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TITULO DE LA INVENCION

ALFA-GLUCOSIDASA ACIDA MUY POTENTE CON

HIDRATOS DE CARBONO POTENCIADOS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de
la solicitud Provisional de EE.UU. 62/057,842, presentada el
30 de septiembre de 2014, la solicitud Provisional de EE.UU.
62/057,847, presentada el 30 de septiembre de 2014, 1la
solicitud Provisional de EE.UU. 62/112,463, presentada el 5
de febrero de 2015, y la solicitud Provisional de EE.UU.
62/135,345, presentada el 19 de marzo de 2015, cada una de
las cuales se incorpora como referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la Invencidn

La presente invencidén comprende los campos de la
medicina, genética y bioquimica de glucoproteinas
recombinante y, especificamente, se refiere a composiciones
de alfa glucosidasa humana recombinante (rhGAA) que tienen un
alto contenido total de glicanos portadores de manosa 6-
fosfato que fijan eficientemente como objetivo CIMPR en
células de la musculatura y posteriormente suministran rhGAA
a los lisosomas en donde pueden descomponer niveles
anormalmente elevados de glucdgeno acumulado. La rhGAA de la

invencién exhibe una fijacidén superior como objetivo a
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células de la musculatura y el posterior suministro a
lisosomas en comparacidén con productos de rhGAA
convencionales y exhibe otras propiedades farmacocinéticas
que la hacen particularmente efectiva para la terapia de
reemplazo de enzimas de sujetos que tienen la enfermedad de
Pompe.

DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

Las terapias de reemplazo de enzimas existentes para la
Enfermedad de Pompe utilizan productos de rhGAA
convencionales que tienen un bajo contenido total en glicanos
portadores de M6P y bis-M6P. Productos convencionales son
conocidos bajo los nombres Lumizyme®, Myozyme® y
Alglucosidasa alfa. “Lumizyme” y “Myozyme” son formas
convencionales de rhGAA producidas o comercializadas como
productos bioldgicos por Genzyme y aprobadas por la U.S. Food
and Drug Administration y se describen como referencia a
Physician’s Desk Reference (2014) (que se incorpora con ello
como referencia) o por los productos denominados “Lumizyme®”
o “Myozyme®”, aprobados para uso en los Estados Unidos por la
FDA desde el 1 de octubre de 2014. Alglucosidasa Alfa se
identifica como el nombre quimico [199-arginina,223-
histidina]prepro-a-glucosidasa (humana); fdérmula molecular,
C4758H7262N127401369S35;, numero CAS 420794-05-0. Estos productos se

administran a sujetos con la Enfermedad de Pompe, también
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conocida como enfermedad de almacenamiento de glucdgeno tipo
IT (GSD-II) o enfermedad de deficiencia de maltasa 4cida. La
terapia de reemplazo de enzimas busca tratar la Enfermedad de
Pompe reemplazando la GAA ausente en lisosomas administrando
rhGAA, restableciendo asi la capacidad de la célula de
descomponer el glucdgeno lisosomal.

La enfermedad de Pompe es una enfermedad de
almacenamiento lisosomal hereditaria que resulta de una
deficiencia en la actividad de a-glucosidasa &cida (GAA). Una
persona que padece la Enfermedad de Pompe carece de o tiene
niveles reducidos de alfa-glucosidasa acida (GAA), cuya
enzima descompone el glucdgeno, y una sustancia que el cuerpo
utiliza como una fuente de energia. Esta deficiencia
enzimatica provoca una acumulacidén en exceso de glucdgeno en
los lisosomas, gque son organelas intra-celulares que
contienen enzimas que habitualmente descomponen el glucdgeno
y otros desechos o productos residuales celulares. La
acumulacidén de glucdgeno en determinados tejidos de un sujeto
que padece la Enfermedad de Pompe, especialmente los
misculos, afecta a la capacidad de las células a funcionar
normalmente. En la enfermedad de Pompe, el glucdgeno no es
metabolizado adecuadamente y se acumula progresivamente en
los lisosomas, especialmente en las células del muasculo

esquelético, en la forma de brote infantil de la enfermedad,
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en células del musculo cardiaco. La acumulacidn de
glucdégeno lesiona las células del muasculo y nerviosas, asi
como en otros tejidos afectados.

Tradicionalmente, dependiendo de la edad del brote, la
enfermedad de Pompe se reconoce clinicamente como una forma
infantil temprana o como una forma de brote tardia. La edad
del brote tiende a ir en paralelo con la gravedad de la
mutacidén genética que provoca la Enfermedad de Pompe. Las
mutaciones genéticas méds graves provocan una pérdida completa
de la actividad de GAA, manifiesta como un brote temprano de
la enfermedad durante la infancia. Mutaciones genéticas que
disminuyen la actividad de GAA, pero que no la eliminan por
completo, estédn asociadas con formas de la enfermedad de
Pompe que tienen un brote y un progreso retardado. El brote
infantil de la enfermedad de Pompe se manifiesta poco después
del nacimiento y se caracteriza por una debilidad muscular,
insuficiencia respiratoria e insuficiencia cardiaca. Si no
es tratada, es habitualmente mortal en el espacio de dos
afios. El1 brote de la enfermedad de Pompe en Jjbévenes y adultos
se manifiesta mads tarde en la vida y habitualmente progresa
mas lentamente que la enfermedad de brote infantil. Esta
forma de la enfermedad, aunque generalmente no afecta al

corazdn, puede resultar en la muerte debido al debilitamiento
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de los musculos esqueléticos y de los implicados en la
respiracién.

El tratamiento actual no paliativo de la enfermedad de
Pompe implica la terapia de reemplazo enzimadtico (ERT)
utilizando GAA humana recombinante (rhGAA) tal como Lumizyme®
o0 Myozyme®. La rhGAA se administra en un intento de
reemplazar o complementar la GAA ausente o defectuosa en un
sujeto que padece la Enfermedad de Pompe. Sin embargo, dado
que la rhGAA en productos de rhGAA convencionales no fija
como objetivo el tejido muscular, no se elimina de forma
productiva después de la administraciédn.

Esto se produce debido a gque las rhGAAs convencionales
carecen de un contenido total elevado de glicanos portadores
de M6P y de bis-M6P que fijan como objetivo una molécula de
rhGAA al CIMPR en las células de la musculatura dianas en
donde subsiguientemente son transportadas a los lisosomas de
las células. Esta captacidédn celular de rhGAA para la terapia
de reemplazo enzimatica se facilita por el hidrato de carbono
especializado, manosa-6-fosfato (M6P), que se une al receptor
de manosa-6-fosfato catidén independiente (CIMPR) presente en
las superficies de las células para el subsiguiente
suministro de la enzima exdgena a lisosomas.

Existen siete sitios potenciales de glicosilacidén ligada

a N en la rhGAA. Dado gque cada uno de los sitios de



glicosilacidén es heterogéneo en el tipo de oligosacéaridos
ligados a N (N-glicanos) presentes, la rhGAA consiste en una
mezcla compleja de proteinas con N-glicanos que tienen
afinidades de unidn variables para el receptor de M6P y otros
receptores de hidratos de carbono. rhGAA, gque contiene un
alto contenido en manosa N-glicanos que tiene un grupo M6P
(mono-M6P), se une a CIMPR con una baja afinidad (~6,000 nM),
mientras que rhGAA que contiene dos grupos M6P en el mismo N-
glicano (bis-M6P) se une con una afinidad alta (~2 nM). En la
Fig. 1A se muestran estructuras representativas de glicanos
no fosforilados, mono-M6P y bis-M6P. El grupo manosa-6-P se
muestra en la Fig. 1B. Una vez dentro del lisosoma, rhGAA
puede degradar enzimdticamente el glucdgeno acumulado. Sin
embargo, rhGAAs convencionales tienen bajas concentraciones
totales de glicanos portadores de M6P y bis-M6P y, por lo
tanto, las células de la musculatura dianas dan malamente
como resultado un suministro inferior de rhGAA a los
lisosomas. La mayoria de las moléculas de rhGAA en estos
productos convencionales no tienen N-glicanos fosforilados,
careciendo por ello de afinidad por el CIMPR. Glicanos no
fosforilados de alto contenido en manosa también pueden ser
aclarados por el receptor de manosa, que resulta en el

aclaramiento no productivo de la ERT (Fig. 2).
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Los otros tipos de N-glicanos, hidratos de carbono
complejos, que contienen galactosa y acido sidlico, también
estdn presentes en la rhGAA. Dado que los N-glicanos
complejos no estan fosforilados, no tienen afinidad por el
CIMPR. Sin embargo, N-glicanos de tipo complejo con residuos
galactosa expuestos tienen una afinidad de moderada a elevada
por el receptor de asialoglicoproteina en los hepatocitos del
higado, lo cual conduce a un rapido aclaramiento no
productivo de rhGAA (Fig. 2).

La glicosilacién de GAA o rhGAA puede ser modificada
enzimaticamente IN VItro por la fosfotransferasa y enzimas de
descubrimiento descritas por Canfield, et al., patente de
EE.UU. N° 6,534,300,para generar grupos M6P. La
gliocosilacidédn enzimatica no puede ser controlada
adecuadamente y produce rhGAA que tiene propiedades
inmunoldégicas y farmacoldgicas indeseables. rhGAA
enzimdticamente modificada puede contener sélo N-glicanos con
alto contenido en manosa que todos podrian ser fosforilados
enzimaticamente en potencia INn VILro con una
fosfotransferasa/enzima de descubrimiento y puede contener
una media de 5-6 grupos M6P por cada GAA. Los modelos de
glicosilacidén producidos por el tratamiento enzimé&tico 1In
VItro de GAA son problemadticos debido a los residuos manosa

terminales adicionales, particularmente residuos manosa
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terminales no fosforilados que afectan negativamente a la
farmacocinética de la rhGAA modificada. Cuando un producto
enzimdticamente modificado de este tipo se administra in
VIVO, estos grupos manosa aumentan el aclaramiento no
productivo de la GAA, aumentan la absorcidédn de la GAA
enzimdticamente modificada por parte de células inmunes y
reducen la eficacia terapéutica de rhGAA debido a menos de
los tejidos fijados como objetivo tales como miocitos del
misculo cardiaco o esquelético. Por ejemplo, residuos
manosa no fosforilados terminales son conocidos ligandos para
los receptores de manosa en el higado y el bazo, lo cual
conduce a un rapido aclaramiento de la rhGAA enzimaticamente
modificada y a una fijacidén como objetivo reducida de rhGAA
al tejido diana. Ademas de ello, el modelo de glicosilaciédn
de GAA enzimaticamente modificada que tiene N-glicanos con
alto contenido en manosa con residuos manosa no fosforilados
terminales se asemeja a las glicoproteinas producidas en
levaduras, mohos y actian aumentando el riesgo de
desencadenar respuestas inmunes o alérgicas tales como
reacciones alérgicas (anafilédcticas) graves o de
hipersensibilidad gque amenazan la vida, debido a la rhGAA
enzimaticamente modificada.

Tal como se ha explicado antes, productos de rhGAA

convencionales tales como Lumizyme® tienen bajas
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concentraciones de glicanos mono-fosforilados e incluso méas
bajas de glicanos bis-fosforilados. Con el fin de que una
terapia de la enfermedad de Pompe sea eficaz, la rhGAA debe
ser suministrada a los lisosomas en las células de la
musculatura. La baja cantidad total de grupos que fijan como
objetivo mono-M6P y bis-M6P en rhGAA convencional limita la
absorcién celular via el suministro de CIMPR y lisosomal,
haciendo asi ineficiente una terapia de reemplazo enzimatico
convencional. Por ejemplo, mientras que productos de rhGAA
convencionales a 20 mg/kg o dosis mayores mejoran algunos
aspectos de la enfermedad de Pompe, no son capaces de reducir
adecuadamente el glucdgeno acumulado en muchos tejidos
dianas, particularmente misculos esqueléticos para un
progreso inverso de la enfermedad.

