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DESCRIPCION

N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora, métodos de tratamiento usando dicha enzima y métodos para
producir y purificar dicha enzima

La presente es una continuacién en parte del documento de los EE. UU. con N.° de serie 10/290.908, presentado el
7 de noviembre de 2002.

Campo de la invencion

La presente invencion se encuentra en el campo de la medicina clinica, la bioquimica y la biologia molecular. La
presente invencion presenta agentes terapéuticos y métodos para tratar la mucopolisacaridosis VI asi como
procedimientos de produccion y purificacion para producir tales agentes terapéuticos.

Antecedentes de la invencion

La MPS VI (sindrome de Maroteaux-Lamy) es una enfermedad de almacenamiento lisosomico en la que los
pacientes afectados carecen de la enzima N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB). La enzima metaboliza el resto
sulfato del glicosaminoglicano (GAG) sulfato de dermatano (Neufeld, et al., “The mucopolysaccharidoses” The
Metabolic Basis of Inherited Disease, eds. Scriver et al.,, New York:McGraw-Hill, 1989, pags. 1565-1587). En
ausencia de la enzima, se bloquea la degradacion gradual del sulfato de dermatano y el sustrato se acumula
intracelularmente en el lisosoma en una amplia variedad de tejidos. La acumulacién produce un trastorno progresivo
con implicaciéon de multiples 6rganos y tejidos en el que el bebé parece normal en el nacimiento, pero habitualmente
muere antes de la pubertad. El diagnéstico de MPS VI se realiza habitualmente a los 6-24 meses de edad cuando
los niflos muestran desaceleracion progresiva del crecimiento, higado y bazo agrandados, deformidades
esqueléticas, rasgos faciales indeterminados, obstruccion de las vias aéreas superiores y deformidades articulares.
Pueden desarrollarse opacificacion progresiva de la cérnea, hidrocefalia comunicante o enfermedad cardiaca en
nifilos con MPS VI. Habitualmente la muerte resulta de infeccion respiratoria o enfermedad cardiaca. A diferencia de
la MPS I, la MPS VI normalmente no se asocia con afectacion progresiva del estado mental, aunque las limitaciones
fisicas pueden afectar al aprendizaje y el desarrollo. Aunque la mayoria de los pacientes con MPS VI tienen la forma
grave de la enfermedad que habitualmente es letal hacia la adolescencia, se han descrito pacientes afectados con
una forma menos grave de la enfermedad que pueden sobrevivir durante décadas.

Varias publicaciones proporcionan estimaciones de la incidencia de MPS VI. Un estudio de 1990 de British Columbia
de todos los nacimientos entre 1952 y 1986 publicado por Lowry et al (Lowry, et al., Human Genet 85:389-390
(1990)) estima una incidencia de s6lo 1:1.300.000. Un estudio australiano (Meikle et al., JAMA 281(3):249-54) de los
nacimientos entre 1980-1996 encontr6 18 pacientes para una incidencia de 1:248.000. Un estudio en Irlanda del
Norte (Nelson, et al., Hum. Genet. 101:355-358 (1997)) estimé una incidencia de 1:840.000. Finalmente, un estudio
de los Paises Bajos de 1970-1996 calculé una prevalencia de 0,24 por 100.000 (Poorthuis, et al., Hum. Genet.
105:151-156 (1999)). Basandose en estos estudios, se estima que hay entre 50 y 300 pacientes en los EE.UU. a los
gue se ha diagnosticado con todas las formas de este sindrome.

No hay tratamiento satisfactorio para la MPS VI aunque algunos pacientes se han beneficiado de trasplante de
médula 6sea (BMT) (Krivit, et al., N. Enol. J. Med. 311(25):1606-11 (1984); Krivit, et al., Int. Pediat. 7:47-52 (1992)).
El BMT no esta disponible de manera universal por la falta de un donante adecuado y se asocia con morbimortalidad
sustancial. EI Grupo Europeo para Trasplante de Médula Osea notificé mortalidad relacionada con el trasplante del
10% (HLA idéntico) al 20-25% (HLA erréneo) para 63 casos de trasplante de trastornos lisosémicos (Hoogerbrugge,
et al., Lancer 345: 1398-1402 (1995)). Aparte del BMT, la mayoria de los pacientes reciben tratamiento sintomatico
por problemas especificos como Unica forma de atencién. Un objeto de la presente invencidon es proporcionar terapia
de sustitucién enzimatica con N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante (rhASB). No se han realizado
intentos para tratar seres humanos con rhASB. Asimismo, no se han proporcionado formulaciones médicas ni
dosificaciones clinicas aceptables. Se han realizado varios ensayos de sustitucién enzimatica del modelo felino de
MPS VI.

Sumario de la invencion

La presente invencion engloba la produccién, purificacion y el uso de una composicién que comprende una N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa altamente purificada en forma de precursor. EI ADN y la secuencia codificada de
aminoéacidos de la forma precursora se exponen en las SEQ ID NOS: 1 y 2, respectivamente. Se prevé que la
secuencia sefial son los aminoacidos 1-38 de la SEQ ID NO: 2, y la produccion recombinante ha dado como
resultado un producto que comienza en el residuo de aminoacido o bien 39 o bien 40 de la SEQ ID NO: 2.

En un primer aspecto, la presente invencion presenta composiciones novedosas para su uso en el tratamiento de
enfermedades causadas total o parcialmente por una deficiencia en N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB). Un
uso comprende administrar una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica a un sujeto que necesite un
tratamiento de este tipo. En la realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende N-acetilgalactosamina-
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4-sulfatasa altamente purificada en forma de precursor, o un fragmento, mutante o analogo biolégicamente activo de
la misma sola o en combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable. El sujeto padece una enfermedad
causada total o parcialmente por una deficiencia de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa. En otras realizaciones, este
método presenta la transferencia de un acido nucleico que codifica toda o una parte de la N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa (ASB) o un mutante o analogo bioldgicamente activo de la misma en una o mas células huésped in vivo.

Las realizaciones preferidas incluyen optimizar la dosificacion respecto a las necesidades del organismo que se va a
tratar, preferentemente mamiferos o seres humanos, para mejorar eficazmente los sintomas de la enfermedad. En
las realizaciones preferidas, la enfermedad es mucopolisacaridosis VI (MPS VI) o el sindrome de Maroteaux-Lamy.

Este primer aspecto, de la invencidn proporciona especificamente una composicion que comprende N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora, en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
precursora tiene una pureza al menos igual al o mayor del 99% basandose en la proteina total, en la que dicha
pureza se mide usando el método de fase inversa HPLC (RP-HPLC) y en la que la composicion esta libre de bandas
detectables de aproximadamente 47-48 kDa tras la electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) con tinciéon de Coomassie, opcionalmente en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
precursora es una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora recombinante. Por lo tanto, la invencién contempla
el uso de una composicion de la presente invencion en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
una deficiencia en la actividad de ASB, asi como también una composicién farmacéutica que contenga una
composicion de la presente invencion para su uso en el tratamiento de una deficiencia en la actividad de ASB. La
deficiencia en la actividad de ASB puede observarse, por ejemplo, como niveles de actividad del 50% o menos, el
25% o menos o el 10% o menos en comparaciéon con los niveles normales de actividad de ASB y puede
manifestarse como una mucopolisacaridosis, por ejemplo mucopolisacaridosis VI (MPS VI) o sindrome de
Maroteaux-Lamy. La cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para proporcionar un efecto
beneficioso en el paciente humano y preferiblemente proporciona mejoras en uno cualquiera de los siguientes:
movilidad, dolor o rigidez articular, ya sea subjetiva u objetivamente; tolerancia o resistencia al ejercicio, por ejemplo,
tal como se mide por la capacidad para caminar o subir; funciéon pulmonar, por ejemplo, tal como se mide mediante
FVC, FEV1 o FET; agudeza visual; o actividades de la vida diaria, por ejemplo, tal como se mide por la capacidad
para levantarse desde la posicién sentada, ponerse o quitarse ropa o recoger pequefios objetos. La ASB humana se
administra preferiblemente como una preparacion recombinante altamente purificada tal como se describe en el
presente documento. Las preparaciones preferidas contienen rhASB con una pureza mayor del 99%, 99,2%, 99,5%,
99,6%, 99,7%, 99,8% 0 99,9%, tal como se mide mediante HPLC de fase inversa. Las preparaciones preferidas
también contienen la forma precursora de ASB a alta pureza, de modo que las formas procesadas de ASB no se
detectan en SDS-PAGE con tincion de Coomassie. Lo mas preferiblemente, la pureza de la forma precursora de
ASB es mayor del 99%, 99,2% 99,5%, 99,6%, 99,7%, 99,8% 0 99,9%, tal como se mide mediante cromatografia de
exclusién molecular (SEC)-HPLC. La ASB humana también se formula preferiblemente con un tensioactivo o
detergente no idnico tal como se describe en el presente documento, excluyendo opcionalmente una formulacién
con polioxietilensorbitano 20 u 80 al 0,005%.

Se ha encontrado que la administracion de rhASB a dosis por debajo de 1 mg/kg por semana, por ejemplo a 0,2
mg/kg por semana, tiene un efecto beneficioso. La invencién contempla dosis de al menos 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,5
mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg o 1,5 mg/kg por semana, y puede oscilar hasta 2 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg o superior por
semana. La dosis preferida es de 1 mg/kg/semana. Tales dosis se suministran preferiblemente una vez a la semana,
pero opcionalmente pueden dividirse en cantidades iguales a lo largo de periodos de tiempo mas frecuentes tales
como bisemanales o diarios. Se contempla una variedad de vias de administracién parenterales o no parenterales,
incluyendo oral, transdérmica, transmucosa, intrapulmonar (incluyendo mediante aerosol), intramuscular,
subcutanea o intravenosa que suministran dosificaciones equivalentes. También se contempla especificamente la
administracion mediante inyecciéon en bolo o infusion directamente en las articulaciones o el LCR, tal como via
intratecal, intracerebral, intraventricular, a través de puncion lumbar o a través de la cisterna magna. Se conoce en la
técnica una variedad de medios para lograr tal administracion intratecal, incluyendo bombas, depésitos, derivaciones
o implantes. Preferiblemente, las dosis se suministran a través de infusiones intravenosas que duran 1, 2 6 4 horas,
lo mas preferiblemente 4 horas, pero también pueden suministrarse mediante un bolo intravenoso.

