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DESCRIPCION

Formulacion que comprende mutante(s) de a -Galactosidasa A lisosomal para el tratamiento de enfermedad de
Fabry.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a un método para incrementar la actividad de a-Galactosidasa A lisosomal (a-Gal A) en
células de mamifero y para tratamiento de enfermedades de almacenamiento de glucoesfingolipidos, en particular
enfermedad de Fabry, por administracion de formulaciones farmacéuticas que comprenden 1-desoxi-
galactonojirimicina.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Fabry (1) es una enfermedad de almacenamiento de glucoesfingolipidos lisosomales causada por
una deficiencia heredada ligada al X de a-galactosidasa A lisosomal (a-Gal A), una enzima responsable de la
hidrdlisis de resto a-galactosilo terminal de glucoesfingolipidos. Una deficiencia en la actividad enzimatica da como
resultado una deposicidon progresiva de glucoesfingolipidos neutros, predominantemente globotriaosilceramida
(trihexdsido de ceramida, CTH (por sus siglas en inglés)), en células endoteliales vasculares causando fallo renal
junto con infarto agudo de miocardio prematuro y apoplejias en pacientes con esta afeccion (2). Este trastorno se
clasifica por manifestaciones clinicas en dos grupos: una forma clasica con vasculopatia generalizada y una forma
variante atipica, con manifestaciones clinicas limitadas a corazén. Recientemente, la variante atipica de la
enfermedad se encontré en el 10% de los pacientes varones adultos con hipertrofia ventricular izquierda inexplicada,
aumentando la estimacion de la frecuencia del trastorno (3). Como otras enfermedades de almacenamiento
lisosomal de glucoesfingolipidos, se sugieren tratamiento de sustitucion de enzimas, terapia génica, trasplante de
médula ésea y privacion de sustrato como potenciales estrategias para el tratamiento de esta enfermedad (4). Sin
embargo, por el momento el Unico tratamiento para este trastorno es tratamiento sintomatico. Por lo tanto, se
necesita urgentemente el desarrollo de una nueva estrategia terapéutica para esta enfermedad.

Los estudios (5) sobre actividad de a-Gal A residual de enzimas mutantes revelaron que algunas de las enzimas
mutantes tienen propiedades cinéticas similares a a-Gal A normal pero con inestabilidad significativa. Esto se
considera como el caso para la mayoria de los pacientes de variante atipica que presentan en general mayor
actividad de a-Gal A residual que los pacientes de Fabry clasicos. Por ejemplo (6), una a-Gal A mutante purificada
con un genotipo de Q279E, encontrada en un paciente con variante atipica de enfermedad de Fabry, tenia los
mismos Km y Vmax que la enzima normal, pero perdia la mayor parte de la actividad enzimatica incubando la
enzima a pH 7,0 a 37°C durante 30 min mientras la enzima normal era estable en la misma condicién. Tanto la
enzima mutante como la normal eran estables a pH 5,0 a 37°C. Ademas, la mayoria de la proteina enzimatica
mutante en las células formaba agregado en el reticulo endoplasmatico (RE) y se degradaba rapidamente (7),
sugiriendo que la deficiencia de la actividad enzimatica en este mutante podia ser causada principalmente por la
salida sin éxito del RE que conduce a una degradacion excesiva de la proteina enzimatica. La presente invencion se
centra en la ayuda de escape suave de la enzima del RE para evitar la degradacion de la enzima mutante.

La patente internacional WO 94/26714 describe que los N-alquil (C 3-6)-derivados de 1-desoxigalactonojirimicina (1-
DGJ) pueden inhibir la biosintesis de glucolipidos y por lo tanto pueden ser Utiles en el tratamiento de trastornos de
almacenamiento de glucolipidos.

La patente internacional WO 9811206 se refiere al tratamiento de trastornos de almacenamiento de glucolipidos por
introduccion en un individuo de células que pueden expresar y segregar alfa Gal A humana y se pueden considerar
por lo tanto como un tratamiento de sustitucion enzimatico de una enzima defectuosa.