Debido a la ineficacia de suministrar terapias de
reemplazo enzimdtico convencionales a lisosomas, tales
terapias estadn a menudo asociadas con otros problemas,
incluyendo la generacidén de respuestas inmunes a GAA. Una
gran parte de la GAA en una rhGAA convencional no contiene
glicanos que portan mono- o bis-M6P, que fijan como objetivo
la rhGAA a células de la musculatura. Un sistema inmunoldgico
de un sujeto estd expuesto a este exceso de GAA no
fosforilado y puede generar respuestas inmunes perjudiciales

que reconocen la GAA. La induccidédn de respuestas inmunes a la
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GAA no fosforilada que no penetra en los tejidos dianas no se
suministra a los lisosomas aumenta el riesgo de fracaso del
tratamiento debido a la inactivacidén inmunoldédgica de la rhGAA
administrada y aumenta el riesgo del paciente a experimentar
reacciones auto-inmunes o alérgicas perjudiciales al
tratamiento de la rhGAA. La rhGAA de acuerdo con la
invencidén contiene significativamente menos de esta rhGAA no
fijada como objetivo y no fosforilada, reduciendo asi su
exposicién al sistema inmunoldgico de un paciente.

Desde el punto de vista logistico, dosis mayores imponen
cargas adicionales al sujeto, asi como a los profesionales
médicos que tratan al sujeto tal como alargando el tiempo de
infusidén necesario para administrar rhGAA por via
intravenosa. Esto se debe a que la rhGAA convencional
contiene un mayor contenido de rhGAA no fosforilada gque no
fija como objetivo el CIPMR en células de la musculatura.
rhGAA que no se une al CIMPR en células de la musculatura y
que luego penetra en los lisosomas no degrada glucdgeno
enzimdticamente alli. Cuando se administran dosis
equivalentes de una rhGAA convencional y la rhGAA de acuerdo
con la invencidén, més rhGAA en la composicidén de acuerdo con
la invencidén une CIPMR a las células de la musculatura y
luego se suministra al lisosoma. La rhGAA de la invencidn

proporciona a un doctor la opcidén de administrar una menor
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cantidad de rhGAA al tiempo que suministra la misma o mas
rhGAA al lisosoma.

Los actuales procedimientos de produccidédn para producir
rhGAA convencional tal como Myozyme®, Lumizyme® o
Alglucosidasa alfa, no han aumentado significativamente el
contenido de M6P o bis-M6P , debido a que el procesamiento de
hidratos de carbono celulares es por naturaleza complejo y
extremadamente dificil de manipular. A la vista de estas
deficiencias de los productos de rhGAA convencionales, los
autores de la invencidén buscaron diligentemente e
identificaron modos de fijar eficazmente como objetivo rhGAA
a células de la musculatura y suministrarla al lisosoma,
minimizar el aclaramiento no productivo de rhGAA una vez
administrada y, por lo tanto, fijar més productivamente como

objetivo rhGAA a tejido muscular.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

En respuesta a los problemas asociados con la fijacidn
como objetivo y la administracidén de formas convencionales de
rhGAA y a las dificultades asociadas con la produccidn de
formas bien fijadas como objetivo de rhGAA de este tipo, los
autores de la invencidén han investigado y desarrollado
procesos para producir rhGAA que fijen mas eficazmente como
objetivo el CIMPR y lo suministren a los lisosomas en tejidos

musculares, ya que tiene un mayor contenido de M6P- y bis-
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M6P-glicano que las composiciones convencionales de rhGAA.
Ademds de ello, la rhGAA de la invencidén tiene N-glicanos de
tipo complejo bien procesados que minimizan el aclaramiento
no productivo de la rhGAA por parte de tejidos no diana.

Teniendo en cuenta los problemas asociados con los
actuales tratamientos de reemplazo de enzimas utilizando
productos de rhGAA convencionales, tales como Lumizyme®, a
través de un estudio y una investigacidédn diligentes han
desarrollado un método para producir rhGAA en células CHO que
tienen un contenido total significativamente mayor de mono-
M6P y bis-M6P glicanos que fijan como objetivo el CIMPR en
células de la musculatura y luego suministran la rhGAA a los
lisosomas.

La rhGAA producida por este método tiene también
propiedades farmacocinéticas ventajosas en virtud de su
modelo de glicosilacidén global que aumenta la absorcidédn de
tejido diana y disminuye el aclaramiento no productivo tras
la administracidén a un sujeto que padece la Enfermedad de
Pompe. Los autores de la invencidn demuestran que la rhGAA de
la invencidén, tal como se ejemplifica por la rhGAA designada
como ATB-200, es méas potente en fijar como objetivo tejidos
musculares del esqueleto que la rhGAA convencional tal como
Lumizyme®. La rhGAA de acuerdo con la invencidén tiene una

capacidad superior de fijar productivamente como objetivo
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tejidos musculares diana en pacientes que padecen la
Enfermedad de Pompe y reducen el aclaramiento no productivo
de rhGAA tal como se ilustra por la Fig. 2.

La rhGAA superior de acuerdo con la invencidn puede
completarse o combinarse adicionalmente con chaperonas o
conjugarse a otros grupos que fijan como objetivo el CIMPR en
tejido muscular tales como porciones de IGF2 gue se unen a
este receptor. Los Ejemplos que figuran méds adelante
demuestran que la rhGAA de la invenciédén, ejemplificada por la
rhGAA ATB-200, supera el patrdédn existente de cuidados para la
terapia de reemplazo de enzimas, proporcionando un
aclaramiento de glucdgeno significativamente mejor en la
musculatura del esqueleto en comparacidén con el régimen
existente utilizando el producto de rhGAA convencional

Lumizyme®.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Este expediente de solicitud contiene al menos un dibujo
ejecutado en color.

Fig. 1 La Fig. 1A muestra un glicano no fosforilado, con
alto contenido en manosa, un mono-M6P glicano y un bis-M6P
glicano. La Fig. 1B muestra la estructura quimica del grupo
M6P.

Fig. 2 La Fig. 2A describe la fijacidén productiva como

objetivo de rhGAA a través de glicanos que portan M6P a
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tejidos diana (p. ej., tejidos musculares de un sujeto con
Enfermedad de Pompe). La Fig. 2B describe el aclaramiento no
productivo de farmacos a tejidos no diana (p.e€J.,higado y
bazo) o por la unidén de glicanos no M6P a los tejidos dianas.

Fig. 3 La Fig. 3A representa graficamente un receptor
CIMPR (también conocido como receptor de IGF2) y dominios de
este receptor. La Fig. 3B es una tabla gque muestra la
afinidad de unién (nmolar) de glicanos que portan bis- y
mono-M6P para CIMPR, la afinidad de unién de glicanos de tipo
con alto contenido en manosa a receptores de manosa, y la
afinidad de unidén de glicano complejo des-sialiado para
receptores de asialoglicoproteina. RhGAA que tiene glicanos
que portan M6P y bis-M6P pueden unirse productivamente a
CIMPR en células diana de la musculatura. RhGAA tiene
glicanos con alto contenido en manosa y los glicanos des-
sialiados no pueden unirse productivamente a células no diana
que portan los correspondientes receptores.

Fig. 4 Las Figs. 4A y 4B, respectivamente, muestran los
resultados de la cromatografia de afinidad del CIMPR de
Lumizyme® y Myozyme®. Las lineas punteadas se refieren al
gradiente de elucidén de M6P. La elucidn con M6P desplaza
moléculas de GAA unidas a través de un glicano con contenido
en M6P a CIMPR. Tal como se muestra en la Fig. 4A, el 78% de

la actividad de GAA en Lumizyme® se eluyd antes de la adiciédn
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a M6P. La Fig. 4B muestra que el 73% de la actividad de GAA
en Myozyme® se eluyd antes de la adicidédn a M6P. Sb6lo el 22% o
el 27% de la rhGAA en Lumizyme® o Myozyme, respectivamente,
se eluyd con M6P. Estas figuras demuestran que la mayoria de
la rhGAA en estos dos productos de rhGAA convencionales
carecen de glicanos que tienen la M6P necesaria para fijar
como objetivo CIMPR en tejidos del musculo diana.

Fig. 5 Una construccidén de ADN para transformar células
CHO con ADN que codifica rhGAA. Células CHO se transformaron
con una construccidén de ADN que codifica rhGAA (SEQ ID NO:

4) .

Fig. 6 Las Figs. 6A y 6B muestran los resultados de la
cromatografia de afinidad de Myozyme y rhGAA ATB-200.. Como
resulta evidente de la Fig. 6B, aproximadamente el 70% de la
rhGAA en la rhGAA ATB-200 contenia M6P.

Fig. 7 Purificacién de rhGGA ATB-200, Realizaciones 1 y

Fig. 8 Perfiles de elucidn con Polywax de Lumizyme® y
rhGAAs ATB-200.

Fig. 9 Sumario de las estructuras de N-glicano de
Lumizyme® en comparacidédn con tres preparaciones diferentes de
rhGAA ATB200, identificadas como BP-rhGAA, ATB200-1 y ATB200-

2.
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Fig. 10 La Fig. 10A compara la afinidad de unidén a CIMPR
de rhGAA ATB-200 (trazo de la izquierda) con la de Lumizyme®
(trazo de la derecha). La Fig. 10B describe el contenido en
Bis-M6P de Lumizyme® y rhGAA ATB-200.

Fig. 11 La Fig. 11A compara la actividad de rhGAA ATB-
200 (trazo de la izquierda) con la actividad de rhGAA
Lumizyme® (trazo de la derecha) dentro de fibroblastos
normales a diversas concentraciones de GAA. La Fig. 11B
compara la actividad de rhGAA ATB-200 (trazo de la izquierda)
con la actividad de rhGAA Lumizyme® (trazo de la derecha)
dentro de fibroblastos de un sujeto que padece la Enfermedad
de Pompe a diversas concentraciones de GAA. La Fig. 11C
compara (Kapsorcion) de fibroblastos de sujetos normales vy
sujetos con la Enfermedad de Pompe.

Fig. 12 La Fig. 12A muestra la cantidad de glucdgeno con
relacidén a proteina en el musculo cardiaco después del
contacto con vehiculo (control negativo), con 20 mg/ml de
Alglucosidasa alfa, o con 5, 10 o 20 mg/kg de rhGAA ATB-200.
La Fig. 12B muestra la cantidad de glucdgeno con relacidn a
proteina en el mUsculo cuaddriceps después del contacto con
vehiculo (control negativo), con 20 mg/ml de Lumizyme®, o con
5, 10 o 20 mg/kg de rhGAA ATB-200. La Fig. 12C muestra la
cantidad de glucdgeno con relacidn a proteina en el musculo

triceps después del contacto con vehiculo (control negativo),
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con 20 mg/ml de Lumizyme®, o con 5, 10 o 20 mg/kg de rhGAA
ATB-200. RhGAA ATB-200 producia reducciones significativas de
glucdgeno en los mUsculos cuddriceps y triceps en comparacidn
con el control negativo y en comparacidn con Lumizyme®.

