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METODOS PARA TRATAR LA ENFERMEDAD DE POMPE
CAMPO TECNICO

La divulgacion se refiere a métodos para tratar la enfermedad de Pompe

mediante la administracion de a-glucosidasa humana recombinante.
ANTECEDENTES

La enfermedad de Pompe (también conocida como enfermedad por
almacenamiento de glucogeno de tipo Il (GSD-Il, por sus siglas en inglés) o
enfermedad por deficiencia de maltasa &cida) es una enfermedad hereditaria por
almacenamiento lisosémico que es resultado de una deficiencia en la actividad de
la a-glucosidasa acida (GAA, por sus siglas en inglés). Una persona que tiene la
enfermedad de Pompe carece o tiene niveles reducidos de a-glucosidasa acida
(GAA), la enzima que descompone el glucégeno en glucosa, principal fuente de
energia para los masculos. Esta deficiencia enzimatica provoca una acumulacion
en exceso de glucogeno en los lisosomas, que son organelas intra-celulares que
contienen enzimas que habitualmente descomponen el glucégeno y otros desechos
0 productos residuales celulares. La acumulacion de glucégeno en determinados
tejidos de un sujeto que padece la enfermedad de Pompe, especialmente los
musculos, afecta a la capacidad de las células para actuar con normalidad. En la
enfermedad de Pompe, el glucégeno no se metaboliza adecuadamente y se
acumula progresivamente en los lisosomas, especialmente en células del musculo
esquelético, en la forma de inicio infantil de la enfermedad, en células del masculo
cardiaco. La acumulacién de glucégeno lesiona las células musculares y nerviosas,
asi como aquellas en otros tejidos afectados.

El tratamiento actual no paliativo de la enfermedad de Pompe implica la
terapia de reemplazo enziméatico (ERT, por sus siglas en inglés) usando productos
de alglucosidasa alfa recombinante comercializados con las marcas registradas
LUMIZYME® y MYOZYME® y productos de alglucosidasa alfa comercializados con
la marca registrada NEXVIAZYME®. Esta terapia de reemplazo enzimatico
convencional busca tratar la Enfermedad de Pompe reemplazando la GAA ausente

en lisosomas administrando rhGAA, restableciendo de este modo la capacidad de
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las células para descomponer el glucogeno lisosémico. LUMIZYME®/MYOZYME®
y NEXVIAZYME® son formas convencionales de rhGAA producidas o
comercializadas como productos biolégicos por Sanofi Genzyme y aprobadas por
la Administracion de Alimentos y Farmacos de los EE.UU. y se describen con
referencia al Physician's Desk Reference (2014) (que se incorpora en el presente
documento por referencia).

Sin embargo, la ERT comercializada actualmente, en el mejor de los casos,
ofrece una mejora limitada en las mediciones de la funcién muscular, la fuerza y la
funcidn respiratoria durante una duracion finita seguida de un lento declive de estos
pardmetros (Toscano y Schoser, (2013) J Neurol 260, 951-959; Wyatt et al., (2012)
Health Technol Assess 16(39)). Existe la necesidad de tratamientos para la
enfermedad de Pompe que ofrezcan una mejora a largo plazo.

SUMARIO

En el presente documento se proporciona un meétodo para mejorar y/o
estabilizar la funcion motora y/o la funcién pulmonar durante al menos 24 meses, al
menos 36 meses 0 al menos 48 meses en un sujeto que tiene la enfermedad de
Pompe, comprendiendo el método administrar al sujeto una poblacién de moléculas
de a-glucosidasa &cida humana recombinante (rhGAA), simultaneamente o
secuencialmente con un estabilizador enzimatico; en donde cada molécula de
rhGAA comprende siete sitios de N-glicosilacion potenciales; en donde el 40 %-
60 % de los N-glicanos en las moléculas de rhGAA son N-glicanos de tipo complejo;
en donde las moléculas de rhGAA comprenden al menos 0.5 mol de bis-manosa-6-
fosfato (bis-M6P) por mol de rhGAA en el primer sitio de N-glicosilacién potencial
determinado usando cromatografia de liquidos y espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS); y en donde el método mejora y/o estabiliza la funcién motora,
la fuerza muscular y/o la funcién pulmonar en el sujeto en comparacién con el valor
basal.

En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto con experiencia con terapia

de reemplazo enzimatico (ERT).
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En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto con experiencia
con ERT, la funciébn motora se mide mediante un ensayo de caminata de 6 minutos;
y la mejora con respecto al valor basal en la distancia caminada en 6 minutos
(6MWD, por sus siglas en inglés) es de al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 0 35 metros
a los 12 0 24 meses después del inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto con experiencia
con ERT, la funciébn motora se mide mediante un ensayo de caminata de 6 minutos;
y la mejora con respecto al valor basal en la distancia caminada en 6 minutos
(6MWD) es de al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46 0 47 metros a los 36 meses después del inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto con experiencia
con ERT, el sujeto tiene una 6MWD basal de: (a) al menos 300 metros; o (b) menos
de 300 metros.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto con experiencia
con ERT, la fuerza muscular se mide mediante un ensayo muscular manual (MMT,
por sus siglas en inglés); y la mejora con respecto al valor basal en una puntuacién
de extremidades inferiores de MMT es de al menos 1.0, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6,
1.7,18,19,2,21,22, 23,24,25,26,2.7,28,2.9,3.0,3.1,32,33,34,35
puntos a los 12, 24, 36, 48 meses después del inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de métodos para el tratamiento de un sujeto con
experiencia con ERT, el sujeto tiene una puntuacién de extremidades inferiores de
MMT basal de: (a) al menos 25; o (b) menos de 25.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto con experiencia
con ERT, la funcién pulmonar se mide mediante un ensayo de capacidad vital
forzada (FVC, por sus siglas en inglés) en sedestacion y el porcentaje predicho de
FVC del sujeto es estable en comparacion con el valor basal a los 24 meses o0 36

meses después del inicio del tratamiento.
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En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto con experiencia
con ERT, el sujeto tiene un porcentaje predicho basal de FVC de: (a) al menos el
50 %:; o (b) menos del 50 %.

En algunas realizaciones, el sujeto con experiencia con ERT habia sido
tratado previamente con alglucosidasa alfa. En algunas realizaciones, el sujeto con
experiencia con ERT habia sido tratado previamente con alglucosidasa alfa durante
de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 afos. En algunas realizaciones, el
sujeto con experiencia con ERT habia sido tratado previamente con alglucosidasa
alfa durante al menos aproximadamente 7 afios. En algunas realizaciones, el sujeto
con experiencia con ERT no es ambulatorio. En algunas realizaciones, el sujeto con
experiencia con ERT es ambulatorio.

En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto sin tratamiento previo con
ERT.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto sin tratamiento
previo con ERT, la funcién motora se mide mediante un ensayo de caminata de 6
minutos; y la mejora con respecto al valor basal en la distancia caminada en 6
minutos (6MWD) es de al menos 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, o 60 metros a los 12, 24, 36 0 48 meses después del
inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de los métodos para tratar a un sujeto sin
tratamiento previo con ERT, la funcibn motora se mide mediante un ensayo de
caminata de 6 minutos; y la mejora con respecto al valor basal en la distancia
caminada en 6 minutos (6MWD) es de al menos 34, 35, 40, 41, 42, 43, 44 0 45
metros a los 36 meses después del inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de métodos para el tratamiento de un sujeto sin
tratamiento previo con ERT, el sujeto tiene una 6MWD basal de: (a) al menos 300
metros; o (b) menos de 300 metros.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto sin tratamiento
previo con ERT, la fuerza muscular se mide mediante un ensayo muscular manual

(MMT, por sus siglas en inglés); y la mejora con respecto al valor basal en una
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puntuacion de extremidades inferiores de MMT es de al menos 1.0, 1.1, 1.2, 1.3,
1.4,15,16,1.7,18,1.9,2,2.1,22, 23,24,25,26,2.7,2.8,2.9, 3.0, 3.1, 3.2,
3.3, 3.4, 3.5 puntos a los 12, 24, 36 0 48 meses después del inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de métodos para el tratamiento de un sujeto sin
tratamiento previo con ERT, el sujeto tiene una puntuacion de extremidades
inferiores de MMT basal de: (a) al menos 25; o (b) menos de 25.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto sin tratamiento
previo con ERT, la funcion pulmonar se mide mediante un ensayo de capacidad vital
forzada (FVC) en sedestacion; y la mejora con respecto al valor basal en el
porcentaje predicho de FVC del sujeto es de al menos el 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.1,
4.2,4.3,4.4,45,46,4.7,48,4.9,5.0,55,6.0,6.4,6.5,6.6,6.76.8,7.0,7.5, 8.0%
alos 12, 24, 36 0 48 meses después del inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto sin tratamiento
previo con ERT, la funcion pulmonar se mide mediante un ensayo de capacidad vital
forzada (FVC) en sedestacion; y la mejora con respecto al valor basal en el
porcentaje predicho de FVC del sujeto es de al menos el 5.7, 5.8, 5.9, 6.0, 6.1 o
6.2 % a los 36 meses después del inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de métodos para el tratamiento de un sujeto sin
tratamiento previo con ERT, el sujeto tiene un porcentaje predicho basal de FVC de
a) al menos el 50 %; o b) menos del 50 %.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos divulgados en el
presente documento, el método reduce ademas los niveles de al menos un
marcador de dafio muscular y/o al menos un marcador de acumulacién de
glucégeno en el sujeto en comparacion con el valor basal. En algunas realizaciones,
el al menos un marcador de dafio muscular es la creatina cinasa (CK) y/o el al
menos un marcador de acumulacién de glucégeno es el tetrasacarido de hexosa en
orina (Hex4).

En algunas realizaciones, la poblacion de moléculas de rhGAA se administra

a una dosis de 5 mg/kg a 20 mg/kg, opcionalmente 20 mg/kg.
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En algunas realizaciones, la poblacion de moléculas de rhGAA se administra
quincenalmente. En algunas realizaciones, la poblacion de moléculas de rhGAA se
administra por via intravenosa.

En algunas realizaciones, el estabilizador enzimético es miglustat o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde ademas opcionalmente el
miglustat o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra por via oral.
En algunas realizaciones, el miglustat o la sal farmacéuticamente aceptable del
mismo se administra a una dosis de 195 mg o 260 mg.

En algunas realizaciones, el miglustat o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo se administra antes de la administracion de la poblacion de moléculas de
rhGAA, opcionalmente una hora antes de la administracion de la poblacién de
moléculas de rhGAA. En algunas realizaciones, el sujeto ayuna durante al menos
dos horas antes y al menos dos horas después de la administracion de miglustat o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, las moléculas de rhGAA comprenden una
secuencia de aminoacidos al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 4 o la SEQ
ID NO: 6.

En algunas realizaciones, las moléculas de rhGAA comprenden la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6.

En algunas realizaciones, al menos el 30 % de las moléculas de rhGAA
comprenden una o mas unidades de N-glicano que llevan un resto de manosa-6-
fosfato (mono-M6P) o bis-M6P, como se determina usando LC-MS/MS.

En algunas realizaciones, las moléculas de rhGAA comprenden de media de
0.5 mol a 7.0 mol de mono-M6P o bis-M6P por mol de rhGAA, como se determina
usando LC-MS/MS.

En algunas realizaciones, las moléculas de rhGAA comprenden de media de
2.0 a 8.0 mol de &cido sialico por mol de rhGAA, como se determina usando LC-
MS/MS.
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En algunas realizaciones, las moléculas de rhGAA comprenden de media al
menos 2.5 mol de M6P por mol de rhGAA y al menos 4 mol de &cido sialico por mol
de rhGAA, como se determina usando LC-MS/MS.

En algunas realizaciones, por mol de rhGAA, las moléculas de rhGAA
comprenden de media: (a) de 0.4 a 0.6 mol de mono-M6P en el segundo sitio de N-
glicosilacion potencial; (b) de 0.4 a 0.6 mol de bis-M6P en el cuarto sitio de N-
glicosilacion potencial; o (c) de 0.3 a 0.4 mol de mono-M6P en el cuarto sitio de N-
glicosilacion potencial; en donde (a)-(c) se determinan usando LC-MS/MS.

En algunas realizaciones, por mol de rhGAA, las moléculas de rhGAA
comprenden ademas de 4 mol a 7.3 mol de &cido sialico; y, por mol de rhGAA, las
moléculas de rhGAA comprenden de media: (a) de 0.9 a 1.2 mol de &cido siélico en
el tercer sitio de N-glicosilacién potencial; (b) de 0.8 a 0.9 mol de acido sialico en el
quinto sitio de N-glicosilacion potencial; o (c) de 1.5 a 4.2 mol de &cido sidlico en el
sexto sitio de N-glicosilacion potencial; en donde (a)-(c) se determinan usando LC-
MS/MS.

En algunas realizaciones, la poblacion de moléculas de rhGAA se formula en
una composicion farmacéutica que comprende ademas al menos un tampon,
excipiente o portador farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende ademas
al menos un tampoén seleccionado del grupo que comprende un citrato, un fosfato y
una combinacién de los mismos, y al menos un excipiente seleccionado del grupo
gue comprende manitol, polisorbato 80 y una combinacién de los mismos; en donde
la composicion farmacéutica tiene un pH de 5.0 a 7.0.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de 5.0 a
6.0.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende ademas
agua, un agente acidificante, un agente alcalinizante o una combinacién de los
Mismos.

En algunas realizaciones, en la composicién farmacéutica, la poblacién de

moléculas de rhGAA esté presente a una concentracion de 5-50 mg/ml, el al menos
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un tampon es un tampdn de citrato de sodio presente a una concentracion de 10-
100 mM, el al menos un excipiente es manitol presente a una concentracion de 10-
50 mg/mly el polisorbato 80 esté presente a una concentracién de 0.1-1 mg/ml, y la
composicién farmacéutica comprende ademas agua y opcionalmente comprende
un agente acidificante y/o un agente alcalinizante; en donde la composicion
farmacéutica tiene un pH de 6.0.

En algunas realizaciones, en la composicion farmacéutica, la poblacion de
moléculas de rhGAA esta presente a una concentracion de 15 mg/ml, el tampoén de
citrato de sodio esta presente a una concentracion de 25 mM, el manitol esta
presente a una concentracion de 20 mg/ml y el polisorbato 80 esta presente a una
concentracion de 0.5 mg/ml.

En algunas realizaciones, la rhGAA se produce a partir de células de ovario
de hamster chino.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1A muestra un N-glicano con alto contenido de manosa no
fosforilado, un N-glicano mono-M6P y un N-glicano bis-M6P. La FIG. 1B muestra la
estructura quimica del grupo M6P. Cada cuadrado representa N-acetilglucosamina
(GIcNAc), cada circulo representa manosa y cada P representa fosfato.

La FIG. 2A describe el direccionamiento productivo de rhGAA a través de N-
glicanos que llevan M6P a tejidos diana (por ejemplo, tejidos musculares del sujeto
con enfermedad de Pompe). La FIG. 2B describe el aclaramiento de farmaco no
productivo en tejidos no diana (por ejemplo, higado y bazo) o mediante la union de
N-glicanos no M6P a tejidos no diana.

La FIG. 3 es un diagrama esquematico de un proceso de ejemplo para la
fabricacion, captura y purificacion de una proteina lisosémica recombinante.

La FIG. 4 muestra una construccion de ADN para transformar células CHO
con ADN que codifica rhGAA.

La FIG. 5 es un grafico que muestra los resultados de la cromatografia de
afinidad de CIMPR de rhGAA ATB200 con (Realizacion 2) y sin (Realizacion 1)

captura en una columna de intercambio aniénico (AEX, por sus siglas en inglés).



10

15

20

25

30

Las FIG. 6A - FIG. 6H muestran los resultados de un andlisis de N-
glicosilacion especifica de sitio de rhGAA ATB200, usando dos técnicas analiticas
de LC-MS/MS diferentes. La FIG. 6A muestra la ocupacion de sitios de los siete
sitios de N-glicosilacion potenciales para ATB200. La FIG. 6B muestra dos analisis
del perfil de N-glicosilaciéon del primer sitio de N-glicosilacién potencial para ATB200.
La FIG. 6C muestra dos analisis del perfil de N-glicosilacion del segundo sitio de N-
glicosilacion potencial para ATB200. La FIG. 6D muestra dos analisis del perfil de
N-glicosilacion del tercer sitio de N-glicosilacion potencial para ATB200. La FIG. 6E
muestra dos analisis del perfil de N-glicosilacion del cuarto sitio de N-glicosilacion
potencial para ATB200. La FIG. 6F muestra dos analisis del perfil de N-glicosilaciéon
del quinto sitio de N-glicosilacion potencial para ATB200. La FIG. 6G muestra dos
andlisis del perfil de N-glicosilacién del sexto sitio de N-glicosilacion potencial para
ATB200. La FIG. 6H resume el porcentaje relativo de especies monofosforiladas y
bisfosforiladas para el primer, segundo, tercer, cuarto, quinto y sexto sitios de N-
glicosilacion potenciales.

La FIG. 7 es un gréafico que muestra los perfiles de elucion de Polywax de
LUMIZYME® (linea mas fina, que eluye a la izquierda) y ATB200 (linea mas gruesa,
gue eluye a la derecha).

La FIG. 8 es una tabla que muestra un resumen de las estructuras de N-
glicano de LUMIZYME® en comparacion con tres preparaciones diferentes de
rhGAA ATB200, identificadas como BP-rhGAA, ATB200-1 y ATB200-2.

La FIG. 9A y la FIG. 9B son graficos que muestran los resultados de la
cromatografia de afinidad de CIMPR de LUMIZYME® y MYOZYME®,
respectivamente.

La FIG. 10 es un grafico que compara la afinidad de unién a CIMPR de rhGAA
ATB200 (trazo izquierdo) con la de LUMIZYME® (trazo derecho).

La FIG. 11A es un gréafico que compara la actividad de rhGAA ATB200 (trazo
izquierdo) con la actividad de rhGAA LUMIZYME® (trazo derecho) en el interior de
los fibroblastos normales a diversas concentraciones de GAA. La FIG. 11B es una

tabla que compara la actividad de rhGAA ATB200 (trazo izquierdo) con la actividad
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de rhGAA LUMIZYME® (trazo derecho) dentro de los fibroblastos de un sujeto que
tiene la enfermedad de Pompe en diversas concentraciones de GAA. La FIG. 11C
es una tabla que compara la Kcaptacisn de fibroblastos de sujetos normales y sujetos
con enfermedad de Pompe.

La FIG. 12 representa la estabilidad de ATB200 en tampones de pH acido o
neutro evaluada en un ensayo de termoestabilidad usando SYPRO Orange, ya que
la fluorescencia del colorante aumenta cuando las proteinas se desnaturalizan.

La FIG. 13 muestra el contenido de glucégeno tisular de ratones TS o ratones
con inactivacion de Gaa tratados con un vehiculo, alglucosidasa alfa o
ATB200/miglustat, determinado usando digestion con amiloglucosidasa. Las barras
representan la Media + EEM de 7 ratones/grupo. * p<0.05 en comparacion con
alglucosidasa alfa en comparacién multiple usando el método de Dunnett en andlisis
ANOVA unidireccional.

La FIG. 14 representa vesiculas positivas para LAMP1 en fibras musculares
de ratones con inactivacién de Gaa tratados con un vehiculo, alglucosidasa alfa o
ATB200/miglustat o ratones TS. Las imagenes se tomaron del vasto lateral y fueron
representativas de 7 ratones por grupo. Aumento = 200x (1,000x en los recuadros).

La FIG. 15A muestra agregados positivos para LC3 en fibras musculares de
ratones con inactivacion de Gaa tratados con un vehiculo, alglucosidasa alfa o
ATB200/miglustat o ratones TS. Las imagenes se tomaron del vasto lateral y fueron
representativas de 7 ratones por grupo. Aumento = 400x. La FIG. 15B muestra un
analisis por transferencia Western de la proteina LC3 Il. Se carg6 un total de 30 mg
de proteina en cada carril.

La FIG. 16 muestra la expresion de Disferlina en fibras musculares de ratones
con inactivacibon de Gaa tratados con un vehiculo, alglucosidasa alfa o
ATB200/miglustat o ratones TS. Las imagenes se tomaron del vasto lateral y fueron
representativas de 7 ratones por grupo. Aumento = 200x.

La FIG. 17 representa la tincion co-inmunofluorescente de LAMP1 (verde)
(véase, por ejemplo, "B") y LC3 (rojo) (véase, por ejemplo, "A") en fibras individuales

aisladas del gastrocnemio blanco de ratones con inactivacién de Gaa tratados con
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un vehiculo, alglucosidasa alfa o ATB200. "C" representa el aclaramiento de
desechos autofagicos y la ausencia de lisosomas agrandados. Se examind un
minimo de 30 fibras de cada animal.

La FIG. 18 representa la estabilizacion de ATB200 por miglustat a 17 pM y
miglustat 170 uM, respectivamente, en comparacién con ATB200 sola.

Las FIG. 19A — FIG. 19H muestran los resultados de un analisis de N-
glicosilacion de sitio especifico de rhGAA ATB200, incluyendo un perfil de N-
glicosilacion para el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial, usando analisis por
LC-MS/MS de ATB200 digerida por proteasa. Las FIG. 19A — FIG. 19H proporcionan
datos promedio de diez lotes de ATB200 producidos a diferentes escalas.

La FIG. 19A muestra la ocupacion de sitios promedio de los siete sitios de N-
glicosilacion potenciales para ATB200. Los sitios de N-glicosilacion se proporcionan
de acuerdo con la SEQ ID NO: 1. CV = coeficiente de variacion.

Las FIG. 19B - FIG. 19H muestran los andlisis de N-glicosilacién especifica
de sitio de los siete sitios de N-glicosilacion potenciales para ATB200, con niUmeros
de sitio proporcionados de acuerdo con la SEQ ID NO: 5. Las barras representan el
porcentaje maximo y minimo de especies de N-glicanos identificadas como un grupo
de N-glicanos particular para los diez lotes de ATB200 analizados. La FIG. 19B
muestra el perfil de N-glicosilacion del primer sitio de N-glicosilacion potencial para
ATB200. La FIG. 19C muestra el perfil de N-glicosilacién del segundo sitio de N-
glicosilaciéon potencial para ATB200. La FIG. 19D muestra el perfil de N-glicosilacion
del tercer sitio de N-glicosilacién potencial para ATB200. La FIG. 19E muestra el
perfil de N-glicosilacion del cuarto sitio de N-glicosilacion potencial para ATB200. La
FIG. 19F muestra el perfil de N-glicosilacion del quinto sitio de N-glicosilacion
potencial para ATB200. La FIG. 19G muestra el perfil de N-glicosilacion del sexto
sitio de N-glicosilacién potencial para ATB200. La FIG. 19H muestra el perfil de N-
glicosilacion del séptimo sitio de N-glicosilacion potencial para ATB200.

Las FIG. 20A — FIG. 20B caracterizan adicionalmente y resumen el perfil de
N-glicosilacién del ATB200, como también se muestra en las Fig. 19A-19H. La FIG.

20A muestra el mapeo de glicanos de acido 2-antranilico (2-AA) y el analisis por
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LC/MS-MS de ATB200 y resume las especies de N-glicanos identificadas en
ATB200 como porcentaje de la fluorescencia total. En la Tabla 6 también se
representan datos del mapeo de glicanos 2-AA y del analisis por LC-MS/MS. La
FIG. 20B resume la ocupacion de sitios promedio y el perfil de N-glicanos promedio,
incluyendo la fosforilacién, la monofosforilacion, la bisfosforilacion y la sialilacion
totales, para los siete sitios de N-glicosilacion potenciales para ATB200. ND = no
detectado.

La FIG. 21 muestra el esquema de disefio del estudio ATB200-03.

La FIG. 22 muestra las caracteristicas basales de distancia caminada en 6
minutos (6MWD) y capacidad vital forzada (FVC) en sedestacion de los 122 sujetos
que participaron en el estudio ATB200-03. Grupo de AT-GAA: sujetos que recibieron
el tratamiento con ATB200/miglustat; Grupo de alglucosidasa alfa: sujetos que
recibieron el tratamiento con alglucosidasa alfa/placebo.

La FIG. 23A representa los datos de 6MWD y FVC, que muestran el valor
basal, el cambio con respecto al valor basal ("CFBL", por sus siglas en inglés) en la
semana 52, la diferencia y el valor de P, para la poblacion global (n=122). Grupo de
AT-GAA: sujetos que recibieron el tratamiento con ATB200/miglustat; Grupo de
alglucosidasa alfa: sujetos que recibieron el tratamiento con alglucosidasa
alfa/placebo.

La FIG. 23B representa los datos de 6MWD y FVC que muestran el cambio
con respecto al valor basal a lo largo del tiempo para la poblacion global (n=122).
Grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat: sujetos que recibieron el tratamiento con
ATB200/miglustat; Alglucosidasa alfa/placebo: sujetos que recibieron el tratamiento
con alglucosidasa alfa/placebo.

La FIG. 24 representa los datos de 6MWD y FVC, que muestran el valor
basal, el CFBL en la semana 52, la diferencia y el valor de P, para la poblacion con
experiencia con ERT (n=95). Grupo de AT-GAA: sujetos que recibieron el
tratamiento con ATB200/miglustat; Grupo de alglucosidasa alfa: sujetos que

recibieron el tratamiento con alglucosidasa alfa/placebo.
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La FIG. 25 representa los cambios de 6MWD y FVC con respecto al valor
basal en la semana 12, la semana 26, la semana 38 y la semana 52, para la
poblacion con experiencia con ERT (n=95).

La FIG. 26A representa los datos de 6MWD y FVC, que representan el valor
basal, el CFBL en la semana 52, la diferencia y el valor de P, para la poblacion sin
tratamiento previo con ERT (n=27). Grupo de AT-GAA: sujetos que recibieron el
tratamiento con ATB200/miglustat; Grupo de alglucosidasa alfa: sujetos que
recibieron el tratamiento con alglucosidasa alfa/placebo.

La FIG. 26B representa los datos de 6MWD y FVC que muestran el cambio
con respecto al valor basal a lo largo del tiempo para la poblacién sin tratamiento
previo con ERT (n=27). Grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat: sujetos que
recibieron el tratamiento con ATB200/miglustat; Alglucosidasa alfa/placebo: sujetos
gue recibieron el tratamiento con alglucosidasa alfa/placebo.

La FIG. 27 representa las caracteristicas basales de los criterios de
valoracion secundarios clave y los biomarcadores para la poblacién global y la
poblacion con experiencia con ERT. Grupo de AT-GAA: sujetos que recibieron el
tratamiento con ATB200/miglustat; Grupo de alglucosidasa alfa: sujetos que
recibieron el tratamiento con alglucosidasa alfa/placebo.

La FIG. 28 representa los cambios del ensayo muscular manual (MMT, por
sus siglas en inglés) inferior con respecto al valor basal en la semana 12, la semana
26, la semana 38 y la semana 52, para la poblacién global (izquierda) y la poblacién
con experiencia con ERT (derecha).

La FIG. 29 representa los cambios de marcha, escaleras, Gowers, silla
(GSGC, por sus siglas en inglés) con respecto al valor basal en la semana 12, la
semana 26, la semana 38 y la semana 52, para la poblacion global (izquierda) y la
poblaciébn con experiencia con ERT (derecha). Grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat: sujetos que recibieron el tratamiento con ATB200/miglustat;
Alglucosidasa alfa/placebo: sujetos que recibieron el tratamiento con alglucosidasa

alfa/placebo.
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La FIG. 30 representa el sistema de informacion de medicion de resultados
informados por los pacientes (PROMIS) para los cambios en la funcion fisica con
respecto al valor basal en la semana 12, la semana 26, la semana 38 y la semana
52, para la poblacion global (izquierda) y la poblacion con experiencia con ERT
(derecha).

La FIG. 31 representa el PROMIS para los cambios en la fatiga con respecto
al valor basal en la semana 12, la semana 26, la semana 38 y la semana 52, para
la poblacion global (izquierda) y la poblacién con experiencia con ERT (derecha).

La FIG. 32 representa los cambios del biomarcador creatina cinasa (CK) con
respecto al valor basal en la semana 12, la semana 26, la semana 38 y la semana
52, para la poblacion global (izquierda) y la poblacién con experiencia con ERT
(derecha).

La FIG. 33 representa los cambios del biomarcador tetrasacarido de hexosa
(Hex4) en orina con respecto al valor basal en la semana 12, la semana 26, la
semana 38 y la semana 52, para la poblacion global (izquierda) y la poblacion con
experiencia con ERT (derecha).

La FIG. 34 muestra el mapa de calor de los criterios de valoracion primarios,
secundarios y de biomarcadores para la poblacién global (izquierda) y la poblacién
con experiencia con ERT (derecha). Grupo de AT-GAA: sujetos que recibieron el
tratamiento con ATB200/miglustat; Grupo de alglucosidasa alfa: sujetos que
recibieron el tratamiento con alglucosidasa alfa/placebo.

La FIG. 35 resume los datos de seguridad del estudio ATB200-03. Grupo de
AT-GAA: sujetos que recibieron el tratamiento con ATB200/miglustat; Grupo de
alglucosidasa alfa: sujetos que recibieron el tratamiento con alglucosidasa
alfa/placebo. TEAE: acontecimiento adverso emergente del tratamiento, por sus
siglas en inglés; IAR: reaccion asociada a la infusion, por sus siglas en inglés.

La FIG. 36 resume los resultados del estudio ATB200-03.

La FIG. 37 describe los objetivos del estudio y los métodos estadisticos del
estudio ATB200-03.
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La FIG. 38 describe los criterios de valoracion primarios y secundarios del
estudio ATB200-03.

La FIG. 39 resume la disposicion de los pacientes del estudio ATB200-03.

La FIG. 40 resume los datos demograficos basales del estudio ATB200-03.

La FIG. 41 muestra analisis de subgrupos para el cambio con respecto al
valor basal en 6MWD y FVC por estado basal en la poblacion global (n=122)
(Conjunto A) y pacientes con experiencia con ERT (n=95) (Conjunto B) en el estudio
ATB200-03.

La FIG. 42 muestra una lista de acontecimientos adversos emergentes del
tratamiento (TEAE) en = 10 % de los pacientes de cualquier grupo en el estudio
ATB200-03.

La FIG. 43 muestra el disefio del estudio para el estudio de Fase I/ll ATB200-
02. El asterisco indica que la ERT previa fue con alglucosidasa alfa 20 mg/kg C.2.S.
C.2.S., cada 2 semanas

La FIG. 44 muestra un resumen de los criterios de valoracion y cohortes
informados para el estudio ATB200-02.

La FIG. 45 muestra las caracteristicas basales y la disposicion de los
pacientes para el estudio ATB200-02. El asterisco indica que 1 paciente sin
tratamiento previo con ERT habia recibido 1 dosis de alglucosidasa alfa >6 meses
antes de entrar en el estudio. M significa metros; H:M significa relacion
hombre:mujer; N/A significa no aplicable; DE significa desviacion estandar.

Las FIG. 46A — FIG. 46D muestran el cambio medio con respecto al valor
basal (CFBL) en la distancia caminada en 6 minutos (6MWD) a lo largo del tiempo
en sujetos con experiencia con ERT (FIG. 46A, 46 C) y sin tratamiento previo con
ERT (FIG. 46B, 46D) en el estudio ATB200-02.

Las FIG. 47A — FIG. 47B muestran el cambio medio con respecto al valor
basal (CFBL) en el porcentaje predicho de capacidad vital forzada (FVC) en
sedestacion a lo largo del tiempo en sujetos con experiencia con ERT (FIG. 47A) y
sin tratamiento previo con ERT (FIG. 47B) en el estudio ATB200-02.
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Las FIG. 48A — FIG. 48B muestran el cambio medio con respecto al valor
basal (CFBL) en la puntuacion de extremidades inferiores de ensayo muscular
manual (MMT) a lo largo del tiempo en sujetos con experiencia con ERT (FIG. 48A)
y sin tratamiento previo con ERT (FIG. 48B) en el estudio ATB200-02.

Las FIG. 49A — FIG. 49B muestran el porcentaje de cambio medio con
respecto a el valor basal (CFBL) en los niveles de tetrasacarido de hexosa (Hex4)
en orina (FIG. 49A) y en los niveles de creatina cinasa (CK) en plasma (FIG. 49B)
en sujetos con experiencia con ERT y sin tratamiento previo con ERT en el estudio
ATB200-02.

La FIG. 50 muestra un resumen de los acontecimientos adversos emergentes
del tratamiento (TEAE) en el estudio ATB200-02. El asterisco indica linfoma difuso
de linfocitos B grandes. IAR significa reaccidn asociada a la infusion; TEAE significa
acontecimiento adverso emergente del tratamiento con fecha de inicio en o después
de la primera dosis del farmaco de estudio.

La FIG. 51 muestra una comparacion de los efectos a largo plazo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat y avalglucosidasa alfa sobre el cambio con respecto
al valor basal para la 6MWD vy el porcentaje predicho de FVC (sedestacion) en
sujetos con experiencia con ERT.

La FIG. 52 muestra una comparacién de los efectos a largo plazo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat y avalglucosidasa alfa sobre el cambio con respecto
al valor basal para la 6MWD vy el porcentaje predicho de FVC (sedestacion) en
sujetos sin tratamiento previo con ERT.

Las FIG. 53A — FIG. 53B muestran el porcentaje predicho del ensayo de
caminata de 6 minutos (6MWT, por sus siglas en inglés) durante el tratamiento de
sujetos con experiencia con ERT con alglucosidasa alfa. La FIG. 53B muestra los
datos vueltos a representar de la FIG. 53A s6lo a partir del afio 2 en adelante.

La FIG. 54 muestra el porcentaje predicho de FVC durante el tratamiento de

sujetos con experiencia con ERT con alglucosidasa alfa.
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La FIG. 55 muestra un resumen de los criterios de valoracion y cohortes para
la Cohorte 2 (pacientes con experiencia con ERT no ambulatorios) del estudio
ATB200-02.

La FIG. 56 muestra las caracteristicas basales y la disposicion de los
pacientes para la Cohorte 2 (pacientes con experiencia con ERT no ambulatorios)
del estudio ATB200-02. EIl asterisco indica que la evaluacion basal es el ultimo
resultado no ausente en o antes de la administracion de la primera dosis de la
medicacion del estudio (dosis de coadministracion de cipaglucosidasa alfa 20 mg/kg
+ 260 mg de miglustat). H:M significa relacion hombre:mujer; DE significa
desviacion estandar.

La FIG. 57 muestra el cambio con respecto al valor basal (CFBL) en el
porcentaje predicho de capacidad vital forzada (FVC) en sedestacion a lo largo del
tiempo en la Cohorte 2 (pacientes con experiencia con ERT no ambulatorios).

La FIG. 58 muestra un resumen de los acontecimientos adversos emergentes
del tratamiento (TEAE) para la Cohorte 2 (pacientes con experiencia con ERT no
ambulatorios) en el estudio ATB200-02. El asterisco indica urticaria considerada
como IAR. IAR significa reaccion asociada a la infusion; TEAE significa
acontecimiento adverso emergente del tratamiento con fecha de inicio en o después
de la primera dosis del farmaco de estudio.

La FIG. 59 muestra las caracteristicas basales de los siete estudios clinicos
identificados por la revision bibliogréfica sistematica (SLR, por sus siglas en inglés)

La FIG. 60 muestra los resultados de eficacia longitudinales frente al ensayo
para la 6MWD (m) y FVC (% predicho) segun los cambios con respecto al valor
basal para cada uno de los estudios identificados.

La FIG. 61 muestra una Red para la 6MWD (m) y FVC en sedestacion (%
predicho).

La FIG. 62 muestra un diagrama de bosque de las estimaciones del efecto
relativo con intervalos de credibilidad del 95 % para la 6MWD en el escenario del

caso base (andlisis principal).
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La FIG. 63 muestra un diagrama de bosque de las estimaciones del efecto
relativo con intervalos de credibilidad del 95 % para la FVC en el escenario del caso
base (andlisis principal).

La FIG. 64 muestra un diagrama de bosque de las estimaciones del efecto
relativo con intervalos de credibilidad del 95 % para la 6MWD segun la duracion de
la ERT.

La FIG. 65 muestra un diagrama de bosque de las estimaciones del efecto
relativo con intervalos de credibilidad del 95 % para la FVC segun la duracién de la
ERT.

La FIG. 66 muestra un diagrama de bosque de las estimaciones del efecto
relativo con intervalos de credibilidad del 95 % para la 6MWD en el escenario del
caso base (analisis de sensibilidad).

La FIG. 67 muestra un diagrama de bosque de las estimaciones del efecto
relativo con intervalos de credibilidad del 95 % para la FVC en el escenario del caso
base (andlisis de sensibilidad).

La FIG. 68 muestra el disefio del estudio y la disposicion de los pacientes
para el estudio ATB200-07.

La FIG. 69 resume los datos demograficos basales del estudio ATB200-07.

Las FIG. 70A-70B muestran el cambio medio con respecto al valor basal en
el % predicho de 6MWD (FIG. 70A) y en 6MWD (FIG. 70B) para pacientes con
experiencia con ERT y sin tratamiento previo con ERT en el estudio ATB200-07.

La FIG. 71 muestra el cambio medio con respecto al valor basal de %
predicho de FVC para los pacientes con experiencia con ERT y sin tratamiento
previo con ERT en el estudio ATB200-07

La FIG. 72 muestra el cambio medio con respecto al valor basal en la CK
sérica para los pacientes con experiencia con ERT y sin tratamiento previo con ERT
en el estudio ATB200-07

La FIG. 73 muestra el cambio medio con respecto al valor basal en la Hex4
en orina para los pacientes con experiencia con ERT y sin tratamiento previo con
ERT en el estudio ATB200-07.
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La FIG. 74 muestra el resumen del estudio ATB200-07.

La FIG. 75 es un grafico que muestra las distribuciones de N-glicanos
marcados con 2-AA identificadas por andlisis por LC-FLD para alglucosidasa alfa y
tres preparaciones de cipaglucosidasa alfa.

La FIG. 76A representa el control de carga de proteinas de una transferencia
Western para alglucosidasa alfa tratada con simulacion, cipaglucosidasa alfa
tratada con simulacion y cipaglucosidasa alfa tratada con fosfatasa acida puarpura
(PAP). La Fig. 76B muestra una transferencia Western que representa los niveles
de proteina GAA de las muestras mostradas en 76A. 76C muestra una variacion de
una transferencia Western lejano para determinar la union a CIMPR para las
muestras en 76A. 76D es un gréfico que muestra la actividad de la enzima 4MU-a-
glucosidasa para las muestras mostradas en 76A.

La Fig. 77A es un grafico que muestra la captacion de rhGAA internalizada
en el interior de mioblastos de musculo esquelético a diversas concentraciones de
rhGAA. La Fig. 77B compara la actividad GAA de fibroblastos derivados de
pacientes con enfermedad de Pompe en el interior para alglucosidasa alfa tratada
con simulacion, cipaglucosidasa alfa tratada con simulacién y cipaglucosidasa alfa
tratada con PAP a una concentracion de GAA de 20 nM. La Fig. 77C es una
transferencia Western que representa el contenido de GAA de lisados celulares
mostrados en la Fig. 77B después de la captacion.

La Fig. 78 es un grafico que muestra el efecto de la administracion de
cipaglucosidasa alfa (20 mg/kg, 12 inyecciones quincenales en embolada) a largo
plazo frente a alglucosidasa alfa sobre el tamafio de las fibras musculares mediante
el didametro de fibras (FD) minimo medio en el cuadriceps de ratones con
inactivacion de Gaa.

La Fig. 79 ilustra un esquema de disefio para el Estudio ATB200-02.

La Fig. 80 ilustra un esquema de disefio para el Estudio ATB200-03.

La Fig. 81 es un grafico de lineas para la media (EE) de MC del cambio con

respecto al valor basal en la puntuacién de extremidades inferiores de MMT a lo
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largo del tiempo (Poblacion ITT-LOCF) para la poblacién sin tratamiento previo con
ERT, excluyendo los sujetos 4005-2511 en el Estudio ATB200-03.

La Fig. 82 es un grafico de lineas para la media (EE) de MC del cambio con
respecto al valor basal en la puntuacion total de PROMIS-Funcioén fisica a lo largo
del tiempo (Poblaciéon ITT-LOCF) para la poblacion sin tratamiento previo con ERT,
excluyendo los sujetos 4005-2511 en el Estudio ATB200-03.

La Fig. 83 es un gréafico de lineas para la media (EE) de MC del cambio en la
puntuacion total de PROMIS-Fatiga (Poblacion ITT-LOCF) para la poblacién sin
tratamiento previo con ERT, excluyendo los sujetos 4005-2511 en el Estudio
ATB200-03.

La Fig. 84 es un gréfico de lineas para la media (EE) de MC del cambio con
respecto al valor basal en la puntuacion total de GSGC a lo largo del tiempo
(Poblacion ITT-LOCF) para la poblacion sin tratamiento previo con ERT, excluyendo
los sujetos 4005-2511 en el Estudio ATB200-03.

La Fig. 85 es un gréfico de barras que resume todos los criterios de valoracion
para la poblacién de ITT excluyendo al sujeto atipico 4005-2511 en el Estudio
ATB200-03.

La Fig. 86 es un grafico de barras que ilustra el bienestar fisico global de
SGIC en la semana 52 en comparacion con el valor basal en el Estudio ATB200-03.

La Fig. 87A es un grafico de barras que ilustra la proporcion de sujetos con
cambio con respecto al valor basal en la semana 52 en 6MWD (metros) agrupados
por intervalos consolidados (ITT-LOCF excluyendo al sujeto 4005-2511) en el
Estudio ATB200-03. La Fig. 87B es un grafico de barras que ilustra la proporcién de
sujetos con cambio con respecto al valor basal en la semana 52 en el % Predicho
de FVC en Sedestacion agrupados por intervalos consolidados (ITT-LOCF
excluyendo al sujeto 4005-2511) en el Estudio ATB200-03. La Fig. 87C es un grafico
de barras que ilustra la proporcion de sujetos con respuestas compuestas tanto en
6MWD como en el % Predicho de FVC en la semana 52 (ITT-LOCF excluyendo al
sujeto 4005-2511) en el Estudio ATB200-03.
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La Fig. 88 es un grafico de lineas para la Media (+ EE) del cambio con
respecto al valor basal del Estudio ATB200-03 a lo largo del tiempo en 6MWD
(metros) para la poblacion de OLE-ES excluyendo al sujeto 4005-2511 como se
proporciona en el Estudio ATB200-07.

La Fig. 89 es un grafico de lineas para la media (+ EE) del cambio con
respecto al valor basal del Estudio ATB200-03 a lo largo del tiempo en el % predicho
de FVC en sedestacion para la poblacién de OLE-ES excluyendo al sujeto 4005-
2511 como se proporciona en el Estudio ATB200-07.

La Fig. 90A es un grafico de lineas para la Media (+ EE) del cambio con
respecto al valor basal del Estudio ATB200-03 a lo largo del tiempo en CK (U/l) para
la poblacion de OLE-ES excluyendo al sujeto 4005-2511 como se proporciona en el
Estudio ATB200-07. La Fig. 90B es un gréfico de lineas para la Media (+ EE) del
cambio con respecto al valor basal del Estudio ATB200-03 a lo largo del tiempo en
Hex4 (mmol/mol de creatinina) para la poblaciéon de OLE-ES excluyendo al sujeto
4005-2511 como se proporciona en el Estudio ATB200-07.

DESCRIPCION DETALLADA

En el presente documento se proporcionan meétodos para tratar la
enfermedad de Pompe que comprenden administrar a un individuo una a-
glucosidasa humana recombinante (rhGAA) y un estabilizador enzimatico, en donde
los métodos proporcionan beneficios a largo plazo (por ejemplo, mejora y/o
estabilizacién de la funcidon motora, la fuerza muscular y/o la funcién pulmonar). Los
métodos proporcionados en el presente documento también tienen un perfil de
seguridad favorable. Los beneficios prolongados de los métodos proporcionados en
el presente documento son una mejora de las opciones actuales de terapia de
reemplazo enziméatico (ERT) para el tratamiento de la enfermedad de Pompe.

Las opciones de ERT actuales para tratar la enfermedad de Pompe ofrecen
mejoras de duracion limitada, seguidas de un declive lento. En 2012, se realizé una
revision sistematica de todos los estudios realizados en sujetos con enfermedad de
Pompe de inicio tardio (LOPD, por sus siglas en inglés) (Toscano y Schoser, (2013)
J Neurol 260, 951-959). La revision incluyd datos de 368 sujetos con LOPD de
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estudios publicados, incluyendo 27 sujetos juveniles (intervalo de edad: de 2 a 17
afos) y 251 sujetos adultos que recibieron alglucosidasa alfa durante al menos los
2 afos anteriores. Los resultados indicaron que > 30 % de los sujetos no mostraron
una mejora inicial durante el tratamiento con alglucosidasa alfa y siguieron
experimentando un deterioro de las funciones musculares y respiratorias a pesar
del tratamiento. En el grupo de sujetos que respondieron inicialmente al tratamiento
con alglucosidasa alfa, varios estudios adicionales a mas largo plazo mostraron que
las mejoras por lo general duraban sé6lo aproximadamente 2 afios. A partir de
entonces, los sujetos se estabilizaron antes de comenzar a decaer progresivamente.

En 2012, el programa de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias del Reino
Unido, como parte del Instituto Nacional de Investigacion Sanitaria (Wyatt et al.,
(2012) Health Technol Assess 16(39), public6 recomendaciones extraidas de la
revision de los datos longitudinales para 81 pacientes con enfermedad de Pompe
(incluyendo las formas de inicio infantil y tardio (nifios y adultos) que recibieron el
tratamiento de referencia de ERT aprobado actual, alglucosidasa alfa. Se evaluaron
marcadores clave de la progresion de la enfermedad de Pompe (capacidad vital
forzada, dependencia de ventilacion, movilidad, Ensayo de marcha de 6 minutos,
fuerza muscular e indice de masa corporal) y se modelaron a lo largo del tiempo del
tratamiento con terapia de alglucosidasa alfa. Los resultados de esta evaluacion
indicaron que se produjeron mejoras en la FVC, la distancia caminada en 6 minutos
y la fuerza muscular de los pacientes con LOPD durante los 2 primeros afios
después del comienzo de la ERT con alglucosidasa alfa, y que se produjo un declive
con la continuacion del tratamiento mas alld de este plazo. Adicionalmente, un
estudio de 3 afios en 38 sujetos con LOPD que recibieron alglucosidasa alfa mostré
gue los sujetos demostraron una mejora de la funcion motora en el primer afio de
tratamiento, que se mantuvo en general estable en el segundo afio y comenzé a
decaer en el tercer afio (Regnery et al., (2012) Journal of Inherited Metabolic
Disease 35: 837-845).

Ademas, un informe que proporciona un seguimiento de 10 afios de un

estudio de Fase 3 de LUMIZYME® (Sanofi Genzyme) mostré6 que después de
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experimentar cierta mejora de la funcion motora y pulmonar durante el primer par
de afos de tratamiento, los sujetos comenzaron a decaer lentamente con el
tratamiento en curso (van der Ploeg et al., (2017) European journal of neurology
24.6: 768-e31). En el estudio, desde el tercer al sexto afio de tratamiento, hubo un
descenso promedio de aproximadamente el 10 % en el porcentaje predicho de la
distancia caminada en 6 minutos, y aproximadamente el 80 % de los sujetos
experimentaron un declive.

El problema de tolerabilidad mas grave de la alglucosidasa alfa es la
aparicion de reacciones asociadas a la infusion (RAIl), que, en algunos casos
pueden incluir anafilaxia potencialmente mortal u otras respuestas alérgicas graves
(Resumen de las caracteristicas del producto MYOZYME®, diciembre de 2018). El
tratamiento de estos acontecimientos incluye la reduccion de la dosis, la las tasas
de infusién reducidas y la prolongacion de los tiempos de infusion, asi como la
interrupcion o suspension de la dosis. También se usa regularmente la
premedicacion con antihistaminicos y corticoides (antes de la infusion) para prevenir
y reducir la aparicion y la gravedad de las IAR y las hipersensibilidades relacionadas
con la infusién de alglucosidasa alfa. A pesar de estas medidas, los pacientes con
enfermedad de Pompe pueden seguir experimentando IAR, y algunos no pueden
tolerar infusiones regulares de la ERT aprobada actualmente.

En 2017, el Consorcio Europeo de Pompe, una red de expertos de 11 paises
europeos en el campo de la enfermedad de Pompe, realiz6 una revision sistematica
de la bibliografia (van der Ploeg et al., (2017) European journal of neurology 24.6:
768-e31). A partir de los datos obtenidos de un estudio clinico y 43 estudios
observacionales, que abarcan un total de 586 sujetos adultos individuales, el
consorcio evalud las pruebas de un efecto de la ERT a nivel de grupo. El consenso
actual del Consorcio Europeo de Pompe es interrumpir el tratamiento con ERT tras
la aparicion de IAR graves o un empeoramiento clinico progresivo de los sintomas
de la enfermedad, asi como la aparicion de titulos elevados de anticuerpos
neutralizantes (Ab), que inactivan eficazmente el tratamiento con ERT existente. La

recomendacion de consenso del Consorcio Europeo de Pompe también incluyé la
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consideracion de reiniciar el tratamiento con ERT si la progresion de la enfermedad
y el empeoramiento clinico reaparecen después de haber detenido la ERT.

La captacion celular de una molécula de rhGAA se ve facilitada por el hidrato
de carbono especializado, manosa-6-fosfato (M6P), que se une al receptor de
manosa-6-fosfato independiente de cationes (CIMPR, por sus siglas en inglés)
presente en las células diana, tales como las células musculares. Tras la union, la
molécula de rhGAA es recogida por las células diana y posteriormente se transporta
a los lisosomas dentro de las células. Sin embargo, la mayoria de los productos de
rhGAA convencionales carecen de un alto contenido total de N-glicanos que llevan
mono-M6P y bis-M6P (es decir, N-glicanos que llevan un resto de M6P o N-glicanos
que llevan dos restos de M6P, respectivamente), lo que limita su captacién celular
através de CIMPR y el suministro lisosomico, haciendo que la terapia de reemplazo
enzimatico convencional no sea suficientemente eficaz. Por ejemplo, aunque los
productos de rhGAA convencionales a dosis de 20 mg/kg o superiores mejoran
algunos aspectos de la enfermedad de Pompe, no son capaces de tratar
adecuadamente, entre otras cosas, (i) la disfuncion celular subyacente, (ii)
restablecer la estructura muscular o (iii) reducir el glucégeno acumulado en muchos
tejidos diana, tales como los musculos esqueléticos, para revertir la progresion de
la enfermedad. Ademas, dosis mayores pueden imponer cargas adicionales al
sujeto, asi como a los profesionales médicos que tratan al sujeto tal como alargar el
tiempo de infusion necesario para administrar rhGAA por via intravenosa.

La glicosilacion de GAA o rhGAA puede modificarse enzimaticamente in vitro
por la fosfotransferasa y enzimas de descubrimiento descritas por Canfield, et al.,
Patente de los EE.UU. N.° 6,534,300,para generar grupos M6P. Sin embargo, la
glicosilaciéon enzimatica no se puede controlar adecuadamente y puede producir
rhGAA que tenga propiedades inmunitarias y farmacoldgicas no deseables. Las
rhGAA modificadas enzimaticamente pueden contener sélo oligosacaridos con alto
contenido de manosa que potencialmente podrian fosforilarse enzimaticamente in
vitro con una fosfotransferasa o una enzima descubridora. Los modelos de

glicosilaciéon producidos por el tratamiento enzimatico in vitro de GAA son
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problematicos debido a los restos manosa terminales adicionales, particularmente
restos manosa terminales no fosforilados que afectan negativamente a la
farmacocinética de la rhGAA modificada. Cuando un producto enzimaticamente
modificado de este tipo se administra in vivo, estos grupos manosa aumentan el
aclaramiento no productivo de la GAA, aumentan la absorcion de la GAA modificada
enzimaticamente por las células inmunitarias y reducen la eficacia terapéutica de la
rhGAA debido a la menor cantidad de GAA que llega a los tejidos diana, tales como
miocitos de musculo esquelético. Por ejemplo, restos manosa no fosforilados
terminales son ligandos conocidos para los receptores de manosa en el higado y el
bazo, lo que conduce a un rapido aclaramiento de la rhGAA enzimaticamente
modificada y a un direccionamiento reducido de rhGAA al tejido diana. Ademas de
ello, el modelo de glicosilaciéon de GAA enzimaticamente modificada que tiene N-
glicanos con alto contenido de manosa con restos manosa no fosforilados
terminales se asemeja a las glicoproteinas producidas en levaduras y mohos, y
aumenta el riesgo de desencadenar respuestas inmunitarias o alérgicas tales como
reacciones alérgicas (anafilacticas) graves o de hipersensibilidad potencialmente
mortales, debido a la rhGAA enziméaticamente modificada.

En comparacion con los productos de rhGAA recombinante convencionales
y la rhGAA fosforilada in vitro, la rhGAA utilizada en la terapia de dos componentes
de acuerdo con la presente divulgacion tiene un perfil de N-glicanos optimizado para
la biodistribucion y la captacion lisosdmica potenciadas, minimizando de este modo
el aclaramiento no productivo de la rhGAA una vez administrada. La presente
divulgacion proporciona a los pacientes con Pompe estables o en declive una
terapia eficaz que invierte la progresion de la enfermedad a nivel celular, incluyendo
el aclaramiento del glucégeno lisosémica de forma mas eficiente que el tratamiento
de referencia actual. Los pacientes tratados con la terapia de dos componentes de
la presente divulgacion que comprende rhGAA y un estabilizador enzimatico (por
ejemplo, miglustat) presentan mejoras significativos de la salud, incluyendo mejoras
y/o estabilizacién de la fuerza muscular, la funcion motora y/o la funcion pulmonar,

y/o incluyendo una reversion de la progresion de la enfermedad.



10

15

20

25

30

26

Ademas, una comparacion de tres ensayos clinicos aleatorizados (LOTS:
alglucosidasa alfa frente a placebo; COMET: avalglucosidasa alfa frente a
alglucosidasa alfa; y PROPEL: cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa
alfa) comparten la 6MWD vy el % predicho de FVC como criterios de valoracion
primarios o0 secundarios clave. Usando datos de pacientes del ensayo clinico
aleatorizado (RCT, por sus siglas en inglés) PROPEL, mas los datos agregados
publicados de otros RCT, ensayos de Fase I/ll y ensayos de extension abiertos, se
realiz6 una metarregresion en red multinivel, ajustando para diversas covariables
basales, incluyendo la duracién del ERT previo. El escenario del caso base tenia
covariables que se asemejaban a las de la poblacion de PROPEL (sin tratamiento
previo y con experiencia con ERT) y analizaba el cambio de 6MWD y FVC con
respecto al valor basal a las 52 semanas. Cipaglucosidasa alfa/miglustat se vio
favorecida frente a alglucosidasa alfa y avalglucosidasa alfa parala 6MWD y la FVC,
con efectos relativos de 6MWD de 16.3 metros (intervalo de confianza del 95 %:
9.6-24.3) y 29.5 metros (7.4-52.6), respectivamente, y efectos relativos de FVC del
3.1% (2.4-3.8) y 2.8 % (1.0-4.6), respectivamente. Para los sujetos sin tratamiento
previo, los efectos relativos de cipaglucosidasa alfa/miglustat siguieron siendo
significativos para ambos criterios de valoracion, excepto cipaglucosidasa
alfa/miglustat frente a Aval para la FVC: 0.4 % (-0.8-1.7). Estos resultados sugieren
que cipaglucosidasa alfa/miglustat puede diferenciarse clinicamente en pacientes
con LOPD en criterios de valoracion motores y respiratorios clave, particularmente
en la poblacion con experiencia con ERT.

DEFINICIONES

Los términos utilizados en la presente memoria descriptiva generalmente
tienen sus significados habituales en la técnica, dentro del contexto de la presente
divulgacién y en el contexto especifico en donde se usa cada término. A
continuacion, o en cualquier otra parte en la memoria descriptiva, se analizan
algunos términos o0 expresiones para proporcionar una orientacion adicional al
experto para describir las composiciones y métodos de la divulgacion y cémo

producirlos y usarlos. Los articulos "un" y "una" se refieren a uno o mas de uno (es
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decir, al menos a uno) del objeto gramatical del articulo. El término "o0" significa, y
se usa indistintamente con, el término "y/0", a menos que el contexto indique
claramente otra cosa. En esta memoria descriptiva, el uso del singular incluye el
plural a menos que se indique especificamente lo contrario. Ademas, el uso del
término "incluye”, asi como otras formas, tales como "incluyen” e "incluido”, no son
limitantes. Se entendera que cualquier intervalo descrito en el presente documento
incluye los puntos finales y todos los valores entre los puntos finales. En la presente
memoria descriptiva, excepto cuando el contexto requiere otra cosa debido al
lenguaje expreso o la implicacidén necesaria, la palabra "comprender" o variaciones
tales como "que comprende" se usa en un sentido inclusivo, es decir, para
especificar la presencia de las caracteristicas indicadas, pero sin excluir la presencia
o adicion de otras caracteristicas en diversas realizaciones de la divulgacion.

El término "GAA" se refiere a a-glucosidasa acida humana (GAA), enzima
que cataliza la hidrdlisis de enlaces a-1,4 y a-1,6-glucosidicos de glucégeno
lisosbmico, asi como a variantes de insercion, relacion o sustitucion de las
secuencias de aminoacidos de GAA y fragmentos de una secuencia de GAA mas
larga que ejerce actividad enzimatica. La a-glucosidasa acida humana esta
codificada por el gen GAA (ID del Gen del National Centre for Biotechnology
Information (NCBI) 2548), que se ha mapeado en el brazo largo del cromosoma 17
(ubicacién 17925.2-g25.3). Una secuencia de ejemplo de aminoacidos de GAA es
NP 000143.2, que se incorpora por referencia. Esta divulgacién abarca también
secuencias de ADN que codifican la secuencia de aminoacidos de NP 000143.2. En
el gen de GAA humana se han identificado actualmente mas de 500 mutaciones,
muchas de las cuales se asocian a la enfermedad de Pompe. Las mutaciones que
dan como resultado el plegamiento incorrecto o el procesamiento incorrecto de la
enzima a-glucosidasa acida incluyen T1064C (Leu355Pro) y C2104T (Arg702Cys).
Ademas, las mutaciones de GAA que afectan a la maduracién y el procesamiento
de la enzima incluyen Leu405Pro y Met519Thr. Se necesita el hexapéptido
WIDMNE conservado (SEQ ID N: 7) en los restos de aminoacido 516-521 para la

actividad de la proteina a-glucosidasa acida. Como se usa en el presente
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documento, se pretende que la abreviatura "GAA" se refiera a la enzima a-
glucosidasa acida humana, mientras que se pretende que la abreviatura en cursiva
"GAA" se refiera al gen humano que codifica la enzima a-glucosidasa acida humana.
Se pretende que la abreviatura "Gaa" se refiera a genes no humanos que codifican
enzimas a-glucosidasas acidas no humanas, incluyendo, pero sin limitacion, genes
de rata o ratén, y se pretende que la abreviatura "Gaa" se refiera a enzimas a-
glucosidasas acidas no humanas.

Se pretende que el término "rhGAA" se refiera a la enzima a-glucosidasa
acida humana recombinante y se usa para distinguir la GAA sintética y/o producida
por recombinacion (por ejemplo, GAA producida a partir de células CHO u otras
células hospedadoras transformadas con ADN que codifica GAA) a partir de GAA
enddgena. En consecuencia, la rhGAA no incluye la GAA endbdgena. El término
"rhGAA" abarca una poblacién de moléculas individuales de rhGAA. En el presente
documento se proporcionan caracteristicas de la poblacion de moléculas de rhGAA.
Se pretende que la expresion "producto de rhGAA convencional" se refiera a
productos que contienen alglucosidasa alfa, tal como LUMIZYME® o MYOZYME®,
o avalglucosidasa alfa, tal como NEXVIAZYME®.

La expresion "modificada genéticamente" o el término "recombinante” se
refieren a células, tales como células CHO, que expresan un producto génico
particular, tal como rhGAA, después de la introduccion de un &cido nucleico que
comprende una secuencia codificante que codifica el producto génico, junto con
elementos reguladores que controlan la expresion de la secuencia codificante. La
introduccién del acido nucleico puede lograrse mediante cualquier método conocido
en la técnica, incluyendo el direccionamiento génico y la recombinacion homaloga.
Como se usa en el presente documento, la expresion incluye ademas células que
se han modificado por ingenieria para expresar o sobreexpresar un gen endégeno
0 un producto génico que no es expresado normalmente por dicha célula, por
ejemplo, mediante tecnologia de activacion geénica.

Como se usa en el presente documento, se pretende que la expresion

"alglucosidasa alfa" se refiera a una a-glucosidasa &cida humana recombinante
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identificada como [199-arginina,223-histidina]prepro-a-glucosidasa (humana);
Numero de Registro de los Resimenes Quimicos 420794-05-0. La alglucosidasa
alfa se aprobd para su comercializacion en los Estados Unidos por Sanofi Genzyme,
como los productos LUMIZYME® y MYOZYME®.

Como se usa en el presente documento, se pretende que la expresion
"avalglucosidasa alfa" se refiera a una a-glucosidasa acida humana recombinante
identificada como avalglucosidasa alfa-ngpt; NUmero de Registro de los Resimenes
Quimicos 1802558-87-7. La Avalglucosidasa alfa estd aprobada para su
comercializacién en los Estados Unidos por Sanofi Genzyme, como el producto
NEXVIAZYME®.

Como se usa en el presente documento, se pretende que el término
"ATB200" se refiera a una a-glucosidasa acida humana recombinante descrita en la
Solicitud de Pat. Internacional N.° PCT/2015/053252, la Pat. de los EE.UU. N.°
10,208,299 y la Pat. de los EE.UU. N.° 10,961,522, cuyas divulgaciones se
incorporan en el presente documento por referencia en su totalidad. ATB200
también se denomina "cipaglucosidasa alfa". En algunas realizaciones, "ATB200"
se refiere a una rhGAA con un alto contenido de N-glicanos que llevan mono-M6P
y bis-M6P, que se produce a partir de una estirpe celular GA-ATB200 y se purifica
usando métodos descritos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, se pretende que el término "glicano”
se refiera a un oligosacérido unido covalentemente a un resto de aminoacido en una
proteina o polipéptido. Como se usa en el presente documento, se pretende que la
expresion "N-glicano” o "glicano unido a N" se refiera a una cadena de polisacarido
unida a un resto de asparagina en una proteina o polipéptido mediante un enlace
covalente a un atomo de nitrdgeno del resto de asparagina. En algunas
realizaciones, las unidades de N-glicano unidas a una rhGAA se determinan
mediante cromatografia de liquidos-espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS) utilizando un instrumento tal como el espectrometro de masas Thermo

Scientific™ Orbitrap Velos Pro™, el espectrémetro de masas Thermo Scientific™
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Orbitrap Fusion™ Lumos Tribid™ o el espectrometro de masas Waters Xevo® G2-
XS QTof.

Como se usa en el presente documento, se pretende que la expresion
"glicano que lleva mono-M6P" o "glicano que lleva bis-M6P" se refiera a una unidad
de N-glicano de la clase mono-fosforilada (mono-M6P) o bis-fosforilada (bis-M6P)
como parte de todos los tipos de N-glicano, a menos que se indique especificamente
gue es del tipo de N-glicano de alto contenido de manosa o de la clase de N-glicano
hibrido.

Como se usa en el presente documento, la capacidad vital forzada, o "FVC",
es la cantidad de aire que puede exhalarse por la fuerza de los pulmones de un
sujeto después de que el sujeto realice la respiracion mas profunda posible.

Como se usa en el presente documento, un "ensayo de caminata de seis
minutos” (6MWT) es un ensayo para medir la distancia que un individuo es capaz
de caminar durante un total de seis minutos sobre una superficie dura y plana. El
ensayo se realiza haciendo que el individuo camine lo mas lejos posible en seis
minutos.

Como se usa en el presente documento, un "ensayo de caminata de diez
metros" (LOMWT, por sus siglas en inglés) es un ensayo para medir el tiempo que
tarda una persona con calzado para caminar en caminar diez metros sobre una
superficie plana.

Como se usa en el presente documento, el compuesto miglustat, también
conocido como N-butil-1-desoxinojirimicina NB-DNJ o (2R,3R,4R,5S)-1-butil-2-
(hidroximetil)piperidin-3,4,5-triol, es un compuesto que tiene la siguiente formula
quimica:

OH
N
HO
HO
OH

Como alternativa se muestra como:
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Una formulacion de miglustat se comercializa con el nombre comercial
ZAVESCA® como monoterapia para la enfermedad de Gaucher de tipo 1. En
algunas realizaciones, el miglustat se denomina AT2221.

Como se describe a continuacién, en la presente divulgacion también pueden
usarse sales farmacéuticamente aceptables de miglustat. Cuando se usa una sal
de miglustat, la dosificacion de la sal se ajustard de tal manera que la dosis de
miglustat recibida por el paciente sea equivalente a la cantidad que habria recibido
si se hubiera usado la base libre de miglustat.

Como se usa en el presente documento, el compuesto duvoglustat, también
conocido  como 1-desoxinojirimicina 0 DNJ 0 (2R,3R,4R,5S)-2-
(hidroximetil)piperidin-3,4,5-triol, es un compuesto que tiene la siguiente formula

quimica:

OH

=T

HO
HO

OH |
Como se usa en el presente documento, la expresion "estabilizador

enzimatico" se refiere a una molécula que se une especificamente a la a-

glucosidasa acida y tiene uno o mas de los siguientes efectos:
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o potencia la formacién de una conformacién molecular
estable de la proteina;

o potencia el trafico adecuado de la proteina desde el
reticulo endoplasmico a otra ubicacion celular, preferentemente una
ubicacion celular nativa, para evitar la degradacion de la proteina
asociada al reticulo endoplasmico;

o impide la agregacion de proteinas conformacionalmente
inestables o mal plegadas;

o restablece y/o potencia al menos parcialmente la
funcién, estabilidad y/o actividad de tipo silvestre de la proteina;

o mejora el fenotipo o la funcién de la célula que alberga
la a-glucosidasa acida; y/o

o estabiliza la a-glucosidasa &cida in vitro y/o in vivo (por
ejemplo, en el torrente sanguineo de un paciente).

Los estabilizadores enzimaticos también se conocen en ocasiones como
“"chaperonas farmacolégicas".

Por lo tanto, un estabilizador enzimatico para la a-glucosidasa es una
molécula que se une a la a-glucosidasa &cida, dando como resultado un
plegamiento, transito, no agregacion y/o actividad adecuados de la a-glucosidasa
acida. En al menos una realizacion, el estabilizador enzimatico es miglustat. Otro
ejemplo no limitante de un estabilizador enzimatico para la a-glucosidasa acida es
duvoglustat.

Como se usa en el presente documento, se pretende que la expresion
"farmacéuticamente aceptable” se refiera a entidades y composiciones moleculares
gue son fisiolégicamente tolerables y que generalmente no producen reacciones
adversas cuando se administran a un ser humano. Preferentemente, como se usa
en el presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa
que ha sido aprobada por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o

gue ha sido enumerada en la Farmacopea de Estados Unidos u otras farmacopeas
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reconocidas en general para su uso en animales y, mas particularmente, en seres
humanos. Como se usa en el presente documento, el término "portador” se refiere
a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra un
compuesto. Se conocen en la técnica portadores farmacéuticamente adecuados y,
en al menos una realizacion, se describen en "Remington's Pharmaceutical
Sciences" de E. W. Martin, 18.2 Edicion, u otras ediciones.

Se pretende que la expresion "sal farmacéuticamente aceptable” como se
usa en el presente documento, signifique una sal que es, dentro del alcance del
criterio médico correcto, adecuada para el uso en contacto con los tejidos de seres
humanos y animales inferiores sin la toxicidad, irritacidn y respuesta alérgica
indebidas y similares, acorde con una relacion beneficio/riesgo razonable,
generalmente dispersable o soluble en agua o aceite, y eficaz para su uso previsto.
La expresién incluye sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y
sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables. Se encuentran listas de
sales adecuadas, por ejemplo, en S. M. Berge et al., J. Pharm. Sci., 1977, 66, pags.
1-19, incorporado en el presente documento por referencia. La expresion "sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente
documento, se refiere a aquellas sales que conservan la eficacia biologica y las
propiedades de las bases libres y que no son biolégicamente o de otro modo no
deseables, formadas con acidos inorganicos. La expresion "sal de adicion de base
farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, se refiere a
aguellas sales que conservan la eficacia biolégica y las propiedades de los acidos
libres y que no son biolégicamente o de otro modo no deseables, formadas con
bases inorganicas.

Como se usa en el presente documento, el término "tampdn" se refiere a una
solucion que contiene un acido débil y su base conjugada o una base débil y su
acido conjugado que ayuda a impedir cambios en el pH.

Como se usan en el presente documento, se pretende que las expresiones

"dosis terapéuticamente eficaz" y "cantidad eficaz" se refieran a una cantidad de a-
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glucosidasa y/o de miglustat y/o de una terapia de dos componentes de los mismos,
que es suficiente para dar como resultado una respuesta terapéutica en un sujeto.

La respuesta terapéutica puede incluir también respuestas moleculares tales
como la acumulacion de glucégeno, la proliferacion lisosémica y la formacion de
zonas autofagicas. Las respuestas terapéuticas pueden evaluarse comparando las
respuestas fisiolégicas y moleculares de las biopsias musculares antes y después
del tratamiento con una rhGAA descrita en el presente documento. Por ejemplo, la
cantidad de glucégeno presente en las muestras de biopsia puede usarse como
marcador para determinar la respuesta terapéutica. Otro ejemplo incluye
biomarcadores tales como la proteina asociada al lisosoma 1 (LAMP-1), la cadena
ligera 3 (LC3) de proteina asociada a microtubulos 1 y la Disferlina, que pueden
usarse como indicadores de disfuncion del almacenamiento lisosomico. Los
biomarcadores adicionales incluyen biomarcadores de lesién o dafio muscular tales
como creatina cinasa (CK), lactato deshidrogenasa (LDH), alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), y/o marcadores de
acumulacion de glucdgeno tales como tetrasacarido de hexosa (Hex4) en orina. Por
ejemplo, las biopsias musculares recogidas antes y después del tratamiento con
una rhGAA descrita en el presente documento pueden tefiirse con un anticuerpo
que reconozca uno de los biomarcadores. La respuesta terapéutica puede incluir
también una disminucién de la fatiga o una mejora de otros resultados informados
por los pacientes (por ejemplo, actividades de la vida diaria, bienestar, etc.).

Como se usa en el presente documento, se pretende que la expresion
"terapia de reemplazo enzimético" o "ERT" se refiera a la introducciéon de una
enzima purificada no nativa en un individuo que tiene una deficiencia de dicha
enzima. La proteina administrada se puede obtener de fuentes naturales o por
expresion recombinante. La expresion también se refiere a la introduccién de una
enzima purificada en un individuo que de otro modo requeriria 0 se beneficiaria de
la administracion de una enzima purificada. En al menos una realizacion, dicho
individuo padece insuficiencia enzimatica. La enzima introducida puede ser una

enzima recombinante purificada, producida in vitro, o una proteina purificada a partir
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de un tejido o fluido aislado, tal como, por ejemplo, placenta o leche animal, o de
plantas.

Como se usa en el presente documento, se pretende que la expresion
"terapia de dos componentes” se refiera a cualquier terapia en la que dos o mas
terapias individuales se administran de forma simultdnea o secuencial. En alguna
realizacion, los resultados de la terapia de dos componentes estan potenciados en
comparacién con el efecto de cada terapia cuando se realiza individualmente. La
potenciacion puede incluir cualquier mejora del efecto de las diversas terapias que
pueda dar un resultado ventajoso en comparacion con los resultados conseguidos
por las terapias cuando se realizan solas. El efecto o los resultados potenciados
pueden incluir una mejora sinérgica, en donde el efecto potenciado es mayor que
los efectos aditivos de cada terapia cuando se realiza sola; una potenciacion aditiva,
en donde el efecto potenciado es sustancialmente igual al efecto aditivo de cada
terapia cuando se realiza sola; o0 menos que un efecto aditivo, en donde el efecto
potenciado es menor que el efecto aditivo de cada terapia cuando se realiza sola,
pero sigue siendo mejor que el efecto de cada terapia cuando se realiza sola. El
efecto mejorado se puede medir por cualquier medio conocido en la técnica
mediante el cual se pueda medir la eficacia o el resultado de la terapia.