Sumario de la invencién

La estrategia de la invencion se basa en el siguiente modelo. La proteina enzimatica mutante tiende a plegarse en
una conformacion incorrecta en el RE donde el pH es alrededor de 7. Como resultado, la enzima se retrasa desde la
ruta de transporte normal del RE a través del aparato de Golgi y endosoma al lisosoma, pero en su lugar se somete
a degradacion. Por otra parte, la proteina enzimatica con una conformacién apropiada es transportada al lisosoma
suavemente y permanece en una forma activa debido a que la enzima es mas estable a un pH menor que 5. Por lo
tanto, un compuesto que puede inducir una conformaciéon apropiada en enzima mutante puede servir como
potenciador para la enzima. Los presentes autores han encontrado inesperadamente que los inhibidores
competitivos fuertes para a-Gal A a bajas concentraciones potencian la actividad de las enzimas mutantes en las
células, incluyendo células COS-1 transinfectadas con gen mutante de a-Gal A, fibroblastos de un ratén transgénico
que sobreexpresa a-Gal A mutante y linfoblastos de pacientes de Fabry.

Se observa que aunque se cree que lo anterior es el mecanismo de operacién de la presente invencion, el éxito de la
invencion no depende de que éste sea el mecanismo correcto.

De acuerdo con esto, es un objeto de la presente invencion proporcionar una formulaciéon farmacéutica para uso en
un método para prevenir la degradacién de a-Gal A mutante en células de mamifero, en particular en células

2



10

15

20

25

30

35

ES 2507515713

humanas.

Es un objeto mas de la invencion proporcionar una formulacion farmacéutica para uso en un método para mejorar la
actividad de a-Gal A en células de mamifero, en particular en células humanas. Los métodos de la presente
invencion potencian la actividad de a-Gal A tanto normal como mutante, en particular de a-Gal A mutante que esta
presente en algunas formas de enfermedad de Fabry.

La formulacién farmacéutica de la presente invencién comprende un compuesto que se espera que sea eficaz en un
método de tratamiento y es un derivado de galactosa, es decir 1-desoxigalactonojirimicina. Por derivado de
galactosa se quiere decir que el grupo hidroxilo en la posicién C-3 es ecuatorial y el grupo hidroxilo en la posicion C-
4 es axial, como se representa, por ejemplo, por las siguientes estructuras:

en las que Ry representa H; R, es Hy R3, OH.

Es aun un objeto mas de la invencion proporcionar una formulacion farmacéutica que comprende 1-
desoxigalactonojirimicina para uso en un método de tratamiento para pacientes con enfermedad de Fabry. La
administraciéon de una formulacién farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
compuesto de féormula:

en la que:

R1 representa H;

Rz es Hy R3; OH,;
Rses OHy Rs H;

es decir el compuesto 1-desoxigalactonojirimicina, aliviara los sintomas de la enfermedad de Fabry aumentando la
actividad de a-Gal A mutante en pacientes que padecen la enfermedad de Fabry.

Los expertos en la materia comprenderan que se puede determinar una cantidad eficaz de los compuestos usados
en las formulaciones farmacéuticas de la invencién por experimentacién de rutina, pero se espera que sea una
cantidad que de como resultado niveles en suero entre 0,01 y 100 uM, preferiblemente entre 0,01 y 10 pM, lo mas
preferiblemente entre 0,05 y 1 uM. Se espera que la dosis eficaz de los compuestos sea entre 0,5 y 1.000 mg/kg de
peso corporal al dia, preferiblemente entre 0,5y 100, lo mas preferiblemente entre 1 y 50 mg/kg de peso corporal al
dia. Los compuestos se pueden administrar solos u opcionalmente junto con portadores y excipientes
farmacéuticamente aceptables, en dosis preformuladas. La administracién de una cantidad eficaz del compuesto
dara como resultado un aumento en la actividad de la a-Gal A de las células de un paciente suficiente para mejorar
los sintomas del paciente. Se espera que un nivel de actividad enzimatica de 30% del normal podia mejorar
significativamente los sintomas en pacientes de Fabry, debido a que el bajo intervalo de actividad enzimatica
encontrado en personas aparentemente normales es aproximadamente 30% del valor promedio (2).

Las formulaciones farmacéuticas descritas en la presente memoria seran Utiles segun la invencién en métodos para
potenciar la actividad intracelular de a-Gal A y tratar la enfermedad de Fabry.