Fig. 13 La estabilidad de rhGAA ATB-200 se mejora en
presencia de chaperona AT2221. El primer trazo de la
izquierda en la Fig. 13A muestra el porcentaje de proteina
rhGAA ATB-200 no plegada a diversas temperaturas a pH 7,4 (pH
de la sangre). El ultimo trazo de la derecha muestra el
porcentaje de proteina rhGAA ATB-200 no plegada a diversas
temperaturas a pH 5,2 (pH del lisosoma). Los tres trazos
intermedios muestran los efectos de 10 pg, 30 png o 100 ng DE
CHAPERONA AT2221 sobre el plegamiento de la proteina. Estos
datos demuestran que AT2221 previene el no plegamiento de
rhGAA ATB-200 al pH de la sangre en comparacidédn con la
muestra de control. La mejora de Tm a pH neutro por parte de
AT2221 se resume en la Figura 13B.

Fig. 14 Esta tabla demuestra que la combinacidén de rhGAA
ATB-200 y chaperona AT2221 proporciond un aclaramiento de
glucdégeno significativamente mejor en GAA en ratones
inactivados que el tratamiento con Lumizyme® y AT2221 o
controles de Lumizyme® o rhGAAs ATB200 sin la chaperona

AT2221.
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Fig. 15 Glucdgeno residual en el mUsculo cuadriceps
después de tratamiento con Lumizyme, rhGAA ATB-200, o rhGAA
ATB-200 y diversas concentraciones de la chaperona AT2221.

Fig. 16 Mejora de la Patologia del Masculo Esquelético
en Ratones tratados con ATB200 + Miglustat (AT2221) frente a
los tratados con ERT sélo. Tincidén de glucdgeno PAS (Fig.
16A) y EM (Fig. 16B) de tejido muscular de ratones KO GAA
tratados con rhGAA convencional o rhGAA ATB-200 y miglustat
(AT-2221). Fig. 16C; Evaluacidén de la proliferaciédn
lisosomal por el marcador LAMP-1. Fig. 16D Identificacidén de
fibras musculares de Tipo I y Tipo IT.

Fig. 17 Mejora de la Patologia del Musculo Esquelético
en Ratones tratados con ATB-200 + Miglustat (AT2221) frente a
los tratados con ERT sélo. Tincidén de glucdbgeno PAS (Fig.
17A) de tejido muscular de ratones KO GAA tratados con rhGAA
convencional o rhGAA ATB-200 y miglustat (AT-2221). Fig. 17B;
Evaluacién de la proliferacidén lisosomal por el marcador
LAMP-1.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones: Los términos utilizados en la presente

descripcidn generalmente tienen los significados habituales
que se les dan en la técnica, dentro del contexto de la
presente invencidén y en el contexto especifico en el que se

emplea cada término. A continuacidén, o en cualquier otra
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parte en la memoria descriptiva, se describen algunos
términos o expresiones para proporcionar una orientacidn
adicional para el especialista para describir las
composiciones y métodos de la invencidédn y cdmo producirlos y
utilizarlos.

El término “GAA” se refiere a a-glucosidasa acida humana
(GAA), una enzima que cataliza la hidrélisis de enlaces o-
1,4- y o-1,6-glucosidicos de glucdgeno lisosomal, asi como a
variantes de insercidén, relacidédn o sustitucidn de las
secuencias de aminodcidos de GAA y fragmentos de una
secuencia de GAA mas larga que ejerce actividad enziméatica.
El término “rhGAA” se utiliza para distinguir GAA enddgena de
GAA sintética o producida de forma recombinante tal como la
producida por transformacidén de células CHO con ADN que
codifica GAA. Una secuencia de ADN a modo de ejemplo que
codifica GAA es NP 000143.2 (SEQ ID NO: 4) que se incorpora
como referencia. GAA y rhGAA pueden estar presentes en una
composicidén que contiene una mezcla de moléculas de GAA que
tienen diferentes patrones de glicosilacidén tal como una
mezcla de moléculas de rhGAA gue portan grupos mono-M6P o
bis-M6P en sus glicanos, y moléculas de GAA que no portan M6P
o0 bis-M6P. GAA y rhGAA se pueden completar también con otros
compuestos tales como chaperonas, o se pueden unir a otros

restos en un conjugado de GAA o rhGAA, tal como unir a un
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resto IGF2 que fija como objetivo el conjugado a CIMPR vy
posteriormente lo suministra a los lisosomas.

Un “sujeto” p “paciente” es preferiblemente un ser
humano, aunque también se pueden tratar otros mamiferos vy
animales no humanos que tienen trastornos que implican la
acumulacidén de glucdgeno. Un sujeto puede ser un feto, un
neonato, un nifio, joven o un adulto con enfermedad de Pompe u
otro trastorno de almacenamiento o acumulacidén de glucdgeno.
Un ejemplo de un individuo que estd siendo tratado es un
individuo (feto, neonato, nifio, joven, adolescente o ser
humano adulto) que tiene GSD-II (p-€J., GSD-II infantil, GSD-
IT juvenil o brote de GSD-II en adultos). El individuo puede
tener actividad de GAA residual o actividad no mensurable.
Por ejemplo, el individuo que tiene GSD-II puede tener
actividad de GAA gque es menor que aproximadamente 1% de la
actividad normal de GAA (GSD-II infantil), actividad de GAA
que es aproximadamente 1-10% de la actividad normal de GAA
(GSD-II juvenil) o actividad de GAA que es aproximadamente
10-40% de la actividad normal de GAA (GSD-II en adultos).

Los términos “tratar” y “tratamiento”, tal como se
utilizan en esta memoria, se refieren a la mejora de uno o
mas sintomas asociados con la enfermedad, prevencidn o demora
en el brote de uno o més sintomas de la enfermedad y/o

reduccidén en la gravedad o frecuencia de uno o mas sintomas
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de la enfermedad. Por ejemplo, tratamiento puede referirse a
la mejora del estado cardiaco (p-€J., aumento de los
volumenes diastdlico final y/o sistdélico final, o a la
reduccidén, mejora o prevencidédn de la cardiomiopatia
progresiva que se encuentra tipicamente en GSD-II) o de la
funcién pulmonar (p-.€j., aumento de la capacidad vital
durante el llanto sobre la capacidad de referencia y/o
normalizacidén de la desaturacidn de oxigeno durante el
llanto); mejoras en el neurodesarrollo y/o las habilidades
motoras (p-€J., aumento en la puntuacién de la AIMS (escala
de movimientos involuntarios anormales)); reduccidn de las
concentraciones de glucdgeno en tejido del individuo afectado
por la enfermedad; o cualquier combinacidén de estos efectos.
En una realizacidn preferida, el tratamiento incluye la
mejora del estado cardiaco, particularmente en la reduccidn o
prevencién de cardiomiopatia asociada a GSD-II.

Los términos “mejorar”, “aumentar” o “reducir”, tal como
se utilizan en esta memoria, indican valores gque son con
respecto a una medicidén de referencia tal como una medicidn
en el mismo individuo antes del inicio del tratamiento
descrito en esta memoria, o una medicidén en un individuo
control (o multiples individuos control) en ausencia del
tratamiento descrito en esta memoria. Un individuo control

es un individuo aquejado con la misma forma de GSD-II (ya sea
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infantil, juvenil o de brote en adultos) que el individuo que
estd siendo tratado, que es de aproximadamente la misma edad
que el individuo gque estd siendo tratado (para asegurar que
sean equiparables las fases de la enfermedad en el individuo
tratado y el o los individuos control).

El término “purificado”. Tal como se utiliza en esta
memoria, se refiere a material gque ha sido asilado en
condiciones gque reducen o eliminan la presencia de materiales
no relacionados, €S, decir, contaminantes, incluyendo
materiales nativos de los que se obtiene el material. Por
ejemplo, una proteina purificada esta, de preferencia,
sustancialmente exenta de otras proteinas o acidos nucleicos
con los que estd asociada en una célula; una molécula de
dcido nucleico purificada estéa, de preferencia,
sustancialmente exenta de proteinas u otras moléculas de
dcidos nucleicos no relacionadas con las gque se puede
encontrar dentro de una célula. Como se utiliza en esta
memoria, la expresidédn “sustancialmente exenta” se utiliza
operacionalmente en el contexto de pruebas analiticas del
material. Preferiblemente, material purificado
sustancialmente exento de contaminantes es al menos 95% puro;
mas preferiblemente, al menos 97% puro, y aun mas
preferiblemente, al menos 99% puro. La pureza se puede

evaluar mediante cromatografia, electroforesis en gel,
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inmunoensayo, analisis de la composicidn, ensayo bioldgico,
ensayo enzimdtico y otros métodos conocidos en la técnica. En
una realizacidén especifica, purificado significa que la
concentracidén de contaminantes estd por debajo de una
concentracién aceptable para las autoridades reguladoras para
una administracién segura a un ser humano o un animal no
humano. Proteinas recombinantes se pueden aislar o purificar
de células CHO utilizando métodos conocidos en la técnica,
incluyendo separacidédn cromatografica por tamafios,
cromatografia de afinidad o cromatografia de intercambio
anidénico.

La expresidén “genéticamente modificado” o el término
“recombinante” se refiere a células tales como células CHO
que expresan un producto génico particular tal como rhGAA o
rhGAA ATB-200, después de la introduccidédn de un éacido
nucleico que comprende una secuencia codificante que codifica
el producto génico, junto con elementos reguladores que
controlan la expresidén de la secuencia codificante. La
introduccidén del &cido nucleico se puede conseguir por
cualquier método conocido en la técnica, incluyendo la
fijacidén como objetivo de genes y la recombinacidén homdloga.
Tal como se utiliza en esta memoria, la expresidn también
incluye células que han sido modificadas para expresar o

sobre-expresar un gen o producto génico endbébgeno, normalmente
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no expresado por dicha célula, p.ejJ., mediante tecnologia de
activacidén génica.

“Enfermedad de Pompe” se refiere a una LSD recesiva
autosomal caracterizada por una actividad deficiente de alfa
glucosidasa &acida (GAA) que deteriora el metabolismo del
glucédgeno lisosomal. La deficiencia enzimdtica provoca la
acumulacidén glucogénica lisosomal y produce debilitamiento
progresivo de los musculos esqueléticos, funcidn cardiaca
reducida, insuficiencia respiratoria y/o deterioro del SNC en
las Ultimas etapas de la enfermedad. Las mutaciones genéticas
en el gen GAA resultan en una expresidn menor o producen
formas mutantes de la enzima con una estabilidad alterada y/o
una actividad bioldgica que provoca, en uUltima instancia, la
enfermedad. (véase generalmente Hirschhorn R, 1995, Glycogen
Storage Disease Type II: Acid a-Glucosidase (Acid Maltase)
Deficiency, The Metabolic and Molecular Bases of Inherited
Disease, Scriver et al., comps., McGraw-Hill, Nueva York, 7°2
ed., paginas 2443-2464). Las tres formas clinicas reconocidas
de la Enfermedad de Pompe (infantil, juvenil y adulta) se
correlacionan con el nivel de actividad de o-glucosidasa
residual (Reuser A J et al., 1995, Glycogenosis Type II (Acid
Maltase Deficiency), Muscle & Nerve Supplement 3, S61-S69).
La enfermedad de Pompe infantil (tipo I o A) es la mas comln

y la m&s grave, caracterizada por retraso en el desarrollo,
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hipertrofia cardiaca hipotdénica e insuficiencia
cardiorrespiratoria en el segundo afio de vida. La
enfermedad de Pompe juvenil (de tipo II o B) es de gravedad
intermedia y estd caracterizada por unos sintomas musculares
predominantes sin cardiomegalia. Los individuos con Pompe
juvenil suelen morir antes de cumplir 20 afios por
insuficiencia respiratoria. La enfermedad de Pompe en adultos
(tipo III o C) presenta a menudo una miopatia lentamente
progresiva en la adolescencia o tan tarde como la sexta
década (Felicia K J et al., 1995, Clinical Variability in
Adult-Onset Acid Maltase Deficiency: Report of Affected
Sibs and Review of the Literature, Medicine 74, 131-135). En
Pompe, se ha demostrado que la oa-glucosidasa se modifica
extensamente postraslacionalmente por glucosilaciédn,
fosforilacidén y procesado proteolitico. Se requiere una
conversién de las formas precursora de 110 kilo Dalton
(nifios) a madura de 76 a 70 nifios por proteolisis en el
lisosoma para una catdlisis éptima de glucdgeno. Tal como se
utiliza en esta memoria, la expresidén “Enfermedad de Pompe”
se refiere a todos los tipos de Enfermedad de Pompe. Las
formulaciones y las pautas posoldgicas divulgadas en esta
solicitud se pueden emplear para tratar, por ejemplo, la
enfermedad de Pompe de tipo I, tipo II o tipo III.