La expresion "enfermedad de Pompe" se refiere a una LSD autosémica
recesiva caracterizada por una actividad de alfa-glucosidasa acida (GAA) deficiente
gue altera el metabolismo de glucdégeno lisosdbmico. La deficiencia enzimatica
provoca la acumulacién glucogénica lisosdmica y produce debilitamiento progresivo
de los musculos esqueléticos, funcidon cardiaca reducida, insuficiencia respiratoria
y/o deterioro del SNC en las ultimas fases de la enfermedad. Las mutaciones
genéticas en el gen GAA resultan en una expresion menor o producen formas
mutantes de la enzima con una estabilidad alterada y/o una actividad bioldgica que
provoca, en Ultima instancia, la enfermedad (véase en general 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., eds.,

McGraw-Hill, Nueva York, 7.2 ed., paginas 2443-2464). Las tres formas clinicas
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reconocidas de la enfermedad de Pompe (infantil, juvenil y en adultos) se
correlacionan con el nivel de actividad residual de la a-glucosidasa (Reuser A J et
al., 1995, Glycogenosis Type Il (Acid Maltase Deficiency), Muscle & Nerve
Supplement 3, S61-S69). La enfermedad de Pompe infantil (tipo | o A) es la mas
comun y la mas grave, caracterizada por retraso en el desarrollo, hipertrofia
cardiaca hipotonica e insuficiencia cardiorrespiratoria en el segundo afio de vida. La
enfermedad de Pompe juvenil (de tipo Il o B) es de gravedad intermedia y esta
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 Il 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 la enfermedad de Pompe, se ha demostrado que la a-glucosidasa se
modifica extensamente de manera postraduccional por glicosilacion, fosforilacion y
procesamiento proteolitico. Se requiere la conversion del precursor de 110
kilodalton (kDa) en formas maduras de 76 y 70 kDa por proteolisis en el lisosoma
para una catalisis de glucégeno éptima. Como se usa en el presente documento, la
expresion "enfermedad de Pompe" se refiere a todos los tipos de enfermedad de
Pompe. Las formulaciones y las pautas posoldgicas divulgadas en la presente
solicitud pueden emplearse para tratar, por ejemplo, la enfermedad de Pompe de
tipo I, de tipo Il o de tipo Il

Actualmente se considera que la enfermedad de Pompe es un espectro
continuo de fenotipos, en el que los fenotipos clinicamente mas graves y de
progresion rapida son la enfermedad de Pompe de inicio infantil clasica (IOPD, por
sus siglas en inglés) y los fenotipos menos graves y de progresion lenta son la
enfermedad de Pompe de inicio tardio (LOPD, por sus siglas en inglés). La
enfermedad de Pompe de inicio tardio puede manifestarse en la infancia o en la
edad adulta y no presenta afectacion cardiaca clinicamente aparente (Leslie y

Bailey, 2017). La enfermedad de Pompe de inicio tardio se denomina con frecuencia



10

15

20

25

30

37

enfermedad de Pompe de inicio juvenil cuando aparece en la subpoblacion
pediatrica de la categoria de LOPD. La LOPD tiene una velocidad de progresion
mas lenta en comparacion con la IOPD clasica, y la mayoria de los pacientes
experimentan debilidad progresiva de la cintura de las extremidades e insuficiencia
respiratoria debido a la afectacion de los masculos de las extremidades proximales
inferiores y superiores, los musculos paraespinales y el diafragma. Las
manifestaciones clinicas incluyen dificultad para caminar, subir escaleras y
limitaciones progresivas de las actividades motoras de la vida diaria con progresion
a una necesidad de apoyo ambulatorio seguida de dependencia de la silla de ruedas
(Reuser, et al. 2001). Las manifestaciones clinicas de la enfermedad se ven
agravadas por la afectacion respiratoria, inicialmente en forma de trastornos
respiratorios del suefio y ortopnea (dificultad para respirar en decubito supino). La
naturaleza progresiva de la enfermedad de Pompe generalmente da como resultado
el uso de ventilacibn mecéanica asistida invasiva. Las anomalias bioquimicas
incluyen un aumento del nivel de creatina cinasa (CK) sérica, un biomarcador de
lesion muscular, y de tetrasacarido de hexosa (Hex4) urinario, un biomarcador de
sustrato de la enfermedad (An, et al. 2005; Young, et al. 2009). La esperanza de
vida de los pacientes con LOPD puede variar desde la infancia temprana hasta la
edad adulta tardia, dependiendo de la edad de inicio, la velocidad de progresion de
la enfermedad, el grado de afectacién de los musculos respiratorios y la presencia
de comorbilidades (Hagemans, et al. 2004). Si no se trata, la esperanza de vida de
los adultos con enfermedad de Pompe se reduce considerablemente (Gungor, et al.
2011).

Como se usa en el presente documento, "significativo" se refiere a la
significacion estadistica. El término hace referencia a las pruebas estadisticas de
gue existe una diferencia entre dos grupos de tratamiento. Puede definirse como la
probabilidad de tomar la decision de rechazar la hipétesis nula cuando ésta es
realmente verdadera. La decision con frecuencia se toma usando un valor de p <
0.05 derivado de un analisis estadistico adecuado para la comparacion. Véase, por

ejemplo, el Ejemplo 9.
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Un "sujeto” o "paciente” es preferentemente un ser humano, aunque también
pueden tratarse otros mamiferos y animales no humanos que tengan trastornos que
implican la acumulacién de glucégeno. Un sujeto puede ser un feto, un neonato, un
nifo, joven o un adulto con enfermedad de Pompe u otro trastorno de
almacenamiento o acumulacion de glucégeno. Un ejemplo de un individuo que se
esta tratando es un individuo (feto, neonato, nifio, joven, adolescente o ser humano
adulto) que tiene GSD-II (por ejemplo, GSD-II infantil, GSD-II juvenil o GSD-II de
inicio en adultos). El individuo puede tener actividad de GAA residual o actividad no
mensurable. Por ejemplo, el individuo que tiene GSD-Il puede tener actividad de
GAA gque es menor que aproximadamente 1% de la actividad normal de GAA (GSD-
Il 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-Il en adultos). En algunas realizaciones, el sujeto o
paciente es un paciente con "experiencia con ERT" o "con cambio de ERT",
refiriéndose a un paciente con enfermedad de Pompe que ha recibido previamente
terapia de reemplazo enzimatico. En algunas realizaciones, un paciente "con
experiencia con ERT" o "con cambio de ERT" es un paciente con enfermedad de
Pompe que ha recibido o esta recibiendo alglucosidasa alfa durante 24 meses o
mas. En algunas realizaciones, un paciente "con experiencia con ERT" o "con
cambio de ERT" es un paciente con enfermedad de Pompe que esté en declive con
la ERT actualmente aprobada (por ejemplo, MYOZYME® o LUMIZYME®). En
algunas realizaciones, el sujeto es un paciente adulto (por ejemplo, mayor de 18
afos) con un diagnéstico confirmado de enfermedad de Pompe de inicio tardio
(deficiencia de a-glucosidasa acida (GAA)), que ha recibido previamente terapia de
reemplazo enzimatico (ERT). En algunas realizaciones, el sujeto es un adulto (por
ejemplo, mayor de 18 afios) con enfermedad de Pompe de inicio tardio (deficiencia
de alfa-glucosidasa acida lisosomica [GAA]) que pesa = 40 kg cuya enfermedad ha
progresado con la terapia de reemplazo enzimatico (ERT). En algunas
realizaciones, el sujeto o0 paciente es un paciente "sin tratamiento previo con ERT",

refiriéndose a un paciente con enfermedad de Pompe que no ha recibido
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previamente terapia de reemplazo enzimatico. En determinadas realizaciones, el
sujeto o paciente es ambulatorio (por ejemplo, un paciente con cambio de ERT
ambulatorio o un paciente sin tratamiento previo con ERT ambulatorio). En
determinadas realizaciones, el sujeto o paciente es no ambulatorio (por ejemplo, un
paciente con cambio de ERT no ambulatorio). EI estado ambulatorio o no
ambulatorio puede determinarse mediante un ensayo de caminata de seis minutos
(6MWT). En algunas realizaciones, un paciente ambulatorio es un paciente con
enfermedad de Pompe que es capaz de caminar al menos 200 metros en el 6MWT.
En algunas realizaciones, un paciente no ambulatorio es un paciente con
enfermedad de Pompe que no puede caminar sin ayuda o que esta postrado en una
silla de ruedas. En algunas realizaciones, el sujeto esta usando anticonceptivos
eficaces. En algunas realizaciones, el sujeto y/o la pareja del sujeto estdn usando
métodos anticonceptivos altamente eficaces, tales como los que dan lugar a una
baja tasa de fallos (por ejemplo, < 1 % al afio) cuando se usan de forma consistente
y correcta. Los ejemplos de métodos anticonceptivos muy eficaces incluyen, pero
sin limitacion: la abstinencia total; la anticoncepcion hormonal combinada (con
estrogenos y progestdgenos) asociada a la inhibicibn de la ovulacion; la
anticoncepcion hormonal oral, intravaginal y transdérmica s6lo con progestagenos
asociada a la inhibicion de la ovulacion; el dispositivo intrauterino oral, inyectable e
implantable; el sistema intrauterino de liberacion de hormonas; la oclusion tubarica
bilateral; y la vasectomia. En algunas realizaciones, el sujeto es posmenopausico.
En algunas realizaciones, el sujeto no esta en edad fértil. En algunas realizaciones,
el sujeto es permanentemente estéril. En algunas realizaciones, el sujeto no esta
embarazada. En algunas realizaciones, el sujeto no esta amamantando.

En algunas realizaciones, un paciente tiene un diagnostico de enfermedad
de Pompe de inicio tardio, basado en la documentacion de al menos uno de los
siguientes: (1) deficiencia de la enzima GAA; y/o (2) genotipado del gen que codifica
la a-glucosidasa acida humana (GAA). En algunas realizaciones, el paciente tiene
18 afios o0 mas. En algunas realizaciones, el paciente ha recibido previamente

terapia de reemplazo enzimético (ERT). En algunas realizaciones, el paciente esta
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en declive con la ERT actualmente aprobada (por ejemplo, MYOZYME® o
LUMIZYME®). En algunas realizaciones, si tienen potencial reproductivo, los
pacientes tanto masculinos como femeninos han acordado usar un método
anticonceptivo altamente eficaz durante toda la duracion del tratamiento y hasta 90
dias después de su ultima dosis. En algunas realizaciones, los pacientes que estan
tomando agonistas de los receptores 2 o B-bloqueantes no selectivos (por ejemplo,
propranolol, nadolol, carvedilol) mantienen una dosis estable segin corresponda y
determine el médico tratante.

Los términos "tratar" y "tratamiento”, como se usan en el presente
documento, se refieren a la mejora de uno o mas sintomas asociados a la
enfermedad, el retardo en el inicio de uno 0 mas sintomas de la enfermedad y/o la
reduccion en la gravedad o frecuencia de uno o mas sintomas de la enfermedad.
Por ejemplo, el tratamiento puede referirse a la mejora del estado cardiaco (por
ejemplo, aumento de los volumenes diastélico final y/o sistolico final, o a la
reduccion o mejora de la miocardiopatia progresiva que se encuentra normalmente
en GSD-Il) o de la funcién pulmonar (por ejemplo, aumento de la capacidad vital
durante el llanto sobre la capacidad basal y/o normalizacién de la desaturacion de
oxigeno durante el llanto); mejoras en el neurodesarrollo y/o las habilidades motoras
(por ejemplo, aumento en la puntuacién de la AIMS (escala de movimientos
involuntarios anormales, por sus siglas en inglés)); la reduccion de las
concentraciones de glucogeno en tejido del individuo afectado por la enfermedad; o
cualquier combinacion de estos efectos. En una realizacion preferida, el tratamiento
incluye la mejora del estado cardiaco, particularmente en la reduccion de
miocardiopatia asociada a GSD-II.

Los términos "mejorar”, "aumentar" o "reducir", como se usan en el presente
documento, indican valores relativos a una medicion basal o a los valores
correspondientes de un tratamiento de control, tales como una medicion en el
mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito en el presente documento,
una medicién en un individuo de control (o en multiples individuos de control) en

ausencia del tratamiento descrito en el presente documento, o una medicién
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después de un tratamiento de control. Un individuo de control es un individuo que
padece la misma forma de GSD-II (ya sea infantil, juvenil o de inicio en adultos) que
el individuo que se esta tratando, que es de aproximadamente la misma edad que
el individuo que se esta tratando (para garantizar que sean equiparables las fases
de la enfermedad en el individuo tratado y el o los individuos de control). En algunas
realizaciones, un tratamiento de control comprende la administracion de
alglucosidasa alfa y un placebo para un estabilizador enziméatico (véase el Ejemplo
9).

Como se usa en el presente documento, las expresiones "estabilizar la
funcién motora", "estabilizar la funcién pulmonar" y expresiones similares se refieren
a reducir o detener el declive de la funcibn motora y pulmonar y/o restablecer la
funcion motora y/o pulmonar. Dado que se espera que los pacientes con
enfermedad de Pompe no tratados tengan una disminucién significativa de la
funcién motora y pulmonar a lo largo del tiempo, las potenciaciones en la tasa de
deterioro de la funcibn motora y/o pulmonar y/o las potenciaciones en la funcién
motora y/o pulmonar demuestran un beneficio de la terapia como se describe en el
presente documento. Ademas, dado que los pacientes con enfermedad de Pompe
con experiencia con ERT con frecuencia contindan en declive de la funcion motora
y/o pulmonar a lo largo del tiempo, la estabilizacién de la funcion motora y/o
pulmonar usando el tratamiento descrito en el presente documento puede incluir la
reduccion y/o detencién del declive de la funcibn motora y/o pulmonar en
comparacion con los pacientes que reciben el tratamiento con ERT anterior (por
ejemplo, MYOZYME® o LUMIZYME®).

Como se usa en el presente documento, se pretende que los términos
"aproximadamente" y "alrededor de" se refieran a un grado de error aceptable para
la cantidad medida dada la naturaleza o precision de las mediciones. Por ejemplo,
el grado de error puede indicarse por el numero de cifras significativas
proporcionadas por la medicién, como se entiende en la técnica, e incluye, pero sin
limitacion, una variacion de +1 en la cifra significativa mas precisa presentada para

la medicién. Los grados de error de ejemplo tipicos estan dentro del 20 por ciento
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(%), preferentemente dentro del 10 % y, mas preferentemente, dentro del 5 % de
un valor dado o intervalo de valores. Las cantidades numéricas proporcionadas en
el presente documento son aproximadas a menos que se indique lo contrario, lo que
significa que el término "aproximadamente" o "alrededor de" se puede inferir cuando
no se indica expresamente.

Todas las referencias, articulos, publicaciones, patentes, publicaciones de
patentes y solicitudes de patentes citadas en el presente documento se incorporan
por referencia en su totalidad a todos los efectos. Sin embargo, la mencion de
cualquier referencia, articulo, publicacién, patente, publicacion de patente y solicitud
de patente citados en el presente documento no constituye, ni debe considerarse,
un reconocimiento o cualquier forma de sugerencia de que constituyen el estado de
la técnica valido o forman parte del conocimiento general comdn en cualquier pais
del mundo.

Los encabezamientos de seccion utilizados en el presente documento tienen
Unicamente fines organizativos y no deben considerarse limitantes de la materia
objeto descrita.

A-GLUCOSIDASA ACIDA HUMANA RECOMBINANTE (rhGAA)

En algunas realizaciones, la a-glucosidasa acida humana recombinante
(rhGAA) es una enzima que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone
enla SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID
NO: 6. En algunas realizaciones, la rhGAA esta codificado por una secuencia de
nucleotidos como se expone en la SEQ ID NO: 2.

Tabla 1. Secuencias de nucle6tidos y secuencias de proteinas

SEQ ID )
Secuencias
NO
1 MGVRHPPCSHRLLAVCALVSLATAALLGHILLHDFLLVPRELSGSSPV

LEETHPAHQQGA
SRPGPRDAQAHPGRPRAVPTQCDVPPNSRFDCAPDKAITQEQCEA
RGCCYIPAKQGLQGA
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SEQ ID
NO

Secuencias

QMGQPWCFFPPSYPSYKLENLSSSEMGYTATLTRTTPTFFPKDILTL
RLDVMMETENRLH
FTIKDPANRRYEVPLETPRVHSRAPSPLYSVEFSEEPFGVIVHRQLDG
RVLLNTTVAPLF
FADQFLQLSTSLPSQYITGLAEHLSPLMLSTSWTRITLWNRDLAPTPG
ANLYGSHPFYLA
LEDGGSAHGVFLLNSNAMDVVLQPSPALSWRSTGGILDVYIFLGPEP
KSVVQQYLDVVGY
PFMPPYWGLGFHLCRWGYSSTAITRQVVENMTRAHFPLDVQWNDL
DYMDSRRDFTENKDG
FRDFPAMVQELHQGGRRYMMIVDPAISSSGPAGSYRPYDEGLRRGV
FITNETGQPLIGKV
WPGSTAFPDFTNPTALAWWEDMVAEFHDQVPFDGMWIDMNEPSNF
IRGSEDGCPNNELEN
PPYVPGVVGGTLQAATICASSHQFLSTHYNLHNLYGLTEAIASHRALV
KARGTRPFVISR
STFAGHGRYAGHWTGDVWSSWEQLASSVPEILQFNLLGVPLVGAD
VCGFLGNTSEELCVR
WTQLGAFYPFMRNHNSLLSLPQEPYSFSEPAQQAMRKALTLRYALL
PHLYTLFHQAHVAG
ETVARPLFLEFPKDSSTWTVDHQLLWGEALLITPVLQAGKAEVTGYF
PLGTWYDLQTVPI
EALGSLPPPPAAPREPAIHSEGQWVTLPAPLDTINVHLRAGYIIPLQG
PGLTTTESRQQP
MALAVALTKGGEARGELFWDDGESLEVLERGAYTQVIFLARNNTIVN
ELVRVTSEGAGLQ
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SEQ ID )
Secuencias
NO
LOKVTVLGVATAPQQVLSNGVPVSNFTYSPDTKVLDICVSLLMGEQF
LVSWC
2 cagttgggaaagctgaggttgtcgccggggccgcgggtggaggtcggggatgaggcagceagg

taggacagtgacctcggtgacgcgaaggaccccggccacctctaggttctcctegtccgeccegtt
gttcagcgagggaggctctgggectgecgecagcetgacggggaaactgaggecacggageggg
cctgtaggagctgtccaggccatctccaaccatgggagtgaggeacccgecctgetcccaccgg
ctcetggecgtetgegecctegtgtecttggcaaccgctgeactectggggcacatcctactecatg
atttcctgctggttccccgagagctgagtggctectccccagtectggaggagactcacccagcete
accagcagggagccagcagaccagggccccgggatgcccaggcacaccccggecgteeca
gagcagtgcccacacagtgcgacgtcccccccaacagecgcttcgattgegeccctgacaagg
ccatcacccaggaacagtgcgaggceccgeggctgctgctacatcecctgcaaagcaggggctge
agggagcccagatggggcagccctggtgcttcttcccacccagcetaccccagctacaagetgga
gaacctgagctcctctgaaatgggctacacggecaccctgacccgtaccaccecccaccttcttce
ccaaggacatcctgaccctgcggcetggacgtgatgatggagactgagaaccgcectccacttcac
gatcaaagatccagctaacaggcgctacgaggtgcccttggagaccccgegtgtccacagecg
ggcaccgtccccactctacagcgtggagttctccgaggagceccttcggggtgatcgtgcaccgge
agctggacggccgcegtgctgctgaacacgacggtggcegceccctgttctttgcggaccagttectte
agctgtccacctcgcetgecctcgecagtatatcacaggcectcgecgagcacctcagtcecectgatge
tcagcaccagctggaccaggatcaccctgtggaaccgggaccttgcgeccacgeccggtgega
acctctacgggtctcaccctttctacctggcgcetggaggacggcgggtcggcacacggggtgtte
ctgctaaacagcaatgccatggatgtggtcctgcagccgagecctgeccttagctggaggtcgac
aggtgggatcctggatgtctacatcttcctgggeccagageccaagagegtggtgcageagtac
ctggacgttgtgggatacccgttcatgccgecatactggggectgggcttccacctgtgecgetgg
ggctactcctccaccgctatcacccgecaggtggtggagaacatgaccagggceccacttceecc
tggacgtccaatggaacgacctggactacatggactcccggagggacttcacgttcaacaagg
atggcttccgggacttcccggecatggtgcaggagctgcaccagggcggecggegctacatgat
gatcgtggatcctgccatcagcagctcgggecctgeccgggagcetacaggecctacgacgaggg
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SEQ ID
NO

Secuencias

tctgcggaggggggttttcatcaccaacgagaccggcecagcecgctgattgggaaggtatggecc
gggtccactgccttcccecgacttcaccaaccccacagcecctggectggtgggaggacatggtgg
ctgagttccatgaccaggtgcccttcgacggcatgtggattgacatgaacgagccttccaacttcat
cagaggctctgaggacggctgccccaacaatgagctggagaacccaccctacgtgectggggt
ggttggggggaccctccaggeggcecaccatctgtgcctccagecaccagtttctctccacacact
acaacctgcacaacctctacggcctgaccgaagcecatcgectcccacagggcegcetggtgaagg
ctcgggggacacgcccatttgtgatctcccgetcgacctttgctggecacggecgatacgecgge
cactggacgggggacgtgtggagctcctgggagcagctcgectectccgtgccagaaatectge
agtttaacctgctgggggtgcctctggtcggggcecgacgtctgeggcttcctgggcaacacctcag
aggagctgtgtgtgcgcetggacccagctgggggccttctaccecttcatgcggaaccacaacag
cctgctcagtctgeccccaggagcecgtacagcettcagcgagecggeccagecaggcecatgaggaa
ggccctcaccctgegctacgcactcctcccccacctctacacactgttccaccaggeccacgtceg
cgggggagaccgtggcccggcccctcettcctggagttccccaaggactctagcacctggactgtg
gaccaccagctcctgtggggggaggccctgctcatcacccecagtgctccaggecgggaaggcec
gaagtgactggctacttccecttgggcacatggtacgacctgcagacggtgccaatagaggecct
tggcagcctcccacccccacctgcagetecececgtgagecagcecatccacagegaggggceagtg
ggtgacgctgccggceccccctggacaccatcaacgtccacctccgggcetgggtacatcatcece
ctgcagggccctggcctcacaaccacagagtcccgecageageccatggecctggetgtggec
ctgaccaagggtggagaggcccgaggggagctgttctgggacgatggagagagcectggaagt
gctggagcgaggggcctacacacaggtcatcttcctggccaggaataacacgatcgtgaatga
gctggtacgtgtgaccagtgagggagctggectgcagetgcagaaggtgactgtcctgggegtg
gccacggcgcecccagceaggtcctctccaacggtgtecctgtctccaacttcacctacageecececga
caccaaggtcctggacatctgtgtctcgcetgttgatgggagagcagtttctcgtcagetggtgttage
cgggcggagtgtgttagtctctccagagggaggctggttccccagggaagcagagcectgtgtge
gggcagcagctgtgtgcgggectgggggttgcatgtgtcacctggagetgggeactaaccattee
aagccgccgcatcgcttgtttccacctectgggecggggctctggeccccaacgtgtctaggaga
gctttctccctagatcgeactgtgggecggggcectggagggctgctetgtgttaataagattgtaag
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SEQ ID
NO

Secuencias

gtttgccctectcacctgttgccggcatgegggtagtattagccacceccctecatetgttcccagea
ccggagaagggggtgctcaggtggaggtgtggggtatgcacctgagetectgcttcgegectgct
gctctgccccaacgcgaccgcttccecggctgecccagagggcetggatgectgecggtecccecgage
aagcctgggaactcaggaaaattcacaggacttgggagattctaaatcttaagtgcaattattttaa
taaaaggggcatttggaatc

MGVRHPPCSHRLLAVCALVSLATAALLGHILLHDFLLVPRELSGSSPV
LEETHPAHQQGA
SRPGPRDAQAHPGRPRAVPTQCDVPPNSRFDCAPDKAITQEQCEA
RGCCYIPAKQGLQGA
QMGQPWCFFPPSYPSYKLENLSSSEMGYTATLTRTTPTFFPKDILTL
RLDVMMETENRLH
FTIKDPANRRYEVPLETPRVHSRAPSPLYSVEFSEEPFGVIVHRQLDG
RVLLNTTVAPLF
FADQFLQLSTSLPSQYITGLAEHLSPLMLSTSWTRITLWNRDLAPTPG
ANLYGSHPFYLA
LEDGGSAHGVFLLNSNAMDVVLQPSPALSWRSTGGILDVYIFLGPEP
KSVVQQYLDVVGY
PFMPPYWGLGFHLCRWGYSSTAITRQVVENMTRAHFPLDVQWNDL
DYMDSRRDFTFNKDG
FRDFPAMVQELHQGGRRYMMIVDPAISSSGPAGSYRPYDEGLRRGV
FITNETGQPLIGKV
WPGSTAFPDFTNPTALAWWEDMVAEFHDQVPFDGMWIDMNEPSNF
IRGSEDGCPNNELEN
PPYVPGVVGGTLQAATICASSHQFLSTHYNLHNLYGLTEAIASHRALV
KARGTRPFVISR
STFAGHGRYAGHWTGDVWSSWEQLASSVPEILQFNLLGVPLVGAD
VCGFLGNTSEELCVR
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WTQLGAFYPFMRNHNSLLSLPQEPYSFSEPAQQAMRKALTLRYALL
PHLYTLFHQAHVAG
ETVARPLFLEFPKDSSTWTVDHQLLWGEALLITPVLQAGKAEVTGYF
PLGTWYDLQTVPI
EALGSLPPPPAAPREPAIHSEGQWVTLPAPLDTINVHLRAGYIIPLQG
PGLTTTESRQQP
MALAVALTKGGEARGELFWDDGESLEVLERGAYTQVIFLARNNTIVN
ELVRVTSEGAGLQ
LQKVTVLGVATAPQQVLSNGVPVSNFTYSPDTKVLDICVSLLMGEQF
LVSWC

MGVRHPPCSHRLLAVCALVSLATAALLGHILLHDFLLVPRELSGSSPV
LEETHPAHQQGA
SRPGPRDAQAHPGRPRAVPTQCDVPPNSRFDCAPDKAITQEQCEA
RGCCYIPAKQGLQGA
QMGQPWCFFPPSYPSYKLENLSSSEMGYTATLTRTTPTFFPKDILTL
RLDVMMETENRLH
FTIKDPANRRYEVPLETPHVHSRAPSPLYSVEFSEEPFGVIVRRQLDG
RVLLNTTVAPLE
FADQFLQLSTSLPSQYITGLAEHLSPLMLSTSWTRITLWNRDLAPTPG
ANLYGSHPFYLA
LEDGGSAHGVFLLNSNAMDVVLQPSPALSWRSTGGILDVYIFLGPEP
KSVVQQYLDVVGY
PEMPPYWGLGFHLCRWGYSSTAITRQVVENMTRAHFPLDVQWNDL
DYMDSRRDFTFNKDG
FRDFPAMVQELHQGGRRYMMIVDPAISSSGPAGSYRPYDEGLRRGV
FITNETGQPLIGKV
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SEQ ID
NO

Secuencias

WPGSTAFPDFTNPTALAWWEDMVAEFHDQVPFDGMWIDMNEPSNF
IRGSEDGCPNNELEN
PPYVPGVVGGTLQAATICASSHQFLSTHYNLHNLYGLTEAIASHRALV
KARGTRPFVISR
STFAGHGRYAGHWTGDVWSSWEQLASSVPEILQFNLLGVPLVGAD
VCGFLGNTSEELCVR
WTQLGAFYPFMRNHNSLLSLPQEPYSFSEPAQQAMRKALTLRYALL
PHLYTLFHQAHVAG
ETVARPLFLEFPKDSSTWTVDHQLLWGEALLITPVLQAGKAEVTGYF
PLGTWYDLQTVPV
EALGSLPPPPAAPREPAIHSEGQWVTLPAPLDTINVHLRAGYIIPLQG
PGLTTTESRQQP
MALAVALTKGGEARGELFWDDGESLEVLERGAYTQVIFLARNNTIVN
ELVRVTSEGAGLQ
LQKVTVLGVATAPQQVLSNGVPVSNFTYSPDTKVLDICVSLLMGEQF
LVSWC

QQGASRPGPRDAQAHPGRPRAVPTQCDVPPNSRFDCAPDKAITQE
QCEARGCCYIPAKQG
LQGAQMGQPWCFFPPSYPSYKLENLSSSEMGYTATLTRTTPTFFPK
DILTLRLDVMMETE
NRLHFTIKDPANRRYEVPLETPRVHSRAPSPLYSVEFSEEPFGVIVHR
QLDGRVLLNTTV
APLFFADQFLQLSTSLPSQYITGLAEHLSPLMLSTSWTRITLWNRDLA
PTPGANLYGSHP
FYLALEDGGSAHGVFLLNSNAMDVVLQPSPALSWRSTGGILDVYIFL
GPEPKSVVQQYLD
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SEQ ID
NO

Secuencias

VVGYPFMPPYWGLGFHLCRWGYSSTAITRQVVENMTRAHFPLDVQ
WNDLDYMDSRRDFTE
NKDGFRDFPAMVQELHQGGRRYMMIVDPAISSSGPAGSYRPYDEGL
RRGVFITNETGQPL
IGKVWPGSTAFPDFTNPTALAWWEDMVAEFHDQVPFDGMWIDMNE
PSNFIRGSEDGCPNN
ELENPPYVPGVVGGTLQAATICASSHQFLSTHYNLHNLYGLTEAIASH
RALVKARGTRPF
VISRSTFAGHGRYAGHWTGDVWSSWEQLASSVPEILQFNLLGVPLV
GADVCGFLGNTSEE
LCVRWTQLGAFYPFMRNHNSLLSLPQEPYSFSEPAQQAMRKALTLR
YALLPHLYTLFHQA
HVAGETVARPLFLEFPKDSSTWTVDHQLLWGEALLITPVLQAGKAEV
TGYFPLGTWYDLQ
TVPIEALGSLPPPPAAPREPAIHSEGQWVTLPAPLDTINVHLRAGYIIP
LQGPGLTTTES
RQQPMALAVALTKGGEARGELFWDDGESLEVLERGAYTQVIFLARN
NTIVNELVRVTSEG
AGLQLQKVTVLGVATAPQQVLSNGVPVSNFTYSPDTKVLDICVSLLM
GEQFLVSWC

QQGASRPGPRDAQAHPGRPRAVPTQCDVPPNSRFDCAPDKAITQE
QCEARGCCYIPAKQGLQGAQMGQPWCFFPPSYPSYKLENLSSSEM
GYTATLTRTTPTFFPKDILTLRLDVMMETENRLHFTIKDPANRRYEVP
LETPHVHSRAPSPLYSVEFSEEPFGVIVRRQLDGRVLLNTTVAPLFFA
DQFLQLSTSLPSQYITGLAEHLSPLMLSTSWTRITLWNRDLAPTPGAN
LYGSHPFYLALEDGGSAHGVFLLNSNAMDVVLQPSPALSWRSTGGIL
DVYIFLGPEPKSVVQQYLDVVGYPFMPPYWGLGFHLCRWGYSSTAI
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SEQ ID
NO

Secuencias

TRQVVENMTRAHFPLDVQWNDLDYMDSRRDFTFNKDGFRDFPAMV
QELHQGGRRYMMIVDPAISSSGPAGSYRPYDEGLRRGVFITNETGQ
PLIGKVWPGSTAFPDFTNPTALAWWEDMVAEFHDQVPFDGMWIDM
NEPSNFIRGSEDGCPNNELENPPYVPGVVGGTLQAATICASSHQFLS
THYNLHNLYGLTEAIASHRALVKARGTRPFVISRSTFAGHGRYAGHW
TGDVWSSWEQLASSVPEILQFNLLGVPLVGADVCGFLGNTSEELCV
RWTQLGAFYPFMRNHNSLLSLPQEPYSFSEPAQQAMRKALTLRYAL
LPHLYTLFHQAHVAGETVARPLFLEFPKDSSTWTVDHQLLWGEALLI
TPVLQAGKAEVTGYFPLGTWYDLQTVPVEALGSLPPPPAAPREPAIH
SEGQWVTLPAPLDTINVHLRAGYIIPLQGPGLTTTESRQQPMALAVAL
TKGGEARGELFWDDGESLEVLERGAYTQVIFLARNNTIVNELVRVTS
EGAGLQLQKVTVLGVATAPQQVLSNGVPVSNFTYSPDTKVLDICVSL

LMGEQFLVSWC

En algunas realizaciones, la rhGAA tiene una secuencia de aminoacidos de
GAA como se expone en la SEQ ID NO: 1, como se describe en la Patente de los
EE.UU. N.° 8,592,362 y tiene un namero de registro de GenBank AHE24104.1
(GI:568760974). En algunas realizaciones, la rhGAA tiene una secuencia de
aminoacidos de GAA codificada en la SEQ ID NO: 2, la secuencia de ARNm que
tiene el numero de registro del GenBank Y00839.1. En algunas realizaciones, la
rhGAA tiene una secuencia de aminoécidos de GAA como se expone en la SEQ ID
NO: 3. En algunas realizaciones, la rhGAA tiene una secuencia de aminoacidos de
GAA como se expone en la SEQ ID NO: 4, y tiene el numero de registro
NP_000143.2 del National Center for Biotechnology Information (NCBI) o el nimero
de registro P10253 de UniProtKB.

En algunas realizaciones, la rhGAA se expresa inicialmente como una
proteina que tiene la secuencia de 952 aminoacidos de longitud completa de GAA
de tipo silvestre como se expone en la SEQ ID NO: 1 ola SEQ ID NO: 4, y larhGAA

experimenta un procesamiento intracelular que elimina una porcion de los
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aminoacidos, por ejemplo, los primeros 56 aminoacidos. En consecuencia, la rhGAA
que es secretada por la célula hospedadora puede tener una secuencia de
aminoacidos mas corta que la rhGAA expresada inicialmente dentro de la célula. En
algunas realizaciones, la proteina mas corta tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 5, que solo difiere de la SEQ ID NO: 1 en que los
primeros 56 aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 que comprenden el péptido sefial y el
péptido precursor se han eliminado, dando como resultado una proteina que tiene
896 aminoacidos. En algunas realizaciones, la proteina mas corta tiene la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 6, que sélo difiere de la SEQ ID NO: 4
en que los primeros 56 aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 que comprenden el péptido
sefal y el péptido precursor se han eliminado, dando como resultado una proteina
que tiene 896 aminoacidos. También son posibles otras variaciones en el nUmero
de aminoacidos, tales como 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas
supresiones, sustituciones y/o inserciones con respecto a la secuencia de
aminoacidos descrita por la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 50
SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, el producto rhGAA incluye una mezcla de
moléculas de a-glucosidasa acida humana recombinante que tienen diferentes
longitudes de aminoécidos.

En algunas realizaciones, la rhGAA comprende una secuencia de
aminoécidos que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % idéntica a
la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6. Se pueden usar diversos algoritmos y/o
programas de alineacion para calcular la identidad entre dos secuencias, entre los
que se incluyen FASTA, o BLAST, que estan disponibles como parte del paquete
de andlisis de secuencias GCG (University of Wisconsin, Madison, Wis.), y se
pueden usar con, por ejemplo, una parametrizacién predeterminada. Por ejemplo,
se contemplan polipéptidos que tienen al menos un 80%, 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 basara en el uso de BLOSUMG62. Cuando se
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usa BLASTP, el porcentaje de similitud se basa en la puntuacion de positivos de
BLASTP y el porcentaje de identidad de secuencia se basa en la puntuacion de
identidades de BLASTP. Las "identidades" de BLASTP muestran el numero y la
fraccion de los restos totales en los pares de secuencias de puntuacion elevada que
son idénticos, y los "Positivos" de BLASTP muestran el nUmero y la fraccion de los
restos para los cuales las puntuaciones de alineacion 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 aminoacidos desveladas en el presente documento se contemplan y
abarcan por esta divulgacion. Las secuencias polinucleotidicas de polipéptidos
similares se deducen usando el cédigo genético y se pueden obtener por medios
convencionales, en particular, traduciendo de forma inversa su secuencia de
aminoéacidos usando el codigo genético.

En algunas realizaciones, la rhGAA experimenta modificaciones
postraduccionales y/o quimicas en uno o mas restos de aminoacidos de la proteina.
Por ejemplo, los restos de metionina y triptéfano pueden sufrir oxidacién. Como otro
ejemplo, la glutamina N-terminal en la SEQ ID NO: 6 puede modificarse
adicionalmente para formar piroglutamato. Como otro ejemplo, los restos de
asparagina pueden sufrir desamidacion a acido aspartico. Como otro ejemplo mas,
los restos de acido aspartico pueden sufrir isomerizacion a acido isoaspartico. Como
otro ejemplo mas, los restos de cisteina no apareados en la proteina pueden formar
enlaces disulfuro con cisteina y/o glutation libre. En consecuencia, en algunas
realizaciones, la enzima se expresa inicialmente como una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3,
la SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5 0 una secuencia de aminoacidos codificada por la
SEQ ID NO: 2, y la enzima experimenta una 0 mas de estas modificaciones
postraduccionales y/o quimicas. Dichas modificaciones estan también

comprendidas dentro del alcance de la presente divulgacion.
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GLICOSILACION LIGADA A N DE rhGAA

Existen siete sitios de glicosilacion ligada a N potenciales en una Unica
molécula de rhGAA. Estos sitios de glicosilacidon potenciales estan en las siguientes
posiciones de la SEQ ID NO: 6: N84, N177, N334, N414, N596, N826 y N869. De
forma similar, para la secuencia de aminoacidos de longitud completa de SEQ ID
NO: 4, estos sitios de glicosilacion potenciales estan en las siguientes posiciones:
N140, N233, N390, N470, N652, N882 y N925. Otras variantes de rhGAA pueden
tener sitios de glicosilacion similares, dependiendo de la localizacion de los restos
de asparagina. Generalmente, las secuencias de Asn-X-Ser o Asn-X-Th en la
secuencia de aminoacidos de la proteina indican sitios de glicosilacién potenciales,
con la excepcion de que X no puede ser HIS o PRO.

Las moléculas de rhGAA descritas en el presente documento pueden tener,
en promedio, 1, 2, 3 0 4 grupos manosa-6-fosfato (M6P) en sus N-glicanos. Por
ejemplo, s6lo un N-glicano en una molécula de rhGAA puede llevar M6P (mono-
fosforilado o0 mono-M6P), un Unico N-glicano puede llevar dos grupos M6P (bis-
fosforilado o bis-M6P), o dos N-glicanos diferentes en la misma molécula de rhGAA
pueden llevar cada uno grupos M6P Unicos. En algunas realizaciones, las moléculas
de rhGAA descritas en el presente documento tienen en promedio 3-4 mol de
grupos M6P en sus N-glicanos por mol de rhGAA. Las moléculas de a-glucosidasa
acida humana recombinante pueden tener también N-glicanos que no llevan grupos
MG6P. En otra realizacién, en promedio la rhGAA comprende mas de 2.5 mol de M6P
por mol de rhGAA y mas de 4 mol de acido sialico por mol de rhGAA. En algunas
realizaciones, en promedio la rhGAA comprende aproximadamente 3-3.5 mol de
M6P por mol de rhGAA. En algunas realizaciones, en promedio la rhGAA
comprende aproximadamente 4-5.4 mol de &cido sialico por mol de rhGAA. En
promedio, al menos aproximadamente el 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 % o 20 % de los N-
glicanos totales en la rhGAA pueden estar en forma de un N-glicano mono-M6P, y
en promedio, al menos de aproximadamente el 0.5, 1, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 % de los N-glicanos totales en la

rhGAA estan en forma de un N-glicano bis-M6P y en promedio menos del 25 % de
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la rhGAA total no contiene ningun N-glicano fosforilado que se una a CIMPR. En
algunas realizaciones, en promedio de aproximadamente el 10% a
aproximadamente el 14 % de los N-glicanos totales en la rhGAA estan
monofosforilados. En algunas realizaciones, en promedio de aproximadamente el
7 % a aproximadamente el 25 % de los N-glicanos totales en la rhGAA estan
bisfosforilados. En algunas realizaciones, en promedio la rhGAA comprende al
menos aproximadamente 1.0, 1.1, 1.2 01.3 mol de bis-M6P por mol de rhGAA.

La rhGAA descrita en el presente documento puede tener en promedio de
0.5 a 7.0 mol de M6P por mol de rhGAA o cualquier valor intermedio o subintervalo
del mismo, 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 de M6P por mol de rhGAA. La rhGAA se puede fraccionar para proporcionar
preparaciones de rhGAA con diferentes nimeros promedio de N-glicanos que llevan
mono-M6P o bis-M6P, lo que permite una mayor personalizaciéon de la rHGAA
dirigida a los lisosomas en los tejidos diana mediante la seleccion de una fraccion
particular o mediante la combinacion selectiva de diferentes fracciones.

En algunas realizaciones, hasta el 60 % de los N-glicanos en la rhGAA puede
estar totalmente sialiados, por ejemplo, hasta el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o
60 % de los N-glicanos pueden estar totalmente sialiados. En algunas realizaciones,
no mas del 50 % de los N-glicanos de la rhGAA estan totalmente sialilados. En
algunas realizaciones, del 4 % al 20 % de los N-glicanos totales estan totalmente
sialilados. En otras realizaciones, no mas del 5 %, 10 %, 20 % o 30 % de los N-
glicanos de la rhGAA llevan acido sialico y un resto terminal de galactosa (Gal). Este
intervalo incluye todos los valores intermedios y subintervalos, por ejemplo, del 7 %
al 30 % de los N-glicanos totales en la rhGAA pueden llevar 4cido sialico y galactosa
terminal. En otras realizaciones, no mas del 5 %, 10 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %,
19 % 0 20 % de los N-glicanos en la rhGAA tienen una galactosa terminal solamente
y no contienen acido sialico. Este intervalo incluye todos los valores y subintervalos
intermedios, por ejemplo, del 8 % al 19 % de los N-glicanos totales en la rhGAA en
la composicién pueden tener galactosa terminal solamente y no contener acido

sialico.
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En algunas realizaciones, del 30 % al 60 %, del 35 % al 60 %, del 40 % al
60 %, del 45 % al 60 %, del 50 % al 60 % o del 55 % al 60 % de los N-glicanos
totales en la rhGAA son N-glicanos de tipo complejo; o no mas del 1 %, 2 %, 3 %,
4%, 5 %, 6, % 0 7 % de los N-glicanos totales en la rhGAA son N-glicanos de tipo
hibrido; no mas del 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 % o0 30 % de los N-glicanos totales
en la rhGAA son N-glicanos de tipo de alto contenido de manosa que no estan
fosforilados; al menos el 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 % o
15 % de los N-glicanos totales en la rhGAA son N-glicanos de tipo de alto contenido
de manosa monofosforilados; y/o al menos el 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %,
8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 % 0 20 % de los N-glicanos totales en
la rhGAA son N-glicanos bisfosforilados de tipo de alto contenido de manosa. Estos
valores incluyen todos los valores intermedios y subintervalos. Una rhGAA puede
cumplir uno o0 mas de los intervalos de contenido descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, la rhGAA puede tener, en promedio, de 2.0 a 8.0
moles de restos de &cido siélico por mol de rhGAA. Este intervalo incluye todos los
valores intermedios y subintervalos, incluyendo 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5,
6.0, 6.5, 7.0, 7.5y 8.0 mol de restos de acido sialico por mol de rhGAA. Sin pretender
qguedar vinculados a teoria alguna, se cree que la presencia de unidades de N-
glicano que llevan restos de acido sialico puede evitar el aclaramiento no productivo
de la rhGAA por parte de los receptores de asialoglicoproteina.

En una o mas realizaciones, la rhGAA tiene un determinado perfil de N-
glicosilacion en determinados sitios de N-glicosilacion potenciales. En algunas
realizaciones, la rhGAA tiene siete sitios de N-glicosilacion potenciales. En algunas
realizaciones, al menos el 20 % de la rhGAA se fosforila en el primer sitio de N-
glicosilacién potencial (por ejemplo, N84 para la SEQ ID NO: 6 y N140 para la SEQ
ID NO: 4). Por ejemplo, al menos el 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95% de la rhGAA puede fosforilarse en el
primer sitio de N-glicosilacion potencial. Esta fosforilacion puede ser el resultado de
unidades mono-M6P y/o bis-M6P. En algunas realizaciones, al menos el 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
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90%, 0 95% de la rhGAA lleva una unidad de mono-M6P en el primer sitio de N-
glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, al menos el 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%
de la rhGAA lleva una unidad de bis-M6P en el primer sitio de N-glicosilacion
potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA comprende en promedio
aproximadamente 1.4 mol de M6P (mono-M6P y bis-M6P) por mol de rhGAA en el
primer sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA
comprende aproximadamente en promedio al menos 0.5 mol de bis-M6P por mol
de rhGAA en el primer sitio de N-glicosilacién potencial. En algunas realizaciones,
la rhGAA comprende en promedio aproximadamente 0.25 mol de mono-M6P por
mol de rhGAA en el primer sitio de N-glicosilacién potencial. En algunas
realizaciones, la rhGAA comprende en promedio de aproximadamente 0.2 mol a
aproximadamente 0.3 mol de acido sialico por mol de rhGAA en el primer sitio de N-
glicosilacion potencial. En al menos una realizacion, la rhGAA comprende una
primera ocupacion de sitio de N-glicosilacién potencial como se representa en la
Fig. 6A y un perfil de N-glicosilacion como se representa en la Fig. 6B. En al menos
una realizacién, la rhGAA comprende una primera ocupacion de sitio de N-
glicosilaciéon potencial como se representa en la Fig. 19A y un perfil de N-
glicosilacion como se representa en la Fig. 19B o la Fig. 20B.

En algunas realizaciones, al menos el 20 % de la rhGAA se fosforila en el
segundo sitio de N-glicosilacién potencial (por ejemplo, N177 para la SEQ ID NO: 6
y N223 para la SEQ ID NO: 4). Por ejemplo, al menos el 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o0 95% de la rhGAA
puede fosforilarse en el segundo sitio de N-glicosilacion. Esta fosforilacion puede
ser el resultado de unidades mono-M6P y/o bis-M6P. En algunas realizaciones, al
menos el 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 0 95% de la rhGAA lleva una unidad de mono-M6P en el
segundo sitio de N-glicosilacion. En algunas realizaciones, al menos el 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 0 95% de la rhGAA lleva una unidad de bis-M6P en el segundo sitio de N-
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glicosilacion. En algunas realizaciones, la rhGAA comprende en promedio
aproximadamente 0.5 mol de M6P (mono-M6P y bis-M6P) por mol de rhGAA en el
segundo sitio de N-glicosilacién potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA
comprende en promedio de aproximadamente 0.4 a aproximadamente 0.6 mol de
mono-M6P por mol de rhGAA en el segundo sitio de N-glicosilacion potencial. En al
menos una realizacion, la rhGAA comprende una segunda ocupacién de sitio de N-
glicosilacion potencial como se representa en la Fig. 6A y un perfil de N-glicosilacién
como se representa en la Fig. 6C. En al menos una realizacién, la rhGAA comprende
una segunda ocupacion de sitio de N-glicosilacion potencial como se representa en
la Fig. 19A y un perfil de N-glicosilacion como se representa en la Fig. 19C o la Fig.
20B.

En una o més realizaciones, al menos el 5 % de la rhGAA se fosforila en el
tercer sitio de N-glicosilacion potencial (por ejemplo, N334 para la SEQ ID NO: 6 y
N390 para la SEQ ID NO: 4). En otras realizaciones, menos del 5 %, 10 %, 15 %,
20 % o0 25 % de la rhGAA se fosforila en el tercer sitio de N-glicosilacion potencial.
Por ejemplo, el tercer sitio de N-glicosilacion potencial puede tener una mezcla de
N-glicanos con un alto contenido de manosa no fosforilados, N-glicanos complejos
di-, tri-, y tetra-antenarios y N-glicanos hibridos como especies principales. En
algunas realizaciones, al menos el 3 %, 5 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %,
35 %, 40 %, 45 % o 50 % de la rhGAA se sialila en el tercer sitio de N-glicosilacion
potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA comprende en promedio de
aproximadamente 0.9 a aproximadamente 1.2 mol de &cido sialico por mol de
rhGAA en el tercer sitio de N-glicosilaciéon potencial. En al menos una realizacion, la
rhGAA comprende una tercera ocupacion de sitio de N-glicosilacién potencial como
se representa en la Fig. 6A y un perfil de N-glicosilacion como se representa en la
Fig. 6D. En al menos una realizacion, la rhGAA comprende una tercera ocupacion
de sitio de N-glicosilacion potencial como se representa en la Fig. 19A y un perfil de
N-glicosilacion como se representa en la Fig. 19D o la Fig. 20B.

En una o més realizaciones, al menos el 20 % de la rhGAA se fosforila en el

cuarto sitio de N-glicosilacién potencial (por ejemplo, N414 para la SEQ ID NO: 6 y
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N470 para la SEQ ID NO: 4). Por ejemplo, al menos el 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95% de la rhGAA puede
fosforilarse en el cuarto sitio de N-glicosilacién potencial. Esta fosforilacion puede
ser el resultado de unidades mono-M6P y/o bis-M6P. En algunas realizaciones, al
menos el 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 0 95% de la rhGAA lleva una unidad de mono-M6P en el
cuarto sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, al menos el 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 0 95% de la rhGAA lleva una unidad de bis-M6P en el cuarto sitio de N-
glicosilaciéon potencial. En algunas realizaciones, al menos el 3 %, 5 %, 8 %, 10 %,
15 %, 20 % o 25 % de la rhGAA se sialila en el cuarto sitio de N-glicosilacién
potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA comprende en promedio
aproximadamente 1.4 mol de M6P (mono-M6P y bis-M6P) por mol de rhGAA en el
cuarto sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA
comprende en promedio de aproximadamente 0.4 a aproximadamente 0.6 mol de
bis-M6P por mol de rhGAA en el cuarto sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas
realizaciones, la rhGAA comprende en promedio de aproximadamente 0.3 a
aproximadamente 0.4 mol de mono-M6P por mol de rhGAA en el cuarto sitio de N-
glicosilacion potencial. En al menos una realizacion, la rhGAA comprende una
cuarta ocupacion de sitio de N-glicosilacion potencial como se representa en la Fig.
6A y un perfil de N-glicosilaciébn como se representa en la Fig. 6E. En al menos una
realizacion, la rhGAA comprende una cuarta ocupacion de sitio de N-glicosilaciéon
potencial como se representa en la Fig. 19A y un perfil de N-glicosilacién como se
representa en la Fig. 19E o la Fig. 20B.

En una o més realizaciones, al menos el 5 % de la rhGAA se fosforila en el
quinto sitio de N-glicosilacion potencial (por ejemplo, N596 para la SEQ ID NO: 6y
N692 para la SEQ ID NO: 4). En otras realizaciones, menos del 5 %, 10 %, 15 %,
20 % o 25 % de la rhGAA se fosforila en el quinto sitio de N-glicosilacion potencial.
Por ejemplo, el quinto sitio de N-glicosilacién potencial puede tener N-glicanos

complejos diantenarios fucosilados como especies principales. En algunas
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realizaciones, al menos el 3%, 5%, 8%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o0 95%de la rhGAA esta
sialilado en el quinto sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, la
rhGAA comprende en promedio de aproximadamente 0.8 a aproximadamente
0.9 mol de acido sialico por mol de rhGAA en el quinto sitio de N-glicosilacion
potencial. En al menos una realizacion, la rhGAA comprende una quinta ocupacion
de sitio de N-glicosilacion potencial como se representa en la Fig. 6A y un perfil de
N-glicosilaciébn como se representa en la Fig. 6F. En al menos una realizacion, la
rhGAA comprende una quinta ocupacion de sitio de N-glicosilacién potencial como
se representa en la Fig. 19A y un perfil de N-glicosilacion como se representa en la
Fig. 19F o la Fig. 20B.

En una o més realizaciones, al menos el 5 % de la rhGAA se fosforila en el
sexto sitio de N-glicosilacion (por ejemplo, N826 para la SEQ ID NO: 6 y N882 para
la SEQ ID NO: 4). En otras realizaciones, menos del 5 %, 10 %, 15 %, 20 % 0 25 %
de la rhGAA se fosforila en el sexto sitio de N-glicosilacion. Por ejemplo, el sexto
sitio de N-glicosilacion puede tener una mezcla de N-glicanos complejos di-, tri- y
tetra-antenarios como especies mayoritarias. En algunas realizaciones, al menos el
3%, 5%, 8%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90% 0 95% de la rhGAA esta sialilado en el sexto sitio de N-
glicosilacion. En algunas realizaciones, la rhGAA comprende en promedio de
aproximadamente 1.5 a aproximadamente 4.2 mol de &cido sialico por mol de
rhGAA en el sexto sitio de N-glicosilacién potencial. En algunas realizaciones, la
rhGAA comprende en promedio aproximadamente 0.9 mol de acido sialico acetilado
por mol de rhGAA en el sexto sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas
realizaciones, la rhGAA comprende un promedio de al menos 0.05 mol de especies
de glicanos con restos de poli-N-acetil-D-lactosamina (poli-LacNAc) por mol de
rhGAA en el sexto sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, mas
del 10 % de la rhGAA comprende un glicano que lleva un resto de poli-LacNAc en
el sexto sitio de N-glicosilacion potencial. En al menos una realizacion, la rhGAA

comprende una sexta ocupacién de sitio de N-glicosilacion potencial como se
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representa en la Fig. 6A y un perfil de N-glicosilacidn como se representa en la Fig.
6G. En al menos una realizacion, la rhGAA comprende una sexta ocupacion de sitio
de N-glicosilacién potencial como se representa en la Fig. 19A y un perfil de N-
glicosilacion como se representa en la Fig. 19G o la Fig. 20B.

En una o mas realizaciones, al menos el 5 % de la rhGAA se fosforila en el
séptimo sitio de N-glicosilacion potencial (por ejemplo, N869 para la SEQ ID NO: 6
y N925 para la SEQ ID NO: 4). En otras realizaciones, menos del 5 %, 10 %, 15 %,
20 % 0 25 % de la rhGAA se fosforila en el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial.
En algunas realizaciones, menos del 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 % o0 65 % de la
rhGAA tiene algun glicano en el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial. En
algunas realizaciones, al menos el 30 %, 35 % o0 40 % de la rhGAA tiene un glicano
en el séptimo sitio de N-glicosilacién potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA
comprende en promedio al menos 0.5 mol de acido sialico por mol de rhGAA en el
séptimo sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA
comprende en promedio al menos 0.8 mol de &cido sialico por mol de rhGAA en el
séptimo sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, la rhGAA
comprende en promedio aproximadamente 0.86 mol de &cido sialico por mol de
rhGAA en el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial. En algunas realizaciones, la
rhGAA comprende un promedio de al menos 0.3 mol de especies de glicanos que
llevan restos de poli-LacNAc por mol de rhGAA en el séptimo sitio de N-glicosilacion
potencial. En algunas realizaciones, casila mitad de la rhGAA comprende un glicano
gue lleva un resto de poli-LacNAc en el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial.
En al menos una realizacion, todos los N-glicanos identificados en el séptimo sitio
de N-glicosilacion potencial son N-glicanos complejos. En al menos una realizacion,
la rhGAA comprende una séptima ocupaciéon de sitio de N-glicosilacién potencial
como se representa en la Fig. 6A o como se representa en la Fig. 19A y un perfil de
N-glicosilacion como se representa en la Fig. 19H o en la Fig. 20B.

En algunas realizaciones, la rhGAA comprende en promedio 3-4 mol de
restos de M6P por mol de rhGAA y aproximadamente de 4 a aproximadamente

7.3 mol de acido sialico por mol de rhGAA. En algunas realizaciones, la rhGAA
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comprende ademas en promedio al menos aproximadamente 0.5 mol de bis-M6P
por mol de rhGAA en el primer sitio de N-glicosilacion potencial, de
aproximadamente 0.4 a aproximadamente 0.6 mol de mono-M6P por mol de rhGAA
en el segundo sitio de N-glicosilacion potencial, de aproximadamente 0.9 a
aproximadamente 1.2 mol de acido sialico por mol de rhGAA en el tercer sitio de N-
glicosilacion potencial, de aproximadamente 0.4 a aproximadamente 0.6 mol de bis-
M6P por mol de rhGAA en el cuarto sitio de N-glicosilacion potencial, de
aproximadamente 0.3 a aproximadamente 0.4 mol de mono-M6P por mol de rhGAA
en el cuarto sitio de N-glicosilacidon potencial, de aproximadamente 0.8 a
aproximadamente 0.9 mol de acido sialico por mol de rhGAA en el quinto sitio de N-
glicosilacion potencial y de aproximadamente de 1.5 a aproximadamente 4.2 mol de
acido sialico por mol de rhGAA en el sexto sitio de N-glicosilacion potencial. En
algunas realizaciones, la rhGAA comprende ademas en promedio al menos 0.5 mol
de &cido sialico por mol de rhGAA en el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial.
En algunas realizaciones, la rhGAA comprende en promedio al menos 0.8 mol de
acido sialico por mol de rhGAA en el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial. En
al menos una realizacion, la rhGAA comprende ademas en promedio
aproximadamente 0.86 mol de &cido sialico por mol de rhGAA en el séptimo sitio de
N-glicosilaciéon potencial. En al menos una realizacion, la rhGAA comprende siete
sitios de N-glicosilacion potenciales con perfiles de ocupacion y N-glicosilacion
como se representan en las Fig. 6A-6H. En al menos una realizacion, la rhGAA
comprende siete sitios de N-glicosilacion potenciales con perfiles de ocupacion y N-
glicosilacion como se representan en las Fig. 19A-19H y las Fig. 20A-20B.

Se divulgan métodos de fabricacion de rhGAA en la Solic. de Pat.
Internacional N.° PCT/2015/053252, la Pat. de los EE.UU. N.© 10,208,299 y la Pat.
de los EE.UU. N.° 10,961,522, cuya divulgacion integra se incorpora en el presente
documento por referencia.

Una vez dentro del lisosoma, la rhGAA puede degradar enzimaticamente el
glucégeno acumulado. Sin embargo, las los productos de rhGAA convencionales

tienen niveles totales bajos de N-glicanos que llevan mono-M6P y bis-M6P vy, por lo
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tanto, se dirigen deficientemente a las células musculares diana dando 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. Los N-glicanos con alto
contenido de manosa no fosforilados también pueden ser aclarados por el receptor
de manosa, dando como resultado un aclaramiento no productivo de la ERT (Fig.
2B). Por el contrario, como se muestra en la Fig. 2A, una rhGAA descrita en el
presente documento puede contener una mayor cantidad de N-glicanos que llevan
mono-M6P y bis-M6P, conduciendo a una captacion productiva de la rhGAA en
tejidos especificos tales como el masculo.

PRODUCCION Y PURIFICACION DE RHGAA GLICOSILADA UNIDAD AN

Como se describe en la Solic. de Pat. internacional N.° PCT/2015/053252, la
Pat. de los EE.UU. N.° 10,208,299 y la Pat. de los EE.UU. N.° 10,961,522, cuya
totalidad se incorpora en el presente documento por referencia, pueden usarse
células tales como células de ovario de hamster chino (CHO) para producir la rhGAA
descrita en las mismas. La expresion de rhGAA con alto contenido de M6P en
células CHO es mas ventajosa que la modificacién del perfil de glicanos de una
rhGAA de manera postraduccional, al menos en parte porque sélo la primera puede
convertirse mediante la degradacién de glicanos en una forma de rhGAA con una
hidrélisis de glucogeno éptima, potenciando de este modo la eficacia terapéutica.

En algunas realizaciones, la rhGAA se produce preferentemente en una o
mas estirpes de células CHO transformadas con una construccién de ADN que
codifica la rhGAA descrita en el presente documento. Dichas estirpes de células
CHO pueden contener multiples copias de un gen, tales como 5, 10, 15 0 20 o mas
copias, de un polinucleétido que codifica GAA. Las construcciones de ADN, que
expresan variantes alélicas de la a-glucosidasa acida u otras secuencias de
aminoacidos de a-glucosidasa acida variante tales como quellas que son al menos
un 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % idénticas a la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6, pueden

construirse y expresarse en células CHO. Los expertos en la materia pueden
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seleccionar vectores alternativos adecuados para transformar células CHO para la
produccion de dichas construcciones de ADN.

Se describen métodos para fabricar dichas estirpes de células CHO en la
Solic. de Pat. Internacional N.° PCT/2015/053252, la Pat. de los EE.UU. N.°
10,208,299 y la Pat. de los EE.UU. N.° 10,961,522, cuya totalidad se incorpora en
el presente documento por referencia. Brevemente, estos métodos implican
transformar una célula CHO con ADN que codifica GAA o una variante de GAA,
seleccionar una célula CHO que integra de forma estable el ADN que codifica GAA
en su cromosoma 0 cromosomas y que expresa de forma estable GAA, y
seleccionar una célula CHO que expresa GAA que tiene un alto contenido de N-
glicanos que llevan mono-M6P o bis-M6P y, opcionalmente, seleccionar una célula
CHO que tiene N-glicanos con un alto contenido de acido sidlico y/o que tiene N-
glicanos con un alto contenido de manosa y bajo grado de no fosforilacion. Las
estirpes de células CHO seleccionadas pueden usarse para producir rhGAA y
composiciones de rhGAA cultivando la estirpe de células CHO y recuperando dicha
composicién del cultivo de células CHO. En algunas realizaciones, una rhGAA
producida a partir de las estirpes celulares CHO seleccionadas contiene un alto
contenido de N-glicanos que llevan mono-M6P o bis-M6P que se dirigen al CIMPR.
En algunas realizaciones, una rhGAA producida como se describe en el presente
documento tiene niveles bajos de N-glicanos complejos con galactosa terminal. En
algunas realizaciones, las estirpes de células CHO seleccionadas se denominan
GA-ATB200 o ATB200-X5-14. En algunas realizaciones, las estirpes de células
CHO seleccionadas abarcan un subcultivo o derivado de dicho cultivo de células
CHO. En algunas realizaciones, una rhGAA producida a partir de las estirpes de
células CHO seleccionadas se denomina ATB200.

Una rhGAA producida como se describe en el presente documento puede
purificarse siguiendo los métodos descritos en la Pat. de los EE.UU. N.° 10,227,577
y en la Solicitud provisional de los EE.UU. N.° 62/506,569, ambas incorporadas en

el presente documento por referencia en su totalidad. En la Fig. 3 se muestra un
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proceso de ejemplo para producir, capturar y purificar una rhGAA producida a partir
de estirpes de células CHO.

Brevemente, el biorreactor 601 contiene un cultivo de células, tales como
células CHO, que expresan y secretan rhGAA en el medio de cultivo liquido
circundante. El biorreactor 601 puede ser cualquier biorreactor adecuado para
cultivar las células, tal como un biorreactor de perfusién, discontinuo o alimentado
discontinuo. El medio de cultivo se elimina del biorreactor después de un periodo
de tiempo suficiente para que las células produzcan rhGAA. Dicha eliminacién de
medio puede ser continua para un biorreactor de perfusion o puede ser discontinua
para un reactor discontinuo o alimentado discontinuo. ElI medio puede filtrarse
mediante el sistema de filtracibn 603 para eliminar las células. El sistema de
filtracion 603 puede ser cualquier sistema de filtracibn adecuado, incluyendo un
sistema de filtracion de flujo tangencial alterno (ATF, por sus siglas en inglés), un
sistema de filtracion de flujo tangencial (TFF, por sus siglas en inglés) y/o un sistema
de filtracion centrifuga. En diversas realizaciones, el sistema de filtracién utiliza un
filtro que tiene un tamafio de poro de entre aproximadamente 10 nanémetros y
aproximadamente 2 micrometros.

Después de la filtracion, el filtrado se carga en un sistema 605 de captura de
proteinas. El sistema 605 de captura de proteinas puede incluir una o0 mas columnas
de cromatografia. Si se usa mas de una columna de cromatografia, entonces las
columnas se pueden colocar en serie para que la siguiente columna pueda
comenzar a cargarse una vez que se cargue la primera columna. Como alternativa,
el proceso de eliminacién de medios se puede detener durante el tiempo en que se
cambian las columnas.

En diversas realizaciones, el sistema 605 de captura de proteinas incluye una
0 mas columnas de intercambio anidnico (AEX) para la captura directa de productos
de rhGAA, particularmente la rhGAA que tiene un alto contenido de M6P. La rhGAA
capturada por el sistema 605 de captura de proteinas se eluye de la columna o
columnas cambiando el pH y/o el contenido de sal en la columna. En la Tabla 2 se

proporcionan condiciones de ejemplo para una columna de AEX.
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Tabla 2. Condiciones de ejemplo para una columna de AEX

o Caudal | Volumen | Temperatura
Procedimiento Tampon
(cm/h) (CV) (°C)
o >1-3
Higienizacién < 25-
NaOH 0.1-10 M (= 10- 15 - 25
antes del uso 2500 _
120 min)
Tampon fosfato (PB) <ot
Pre-Equilibrado | 20-2000 mM, pH 6.9- | >1-5 15 — 25
2500
7.3
N PB 4-400 mM, pH < 25-
Equilibrado =1-5 2-15
6.9-7.3 2500
< 10-
Carga NA NA 2-15
1000
PB 4-400 mM, pH < 25-
Lavadol > 2-10 2-15
6.9-7.3 2500
PB 4-400 mM, pH < 25-
Lavado2 >2-10 15-25
6.9-7.3 2500
PB 4-400 mM, NacCl <05
Elucién 20-2000 MM, pH 6.1- | NA 15— 25
2500
6.5
_ PB 4-400 mM, NacCl < 25-
Separacion =1-5 15-25
0.1-10 M, pH 6.1-6.5 2500
>1-3
Higienizacién < 25-
NaOH 0.1-10 M (= 10- 15-25
después del uso 2500 )
120 min)
< 25-
Almacenamiento NaOH 0.01-1.0 M 500 =21-5 15-25

La rhGAA eluida puede someterse a etapas de purificacion y/o etapas de

control de calidad adicionales. Por ejemplo, la rhGAA eluida puede someterse a una
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etapa de destruccion de virus 607. Una destruccion de virus 607 puede incluir una
0 mas de una destruccidén a pH bajo, una destruccion con detergente u otra técnica
conocida en la materia. La rhGAA de la etapa de destruccion de virus 607 puede
introducirse en un segundo sistema de cromatografia 609 para purificar
adicionalmente el producto de rhGAA. Como alternativa, la rhGAA eluida del
sistema 605 de captura de proteinas puede alimentarse directamente al segundo
sistema de cromatografia 609. En diversas realizaciones, el segundo sistema de
cromatografia 609 incluye una o mas columnas de cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC) para la eliminacion adicional de impurezas. En la
Tabla 3 a continuacion se proporcionan condiciones de ejemplo para una columna
de IMAC.

Tabla 3. Condiciones de ejemplo para una columna de IMAC

o ] Caudal Vol
Procedimiento Tampon
(cm/h) (CV)
Aclarado PB 4-400 mM, pH 6.3-6.7 < 25-2500 >1-5
Higienizacion >1-3
NaOH 0.01-1.0 M < 25-2500 _
antes del uso (10 - 30 min)
Equilibrado PB 4-400 mM, pH 6.5 < 25-2500 21-5
Lavado con WFI| Agua para inyeccion (WFI) < 25-2500 >1-3
Quelacion Acetato de cobre 0.01-1.0 M | =< 25-2500 215
Lavado con WFI WFI < 25-2500 =2-10
Lavado con Acetato sodico 2-200 mM,
_ < 25-2500 > 2-10
tampodn acido NaCl 0.05-5 M, pH 3.5-4.5
Equilibrado PB 4-400 mM, pH 6.3-6.7 < 25-2500 =1-5
Ejecucion de
blanco con PB 4-400 mM, glicina 15-1500
< 25-2500 > 2-20
tampoén de mM, pH 6.1-6.5
elucion
Equilibrado PB 4-400 mM, pH 6.3-6.7 < 25-2500 =1-5
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Carga NA < 25-2500 =1-5
Lavadol PB 4-400 mM, pH 6.3-6.7 < 25-2500 > 2-10
PB 4-400 mM, NaCl 0.1-10 M,
Lavado2 propilenglicol al 5-30 %, pH < 25-2500 > 2-10
6.3-6.7
Lavado3 PB 4-400 mM, pH 6.3-6.7 < 25-2500 = 2-10
y PB 4-400 mM, glicina 15-1500
Elucion < 25-2500 NA
mM, pH 6.1-6.5
. PB 4-400 mM, imidazol 50-
Separacion < 25-2500 21-5
5000 mM, pH 6.3-6.7
Higienizacion >1-3
] NaOH 0.01-1 M < 25-2500 _
después del uso (10 - 30 min)
Aclarado PB 4-400 mM, pH 6.3-6.7 < 25-2500 >21-5
etanol al 5-30% < 25-2500 21-5

Almacenamiento

Después de cargar la rhGAA en el segundo sistema de cromatografia 609, la
proteina recombinante se eluye de la columna o columnas. La rhGAA eluida puede
someterse a una etapa de destruccion de virus 611. Al igual que con la destruccién
de virus 607, la destruccién de virus 611 puede incluir una o mas de una destruccién
a pH bajo, una destruccion con detergente u otra técnica conocida en la materia. En
algunas realizaciones, solo se utiliza una de la destruccion de virus 607 o0 611, o las
destrucciones de virus se realizan en la misma etapa en el proceso de purificacion.

La rhGAA de la etapa de destruccién de virus 611 puede introducirse en un
tercer sistema de cromatografia 613 para purificar adicionalmente el producto de
proteina recombinante. Como alternativa, la proteina recombinante eluida del
segundo sistema de cromatografia 609 puede alimentarse directamente al tercer
sistema de cromatografia 613. En diversas realizaciones, el tercer sistema de
cromatografia 613 incluye una o mas columnas de cromatografia de intercambio

cationico (CEX) y/o columnas de cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) para
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la eliminacion adicional de impurezas. Después, el producto de rhGAA se eluye del
tercer sistema de cromatografia 613. En la Tabla 4 a continuacion se proporcionan
condiciones de ejemplo para una columna de CEX.

Tabla 4. Condiciones de ejemplo para una columna de CEX

o ) Caudal Vol
Procedimiento Tampon
(cm/h) (CV)
Higienizacion >1-3
NaOH 0.1-10 M < 25-2500 _
antes del uso (2 10-120 min)
. Citrato sodico 2-200 mM, pH
Equilibrado < 30-3000 > 2-10
4.0-5.0
Carga NA < 30-3000 NA
Citrato sédico 2-200 mM, pH
Lavado < 30-3000 > 2-10
4.0-5.0
. Citrato sodico 2-200 mM,
Elucion < 30-3000 > 2-10
NaCl 15-1500 mM, pH 4.0-5.0
_ Citrato sodico 2-200 mM,
Separacion < 30-3000 21-5
NaCl 0.1-10 M, pH 4.0-5.0
Higienizacién >1-3
] NaOH 0.1-10 M < 25-2500 _
después del uso (2 10-120 min)
Almacenamiento NaOH 0.01-1.0 M < 30-3000 >1-5

El producto de rhGAA también puede someterse a un procesamiento
adicional. Por ejemplo, puede usarse otro sistema de filtraciébn 615 para eliminar
virus. En algunas realizaciones, dicha filtracién puede utilizar filtros con tamafios de
poro entre 5y 50 um. Otro procesamiento del producto puede incluir una etapa 617
de ajuste de producto, en la que el producto de proteina recombinante puede
esterilizarse, filtrarse, concentrarse, almacenarse y/o tener componentes

adicionales para afadir a la formulacién de producto final.
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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

En diversas realizaciones, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende la rhGAA descrita en el presente documento, ya sea sola o en
combinacion con otros agentes terapéuticos, y/o un portador farmacéuticamente
aceptable.