Breve descripcion de los dibujos.

La Fig. 1A-1C. Inhibicién in vitro (1A) y potenciacion intracelular (1B y 1C) de a-Gal A por compuestos alcaloides.
3
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Los compuestos alcaloides usados fueron: (1) 2,5-Didesoxi-2,5-imino-D-manitol, (2) a-Homonojirimicina, (3) 3,4-
Diepi-a-homonojirimicina, (4) 5-O-a-D-Galactopiranosil-a-homonojirimicina, (5) 1-desoxigalactonojirimicina, (6) 4-epi-
Fagomina, (7) 1-Desoxi-nojirimicina, (Gal) Galactosa. La actividad de la a-Gal A intracelular en células COS-1
transinfectadas por ADNc de una a-Gal A mutante (R301Q) se ensayé como se describe en "Methods". (A) El
ensayo de inhibicidn se realiz6 bajo los Métodos. Los ICsg de los compuestos fueron 1,3 mM (1), 2,6 mM (2), 2,9 uM
(3), 0,62 mM (4), 4,7 nM (5), 0,25 mM (6), 0,8 mM (7) y 24 mM (Gal, galactosa), respectivamente.

Fig. 2A-2B. Potenciacién de a-Gal A por DGJ en fibroblastos procedentes de ratones Tg (2 A) y linfoblastos
procedentes de pacientes de Fabry (2B).

Fig. 3. Transcursos de tiempo de potenciacion de a-Gal A por DGJ en fibroblastos (A) TgM y linfoblastos (B). Los
cultivos celulares se realizaron en la seccién Métodos. La concentracion de DGJ afiadida fue 20 uM. El genotipo de
los linfoblastos humanos fue R301Q. ¢, célula mutante cultivada sin DGJ; o, célula mutante cultivada con DGJ; A,
linfoblasto normal cultivado sin DGJ; A, linfoblasto normal cultivado con DGJ.

Fig. 4. Dependencia de la concentracion de DGJ de potenciacion de la a-Gal A en células COS-1 transinfectadas
(A\), fibroblastos TgM (B) y linfoblastos con un genotipo de R301Q (C). Las células se cultivaron a 37°C en medio F-
10 de Ham (células COS-1, fibroblastos TgM) o medio RPMI-1640 enriquecido con FCS al 10% (linfoblastos) que
contenian DGJ en una concentracion variable durante 4 dias. EI ADNc transinfectado en células COS-1 codificéd una
a-Gal A mutante (R301Q).

Fig. 5. Dependencia de la concentracion de DE-HNJ de potenciacion de a-Gal A en células COS-1 transinfectadas.

Fig. 6. Estabilizacion de a-Gal A potenciada por DGJ en linfoblastos. A, linfoblastos R301Q cultivados sin DGJ; A,
linfoblastos R301Q cultivados con DGJ.

Fig. 7. Andlisis TLC de metabolismo de [**C]-CTH en fibroblastos TgN cultivados con DGJ. Los fibroblastos TgN se
cultivaron a 37°C en medio F-10 de Ham — FCS al 10% que contenia DGJ a 0 (linea 1), 2 (linea 2) y 20 uM (linea 3)
durante 4 dias. Después de lavar con el medio sin DGJ, se afadié [14C]-CTH (200.000 cpm) en 2,5 ml de medio
Opti-MEM (Gibco, Gaithersburg, MD U.S.A.) a la células y se incubd durante 5 h. Se lavaron las células con 2 ml de
BSA al 1% y 2 ml de PBS tres veces cada uno. Se extrajeron los glucolipidos neutros por CHCIs: MeOH (2:1) y se
purificé mediante tratamiento alcalino suave, extraccion con MeOH:n-hexano (1:1) y extraccién de Folch (19).

Fig. 8A. Determinacion de ARNm de a-Gal A en linfoblastos mutantes (R301Q) cultivados con DGJ. Los linfoblastos
mutantes humanos (R301Q) se cultivaron con o sin DGJ 50 pM durante 4 dias. Los ARNm de a-Gal A se
determinaron por un método RT-PCR competitivo (15).