También se describen otros medios de aumentar la actividad de ASB en los sujetos humanos, incluyendo terapia
génica que hace que el paciente aumente de manera transitoria 0 permanente la expresion de ABS exdgena o
enddgena. Es posible la transferencia de un gen de hASB exdgeno o un promotor que aumente la expresion del gen
de hASB enddgeno a través de una variedad de medios conocidos en la técnica, incluyendo vectores virales,
recombinacién homéloga, o inyeccion directa de ADN.

En un segundo aspecto, la presente invencion presenta composiciones farmacéuticas novedosas que comprenden
N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora, en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
precursora tiene una pureza al menos igual al o mayor del 99% basandose en la proteina total, en la que dicha
pureza se mide usando el método de fase inversa HPLC (RP-HPLC) y en la que la composicion esta libre de bandas
detectables de aproximadamente 47-48 kDa tras la electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) con tinciéon de Coomassie, opcionalmente en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
precursora es una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora recombinante para el tratamiento de una
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enfermedad producida en su totalidad o en parte por una deficiencia en la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB).
Tales composiciones pueden ser adecuadas para la administracion en varias formas tales como administracion
parenteral, tdpica, intranasal, mediante inhalacion u oral. Dentro del alcance de este aspecto hay realizaciones que
presentan secuencias de acido nucleico que codifican para la totalidad o una parte de una N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa (ASB) que puede administrarse in vivo a células afectadas con una deficiencia de N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa (ASB).

En el presente documento se muestra un método para producir una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o un
fragmento biolégicamente activo, mutante o analogo de la misma en cantidades que permiten usar la enzima
terapéuticamente. El método puede comprender la etapa de transfectar un ADNc que codifica para la totalidad o una
parte de una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o un mutante o analogo biolégicamente activo de la misma en
una célula adecuada para la expresion de la misma. Preferiblemente, las células se hacen crecer en un cultivo
constante o continuo o en perfusion. Alternativamente, las células se hacen crecer en un medio que carece de G418.
En algunas realizaciones, se usa un ADNc que codifica para una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) completa,
preferiblemente una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) humana. Sin embargo, en otras realizaciones, puede
usarse un ADNc que codifica para un fragmento o mutante biolégicamente activo de la misma. Especificamente,
pueden realizarse una 0 mas sustituciones de aminoacido mientras se conserve o potencie la actividad biologica de
la enzima. En otras realizaciones preferidas, se usa un vector de expresién para transferir el ADNc a una célula o
linea celular adecuada para la expresion del mismo. En una realizacion particularmente preferida, el ADNc se
transfecta en una célula de ovario de hamster chino (CHO), tal como la linea celular CHO-K1. AGn en otras
realizaciones preferidas, el procedimiento de produccién comprende las siguientes etapas: (a) hacer crecer células
transfectadas con un ADN que codifica para la totalidad o un fragmento o mutante biolégicamente activo de una N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana en un medio de crecimiento adecuado hasta una densidad apropiada, (b)
introducir las células transfectadas en un biorreactor, (c) suministrar un medio de crecimiento adecuado al
biorreactor, y (d) separar las células transfectadas de los medios que contienen la enzima.

En el presente documento se muestra una linea celular transfectada que presenta la capacidad para producir N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) en cantidades que permiten usar la enzima terapéuticamente. En una
realizacién preferida, la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa es N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora.
Preferiblemente, la linea celular de CHO recombinante tal como la linea celular CHO K1 produce de manera estable
y fiable cantidades de una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o un fragmento, mutante o analogo
biolégicamente activo de la misma, que permite usar la enzima terapéuticamente. Especialmente preferida es la
linea celular CHO-K1 transgénica denominada CSL4S-342. En algunos contenidos preferidos, la linea celular
transgénica contiene una 0 mas copias de un constructo de expresion. Preferiblemente, la linea celular transgénica
contiene aproximadamente 10 o0 mas copias del constructo de expresion. En realizaciones incluso mas preferidas, la
linea celular expresa la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) recombinante o un fragmento, mutante o analogo
biolbgicamente activo de la misma en cantidades de al menos aproximadamente 20-40 microgramos por 10" células
por dia.

También, se muestran en el presente documento vectores novedosos adecuados para producir N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o un fragmento, mutante o analogo biol6gicamente activo de la misma en
cantidades que permiten usar la enzima terapéuticamente.

En el presente documento se muestra N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) de acuerdo con la presente
invencion novedosa o un fragmento, mutante o analogo biol6gicamente activo de la misma producido segun los
métodos mostrados en el presente documento y presentes de ese modo en cantidades que permiten usar la enzima
terapéuticamente. La actividad especifica de la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) de acuerdo con la presente
invencion esta preferiblemente en el intervalo de 20-90 unidades, y mas preferiblemente es mayor de
aproximadamente 50 unidades por mg de proteina. En la realizacion preferida, la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
es N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora altamente purificada.

En el presente documento se muestra un método novedoso para purificar N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o
un fragmento, mutante o analogo biolégicamente activo de la misma. Segun una primera realizacion, se hace crecer
una masa celular transfectada y se retira dejando la enzima recombinante. Los materiales exdgenos normalmente
deben separarse de la masa en bruto para evitar la incrustacién de las columnas. Preferiblemente, el medio de
crecimiento que contiene la enzima recombinante se hace pasar a través de una etapa de ultrafiltracion.
Preferiblemente, el método para purificar la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora comprende: (a) obtener un
fluido que contiene N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora; (b) reducir la actividad proteolitica de una proteasa
en dicho fluido que puede escindir la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora, en la que dicha reduccion no
dafia a dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora; (c) poner en contacto el fluido con una resina de
cromatografia de interaccion con el colorante azul Cibracon; (d) poner en contacto el fluido con una resina de
cromatografia de quelacion de cobre; (e) poner en contacto el fluido con una resina de cromatografia de interaccién
hidréfoba con fenilo; (f) recuperar dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora. Preferiblemente, las etapas
(c), (d) y (e) pueden realizarse secuencialmente. Los expertos en la técnica aprecian facilmente que una o mas de
las etapas de cromatografia pueden omitirse o sustituirse, o que el orden de las etapas de cromatografia puede
cambiarse dentro del ambito de la presente invencidn. En otras realizaciones preferidas, el eluyente procedente de
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la columna de cromatografia final se ultrafiltra/diafiltra, y se realiza una etapa apropiada para eliminar cualquier virus
restante. Finalmente, pueden realizarse etapas de esterilizacion apropiadas segln se desee.

Descripcion de las figuras

La figura 1 proporciona un diagrama de flujo del método para producir una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
humana (ASB) segun la presente invencion.

La figura 2 proporciona un diagrama de flujo del método para purificar una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
humana (ASB) segun el método de proceso discontinuo (tabla 14).

La figura 3 proporciona el diagrama de flujo del método para purificar una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
(ASB) segun el método de proceso de perfusion (tablas 14 y 15).

Las figuras 4A-4C representa los resultados obtenidos para los cromatogramas de la columna Blue Sepharose
(figura 4A), la columna Copper Chelating Sepharose (figura 4B) y la columna Phenyl Sepharose (figura 4C).

La figura 5 representa un gel en gradiente de poliacrilamida al 4-20% que muestra el resultado de un SDS-PAGE
tefiido con plata del método de purificacion del proceso de perfusién (tablas 14 y 15).

Las figuras 6A-6F representan los resultados en geles de SDS en gradiente de poliacrilamida al 4-20% de las
muestras siguientes: carril 1, patrones de peso molecular pretefiidos de amplio espectro NEB (PM en kDa); carril 2,
5 ug de ASB del lote AS60001 (antiguo proceso discontinuo); carril 3, 5 ug de ASB del lote AP60109 UF4 (proceso
de perfusién); carril 4, 5 ug de ASB del lote AP60109 UF10 (proceso de perfusion); carril 5, 5 ug de ASB del lote
AP60109 UF15 (proceso de perfusion); carril 6, 5 ug de ASB del lote AP60109 AUF18 (proceso de perfusién); carril
7, 5 ug de ASB del lote AP60109 AUF22 (proceso de perfusion); carril 8, 5 ug de ASB del lote AP60109 AUF25
(proceso de perfusion); y carril 9, 5 ug de ASB del lote AP60109 AUF27 (proceso de perfusion): Los geles se tifien o
bien con Coomassie R-250 o bien tefiidos con plata.

La figura 7A representa los resultados en geles de SDS en gradiente de poliacrilamida al 4-20% tefiidos con plata.
La figura 7B representa los resultados en geles de SDS en gradiente de poliacrilamida al 4-20% tefiidos con
Coomassie. Carril 1, lote AP60202 UF4; carril 2, lote AP60202 UF10; carril 3, lote AP60202 UF18; carril 4, lote
AP60202 (BMK); carril 5, lote 102PD0139x B3; carril 6, lote 102PD0139x B5; carril 7, patrén de referencia de
perfusién rhASB-202-002; carril 8, lote 102PD0139 P1; carril 9, lote 102PD0139 P2; y carril 10, patron Mark 12 (PM
en kDa).

Las figuras 8A-8C representan perfiles obtenidos para la columna Blue Sepharose (figura 8A), la columna Copper
Chelating Sepharose (figura 8B) y la columna Phenyl Sepharose (figura 8C). En La figura 8B, se indica la actividad
de actividad catepsina mediante la linea roja.

La figura 9A representa los resultados de geles de SDS en gradiente de poliacrilamida al 4-20% tefiidos con plata.
La figura 9B representa los resultados de las proteinas transferidas del gel de la figura 9A transferidas sobre
nitrocelulosa y estudiadas con sonda mediante anticuerpos anti-rhASB. La figura 9C representa los resultados de las
proteinas transferidas del gel de la figura 9A transferidas sobre nitrocelulosa y estudiadas con sonda mediante
anticuerpos anti-catepsina. BioLabPreStain indica patrones de molecular peso (PM en kDa).

La figura 10 muestra niveles séricos de anticuerpo anti-ASB a lo largo de 96 semanas de tratamiento con rhASB en
un estudio clinico de fase 1/2 en seres humanos.

La figura 11 muestra la reduccién en los niveles en orina totales de GAG a lo largo de 96 semanas de tratamiento
con rhASB en un estudio clinico de fase 1/2 en seres humanos.