En una o més realizaciones, una composicion farmacéutica descrita en el
presente documento comprende una sal farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la sal farmacéuticamente aceptable utilizada en el
presente documento es una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable.
La sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable puede incluir, pero sin
limitacién, &cido clorhidrico, acido bromhidrico, &cido sulfarico, acido sulfamico,
acido nitrico, acido fosférico y similares, y acidos organicos incluyendo, pero sin
limitacion, acido acético, acido trifluoroacético, acido adipico, acido ascoérbico, acido
aspartico, acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido butirico, acido alcanforico,
acido alcanforsulfénico, acido cindmico, &cido citrico, acido diglucénico, &cido
etanosulfénico, &cido glutdmico, &cido glicélico, acido glicerofosférico, éacido
hemisulfico, &cido hexanoico, acido férmico, &cido fumarico, &cido 2-
hidroxietanosulfénico (acido isetidnico), acido lactico, acido hidroximaleico, acido
malico, acido malonico, acido mandélico, acido mesitilenosulfénico, acido
metanosulfénico, &cido naftalenosulfénico, &cido nicotinico, acido 2-
naftalenosulfénico, acido oxalico, &cido pamoico, acido pectinico, acido fenilacético,
acido 3-fenilpropionico, acido pivalico, acido propionico, acido piravico, acido
salicilico, acido estearico, acido succinico, acido sulfanilico, acido tartarico, acido p-
toluenosulfonico, acido undecanoico y similares.

En algunas realizaciones, la sal farmacéuticamente aceptable utilizada en el
presente documento es una sal de adicion de base farmacéuticamente aceptable.
La sal de adicion de base farmacéuticamente aceptable puede incluir, pero sin
limitacion, amoniaco o hidroxido, carbonato o bicarbonato de amonio o un cation
metalico tal como sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, hierro, cinc, cobre,

manganeso, aluminio y similares. Las sales derivadas de bases atdxicas organicas
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farmacéuticamente aceptables, incluyen, pero sin limitacion, sales de aminas
primarias, secundarias, y terciarias, compuestos de amina cuaternaria, aminas
sustituidas, incluyendo las aminas sustituidas de origen natural, aminas ciclicas y
resinas de intercambio ionico basicas, tales como metilamina, dimetilamina,
trimetilamina, etilamina, dietilamina, trietilamina, isopropilamina, tripropilamina,
tributilamina, etanolamina, dietanolamina, 2-dimetilaminoetanol, 2-
dietilaminoetanol, diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina,
hidrabramina, colina, betaina, etilendiamina, glucosamina, metilglucamina,
teobromina, purinas, piperazina, piperidina, N-etilpiperidina, compuestos de
tetrametilamonio, compuestos de tetraetilamonio, piridina, N,N-dimetilanilina, N-
metilpiperidina, = N-metilmorfolina,  diciclohexilamina, bibencilamina, N,N-
dibencilfenetilamina, 1-efenamina, N,N'-dibenciletilendiamina, resinas de poliamina
y similares.

En algunas realizaciones, la rhGAA o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma puede formularse en forma de una composicién farmacéutica adaptada
para la administracion intravenosa. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica es una solucion en tampdén acuoso isoténico estéril. Cuando sea
necesario, la composicion puede incluir también un agente solubilizante y un
anestésico local para disminuir el dolor en el sitio de la inyeccion. Los ingredientes
de la composicion farmacéutica pueden suministrarse por separado o se mezclan
entre si en una forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, en forma de un polvo
liofiizado seco o concentrado exento de agua en un recipiente sellado
herméticamente tal como una ampolla o bolsita en la que se indica la cantidad del
principio activo. Cuando la composicion es para administrarse mediante infusion,
puede dispensarse con una botella de infusion que contiene agua estéril de calidad
farmacéutica, solucién salina o dextrosa/agua. En algunas realizaciones, la infusion
puede tener lugar en un hospital o clinica. En algunas realizaciones, la infusion
puede tener lugar fuera del hospital o la clinica, por ejemplo, en la residencia del

sujeto. Cuando la composicibn se administra mediante inyeccion, puede
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proporcionarse una ampolla de agua estéril para inyeccion o solucion salina con el
fin de que los ingredientes puedan mezclarse antes de la administracion.

En algunas realizaciones, la rhGAA o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma se administra cada 2 semanas en forma de una infusion intravenosa
gue dura aproximadamente 4 horas. En algunas realizaciones, el volumen total de
infusion se determina por el peso corporal del paciente. La velocidad de infusion
puede reducirse y la duracidon de la infusion puede aumentarse si el paciente
experimenta una IAR.

En algunas realizaciones, la velocidad de infusién inicial es de 1 mg/kg/hora.
En algunas realizaciones, la velocidad de infusibn se aumenta gradualmente en
2 mg/kg/hora cada 30 minutos si no hay signos de reacciones asociadas a la
infusion (RAI) hasta que se alcanza una velocidad maxima de 7 mg/kg/hora;
después, la velocidad de infusién se mantiene a 7 mg/kg/hora hasta completar la
infusion. En algunas realizaciones, la duracién total aproximada de la infusion es de
4 horas.

Las infusiones deben administrarse de forma escalonada usando una bomba
de infusion. Las velocidades de infusion pueden aumentarse desde la velocidad
inicial cada 30 minutos +/- 5 minutos hasta alcanzar la velocidad maxima, como se
muestra en la Tabla 5 a continuacién, basandose en el peso del paciente.

Tabla 5: Volumenes y velocidades de infusién recomendados para una

dosis de 20 mg/kg

Intervalo delVolumen de| Etapal Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
peso del infusion | 1 mg/kg/h | 3 mg/kg/h | 5mg/kg/h | 7 mg/kg/h
sujetos (kg) | total (ml) (ml/h) (ml/nh) (ml/nh) (ml/nh)
40 — 50 250 13 38 63 88
50.1 - 60 300 15 45 75 105
60.1 — 100 500 25 75 125 175
100.1 - 120 600 30 90 150 210
120.1 - 140 700 35 105 175 245
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140.1 - 160 800 40 120 200 280
160.1 - 180 900 45 135 225 315
180.1 - 200 1,000 50 150 250 350

El problema de tolerabilidad méas grave de la rhGAA o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma es la aparicion de reacciones asociadas
a la infusion (IAR), que, en algunos casos, pueden incluir anafilaxia potencialmente
mortal u otras respuestas alérgicas graves. En algunas realizaciones, antes de la
administracion de la rhGAA o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, se
administran pretratamientos  con antihistaminicos, antipiréticos  y/o
corticoesteroides. Si se usé un pretratamiento con terapia de reemplazo enzimatico
(ERT), antes de la administracion de la rhGAA o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma, se administran pretratamientos con antihistaminicos,
antipiréticos y/o corticoesteroides.

En algunas realizaciones, la rhGAA o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma puede formularse para la administracion oral. Las composiciones
administrables por via oral pueden formularse en forma de comprimidos, capsulas,
ovulos, elixires, soluciones o suspensiones, geles, jarabes, colutorios o polvo seco
para su reconstitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso,
opcionalmente con agentes aromatizantes y colorantes para aplicaciones de
liberacion inmediata, retardada, modificada, sostenida, pulsatii o controlada.
También pueden usarse composiciones sélidas tales como comprimidos, capsulas,
pastillas para chupar, pildoras, bolos, polvo, pastas, granulos, grageas, balas o
preparaciones de premezcla. Pueden prepararse composiciones solidas y liquidas
para uso oral de acuerdo con los métodos bien conocidos en la técnica. Dichas
composiciones pueden contener también uno o mas portadores y excipientes
farmacéuticamente aceptables que pueden estar en forma solida o liquida. Pueden
prepararse comprimidos o capsulas por medios convencionales con excipientes
farmacéuticamente aceptables, incluyendo, pero sin limitacibn, agentes
aglutinantes, cargas, lubricantes, disgregantes o agentes humectantes. Se conocen

en la técnica excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados e incluyen, pero
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sin limitacion, almidon pregelatinizado, polivinilpirrolidona, povidona, hidroxipropil
metilcelulosa (HPMC), hidroxipropil etilcelulosa (HPEC), hidroxipropil celulosa
(HPC), sacarosa, gelatina, goma arabiga, lactosa, celulosa microcristalina,
hidrogenofosfato de calcio, estearato de magnesio, acido estearico, behenato de
glicerilo, talco, silice, maiz, almidon de patata o tapioca, almidon glicolato de sodio,
lauril sulfato de sodio, citrato de sodio, carbonato de calcio, fosfato de calcio
dibasico, glicina croscarmelosa de sodio y silicatos complejos. Los comprimidos se
pueden recubrir mediante métodos bien conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica descrita en el
presente documento puede formularse de acuerdo con la Pat. de los EE.UU. N.°
10,512,676 y la Solicitud provisional de los EE.UU. N.° 62/506,574, ambas
incorporadas en el presente documento por referencia en su totalidad. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el pH de una composicion farmacéutica descrita en el
presente documento es de aproximadamente 5.0 a aproximadamente 7.0 o de
aproximadamente 5.0 a aproximadamente 6.0. En algunas realizaciones, el pH varia
de aproximadamente 5.5 a aproximadamente 6.0. En algunas realizaciones, el pH
de la composicién farmacéutica es de 6.0. En algunas realizaciones, el pH puede
ajustarse a un pH objetivo usando ajustadores de pH (es decir, agentes
alcalinizantes y agentes acidificantes) tales como hidréxido de sodio y/o acido
clorhidrico.

La composicién farmacéutica descrita en el presente documento puede
comprender un sistema tampon tal como un sistema de citrato, un sistema de fosfato
y/o una combinacion de los mismos. El citrato y/o el fosfato pueden ser un citrato de
sodio o fosfato de sodio. Otras sales incluyen sales de potasio y amonio. En una o
mas realizaciones, el tampon comprende un citrato. En realizaciones adicionales, el
tampdn comprende citrato de sodio (por ejemplo, una mezcla de citrato de sodio
deshidratado y monohidrato de acido citrico). En una o mas realizaciones, las
soluciones tampon que comprenden un citrato pueden comprender citrato de sodio
y &cido citrico. En algunas realizaciones, hay presente tanto un tampoén de citrato

como de fosfato.
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En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica descrita en el
presente documento comprende al menos un excipiente. El excipiente puede actuar
como agente de tonicidad, agente de carga y/o estabilizador. Los agentes de
tonicidad son componentes que ayudan a garantizar que la formulacién tenga una
presién osmoética similar o igual a la sangre humana. Los agentes de carga son
ingredientes que afiladen masa a las formulaciones (por ejemplo, liofilizados) y
proporcionan una estructura adecuada a la torta. Los estabilizadores son
compuestos que pueden prevenir o minimizar la formaciéon de agregados en las
superficies interfaciales hidrofobas aire-agua. Un excipiente puede actuar como
agente de tonicidad y agente de carga al mismo tiempo. Por ejemplo, el manitol
puede actuar como agente de tonicidad y también proporcionar beneficios como
agente de carga.

Los ejemplos de agentes de tonicidads incluyen cloruro de sodio, manitol,
sacarosa Yy trehalosa. En algunas realizaciones, el agente de tonicidad comprende
manitol. En algunas realizaciones, la cantidad total de uno o mas agentes de
tonicidad varia en una cantidad de aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente
50 mg/ml. En realizaciones adicionales, la cantidad total de uno o0 mas agentes de
tonicidad varia en una cantidad de aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14 o 15 mg/mi
a aproximadamente 16, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50 mg/ml.

En algunas realizaciones, el excipiente comprende un estabilizador. En
algunas realizaciones, el estabilizador es un tensioactivo. En algunas realizaciones,
el estabilizador es polisorbato 80. En una o mas realizaciones, la cantidad total de
estabilizador varia de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 1.0 mg/ml. En
realizaciones adicionales, la cantidad total de estabilizador varia de
aproximadamente 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 o 0.5 mg/ml a aproximadamente 0.5, 0.6, 0.7,
0.8, 0.9 o 1.0 mg/ml. En mas realizaciones adicionales, la cantidad total de
estabilizador es de aproximadamente 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 o
1.0 mg/ml.
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En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende uno o
mas de los siguientes excipientes: dihidrato de citrato de sodio, monohidrato de
acido citrico, manitol o polisorbato-80.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica comprende (a) una
rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa), (b) al menos un tampon
seleccionado del grupo que consiste en un citrato, un fosfato y una combinacion de
los mismos, y (c) al menos un excipiente seleccionado del grupo que consiste en
manitol, polisorbato 80 y una combinacién de los mismos, y tiene un pH de (i) de
aproximadamente 5.0 a aproximadamente 6.0, o (ii) de aproximadamente 5.0 a
aproximadamente 7.0. En algunas realizaciones, la composicibn comprende
ademas agua. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender ademas
un agente acidificante y/o un agente alcalinizante.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende (a) una
rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) a una concentracion de
aproximadamente 5-50 mg/ml, aproximadamente 5-30 mg/ml o aproximadamente
15 mg/ml, (b) tampon de citrato de sodio a una concentracion de aproximadamente
10-100 MM o aproximadamente 25 mM, (c) manitol a una concentracion de
aproximadamente 10-50 mg/ml o aproximadamente 20 mg/ml, (d) polisorbato 80,
presente a una concentracion de aproximadamente 0.1-1 mg/ml, aproximadamente
0.2-0.5 mg/ml o aproximadamente 0.5 mg/ml, y (e) agua, y tiene un pH de
aproximadamente 6.0. En al menos una realizacién, la composicion farmacéutica
comprende (a) rhGAA 15 mg/ml (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) (b)
tampon de citrato de sodio 25 mM, (c) manitol 20 mg/ml (d) polisorbato 80
0.5mg/ml, y (e) agua, y tiene un pH de aproximadamente 6.0. En algunas
realizaciones, la composicién puede comprender ademas un agente acidificante y/o
un agente alcalinizante.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica que comprende
rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) se diluye antes de su

administracion a un sujeto que la necesite.
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En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica descrita en el
presente documento puede someterse a un proceso de liofilizacién (liofilizacién)
para proporcionar una torta o polvo. En consecuencia, en algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica descrita en el presente documento pertenece a una
composicion de rhGAA después de la liofilizacion. La mezcla liofilizada puede
comprender la rhGAA descrita en el presente documento (por ejemplo, ATB200 o
cipaglucosidasa alfa), tampon seleccionado del grupo que consiste en un citrato, un
fosfato y combinaciones de los mismos, y al menos un excipiente seleccionado del
grupo que consiste en trehalosa, manitol, polisorbato 80 y una combinacién de los
mismos. En algunas realizaciones, a la mezcla liofilizada pueden afadirse otros
ingredientes (por ejemplo, otros excipientes). La composicion farmacéutica que
comprende la formulacién liofilizada puede proporcionarse en un vial, que después
puede almacenarse, transportarse, reconstituirse y/o administrarse a un paciente.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica que comprende una
rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) como se describe en el
presente documento es un polvo liofilizado en viales de vidrio. En algunas
realizaciones, cada vial puede contener aproximadamente 105 mg de rhGAA
liofilizada (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa). EI polvo puede
reconstituirse en agua estéril y después diluirse con cloruro de sodio al 0.9 % antes
de administrarlo por infusién IV. En algunas realizaciones, después de la
reconstitucion, el concentrado obtenido contiene 15 mg de rhGAA (por ejemplo,
ATB200 o cipaglucosidasa alfa) por ml. En algunas realizaciones, después de la
reconstitucion con 7.2 ml de diluyente, el vial contiene un volumen utilizable de
7.0 ml de concentrado que contiene rhGAA 15 mg/ml (por ejemplo, ATB200 o
cipaglucosidasa alfa). En algunas realizaciones, el diluyente es agua estéril y/o
cloruro de sodio al 0.9 %. En algunas realizaciones, cada vial puede incluir un
sobrellenado para compensar la pérdida de liquido durante la preparacion. En
algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un vial (por ejemplo, un
vial de vidrio) que contiene 105 mg de composicién de rhGAA (por ejemplo, ATB200

0 cipaglucosidasa alfa) liofilizada que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o
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cipaglucosidasa alfa), dihidrato de citrato de sodio, monohidrato de acido citrico,
manitol, polisorbato 80, en donde la cantidad/concentracion de cada ingrediente
puede seleccionarse de las descritas en el presente documento.

En algunas realizaciones, el nUmero de viales que se ha de reconstituir se
basa en el peso corporal del paciente y en el hecho de que cada vial contiene
105 mg de rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa). En consecuencia,
en algunas realizaciones, dosis del paciente (mg) = Peso del sujeto (kg) x dosis
(mg/kg); y Numero de viales necesarios = dosis del paciente (en mg)/105 (mg por
vial). En algunas realizaciones, si el nUmero de viales incluye una fraccion, se
redondea al nimero entero superior.

Por ejemplo, en un paciente de 65 kg dosificado a 20 mg/kg: Dosis del
paciente (mg) = 65 kg X 20 mg/kg = 1300 mg dosis total; NUumero de viales
necesarios = 1300/105 mg por vial = 12.381 redondeado a 13 viales con fines de
dispensaciéon. La dosis del paciente es de 20 mg/ kg, por lo que se extraera el
volumen completo de los 12 primeros viales pero al 13.%" vial se le extraeran 2.7 mli
y se afiadiran a la bolsa de infusién.

En algunas realizaciones, el método de reconstitucién comprende o consiste
esencialmente en los siguientes procesos: (1) reconstituir cada vial inyectando
lentamente 7.2 ml de Agua Estéril para Inyeccion, en la pared interior de cada vial y
no directamente sobre la torta liofilizada; (2) hacer rodar cada vial suavemente, no
invertir, girar ni agitar; (3) diluir una cantidad de rhGAA reconstituida basada en el
peso corporal del paciente en Cloruro de sodio para Inyeccién al 0.9 %,
inmediatamente después de la reconstitucion hasta el volumen de infusion total para
la dosis de 20 mg/kg basada en el peso del paciente; (4) antes de afadir la rhGAA
reconstituida, eliminar el aire y la cantidad total igual al volumen reconstituido de la
bolsa de Cloruro de sodio para Inyeccién al 0.9 %; (5) extraer lentamente la solucién
reconstituida de cada vial evitando la formacion de espuma en la jeringa; (6) Afiadir
lentamente la solucion de cipaglucosidasa alfa reconstituida directamente en la
bolsa de Cloruro de sodio para Inyeccién al 0.9 % (no afadir directamente en el

espacio de aire que pueda quedar dentro de la bolsa de infusion) evitando la



10

15

20

25

30

78

formacion de espuma en la bolsa de infusién (Como alternativa, la dilucion del
producto puede lograrse usando una bolsa de infusion vacia del tamafio adecuado
para afiadir el volumen necesario de Cloruro de sodio para Inyeccion al 0.9 % y la
rhGAA reconstituida basandose en el peso del paciente). Se recomienda usar
bolsas precargadas de Cloruro de sodio para Inyeccion al 0.9 %); (7) invertir o
masajear suavemente la bolsa de infusiébn para mezclar; y (8) cubrir la bolsa de
infusion y el tubo para proteger el medicamento de la luz. Después de la
reconstitucion, cada vial producira una concentracion de 15 mg/ml. La dosis total
extraible por vial es de 105 mg por 7 ml.

En algunas realizaciones, sélo se diluye la cantidad exacta de rhGAA
reconstituida basandose en el peso corporal del paciente. En algunas realizaciones,
para la extraccion parcial del vial reconstituido, las cantidades se redondean hacia
arriba o hacia abajo hasta 1 decimal. En algunas realizaciones, la bolsa de infusién
no se agita para mezclar o se usa un tubo neumatico para transportar la bolsa de
infusion. En algunas realizaciones, las soluciones reconstituidas y diluidas pueden
contener particulas en forma de finas hebras blancas o fibras translicidas después
de la preparacion inicial y pueden aumentar a lo largo del tiempo.

La presente divulgacion también proporciona una composicion farmacéutica
que comprende un estabilizador enzimatico. En algunas realizaciones, el
estabilizador enzimatico es miglustat o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. En otra realizacion, el estabilizador enzimético es duvoglustat o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, una rhGAA descrita en el presente documento se
formula en una composicion farmaceéutica, mientras que un estabilizador enzimatico
tal como miglustat se formula en otra composicion farmacéutica. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica que comprende miglustat se basa en
una formulacion disponible en el mercado como ZAVESCA® (Actelion
Pharmaceuticals). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica que
comprende miglustat comprende celulosa microcristalina, almidon pregelatinizado,

sucralosa en polvo Emprove®, estearato de magnesio y/o didxido de silicio coloidal.
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En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una capsula de gelatina
dura para la administracion oral, que comprende aproximadamente 65 mg de
miglustat, celulosa microcristalina, almidén pregelatinizado, sucralosa en polvo
Emprove®, estearato de magnesio y/o didxido de silicio coloidal.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende
miglustat comprende el 20 %-40 % en peso de miglustat, tal como el 30-35 % en
peso de miglustat. En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que
comprende miglustat comprende ademas el 40 %-60 % en peso de celulosa
microcristalina, tal como el 45-55 % en peso de celulosa microcristalina. En algunas
realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende miglustat comprende
ademas el 5 %-25 % en peso de almiddn pregelatinizado, tal como el 10-20 % en
peso de almidén pregelatinizado. En algunas realizaciones, una composicion
farmacéutica que comprende miglustat comprende ademas el 0.1 %-5 % en peso
de sucralosa, tal como el 0.2-1 % en peso de sucralosa. En algunas realizaciones,
una composicién farmacéutica que comprende miglustat comprende ademas el
0.1 %-5 % en peso de estearato de magnesio, tal como el 0.2-1 % en peso de
estearato de magnesio. En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
gue comprende miglustat comprende ademas el 0.1 %-5 % en peso de didxido de
silicio coloidal, tal como el 0.2-1 % en peso de dioxido de silicio coloidal. En algunas
realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende miglustat se
proporciona en una capsula de gelatina dura para la administracion oral. En algunas
realizaciones, la composicidén farmacéutica es una capsula de gelatina dura para la
administracion oral, que comprende aproximadamente el 20 %-40 % (por ejemplo,
el 30-35 %) en peso de miglustat, el 40 %-60 % (por ejemplo, el 45-55 %) en peso
de celulosa microcristalina, el 5 %-25 % (por ejemplo, el 10-20 %) en peso de
almidon pregelatinizado, el 0.1 %-5 % (por ejemplo, el 0.2 %-1 %) en peso de
sucralosa, el 0.1 %-5% (por ejemplo, el 0.2 %-1 %) en peso de estearato de
magnesio y/o el 0.1 %-5 % (por ejemplo, el 0.2 %-1 %) en peso de dioxido de silicio
coloidal. En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende

miglustat se proporciona en una forma farmacéutica oral liquida, tal como una
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solucion, dispersion, o suspension oral. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica es wuna forma farmacéutica liquida oral, que comprende
aproximadamente el 20 %-40 % (por ejemplo, el 30-35 %) en peso de miglustat, el
40 %-60 % (por ejemplo, el 45-55 %) en peso de celulosa microcristalina, el 5 %-
25 % (por ejemplo, el 10-20 %) en peso de almiddén pregelatinizado, el 0.1 %-5 %
(por ejemplo, el 0.2 %-1 %) en peso de sucralosa, el 0.1 %-5 % (por ejemplo, el
0.2 %-1 %) en peso de estearato de magnesio y/o el 0.1 %-5 % (por ejemplo, el
0.2 %-1 %) en peso de dioxido de silicio coloidal.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende
miglustat comprende de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 mg de
miglustat, tal como aproximadamente 65 mg de miglustat. En algunas realizaciones,
una composicion farmacéutica que comprende miglustat comprende de
aproximadamente 50 a aproximadamente 150 mg de celulosa microcristalina, tal
como de aproximadamente 75 a aproximadamente 125 mg de celulosa
microcristalina. En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica que
comprende miglustat comprende de aproximadamente 20 a aproximadamente
50 mg de almidon pregelatinizado, tal como de aproximadamente 30 a
aproximadamente 40 mg de almiddén pregelatinizado. En algunas realizaciones, una
composicion  farmacéutica que comprende miglustat comprende de
aproximadamente 0.1 a aproximadamente 5 mg de sucralosa, tal como de
aproximadamente 0.5 a aproximadamente 2 mg de sucralosa. En algunas
realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende miglustat comprende
de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 5 mg de estearato de magnesio, tal
como de aproximadamente 0.5 a aproximadamente 2 mg de estearato de magnesio.
En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende miglustat
comprende de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 5 mg de di6xido de silicio
coloidal, tal como de aproximadamente 0.2 mg a aproximadamente 1 mg de dioxido
de silicio coloidal. En algunas realizaciones, una composicion farmaceéutica que
comprende miglustat se proporciona en una capsula de gelatina dura para la

administracion oral. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una
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capsula de gelatina dura para la administracion oral, que comprende de
aproximadamente 50 a aproximadamente 100 mg (por ejemplo, 65 mg) de
miglustat, de aproximadamente 50 a aproximadamente 150 mg (por ejemplo, de
75mg a aproximadamente 125mg) de celulosa microcristalina, de
aproximadamente 20 a aproximadamente 50 mg (por ejemplo, de 30mg a
aproximadamente 40 mg) de almidon pregelatinizado, de aproximadamente 0.1 mg
a aproximadamente 5 mg (por ejemplo, de 0.5 mg a aproximadamente 2 mg) de
sucralosa, de aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 5 mg (por ejemplo, de
0.5mg a aproximadamente 2mg) de estearato de magnesio y/o de
aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 5 mg (por ejemplo, de 0.5 mg a
aproximadamente 2 mg) de didxido de silicio coloidal. En algunas realizaciones, una
composicién farmacéutica que comprende miglustat se proporciona en una forma
farmacéutica oral liquida, tal como una solucién, dispersion o suspension oral. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una forma farmacéutica
liquida oral, que comprende de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 mg
(por ejemplo, 65 mg) de miglustat, de aproximadamente 50 a aproximadamente
150 mg (por ejemplo, de 75 mg a aproximadamente 125 mg) de celulosa
microcristalina, de aproximadamente 20 a aproximadamente 50 mg (por ejemplo,
de 30mg a aproximadamente 40 mg) de almidén pregelatinizado, de
aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 5 mg (por ejemplo, de 0.5 mg a
aproximadamente 2 mg) de sucralosa, de aproximadamente 0.1mg a
aproximadamente 5 mg (por ejemplo, de 0.5 mg a aproximadamente 2 mg) de
estearato de magnesio y/o de aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 5 mg
(por ejemplo, de 0.5 mg a aproximadamente 2 mg) de dioxido de silicio coloidal.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende
miglustat se proporciona en una capsula de gelatina dura para la administracion oral
que comprende aproximadamente 65 mg de miglustat, aproximadamente 100 mg
de celulosa microcristalina, aproximadamente 32.6 mg de almidon pregelatinizado,
aproximadamente 1 mg de sucralosa en polvo, aproximadamente 1 mg de estearato

de magnesio y aproximadamente 0.4 mg de diéxido de silicio coloidal.
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En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende
miglustat se proporciona en una solucién, dispersion o suspensién oral, que
comprende aproximadamente 65 mg de miglustat, aproximadamente 100 mg de
celulosa microcristalina, aproximadamente 32.6 mg de almidon pregelatinizado,
aproximadamente 1 mg de sucralosa en polvo, aproximadamente 1 mg de estearato
de magnesio y aproximadamente 0.4 mg de diéxido de silicio coloidal.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende
miglustat se proporciona en una solucion, dispersion o suspension oral, que
comprende aproximadamente 130 mg de miglustat, aproximadamente 200 mg de
celulosa microcristalina, aproximadamente 65.2 mg de almidon pregelatinizado,
aproximadamente 2 mg de sucralosa en polvo, aproximadamente 2 mg de estearato
de magnesio y aproximadamente 0.8 mg de diéxido de silicio coloidal.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende
miglustat se proporciona en una solucion, dispersidbn o suspension oral, que
comprende aproximadamente 195 mg de miglustat, aproximadamente 300 mg de
celulosa microcristalina, aproximadamente 97.8 mg de almidén pregelatinizado,
aproximadamente 3 mg de sucralosa en polvo, aproximadamente 3 mg de estearato
de magnesio y aproximadamente 1.2 mg de diéxido de silicio coloidal.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende
miglustat se proporciona en una solucion, dispersion o suspension oral, que
comprende aproximadamente 260 mg de miglustat, aproximadamente 400 mg de
celulosa microcristalina, aproximadamente 130.4 mg de almidon pregelatinizado,
aproximadamente 4 mg de sucralosa en polvo, aproximadamente 4 mg de estearato
de magnesio y aproximadamente 1.6 mg de diéxido de silicio coloidal.

METODOS DE TRATAMIENTO

A. Tratamiento de enfermedades

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a un método de tratamiento de una
enfermedad o trastorno relacionado con la desregulacion del almacenamiento de
glucégeno mediante la administracion de la rhGAA o composicion farmacéutica

descrita en el presente documento. En algunas realizaciones, la enfermedad es la
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enfermedad de Pompe (también conocida como deficiencia de maltasa acida
(DMAA) y enfermedad por almacenamiento de glucégeno de tipo Il (GSD I1)). En
algunas realizaciones, la rhGAA es ATB200 o cipaglucosidasa alfa. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende rhGAA (por ejemplo,
ATB200 o cipaglucosidasa alfa). En el presente documento también se
proporcionan usos de rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) para
tratar la enfermedad de Pompe.

En algunas realizaciones, el sujeto tratado mediante los métodos divulgados
en el presente documento es un paciente con experiencia con ERT. Por ejemplo, el
sujeto tratado mediante los métodos divulgados en el presente documento es un
paciente adulto de 18 afilos 0 mas con un diagndstico confirmado de enfermedad de
Pompe de inicio tardio (deficiencia de a-glucosidasa acida (GAA)), que ha recibido
previamente terapia de reemplazo enziméatico (ERT). En algunas realizaciones, el
paciente con experiencia con ERT esta recibiendo actualmente una ERT aprobada
(por ejemplo, MYOZYME® o LUMIZYME®). En algunas realizaciones, el paciente
con experiencia con ERT esta en declive con su tratamiento actual. En algunas
realizaciones, los métodos divulgados en el presente documento se inician
aproximadamente 2 semanas después de la ultima dosis de ERT. En algunas
realizaciones, el sujeto tratado mediante los métodos divulgados en el presente
documento es un paciente sin tratamiento previo con ERT.

En algunas realizaciones, se puede esperar observar al paciente de nuevo
cada 3 meses para garantizar el beneficio clinico proporcionado al paciente y, por
lo tanto, continuar el tratamiento. Esta frecuencia de visita puede ser necesaria
hasta que el medicamento esté disponible en el mercado. En algunas realizaciones,
la respuesta de un paciente al tratamiento se evalla periédicamente basandose en
una valoracién de los principales parametros clinicos y de laboratorio de la
enfermedad. En algunas realizaciones, una rhGAA como se describe en el presente
documento (tal como cipaglucosidasa alfa) y miglustat se administran cada dos
semanas. En algunas realizaciones, una dosis de rhGAA tal como cipaglucosidasa

alfa es de aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal administrada en infusion de
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4 horas. En algunas realizaciones, si la infusion se retrasa, no debe iniciarse mas
de 3 horas después de la administracion oral de miglustat. En algunas realizaciones,
para pacientes que pesan 50 kg o0 mas, cuatro capsulas de 65 mg (260 mg en total).

En algunas de las realizaciones anteriores, para pacientes que pesan entre
40y 50 kg, se administra una dosis de tres capsulas de 65 mg (195 mg en total). En
algunas de las realizaciones anteriores, la rhGAA (tal como cipaglucosidasa alfa) se
administra mediante infusion cada dos semanas.

La rhGAA o composicion farmacéutica descrita en el presente documento se
administra por una via adecuada. En una realizacion, la rhGAA o composicion
farmacéutica se administra por via intravenosa. En algunas realizaciones, la rhGAA
0 composicion farmacéutica se administra por via intravenosa usando una bomba
de infusion. En algunas realizaciones, cuando se administra por via intravenosa, la
bolsa de infusion y el tubo se cubren para protegerlos de la luz. En otras
realizaciones, la rhGAA o composicion farmacéutica se administra mediante
administracion directa a un tejido diana, tal como el corazén o el musculo
esquelético (por ejemplo, intramuscular), o el sistema nervioso (por ejemplo,
inyeccion directa en el cerebro; por via intraventricular; por via intratecal). En
algunas realizaciones, la rhGAA o composicién farmacéutica se administra por via
oral. Se puede usar mas de una via simultdneamente, si se desea.

En algunas realizaciones, los efectos terapéuticos de la rhGAA o
composicién farmacéutica descrita en el presente documento pueden evaluarse
basandose en uno o mas de los siguientes criterios: (1) estado cardiaco (por
ejemplo, aumento de los volimenes telediastélico y/o telesistolico, o reduccion,
mejora o prevencion de la miocardiopatia progresiva que se encuentra normalmente
en la GSD-II), (2) funcion pulmonar (por ejemplo, aumento de la capacidad vital
durante el llanto con respecto a la capacidad basal y/o normalizacion de la
desaturacion de oxigeno durante el llanto), (3) desarrollo neurolégico y/o
habilidades/funciones motoras (por ejemplo, aumento de la puntuacion de la AIMS),
(4) reduccion de los niveles de glucogeno en el tejido del individuo afectado por la

enfermedad, (5) fuerza muscular; y/o (6) calidad de vida.
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En algunas realizaciones, los efectos terapéuticos de la rhGAA o
composicién farmacéutica descrita en el presente documento pueden evaluarse a
través de mediciones de la funciébn motora, la fuerza muscular, la funcién pulmonar,
los resultados informados por los pacientes (PRO) y los biomarcadores. En algunas
realizaciones, los efectos terapéuticos de la rhGAA o composicion farmacéutica
descrita en el presente documento pueden medirse mediante el ensayo de caminata
de 6 minutos (6MWT), el % predicho de 6MWD, el ensayo de caminata de 10 metros
(10MWT), la GSGC, la subida de 4 escalones, Gowers, el ensayo de la silla y el
Timed Up and Go (TUG, ensayo que mide el equilibrio dindmico y la capacidad de
movilidad en adultos mayores para predecir el riesgo de caidas). El tratamiento con
la rhGAA o composicion farmacéutica descrita en el presente documento también
puede dar como resultado ensayos mejorados de funcién pulmonar (PFT, por sus
siglas en inglés) medida mediante FVC (por ejemplo, en sedestacion, en decubito
supino), capacidad vital lenta (SVC, por sus siglas en inglés), presion inspiratoria
maéaxima (MIP, por sus siglas en inglés), presion espiratoria maxima (MEP, por sus
siglas en inglés) y presion inspiratoria nasal por olfateo (SNIP, por sus siglas en
inglés), asi como mejoras de la fuerza muscular en todas las partes del cuerpo
sometidas a ensayo, tanto de sujetos ambulatorios como no ambulatorios, medidas
mediante MMT (por ejemplo, MMT inferior, MMT superior, MMT global) y ensayos
musculares cuantitativos (QMT, por sus siglas en inglés).

En algunas realizaciones, el estado cardiaco de un sujeto mejora en un 10 %,
20 %, 30 %, 40 % o 50 % (o cualquier porcentaje intermedio) después de la
administracion de una o mas dosis de la rhGAA o composicion farmacéutica descrita
en el presente documento, en comparacion con el de un sujeto tratado con un
vehiculo o con el de un sujeto antes del tratamiento. El estado cardiaco de un sujeto
puede evaluarse mediante la medicibn de los volimenes telediastélico y/o
telesistolico y/o mediante la evaluacion clinica de la miocardiopatia. En algunas
realizaciones, la funcién pulmonar de un sujeto mejora en un 10 %, 20 %, 30 %,
40 % o 50 % (o cualquier porcentaje intermedio) después de la administracion de

una o mas dosis de rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o
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composicion farmacéutica que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o
cipaglucosidasa alfa), en comparacién con la de un sujeto tratado con un vehiculo
o la de un sujeto antes del tratamiento. En determinadas realizaciones, la mejora se
consigue después de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses 0 mas
desde la administracion (o cualquier periodo de tiempo entre medias). En
determinadas realizaciones, la rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa)
0 composicion farmacéutica que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o
cipaglucosidasa alfa) mejora y/o estabiliza la funcion pulmonar de un sujeto después
de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses o0 mas desde la
administracion (o cualquier periodo de tiempo entre medias).

En algunas realizaciones, la funcion pulmonar de un sujeto mejora en un
10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 % (o cualquier porcentaje intermedio) después de la
administracion de una o mas dosis de la rhGAA o composicion farmacéutica descrita
en el presente documento, en comparacion con la de un sujeto tratado con un
vehiculo o la de un sujeto antes del tratamiento. La funcién pulmonar de un sujeto
puede evaluarse mediante la capacidad vital de llanto por encima de la capacidad
basal y/o la normalizacion de la desaturacion de oxigeno durante el llanto. En
algunas realizaciones, la funcién pulmonar de un sujeto mejora en un 10 %, 20 %,
30 %, 40 % o0 50 % (o cualquier porcentaje intermedio) después de la administracién
de una o mas dosis de rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o
composicién farmacéutica que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o
cipaglucosidasa alfa), en comparacién con la de un sujeto tratado con un vehiculo
o la de un sujeto antes del tratamiento. En determinadas realizaciones, la mejora se
consigue después de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses 0 mas
desde la administracion (o cualquier periodo de tiempo entre medias). En
determinadas realizaciones, la rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa)
0 composicion farmacéutica que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o
cipaglucosidasa alfa) mejora la funcion pulmonar de un sujeto después de 1
semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses 0 mas desde la administracion (o

cualquier periodo de tiempo entre medias).
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En algunas realizaciones, el neurodesarrollo y/o las habilidades motoras de
un sujeto mejoran en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 % (o cualquier porcentaje
intermedio) después de la administracion de una o méas dosis de la rhGAA (por
ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o composicion farmacéutica de rhGAA (por
ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) descrita en el presente documento, en
comparacion con los de un sujeto tratado con un vehiculo o los de un sujeto antes
del tratamiento. El neurodesarrollo y/o las capacidades motoras de un sujeto pueden
evaluarse determinando una puntuacion de AIMS. La AIMS es una escala anclada
de 12 puntos que administra y puntua el facultativo (véase Rush JA Jr., Handbook
of Psychiatric Measures, American Psychiatric Association, 2000, 166-168). Los
puntos 1-10 se valoran en una escala anclada de 5 puntos. Los puntos 1-4 evallan
los movimientos orofaciales. Los puntos 5-7 tratan de la discinesia de las
extremidades y troncal. Los puntos 8-10 se refieren a la gravedad global juzgada
por el examinador y a la conciencia del paciente de los movimientos y de la angustia
asociada a ellos. Los puntos 11-12 son preguntas de si/no relativas a problemas
con los dientes y/o prétesis dentales (dichos problemas pueden conducir a un
diagnéstico erroneo de discinesia). En algunas realizaciones, el neurodesarrollo y/o
las habilidades motoras de un sujeto mejoran en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o0 50 %
(o cualquier porcentaje intermedio) después de la administracion de una o mas dosis
de rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o la composicién
farmacéutica que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa),
en comparacion con los de un sujeto tratado con un vehiculo o los de un sujeto
antes del tratamiento. En determinadas realizaciones, la mejora se consigue
después de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses 0 mas desde la
administracion (o cualquier periodo de tiempo entre medias). En determinadas
realizaciones, la rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o la
composicion farmacéutica que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o
cipaglucosidasa alfa) mejora y/o estabiliza el neurodesarrollo y/o las habilidades
motoras de un sujeto después de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2

meses 0 mas desde la administracion (o cualquier periodo de tiempo entre medias).
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En algunas realizaciones, el nivel de glucogeno de un determinado tejido de
un sujeto se reduce en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 % (o cualquier porcentaje
intermedio) después de la administracion de una o mas dosis de la rhGAA o
composicion farmacéutica descrita en el presente documento, en comparacioén con
la de un sujeto tratado con un vehiculo o la de un sujeto antes del tratamiento. En
algunas realizaciones, el tejido es mdusculo, tal como cuédriceps, triceps y
gastrocnemio. El nivel de glucégeno de un tejido puede analizarse usando métodos
conocidos en la técnica. La determinacion de los niveles de glucégeno es bien
conocida, se basa en la digestion con amiloglucosidasa, y se describe en
publicaciones tales como: Amalfitano et al. (1999), Proc Natl Acad Sci USA,
96:8861-8866. En algunas realizaciones, el nivel de glucégeno en el musculo de un
sujeto se reduce en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 % (o cualquier porcentaje
intermedio) después de la administracion de una o mas dosis de rhGAA (por
ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o composicion farmacéutica que
comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa), en comparacién
con el de un sujeto tratado con un vehiculo o el de un sujeto antes del tratamiento.
En determinadas realizaciones, la reduccion se consigue después de 1 semana, 2
semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses 0 mas desde la administracién (o cualquier
periodo de tiempo entre medias). En determinadas realizaciones, la rhGAA (por
ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o la composicion farmacéutica que
comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) reduce el nivel de
glucogeno en el musculo de un sujeto después de 1 semana, 2 semanas, 3
semanas, 1 mes, 2 meses 0 mas desde la administracién (o cualquier periodo de
tiempo entre medias).

En algunas realizaciones, los efectos terapéuticos de las composiciones
farmacéuticas de la presente solicitud, tales como los que se exponen en el presente
documento, son duraderos y se mantienen durante 12, 24, 36, 48 o0 >48 meses de
tratamiento. En algunas realizaciones, los efectos de tratamiento de las
composiciones farmacéuticas de la presente solicitud, incluyendo, por ejemplo,

mejoras de la funciébn motora (por ejemplo, medida mediante 6MWD, GSGC,
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caminata de 10 m, subida de 4 escalones, Gowers, ensayo de la silla, TUG), funcién
pulmonar o respiratoria 0 PFT mejorados o estabilizados (por ejemplo, medidos
mediante el % predicho de FVC (en sedestacién y en decubito supino), SVC, MIP,
MEP y SNIP), niveles de biomarcadores (por ejemplo, CK sérica y Hex4 en orina),
fuerza muscular estable o0 mejorada en todas las partes del cuerpo sometidas a
ensayo (por ejemplo, medida mediante MMT (inferior, superior, global), QMT) y/o
resultados informados por los pacientes (PRO, incluyendo el Formulario corto [SF,
por sus siglas en inglés] 20a de PROMIS-Funcion fisica y el SF 8a de PROMIS-
Fatiga) se mantienen hasta o a lo largo de 24, 36 0 48 meses de tratamiento.

En algunas realizaciones, los pacientes tratados con una composicion
farmacéutica de la presente solicitud consiguen mejoras superiores (por ejemplo,
mas clinicamente significativas) de la funcion motora (por ejemplo, medida mediante
6MWD, GSGC, caminata de 10 m, subida de 4 escalones, Gowers, ensayo de la
silla, TUG), funcién pulmonar o respiratoria 0 PFT mejorados o estabilizados (por
ejemplo, medidos mediante el % predicho de FVC (en sedestacion y en decubito
supino), SVC, MIP, MEP y SNIP), niveles de biomarcadores (por ejemplo, CK sérica
y Hex4 en orina), fuerza muscular estable o mejorada en todas las partes del cuerpo
sometidas a ensayo (por ejemplo, medida mediante MMT (inferior, superior, global),
QMT) y/o resultados informados por los pacientes (PRO, incluyendo el Formulario
corto [SF] 20a de PROMIS-Funcion fisica y el SF 8a de PROMIS-Fatiga), que los
pacientes tratados con un producto de rhGAA convencional (por ejemplo,
MYOZYME®, LUMIZYME® o NEXVIAZYME®). En algunas realizaciones, los
pacientes tratados con una composicion farmacéutica de la presente solicitud
muestran mejoras superiores (por ejemplo, mas clinicamente significativas) en la
funcién motora (por ejemplo, medida mediante 6MWND), la funcion pulmonar o
respiratoria (por ejemplo, medida mediante FVC) y/o la fuerza muscular (por
ejemplo, medida mediante MMT) que los pacientes tratados con un producto de
rhGAA convencional (por ejemplo, MYOZYME®, LUMIZYME® o NEXVIAZYME®).
En algunas realizaciones, dichas mejoras superiores se mantienen hasta o a lo largo
de 12, 24, 36, 48 0 >48 meses de tratamiento.
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En algunas realizaciones, los pacientes de cambio con experiencia con ERT
tratados con una composicion farmacéutica de la presente solicitud, tales como
aguellos pacientes que cambian de un producto de rhGAA convencional (por ej.,
MYOZYME®, LUMIZYME® o NEXVIAZYME®) a una composicion farmaceéutica de
la presente solicitud, muestran mejoras superiores (por ejemplo, mas clinicamente
significativas) de la funcion motora (por ejemplo, medida mediante 6MWD, GSGC,
caminata de 10 m, subida de 4 escalones, Gowers, ensayo de la silla, TUG), funcién
pulmonar o respiratoria 0 PFT mejorados o estabilizados (por ejemplo, medidos
mediante el % predicho de FVC (en sedestacién y en decubito supino), SVC, MIP,
MEP y SNIP), niveles de biomarcadores (por ejemplo, CK sérica y Hex4 en orina),
fuerza muscular estable o mejorada en todas las partes del cuerpo sometidas a
ensayo (por ejemplo, medida mediante MMT (inferior, superior, global), QMT) y/o
resultados informados por los pacientes (PRO, incluyendo el Formulario corto [SF]
20a de PROMIS-Funcion fisica y el SF 8a de PROMIS-Fatiga), en comparacion con
los pacientes que permanecen con el producto de rhGAA convencional. En algunas
realizaciones, los pacientes con un producto de rhGAA convencional (por ejemplo,
MYOZYME®, LUMIZYME® o NEXVIAZYME®), que ya ho mejoran 0 empeoran con
dicho tratamiento consiguen mejoras de la funciébn motora (por ejemplo, medida
mediante 6MWD, GSGC, caminata de 10 m, subida de 4 escalones, Gowers,
ensayo de la silla, TUG), funcién pulmonar o respiratoria o PFT mejorados o
estabilizados (por ejemplo, medidos mediante el % predicho de FVC (en
sedestacion y en decubito supino), SVC, MIP, MEP y SNIP), niveles de
biomarcadores (por ejemplo, CK sérica y Hex4 en orina), fuerza muscular estable o
mejorada en todas las partes del cuerpo sometidas a ensayo (por ejemplo, medida
mediante MMT (inferior, superior, global), QMT) y/o resultados informados por los
pacientes (PRO, incluyendo el Formulario corto [SF, por sus siglas en inglés] 20a
de PROMIS-Funcion fisica y el SF 8a de PROMIS-Fatiga), después de cambiar a
una composicion farmacéutica de la presente solicitud. En algunas realizaciones,

dichas mejoras se mantienen hasta o a lo largo de 12, 24, 36, 48 0 >48 meses.
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B. Biomarcadores

Los biomarcadores de la acumulacion de glucégeno en un sujeto, tales como
el tetrasacarido de hexosa en orina (Hex4), pueden usarse para evaluar y comparar
los efectos terapéuticos de la terapia de reemplazo enzimatico en un sujeto con
enfermedad de Pompe. En algunas realizaciones, el efecto terapéutico de la rhGAA
0 una composicion farmacéutica que comprende rhGAA sobre la acumulacién de
glucégeno se evalua midiendo los niveles de Hex4 urinario en un sujeto.

Pueden usarse biomarcadores de lesion o dafio muscular tales como la
creatina cinasa (CK), la lactato deshidrogenasa (LDH), la alanina aminotransferasa
(ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST) para evaluar y comparar los efectos
terapéuticos de la terapia de reemplazo enzimatico en un sujeto con enfermedad de
Pompe. En algunas realizaciones, el efecto terapéutico de la rhGAA o una
composicién farmacéutica que comprende rhGAA sobre el dafio muscular se evalla
midiendo los niveles de CK, LDH, ALT y/o AST en un sujeto. En al menos una
realizacion, el efecto terapéutico de la rhGAA o una composicién farmacéutica que
comprende rhGAA sobre el dafio muscular se evalia midiendo los niveles de CK en
un sujeto.

También pueden usarse biomarcadores tales como LAMP-1, LC3 y Disferlina
para evaluar y comparar los efectos terapéuticos de la rhGAA o composicion
farmacéutica descrita en el presente documento. En la enfermedad de Pompe, la
incapacidad de la GAA para hidrolizar el glucégeno lisosbmico conduce a la
acumulacion anormal de grandes lisosomas llenos de glucégeno en algunos tejidos.
(Raben etal., JBC 273: 19086-19092, 1998). Los estudios realizados en un modelo
de raton de la enfermedad de Pompe han demostrado que el aumento del tamafio
de los lisosomas en el musculo esquelético no puede explicar adecuadamente la
reduccion del rendimiento mecanico y que la presencia de grandes inclusiones que
contienen miofibrillas degradadas (es decir, acumulacion autofagica) contribuye al
deterioro de la funcién muscular. (Raben et al., Human Mol Genet 17: 3897-3908,
2008). Los informes también sugieren que el deterioro del flujo de autofagia se

asocia a un mal resultado terapéutico en los pacientes con enfermedad de Pompe.
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(Nascimbeni et al., Neuropathology and Applied Neurobiology doi:
10.1111/nan.12214, 2015; Fukuda et al., Mol Ther 14: 831-839, 2006). Ademas, la
enfermedad de Pompe de inicio tardio es prevalente en distrofias musculares de
cinturas no clasificadas (LGMD, por sus siglas en inglés) (Preisler et al., Mol Genet
Metab 110: 287-289, 2013), que es un grupo de enfermedades neuromusculares
genéticamente heterogéneas con méas de 30 subtipos definidos genéticamente de
gravedad variable. EI examen por IHC revel6 una presencia sarcopldsmica
sustancialmente elevada de disferlina en las fibras musculares esqueléticas de
ratones con inactivacion de Gaa.

Pueden usarse diversos métodos conocidos para medir el nivel de expresion
génica y/o nivel de proteina de dichos biomarcadores. Por ejemplo, puede
obtenerse una muestra de un sujeto tratado con la rhGAA o composicion
farmacéutica descrita en el presente documento, tal como una biopsia de tejidos, en
particular, el masculo. En algunas realizaciones, la muestra es una biopsia de
musculo de un sujeto. En algunas realizaciones, el masculo se selecciona de
cuadriceps, triceps y gastrocnemio. La muestra obtenida de un sujeto puede tefiirse
con uno 0 mas anticuerpos u otros agentes de deteccion que detecten dichos
biomarcadores o pueden identificarse y cuantificarse mediante espectrometria de
masas. Las muestras pueden procesarse también o como alternativa para detectar
la presencia de acidos nucleicos, tales como ARNm, que codifican los
biomarcadores a través de, por ejemplo, métodos de RT-qPCR.

En algunas realizaciones, el nivel de expresién génica y/o nivel de proteina
de uno o méas biomarcadores se mide en una biopsia muscular obtenida de un
individuo antes y después del tratamiento con la rhGAA o composicion farmacéutica
descrita en el presente documento. En algunas realizaciones, el nivel de expresién
génica y/o nivel de proteina de uno o mas biomarcadores se mide en una biopsia
muscular obtenida de un individuo tratado con un vehiculo. En algunas
realizaciones, el nivel de expresion génica y/o el nivel de proteina de uno o mas
biomarcadores se reduce en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 % (o cualquier

porcentaje intermedio) después de la administracién de una o mas dosis de la
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rhGAA o composicidn farmacéutica descrita en el presente documento, en
comparacion con la de un sujeto tratado con un vehiculo o la de un sujeto antes del
tratamiento. En algunas realizaciones, el nivel de expresién génica y/o nivel de
proteina de uno o mas biomarcadores se reduce en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o
50 % (o cualquier porcentaje intermedio) después de la administracion de una o mas
dosis de rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o la composicion
farmacéutica que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa),
en comparacién con los de un sujeto tratado con un vehiculo o los de un sujeto
antes del tratamiento. En determinadas realizaciones, la reduccion se consigue
después de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses 0 mas desde la
administracion (o cualquier periodo de tiempo entre medias). En determinadas
realizaciones, la rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) o la
composiciéon farmacéutica que comprende rhGAA (por ejemplo, ATB200 o
cipaglucosidasa alfa) reduce el nivel de expresion génica y/o nivel de proteina de
uno o mas biomarcadores después de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2
meses 0 mas desde la administracion (o cualquier periodo de tiempo entre medias).

C. Dosis de rhGAA

La formulacién farmacéutica o composicion reconstituida se administra en
una cantidad terapéuticamente eficaz (por ejemplo, una cantidad de dosificacion
que, cuando se administra a intervalos regulares, es suficiente para tratar la
enfermedad, tal como mediante la mejora de los sintomas asociados a la
enfermedad, el retraso de la aparicién de la enfermedad, y/o la disminucion de la
gravedad o frecuencia de los sintomas de la enfermedad). La cantidad que es
terapéuticamente eficaz en el tratamiento de la enfermedad puede depender de la
naturaleza y la extension de los efectos de la enfermedad, y puede determinarse
mediante técnicas clinicas convencionales. Ademas, pueden emplearse
opcionalmente ensayos in vitro o in vivo para ayudar a identificar los intervalo de
dosificacion optimos. En al menos una realizacion, una rhGAA descrita en el
presente documento o composicién farmacéutica que comprenda a rhGAA se

administra a una dosis de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente
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100 mg/kg, tal como de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg,
normalmente de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg. En al
menos una realizacion, la thGAA o composicion farmacéutica descrita en el
presente documento se administra a una dosis de aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg, aproximadamente
20 mg/kg, aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg,
aproximadamente 35 mg/kg, aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente
50 mg/kg, aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 60 mg/kg,
aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente
90 mg/kg o aproximadamente 100 mg/kg. En algunas realizaciones, la rhGAA se
administra a una dosis de 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg, 50 mg/kg, 75 mg/kg o
100 mg/kg. En al menos una realizacion, la rhGAA o composicion farmacéutica se
administra a una dosis de aproximadamente 20 mg/kg. En algunas realizaciones, la
rhGAA o composicion farmacéutica se administra al mismo tiempo o
secuencialmente con un estabilizador enzimético. En algunas realizaciones, el
estabilizador enzimatico es miglustat. En al menos una realizacién, el miglustat se
administra como una dosis oral de aproximadamente 260 mg. En al menos una
realizacion, el miglustat se administra como una dosis oral de aproximadamente
195 mg. La dosis eficaz para un individuo concreto puede variarse (por ejemplo,
aumentarse o disminuirse) a lo largo del tiempo, dependiendo de las necesidades
del individuo. Por ejemplo, en momentos de enfermedad o estrés fisico, o si hay
presentes anticuerpos anti-a-glucosidasa acida o aumentan, o si empeoran los
sintomas de la enfermedad, la cantidad de rhGAA y/o miglustat puede ajustarse.
En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz de la rhGAA o
composicién farmacéutica descrita en el presente documento es inferior a la de los
productos de rhGAA convencionales. Por ejemplo, si la dosis terapéuticamente
eficaz de un producto de rhGAA convencional es de 20 mg/kg, la dosis de la rhGAA
0 composicion farmacéutica descrita en el presente documento necesaria para
producir los mismos o mejores efectos terapéuticos que el producto de rhGAA

convencional puede ser inferior a 20 mg/kg. Los efectos terapéuticos pueden
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evaluarse basandose en uno o mas de los criterios analizados anteriormente (por
ejemplo, el estado cardiaco, el nivel de glucégeno o la expresion de biomarcadores).
En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz de la rhGAA o
composicién farmacéutica descrita en el presente documento es al menos de
aproximadamente un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 % o mas inferior a la de los productos de rhGAA convencionales.

En algunas realizaciones, el efecto terapéutico de la rhGAA o composicion
farmacéutica descrita en el presente documento comprende una mejora y/o
estabilizacion de la funcion motora, una mejora y/o estabilizacion de la fuerza
muscular (cuerpo superior, cuerpo inferior o cuerpo total), una mejora y/o
estabilizacion de la funcién pulmonar, disminucion de la fatiga, niveles reducidos de
al menos un biomarcador de lesiébn muscular, niveles reducidos de al menos un
biomarcador de acumulacion de glucégeno o una combinacion de los mismos. En
algunas realizaciones, el efecto terapéutico de la rhGAA o0 composicion
farmacéutica descrita en el presente documento comprende una reversion de la
patologia lisosdmica en una fibra muscular, una reduccion mas rapida y/o mas
eficaz del contenido de glucégeno en una fibra muscular, un aumento de la distancia
del ensayo de caminata de seis minutos, una disminucién del tiempo del ensayo
timed up and go, una disminucién en el tiempo del ensayo de subida de cuatro
escaleras, una disminucion en el tiempo del ensayo de caminata de diez metros,
una disminucion en la puntuacion de marcha-escalera-Gower-silla, un aumento en
la fuerza de las extremidades superiores, una mejora y/o estabilizacion en la
aduccion del hombro, una mejora y/o estabilizacion en la abduccién del hombro,
una mejora y/o estabilizacion en la flexion del codo, una mejora y/o estabilizacion
en la extension del codo, una mejora y/o estabilizacion en la fuerza de la cuerpo
superior, una mejora y/o estabilizacion en la fuerza de la parte inferior del cuerpo,
una mejora y/o estabilizacion en la fuerza total del cuerpo, una mejora en la
capacidad vital forzada en posicion vertical (sedestacion), una mejora y/o
estabilizacién en la presion espiratoria maxima, una mejora y/o estabilizacion en la

presién inspiratoria maxima, una disminucién en la puntuacion de la escala de
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gravedad de la fatiga, una reduccion en los niveles de hexosa tetrasacarido en orina,
una reduccion en los niveles de creatina cinasa, una reduccion en los niveles de
alanina aminotransferasa, una reduccion en los niveles de aspartato
aminotransferasa o cualquier combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, la rhGAA o composicion farmacéutica descrita en
el presente documentos consigue los efectos terapéuticos deseados mas
rapidamente que los productos de rhGAA convencionales cuando se administran a
la misma dosis. Los efectos terapéuticos pueden evaluarse basandose en uno o
mas de los criterios analizados anteriormente (por ejemplo, el estado cardiaco, el
nivel de glucégeno o la expresion de biomarcadores). Por ejemplo, si una dosis
Unica de un producto de rhGAA convencional disminuye los niveles de glucégeno
en el tejido de un individuo tratado en un 10 % en una semana, puede conseguirse
el mismo grado de reduccién en menos de una semana cuando se administra la
misma dosis de la rhGAA o composicion farmacéutica descrita en el presente
documento. En algunas realizaciones, cuando se administra a la misma dosis, la
rhGAA o composicién farmacéutica descrita en el presente documento puede
conseguir los efectos terapéuticos deseados al menos aproximadamente 1.25, 1.5,
1.75, 2.0, 3.0 0 mas veces mas rapido que los productos de rhGAA convencionales.

En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de rhGAA (o
composicién o medicamento que comprende rhGAA) se administra mas de una vez.
En algunas realizaciones, la rhGAA o composicion farmacéutica descrita en el
presente documentos se administra a intervalos regulares, dependiendo de la
naturaleza y el alcance de los efectos de la enfermedad, y de forma continuada. La
administracion en un "intervalo regular”, como se usa en el presente documento,
indica que la cantidad terapéuticamente eficaz se administra peridédicamente (a
diferencia de una sola dosificacion). El intervalo puede determinarse mediante
técnicas clinicas convencionales. En determinadas realizaciones, la rhGAA se
administra bimensualmente, mensualmente, quincenalmente, semanalmente, dos
veces por semana o a diario. En algunas realizaciones, la rhGAA se administra por

via intravenosa dos veces por semana, semanalmente o cada dos semanas. No es
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necesario que el intervalo de administracion para un unico individuo sea un intervalo
fijo, sino que puede variarse a lo largo del tiempo, dependiendo de las necesidades
del individuo. Por ejemplo, en momentos de enfermedad o estrés fisico, si hay
presentes anticuerpos anti-rhGAA o aumentan, o si empeoran los sintomas de la
enfermedad, el intervalo entre las dosis puede reducirse.

En algunas realizaciones, cuando se usa a la misma dosis, la rhGAA o
composicién farmacéutica como se describe en el presente documento puede
administrarse con menos frecuencia que los productos de rhGAA convencionales'y,
sin embargo, ser capaz de producir los mismos o mejores efectos terapéuticos que
los productos de rhGAA convencionales. Por ejemplo, si un producto de rhGAA
convencional se administra a 20 mg/kg semanalmente, la rhGAA o composiciéon
farmacéutica como se describe en el presente documento puede producir los
mismos o mejores efectos terapéuticos que el producto de rhGAA convencional
cuando se administra a 20 mg/kg, aunque la rhGAA o composicion farmaceéutica se
administre con menos frecuencia, por ejemplo, quincenal o mensualmente. Los
efectos terapéuticos pueden evaluarse basandose en uno o mas de los criterios
analizados anteriormente (por ejemplo, el estado cardiaco, el nivel de glucégeno o
la expresion de biomarcadores). En algunas realizaciones, un intervalo entre dos
dosis de la rhGAA o composicion farmacéutica descrita en el presente documento
es mas largo que el de los productos de rhGAA convencionales. En algunas
realizaciones, el intervalo entre dos dosis de la rhGAA o composicién farmacéutica
es al menos de aproximadamente 1.25, 1.5, 1.75, 2.0, 3.0 o mas veces mas largo
que el de los productos de rhGAA convencionales.

En algunas realizaciones, en las mismas condiciones de tratamiento (por
ejemplo, la misma dosis administrada en el mismo intervalo), la rhGAA o
composicién farmacéutica descrita en el presente documento proporcionan efectos
terapéuticos en un grado superior al proporcionado por los productos de rhGAA
convencionales. Los efectos terapéuticos pueden evaluarse basandose en uno o
mas de los criterios analizados anteriormente (por ejemplo, el estado cardiaco, el

nivel de glucoégeno o la expresiéon de biomarcadores). Por ejemplo, en comparaciéon
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con un producto de rhGAA convencional administrado a 20 mg/kg semanalmente,
la rhGAA o composicion farmacéutica administrados a 20 mg/kg semanalmente
pueden reducir en mayor grado los niveles de glucdégeno en el tejido de un individuo
tratado. En algunas realizaciones, cuando se administra en las mismas condiciones
de tratamiento, la rhGAA o composicion farmacéutica descrita en el presente
documento proporciona efectos terapéuticos que son al menos aproximadamente
1.25, 1.5, 1.75, 2.0, 3.0 0 mas veces mayores que los de los productos de rhGAA
convencionales.

D. Terapia de dos componentes

En una o mas realizaciones, la rhGAA o composicion farmacéutica que
comprende la rhGAA descrita en el presente describe se administra
simultdneamente o secuencialmente con un estabilizador enzimético. En algunas
realizaciones, la rhGAA o composicion farmacéutica se administra por una via
diferente en comparacion con la del estabilizador enzimatico. Por ejemplo, un
estabilizador enzimatico puede administrarse por via oral mientras que la rhGAA o
composicion farmacéutica se administran por via intravenosa.

En diversas realizaciones, el estabilizador enzimatico es miglustat. Sin
desear quedar ligados a teoria alguna, se cree que cuando se coadministra, el
miglustat estabiliza la rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) frente a
la desnaturalizacion en la circulacion sistémica, lo que potencia el suministro del
componente activo rhGAA (por ejemplo, ATB200 o cipaglucosidasa alfa) a los
lisosomas.

En algunas realizaciones, el miglustat se administra a una dosis oral de
aproximadamente 50 mg a aproximadamente 600 mg. En al menos una realizacion,
el miglustat se administra a una dosis oral de aproximadamente 200 mg a
aproximadamente 600 mg, o a una dosis oral de aproximadamente 200 mg,
aproximadamente 250 mg, aproximadamente 300 mg, aproximadamente 350 mg,
aproximadamente 400 mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente 500 mg,
aproximadamente 550 mg o aproximadamente 600 mg. En al menos una

realizacion, el miglustat se administra a una dosis oral de aproximadamente 233 mg
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a aproximadamente 500 mg. En al menos una realizacion, el miglustat se administra
a una dosis oral de aproximadamente 250 a aproximadamente 270 mg, 0 a una
dosis oral de aproximadamente 250 mg, aproximadamente 255 mg,
aproximadamente 260 mg, aproximadamente 265 mg o aproximadamente 270 mg.
En al menos una realizacion, el miglustat se administra en forma de una dosis oral
de aproximadamente 260 mg.

Los expertos en la materia entenderan que una dosis oral de miglustat en el
intervalo de aproximadamente 200 mg a 600 mg o cualquier intervalo mas pequefio
entre medias puede ser adecuada para un paciente adulto dependiendo de su peso
corporal. Por ejemplo, para los pacientes que tienen un peso corporal
significativamente inferior a aproximadamente 70 kg, incluyendo, pero sin limitacion,
bebés, nifios pequefios 0 adultos bajo peso, un médico puede considerar adecuada
una dosis mas pequefa. Por lo tanto, en al menos una realizacion, el miglustat se
administra en forma de wuna dosis oral de aproximadamente 50 mg a
aproximadamente 200 mg, o en forma de una dosis oral de aproximadamente
50 mg, aproximadamente 75 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente
125 mg, aproximadamente 130 mg, aproximadamente 150 mg, aproximadamente
175 mg, aproximadamente 195 mg, aproximadamente 200 mg o aproximadamente
260 mg. En al menos una realizacion, el miglustat se administra en forma de una
dosis oral de aproximadamente 65 mg a aproximadamente 195 mg, en forma de
una dosis oral de aproximadamente 65 mg a aproximadamente 260 mg, en forma
de una dosis oral de aproximadamente 195 mg a aproximadamente 260 mg, o0 en
forma de una dosis oral de aproximadamente 65 mg, aproximadamente 130 mg,
aproximadamente 195 mg o aproximadamente 260 mg.

En algunas realizaciones, la dosis de partida de rhGAA (por ejemplo, ATB200
o cipaglucosidasa alfa) y miglustat puede basarse en peso (véase, por ejemplo, la
Tabla ). En algunas realizaciones, la dosis de miglustat puede ajustarse y el
aumento o disminucion de peso puede confirmarse en 2 visitas de infusion

consecutivas antes de cambiar la dosis de miglustat.
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Tabla 6: Pauta posolégica de rhGAA y Miglustat de ejemplo

Dosis de partida para rhGAA Dosis de
Grupo de Grupo de (por ejemplo, ATB200 o miglustat
edad peso (kg) cipaglucosidasa alfa) (mg/kg) (mg)
de 40 a <50 20 1952
Adultos
=50 20 260

a Dosis administrada en forma de tres capsulas de 65 mg o en forma de una
forma farmacéutica liquida oral de 195 mg

b Dosis administrada en forma de cuatro capsulas de 65 mg o en forma de
una forma farmacéutica liquida oral de 260 mg

El miglustat presenté una farmacocinética lineal con un aumento del area
plasmatica bajo la curva de concentracidén-tiempo (ABC) y de la concentracion
méaxima (Cmax) aproximadamente proporcional con el aumento de las dosis de
130 mg (0.5 veces la dosis recomendada de 260 mg en pacientes que pesan 2
50 kg) a 260 mg. A la dosis recomendada de 260 mg, la Cmax media fue de
aproximadamente 3 mcg/mly el ABC media fue de aproximadamente 25 mcg*h/ml.
El tiempo medio para alcanzar la concentracion maxima varié de 2 horas a 3 horas.

Las concentraciones plasmaticas de miglustat aumentaron en pacientes con
insuficiencia renal. En consecuencia, el aclaramiento aparente de miglustat
disminuy6 con la disminucién de la funcién renal. Los datos disponibles estimaron
que el ABCo-24n de miglustat aumenté un 21 %, 26 % y 31 % en pacientes con
insuficiencia renal leve (aclaramiento de creatinina basado en la ecuacion de
Cockcroft-Gault, CLcr 60-89 ml/minuto), moderada (CLcr 30-59 ml/minuto) y grave
(CLcr 15-29 ml/minuto), respectivamente, en comparacion con pacientes con
funcién renal normal. En algunas realizaciones, la dosis de miglustat en pacientes
con insuficiencia renal moderada o grave se reduce en comparacion con los
pacientes con funcion renal normal. En la Tabla 7 a continuacion se proporcionan

dosis de ejemplo para pacientes con insuficiencia renal moderada o grave:
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Tabla 7: Dosis de Miglustat recomendada en pacientes con insuficiencia

renal moderada o grave

Insuficiencia renal | Insuficiencia renal grave?!
moderada? (CLcr 15-30 ml/minuto)
(CLcr 30-59 ml/minuto)

Pacientes que | 195 mg 195 mg

pesan = 50 kg

Pacientes que | 130 mg 130 mg

pesan = 40 kg a

<50 kg

1 Funcién renal clasificada por el aclaramiento de creatinina basado en la
ecuacion de Cockcroft-Gault.

En algunas realizaciones, para los pacientes con insuficiencia renal leve
(aclaramiento de creatinina basado en la ecuacién de Cockcroft-Gault, CLcr 60-
89 ml/minuto), la dosis de miglustat recomendada es la misma que para los
pacientes con funcion renal normal.

En una o més realizaciones, la dosis de rhGAA no se ajusta para pacientes
con insuficiencia renal.

Los datos farmacodinamicos/toxicol6gicos disponibles en animales han
demostrado la excrecion de la cipaglucosidasa alfa en la leche. Se desconoce si el
miglustat se secreta en la leche materna. No puede descartarse un riesgo para los
recién nacidos/lactantes. Deben tenerse en cuenta los beneficios para el desarrollo
y la salud de la lactancia materna, asi como la necesidad clinica de que la madre
reciba un tratamiento de coadministracién con cipaglucosidasa alfa y miglustat, y
cualquier reaccion adversa experimentada por el niio amamantado que pueda estar
potencialmente relacionada con la coadministracion de cipaglucosidasa alfa y
miglustat o con la afeccion materna subyacente. En algunas realizaciones, la
lactancia materna no esta permitida mientras se toma cipaglucosidasa alfa y

miglustat.
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No existen datos clinicos sobre los efectos de la terapia de coadministracion
de cipaglucosidasa alfa y miglustat sobre la fertilidad. Los datos preclinicos no
revelaron ninguna reaccion adversa significativa con la cipaglucosidasa alfa.

No se observaron efectos sobre la concentracion, motilidad o morfologia del
esperma en 7 hombres adultos sanos que recibieron 100 mg de miglustat por via
oral dos veces al dia durante 6 semanas. Datos preclinicos en ratas han demostrado
que el miglustat afecta negativamente a las caracteristicas del esperma (motilidad
y morfologia), reduciendo de este modo la fertilidad.

En algunas realizaciones, la rhGAA se administra por via intravenosa a una
dosis de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg y el miglustat se
administra por via oral a una dosis de aproximadamente 50 mg a aproximadamente
600 mg. En algunas realizaciones, la rhGAA se administra por via intravenosa a una
dosis de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg y el miglustat se
administra por via oral a una dosis de aproximadamente 50 mg a aproximadamente
200 mg. En algunas realizaciones, la rhGAA se administra por via intravenosa a una
dosis de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg y el miglustat se
administra por via oral a una dosis de aproximadamente 200mg a
aproximadamente 600 mg. En algunas realizaciones, la rhGAA se administra por
via intravenosa a una dosis de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente
20 mg/kg y el miglustat se administra por via oral a una dosis de aproximadamente
200 mg a aproximadamente 500 mg. En una realizacién, la rhGAA se administra por
via intravenosa a una dosis de aproximadamente 20 mg/kg y el miglustat se
administra por via oral a una dosis de aproximadamente 260 mg. En algunas
realizaciones, la rhGAA se administra por via intravenosa a una dosis de
aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg y el miglustat se
administra por via oral a una dosis de aproximadamente 130mg a
aproximadamente 200 mg. En una realizacion, la rhGAA se administra por via
intravenosa a una dosis de aproximadamente 20 mg/kg y el miglustat se administra

por via oral a una dosis de aproximadamente 195 mg.
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El area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (ABC) y la
concentracion plasmatica maxima (Cmax) de cipaglucosidasa alfa después de la
administracion con 20 mg/kg de cipaglucosidasa alfa en combinacién con una dosis
oral Unica de 260 mg de miglustat en pacientes adultos con LOPD se resumen en
la Tabla 8 a continuacion:

Tabla 8. Parametros farmacocinéticos medios (% de CV) de
Cipaglucosidasa alfa en pacientes adultos con experiencia con ERT y con
LOPD

Cipaglucosidasa Alfa | Cipaglucosidasa Alfa
20 mg/kg en | 20 mg/kg
combinacion con 260 mg | sin Miglustat
de Miglustat
Cmax
345 (18.5) 325 (13.5)
(mcg/ml)
ABCo.inf
1812 (20.8) 1410 (15.9)
(mcg*h/ml)

En algunas realizaciones, el miglustat y la rhGAA se administran
simultaneamente. Por ejemplo, el miglustat puede administrarse dentro de 10, 9, 8,
7, 6,5, 4, 3, 2 0 1 minuto antes o después de la administracion de la rhGAA. En
algunas realizaciones, el miglustat se administra dentro de 5, 4, 3, 2 o 1 minuto
antes o después de la administracion de la rhGAA.