Fig. 8B. Método de Western de a-Gal A mutante (R301Q) expresado en fibroblastos TgM. El sobrenadante de
homogenado de células que contenia 10 ug de proteina se aplicé a SDS-PAGE vy se realizd ensayo de Western con
un anticuerpo anti-a-Gal A producido en conejo.

Fig. 9. Centrifugacion en gradiente de densidad de Percoll con fibroblastos TgM (A), fibroblastos TgM cultivados con
DGJ 20 uM (B) y fibroblastos TgN (C). La centrifugacion en gradiente de densidad de Percoll se realizd6 con
marcadores de densidad (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.) como se describié previamente por Oshima et
al. (8). Se ensayd B-hexosaminidasa, una enzima marcadora de lisosomas, con 4-metilumbeliferil-B-N-actil-D-
glucosamina como sustrato. Linea continua, actividad de la a-Gal A; linea discontinua, actividad de la B-
hexosaminidasa.

Fig. 10. Potenciacion de a-Gal A en células COS-1 transinfectadas por DGJ. El ADNc transinfectado a células COS-
1 fue de a-Gal A con las mutaciones en L166V, A156V, G373S y M296l. La concentracion de DGJ afadida fue 20
MM.

Fig. 11. Potenciacion de actividad de la a-Gal A por administracion de DGJ a ratones TgM. Las disoluciones de DGJ
(0,05 mM o 0,5 mM) se pusieron como fuentes de bebida para ratones TgM (cuatro ratones como un grupo).
Después de 1 semana de administracion, se homogeneizaron los 6rganos para la determinacion de la actividad
enzimatica. Los datos fueron la sustraccion de actividad de la a-Gal A de ratones endégena obtenida de ratones no
Tg que se alimentaron con DGJ de la actividad de ratones TgM. Las actividades enzimaticas presentadas fueron los
valores medios y las desviaciones estandar fueron menores que 10%.

Descripcion detallada de la invencion
Abreviaturas

Las abreviaturas usadas en la presente memoria se exponen a continuacién por conveniencia: a-Gal A, a-
galactosidasa A lisosomal humana; ratén TgN, un ratén transgénico que sobreexpresa a-galactosidasa A lisosomal
humana normal; ratébn TgM, un raton transgénico que sobreexpresa una a-galactosidasa A lisosomal humana
mutante con una sola sustitucion de aminoacidos de Arg en la posicion 301 por Gin (R301Q); fibroblasto TgN,
fibroblasto generado a partir de un ratén TgN; fibroblasto TgM, fibroblasto generado a partir de un ratén TgM; DGJ,
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1-desoxigalactonojirimicina; DE-HNJ, 3,4-di-epi-a-homonojirimicina; pNP-a-Gal, p-nitrofenil-a-D-galactdsido; 4-mU-a-
Gal, 4-metilumbeliferil-a-D-galactosido; FCS, suero fetal de ternera; PBS, disolucion salina tamponada con fosfato;
BSA, albumina de suero bovino; TLC, cromatografia de capa fina; CTH, globotriaosilceramida o trihexdsido de
ceramida; CDH, dihexésido de ceramida; CMH, monohexdsido de ceramida, (todos por sus siglas en inglés); RE,
reticulo endoplasmatico.

Materiales y Métodos

Materiales. Los compuestos alcaloides fueron derivados purificados a partir de plantas o modificados de manera
quimica parcialmente de los productos vegetales (9). Se generaron ratones TgN y TgM como se indicd previamente
(10, 11). Se establecieron fibroblastos TgN o TgM de ratén TgN o TgM como rutina. Los linfoblastos humanos fueron
estirpes de linfoblastos transformadas por virus de Epstein-Barr de un adulto normal o pacientes con la enfermedad
de Fabry (6). Los ADNc de a-Gal A normal y mutante para expresion transitoria en células COS-1 se clonaron como
se indica (12). Se expresd a-Gal A para estudio de inhibiciéon in vitro de alcaloides y se purificé del medio de cultivo
de células Sf-9 infectadas por un gen (13) de a-Gal A normal codificado por baculovirus recombinante. Se prepard
[14C]-CTH por una combinacién de reacciones quimicas y de N-desacilasa de ceramida de esfingolipido (14).