La figura 12 muestra una comparacion de niveles en orina de GAG en la semana 96 en seres humanos tratados con
rhASB con niveles normales apropiados para la edad.

La figura 13 muestra la mejora en los resultados de prueba de marcha de 6 minutos a lo largo de 96 semanas de
tratamiento con rhASB en un estudio clinico de fase 1/2 en seres humanos.

La figura 14 muestra niveles séricos de anticuerpo anti-ASB a lo largo de 48 semanas de tratamiento en un estudio
clinico de fase 2 en seres humanos.

La figura 15 muestra la reduccion en niveles en orina totales de GAG a lo largo de 48 semanas de tratamiento en un
estudio clinico de fase 2 en seres humanos.

La figura 16 muestra una comparacion de niveles en la semana 48 en seres humanos tratados con rhASB con
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niveles normales apropiados para la edad.

La figura 17 muestra la mejora en los resultados de la prueba de marcha de 12 minutos a lo largo de 48 semanas de
tratamiento en un estudio clinico de fase 2 en seres humanos.

La figura 18 muestra la mejora en los resultados se subir escaleras 3 minutos a lo largo de 48 semanas de
tratamiento en un estudio clinico de fase 2 en seres humanos.

La figura 19 muestra los resultados de la prueba cronometrada de levantarse y caminar a lo largo de 48 semanas de
tratamiento en un estudio clinico de fase 2 en seres humanos.

Las figuras 20 y 21, respectivamente, muestran resultados de cuestionarios de dolor articular y rigidez articular a lo
largo de 48 semanas de tratamiento en un estudio clinico de fase 2 en seres humanos.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion engloba una composicion que comprende una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora,
en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora tiene una pureza al menos igual al, o0 mayor
del 99% basandose en la proteina total, en la que dicha pureza se mide usando el método de HPLC de fase inversa
(RP-HPLC) y en la que la composicion esta libre de bandas detectables de aproximadamente 47-48 kDa tras la
electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) con tincion de Coomassie,
opcionalmente en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora es una N-acetilgalactosamina-
4-sulfatasa precursora recombinante, y el uso de la misma. La pureza de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa en la
forma precursora es al menos igual al, o mayor del 99% con respecto a la proteina total tal como se determina
mediante el método de HPCL de fase inversa. Preferiblemente, la pureza es al menos igual al, o mayor del 99,1,
99,2, 99,3 0 99,4%. Aun mas preferiblemente, la pureza es al menos igual al, o mayor del 99,5, 99,6, 99,7 0 99,8%.
Alun mucho mas preferiblemente, la pureza es al menos igual al, o mayor del 99,9%. La pureza de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora se mide usando el método de HPCL de fase inversa (véase el ejemplo
9). Toda la pureza en porcentaje se basa en la proteina total tal como se determina mediante el método de HPCL de
fase inversa. La alta pureza repetible de manera sistematica usando el proceso de purificacion dado a conocer en el
presente documento posibilita tratar a aquellos pacientes que requieren tratamiento a largo plazo, crénico con
preparaciones de rhASB de alta pureza administradas en cualquier tratamiento, por ejemplo, semanalmente. Por
tanto, la invencién contempla administrar rhASB precursor de tal alta pureza a lo largo de un largo periodo de
tiempo, por ejemplo 12 semanas, 24 semanas, 48 semanas, 96 semanas 0 mas.

En un primer aspecto, la presente invencién presenta una composiciéon que comprende N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa humana precursora, en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora tiene una
pureza al menos igual al, o mayor del 99% basandose en la proteina total, en la que dicha pureza se mide usando el
método de HPLC de fase inversa (RP-HPLC) y donde la composicion esta libre de bandas detectables de
aproximadamente 47-48 kDa tras la electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
con tincién de Coomassie, opcionalmente en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora es
una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora recombinante y el uso de la misma para el tratamiento de
enfermedades producidas en su totalidad o en parte por una deficiencia en la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
(ASB). En una realizacién, este uso presenta la administracion de una composicion de la presente invencion sola o
en combinacion con un portador farmacéuticamente adecuado. En la presente se muestra la transferencia de un
acido nucleico que codifica para la totalidad o parte de una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o un mutante
biolégicamente activo de la misma en una o mas células huésped in vivo. Las realizaciones preferidas incluyen
optimizar la dosificaciéon a las necesidades del organismo que va a tratarse, preferiblemente mamiferos o seres
humanos, para mejorar eficazmente los sintomas de la enfermedad. En realizaciones preferidas, la enfermedad es
mucopolisacaridosis VI (MPS V1), sindrome de Maroteaux-Lamy.

La pureza de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora es aquella por la que la composicion esta esencialmente
libre de cualquier proteina celular contaminante que pueda producir una reaccién inmunolégica o alérgica en el
sujeto al que va a administrarse N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora. Una composicion esta esencialmente
libre de tales proteinas celulares huéspedes contaminantes si la composicién, cuando se administra a un sujeto, no
produce ninguna reaccién inmunolégica o alérgica. La alta pureza de la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
precursora es importante para evitar una reaccion inmunolégica o alérgica en el sujeto a las impurezas presentes en
la composicion farmacéutica. Esto es especialmente cierto para las proteinas de las células a partir de las cuales se
purifica la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora. Cuando la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora
recombinante se expresa y se purifica a partir de células de ovario de hamster chino, las proteinas de ovario de
hamster chino pueden producir reacciones inmunoldgicas o alérgicas (por ejemplo urticaria) en el sujeto. El Gnico
medio para evitar este tipo de reaccion es garantizar que la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora es
suficientemente pura de modo que las proteinas de ovario de hamster chino contaminantes no estan en cantidad
suficiente como para producir tal(es) reaccién/reacciones. La pureza de la composicion farmacéutica es
especialmente importante ya que los sujetos incluyen pacientes que padecen MPS VI y por tanto ya estan
inmunolégicamente comprometidos.
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También preferiblemente, la pureza de la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora (ASB) es tal que la
composicion tiene solo cantidades traza de formas procesadas o degradadas. Las proteasas presentes en las
células huésped escinden la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa en formas de peso molecular inferior. Aunque
algunas de estas formas también pueden ser enzimaticamente activas, la forma precursora es preferible para la
captacion celular y el direccionamiento lisosémico y por tanto, es deseable una cantidad superior de ASB precursora
no procesada en la preparacion final. Ademas, las formas degradas de ASB en el producto terminado también
pueden dar lugar a una incidencia o cantidades superiores de anticuerpos frente a la propia ASB, lo que es
sumamente indeseable en casos tales como aquellos en los que se requiere terapia a largo plazo de los pacientes.
El proceso de purificacion por perfusion descrito en el presente documento da como resultado una preparacion
altamente pura que estd esencialmente libre de proteinas de célula huésped contaminantes o formas
procesadas/agregadas de ASB tal como se somete a ensayo mediante la combinacién de SDS-PAGE, RPHPLC y
SEC-HPLC. Cuando se administra a seres humanos, el producto producido mediante este proceso parece tener una
semivida mas larga.

La indicacion para la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante (rhASB) es para el tratamiento de
MPS VI, también conocida como sindrome de Maroteaux-Lamy. Segun las realizaciones preferidas, se proporciona
una dosis inicial de 1 mg/kg (=50 U/kg) a pacientes que padecen una deficiencia en N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa. Preferiblemente, la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa se administra semanalmente mediante inyeccion.
Segun otras realizaciones preferidas, los pacientes que no demuestran una reduccién en excreciones urinarias de
glicosaminoglicanos de al menos el cincuenta por ciento se cambian a una dosificacion de 2 mg/kg (~100 U/kg) en el
plazo de aproximadamente tres meses de la dosificacion inicial. Preferiblemente, la N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa (rhASB) o un fragmento, mutante o analogo biolégicamente activo de la misma se administra por via
intravenosa a lo largo de un periodo de aproximadamente cuatro horas una vez a la semana preferiblemente
mientras que persistan sintomas clinicos significativos de la enfermedad. Ademas, preferiblemente, la N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa (rhASB) se administra mediante un catéter intravenoso colocado en la vena cefélica
u otra vena apropiada con una infusién de solucién salina comenzando a aproximadamente 30 cc/h. Ademas,
preferiblemente la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (rhASB) se diluye en aproximadamente 250 cc de solucion
salina normal.

En un segundo aspecto, la presente invencion presenta composiciones farmacéuticas novedosas que comprenden
N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora, en las que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
precursora tiene una pureza al menos igual al, o mayor del 99% basandose en la proteina total, en las que dicha
pureza se mide usando el método de HPLC de fase inversa (RP-HPLC) y en las que la composicién esta libre de
bandas detectables de aproximadamente 47-48 kDa tras la electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato
de sodio (SDS-PAGE) con tincién de Coomassie, opcionalmente en las que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
humana precursora es una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora recombinante para el tratamiento de una
deficiencia en N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa. La enzima recombinante puede administrarse de varias formas
ademas de las realizaciones preferidas descritas anteriormente, tal como administracién parenteral, tépica, mediante
inhalacién u oral. Otro aspecto de la invencion es proporcionar la administracion de la enzima formulandola con un
portador farmacéuticamente aceptable que puede ser sélido, semisdlido o liquido o una capsula que pueda ingerirse.
Los ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen comprimidos, gotas tales como gotas nasales,
composiciones para aplicacion topica tales como pomadas, gelatinas, cremas y suspensiones, aerosoles para
inhalacion, pulverizador nasal, liposomas. Habitualmente, la enzima recombinante comprende entre el 0,05 y el 99%
o entre el 0,5 y el 99% en peso de la composicion, por ejemplo entre el 0,5 y el 20% para composiciones destinadas
a inyeccion y entre el 0,1 y el 50% para composiciones destinadas a administracion oral.