En algunas realizaciones, el miglustat y la rhGAA se administran
secuencialmente. En al menos una realizacion, el miglustat se administra antes de
la administracion de la rhGAA. En al menos un a realizacion, el miglustat se
administra menos de tres horas antes de la administracion de la rhGAA. En al menos
una realizacion, el miglustat se administra aproximadamente dos horas antes de la
administracion de la rhGAA. En al menos una realizacién, el miglustat se administra
en un intervalo de 50 minutos a 90 minutos antes de la administracion de la rhGAA.

Por ejemplo, el miglustat puede administrarse aproximadamente 1.5 horas,
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aproximadamente 1 hora, aproximadamente 50 minutos, aproximadamente 30
minutos o aproximadamente 20 minutos antes de la administracion de la rhGAA. En
al menos una realizacion, el miglustat se administra aproximadamente una hora
antes de la administracion de la rhGAA. En algunas realizaciones, el miglustat se
administra por via oral aproximadamente una hora antes de la administracion de la
rhGAA.

En algunas realizaciones, el miglustat se administra después de la
administracion de la rhGAA. En al menos una realizacion, el miglustat se administra
en tres horas después de la administracion de la rhGAA. En al menos una
realizacion, el miglustat se administra en dos horas después de la administracion de
la rhGAA. Por ejemplo, el miglustat puede administrarse en aproximadamente 1.5
horas, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 50 minutos, aproximadamente
30 minutos o aproximadamente 20 minutos después de la administracion de la
rhGAA.

En algunas realizaciones, el sujeto ayuna durante al menos dos horas antes
de la administracién de miglustat. En algunas realizaciones, el sujeto ayuna durante
al menos dos horas después de la administracion de miglustat. En algunas
realizaciones, el sujeto ayuna al menos dos horas antes y dos horas después de la
administracion de miglustat.

En algunas realizaciones, el sujeto ayuna durante al menos dos horas antes
y al menos dos horas después de la administracién de miglustat, y el miglustat se
administra aproximadamente una hora antes de la administracion de la rhGAA. En
algunas realizaciones, el ayuno, la administracion de miglustat y la administracion

de rhGAA siguen el siguiente calendario de dosificacion:
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Calendario de dosificacion

Tomar Iniciar Completar
miglustat rhGAA rhGAA
e ! g et
Horas 't H §
0 i 2 3 4 5 6 7
© 2 @ » - » * *
: i
'y {E& 4horas =
Comenzar Detener
ayuno ayuno

En algunas realizaciones, el tratamiento de dos componentes de acuerdo con
la presente divulgacién mejora uno o mas sintomas de la enfermedad en un sujeto
con enfermedad de Pompe en comparacion con (1) el valor basal, o (2) un
tratamiento de control que comprende administrar alglucosidasa alfa y un placebo
para el estabilizador enzimatico. En dicho tratamiento de control, se administré un
placebo en lugar del estabilizador enzimatico.

En el presente documento se proporciona un método para mejorar y/o
estabilizar la funcion motora y/o la funcién pulmonar durante al menos 24 meses, al
menos 36 meses 0 al menos 48 meses en un sujeto que tiene la enfermedad de
Pompe, comprendiendo el método administrar al sujeto una poblacién de moléculas
de a-glucosidasa &cida humana recombinante (rhGAA), simultineamente o
secuencialmente con un estabilizador enzimatico; en donde cada molécula de
rhGAA comprende siete sitios de N-glicosilacién potenciales; en donde el 40 %-
60 % de los N-glicanos en las moléculas de rhGAA son N-glicanos de tipo complejo;
en donde las moléculas de rhGAA comprenden al menos 0.5 mol de bis-manosa-6-
fosfato (bis-M6P) por mol de rhGAA en el primer sitio de N-glicosilacién potencial
determinado usando cromatografia de liquidos y espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS); y en donde el método mejora y/o estabiliza la funcion motora

y/o la funcién pulmonar en el sujeto en comparacién con el valor basal.
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En algunas realizaciones, el sujeto tratado mediante terapia de dos
componentes es un paciente con experiencia con ERT. En algunas realizaciones,
el sujeto con experiencia con ERT habia sido tratado previamente con alglucosidasa
alfa. En algunas realizaciones, el sujeto con experiencia con ERT habia sido tratado
previamente con alglucosidasa alfa durante de aproximadamente 2 a
aproximadamente 6 afios. En algunas realizaciones, el sujeto con experiencia con
ERT habia sido tratado previamente con alglucosidasa alfa durante al menos
aproximadamente 7 afos. En algunas realizaciones, el sujeto con experiencia con
ERT no es ambulatorio. En algunas realizaciones, el sujeto con experiencia con ERT
es ambulatorio. En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto sin tratamiento
previo con ERT.

En algunas realizaciones, el sujeto tratado mediante terapia de dos
componentes es un paciente sin tratamiento previo con ERT.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion mejora y/o estabiliza la funcibn motora del sujeto, medida
mediante un ensayo de caminata de 6 minutos (6MWT). En algunas realizaciones,
en comparacion con el valor basal, la distancia caminada en 6 minutos (6MWD) del
sujeto aumenta en al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 metros o al menos un 1 %, 2 %, 3 %, 4 %,
5%, 6 %, 7 %, 8 %, 9 % 0 10 % después de 12, 26, 38 0 52 semanas, 0 después
de 12, 18, 24, 30, 36 0 48 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, la 6MWD
del sujeto aumenta en al menos 20 metros o al menos un 5 % después de 52
semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, la 6MWD del sujeto aumenta en
al menos 20 metros o al menos un 5 % después de 12, 18, 24, 30, 36 0 48 meses
de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el tratamiento de
control, la 6MWD del sujeto mejora en al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
30, 40 o 50 metros después de 12, 26, 38 0 52 semanas, 0 después de 18, 24, 30,
36 0 48 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el
tratamiento de control, la 6MWD del sujeto mejora en al menos 13 metros después

de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones de métodos para tratar a
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un sujeto con experiencia con ERT, la funcibn motora se mide mediante un ensayo
de caminata de 6 minutos; y la mejora con respecto al valor basal en la distancia
caminada en 6 minutos (6MWD) es de al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 0 35 metros a los 12, 18, 24, 30, 36 0 48
meses después del inicio del tratamiento. En algunas realizaciones de métodos para
tratar a un sujeto con experiencia con ERT, la funciébn motora se mide mediante un
ensayo de caminata de 6 minutos; y la mejora con respecto al valor basal en la
distancia caminada en 6 minutos (6MWD, por sus siglas en inglés) es de al menos
5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 0 47 metros a los 36
0 48 meses después del inicio del tratamiento.

En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto sin tratamiento
previo con ERT, la funcién motora se mide mediante un ensayo de caminata de 6
minutos; y la mejora con respecto al valor basal en la distancia caminada en 6
minutos (6MWD) es de al menos 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 0 60 metros a los 12, 24, 36 0 48 meses después del
inicio del tratamiento. En algunas realizaciones de los métodos para tratar a un
sujeto sin tratamiento previo con ERT, la funcion motora se mide mediante un
ensayo de caminata de 6 minutos; y la mejora con respecto al valor basal en la
distancia caminada en 6 minutos (6MWD) es de al menos 34, 35, 40, 41, 42, 43, 44
0 45 metros a los 36 0 48 meses después del inicio del tratamiento. En algunas
realizaciones, el sujeto tiene una 6MWD basal inferior a 300 metros. En algunas
realizaciones, el sujeto tiene una 6MWD basal superior o igual a 300 metros.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion estabiliza la funcion pulmonar del sujeto, medida mediante un
ensayo de capacidad vital forzada (FVC). En algunas realizaciones, después de 12,
26, 38 0 52 semanas, o0 después de 18, 24, 30, 36 0 48 meses de tratamiento, el
porcentaje predicho de FVC del sujeto aumenta en comparacion con el valor basal,
o disminuye en menos del 0.1%, 0.2%, 0.3%, 0.4%, 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%, 0.9%,
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, o0 10% en comparacion con el valor basal.

En algunas realizaciones, después de 52 semanas de tratamiento, el porcentaje
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predicho de FVC del sujeto disminuye menos del 1 % en comparacion con el valor
basal. En algunas realizaciones, el porcentaje predicho de FVC del sujeto aumenta
en al menos un 1 %, al menos un 2 %, al menos un 3 % o al menos un 5 %, en
comparacion con el valor basal después de 12, 18, 24, 30, 36 o0 48 meses de
tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el tratamiento de control,
el porcentaje predicho de FVC del sujeto mejora significativamente y/o se estabiliza
después del tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el
tratamiento de control, el porcentaje predicho de FVC del sujeto mejora
significativamente en al menos un 0.5 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 % 0 6 % después
de 12, 26, 38 0 52 semanas, o después de 18, 24, 30, 36 0 48 meses de tratamiento.
En algunas realizaciones, en comparacion con el tratamiento de control, el
porcentaje predicho de FVC del sujeto mejora significativamente en al menos un
3 % después de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, el porcentaje predicho de FVC del sujeto
mejora significativamente en al menos un 3 % o al menos un 5 % después de 12,
18, 24, 30, 36 o0 48 meses de tratamiento. En algunas realizaciones de métodos
para tratar a un sujeto con experiencia con ERT, la funcion pulmonar se mide
mediante un ensayo de capacidad vital forzada (FVC) en sedestacion y el porcentaje
predicho de FVC del sujeto es estable en comparacién con el valor basal a los 24,
36 0 48 meses después del inicio del tratamiento. En algunas realizaciones de
meétodos para tratar a un sujeto sin tratamiento previo con ERT, la funcién pulmonar
se mide mediante un ensayo de capacidad vital forzada (FVC) en sedestacion; y la
mejora con respecto al valor basal en el porcentaje predicho de FVC del sujeto es
de al menos el 4.0, 4.1, 4.2,4.3,4.4,45,46,4.7,4.8, 4.9,5.0,55, 6.0, 6.4, 6.5,
6.6, 6.7, 0 6.8% a los 24 meses después del inicio del tratamiento. En algunas
realizaciones de métodos para tratar a un sujeto sin tratamiento previo con ERT, la
funcién pulmonar se mide mediante un ensayo de capacidad vital forzada (FVC) en
sedestacion; y la mejora con respecto al valor basal en el porcentaje predicho de
FVC del sujeto es de al menos el 5.7,5.8,5.9, 6.0, 6.1 0 6.2 % a los 36 0 48 meses

después del inicio del tratamiento. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una FVC
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basal inferior al 55 %. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una FVC basal
superior o igual al 55 %. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una FVC basal
inferior al 50 %. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una FVC basal superior o
igual al 50 %.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion mejora y/o estabiliza la fuerza muscular del sujeto, medida
mediante un ensayo muscular manual (MMT). En algunas realizaciones, en
comparacién con el valor basal, la puntuacién de extremidades inferiores de MMT
del sujeto mejora, como indica un aumento de al menos 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 1.0,
1.1,12,13,14,15,16,1.7,1.8,1.9,2,2.1,2.2, 23,24,25,26,2.7,2.8, 2.9,
3.0, 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5 puntos después de 12, 26, 38 0 52 semanas, 0 después
de 12, 18, 24, 30, 36 o0 48 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, la puntuacion de extremidades inferiores
de MMT del sujeto mejora significativamente y/o se estabiliza después del
tratamiento. En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto con
experiencia con ERT, la fuerza muscular se mide mediante MMT; y la mejora con
respecto al valor basal en una puntuacién de extremidades inferiores de MMT es de
al menos 1.9, 2, 2.1, 2.2 0 2.3 puntos a los 24 meses después del inicio del
tratamiento. En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto con
experiencia con ERT, la fuerza muscular se mide mediante un MMT; y la mejora con
respecto al valor basal en una puntuacién de extremidades inferiores de MMT es de
al menos 1.5, 1.6, 1.7, 1.8 0 1.9 puntos a los 36 0 48 meses después del inicio del
tratamiento. En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto sin
tratamiento previo con ERT, la fuerza muscular se mide mediante un MMT; y la
mejora con respecto al valor basal en una puntuacion de extremidades inferiores de
MMT es de al menos 1.0, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4 o0 1.5 puntos a los 24 meses después del
inicio del tratamiento. En algunas realizaciones de métodos para tratar a un sujeto
sin tratamiento previo con ERT, la fuerza muscular se mide mediante un MMT; y la
mejora con respecto al valor basal en una puntuacion de extremidades inferiores de

MMT es de al menos 2.8, 2.9, 3.0, 3.1, 3.2 0 3.3 puntos a los 36 0 48 meses después
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del inicio del tratamiento. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una puntuacion
de extremidades inferiores de MMT basal inferior a 25. En algunas realizaciones, el
sujeto tiene una puntuacion de extremidades inferiores de MMT basal superior 0
igual a 25.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion mejora y/o estabiliza la funcion motora del sujeto, medida
mediante un ensayo de marcha, escalera, Gower, silla (GSGC). En algunas
realizaciones, en comparacion con el valor basal, la puntuacién de GSGC del sujeto
mejora, como indica una disminucion de al menos 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 1.50 2.5
puntos después de 12, 26, 38 o 52 semanas, o después de 18, 24, 30, 36 0 48
meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el valor basal,
la puntuacion de GSGC del sujeto mejora, como indica una disminucion de al menos
0.5 puntos después de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, la puntuacion de GSGC del sujeto mejora
significativamente después del tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacién con el tratamiento de control, la puntuacion de GSGC del sujeto mejora
significativamente, como indica una disminucion de al menos 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5,
2.5 0 5 puntos después de 12, 26, 38 0 52 semanas, o después de 18, 24, 30, 36 0
48 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el
tratamiento de control, la puntuacion de GSGC del sujeto mejora significativamente,
como indica una disminucion de al menos 1.0 punto después de 52 semanas de
tratamiento.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion mejora la funcidbn cardiaca del sujeto. En algunas
realizaciones, el tratamiento mejora la mejora de la funcién cardiaca del sujeto,
medida mediante el indice de masa ventricular izquierda (LVMi, por sus siglas en
inglés).

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion reduce el nivel de al menos un marcador de dafio muscular

después del tratamiento. En algunas realizaciones, el marcador de dafio muscular
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comprende uno 0 mas de creatina cinasa (CK), alanina aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST). En algunas realizaciones, el al menos un
marcador de dafio muscular comprende CK. En algunas realizaciones, en
comparacion con el valor basal, el nivel de CK del sujeto se reduce en al menos un
10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 % o 50 % después de 12, 26, 38 0 52 semanas,
o después de 18, 24, 30 o 36 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el valor basal, el nivel de CK del sujeto se reduce en al menos un
20 % después de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, el nivel de CK del sujeto se reduce
significativamente después del tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, el nivel de CK del sujeto se reduce
significativamente en al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 % o 50 %
después de 12, 26, 38 o 52 semanas, o después de 18, 24, 30 o 36 meses de
tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el tratamiento de control,
el nivel de CK del sujeto se reduce significativamente en al menos un 30 % después
de 52 semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion reduce el nivel de al menos un marcador de acumulacién de
glucégeno después del tratamiento. En algunas realizaciones, el al menos un
marcador de acumulacién de glucégeno comprende tetrasacarido de hexosa en
orina (Hex4). En algunas realizaciones, en comparacion con el valor basal, el nivel
de Hex4 urinario del sujeto se reduce en al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 %, 40 %, 50 % o 60 % después de 12, 26, 38 0 52 semanas, 0 después de 18,
24, 30 0 36 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el
valor basal, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se reduce en al menos un 30 %
después de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion
con el tratamiento de control, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se reduce
significativamente después del tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se

reduce significativamente en al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %,



10

15

20

25

30

112

50 % o0 60 % después de 12, 26, 38 0 52 semanas, o0 después de 18, 24, 30 o0 36
meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el tratamiento
de control, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se reduce significativamente en al
menos un 40 % después de 52 semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion mejora y/o estabiliza uno o mas sintomas de la enfermedad en
un sujeto paciente con experiencia con ERT con enfermedad de Pompe en
comparacién con (1) el valor basal, o (2) un tratamiento de control que comprende
administrar alglucosidasa alfa y un placebo para el estabilizador enzimatico.

En algunas realizaciones, el tratamiento de dos componentes de acuerdo con
la presente divulgacion mejora la calidad de vida y/o la medicion de los resultados
informados por los pacientes, tal como mediante el Cuestionario Europeo de Calidad
de Vida — Cinco Dimensiones Cinco Niveles (EQ 5D 5L/EQ-5D-Y) y/o el Sistema de
Informacién de Medicion de resultados informados por los pacientes (PROMIS-
Funcion Fisica, PROMIS Fatiga, PROMIS Disnea).

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes de acuerdo con la
presente divulgacion reduce, retrasa y/o mantiene la necesidad de usar dispositivos
para movilidad o soporte respiratorio, tal como mediante el control del inicio
de/cambios en el uso de dispositivos de asistencia para movilidad y el tipo de
dispositivo y/o el control del inicio de/cambios en el uso de soporte respiratorio y el
tipo de soporte.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes para un sujeto con
experiencia con ERT con enfermedad de Pompe mejora y/o estabiliza la funcién
motora del sujeto, medida mediante un 6MWT. En algunas realizaciones, en
comparacion con el valor basal, la 6MWD del sujeto aumenta en al menos 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30 o 50 metros o al menos un
1%, 2%, 3%, 4%, 5 %, 6%, 7%, 8%, 9% o010 % después de 12, 26, 38 0 52
semanas, o después de 18, 24, 30, 36 o 48 meses de tratamiento. En algunas
realizaciones, la 6MWD del sujeto aumenta en al menos 15 metros o al menos un

5 % después de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, la 6MWD
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del sujeto aumenta en al menos 25 metros o al menos un 6 % después de 24 meses
de tratamiento. En algunas realizaciones, la 6MWD del sujeto aumenta en al menos
10 metros o al menos un 2 % después de 36 meses de tratamiento. En algunas
realizaciones, la 6MWD del sujeto aumenta en al menos 20 metros o al menos un
5% después de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, la 6MWD del sujeto mejora
significativamente después del tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacién con el tratamiento de control, la 6MWD del sujeto mejora
significativamente en al menos 10, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 30, 40 o 50 metros
después de 12, 26, 38 0 52 semanas, o0 después de 18, 24, 30, 36 0 48 meses de
tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el tratamiento de control,
la 6MWD del sujeto mejora significativamente en al menos 15 metros después de
52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una 6MWD
basal inferior a 300 metros. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una 6MWD
basal superior o igual a 300 metros.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes para un sujeto con
experiencia con ERT con enfermedad de Pompe mejora y/o estabiliza la funcién
pulmonar del sujeto, medida mediante un ensayo de FVC. En algunas realizaciones,
después de 12, 26, 38 0 52 semanas, o después de 18, 24, 30, 36 0 48 meses de
tratamiento, el porcentaje predicho de FVC del sujeto aumenta en al menos un
0.1 %, 0.2 %, 0.3 %, 0.4 %, 0.5 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 % 0 5 % en comparacién con
el valor basal. En algunas realizaciones, después de 52 semanas de tratamiento, el
porcentaje predicho de FVC del sujeto aumenta en al menos un 0.1 % en
comparacion con el valor basal. En algunas realizaciones, en comparacion con el
tratamiento de control, el porcentaje predicho de FVC del sujeto mejora
significativamente y/o se estabiliza después del tratamiento. En algunas
realizaciones, en comparacion con el tratamiento de control, el porcentaje predicho
de FVC del sujeto mejora significativamente en al menos un 1 %, 2 %, 3 %, 4 %,
5 %, 6 %, 8 % 0 10 % después de 12, 26, 38 0 52 semanas, o0 después de 18, 24,

30, 36 0 48 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el
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tratamiento de control, el porcentaje predicho de FVC del sujeto mejora
significativamente en al menos un 4 % después de 52 semanas de tratamiento. En
algunas realizaciones, el sujeto tiene una FVC basal inferior al 55 %. En algunas
realizaciones, el sujeto tiene una FVC basal superior o igual al 55 %.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes para un sujeto con
experiencia con ERT con enfermedad de Pompe mejora y/o estabiliza la funcion
motora del sujeto, medida mediante un ensayo de GSGC. En algunas realizaciones,
en comparacion con el valor basal, la puntuacion de GSGC del sujeto mejora, como
indica una disminucién de al menos 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5 0 2.5 puntos después
de 12, 26, 38 0 52 semanas, o después de 18, 24, 30, 36, 0 48 meses de tratamiento.
En algunas realizaciones, en comparacion con el valor basal, la puntuacion de
GSGC del sujeto mejora, como indica una disminucién de al menos 0.5 puntos
después de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion
con el tratamiento de control, la puntuacion de GSGC del sujeto mejora
significativamente y/o se estabiliza después del tratamiento. En algunas
realizaciones, en comparacion con el tratamiento de control, la puntuacion de GSGC
del sujeto mejora significativamente, como indica una disminucion de al menos 0.3,
0.5, 0.7, 1.0, 1.5, 2.5 0 5 puntos después de 12, 26, 38 0 52 semanas, 0 después
de 18, 24, 30, 36 o0 48 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacién con el tratamiento de control, la puntuacion de GSGC del sujeto mejora
significativamente, como indica una disminucién de al menos 1.0 punto después de
52 semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes para un sujeto con
experiencia con ERT con enfermedad de Pompe reduce el nivel de al menos un
marcador de dafio muscular después del tratamiento. En algunas realizaciones, el
al menos un marcador de dafio muscular comprende CK. En algunas realizaciones,
en comparacion con el valor basal, el nivel de CK del sujeto se reduce en al menos
un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 % o 50 % después de 12, 26, 38 0 52
semanas, o después de 18, 24, 30, 36 o 48 meses de tratamiento. En algunas

realizaciones, en comparacion con el valor basal, el nivel de CK del sujeto se reduce
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en al menos un 15 % después de 52 semanas de tratamiento. En algunas
realizaciones, en comparacion con el valor basal, el nivel de CK del sujeto se reduce
en al menos un 25 % después de 24 meses de tratamiento. En algunas
realizaciones, en comparacion con el valor basal, el nivel de CK del sujeto se reduce
en al menos un 30 % después de 36 meses de tratamiento. En algunas
realizaciones, en comparacion con el valor basal, el nivel de CK del sujeto se reduce
en al menos un 35 % después de 48 meses de tratamiento. En algunas
realizaciones, en comparacion con el tratamiento de control, el nivel de CK del sujeto
se reduce significativamente después del tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, el nivel de CK del sujeto se reduce
significativamente en al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 % o 50 %
después de 12, 26, 38 0 52 semanas, o después de 18, 24, 30, 36 0 48 meses de
tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el tratamiento de control,
el nivel de CK del sujeto se reduce significativamente en al menos un 30 % después
de 52 semanas de tratamiento.

En algunas realizaciones, la terapia de dos componentes para un sujeto con
experiencia con ERT con enfermedad de Pompe reduce el nivel de al menos un
marcador de acumulacion de glucégeno después del tratamiento. En algunas
realizaciones, el al menos un marcador de acumulacion de glucégeno comprende
Hex4 urinario. En algunas realizaciones, en comparacion con el valor basal, el nivel
de Hex4 urinario del sujeto se reduce en al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 %, 40 %, 50 % o 60 % después de 12, 26, 38 0 52 semanas, o después de 18,
24, 30 o0 36 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacién con el
valor basal, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se reduce en al menos un 25 %
después de 52 semanas de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion
con el valor basal, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se reduce en al menos un
35 % después de 36 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el valor basal, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se reduce en al
menos un 30 % después de 48 meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en

comparacion con el tratamiento de control, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se
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reduce significativamente después del tratamiento. En algunas realizaciones, en
comparacion con el tratamiento de control, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se
reduce significativamente en al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %,
50 % o0 60 % después de 12, 26, 38 0 52 semanas, o0 después de 18, 24, 30 o0 36
meses de tratamiento. En algunas realizaciones, en comparacion con el tratamiento
de control, el nivel de Hex4 urinario del sujeto se reduce significativamente en al
menos un 40 % después de 52 semanas de tratamiento.

E. Kits

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a kits adecuados para realizar la
terapia con rhGAA descrita en el presente documento. En una o mas realizaciones,
el kit comprende un recipiente (por ejemplo, vial, tubo, bolsa, etc.) que comprende
la rhGAA o composicion farmacéutica (ya sea antes o después de la liofilizacién) e
instrucciones para la reconstitucion, dilucion y administracion. En una o mas
realizaciones, el kit comprende un recipiente (por ejemplo, vial, tubo, bolsa, etc.)
que comprende un estabilizador enzimatico (por ejemplo, miglustat) y una
composicién farmacéutica que comprende rhGAA (antes o después de la
liofilizacién), e instrucciones para la reconstitucion, dilucién y administracion de
rhGAA con el estabilizador enzimatico.

EJEMPLOS

La presente invencion se ilustra adicionalmente con los siguientes ejemplos
no limitantes.

Ejemplo 1: Preparacién de células CHO que producen rhGAA que tiene
un alto contenido de N-glicanos que llevan mono o bis-M6P.

Se transfectaron células DG44 CHO (DHFR-) con una construccion de ADN
gue expresa rhGAA. La construccion de ADN se muestra en la Fig. 4. Después de
la transfeccion, se seleccionaron las células CHO que contenian un gen de GAA
integrado de forma estable con medio deficiente en hipoxantina/timidina (-HT)). la
expresion de GAA en estas células se indujo mediante tratamiento con metotrexato
(MTX, 500 nM).
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Los grupos de células que expresaban grandes cantidades de GAA se
identificaron mediante ensayos de actividad de la enzima GAA y se utilizaron para
establecer clones individuales productores de rhGAA. Se generaron clones
individuales sobre placas de medio semisolido, se recogieron 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 expresaban un nivel elevado de GAA. ElI medio
acondicionado para determinar la actividad GAA usé un sustrato 4-MU-a-
Glucosidasa. Los clones productores de altos niveles de GAA medida por ensayos
de la enzima GAA se evaluaron adicionalmente para determinar la viabilidad,
capacidad de crecimiento, productividad de GAA, estructura de N-glicanos y
expresion estable de la proteina. Las estirpes de células CHO, incluyendo la estirpe
de células CHO GA-ATB200, que expresaban rhGAA con N-glicanos mono-M6P o
bis-M6P potenciados, se aislaron usando este procedimiento.

Ejemplo 2: Purificacion de rhGAA

Se produjeron multiples lotes de la rhGAA de acuerdo con la divulgacion en
matraces agitados y en biorreactores de perfusion usando la estirpe celular CHO
GA-ATB200, cuyo producto se denomina "ATB200". Se us6 cromatografia de
liquidos de intercambio anionico débil ("WAX") para fraccionar la rhGAA ATB200 de
acuerdo con el fosfato terminal y el &cido sidlico. Se generaron perfiles de elucion
eluyendo el ERT con cantidad creciente de sal. Los perfiles se siguieron mediante
UV (A280nm). Se observaron perfiles similares de unién al receptor CIMPR (al
menos ~70 %) para la rhGAA ATB200 purificada de diferentes lotes de produccién
(Fig. 5), lo que indica que la rhGAA ATB200 puede producirse de forma consistente.

Ejemplo 3: Caracterizacidén de oligosacaridos de rhGAA ATB200

También se analizé la rhGAA ATB200 para determinar los perfiles de N-
glicanos especificos de sitio usando técnicas analiticas de LC-MS/MS diferentes.
Los resultados de los dos primeros métodos de LC-MS/MS se muestran en las Fig.
6A-6H. Los resultados de un tercer método de LC-MS/MS con mapeo de glicanos
2-AA se muestran en las Fig. 19A-19H, Fig. 20A-20B, y la Tabla 9.
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En el primer analisis por LC-MS/MS, la proteina se desnaturalizo, se redujo,
se alquilo y se digirio antes del andlisis por LC-MS/MS. Durante la desnaturalizacion
y la reduccion de la proteina, se afiadieron 200 pug de muestra de proteina, 5 ul de
tris-HCI 1 mol/l (concentracion final, 50 mM), 75 ul de guanidina HCI 8 mol/l
(concentracion final 6 M), 1 ul de EDTA 0.5 mol/l (concentracion final 5 mM), 2 ul de
DTT 1 mol/l (concentracién final 20 mM) y agua Milli-Q® a un tubo de 1.5 ml para
proporcionar un volumen total de 100 pl. La muestra se mezcld y se incub6 a 56°C
durante 30 minutos en un bafo seco. Durante la alquilacion, la muestra de proteina
desnaturalizada y reducida se mezclé con 5 ul de yodoacetamida 1 mol/l (IAM,
concentracion final 50 mM), después se incubd a 10-30 °C en la oscuridad durante
30 minutos. Tras la alquilacién, se afiadieron 400 yl de acetona previamente
enfriada a la muestra, y la mezcla se congelé a -80°C durante 4 horas. La muestra
se centrifugé después durante 5 minutos a 13000 rpm a 4 °C y se elimino el
sobrenadante. Se afiadieron 400 ul de acetona preenfriada a los granulos, que
después se centrifugaron durante 5 minutos a 13000 rpm a 4 °C y el sobrenadante
se elimind. A continuacion, la muestra se seco al aire sobre hielo en la oscuridad
para eliminar el residuo de acetona. Se afiadieron cuarenta microlitros de urea 8 M
y 160 pl de NH4HCO3 100 mM a la muestra para disolver la proteina. Durante la
digestion con tripsina, después se afiadieron 50 ug de la proteina a tampdn de
digestion con tripsina hasta un volumen final de 100 pl, y se afadieron 5 ul de
tripsina 0.5 mg/ml (relacion de proteina a enzima de 20/1 p/p). La solucion se mezcld
bien y se incubd durante la noche (16 + 2 horas) a 37 °C. Se afiadieron dos
microlitros y medio de TFA al 20 % (concentracion final 0.5 %) para inactivar la
reaccion. La muestra se analizé a continuacion usando un espectrémetro de masas
Thermo Scientific™ Orbitrap Velos Pro™.

En el segundo andlisis por LC-MS/MS, la muestra de ATB200 se preparé de
acuerdo con un procedimiento similar de desnaturalizacion, reduccion, alquilacion y
digestion, excepto por que se usé acido yodoacético (IAA) como reactivo de
alquilacién en lugar de 1AM, y después se analizé usando el espectrémetro de

masas Thermo Scientific™ Orbitrap Fusion™ Lumos Tribid™.
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En las Figuras 6A-6H se muestran los resultados del primer y el segundo
andlisis. En las Fig. 6A-6H, los resultados del primer analisis se representan
mediante la barra de la izquierda (gris oscuro) y los resultados del segundo analisis
se representan mediante la barra de la derecha (gris claro). La nomenclatura de
simbolos para la representacion del glicano esta de acuerdo con Varki, A.,
Cummings, R.D., Esko J.D., et al., Essentials of Glycobiology, 22 edicion (2009).

Como puede observarse a partir de las Fig. 6A-6H, los dos analisis
proporcionaron resultados similares, aunque se produjo cierta variacion entre los
resultados. Esta variacion se puede deber a numerosos factores, incluyendo el
instrumento utilizado y la completitud del analisis de N-glicanos. Por ejemplo, si
algunas especies de N-glicanos fosforilados no se identifican y/o no se cuantifican,
entonces, el nimero total de N-glicanos fosforilados puede estar infrarrepresentado,
y el porcentaje de rhGAA que lleva los N-glicanos fosforilados en dicho sitio puede
estar infrarrepresentado. Como ejemplo adicional, si algunas especies de N-
glicanos no fosforilados no se identifican y/o no se cuantifican, entonces, el nimero
total de N-glicanos no fosforilados puede estar infrarrepreen sedestacion, y el
porcentaje de rhGAA que lleva los N-glicanos fosforilados en dicho sitio puede estar
sobrerrepresentado.

La Fig. 6A muestra la ocupacion del sitio de N-glicosilacion de ATB200. Como
se puede observar a partir de la Fig. 6A, el primer, segundo, tercero, cuarto, quinto
y sexto sitios de N-glicosilacion estan principalmente ocupados, donde ambos
analisis detectan aproximadamente y mas del 90 % y hasta aproximadamente el
100 % de la enzima ATB200 que tiene un N-glicano detectado en cada sitio de N-
glicosilacion potencial. Sin embargo, el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial
esta N-glicosilado aproximadamente la mitad del tiempo.

La Fig. 6B muestra el perfil de N-glicosilacion del primer sitio de N-
glicosilacion potencial, N84. Como puede observarse a partir de la Fig. 6B, la
principal especie de N-glicano es N-glicanos bis-M6P. Tanto el primer analisis como

el segundo detectaron mas del 75 % de la ATB200 que tiene bis-M6P en el primer
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sitio, lo que corresponde a un promedio de aproximadamente 0.8 mol de bis-M6P
por mol de ATB200 en el primer sitio.

La Fig. 6C muestra el perfil de N-glicosilacion del segundo sitio de N-
glicosilacion potencial, N177. Como puede observarse a partir de la Fig. 6C, las
especie principales de N-glicanos son los N-glicanos mono-M6P y los N-glicanos
con alto contenido de manosa no fosforilados. Tanto el primer andlisis como el
segundo detectaron mas del 40 % de la ATB200 que tiene mono-M6P en el segundo
sitio, lo que corresponde a un promedio de aproximadamente 0.4 a
aproximadamente 0.6 mol de mono-M6P por mol de ATB200 en el segundo sitio.

La Fig. 6D muestra el perfil de N-glicosilacion del tercer sitio de N-
glicosilacion potencial, N334. Como puede observarse a partir de la Fig. 6D, las
especies principales de N-glicanos son los N-glicanos con alto contenido de manosa
no fosforilados, los N-glicanos complejos di, tri y tetra antenarios y los N-glicanos
hibridos. Tanto el primer analisis como el segundo detectaron mas del 20 % de la
ATB200 que tiene un resto de &acido sidlico en el tercer sitio, lo que corresponde a
un promedio de aproximadamente 0.9 a aproximadamente 1.2 mol de &cido sialico
por mol de ATB200 en el tercer sitio.

La Fig. 6E muestra el perfil de N-glicosilacion del cuarto sitio de N-
glicosilacion potencial, N414. Como puede observarse a partir de la Fig. 6E, las
principales especies de N-glicanos son los N-glicanos bis-M6P y mono-M6P. Tanto
el primer andlisis como el segundo detectaron mas del 40 % de la ATB200 que tiene
bis-M6P en el cuarto sitio, lo que corresponde a un promedio de aproximadamente
0.4 a aproximadamente 0.6 mol de bis-M6P por mol de ATB200 en el cuarto sitio.
Tanto el primer analisis como el segundo también detectaron mas del 25 % de la
ATB200 gue tiene mono-M6P en el cuarto sitio, lo que corresponde a un promedio
de aproximadamente 0.3 a aproximadamente 0.4 mol de mono-M6P por mol de
ATB200 en el cuarto sitio.

La Fig. 6F muestra el perfil de N-glicosilacion del quinto sitio de N-
glicosilacién potencial, N596. Como puede observarse a partir de la Fig. 6F, las

principales especies de N-glicanos son los N-glicanos complejos diantenario
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fucosilados. Tanto el primer andlisis como el segundo detectaron mas del 70 % de
la ATB200 que tiene un resto de &cido sialico en el quinto sitio, lo que corresponde
a un promedio de aproximadamente 0.8 a aproximadamente 0.9 mol de 4cido sialico
por mol de ATB200 en el quinto sitio.

La Fig. 6G muestra el perfil de N-glicosilacion del sexto sitio de N-glicosilacion
potencial, N826. Como puede observarse a partir de la Fig. 6G, las principales
especies de N-glicanos son los N-glicanos complejos di, tri, y tetra antenarios. Tanto
el primer andlisis como el segundo detectaron mas del 80 % de la ATB200 que tiene
un resto de acido sidlico en el sexto sitio, lo que corresponde a un promedio de
aproximadamente 1.5 a aproximadamente 1.8 mol de &cido sialico por mol de
ATB200 en el sexto sitio.

Un andlisis de la N-glicosilacion en el séptimo sitio, N869, mostro
aproximadamente un 40 % de N-glicosilacion, siendo los N-glicanos mas comunes
A4S3S3GF (12 %), ASS3G2F (10 %), A4S2G2F (8 %) y A6S3G3F (8 %).

La Fig. 6H muestra un resumen de la fosforilacién en cada uno de los siete
sitios de N-glucosilacién potenciales. Como puede observarse a partir de la Fig. 6H,
tanto el primer como el segundo analisis detectaron niveles altos de fosforilacion en
el primero, segundo y cuarto sitios de N-glicosilacion potenciales. Ambos andlisis
detectaron que mas del 80 % de la ATB200 estaba mono o bisfosforilada en el
primer sitio, mas del 40 % de la ATB200 estaba monofosforilada en el segundo sitio,
y mas del 80 % de la ATB200 estaba mono o bisfosforilada en el cuarto sitio.

Se realiz6 otro analisis de N-glicosilacion de ATB200 de acuerdo con un
método de LC-MS/MS como se describe a continuacion. Este analisis dio como
resultado un perfil de N-glicosilacion promedio en diez lotes de ATB200 (Fig. 19A-
19H, Fig. 20A-20B).

Los glicanos unidos a N de ATB200 se liberaron enzimaticamente con
PNGasa-F y se marcaron con acido 2-antranilico (2-AA). Los N-glicanos marcados
con 2-AA se procesaron adicionalmente mediante extraccion en fase soélida (SPE)
para eliminar el exceso de sales y otros contaminantes. Los N-glicanos 2-AA

purificados se disolvieron en acetonitrilo/agua (20/80; v/v) y se cargaron 10
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microgramos en una columna analitica de aminopolimeros (apHera™, Supelco)
para cromatografia de liquidos de alta resoluciéon con deteccion de fluorescencia
(HPLC-FLD) y andlisis por espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS).

La separacion por cromatografia de liquidos (LC) se realizdé en condiciones
de fase normal en un modo de elucion en gradiente con fase moévil A (acido acético
al 2 % en acetonitrilo) y fase movil B (a4cido acético al 5 %; acetato de amonio 20
milimolar en agua ajustada a pH 4.3 con hidroxido de amonio). La composicién
inicial de la fase moévil fue del 70 % de A/30 % de B. Para la deteccion de
fluorescencia, los parametros del detector (RF-20Axs, Shimadzu) fueron Excitacion
(Ex): 320 nm; Emision (Em): 420 nm. El analisis por HRMS se realiz6 usando un
espectrometro de masas cuadrupolar de tiempo de vuelo (Sciex X500B QTOF) que
funcionaba en modo de obtencién de datos independiente (IDA). Los archivos de
datos obtenidos se convirtieron en archivos mzML usando MSConvert de
ProteoWizard, y después se usoé el software GRITS Toolbox 1.2 Morning Blend
(UGA) para la busqueda en la base de datos de glicanos y la posterior anotacién de
los N-glicanos identificados. Los N-glicanos se identificaron usando tanto las masas
monoisotopicas precursoras (m/z) como las m/z de los iones producto. Los iones
producto experimentales y los patrones de fragmentacion se confirmaron
informaticamente usando la Aplicacion GlycoWorkbench 2.

Para determinar la cuantificacion relativa de los glicanos unidos a N del la
ATB200, los datos obtenidos del experimento HPLC-FLD-QTOF MS/MS se
procesaron de la siguiente manera. Se integraron todos los picos de N-glicanos en
el cromatograma de FLD, y a cada pico se le asign6 un porcentaje del area total de
todos los picos en el cromatograma de FLD. La sefal fluorescente, expresada como
area del pico, es una medida cuantitativa de la cantidad de cada N-glicano en la
muestra. Sin embargo, en la mayoria de los casos, el mismo pico de FLD contenia
multiples especies de N-glicanos. Por lo tanto, también se requirieron los datos del
espectrometro de masas para obtener la cuantificacion relativa de cada especie de
N-glicano (Tabla 9). La sefal de intensidad i6nica de cada N-glicano se "extrajo" de

los datos para crear un pico cromatografico denominado cromatograma de iones
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extraidos (XIC). El XIC se aline6 con el pico cromatografico de FLD y fue especifico
de una sola especie de N-glicano. Después, el pico de XIC creado a partir de la
sefal de intensidad iGnica se integrd y esta area de pico es una medida cuantitativa
relativa de la cantidad de glicano presente. Tanto las areas de los picos de FLD
como las areas de los picos de XIC del espectrometro de masas se usaron para
permitir la cuantificacion relativa de todas las especies de glicanos unidos a N de
ATB200 de las publicadas en el presente documento.

Los resultados este analisis por LC-MS/MS se proporcionan en la Tabla 9 a
continuacion. La nomenclatura de los simbolos para la representacion de los
glicanos es de acuerdo con Wopereis W, et al. 2006. Abnormal glycosylation with
hypersialylated O-glycans in patients with Sialuria. Biochimica et Biophysica Acta.
1762:598-607; Gornik O, et al. 2007. Changes of serum glycans during sepsis and
acute pancreatitis. Glycobiology. 17:1321-1332; Kattla JJ, et al. 2011. Biologic
protein glycosylation. En: Murray Moo-Young (ed.), Comprehensive Biotechnology,
Segunda Edicion, 3:467—-486; Tharmalingam-Jaikaran T, et al. N-glycan profiling of
bovine follicular fluid at key dominant follicle developmental stages. 2014.
Reproduction. 148:569-580; Clerc F, et al. Human plasma protein N-glycosylation.
2015. Glycoconj J. DOI 10.1007/s10719-015-9626-2; y Blackler RJ, et al. 2016. El
fragmento de anticuerpo monocatenario M6P-1 posee un bolsillo de unién
especifico para monosacéaridos de manosa 6-fosfato que distingue la fosforilacién

de N-glicanos de forma especifica de rama. Glycobiology. 26-2:181-192.
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Tabla 9: Tipo y prevalencia de los oligosacaridos identificados en

ATB200 basadndose en el mapeado de glicanos 2-AA y laidentificacién de LC-
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MS/MS

N- % | N-Glicanos | % | N-Glicanos | % | N-Glicanos | %
Glicanos | Tot | complejos | Tot | complejos | Tot | complejos | Tot
con alto al al al al
contenid

o de
manosa
2P-M7 11.3 | FA2G2S1 3.89 | A3G3S1+1A | 0.65 | FA2G2S1+1 | 0.29
9 c Ac

P-M7 7.97 | FA2G2S2 3.42 | A3G2S2+1A | 0.64 | AAG3 0.29
c

M6 6.89 | A2G2S2 3.32 | A1G1S1 0.63 | A4G4+3KD | 0.29

N

P-M6 3.42 | FA2G2 2.77 | AAG3S1 0.61 | A4G4S3 0.28

M5 2.06 | FA4G4S3 2.26 | FA3G3 0.61 | FA5G4 0.24

P-M5 1.67 | A2G2S1 2.25 | A1G1 0.6 | AAG3S2 0.21

2P-M8 1.27 | FA3G3S1 2.12 | FA2G2S2+1 | 0.57 | FA1 0.21
Ac

P-M8 1.17 | A3G3S2 1.8 | A3G2S1 0.57 | FAAG4 0.21

BP-M6 0.9 | FA2G1 1.66 | A3G2S1 0.56 | A3G1 0.21

M7 0.81 | A2G2 1.46 | A2G2S2+1A | 0.5 | FA4G3S2 0.21
c

BP-M7 0.69 | FA3G3S1 1.42 | FA3G2 0.45 | FA3G2S2 0.21

M4 0.14 | A4G4S1 1.28 | A3G3+3KD | 0.45 | Al 0.2
N

BP2-M5 | 0.04 | FA3G3S2 1.25 | A4G3S1 0.45 | AAG2 0.19
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BP2-M6 | 0.01 | FA4G4(1LN) | 1.1 | A2G1S1 0.41 | FA4G3 0.19
S3
N- % | FA4G4S1 1.08 | A3G2 0.4 | FA3 0.18
Glicanos | Tot
hibridos | al
FA1P-M6 | 2.16 | A3G3 1.08 | FAAG4S1+L | 0.4 | AlGl1S] 0.18
N
M5A1G1 | 1.56 | FAAG454 1.07 | FA3G2S1 0.39 | AAG1S1 0.16
S1
FP- 0.42 | FA3G3S3 1.04 | FA2 0.38 | FA1G1 0.15
M6A1G1
S1
A1M5 0.36 | FAAG4S2 0.94 | FAAG4S2+L | 0.38 | FA3G1 0.14
N
A1G1M5 | 0.32 | A2G1 0.94 | A3G2S2 0.37 | FA5G4S2 0.12
P- 0.17 | FA2G1S1 0.94 | A2 0.34 | A3G1S1 0.11
M6A1G1
S1
Sumario | Tot | A4G4 0.91 | FAAG4(2LN) | 0.33 | A3 0.11
al S3
N- 38 | FA1G1S1 0.91 | FA2G2Sgl | 0.32 | FA3G3S3+1 | 0.1
Glicanos | % Ac
con alto
contenid
o de
manosa
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N- 5% | FA2G2S2+2 | 0.76 | FA4AG4(1LN) | 0.31 | A2G2S1+1A | 0.09
Glicanos Ac S4 c
hibridos

N- 57 | AAG4AS2 0.69 | A3G3S3 0.29 | FA3G1S1 0.06

Glicanos | %
complej
0S

Basandose en este analisis por 2-AA y LC-MS/MS, y como se resume mas
adelante, la ATB200 analizada tiene un contenido de M6P promedio de 3-5 mol por
mol de ATB200 (teniendo en cuenta tanto el mono-M6P como el bis-M6P) y un
contenido de acido sialico de 4-7 mol por mol de ATB200.

Como se muestra en las Fig. 19A-19H y se resume en la Fig. 20B, el primer
sitio de N-glicosilacién potencial de ATB200 tiene un contenido de M6P promedio
de aproximadamente 1.4 mol de M6P/mol de ATB200, representando un contenido
de mono-M6P promedio de aproximadamente 0.25 mol de mono-M6P/mol de
ATB200 y un contenido de bis-M6P promedio de aproximadamente 0.56 mol de bis-
M6P/mol de ATB200; el segundo sitio de N-glicosilacion potencial de ATB200 tiene
un contenido de M6P promedio de aproximadamente 0.5 mol de M6P/mol de
ATB200, siendo las principales especies de N-glicanos fosforilados los N-glicanos
mono-M6P; el tercer sitio de N-glicosilacion potencial de ATB200 tiene un contenido
de acido sialico promedio de aproximadamente 1 mol de &cido sialico/mol de
ATB200; el cuarto sitio de N-glicosilacién potencial de ATB200 tiene un contenido
de M6P promedio de aproximadamente 1.4 mol de M6P/mol de ATB200, lo que
representa un contenido de mono-M6P promedio de aproximadamente 0.35 mol de
mono-M6P/mol de ATB200 y un contenido de bis-M6P promedio de
aproximadamente 0.52 mol de bis-M6P/mol de ATB200; el quinto sitio de N-
glicosilacion potencial de ATB200 tiene un contenido de acido sialico promedio de
aproximadamente 0.86 mol de acido sialico/mol de ATB200; el sexto sitio de N-
glicosilacién potencial de ATB200 tiene un contenido de acido sialico promedio de

aproximadamente 4.2 mol de acido sialico/mol de ATB200; y el séptimo sitio de N-
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glicosilacion potencial de ATB200 tiene un contenido de acido sialico promedio de
aproximadamente 0.86 mol de &cido sialico/mol de ATB200.

También de acuerdo con esta técnica analitica de 2-AA y LC-MS/MS, un
promedio de aproximadamente el 65 % de los N-glicanos en el primer sitio de N-
glicosilacion potencial de ATB200 son N-glicanos de alto contenido de manosa,
aproximadamente el 89 % de los N-glicanos en el segundo sitio de N-glicosilacién
potencial del ATB200 son N-glicanos de alto contenido de manosa, mas de la mitad
de los N-glicanos en el tercer sitio de N-glicosilacion potencial de ATB200 estan
sialilados (con aproximadamente el 20 % totalmente sialilado) y aproximadamente
el 85 % de los N-glicanos en el tercer sitio de N-glicosilacion potencial de ATB200
son N-glicanos complejos, aproximadamente el 84 % de los N-glicanos en el cuarto
sitio de N-glicosilacion potencial de ATB200 son N-glicanos de alto contenido de
manosa, aproximadamente el 70 % de los N-glicanos en el quinto sitio de N-
glicosilacion potencial de ATB200 estan sialilados (con aproximadamente el 26 %
totalmente sialilado) y aproximadamente el 100 % de los N-glicanos en el quinto
sitio de N-glicosilacion potencial de ATB200 son N-glicanos complejos,
aproximadamente el 85 % de los N-glicanos en el sexto sitio de N-glicosilacion
potencial de ATB200 estan sialilados (con aproximadamente el 27 % totalmente
sialilado) y aproximadamente el 98 % de los N-glicanos en el sexto sitio de N-
glicosilacion potencial de ATB200 son N-glicanos complejos, y aproximadamente el
87 % de los N-glicanos en el séptimo sitio de N-glicosilacién potencial de ATB200
estdn sialilados (con aproximadamente el 8 % totalmente sialilado) vy
aproximadamente el 100 % de los N-glicanos en el séptimo sitio de N-glicosilacién
potencial de ATB200 son N-glicanos complejos.

Ejemplo 4: Comparacién analitica de ATB200 y MYOZYME®/
LUMIZYME®

Los N-glicanos purificados de ATB200 y LUMIZYME® se evaluaron mediante
MALDI-TOF para determinar las estructuras individuales de N-glicanos encontradas
en cada ERT. LUMIZYME® se obtuvo de una fuente comercial. Como se muestra

en la Fig. 7, ATB200 present6 cuatro picos prominentes eluyendo a la derecha de
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LUMIZYME®. Esto confirma que ATB200 se fosforil6 en mayor medida que
LUMIZYME® puesto que esta evaluacion es por carga terminal y no por afinidad de
CIMPR. Como se resume en la Fig. 8, se observo que las muestras de ATB200
contenian menores cantidades de N-glicanos de tipo alto contenido de manosa no
fosforilados que LUMIZYME®.

Para evaluar la capacidad de las rhGAA convencionales en MYOZYME® y
LUMIZYME® de interactuar con el CIMPR, se inyectaron las dos preparaciones de
rhGAA convencionales en una columna de afinidad de CIMPR (que se une a rhGAA
gue tienen grupos M6P) y se recogi6 el flujo a través. El material unido se eluy6 con
un gradiente de M6 libre. Las fracciones se recogieron en placas de 96 pocillos y se
analiz6 la actividad de GAA mediante el sustrato 4MU-a-glucosidasa. Las
cantidades relativas de rhGAA no unida (flujo a través) y unida (eluida con M6P) se
determinaron basandose en la actividad de GAA y se publicaron como fraccién de
la enzima total. Las Fig. 9A y 9B muestran el perfil de unién de rhGAA en
MYOZYME® y LUMIZYME®: El 73 % de la rhGAA en MYOZYME® (Fig. 9B) vy el
78 % de la rhGAA en LUMIZYME® (Fig. 9A) no se unieron al CIMPR. De hecho,
sélo el 27 % de la rhGAA en MYOZYME® y el 22 % de la rhGAA en LUMIZYME®
contenian M6P que puede ser productivo para dirigirlo al CIMPR en células
musculares. Por el contrario, como se muestra en la Fig. 5, en las mismas
condiciones, mas del 70 % de la rhGAA en ATB200 se uni6 al CIMPR.

Ademas de tener un mayor porcentaje de rhGAA gue se une al CIMPR, es
importante comprender la calidad de dicha interaccién. La union a receptores de
LUMIZYME® y ATB200 se determind usando un ensayo de union en placa de
CIMPR. En resumen, se usaron placas revestidas con CIMPR para capturar GAA.
Se aplicaron concentraciones variables de rhGAA al receptor inmovilizado, y la
rhGAA no unida se eliminé por lavado. La cantidad de rhGAA remanente se
determiné mediante la actividad de GAA. Como se muestra en la Fig. 10, ATB200
se uni6 a CIMPR significativamente mejor que LUMIZYME®.

En general, el mayor contenido de N-glicanos M6P en ATB200 que en
LUMIZYME® indica que la mayor porcion de moléculas de rhGAA en ATB200 puede



10

15

20

25

30

129

tener dirigirse a células musculares. Como se ha demostrado anteriormente, el
elevado porcentaje de estructuras monofosforiladas y bisfosforiladas determinadas
por MALDI concuerda con los perfiles de CIMPR que ilustran una union
significativamente mayor de ATB200 al receptor de CIMPR. El analisis de N-glicano
mediante la espectrometria de masas MALDI-TOF confirmé 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 ATB200 se correlacion6
directamente con la unién de alta afinidad a CIMPR en ensayos de union en placa
de receptor de M6P (Ko aproximadamente 2-4 nM).

La captacion celular relativa de rhGAA de ATB200 y LUMIZYME® se
compararon usando estirpes celulares de fibroblastos normales y de Pompe. Las
comparaciones implicaban 5-100 nM de ATB200 de acuerdo con la divulgacién con
10-500 nM de producto de rhGAA LUMIZYME® convencional. Tras 16 horas de
incubacion, la rhGAA externa se inactivo con base TRIS y las células se lavaron 3
veces con PBS antes de la recogida. La GAA internalizada se midi6 mediante
hidrélisis de 4MU-a-Glucésido y se representd con respectp a la proteina celular
total, y los resultados aparecen en las Fig. 11A-11C.

También se demostré que ATB200 se internaliza eficazmente en las células.
Como se representa en las Fig. 11A-11B, ATB200 se internaliza tanto en células de
fibroblastos normales como de Pompe y se internaliza en mayor grado que el
producto de rhGAA convencional LUMIZYME®. ATB200 satura los receptores
celulares a aproximadamente 20 nM, mientras que se necesita aproximadamente
250 nM de LUMIZYME® para saturar los receptores celulares. La constante de
eficiencia de absorcion (Kabsorcisn) extrapolada de estos resultados es de 2-3 nm para
ATB200 y 56 nM para LUMIZYME® como se muestra mediante la Fig. 11C. Estos
resultados sugieren que ATB200 es un tratamiento bien dirigido para la enfermedad
de Pompe.

Ejemplo 5: ATB200 y estabilizador enzimatico

La estabilidad de ATB200 en tampones de pH acido o neutro se evalud en

un ensayo de termoestabilidad usando SYPRO Orange, ya que la fluorescencia del
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colorante aumenta cuando las proteinas se desnaturalizan. Como se muestra en la

Fig. 12, la adicion de miglustat estabiliz6 ATB200 a pH 7.4 de manera dependiente

de la concentracion, comparable a la estabilidad de ATB200 a pH 5.2, una condicién

gue imita el entorno acido del lisosoma. Como se resume en la Tabla 10, la adiciéon

de miglustat aumenté la temperatura de fusion (Tr) de ATB200 en casi 10 °C.
Tabla 10. Estabilidad de ATB200 con miglustat

Condiciones de ensayo Tf (°C)
pH 7.4 56.2
pH 7.4 + miglustat 10 uM 61.6
pH 7.4 + miglustat 30 pM 62.9
pH 7.4 + miglustat 100 pM 66.0
pH 5.2 67.3

Ejemplo 6: Coadministracion de ATB200 y miglustat en ratones con
inactivacion de Gaa

Se evaluaron los efectos terapéuticos de ATB200 y miglustat y se
compararon con los de Alglucosidasa alfa en ratones con inactivacion de Gaa. Para
el estudio, se usaron ratones macho con inactivacion de Gaa (de 3 a 4 meses de
edad) y ratones de tipo silvestre (TS) emparejados por edad. Se administré
alglucosidasa alfa a través de una inyeccion intravenosa (IV) en embolada en la
vena de la cola. En la pauta de coadministracién, se administré miglustat por sonda
por via oral (VO) 30 minutos antes de la inyeccion IV de ATB200. El tratamiento se
administré quincenalmente. Los ratones tratados se sacrificaron a los 14 dias de la
Gltima administracion y se recogieron diversos tejidos para su posterior analisis. La

Tabla 11 resume el disefio del estudio:
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Tabla 11. Coadministracion del disefio del estudio

Dosis de farmaco por )
) _ o . Numero de
Genotipo Tratamiento administracion o »
. administracion
(quincenalmente)

Inactivacion
Vehiculo N/A 6
de Gaa
Inactivacion |  Alglucosidasa
20 mg/kg 6
de Gaa alfa
Inactivacion _ 20 mg/kg (ATB200)
ATB200/miglustat _ 6
de Gaa 10 mg/kg (miglustat)
TS (Sve .
Sin tratar N/A N/A
129)

El contenido de glucdgeno tisular en las muestras de tejidos se determiné
mediante digestion con amiloglucosidasa, como se ha analizado anteriormente.
Como se muestra en la Fig. 13, una combinacién de ATB200 20 mg/kg y miglustat
10 mg/kg disminuyd significativamente el contenido de glucégeno en cuatro tejidos
diferentes (cuédriceps, triceps, gastrocnemio y corazén) en comparacion con la
misma dosis de alglucosidasa alfa.

También se analizaron muestras de tejido para detectar cambios en los
biomarcadores siguiendo los métodos considerados en: Khanna R, et al. (2012),
"The pharmacological chaperone AT2220 increases recombinant human acid a-
glucosidase uptake and glycogen reduction in a mouse model of Pompe disease”,
Plos One 7(7): e40776; y Khanna, R et al. (2014), "The Pharmacological Chaperone
AT2220 Increases the Specific Activity and Lysosomal Delivery of Mutant Acid a-
Glucosidase, and Promotes Glycogen Reduction in a Transgenic Mouse Model of
Pompe Disease”, PLoS ONE 9(7): €102092. Como se muestra en la Fig. 14, se
observd un profundo aumento y agrandamiento de las vesiculas positivas para
LAMP1 en las fibras musculares de los animales con inactivacion de Gaa en
comparacion con los TS, indicativo de proliferacion lisosomica. La coadministracion

de ATB200 / miglustat dio lugar a un mayor numero de fibras con un nivel de LAMP1
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normalizado, mientras que las vesiculas positivas para LAMP1 restantes también
redujeron su tamafo (recuadros).

Del mismo modo, los agregados de LC3-positivos intensos en las fibras
musculares de ratones con inactivacion de Gaa no tratados significan la presencia
de zonas autofagicas y la acumulacion de autofagia. Los agregados de LC3-
positivos (rojo) se redujeron preferentemente en los ratones tratados con
coadministracién de ATB200 / miglustat en comparacién con los ratones tratados
con alglucosidasa alfa (Fig. 15A). Una observacion similar se realiz6 cuando se
evaluo la expresion de LC3 usando transferencia Western. Como se muestra en la
Fig. 15B, la mayoria de los animales tratados con ATB200 / miglustat mostraron una
disminucién significativa de los niveles de LC3 Il, la forma lipidada que se asocia a
los autofagosomas, lo que sugiere una mejora del flujo de autofagia. En
comparacion, el efecto de la alglucosidasa alfa sobre la autofagia fue modesto.

También se evalud la disferlina, una proteina implicada en la reparacién de
membranas y cuya deficiencia/trafico errbneo se asocia a varias distrofias
musculares. Como se muestra en la Fig. 16, la disferlina (marrén) estaba
fuertemente acumulada en el sarcoplasma de los ratones con inactivacion de Gaa.
En comparacién con la alglucosidasa alfa, ATB200 / miglustat fue capaz de
restablecer la disferlina al sarcolema en un mayor nimero de fibras musculares.

Estos datos concuerdan con las mejoras a nivel celular demostrados en
pacientes humanos con enfermedad de Pompe tratados con ATB200 y miglustat,
(por ejemplo, los pacientes presentan niveles reducidos de biomarcadores de
acumulacion de glucégeno y lesion muscular), conduciendo no sélo a un tratamiento
eficaz de la enfermedad de Pompe, sino también a una inversion de la progresion
de la enfermedad. Los datos clinicos en pacientes humanos con enfermedad de
Pompe se resumen en los Ejemplos 8 y 9, a continuacion.

Ejemplo 7: Analisis de fibra tunica

Como se muestra en la Fig. 17, la mayoria de los ratones tratados con
vehiculo mostraron lisosomas groseramente agrandados (véase, por ejemplo, "B")

y la presencia de acumulacion autofagica masiva (véase, por ejemplo, "A"). Los
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ratones tratados con MYOZYME® no mostraron ninguna diferencia significativa en
comparacion con los tratados con vehiculo. Por el contrario, la mayoria de las fibras
aisladas de ratones tratados con ATB200 mostraron una disminucion drastica del
tamafio de los lisosomas (véase, por ejemplo, "C"). Ademas, el area con
acumulacion autofagica también se redujo en diversos grados (véase, por ejemplo,
"C"). Como resultado, una parte significativa de las fiboras musculares analizadas
(36-60 %) de los ratones tratados con ATB200 parecian normales o casi normales.
La Tabla 12 a continuacion resume el analisis de fibra Unica mostrado en la Fig. 17.

Tabla 12. Analisis de fibra Unica

Fibras
NUumero _ de
. ) Fibras con
Animal total de | Agrandamient .| aspect
. _ _ acumulacio
Tratamiento | analizad fibras o de q 0
n de

o] analizada lisosomas _ normal

autofagia _

s (n) 0 casi

normal

TS 2 65 - - 100 %
Vehiculo 2 65 + >90% <10%

Alglucosidas
4 150 + >90% <10%
a alfa
Disminucion
drastica del
ATB200 5 188 tamafo en la 40-64%* 36-60%
mayoria de las
fibras

* Se incluyeron fibras con un grado variable de reduccion de la acumulacién
autofagica. En general, el grado de la acumulacion fue menor en el grupo tratado
con ATB200 en comparacion con el grupo tratado con vehiculo o con alglucosidasa

alfa.
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En un estudio separado mostrado en la Fig. 78, la administracion de 12
inyecciones en embolada quincenalmente de ATB200 (20 mg/kg) a ratones con
inactivacion de Gaa mostré una mejora significativo del tamafio de las fibras
musculares como se cuantifico a partir de secciones histolégicas de los cuadriceps
en comparacion con ratones tratados con alglucosidasa alfa (20 mg/kg). Los ratones
Gaa, al igual que los pacientes con enfermedad de Pompe, muestran una
disminucion del tamafio de las fibras musculares como consecuencia de la atrofia
muscular. El diametro medio minimo de Feret significativamente mayor de los
ratones tratados con ATB200 frente a los tratados con alglucosidasa alfa demuestra
una clara diferencia funcional en la eficacia.

En general, los datos indican que ATB200, con su mayor contenido de M6P,
tanto sola como estabilizada adicionalmente por el estabilizador enzimatico
miglustat al pH neutro de la sangre, es mas eficaz en la orientacion tisular y el trafico
lisosémico en comparacion con la alglucosidasa alfa cuando se administra a ratones
con inactivacion de Gaa, lo que concuerda con la estabilizacion de la ATB200 por
miglustat, como se representa en la Fig. 18. Como resultado, la administracion de
ATB200 y la coadministracion de ATB200/miglustat fue mas eficaz que la
alglucosidasa alfa para corregir algunas de las patologias relevantes para la
enfermedad, tales como la acumulacién de glucégeno, la proliferacion lisosémica y
la formacion de zonas autofagicas. Debido a estos efectos terapéuticos positivos,
se ha demostrado que la coadministraciéon de ATB200 y ATB200/miglustat mejora
las posibilidades de recuperacion de las fibras musculares desde el dafio e incluso
revertir el dafio al eliminar el glucégeno que se habia acumulado en la célula debido
a la falta de actividad de GAA optima. Al igual que en el Ejemplo 6, estos datos
también concuerdan con las mejoras a nivel celular demostradas en pacientes
humanos con enfermedad de Pompe que conducen tanto a un tratamiento eficaz de
la enfermedad de Pompe como a la inversion de la progresion de la enfermedad
después de la administracion de ATB200 y miglustat. Los datos clinicos en
pacientes humanos con enfermedad de Pompe se resumen en los Ejemplos 8y 9,

a continuacion.
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Ejemplo 8: El ensayo ATB200-02

Se realizd un estudio clinico de fase 1/2 (ATB200-02, NCT-02675465)
abierto, de secuencia fija y dosis ascendente para evaluar la seguridad,
tolerabilidad, farmacocinética, farmacodinamica y eficacia provisional de la infusion
IV de ATB200 con miglustat en sujetos adultos con enfermedad de Pompe. Los
datos se comunicaron en la Publicacién internacional N.° WO 2020/163480, cuya
divulgacion se incorpora en el presente documento por referencia.

Ejemplo 9: El ensayo ATB200-03: un estudio de fase 3 en seres
humanos de ATB200/miglustat en pacientes con enfermedad de Pompe

El ensayo ATB200-03 fue un estudio de fase 3, con doble ocultacién,
aleatorizado, multicéntrico e internacional de ATB200/miglustat en sujetos adultos
con enfermedad de Pompe de inicio tardio (LOPD) que habian recibido terapia de
reemplazo enzimatico con alglucosidasa alfa (es decir, con experiencia con ERT) o
gue nunca habian recibido ERT (es decir, sin tratamiento previo con ERT), en
comparacién con alglucosidasa alfa/placebo.

Disefio del estudio

Como se muestra en la Fig. 21, el ensayo consistié en un periodo de cribado
de hasta 30 dias, un periodo de tratamiento de 12 meses y un periodo de
seguimiento de seguridad de 30 dias. Los sujetos elegibles se asignaron
aleatoriamente en una relacion de 2:1 para recibir ATB200/miglustat o alglucosidasa
alfa/placebo y se estratificaron por estado de ERT (con experiencia con ERT, sin
tratamiento previo con ERT) y distancia caminada en 6 minutos basal (6MWD) (75
a < 150 metros, 150 a < 400 metros, = 400 metros).

Las evaluaciones de eficacia (es decir, las evaluaciones funcionales)
incluyeron la evaluacion de la funcion ambulatoria (6MWT), ensayos de la funcion
motora (ensayo de Marcha, Escaleras, Gower y Maniobra de Silla [GSGC] y ensayo
Timed Up and Go [TUG]), ensayos de fuerza muscular (ensayos musculares
manuales y ensayos musculares cuantitativos) y ensayos de la funcién pulmonar
(FVC, SVC, MIP, MEP y SNIP). Se registraron los resultados informados por los

pacientes (Escala de Actividad Especifica de Pompe (R Pact) construida por Rasch,
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Instrumento EuroQol 5 Dimensiones 5 Niveles (EQ-5D-5L), instrumentos del
Sistema de Informacion de Medicion de resultados informados por los Pacientes
(PROMIS®) para funcion fisica, fatiga, disnea y extremidades superiores e
Impresion Global del Cambio del Sujeto). También se realizé la Impresion Global de
Cambio del Médico.

Las evaluaciones farmacodinamicas incluyeron la medicion de
biomarcadores de lesidbn muscular (creatina cinasa [CK]) y sustrato de la
enfermedad (tetrasacarido de hexosa urinario [Hex4]). Se recogieron muestras de
sangre dispersas para determinar los niveles de proteina GAA total y las
concentraciones de miglustat en plasma para un analisis PK poblacional en sujetos
con experiencia con ERT. Se realizaron muestreos sanguineos seriados para la
caracterizacion del perfil PK de la proteina GAA total y miglustat en sujetos sin
tratamiento previo con ERT.

Las evaluaciones de seguridad incluyeron controlar los acontecimientos
adversos (AA), incluyendo reacciones asociadas a la infusién (RAI), ensayos de
laboratorio clinico (quimica, hematologia y analisis de orina), constantes vitales,
examenes fisicos incluyendo peso, electrocardiogramas (ECG) e inmunogenicidad.
También se registraron los medicamentos simultaneos y las terapias no
farmacoldgicas.

Seleccion de sujetos

Los sujetos que participaron en el estudio cumplian todos los criterios de
inclusion siguientes y ninguno de los criterios de exclusién. En total, participaron
122 sujetos en el ensayo ATB200-03. Entre ellos, 85 sujetos (con experiencia con
ERT: 65; sin tratamiento previo con ERT: 20) recibieron el tratamiento con
ATB200/miglustat, y 37 sujetos (con experiencia con ERT: 30; sin tratamiento previo
con ERT: 7) recibieron el tratamiento con alglucosidasa alfa/placebo. Como se
muestra en la Fig. 22, los datos basales de 6MWD y FVC fueron representativos de
la poblacion y, en general, similares en los dos brazos de tratamiento.

Criterios de inclusion:
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1. El sujeto firmé un consentimiento informado antes de que se realizara
cualquier procedimiento relacionado con el estudio.

2. Los sujetos hombres y mujeres tenian = 18 afios y pesaban = 40 kg
en el momento del cribado.

3. Las mujeres en edad fértil y los hombres aceptaron usar métodos
anticonceptivos médicamente aceptados durante el estudio y 90 dias después
de la dltima dosis del farmaco de estudio.

4. El sujeto tiene un diagndstico de LOPD basado en la documentacion
de uno de los siguientes:

a. deficiencia de la enzima GAA
b. genotipado de GAA

5. El sujeto se clasific6 como uno de los siguientes con respecto al
estado de ERT:

a. Con experiencia con ERT, se define como que han recibido

ERT de referencia (alglucosidasa alfa) a la dosis y la pauta recomendadas

(es decir, dosis de 20 mg/kg cada 2 semanas) durante = 24 meses

o Especificamente para Australia, con experiencia con

ERT, se define como que han recibido ERT de referencia

(alglucosidasa alfa) a la dosis y la pauta recomendadas, a una dosis

de 20 mg/kg basada en el peso corporal magro o ideal cada 2
semanas

b. Sin tratamiento previo con ERT, se define como que nunca han

recibido un tratamiento con ERT en investigacién o disponible en el

mercado.

6. Elsujetotenia una FVC en sedestacion = 30 % del valor predicho para
adultos sanos (National Health and Nutrition Examination Survey lIl) en el
momento del cribado.

7. El sujeto realiz6 dos 6MWT en el momento del cribado que fueron
validos, segun determin6 el evaluador clinico, y que cumplieron todos los

criterios siguientes:
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a. ambos valores de cribado de 6MWD fueron = 75 metros
b. ambos valores de cribado de 6MWD fueron < 90 % del valor
predicho para adultos sanos
c. el valor inferior de 6MWD estaba dentro del 20 % del valor
superior de 6MWD
Criterios de exclusion:

1. El sujeto habia recibido cualquier terapia en investigaciéon o
tratamiento farmacolégico para la enfermedad de Pompe, distinto de la
alglucosidasa alfa, en los 30 dias o 5 semividas de la terapia o tratamiento, lo
que fuera mas largo, antes del Dia 1 o se preveia que lo hiciera durante el
estudio.

2. El sujeto habia recibido terapia génica para la enfermedad de Pompe.

3. El sujeto estaba tomando cualquiera de los siguientes medicamentos
prohibidos en los 30 dias anteriores al Dia 1:

e miglitol

e miglustat
e acarbosa
e voglibosa

4. El sujeto requirio el uso de soporte ventilatorio invasivo o no invasivo
durante > 6 horas al dia mientras estaba despierto.

5. El sujeto tenia una hipersensibilidad a cualquiera de los excipientes
de ATB200, alglucosidasa alfa o miglustat.

6. El sujeto tenia una enfermedad o cualquier otra circunstancia
atenuante que, en opinion del investigador o del monitor médico, suponia un
riesgo indebido para la seguridad del sujeto o0 comprometia su capacidad para
cumplir los requisitos del protocolo o repercutia negativamente en ellos. Esto
incluia la depresion clinica (diagnosticada por un psiquiatra u otro profesional de
la salud mental) con sintomas no controlados o mal controlados.

7. El sujeto, que si es mujer, estaba embarazada o en periodo de

lactancia en el momento del cribado.
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8. El sujeto, tanto hombre como mujer, estaba planificando concebir un

hijo durante el estudio.

9. El sujeto se negd a someterse a ensayos geneéticos.

Producto en investigacion, dosis y modo de administracion

Los sujetos se aleatorizaron con una relacion de aleatorizacion de al menos

2:1 para recibir ATB200/miglustat o alglucosidasa alfa/placebo. La Tabla 13 a

continuacion resume el tratamiento de los sujetos inscritos.