Métodos

Cultivo celular. Se cultivaron células COS-1, fibroblastos TgN y TgM en medio F-10 de Ham enriquecido con FCS al
10% y antibidticos. Se cultivaron linfoblastos en RPMI-1640 con FCS al 10% y antibidticos. Todos los cultivos
celulares se realizaron a 37°C en CO; al 5%. Como un modelo para fibroblastos y linfoblastos, se cultivaron células
(3 x 10° para fibroblastos y 5 x 10° para linfoblastos) en 10 ml del medio preferido con o sin DGJ a 20 yM durante 4
dias antes de tomarlos para el ensayo para actividad enzimatica intracelular.

Expresion transitoria de a-Gal A en células COS-1. Se transinfectaron células COS-1 (5 x 10°) con 1 pg de ADN del
plasmido y 8 pl de Lipofectamina (Gibco, Gaithersburg, MD U.S.A.) en 1,2 ml de medio Opti-MEM (Gibco) por placa
de 60 mm. Después de incubacién a 37°C durante 6 h, se afiadieron 1,2 ml del mismo medio que contenia FCS al
20% y se incubo el cultivo durante la noche. Después de reemplazar el medio con 2,4 ml de medio F-10 de Ham
completo, se afadié alcaloide en una concentracion apropiada y se incubé ademas durante 1 dia, antes de tomarlo
para el ensayo para actividad enzimatica intracelular.

Ensayo enzimatico intracelular para a-Gal A. Después de lavar con disolucion salina tamponada con fosfato dos
veces, se homogeneizaron las células en 200 pl de H;O y se incubaron 10 pl del sobrenadante obtenido por
centrifugacion a 10.000 x g a 37°C con 50 pl de la disolucion de sustrato compuesta por 4-mU-a-Gal 6 mM y N-
acetilgalactosamina 90 mM en tampén de citrato 0,1 M (pH 4,5) para el ensayo enzimatico. Todos los datos son los
promedios de mediciones por triplicado con desviacion estandar menor que 10%. Una unidad de actividad
enzimatica se definié6 como un nmol de 4-metilumbeliferona liberada por hora a 37°C.

Ensayo de inhibicion in vitro de a-Gal A. La actividad enzimatica se ensay6 con pNP-a-Gal como sustrato. Se realizd
una reaccion de inhibicién tipica en una mezcla de 200 nmoles de pNP-a-Gal, enzima e inhibidor apropiados en un
volumen total de 120 yl con tampdn de citrato 0,05 M (pH 4,5). Después de incubacion a 37°C durante 15 min, se
termino la reaccion por adicion de 1 ml de tampon de borato 0,2 M (pH 9,8) y se midio la cantidad de pNP liberado
como la absorbancia a 490 nm.

Ejemplo 1

Una serie de alcaloides vegetales (Esquema 1, ref. 9) se us6 para estudios tanto de inhibicién in vitro como de
potenciacion intracelular de la actividad de la a-Gal A. Los resultados de los experimentos de inhibicién se muestran
en la Fig. 1 A.
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Entre los compuestos ensayados, la 1-desoxi-galactonojirimicina (DGJ, 5) conocida como un poderoso inhibidor
competitivo para a-Gal A, mostré la mayor actividad inhibidora con ICsy a 4,7 nM. La a-3,4-di-epi-homonoijirimicina
(3) fue un eficaz inhibidor con ICsp a 2,9 uM. Otros compuestos mostraron actividad inhibidora moderada con 1Csg
oscilando de 0,25 mM (6) a 2,6 mM (2). Sorprendentemente, estos compuestos también activan eficazmente la
actividad de la a-Gal A en células COS-1 transinfectadas con un gen a-Gal A mutante (R301Q), identificado de una
forma variante atipica de la enfermedad de Fabry con una actividad de la a-Gal A residual a 4% de la normal.
Cultivando las células COS-1 transinfectadas con estos compuestos en las concentraciones cat 3 — 10 veces de ICsg
de los inhibidores, se aumentd la actividad de la a-Gal A 1,5 — 4 veces (Fig. 1C). La eficacia de la potenciacion
intracelular iguald a la actividad inhibidora in vitro al tiempo que se afiadieron los compuestos al medio de cultivo a
concentracion 10 uM (Fig. 1B).