Para producir composiciones farmacéuticas en esta forma de unidades de dosificacion para aplicacion oral que
contienen una enzima terapéutica, la enzima puede mezclarse con un portador sélido, pulverulento, por ejemplo
lactosa, sacarosa, sorbitol, manitol, un almidén tal como almidén de patata, almidén de maiz, amilopectina, polvo de
laminaria o polvo de pulpa de limén, un derivado de celulosa o gelatina y también pueden incluir lubricantes tales
como estearato de magnesio 0 calcio o un Carbowax u otras ceras de polietilenglicol y comprimirse para formar
comprimidos o nucleos para grageas. Si se requieren grageas, los nacleos pueden recubrirse por ejemplo con
disoluciones de azucar concentradas que pueden contener goma arabiga, talco y/o diéxido de titanio, o
alternativamente con un agente de formacion de pelicula disuelto en disolventes organicos facilmente volatiles o
mezclas de disolventes organicos. Pueden afiadirse colorantes a estos recubrimientos, por ejemplo, para distinguir
entre contenido diferente de principio activo. Para la composicion de capsulas de gelatina blanda que consisten en
gelatina y, por ejemplo, glicerol como plastificante, o capsulas cerradas similares, el principio activo puede mezclarse
con un Carbowax 0 un aceite adecuado como por ejemplo, aceite de sésamo, aceite de oliva 0 aceite de cacahuete.
Las capsulas de gelatina dura pueden contener granulados del principio activo con portadores sélidos, pulverulentos
tales como lactosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones tales como almidén de patata, almidéon de maiz o
amilopectina, derivados de celulosa o gelatina, y también pueden incluir estearato de magnesio o acido estearico
como lubricantes.

Las enzimas terapéuticas de la presente invencién también pueden administrarse por via parenteral tal como
mediante inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa, o bien mediante inyeccion individual o infusién de
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bomba o bien mediante implante subcutaneo de liberacion sostenida, y las enzimas terapéuticas pueden
administrarse mediante inhalacién. En la inyeccion subcutanea, intramuscular e intravenosa, la enzima terapéutica
(el principio activo) puede disolverse o dispersarse en un vehiculo portador liquido. Para la administracion
parenteral, el material activo puede mezclarse de manera adecuada con un vehiculo aceptable, preferiblemente de
la variedad de aceites vegetales tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn y similares. También
pueden usarse otros vehiculos parenterales tales como composiciones organicas que usan solcetal, glicerol, formal
y formulaciones parenterales acuosas.

Para la aplicacion parenteral mediante inyeccion, las composiciones pueden comprender una disolucién acuosa de
una sal farmacéuticamente aceptable soluble en agua de los acidos activos segun la invencién, de manera deseable
en una concentracion del 0,5-10%, y opcionalmente también un agente estabilizante y/o sustancias tamp6n en
disolucién acuosa. Las unidades de dosificacion de la disolucién pueden incluirse ventajosamente en ampollas.

Cuando se administran enzimas terapéuticas en forma de un implante subcutaneo, el compuesto se suspende o
disuelve en un material dispersado lentamente conocido para los expertos en la técnica, o se administra en un
dispositivo que libera lentamente el material activo a través del uso de una fuerza de accionamiento constante tal
como una bomba osmoética. En tales casos, es posible la administracién a lo largo de un periodo de tiempo
prolongado.

Para la aplicacion tdpica, las composiciones farmacéuticas estan de manera adecuada en forma de una pomada,
célula, suspension, crema o similar. La cantidad de principio activo puede variar, por ejemplo entre el 0,05 y el 20%
en peso del principio activo. Tales composiciones farmacéuticas para aplicacion topica pueden prepararse de
manera conocida mezclando el principio activo con materiales portadores conocidos tales como isopropanol, glicerol,
parafina, alcohol estearilico, polietilenglicol, etc. El portador farmacéuticamente aceptable también puede incluir un
potenciador de absorciébn quimica conocido. Ejemplos de potenciadores de absorcion son, por ejemplo,
dimetilacetamida (patente estadounidense n.° 3.472.931), tricloroetanol o trifluoroetanol (patente estadounidense n.°
3.891.757), determinados alcoholes y mezclas de los mismos (patente britanica n.° 1.001.949). También se describe
un material portador para aplicacion tdpica a piel intacta en la memoria descriptiva de la patente britanica n.°
1.464.975, que da a conocer un material portador que consiste en un disolvente que comprende el 40-70% (v/v) de
isopropanol y el 0-60% (v/v) de glicerol, siendo el resto, si lo hay, un constituyente inerte de un diluyente que no
supera el 40% del volumen total de disolvente.

La dosificacion a la que se administran las composiciones farmacéuticas que contienen la enzima terapéutica puede
variar dentro de un amplio intervalo y dependera de diversos factores tales como por ejemplo, la gravedad de la
enfermedad, la edad del paciente, etc., y puede tener que ajustarse individualmente. Como posible intervalo para la
cantidad de enzima terapéutica que puede administrarse por dia puede mencionarse desde aproximadamente 0,1
mg hasta aproximadamente 2000 mg o desde aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 2000 mg.

Las composiciones farmacéuticas que contienen la enzima terapéutica pueden formularse de manera adecuada de
modo que proporcionan dosis dentro de estos intervalos o bien como unidades de dosificacion individuales o bien
como unidades de dosificacion multiple. Ademas de contener una enzima terapéutica (0 enzimas terapéuticas), las
formulaciones objeto pueden contener uno 0 mas sustratos o cofactores para la reaccién catalizada por la enzima
terapéutica en las composiciones. Las composiciones que contienen enzima terapéutica también pueden contener
mas de una enzima terapéutica. Asimismo, la enzima terapéutica puede estar en forma conjugada uniéndose a otro
resto, por ejemplo PEG. Adicionalmente, la enzima terapéutica puede contener uno 0 mas restos de
direccionamiento o péptidos de transito para ayudar a suministrarse a un tejido, érgano u organulo de interés.

La enzima recombinante empleada en los métodos y composiciones objeto también puede administrarse por medio
de la transformacion de las células del paciente con acidos nucleicos que codifican para la N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa o un fragmento, mutante o analogo biolégicamente activo de la misma. La secuencia de acido nucleico asi
codificante puede incorporarse en un vector para la transformacion en células del paciente que va a tratarse. En el
presente documento se describen realizaciones preferidas de tales vectores. El vector puede disefiarse para
integrarse en los cromosomas del sujeto, por ejemplo, vectores retrovirales, o para replicarse de manera auténoma
en las células huésped. Los vectores que contienen secuencias de nucleétidos de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
codificantes pueden disefiarse para proporcionar expresion continua o regulada de la enzima. Adicionalmente, el
vector genético que codifica para la enzima puede disefiarse para integrarse de manera estable en el genoma
celular o para estar presente s6lo de manera transitoria. Puede aplicarse la metodologia general de terapia génica
convencional a secuencias de polinucleétido que codifican para N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa. Pueden
encontrarse revisiones de técnicas de terapia génica convencional en Friedman, Science 244:1275-1281 (1989);
Ledley, J. Inherit. Aletab. Dis.13:587-616 (1990); y Tososheyv, et al., Curr. Opinions Biotech. 1:55-61 (1990).

Un método particularmente preferido de administrar la enzima recombinante es por via intravenosa. Una
composicion particularmente preferida comprende N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa recombinante, solucion salina
normal, tampon fosfato para mantener el pH a aproximadamente 5-7 y albimina humana. La composicién puede
incluir adicionalmente polioxietilensorbitano, tal como polisorbato 20 u 80 (Tween-20 o Tween-80) para mejorar la
estabilidad y prolongar la semivida. Alternativamente, la composicién puede incluir cualquier tensioactivo o
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detergente no iénico conocido en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a polioxietilensorbitano 40 6 60; ésteres de
acido graso de polioxietileno; monoisoestearatos de polioxietilensorbitano; poloxameros, tales como poloxamero 188
o poloxamero 407; octoxinol-9 u octoxinol 40.

Preferiblemente, el tensioactivo o detergente no iénico esta presente a una concentracion de al menos el 0,0001%, o
al menos el 0,0005%, o al menos el 0,001%, 0,002%, 0,003%, 0,004% o 0,005% (p/v). Preferiblemente, la
concentracion es la menor necesaria para lograr la estabilidad deseada, pero puede ser de hasta el 0,005%,
0,006%, 0,007%, 0,008%, 0,009%, 0,01% o 0,02% (p/v). Lo mas preferiblemente, la composicién comprende un
polisorbato a una concentracion del 0,005% + 0,003% (por ejemplo del 0,002% al 0,008%). Estos componentes de la
composicion pueden proporcionarse preferiblemente en las siguientes cantidades:

N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa 1-5 mg/ml 0 50-250 unidades/ml

Disolucion de cloruro de sodio 150 mM en una bolsa i.v., 50-250 cc de volumen total
Tampon fosfato de sodio 10-100 mM, pH 5,8, preferiblemente 10 mM
Albumina humana, opcional 1 mg/ml

Tween-20 o Tween-80 0,001%-0,005% (p/v)

En una realizacion preferida, la ASB se formula como 1 mg/ml en NaCl 150 mM, NaPO,4 10 mM, pH 5,8. polisorbato
80 al 0,005%.

En el presente documento se muestra un método para producir N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o un
fragmento, mutante o analogo biolégicamente activo de la misma en cantidades que permiten usar la enzima
terapéuticamente. El método puede comprender la etapa de transfectar un ADNc que codifica para la totalidad o una
parte de una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o un mutante o analogo biolégicamente activo de la misma en
una célula adecuada para la expresion de la misma. En algunas realizaciones, se usa un ADNc que codifica para
una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) completa, preferiblemente una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
(ASB) humana. Sin embargo, en otras realizaciones, puede usarse un ADNc que codifica para un fragmento o
mutante bioldgicamente activo de la misma. Especificamente, pueden realizarse una o mas sustituciones de
aminoacido mientras se conserve o potencie la actividad bioldgica de la enzima.

Un vector de expresion puede ser usado para transfectar el ADNc en una célula o linea celular adecuada para la
expresion del mismo. En una realizacion particularmente preferida, el ADNc se transfecta en una célula de ovario de
hamster chino, tal como la linea celular CHO-K1. En aun otras realizaciones preferidas, el procedimiento de
produccién comprende las siguientes etapas: (a) hacer crecer células transfectadas con un ADN que codifica para la
totalidad o un fragmento o mutante biolégicamente activo de una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana un
medio de crecimiento adecuado hasta una densidad apropiada, (b) introducir las células transfectadas en un
biorreactor, (c) suministrar un medio de crecimiento adecuado al biorreactor, (d) recoger dicho medio que contiene la
enzima recombinante y (e) retirar sustancialmente las células transfectadas del medio de recogida.

