%) [4/15 (27%)| 12/15 (80%)
de hemoglobina
Conteo de 8/16 (50%) |16/16 (100%)|9/15 (60%) |15/15 (100%)
laquetas
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Higado

8/16 (50%)

15/16 (94%)

4716 (25%)

16/16 (100%)

Bazo

1/6 (17%)

6/6 (100%)

3/6 (50%)

6/6 (100%)

>3 objetivos

1/16 (6%)

14/16 (88%)

1/15 (7%)

12/15 (80%)

ILos 4 objetivos 0/6 (0%) | 6/6 (100%) | 0/6 (0%) | 6/6 (100%)
Tabla 37
Objetivos alfa velaglucerasa 60 U/kg| imiglucerasa 60 U/kg
terapéuticos N=7 N=7
Valores de 9 meses Valores de 9 meses

linea de base linea de base
Concentracion 57 (71%) | 7/7 (100%) | 2/6 (33%) | 6/6 (100%)
de hemoglobina
Conteo de 0/7 (0%) | 7/7 (100%) | 0/6 (0%) | 6/6 (100%)
plaquetas
Higado 6/7 (86%) | 7/7 (100%) | 1/6 (17%) | 6/6 (100%)
Bazo 1/6 (17%) | 6/6 (100%) | 3/6 (50%) | 6/6 (100%)
>3 objetivos 1/7 (14%) | 7/7 (100%) | 1/6 (17%) | 6/6 (100%)
ILos 4 objetivos 0/6 (0%) | 6/6 (100%) | 0/6 (0%) | 6/6 (100%)

Tabla 38

Objetivos alfa velaglucerasa 60 U/kg| imiglucerasa 60 U/kg
terapéuticos N=10 N=10

Valores de la| 9 meses Valores de 9 meses

linea de base la linea de

base

Concentracion 5/9 (56%) 8/9 (89%) | 2/9 (22%) | 6/9 (67%)
de hemoglobina
Conteo de 8/9 (89%) | 9/9 (100%) |9/9 (100%)| 9/9 (100%)
plaquetas
Higado 2/9 (22%) 8/9 (89%) |3/10(30%)|10/10 (100%)
>2 objetivos 6/9 (67%) | 9/9 (100%) | 5/9 (56%) | 9/9 (100%)
ILos 3 objetivos 0/9 (0%) 7/9 (78%) | 0/9 (0%) | 6/9 (67%)

Tabla 39

Objetivos
terapéuticos

alfa velaglucerasa total
N=40
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Valores de la 1 Ano
linea de base
Concentracion de| 37/38 (97%) | 37/38 (97%)

hemoglobina

Conteo de 29/36 (81%) | 29/36 (81%)
laquetas

Higado 37/37 (100%)(37/37 (100%)

Bazo 30/34 (88%) | 31/34 (91%)

>3 objetivos 32/37 (86%) | 33/37 (89%)

Los 4 objetivos |26/32 (81%) | 26/32 (81%)

Tabla 40
Objetivos TKTO025 TKTO032
terapéuticos | alfa velaglucerasa 60 | alfa velaglucerasa 60
U/kg N=12 U/kg N=12
Valores de Mes 9 Valores de| Afio 1
la linea de la linea de
base base
Concentracion(5/10 (50%)(10/10 (100%)|2/12 (17%)|11/12 (92%)
de
hemoglobina
Conteo de 0/10 (0%) | 7/10 (70%) |2/11 (18%)|6/11 (55%)
plaquetas
Higado 5/10 (50%)| 7/10 (70%) |5/11 (45%)] 11/11
(100%)
Bazo 0/10 (0%) | 9/10 (90%) (3/11 (27%)| 11/11
(100%)
>3 objetivos [0/10 (10%)| 8/10 (80%) [1/11 (9%) [10/11 (91%)
Los 4 0/10 (10%)| 5/10 (50%) [1/10 (10%)| 6/10 (60%)
objetivos

Se ha descrito un nimero de modalidades de la invencion. No obstante, se entiende que
pueden realizarse varias modificaciones sin apartarse del espiritu y alcance de la invencion. En

consecuencia, otras modalidades estan dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.

188



10

15

20

25

30

REIVINDICACIONES:

1. Un método para tratar un sujeto con la enfermedad de Gaucher, el método comprende
administrar una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa por infusion

intravenosa al sujeto durante un periodo de menos de 2 horas, para, de ese modo, tratar al sujeto.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la terapia de reemplazo enziméatico con

glucocerebrosidasa se administra durante un periodo de 90 minutos o menos.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde la terapia de reemplazo enzimatico con

glucocerebrosidasa se administra durante un periodo de 60 minutos o menos.