Tabla 13. Asignacion y pauta de tratamiento

Asignacion

tratamiento

de

Tratamiento

Pauta

ATB200/miglustat

miglustat?

Sujetos = 50kg: 260mg (4 x
capsulas orales de 65 mg) 1 hora
antes de la infusion de ATB200 cada
2 semanas

Sujetos de = 40kg a < 50 kg:
195mg (3 x cépsulas orales de
65 mg) 1 hora antes de la infusién de
ATB200 cada 2 semanas

ATB200

Infusién 1V de 20 mg/kg durante 4

horas cada 2 semanas

Alglucosidasa
alfa/placebo

Placebo

Sujetos = 50kg: Placebo (4
capsulas orales) 1 hora antes de la
infusion de alglucosidasa alfa cada 2
semanas

Sujetos de = 40kg a < 50 kg:
Placebo (3 capsulas orales) 1 hora
antes de la infusion de alglucosidasa

alfa cada 2 semanas
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Asignacion de

tratamiento Tratamiento Pauta
Alglucosidasa Infusion 1V de 20 mg/kg durante 4
alfa horas cada 2 semanas

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés): IV
= intravenoso
a@Nota: Los sujetos debian ayunar al menos 2 horas antes y 2 horas despueés
de la administracion de miglustat o placebo.
Evaluacion de datos y consideraciones estadisticas
El criterio de valoracién de eficacia primario fue el cambio con respecto al
valor basal hasta la Semana 52 en la 6MWD. Se someti6é a ensayo la superioridad
de ATB200/miglustat frente a alglucosidasa alfa/placebo en el criterio de valoracion
primario, usando un modelo de efectos mixtos para medidas repetidas (MMRM) y
un ensayo no parameétrico preespecificado en caso de violacién de la normalidad.
Los criterios de valoracion de eficacia secundarios en un orden jerarquico de
importancia preespecificado fueron los siguientes. Estos criterios de valoracion
secundarios se analizaron usando un modelo de analisis de covarianza (ANCOVA)
con traslado de la ultima observacion (ITT LOCF).
o cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en la FVC
en sedestacion (% predicho)
o cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en la
puntuacion del ensayo muscular manual para las extremidades inferiores
o cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en la
puntuacion total para el PROMIS — funcién fisica
o cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en la
puntuacion total para el PROMIS — fatiga
o cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en la
puntuacion total de GSGC

Otros criterios de valoracion de eficacia secundarios fueron los siguientes:
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o cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en las
siguientes variables relacionadas con la funcion motora:
— tiempo para completar la caminata de 10 metros (es decir,
evaluacion de la marcha) del ensayo de GSGC

— tiempo para completar la subida de 4 escalones del ensayo de

GSGC
— tiempo para completar la maniobra de Gower del ensayo de GSGC
— tiempo para levantarse de una silla como parte del ensayo de
GSGC
— tiempo para completar el ensayo de TUG
. cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en las

siguientes variables relacionadas con la fuerza muscular:
— puntuacion del ensayo muscular manual para las extremidades
superiores
— puntuacion total del ensayo muscular manual
— valor cuantitativo del ensayo muscular (kg) para las extremidades
superiores
— valor cuantitativo del ensayo muscular (kg) para las extremidades
inferiores
— valor total del ensayo muscular cuantitativo (kg)
. cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en las
siguientes variables de las mediciones de los resultados informados por los
pacientes:

— puntuacion total para el PROMIS - disnea

puntuacion total para el PROMIS - extremidad superior
— puntuacion total de la escala R-PAct

estado de salud EQ-5D-5L
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o valor real del estado funcional del sujeto (mejora, estable o declive)
en relacion con los efectos del farmaco de estudio en las siguientes areas de la
vida en la Semana 52, medido por la Impresion Global de Cambio del Sujeto

— bienestar fisico global

— esfuerzo respiratorio

— fuerza muscular

— funcién muscular

— capacidad de movimiento

— actividades de la vida diaria
— nivel de energia

— nivel de dolor muscular

. valor real del estado funcional del sujeto (mejora, estable o declive)
en la Semana 52, medido por la Impresién Global de Cambio del Médico

. cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en las
siguientes mediciones de la funcién pulmonar, como se indica a continuacion:

— FVC en sedestacion (% predicho)
MIP (cm de H20)
PIM (% predicho)
— MEP (cm de H20)
MEP (% predicho)
SNIP (cm de H20)

Los criterios de valoracion farmacodinamicos fueron los siguientes:

o cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en el nivel
sérico de CK
o cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en el nivel
de Hex4 urinario
Para los sujetos con experiencia con ERT, se recogieron los criterios de
valoracion farmacocinéticos de un analisis PK poblacional del nivel de proteina GAA

total y de la concentracién de miglustat. Se calcularon los parametros PK para la
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concentracion plasmaética total de proteina GAA y miglustat en los sujetos sin
tratamiento previo con ERT.

El perfil de seguridad de ATB200/miglustat se caracteriz6 usando la
incidencia de acontecimientos adversos emergentes del tratamiento (TEAE),
acontecimientos adversos graves (SAE) y acontecimientos adversos que
provocaron la interrupcion del farmaco de estudio, la frecuencia y gravedad de las
IAR inmediatas y tardias, y cualquier anomalia observada en otras evaluaciones de
seguridad. También se evalué la repercusion de la inmunogenicidad contra ATB200
y alglucosidasa alfa sobre la seguridad y la eficacia.

Los métodos estadisticos incluyeron las siguientes consideraciones sobre la
aleatorizacion de muestras, el célculo de tamafio de muestra, los andlisis de eficacia
y los andlisis de seguridad.

Aleatorizacion. Se identificaron los dos factores siguientes como variables de
estratificacion del disefio: 1. 6MWD basal (de 75 a < 150 metros, de 150 a < 400
metros, = 400 metros); y 2. Estado de ERT (con experiencia con ERT, sin
tratamiento previo con ERT). Estos dos factores formaban seis combinaciones
factoriales (es decir, niveles, estratos). Se us6 un procedimiento centralizado de
aleatorizacion en bloques para equilibrar los factores de riesgo mencionados, 1)
reducir el sesgo y aumentar la precision de la inferencia estadistica, y 2) permitir
diversos analisis de subconjuntos planificados y no planificados. El esquema de
aleatorizacion por blogues se realizd para cada uno de los 6 estratos. La relacion
de aleatorizacion es de 2:1 entre ATB200/miglustat y alglucosidasa alfa/placebo,
fija.

Célculo del tamafio de muestra. Se determiné que un ensayo t de 2 grupos
con un nivel de significacién bilateral de 0.05 y un esquema de aleatorizacion 2:1
(66 sujetos en el grupo de ATB200/miglustat y 33 sujetos en el grupo alglucosidasa
alfa/placebo, para un tamafio de muestra total de 99 sujetos) tenia
aproximadamente un 90 % de potencia para detectar un tamafio de efecto

estandarizado de 0.7 entre los 2 grupos en un ensayo de superioridad. Este calculo
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se ha realizado usando Nquery 8©®. Suponiendo una tasa de abandono del 10 %,
el tamafo de la muestra seria de aproximadamente 110 sujetos.

Andlisis de eficacia. El criterio de valoracion primario de eficacia (es decir, el
cambio con respecto al valor basal hasta la Semana 52 en 6MWD) se analizo
usando un modelo paramétrico de analisis de covarianza (ANCOVA) para comparar
entre el nuevo tratamiento y el control. Este modelo normalmente se ajustaria para
la 6MWD basal (como una covariable continua) y los 2 factores utilizados para
estratificar la aleatorizacion: Estado de ERT (sin tratamiento previo con ERT frente
con experiencia con ERT) y 6MWD basal (de 75 a < 150 metros, de 150 a < 400
metros, = 400 metros). Sin embargo, la 6MWD basal no pudo utilizarse dos veces
en el modelo (como variable continua y como variable categérica) debido a la alta
correlacion biserial puntual esperada entre ellas. Por lo tanto, la variable continua
de 6MWD permanecié en el modelo, pero se eliminé la 6MWD categorica. Después,
el modelo ANCOVA tenia términos para el tratamiento, la 6MWD basal (continua) y
el estado de ERT (categorico).

Adicionalmente, se examinaron las potenciales interacciones tratamiento-
covariable (es decir, tratamiento por estado de ERT y tratamiento por 6MWD basal
continua). Si un término de interaccion era estadisticamente significativo (por
ejemplo, p < 0.10, bilateral), y habia una interpretacion biolégica l6gica, entonces el
término de interaccion podria afiadirse potencialmente en el modelo ANCOVA final
gue se usaria para el andlisis del criterio de valoracion primario. Después, se
analizaron los datos basandose en el modelo ANCOVA y se proporcionaron todas
las estimaciones pertinentes (por ejemplo, las medias de MC para cada grupo de
tratamiento, la diferencia de medias de MC, los intervalos de confianza (IC) del 95 %
para la diferencia de medias de MC y el valor de p para la comparacién entre los 2
grupos de tratamiento).

Para respaldar la interpretacion del beneficio clinico, se definié una respuesta
compuesta a nivel de sujeto basada en la totalidad de los datos de resultados de

tratamiento. Los sujetos se clasificaron mediante una variable de respuesta ordinal
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gue consistia en una mejora significativa, una mejora moderada o una mejora
minoritaria/nula baséandose en los resultados del tratamiento.

Los criterios de valoracion secundarios clave se analizaron de acuerdo con
el orden jerarquico, usando el procedimiento de ensayos cerrados por etapas para
controlar la tasa de error de tipo I. Los criterios de valoracién secundarios clave y
otros criterios de valoracion secundarios se analizaron por separado con un método
similar utilizado para el analisis de criterios de valoracion primarios.

Anadlisis de seguridad. Los datos de seguridad se resumieron usando
recuentos y porcentajes para los datos categoéricos y estadisticas descriptivas
(media, desviacién estandar, mediana, minimo, maximo) para los datos continuos.

Resultados de eficacia del ensayo ATB200-03

En la poblacion global, el tratamiento con ATB200/miglustat mostré una
mejora en la 6MWD y una estabilizacién en el porcentaje predicho de FVC, con
respecto al valor basal en la semana 52 (Fig. 23A) y a lo largo del tiempo (Fig. 23B).
En comparacion con alglucosidasa alfa/placebo, el tratamiento con
ATB200/miglustat mostré un mejora superior en la 6MWD en la poblacién global en
la semana 52 (Fig. 23A). Ademas, como se muestra en la Fig. 23A, el tratamiento
con ATB200/miglustat mostré una mejora clinicamente significativa en el porcentaje
predicho de FVC en la poblacion global en la semana 52, en comparaciéon con
alglucosidasa alfa/placebo.

En la poblacibn con experiencia con ERT, el tratamiento con
ATB200/miglustat mostré6 una mejora en la 6MWD y una estabilizacion en el
porcentaje predicho de FVC, con respecto al valor basal en la semana 52 (Fig. 24).
En comparacion con alglucosidasa alfa/placebo, el tratamiento con
ATB200/miglustat mostré mejoras a lo largo del tiempo en la 6MWD y estabilizacion
a lo largo del tiempo en el porcentaje predicho de FVC en la poblacion con
experiencia con ERT (Fig. 25). Ademas, como se muestra en la Fig. 24, el
tratamiento con ATB200/miglustat mostrO una mejora clinicamente significativa

tanto en la 6MWD como del porcentaje predicho de FVC en la poblacién con
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experiencia con ERT en la semana 52, en comparacion con alglucosidasa
alfa/placebo.

Como se muestra en las Fig. 26A y 26B, en la poblacion mas pequefia sin
tratamiento previo con ERT (n=27), el tratamiento con ATB200/miglustat mostré una
mejora en la 6MWD y una estabilizacion del porcentaje predicho de FVC, con
respecto al valor basal en la semana 52 (Fig. 26A) y a lo largo del tiempo (Fig. 26B).
La variabilidad entre los dos grupos de tratamiento fue mayor y no se observo ningin
mejora clinicamente significativa en la 6MWD ni del porcentaje predicho de FVC
(Fig. 26A).

Como se muestra en la Fig. 28, en la poblacion global con experiencia con
ERT, el menor MMT favorecidé numéricamente el tratamiento con ATB200/miglustat,
en comparacion con alglucosidasa alfa/placebo.

El cambio medio (DE) en la puntuacion de extremidades inferiores de MMT
con respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora numerica de 1.6
(3.78) en los sujetos tratados con la coadministracion de cipaglucosidasa alfa y
miglustat en comparacion con 0.9 (2.58) en aquellos tratados con alglucosidasa alfa
y placebo (p=0.191).

Como se muestra en la Fig. 29, en las poblaciones global y con experiencia
con ERT, el tratamiento con ATB200/miglustat mostr6 una mejora clinicamente
significativa en GSGC en la semana 52, en comparacion con alglucosidasa
alfa/placebo.

El cambio medio en la puntuacion de GSGC total con respecto al valor basal
hasta la Semana 52 mostré una mejora de -0.53 (2.5) en los sujetos tratados con la
coadministracion de cipaglucosidasa alfa y miglustat en comparacion con 0.77 (1.8)
en aquellos tratados con alglucosidasa alfa y placebo (p=0.009).

Como se muestra en la Fig. 30, en las poblaciones global y con experiencia
con ERT, el PROMIS de funcion fisica favorecio numéricamente el tratamiento con
ATB200/miglustat, en comparacion con alglucosidasa alfa/placebo.
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Como se muestra en la Fig. 31, en la poblacion global y con experiencia con
ERT, el PROMIS de fatiga mejoré6 de forma similar entre los dos grupos de
tratamiento.

Resultados de biomarcadores del ensayo ATB200-03

En la poblacion global y con experiencia con ERT, el tratamiento con
ATB200/miglustat mostré una mejora de los biomarcadores del dafio muscular (CK)
y del sustrato de la enfermedad (Hex4) a lo largo del tiempo (Fig. 32 y 33). Ademas,
como se muestra en las Fig. 32 y 33, en las poblaciones global y con experiencia
con ERT, las reducciones en CK y Hex4 urinaria fueron significativamente mayores
con el tratamiento con ATB200/miglustat en la semana 52, en comparacion con
alglucosidasa alfa/placebo.

En los pacientes con experiencia con ERT, la concentracion de Glc4 urinaria
media basal fue de 4.6 mmol/mol y 7.2 mmol/mol en el tratamiento con
ATB200/miglustat y alglucosidasa alfa con placebo, respectivamente. En la Semana
52, la concentracion de Glc4 urinaria media fue de 2.9 mmol/mol y 9.1 mmol/mol en
el grupo de tratamiento con ATB200/miglustat y alglucosidasa alfa con placebo,
respectivamente.

Como se resume en la Fig. 34, en las poblaciones global y con experiencia
con ERT, los criterios de valoracion de la funciébn motora, la funcion pulmonar, la
fuerza muscular, los resultados informados por los pacientes (PRO) y los
biomarcadores favorecieron sistematicamente al tratamiento con ATB200/miglustat
frente a alglucosidasa alfa/placebo. Ademas, de los 17 criterios de valoracién de
eficacia y biomarcadores evaluados, 16 favorecieron al tratamiento con
ATB200/miglustat frente a alglucosidasa alfa/placebo.

Resultados de seguridad del ensayo ATB200-03

Como se muestra en la Fig. 35, el perfil de seguridad global del grupo de
tratamiento con ATB200/miglustat fue similar al del grupo de alglucosidasa
alfa/placebo.

Las Fig. 36 — Fig. 40 describen aspectos adicionales del Ensayo ATB200-03.
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Ejemplo 10: Resultados de los ensayos clinicos de fase 3 PROPEL

AT-GAA mostr6 mejoras clinicamente significativas tanto en medidas
musculoesqueléticas como respiratorias en la enfermedad de Pompe de inicio tardio
en comparacion con el tratamiento de referencia en el estudio pivotal de fase 3
PROPEL. PROPEL también se denomina "ATB200-03", véase el Ejemplo 9.

Los pacientes que cambiaron a AT-GAA desde la ERT de referencia
aprobada (alglucosidasa alfa) caminaron en promedio 17 metros mas (p=0.046).

Los pacientes que cambiaron a AT-GAA también mostraron una mejora del
porcentaje predicho de capacidad vital forzada (FVC), la medida méas importante de
la funcidn respiratoria en la enfermedad de Pompe, en comparacion con un declive
en los pacientes tratados con alglucosidasa alfa (Dif. de FVC 4.1 %; p=0.006).

AT-GAA mostré una diferencia nominalmente significativa desde el punto de
vista estadistico y clinicamente significativa de superioridad en el primer criterio de
valoracion secundario clave de la FVC en comparacion con los pacientes tratados
con alglucosidasa alfa (Dif. de FVC 3.0 %; p=0.023).

En la poblacién de estudio combinada de pacientes con cambio de ERT y sin
tratamiento previo con ERT, AT-GAA superé a alglucosidasa alfa en 14 metros
(21 m frente a 7 m) en el criterio de valoracion primario y no fue estadisticamente
significativa para la superioridad (p=0.072).

Las mejoras en los dos biomarcadores importantes de la enfermedad de
Pompe (Hex-4 y CK) para la poblacion de estudio combinada favorecieron
significativamente a la AT-GAA en comparacion con la alglucosidasa alfa (p<0.001).

PROPEL fue un estudio global aleatorizado, con doble ocultacién, de 52
semanas de duracién disefiado para evaluar la eficacia, seguridad y tolerabilidad de
AT-GAA en comparacion con el tratamiento de referencia actual, la alglucosidasa
alfa, una terapia de reemplazo enzimatico (ERT). En el estudio participaron 123
pacientes adultos con enfermedad de Pompe que audn tenian capacidad para
caminar y respirar sin ventilacion mecanica, y se realiz6 en 62 centros clinicos de
24 paises de los 5 continentes. Fue el mayor estudio clinico controlado jamas

realizado sobre un trastorno lisosémico.
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Los pacientes incluidos en PROPEL se asignaron aleatoriamente 2:1, de
manera que por cada dos pacientes asignados aleatoriamente para ser tratados con
AT-GAA, uno fue asignado aleatoriamente para ser tratado con alglucosidasa alfa.
De los pacientes con enfermedad de Pompe inscritos en PROPEL, el 77 % estaba
en tratamiento con alglucosidasa alfa (n=95) inmediatamente antes de la inscripcion
y el 23 % nunca habia sido tratado con ninguna ERT (n=28). 117 pacientes
completaron el estudio PROPEL y los 117 se han inscrito voluntariamente en el
estudio de extension a largo plazo y ahora estan siendo tratados Unicamente con
AT-GAA para su enfermedad de Pompe.

Analisis preespecificados de la distancia caminada en 6 minutos
(6MWD) y del porcentaje predicho de capacidad vital forzada (FVC) en la
poblacién de estudio combinada de cambio de ERT y sin tratamiento previo
con ERT:

El criterio de valoracion principal del estudio fue el cambio medio en la
distancia caminada en 6 minutos en comparacion con las mediciones basales a las
52 semanas en las poblaciones de estudio combinadas de pacientes con cambio de
ERT y sin tratamiento previo con ERT. En esta poblacion combinada, los pacientes
gue tomaron AT-GAA (n=85) caminaron en promedio 21 metros mas a las 52
semanas en comparacion con los 7 metros de aquellos tratados con alglucosidasa
alfa (n=37) (Tabla 14). Se evalu6 la superioridad de este criterio de valoracién
primario en la poblacion combinada y, aunque numéricamente fue superior, no se
alcanzé significacion estadistica para la superioridad en esta poblacion combinada
para el brazo de AT-GAA en comparacion con el brazo de alglucosidasa alfa
(p=0.072).

Segun la jerarquia del plan de andlisis estadistico, el primer criterio de
valoracion secundario clave del estudio fue el cambio medio en el porcentaje
predicho de FVC a las 52 semanas en toda la poblacion combinada. En esta
poblacion combinada, los pacientes que tomaban AT-GAA demostraron una
diferencia nominalmente significativa desde el punto de vista estadistico y

clinicamente significativa para la superioridad sobre aquellos tratados con
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alglucosidasa alfa. AT-GAA ralentizé significativamente la velocidad de declive
respiratorio de los pacientes después de 52 semanas. Los pacientes tratados con
AT-GAA mostraron un descenso absoluto del 0.9 % en el porcentaje predicho de
FVC en comparacion con un descenso absoluto del 4.0 % en el brazo de
alglucosidasa alfa (p=0.023) (Tabla 15). El porcentaje predicho de FVC es la medida
mas importante de la funcion muscular respiratoria en la enfermedad de Pompe y
fue la base de la aprobacion de la alglucosidasa alfa.

Tabla 14. 6MWD (m) en la poblacién de estudio global de cambio de ERT

y sin tratamiento previo con ERT

Tratamiento Referencia | CFBL en la | Diferencia | Valor de P
semana 52
AT-GAA (n=85) 357.9 +20.8 (4.6) +13.6 (8.3) | p=0.072
(111.8)
Alglucosidasa alfa | 351.0 +7.2 (6.6)
(n=37) (121.3)

Tabla 15. FVC (% predicho) en la poblacion de estudio global con

cambio de ERT y sin tratamiento previo con ERT

Tratamiento Referencia | CFBL en la | Diferencia | Valor de
semana 52 P

AT-GAA (n=85) 70.7 (19.6) | -0.9 (0.7) +3.0 (1.2) | p=0.023

Alglucosidasa alfa [ 69.7 (21.5) | -4.0 (0.8)

(n=37)

Analisis preespecificados de la distancia caminada en 6 minutos
(6MWD) y del porcentaje predicho de capacidad vital forzada (FVC) en la
poblacion de estudio de cambio de ERT (n=95):

Los pacientes de PROPEL switch entraron en el estudio habiendo sido
tratados con alglucosidasa alfa durante un minimo de dos afios. Mas de dos tercios
(67 %+) de esos pacientes habian estado en tratamiento con ERT durante mas de

cinco afos antes de entrar en el estudio PROPEL (media de 7.4 afios).
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Un andlisis preespecificado de los pacientes que cambiaron desde alfa a
alglucosidasa sobre la distancia caminada en 6 minutos mostré que después de 52
semanas desde el cambio, los pacientes tratados con AT-GAA (n=65) caminaron
16.9 metros mas que su valor basal, en comparaciéon con 0.0 metros para los
pacientes que se aleatorizaron para permanecer con alfa a alglucosidasa (n=30)
(p=0.046) (Tabla 16).

Un analisis preespecificado de los pacientes que cambiaron desde alfa a
alglucosidasa sobre el porcentaje predicho de FVC mostré6 que los pacientes
tratados con AT-GAA estabilizaron y mejoraron ligeramente su funcion respiratoria
en esta importante medida, mientras que los pacientes que permanecieron con alfa
a alglucosidasa siguieron experimentando un declive significativo de la funcién
muscular respiratoria. Los pacientes con AT-GAA mostraron un aumento absoluto
del 0.1 % en el porcentaje predicho de FVC, mientras que los pacientes con
alglucosidasa alfa mostraron un descenso absoluto del 4.0 % a lo largo del afio
(p=0.006) (Tabla 17).

Tabla 16. 6MWD (m) en la poblacién de estudio de cambio de ERT

Tratamiento Referencia | CFBL en | Diferencia | ValordeP
la semana
52
AT-GAA (n=65) 346.9 +16.9 (5.0) [ +16.9 (8.8) [ p=0.046
(110.2)
Alglucosidasa alfa | 334.6 0.0 (7.2)
(n=30) (114.0)
Tabla17. FVC (% predicho) en la poblacion de estudio de cambio de ERT
Tratamiento Referencia | CFBL en la | Diferencia | Valor de
semana 52 P
AT-GAA (n=65) 67.9 (19.1) | +0.1 (0.7) +4.1 (1.2) | p=0.006
Alglucosidasa alfa | 67.5(21.0) | -4.0(0.9)
(n=30)
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Andlisis preespecificados de la distancia caminada en 6 minutos
(6BMWD) y del porcentaje predicho de capacidad vital forzada (FVC) en la
poblacidn sin tratamiento previo con ERT (n=28):

Un analisis preespecificado de los pacientes no tratados previamente con
ninguna ERT sobre la distancia caminada en 6 minutos mostrd que después de 52
semanas los pacientes tratados con AT-GAA (n=20) caminaban 33 metros mas que
su valor basal. Los pacientes tratados con alglucosidasa alfa (h=7) caminaron 38
metros mas que su valor basal. La diferencia entre los dos grupos no fue
estadisticamente significativa (p=0.60) (Tabla 18).

Un analisis preespecificado de los pacientes nunca tratados previamente con
ninguna ERT mostré descensos similares en el porcentaje predicho de capacidad
vital forzada (FVC) a las 52 semanas de -4.1 % para los pacientes tratados con AT-
GAA y de -3.6 % para los tratados con alglucosidasa alfa (Tabla 19). La diferencia
entre los dos grupos no fue estadisticamente significativa (p=0.57).

Tabla 18. 6MWD (m) en la poblacién sin tratamiento previo con ERT

Tratamiento Referencia | CFBL en la | Diferencia Valor de P
semana 52

AT-GAA (n=20) 393.6 (112.4) | +33.4 (10.9) | -4.9 (19.7) | p=0.60

Alglucosidasa  alfa | 420.9 (135.7) | +38.3 (11.1)

(n=7)

Tabla 19. FVC (% predicho) en la poblacién sin tratamiento previo con
ERT

Tratamiento Referencia | CFBL en la | Diferencia | Valor de
semana 52 P

AT-GAA (n=20) 80.2 (18.7) |-4.1 (1.5) -0.5 (2.7) | p=0.57

Alglucosidasa alfa | 79.1 (22.6) | -3.6 (1.8)

(n=7)

Nota: Un paciente del brazo de alglucosidasa alfa se excluy6 del analisis del
estudio debido al uso de un esteroide anabdlico similar en investigacion que afecté

a su rendimiento basal.
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Andlisis preespecificados de otros criterios de valoracion de
biomarcadores y secundarios clave en la poblacién de estudio global de
cambio de ERT y sin tratamiento previo con ERT:

Criterios de valoracion secundarios clave musculoesqueléticos y otros:

GSGC (Marcha, Escalera, Gowers, Silla): GSGC es un criterio de
valoracion importante y comunmente utilizado en la enfermedad de Pompe para
medir la fuerza, la coordinacion y la movilidad. Los pacientes tratados con AT-GAA
demostraron mejoras estadisticamente significativos en las puntuaciones de esta
importante evaluacion, en comparacién con un empeoramiento para los pacientes
tratados con alglucosidasa alfa en la poblacién global (p<0.05).

MMT inferior (Ensayo muscular manual), PROMIS de Funcion fisica: En
ambas de estas medidas validadas de la fuerza muscular y los resultados
informados por los pacientes, los pacientes tratados con AT-GAA mejoraron
numeéricamente mas que los tratados con alglucosidasa alfa, aunque los resultados
no fueron estadisticamente significativos.

PROMIS de Fatiga: La fatiga medida con esta escala favorecié ligeramente
a los pacientes tratados con AT-GAA frente a los tratados con alglucosidasa alfa.

Biomarcadores de los efectos del tratamiento sobre la enfermedad:

Hex-4 en orina: En el caso de la poblacion de estudio combinada de
pacientes con cambio de ERT y pacientes sin tratamiento previo con a ERT, los
pacientes que recibieron AT-GAA mostraron mejoras sustanciales en este
biomarcador, con una reduccion media de Hex-4 del - 31.5 % después de 52
semanas en comparacion con un aumento del +11.0 % (es decir, empeoramiento)
en Hex-4 en los pacientes tratados con alglucosidasa alfa (p=<0.001). Hex-4 en
orina es un biomarcador comun en la enfermedad de Pompe y se usa como medida
indirecta del grado de aclaramiento del glucégeno esquelético en pacientes con
enfermedad de Pompe que reciben ERT. El glucdégeno es el sustrato que se
acumula en los lisosomas de los musculos de los pacientes con enfermedad de

Pompe.
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CK (Creatina cinasa): Después de 52 semanas, los pacientes tratados con
AT-GAA también mostraron mejoras sustanciales en este biomarcador, con una
reduccion media del -22.4 % en la CK en comparacion con un aumento (es decir,
empeoramiento) del +15.6 % en los pacientes tratados con alglucosidasa alfa.
(p<0.001). La CK es una enzima que se escapa de las células musculares dafiadas
y esté elevada en los pacientes con enfermedad de Pompe.

La AT-GAA demostré un perfil de seguridad similar al de la alglucosidasa alfa.
Dos pacientes que recibieron AT-GAA (2.4 %) interrumpieron el tratamiento debido
a un acontecimiento adverso, en comparacion con uno (2.6 %) para la alglucosidasa
alfa no relacionado con el tratamiento. Se notificaron reacciones asociadas a la
inyeccion (RAI) en el 25 % de los participantes con AT-GAA y en el 26 % de los
pacientes con alglucosidasa alfa.

Analisis de subgrupos a posteriori:

Categorias de 6MWD y FVC basales: Poblacién sin tratamiento previo con
ERT (n=27): tres pacientes tenian una 6MWD basal de <300 m y tres tenian una
FVC basal de <55 %; no se realizaron analisis de CFBL en estos subgrupos debido
al reducido numero de pacientes. 6MWD basal =300 m: tanto el grupo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat (AT-GAA) (n=18) como el de alglucosidasa
alfa/placebo (n=6) tuvieron mejoras similares a lo largo del tiempo (CFBL medio [EE]
hasta la semana 52: +34.4 [12.1] m y +30.8 [9.6] m, respectivamente). FVC basal
255 %: tanto el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat (n=19) como el de
alglucosidasa alfa/placebo (n=5) decayeron a lo largo del tiempo (media [EE] de
FVC hasta la semana 52: -3.7 [1.5] % y -3.3 [2.6] %, respectivamente). Los
resultados favorecieron de forma consistente a cipaglucosidasa alfa/miglustat en la
poblacién global y en la poblacion con experiencia con ERT en pacientes con DM6
basal <300 my =300 m, y FVC <55 % y =55 %, como se muestra en la Fig. 41.

En la poblacion de estudio global, incluyendo los pacientes sin tratamiento
previo con ERT y los pacientes con experiencia con ERT, cipaglucosidasa
alfa/miglustat mostré tendencias positivas o mejoras clinicamente significativas de

las funciones motoras y respiratorias en comparacién con el tratamiento aprobado



10

15

20

25

30

155

con ERT, independientemente de las evaluaciones basales de 6MWD y % de FVC,
y en los analisis de subgrupos preespecificados y a posteriori.

Cipaglucosidasa alfa/miglustat demostr6é un perfil de seguridad similar al de
alglucosidasa alfa/placebo (Fig. 42).

Acerca de AT-GAA

AT-GAA es una terapia en investigacién de dos componentes que consiste
en cipaglucosidasa alfa (ATB200), una enzima alfa-glucosidasa acida humana
recombinante (rhGAA) Unica con estructuras de hidratos de carbono optimizadas,
en particular glicanos de manosa-6 fosfato bisfosforilada (bis-M6P), para potenciar
la captacion en las células, administrada conjuntamente con miglustat (AT2221), un
estabilizador de la cipaglucosidasa alfa. En estudios preclinicos, la AT-GAA se
asocié a un aumento de los niveles de la forma lisosémica madura de GAA y una
reduccion de los niveles de glucégeno en el masculo, el alivio del defecto autofagico
y mejoras en la fuerza muscular.

Acerca de la enfermedad de Pompe

La enfermedad de Pompe es un trastorno lisosomico hereditario provocado
por la deficiencia de la enzima alfa-glucosidasa acida (GAA). Los niveles reducidos
0 ausentes de GAA conducen a la acumulacion de glucogeno en las células, lo que
se cree que da como resultado las manifestaciones clinicas de la enfermedad de
Pompe. La enfermedad puede ser debilitante y se caracteriza por una grave
debilidad muscular que empeora a lo largo del tiempo. La enfermedad de Pompe
abarca desde una forma infantil rapidamente mortal con importantes repercusiones
en la funcién cardiaca hasta una forma de inicio tardio y progresion mas lenta que
afecta principalmente al masculo esquelético. Se calcula que la enfermedad de
Pompe afecta aproximadamente a entre 5,000 y 10,000 personas en todo el mundo.

Ejemplo 11: Resultados de un estudio abierto de Fase I/l (ATB200-02)

ATB200-02 (NCT02675465) es un ensayo clinico abierto de fase I/ll cuyo
objetivo es evaluar la seguridad, tolerabilidad, farmacocinética, farmacodinamica y
eficacia de cipaglucosidasa alfa/miglustat en adultos con enfermedad de Pompe.

Cipaglucosidasa alfa/miglustat es un tratamiento en investigacion de dos
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componentes para la enfermedad de Pompe de inicio tardio (LOPD) que comprende
cipaglucosidasa alfa intravenosa, una rhGAA, administrada conjuntamente con
miglustat oral, un estabilizador enzimatico.

La FIG. 43 muestra el disefio del estudio para el estudio de Fase I/ll ATB200-
02. El estudio se realiza en 16 centros de 5 paises. En el estudio ATB200-02 se
inscribieron cuatro cohortes de pacientes con enfermedad de Pompe:

. Cohorte 1: Con experiencia con ERT, de 18-65 afos, con 2-6
afnos de ERT previa con alglucosidasa alfa 20 mg/kg cada 2 semanas (n=11)
. Cohorte 2: Con experiencia con ERT no ambulatorios, de 18-

65 afos, con 22 afios de ERT previa con alglucosidasa alfa 20 mg/kg cada 2

semanas (n=6)

o Cohorte 3: Sin tratamiento previo con ERT, de 18-65 afos (n=6)
o Cohorte 4: Con experiencia con ERT, de 18-75 afios, con 27
afios de ERT previa con alglucosidasa alfa 20 mg/kg cada 2 semanas (n=6)

Los pacientes ambulatorios elegibles tenian una distancia caminada en 6
minutos (6MWD) de al menos 200 m (cohortes 1 y 3) o 75 m (cohorte 4) y una
capacidad vital forzada (FVC) vertical del 30-80 % del valor normal predicho.

Se evaluaron a intervalos regulares el cambio con respecto al valor basal
(CFBL) en 6MWD, % predicho de FVC en sedestacion, ensayo muscular manual
(MMT) y biomarcadores: tetrasacarido de glucosa en orina (Hex4) y creatina cinasa
sérica (CK). En el presente documento se proporcionan datos de hasta 36 meses
de seguimiento en pacientes con experiencia con ERT y sin tratamiento previo con
ERT. La FIG. 44 muestra un resumen de los criterios de valoracion y cohortes
informados. La FIG. 45 muestra las caracteristicas basales y la disposicion de los
pacientes. Debido al calendario escalonado de inscripcion de pacientes, el numero
de pacientes con datos actualmente disponibles disminuye en los puntos temporales
posteriores de este estudio en curso.

Los pacientes con experiencia con ERT mostraron mejoras medias
duraderas con respecto al valor basal en 6MWD hasta los 48 meses. Después de
12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, la 6MWD mejor6 numéricamente con
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respecto al valor basal en 13/16, 9/13, 6/12 y 6/9 pacientes con experiencia con
ERT, respectivamente (FIG. 46A). Los aumentos medios fueron de 33 metros (m)
enelmes 12, 25 men el mes 24, 9 men el mes 36 y 20 m en el mes 48.

En los pacientes con experiencia con ERT, el cambio con respecto al valor
basal (CFBL) en la FVC fue generalmente estable hasta los 48 meses de
seguimiento. Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, la FVC mejoré
(>3 %) o se mantuvo estable (+3 %) con respecto al valor basal en 9/16, 11/13, 8/10
y 4/6 pacientes, respectivamente (FIG. 47A). Los cambios medios fueron del -1.2 %
enelmes 12, +1.0 % en el mes 24, -0.3 % en el mes 36 y +1.0 % en el mes 48.

En los pacientes con experiencia con ERT, el cambio medio en la puntuacion
de extremidades inferiores de MMT mejor6 numéricamente con respecto al valor
basal y las mejoras se mantuvieron hasta los 48 meses de seguimiento (FIG. 48A).
Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, la puntuacion de extremidades
inferiores de MMT mejoré6 numéricamente con respecto al valor basal en 14/15,
11/13, 10/10 y 8/8 pacientes ambulatorios, respectivamente. Los aumentos medios
fueron de 3.1 puntos en el mes 12, 2.1 puntos en el mes 24, 2.5 puntos en el mes
36 y 3.5 puntos en el mes 48.

Los pacientes sin tratamiento previo con ERT mostraron mejoras medias
duraderas con respecto al valor basal en la 6MWD hasta los 48 meses. Después de
12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, la 6MWD mejor6 numéricamente con
respecto al valor basal en 6/6, 6/6, 4/5 y 4/4 pacientes sin tratamiento previo con
ERT, respectivamente (FIG. 46B). Los aumentos medios fueron de 57 m en el mes
12,54 m en el mes 24, 43 m en el mes 36 y 52 en el mes 48.

En los pacientes sin tratamiento previo con ERT, el CFBL medio en la FVC
mejor6 numéricamente con respecto al valor basal hasta los 48 meses de
seguimiento. Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, la FVC mejoré
(>3 %) o se mantuvo estable (£3 %) con respecto al valor basal en 5/6, 6/6, 5/5y
4/4 pacientes, respectivamente (FIG. 47B). Como se indica con el asterisco en la
FIG. 47B, un paciente de la cohorte sin tratamiento previo con ERT experiment6 un

gran descenso en el % predicho de FVC en el mes 21, que volvié a los niveles
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anteriores en la siguiente visita (mes 24). Los cambios medios fueron del 3.2 % en
el mes 12, del 4.7 % en el mes 24, del 6.2 % en el mes 36 y del 8.3 % en el mes 48.

En los pacientes sin tratamiento previo con ERT, el cambio medio en la
puntuacion de extremidades inferiores de MMT mejoré numéricamente con respecto
al valor basal y las mejoras se mantuvieron hasta los 48 meses de seguimiento (FIG.
48B). Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, la puntuacién de
extremidades inferiores de MMT mejoré numéricamente con respecto al valor basal
en 4/5, 4/5, 4/4 y 3/4 pacientes ambulatorios, respectivamente. Los aumentos
medios fueron de 2.8 puntos en el mes 12, 3.0 puntos en el mes 24, 3.3 puntos en
el mes 36 y 1.0 puntos en el mes 48.

Durante los 48 meses de seguimiento, la cipaglucosidasa alfa/miglustat se
asocio en general a reducciones medias con respecto al valor basal en Hex4 en
orina, con mayores reducciones en los pacientes sin tratamiento previo con ERT.
Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, los niveles de Hex4
disminuyeron numéricamente con respecto al valor basal en 16/16, 11/14, 11/12 y
6/9 pacientes con experiencia con ERT, y en 5/6, 5/6, 4/5 y 4/5 pacientes sin
tratamiento previo con ERT, respectivamente (FIG. 49A).

Durante los 48 meses de seguimiento, la cipaglucosidasa alfa/miglustat se
asocio a niveles estables o a reducciones medias con respecto al valor basal en la
CK plasmaética, con mayores reducciones en los pacientes sin tratamiento previo
con ERT. Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, los niveles de CK
disminuyeron numéricamente con respecto al valor basal en 13/15, 14/15, 9/11 y
8/9 pacientes con experiencia con ERT, y en 6/6, 6/6, 5/5 y 4/5 pacientes sin
tratamiento previo con ERT, respectivamente (FIG. 49B).

La FIG. 50 muestra un resumen de los acontecimientos adversos emergentes
del tratamiento (TEAE) con fecha de inicio en o después de la primera dosis del
farmaco de estudio en el estudio ATB200-02. La duracion media (DE) del
tratamiento fue de 37.2 (14.48), 19.9 (4.13) y 36.9 (12.14) meses en las cohortes 1
(ERT previa 2-6 anos), 4 (ERT previa 27 anos) y 3 (sin tratamiento previo con ERT),

respectivamente. Los EAET mas frecuentes incluyeron caida, nasofaringitis,
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artralgia, cefalea y diarrea; la mayoria de los EAET fueron de gravedad leve o
moderada y no condujeron a la retirada del estudio.

Los resultados de hasta 48 meses de seguimiento en pacientes ambulatorios
del estudio ATB200-02 de cipaglucosidasa alfa mas miglustat indican lo siguiente.
Los pacientes con experiencia con ERT tuvieron mejoras medias duraderas con
respecto al valor basal en la funcion motora que se mantuvieron hasta los 48 meses
de seguimiento, mientras que la funcion respiratoria se mantuvo estable y se
mantuvo durante el mismo periodo: una mejora con respecto al declive esperado en
muchos pacientes que reciben ERT a largo plazo. Los pacientes sin tratamiento
previo con ERT mostraron mejoras medias duraderas con respecto al valor basal
en la funcibn motora y respiratoria que se mantuvieron hasta los 48 meses de
seguimiento. Los niveles medios de dos biomarcadores, Hex4 y CK, se mantuvieron
estables o disminuyeron con respecto al valor basal hasta los 48 meses de
seguimiento, siendo los descensos mas notables en la cohorte sin tratamiento
previo con ERT. El perfil de seguridad de cipaglucosidasa alfa mas miglustat fue
similar al notificado para alglucosidasa alfa.

La FIG. 55 muestra un resumen de los criterios de valoracion y cohortes
notificado para la Cohorte 2 (pacientes con experiencia con ERT no ambulatorios).
La FIG. 56 muestra las caracteristicas basales y la disposicion de los pacientes para
la Cohorte 2.

Para estos pacientes con experiencia con ERT no ambulatorios, el cambio
con respecto al valor basal (CFBL) en la FVC mejoré numéricamente con respecto
al valor basal y/o se mantuvo estable hasta los 48 meses de seguimiento (FIG. 57).
Los cambios medios fueron de +2.5 % en el mes 12, +2.0 % en el mes 24, -2.0 %
enelmes36y-1.0% en el mes 48.

En estos pacientes con experiencia con ERT no ambulatorios, el cambio
medio en la puntuacion total de MMT (cuerpo superior) mejoré numéricamente con
respecto al valor basal y/o se mantuvo estable hasta los 36 meses de seguimiento
(FIG. 57). Los cambios medios fueron de +1.3 puntos en el mes 12, +2.0 puntos en

el mes 24 y -0.8 puntos en el mes 36.
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Durante 48 meses de seguimiento en estos pacientes con experiencia con
ERT no ambulatorios, la cipaglucosidasa alfa/miglustat se asocié en general a
reducciones medias con respecto al valor basal en Hex4 en orina y CK en plasma
(FIG. 57). Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, los niveles de Hex4
disminuyeron numéricamente con respecto al valor basal con reducciones medias
del -15.6 %, -34.1 %, -36.5 % y -4.0 %, respectivamente. Después de 12, 24, 36 y
48 meses de seguimiento, los niveles de CK en plasma disminuyeron
numéricamente con respecto al valor basal con reducciones medias del -20.8 %, -
25.3 %, -27 % y -23.7 %, respectivamente.

La FIG. 58 muestra un resumen de los acontecimientos adversos emergentes
del tratamiento (TEAE) con fecha de inicio en o después de la primera dosis del
farmaco de estudio o de la Cohorte 2 (en pacientes con experiencia con ERT no
ambulatorios) en el estudio ATB200-02. La duracion media (DE) del tratamiento fue
de 46.3 (22.86) meses. Los EAET mas frecuentes incluyeron nasofaringitis y diarrea
(ambos en 3 pacientes); la mayoria de los EAET fueron de gravedad leve o
moderada y no condujeron a la retirada del estudio.

Los resultados de hasta 48 meses de seguimiento en pacientes con
experiencia con ERT no ambulatorios del estudio ATB200-02 de cipaglucosidasa
alfa mas miglustat indican lo siguiente: Estos pacientes tuvieron mejoras medias
duraderas con respecto al valor basal y/o estabilizacién en la funcion motora y la
funcién pulmonar que se mantuvieron hasta 48 meses de seguimiento: una mejora
con respecto al declive esperado en muchos pacientes que reciben ERT a largo
plazo. Los niveles medios de dos biomarcadores, Hex4 y CK, se mantuvieron
estables o disminuyeron con respecto al valor basal hasta los 48 meses de
seguimiento. En general, la cipaglucosidasa alfa mas miglustat fue bien tolerada en
este grupo de pacientes.

Ejemplo 12: Efectos a largo plazo de la ERT en pacientes con
enfermedad de Pompe

La FIG. 51 muestra una comparacion de los efectos a largo plazo de

cipaglucosidasa alfa/miglustat y avalglucosidasa alfa sobre el cambio con respecto
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al valor basal para la 6MWD vy el porcentaje predicho de FVC (sedestacion) en
sujetos con experiencia con ERT. La FIG. 52 muestra una comparacion de los
efectos a largo plazo de cipaglucosidasa alfa/miglustat y avalglucosidasa alfa sobre
el cambio con respecto al valor basal para la 6MWD vy el porcentaje predicho de
FVC (sedestacion) en sujetos sin tratamiento previo con ERT. La comparacion
muestra que los pacientes con experiencia con ERT que cambian de alglucosidasa
alfa a avalglucosidasa alfa siguen experimentando una pérdida progresiva de la
funcion motora evaluada mediante 6MWD, similar a la progresion mostrada
anteriormente para los pacientes que permanecen con alglucosidasa alfa a largo
plazo, mientras que los pacientes que cambian de alglucosidasa alfa a
cipaglucosidasa alfa/miglustat experimentan un cambio categdrico que muestra
ganancias progresivas en la funcion motora evaluada mediante 6MWD. Se
observan tendencias similares para la FVC, en la que los pacientes que cambian a
avalglucosidasa alfa experimentan una pérdida progresiva de la funciéon pulmonar
evaluada mediante FVC, mientras que los pacientes que cambian de alglucosidasa
alfa a cipaglucosidasa alfa/miglustat experimentan una estabilidad de la funcién
pulmonar evaluada mediante FVC.

Las FIG. 53A — FIG. 53B muestran el porcentaje predicho del ensayo de
caminata de 6 minutos (6MWT) durante el tratamiento con ERT con alglucosidasa
alfa. La FIG. 53B muestra los datos vueltos a representar de la FIG. 53A sélo a partir
del afio 2 en adelante. La FIG. 54 muestra el porcentaje predicho de FVC durante
el tratamiento con ERT con alglucosidasa alfa. Los datos del afio 2 en adelante
muestran el declive esperado en pacientes con experiencia con ERT que
permanecen con alglucosidasa alfa.

Ejemplo 13: Comparacién de Alglucosidasa Alfa (Alglu),
Avalglucosidasa Alfa (Aval) y Cipaglucosidasa Alfa + Miglustat (Cipa+mig)

A falta de ensayos directos que comparen Aval con Cipa+mig, una
comparacion indirecta de tratamientos (ITC, por sus siglas en inglés) es un enfoque
adecuado para comprender mejor la diferenciacién clinica de los tres tratamientos

para la LOPD. Las agencias de evaluacién de tecnologias sanitarias (HTA) solicitan
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ampliamente las ITC como respaldo de la evaluacién econémica comparativa de la
salud.

Se realiz6 una ITC que proporciond estimaciones del efecto relativo en la
poblacién diana de interés (es decir, una poblacion de LOPD que incluia una mezcla
de sujetos sin tratamiento previo con ERT y con experiencia con ERT, como en el
ensayo pivotal de Fase Ill que comparaba Cipa+mig con Alglu [PROPEL)).

Se realizd una revision sistematica de la bibliografia (SLR) para identificar
estudios clinicos relevantes publicados de ERT en LOPD. Los resultados evaluados
fueron el cambio con respecto al valor basal en la distancia caminada en 6 minutos
(6MWD) (m) y en la capacidad vital forzada (FVC; % predicho) en la semana 52,
reconocidos por los médicos, las agencias de HTA y los pagadores como criterios
de valoracién clave del ensayo de LOPD. Se extrajeron de los estudios incluidos los
resultados agregados sobre el cambio en la 6MWD y la FVC con respecto al valor
basal a lo largo del tiempo y las caracteristicas basales (edad, género, etnia,
duracion de la ERT previa, 6BMWD basal y FVC basal).

Se realiz6 una metarregresion en red multinivel (ML-NMR, por sus siglas en
inglés), que es una extension de los metandlisis en red (NMA, por sus siglas en
inglés) convencionales que tienen en cuenta el efecto de las covariables a nivel de
estudio, y que puede aplicarse a cualquier red conectada con cualquier mezcla de
datos a nivel de paciente (IPD, por sus siglas en inglés) individuales y datos
agregados. ML-NMR es un método aceptado por el National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) en respaldo del andlisis coste-eficacia. Los resultados de
los estudios de un solo brazo se emparejaron con los brazos de comparacion
adecuados de los estudios comparativos para permitir su inclusion en la red. Se
calcularon las diferencias medias de tratamiento con intervalos de credibilidad (ICr)
del 95 % asociados para los cambios en la 6MWD y la FVC con respecto al valor
basal en la semana 52.

Se evalu6 un escenario de caso base en el que todas las covariables se
ajustaron a la poblacion diana del ensayo PROPEL. Para estudiar la repercusiéon de

la duracion de la ERT previa sobre los efectos relativos, se varié el valor de la
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duracion de la ERT, manteniendo los valores de las covariables restantes como en
el escenario del caso base. Se realiz6 un analisis de sensibilidad excluyendo de la
red todas las pruebas de un solo brazo emparejadas para evaluar su repercusion
en los resultados.

Se aplicaron modelos ML-NMR tanto de efectos fijos (FE, por sus siglas en
inglés) como de efectos aleatorios (RE, por sus siglas en inglés) y se uso el criterio
de informacion de desviacion (DIC, por sus siglas en inglés) para evaluar la bondad
de ajuste de los modelos e identificar el modelo adecuado (modelo FE o RE) para
los datos. Los modelos se implementaron en un marco bayesiano usando Stan con
ayuda del paquete multinma de R.

El SLR identific6 siete estudios clinicos cuyas caracteristicas basales se
muestran en la Figura 59. Estos estudios incluyen, pero sin limitacion, tres ensayos
clinicos aleatorizados (LOTS: Alglu frente a placebo; COMET: Aval frente a Alglu;
PROPEL: Cipa+mig frente a Alglu). Cada uno de ellos comparte 6MWD y FVC como
criterios de valoracion primarios o secundarios clave (véanse las Figuras 60 y 61),
pero difieren en sus poblaciones de ensayo (PROPEL es el Unico ensayo controlado
aleatorizado [RCT, por sus siglas en inglés] que incluyé tanto sujetos sin tratamiento
previo con ERT como sujetos con experiencia con ERT). Los resultados de eficacia
de los estudios incluidos se muestran en la Figura 60.

Para ambos extremos, la red es la misma y se muestra en la Figura 61. Las
pruebas de los estudios de un solo brazo LOTS OLE, NEO-1/-EXT, COMET OLE y
ATB200-02 se incluyeron en la red, como se muestra en los recuadros azules,
comparando los resultados de un solo brazo con los resultados de los comparadores
adecuados de los ensayos directos.

En el escenario del caso base, las covariables se ajustaron a las
caracteristicas basales de la poblacion diana (es decir, el ensayo PROPEL; véase

la Tabla 20), y el tiempo se fij6 en 52 semanas.
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Tabla 20: Ajuste de covariables del escenario del caso base

Edad % de % de | Duracién de | 6MWD (m) | FVC (% predicho)
(afos) hombres | blancos la ERT

(anos)
46.95 45.08 84.43 5.744 355.8 70.42

Basandose en el DIC, se eligié un modelo de RE para la 6MWD y un modelo
de FE para la FVC. Para ambos criterios de valoracion (Figuras 62 y 63): Cipa+mig
mostré un efecto favorable estadisticamente significativo frente a Alglu y Aval; y
Cipa+mig mostré un efecto numéricamente favorable frente a placebo.

Notese que los ICr del 95 % de las estimaciones del efecto relativo frente a
placebo son en general mucho méas amplios que aquellos frente a Alglu o frente a
Aval. Esto refleja la mayor incertidumbre de esas estimaciones, puesto que los datos
sobre placebo solo estaban disponibles para los sujetos sin tratamiento previo con
ERT y la duracion previa del tratamiento con ERT del escenario del caso base es
relativamente larga (5.7 afos).

En la Figura 64 (6MWD) y la Figura 65 (FVC) se muestran las estimaciones
del efecto relativo para diferentes duraciones previas de ERT (duracién de ERT
previa = 0 afios [es decir, pacientes sin tratamiento previo], 2.5 afios, 5 afios y 9.2
anos).

Se eligieron modelos de RE tanto para la 6MWD como para la FVC basados
en el DIC. Las Figuras 66 y 67 proporcionan una vision general de las estimaciones
del efecto relativo con ICr del 95 % para el escenario del caso base usando el
analisis de sensibilidad y muestran:

o La inclusion de pruebas de un solo brazo emparejadas en la
red para el analisis principal reduce la incertidumbre de las estimaciones de
efecto relativo

o Cipa+tmig: estadisticamente favorable frente a Algly;
numéricamente desfavorable frente a Aval; numéricamente favorable frente
a placebo (6BMWT y FVC)
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o Aval: numéricamente favorable frente a Alglu y placebo (6MWT
y FVC)
o Alglu: numéricamente favorable frente a placebo

En conclusién, la comparacion por ML-NMR presentada en el presente
documento demostr6 que Cipat+mig era estadisticamente significativamente
favorable frente a Alglu y Aval para 6MWD y FVC en el escenario del caso base del
analisis principal. Cipa+mig también fue estadisticamente mas favorable que Alglu
y Aval en para 6MWD y FVC para diferentes duraciones de ERT, con una excepcion:
para FVC, Cipa+mig sélo fue numéricamente favorable frente a Aval en el contexto
de ausencia de tratamiento previo con ERT.

El analisis de sensibilidad (que sélo incluye datos de RCT) demuestra que la
inclusion de pruebas de un solo brazo emparejadas en la red para el analisis
principal reduce la incertidumbre de las estimaciones de efecto relativo. En conjunto,
estos resultados apuntan a que Cipa+mig tiene potencialmente un perfil clinico
diferenciado frente a las otras ERT, particularmente en el caso de personas con
algun nivel de tratamiento previo con ERT. Se prevén analisis adicionales para
cometer a ensayo y mejorar los hallazgos, cuando se publiquen datos adicionales a
mas largo plazo.

Ejemplo 14: Comparacion a largo plazo de Cipaglucosidasa Alfa +
Miglustat (Cipa+mig) y Alglucosidasa Alfa (Alglu)

El estudio de Fase Il con doble ocultacibn PROPEL (NCT03729362;
ATB200-03) descrito en los Ejemplos 9 y 10 anteriores comparé el tratamiento en
investigacion de dos componentes cipaglucosidasa alfa/miglustat (cipa/mig) con
alglucosidasa alfa/placebo (alglu) en adultos con enfermedad de Pompe de inicio
tardio (LOPD) durante 52 semanas. La extension abierta en curso (OLE, por sus
siglas en inglés) de PROPEL (NCT04138277; ATB200-07) evaltua la seguridad y
eficacia a largo plazo de cipa/mig. Los resultados incluyen la distancia caminada en
6 minutos (6MWD), la capacidad vital forzada (FVC), los niveles de creatina cinasa
(CK) y hexosa tetrasacarido (Hex4) y la seguridad. Los datos se expresan como

cambio con respecto al valor basal de PROPEL hasta la semana 52 de OLE (104
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semanas después del valor basal de PROPEL). El disefio del estudio y la
disposicion de los pacientes se muestran en la FIG. 68 y las caracteristicas basales
se muestran en la FIG. 69. Los resultados se muestran en las FIG. 70-74 y se
describen con mas detalle a continuacién. En la OLE (N=119; 91 pacientes con
experiencia con terapia de reemplazo enzimatico [ERT] y 28 sin tratamiento previo
con ERT), 82/85 (96.5 %) pacientes tratados previamente con cipa/mig continuaron
con cipa/mig y 37/38 (97.4 %) cambiaron de alglu a cipa/mig; el 90.8 % de los
pacientes permanecieron en el estudio de OLE hasta la semana 52. ElI cambio
medio en el % predicho de 6MWD fue de +3.1(desviacion estandar 8.07) para
cipa/mig-cipa/mig y —0.5(7.76) para alglu-cipa/mig en pacientes con experiencia con
ERT y +8.6(8.57) para cipa/mig-cipa/mig y +8.9(11.65) para alglu-cipa/mig en
pacientes sin tratamiento previo con ERT. El cambio medio en el % predicho de
FVC fue de -0.6(7.50) para cipa/mig-cipa/mig y de —3.8(6.23) para alglu-cipa/mig
en pacientes con experiencia con ERT y de —4.8(6.48) y —3.1(6.66) en pacientes sin
tratamiento previo con ERT. La reduccion media de la CK (U/l) en los pacientes con
experiencia con ERT y sin tratamiento previo con ERT fue de -132.1(215.74) y
-216.9(243.66) para cipa/mig-cipa/mig y de —161.0(269.52) y -218.6(316.47) para
alglu-cipa/mig, respectivamente. La reduccion media de Hex4 (mmol/mol) para los
pacientes con experiencia con ERT y sin tratamiento previo con ERT fue de
-1.9(3.22) y —-2.9(2.45) para cipa/mig-cipa/mig y de -2.6(3.75) y —2.9(2.22) para
alglu-cipa/mig, respectivamente. Durante el PROPEL hasta la semana 52 de la OLE,
se produjeron acontecimientos adversos emergentes del tratamiento en 84 (98.8 %)
pacientes con cipa/mig-cipa/mig y 36 (97.3 %) pacientes con alglu-cipa/mig. Tres
pacientes suspendieron la OLE debido a reacciones asociadas a la infusion
(urticaria, urticaria e hipotension y anafilaxia, respectivamente).

Los pacientes con experiencia con ERT tratados con cipa/mig durante
PROPEL y la OLE mostraron mejoras con respecto al valor basal en 6MWD vy
niveles de biomarcadores y se mantuvieron estables en el % predicho de FVC
durante PROPEL, y se mantuvieron estables en estos resultados durante la OLE

hasta la semana 104. Los pacientes con experiencia con ERT que fueron tratados
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con alg/pla durante PROPEL permanecieron estables en 6MWD y empeoraron en
el % predicho de FVC y niveles de biomarcadores y se estabilizaron o mejoraron
tras cambiar a cipa/mig en la OLE. En los pacientes sin tratamiento previo con ERT
tratados con cipa/mig durante PROPEL y la OLE, la 6MWD vy los niveles de
biomarcadores mejoraron durante PROPEL y se mantuvieron estables durante la
OLE. El % predicho de FVC disminuy6 durante PROPEL y se estabilizé durante la
OLE. Los pacientes sin tratamiento previo con ERT que fueron tratados con alg/pla
durante PROPEL y cambiaron a cipa/mig en la OLE mostraron un patrén similar al
de los pacientes que fueron tratados con cipa/mig durante todo el tratamiento. No
se identificaron nuevas sefiales de seguridad. Los datos demuestran que el
tratamiento con cipa/mig hasta 104 semanas se asocié a un efecto duradero y fue
bien tolerado, lo que respalda los beneficios a largo plazo del tratamiento para
pacientes con LOPD.

Ejemplo 15: Comparacién de la distribucion de perfiles de N-glicanos
en Cipaglucosidasa Alfay Alglucosidasa Alfa

La alglucosidasa alfa y tres preparaciones de cipaglucosidasa alfa se
analizaron mediante LC-FLD para evaluar su perfil de N-glicanos desglosado en 10
clases distintas basadas principalmente en la carga y la hidrofilia. El analisis por LC-
FLD demostré niveles consistente y categdéricamente superiores de especies de N-
glicanos bis-M6P (clase 10) en la cipalucosidasa alfa en comparacion con la
alglucosidasa alfa. Se observaron otras diferencias en la abundancia relativa que
distinguen a la cipaglucosidasa alfa y a la alglucosidasa alfa de especies de glicanos
monosialilados (Clase 2), disialilados (Clase 4) y monofosforilados (mono-M6P,
Clase 6). Los resultados se muestran en la Fig. 75y la Tabla 21.

Las tres preparaciones de cipaglucosidasa alfa incluidas en el analisis y
publicadas en la Fig. 75 y la Tabla 21 son 110C161009a (sustancia farmacolégica
no clinica generada en la primera ejecucion de ingenieria del biorreactor de 1000 |
con un volumen de trabajo de 1000 I), 110C171011a (sustancia farmacoldgica

clinica) y 251802 (producto farmacolégico clinico).
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El analisis se complet6 usando una columna de cromatografia de liquidos de
interaccion hidrofila (HILIC) bajo el control de un sistema de cromatografia de
liquidos de ultra alto rendimiento (UHPLC) acoplado con deteccion de fluorescencia
(LC-FLD) para separar los N-glicanos marcados fluorescentemente con 2-AA (acido

2-antranilico) liberados de la cipaglucosidasa alfa por la amidasa PNGasa F. Las

168

clases (1-10) estdn marcadas en la Tabla 21.

Tabla 21: Resumen de las abundancias en porcentaje de glicanos de 2-

AA identificadas en las preparaciones de cipaglucosidasa alfay alglucosidasa

alfa basandose en el analisis por LC-FLD.

Clase | Descripcién Cipaglucosidasa Alfa Alglucosida
de Lote 1 Lote 2 Lote 3 sa Alfa
glican
0
1 Complejo 21.7 25.1 24.6 21.9
neutro con alto
contenido de
manosa 0
desialilado
2 Monosialilado | 17.8 18.1 18.2 25.8
3 Mono 0(0.8 0.7 0.7 3.1
disialilado
4 Disialilado 14.4 11.9 12.0 31.2
5 Trisialilado 9.5 8.7 8.4 7.8
6 Monofosforilad | 13.8 13.1 13.4 4.2
0
7 Tetrasialilado | 1.4 1.0 1.4 0.6
8 Monofosforilad | 2.1 1.7 1.9 1.7
o (Hibrido)
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9 Bisfosforilado | 2.8 2.5 2.6 1.6
(Hibrido)

10 Bisfosforilado | 15.7 17.0 16.8 2.1
Total 100.0 100.0 100.0 |100.0

En el andlisis por LC-FLD, la proteina se desnaturalizé, se redujo y se tratd
con la enzima PNGasa F para liberar los glicanos unidos a N. La proteina
desglicosilada se analiz6 mediante SDS-PAGE. Los glicanos liberados se marcaron
con 2-AA y se analizaron mediante cromatografia en fase normal. Brevemente, se
mezclaron 50 ug de ATB200 con 15 ul de solucion 10x de tampdn desnaturalizante
que contenia SDS al 5 % y ditiotreitol (DTT) 400 mM en un volumen total de 150 ul,
se calenté a 100 °C durante 10 minutos y se enfri6 a 20 °C. A cada muestra
desnaturalizada de ATB200, se le afiadieron 20 ul de 10x NP-40 y tampon NEB
Glyco Reaction Buffer 2 hasta un volumen de reaccion final de 190 pl. Se afiadieron
10 ul de PNGasa F para liberar los glicanos unidos a N y la reaccion se incub6 a
37 °C durante 16-18 horas. Los glicanos liberados se purificaron usando un
dispositivo de centrifugacion y ultrafiltracion de CPM de 10 kDa. Se afiadieron 50 pl
de la reaccién de desglicosilacion al dispositivo de centrifugacion y se centrifugé
durante 10 minutos a 14,000 RCF. Se afiadio un total de 150 pl de ddH20 en tres
etapas de 50 yl para lavar los glicanos de ATB200 desglicosilada centrifugando el
dispositivo de ultrafiltracion a 14,000 RCF durante 10 minutos en cada etapa de
lavado. Los glicanos purificados se secaron con vacio rapido speed-vac y se
marcaron con 2AA. Los glicanos marcados se precipitaron en CAN al 95 %/H20 al
5% y se precipitaron por centrifugacion durante 10 minutos a 14,000 RCF a
temperatura ambiente. El sedimento se lavé con CAN al 95 % en agua, se centrifugo
de nuevo y se secO usando un speed vac. Los glicanos secos y marcados se
disolvieron en 100 pl de CAN al 20 % en agua y se almacenaron a 4 °C hasta la
separacion cromatografica y el analisis. Durante la reaccion de marcaje, se
resolvieron 2 pyl de cada una de las muestras de ATB200 glicosiladas y
desglicosiladas mediante SDS-PAGE al 4-12 %. El gel se tifié con la tincién Imperial

Blue y se visualiz6é con un sistema de imagen BioRad ChemiDoc MP. La asignacion
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de clases de glicanos se baso en trabajos anteriores y de acuerdo con la forma de
los picos y los tiempos de retencién cromatograficos establecidos. La integracion de
picos y la cuantificacion de glicanos se realizaron con Chromeleon.

En general, el analisis del perfil de N-glicanos mediante LC-FLD de N-
glicanos marcados con 2-AA distingue la cipaglucosidasa alfa de la alglucosidasa
alfa. Como se ha mostrado anteriormente, la cipaglucosidasa alfa tiene un mayor
contenido de glicanos M6P, lo que pone de relieve las diferencias estructurales. En
particular, la cipaglucosidasa alfa tiene mas glicanos bis-M6P que se atribuyen a la
unién y captacion significativamente mayores de CIMPR en las células musculares.

Ejemplo 16: Papel de la M6P en la unién a CIMPR y la captacion celular
de cipaglucosidasa alfa

La eliminacion de los grupos fosfato en la cipaglucosidasa alfa dio como
resultado el bloqueo de la unién de CIMPR e impidio la captacion de rhGAA en
fibroblastos derivados de pacientes con enfermedad de Pompe, lo que demuestra
la importancia de los glicanos fosforilados para un efecto biolégico terapéuticamente
relevante. La cipaglucosidasa alfa desfosforilada se obtuvo mediante la eliminacion
de los grupos fosfato en mono y bis-M6P por la enzima fosfatasa acida purpura
(PAP, por sus siglas en inglés).

La eliminacién de los fosfoésteres mono y bis-M6P se completé mediante la
enzima fosfatasa acida purpura (PAP). La PAP hidroliza los ésteres de fosfato y los
anhidridos. En condiciones &cidas, los fosfatos de los fosfoésteres mono y bis-M6P
son eliminados por la PAP, lo que se demuestra por el aumento de la movilidad
electroforética en la Fig. 76A y 76B, conservando al mismo tiempo la actividad
enzimatica de la cipaglucosidasa alfa, como lo demuestra la hidrélisis del 4MU-a-
Glucésido en la Fig. 76D. La cipaglucosidasa alfa se traté con PAP durante 18 horas,
y la alglucosidasa alfa en las mismas condiciones de reaccion pero sin adicion de
PAP se uso como control con tratamiento simulado. El tratamiento con PAP da como
resultado la eliminacion total del pico de bis-M6P y casi todo el pico de mono-M6P
del cromatograma de LC-FLD de la cipaglucosidasa alfa. Se observan claramente

picos adicionales en la region neutra de los glicanos con alto contenido de manosa
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resultantes de la eliminacion de los fosfatos de los glicanos mono y bisfosforilados
con alto contenido de manosa.

El resultado del Ensayo de Superposicién de CIMPR mostrado en la Fig. 76C,
muestra que la cipaglucosidasa alfa se une con alta afinidad a CIMPR como se
muestra por una banda intensa, mientras que la glucosidasa alfa tratada con PAP
no tiene banda detectable, lo que indica que no se une a CIMPR. Adicionalmente,
la alglucosidasa alfa tiene una banda con una intensidad mucho menor que la
mostrada para la cipaglucosidasa alfa, lo que indica una menor afinidad de unién
por CIMPR. La unién a CIMPR significativamente menor de la alglucosidasa alfa y
la cipaglucosidasa alfa desfosforilada en comparacion con la cipaglucosidasa alfa
con tratamiento simulado demuestra claramente que las estructuras de N-glicano
mono Yy bis-M6P son criticas para las caracteristicas de la cipaglucosidasa alfa
importantes para su efecto bioldgico terapéutico.

El ensayo de superposicion de CIMPR es una variacion de la transferencia
western en la que las proteinas se separan en un SDS-PAGE, se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa y se incuban con CIMPR purificado en lugar de un
anticuerpo primario, tal como en una transferencia Western convencional. La unién
de CIMPR a glicanos que contienen M6P en proteinas rhGAA se visualiza después
mediante un anticuerpo anti-CIMPR.

Se evalud la captacion celular relativa en fibroblastos de pacientes con
enfermedad de Pompe de la cipaglucosidasa alfa desfosforilada en comparacién
con la cipaglucosidasa alfa con tratamiento simulado y alglucosidasa alfa con
tratamiento simulado. Se usaron comparaciones a una concentracién de 20 nM de
rhGAA para imitar la concentracion intersticial de cipaglucosidasa alfa que atraviesa
los tejidos, como se muestra en la Fig. 77A. Después de una incubacion de 18 horas
para la captacion de la enzima, las células se lavaron durante 2 horas, se
recogieron, se lisaron y, después, se procesaron para determinar la actividad de
GAA vy el analisis por transferencia Western. La GAA internalizada se midio
mediante hidrdlisis de 4MU-a-Glucésido y se representd con respectp a la proteina

celular total, y los resultados aparecen en la Fig. 77B. La uniéon a CIMPR de los
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lisados celulares (3 ug) se analizé6 mediante transferencia Western como se muestra
en la Fig. 77C.

Se demostré que la cipaglucosidasa alfa desfosforilada no se internalizaba
eficazmente en las células. Como se representa en la Fig. 77B y 77C por hidrdlisis
de 4MU-a-glucésido y unién a CIMPR, la glucosidasa alfa con tratamiento simulado
se internaliza en las células de fibroblastos de Pompe y se internaliza en mayor
grado que la alfaglucosidasa alfa convencional. Sin embargo, la captacion celular
de cipaglucosidasa alfa tratada con PAP se anula. Estos resultados demuestran el
papel esencial de la M6P y sugieren que la cipaglucosidasa alfa tiene una mejor
captacion celular en comparacion con la alfaglucosidasa alfa debido a las
estructuras y cantidades de N-glicanos mono y bis-M6P.

Ejemplo 17: Resumen del Programa de Desarrollo Clinico

Existen 3 ensayos clinicos (Estudios ATB200-02, ATB200-03 y ATB200-07)
que incluyen sujetos adultos con enfermedad de Pompe (= 18 afios) con experiencia
con ERT vy sin tratamiento previo con ERT (Estudios ATB200-02 y ATB200-03) o
s6lo con experiencia con ERT (Estudio ATB200-07) que se incluirdn en este
Resumen de Eficacia Clinica (SCE, por sus siglas en inglés) y cuyos detalles se
presentan en la Tabla 22. Se inscribieron ciento cincuenta y dos sujetos adultos en
el programa de desarrollo clinico de cipaglucosidasa alfa/miglustat con 29 sujetos
adultos expuestos a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el estudio de Fase 1/2 en
curso ATB200-02 y 123 sujetos adultos expuestos a cipaglucosidasa alfa/miglustat
(85 sujetos) o alglucosidasa alfa/placebo (38 sujetos) en el estudio de Fase 3
completado, ATB200-03. De los 123 sujetos (85 tratados con cipaglucosidasa
alfa/miglustat; 38 tratados con alglucosidasa alfa/placebo) que se inscribieron en el
Estudio ATB200-03, un total de 117 sujetos completaron el estudio y se inscribieron
después en el Estudio ATB200-07. Dos sujetos adicionales (1107-1681 y 2010-
1352) no completaron el Estudio ATB200-03 pero se inscribieron en el Estudio
ATB200-07, con lo que el total de sujetos inscritos en el Estudio ATB200-07
(Poblacion OLE-ES) ascendid a 119 (91 con experiencia con ERT y 28 sin

tratamiento previo con ERT).
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Tabla 22: Resumen de estudios clinicos en sujetos adultos
Numero de|Disefio del|Objetivo u|Numer |[Tratamiento |Criterios de
estudio estudio objetivos dello de|(Posologia, [|valoracién
estudio sujeto [Forma, Dosis|clave
S y Via)
ATB200-02 |Primera Fase 1:IN =29 |Fase 1: dosis|{Todas las fases,
(en curso) |dosis Evaluacion de Unica todas las
ascendente |la  seguridad, ascendente de|cohortes:
de tolerabilidad y 5, 10 y|Evaluaciones
secuencia |PK 20 mg/kg de|de seguridad
fija, abierta,|(completada) cipaglucosida |[Fase 1 vy 2,
primera en{Fase 2: sa alfa IV cohorte 1: PK
seres seguridad, Fase 2. 3|de
humanos [tolerabilidad, dosis de|cipaglucosidasa
Fasel1/2 |PK vy PD capsulas alfa y miglustat
(completada) orales delen plasma
Fase 3 (en cipaglucosida |Fases 3 vy 4,
Curso; 2 afos) y sa alfa|Cohorte 2:
Fase 4 (en 20 mg/kg IV +|Fuerza
curso): 130 mg de|musculary PRO
seguridad, miglustat Etapas 3 vy 4,
tolerabilidad, C.2.S,, Cohortes 1, 3 y
eficacia, PK, seguidas de 3|4: Evaluaciones
PD e dosis de|funcionales
inmunogenicid capsulas (funcién motora,
ad a largo plazo orales de|fuerza
cipaglucosida |muscular,
sa alfafuncién
20 mg/kg IV +
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Numero de|Disefio del{Objetivo u|Namer |Tratamiento |Criterios de
estudio estudio objetivos dello de|(Posologia, [|valoracién
estudio sujeto [Forma, Dosis|clave
S y Via)
260 mg de|pulmonar) y
miglustat PRO
C.2.S.
Fases 3 vy 4:
Céapsulas
orales de
cipaglucosida
sa alfa
20 mg/kg IV +
260 mg de
miglustat
C.2.S.
ATB200-03 [Multicéntric |Eficacia y|N = 123|Cépsulas Criterio de
(completada |o, doble|seguridad orales de|valoracién
S) ocultacion, |Criterio de cipaglucosida |primario: 6MWD
aleatorizad |valoracion sa alfalen la Semana
0, primario: 20 mg/kg IV +|52
controlado |Cambio con 195/260 mg |Primer criterio
activamente|respecto al de miglustatlde valoracién
Fase 3 valor basal C.2.S. secundario
hasta la (85 sujetos) |[clave:

semana 52 en
la 6MWD
medida en

metros, que es

Céapsulas
de

alglucosidasa

orales

alfa 20 mg/kg

% predicho de

FVC
Otros criterios
de valoracion
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Nimero de

estudio

Diseno del

estudio

Objetivo u
objetivos del
estudio

Namer
0 de

sujeto

Tratamiento
(Posologia,
Forma, Dosis
y Via)

Criterios de
valoracion

clave

la distancia
caminada en el
6MWT

IV + placebo
C.2.S.
(38 sujetos)

secundarios

clave por orden:
e MMT de
extremidad
es
inferiores
e 6MWD
en la
Semana 26
.