Un medio adecuado para hacer crecer las células transfectadas es un medio Excell 302 de JRH complementado con
L-glutamina, glucosa e hipoxantina/timidina, opcionalmente con o sin G418. En un medio preferido, el medio Excell
302 de JRH se complementa adicionalmente con acido folico, serina y asparagina, y no hay G418 presente en el
medio. El uso de este medio preferido para cultivar células proporciona una rhASB precursora de pureza superior en
comparacion con el uso del medio complementado con G418 pero no con acido félico, serina y asparagina (véase el
carril 2 de la figura 6). Se prefiere hacer crecer las células en un medio de este tipo para lograr una densidad celular
de aproximadamente 1 x 10" células/ml gue da como resultado 10-40 mg/ml de enzima activa. Ademas, es preferible
hacer crecer las células transfectadas en un biorreactor durante aproximadamente de 5 a 15 dias. Mas
preferiblemente, es aproximadamente 9 dias. Preferiblemente, las células transfectadas se hacen crecer en un
biorreactor usando un proceso basado en perfusion con recogidas que continGan hasta 35 dias. Mas
preferiblemente, las células transfectadas se hacen crecer en un biorreactor usando un proceso basado en perfusion
con recogidas que contintan hasta 45 dias. Incluso méas preferiblemente, las células transfectadas se hacen crecer
en un biorreactor usando un proceso basado en perfusidon con recogidas que contindan hasta 60 dias. Incluso
mucho mas preferiblemente, las células transfectadas se hacen crecer en un biorreactor usando un proceso basado
en perfusién con recogidas que contindan hasta 90 dias.

Las células transfectadas pueden retirarse sustancialmente del sobrenadante del biorreactor filtrandolas a través de
membranas sucesivas tales como una membrana de 10 um seguida por una membrana de 1 um seguida por una de
0,2 um. Cualquier medio de recogida restante puede desecharse antes de la filtracion.

La N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante puede producirse en células de ovario de hamster chino
(Peters, et al. J. Biol. Chem. 265:3374-3381). Su captacién esta mediada por un receptor de manosa-6-fosfato de
alta afinidad expresado en la mayoria, si no todas, las células (Neufeld et al., “The mucopolysaccharidoses” The
Metabolic Basis of Inherited Disease, eds. Scriver, et al. New York:McGraw-Hill (1989) pags. 1565-1587). Una vez



10

ES 2533770 T3

unida al receptor de manosa-6-fosfato, la enzima se somete a endocitosis a través de depresiones recubiertas y se
transporta a los lisosomas. Al pH de los lisosomas, la enzima es activa y comienza eliminar residuos de sulfato
procedentes del sulfato de dermatano acumulado. En los fibroblastos en MPS VI, el aclaramiento del
almacenamiento es rapido y se demuestra facilmente en el plazo de 92 horas de la exposicion enzimatica (Anson, et
al., J. Clin. Invest. 99:651-662 (1997)). La enzima recombinante puede producirse a una escala de fermentacién de
110 | (volumen de trabajo de aproximadamente 90 I) segin un proceso segun el diagrama de flujo explicado
resumidamente en la figura 1.

La enzima recombinante puede producirse usando el siguiente método tal como se expone en la tabla 1A-C.

Tabla 1A: Proceso de cultivo celular mediante el proceso discontinuo alimentado

Etapa

Proceso

Prueba en proceso

1. Descongelacion del
Banco de Células de
Trabajo (WCB)

« Inocular las células descongeladas en un matraz T-75
con 25 ml de medio Exell 302 de JRF complementado
con L-glutamina 4 mM, glucosa 4,5 g/l e
hipoxantina/timidina 10 mg/l; complementado
adicionalmente con acido félico, serina y asparagina (sin
G418)

« Cultivar durante 3 dias para lograr una densidad de 1 x
10" células

* Recuento celular
* Viabilidad celular

!

3. Matraz de agitacion de
250 ml

< Afadir células a 175 ml de medio complementado (sin
G418)
« Cultivar durante 3 dias

* Recuento celular
« Viabilidad celular

!

4. Matraz de agitacion de
11

< Afadir células a 800 ml de medio complementado (sin
G418)
« Cultivar durante 1-2 dias

* Recuento celular
« Viabilidad celular

!

5. Matraz de agitacion de
8l

« Afadir células a 4 | de medio complementado (sin
G418)
« Cultivar durante 1-2 dias

* Recuento celular
« Viabilidad celular

!

6. 2 x Matraces de
agitacion de 8 |

« Dividir volumen de trabajo en 2 matraces de agitacion
de 81

« Afadir células a 5,5 | de medio complementado (sin
G418) a cada matraz de agitacion de 8 |

« Cultivar durante 1-2 dias

* Recuento celular
« Viabilidad celular

!

7. Inoculacion de
biorreactor de 110 |

« Afadir células a 7 ml de medio complementado
« Cultivar durante 9 dias

* Recuento celular
* Viabilidad celular

8. Produccién

« Aproximadamente 9 dias de crecimiento en biorreactor

* Recuento celular
* Viabilidad celular
* Actividad

!

9. Recogida del
sobrenadante

« La recogida se bombea al interior de una bolsa de 100 |,
refrigerada durante la noche

!

10
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« Las células se retiran del medio de recogida mediante
filtracién a través de un cartucho de membrana de 10 um
seguido por cartuchos de 1 umy 0,2 um. Puesto que se
ha permitido que las células sedimenten durante la
noche, del 5 al 10% final del medio de recogida se
descarta antes de la filtracion.

10. Retirada de células

Punto de descarga de QC

* Actividad

« Carga biolégica

» Endotoxina

» Micoplasmas

« Agentes adventicios in vitro

En una realizacion, las células transfectadas se hacen crecer en un proceso de cultivo celular que es un proceso
basado en perfusion con recogidas que contintan durante hasta 35 o mas dias con una tasa de recogida de
aproximadamente 400 | por dia de un biorreactor de 110 |. Preferiblemente, la tasa de recogida es de
aproximadamente 800 | por dia desde un biorreactor de 110 I. En la tabla 1B se muestra un diagrama de flujo del
proceso que compara el proceso de cultivo celular por perfusién con el proceso de cultivo celular discontinuo. En la
tabla 1C se resumen las comparaciones para el proceso discontinuo alimentado asi como detalles de los cambios

especificos implementados para el proceso de cultivo celular basado en perfusion.

Tabla 1B: Comparacién del proceso de cultivo celular entre los procesos discontinuo alimentado y de perfusién

Proceso discontinuo Proceso de perfusion
1 vial de Banco de Células de Trabajo (WCB) | | 1 vial de WCB
! l
Matraz T de 75 cm® | | Matraz T de 75 cm”
! !
Matraz de agitacién de 250 ml | | Matraz de agitacion de 250 mi
! !
2 x Matraces de agitacién de 250 ml | | 2 x Matraces de agitaciéon de 250 ml
! l
2 x Matraces de agitacién de 3 | | | 2 x Matraces de agitacion de 3 |
! l
2 x Matraces de agitacion de 8 | | | 2 x Matraces de agitacion de 8 |

!

i

1 x biorreactor de 110 |
(volumen de trabajo de 75-85 I)

2 X biorreactores de 110 | Modo discontinuo, 1-3 dias

(volumen de trabajo de 85-95 I)

Modo discontinuo, 11-12 dias 1 x biorreactor de 110 |

(volumen de trabajo de 75-85I)
Duracion del cultivo de hasta 35 dias

l

!

Recogida almacenada en bolsas de polietileno de 200 | | | Recogida almacenada en bolsas de polietileno de 200 |

Tabla 1C: Descripcion resumen de las diferencias entre los procesos discontinuo alimentado y de perfusion

pE)t(?S(?c?éen Descripcion (discontinuo) Descripcion (perfusién)
CULTIVO Un_lote es el resg[tado de una Cambio: Un lote es el resultado de una serie de produccion con
serie de produccion con dos .
CELULAR biorreactores de 110 | un biorreactor de 110 |

11
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Descongelacion
del vial de WCB

Un vial por cada lote de
produccion:

Pruebas: Viabilidad celular
esperada > 95%

Se esperan = 1 x 10° células
recuperadas

Cambio:

Viabilidad celular: > 90%

Una viabilidad > 90% en la descongelacion ha demostrado
producir series y producto satisfactorios que cumplen las
especificaciones

Matraces T de 75
cm?

Aproximadamente 5 x 10°
células sembradas en 1
matraz.

Duracion de la etapa: ~ 3 dias
Pruebas: Viabilidad celular
esperada > 90%

Se esperan = 2 x 10" células
recuperadas

Sin cambios

Matraz de
agitacion de 250
ml

Las células de T75 se dividen
en un matraz de agitacion de
250 ml

Duracion de la etapa: ~ 2 dias
Pruebas: Viabilidad celular
esperada > 90%

Se esperan = 2 x 10° células
recuperadas

Sin cambios

2 X Matraces de
agitacion de 250
ml

Las células de 1 x matraz de
agitacion de 250 ml se dividen
en dos matraces de agitacion
de 250 ml

Duracion de la etapa: ~ 3 dias
Pruebas: Viabilidad celular
esperada > 90%

Se esperan = 4 x 10° células
recuperadas

Sin cambios

2 X Matraces de
agitacion de 3 |

Las células de 2 x matraces
de agitacion de 250 ml se
dividen en dos matraces de
agitacion de 3 |

Duracion de la etapa: ~ 4 dias
Pruebas: Viabilidad celular
esperada > 90%

Se esperan > 4,8 x 10° células
recuperadas

Sin cambios

2 X Matraces de
agitacion de 8 |

Las células de 2 x matraces
de agitacion de 3 | se dividen
en dos matraces de agitacion
de 81

Duracion de la etapa: ~ 2 dias
Pruebas: Viabilidad celular
esperada > 90%

Se esperan = 1,6 x 10"°
células recuperadas

Sin cambios

12




10

15

20

25

30

35

ES 2533770 T3

Se afiade un inéculo = 0,8 x
10" células a cada uno de

dos biorreactores que Cambio:
Inoculacion de | contienen 32 | de medio de Se afiade un inéculo = 1,6 x 10*° células a un biorreactor que
matraz de cultivo | cultivo cada uno. contiene 64 | de medio de cultivo. (Refleja el uso de un

El cultivo se monitoriza con un | biorreactor frente a dos).
sistema de control
interconectado a PC

Crecimiento: 3 dias de
crecimiento hasta que el
cultivo alcanza una densidad
> 3,2 x 10% células.