4. El método de la reivindicacion 1, que ademas comprende administrar una segunda
terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa por infusion intravenosa al sujeto durante

un periodo de menos de 2 horas.

5. El' método de la reivindicacion 1, en donde la terapia de reemplazo enzimatico con

glucocerebrosidasa se selecciona del grupo que consiste de: velaglucerasa, imiglucerasa y Uplyso.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde la terapia de reemplazo enzimatico con

glucocerebrosidasa se administra a una dosis de 15 a 60 U/kg.

7. Un método para identificar un sujeto como adecuado para el tratamiento con una terapia
de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa, que comprende:

determinar si los anticuerpos neutralizantes a una terapia de reemplazo enzimatico con
glucocerebrosidasa estan presentes en una muestra del sujeto para obtener un valor medido del
anticuerpo a la terapia, en donde al sujeto se le administra actualmente una terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa o previamente recibid una primera terapia de reemplazo
enzimatico con glucocerebrosidasa, y

comparar el valor del anticuerpo medido a la terapia con un estandar,
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en donde si el valor del anticuerpo medido es mayor que el estandar, el sujeto se identifica
que tiene anticuerpos para la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa y como un
candidato para la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa con velaglucerasa, y si
el valor del anticuerpo medido no es mayor que el estandar, identificar al sujeto como un candidato
para la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa con la primera terapia de
reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa o una terapia de reemplazo enzimatico alternativa

con glucocerebrosidasa.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde la primera terapia de reemplazo enzimatico

con glucocerebrosidasa es imiglucerasa o Uplyso.

9. El método de la reivindicacion 7, en donde la muestra es una muestra de sangre o suero.

10. El método de la reivindicacion 9, en donde la muestra de sangre o suero se modifico.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde la muestra se contacta con un sustrato o

reactivo analitico.

12. El método de la reivindicacion 10, en donde la muestra es una porcion concentrada de

una muestra de sangre o suero.

13. El método de la reivindicacion 7, en donde el sujeto se identifica como un candidato
para la terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa con velaglucerasa, y el método

comprende, ademads, administrar velaglucerasa al sujeto.

14. Un método para tratar un sujeto con la enfermedad de Gaucher que lleva actualmente
en curso o recibié previamente una terapia de reemplazo enzimatico con glucocerebrosidasa, que
comprende:

seleccionar un sujeto sobre la base de que el sujeto resultd positivo para la produccion de
anticuerpos a la terapia que el sujeto lleva actualmente en curso o que recibid previamente para la
enfermedad de Gaucher, y

administrar velaglucerasa al sujeto.
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15. El método de la reivindicacion 14, en donde el sujeto resulta positivo para la
produccion de anticuerpos IgE a la terapia que el sujeto lleva actualmente en curso o que recibio

previamente para la enfermedad de Gaucher.

16. El método de la reivindicacion 14, en donde el sujeto resulta positivo para la produccion
de anticuerpos IgM a la terapia que el sujeto lleva actualmente en curso o que recibio previamente

para la enfermedad de Gaucher.
17. El método de la reivindicacion 14, en donde el sujeto resulta positivo para la
produccion de anticuerpos IgG a la terapia que el sujeto lleva actualmente en curso o que recibid

previamente para la enfermedad de Gaucher.

18. El método de la reivindicacion 14, en donde la terapia que el sujeto lleva actualmente

en curso o que recibid previamente para la enfermedad de Gaucher es imiglucerasa.

19. El método de la reivindicacion 14, en donde la terapia que el sujeto lleva actualmente en

curso o que recibid previamente para la enfermedad de Gaucher es Uplyso.

20. El método de la reivindicacion 14, en donde la velaglucerasa se administra a una dosis

de 15 a 60 U/kg.

21. El método de la reivindicacion 14, en donde la velaglucerasa se administra al sujeto por

infusién intravenosa durante 90 minutos o menos.

22. El método de la reivindicacion 1 que comprende, ademas, administrar una terapia oral

que comprende un compuesto que reduce la glucosilceramida.

23. El método de la reivindicacion 1 que comprende, ademads, administrar una molécula

chaperona farmacologica.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen métodos y composiciones para tratar la enfermedad de Gaucher.
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