PROMIS
-Funcion
fisica
.

PROMIS
-Fatiga
o GSGC
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Tabla 22: Resumen de estudios clinicos en sujetos adultos
(Continuacién)
Numero | Disefio del | Objetivo u | Namero | Tratamiento Criterios de
de estudio objetivos | de (Posologia, valoracion
estudio del sujetos | Forma, Dosisy | clave
estudio Via)

ATB200- | Estudio Evaluacion | N=1192 | C4psulas orales | Seguridad a
07 multicéntrico, | de de largo plazo,
(en de extension | seguridad cipaglucosidasa | eficacia, PD,
curso) abierta del | y eficacia alfa 20 mg/kg IV | PK, PRO

estudio + 195/260 mg

ATB200-03 de miglustat

Fase 3 C.2S.

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; 6MWT = ensayo de marcha de 6
minutos; GSGC = ensayo de marcha, escaleras, maniobra de Gowers y silla; IV =
por via intravenosa; LOPD = enfermedad de Pompe de inicio tardio; MMT = ensayo
N =

muscular manual, namero de sujetos; PD = farmacodindmica; PK

farmacocinética; PRO = resultados informados por los pacientes; PROMIS
Sistema de informacion de medicién de resultados informados por los pacientes;
C.2.S. = una vez cada dos semanas
a Dos sujetos interrumpieron el Estudio ATB200-03 y se inscribieron en
el Estudio ATB200-07. Un total de 119 sujetos se inscribieron y 118 recibieron
dosis en el Estudio ATB200-07.
Nota: En los estudios ATB200-03 y ATB200-07, la dosis de miglustat se
ajusta a 195 mg en sujetos < 50 kg.
Estudio de Fase 1/2 ATB200-02
Como se ha descrito anteriormente con respecto a los Ejemplos 8 y 11, el
Estudio ATB200-02 es un estudio en curso, abierto, de secuencia fija, de dosis Unica

y multiple ascendente, primero en seres humanos, para evaluar la seguridad,
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tolerabilidad, PK, PD, eficacia e inmunogenicidad de la cipaglucosidasa alfa IV sola
y cuando se coadministra con miglustat oral en sujetos adultos con enfermedad de
Pompe. El disefio del estudio incluye 4 fases y 4 cohortes, con las Fases 1y 2 sélo
para la Cohorte 1 y las Fases 3 y 4 para las 4 cohortes (FIG. 79). Los datos sobre
la eficacia de cipaglucosidasa alfa/miglustat resumidos en el SCE se obtuvieron de
las Fases 3y 4.
Las 4 cohortes del estudio son las siguientes:
. Cohorte 1: Sujetos con experiencia con ERT (2 a 6 afios)
ambulatorios (11 sujetos)
J Cohorte 2: Sujetos con experiencia con ERT (2 2 afios) no
ambulatorios (6 sujetos)
o Cohorte 3: Sujetos sin tratamiento previo con ERT ambulatorios
(6 sujetos)
o Cohorte 4: Sujetos con experiencia con ERT (= 7 afios)
ambulatorios (6 sujetos)
A los sujetos se les administré cipaglucosidasa alfa como agente Unico o
cipaglucosidasa alfa coadministrada con miglustat de acuerdo con la asignacién de
tratamiento de la Tabla 22.
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Asignacion de tratamiento para las Fases 1, 2, 3y 4 -

Fase 1

(6 semanas)

Fase 2

(12 semanas)

Periodo 1 | Periodo 2 | Period Periodo 4 Periodo 5
monodos | monodos 03 3 Dosis 3 Dosis
IS IS Dosis multiples multiples
Cohorte unica | Coadministraci | Coadministraci
S on on
Cohorte | 5 mg/kg 10 mg/kg 20 ATB200 ATB200
1 de de mg/kg 20 mg/kg + 20 mg/kg +
(n=11) | ATB200 ATB200 de 130 mg de 260 mg de
ATB20 AT2221 AT2221
0
Cohorte NA
2
(n=6)
Cohorte NA
3
(n=6)
Cohorte NA
4
(n=6)
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Fase 3 Fase 4
(2 afios) (Hasta su aprobacion)
Dosis multiples, 24 meses, Dosis multiples, largo plazo,
Extension extension
Cohortes Coadministracion Coadministracion
Cohorte 1 | ATB200 20 mg/kg + ATB200 20 mg/kg +
(n=11) 260 mg de AT2221 260 mg de AT2221
Cohorte 2 | ATB200 20 mg/kg + ATB200 20 mg/kg +
(n=16) 260 mg de AT2221 260 mg de AT2221
Cohorte 3 | ATB200 20 mg/kg + ATB200 20 mg/kg +
(n=6) 260 mg de AT2221 260 mg de AT2221
Cohorte 4 | ATB200 20 mg/kg + ATB200 20 mg/kg +
(n=16) 260 mg de AT2221 260 mg de AT2221

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
AT2221 = miglustat; ATB200 = cipaglucosidasa alfa; NA = no aplicable; n = nUmero
de sujetos; SSC = Comité Directivo de Seguridad

Nota: Al menos 1 de los 2 sujetos centinela completara el Periodo 5, Fase 2
de dosificacion y los datos de seguridad seran revisados por el CDC antes de que
cualquiera de los nuevos sujetos inscritos en las Cohortes 2 y 3 pueda ser
dosificado. Los primeros 2 sujetos en las Cohortes 2 y 3 también servira como
sujetos centinela para sus respectivas cohortes.

Los objetivos primarios del estudio de Fase 1/2 ATB200-02 eran evaluar la
seguridad, tolerabilidad, PK, PD y eficacia de la cipaglucosidasa alfa sola y en
coadministracion con miglustat oral.

La seleccion de la dosis para el Estudio pivotal de Fase 3 ATB200-03 se baso6
en los datos de PK, PD/biomarcadores, eficacia y seguridad del Estudio ATB200-
02. La PK de la cipaglucosidasa alfa se caracterizd bien en las Fases 1y 2 del
Estudio ATB200-02, que mostraron aumentos en la exposicion global a la
cipaglucosidasa alfa y aumentos adicionales en la exposicion con la adicion de

miglustat. Este aumento de la exposicién plasmatica a la cipaglucosidasa alfa con
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miglustat es coherente con los datos de estudios no clinicos en los que el aumento
de la exposicién se asocié a reducciones crecientes del glucogeno y aumentos de
la fuerza muscular.

El Estudio ATB200-02 proporciona datos de eficacia de apoyo de las Fases
3y 4 que muestran que los aumentos de exposicion observados en las Fases 1y 2
condujeron a una mejora clinicamente significativa en una amplia gama de criterios
de valoracion tras el tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat en las Fases 3
y 4. Estas mejoras de la eficacia se observan hasta los 48 meses cuando se dispone
de datos, lo que respalda la eficacia a largo plazo de cipaglucosidasa alfa/miglustat.

Estudio de Fase 3 ATB200-03

El Estudio pivotal de Fase 3 ATB200-03 ha concluido. El Estudio ATB200-03
fue un ensayo con doble ocultacién, aleatorizado, multicéntrico, global y controlado
para evaluar la eficacia y seguridad de cipaglucosidasa alfa/miglustat en
comparacion con alglucosidasa alfa/placebo (tratamiento aprobado) en sujetos
adultos con LOPD que habian recibido previamente alglucosidasa alfa (es decir, con
experiencia con ERT) o que nunca habian recibido ERT (es decir, sin tratamiento
previo con ERT). La miozima (alglucosidasa alfa) se obtuvo directamente de Sanofi
Genzyme através de un proveedor externo. Amicus realizé una evaluacion cientifica
de la documentacion de Sanofi Genzyme. Los resultados demostraron que el
producto estadounidense (Lumizyme) y el no estadounidense (Myozyme) son
comparables. Los sujetos se asignaron aleatoriamente en una relacién de 2:1 para
recibir cipaglucosidasa alfa/miglustat o alglucosidasa alfa/placebo en semanas
alternas durante 52 semanas (FIG. 80).

El objetivo primario del Estudio ATB200-03 era evaluar la eficacia de la
coadministracion de cipaglucosidasa alfa/miglustat en la funcibn motora medida
mediante el 6MWT, en comparacion con alglucosidasa alfa/placebo. El primer
criterio de valoracion secundario clave era evaluar la eficacia de la coadministracion
de cipaglucosidasa alfa/miglustat en la funcion pulmonar medida mediante el %
predicho de FVC en sedestacién en comparacion con alglucosidasa alfa/placebo.

Los criterios de valoracion secundarios clave adicionales incluyeron la puntuacion
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de extremidades inferiores de MMT, 6MWD en la semana 26, la puntuacion total del
Formulario corto 20a de PROMIS®-Funcién fisica, la puntuacién total Formulario
corto 8a de PROMIS-Fatiga y la puntuacion total de GSGC. Otros criterios
secundarios de valoracion incluian adicionalmente evaluaciones de la funcion
motora, la funcion pulmonar, la fuerza muscular y los PRO. También se evaluaron
los biomarcadores del dafio muscular (CK) y del sustrato de la enfermedad (Hex4).

Estudio de Fase 3 ATB200-07

El Estudio ATB200-07 es un estudio de extensién abierto (OLE) en curso
para evaluar la seguridad y eficacia a largo plazo de cipaglucosidasa alfa/miglustat
en sujetos adultos con LOPD que completaron el Estudio ATB200-03. Los sujetos
que fueron tratados con alglucosidasa alfa/placebo en el Estudio ATB200-03 fueron
cambiados a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-07. Las dosis y
el calendario del estudio se mantienen del Estudio ATB200-03.

Resumen de los resultados del estudio

En esta seccion se resumen los resultados del Estudio abierto de Fase 1/2
ATB200-02 en curso, el Estudio pivotal de Fase 3 ATB200-03 finalizado y el Estudio
de extension a largo plazo de Fase 3 ATB200-07. Los datos de estos estudios se
presentan individualmente y como datos agrupados.

Ejemplo 18: Estudio ATB200-02

El Estudio ATB200-02 es un estudio de Fase 1/2 y la eficacia de
cipaglucosidasa alfa/miglustat se basa principalmente en los resultados de las
Fases 3y 4 del estudio.

En diciembre de 2021, 29 sujetos recibieron la dosis de cipaglucosidasa
alfa/miglustat, 3 sujetos la interrumpieron prematuramente y 26 sujetos se
encuentran actualmente en la Fase 4. Tres (10.3 %) sujetos interrumpieron el
estudio durante la Fase 3. La duracion media (desviacion estandar [DE]) de la
exposicion fue de 48.4 (18.04) meses.

En el Estudio ATB200-02, todos los sujetos con experiencia con ERT y sin
tratamiento previo con ERT demostraron una repercusion significativa de la

enfermedad de Pompe en funcién de las caracteristicas basales. Para las Cohortes
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1y 4 (16 sujetos ambulatorios con experiencia con ERT), el % predicho de 6MWD
medio (DE) en el momento basal fue del 60.2 % (16.20 %). Para la Cohorte 3 (6
sujetos ambulatorios sin tratamiento previo con ERT), | % predicho de 6MWD medio
(DE) en el momento basal fue del 67.8 % (12.61 %).

La duracion del tratamiento con ERT de los sujetos con experiencia con ERT
antes de la inscripcion en el estudio fue > 2 afios, con una mediana de dosis global
de 20 mg/kg. La duracion media (DE) del tratamiento con ERT estaba comprendida
entre 5.1 (1.27) afios en la Cohorte 1 y 10.6 (2.06) afios en la Cohorte 4.

Los resultados del Estudio ATB200-02 a los que se hace referencia a
continuacion se basan en el corte de datos del 13 de diciembre de 2021, momento
en el que todos los sujetos, excepto los de la Cohorte 4, habian completado al
menos 48 meses de seguimiento (o lo habian interrumpido). En el presente
documento se presentan datos de hasta 48 meses que respaldan la eficacia a largo
plazo y se incluyen en el andlisis agrupado a continuaciéon. Los datos del Estudio
ATB200-02 que evaltan los principales dominios clinicos de la enfermedad de
Pompe, tales como la funcién motora, la funcién pulmonar y la fuerza muscular,
respaldan los resultados obtenidos con el Estudio ATB200-03.

Funcion motora

En el Estudio ATB200-02, se evalu6 la funcion motora en todos los sujetos
ambulatorios (es decir, Cohortes 1, 3y 4) (Tabla 23, FIG. 46A-46D). Después de 48
meses de tratamiento con la coadministracién de cipaglucosidasa alfa 20 mg/kg en
infusiéon IV y 260 mg de miglustat en las Fases 3 y 4, se observaron mejoras
clinicamente significativas de la funcion motora medida mediante el 6MWT en
sujetos con experiencia con ERT (Cohortes 1 y 4), sujetos sin tratamiento previo
con ERT (Cohorte 3) y globales (Cohortes 1, 3y 4) (Tabla 23). La mejora inicial se
observo en 1-2 afios y se mantuvo por encima del valor basal hasta el mes 48.

Tanto las cohortes con experiencia con ERT como las cohortes sin
tratamiento previo con ERT mostraron mejoras medias duraderas con respecto al
valor basal en el % predicho de 6MWD hasta los 48 meses (FIG. 46C y 46D; Tabla

26B), experimentando un 88.9 % de los pacientes con experiencia con ERT y un
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100 % de los pacientes sin tratamiento previo con ERT una mejora con respecto al
valor basal en el % predicho medio de 6MWD en el mes 48. Después de 12, 24, 36
y 48 meses de seguimiento, la 6MWD media en metros mejoré numéricamente con
respecto al valor basal en 13/16, 9/13, 6/12 y 6/9 pacientes con experiencia con
ERT, respectivamente. Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, la 6MWD
media en metros mejoré numéricamente con respecto al valor basal en 6/6, 6/6, 4/5
y 4/4 pacientes sin tratamiento previo con ERT, respectivamente.

Tabla 23:
hasta el mes 48 - Fase 3y Fase 4 (Poblacién de eficacia) - Estudio ATB200-02

Resumen de 6-MWD (metros) con respecto al valor basal

Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N =6) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N =22)
Referencia
n 16 6 22
Media (DE) 393.5 (119.66) 396.0 (75.20) 394.2 (107.59)
IC del 95 % para 329.7,457.2 317.1,474.9 346.5, 441.9
la media
Mediana (Q1, 394.5 (330.0, 395.2 (378.3, 395.2 (332.0,
Q3) 491.5) 460.0) 480.0)
Min, max 104, 544 267, 480 104, 544
Cambio con respecto al valor basal al Mes 12
n 16 6 22
Media (DE) 33.5 (49.62) 57.0 (29.96) 39.9 (45.69)
IC del 95 % para 7.0,59.9 25.6, 88.5 19.6, 60.1
la media
Mediana  (Q1,| 20.6(8.3,51.9) | 55.6(30.8,78.9) | 27.4(12.0, 77.8)
Q3)
Min, max -44, 135 27,95 -44, 135
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Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N =06) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N =22)
Cambio con respecto al valor basal al Mes 24
n 13 6 19
Media (DE) 25.2 (63.30) 54.4 (36.18) 34.4 (56.82)
IC del 95 % para -13.0, 63.5 16.4,92.4 7.1,61.8

la media

Mediana  (Q1,| 18.5(-7.0,58.0) | 49.0(22.6,78.2) | 22.6 (5.2, 78.2)

Q3)

Min, max -98, 135 21, 107 -98, 135
Cambio con respecto al valor basal al Mes 36

n 12 5 17

Media (DE) 9.8 (85.98) 43.5 (45.19) 19.7 (76.44)

IC del 95 % para -44.8, 64.5 -12.6, 99.6 -19.6, 59.0

la media

Mediana  (Q1,| 11.6 (-13.7,51.5) | 59.0 (20.5, 80.0) | 24.2 (-12.0, 59.0)
Q3)
Min, max -204, 131 -24, 82 -204, 131
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Tabla 23:
hasta el mes 48 - Fase 3y Fase 4 (Poblacion de eficacia) - Estudio ATB200-02

Resumen de 6-MWD (metros) con respecto al valor basal

(Continuacién)

Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N =6) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N=22)
Cambio con respecto al valor basal al Mes 48
n 9 4 13
Media (DE) 20.7 (101.84) 52.2 (46.59) 30.4 (87.67)
IC del 95 % para -57.6, 99.0 -21.9, 126.3 -22.6,83.4
la media
Mediana  (Q1,| 27.0(-3.3,83.7) | 40.5(16.3,88.0) | 27.0(13.7, 83.7)
Q3)
Min, max -215, 138 14,114 -215, 138

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; IC = intervalo de confianza; max =
maximo; min = minimo; N = namero total de sujetos inscritos; n = subconjunto de
sujetos; Q1 = primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; DE = desviacion estandar

Nota: La distancia caminada en 6 minutos (6MWD) es la distancia en metros
caminada en el ensayo de caminata de 6 minutos. La realizaron inicamente sujetos
ambulatorios.

La coadministracion de cipaglucosidasa alfa 20 mg/kg en infusion IV y
260 mg de miglustat (es decir, en la Fase 2, Periodo 5, Fase 3 y Fase 4) también
produjo mejoras en otras medidas de la funcién motora en sujetos ambulatorios con
experiencia con ERT y sin tratamiento previo con ERT, incluyendo 10MWT, GSGC
y TUG. La mejora inicial se observo en 1 a 2 aflos y se mantuvo por encima del

valor basal hasta el mes 48.
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Funcion pulmonar

Después de 48 meses de tratamiento en las Fases 3y 4, la coadministracion
de cipaglucosidasa alfa 20 mg/kg en infusion IV y 260 mg de miglustat (es decir, en
las Fases 2, 5, 3y 4) dio como resultado un % predicho de FVC estable o mejorado
para los sujetos con experiencia con ERT (Cohortes 1 y 4), los sujetos sin
tratamiento previo con ERT (Cohorte 3) y globales (Cohortes 1, 3y 4) (Tabla 24,
FIG. 47A-47B). Los valores se mantuvieron iguales o superiores a los basales hasta
el mes 48. Para la Cohorte 2 (sujetos no ambulatorios), el % predicho de FVC en
sedestacion se mantuvo estable en 2 sujetos con datos disponibles hasta los 36
meses.

El CFBL medio en el % predicho de la FVC en sedestacion fue generalmente
estable (CFBL = 3 % puntos) hasta los 48 meses de seguimiento en las cohortes
con experiencia con ERT (FIG. 47A, Tabla 26B), con mejoras (CFBL >3 % puntos)
en los meses 48 en el 66.7 % de los pacientes con experiencia con ERT y en el
75 % de los pacientes sin tratamiento previo con ERT. Después de 12, 24, 36 y 48
meses de seguimiento, el % predicho de la FVC en sedestacion mejord (>3 %
puntos) o permanecio estable (£3 % puntos) con respecto al valor basal en 9/16,
11/13, 8/10 y 4/6 pacientes con experiencia con ERT, respectivamente. Esto se ve
respaldado ademas por los resultados de la presion espiratoria maxima (MEP), que
también mejoraron numéricamente con respecto al valor basal a los 12, 24, 36 y 48
meses de seguimiento en los pacientes con experiencia con ERT (Tabla 26B).

En la cohorte sin tratamiento previo con ERT, el CFBL medio en el % predicho
de FVC en sedestacion mejoro a los 3 meses y después se mantuvo generalmente
estable hasta los 48 meses de seguimiento (FIG. 47B, Tabla 26B), excepto en un
paciente que experimentdé un gran descenso en el % predicho de FVC en
sedestacion en el mes 21, que volvio a los niveles previos en la siguiente visita en
el mes 24. Las mejoras del % predicho de la FVC en sedestacion medio fueron mas
marcados en la cohorte sin tratamiento previo con ERT que en la cohorte con
experiencia con ERT durante 48 meses de seguimiento (FIG. 47B, Tabla 26B).

Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, el % predicho de la FVC en
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sedestacion mejoré6 (>3 % puntos) o permanecio estable (£3 % puntos) con
respecto al valor basal en 5/6, 6/6, 5/5 y 4/4 de los pacientes sin tratamiento previo
con ERT, respectivamente. Los datos del porcentaje predicho de FVC en
sedestacion se vieron respaldados por resultados similares en otras medidas
pulmonares, incluyendo el % predicho de la presion inspiratoria maxima (MIP) y la
MEP. La MIP mejor6 numéricamente en los pacientes sin tratamiento previo con
ERT alos 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento (Tabla 26B).

Se dispone de datos limitados sobre la eficacia a largo plazo de la cohorte 2
con experiencia con ERT no ambulatoria. Se dispuso de datos del porcentaje
predicho de FVC en sedestacion de dos pacientes con experiencia con ERT no
ambulatorios después de 36 meses y de un paciente a los 48 meses de seguimiento.
Después de 36 meses de seguimiento, uno de los pacientes mejoré y el otro
empeord en comparacion con los valores basales. El paciente con datos disponibles
después de 48 meses de seguimiento, se mantuvo en general estable en
comparacion con el valor basal (Tabla 26B).

Tabla 24:
respecto al valor basal hasta el mes 48 - Fase 3y Fase 4 (sujetos ambulatorios;
poblacion de eficacia) - Estudio ATB200-02

Resumen del % predicho de FVC en sedestacion con

Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N =6) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N=22)
Referencia
n 16 6 22
Media (DE) 57.4 (17.42) 57.2 (20.84) 57.3 (17.89)
IC del 95 % para 48.1, 66.7 35.3,79.0 49.4, 65.3
la media
Mediana  (Q1,| 56.0 (46.0,70.0) | 59.0(38.0,77.0) | 56.0(45.0, 70.0)
Q3)
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Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N=6) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N =22)
Min, max 31, 88 31,79 31, 88
Cambio con respecto al valor basal al Mes 12
n 16 6 22
Media (DE) -1.2 (5.95) 3.2(8.42) 0.0 (6.79)
IC del 95 % para -4.4,2.0 -5.7,12.0 -3.0, 3.0
la media
Mediana (Q1,| -1.0(-5.5, 4.0) 4.5 (-4.0, 11.0) -0.5 (-5.0, 5.0)
Q3)
Min, max -12, 8 -9,12 -12,12
Cambio con respecto al valor basal al Mes 24
n 13 6 19
Media (DE) 1.0 (7.96) 4.7 (5.09) 2.2 (7.24)
IC del 95 % para -3.8,5.8 -0.7, 10.0 -1.3,5.6
la media
Mediana (Q1,| 1.0(-2.0,6.0) 4.0 (0.0, 9.0) 2.0 (-2.0, 6.0)
Q3)
Min, max -14, 15 -1,12 -14, 15
Cambio con respecto al valor basal al Mes 36
n 10 5 15
Media (DE) -0.3 (6.68) 6.2 (3.35) 1.9 (6.48)
IC del 95 % para -5.1,45 2.0,104 -1.7,5.5
la media
Mediana  (Q1,| -1.5(-3.0,2.0) 5.0 (4.0, 6.0) 2.0 (-3.0, 6.0)
Q3)
Min, max -11, 13 4,12 -11, 13
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Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N =06) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N =22)
Cambio con respecto al valor basal al Mes 48
n 6 4 10
Media (DE) 1.0 (6.42) 8.3 (4.50) 3.9 (6.61)
IC del 95 % para 5.7, 7.7 1.1,154 -0.8, 8.6
la media
Mediana  (Q1,| 3.5(-7.0,5.0) 9.5 (5.0, 11.5) 45 (2.0, 8.0)
Q3)
Min, max -7,8 2,12 -7, 12

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés): IC
= intervalo de confianza; FVC = capacidad vital forzada; max = maximo; min =
minimo; N = namero total de sujetos inscritos; n = subconjunto de sujetos; PFT =
ensayo de funcién pulmonar; Q1 = primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; DE = desviacion
estandar

Nota: Los PFT debian resumirse en el momento basal, cada 3 meses en la
Fase 3 y cada 6 meses en la Fase 4 para todos los sujetos ambulatorios y para los
sujetos no ambulatorios sin asistencia ventilatoria invasiva. Los valores mas altos
indican una mejora de la capacidad vital.

Fuerza muscular

Después de 48 meses de tratamiento en las Fases 3 y 4, la coadministracion
de cipaglucosidasa alfa 20 mg/kg en infusion IV y 260 mg de miglustat (es decir, en
las Fases 2, 5, 3 y 4) dio como resultado una fuerza muscular estable 0 mejorada
en las extremidades inferiores y superiores y en los grupos musculares proximales
de los sujetos ambulatorios con experiencia con ERT (Cohortes 1 y 4) y de los
sujetos sin tratamiento previo con ERT (Cohorte 3), medida mediante MMT y QMT.

Se observaron resultados estables en sujetos no ambulatorios (Cohorte 2; sélo
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extremidades superiores). Los resultados de MMT de extremidades inferiores se
muestran en la Tabla 25y en las FIG. 48A y 48B.

Independientemente del estado del tratamiento con ERT en el momento
basal, los pacientes ambulatorios experimentaron mejoras iniciales tempranas de la
fuerza muscular basadas en las puntuaciones de extremidades inferiores de MMT,
gue se mantuvieron hasta los 48 meses de seguimiento (FIG. 48A y 48B, Tabla
26B). Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, la puntuacién de
extremidades inferiores de MMT mejoré numéricamente con respecto al valor basal
en 14/15, 11/13, 10/10 y 8/8 pacientes con experiencia con ERT y en 4/5, 4/5, 4/4y
3/4 pacientes sin tratamiento previo con ERT, respectivamente.

Tabla 25:
MMT con respecto al valor basal hasta el mes 48 - Fase 3y Fase 4 (sujetos

Resumen de la puntuacién de extremidades inferiores de

ambulatorios; poblacion de eficacia) - Estudio ATB200-02

la media

Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N =6) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N = 22)
Referencia
n 15 5 20
Media (DE) 30.0 (3.44) 29.0 (1.73) 29.8 (3.09)
IC del 95 % para 28.1, 31.9 26.8, 31.2 28.3,31.2

Mediana  (Q1,| 30.0(28.0,32.0) | 30.0(29.0,30.0) | 30.0(28.5, 32.0)

Q3)

Min, max 21, 34 26, 30 21,34
Cambio con respecto al valor basal al Mes 12

n 15 5 20

Media (DE) 3.1 (2.34) 2.8 (4.97) 3.0 (3.04)
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Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N=6) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N =22)
IC del 95 % para 18,44 -3.4,9.0 1.6,4.4
la media
Mediana (Q1,| 2.0 (2.0, 5.0) 4.0 (0.0, 5.0) 3.0 (2.0, 5.0)
Q3)
Min, méax -2,6 -4,9 -4, 9
Cambio con respecto al valor basal al Mes 24
n 13 5 18
Media (DE) 2.1 (2.18) 3.0 (3.94) 2.3 (2.68)
IC del 95 % para 0.8,34 -1.9,7.9 1.0, 3.7
la media
Mediana (Q1,| 2.0(1.0, 4.0) 3.0 (2.0, 3.0) 2.0 (1.0, 4.0)
Q3)
Min, max -2,6 -2,9 -2,9
Cambio con respecto al valor basal al Mes 36
n 10 4 14
Media (DE) 2.5 (3.69) 3.3 (2.75) 2.7 (3.36)
IC del 95 % para -0.1,5.1 -1.1,7.6 0.8,4.7
la media
Mediana  (Q1, 1.5 (0.0, 4.0) 3.5 (1.0, 5.5) 2.0 (0.0, 4.0)
Q3)
Min, max 0,12 0,6 0,12
Cambio con respecto al valor basal al Mes 48
n 8 4 12
Media (DE) 3.5 (2.51) 1.0 (3.83) 2.7 (3.08)
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Visita/Estadistica Cohorte 1 + Cohorte 3 Cohorte 1 +
Cohorte 4 (N=6) Cohorte 3 +
(N =16) Cohorte 4
(N =22)
IC del 95 % para 1.4,5.6 51,71 0.7,4.6
la media
Mediana  (Q1, 3.0(2.0,5.0) 2.0 (-2.0, 4.0) 3.0(1.0,4.0)
Q3)
Min, max 0,8 -4, 4 -4, 8

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés): IC
= intervalo de confianza; FVC = capacidad vital forzada; max = maximo; min =
minimo; N = namero total de sujetos inscritos; n = subconjunto de sujetos; PFT =
ensayo de funcién pulmonar; Q1 = primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; DE = desviacién
estandar

Nota: Los MMT debian resumirse en el momento basal, cada 3 meses en la
Fase 3y cada 6 meses en la Fase 4 para todos los sujetos. Los valores mas altos
indican una menor repercusion de la enfermedad en las funciones musculares.

Los resultados favorables observados durante 48 meses de tratamiento en
6MWD y FVC se ven reforzados por las tendencias direccionales favorables en
varios otros criterios de valoracién secundarios para la fuerza muscular, la funcién
motora y la funcién respiratoria. Estos hallazgos se vieron respaldados por los
resultados de PRO (FSS, R-PAct, RHS y SGIC), asi como por los resultados de
PGIC, que demostraron mejoras significativas en la fatiga percibida por los sujetos,
la capacidad para realizar actividades cotidianas y el bienestar fisico global, lo que
respalda el beneficio global de este tratamiento.

Los PRO respaldaron las mejoras observadas en la funcion motora, la fuerza
muscular y los ensayos de funcion pulmonar. En el momento basal, todos los
pacientes presentaban una repercusion significativa de la fatiga, que mejoré tras 48
meses de seguimiento, como muestra el CFBL medio favorable de FSS. Después

de 48 meses de seguimiento, todos los pacientes ambulatorios informaron de
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puntuaciones de R-PAct y RHS estables en comparacion con las puntuaciones
basales (Tabla 26B). Los resultados de SGIC para el bienestar fisico global
mejoraron en la mayoria de los pacientes de todas las cohortes tras 48 meses de
seguimiento (Tabla 26C). Los resultados de PGIC indicaron una mejora o
estabilizacion para todas las cohortes después de 48 meses de seguimiento y
respaldaron los resultados de otros resultados de eficacia (Tabla 26C).

Se dispone de los resultados de PRO de dos pacientes con experiencia con
ERT no ambulatorios hasta los 48 meses de seguimiento y demuestran una mejora
de las puntuaciones de FSS y RHS estables en comparacion con los valores
basales. Las puntuaciones de R-PAct también mostraron una mejora media con
respecto al valor basal hasta los 48 meses de seguimiento en los dos pacientes con
experiencia con ERT no ambulatorios, lo que indica una mejora de la capacidad
para realizar actividades cotidianas y participar en situaciones sociales (Tabla 26B).
Un paciente no informé de ningiin cambio y otro informo de una mejora con respecto
al valor basal en el bienestar fisico global de SGIC. Los resultados de PGIC para
los dos pacientes con experiencia con ERT no ambulatorios no mostraron ningun
cambio para un paciente y un declive para el otro (Tabla 26C).

Resultados farmacodinamicos

Durante los 48 meses de seguimiento, cipaglucosidasa alfa mas miglustat se
asoci6 a reducciones medias con respecto al valor basal en la CK plasmética tanto
en cohortes ambulatorias con experiencia con ERT como sin tratamiento previo con
ERT (FIG. 49B, Tabla 26B). Después de 12, 24, 36 y 48 meses de seguimiento, los
niveles de CK en plasma disminuyeron numéricamente con respecto al valor basal
en 13/15, 14/15, 9/11 y 8/9 pacientes con experiencia con ERT y en 6/6, 6/6, 5/5 y
4/5 pacientes sin tratamiento previo con ERT, respectivamente. Entre los pacientes
gue tenian datos de CK disponibles en el momento basal y en el mes 48, seis de
nueve (66.7 %) pacientes con experiencia con ERT tenian niveles anormales de CK
en el momento basal y dos de ellos (33.3 %) tenian niveles normales de CK en el
mes 48; dos de cinco (40.0 %) pacientes sin tratamiento previo con ERT tenian

niveles anormales de CK en el momento basal que seguian siendo anormales en el
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mes 48. Se observaron tendencias similares con Hex4 en orina, que disminuyo
numeéricamente con respecto al valor basal tras 12, 24, 36 y 48 meses de
seguimiento en 16/16, 11/14, 11/12 y 6/9 pacientes con experiencia con ERT y 5/6,
5/6, 4/5 y 4/5 pacientes sin tratamiento previo con ERT, respectivamente (FIG. 49A,
Tabla 26B). Entre los pacientes que disponian de datos de Hex4 en el momento
basal y en el mes, cinco de nueve (55.6 %) pacientes con experiencia con ERT
tenian niveles anormales de Hex4 en el momento basal y cuatro de ellos (80.0 %)
tenian niveles normales de Hex4 en el mes 48; cuatro de cinco (80.0 %) pacientes
ambulatorios sin tratamiento previo con ERT tenian medidas anormales de Hex4 en
el momento basal y uno de ellos (25.0 %) volvié a niveles normales de Hex4 en el
mes 48.

Los pacientes con experiencia con ERT no ambulatorios mostraron
reducciones duraderas de los niveles de CK en plasma con respecto al valor basal:
20.8 % (n=5), 25.3 % (n=5), 27.1 % (n=3) y 23.7 % (n=2) a los 12, 24, 36 y 48
meses, respectivamente. Adicionalmente, también se observdé un descenso
constante de los niveles de Hex4 en orina con respecto al valor basal durante el
periodo de seguimiento. Después de 12, 24, 36 y 48 meses, los niveles de Hex4
disminuyeron un 15.6 % (n=5), 34.1 % (n=5), 36.5% (n=4) y 9.4 % (n=2) con
respecto al valor basal, respectivamente (Tabla 26B).

Resultados farmacocinéticos

Solo se tomaron muestras de sangre para las concentraciones plasméticas
de proteina GAA y miglustat para la Cohorte 1 (con experiencia con ERT) y la
Cohorte 3 (sin tratamiento previo con ERT). Para impedir cualquier carga indebida
para los pacientes, no se tomaron muestras de sangre para PK en los pacientes no
ambulatorios (Cohorte 2) y, debido a la similitud con la Cohorte 1, en los de la
Cohorte 4. La proteina GAA total plasmatica, medida por el péptido distintivo T09,
aumentd de forma dependiente de la dosis tras dosis Unicas ascendentes de
cipaglucosidasa alfa 5 mg/kg, 10 mg/kg y 20 mg/kg. En general, la mediana del
tiempo de pico de las concentraciones del péptido distintivo TO9 (tmax) fue similar en

todos los tratamientos y coherente con la duracion de la infusion de cipaglucosidasa
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de aproximadamente 4 horas. Las exposiciones (Cmax Y el area bajo la curva de
concentracion plasmética-tiempo del farmaco [ABC]) aumentaron de forma
dependiente de la dosis. Las exposiciones plasmaticas a la proteina GAA total
fueron similares entre los pacientes ambulatorios de la Cohorte 1 y de la Cohorte 3.
La exposicion plasmatica al miglustat aumenté de forma dependiente de la dosis en
los pacientes ambulatorios de la Cohorte 1 y 3. El muestreo PK disperso de 48
meses en sujetos de la Cohorte 1 indicé que las exposiciones eran similares a las
exposiciones al principio del estudio (Fase 2), y confirmé la ausencia de repercusién
de inmunogenicidad en las exposiciones a cipaglucosidasa alfa.

La administraciéon de miglustat una hora antes del inicio de la infusién de
cipaglucosidasa alfa produjo mayores ABC que cipaglucosidasa alfa 20 mg/kg sola.
La semivida en la fase de distribucién fue notablemente superior después de la
coadministracion de miglustat. Miglustat se eliminé rapidamente de la circulacion.

Los datos de eficacia en los dominios importantes de la enfermedad de
Pompe mostraron que la coadministracion de cipaglucosidasa alfa de 20 mg/kg en
infusion IV y 260 mg de miglustat dio como resultado mejoras clinicamente
significativas de la funcién motora, los PFT y la fuerza muscular. Se demostraron
mejoras en sujetos ambulatorios en diversos dominios de eficacia, y las pruebas
presentadas en la Tabla 26A respaldan en general el mantenimiento de las mejoras
hasta los 48 meses (cuando habia datos disponibles).
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Tabla 26A: Resumen de las Evaluaciones de Eficacia en Sujetos

Ambulatorios - Cambio con respecto al valor basal en la Fase 3y Fase 4 en el
Mes 24y 48 - Estudio ATB200-02

Evaluacione

S de la

Valor basal medio (DE) y cambio con respecto al valor basal

alos 24y 48 meses

respuesta Con experiencia Sin tratamiento Global
clinica con ERT previo con ERT Cohorte 1 +
(farmacodin Cohorte 1 + Cohorte 3 (N =6)2 Cohorte 3 +
amica y | Cohorte 4 (N = 16)2 Cohorte 4
eficacia (n=22)
seleccionad | BSL | CFB | CFB | BSL | CFB | CFB | BSL | CFB | CFB
as) a | alos a a a a
los 48 los | los los | los
24 | mese 24 48 24 48
mes s mes | mes mes | mes
es es es es es
6MWD (m) 3935 | 25.2 | 20.7 | 396. | 54.4 | 52.2 | 394.2 | 34.4 | 30.4
(119. | (63. | (101. 0 (36. | (46. | (107. | (56. | (87.
66) 30) 84) | (75. | 18) | 59) 59) 82) | 67)
=16 | (n=1| (n=| 20) | n=| (n=1| (n= | (n=1] (n=1
) 3) 9) (n=1 6) 4) 22) 9) 3)
6)
FVC en| 57.4 | 1.0 1.0 |572| 47 | 83 | 57.3 | 22 | 3.9
sedestacion (7.4 | (79 | (642)| (20. | 5.0 | 45 | (178 | (7.2 | (6.6
(% predicho) 2) 6) (n= | 84) 9) 0) 9) 4) 1)
(n= | (n=1 6) =] M=M= (h= | (M=1]| (n=1
16) 3) 6) 6) 4) 22) 9) 0)
MMT 65.1 | 25 40 (672 | 20 | -1.3 | 656 | 24 | 23
(6.46) | (3.4 |(3.70)| 3.7 | (57 | (49 [(5.88)| (4.0 | (4.7
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Evaluacione

s de la

Valor basal medio (DE) y cambio con respecto al valor basal

alos 24y 48 meses

respuesta Con experiencia Sin tratamiento Global
clinica con ERT previo con ERT Cohorte 1 +
(farmacodin Cohorte 1 + Cohorte 3 (N =6)2 Cohorte 3 +
amica y | Cohorte 4 (N = 16)2 Cohorte 4
eficacia (n=22)2
seleccionad | BSL | CFB | CFB | BSL | CFB | CFB | BSL | CFB | CFB
as) a | alos a a a a
los 48 los | los los | los
24 | mese 24 48 24 48
mes S mes | mes mes | mes
es es es es es
(puntuacién (n= 5) (n= 0) 0) 9) (n= 2) 1)
total) 15) | (n=1 8) (n=| (nh=| (n=| 20) | (n=1] (n=1
3) 5) 5) 4) 8) 2)
GSGC 143 | -16 | -1.0 | 128 | -1.7 | -24 | 139 | -1.7 | -1.5
(5.22) | (5.2 |(6.02)| 35 | (20 | (2.7 | (4.79)| (44 | (5.0
(h=10 | (n=1] 4 7N | 0 | (h=1] 3 | 0
16) | (n=1 9) n=] =] (=] 22) | (n=2 | (n=1
4) 6) 6) | 5) 0 | 4

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

6MWD = distancia caminada en 6 minutos; BSL = valor basal; CFB = cambio con

respecto al valor basal; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; FVC = capacidad

vital forzada; GSGC = Marcha, Escalera, maniobra de Gowers y Ensayo de la silla;

MMT = ensayo muscular manual; m = mes(es); N = nimero de sujetos

Nota: Para GSGC, un nimero negativo indica una mejora.

a n en el momento basal. Cualquier diferencia en el n en el momento

basal se indica entre paréntesis.
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Tabla 26B: Resumen de los resultados clinicos paraambulatorios y no

ambulatorios

Medidas de Pacientes ambulatorios
los
resultados

Con experiencia con ERT Sin tratamiento previo con

ERT

Punto 12 24 36 48 12 24 36 48
temporal
(meses)
Funcion
motora
Porcentaje
predicho de| 16 13 12 9 6 6 5 4
6MWD 6.1 5.4 3.4 5.9 10.7 | 11.0 9.0 11.7
n (7.84) | (10.5 | (14.6 | (17.36) | (3.93) | (5.06) | (7.98) | (7.69)
Media (DE) 6) 6)
de CFBL
6MWD,
metros 16 13 12 9 6 6 5 4
n 335 | 25.2 9.8 20.7 57.0 | 544 | 435 | 52.2
Media (DE)| (49.6 | (63.3 | (85.9 | (101.9 | (29.9 | (36.1 | (45.1 | (46.5
de CFBL 2) 0) 8) 4) 6) 8) 9) 9)
Ensayo de
caminata de| 16 14 12 9 6 6 5 5
10 metros, | -0.1 1.0 3.9 0.6 -0.9 | -0.5 0.1 0.7
segundos (1.47) | (3.19) | (12,5 | (1.74) | (0.75) | (1.00) | (0.61) | (1.66)
n 6)
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Media (DE)

de CFBL

Marcha,

Escaleras, 16 14 12 9 6 6 5 5
Gowery Silla | -1.3 | -16 | -1.1 -1.0 -08 | -1.7 | —20 | 24
n (4.39) | (5.20) | (5.18) | (6.02) | (2.23) | (2.07) | (2.12) | (2.70)
Media (DE)

de CFBL

Timed Up and

Go, segundos | 15 13 12 9 6 6 5 5
n -1.5 0.1 -1.5 -0.6 -0.7 | -1.0 0.5 0.3
Media (DE) | (2.68) | (2.24) | (3.68) | (2.41) | (1.95) | (2.00) | (3.59) | (2.33)
de CFBL

Funcion

pulmonar

Porcentaje

predicho de| 16 13 10 6 6 6 5 4
FVC en| -1.2 1.0 -0.3 1.0 3.2 4.7 6.2 8.3
sedestacion (5.95) | (7.96) | (6.68) | (6.42) | (8.42) | (5.09) | (3.35) | (4.50)
n

Media (DE)

de CFBL

Porcentaje

predicho de| 16 13 11 6 6 6 5 4
presion 3.7 4.5 -0.5 -3.8 8.0 18.7 | 125 | 16.1
inspiratoria (11.6 | (20.6 | (22.2 | (5.41) | (154 | (239 | (20.7 | (17.2
maxima % 1) 7 3) 6) 0) 1) 3)

n
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Media (DE)
de CFBL

Porcentaje
predicho de
presion
espiratoria
méaxima %

n

Media (DE)
de CFBL

16
9.4
(21.3
7)

13

16.8

(21.8
8)

11

13.7

(26.7
9)

6
17.9
(30.81)

11.6
(18.1
6)

17.9
(16.2
5)

14.2
(20.2
7)

24.8
(24.1
5)

Porcentaje
predicho de
Presion
inspiratoria
nasal por
olfateo %

n

Media (DE)
de CFBL

16
2.1
(18.5
6)

13
5.3
(23.8
6)

11

-2.3

(23.6
5)

6
7.3
(21.79)

9.4
(13.0
4)

8.1
(11.4
8)

4.3
(9.30)

4.6
(7.76)

Fuerza

muscular

Puntuacion
de MMT de
cuerpo
inferior

n

Media (DE)
de CFBL

15
3.1
(2.34)

13
2.1
(2.18)

10
2.5
(3.69)

3.5
(2.51)

2.8
(4.97)

3.0
(3.94)

(3.3
(2.75)

(1.0)
3.83)
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Puntuacion

de MMT de| 15 13 11 8 6 6 5 5
cuerpo 1.3 0.5 0.8 0.5 0.0 -1.5 1.0 -1.4
superior (2.52) | (2.30) | (2.75) | (2.00) | (1.67) | (2.17) | (1.87) | (2.61)
n

Media (DE)

de CFBL

Puntuacion

de MMT total 15 13 10 8 5 5 4 4
n 4.3 2.5 3.6 4.0 2.4 2.0 3.5 -1.3
Media (DE) | (3.20) | (3.45) | (5.23) | (3.70) | (4.39) | (5.70) | (3.00) | (4.99)
de CFBL

Resultados

informados

por los

pacientes

Actividad

especifica de | 15 13 11 9 6 6 5 5
Pompe 1.3 2.2 -0.1 -0.3 2.0 2.2 1.4 -0.6
construida (2.97) | (1.52) | (3.24) | (2.96) | (3.46) | (3.43) | (1.52) | (5.22)
con Rasch

n

Media (DE)

de CFBL

Escala de

discapacidad 15 14 11 9 6 6 5 5
de Rotterdam | -0.3 | -1.1 | -2.3 -2.3 -04 | -04 | -1.2 | -13
n (3.01) | (3.92) | (4.44) | (3.16) | (2.06) | (2.14) | (0.84) | (2.56)
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Media (DE)
de CFBL
Escala de
gravedad de | 15 14 11 9 6 6 5 5
fatiga -29 | =31 14 -3.4 -6.3 | -5.5 | -6.2 1.2
n (10.5 | (8.82) | (16.7 | (10.10) | (7.06) | (11.4 | (10.5 | (7.95)
Media (DE)| 5) 4) 0) 7)
de CFBL
Biomarcador
es
Creatina
cinasa sérica, | 15 15 11 9 6 6 5 5
U/l -20.5|-29.9 | -30.0 | -35.3 | -50.6 | -46.5 | -50.7 | -35.9
n (35.3 | (21.6 | (35.5 | (27.11) | (20.1 | (19.3 | (14.7 | (36.1
% de media| 8) 7) 9) 8) 2) 0) 2)
de CFBL (DE)
Hex4 urinario,
mmol/mol de| 16
creatina -36.1 14 12 6 6 5 5
n 1 -11.8 | -35.1 9 -40.7 | -49.5 | -39.3 | -39.9
% de media| (20.4 | (68.5 | (42.2 | -4.0 | (40.6 | (48.0 | (59.1 | (44.6
de CFBL (DE) | 0) 7) 0) (82.57) | 0) 6) 9) 8)
Medidas de los resultados Pacientes no ambulatorios

Con experiencia con ERT
Punto temporal (meses) 12 24 36 48
Funcion motora n/a n/a n/a n/a
Porcentaje predicho de 6MWD n/a n/a n/a n/a
n
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Media (DE) de CFBL

6MWD, metros n/a n/a n/a n/a
n

Media (DE) de CFBL

Ensayo de caminata de 10 metros, n/a n/a n/a n/a
segundos

n

Media (DE) de CFBL

Marcha, Escaleras, Gower y Silla n/a n/a n/a n/a
n

Media (DE) de CFBL

Timed Up and Go, segundos n/a n/a n/a n/a
n

Media (DE) de CFBL

Funcién pulmonar

Porcentaje predicho de FVC en

sedestacion 2 1 2 1

n 2.5 2.0 (N/A) -2.0 -1.0
Media (DE) de CFBL (9.19) (7.07) (N/A)
Porcentaje predicho de presion

inspiratoria maxima % 3 2 3 2

n 1.1 3.3 -0.4 3.9
Media (DE) de CFBL (4.71) (1.39) (5.20) (2.35)
Porcentaje predicho de presion

espiratoria maxima % 3 2 3 2

n 10.6 21.1 11.5 21.0
Media (DE) de CFBL (10.28) (25.72) (22.30) (27.00)
Porcentaje predicho de Presion

inspiratoria nasal por olfateo % 3 2 3 2
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n 4.5 7.8 -0.4 -4.1

Media (DE) de CFBL (13.96) (13.65) (4.03) (3.26)

Fuerza muscular

Puntuaciéon de MMT de cuerpo

inferior N/A N/A N/A N/A

n N/A N/A N/A N/A

Media (DE) de CFBL

Puntuacién de MMT de cuerpo

superior 4 4 4 N/A

n 1.3 2.0 -0.8 N/A

Media (DE) de CFBL (3.40) (6.63) (10.72)

Puntuacién de MMT total

N 4 4 4 N/A

Media (DE) de CFBL 1.3 2.0 -0.8 N/A
(3.40) (6.63) (10.72)

Resultados informados por los

pacientes

Actividad especifica de Pompe

construida con Rasch 5 4 4 2

n 1.4 0.8 0.8 2.0

Media (DE) de CFBL (1.95) (0.96) (0.96) (4.24)

Escala de discapacidad de

Rotterdam 4 4 4 2

n 0.6 0.6 0.6 -15

Media (DE) de CFBL (3.15) (4.66) (1.67) (4.95)

Escala de gravedad de fatiga

n 5 5 5 2

Media (DE) de CFBL -9.2 -23.0 -10.0 -12.0
(11.37) (17.78) (9.35) (15.56)
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Biomarcadores

Creatina cinasa sérica, U/l

n

% de media de CFBL (DE)

5 5
-20.8 -25.3
(8.84) | (16.83)

4 2
-27.1 -23.7
(32.43) | (23.90)

Hex4 urinario, mmol/mol de

creatina

n

% de media de CFBL (DE)

5 5
-15.6 ~34.1
(16.67) | (14.08)

4 2
-36.5 ~9.4
(23.13) | (1.71)

Tabla 26C: Resumen de laimpresion global de cambio del sujeto y del

médico a los 48 meses de seguimiento

Ambulatorio Con experiencia con Ambulatorio
Con experiencia ERT no Sin tratamiento
con ERT ambulatorios previo con ERT
Cohorte | Cohorte Cohorte 2 Cohorte 3
1 4 N=5 N=6
N=7 N=6
SGIC; Bienestar fisico global
Mejora, n| 6(85.7) | 4(66.7) 3 (60.0) 5(83.3)
(%)
Sin cambios, | 1 (14.3) | 1(16.7) 2 (40.0) 1(16.7)
n (%)
Descenso, n 0 (0) 1(16.7) 0 (0) 0 (0)
(%)
PGIC
Mejora, n| 4(57.1) | 2(33.3) 3(60.0) 6 (100.0)
(%)
Sin cambios, | 3(42.9) | 4 (66.7) 2 (40.0) 0 (0)
n (%)
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Descenso, n 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
(%)

Ejemplo 19: Estudio ATB200-03

El Estudio ATB200-03 es el Estudio pivotal de Fase 3 del programa clinico y
la eficacia de cipaglucosidasa alfa/miglustat se basa principalmente en los
resumenes de los resultados de eficacia primaria y secundaria clave de este estudio.

Un total de 123 sujetos se aleatorizaron y dosificaron (95 con experiencia con
ERT y 28 sin tratamiento previo con ERT) y 117 completaron el estudio (con 6
interrupciones en la poblacién con experiencia con ERT) en 62 centros de 24 paises.
La duracion media (DE) de la exposicion fue similar entre los sujetos tratados con
cipaglucosidasa alfa/miglustat y alglucosidasa alfa/placebo (11.8 (1.80) meses y
12.0 (0.71) meses, respectivamente) con una duracion maxima de 14.8 meses y
12.9 meses, respectivamente. La tasa de abandonos fue muy baja y los 117 sujetos
que completaron el estudio se inscribieron posteriormente en la extension abierta,
el Estudio ATB200-07.

Los datos demograficos iniciales eran representativos de la poblacion y, en
general, similares entre los grupos de tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat
y alglucosidasa alfa/placebo. La mayoria de los sujetos (95 [77.2 %]) tenian
experiencia con ERT, con una duracion media (DE) del tratamiento con ERT de 7.4
(3.45) anos. Los sujetos recibieron ERT previa durante en promedio 7.5 afios en el
grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat y de 7.1 afios en el grupo de alglucosidasa
alfa/placebo.

Los valores basales de 6MWD y FVC, asi como la puntuacion de MMT y
GSGC fueron representativos de la poblacion y, en general, similares en los grupos
de tratamiento. La media (DE) de 6MWD basal fue de 357.9 (111.84) metros y 350.1
(119.78) metros, respectivamente, para los sujetos de los grupos cipaglucosidasa
alfa/miglustat y alglucosidasa alfa/placebo. Dentro de cada grupo de tratamiento, la
6MWD vy la FVC basales fueron mayores en los sujetos sin tratamiento previo con

ERT que en los sujetos con experiencia con ERT (Tabla 27).
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Tabla 27: 6MWD basal y % predicho de FVC - Estudio ATB200-03
Criterio de Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa
valoracién Alfa/Miglustat
6MWD, m (N = 85) (N = 38)

Media (DE) 357.93 (111.843) 350.14 (119.776)
Mediana  (min, 359.50 (79.0, 575.0) 358.45 (112.5, 623.0)
max)
Con Sin Con Sin
experiencia | tratamiento | experiencia | tratamiento
con ERT previo con con ERT previo con
ERT ERT
n 65 20 30 8
Media (DE) 346.94 393.64 334.62 408.34
(110.213) (112.388) (114.023) (130.628)
Mediana  (min, 352.50 375.15 343.50 384.25
méax) (79.0, 557.5) (154.0, (112.5, (201.0,
575.0) 532.3) 623.0)
% predicho de N =85 N =38

FVC, en

sedestacion

Media (DE) 70.74 (19.573) 70.04 (21.301)
Mediana  (min, 70.00 (30.5, 132.5) 71.25 (31.5, 122.0)
Max)
Con Sin Con Sin
experiencia | tratamiento | experiencia | tratamiento
con ERT previo con con ERT previo con
ERT ERT
n 65 20 30 8
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Criterio de Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa

valoracién Alfa/Miglustat

6MWD, m (N = 85) (N = 38)

Media (DE) 67.85 80.15 67.48 79.63
(19.052) (18.689) (20.993) (20.962)

Mediana  (min, 68.00 82.25 69.00 88.50

max) (30.5, 132.5) | (48.0,111.0) | (31.5,122.0) | (46.5, 98.0)

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; ERT = terapia de reemplazo enzimético;
FVC = capacidad vital forzada; max = maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos
en cada poblacién; n = nimero de sujetos analizados en el momento basal; SD =
desviacion estandar

El ensayo del criterio de valoracion primario se realizé en primer lugar con un
nivel de significacion de 0.025 unilateral y, si resultaba significativa, los criterios de
valoracion secundarios ordenados se sometieron a un ensayo similar con el mismo
nivel de significacion. La significacion estadistica de los criterios de valoracion
secundarios clave se interpret6 siguiendo un orden de ensayo jerarquico, cada uno
con un nivel alfa unilateral de 0.025. Si en alglin momento no se rechazara la
hipétesis nula, ni esa comparacion ni ninguna otra por debajo de ella podrian
reivindicarse como estadisticamente significativas en cuanto a la superioridad, y los
andlisis posteriores consistirian en evaluar la significacion nominal en cuanto a la
superioridad. Los analisis primarios de eficacia se realizaron usando el modelo de
efectos mixtos para medidas repetidas (MMRM) para la 6MWD en la poblacién
observada por intencion de tratar (ITT) que incluye todos los datos observados
disponibles sin ninguna imputacion de datos perdidos (ITT-OBS) y analisis de
covarianza (ANCOVA) para todos los demas criterios de valoracion en la poblacion
observada por intencién de tratar (ITT-LOCF). Se especifico un ANCOVA no
paramétrico basado en la aleatorizacion como primer andlisis de sensibilidad para
la 6MWD y FVC. Este analisis no paramétrico debia realizarse formalmente si los

analisis paramétricos primarios no cumplian los supuestos de normalidad. A efectos
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de presentacion de los datos en el presente documento, a continuacion se indican
los valores p bilateral, a menos que se especifique lo contrario.

En la Tabla 28 se resumen los resultados de la variable principal y de las 6
variables secundarias clave de la poblacion de ITT global, que incluye tanto a los
sujetos con experiencia con ERT como a los que no la tienen. La 6MWD mostré un
mejora superior con cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa
alfa/placebo, pero no alcanzo6 significacion estadistica para la superioridad sobre el
tratamiento aprobado (p=0.608). En el % predicho de FVC, cipaglucosidasa
alfa/miglustat demostr6 una diferencia nominalmente significativa desde el punto de
vista estadistico (p=0.048) y clinicamente significativa de superioridad frente a
alglucosidasa alfa/placebo en la poblacién global ITT.

Los resultados de otros criterios de valoracion secundarios clave para la
funcién motora, la funcion pulmonar, la fuerza muscular y los PRO favorecieron
numeéricamente a cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa alfa/placebo,
que muestran también GSGC una significacion estadistica nominal sobre la
superioridad.
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Tabla 28: Resumen de los resultados de los criterios de valoracién

primarios y secundarios clave (Poblacion de ITT) - Estudio ATB200-03

sedestacion

Nivel Numero de NUumero Media de IC del Val
Criterio de | observacion de MC de 95 %dela | or
valoracion es utilizadas | observaci | diferencia | diferencia | dep
para el ones de bilat
analisis en utilizadas | tratamien eral
Cipaglucosi para el to (EE)2
dasa analisis en
Alfa/Miglusta | Alglucosid
t asa
Alfa/Place
bo
Criterio de valoracién primarioP
CHG hasta la 81 37 5.33 (-15.21, 0.60
Semana 52 en (10.367) 25.88) 8
6MWD (m)
Primer criterio de valoracion secundario clavec
CHG hasta la 84 38 2.32 (0.02, 4.62) | 0.04
Semana 52 en (1.162) 8
% predicho de
FVC en
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Nivel Numero de Numero Media de IC del Val
Criterio de | observacion de MC de 95 %dela | or
valoracion es utilizadas | observaci | diferencia | diferencia | dep
para el ones de bilat
analisis en utilizadas | tratamien eral
Cipaglucosi para el to (EE)2
dasa analisis en
Alfa/Miglusta | Alglucosid
t asa
Alfa/Place
bo
Criterios de valoracion secundarios clave adicionales
CHG hasta la 80 35 0.99 (-0.43, 0.16
Semana 52 en (0.716) 2.41) 8
la puntuacion
de
extremidades
inferiores  de
MMT
CHG hasta la 85 38 5.46 (-7.39, 0.40
Semana 26 en (6.484) 18.30) 2

6MWD (m)
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Resumen de los resultados de los criterios de valoracién

primarios y secundarios clave (Poblacion de ITT) - Estudio ATB200-03

Nivel Numero de | Numero de | Media de IC del Valor
Criterio de | observacio | observacio MC de 95 %dela| dep
valoracion nes nes diferencia | diferencia | bilate
utilizadas utilizadas de ral
para el para el tratamient
analisis en | analisis en o (EE)?
Cipaglucos | Alglucosid
idasa asa
Alfa/Miglus | Alfa/Placeb
tat (6]
CHG hasta la 84 38 1.37 (-2.03, 0.426
Semana 52 en (1.714) 4.77)
la puntuacion
total de
PROMIS-
Funcion fisicad
CHG hasta la 85 38 0.13 (-2.00, 0.903
Semana 52 en (2.079) 2.27)
la puntuacion
total de
PROMIS-
Fatigad
CHG hasta la 72 31 -1.30 (-2.34,- | 0.015
Semana 52 en (0.524) 0.26)

la puntuacion
total de GSGC
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Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; ANCOVA = analisis de covarianza; CHG
= cambio con respecto al valor basal; IC = intervalo de confianza; FVC = capacidad
vital forzada; GSGC = Marcha, Escaleras, maniobra de Gowers y Ensayo de la silla;
ITT = intencidn de tratar; ITT-OBS = poblacion por intencidn de tratar que incluye
todos los datos observados disponibles sin ninguna imputacion de datos perdidos
en la semana 52; LOCF = ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados;
MMRM = modelo de efectos mixtos de medidas repetidas; MMT = ensayo muscular
manual; PROMIS = Sistema de informacion de medicion de resultados informados
por los pacientes; EE = error estandar

a Cipaglucosidasa alfa/miglustat - alglucosidasa alfa/placebo.

b Se uso el enfoque de MMRM para el andlisis primario del criterio de
valoracion primario basado en la poblacion de ITT-OBS.

¢ Para el analisis primario de los criterios de valoracion secundarios
clave se us6 el modelo ANCOVA basado en la poblacion de ITT-LOCF.

d La puntuacion total se calcul6 sumando las puntuaciones (1 a 5) de
todos los puntos.

Debe tenerse en cuenta que hubo puntos de datos aberrantes del sujeto
4005-2511, un sujeto sin tratamiento previo con ERT, en el brazo de comparacién
gue resultaron ser valores atipicos muy influyentes y distorsionaron las estimaciones
de cambio medio calculadas a partir de los datos en bruto. El punto de datos de este
anico sujeto represent6 aproximadamente el 56 % del cambio medio con respecto
al valor basal en la semana 52 en el grupo de comparacion (es decir, alglucosidasa
alfa/placebo) e infl6 la varianza en el grupo de comparacion hasta aproximadamente
6 veces la del grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat.

Se realizo un andlisis preespecificado de exclusion de valores atipicos en la
6MWD en la Poblacion de ITT global que excluia valores atipicos con residuos
externamente estudiados > 3 en magnitud y los sujetos tratados con el brazo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat caminaron en promedio 14 metros mas que los

sujetos del brazo de alglucosidasa alfa/placebo (p=0.100) (Tabla 29). Estos
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resultados son coherentes con los resultados de la Poblacion de ITT global en la
que se excluyé al Sujeto 4005-2511.

Tabla29: Andlisis de sensibilidad para el criterio de valoracion
principal: ANCOVA para el cambio con respecto al valor basal en 6MWD
(metros) en la semana 52 (Poblacion de ITT-LOCF excluyendo valores

atipicos con residuos estudiados externamente > 3) - Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa | Alglucosidasa
Alfa/Miglustat Alfa/Placebo
(N = 85) (N = 37)

Estimacion y comparacion de parametros a partir de ANCOVA2
n 85 37
Media de MC (EE) 20.91 (4.519) 6.95 (6.951)
IC del 95 % de Media de MC (11.96, 29.86) | (-6.82,20.72)
Diferencia en medias de MC (EE) | 13.96 (8.421)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat - alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-2.72, 30.64)
Valor de p bilateral 0.100

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; ANCOVA = analisis de covarianza; IC
= intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT-LOCF =
Intencion de tratar-Ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; N =
namero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n = nimero de sujetos con datos
disponibles; EE = error estandar

Nota: EI ANCOVA se bas6 en ITT-LOCF excluyendo los valores atipicos con
residuos externamente estudiados > 3 en magnitud (valor absoluto).

a Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
gue incluye términos para el tratamiento, la 6MWD basal, la edad, la altura, el peso
(todas como covariables continuas), el estado de ERT (sin tratamiento previo con

ERT frente a con experiencia con ERT) y el género.
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Se comprobaron los supuestos para el analisis por MMRM de 6 MWD, incluido
el supuesto de normalidad. A partir del examen del diagrama de diagnéstico y del
ensayo de Shapiro-Wilk, la hipotesis de normalidad para el analisis por MMRM se
incumplio claramente (ensayo de Shapiro-Wilk p < 0.01). Por lo tanto, se realizé un
analisis de covarianza no paramétrico basado en la aleatorizacion, de acuerdo con
lo especificado, para proporcionar una mejor estimacion del efecto del tratamiento.
El andlisis de covarianza no paramétrico basado en la aleatorizacién arrojé una
diferencia media de tratamiento por minimos cuadrados (IC del 95 %) de 6.61 (-
15.12, 28.35), con un valor de p de 0.551.

Para respaldar la importancia clinica y la consistencia del efecto del
tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat sobre los criterios de valoracion
primarios y secundarios clave de 6MWD y % predicho de FVC, ambos dominios
importantes de la enfermedad en pacientes con enfermedad de Pompe, se realiz6
un ensayo global a posteriori (Tabla 30). Este ensayo global se realiz6 clasificando
la respuesta de cada sujeto por separado para cada uno de estos 2 criterios de
valoracion desde la mejora inferior hasta la superior, sumando los 2 rangos para
cada sujeto y analizando los rangos sumados mediante el ensayo de suma de
rangos de Wilcoxon para evaluar la superioridad de cipaglucosidasa alfa/miglustat
frente a alglucosidasa alfa/placebo. El ensayo global mostr6 un mejora superior en
la 6MWD o de la FVC en los pacientes tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat
frente a alglucosidasa alfa/placebo (p=0.022). Este ensayo global respalda los
resultados observados en cada uno de estos criterios de valoracion por separado

en el conjunto de la Poblacién de ITT estudiada.
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Tabla 30: Ensayo de sumade rangos de Wilcoxon basado en la suma
de rangos para 6MWD y FVC (Poblacién de ITT) - Estudio ATB200-03

Tratamiento N Suma de Puntuacio | Estadi | Estadis | Valor
puntuaciones | n media stica ticaZz dep
bilate

ral2

Alglucosidasa 1915.5 50.4 1916 -2.3 0.022

alfa/placebo

Cipaglucosidasa 5587.5 66.5

alfa/miglustat

o N 0O G0 W

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; FVC = capacidad vital forzada; ITT =
intencidn de tratar; N = niamero de sujetos

Nota: Este ensayo global se realiz6 clasificando la respuesta de cada sujeto
(es decir, el cambio con respecto al valor basal hasta la semana 52) por separado
para cada criterio de valoracion, de mejora inferior a mejora superior, sumando los
2 rangos para cada sujeto y analizando los rangos sumados usando el ensayo de
suma de rangos de Wilcoxon.

a Los valores de P proceden del ensayo de Wilcoxon para 2 muestras
con aproximacion t.

. Para el % predicho de FVC (N = 84), el sujeto 2301-1421 tenia un
resultado basal del 70.5 %, pero posteriormente se retird del estudio debido a que
no queria desplazarse al lugar y, por lo tanto, fue excluido del analisis.

Después del blogueo de la base de datos, las discusiones con el investigador
principal revelaron que el sujeto 4005-2511 deliberadamente tuvo un rendimiento
inferior en la 6MWD y en los ensayos de funcién pulmonar en el momento del
cribado para garantizar que cumpliria los criterios de inclusion y conseguir entrar en
el estudio. Se realizé un analisis de sensibilidad preespecificado que excluia los

puntos de datos atipicos, lo que excluyé los puntos de datos de este sujeto. Dado
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que el sujeto admitié un rendimiento inferior en su ensayo de cribado, sus resultados
clinicamente inverosimiles y el andlisis de sensibilidad de valores atipicos
preespecificado que indicaba diferencias sustanciales con respecto al analisis de
ITT que incluia al sujeto, todos los andlisis de eficacia de la poblacion de ITT se
realizaron con y sin este sujeto atipico. Los detalles de este sujeto y los resultados
de los analisis secundarios con este sujeto incluido en la poblacion global y en la
poblacion sin tratamiento previo con ERT pueden consultarse en el CSR del Estudio
ATB200-03. Cabe sefialar que el sujeto atipico pertenecia a la poblacion sin
tratamiento previo con ERT. Por lo tanto, los resultados del analisis en la poblacion
con experiencia con ERT no se vieron afectados.
Criterio de valoracion primario: 6MWD

En el estudio ATB200-03, el cambio medio (DE) en 6MWD (metros) con
respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora media de 20.6
(42.27) metros para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacion con
8.0 (40.56) metros para el grupo de alglucosidasa alfa/placebo. Por lo tanto, los
sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa demostraron mejoras a lo largo del tiempo
en 6MWD, hasta 52 semanas. De forma similar a la poblacion de ITT global, incluso
después de excluir el valor atipico, se violdé el supuesto de normalidad para el
analisis por MMRM basandose en el examen del diagrama de diagnostico y el
ensayo de Shapiro-Wilk (valor de p del ensayo de Shapiro-Wilk <0.01). Por lo tanto,
el analisis no paramétrico basado en ANCOVA se realiz6 como en la poblacion de
ITT global, incluyendo el valor atipico.

El andlisis de covarianza no paramétrico basado en la aleatorizacién tuvo una
media de MC de diferencia de tratamiento (IC 95 %) de 13.66 (-1.17, 28.48), con un
valor de p de 0.071.

La Tabla 31 resume el cambio medio en 6MWD (metros) por visita (Poblacion
de ITT) y analisis por MMRM (Poblacién de ITT-OBS) para la Poblacion con
experiencia con ERT. La Tabla 31 también resume el analisis de covarianza no

paramétrico basado en la aleatorizacion para el cambio en 6MWD en la Semana 52



10

15

20

25

30

218

para los sujetos en la Poblacion de ITT-LOCF. La FIG. 23B muestra un grafico de
lineas de del resumen de estadisticas por visita.

Tabla 31: Resumen del cambio en 6MWD (metros) por visita con
respecto al valor basal hasta la Semana 52 (Poblacién de ITT) y anélisis por
MMRM (Poblacion de ITT-OBS excluyendo al Sujeto 4005-2511) - Estudio
ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =137)
(N =85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 85 -- 37 --
Media (DE) 357.93 -- 350.95 --
(111.843) (121.322)
Mediana 359.50 - 365.50 --
(Q1, Q3) (298.90, (285.50,
418.50) 420.00)
Min, max 79.0, 575.0 -- 112.5, 623.0 --
Semana 52 - Observado
n 81 81 36 36
Media (DE) 376.41 20.56 359.70 8.02 (40.564)
(122.925) (42.266) (137.361)
Mediana 380.50 12.50 371.75 3.15
(Q1, Q3) (300.00, (-3.75, 43.50) (262.50, (-21.75,
465.00) 457.50) 22.78)
Min, max 79.6, 601.5 -59.5,173.5 67.0, 648.6 -55.6, 127.0
Semana 52 - LOCF
n 85 85 37 37
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Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N=37)
(N =285)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Media (DE) 378.72 20.79 358.19 7.24 (40.277)
(123.348) (42.773) (135.750)
Mediana 380.50 12.50 370.00 1.40
(Q1, Q3) (300.00, (-6.90, 43.50) (263.00, (-21.00,
473.00) 446.50) 20.00)
Min, max 79.6, 601.5 -59.5,173.5 67.0, 648.6 -55.6, 127.0
Estimacion y comparacién de los parametros de MMRM en la Semana 52
n 81 36
Media de MC 21.31 (4.649) 7.10 (7.043)
(EE)
IC del 95 % (12.10, 30.53) (-6.86, 21.06)
de Media de
MC

Diferencia de medias de MC (EE)

(cipaglucosidasa alfa/miglustat - alglucosidasa

14.21 (8.481)

alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-2.60, 31.02)
Valor de p bilateral 0.097

Estimacion y comparacion de parametros a partir de ANCOVA no paramétrico®

Diferencia en media de MC (EE)

(cipaglucosidasa alfa -  alglucosidasa

13.66 (7.564)

alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-1.17, 28.48)
Valor de p bilateral 0.071
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Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; ANCOVA = analisis de covarianza; CHG
= cambio con respecto al valor basal; IC = intervalo de confianza; ERT = terapia de
reemplazo enzimatico; ITT = intencidn de tratar; ITT-OBS = poblacion intencion de
tratar que incluye todos los datos observados disponibles sin ninguna imputacion de
datos perdidos en la semana 52; LOCF = ultima observacion trasladada; MC =
minimos cuadrados; max = maximo; min = minimo; MMRM = modelo de efectos
mixtos para medidas repetidas; N = numero de sujetos en cada grupo de
tratamiento; n = numero de sujetos con datos disponibles; Q1 = primer cuartil; Q3 =
tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar

a El valor basal fue la media de los 2 ultimos valores obtenidos en la
fecha de la primera dosis 0 antes.

b Para el analisis se uso el enfoque de MMRM (mediante estimacién de
maxima verosimilitud restringida). EI modelo incluia términos para el tratamiento,
la 6MWD basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas), el
estado de ERT (sin tratamiento previo con ERT frente a con experiencia con ERT),
el género, el tiempo y la interaccion tratamiento-tiempo. Se uso el tiempo como
medida repetida y se aplico un enfoque de covarianza no estructurada.