Ejemplo 2

DGJ, el inhibidor mas fuerte in vitro y el potenciador intracelular mas eficaz, se eligié para caracterizacion mas

detallada. Se afnadié DGJ a los fibroblastos TgM o TgN (Fig. 2 A) y linfoblastos procedentes de pacientes de Fabry

con genotipos de mutaciones R301Q o Q279E (Fig. 2B). La actividad enzimatica encontrada en fibroblastos TgM
6
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aumento 6 veces por cultivo conjunto con DGJ 20 uM y alcanzé 52% de la normal. EI DGJ también mostré un efecto
similar en linfoblastos en que se activé la actividad enzimatica residual por 8 y 7 veces en R301Q y Q279E, es decir,
48% y 45% del normal. La actividad enzimatica en fibroblastos normales Tg (TgN) y linfoblastos normales también
mostré un aumento por cultivo con DGJ.

Ejemplo 3

Los fibroblastos TgM vy linfoblastos humanos de normal y de paciente con una mutacién en R301Q se cultivaron en
presencia de DGJ a 20 uM. En los cultivos sin DGJ, la actividad de la a-Gal A en fibroblastos TgM o linfoblastos
mutantes no cambié (Fig. 3). Sin embargo, incluyendo DGJ, la actividad enzimatica mostré aumento significativo en
estos cultivos celulares. La actividad enzimatica en linfoblastos mutantes alcanzé 64% de las encontradas en
linfoblastos normales cultivados sin DGJ el quinto dia. La actividad enzimatica en linfoblastos normales también
aumento 30% después de cultivo con DGJ.

Ejemplo 4

Se examin6 la dependencia de la concentracion de DGJ del aumento de la a-Gal A en células COS-1
transinfectadas, fibroblastos y linfoblastos TgM con un fenotipo de R301Q.

Como se muestra en la Fig. 4, la actividad enzimatica aumenté con el aumento en la concentracion de DGJ en el
intervalo de 0,2 - 20 uyM en células COS-1 transinfectadas (Fig. 4A) y linfoblastos (Fig. 4C) y entre 0,2 - 200 yM en
fibroblastos TgM (Fig. 4B), respectivamente. Una mayor concentracion de DGJ suprimi6 el efecto de potenciacion.

DE-HNJ mostré el mismo efecto sobre la potenciacion de a-Gal A en células COS-1 transinfectadas con un ADNc
mutante de la enzima (R301Q) en las concentraciones mayores (1-1.000 uM) comparado con DGJ (Fig. 5). Es
evidente que DE-HNJ a 1 mM en medio de cultivo no inhibié actividad enzimatica intracelular de células COS-1.

Ejemplo 5

La Figura 6 muestra un experimento para medir la estabilizacion de a-Gal A potenciada con DGJ en linfoblastos. La
células se cultivaron a 37°C en 10 ml de medio RPMI-1640 enriquecido con FCS al 10% que contenia DGJ a 20 yM
durante 4 dias y se transinfectaron 5 x 10° células a 13 ml de RPMI1640 con FCS al 10% sin DGJ. Se tomaron dos
ml del medio cada dia para el ensayo enzimatico. El excedente inicial de la actividad de la a-Gal A total entre pre-
cultivo con y sin DGJ se mantuvo durante 5 dias después de sustitucion del medio sin DGJ (Fig. 6), sugiriendo que la
enzima potenciada era estable en las células durante al menos 5 dias.

Ejemplo 6

Para estudiar el funcionamiento de la enzima potenciada en las células, se cargd [14C]-CTH al cultivo de fibroblastos
TgN.

La determinacién de glucolipido se realizdé por cromatografia de capa fina usando CHCI3:MeOH:H,0 (65:25:4) como
un disolvente de desarrollo y se visualizé por un sistema de formacion de imagenes Fuji-BAS (Fig. 7). La cantidad de
di-hexdsido de ceramida (CDH), un producto metabdlico de CTH mediante a-Gal A, fue comparable entre las células
cultivadas con DGJ 20 pM vy sin DGJ (4,5% frente a 4,3% de los glucolipidos neutros totales), que indica que la
enzima intracelular no es inhibida por DGJ en la concentracion usada.