Realizaciones no limitantes de la invencidn
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Una composicién de rhGAA derivada de células CHO que
contiene una cantidad de rhGAA gque contiene N-glicanos que
portan mono-manosa-6-fosfato (M6P) o bis-M6P més elevada que
la rhGAA convencional tal como se ejemplifica por Lumizyme®
(Alglucosidasa alfa; CAS 420794-05-0). Una composicidén de
rhGAA a modo de ejemplo de acuerdo con la invencidén es ATB-
200 (a veces designada ATB-200, ATB-200 o CBP-rhGAA) gue se
describe en los Ejemplos. La rhGAA de la invencidn (ATB-200)
ha demostrado unirse al CIMPR con una alta afinidad (Kp ~ 2-4
nM) y ser eficientemente internalizada por fibroblastos de
Pompe y mioblastos del musculo esquelético (Kapsorcién ~ 7-14
nM) . ATB-200 fue caracterizada INn VIVO y demostrd tener una
semivida en el plasma aparente més corta (ti,2 ~ 45 min) que
el actual ERT de rhGAA (ti,, ~ 60 min).

La secuencia de aminodcidos de la rhGAA puede ser al
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 95% o 99% idéntica, o contenerl, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mds deleciones, sustituciones o
adiciones con la secuencia de aminoacidos descrita por SEQ ID
NO: 1, 3 o 4. En algunas realizaciones de la GAA o rhGAA de
la invencidén tal como en la rhGAA ATB-200, la GAA o rhGAA
comprenderd una secuencia de aminodcidos de GAA de tipo
salvaje como la de SEQ ID NO: 1 o 3. En otras realizaciones
no limitantes, la rhGAA comprende un sub-conjunto de los

residuos aminodcidos presentes en una GAA de tipo salvaje, en



10

15

20

27

donde el sub-conjunto incluye los residuos aminoacidos de la
GAA de tipo salvaje que forman el sitio activo para la unidn
al sustrato y/o la reduccién del sustrato. En una
realizacidén, la rhGAA es alfa glucosidasa, gque es la enzima
humana o-glucosidasa &cida (GAA) codificada por el més
predominante de nueve haplotipos observados de este gen. La
rhGAA de la invencidn, incluyendo rhGAA ATB-200, puede
comprender una secuencia de aminoacidos que es un 90%, 95%,
96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de
alfa glucosidasa humana tal como la dada por el nuUmero de
acceso AHE24104.1 (GI:568760974) (SEQ ID NO: 1) y que se
incorpora como referencia a la patente de EE.UU. N° 8,592,362
o a la secuencia de aminoacidos de NP 000143.2 (SEQ ID NO:
4) . Una secuencia de nucledtidos y aminoadcidos para GAA
también se da por SEQ ID NOS: 2 y 3, respectivamente.
Variantes de esta secuencia de aminoacidos incluyen también
aquellas con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o méas
deleciones, inserciones o sustituciones de aminodcidos a la
secuencia de aminodcidos de GAA que figura mas adelante.
También se contemplan secuencias de polinucledtidos que
codifican GAA y se pueden utilizar para expresar de forma
recombinante rhGAAs de acuerdo con la invencidn.

Se pueden utilizar diversos algoritmos y/o programas de

alineamiento para calcular la identidad entre dos secuencias,
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incluyendo FASTA o BLAST, que estadn disponibles como parte
del paquete de anédlisis de la secuencia GCG (Universidad de
Wisconsin, Madison, Wis.), y se pueden utilizar con, p-€j-,
ajuste por defecto. Por ejemplo, se contemplan
polipéptidos que tienen al menos un 70%, 85%, 90%, 95%, 98% o
99% de identidad con polipéptidos especificos descritos en
esta memoria y que preferentemente exhiben en esencia las
mismas funciones, asi como polinucledtidos que codifican este
tipo de polipéptidos. A no ser que se indique otra cosa, una
puntuacién de similitud se basard en el uso de BLOSUM62.
Cuando se usa BLASTP, el porcentaje de similitud se basa en
la puntuacidédn de los BLASTP positivos y el porcentaje de
identidad de la secuencia se basa en la puntuacién de las
identidades de BLASTP. “Identidades” BLASTP muestra el numero
y la fraccidén de residuos totales en los pares de secuencia
de alta puntuacién que son idénticos; y “Positivos” BLASTP
muestra el nUmero y la fraccidén de residuos para los que las
puntuaciones de alineamiento tienen valores positivos y que
son similares entre si. Las secuencias de aminoacidos que
tienen estos grados de identidad o similitud o cualquier
grado intermedio de identidad o similitud con las secuencias
de aminodcidos divulgadas en el ©presente documento se
contemplan y abarcan por esta divulgacidén. Las secuencias de

polinucledétidos de polipéptidos similares se deducen
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utilizando el cdédigo genético y se pueden obtener por medios
convencionales, en particular por traduccidén inversa de su
secuencia de aminodcidos utilizando el cdédigo genético.

Preferiblemente, no més de 70, 65, o0, 55, 45, 40, 35,
30, 25, 20, 15, 10 o 5% de la rhGAA total en la composiciédn
de acuerdo con la invencidén carece de un N-glicano portador
de M6P o bis-M6P o carece de una capacidad de unirse al
receptor de manosa-6-fosfato catidénico independiente (CIMPR).
Alternativamente, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 99%, <100% o més de la rhGAA en la composiciédn
comprende al menos un N-glicano portador de M6P y/o bis-M6P o
tiene la capacidad de unirse a CIMPR.

Las moléculas de rhGAA en la composicidén de rhGAA de la
invencidén pueden tener 1, 2, 3 o 4 grupos M6P en sus
glicanos. Por ejemplo, solamente un N-glicano en una
molécula de rhGAA puede portar M6P (monofosforilado), un solo
N-glicano puede portar dos grupos M6P (bis-fosforilados), o
dos N-glicanos diferentes en la misma molécula de rhGAA
pueden portar grupos M6P sencillos. Moléculas de rhGAA en la
composicién de rhGAA pueden tener también N-glicanos no
portadores de grupos M6P. En otra realizacidn, por término
medio los N-glicanos contienen més de 3 mol/mol de M6P y més
de 4 mol/mol de &cido sidlico. Por término medio,

aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10% de los glicanos
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totales en la rhGAA pueden estar en forma de un glicano mono-
M6P, por ejemplo, aproximadamente 6.25% de los glicanos
totales pueden portar un solo grupo M6P y, por término medio,
al menos aproximadamente 0.5, 1, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0% de los
glicanos totales en la rhGAA estan en forma de un glicano
bis-M6P y, por término medio, menos de 25% de la rhGAA total
de la invencidén no contiene glicano fosforilado gque se une a
CIMPR.

La composicién de rhGAA de acuerdo con la invencidn
puede tener un contenido medio de N-glicanos portadores de
M6P que oscila entre 0.5 y 7.0 mol/mol de rhGAA o cualguier
valor intermedio de sub-intervalo, incluyendo 0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 0 7.0
mol/mol de rhGAA. Tal como se muestra en los Ejemplos, la
rhGAA de la invencidén se puede fraccionar para proporcionar
composiciones de rhGAA con diferentes numeros medios de
glicanos portadores de M6P o portadores de bis-M6P en la
rhGAA, permitiendo asi una personalizacidn adicional de rhGAA
que fija como objetivo los lisosomas en tejidos diana,
seleccionando una fraccidén particular o combinando
selectivamente diferentes fracciones.

Hasta 60% de los N-glicanos en la rhGAA puede estar
completamente sialiado, por ejemplo hasta 10%, 20%, 30%, 40%,

50% o 60% de los N-glicanos pueden estar completamente
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sialiados. En algunas realizaciones, de 4 a 20% de los N-
glicanos totales en la composicidén de rhGAA estan
completamente sialiados.

[e)

En otras realizaciones, no mas de 5%, 10%, 20

o°

o 30

o\

de
N-glicanos en la rhGAA portan &acido sidlico y un Gal
terminal. Este intervalo incluye todos los valores y sub-
intervalos intermedios, por ejemplo 7 a 30% de los N-glicanos
totales en la rhGAA en la composicidn pueden portar acido
sidlico y Gal terminal.

En aun otras realizaciones, no mas de 5, 10, 15, 16, 17,
18, 19 o 20% de los N-glicanos en la rhGAA tienen un Gal
terminal solamente y no contienen acido sidlico. Este
intervalo incluye todos los valores y sub-intervalos
intermedios, por ejemplo de 8 a 19% de los N-glicanos totales
en la rhGAA en la composicidn pueden tener Gal terminal
solamente y no contener acido siédlico.

En otras realizaciones de la invenciédén, 40, 45, 50, 55 a
60% de los N-glicanos totales en la rhGAA en la composicidn
son N-glicanos de tipo complejo; o no mas de 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7% de los N-glicanos totales en la rhGAA en la composicidn
son N-glicanos de tipo hibrido; no méds de 5, 10 o 15% de los
N-glicanos de tipo con alto contenido en manosa en la rhGAA
en la composicidén estédn no fosforilados; al menos 5% o 10% de

los N-glicanos de tipo con alto contenido en manosa en la
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rhGAA en la composicidén estédn mono-M6P fosforilados; y/o al
menos 1 o 2% de los N-glicanos de tipo con alto contenido en
manosa en la rhGAA en la composicidén estén bis-MoP
fosforilados. Estos valores incluyen todos los valores y
sub-intervalos intermedios. Una composicidén de rhGAA de
acuerdo con la invencidén puede cumplir uno o mas de los
intervalos de contenido arriba descritos.

En algunas realizaciones, la composicidédn de rhGAA de la
invencidén portara, por término medio, 2.0 a 8.0 de residuos
de 4cido sidlico por cada mol de rhGAA. Este intervalo
incluye todos los valores intermedios y sub-intervalos,
incluyendo 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5,
7.0, 7.5 vy 8.0 residuos/mol de rhGAA. Los residuos de &cido
sidlico pueden prevenir el aclaramiento no productivo por
parte de receptores de asialoglicoproteina.

La composicién de rhGAA de la invencidén es producida
preferiblemente por células CHO tal como la linea CA-ATB-200
de células CHO, o por un sub-cultivo o derivado de un cultivo
de células CHO de este tipo. Construcciones de ADN que
expresan variantes alélicas de GAA u otra variante de
secuencias de aminodcidos de GAA tales como las que son al
menos un 90%, 95% o 99% idénticas con SEQ ID NO: 1, pueden
construirse y expresarse en células CHO. Los expertos en la

técnica pueden seleccionar vectores alternativos para la



10

15

20

33
transformacidén de células CHO para la produccidén de dichas
construcciones de ADN.