¢ ANCOVA no paramétrico comparado entre los grupos de tratamiento,
ajustando por 6MWD basal, edad, altura, peso (todas como covariables continuas),
estado de ERT (sin tratamiento previo con ERT frente a con experiencia con ERT)
como estratos, y género.

Criterio de valoracion secundario: % predicho de FVC en sedestacion

El primer criterio de valoracion secundario clave fue el % predicho de FVC en
sedestacion. En la FVC, cipaglucosidasa alfa/miglustat demostré una mejora
nominalmente significativa desde el punto de vista estadistico y una diferencia
clinicamente significativa de superioridad frente a alglucosidasa alfa/placebo en la
poblaciéon  global (p=0.023). Cipaglucosidasa alfa/miglustat disminuy6
significativamente la tasa de deterioro respiratorio en los sujetos tratados con

cipaglucosidasa alfa/miglustat, que mostraron un declive absoluto del 0.9 % en
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comparacion con un declive absoluto del 4.0 % en los sujetos tratados con
alglucosidasa alfa/placebo después de 52 semanas.

La Tabla 32 resume el cambio medio en la FVC por visita (Poblacion de ITT)
con respecto al valor basal hasta la Semana 52 y el modelo ANCOVA (para datos
con distribucion normal). La FIG. 23B muestra un grafico de lineas de del resumen
de estadisticas por visita.

Tabla 32:
sedestacion por visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52
(Poblacion de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) - Excluyendo
al sujeto 4005-2511 - Estudio ATB200-03

Resumen del cambio en el % predicho de FVC en

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =37)
(N = 85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 85 37
Media (DE) | 70.74 (19.573) 69.68
(21.475)
Mediana 70.00 (56.00, 71.00 (50.00,
(Q1, Q3) 84.00) 89.00)
Min, max 30.5,132.5 31.5,122.0
Semana 52 - LOCF
n 840 84 37 37
Media (DE) | 69.81 (19.861) | -0.93 (6.231) 65.73 -3.95 (4.892)
(21.109)
Mediana 69.00 (57.00, | -1.00 (-5.00, | 69.00 (49.00, | -3.00 (-6.50,
(Q1, Q3) 82.00) 4.00) 80.00) 0.00)
Min, max 30.0, 137.0 -17.0, 14.0 28.0, 108.0 -19.5, 2.0
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =37)
(N = 85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto

Estimacidén y comparaciéon de parametros de ANCOVA en la Semana 52¢

n 84 37
Media de MC -1.04 (0.624) -3.70 (0.953)
(EE)

IC del 95 % de (-2.28, 0.19) (-5.59, -1.81)
las medias de

MC

Diferencia de medias de MC (EE) 2.66 (1.156)

(cipaglucosidasa alfa/miglustat - alglucosidasa
alfa/placebo)

IC del 95 % de la diferencia (0.37, 4.95)
Valor de p bilateral 0.023

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = andlisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; FVC = capacidad
vital forzada; ITT = intencion de tratar; LOCF = Ultima observacion trasladada; MC
= minimos cuadrados; max = maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en
cada grupo de tratamiento; n = numero de sujetos con datos disponibles; Q1 =
primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; SD = desviacion estandar; EE = error estandar

a El valor basal fue la media de los 2 ultimos valores obtenidos en la
fecha de la primera dosis o0 antes.

b Para el % predicho de FVC (N = 84), el sujeto 2301-1421 tenia un
resultado basal del 70.5 %, pero posteriormente se retird del estudio debido a que

no queria desplazarse al lugar y, por lo tanto, fue excluido del andlisis.
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¢ Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
basado en los datos observados, incluyendo los términos de tratamiento, %
predicho de FVC en sedestacion basal, edad, altura, peso (todas ellas como
covariables continuas), estado de ERT (sin tratamiento previo con ERT frente a
con experiencia con ERT) y género
El ensayo global también se realiz6 en los criterios de valoracion primarios y
secundarios clave de 6MWD y FVC excluyendo al sujeto atipico (Tabla 33). Los
resultados de este ensayo a posteriori respaldan aun mas la importancia y
consistencia del efecto del tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat sobre la
6MWD y la FVC en la Poblacién de ITT global.
Tabla 33:
de rangos para 6MWD y % predicho de FVC (excluyendo al Sujeto 4005-2511)
- Estudio ATB200-03

Ensayo de sumade rangos de Wilcoxon basada en lasuma

Tratamiento N | Sumade | Puntuac | Esta | Estadi | Valor
puntuaci ion distic | sticaz | dep
ones media a bilatera

|a

Alglucosidasa 37 17935 48.5 1794 -2.6 0.010

alfa/placebo

Cipaglucosidasa 840 | 5587.5 66.5

alfa/miglustat

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; FVC = capacidad vital forzada; N =
namero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n = nUmero de sujetos con datos
disponibles

Nota: Este ensayo global se realizé clasificando la respuesta de cada sujeto
(es decir, el cambio con respecto al valor basal hasta la semana 52) por separado
para cada criterio de valoracion, de mejora inferior a mejora superior, sumando los
2 rangos para cada sujeto y analizando los rangos sumados usando el ensayo de

suma de rangos de Wilcoxon.
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a Los valores de P proceden del ensayo de Wilcoxon para 2 muestras
con aproximacion t.

b Para el % predicho de FVC (N = 84), el sujeto 2301-1421 tenia un
resultado basal del 70.5 %, pero posteriormente se retird del estudio debido a que
no queria desplazarse al lugar y, por lo tanto, fue excluido del analisis.

Puntuacion de extremidades inferiores de MMT

En el Estudio ATB200-03, el cambio medio (DE) en la puntuacion de
extremidades inferiores de MMT con respecto al valor basal hasta la Semana 52
mostr6 una mejora numérica de 1.6 (3.78) para el grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat en comparacion con 0.9 (2.58) para el grupo de alglucosidasa
alfa/placebo, aunque no se alcanzoé la superioridad estadistica en esta evaluacion
de la fuerza muscular (p=0.191).

La Tabla 34 resume el cambio en la puntuacion de extremidades inferiores
de MMT por visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52 (Poblacién de
ITT) y el modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF). La FIG. 28 muestra un grafico
de lineas de del resumen de estadisticas por visita.

Tabla 34: Resumen del cambio en la puntuacion de extremidades
inferiores de MMT por visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52
(Poblacién de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) - Excluyendo
al sujeto 4005-2511 - Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =37)
(N =85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 84 34
Media (DE) | 27.96 (5.757) 27.65 (6.169)
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Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N=37)
(N = 85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Mediana 28.00 (24.00, 28.00 (24.00,
(Q1, Q3) 32.00) 32.00)
Min, max 15.0, 39.0 14.0, 40.0
Semana 52 - LOCF
n 80 80 34 34
Media (DE) | 29.73 (6.042) | 1.56 (3.783) | 28.53 (6.999) | 0.88 (2.579)
Mediana 30.00 (25.00, 1.00 (0.00, 29.00 (24.00, 1.00 (0.00,
(Q1, Q3) 35.00) 4.00) 34.00) 2.00)
Min, max 14.0, 40.0 -10.0, 18.0 10.0, 40.0 -5.0, 7.0
Estimacion y comparaciéon de parametros a partir de ANCOVAP
n 80 34
Media de 1.64 (0.388) 0.68 (0.603)
MC (EE)
IC del 95 % (0.87, 2.41) (-0.51, 1.88)
de las
medias de
MC
Diferencia de medias de MC (EE) 0.96 (0.727)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-0.48, 2.40)
Valor de p bilateral 0.191

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
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intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencién de
tratar; LOCF = Ultima observacion arrastrada; MC = minimos cuadrados; max =
maximo; min = minimo; MMT = ensayo muscular manual; N = nimero de sujetos en
cada grupo de tratamiento; n = numero de sujetos con datos disponibles; Q1 =
primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar

Nota: La puntuacion total de la fuerza de las extremidades inferiores de MMT
incluye las siguientes 8 partes del cuerpo: flexidbn de cadera derecha/izquierda,
abduccion de cadera derechalizquierda, flexion de rodilla derechalizquierda y
extension de rodilla derechal/izquierda. La puntuacion de MMT oscila entre 0 y 40, y
las puntuaciones mas bajas indican una fuerza muscular mas débil.

a El valor basal fue el dltimo valor no ausente antes de la administracion
de la primera dosis del farmaco de estudio.

b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
que incluye términos para el tratamiento, la puntuacion basal de extremidades
inferiores de MMT, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas),
el estado de ERT (sin tratamiento previo con ERT frente a con experiencia con
ERT) y el género.

6MWD en la Semana 26

Los resultados de la semana 26 coincidieron en general con los de la semana
52. Para el modelo ANCOVA, la media de MC de diferencia de tratamiento (IC 95 %)
fue de 8.17 (-4.24, 20.57) metros, con un valor de p de 0.195.

PROMIS-Funcion fisica

En el Estudio ATB200-03, el cambio medio (DE) en la puntuacién total de
PROMIS-Funcion fisica con respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostr6 una
mejora media de 1.9 (7.50) para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en
comparacion con 0.2 (10.82) para el grupo de alglucosidasa alfa/placebo. PROMIS-
Funcion fisica mostré una mejora numéricamente superior en los sujetos tratados
con cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacién con los sujetos tratados con
alglucosidasa alfa/placebo, pero estas mejoras no alcanzaron la superioridad
estadistica (p=0.276).
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La Tabla 35 resume el cambio medio en la puntuacion total del Formulario
corto 20 a PROMIS-Funcion fisica por visita (Poblacién de ITT) con respecto al valor
basal hasta la Semana 52 y el modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF)
excluyendo al Sujeto 4005-2511. La FIG. 30 muestra un grafico de lineas de del
resumen de estadisticas por visita.

Tabla 35: Resumen del cambio en el Formulario corto 20a de
PROMIS-funcién fisica por visita con respecto al valor basal hasta la Semana
52 (Poblacién de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) - Excluidos
los sujetos 4005-2511 - Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =37)
(N = 85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 84 37
Media (DE) | 66.86 (12.261) 67.97 (13.090)
Mediana 67.00 (60.00, 67.00 (59.00,
(Q1, Q3) 75.50) 74.00)
Min, max 37.0,96.0 44.0, 97.0
Semana 52 - LOCF
n 84 84 37 37
Media (DE) | 68.80 (12.954) | 1.94 (7.498) |68.16 (16.269) | 0.19 (10.819)
Mediana 68.00 (59.50, 0.00 (-2.50, 69.00 (56.00, | -1.00 (-6.00,
(Q1, Q3) 77.00) 6.00) 79.00) 4.00)
Min, max 36.0, 99.0 -14.0, 28.0 37.0,97.0 -30.0, 30.0
Estimacion de parametros de ANCOVA y comparacién en la Semana 52b
n 84 37
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=37)
(N = 85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Media de 1.98 (0.921) 0.11 (1.406)
MC (EE)
IC del 95 % (0.15, 3.80) (-2.68, 2.89)
de las
medias de
MC
Diferencia de medias de MC (EE) 1.87 (1.706)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-1.51, 5.25)
Valor de p bilateral 0.276

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = analisis de covarianza; IC = intervalo de confianza; CHG = cambio con

respecto al valor basal; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencion de

tratar; LOCF = Ultima observacién trasladada; MC = minimos cuadrados; max
maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n =
namero de sujetos con datos disponibles; PROMIS = Sistema de informacion de
medicion de resultados informados por los pacientes; Q1 = primer cuartil; Q3 =
tercer cuartil; SD = desviacion estandar; EE = error estandar
Nota: La puntuacion total esta en el intervalo de 20 a 100, y una puntuacion
mas alta indica una menor repercusiéon en la funcién fisica.
a El valor basal fue el Gltimo valor no ausente antes de la administracion
de la primera dosis del farmaco de estudio.
b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA

gue incluye términos para el tratamiento, la puntuacion total de PROMIS-Funcién
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fisica basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas), el
estado de ERT (sin tratamiento previo con ERT frente a con experiencia con ERT)
y el género.

PROMIS-Fatiga

El cambio medio (DE) en la puntuacién total de PROMIS-Fatiga con respecto
al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora media de -1.9 (0.59) para el
grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparaciéon con -1.9 (0.90) para el
grupo de alglucosidasa alfa/placebo. PROMIS-Fatiga mostré una mejora similar
entre los sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat y alglucosidasa
alfa/placebo (p=0.970).

La Tabla 36 resume el cambio medio en la puntuacion total de PROMIS-
Fatiga por visita (Poblacién de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF)
con respecto al valor basal hasta la Semana 52 para la Poblacién de ITT excluyendo
al Sujeto 4005-2511. La FIG. 31 muestra un grafico de lineas de del resumen de
estadisticas por visita.

Tabla 36: Resumen del cambio en el Formulario corto 8a de PROMIS-
Fatiga por visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52 (Poblacién de
ITT) y puntuacion total de modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) -
Excluidos los sujetos 4005-2511 - Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =37)
(N = 85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?

n 85 37

Media (DE) | 22.26 (8.304) 21.08 (6.098)

Mediana 22.00 (16.00, 21.00 (17.00,

(Q1, Q3) 29.00) 24.00)
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Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N=37)
(N =285)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Min, méx 8.0, 40.0 8.0,34.0
Semana 52 - LOCF
n 85 85 37 37
Media (DE) | 20.24 (7.492) | -2.02 (5.763) | 19.41 (6.735) | -1.67 (6.623)
Mediana 19.00 (16.00, -1.00 (-5.00, 18.00 (15.00, -1.00 (-5.00,
(Q1, Q3) 26.00) 2.00) 24.00) 3.00)
Min, max 8.0, 40.0 -19.0, 12.0 8.0, 37.0 -21.0, 10.0
Estimacion y comparacién de parametros a partir de ANCOVAP
n 85 37
Media de -1.90 (0.585) -1.94 (0.901)
MC (EE)
IC del 95 % (-3.06, -0.74) (-3.73, -0.15)
de las
medias de
MC
Diferencia de medias de MC (EE) 0.04 (1.092)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-2.12, 2.20)
Valor de p bilateral 0.970

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =

intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencion de

tratar; LOCF = ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; max =
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maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n =
namero de sujetos con datos disponibles; PROMIS = Sistema de informacion de
medicion de resultados informados por los pacientes; Q1 = primer cuartil; Q3 =
tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar

Nota: Si faltaban parcialmente puntuaciones postbasales pero se disponia de
= 50 % de puntos, la puntuacién total se calcul6 como la media de los puntos no
faltantes multiplicada por el nimero total de puntos previstos.

Nota: La puntuacion total oscilé entre 8 y 40, lo que indica la puntuacién mas
baja una menor repercusion de la fatiga, y se calcul6 sumando las puntuaciones (de
1 a 5) de los 8 puntos.

a El valor basal fue el dltimo valor no ausente antes de la administracion
de la primera dosis del farmaco de estudio.

b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
que incluye términos para el tratamiento, la puntuacion total de PROMIS-Fatiga
basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas), el estado de
ERT (sin tratamiento previo con ERT frente a con experiencia con ERT) y el
género.

GSGC

En el Estudio ATB200-03, el cambio medio (DE) en la puntuacion total de
GSGC con respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora media de
-0.53 (2.54) para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacién con
0.77 (1.81) para el grupo de alglucosidasa alfa/placebo. En la poblacion global,
GSGC mostr6 mejoras nominalmente significativas tras el tratamiento con
cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacién con alglucosidasa alfa, con un valor
de p de 0.009.

La Tabla 37 resume el cambio medio en la puntuacion total de GSGC por
visita (Poblacion de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) con respecto
al valor basal hasta la Semana 52 para la Poblacion de ITT excluyendo al Sujeto
4005-2511. La FIG. 29 muestra un grafico de lineas de del resumen de estadisticas

por visita.
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Resumen del cambio en la puntuacion total de GSGC por

visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52 (Poblacion de ITT) y
modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) - Excluyendo al sujeto 4005-2511 -

Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N=37)
(N =285)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 74 32
Media (DE) | 14.51 (5.171) 14.50 (4.718)
Mediana 16.00 (12.00, 16.00 (10.50,
(Q1, Q3) 18.00) 18.00)
Min, max 4.0, 24.0 4.0, 22.0
Semana 52 - LOCF
n 72 72 30 30
Media (DE) | 13.74 (5.371) | -0.53 (2.542) | 15.00 (4.488) | 0.77 (1.813)
Mediana 15.00 (9.50, 0.00 (-2.00, | 16.00 (13.00, 0.50 (0.00,
(Q1, Q3) 18.00) 1.00) 18.00) 2.00)
Min, max 4.0, 24.0 -8.0, 4.0 5.0, 22.0 -4.0,5.0

Estimacion y comparacién de parametros a partir de ANCOVAP

n 72 30
Media de -0.567 (0.280) 0.847 (0.440)
MC (EE)

IC del 95 % (-1.123, -0.010) (-0.026, 1.720)
de las

medias de

MC
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=37)
(N = 85)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Diferencia de medias de MC (EE) -1.414 (0.528)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-2.463, -0.364)
Valor de p bilateral 0.009

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; GSGC = Marcha,
Escaleras, maniobra de Gowers y Ensayo de la silla; ITT = intencion de tratar; LOCF
= ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; max = maximo; min =
minimo; N = nimero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n = nimero de sujetos
con datos disponibles; Q1 = primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; SD = desviacion
estandar; EE = error estandar

Nota: La puntuacién de la marcha se basoé en el ensayo de caminar 10 m; la
puntuacion de las escaleras se basdé en que el sujeto subiera escaleras; la
puntuacion de la maniobra de Gowers se basé en que el sujeto se tumbara en el
suelo y, después, se levantara del suelo para ponerse de pie; la puntuacion de la
silla se baso6 en que el sujeto se levantara de una posicion en sedestacion en una
silla para ponerse de pie.

Nota: La puntuacion total de GSGC fue la suma de los 4 ensayos y esta
comprendida entre un minimo de 4 puntos (rendimiento normal) y un maximo de 27
puntos (peor puntuacion).

Nota: La media de MC y la EE se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA.

a El valor basal fue el tltimo valor no ausente antes de la administracion

de la primera dosis del farmaco de estudio.
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b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
que incluye términos para el tratamiento, la puntuacion total de GSGC, la edad, la
altura, el peso (todas como covariables continuas), el estado de ERT (sin
tratamiento previo con ERT frente a con experiencia con ERT) y el género.

Los valores absolutos de los componentes cronometrados de GSGC con
respecto al valor basal hasta la Semana 52 en la Poblacion de ITT, excluyendo al
Sujeto 4005-2511, favorecieron claramente el tratamiento con cipaglucosidasa
alfa/miglustat en comparacion con alglucosidasa alfa/placebo.

Poblacién con experiencia con ERT

Cabe sefialar que el sujeto atipico (Sujeto 4005-2511) pertenecia a la
Poblacién sin tratamiento previo con ERT. Por lo tanto, los resultados en la
poblacién con experiencia con ERT no se vieron afectados.

Criterio de valoracion primario: 6MWD en la Semana 52

En la poblaciéon con experiencia con ERT (n = 95), el cambio medio (DE) en
6MWD (metros) con respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora
media de 16.3 (39.46) metros para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en
comparacion con 0.7 (39.84) metros para el grupo de alglucosidasa alfa/placebo.
Por lo tanto, los sujetos con experiencia con ERT tratados con cipaglucosidasa alfa
demostraron mejoras a lo largo del tiempo en la 6MWD, hasta las 52 semanas.

Para el analisis por MMRM usando la estimacién de maxima verosimilitud
restringida, la media de MC de diferencia de tratamiento (IC 95 %) fue del 16.45 %
(-1.86, 34.77), con un valor de p nominal de 0.078 (Tabla 38).

Al igual que en la Poblacion de ITT, excluyendo el valor atipico, el supuesto
de normalidad para el analisis por MMRM se incumplié de acuerdo con el examen
del diagrama de diagnéstico y el ensayo de Shapiro-Wilk (valor de p del ensayo de
Shapiro-Wilk < 0.01). Por lo tanto, el ANCOVA no paramétrico basado en la
aleatorizacion se realizd de acuerdo con lo previsto, lo que arrojé un valor de p
nominal de 0.047. La FIG. 25 muestra un grafico de lineas de del resumen de

estadisticas por visita.



10

15

20

25

30

Tabla 38:

235

Resumen del cambio en 6MWD (metros) por visita con

respecto al valor basal hasta la Semana 52 (Poblacion de ITT) y analisis por
MMRM (Poblacién de ITT-OBS) - Poblacion con experiencia con ERT - Estudio

ATB200-03
Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 65 30
Media (DE) 346.94 334.62
(110.213) (114.023)
Mediana 352.50 343.50
(Q1, Q3) (294.50, (260.60,
403.00) 420.00)
Min, max 79.0, 557.5 112.5,532.3
Semana 52 - Observado
n 61 61 29 29
Media (DE) 359.79 16.34 (39.462) 335.66 0.70 (39.841)
(122.494) (131.666)
Mediana 360.50 9.65 348.00 -8.65
(Q1, Q3) (296.00, (-7.90, 41.00) (250.40, (-24.40, 17.35)
428.00) 438.60)
Min, max 79.6, 601.5 -57.1,173.5 67.0, 576.0 -55.6, 127.0
Semana 52 - LOCF
n 65 65 30 30
Media (DE) 363.83 16.89 (40.393) 334.60 -0.02 (39.345)
(123.522) (129.506)
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Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Mediana 363.50 9.65 339.03 -8.93
(Q1, Q3) (296.00, (-7.90, 41.00) (250.40, (-24.40, 17.35)
435.00) 438.60)
Min, max 79.6, 601.5 -57.1,173.5 67.0,576.0 -55.6, 127.0
Estimacion y comparacion de parametros a partir de MMRMP
n 61 29
Media de 17.04 (5.151) 0.59 (7.569)
MC (EE)
IC del 95 % (6.79, 27.29) (-14.5, 15.65)
de las
medias de
MC

medias de MC
alfa/miglustat

Diferencia de
(cipaglucosidasa

alglucosidasa alfa/placebo)

(EE)

16.45 (9.209)

IC del 95 % de la diferencia

(-1.86, 34.77)

Valor de p bilateral

0.078

Estimacion y comparacioén de parametros a partir de ANCOVA no paramétrico®

Diferencia de medias de MC
(cipaglucosidasa alfa -

alfa/placebo)

(EE)

alglucosidasa

16.76 (8.433)

IC del 95 % de la diferencia

(0.24, 33.29)

Valor de p bilateral

0.047
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Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; ANCOVA = andlisis de covarianza; CHG
= cambio con respecto al valor basal; IC = intervalo de confianza; ERT = terapia de
reemplazo enzimatico; ITT = intencidn de tratar; ITT-OBS = poblacion intencion de
tratar que incluye todos los datos observados disponibles sin ninguna imputacion de
datos perdidos en la semana 52; LOCF = ultima observacion trasladada; MC =
minimos cuadrados; max = maximo; min = minimo; MMRM = modelo de efectos
mixtos para medidas repetidas; N = numero de sujetos en cada grupo de
tratamiento; n = numero de sujetos con datos disponibles; Q1 = primer cuartil; Q3 =
tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar

a El valor basal fue la media de los 2 ultimos valores obtenidos en la
fecha de la primera dosis 0 antes.

b Para el analisis se uso el enfoque de MMRM (mediante estimacién de
maéaxima verosimilitud restringida). EI modelo incluye términos para el tratamiento,
la 6MWD basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas), el
género, el tiempo y la interaccion tratamiento-tiempo. Se usé el tiempo como
medida repetida y se aplicé un enfoque de covarianza no estructurada.

¢ ANCOVA no paramétrico comparado entre los grupos de tratamiento,
ajustando por 6MWD basal, edad, altura, peso (todas como covariables continuas)
y género.

% predicho de FVC en sedestacion

En el subgrupo con experiencia con ERT, cipaglucosidasa alfa/miglustat
demostré una mejora nominalmente significativa desde el punto de vista estadistico
y una diferencia clinicamente significativa de superioridad frente a alglucosidasa
alfa/placebo (p=0.006). Cipaglucosidasa alfa/miglustat mejord ligeramente la tasa
de deterioro respiratorio en los sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat,
gue mostraron un aumento absoluto del 0.1 % en comparacion con un declive
absoluto del 4.0 % en los sujetos tratados con alglucosidasa alfa/placebo después

de 52 semanas.
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La Tabla 39 resume el cambio medio en el % predicho de FVC por visita y la
media de MC de diferencia de tratamiento (con ANCOVA para datos distribuidos
normalmente) con respecto al valor basal hasta la Semana 52 para los sujetos con
experiencia con ERT. La FIG. 25 muestra un grafico de lineas de del resumen de
estadisticas por visita.

Tabla 39: Resumen del cambio en el % predicho de FVC en
sedestacion por visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52
(Poblacién de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) - Poblacién
con experiencia con ERT - Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 65 30
Media (DE) | 67.85 (19.052) 67.48 (20.993)
Mediana 68.00 (54.50, 69.00 (50.00,
(Q1, Q3) 81.00) 81.50)
Min, max 30.5, 1325 31.5,122.0
Semana 52 - LOCF
n 64 64 30 30
Media (DE) | 67.86 (19.777) | 0.05(5.843) | 63.47 (20.480) | -4.02 (5.009)
Mediana 67.50 (54.50, 0.50 (-4.50, 62.00 (49.00, | -3.25(-7.00,
(Q1, Q3) 79.50) 4.00) 76.00) 0.00)
Min, max 30.0, 137.0 -17.0,14.0 28.0, 108.0 -19.5,2.0
Estimacion y comparacion de parametros a partir de ANCOVA
n 64 30
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Media de -0.12 (0.688) -3.64 (1.019)
MC (EE)
IC del 95 % (-1.49, 1.24) (-5.66, -1.61)
de las
medias de
MC
Diferencia de medias de MC (EE) 3.51 (1.250)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (1.03, 5.99)
Valor de p bilateral 0.006

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =

intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; FVC = capacidad

vital forzada; ITT = intencion de tratar; LOCF = Ultima observacion trasladada; MC

= minimos cuadrados; max = maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en

cada grupo de tratamiento; n = nimero de sujetos con datos disponibles; Q1 =

primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; SD = desviacion estandar; EE = error estandar

Nota: Todas las estimaciones se obtuvieron a partir de un modelo ANCOVA

que incluia términos para el tratamiento, el % predicho de FVC en sedestacion

basal, la edad, la estatura, el peso (todas ellas como covariables continuas) y el

género.

a El valor basal fue la media de los 2 ultimos valores obtenidos en la

fecha de la primera dosis o antes.
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Puntuacion de extremidades inferiores de MMT

El cambio medio (DE) en la puntuacién de extremidades inferiores de MMT
con respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora de 1.6 (4.13)
para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacién con 0.9 (2.81) para
el grupo de alglucosidasa alfa/placebo. Los resultados de las puntuaciones de
extremidades inferiores de MMT en ambos grupos de tratamiento mostraron mejora
y favorecieron direccionalmente a cipaglucosidasa alfa/miglustat sobre
alglucosidasa alfa/placebo (p=0.436).

La Tabla 40 resume el cambio medio en la puntuacion de extremidades
inferiores de MMT por visita (Poblacion de ITT) con respecto al valor basal hasta la
Semana 52 y el modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) para la Poblacion con
experiencia con ERT. La FIG. 28 muestra un grafico de lineas de del resumen de
estadisticas por visita.

Tabla 40:
inferiores de MMT por visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52
(Poblacién de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) - Poblacién
con experiencia con ERT - Estudio ATB200-03

Resumen del cambio en la puntuacion de extremidades

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto

Valor basal?

n 64 27

Media (DE) | 26.38 (5.144) 26.11 (5.813)

Mediana 26.00 (23.50, 26.00 (23.00,

(Q1, Q3) 30.00) 29.00)

Min, max 15.0, 39.0 14.0, 40.0
Semana 52 - LOCF
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
n 60 60 27 27
Media (DE) | 28.18 (5.589) | 1.63(4.129) | 26.96 (6.802) | 0.85(2.811)
Mediana 28.00 (24.00, 1.00 (0.00, 28.00 (22.00, 1.00 (0.00,
(Q1, Q3) 32.50) 4.00) 32.00) 3.00)
Min, max 14.0, 40.0 -10.0, 18.0 10.0, 40.0 -5.0, 7.0
Estimacién y comparaciéon de parametros a partir de ANCOVAP
n 60 27
Media de 1.60 (0.486) 0.90 (0.735)
MC (EE)
IC del 95 % (0.64, 2.57) (-0.56, 2.36)
de las
medias de
MC
Diferencia de medias de MC (EE) 0.70 (0.896)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-1.08, 2.49)
Valor de p bilateral 0.436

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencion de
tratar; LOCF = ultima observacion arrastrada; MC = minimos cuadrados; max =
maximo; min = minimo; MMT = ensayo muscular manual; N = nimero de sujetos en
cada grupo de tratamiento; n = niumero de sujetos con datos disponibles; Q1 =

primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar
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Nota: La puntuacion total de extremidades inferiores incluia las siguientes 8
partes del cuerpo: flexion de la cadera derechal/izquierda, abduccion de la cadera
derechalizquierda, flexion de la rodilla derecha/izquierda y extension de la rodilla
derechalizquierda. La puntuacion oscila entre 0 y 40. Las puntuaciones mas bajas
indican una menor fuerza muscular.

a El valor basal es el valor no ausente antes de la administracion de la
primera dosis del farmaco de estudio.

b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
gue incluye términos para el tratamiento, la puntuacion de extremidades inferiores
de MMT basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas) y el
género.

Los resultados del cambio en la 6MWD con respecto al valor basal hasta la
semana 26 para los sujetos con experiencia con ERT coincidieron en general con
los resultados en la semana 52. Para el modelo ANCOVA, la media de MC de
diferencia de tratamiento (IC 95 %) fue de 9.62 (-3.82, 23.06) metros, con un valor
de p de 0.158.

PROMIS-Funcion fisica

El cambio medio (DE) en la puntuacion total de PROMIS-Funcién fisica con
respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora media de 1.8 (7.18)
para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacion con 1.0 (11.20) para
el grupo de alglucosidasa alfa/placebo. Los resultados de la escala PROMIS-
Funcion fisica mostraron mejora y favorecieron direccionalmente a cipaglucosidasa
alfa/miglustat sobre alglucosidasa alfa/placebo (p=0.110).

La Tabla 41 resume el cambio medio en la puntuacion total de PROMIS-
Funcion Fisica por visita (Poblacion de ITT) con respecto al valor basal hasta la
Semana 52 y el modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) para la Poblacion con
experiencia con ERT. La FIG. 30 muestra un gréafico de lineas de del resumen de
estadisticas por visita.

Tabla 41: Resumen del cambio en el Formulario corto 20a de

PROMIS-funciodn fisica por visita con respecto al valor basal hasta la Semana
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52 (Poblacién de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) - Poblacién
con experiencia con ERT - Estudio ATB200-03

10

15

20

25

30

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 64 30
Media (DE) | 64.43 (11.379) 66.87 (12.286)
Mediana 64.50 (58.00, 67.00 (59.00,
(Q1, Q3) 71.00) 73.00)
Min, max 37.0,94.0 44.0, 97.0
Semana 52 - LOCF
n 64 64 30 30
Media (DE) |66.19 (12.325) | 1.76 (7.179) |65.90 (15.790) | -0.97 (11.196)
Mediana 66.00 (58.00, 0.50 (-2.00, 66.00 (56.00, -2.00 (-6.00,
(Q1, Q3) 74.00) 6.00) 75.00) 3.00)
Min, max 36.0, 99.0 -14.0, 26.0 37.0,97.0 -30.0, 30.0
Estimacién y comparaciéon de parametros a partir de ANCOVAP
n 64 30
Media de 1.90 (1.071) -1.25 (1.587)
MC (EE)
IC del 95 % (-0.23, 4.02) (-4.40, 1.91)
de las
medias de
MC
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Diferencia de medias de MC (EE) 3.14 (1.948)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-0.73, 7.02)
Valor de p bilateral 0.110

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimético; ITT = intencion de
tratar; LOCF = ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; max =
maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n =
namero de sujetos con datos disponibles; PROMIS = Sistema de informacion de
medicion de resultados informados por los pacientes; Q1 = primer cuartil; Q3 =
tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar

Nota: La puntuacion total oscila entre 20 y 100, y una puntuacion mas alta
indica una menor repercusion en la funcion fisica.

a El valor basal fue el tltimo valor no ausente antes de la administracion
de la primera dosis del farmaco de estudio.

b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
que incluye términos para el tratamiento, la puntuacion total de PROMIS-Funcion
fisica basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas) y el
género.

PROMIS-Fatiga

El cambio medio (DE) en la puntuacion total de PROMIS-Fatiga con respecto
al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora media de -0.1 (5.99) para el
grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacion con -0.5 (5.72) para el
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grupo de alglucosidasa alfa/placebo. Las puntuaciones de PROMIS-Fatiga
mostraron mejora, pero mejoraron de forma similar entre los sujetos tratados con
cipaglucosidasa alfa/miglustat y alglucosidasa alfa/placebo (p=0.476).

La Tabla 42 resume el cambio medio en la puntuacion total de PROMIS-
Fatiga por visita (Poblacion de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF)
con respecto al valor basal hasta la Semana 52 para la Poblacién con experiencia
con ERT. La FIG. 31 muestra un gréafico de lineas de del resumen de estadisticas
por visita.

Tabla 42:
8a de PROMIS-funcion fisica por visita con respecto al valor basal hasta la
Semana 52 (Poblacion de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) -
Poblacidén con experiencia con ERT - Estudio ATB200-03

Resumen del cambio en la puntuacion del Formulario corto

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =30)
(N =65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 65 30
Media (DE) | 22.00 (7.924) 20.37 (5.379)
Mediana 23.00 (16.00, 20.00 (17.00,
(Q1, Q3) 29.00) 23.00)
Min, max 8.0, 39.0 8.0, 32.0
Semana 52 - LOCF
n 65 65 30 30
Media (DE) | 21.86 (7.888) | -0.14 (5.986) | 19.87 (6.882) | -0.50 (5.722)
Mediana 22.00 (17.00, 0.00 (-4.00, 18.00 (16.00, 0.50 (-5.00,
(Q1, Q3) 28.00) 3.00) 24.00) 3.00)
Min, max 8.0, 39.0 -16.0, 19.0 8.0, 38.0 -11.0, 11.0
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Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N =30)
(N = 65)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto

Estimacion y comparacién de parametros a partir de ANCOVAP

n 65 30
Media de -1.63 (0.637) -0.79 (0.953)
MC (EE)

IC del 95 % (-2.89, -0.36) (-2.68, 1.10)
de las

medias de

MC

Diferencia de medias de MC -0.84 (1.169)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat

alglucosidasa alfa/placebo)

IC del 95 % de la diferencia (-3.16, 1.49)
Valor de p bilateral 0.476

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

ANCOVA = andlisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =

intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencién de

tratar; LOCF = ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; max =

maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n =

namero de sujetos con datos disponibles; PROMIS = Sistema de informacion de

medicion de resultados informados por los pacientes; Q1 = primer cuartil; Q3 =

tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar

Nota: La puntuacion total oscila entre 8 y 40. Una puntuacion mas baja indica

una menor repercusion de la fatiga, y se calcula sumando las puntuaciones (de 1 a

5) de los 8 puntos.
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a El valor basal es el ultimo valor no ausente antes de la administracion
de la primera dosis del farmaco de estudio.

b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
gue incluye términos para el tratamiento, la puntuaciéon total de PROMIS-Fatiga
basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas) y el género.

GSGC

El cambio medio (DE) en la puntuacién total de GSGC con respecto al valor
basal hasta la Semana 52 mostré una mejora media de -0.5 (2.53) para el grupo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacion con 0.6 (1.83) para el grupo de
alglucosidasa alfa/placebo. De forma similar a la poblacién global, GSGC mostr6
mejoras nominalmente significativas tras el tratamiento con cipaglucosidasa
alfa/miglustat en comparacion con alglucosidasa alfa/placebo (p=0.050).

La Tabla 43 resume el cambio medio en la puntuacion total de GSGC por
visita (Poblacion de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) con respecto
al valor basal hasta la Semana 52 para la Poblacion con experiencia con ERT. La
FIG. 29 muestra un grafico de lineas de del resumen de estadisticas por visita.

Tabla 43: Resumen del cambio en la puntuacion total de GSGC por
visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52 (Poblacion de ITT) y
modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) - Poblacién con experiencia con
ERT - Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N = 25)
(N =55)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 55 25
Media (DE) | 15.61 (4.073) 15.52 (4.350)
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N =25)
(N =55)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Mediana 16.00 (13.00, 17.00 (14.00,
(Q1, Q3) 18.00) 18.00)
Min, max 6.0, 24.0 4.0,22.0
Semana 52 - LOCF
n 54 54 23 23
Media (DE) | 14.96 (4.809) | -0.53 (2.534) | 15.87 (4.170) | 0.61 (1.828)
Mediana 17.00 (11.00, 0.00 (-2.00, 17.00 (14.00, 0.00 (0.00,
(Q1, Q3) 19.00) 1.00) 18.00) 2.00)
Min, max 4.0,24.0 -7.0,4.0 5.0,22.0 -4.0,5.0
Estimacion y comparacién de parametros a partir de ANCOVAP
n 54 23
Media de -0.54 (0.318) 0.65 (0.494)
MC (EE)
IC del 95 % (-1.18, 0.09) (-0.34, 1.63)
de las
medias de
MC
Diferencia de medias de MC (EE) -1.19 (0.596)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-2.38, -0.00)
Valor de p bilateral 0.050

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
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intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; GSGC = Marcha,
Escaleras, maniobra de Gowers y Ensayo de la silla; ITT = intencion de tratar; LOCF
= Ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; N = nimero de sujetos
en cada grupo de tratamiento; n = nimero de sujetos con datos disponibles; max =
maximo; min = minimo; Q1 = primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; SD = desviacion
estandar; EE = error estandar

Nota: La puntuacion de la marcha se baso en el ensayo de caminar 10 m; la
puntuacion de las escaleras se basé en que el sujeto subiera escaleras; la
puntuacion de la maniobra de Gowers se basé en que el sujeto se tumbara en el
suelo y, después, se levantara del suelo para ponerse de pie; la puntuacion de la
silla se baso6 en que el sujeto se levantara de una posicion en sedestacion en una
silla para ponerse de pie. La puntuacion total de GSGC fue la suma de los 4 ensayos
y esta comprendida entre un minimo de 4 puntos (rendimiento normal) y un maximo
de 27 puntos (peor puntuacion).

a El valor basal fue el dltimo valor no ausente antes de la administracion
de la primera dosis del farmaco de estudio.

. Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
que incluye términos para el tratamiento, la puntuacion total de GSGC basal, la
edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas) y el género.

Poblacién sin tratamiento previo con ERT (excluyendo al Sujeto 4005-
2511)

Criterio de valoracion primario: 6MWD en la Semana 52

El cambio medio (DE) en 6MWD con respecto al valor basal hasta la Semana
52 mostr6 una mejora media de 33.4 (48.70) metros para el grupo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacion con 38.3 (29.32) metros para el
grupo de alglucosidasa alfa/placebo. En la poblacion sin tratamiento previo con ERT
(n = 27), los sujetos de ambos grupos de tratamiento mostraron una mejora en la
6MWD en la semana 52 (p=0.748).

La Tabla 44 resume el cambio medio en 6MWD por visita (Poblacion de ITT)

con respecto al valor basal hasta la Semana 52 y el andlisis por MMRM (Poblacién
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de ITT-OBS) para la Poblacion sin tratamiento previo con ERT excluyendo al Sujeto
4005-2511. La FIG. 26B muestra un gréfico de lineas del resumen de estadisticas
por visita, incluyendo al sujeto 4005-2511.

Tabla 44 Resumen del cambio en 6MWD (metros) por visita con
respecto al valor basal hasta la Semana 52 (Poblacién de ITT) y anélisis por
MMRM (Poblacion de ITT-OBS) - Poblacién sin tratamiento previo con ERT,
excluyendo al Sujeto 4005-2511 - Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 20 7
Media (DE) 393.64 420.94
(112.388) (135.749)
Mediana 375.15 385.50
(Q1, Q3) (329.50, (351.40,
498.75) 522.65)
Min, max 154.0, 575.0 201.0, 623.0
Semana 52 - Observado
n 20 20 7 7
Media (DE) 427.09 33.44 (48.704) 459.28 38.34 (29.315)
(112.473) (121.657)
Mediana 452 24.00 446.50 33.50
(Q1, Q3) (348.75, (-0.00, 69.73) (370.00, (18.60, 63.50)
505.65) 570.65)
Min, max 166.5, 599.3 -59.5, 120.0 284.5, 648.6 -4.3, 83.5
Semana 52 - LOCF
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Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG

absoluto absoluto
n 20 20 7 7
Media (DE) 427.09 33.44 (48.704) 459.28 38.34 (29.315)

(112.473) (121.657)
Mediana 452.58 24.00 446.50 33.50
(Q1, Q3) (348.75, (-0.00, 69.73) (370.00, (18.60, 63.50)

505.65) 570.65)
Min, max 166.5, 599.3 -59.5, 120.0 284.5, 648.6 -4.3, 83.5
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto

Estimacion y comparacién de parametros a partir de MMRMP

n 20 7
Media de 32.92 (9.912) 39.47 (17.15)
MC (EE)

IC del 95 % (12.40, 53.44) (4.08, 74.87)
de las

medias de

MC

Diferencia de medias de MC (EE) -6.55 (20.207)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -

alglucosidasa alfa/placebo)

IC del 95 % de la diferencia (-48.19, 35.08)

Valor de p bilateral 0.748

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; CHG = cambio con respecto al valor
basal; IC = intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT =
intencién de tratar; ITT-OBS = poblacion intencion de tratar que incluye todos los
datos observados disponibles sin ninguna imputacion de datos perdidos en la
semana 52; LOCF = ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; max
= maximo; min = minimo; MMRM = modelo de efectos mixtos para medidas
repetidas; N = numero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n = niumero de
sujetos con datos disponibles; Q1 = primer cuartil; Q3 = tercer cuartil;, DE =
desviacion estandar; EE = error estandar

a El valor basal fue la media de los 2 ultimos valores obtenidos en la

fecha de la primera dosis o0 antes.
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b Para el analisis se uso el enfoque de MMRM (mediante estimacion de
méaxima verosimilitud restringida). El modelo incluye términos para el tratamiento,
la 6MWD basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas), el
género, el tiempo y la interaccion tratamiento-tiempo. Se usé el tiempo como
medida repetida y se aplicé un enfoque de covarianza no estructurada.

Para la poblacién sin tratamiento previo con ERT, excluyendo al Sujeto 4005-
2511, se viol6 el supuesto de normalidad para el analisis por MMRM basado en el
examen del diagrama de diagndstico y el ensayo de Shapiro-Wilk. Dado el pequefio
tamafo de la muestra y las diferencias en las caracteristicas basales (por ejemplo,
sexo) entre los grupos de tratamiento, se realizO a posteriori el ensayo no
paramétrico de suma de rangos de Wilcoxon.

La Tabla 45 presenta los resultados del ensayo no paramétrico de suma de
rangos de Wilcoxon para el cambio en la 6MWD en la Semana 52 para la Poblacion
sin tratamiento previo con ERT excluyendo al Sujeto 4005-2511, usando la
Poblacion de ITT-LOCF. Para este ensayo, el cambio de localizacion (IC del 95 %
del cambio de localizacion) fue de -9.0 (-46.50, 34.95), con un valor de p de 0.604.

Tabla 45: Ensayo no paramétrico de suma de rangos de Wilcoxon
para el cambio con respecto al valor basal en 6MWD (metros) en la semana 52
(Poblacién de ITT-LOCF) - Poblacion sin tratamiento previo con ERT que
excluye al Sujeto 4005-2511 - Estudio ATB200-03

Estimacién y comparacién de

Cipaglucosidasa

Alglucosidasa

parametros a partir del ensayo no Alfa/Miglustat Alfa/Placebo
paramétrico de suma de rangos de (N =20) (N=7)
Wilcoxon?

n 20 7

Desplazamiento de ubicacion (EE asintotico)

-9.00 (20.778)

IC del 95 % del desplazamiento de ubicacion

(-46.50, 34.95)

Valor de p bilateral

0.604

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

6MWD = distancia caminada en 6 minutos; IC = intervalo de confianza; ERT =
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terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencion de tratar; LOCF = dltima
observacion trasladada; N = niumero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n =
namero de sujetos con datos disponibles; EE = error estandar
a El desplazamiento de localizacién, el EE asintético y la IC del 95 %
proceden de la estimacion de Hodges-Lehmann. El valor de P procede del ensayo
Wilcoxon de 2 muestras con aproximacion t.

% predicho de FVC en sedestacion

El cambio medio (DE) en el % predicho de FVC en sedestacion con respecto
al valor basal hasta la Semana 52 fue del -4.1 % (6.53 %) para el grupo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat y del -3.6 % (4.71 %) para el grupo de alglucosidasa
alfa/placebo. Usando un modelo ANCOVA para datos distribuidos normalmente, la
media de MC de diferencia de tratamiento (IC 95 %) fue de -1.95 (-8.93, 5.03), con
un valor de p de 0.566.

La Tabla 46 resume el cambio medio en el % predicho de la FVC en
sedestacion por visita (Poblacion de ITT) y la media de MC de diferencia de
tratamiento (con ANCOVA para datos distribuidos normalmente) con respecto al
valor basal hasta la Semana 52 (Poblacion de ITT-LOCF) para la poblacién sin
tratamiento previo con ERT, excluyendo al Sujeto 4005-2511. La FIG. 26B muestra
un gréfico de lineas del resumen de estadisticas por visita, incluyendo al sujeto
4005-2511.
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Resumen de los cambios en el % predicho de FVC en

sedestacion por visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52
(Poblacion de ITT) y ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) - Poblacién sin
tratamiento previo con ERT, excluyendo al Sujeto 4005-2511 - Estudio ATB200-

03
Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N = 20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 20 7
Media (DE) | 80.15 (18.689) 79.07 (22.578)
Mediana 82.25 (62.00, 93.50 (49.50,
(Q1, Q3) 94.75) 96.00)
Min, max 48.0, 111.0 46.5, 98.0
Semana 52 - LOCF
n 20 20 7 7
Media (DE) | 76.05 (19.300) | -4.10 (6.526) | 75.43 (22.604) | -3.64 (4.706)
Mediana 77.00 (61.50, | -4.50 (-9.25, - | 85.00 (45.00, | -3.00 (-4.50, -
(Q1, Q3) 91.00) 1.00) 93.00) 1.00)
Min, max 36.0,104.0 -12.5,10.0 42.0,94.0 -13.0, 2.0
Estimacién y comparacién de parametros a partir de ANCOVAP
n 20 7
Media de -4.49 (1.490) -2.54 (2.758)
MC (EE)
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto

IC del 95 % (-7.59, -1.38) (-8.29, 3.22)
de las
medias de
MC
Diferencia de medias de MC (EE) -1.95 (3.346)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-8.93, 5.03)
Valor de p bilateral 0.566

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = andlisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; FVC = capacidad
vital forzada, ITT = intencion de tratar; LOCF = Ultima observacion trasladada; MC
= minimos cuadrados; max = maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en
cada grupo de tratamiento; n = niumero de sujetos con datos disponibles; Q1 =
primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; SD = desviacion estandar; EE = error estandar

a El valor basal fue la media de los 2 ultimos valores obtenidos en la
fecha de la primera dosis o0 antes.

b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
gue incluye términos para el tratamiento, % predicho de FVC en sedestacion basal,
edad, altura, peso (todas como covariables continuas) y género.

Puntuacion de extremidades inferiores de MMT

El cambio medio (DE) en la puntuacion de extremidades inferiores de MMT

con respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora de 1.4 (2.55)
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para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacion con 1.0 (1.53) para
el grupo de alglucosidasa alfa/placebo (p=0.534).

La Tabla 47 resume el cambio medio en la puntuacion de extremidades
inferiores de MMT por visita (Poblacion de ITT) con respecto al valor basal hasta la
Semana 52 y el modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) para la Poblacion sin
tratamiento previo con ERT excluyendo al Sujeto 4005-2511. La FIG. 81 muestra un
grafico de lineas de del resumen de estadisticas por visita.

Tabla 47: Resumen del cambio en la puntuacion MMT de la
extremidad inferior por visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52
(Poblacion de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) - Poblacion sin
tratamiento previo con ERT, excluyendo al Sujeto 4005-2511 - Estudio ATB200-
03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 20 7
Media (DE) | 33.00 (4.686) 33.57 (3.359)
Mediana 34.50 (30.00, 32.00 (30.00,
(Q1, Q3) 36.00) 37.00)
Min, max 22.0, 39.0 30.0, 38.0
Semana 52 - LOCF
n 20 20 7 7
Media (DE) | 34.35(4.977) | 1.36(2.554) | 34.57 (3.910) | 1.00 (1.528)
Mediana 36.00 (30.00, 1.00 (0.00, 34.00 (32.00, 2.00 (0.00,
(Q1, Q3) 38.00) 2.00) 37.00) 2.00)
Min, max 25.0, 40.0 -2.0,7.0 28.0, 40.0 -2.0, 2.0
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto

Estimacion y comparacién de parametros a partir de ANCOVAP

n 20 7
Media de 1.46 (0.547) 0.69 (1.013)
MC (EE)

IC del 95 % (0.32, 2.61) (-1.43, 2.80)
de las

medias de

MC

Diferencia de medias de MC (EE) 0.78 (1.230)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -

alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-1.79, 3.34)
Valor de p bilateral 0.534

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = andlisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencién de
tratar; LOCF = dltima observacion arrastrada; MC = minimos cuadrados; max =
maximo; min = minimo; MMT = ensayo muscular manual; N = nimero de sujetos en
cada grupo de tratamiento; n = numero de sujetos con datos disponibles; Q1 =
primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar

a El valor basal fue el dltimo valor no ausente anterior a la fecha de la
primera dosis.
b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA

gue incluye términos para el tratamiento, la puntuacion de extremidades inferiores
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de MMT basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas) y el
género.

6MWD en la Semana 26

Los resultados del cambio en 6MWD (metros) con respecto al valor basal
hasta la semana 26 para la poblacion sin tratamiento previo con ERT, excluyendo
al Sujeto 4005-2511, concordaron en general con los resultados de la semana 52.
Para el modelo ANCOVA, la media de MC de diferencia de tratamiento (IC 95 %)
fue de -10.38 (-49.27, 28.51) metros, con un valor de p de 0.584.

PROMIS-Funcion fisica

El cambio medio (DE) en la puntuacién total de PROMIS-Funcion fisica con
respecto al valor basal hasta la Semana 52 mostré una mejora media de 2.5 (8.62)
para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacién con 5.1 (7.82) para
el grupo de alglucosidasa alfa/placebo. Los resultados de las puntuaciones de
PROMIS-Funcion Fisica en ambos grupos de tratamiento mostraron mejora y
favorecieron direccionalmente a alglucosidasa alfa/placebo sobre cipaglucosidasa
alfa/miglustat (p=0.249).

La Tabla 48 resume el cambio medio en la puntuacion total de PROMIS-
Funcion Fisica por visita (Poblacion de ITT) con respecto al valor basal hasta la
Semana 52 y el modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-OBS) para la Poblacién sin
tratamiento previo con ERT excluyendo al Sujeto 4005-2511. La FIG. 82 muestra un

gréfico de lineas de del resumen de estadisticas por visita.
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Tabla 48: Resumen del cambio en el Formulario corto 20a de
PROMIS-Funcién fisica por visita con respecto al valor basal hasta la Semana
52 (Poblacién de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) - Sujetos
sin tratamiento previo con ERT, excluyendo al Sujeto 4005-2511 - Estudio
ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N = 20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 20 7
Media (DE) | 74.65 (11.984) 72.71 (16.317)
Mediana 76.00 (67.00, 67.00 (56.00,
(Q1, Q3) 83.00) 91.00)
Min, max 50.0, 96.0 53.0, 93.0
Semana 52 - LOCF
n 20 20 7 7
Media (DE) | 77.15 (11.536) | 2.50 (8.618) |77.86 (15.742) | 5.14 (7.819)
Mediana 77.50 (68.50, | 0.00 (-3.00, | 80.00 (69.00, 5.00 (-1.00,
(Q1, Q3) 87.50) 7.50) 91.00) 13.00)
Min, max 56.0, 95.0 -8.0, 28.0 50.0, 94.0 -6.0, 16.0

Estimacién y comparacién de parametros a partir de ANCOVAP

n 20 7
Media de 1.87 (1.917) 6.96 (3.539)
MC (EE)
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Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto

IC del 95 % (-2.13, 5.86) (-0.43, 14.34)
de las
medias de
MC
Diferencia de medias de MC (EE) -5.09 (4.288)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)
IC del 95 % de la diferencia (-14.04, 3.85)
Valor de p bilateral 0.249

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = andlisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencién de

tratar; LOCF = ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; max

maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n
namero de sujetos con datos disponibles; PROMIS = Sistema de informacion de
medicion de resultados informados por los pacientes; Q1 = primer cuartil; Q3 =
tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar
Nota: La puntuacion total oscila entre 20 y 100. Una puntuaciéon mas alta
indica una menor repercusién en la funcion fisica, y se calcula sumando las
puntuaciones (de 1 a 5) de los 20 puntos.
a El valor basal es el ultimo valor no omitido anterior a la fecha de la
primera dosis.
b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA

que incluye términos para el tratamiento, la puntuacion total de PROMIS-Funcion



10

15

20

25

30

262

fisica basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas) y el
género.

PROMIS-Fatiga

El cambio medio (DE) en la puntuacién total de PROMIS-Fatiga con respecto
al valor basal hasta la Semana 52 mostré6 una mejora media de -2.7 (5.17) para el
grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat y de -5.4 (6.61) para el grupo de
alglucosidasa alfa/placebo. Los resultados de las puntuaciones de PROMIS-Fatiga
en ambos grupos de tratamiento mostraron una mejora (p=0.338).

La Tabla 49 resume el cambio medio en la puntuacion total de PROMIS-
Fatiga por visita (Poblacion de ITT) con respecto al valor basal hasta la Semana 52
y el modelo ANCOVA (Poblacion de ITT-LOCF) para la Poblacion sin tratamiento
previo con ERT excluyendo al Sujeto 4005-2511. La FIG. 83 muestra un grafico de
lineas de del resumen de estadisticas por visita.

Tabla 49: Resumen del cambio en la puntuacion total del Formulario
corto 8a de PROMIS-Fatiga por visita con respecto al valor basal hasta la
Semana 52 (Poblacion de ITT) y modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) -
Poblacién sin tratamiento previo con ERT que excluye al Sujeto 4005-2511 -
Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa Alglucosidasa Alfa/Placebo
Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?

n 20 7
Media (DE) | 23.10 (9.614) 24.13 (8.360)
Mediana 20.95 (15.00, 24.00 (20.00,
(Q1, Q3) 29.50) 31.00)
Min, max 10.0, 40.0 9.0, 34.0
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Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N=7)
(N =20)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Semana 52 - LOCF

n 20 20 7 7
Media (DE) | 20.60 (9.681) | -2.50 (5.630) | 16.43 (7.231) | -7.70(8.771)
Mediana 16.50 (15.00, | -2.00 (-4.50, 15.00 (8.00, |-6.90 (-16.00, -
(Q1, Q3) 27.50) 0.00) 25.00) 1.00)
Min, max 8.0, 40.0 -19.0, 9.0 8.0, 26.0 -21.0,5.0

Estimacion y co

mparacion de parametros a partir de ANCOVAP

n 20 7
Media de -2.99 (1.487) -6.28 (2.757)
MC (EE)

IC del 95 % (-6.09, 0.11) (-12.03, -0.53)
de las

medias de

MC

Diferencia de medias de MC (EE) 3.29 (3.346)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -

alglucosidasa alfa/placebo)

IC del 95 % de la diferencia (-3.69, 10.27)
Valor de p bilateral 0.338

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT = intencion de
tratar; LOCF = dltima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; max =

maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n =
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namero de sujetos con datos disponibles; PROMIS = Sistema de informacion de
medicion de resultados informados por los pacientes; Q1 = primer cuartil; Q3 =
tercer cuartil; DE = desviacion estandar; EE = error estandar

Nota: La puntuacion total oscila entre 8 y 40. Una puntuacion mas baja indica
una menor repercusion de la fatiga, y se calcula sumando las puntuaciones (de 1 a
5) de los 8 puntos.

a El valor basal es el ultimo valor no ausente antes de la administracion
de la primera dosis del farmaco de estudio.

b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
que incluye términos para el tratamiento, la puntuacion total de PROMIS-Fatiga
basal, la edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas) y el género.

GSSC

El cambio medio (DE) en la puntuacion total de GSGC con respecto al valor
basal hasta la Semana 52 mostr6 una mejora de -0.6 (2.64) para el grupo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat y de 1.3 (1.80) para el grupo de alglucosidasa
alfa/placebo. Para el modelo ANCOVA, la media de MC de diferencia de tratamiento
(IC 95 %) fue de -1.32 (-4.03, 1.39), con un valor de p de 0.320.

La Tabla 50 resume el cambio medio en la puntuacion de GSGC total por
visita (Poblacion de ITT) con respecto al valor basal hasta la Semana 52 y el modelo
ANCOVA (Poblacién de ITT-OBS) para la Poblacion sin tratamiento previo con ERT
excluyendo al Sujeto 4005-2511. La FIG. 84 muestra un grafico de lineas de del

resumen de estadisticas por visita.
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Resumen del cambio en la puntuacion total de GSGC por

visita con respecto al valor basal hasta la Semana 52 (Poblacion de ITT) y

modelo ANCOVA (Poblacién de ITT-LOCF) - Sujetos sin tratamiento previo con
ERT, excluyendo al sujeto 4005-2511 - Estudio ATB200-03

Cipaglucosidasa

Alglucosidasa Alfa/Placebo

Alfa/Miglustat (N=7)
(N=19)
Valor CHG Valor CHG
absoluto absoluto
Valor basal?
n 19 7
Media (DE) | 11.32 (6.650) 10.86 (4.413)
Mediana 12.00 (5.00, 9.00 (8.00,
(Q1, Q3) 18.00) 16.00)
Min, max 4.0, 24.0 6.0, 18.0
Semana 52 - LOCF
n 18 18 7 7
Media (DE) | 10.06 (5.407) | -0.56 (2.640) | 12.14 (4.598) | 1.29 (1.799)
Mediana 8.50 (5.00, -0.50 (-1.00, 10.00 (9.00, 1.00 (0.00,
(Q1, Q3) 13.00) 1.00) 16.00) 2.00)
Min, max 4.0, 20.0 -8.0, 4.0 6.0, 19.0 0.0,5.0

Estimacion y comparacién de parametros a partir de ANCOVAP

n 18 7
Media de -0.41 (0.595) 0.91 (1.042)
MC (EE)

IC del 95 % (-1.66, 0.84) (-1.28, 3.10)
de las

medias de

MC
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Diferencia de medias de MC (EE) -1.32 (1.289)
(cipaglucosidasa alfa/miglustat -
alglucosidasa alfa/placebo)

IC del 95 % de la diferencia (-4.03, 1.39)
Valor de p bilateral 0.320

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

ANCOVA = analisis de covarianza; CHG = cambio con respecto al valor basal; IC =
intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; GSGC = Marcha,
Escaleras, maniobra de Gowers y Ensayo de la silla; ITT = intencién de tratar; LOCF
= ultima observacion trasladada; MC = minimos cuadrados; max = maximo; min =
minimo; N = nimero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n = nimero de sujetos
con datos disponibles; Q1 = primer cuartil; Q3 = tercer cuartil; SD = desviacion
estandar; EE = error estandar

Nota: La puntuacion de la marcha se baso en el ensayo de caminar 10 m; la
puntuacion de las escaleras se basdé en que el sujeto subiera escaleras; la
puntuacion de la maniobra de Gowers se basé en que el sujeto se tumbara en el
suelo y, después, se levantara del suelo para ponerse de pie; la puntuacion de la
silla se baso6 en que el sujeto se levantara de una posicion en sedestacion en una
silla para ponerse de pie. La puntuacion total de GSGC fue la suma de los 4 ensayos
y esta comprendida entre un minimo de 4 puntos (rendimiento normal) y un maximo
de 27 puntos (peor puntuacion).

a El valor basal fue el tltimo valor no ausente antes de la administracion
de la primera dosis del farmaco de estudio.

b Todas las estimaciones se obtuvieron a partir del modelo ANCOVA
gue incluye términos para el tratamiento, la puntuacion total de GSGC basal, la
edad, la altura, el peso (todas como covariables continuas) y el género.

Sumario de los resultados para ATB200-03
La Tabla 51y la FIG. 85 resumen los resultados de los criterios de valoracion
primarios, secundarios clave y varios otros secundarios (funciéon motora y pulmonar,

fuerza muscular y PRO) y de biomarcadores (Hex4 y CK) para la Poblacion de ITT
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excluyendo al sujeto atipico, que muestran el tamafio del efecto estandarizado en
el cambio con respecto al valor basal en la Semana 52 dentro de cada grupo de
tratamiento para cada criterio de valoracion. Los resultados en la gran mayoria de
los criterios de valoracion mejoraron en la semana 52 (designados por barras por
encima de 0) y favorecieron direccionalmente a cipaglucosidasa alfa/miglustat frente
a alglucosidasa alfa/placebo (designados por barras mas altas a la
izquierda/oscuras frente a barras mas altas a la derecha/claras) en la FIG. 85.

Se observé una mejora estadisticamente significativa con respecto al valor
basal (limite inferior del IC del 95 % >0 para los parametros en los que el aumento
es una mejoria; limite superior del IC del 95 % <0 para los parametros en los que la
disminucién es una mejoria) para la cipaglucosidasa alfa/miglustat en una serie de
parametros: 6MWD, % predicho de 6MWD, MMT de extremidades inferiores, MMT
de extremidades superiores, MMT global, PROMIS-Funcion Fisica, PROMIS-
Fatiga, CK y Hex4, observandose un descenso estadisticamente significativo sélo
para SVC en sedestacion. En comparacién, no se observd una mejora
estadisticamente significativa con respecto al valor basal en ninguno de los
pardmetros con alglucosidasa alfa/placebo, y se observd un descenso
estadisticamente significativo en GSGC, FVC en sedestacion, FVC en decubito

supino, SVC en sedestacion y CK.
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Tabla 51:
Poblacién de ITT excluyendo al sujeto atipico 4005-2511 - Estudio ATB200-03

Resumen de los criterios de valoraciéon de interés para la
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Sujetos globales
Cipaglucosidasa Alglucosidasa
Rango .
o alfa/miglustat alfa/placebo
Criterio del
o CFBL CFBL Valor
) de criterio
Categoria _ Medi | Semana | Medi | semana | deP
valoracio de .
| ade | 52 Media | ade | 52 Media | bilater
n valoraci
) valor | de LOCF | valor | de LOCF al
on
basal | (ICdel |basal| (ICdel
95 %) 95 %)
20.79 7.24 (-
357. 350.
6MWD 1 (11.56, 6.19, 0.071
93 95
30.01) 20.67)
6MWD 17.44 9.19 (-
357. 350.
semana | Clave 2 (9.80, 0.20, 0.195
93 95
26 25.08) 18.59)
-0.53 (- 0.77
14.5 145
GSGC | Clave 2 1 1.13, 0 (0.09, 0.009
Funcién 0.06) 1.44)
motora % 4.07 1.58 (-
_ 57.8 56.0
Predicho 2 ) (2.56, 3 0.42, 0.077
de 6MWD 5.59) 3.58)
Caminata -0.53 (- 1.90 (-
de 10 m 2 9.68 1.81, 9.58 0.17, 0.025
(s) 0.76) 3.96)
_ -8.46 (- 0.32 (-
Subida 14.0
2 24.26, 8.22 1.66, 0.050
de 4 9
7.34) 2.29)
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escalone
s (s)
-0.26 (- -2.19 (-
Gowers 10.8 19.8
2 1.74, 5.04, 0.305
(s) 4 2
1.22) 0.66)
Ensayo 135 -10.17 (- -0.50 (-
de silla 2 8. 29.40, 452 1.92, 0.290
(s) 9.06) 0.92)
-0.30 (- -0.13 (-
12.8 12.7
TUG (s) 2 o 2.24, B 1.11, 0.748
1.65) 0.85)
FVC (En
_ _ -0.93 (- -3.95 (-
sedestaci | Primera | 70.7 69.6
2.29, 5.58, - 0.023
on, % clave 2 4 8
_ 0.42) 2.32)
predicho)
FVC (En
o -0.24 (- -3.00 (-
decubito 54.7 55.0
_ 2 1.46, 4.67, 0.009
supino, % 8 9
. 0.99) 1.33)
predicho)
Funcién | SVC (En
_ -2.32 (- -5.86 (-
pulmonar | sedestaci 69.9 68.5
2 4.25, - 8.83, - 0.125
on, % 4 9
. 0.38) 2.90)
predicho)
MIP 2.06 (- -2.70 (-
61.7 59.9
(% 2 9 2.11, 0 8.32, 0.278
predicho) 6.23) 2.92)
MEP 0.62 (- -1.59 (-
70.7 65.0
(% 2 5 4.14, g 5.86, 0.617
predicho) 5.38) 2.67)
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1.56 0.88 (-
MMT 27.9 27.6
- Clave 2 (0.72, 0.02, 0.191
inferior 6 5
2.40) 1.78)
151 0.68 (-
MMT 34.3 34.7
_ 2 (0.76, 0.51, 0.117
superior 0 0
Fuerza 2.25) 186)
muscular 3.07 1.41 (-
MMT 62.2 62.3
2 (1.66, 0.12,2.94 | 0.059
global 5 5
4.48) )
6.86 (- 8.20 (-
QMT 165. 158.
2 5.31, 2.38, 0.751
Total 83 8
19.04) 18.77)
1.94 0.19 (-
PROMIS- 66.8 67.9
. Clave 2 (0.31, 3.42, 0.276
F. fisica 6 7
3.57) 3.80)
QOL
-2.02 (- -1.67 (-
PROMS- 22.2 21.0
_ Clave 2 3.26, - 3.88, 0.970
Fatiga 6 8
0.77) 0.54)
-130.5 (-
447. 527. | 60.2 (7.0,
CK 2 180.4, - <0.001
_ 0 8 113.3)
Biomarca 80.7)
dor -1.88 (- 1.22 (-
HEX4 2 4.61 2.40, - 6.92 0.26, <0.001
1.36) 2.70)
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Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; ANCOVA = andlisis de covarianza; BL
= valor basal; CFBL = cambio con respecto al valor basal; IC = intervalo de
confianza; CK = creatina cinasa; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; FVC =
capacidad vital forzada; GSGC = Marcha, Escalera, maniobra de Gowers y ensayo
de levantarse de una silla; Hex4 = tetrasacarido de hexosa; ITT = intencién de tratar;
LOCF = ultima observacién trasladada; MEP = presion espiratoria maxima; MIP =
presion inspiratoria maxima; MMT = ensayo muscular manual; PROMIS = Sistema

de informacion de medicion de resultados informados por los pacientes; QMT

ensayo muscular cuantitativo, QOL = calidad de vida; s = segundos; SVC

capacidad vital lenta; TUG = ensayo Timed Up and Go

Nota: Criterio de valoracion 1 = Primario; Criterio de valoracion 2
Secundario

Nota: Media de CFBL sombreada = CFBL mejorado; Media de CLFBL no
sombreada = CFBL empeorado.

Nota: Los criterios de valoracion sombreados indican el grupo Cipa/mig
favorecido.

Nota: Los valores p son nominales y se basan en ANCOVA, excepto para la
6MWD, que se basa en ANCOVA no paramétrico basado en aleatorizacion.

Nota: Basado en medias de LOCF.

Nota: Los valores p en negrita indican que el ensayo de superioridad del
criterio de valoracién especificado (por ejemplo, 6MWD) en esa poblacién
especificada (por ejemplo, global o con experiencia con ERT) fue nominalmente
significativa.

Analisis de criterios de valoracion primarios y secundarios usando
MMRM con el punto temporal real de las evaluaciones - Estudio ATB200-03

Mientras que los analisis preespecificados (ANCOVA no paramétrico para el
criterio de valoracion principal de 6MWD y ANCOVA para los criterios de valoracion
secundarios clave) son la posicion central de Amicus y se incluyen en la Hoja de

Datos Fundamentales de la Compafiia (CCDS), se realizaron analisis a posteriori
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adicionales en respuesta a una peticion del Comité de Medicamentos de Uso
Humano (CHMP) durante la evaluacion de la Solicitud de Autorizacién de
Comercializacion (MAA) de la UE. Estos analisis utilizaron un enfoque de MMRM
con el punto temporal real de las evaluaciones y los resultados de estos analisis se
presentan en el resumen de caracteristicas del producto (SmPC) de la UE.

Analisis por MMRM en la poblacion de ITT global

El andlisis de 6MWD se realiz6 usando un modelo de MMRM con el punto
temporal real de las evaluaciones en el ITT-OBS y excluyendo al sujeto atipico
4005-2511. Especificamente, la variable dependiente es el cambio con respecto al
valor basal en la evaluacién. Las variables independientes incluyen los efectos fijos
y categoricos del tratamiento, el estado de ERT y el género, asi como las covariables
fijas y continuas del tiempo de evaluacion (dias), la 6MWD basal, la edad basal, el
peso basal y la altura basal, y la interaccién tratamiento-tiempo. También se incluye
en el modelo un intercepto aleatorio de sujeto. A continuacion, se estimé el cambio
con respecto al valor basal en la semana 52 para cada grupo de tratamiento y la
diferencia entre los grupos de tratamiento con las medias de MC en el dia 364, junto
con los IC del 95 %. Los resultados de este analisis se resumen en la Tabla 52. La
distancia caminada en seis minutos para cipaglucosidasa alfa/miglustat mostré una
mejora significativa con respecto al valor basal y una mejora superior frente a
alglucosidasa alfa/placebo, pero no demostrdé superioridad estadistica. En la
semana 52, el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat tenia una media de MC de
mejora (IC del 95 %) de 20.0 m (13.1, 26.9) con respecto al valor basal, en
comparacién con los 8.3 m (-2.2, 18.8) del grupo de alglucosidasa alfa/placebo. La
media de MC de diferencia de tratamiento (IC 95 %) fue de 11.7 m (-1.0, 24.4).
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Tabla 52: Resumen de los resultados de 6MWD basados en el
modelo de MMRM, punto temporal real de las evaluaciones (poblacién de ITT-
OBS excluyendo al Sujeto 4005-2511) - Estudio ATB200-03

Criterio de | Cipaglucosidasa | Alglucosidasa | Media de IC del
valoracion Alfa/Miglustat Alfa/Placebo MC de la 95 % de la

Media de MC (IC | Mediade MC | Diferencia | DiferenciaP

del 95 %) (IC del 95 %) de
tratamiento?