Ejemplo 7

Para determinar si DGJ afecta a la biosintesis de la a-Gal A, se midié el nivel de ARNm de a-Gal A en linfoblastos
mutantes (R301Q) cultivados con DGJ por un método de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) competitiva (15).
La Fig. 8A muestra claramente que el ARNm de la a-Gal A no cambié por cultivo de linfoblastos con 50 yM de DGJ.

Por otra parte, el analisis por el método de Western indicé un incremento significativo de la proteina enzimatica en
fibroblastos TgM y el aumento correspondio a la concentracion de DGJ (Fig. 8B). Mas proteina enzimatica con
menor peso molecular (ca. 46 kD) en las células cultivadas con DGJ sugirié el nivel superior de enzima madurada
(16). Estos resultados indican que el efecto de DGJ sobre la potenciacion de la enzima es un caso post-
transcripcional.

Ejemplo 8

Para confirmar que la enzima incrementada es transportada al lisosoma, se realizd un fraccionamiento subcelular
con fibroblastos de ratones Tg (Fig. 8). La actividad enzimatica total en fibroblastos TgM fue menor y se eluyé con un
marcador de densidad de 1,042 g/ml que contenia fracciones de aparato de Golgi (20) (Fig. 9A). Por cultivo con DGJ
20 uM, la actividad enzimatica en fibroblastos TgM mostré actividad enzimatica total superior y la mayoria de la
enzima eluy6 con la misma fraccién de una enzima marcadora de lisosomas, B-hexosaminidasa (Fig. 9B). El patréon
de elucioén de actividad de la a-Gal A en TgM también cambi6 a los encontrados en fibroblastos TgN (Fig. 9C).
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Ejemplo 9

Los genotipos de R301Q y Q279E se encontraron a partir de pacientes con tipo atipico de enfermedad de Fabry. La
eficacia de DGJ sobre la potenciacion de actividad de la a-Gal A se examind con otros genotipos y fenotipos de
enfermedad de Fabry. En este experimento, se usaron tres ADNc de a-Gal A mutantes, L166V, A156V y G373S
encontrados en pacientes con tipo clasico de la enfermedad de Fabry y una mutacion de M2961 encontrada de
pacientes con forma atipica de la enfermedad. La Fig. 10 muestra que la inclusion de DGJ aumenté la actividad
enzimatica en los cuatro genotipos ensayados, especialmente para L166V (incremento de 7 veces) y A156V
(incremento de 5 veces). Los datos indicaron que esta propuesta es util no sélo para la forma atipica, sino también la
forma clasica de la enfermedad.

Ejemplo 10

Se administr6 DGJ a ratones Tg alimentando disoluciones de DGJ 0,05 6 0,5 mM como fuente de bebida durante
una semana, que corresponde a la dosis de DGJ a 3 6 30 mg aproximado por kilogramo de peso corporal al dia. La
actividad enzimatica se elevo 4,8 y 18 veces en corazon, 2,0 y 3,4 veces en rifion, 3,1y 9,5 veces en bazoy 1,7 y
2,4 veces en higado, respectivamente (Fig. 11). El aumento de la actividad enzimatica en érganos respondia al
aumento de la dosis de DGJ. Puesto que el gen mutante (R301Q) se encontr6é en pacientes de Fabry de tipo de
variante atipica que presentan sintomas clinicos limitados a corazén, el hecho de que la administracion oral de DGJ
incrementa de manera especifica la actividad de la a-Gal A en el corazén de ratén TgM es significativo en particular.

Discusion

Se sabe que el RE posee un sistema de control de la calidad eficaz para asegurar que el transporte al complejo de
Golgi esta limitado a proteinas plegadas y ensambladas de manera apropiada y el principal procedimiento del control
de calidad esta impuesto por una serie de chaperonas (17). Una explicacion de los resultados presentados en la
presente solicitud es como sigue: En algunos fenotipos de la enfermedad de Fabry, la mutacién causa plegamiento
imperfecto, pero flexible, de la enzima, mientras el centro catalitico permanece intacto. Los inhibidores normalmente
presentan alta afinidad al centro catalitico enzimatico y la presencia del inhibidor fija el centro catalitico enzimatico y
reduce la flexibilidad de plegamiento, conduciendo quiza a la conformaciéon “apropiada” de la enzima. Como
resultado, la enzima podia pasar por el “sistema de control de calidad” y ser transportada a complejo de Golgi para
alcanzar la maduracién. Una vez que la enzima es transportada a lisosoma donde el pH es acido, la enzima tiende a
ser estable con la misma conformacién, debido a que la enzima es estable en la condicion acida (6). En dichos
casos, el inhibidor actia como chaperona para forzar a la enzima para asegurar la conformacion apropiada. Se
propone usar “chaperona quimica” como un término para dicha quimica de bajo peso molecular con dichas
funciones.