Los autores de la invencidén han encontrado que rhGAA gue
tiene una capacidad superior de fijar como objetivo el CIMPR
y lisosomas celulares, asi como patrones de glicosilacidén que
reducen su aclaramiento no productivo In VIVO se pueden
producir utilizando células de ovario de hamster chino (CHO).
Se puede inducir a estas células para que expresen rhGAA con
concentraciones de M6P y bis-M6P totales significativamente
mayores que los productos de rhGAA convencionales. La GAA
humana recombinante producida por estas células, por ejemplo
tal como ejemplifica por rhGAA ATB-200 descrita en los
Ejemplos tiene significativamente mé&s grupos M6P y bis-M6P
que fijan como objetivo células de la musculatura que GAA
convencional tal como Lumizyme® y ha demostrado unirse
eficientemente a CIMPR y ser absorbida eficientemente por el
misculo esquelético y el misculo cardiaco. También se ha
demostrado que tiene un patrdén de glicosilacidn que
proporciona un perfil farmacocinético favorable y reduce el
aclaramiento no productivo In VIVO.

La rhGAA de acuerdo con la invencidédn puede formularse
como una composicidén farmacéutica o utilizarse en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de 1la

Enfermedad de Pompe u otras afecciones asociadas con una
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deficiencia de GAA. Las composiciones se pueden formular con
un soporte o excipiente fisioldgicamente aceptable. E1
soporte y la composicidén pueden ser estériles y adaptarse de
otra manera al modo de administracidn.

Soportes farmacéuticamente aceptables adecuados
incluyen, pero no se limitan a agua, disoluciones salinas
(p-€J-, NaCl), solucién salina, solucidén salina tamponada,
alcoholes, glicerol, etanol, goma ardbiga, aceites vegetales,
alcoholes bencilicos, polietilenglicoles, gelatina, hidratos
de carbono tales como lactosa, amilosa o almiddn, azucares
tales como manitol, sacarosa u otros, dextrosa, estearato de
magnesio, talco, &acido silicico, ésteres de &cidos grasos,
hidroximetilcelulosa, polivinil-pirrolidona, etc., asi como
combinaciones de los mismos. Si se desea, las preparaciones
farmacéuticas pueden mezclarse con agentes auxiliares, p-€j.,
tensioactivos tales como polisorbatos tal como polisorbato
80, lubricantes, conservantes, estabilizantes, agentes
humectantes, emulsionantes, sales para influir sobre la
presidédn osmdética, tampones, sustancias colorantes,
saborizantes y/o aromdticas y similares que no reaccionan de
forma perjudicial con los compuestos activos. En una
realizacidédn preferida, se utiliza un soporte soluble en agua,

adecuado para la administracidén intravenosa.
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La composicidén o el medicamento, si se desea, puede
contener también pequefias cantidades de agentes humectantes o
emulsionantes, agentes tamponadores del pH. La composicién
puede ser una disolucidn, suspensidn, emulsidn liquida, un
comprimido, una pildora, capsula, formulacidén de liberacidn
retardada o polvo. La composicidén también se puede formular
como un supositorio con aglutinantes y soportes tradicionales
tales como triglicéridos. La formulacidén oral puede contener
soportes estédndares tales como calidades farmacéuticas de
manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio,
polivinil.pirrolidona, sacarina sbédica, celulosa, carbonato
de magnesio, etc. En una realizacidn preferida, la rhGAA se
administra por infusidén IV.

La composicidédn o el medicamento se puede formular de
acuerdo con procesos rutinarios en forma de una composiciédn
farmacéutica adaptada para la administracidén a seres humanos.
Por ejemplo, en una realizacién preferida, una composicidn
para la administracidédn intravenosa es una disolucidn en
tampdn acuoso isotdnico estéril. Cuando sea necesario, la
composicién puede incluir también un agente solubilizante y
un anestésico local para disminuir el dolor en el sitio de la
inyeccidén. Generalmente, los ingredientes se suministran por
separado o mezclados juntos en una forma de dosificacidn

unitaria, por ejemplo en forma de un polvo liofilizado seco o
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concentrado anhidro en un recipiente herméticamente sellado
tal como una ampolla o saquito que indica la cantidad de
agente activo. Cuando la composicidén es para administrarse
mediante infusidén, se puede dispensar con una botella de
infusidén que contiene agua estéril de calidad farmacéutica,
solucién salina o dextrosa/agua. Cuando la composicidén se
administra mediante inyeccidn, se puede proporcionar una
ampolla de agua estéril para inyeccidén o solucidn salina, con
el fin de que los ingredientes se puedan mezclar antes de la
administracidn.

La rhGAA se puede formular como formas neutras o de sal.
Sales farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con
grupos amino libres tales como las derivadas de &cidos
clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., y
las formadas con grupos carboxilo libres tales como las
derivadas de hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio,
férrico, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino-etanol,
histidina, procaina, etc.

rhGAA (o una composicidén o un medicamento que contiene
GAA) se administra por una ruta apropiada. En una
realizacidén, la GAA se administra por via intravenosa. En
otras realizaciones, GAA se administra por administracién
directa a un tejido diana tal como el mUsculo del corazdn o

esquelético (p.€J., intramuscular), o al sistema nervioso



10

15

20

37

(p-€J., inyeccidn directa en el cerebro; por via
intraventricular; por via intratecal). Se puede usar mas de
una ruta simultédneamente, si se desea.

La rhGAA (o una composicidn o medicamento que contiene
GAA) se administra en una cantidad terapéuticamente efectiva
(p-€J-, una cantidad de dosificacidén que, cuando se
administra a intervalos regulares, es suficiente para tratar
la enfermedad tal como mejorando los sintomas asociados con
la enfermedad, evitando o retardando el brote de la
enfermedad y/o también reduciendo la gravedad o frecuencia de
los sintomas de la enfermedad, tal como se describe arriba.
La cantidad que serad terapéuticamente eficaz en el
tratamiento de la enfermedad dependerd de la naturaleza y
extensidén de los efectos de la enfermedad, y puede
determinarse mediante técnicas clinicas normalizadas. Ademés,
ensayos €N Vitro o In VIVO pueden emplearse opcionalmente
para ayudar a identificar los intervalo éptimos de
dosificacién. La dosis precisa que se va a emplear dependera
de la ruta de administraciédn, y de la gravedad de la
enfermedad, y debe decidirse de acuerdo con el criterio de un
especialista y de las circunstancias de cada paciente. Pueden
extrapolarse dosis eficaces a partir de las curvas de
respuesta a la dosis derivadas de los sistemas de ensayo en

modelos #n VItro o animales. En una realizacién preferida, la
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cantidad terapéuticamente eficaz es igual o menor que 20 mg
de enzima/kg de peso corporal del individuo, preferiblemente
en el intervalo de aproximadamente 1-10 mg de enzima/kg de
peso corporal, e incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 10 mg de enzima/kg de peso corporal o
aproximadamente 5 mg de enzima/kg de peso corporal. Se puede
variar la dosis eficaz para un individuo concreto (por
ejemplo, aumentarse o disminuirse) en el tiempo, dependiendo
de las necesidades del individuo. Por ejemplo, en tiempos de
enfermedad fisica o estrés, o si se presentan o aumentan
anticuerpos anti-GAA, o si empeoran los sintomas de la
enfermedad, se puede aumentar la cantidad.

La cantidad terapéuticamente efectiva de GAA (o
composicidén o medicamento que contiene GAA) se administra a
intervalos regulares, dependiendo de la naturaleza y el grado
de los efectos de la enfermedad y sobre una base en curso. La
administracién en un “intervalo regular”, como se usa en el
presente documento, indica que la cantidad terapéuticamente
eficaz se administra periddicamente (como se distingue a
partir de una sola dosificacién). E1l intervalo puede
determinarse mediante técnicas clinicas normalizadas. En
realizaciones preferidas, GAA se administra mensualmente,
bimensualmente; semanalmente; dos veces por semana; O

diariamente. El intervalo de administracidén para un unico
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individuo no necesita ser un intervalo fijo, pero se puede
variar en el tiempo, dependiendo de las necesidades del
individuo. Por ejemplo, en tiempos de enfermedad fisica o
estrés, o si se presentan o aumentan anticuerpos anti-GAA, o
si empeoran los sintomas de la enfermedad, se pueden reducir
los intervalos entre dosis. En algunas realizaciones, una
cantidad terapéuticamente eficaz de 5, 10, 20, 50, 100, o 200
mg de enzima/kg de peso corporal se administra dos veces a la
semana, semanalmente o en semanas alternas con o sin
chaperona.

La GAA o rhGAA de la invencidn se puede preparar para un
uso posterior tal como un vial o jeringa de dosis unitaria, o
en un frasco o una bolsa para la administracidén intravenosa.
Kits que contienen la GAA o rhGAA, asi como excipientes
opcionales u otros ingredientes activos tales como chaperonas
u otros farmacos, se pueden envolver en un material de
envasado y acompafar de instrucciones para la reconstitucién,
dilucidén o dosificacidén para tratar un sujeto en necesidad
de un tratamiento de este tipo tal como un paciente que
padece una enfermedad de Pompe.

GAA (o una composicidén o medicamento gque contiene GAA)
se puede administrar sola o en unidn con otros agentes tales
como una chaperona. Se puede administrar rhGAA con diferentes

grados de glicosilacién con mono-M6P o bis-M6P, o se pueden
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administrar combinaciones de rhGAAs con diferentes grados de
glicosilado M6P o bisM6P.

En algunas realizaciones, la composicidén de rhGAA de 1la
invencidén formard complejo o se mezclard con una chaperona
tal como AT-2220 o AT-2221. Chaperonas, a las que a veces se
alude como “chaperonas farmacoldgicas” son compuestos que,
cuando forman complejos o se co-administran con rhGAA
modifican su farmacocinética y otras propiedades
farmacoldégicas. Chaperonas representativas ejemplificadas en
esta memoria incluyen AT2221 (miglustat, N-butil-
desoxinojirimicina) y AT2220 (duvoglustat HC1l, 1-
desoxinojirimicina) . Una complejacidén o mezcladura puede
producirse fuera del cuerpo o dentro del cuerpo, por ejemplo,
en los casos en los que se administran dosificaciones
separadas de la rhGAA y chaperona. Por ejemplo, la fijaciédn
como objetivo de rhGAA activa, sus fracciones o derivados de
la invencién a CIMPR y posteriormente a lisosomas celulares
puede mejorarse combindndola con duvoglustat-HCl (AT2220,
desoxinojirimicina, AT2220) o miglustat (AT2221, N-butil-
desoxinojirimicina) . Los Ejemplos que figuran méds adelante
muestran reducciones significativas de sustrato de glucdgeno
en musculos esqueléticos claves de ratones inactivados en GAA
que reciben la rhGAA bien fijada como objetivo en combinacidn

con una chaperona.
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Otro aspecto de la invencidn pertenece a células CHO o
sus derivados u otros equivalentes que producen la rhGAA de
acuerdo con la invencién. Una ejemplo de una linea de células
CHO es GA-ATB-200 o un sub-cultivo de la misma que produce
una composicidén de rhGAA segln se describe en esta memoria.
Dichas lineas de células CHO pueden contener multiples copias
de un gen, tales como 5, 10, 15, o 20 o més copias, de un
polinucledétido que codifica GAA.

La rhGAA de alto contenido en M6P y bis-M6P de la
invencién, tal como rhGAA ATB-200, se puede producir
transformando células CHO (células de ovario de hamster
chino) con una construccidén de ADN que codifica GAA. Aungue
las células CHO se han usado previamente para preparar rhGAA,
no se apreciaba que las células CHO transformadas podrian
cultivarse y seleccionarse en un medio que produciria rhGAA
que tiene un alto contenido de glucanos M6P y bis M6P que
fijan como objetivo el CIMPR.