Divisién vertical: Medios de
cultivo afadidos al volumen
Produccion final de 951

Recogida: Se recogio el
sobrenadante en el dia 11 o
cuando la viabilidad celular
disminuyé por debajo del
70%. Se filtra y se almacena
el sobrenadante

Cambios:

Crecimiento/Transicién/Recogida: Cuando la densidad celular
alcanza > 8 x 10%° células/ml, se inicia la perfusion. La tasa de
perfusion se aumenta gradualmente hasta 5 volimenes de
recipiente por dia basado en los niveles de glucosa. Cuando la
densidad celular es > 1,28 x 10*%, se ajusta el punto de ajuste de
pH a 7,35. Una vez que cesan los aumentos en las tasas de
perfusion, se mantiene el nivel de glucosa reduciendo la
densidad celular con una purga de células. Se recupera y se filtra
el sobrenadante recogido.

Cambio:
. . Se termina la serie una vez alcanzados 35 o0 mas dias, o la
. L Se termina la serie en la L LS . ;
Terminacién actividad disminuye por debajo de 2 mg/l durante tres dias

recogida .
consecutivos 0 una vez que se ha recuperado sobrenadante

recogido adecuado.

La preparacion del inéculo para el proceso de ampliacién a escala es la misma para los procesos discontinuo
alimentado y de perfusion. En una realizacion, se inicia el cultivo de células con rhASB descongelando un Unico vial
del Banco de Células de Trabajo y transfiriendo su contenido (aproximadamente 1 ml) a aproximadamente 25 ml de
medio EX-CELL 302 (modificado con L-glutamina, sin rojo fenol) en un matraz de cultivo celular T de 75 cm?. En
cada etapa de expansion, se incuba el cultivo celular hasta que se logra un recuento de células viables de
aproximadamente 0,8 x 10° células/ml. Se monitoriza cada etapa de expansion de células para determinar el
crecimiento celular (densidad celular) y la viabilidad celular (a través de exclusién con azul de tripano). Todas las
adiciones de medio EX-CELL 302 (modificado con L-glutamina, sin rojo fenol) y transferencias de células se realizan
asépticamente en una campana de flujo laminar. Se expande el cultivo celular secuencialmente del matraz T de 75
cm?® a un matraz de agitacion de 250 ml, a dos matraces de agitacion de 250 ml, a dos matraces de agitacion de 3 1y
finalmente a dos matraces de agitacion de 8 I. Todo el proceso de ampliacion a escala dura aproximadamente 14
dias. Cuando los dos matraces de agitacion de 8 | estan a una densidad de al menos 1,0 x 10° células/ml, se usan
los frascos para sembrar un biorreactor de 110 I.

Se prefiere que las operaciones del biorreactor para la expresion o produccién o fabricacion de rhASB utilicen un
proceso de cultivo celular basado en perfusion. Preferiblemente, el biorreactor, que usa el proceso de perfusion,
puede controlar densidades celulares de hasta 37 millones de células por ml, en comparacion con 4-5 millones de
células por ml usando el proceso discontinuo alimentado.

El proceso basado en perfusién tarda mas (35 dias) que el proceso discontinuo alimentado (11-12 dias) y produce
un volumen mayor de fluido de cultivo celular recogido (aproximadamente 400 l/dia a una tasa de perfusién de 5
volumenes de recipiente por dia) en comparacion con el proceso discontinuo alimentado (190 lI/serie).
Preferiblemente, la recogida se realiza hasta 35 dias para una recuperacion total de aproximadamente 8400 | de
sobrenadante.

Se evalla el final de las células de produccion (EPC) para determinar la estabilidad genética, identidad, esterilidad y
contaminacion por agente adventicio segun la directriz de la ICH. Preferiblemente, los resultados de EPC, obtenidos
a partir de una serie en biorreactor de 35 dias de duracién, AC60108, producido en condiciones de cGMP, no
muestran crecimiento ni resultados negativos ni deteccién de la presencia de bacterias y hongos, micoplasmas,
contaminantes virales adventicios, virus murinos o contaminantes o particulas similares.

En el presente documento se muestra una linea celular transgénica que presenta la capacidad para producir N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) o un fragmento, mutante o analogo biolégicamente activo de la misma en
cantidades que permiten usar la enzima terapéuticamente. En el presente documento se muestra también una linea
celular de ovario de hamster chino recombinante tal como la linea celular CHO K1 que produce de manera estable y
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fiable cantidades de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) que permiten usar la enzima terapéuticamente. Se
prefiere especialmente la linea celular CHO-K1 designada CSL4S-342. En algunas realizaciones preferidas, la linea
celular contiene uno o mas de un constructo de expresion. Mas preferiblemente, la linea celular contiene
aproximadamente 10 o mas copias del constructo de expresion. En realizaciones incluso mas preferidas, la linea
celular expresa N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa recombinante (ASB) en cantidades de al menos aproximadamente
20-80 6 40-80 microgramos por 10’ células por dia.

La N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante (rhASB) puede producirse a partir de una linea celular
CHO-K1 (ovario de hamster chino) transfectada estable designada CSL4S-342. La linea celular de describe en la
bibliografia (Crawley, J.Clin.Invest. 99:651-662 (1997)). Se prepararon el Banco de Células Maestro (MCB) vy el
Banco de Células de Trabajo (WBC) en Tektagen Inc. (Malvern, PA). Los bancos de células se han caracterizado
por las directrices recomendadas de la ICH para una linea celular recombinante de mamifero.

En el presente documento se muestran vectores novedosos adecuados para producir N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa (ASB) o un fragmento, mutante o analogo bioldgicamente activo de la misma en cantidades que permiten
usar la enzima terapéuticamente.

Se describen en el presente documento, N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa novedosa (ASB) o un fragmento,
mutante o analogo biolégicamente activo de la misma producida segun los métodos que se muestran en el presente
documento y por tanto presente en cantidades que permiten usar la enzima terapéuticamente. La actividad
especifica preferida de la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa (ASB) segun la presente invenciéon es de
aproximadamente 20-90 unidades y mas preferiblemente mayor de 50 unidades por miligramo de proteina.
Preferiblemente, la enzima tiene un peso desglicosilada de aproximadamente 55 a 56 kDa, lo méas preferiblemente
de aproximadamente 55,7 kDa. Preferiblemente, la enzima tiene un peso glicosilada de aproximadamente 63 a 68
kDa, lo mas preferiblemente de aproximadamente 64 a 66 kDa. La presente invencion también incluye fragmentos
biolbgicamente activos incluyendo moléculas truncadas, analogos y mutantes de la N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa humana que se produce de manera natural.

El ADNc humano para la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa prevé una proteina de 533 aminoacidos con un péptido
sefial de 41 aminoacidos (Peters, et al. J. Biol. Chem. 265:3374-3381). El peso molecular previsto es de
aproximadamente 55,9 kDa tras la escision del péptido sefial. La enzima recombinante tiene un peso molecular
aparente de 64 kDa en SDS-PAGE debido a modificaciones de hidratos de carbono. La secuencia de proteina
prevista contiene seis posibles sitios de modificacion de oligosacarido unidos a N de los que cuatro pueden usarse
basandose en una masa promedio de 2.000 kDa y una diferencia de 8.000 kDa entre la masa prevista y la aparente.
Una forma madura de la proteina intracelular tiene tres péptidos unidos mediante enlaces de cistina. El péptido mas
grande tiene un peso molecular de 47 kDa; los otros dos tienen un peso molecular de 6 y 7 kDa, respectivamente.

En la tabla 2 se proporciona una descripcion de un producto terminado producido y purificado segun los métodos de
la presente invencion.

Tabla 2: Especificaciones preliminares del

roducto terminado

Prueba

Procedimiento

Especificacion

Actividad

Ensayo de
fluorescencia

20.000 — 120.000 mUnidades

Virus adventicios*

Ensayo in vivo

Pasa

Aspecto

Visual

Disolucién transparente, de incolora a amarillo
claro

Endotoxina bacteriana

LAL

<2 EU/mI

Cloruro Absorcion atémica Notificar valor
Ensayo de captacién de fibroblastos con TBD < 40 nmol
ASB
. Puntos a considerar
*
Micoplasmas 1993 Pasa
Materiales particulados USP < 600/vial a 25 pm y < 6000/vial a 10 um
pH USP 5,5-6,8
Fosfato Absorcién atdmica Notificar resultado
Concentracion de proteinas UV 280 0,8 - 1,2 mg/ml
Pureza SDS-PAGE 1 banda principal entre 65 — 70 kDa
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RP-HPLC > 95%
Colorante azul residual TBD Notificar valor
Cobre residual TBD Notificar valor

Sodio Absorciéon atémica Notificar valor

Actividad especifica Célculo 40.000 — 80.000 mUnidades/mg

Esterilidad 21 CFR 610 Pasa

*Sometido a prueba en el sobrenadante recogido del biorreactor (tras la eliminacion de células por filtracion).

En un séptimo aspecto, la presente invencion presenta un método novedoso para purificar N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa (ASB) o un fragmento, mutante o andlogo biolégicamente activo de la misma. Seglin una primera
realizacién, se hace crecer una masa celular transfectada y se retira dejando la enzima recombinante. Los
materiales exdgenos normalmente deben separarse de la masa en bruto para evitar la incrustacion de las columnas.
Preferiblemente, el medio de crecimiento que contiene la enzima recombinante se hace pasar a través de una etapa
de ultrafiltraciéon. En un método, la disolucién filtrada se hace pasar a través de una columna de cromatografia de
DEAE Sepharose, luego una columna de cromatografia de Blue Sepharose, luego una columna de cromatografia de
Cu++ Chelating Sepharose y luego una columna de cromatografia de Phenyl Sepharose. Una cromatografia en
columna de cuatro etapas de este tipo que incluye el uso de una columna de cromatografia de DEAE Sepharose,
una de Blue Sepharose, una de Cu++ Chelating Sepharose y una de Phenyl Sepharose secuencialmente da como
resultado especialmente una enzima recombinante altamente purificada. Los expertos en la técnica aprecian que
pueden omitirse o sustituirse una o mas etapas de cromatografia, o alterarse el orden de las etapas dentro del
alcance de la presente invencion. En otras realizaciones preferidas, el eluyente de la columna de la cromatografia
final se ultrafiltra/diafiltra, y se realiza una etapa apropiada para eliminar cualquier virus restante. Finalmente, pueden
realizarse etapas de esterilizacion apropiadas segun se desee. La enzima recombinante puede purificarse segin un
proceso explicado resumidamente en la figura 2. La calidad de la enzima recombinante es clave para los pacientes.
La rhASB producida mediante este método es sustancialmente pura (> 95%).