Es crucial para el funcionamiento de la enzima que se pueda tomar la disociacién suave del compuesto del centro
catalitico de la enzima en el lisosoma. Puesto que los compuestos usados en este estudio son inhibidores
competitivos, la disociacion de los inhibidores depende de dos factores: i) la concentracién de inhibidor y ii) pH. Dale
et al. (18) han mostrado que la unién de 1-desoxinojirimicina a a-glucosidasa depende del pH en el caso del inhibidor
ligado a la enzima 80 veces mas estrechamente a pH 6,5 comparado con pH 4,5, sugiriendo que los derivados de
nojirimicina funcionan como una forma no protonada. Esto puede explicar los resultados en el funcionamiento de a-
Gal A en células mostradas en la Fig. 7, debido a que el inhibidor puede ligarse a la enzima en condicién neutra y
liberarse de la enzima en la condicién acida donde DGJ tiende a protonarse.

Los resultados descritos en la presente memoria muestran que DGJ puede potenciar de manera eficaz actividades
de a-Gal A mutante en linfoblastos de pacientes con variante atipica de la enfermedad de Fabry con genotipos de
R301Q y Q279E. La eficacia de DGJ en otros fenotipos de mutacion de Fabry incluyendo formas clasicas y atipicas
también se ha examinado. DGJ potencié de manera eficaz la actividad enzimatica en los tres genotipos de cepas
celulares procedentes de pacientes a los que se diagnosticé enfermedad de Fabry atipica y algunas de las cepas
celulares con formas de Fabry clasicas con alta actividad enzimatica residual. Segun la presente invencion, una
estrategia de administracion de un inhibidor de la a-Gal A deberia demostrar que es un tratamiento eficaz para
pacientes de Fabry cuya mutacion tiene lugar en el sitio distinto del centro catalitico y también deberia ser util para
otras enfermedades de almacenamiento de glucoesfingolipidos.

Las referencias citadas en la presente memoria se enumeran a continuacién por conveniencia:
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende 1-desoxigalactonojirimicina y un portador y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

2. Una composicion farmacéutica que consiste en 1-desoxigalactonojirimicina y un portador y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

3. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 1, que comprende 1-desoxigalactonojirimicina y portadores
y excipientes farmacéuticamente aceptables.

4. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2, que consiste en 1-desoxigalactonojirimicina y portadores
y excipientes farmacéuticamente aceptables.

5. Una composicién farmacéutica como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para uso en terapia.

6. Una composicién farmacéutica como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para uso en el
tratamiento de enfermedad de Fabry.

7. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de la enfermedad de Fabry segun la reivindicacion 6, en
la que la enfermedad de Fabry es enfermedad de Fabry atipica.

8. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de la enfermedad de Fabry segun la reivindicacion 6, en
la que la enfermedad de Fabry es Fabry clasica con alta actividad enzimatica residual.

9. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de la enfermedad de Fabry segun la reivindicacion 6, en
la que el paciente presenta una mutacioén en un sitio distinto del centro catalitico de a-galactosidasa A lisosomal.

10. Una composicién farmacéutica para uso en el tratamiento de la enfermedad de Fabry segun una cualquiera de
las reivindicaciones 6-9, en la que la dosis de 1-desoxigalactonojirimicina esta entre 0,5 y 100 mg/kg de peso
corporal al dia.

11. Una composicién farmacéutica para uso en el tratamiento de la enfermedad de Fabry segun la reivindicacion 10,
en la que la dosis de 1-desoxigalactonojirimicina esta entre 1 y 50 mg/kg de peso corporal al dia.

11
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