Sorprendentemente, los autores de la invencidn
encontraron que era posible transformar lineas de células
CHO, seleccionar transformantes que producen rhGAA que
contienen un alto contenido en glicanos portadores de M6P o
bis-M6P que fijan como objetivo el CIMPR y expresar
establemente esta rhGAA con alto contenido en M6P. Por 1lo

tanto, un aspecto relacionado de la invencién se dirige al
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método para producir estas lineas de células CHO. Este método
implica transformar una célula CHO con ADN que codifica GAA o
una variante de GAA, seleccionando una célula CHO que integra
de forma estable el ADN que codifica GAA en su(s)
cromosoma (s) y que expresan de forma estable GAA, vy
seleccionar una célula CHO que expresa GAA gue tiene un alto
contenido de glicanos gque portan M6P o bis-M6P, v,
opcionalmente, seleccionar una célula CHO que tiene N-
glicanos con un alto contenido de &cido sidlico y/o que tiene
N-glicanos con una baja cantidad de alto contenido en manosa
no fosforilada.

Estas lineas de células CHO se pueden utilizar para
producir rhGAA y composiciones de rhGAA de acuerdo con la
invencidén, cultivando la linea de células CHO y recuperando
dicha composicidén del cultivo de células CHO.

La composicién de rhGAA de la invencidén o sus fracciones
o derivados se utilizan ventajosamente para tratar sujetos
con una afeccidn, trastorno o enfermedad asociado con GAA
lisosomal insuficiente al administrar la composicidn de
rhGAA. Un sujeto en necesidad de tratamiento incluye los
que padecen Enfermedad del Almacenamiento de Glucdgeno Tipo
IT (Enfermedad de Pompe) asi como otras afecciones,
trastornos o enfermedades que se beneficiarian de la

administracidén de la rhGAA.
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Los Ejemplos que figuran mas adelante demuestran que la
rhGAA de la invencidén (ATB-200) es absorbida por células del
misculo esquelético, se une a CIMPR y separa de forma
efectiva glucdgeno de células del misculo esquelético cuando
se administra a una dosificacidén significativamente menor que
los productos de rhGAA convencionales. Se alcanzd una
reduccidén de hasta el 75% de glucdgeno en mioblastos del
misculo esquelético en ratones inactivados de GAA utilizando
un régimen bisemanal de administracidédn intravenosa de ATB-
200. Estas reducciones excedian de las proporcionadas por la
misma cantidad de Lumizyme®, demostrando que la rhGAA de la
invencidén, que tiene un contenido potenciado de N-glicanos
que portan M6P y bis-MoP, proporciond reducciones superiores
en el sustrato de glucdgeno. Debido a la fijacidn mejorada
como objetivo, la farmacodindmica y farmacocinética, la
composicién de rhGAA de la invencidédn se puede administrar en
una dosificacidén més baja que los productos de rhGAA
convencionales tales como Lumizyme® o Myozyme®.

Se puede utilizar para degradar, disminuir o separar
glucdégeno de mUsculo cardiaco, muasculo liso o musculo
estriado. Ejemplos de musculos esqueléticos o estriados
sujetos a tratamiento incluyen al menos un musculo
seleccionado del grupo que consiste en abductor del mefiique

(pie), abductor del mefiique (mano), abductor del dedo gordo,
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abductor corto del pulgar, abductor largo del pulgar, aductor
corto, aductor del dedo gordo, aductor largo, aductor magno,
aductor del pulgar, ancdéneo, articular del codo, articular
de la rodilla, ariepigldético, arijordanicus, auricular,
biceps braquial, biceps femoral, braquial, braquio-radial,
buccinador, ulboesponjoso, constrictor de la faringe
inferior, constrictor de la faringe media, constrictor de la
faringe superior, coracobraquial, corrugador superciliar,
cremaster, cricotiroide, dartos, perineo transverso profundo,
deltoide, depresor del angulo de la boca, depresor del labio
inferior, diafragma, digadstrico, digastrico (vista
anterior), erector espina-espinal, erector espina-iliocostal,
erector espina-largo, extensor radial corto del carpo,
extensor radial largo del carpo, extensor ulnar del carpo,
extensor del mefiique (mano), extensor corto de los dedos
(mano), extensor corto de los dedos (pie), extensor largo de
los dedos (pie), extensor largo del dedo gordo, extensor del
indice, extensor corto del pulgar, extensor largo del pulgar,
externo oblicuo del abdomen, flexor radial del carpo, flexor
ulnar del carpo, flexor corto del gquinto dedo (pie), flexor
corto del mefiique (mano), flexor corto de los dedos, flexor
largo de los dedos (pie), flexor profundo de los dedos,
flexor superficial de los dedos, flexor corto del dedo gordo,

flexor largo del dedo gordo, flexor corto del pulgar, flexor
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largo del pulgar, frontal, gastrocnemio, gemelo inferior,
gemelo superior, geniogloso, geniohioideo, gluteo mayor,
gliteo medio, glateo minimo, gracil, hiogloso, iliaco,
oblicuo inferior, recto inferior, infraespinoso,
intercostales externos, intercostales mé&s internos,
intercostales internos, interno oblicuo del abdomen,
interdéseos dorsales de la mano, interdseos dorsales del pie,
interdseos palmares de la mano, interdseos plantares del pie,
interespinales, intertransversales, musculos intrinsecos de
la lengua, isquiocavernoso, cricoaritenoide lateral,
pterigoide lateral, recto lateral, dorsal ancho, elevador del
angulo de la boca, elevador ano-coxigeo, elevador ano-—
iliocoxigeo, elevador ano-pubocoxigeo, elevador ano-
puborrectal, elevador ano-pubovaginal, elevador del labio
superior, elevador del labio superior y del ala de la nariz,
elevador del parpado superior, elevador de la escéapula,
elevador del velo del paladar, elevadores de las costillas,
largo de la cabeza, longus colli, lumbricales del pie (4),
lumbricales de la mano, masetero, pterigoideo medial, recto
medial, mental, mentonero, m. campanilla, milohioideo, nasal,
aritenoide oblicuo, oblicuo inferior de la cabeza, oblicuo
superior de la cabeza, obturador externo, obturador interno
(A), obturador interno (B), omohioideo, oponente del dedo

mefiique (mano), oponente del pulgar, orbicular de los ojos,
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orbicular de la boca, palatogloso, palatofaringeo, palmar
corto, palmar largo, pectineo, pectoral mayor, pectoral
menor, peroneo corto, peroneo largo, tercer peroneo,
piriforme (A), piriforme (B), plantar, platisma, popliteo,
cricoaritenoide posterior, précer, pronador cuadrado,
pronador redondo, psoas mayor, psoas menor, piramidal,
cuadrado femoral, cuadrado lumbar, cuadrado plantar, recto
abdominal, recto anterior de la cabeza, recto posterior de la
cabeza mayor, recto posterior de la cabeza menor, recto
femoral, romboide mayor, romboide menor, risorio,
salpingofaringeo, sartorio, escaleno anterior, escaleno
medio, escaleno minimo, escaleno posterior, semimembranoso,
semitendinoso, serrato anterior, serrato posterior inferior,
serrato posterior superior, sdbdéleo, esfinter del ano, esfinter
de la uretra, esplenio de la cabeza, esplenio cervical,
estapedio, eternocleidomastoideo, esternohioide,
esternotiroide, estilogloso, estilohioideo, estilohioideo
(vista anterior), estilofaringeo, subclavio, subcostal,
subescapular, transverso superficial del perineo, oblicuo
superior, recto superior, supinador, supraespinado, temporal,
temporoparietal, tensor de la fascia lata, tensor del
timpano, tensor del velo del paladar, y redondo mayor,
redondo menor, tiro-aritenoide y vocal, tiroepiglético,

tirohioideo, tibial anterior, tibial posterior, transverso
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aritenoide, transversoespinal-multifido, transversoespinal-
rotador, transversoespinal-semiespinal, transverso abdominal,
transverso toracico, trapecio, triceps, vasto intermedio,
vasto lateral, vasto medial, cigomdtico mayor Y cigomético
menor.

La composicidén de GAA de la invencidn puede también
administrarse a o utilizarse para tratar fibra muscular (de
contraccidédn lenta) de tipo 1 o fibra muscular (de contraccidn
rapida) de tipo 2 o sujetos que acumulan glucdgeno en fibras
musculares de este tipo. Musculo de tipo I, de contraccidn
lenta, o musculo "rojo", es denso con capilares y es rico en
mitocondrias y mioglobina, dando al tejido muscular el
caracteristico color rojo. Puede llevar més oxigeno y
mantener una actividad aerobia utilizando grasas o hidratos
de carbono como combustible. Fibras de contraccidén lenta se
contraen durante largos periodos de tiempo, pero con poca
fuerza. El misculo de contraccidén rapida, de tipo II, tiene
tres subtipos principales (IIa, IIx y IIb) que pueden variar
tanto en la velocidad de contraccidén como en la fuerza
generada. Fibras de contraccidén rapida se contraen
rapidamente y con energia, pero se fatigan muy répidamente,
manteniendo sélo estallidos anaerobios de actividad antes de
que la contraccién del mUsculo se vuelva dolorosa.

Contribuyen al maximo en la resistencia muscular y tienen un
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potencial mayor para aumentar en masa. El tipo IIb es muasculo
anaerobio, glucolitico, “blanco” gque es menos denso en
mitocondrias y mioglobina. En animales pequefios (p.ej.,
roedores) este es el tipo de musculo rapido principal, lo que
explica el color palido de su carne.

La composicién de rhGAA de la invencidn, sus fracciones
o derivados, se pueden administrar por via sistémica, por
ejemplo por infusidédn intravenosa (IV), o se pueden
administrar directamente en un sitio deseado tal como el
misculo cardiaco o esquelético tal como el cuadriceps,
triceps o diafragma. Se puede administrar a miocitos, tejidos
musculares, musculos o grupos de musculos particulares. Por
ejemplo, un tratamiento de este tipo puede administrar por
via intramuscular la composicidédn de rhGAA directamente en un
cuaddriceps o triceps o diafragma de un sujeto.

Como se ha mencionado arriba, la composicidédn de rhGAA de
la invencidén, sus fracciones o derivados se pueden complejar
o mezclar con una chaperona tal como AT-2220 (Duvoglustat
HC1, 1-Desoxinojirimicins) o AT-2221 (Miglustat, N-butil-
desoxinojirimicina) o sus sales para mejorar la
farmacocinética de la administracidén de rhGAA. La rhGAA y la
chaperona se pueden administrar Jjuntas o por separado. Cuando
se administran simultédneamente, la GAA en la composicidén se

puede precargar con la chaperona. Alternativamente, la GAA y
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la chaperona se pueden administrar por separado, ya sea al
mismo tiempo o en diferentes momentos.

Dosificaciones representativas de AT2221 oscilan entre
0.25 y 400 mg/kg, preferiblemente entre 0.5-200 mg/kg, y lo
mas preferiblemente entre 2 y 50 mg/kg. Dosificaciones
especificas de AT2221 incluyen 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45 y 50 mg/kg. Estas dosificaciones se pueden
combinar con rhGAA tal como rhGAA ATB-200, a una relacidn
molar de AT2221 a rhGAA que oscila entre 15:1 y 150: 1.
Relaciones especificas incluyen 15:1, 20:1, 25:1, 50:1, 60:
1, 65:1, 70:1, 75:1, 80:1, 85:1, 90: 1, 100:1, 125:1 y 150:1.
rhGAA y AT2221 se pueden co-administrar en estas cantidades o
relaciones molares ya sea concurrente, secuencial o
separadamente. Los intervalos de arriba incluyen todos los
sub-intervalos intermedios y valores tales como valores
enteros entre los puntos extremos de los intervalos.