En una realizacion preferida, la etapa de ultrafiltracion/diafiltracion se realiza con una disolucion de fosfato de sodio
de aproximadamente 10 mM y con una disolucién de cloruro de sodio de aproximadamente 100 mM a un pH de
aproximadamente 7,3. En otra realizacion, la etapa de cromatografia de DEAE Sepharose se realiza a un pH de
aproximadamente 7,3 en la que la disolucién eluida se ajusta con un tampon apropiado, preferiblemente un tapén
cloruro de sodio y fosfato de sodio. En realizaciones preferidas adicionales, la etapa de cromatografia de Blue
Sepharose se realiza a un pH de aproximadamente 5,5 en la que la disolucién eluida se ajusta con un tampén
apropiado, preferiblemente un tampén cloruro de sodio y acetato de sodio. Ademas, en realizaciones preferidas, la
etapa de cromatografia de Cu++ Chelating Sepharose se realiza con un tampo6n de elucién que incluye cloruro de
sodio y acetato de sodio. En realizaciones especialmente preferidas, se realiza una segunda etapa de
ultrafiltracién/diafiltracion en el eluato de las series de cromatografia en la que la enzima recombinante se concentra
hasta una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml en una formulacion tampon tal como un tampoén de cloruro
de sodio y fosfato de sodio a un pH de aproximadamente 5,5 a 6,0, lo mas preferiblemente a un pH de 5,8. El
tampon fosfato es un tampén preferido usado en el proceso porque el tampén fosfato evita la degradacion critica y
mejora la estabilidad de la enzima.

En la tabla 3 se expone una descripcion mas detallada de métodos de purificacion particularmente preferidos dentro
del alcance de la presente invencion.

Tabla 3: Resumen del proceso de purificacion

Etapa Proceso

El fluido recogido filtrado (HF) se concentra diez veces y luego se diafiltra con 5
volumenes de fosfato de sodio 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3 usando un sistema de
filtracién de flujo tangencial (TFF).

1. UF/DF

2. DEAE Sepharose FF
(flujo a través)

e Tampon de prelavado 1:

« Tampon de prelavado 2:
« Tampodn de equilibrado:
» Carga:

« Tampodn de lavado:

15

NaOH 0,1 N
NaPO4 100 mM pH 7,3

NaCl 100 mM, NaPO4 100 mM pH
7,3

Producto de la etapa 1

NaCl 100 mM, NaPO4 100 mM pH
7,3
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« Tampodn de separacion:

« Tampodn de desinfeccién:

NaCl 1 M, NaPO4 10 mM pH 7,3
NaOH 0,5N

3. Blue Sepharose FF

« Tampodn de almacenamiento: NaOH 0,1 N
!

* Prelavado 1: NaOH 0,1 N

* Prelavado 2: H-O

* Prelavado 3:

« Tampon de equilibrado:

» Carga:

e Tampon de lavado:

e Tampon de elucién:

« Tampon de regeneracion:

* Tampon de desinfeccion:

« Tampodn de almacenamiento: ETOH al 20%

NaAc 1 M, pH 5,5

NaCl 150 mm, NaAc 20 mM pH 5,5
Flujo a través de DEAE

NaCl 150 mM, NaAc 20 mM, pH 5,5
NaCl 500 mM, NaAc 20 mM pH 5,5
NaCl 1 M, NaAc 20 mM pH 5,5
NaOH 0,1 N, 0,5-2 horas

NaCl 500 mM, NaAc 20 mM, pH 5,5

l

4. Cu™ Chelating
Sepharose FF

« Tampodn de desinfeccién:
« Tampodn de lavado:
« Tampodn de carga:

« Tampodn de equilibrado:

e Carga:

« Tampodn de lavado 1:

« Tampodn de lavado 2:

« Tampodn de lavado 3:

« Tampodn de elucién:

« Tampodn de separacion:

« Tampodn de desinfeccion:

NaOH 0,1 N
H.0
Sulfato de cobre 0,1 M

NaAc 20 mM, NaCl 0,5 M, glicerol al
10%, pH 6,0

Eluato de Blue Sepharose

NaAc 20 mM, NaCl 0,5 M, glicerol al
10%, pH 6,0

NaAc 20 mM, NaCl 1 M, glicerol al
10%, pH 4,0

NaAc 20 mM, NaCl 1 M, glicerol al
10%, pH 3,8

NaAc 20 mM, NaCl 1 M, glicerol al
10%, pH 3,6

EDTA 50 mM, NaCl 1 M
NaOH 0,5 N, 0,5-2 horas

5. Phenyl Sepharose
HP

« Tampodn de almacenamiento: NaOH 0,1 N
!

« Tampodn de prelavado 1: NaOH 0,1 N

« Tampodn de prelavado 2: H.0

« Tampon de equilibrado:
* Carga:

« Tampon de lavado 1:

« Tampon de lavado 2:

« Tampon de elucion 1:

* Tampon de separacion:

* Tampon de desinfeccion:

« Tampon de almacenamiento:

NaCl 3 mM, NaAc 20 mM, pH 4,5
Eluato de Cu™ Chelating Sepharose
NaCl 3,0 M, NaAc 20 mM, pH 4,5
NaCl 1,5 M, NaAc 20 mM, pH 4,5
NaCl 1,0 M, NaAc 20 mM, pH 4,5
NaCl 0 M, NaAc 20 mM, pH 4,5
NaOH 0,5 N

NaOH 0,1 N
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!

La rhASB purificada se concentra y diafiltra hasta una concentracion final de 1,5 mg/ml en

6. UF/DF tampodn de formulacion (NaCl 150 mM, NaPQO4 10 mM, pH 5,8) usando un sistema de TFF.

!

7. Formulacién (si es « Diluir con tamp6n de formulacion adicional hasta
necesario) 1,0 mg/ml

8. Reduccién

viral/filtracion estéril « Filtracion en 0,02 um en recipiente estéril

l

« Producto lleno en viales de vidrio de 5 cc de tipo

9. Disposicion en vial 1, cerrados manualmente, apretados y etiquetados.

El principio activo a granel formulado puede esterilizarse a través de un filtro de 0,04 micrometros o preferiblemente
de 2 micrometros en una campana de flujo laminar de clase 100 en viales de vidrio de tipo 1. Los viales pueden
llenarse hasta un volumen final de aproximadamente 5 ml usando una maquina de llenado de liquido
semiautomatica. Entonces los viales pueden taparse, sellarse y etiquetarse.

Un método mas preferido para purificar una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora comprende: (a) obtener un
fluido que contiene N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora; (b) reducir la actividad proteolitica de una proteasa
en dicho fluido que puede escindir la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora, en el que dicha reduccién no
dafa a dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora; (c) poner en contacto el fluido con una resina de
cromatografia de interaccion con el colorante azul Cibracon; (d) poner en contacto el fluido con una resina de
cromatografia de quelacién de cobre; (e) poner en contacto el fluido con una resina de cromatografia de interacciéon
hidréfoba con fenilo; y (f) recuperar dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora. De manera preferible, las
etapas (c), (d) y (e) se realizan secuencialmente. Este método requiere no mas de tres etapas o columnas de
cromatografia. Con el fin de obtener N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora altamente purificada, no se
requieren etapas o columnas de cromatografia adicionales. Este método no comprende que el fluido se ponga en
contacto con una resina de DEAE Sepharose. La N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora recuperada tiene una
pureza al menos igual al o mayor del 99%. El rendimiento de recuperaciéon global puede ser de al menos
aproximadamente el 40-60%.

Preferiblemente, obtener el fluido que contiene la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora comprende hacer
crecer un cultivo de células transformadas con un gen que codifica para N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa;
preferiblemente, el gen codifica para la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana. Preferiblemente, las células son
células de mamifero. Mas preferiblemente, las células de mamifero son células de ovario de hamster chino. La etapa
de obtencion puede comprender adicionalmente recoger el fluido de dicho cultivo de células. La etapa de obtencion
puede comprender ademas concentrar dicho fluido hasta aproximadamente 20x.

Una caracteristica de este método es una separacion temprana de la actividad proteasa y la N-acetilgalactosamina-
4-sulfatasa precursora. Esta separacion puede comprender o bien (1) la reduccion, inhibicién o inactivacion de la
actividad proteasa, o bien (2) la separacion fisica de la(s) proteasa(s) de la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
precursora. Preferiblemente, esta separacion se produce lo antes posible durante el proceso de purificacion. El fin es
mantener a un minimo el nimero de moléculas de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora que se estan
escindiendo para dar lugar a la forma madura o procesada y/u otra(s) forma(s) degradada(s). La forma precursora
de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa es la forma preferida, en contraposicion a la forma madura o procesada,
porque se capta mas facilmente en el tejido diana y por el posterior direccionamiento al lisosoma. Cuanto antes se
separe la actividad proteasa de la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora menor sera el nimero de moléculas
de la forma precursora que se escindira en la forma madura o procesada.

La actividad de la proteasa se reduce o inhibe ajustando el fluido hasta un valor de pH de entre aproximadamente
4,8y 8,0. Preferiblemente, el valor de pH esta entre aproximadamente 4,8 y 5,5. Mas preferiblemente, el valor de pH
esta entre aproximadamente 4,8 y 5,2. La actividad proteasa especifica que se desea reducir es la actividad
proteasa que escinde especificamente la forma precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa en las formas
maduras o procesadas. La actividad proteasa se encuentra en una o mas cisteina proteasas. Una cisteina proteasa
gue escinde especificamente N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa precursora es catepsina L. Esta catepsina L tiene un
peso molecular de aproximadamente 36 kDa en su forma inactiva que se convierte en sus formas activas de 21-29
kDa en tamafio tras la exposicion a pH inferior a 5,0 (véase la figura 9C). El pH puede ajustarse a cualquier valor por
el que la(s) proteasa(s) no se convierte(n) de su forma activa a su forma inactiva y la N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa precursora deseada, o actividad bioldgica de la misma, no resulta dafiada o dafiada irreversiblemente.
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Preferiblemente, la etapa (c) comprende hacer pasar el fluido a través de una columna de cromatografia de
interaccion con colorante azul Cibracon. Mas preferiblemente, la columna de cromatografia de interaccion con
colorante azul Cibracon es una columna Blue Sepharose 6 Fast Flow. Preferiblemente, la etapa (d) comprende
hacer pasar el fluido a través de una columna de cromatografia de quelacion de cobre. Mas preferiblemente, la
columna de cromatografia de quelacion de cobre es una columna Chelating Sepharose Fast Flow. Preferiblemente,
la etapa (e) comprende hacer pasar el fluido a través de una columna de cromatografia de interaccion hidréfoba con
fenilo. Mas preferiblemente, la columna de cromatografia de interaccién hidréfoba con fenilo es una columna Phenyl
Sepharose 6 Fast Flow High Sub. Preferiblemente, la secuencia temporal de las etapas (c), (d) y (e) es etapa (c),
etapa (d) y etapa (e).