CHG hasta la| 20.0(13.1, 26.9) | 8.3 (-2.2, 18.8) 11.7 (-1.0, 24.4)
semana 52 en
6MWD

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; CHG = cambio con respecto al valor
basal; IC = intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; ITT-OBS
= poblacion por intencion de tratar que incluye todos los datos observados
disponibles sin ninguna imputacién de datos perdidos en la semana 52; MC =
minimos cuadrados; MMRM = modelo de efectos mixtos para medidas repetidas

a diferencia = cipaglucosidasa alfa/miglustat - alglucosidasa
alfa/placebo

b Se usa el modelo de MMRM para el analisis basado en la poblacién
de ITT-OBS. El modelo incluye términos para el tratamiento, el tiempo de
evaluacion, la interaccién entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion, el valor
de 6MWD basal, la edad, la estatura, el peso (todos ellos como covariables
continuas), el estado de ERT (sin tratamiento previo con ERT frente a con
experiencia con ERT) y el género.

También se realizaron analisis de los criterios de valoracion secundarios
clave de % predicho de FVC en sedestacion, puntuacion de extremidades inferiores
de MMT, PROMIS-Funcion fisica, PROMIS-Fatiga y puntuacion total de GSGC
usando el modelo de MMRM con el punto temporal real de las evaluaciones en la
poblacion de ITT-OBS. La Tabla 53 resume los resultados de los 5 criterios de
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valoracion secundarios clave para la poblacion de ITT-OBS global combinada (con
experiencia con terapia de reemplazo enzimético [ERT] y sin tratamiento previo con
ERT) excluyendo al sujeto atipico (4005-2511). Para el % predicho de FVC,
cipaglucosidasa alfa/miglustat demostré6 una mejora nominalmente significativa (IC
del 95 % de la diferencia excluido 0) frente a alglucosidasa alfa/placebo en la
poblacion de ITT-OBS global. Los resultados de los demas criterios de valoracion
secundarios clave enumerados, incluidas las evaluaciones de la funciébn motora
(MMT y GSGC) y los PRO (PROMIS-Funcion fisica y PROMIS-Fatiga), favorecieron
numeéricamente a cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa alfa/placebo,
y GSGC también demostré una superioridad nominal. Como cambio con respecto
al valor basal, se observaron mejoras medias para cipaglucosidasa alfa/miglustat
en MMT, PROMIS-Funcién fisica, PROMIS-Fatiga y GSGC. En conjunto, la
consistencia de los resultados en varias dimensiones clinicas de la enfermedad de
Pompe proporciona ensayos que respaldan el beneficio de la eficacia de
cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa alfa/placebo en la poblacién
global.

Tabla 53: Resumen de los resultados de los criterios de valoracién
secundarios clave basados en el modelo de MMRM, punto temporal real de las
evaluaciones (poblacién de ITT-OBS excluyendo al Sujeto 4005-2511) -
Estudio ATB200-03

Nivel Cipaglucosidasa | Alglucosidasa | Media de IC del
Criterio  de | Alfa/Miglustat Alfa/Placebo MC de la 95 % de la
valoracion Media de MC (IC | Media de MC | Diferencia | Diferencia®?

del 95 %) (IC del 95 %) de

tratamiento?

CHG hasta la| -1.4(-2.5,-0.3) |-3.7 (-5.4,-2.0) 2.3 (0.2, 4.4)
Semana 52 en
% predicho de
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Nivel
Criterio de

valoracién

Cipaglucosidasa
Alfa/Miglustat
Media de MC (IC
del 95 %)

Alglucosidasa
Alfa/Placebo
Media de MC
(IC del 95 %)

Media de

MC de la

Diferencia
de

tratamiento?@

IC del
95 % de la

DiferenciaP

FVC en

sedestacion

CHG hasta la
Semana 52 en
la puntuacién
de
extremidades
inferiores  de
MMT

1.7 (1.1, 2.4)

0.7 (-0.4,1.7)

11

(-0.1, 2.3)

CHG hasta la
Semana 52 en
la puntuacién
total de
PROMIS-

Funcidn fisicac

2.2 (0.5, 3.9)

-0.3(-2.9, 2.3)

2.5

(-0.6, 5.7)

CHG hasta la
Semana 52 en
la puntuacién
total de
PROMIS-
Fatigac

-2.0 (-3.2, -0.9)

1.7 (-3.4, 0.0)

(-2.4, 1.8)

CHG hasta la
Semana 52 en

0.7 (-1.2, -0.2)

0.8 (0.0, 1.5)

-1.5

(-2.4, -0.6)
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Nivel Cipaglucosidasa | Alglucosidasa | Media de IC del

Criterio de | Alfa/Miglustat Alfa/Placebo MC de la 95 % de la

valoracion Media de MC (IC | Mediade MC | Diferencia | DiferenciaP
del 95 %) (IC del 95 %) de

tratamiento?@

la puntuacién
total de GSGC

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

CHG = cambio con respecto al valor basal; IC = intervalo de confianza; ERT =

terapia de reemplazo enzimatico; FVC = capacidad vital forzada; GSGC = Marcha,

Escaleras, maniobra de Gowers y Ensayo de la silla; ITT-OBS = poblacion con
intencidn de tratar que incluye todos los datos observados disponibles sin ninguna
imputacién de datos perdidos en la semana 52; MC = minimos cuadrados; MMRM
= modelo de efectos mixtos para medidas repetidas; MMT = ensayo muscular
manual; PROMIS = sistema de informacion para la medicién de los resultados
informados por los pacientes

a diferencia = cipaglucosidasa alfa/miglustat - alglucosidasa
alfa/placebo. Tanto para PROMIS-Fatiga como para GSGC, la disminucion indica
mejora.

. El modelo de MMRM se usa para el andlisis de los criterios de
valoracién secundarios clave basados en la Poblacién de ITT-OBS. El modelo
incluye términos para el tratamiento, el tiempo de evaluacion, la interaccion entre
el tratamiento y el tiempo de evaluacion, el valor basal de la variable de respuesta,
la edad, la estatura, el peso (todos ellos como covariables continuas), el estado de
ERT (sin tratamiento previo con ERT o con experiencia con ERT) y el género.

¢ La puntuacién total se calculé sumando las puntuaciones (de 1 a 5) de
todos los puntos.

Analisis por MMRM por estado de ERT

También se realizaron analisis de los criterios de valoracidon primarios y

secundarios clave usando el mismo modelo anterior, de acuerdo con el estado de
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la terapia de reemplazo enzimatico (ERT). En la Tabla 54 se resumen los resultados
del criterio de valoracion principal y de 5 criterios de valoracion secundarios clave
para la poblacion de ITT-OBS con experiencia con ERT. Para el criterio de
valoracion primario de cambio con respecto al valor basal hasta la semana 52 en
6MWD, cipaglucosidasa alfa/miglustat demostr6 una mejora significativa con
respecto al valor basal y nominalmente significativa desde el punto de vista
estadistico (IC del 95 % de la media de MC de diferencia de tratamiento excluida 0)
y clinicamente significativa frente a alglucosidasa alfa/placebo. Del mismo modo,
para el primer criterio de valoracion secundario clave de % predicho de FVC,
cipaglucosidasa alfa/miglustat demostr6 una mejora nominalmente significativa
desde el punto de vista estadistico (IC del 95 % de la media de MC de diferencia de
tratamiento excluido 0) y clinicamente significativo frente a alglucosidasa
alfa/placebo. Los resultados de los demas criterios de valoracion secundarios clave
enumerados, incluidas las evaluaciones de la fuerza muscular y la funcion motora
(MMT de extremidades inferiores y GSGC) y los PRO (PROMIS-Funcion fisica y
PROMIS-Fatiga), favorecieron numéricamente a cipaglucosidasa alfa/miglustat
frente a alglucosidasa alfa/placebo, demostrando también GSGC una superioridad
nominal. Como cambio con respecto al valor basal, se observaron mejoras medias
para cipaglucosidasa alfa/miglustat en MMT, PROMIS-Funcién fisica, PROMIS-
Fatiga y GSGC. En conjunto, la consistencia de los resultados en varias
dimensiones de las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Pompe
proporciona ensayos que respaldan el beneficio de la eficacia de cipaglucosidasa
alfa/miglustat frente a alglucosidasa alfa/placebo en la poblacion con experiencia
con ERT.

Tabla 54: Resumen de los resultados de los criterios de valoracién

primarios y secundarios clave basados en el modelo de MMRM, punto
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temporal real de las evaluaciones (poblacion de ITT-OBS - Sujetos con
experiencia con ERT) - Estudio ATB200-03

Semana 52 en
la puntuacién
de
extremidades
inferiores de
MMT

Nivel Cipaglucosidasa | Alglucosidasa | Media de IC del
Criterio de | Alfa/Miglustat Alfa/Placebo MC de la 95 % de la
valoracion Media de MC (IC | Mediade MC | Diferencia | DiferenciaP
del 95 %) (IC del 95 %) de
tratamiento?
Criterio de valoracion primario
CHG hasta la| 15.8(8.3,23.4) 0.9 (-10.2, 14.9 (1.2, 28.6)
Semana 52 en 12.1)
6MWD
Criterios de valoracion secundarios clave
CHG hasta la| -0.2(-1.5,1.1) |-3.8(-5.7,-1.9) 3.6 (1.3,5.9)
Semana 52 en
% predicho de
FVC en
sedestacion
CHG hasta la 1.8 (1.0, 2.6) 0.9 (-0.3, 2.1) 0.9 (-0.6, 2.3)
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Semana 52 en
la puntuacién
total de GSGC

Nivel Cipaglucosidasa | Alglucosidasa | Media de IC del
Criterio de | Alfa/Miglustat Alfa/Placebo MC de la 95 % de la
valoracion Media de MC (IC | Mediade MC | Diferencia | DiferenciaP
del 95 %) (IC del 95 %) de
tratamiento?
CHG hasta la 2.0 (-0.0, 4.0) -1.6 (-4.5, 1.4) 3.5 (-0.1, 7.2)
Semana 52 en
la puntuacién
total de
PROMIS-
Funcion fisica®
CHG hasta la| -1.9(-3.2,-0.6) | -0.7 (-2.6, 1.2) -1.2 (-3.5,1.1)
Semana 52 en
la puntuacién
total de
PROMIS-
Fatigac
CHG hasta la| -0.7 (-1.3,-0.1) 0.5(-0.4, 1.4) -1.2 (-2.2,-0.1)

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

6MWD = distancia caminada en 6 minutos; CHG = cambio con respecto al valor

basal; IC = intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; FVC =

capacidad vital forzada; GSGC = Marcha, Escaleras, maniobra de Gowers y Ensayo

de la silla; ITT-OBS = poblacién con intencion de tratar que incluye todos los datos

observados disponibles sin ninguna imputacion de datos perdidos en la semana 52;

MC = minimos cuadrados; MMRM = modelo de efectos mixtos para medidas

repetidas; MMT = ensayo muscular manual; PROMIS = sistema de informacion para

la medicion de los resultados informados por los pacientes
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a diferencia = cipaglucosidasa alfa/miglustat - alglucosidasa
alfa/placebo. Tanto para PROMIS-Fatiga como para GSGC, la disminucion indica
mejora.

b El modelo de MMRM se usa para el andlisis de los criterios de
valoracion primarios y secundarios clave basados en la Poblacion de ITT-OBS. El
modelo incluye términos para el tratamiento, el tiempo de evaluacion, la interaccion
entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion, el valor basal de la variable de
respuesta, la edad, la estatura, el peso (todas como covariables continuas) y el
género.

¢ La puntuacién total se calculé sumando las puntuaciones (de 1 a 5) de
todos los puntos.

Por el contrario, en el caso de la poblacion sin tratamiento previo con ERT, el
primer criterio de valoracion secundario clave de % predicho de FVC disminuyo con
respecto al valor basal en ambos grupos de tratamiento, favoreciendo
numeéricamente al grupo de alglucosidasa alfa/placebo. Los resultados de los
criterios de valoracion secundarios clave que evaluaban la fuerza muscular y la
funcién motora (MMT de extremidades inferiores y GSGC) demostraron una mejora
con respecto al valor basal en el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat y
favorecieron numéricamente a cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa
alfa/placebo. En cuanto a los criterios de valoracion secundarios clave de PRO
(PROMIS-Funcion fisica y PROMIS-Fatiga), ambos grupos de tratamiento
demostraron una mejora, que favorecié numéricamente al grupo de alglucosidasa
alfa/placebo. En general, para la poblacién sin tratamiento previo con ERT, algunos
criterios de valoracion favorecieron numéricamente a cipaglucosidasa alfa/miglustat
y algunos criterios de valoracién favorecieron numéricamente a alglucosidasa
alfa/placebo, sin que ninguno de los criterios de valoracion alcanzara significacion
estadistica nominal. Estos resultados sugieren que la eficacia de la cipaglucosidasa
alfa/miglustat no es peor que la de la alglucosidasa alfa/placebo en la poblacién sin

tratamiento previo con ERT.
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La Tabla 55 resume los resultados del criterio de valoracion principal y de los
5 criterios de valoracién secundarios clave para la poblacion de ITT-OBS sin
tratamiento previo con ERT, excluyendo al sujeto atipico. Para el criterio de
valoracion primario de cambio con respecto al valor basal hasta la semana 52 en
6MWD, se observo una mejora clinicamente significativa con respecto al valor basal
en ambos grupos de tratamiento, favoreciendo numéricamente al grupo de
alglucosidasa alfa/placebo. Es probable que la interpretabilidad del analisis por
MMRM en la poblacién sin tratamiento previo con ERT se vea afectada por
estimaciones inestables debidas al desequilibrio de las covariables derivado del
pequefio tamafio de la muestra, por lo que un analisis que no implique el ajuste de
las covariables (tal como un cambio medio no ajustado con respecto al valor basal)
deberia considerarse el enfoque principal para la evaluacion de la 6MWD en este
grupo.

Tabla 55: Resumen de los resultados de los criterios de valoracion
primarios y secundarios clave basados en el modelo de MMRM, punto
temporal real de las evaluaciones (Poblacion de ITT-OBS excluyendo al Sujeto
4005-2511 - Sujetos sin tratamiento previo con ERT) - Estudio ATB200-03

Nivel Cipaglucosidasa | Alglucosidasa | Mediade IC del

Criterio  de | Alfa/Miglustat Alfa/Placebo MC de la 95 % de la

valoracién Media de MC (IC | Mediade MC | Diferencia | DiferenciaP
del 95 %) (IC del 95 %) de

tratamiento?2

Criterio de valoracion primario

CHG hasta la | 28.5(12.4, 44.7) 52.7 (23.2, -24.2 (-60.0,
Semana 52 en 82.3) 11.7)
6MWD

Criterios de valoracion secundarios clave
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Nivel
Criterio de

valoracién

Cipaglucosidasa
Alfa/Miglustat
Media de MC (IC
del 95 %)

Alglucosidasa
Alfa/Placebo
Media de MC
(IC del 95 %)

Media de

MC de la

Diferencia
de

tratamiento?@

IC del
95 % de la

DiferenciaP

CHG hasta la
Semana 52 en
% predicho de
FvVC en
sedestacion

5.2 (-7.5, -2.9)

2.4 (-6.7, 1.8)

-2.8

(-7.8, 2.3)

CHG hasta la
Semana 52 en
la puntuacién
de
extremidades
inferiores  de
MMT

1.4 (0.4, 2.5)

-0.0 (-1.9, 1.9)

15

(-0.8, 3.7)

CHG hasta la
Semana 52 en
la puntuacién
total de
PROMIS-

Funcion fisicac

2.6 (-1.0, 6.3)

5.8 (-0.9, 12.4)

(-11.2, 4.9)

CHG hasta la
Semana 52 en
la puntuacién
total de
PROMIS-
Fatigac

3.0 (-5.7, -0.2)

-4.9 (-9.9, 0.0)

2.0

(-4.1, 8.0)
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Nivel Cipaglucosidasa | Alglucosidasa | Media de IC del
Criterio de | Alfa/Miglustat Alfa/Placebo MC de la 95 % de la
valoracién Media de MC (IC | Mediade MC | Diferencia | DiferenciaP

del 95 %) (IC del 95 %) de

tratamiento?

CHG hasta la| -0.6(-1.6,0.4) 1.3(-0.4,3.1) -1.9 (-4.1, 0.2)
Semana 52 en
la puntuacién
total de GSGC

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; CHG = cambio con respecto al valor
basal; IC = intervalo de confianza; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; FVC =
capacidad vital forzada; GSGC = Marcha, Escaleras, maniobra de Gowers y Ensayo
de la silla; ITT-OBS = poblacion con intencion de tratar que incluye todos los datos
observados disponibles sin ninguna imputacion de datos perdidos en la semana 52;
MC = minimos cuadrados; MMRM = modelo de efectos mixtos para medidas
repetidas; MMT = ensayo muscular manual; PROMIS = sistema de informacién para
la medicion de los resultados informados por los pacientes

a diferencia = cipaglucosidasa alfa/miglustat - alglucosidasa
alfa/placebo. Tanto para PROMIS-Fatiga como para GSGC, la disminucién indica
mejora.

b El modelo de MMRM se usa para el analisis de los criterios de
valoracion primarios y secundarios clave basados en la poblacion de ITT-OBS. El
modelo incluye términos para el tratamiento, el tiempo de evaluacioén, la interaccién
entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion, el valor basal de la variable de
respuesta, la edad, la estatura, el peso (todas como covariables continuas) y el
género.

¢ La puntuacion total se calculé sumando las puntuaciones (de 1 a 5) de

todos los puntos.
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Resultados informados por los pacientes e impresion global del cambio
por parte del médico - Estudio ATB200-03

Los PRO adicionales incluian PROMIS-disnea, PROMIS-extremidades
superiores, R-PACT, EQ-5D-5L, SGIC. También se incluy6 el PGIC. Los resultados
de PROMIS, R-PACT y EQ-5D-5L mostraron mejoras similares en ambos grupos
de tratamiento. SGIC y PGIC mostraron sistematicamente un mejora superior que
favorece al tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat.

Se evaluaron ocho criterios de valoracion diferentes de la SGIC: bienestar
fisico global, esfuerzo respiratorio, fuerza muscular, funcién muscular, capacidad de
desplazamiento, actividades de la vida diaria, nivel de energia y dolor muscular. En
todos estos &ambitos, un mayor porcentaje de pacientes de la poblacion global
tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat informaron de una mejora y un menor
porcentaje de un empeoramiento, en comparacion con los pacientes tratados con
alglucosidasa alfa. Se observaron resultados similares para el PGIC. A continuacién
se muestran los resultados del SGIC en el &mbito del bienestar fisico global, que es
representativo de los beneficios registrados en todas estas medidas (FIG. 86).

Relevancia clinica de las mejoras en 6MWD y FVC - Estudio ATB200-03

Los umbrales para los cambios clinicamente relevantes para 6MWD y FVC
en Pompe especificamente no estan bien establecidos, sin embargo existe un gran
cuerpo de datos de otras enfermedades neuromusculares y respiratorias crénicas,
especialmente la fibrosis pulmonar intersticial (IPF, por sus siglas en inglés). Alli, los
aumentos de 6MWD superiores al 6 % (intervalo del 3 al 11 %) y los cambios de
FVC superiores al 3 % (intervalo del 2 al 6 %) se consideran clinicamente relevantes
usando metodologias basadas tanto en el anclaje como en la distribucion. En
consecuencia, estos umbrales se aplicaron a los analisis de los datos del Estudio
ATB200-03.

Los resultados observados en 6MWD y FVC para cipaglucosidasa
alfa/miglustat representan mejoras clinicamente significativas para los pacientes. La
mejora media de 21 metros en 6MWD para el brazo de cipaglucosidasa

alfa/miglustat represent6 aproximadamente un aumento del 6 % con respecto al
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valor basal (media de 358 metros), lo que indica una mejora clinicamente
significativa a nivel de grupo, mientras que la mejora media para el brazo de
alglucosidasa alfa, de 7 metros no alcanzé este umbral. En cuanto a la FVC, la
mejora del 3 % de los sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat en relacion
con alglucosidasa alfa/placebo indica una mejora clinicamente significativa a nivel
de grupo, que es de magnitud similar a la mejora clinicamente significativa que
demostrd la propia alglucosidasa alfa frente a placebo en el estudio pivotal
aleatorizado y controlado LOTS.

La relevancia clinica de estos analisis a nivel de grupo se ve respaldada por
un analisis de respuesta a nivel de paciente compuesto y preespecificado que
analiza las respuestas en la 6MWD, la FVC y la puntuacion de extremidades
inferiores de MMT usando umbrales de respuesta clinicamente significativos del
6 %, =3 %Y+ 7 %, respectivamente, basados en la bibliografia médica mencionada
anteriormente. Este analisis preespecificado mostré que una mayor relacion de
sujetos de la poblacion global tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat demostro
una mejora clinicamente significativa y una menor relacion demostré un
empeoramiento clinicamente significativo en estos 3 criterios de valoracion, lo que
en conjunto favorecié a cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa
alfa/placebo (p=0.012).

Una comparacion preespecificada de los sujetos que experimentaron una
mejoria clinicamente significativa tanto para la 6MWD como para la FVC mostrd una
relacion significativamente mayor de sujetos con mejora en ambos dominios para
cipaglucosidasa alfa/miglustat (p=0.041). Se realizaron analisis a posteriori
adicionales a nivel de paciente usando estos umbrales para la 6MWD (£ 6 %) y la
FVC (x 3 %) por separado y combinados. Estos analisis muestran que una mayor
relacion de sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat demostré una mejora
clinicamente significativa, y una menor relacion demostré un empeoramiento
clinicamente significativo, que los pacientes tratados con alglucosidasa alfa/placebo
para la 6MWD (p=0.018) (FIG. 87A) y FVC (p=0.011) (FIG. 87B) individualmente, y
tanto para la 6MWD como para la FVC (p=0.002) (FIG. 87C).
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Los analisis de sensibilidad adicionales demuestran que, en un intervalo de
umbrales de respuesta (por ejemplo, 6MWD £ 30m, £ 20m, + 10m; FVC £ 9 %, +
6 %, £ 3 %), una mayor proporcidbn de sujetos tratados con cipaglucosidasa
alfa/miglustat mostré una mejora clinicamente significativa y una menor proporcion
mostré un empeoramiento clinicamente significativo frente a los sujetos tratados con
alglucosidasa alfa/placebo.

Conclusiones - Estudio ATB200-03

Se comprobd la superioridad del criterio de valoracion primario de 6MWD en
la poblacion global y, aunque numéricamente superior, no se alcanz6 significacion
estadistica para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en comparacion con el
grupo de alglucosidasa alfa/placebo (p=0.071).

En el primer criterio de valoracion secundario clave, la FVC, cipaglucosidasa
alfa/miglustat demostr6 una diferencia nominalmente significativa desde el punto de
vista estadistico (p=0.023) y clinicamente significativa de superioridad frente a
alglucosidasa alfa/placebo en la poblacién global. La mejora absoluta del 3.0 % en
la FVC frente a alglucosidasa alfa/placebo es casi tan grande como la observada en
los estudios de Fase 3 de alglucosidasa alfa frente a placebo, y es de una magnitud
considerada clinicamente significativa para los pacientes de acuerdo con la
bibliografia médica.

Los analisis de respuesta a nivel de paciente basados en umbrales de cambio
clinicamente relevantes indican que las mejoras observadas en 6MWD y FVC
fueron clinicamente significativas.

En el subgrupo con experiencia con ERT, todos los criterios de valoracion
primarios y secundarios clave también mostraron mejora y favorecieron
direccionalmente a cipaglucosidasa alfa/miglustat, respaldando los resultados
significativos en 6MWD vy el % predicho de FVC en esta poblacion. Los analisis de
6MWD y FVC arrojaron valores p de 0.047 y 0.006, respectivamente.

En la poblacion méas pequeiia de pacientes sin tratamiento previo con ERT,

los pacientes de ambos grupos de tratamiento mostraron mejora en la gran mayoria
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de los criterios de valoracion primarios y secundarios clave, con diferentes criterios
de valoracion numéricamente favorables a los distintos grupos de tratamiento.

Una prueba global a posteriori usando los criterios de valoracion principales
y los primeros criterios de valoracion secundarios clave 6MWD y FVC mostré una
significacion estadistica nominal en la Poblacion de ITT global que incluia a todos
los sujetos (p bilateral = 0.022) y respalda la significacion de los resultados
observados en cada uno de estos criterios de valoracion por separado en la
poblacion estudiada.

En las 3 poblaciones, incluida la poblacion global, la poblacién con
experiencia con ERT y la poblacion sin tratamiento previo con ERT, las reducciones
de los biomarcadores de dafio muscular (CK) y sustrato de la enfermedad (Hex4)
también fueron significativamente mayores con cipaglucosidasa alfa/miglustat en
comparacion con alglucosidasa alfa, con un valor de p nominal de p < 0.001 para
ambos biomarcadores en el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat.

En resumen, la coadministracion de cipaglucosidasa alfa 20 mg/kg en
infusion IV y 260 mg de miglustat produjo mejoras clinicamente significativas y
relevantes en todos los dominios importantes de la enfermedad de Pompe (fuerza
muscular, funcion pulmonar y motora, y PRO) como cambio con respecto al valor
basal. Ademas, cipaglucosidasa alfa/miglustat se vio favorecida en la direccion de
los resultados a los que se tuvo acceso en la totalidad de los dominios importantes
de la enfermedad de Pompe frente a alglucosidasa alfa/placebo en la poblacién
global.

Ejemplo 20: Estudio ATB200-07

Las poblaciones de analisis presentadas en este resumen son 1) la Poblacion
de OLE-ES (todos los sujetos que cumplieron los requisitos de elegibilidad (basados
en los criterios de inclusion y exclusion) y entraron en el Estudio ATB200-07 y 2) la
Poblacion de OLE-FAS (todos los sujetos que entraron en el Estudio OLE ATB200-
07 que tenian tanto un valor basal de ATB200-07 valido como al menos 1 evaluacion
postbasal para al menos 1 de los 6 criterios de valoracién de eficacia principales

[BMWD, % predicho de FVC en sedestacion, MMT de extremidades inferiores,
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PROMIS-Funcion fisica, PROMIS-Fatiga y GSGC]). Los datos de los 6 criterios
principales de valoracién de la eficacia se presentan 1) para la poblacion de OLE-
ES, excluyendo el caso atipico, y 2) para la poblacion de OLE-FAS a partir del valor

basal del Estudio ATB200-07, como se muestra a continuacion.

Poblacién ‘ ‘ ‘

de OLE-ES ‘ ‘ "
N=119
ATB200-03 Semana 52 Semana 104
Valor basal
Poblacion ‘ ‘
de OLE-FAS ‘ C
N =116
ATB200-07 Semana 52
Valor basal

Se trata de un estudio de extension abierto en curso para evaluar la seguridad
y eficacia a largo plazo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en sujetos adultos con
LOPD que completaron el Estudio ATB200-03.

A partir del corte de datos provisional del 11 de enero de 2022, de los 123
sujetos (85 tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat; 38 tratados con
alglucosidasa alfa) que se inscribieron en el Estudio ATB200-03, un total de 117
sujetos completaron el estudio y después se inscribieron en el Estudio ATB200-07.
Dos sujetos adicionales (1107-1681 y 2010-1352) no completaron el Estudio
ATB200-03 pero se inscribieron en el Estudio ATB200-07, con lo que el total de
sujetos inscritos en el Estudio ATB200-07 (Poblacién OLE-ES) ascendi6 a 119 (91
con experiencia con ERT y 28 sin tratamiento previo con ERT).

Como se ha indicado anteriormente, 2 sujetos que no completaron el Estudio
ATB200-03 se inscribieron en el Estudio ATB200-07. El sujeto 1107-1681
interrumpio el tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-
03 debido a un acontecimiento adverso (EA) de enfermedad por coronavirus 2019
gue es causada por la neumonia relacionada con el virus SARS-Cov-2 (COVID-19),
y posteriormente se inscribid en el Estudio ATB200-07. El sujeto 2010-1352
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interrumpi6 el Estudio ATB200-03 por no estar dispuesto a viajar al centro del
estudio debido a preocupaciones sobre la COVID-19, y posteriormente se inscribid
en el Estudio ATB200-07.

De los 119 sujetos que se inscribieron en el Estudio ATB200-07 (poblacion
de OLE-ES), 82 (96.5%) de los 85 sujetos tratados previamente con
cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-03 (grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat) entraron en el Estudio ATB200-07 y continuaron el tratamiento con
cipaglucosidasa alfa/miglustat (designado como grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat - cipaglucosidasa alfa/miglustat), y 37 de los 38 (97.4 %) previamente
tratados con alglucosidasa alfa en el Estudio ATB200-03 (grupo de alglucosidasa
alfa/placebo) entraron en el Estudio ATB200-07 y cambiaron a cipaglucosidasa
alfa/miglustat (designado como grupo de alglucosidasa alfa/placebo -
cipaglucosidasa alfa/miglustat o poblacion con cambio de tratamiento). Un sujeto
del grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat (Sujeto 2024-1101) retiré su
consentimiento debido a la pandemia de COVID-19 y nunca se le administr6 la dosis
en el Estudio ATB200-07. Por lo tanto, la poblacion de seguridad de OLE
comprendia 118 sujetos. Por ultimo, 2 sujetos no proporcionaron un valor basal
valido y al menos 1 evaluacion postbasal para al menos 1 de los 6 principales
criterios de valoracién de la eficacia; por lo tanto, la Poblacién de OLE-FAS
comprendia 116 sujetos.

A partir del corte de datos (11 de enero de 2022), hubo una baja desercién
de la Poblacién de OLE-FAS en el Estudio ATB200-07, con un total de 11 (9.2 %)
sujetos dosificados que abandonaron prematuramente el estudio. De los 7 sujetos
del grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat - cipaglucosidasa alfa/miglustat que
interrumpieron antes de tiempo, 5 sujetos retiraron el consentimiento, 1 sujeto
interrumpi6 debido a un EA y 1 sujeto se perdid durante el seguimiento. De los 4
sujetos en el grupo de alglucosidasa alfa/placebo - cipaglucosidasa alfa/miglustat
que interrumpieron prematuramente, 1 sujeto retiré su consentimiento, 2 sujetos
interrumpieron debido a un EA y 1 sujeto interrumpié debido al empeoramiento de

su estado.
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Los datos demograficos basales fueron en general similares entre los sujetos
gue permanecieron con cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-07 (el
grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat - cipaglucosidasa alfa/miglustat) y los
sujetos que cambiaron de alglucosidasa alfa/placebo en el Estudio ATB200-03 a
cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-07 (el grupo de alglucosidasa
alfa/placebo - cipaglucosidasa alfa/miglustat). El estado de ERT en el Estudio
ATB200-07 para cada sujeto se basé en el estado de ERT registrado en el momento
basal en el Estudio ATB200-03. De los 116 sujetos de la poblacion del Estudio
ATB200-07 OLE-FAS, el 23.3 % no habian recibido terapia de reemplazo hormonal
(n = 27) y el 76.7 % habian recibido terapia de reemplazo hormonal (n = 89). El
porcentaje de sujetos con o sin tratamiento previo con ERT en cada uno de los
grupos de tratamiento del Estudio ATB200-03 fue similar. La mayoria (67.4 %) de
los sujetos de ambos grupos de tratamiento tenia = 5 afios de tratamiento previo
con ERT (69.2 % de los sujetos del grupo Estudio ATB200-03 cipaglucosidasa
alfa/miglustat y 63.3 % de los sujetos del grupo Estudio ATB200-03 alglucosidasa
alfa/placebo).

Los datos de eficacia se presentan en este resumen como cambio con
respecto al valor basal del Estudio ATB200-03 (Poblaciéon de OLE-ES). Los datos
de referencia del Estudio ATB200-07 (Poblacion de OLE-FAS) y en las Poblaciones
experimentadas en ERT y no experimentadas en ERT son consistentes con los
observados para la Poblacién de OLE-ES en general.

6MWD y % predicho de 6MWD

Como se muestra en la FIG. 88, los sujetos del grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat (que fueron tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat durante 52
semanas en el Estudio ATB200-03 y continuaron el tratamiento con cipaglucosidasa
alfa/miglustat durante 52 semanas adicionales en el Estudio ATB200-07) mostraron
una mejora a lo largo del Estudio ATB200-03, que se mantuvo a continuacion hasta
la Semana 104. Los sujetos del grupo de alglucosidasa alfa/placebo (que fueron
tratados con alglucosidasa alfa/placebo durante 52 semanas en el Estudio ATB200-

03 y cambiaron a cipaglucosidasa alfa/miglustat durante 52 semanas en el Estudio
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ATB200-07) mostraron mejoras menores que el grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat mientras recibieron alglucosidasa alfa hasta la Semana 52, a
continuacion, en general, se estabiliz6 en un nivel mas bajo que el grupo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat después de cambiar a cipaglucosidasa alfa/miglustat
hasta la semana 104.
% predicho de FVC en sedestacion

Como se muestra en la FIG. 89, los sujetos del grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat (que fueron tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat durante 52
semanas en el Estudio ATB200-03 y continuaron con cipaglucosidasa alfa/miglustat
durante 52 semanas adicionales en el Estudio ATB200-07) mostraron un ligero
descenso con respecto al valor basal hasta el Estudio ATB200-03, estabilizdndose
a continuacion hasta la Semana 104. Los sujetos del grupo de alglucosidasa
alfa/placebo (que fueron tratados con alglucosidasa alfa/placebo durante 52
semanas en el Estudio ATB200-03 y cambiaron a cipaglucosidasa alfa/miglustat
durante 52 semanas en el Estudio ATB200-07) mostraron un mayor declive que el
grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat mientras recibieron alglucosidasa alfa hasta
la Semana 52, a continuacion, en general, se estabilizé en un nivel mas bajo que el
grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat después de cambiar a cipaglucosidasa
alfa/miglustat hasta la semana 104, con cierta variabilidad de una visita a otra
durante el Estudio ATB200-07.

Otros criterios de valoracion secundarios principales

Los resultados de los demas criterios de valoracion principales (MMT de
extremidades inferiores, PROMIS-Funcion fisica, PROMIS-Fatiga y GSGC)
coincidieron en general con los observados para 6MWD. Para los sujetos que fueron
tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat a través de los Estudios ATB200-03 y
ATB200-07, MMT de extremidades inferiores, PROMIS-Funcion Fisica, PROMIS-
Fatiga, y GSGC mejoraron o permanecieron estables a lo largo del Estudio ATB200-
03, y a continuacion se estabilizaron a lo largo del Estudio ATB200-07. En los
sujetos tratados con alglucosidasa alfa/placebo durante el Estudio ATB200-03 y que

cambiaron a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-07, el MMT de las
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extremidades inferiores y el PROMIS-Fatiga mostraron una ligera mejora con
respecto al valor basal del Estudio ATB200-03, y a continuacion mejoraron aun mas
o0 se estabilizaron en la semana 104. PROMIS-Funcion fisica y el GSGC
permanecieron generalmente estables con respecto al valor basal del Estudio
ATB200-03 hasta el Estudio ATB200-07.
Farmacodinamica

Los analisis del cambio medio en los marcadores PD CK 'y Hex4 con respecto
al valor basal del Estudio ATB200-03 hasta la Semana 104 respaldan los resultados
presentados para los 6 criterios principales de valoracion de la eficacia (FIG. 90A y
90B). Para los sujetos del grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat (que fueron
tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat durante 52 semanas en el Estudio
ATB200-03 y continuaron con cipaglucosidasa alfa/miglustat durante 52 semanas
adicionales en el Estudio ATB200-07), CK (intervalo normal para las mujeres: de 34
a 145 U/l; intervalo normal para los hombres: de 46 a 171 U/l) y Hex4 (intervalo
normal: 3.0 mmol/mol de creatinina) disminuyeron sustancialmente hasta la semana
52, y a continuacion se estabilizaron desde la semana 52 hasta la 104. En los
sujetos del grupo de alglucosidasa alfa/placebo (que fueron tratados con
alglucosidasa alfa/placebo durante 52 semanas en el Estudio ATB200-03 y
cambiaron a cipaglucosidasa alfa/miglustat durante 52 semanas en el Estudio
ATB200-07), la CK se mantuvo en general estable o ligeramente por encima de los
valores basales del Estudio ATB200-03 hasta la semana 52, y a continuacion
disminuy6 sustancialmente después de que los sujetos cambiaran a
cipaglucosidasa alfa/miglustat en la semana 52 hasta la semana 104. Hex4 aumenté
con respecto al valor basal de ATB200-03 hasta la semana 52 mientras los sujetos
fueron tratados con alglucosidasa alfa/placebo, y a continuacién disminuy6 después
de que los sujetos cambiaran a cipaglucosidasa alfa/miglustat hasta la semana 104.

Conclusion

El Estudio ATB200-07, junto con los datos de eficacia del Estudio ATB200-
02, proporciona datos que respaldan el mantenimiento y la durabilidad del efecto de

la cipaglucosidasa alfa/miglustat. La Tabla 56 es un resumen de los cambios con
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respecto al valor basal del Estudio ATB200-03 en la semana 52 (valor basal del
Estudio ATB200-07) y en la semana 104 (semana 52 del Estudio ATB200-07).

La mayoria de los 6 criterios de valoracién principales (es decir, 6BMWD, MMT
de las extremidades inferiores, PROMIS-Funcion Fisica, PROMIS-Fatiga y GSGC)
de ambos grupos de tratamiento permanecieron estables o mejoraron durante el
Estudio ATB200-03. En los sujetos que siguieron recibiendo cipaglucosidasa
alfa/miglustat durante el Estudio ATB200-07, se mantuvieron los beneficios del
tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat. Los sujetos que cambiaron de
alglucosidasa alfa/placebo a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-
07 mostraron estabilidad o mejora en la mayoria de los criterios de valoracién. En
los sujetos que permanecieron en tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat
durante el Estudio ATB200-07, el % predicho de FVC en sedestacién mostrd un
ligero descenso con respecto al valor basal hasta el Estudio ATB200-03, y después
se estabilizé durante el Estudio ATB200-07. Para los sujetos que cambiaron de
alglucosidasa alfa/placebo a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-
07, el % predicho de FVC en sedestaciéon mostré un descenso sustancial en el
Estudio ATB200-03, y a continuacion se estabilizdé en un nivel inferior a lo largo del
Estudio ATB200-07. En conjunto, estos resultados respaldan el beneficio de
cipaglucosidasa alfa/miglustat en pacientes con LOPD.

Para los sujetos de la Poblacion de OLE-ES que fueron tratados con
cipaglucosidasa alfa/miglustat a través de los Estudios ATB200-03 y ATB200-07, la
CK 'y la Hex4 disminuyeron sustancialmente a lo largo del Estudio ATB200-03, y a
continuacion se estabilizaron a lo largo del Estudio ATB200-07. Para los sujetos que
cambiaron a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-07, la CK
permanecid generalmente estable o ligeramente por encima de los valores basales
del Estudio ATB200-03 hasta la Semana 52 mientras los sujetos eran tratados con
alglucosidasa alfa/placebo, a continuacion disminuy6 sustancialmente después de
que los sujetos cambiaran a cipaglucosidasa alfa/miglustat hasta la Semana 104.
Los niveles de Hex4 aumentaron con respecto al valor basal del Estudio ATB200-

03 hasta la semana 52 mientras los sujetos eran tratados con alglucosidasa
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alfa/placebo, y a continuacion disminuyeron sustancialmente después de que los
sujetos cambiaran a cipaglucosidasa alfa/miglustat hasta la semana 104.

Los andlisis de los sujetos con experiencia con ERT y de los sujetos sin
tratamiento previo con ERT respaldan los resultados de la poblacién global.

Tabla 56:
respecto al valor basal del Estudio ATB200-03 en la semana 52y en la semana
104 del Estudio ATB200-07 (poblacién de OLE-ES excluyendo al Sujeto 4005-
2511)

Resumen de las evaluaciones de eficacia - Cambio con

Evaluaciones de | Valor basal medio (DE) y cambio con respecto al valor
la respuesta | basal de ATB200-03 en la Semana 52y en la Semana
clinica (Eficacia 104
y Cipaglucosidasa Alglucosidasa alfa/Placebo
farmacodinamic alfa/Miglustat (n =36)2
a seleccionadas) (n =82)2
BSL CFB CFB BSL CFB CFB
seman | seman seman | seman
ab52 a 104 ab52 a 104
6MWD (m) 354.9 20.6 20.2 351.7 8.0 3.3
(112.39 | (42.27) | (53.58) | (122.96 | (40.56) | (56.24)
) (n=81) | (h=74) ) (n=36) | (n=33)
(n=82) (n=36)
FVC en| 70.7 -1.1 -1.6 69.5 -3.6 -3.6
sedestacion (% | (19.92) | (6.32) (7.45) | (21.75) | (4.70) (6.18)
predicho) n=82) | (n=74) | (n=70) | (n=36) | (n=32) | (n=29)
MMT (puntuacion 27.9 1.6 1.8 27.8 0.9 1.1
de extremidades | (5.85) (3.91) (4.16) (6.23) (2.65) (2.91)
inferiores) n=81) | (n=73) | (n=68) | (n=33) | (n=32) | (n=27)
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Evaluaciones de | Valor basal medio (DE) y cambio con respecto al valor
la respuesta | basal de ATB200-03 en la Semana 52y en la Semana
clinica (Eficacia 104
y Cipaglucosidasa Alglucosidasa alfa/Placebo
farmacodinamic alfa/Miglustat (n =36)2
a seleccionadas) (n =82)2
BSL CFB CFB BSL CFB CFB
seman | seman seman | seman
ab52 a 104 ab52 a 104
PROMIS-Funcién 67.0 2.2 2.3 67.9 0.3 -0.4
fisica (12.41) | (7.46) (9.11) | (13.27) | (10.97) | (10.52)
(n=81) | (n=80) | (n=75) | (n=36) | (n=36) | (n=33)
PROMIS-Fatiga 22.1 -2.3 -1.6 21.2 -1.7 -0.1
(8.40) (5.79) (5.88) (6.12) (6.72) (7.94)
(n=82) | (n=80) | (n=74) | (n=36) | (n=36) | (n=33)
GSGC 14.4 -0.6 -1.0 14.3 0.9 0.3
(5.25) (2.65) (2.72) (4.69) (2.93) (2.75)
(n=71) | (n=59) | (n=58) | (n=31) | (n=25) | (n=25)
CK 440.6 -129.1 -154.9 527.4 41.0 -173.6
(403.15 | (234.12 | (224.89 | (432.62 | (140.15 | (276.06
) ) ) ) ) )
(n=82) | (n=77) | (n=67) | (n=36) | (n=35) | (n=32)
Hex4 4.6 -2.0 2.1 7.0 1.6 2.7
(3.36) (2.52) (3.07) (7.01) (4.50) (3.48)
n=81) | (n=72) | (n=73) | (n=36) | (n=33) | (h=32)

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
6MWD = distancia caminada en 6 minutos; BSL = valor basal; CFB = cambio con
respecto al valor basal; CK = creatina cinasa; FVC = capacidad vital forzada; GSGC
= ensayo de marcha, escalera, maniobra de Gowers y silla; Hex4 = tetrasacéarido de

hexosa; MMT = ensayo muscular manual; n = nimero de sujetos; PROMIS =
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Sistema de Informacién de Medicion de resultados informados por los Pacientes;
wk = semana

Nota: Semana 52 = Momento basal del estudio ATB200-07.

Nota: Tanto para PROMIS-Fatiga como para GSGC, la disminucion indica
mejora.

a n en el momento basal del Estudio ATB200-03. Cualquier diferencia
en el n en el momento basal se indica entre paréntesis.

Ejemplo 21: Comparacion de los resultados de eficacia entre estudios

Los resultados detallados de eficacia incluidos en el presente documento se
presentan para los tres estudios individuales mencionados. Debido a las diferencias
inherentes en los disefios y metodologias de los estudios, la comparacion de la
eficacia se ha limitado a 6MWD y % predicho de FVC entre los estudios ATB200-
03/07 y ATB200-02 en Tabla 57 y Tabla 58. Los datos del Estudio ATB200-03/07
excluyen el valor atipico. NoOtese que los datos del grupo de alglucosidasa
alfa/cipaglucosidasa alfa representan 12 meses tratados con alglucosidasa
alfa/placebo seguidos de 12 meses tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat. Los
beneficios observados en 6MWD y % predicho de FVC en el Estudio ATB200-03 y
mantenidos en el Estudio ATB200-07 estan respaldados por los resultados
direccionalmente consistentes del Estudio ATB200-02. Notese que las mejoras en
el % predicho de FVC observados en el Estudio ATB200-02 se produjeron en

sujetos con valores basales inferiores a los del Estudio ATB200-03.
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Tabla 57: Comparacion de los resultados de 6MWD entre los
estudios ATB200-03/07 y ATB200-02

Poblacion Estudio Tratamiento N Media | Media | Media
(enel | (DE) (DE) (DE)
Mome de de de
nto Valor | CFBL CFBL
basal) | basal M12 M24
(S52) (S104)
Con ATB200- | Alglucosidasa 29 335.0 0.7 -8.8
experiencia |03/07 alfa/ (116.0 | (39.84) | (46.19)
con ERT Cipaglucosida 3)
sa alfa
Cipaglucosida 62 342.4 16.3 14.2
sa alfa (110.4 | (39.46) | (53.44)
0)
ATB200- Cipaglucosida 162 393.5 33.5 25.2
02 sa alfa (119.6 | (49.62) | (63.30)
6)
Sin ATB200- | Alglucosidasa 7 420.9 38.3 48.3
tratamiento | 03/07 alfa/ (135.7 | (29.32) | (70.56)
previo con Cipaglucosida 5)
ERT sa alfa
Cipaglucosida 20 393.6 334 38.8
sa alfa (112.3 | (48.70) | (51.03)
9)
ATB200- Cipaglucosida 6P 396.0 57.0 54.4
02 sa alfa (75.20 | (29.96) | (36.18)
)

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

6MWD = distancia caminada en 6 minutos; CFBL = cambio con respecto al valor



298

basal; ERT = terapia de reemplazo enzimatico; M = mes; N = nUmero de sujetos en

cada grupo de tratamiento; DE = desviacion estandar; S = semana
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Cohortes 1 y 4 combinadas

Cohorte 3



10

15

20

25

30

Tabla 58:

299

los estudios ATB200-03/07 y ATB200-02

Comparacion de los resultados de % predicho de FVC entre

Poblacion | Estudio Tratamiento N Media | Media | Media
(enel | (DE) (DE) (DE)
Mome de de de
nto Valor | CFBL CFBL
basal) | basal M12 M24
(S52) (S104)
Con ATB200- | Alglucosidasa 29 67.2 -3.5 -3.8
experiencia | 03/07 alfa/ (21.29 | (4.72) (6.23)
con ERT Cipaglucosida
sa alfa
Cipaglucosida 62 67.7 0.1 -0.6
sa alfa (19.48 | (5.94) (7.50)
)
ATB200- Cipaglucosida 162 57.4 -1.2 1.0
02 sa alfa (7.42 | (5.95) (7.96)
)
Sin ATB200- | Alglucosidasa 7 79.1 -4.0 -3.1
tratamiento | 03/07 alfa (22.58 | (5.05) (6.66)
previo con )
ERT Cipaglucosida 20 80.2 -4.7 -4.8
sa alfa (18.69 | (6.20) (6.48)
)
ATB200- | Cipaglucosida 6P 57.2 3.2 4.7
02 sa alfa (20.84 | (8.42) (5.09)
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Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
CFBL = cambio con respecto al valor basal; ERT = terapia de reemplazo enzimético;
FVC = capacidad vital forzada; M = mes; N = numero de sujetos en el grupo de
tratamiento; SD = desviacion estandar; S = semana

a Cohortes 1y 4 combinadas
b Cohorte 3

Eficacia integrada incluyendo el sujeto atipico

Los analisis de eficacia agrupados presentados dentro de esta seccion
incluyen el caso atipico (Grupo 2). Los resultados de estos analisis agrupados
concuerdan con los del Estudio ATB200-03. También se realizaron analisis de
eficacia agrupados que excluian al sujeto atipico (Grupo 2A). Estos analisis
mostraron que las mejoras en 6MWD Yy la estabilizacion de FVC se mantuvieron
mas alla de 24 meses en el brazo de cipaglucosidasa alfa/miglustat.

6MWT

Los datos demuestran una mejora inicial en la 6MWD que se mantuvo por
encima del valor basal hasta > 24 meses en sujetos que recibieron cipaglucosidasa
alfa/miglustat. La media (DE) de mejora en 6MWD para el grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat fue de 17.1 (44.92) metros en < 15 meses (n = 143), 17.7 (55.61)
metros en > 15 a <24 meses (n = 108) y 9.7 (67.13) metros en > 24 meses (n = 70).
No se dispone de datos a largo plazo del grupo de alglucosidasa alfa/placebo, ya
gue todos los sujetos cambiaron a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio
ATB200-07.

Los datos para el % predicho de 6MWD demuestran un patron similar en los
sujetos que reciben cipaglucosidasa alfa/miglustat después de al menos 24 meses
de administracion del tratamiento. La mejora media (DE) en el % predicho de 6MWD
para el grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat fue de 3.3 (10.84) (n = 70).

Las mejoras en 6MWD y el % predicho de 6MWD por encima del valor basal
se mantuvieron mas alla de los 24 meses con el valor atipico incluido o excluido. En
la Tabla 59 se presenta un resumen de 6MWD por intervalo de exposicion de los

datos de eficacia agrupados, incluido el valor atipico.
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Resumen de 6MWD (metros) por intervalo de exposicion
(Grupo 2: Estudios ATB200-02/03/07 - Poblacion de eficacia, incluido el caso

atipico)
Cipaglucosidasa Alfa/Miglustat Alglucosidasa
(N =143) Alfa/Placebo
(N =38)
< 15 meses >15as24 > 24 meses < 15 meses
(N =143) meses (N =100) (N = 38)
(N = 121)
Valor basal?
n 143 108 70 38
Media (DE) 367.10 366.33 367.77 350.14
(120.278) (105.788) (105.001) (119.776)
Mediana 373.75 369.25 376.43 358.45
(min, max) (67.0,675.4) | (79.0, 575.0) (105.0, (112.5, 623.0)
575.0)
Cambio con respecto al valor basal®
n 143 108 70 38
Media (DE) 17.13 17.67 (55.609) 9.67 16.40 (69.027)
(44.916) (67.129)
Mediana 12.00 11.75 5.23 3.15
(min, max) (-78.0, (-173.1, 185.5) (-260.0, (-55.6, 355.2)
179.5) 179.5)

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):

6MWD = distancia caminada en 6 minutos; max = maximo; min = minimo; N =

namero de sujetos en cada grupo de tratamiento; n = nimero de sujetos con datos

disponibles; SAP = plan de andlisis estadistico; SCE = Resumen de eficacia clinica;

DE = desviacion estandar
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a Para los estudios ATB200-02 y ATB200-03, el valor basal fue el mismo
que el valor basal del estudio. Para el Estudio ATB200-07, la ampliacion del
Estudio ATB200-03, el valor basal dependia del grupo de tratamiento al que el
sujeto habia sido asignado aleatoriamente en el Estudio ATB200-03. Consulte el
SAP de la SCE para obtener una definicion detallada.

b Cambio con respecto al valor basal = el ultimo valor postbasal
disponible - valor basal, sin imputacion para el valor faltante

Funciéon pulmonar

Los datos demuestran pequefios descensos en el % predicho de FVC que
son ligeramente mayores a > 24 meses en sujetos que reciben cipaglucosidasa
alfa/miglustat. EI cambio medio (DE) con respecto al valor basal en la FVC para el
grupo de cipaglucosidasa alfa/miglustat fue -0.74 (6.121) a < 15 meses (n = 139), -
0.88 (7.103) a>15a <24 meses (n =97) y -2.55 (8.393) a > 24 meses (n = 68). No
se dispone de datos a largo plazo del grupo de alglucosidasa alfa/placebo, ya que
todos los sujetos cambiaron a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-
07. Estas mejoras en la FVC se mantuvieron mas alla de los 24 meses con el valor
atipico incluido o excluido. En la Tabla 60 se presenta un resumen del % predicho
de FVC en sedestacion por intervalo de exposicion de los datos de eficacia
agrupados, incluido el valor atipico.

Tabla 60: Resumen de % predicho de FVC en sedestacion por
intervalo de exposicion (Grupo 2: Estudios ATB200-02/03/07 - Poblacién de
eficacia, incluido el caso atipico)

Cipaglucosidasa Alfa/Miglustat Alglucosidasa
(N =143) Alfa/Placebo
(N = 38)
<15 meses >15a<24 > 24 meses < 15 meses
(N =143) meses (N =100) (N =38)
(N=121)
Valor basal?
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Cipaglucosidasa Alfa/Miglustat Alglucosidasa
(N =143) Alfa/Placebo
(N =38)
<15 meses >15a<24 > 24 meses <15 meses
(N =143) meses (N =100) (N =38)
(N = 121)
n 139 97 68 38
Media (DE) 67.51 66.89 (20.174) 67.15 70.04 (21.301)
(19.836) (19.174)
Mediana 68.00 67.50 69.00 71.25

(min, max) (30.5,132.5) | (30.5,132.5) | (31.0,107.0) | (31.5, 122.0)

Cambio con respecto al valor basal®

n 139 97 68 38
Media (DE) | -0.74 (6.121) | -0.88 (7.103) | -2.55 (8.393) | -3.64 (5.170)
Mediana -1.00 -1.00 2.25 - -3.00

(min, max) (-16.0,22.5) | (-24.0,17.0) | (-25.0,17.0) | (-19.5, 7.5)

Abreviaturas (en todos los casos hacen referencia a sus siglas en inglés):
FVC = capacidad vital forzada; méx = maximo; min = minimo; N = nimero de sujetos
en cada grupo de tratamiento; n = nimero de sujetos con datos disponibles; SAP =
plan de analisis estadistico; SCE = resumen de eficacia clinica; SD = desviacion
estandar
a Para los estudios ATB200-02 y ATB200-03, el valor basal es el mismo
que el valor basal del estudio. Para el Estudio ATB200-07, la ampliacion del
Estudio ATB200-03, el valor basal depende del grupo de tratamiento al que el
sujeto habia sido aleatorizado en el Estudio ATB200-03. Consulte el SAP de la
SCE para obtener una definicion detallada.
b Cambio con respecto al valor basal = el ultimo valor postbasal
disponible - valor basal, sin imputacion para el valor faltante
MMT
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Los datos demuestran que la mejora inicial en la puntuacién de MMT de las
extremidades inferiores se mantuvo hasta > 24 meses en los sujetos que recibieron
cipaglucosidasa alfa/miglustat. El cambio medio (DE) con respecto al valor basal en
la puntuacién de extremidades inferiores de MMT para el grupo de cipaglucosidasa
alfa/miglustat fue de 1.36 (3.807) en los sujetos expuestos a cipaglucosidasa
alfa/miglustat en < 15 meses (n = 135), 1.73 (3.675) en > 15 a < 24 meses (n =101)
y 1.98 (4.527) en > 24 meses (n = 65). Estas mejoras de MMT se mantuvieron mas
alla de los 24 meses con el valor atipico incluido o excluido.

GSGC

Los datos demuestran que la mejora inicial en la puntuacién total de GSGC
con respecto al valor basal se mantuvo y mejor6é alin mas hasta > 24 meses en los
sujetos que recibieron cipaglucosidasa alfa/miglustat. EI cambio medio (DE) con
respecto al valor basal en la puntuacion total de la GSGC para el grupo de
cipaglucosidasa alfa/miglustat fue de -0.51 (2.947) en los sujetos expuestos a
cipaglucosidasa alfa/miglustat en < 15 meses (n = 123), -0.86 (3.086) en > 15 a <
24 meses (n = 87) y -1.12 (3.586) en > 24 meses (n = 56). Nétese que una
puntuacion negativa indica una mejora. Estas mejoras en GSGC se mantuvieron
mas alla de los 24 meses con el valor atipico incluido o excluido.

Andlisis de subgrupos

Se realizaron analisis de los datos de eficacia agrupados por los siguientes
subgrupos y por intervalo de exposicion (< 15 meses, > 15 a < 24 meses, > 24
meses):

o Género: Hombre o Mujer

o Estado de ERT (categorizado como con experiencia con ERT
frente a sin tratamiento previo con ERT)

o Raza: Blancos, japoneses, asiaticos (excluidos los japoneses),
negros o afroamericanos y otros (o blancos, no blancos)

o 6MWD basal (categorizada como 75 a < 150 metros, 150 a <

400 metros y = 400 metros)
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o Edad: = 18 a < 35 afios, = 35 a < 50 afos, = 50 a < 65 afos, y
= 65 anos

o Duracion de la ERT previa: 22 a < 3 afios, 23 a< 5 anos, 25
a < 8 anos, y = 8 anos

o Reaccion previa asociada a infusion: si'y no

Los resultados de eficacia por subgrupos fueron en general consistentes con
los resultados en la poblacion global. Aunque el tamafio de la muestra fue limitado
en muchos subgrupos y los resultados deben interpretarse con cautela, a
continuacion se sefialan algunas diferencias entre los subgrupos en cuanto al
cambio con respecto al valor basal en la 6MWD. En cuanto a la raza, habia muy
pocos sujetos no blancos para interpretar estos andlisis de subgrupos.

En cuanto al cambio con respecto al valor basal en la 6MWD, no hubo
diferencias notables entre los resultados de hombres y mujeres, ni entre los sujetos
con experiencia con ERT de acuerdo con la duracion de la exposicion previa a ERT
o de acuerdo con los antecedentes de IAR. Aunque los IC estaban superpuestos,
se observo de forma consistente un mayor cambio medio con respecto al valor basal
en la 6BMWD en los sujetos sin tratamiento previo con ERT en comparacién con los
sujetos con experiencia con ERT, con diferencias notables entre los subgrupos de
ERT para los sujetos con menos de 15 meses de exposicion (con cipaglucosidasa
alfa/miglustat o alglucosidasa alfa/placebo). De manera similar, aunque el nimero
de sujetos con 6MWD basales muy bajas fue bastante reducido, se observo de
forma consistente un mejora superior con respecto al valor basal entre los sujetos
con 6MWD basales mas altas que entre los sujetos con 6MWD basales mas bajas.
Las observaciones entre categorias de edad también destacaban por una
observacion de menor mejora con el aumento de la edad, con las diferencias mas
notables en la categoria de mayor edad, aunque el numero de sujetos = 65 anos
era pequefio.

En cuanto al cambio con respecto al valor basal en el % predicho de FVC, no
hubo diferencias notables entre los resultados en hombres y mujeres, con

experiencia con ERT frente a sin tratamiento previo con ERT, 6MWD basal,
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categorias de edad, o entre los sujetos con experiencia con ERT de acuerdo con la
duracion de la exposicion previa a la ERT o en funcién de los antecedentes de IAR.

Ejemplo 23: Eficacia y/o tolerancia

Los datos a largo plazo de los estudios ATB200-02, ATB200-03 y ATB200-
07 respaldan la durabilidad y persistencia de la eficacia de cipaglucosidasa
alfa/miglustat. Los datos del estudio controlado ATB200-03 mostraron una mejora
continuada con respecto al valor basal hasta la semana 52, y los datos de los
andlisis integrados de todos los estudios mostraron que las mejoras se mantuvieron
o continuaron > 24 meses. El Estudio ATB200-02 mostr6 mejoras que se
mantuvieron o continuaron hasta los 48 meses.

Los datos de eficacia de los 3 estudios clinicos sobre la enfermedad de
Pompe en adultos se agruparon y analizaron para respaldar adicionalmente la
eficacia a largo plazo de cipaglucosidasa alfa/miglustat en sujetos adultos. Los datos
de sujetos no ambulatorios (Cohorte 2 del Estudio ATB200-02) no se incluyeron en
el conjunto, ya que los criterios de valoracion de la eficacia de este grupo se
solapaban poco con los de los distintos grupos ambulatorios, tal como la 6MWD y
la MMT inferior.

Los 3 estudios clinicos sobre la enfermedad de Pompe en adultos se
agruparon de la siguiente manera:

. El grupo de tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat
consiste en:

o] Todos los sujetos ambulatorios del Estudio ATB200-02
(Cohortes 1, 3y 4),

o] Todos los sujetos asignados al azar al grupo de
tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-
03,y

o] Todos los sujetos inscritos en el Estudio ATB200-07.
o El grupo de tratamiento con alglucosidasa alfa/placebo consiste

en:
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o] Todos los sujetos aleatorizados al grupo de tratamiento
ERT en el Estudio ATB200-03.

Un total de 151 sujetos con LOPD han sido expuestos a cipaglucosidasa
alfa/miglustat en los estudios ATB200-02, ATB200-03 y ATB200-07. La duracién
media (DE) de la exposicion fue de 28.0 (14.27) meses, y 105 sujetos han estado
expuestos durante mas de 24 meses. La exposicion mas prolongada a
cipaglucosidasa alfa/miglustat para cualquier sujeto fue de 64.9 meses. Notese que
todos los sujetos que completaron el Estudio ATB200-03 se inscribieron en el
Estudio ATB200-07 y continuaron o iniciaron el tratamiento con cipaglucosidasa
alfa/miglustat.

Los datos a largo plazo del Estudio ATB200-02 también respaldan que los
efectos de la cipaglucosidasa alfa/miglustat fueron duraderos y se mantuvieron
durante 48 meses. A fecha de corte de los datos del 13 de diciembre de 2021, habia
un total de 29 sujetos inscritos y tratados en el Estudio ATB200-02 y la mayoria de
los sujetos tenia = 48 meses de exposicion. En la Tabla 26 se presenta un resumen
de los resultados de eficacia en los principales dominios de la enfermedad de
Pompe en el Estudio ATB200-02. En resumen, las mejoras de la funcion motora
observados durante el primer afio se mantuvieron en los sujetos ambulatorios de
todas las cohortes independientemente de la experiencia con la ERT. El tratamiento
también produjo una mejora de los PFT en los sujetos sin tratamiento previo con
ERT y PFT estables o mejorados en los sujetos con tratamiento previo con ERT,
independientemente de su estado ambulatorio, medidos mediante el % predicho de
FVC, MIP, MEP y SNIP, asi como una fuerza muscular estable o mejorada en todas
las partes del cuerpo sometidas a ensayo, tanto en los sujetos ambulatorios como
en los no ambulatorios, medida mediante MMT. Las mejoras se mantuvieron hasta
los 48 meses de exposicion.

Los datos a largo plazo de la extension abierta del estudio ATB200-03, el
estudio ATB200-07, respaldan que los efectos de la cipaglucosidasa alfa/miglustat
se mantuvieron durante al menos 24 meses. A fecha de corte de los datos del 11

de enero de 2022, un total de 118 sujetos estaban inscritos y tratados en el Estudio
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ATB200-07, y 79 sujetos tenian > 24 meses de exposicion. En la Tabla 56 se
presenta un resumen de los resultados de eficacia en los principales dominios de la
enfermedad de Pompe en el Estudio ATB200-07. En resumen, la mayoria de los 6
criterios de valoracion principales (es decir, 6MWD, MMT de las extremidades
inferiores, PROMIS-Funcion Fisica, PROMIS-Fatiga y GSGC) de ambos grupos de
tratamiento permanecieron estables o mejoraron durante el Estudio ATB200-03. En
los sujetos que siguieron recibiendo cipaglucosidasa alfa/miglustat durante el
Estudio ATB200-07, se mantuvieron los beneficios del tratamiento con
cipaglucosidasa alfa/miglustat. Los sujetos que cambiaron de alglucosidasa
alfa/placebo a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-07 mostraron
estabilidad o mejora en la mayoria de los criterios de valoracién. En cuanto al %
predicho de FVC en sedestacidn, los sujetos que permanecieron en tratamiento con
cipaglucosidasa alfa/miglustat durante el Estudio ATB200-07 mostraron un ligero
declive con respecto al valor basal hasta el Estudio ATB200-03, y después se
estabilizaron durante el Estudio ATB200-07. Los sujetos que cambiaron de
alglucosidasa alfa/placebo a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-
07 mostraron un declive sustancial en el Estudio ATB200-03, y a continuacién se
estabilizaron en un nivel inferior a lo largo del Estudio ATB200-07.

Para los sujetos de la Poblacion de OLE-ES que fueron tratados con
cipaglucosidasa alfa/miglustat a través de los Estudios ATB200-03 y ATB200-07, la
CK'y la Hex4 disminuyeron sustancialmente a lo largo del Estudio ATB200-03, y a
continuacion se estabilizaron a lo largo del Estudio ATB200-07. Para los sujetos que
cambiaron a cipaglucosidasa alfa/miglustat en el Estudio ATB200-07, la CK
permanecio generalmente estable o ligeramente por encima de los valores basales
del Estudio ATB200-03 hasta la Semana 52 mientras los sujetos eran tratados con
alglucosidasa alfa/placebo, a continuacién disminuyé sustancialmente después de
que los sujetos cambiaran a cipaglucosidasa alfa/miglustat hasta la Semana 104.
Los niveles de Hex4 aumentaron con respecto al valor basal del Estudio ATB200-

03 hasta la semana 52 mientras los sujetos eran tratados con alglucosidasa
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alfa/placebo, y a continuacion disminuyeron sustancialmente después de que los
sujetos cambiaran a cipaglucosidasa alfa/miglustat hasta la semana 104.

Los andlisis integrados de eficacia de los estudios ATB200-02, ATB200-03 y
ATB200-07 muestran que los efectos de la cipaglucosidasa alfa/miglustat fueron
duraderos y se mantuvieron durante 24 meses.

Conclusiones

Pompe es una enfermedad monogenética directamente atribuible a la
mutacion en el gen que codifica la GAA y a una deficiencia resultante de GAA,
principalmente en corazén, musculo esquelético e higado, que conduce a la
acumulacion de glucogeno lisosémico y a la fisiopatologia de la enfermedad
relacionada. Alglucosidasa alfa ha demostrado el beneficio clinico de la ERT IV con
rhGAA en pacientes con enfermedad de Pompe, que muestran una mejora inicial
de la FVC y otros parametros. Sin embargo, como se ha descrito anteriormente, en
la ultima década los ensayos clinicas han demostrado que la carga de la
enfermedad sigue siendo elevada y que persiste una morbilidad sustancial incluso
con el tratamiento con ERT. Después de una mejora inicial, muchos pacientes
tratados con alglucosidasa alfa siguen empeorando de tal manera que requieren
asistencia ambulatoria y ventilatoria. Cipaglucosidasa alfa/miglustat aborda
importantes necesidades mecénicas y clinicas no cubiertas de una terapia mas
eficaz para tratar la enfermedad de Pompe.

En el Estudio pivotal ATB200-03, en la poblacién global, los criterios de
valoracion clave del estudio que evaluaban la funcion motora, la funcion pulmonar
y la fuerza muscular mejoraron con respecto al valor basal y favorecieron a
cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa alfa/placebo. Los sujetos
tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat caminaron en promedio 21 metros mas
gue en el momento basal en comparacion con los 7 metros de los pacientes tratados
con alglucosidasa alfa/placebo, una diferencia de 14 metros (p=0.071).

En el primer criterio de valoracion secundario clave de % predicho de FVC
en sedestacion, los sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat mostraron

un descenso absoluto del 0.9 % en comparacién con un descenso absoluto del
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4.0 % en el brazo de alglucosidasa alfa/placebo, una diferencia del 3.0 %, que fue
nominalmente significativa desde el punto de vista estadistico y representa una
estabilizacion clinicamente significativa de la FVC (p=0.023). Este beneficio relativo
en la FVC frente a alglucosidasa alfa/placebo es de magnitud similar al beneficio
observado en los estudios de Fase 3 de alglucosidasa alfa frente a placebo y se
considera clinicamente significativo para los pacientes de acuerdo con las
diferencias minimas clinicamente importantes (MCID) notificadas en la bibliografia
médica.

Para respaldar adicionalmente la importancia y consistencia del efecto del
tratamiento con cipaglucosidasa alfa/miglustat en los criterios de valoracion
primarios y secundarios clave de 6MWD y % predicho de FVC, se realizé un ensayo
global a posteriori para evaluar la superioridad de cipaglucosidasa alfa/miglustat
frente a alglucosidasa alfa/placebo. Este ensayo global mostré un mejora superior
en los sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat frente a alglucosidasa
alfa/placebo (p=0.010) y respalda los resultados observados en cada uno de estos
criterios de valoracion por separado en las distintas poblaciones estudiadas.

Los resultados observados en 6MWD y FVC para cipaglucosidasa
alfa/miglustat representan mejoras clinicamente significativas sobre alglucosidasa
alfa/placebo. Para la FVC, la mejora media del 3 % para los sujetos tratados con
cipaglucosidasa alfa/miglustat en relacién con alglucosidasa alfa/placebo indica una
mejora clinicamente significativa a nivel de grupo y es de magnitud similar a la
mejora clinicamente significativa que demostré la propia alglucosidasa alfa frente a
placebo. Los andlisis adicionales de respuesta a nivel de paciente muestran que
una mayor relacion de sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat tuvo una
mejora clinicamente significativa, y una menor relacion tuvo un empeoramiento
clinicamente significativo, que los pacientes tratados con alglucosidasa alfa/placebo
para la 6MWD (p=0.018) y FVC (p=0.011) individualmente, y tanto para la 6MWD
como para la FVC (p=0.002). Los andlisis de sensibilidad adicionales demuestran
gue en un intervalo de umbrales de respuesta de 6MWD y FVC, una mayor

proporcion de sujetos tratados con cipaglucosidasa alfa/miglustat mostraron una
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mejora clinicamente significativa y una menor proporcion mostré un empeoramiento
clinicamente significativo frente a los sujetos tratados con alglucosidasa
alfa/placebo. La mejora observada en la 6MWD y el % predicho de FVC se vio
respaldado por los resultados de los criterios de valoraciéon secundarios clave
adicionales que abarcaban la funcion motora y la fuerza muscular, la funcién
pulmonar y los PRO, que favorecieron numéricamente a cipaglucosidasa
alfa/miglustat. GSGC, una medida compuesta de la independencia funcional,
mostré una mejora nominalmente significativa para la superioridad de
cipaglucosidasa alfa/miglustat sobre alglucosidasa alfa/placebo (p=0.009).

En la poblacion con experiencia con ERT y grandes necesidades no
cubiertas, cipaglucosidasa alfa/miglustat mostr6 mejoras clinicamente significativas
y nominalmente estadisticamente significativas tanto para la 6MWD (diferencia de
17 metros; p=0.047) como para el % predicho de FVC (diferencia de 4.1 %; p=0.006)
en comparacion con alglucosidasa alfa. Los sujetos que permanecieron con
alglucosidasa alfa no mostraron cambios en la 6MWD y experimentaron un
descenso significativo de la FVC, mientras que los sujetos que cambiaron a
cipaglucosidasa alfa/miglustat mostraron una mejora en la 6MWD y una
estabilizacion de la FVC. En el subgrupo sin tratamiento previo con ERT, los sujetos
de ambos grupos de tratamiento mostraron mejoras clinicamente significativas
similares en la 6MWD y cambios en la FVC.

En cuanto a los criterios de valoracidn musculoesqueléticos y otros varios
secundarios que evaluaban la funciébn motora, la fuerza muscular y los PRO, la gran
mayoria mostraron mejora y favorecieron direccionalmente a cipaglucosidasa
alfa/miglustat frente a alglucosidasa alfa/placebo, lo que respalda las observaciones
en los criterios de valoracién primarios y secundarios clave. En resumen,
cipaglucosidasa alfa/miglustat mejordé importantes dominios de la enfermedad de
Pompe con respecto al tratamiento aprobado con alglucosidasa alfa.
Adicionalmente, se observaron reducciones nominalmente significativas desde el
punto de vista estadistico (p < 0.001) frente a alglucosidasa alfa/placebo en

biomarcadores clave de reduccion de glucogeno (Hex4) y dafio muscular (CK), lo
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gue confirma la solida evidencia mecanicista no clinica. Los datos de los estudios
ATB200-02 y ATB200-07 concuerdan con los del Estudio ATB200-03 y aportan
pruebas sélidas de la durabilidad del efecto, con mejoras y estabilidad que duran
mas de 24 meses. En conjunto, los resultados de los estudios clinicos demuestran
que la cipaglucosidasa alfa/miglustat responde a la importante necesidad de una
terapia de nueva generacion mas eficaz para el tratamiento de la enfermedad de
Pompe.

Se hace constar que con relacién a esta fecha, el mejor método conocido por
la solicitante para llevar a la practica la citada invencion, es el que resulta claro de

la presente descripcion de la invencion.