Dosificaciones representativas de AT2220 oscilan entre
0.1 v 120 mg/kg, preferiblemente entre 0.25 y 60, y lo méas
preferiblemente entre 0.6 y 15 mg/kg. Dosificaciones
especificas de AT2220 incluyen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 y 30 mg/kg. Estas dosificaciones se pueden
combinar con rhGAA tal como rhGAA ATB-200, a una relacidn
molar de AT2220 a rhGAA que oscila entre 15:1 y 150: 1.

Relaciones especificas incluyen 15:1, 20: 125:1, 50:1, 60: 1,
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65:1, 70:1, 75:1, 80:1, 85:1, 90: 1, 100:1, 125:1 y 150:1.
rhGAA y AT2220 se pueden co-administrar en estas cantidades o
relaciones molares ya sea concurrente, secuencial o
separadamente. Los intervalos de arriba incluyen todos los
sub-intervalos intermedios y valores tales como valores
enteros entre los puntos extremos de los intervalos.

La composicidédn de rhGAA de la invencidn, sus fracciones
o derivados también se pueden utilizar para metabolizar,
degradar, separar o disminuir de otra manera el glucdgeno en
tejido, mUsculo, fibra muscular, células musculares,
lisosomas, organelas, compartimientos celulares o citoplasma.
Al administrar la composicidén de rhGAA a un sujeto,
opcionalmente junto con una chaperona o un farmaco que reduce
respuestas inmunoldgicas a rhGAA.

En otra realizacidén de su método de uso, la rhGAA de la
invencién se puede utilizar para modular la proliferacidn
lisosomal, autofagia o exocitosis en una célula al
administrarla, sus fracciones o derivados a células, tejidos
0 sujetos en necesidad de una modulacidén de este tipo,
opcionalmente en combinacidén con una chaperona u,
opcionalmente, con un conjugado con otro resto fijador de
objetivo. La autofagia es un mecanismo catabdlico que permite
que una célula degrade glucdgeno u otros componentes

celulares innecesarios o disfuncionales a través de las
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acciones de sus lisosomas. Este método también puede
implicar administrar sistémica o localmente la composicidédn de
GAA a un sujeto en necesidad de tratamiento.

La rhGAA de acuerdo con la invencidn, que esta
enriquecida en mono-M6P y bis-M6P, en comparacidén con
Lumizyme® y Myozyme, y que tiene propiedades farmacocinéticas
favorables por su patrdédn de glicosilacidn, también se puede
utilizar para el tratamiento de otras afecciones que
requieren la descomposicidén de hidratos de carbono complejos
tales como otros trastornos en los que el glucdgeno u otros
hidratos de carbono degradados por la rhGAA se acumulan en
los lisosomas u otras partes de la célula tal como en el
citoplasma accesible a rhGAA tal como la enfermedad de
almacenamiento de glucdgeno III. También se puede utilizar
para fines no terapéuticos tal como para la produccidn de
alimentos, bebidas, productos quimicos y farmacéuticos que
requieren la descomposicién de hidratos de carbono tales como
almiddén y glucdgeno en sus mondmeros.

EJEMPLOS
Los siguientes Ejemplos no limitantes ejemplifican
aspectos de la invencidn.

Seccion I: rhGAA ATB-200 y sus propiedades

Limitaciones de los productos de rhGAA de Myozyme® y

Lumizyme® existentes
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Para evaluar la capacidad del rhGAA en Myozyme® y
Lumizyme®, los Unicos tratamientos actualmente autorizados
para la enfermedad de Pompe, estas preparaciones de rhGAA se
inyectaron en una columna CIMPR (que se une a rhGAA que tiene
grupos M6P) y se eluye posteriormente con un gradiente exento
de M6. Fracciones se recogieron en una placa de 96 pocillos y
la actividad de GAA se ensayd mediante sustrato 4MU-o-
glucosa. Las cantidades relativas de rhGAA unida y no unida
se determinaron en funcidén de la actividad de GAA, y se
notificaron como la fraccidédn de enzima total.

La Fig. 5 describe los problemas asociados con ERTs
convencionales (Myozyme® and Lumizyme®): 73% de la rhGAA en
Myozyme® (Fig. 5B) y 78% de la rhGAA en Lumizyme® (Fig. 5A)
no se unian al CIMPR, véanse los picos més a la izquierda en
cada una de las figuras. Sé6lo el 27% de la rhGAA en Myozyme®
y 22% de la rhGAA en Lumizyme® contenia M6P que la pueden
fijar de forma productiva como objetivo al CIMPR en células
musculares, véase la Fig. 2 que describe la fijacidn
productiva como objetivo y el aclaramiento no productivo del
farmaco.

Una dosis eficaz de Myozyme® y Lumizyme® corresponde a
la cantidad de rhGAA que contiene M6P que se dirige al CIMPR
de las células musculares. Sin embargo, la mayoria del rhGAA

de estos dos productos convencionales no se dirige al
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receptor CIMPR de las células musculares diana. La
administracién de un rhGAA convencional donde la mayoria del
rhGAA no se dirige a las células musculares aumenta el riesgo
de reacciones alérgicas o la induccidén de inmunidad frente al
rhGAA no dirigido.

Preparacién de Células CHO Productoras de rhGAA ATB-200

que tiene un alto contenido de N-glicanos portadores de

mono—- o bis-Mo6P.

Células CHO fueron transfectadas con ADN que expresa rh-
GAA, seguido de la seleccidén de transformantes que producen
rhGAA. En la Fig. 5 se muestra una construccidén de ADN para
transformar células CHO con ADN que codifica rh-GAA. Células
CHO fueron transfectadas con ADN que expresa rh-GAA, seguido
de la seleccidn de transformantes que producen rhGAA.

Después de la transfeccidén, las células CHO DG44 (DHFR-)
que contienen un gen GAA integrado de forma estable se
seleccionaron con medio deficiente en hipoxantina/timidina (-
HT)). La amplificacidén de la expresidédn de GAA en dichas
células se indujo mediante tratamiento con metotrexato (MTX,
500 nM). Agrupaciones de células que expresaban altas
cantidades de GAA fueron identificadas mediante ensayos de
actividad enzimdtica de GAA y se utilizaron para establecer
clones individuales que producen rhGAA. Se generaron clones

individuales sobre placas de medio semisdélido, se cosecharon



10

15

20

54
mediante el sistema ClonePix y se transfirieron a placas de
24 pocillos profundos. Los clones individuales se sometieron
a ensayo para determinar la actividad de la enzima GAA para
identificar los clones que expresan un nivel elevado de GAA.
El medio acondicionado para determinar la actividad GAA usd
un sustrato 4-MU-a-Glucosidasa. Los clones productores de
altos niveles de GAA medida segun ensayos de la enzima GAA se
evaluaron adicionalmente para determinar la viabilidad,
capacidad de crecimiento, productividad de GAA, estructura
del N-glicano y expresién estable de la proteina. Las lineas
celulares CHO, incluida la linea celular CHO GA-ATB-200, que
expresa rhGAA con N-glicanos mono-M6P o bis-M6P potenciados,
se aislaron utilizando este procedimiento.

Purificacidén de rhGAA ATB-200 rhGAA

Se produjeron multiples lotes de la rhGAA de acuerdo con
la invencidén en matraces agitados y en biorreactores de
perfusidén utilizando la linea de células CHO GA-ATB-200 y se
midié la unidén a CIMPR. Se observd una unidn similar al
receptor CIMPR (~70%) a la mostrada en la Fig. 6B y Fig. 7
para rhGAA ATB-200 purificada de diferentes lotes de
produccidén, indicando que la rhGAA ATB-200 se puede producir
de forma consistente. Tal como se muestra en las Figs. 6A y
6B, rhGAAs Myozyme® y Lumizyme® exhibian una unidén a CIMPR

significativamente menor que la rhGAA ATB-200.
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Comparacidédn Analitica de ATB-200 a Lumizyme

Se utilizd cromatografia liquida débil de intercambio
aniénico (“WAX”) para fraccionar la rhGAA ATB-200 de acuerdo
con el fosfato terminal. Se generaron perfiles de elucidn
eluyendo el ERT con cantidad creciente de sal. Los perfiles
se siguieron mediante UV (A280nm). rhGAA ATB-200 se obtuvo de
células CHO y se purificd. Lumizyme® se obtuvo de una fuente
comercial. Lumizyme® mostrd un pico elevado a la izquierda de
su perfil de elucidén. rhGAA ATB-200 exhibia cuatro picos
prominentes que eluyen a la derecha de Lumizyme® (Fig. 8).
Esto confirma que rhGAA ATB-200 se fosforild en una mayor
medida que Lumizyme®, ya que esta evaluacidn es por carga
terminal més que por afinidad a CIMPR.

Caracterizacidén de Oligosacaridos de rhGAA ATB-200

rhGAA ATB-200 purificada y glicanos Lumizyme® se
evaluaron mediante MALDI-TOF para determinar las estructuras
individuales de los glicanos encontradas en cada uno de los
ERT (Fig. 9). Se encontrd que muestras de ATB-200 contenian
cantidades ligeramente menores de N-glicanos de tipo no
fosforilado y alto contenido en manosa que Lumizyme®. E1l
mayor contenido de glicanos M6P en ATB-200 gque en Lumizyme,
fija mads eficazmente como objetivo rhGAA ATB-200 a células
musculares. El alto porcentaje de estructuras mono-

fosforiladas y bis-fosforiladas determinado mediante MALDI
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concuerda con los perfiles de CIMPR que mostraron una unidn
significativamente mayor de ATB-200 al receptor de COMPR. EIL
andlisis de N-glicano mediante la espectrometria de masas
MALDI-TOF confirmdé que, en promedio, cada molécula de ATB200
contiene al menos una estructura de N-glicano bis-M6P
natural. Este alto contenido en N-glicano bis-M6P en rhGAA
ATB-200 se correlaciond directamente con la unidén de alta
afinidad a CIMPR en ensayos de unidén en placa de receptor de
M6P (Kp aproximadamente 2-4 nM) Figura 10A.

Caracterizacidn de Afinidad a CIMPR de ATB-200

Ademéds de tener un mayor porcentaje de rhGAA gue se une
al CIMPR, es importante comprender la calidad de dicha
interaccién. La unidén al receptor de Lumizyme® y rhGAA ATB200
se determindé utilizando un ensayo de unidén en placa CIMPR. En
resumen, se usaron placas revestidas con CIMPR para capturar
GAA. Se aplicaron concentraciones variables de rhGAA al
receptor inmovilizado, y el rhGAA no unido se elimindé por
lavado. La cantidad de rhGAA remanente se determind mediante
la actividad de GAA. Tal como se muestra por la Fig. 104,
rhGAA ATB-200 se unia a CIMPR de manera significativamente
mejor que Lumizyme.

La Fig. 10B muestra el contenido relativo de glicanos
bis-M6P en Lumizyme, una rhGAA convencional y ATB-200 de

acuerdo con la invencién. Para Lumizyme®, solo hay un
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promedio del 10% de moléculas que tiene un glicano bis-
fosforilado. Esto contrasta con ATB-200 en donde, por término
medio, cada una de las moléculas de rhGAA tiene al menos un
glicano bis-fosforilado.

rhGAA ATB-200 fue internalizada mas eficientemente por

fibroblastos que Lumizyme.

La absorcidén celular relativa de ATB-200 y rhGAA
Lumizyme® se compard utilizando lineas celulares de
fibroblastos normales y de Pompe. Las comparaciones
implicaban 5-100 nM de rhGAA ATB-200 de acuerdo con la
invencién con 10-500 nM de rhGAA Lumizyme® convencional. Tras
16 horas de incubacién, el rhGAA externo se inactivd con base
TRIS y las células se lavaron 3 veces con PBS antes de la
cosecha. La GAA internalizada se midid mediante hidrdlisis
con 4MU-a-Glucdsido y se representd con relacidn a la
proteina celular total, y los resultados aparecen en la Fig.
11.

rhGAA ATB-200 también demostrd ser eficientemente
internalizada en células (Figura 11A y 11B), respectivamente
demuestran que rhGAA ATB-200 es internalizada en células
fibroblastos tanto normales como de Pompe y que es
internalizada en mayor medida que rhGAA Lumizyme®
convencional. rhGAA ATB-200 satura los receptores celulares

a aproximadamente 20 nM, mientras que se necesitan
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aproximadamente 250 nM de Lumizyme®. La constante de
eficiencia de absorcidn (Kapsorcison) extrapolada de estos
resultados es 2-3 nm para ATB-200 y 56 nM para Lumizyme® tal
como se muestra por la Fig. 11C. Estos resultados sugieren
que rhGAA ATB-200 es un tratamiento bien fijado como objetivo
para la enfermedad de Pompe.

Seccion 11: Estudios Preclinicos

rhGAA ATB-200 con Glicosilacidédn Superior era

Significativamente Mejor que el Patrdédn de Cuidado ERT para el

Aclaramiento de Glucdgeno en Musculos Esqueléticos de Ratones

GAA KO

Tal como se explica arriba, la terapia de reemplazo
enzimdtico (ERT) utilizando GAA humana recombinante (rhGAA)
es el Unico tratamiento aprobado disponible para la
enfermedad de Pompe. Esta ERT requiere el hidrato de carbono
especializado manosa-6-fosfato (M6P) para la absorcién
celular y el subsiguiente suministro a lisosomas a través de
receptores de M6P catidédn independientes (CIMPRs) de la
superficie celular. Sin embargo, la actual ERT de rhGAA
contiene bajas cantidades de M6P que limitan la fijacidédn como
objetivo de farmacos y la eficacia en tejidos relevantes para
la enfermedad. Los autores de la invencién desarrollaron una
linea celular de produccidén y un procedimiento de produccidn

que proporcionan rhGAA (designada como rhGAA ATB-200) con una



10

15

20

59
glicosilacidén superior y un mayor contenido de M6P que la
rhGAA convencional, particularmente la estructura de N-
glicano bis-M6P de alta afinidad, para una fijacidén como
objetivo mejorada de farmacos. La rhGAA ATB-200 se une al
CIMPR con una alta afinidad (KD ~ 2-4 nM) y era
eficientemente internalizada por fibroblastos de Pompe y
mioblastos del musculo esquelético (Kapsorcion ~ 7/—-14 nM).

La rhGAA ATB-200 aclara glucdgeno significativamente
mejor que Lumizyme® en el muisculo esquelético. Se evaluaron
los efectos de administrar Lumizyme® y rhGAA ATB-200 para el
aclaramiento de glucdgeno en ratones GAA KO. A los animales
se les dieron dos administraciones de bolo IV (cada semana
alterna); los tejidos se recolectaron dos semanas después de
la Gltima dosis y se analizaron en cuanto a la actividad de
GAA y el contenido en glucdgeno (Fig. 12). La rhGAA ATB-200 y
la rhGAA Lumizyme® eran igualmente efectivas para el
aclaramiento de glucbdgeno en el corazdédn (Fig. 12A). Tal como
se muestra en las Figs. 12B y 12C, la rhGAA ATB-200 a 5 mg/kg
era equivalente a la rhGGA Lumizyme® a 20 mg/kg para reducir
el glucdégeno en los musculos esqueléticos; ATB-200 dosificada
a 10 y 20 mg/kg era significativamente mejor que Lumizyme®
para el aclaramiento de glucdgeno en los musculos

esqueléticos;
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Fundamento para la Co-administracidén de rhGAA ATB-200

con AT2221 (Tecnologia CHART)

Una chaperona se une a y estabiliza la ERT de rhGAA,
aumenta la absorcidén de enzimas activas en tejidos, mejora la
tolerabilidad y mitiga potencialmente la inmunogenicidad.

Tal como se muestra arriba, la estabilidad de la proteina de
ERT bajo condiciones desfavorables se mejord sustancialmente
utilizando CHART™. CHART: terapia de reemplazo-chaperona
avanzada, véase http:// www.amicusrx.com/chaperone.aspx
(Gltimo acceso 22 de septiembre de 2015) gque se incorpora
como referencia. Tal como se muestra por las Figs. 13A y
13B, la estabilidad de ATB-200 fue significativamente
mejorada por AT2221 (Miglustat, N-butil-desoxinojirimicina).
El plegamiento de la proteina rhGAA se vigilé a 37°C mediante
desnaturalizacidédn térmica en tampones neutros (pH 7.4 -
entorno de plasma) o de caréacter acido (pH 5.2 - entorno
lisosomal) . AT2220 estabilizdé la proteina rhGAA en tampdn de
pH neutro a lo largo de 24 horas.

Co-administracidén de Myozyme® con AT2221 (Miglustat)

Comparada con la Co-administracién de rhGAA ATB-200 con

Miglustat
Ratones GAA KO de doce semanas de edad fueron tratados
con Lumizyme® o ATB200, 20 mg/kg IV cada semana alterna 4

inyecciones; se co-administrdé Miglustat a razdén de 10 mg/kg
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PO, 30 min antes de rhGAA tal como se indicaba. Los tejidos
se recogieron 14 dias después de la Ultima dosis de enzima
para la medicién del glucdgeno. La Fig. 14 muestra la
reduccidén relativa de glucdgeno en el musculo esquelético del
cuéddriceps y triceps.

Reduccidédn de glucdgeno en tejidos con rhGAA ATB-200 co-

administrada con chaperona farmacoldgica AT2221 (Miglustat).

Se encontrd que la combinacién de una chaperona
farmacoldégica y rhGAA ATB-200 potenciaba el aclaramiento de
glucégeno 1IN VIVO. A ratones GAA KO se les dieron dos
administraciones en bolo IV de rhGAA a razdén de 20 mg/kg cada
semana alterna. La chaperona farmacoldégica AT2221 se
administré 30 min antes de rhGAA a dosificaciones de 0, 1, 2
y 10 mg/kg. Los tejidos se recolectaron dos semanas después
de la tltima dosis de la ERT y se analizaron en cuanto a la
actividad de GAA, el contenido de glucdgeno especifico para
la célula y la proliferacién de lisosomas.

Tal como se muestra por la Fig. 15, los animales que
recibian ATB200+chaperona AT2221 exhibian un aclaramiento
potenciado de glucdgeno del musculo cuaddriceps. La rhGAA
ATB-200 (20 mg/kg) redujo el glucdégeno méds que la misma dosis
de Lumizyme®, y cuando rhGAA ATB-200 se combind con 10 mg/kg
de AT2220 se lograron niveles normales de glucdgeno en el

musculo.
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Tal como se muestra en las Figs. 16A y 16B, a diferencia
de rhGAA convencional, que mostrd una reduccidn limitada de
glucdgeno (indicada por una abundante sefial PAS puntiforme),
la rhGAA ATB-200 sola mostrd una disminucidn significativa en
las sefiales PAS. La co-administracidén con 10 mg/kg de
miglustat resultd en una reduccidédn adicional sustancial en el
sustrato. La TEM reveld que la mayoria de glucdgeno en los
lisosomas era un material unido a membrana y denso de
electrones, que corresponde a las sefiales PAS puntiformes.

La co-administracién de rhGAA ATB-200 con miglustat redujo el
nuimero, tamafo y densidad de lisosomas con contenido en
sustrato, sugiriendo el suministro fijado como objetivo de
rhGAA ATB-200 a las células musculares y el subsiguiente
suministro a los lisosomas.

Del estudio (2 inyecciones de bolo IV cada semana
alterna) arriba mostrado, los tejidos fueron procesados para
la proliferacién lisosomal utilizando un marcador LAMP 1, la
regulacidn positiva es otro distintivo de la enfermedad de
Pompe. LAMP: proteina de la membrana asociada a lisosoamas.
Del estudio (2 inyecciones de bolo IV cada semana alterna)
arriba mostrado, tejido del sbéleo se procesd para la tincidn
de LAMP 1 en secciones adyacentes y el anticuerpo especifico
para las fibras de tipo I (NOQ7.5.4D) en secciones adyacentes

Fig 16C y 16D) de rhGAA ATB-200 resulta en una reduccidn de
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LAMP 1 mé&s sustancial en comparacidén con rhGAA convencional,
con reducciones que conducen a niveles vistos en animales de
WT Figura 16C).

Ademéds, a diferencia de rhGAA, en que el efecto estd en
sSu mayor parte restringido a fibras de tipo I (contraccidn
lenta marcada con asteriscos), la rhGAA ATB-200 también
condujo a una reduccidn significativa en las sefiales LAMP1 en
una fraccidén de fibras de tipo II (contraccidén rapida)
(cabezas de flecha en rojo) (Figura 16D). De manera
importante, la co-administracidén con miglustat mejord
adicionalmente la reduccidén, mediada por ATB-200, de la
proliferacidén de LAMP 1 en la mayoria de las fibras de tipo
IT (Fig. 16C y 16 D). Como resultado, no parecia haber una
diferencia significativa especifica para el tipo de fibra en
el nivel de sefiales LAMPl. Se extrajeron conclusiones
similares del cuddriceps y diafragma (datos no mostrados).

En un estudio separado y disefiado de forma similar, se
examind el efecto de ATB-200 + AT2221 a lo largo de un plazo
mayor con 4 inyecciones de bolo IV bisemanalmente. En el
corazdn, el almacén principal de glucdgeno en los
cardiomiocitos fue facilmente aclarado mediante la
administracidédn repetida de rhGAA o ATB-200 a niveles vistos
en animales de tipo salvaje (WT) (Fig. 17A). Sin embargo, el

sustrato en células musculares lisas cardiacas parece ser
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aclarado preferiblemente por la rhGAA ATB-200, sugiriendo una
bio-distribucidén potencialmente més amplia de ATB-200 en
comparacién con rhGAA (los asteriscos marcan la luz de los
vasos sanguineos cardiacos). De manera importante, la co-
administracién con miglustat mejord adicionalmente la
reduccidén mediada por ATB-200 de la proliferacién de LAMPI.

Estos resultados demuestran que rhGAA ATB-200, que tiene
altos niveles de M6P y bis-M6P en sus N-glicanos, fija
eficientemente como objetivo el CIMPR en el muUsculo
esquelético. La rhGAA ATB-200 también tiene N-glicanos de
tipo complejo bien procesados que minimizan el aclaramiento
no productivo EN VIVO, tiene propiedades farmacocinéticas
favorables para su uso IN VIVO y exhibe una buena fijacién
como objetivo a tejidos musculares claves INn VIVO. También
demuestran que la rhGAA ATB-200 es mejor gque la norma de
cuidado convencional, Lumizyme, para reducir el glucdgeno en
tejido muscular y que una combinacidén de rhGAA ATB-200 y
chaperona AT2221 mejora adicionalmente la eliminacidn de
glucdégeno de los tejidos dianas y mejora la patologia del

musculo.