La etapa de recuperacion puede comprender ultrafiltracion y/o diafiltracion del fluido. La recuperacién puede
comprender filtrar el fluido para eliminar el ADN y/o filtrar el fluido para eliminar virus. La filtracion, para eliminar
virus, puede comprender hacer pasar dicho fluido a través de un filtro de 0,02 um.

Este método también puede usarse para purificar una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa o fragmento, analogo o
mutante biolégicamente activo de la misma.

La pureza de rhASB se mide o determina usando una cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa
(“RP-HPLC"), que separa proteinas basandose en diferencias de hidrofobicidad. Este ensayo usa una columna C4
(Fenomenex Jupiter) como la fase estacionaria y un gradiente de agua:acetonitrilo como la fase mdvil. Las muestras
de proteina se inyectan inicialmente en la columna en agua; en estas condiciones, todas proteinas se uniran a la
columna. Entonces se infunde una concentracion creciente gradualmente de acetonitrilo a través de la columna.
Este gradiente de acetonitrilo aumenta la hidrofobicidad de la fase movil, hasta el punto en el que las proteinas
individuales se vuelven solubles en la fase mévil y se eluyen de la columna. Estos tiempos de elucion son
reproducibles de manera precisa para cada proteina individual en una mezcla. Las proteinas se detectan como picos
en un cromatograma mediante absorbancia ultravioleta a 210 nm. Se calculan las areas de cada pico y la pureza de
la muestra puede calcularse como la razén del area de pico de rhASB con respecto al area total de todos los picos
en el cromatograma. RP-HPLC es un método reproducible, con alta resolucién demostrada, de determinar la pureza
de rhASB.

Los estudios antes de esta solicitud indican que la pureza de ASB se determinaba realizando un ELISA de proteinas
de impureza. Este método de usar ELISA de proteinas de impureza (cuyos detalles no se dan a conocer)
probablemente usaba anticuerpos surgidos frente a una mezcla de posibles proteinas de impureza de la célula
huésped. El ELISA se realizaria probablemente usando una curva patrén de la misma mezcla de posibles proteinas
de impureza usada para generar los anticuerpos. Las muestras de prueba probablemente se cuantificarian para
determinar los niveles de impureza, con respecto a esta mezcla patrén. Estos ensayos son herramientas valiosas en
la purificacidon de proteinas, pero son menos precisos que la RP-HPLC para determinar la pureza del producto por
los siguientes motivos:

(1) En el ensayo de RP-HPLC, las proporciones de rhASB y las impurezas se determinan ambas mediante la misma
medicién (absorbancia UV). En el ELISA, la concentracion de impurezas se determina mediante la unién a
anticuerpos mientras que el contenido en proteina objetivo se determina mediante otro método de ensayo
(habitualmente absorbancia UV o Bradford). El valor de “pureza en porcentaje” debe calcularse como la razén de
dos cantidades con las mimas unidades, determinadas experimentalmente mediante el mismo método.

(2) Para que el ELISA funcione bien, la muestra detectada por el anticuerpo debe tener la misma composicion de
proteinas que el patrén. Esto es muy improbable que sea el caso en un ELISA de proteinas de impureza. El patron
de ensayo para este tipo de ensayo seria una mezcla de muchas proteinas individuales, frente a la que se generan
anticuerpos. Sin embargo, s6lo un pequefio subconjunto de proteinas de impureza debe estar presente en el
producto de rhASB purificado. Por tanto, el reactivo de anticuerpo estara detectando ahora una mezcla diferente de
proteinas, y la respuesta frente al patron probablemente sera bastante no lineal. Cuando esto ocurre, el ensayo
produce un valor neto diferente para cada dilucion de muestra, por lo que no se sabe qué dilucién (si la hay) esta
dando el valor correcto.

(3) Ademas, no todas las posibles proteinas de impureza son inmunogénicas o inmunogénicas con el mismo grado
en animales tales como conejos, usados para generar los anticuerpos. Por tanto, el nivel de impureza determinado
mediante ELISA puede no reflejar un subconjunto de las impurezas presentes en los productos purificados. Es
completamente posible tener una o mas impurezas principales en el producto que sean totalmente indetectables. En
cambio, RP-HPLC detecta todas las proteinas porque la absorbancia UV es una propiedad universal de las
moléculas de proteina.

(4) Finalmente, hay dos tipos de impurezas en un producto terminado purificado: impurezas no relacionadas con el
producto (proteinas de células huésped tal como se comentd anteriormente) e impurezas relacionadas con el
producto (productos de degradacion incluyendo agregados y formas procesadas). Estas Ultimas no pueden
detectarse por el ELISA de impureza pero pueden detectarse faciimente mediante RP-HPLC.
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Por tanto, los nimeros reales obtenidos a partir del ELISA de proteinas de impureza son cuestionables y los
nameros de RP-HPLC se basan en una base més firme.

Ademas, el andlisis de SDS-PAGE permite la deteccion tanto de impurezas de células huésped como de formas
procesadas o degradadas del producto de proteina terminado deseado. Cuando se usa conjuntamente con
inmunotransferencia de tipo Western, las impurezas no relacionadas con el producto procedentes de contaminantes
de la célula huésped pueden diferenciarse de las impurezas relacionadas con el producto. Finalmente, SEC-HPLC
permite un nivel de cuantificaciéon de impurezas relacionadas con el producto porque puede detectar impurezas de
pesos moleculares diferentes, incluyendo formas procesadas o degradadas de peso molecular inferior de la proteina
asi como monoémeros, dimeros y otros multimeros.

En la tabla 4 se representa una realizacion de este método de purificacion.

Tabla 4: Método de purificacion

Etapa

Proceso

Filtracion de producto
recogido

m Filtracién a través de filtros de clarificacion, filtros de 0,45 um y finalmente filtro de 0,2
pm.

m Los productos recogidos combinados filtrados se almacenan en bolsas de
polipropileno

Concentracion por UF

m Equilibrado y purgado: fosfato de sodio 100 mM, pH 7,3

m Carga: Fluido recogido filtrado

m Concentracion: Concentracion hasta 20X

m Filtracién: Filtrar el producto diluido a través de un filtro de 0,2 pm en un recipiente de
almacenamiento

Ajuste del pH y filtracién

m Ajuste del pH: afadir acido acético glacial al 10% a concentrados 20X combinados
hasta un pH final igual o inferior a aproximadamente 7,3; preferiblemente, el pH es
aproximadamente de 4,0 a 7,3; mas preferiblemente, el pH es aproximadamente de 4,5
a 5,5; incluso mas preferiblemente, el pH es aproximadamente de 5,0

m Carga: Concentrados 20X combinados

m Aclarado: Agua para inyeccion (WFI)

m Filtracion a través de filtros de clarificacion vy filtro de 0,2 pm.

m Purgado: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 120 mM, pH 5,0

m El rendimiento de recuperacion puede ser de al menos aproximadamente el 83%

Columna de cromatografia
de interaccién con
colorante azul Cibracon
(Blue Sepharose 6 FF)

(Blue, Blue Sepharose)

m Prelavado: hidréxido de sodio 0,1 N

m Lavado: Agua para inyeccion (WFI)

m Equilibrado: Fosfato de sodio 10 mM, el pH es inferior a aproximadamente 6,5;
preferiblemente, el pH es aproximadamente de 5,0 a 6,5; mas preferiblemente, el pH es
aproximadamente de 6,45

m Carga: Concentrados 20X combinados filtrados y con pH ajustado

m Lavado: Fosfato de sodio 10 mM, pH 6,45

m Elucion: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 125 mM, pH 6,45

m Regeneracion: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 1,0 M, pH 6,45

m Desinfeccién: Hidréoxido de sodio 0,1 N

m Lavado 1: Agua para inyeccion (WFI)

m Lavado 2: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 1,0 M, pH 6,45

m Almacenamiento: Etanol al 20%

m El rendimiento de recuperacion puede ser de al menos aproximadamente el 84%
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Columna de cromatografia
de quelacion de cobre

(Chelating Sepharose FF)

(Copper, CC, Copper
Chelating)

m Prelavado: Hidréxido de sodio 0,1 N

m Lavado: Agua para inyeccién (WFI)

m Tampon de carga: Sulfato caprico 0,1 M

m Equilibrado: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, el pH es
inferior a aproximadamente 6,0; preferiblemente, el pH es aproximadamente de 3,6 a
5,5; mas preferiblemente, el pH es aproximadamente de 5,5

m Carga: Ajustar el contenido en glicerol de los eluatos de Blue combinados hasta el
10%, afiadiendo acetato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 2,0 M, glicerol al 50%, pH
52

m Lavado 1: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 5,5

m Lavado 2: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 3,9

m Elucion: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 3,6

m Eluato mantenido durante 30-120 minutos antes del ajuste a pH 4,5 con NaOH 0,5 M

m Regeneracion: EDTA 50 mM, cloruro de sodio 1,0 M, pH 8,0

m Desinfeccién: Hidréxido de sodio 0,5 M

m Almacenamiento: Hidroxido de sodio 0,1 M

m El rendimiento de recuperacién puede ser de al menos aproximadamente el 86%

Columna de cromatografia
de interaccion hidr6foba
con fenilo

(Phenyl Sepharose 6 FF
High Sub)

(Phenyl, Phenyl High Sub)

m Prelavado: Hidréxido de sodio 0,1 N

m Lavado: Agua para inyeccién (WFI)

m Equilibrado: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 2,0 M, el
aproximadamente de 4,5 a 7,1; preferiblemente el pH es aproximadamente de 4,5
m Carga: Ajustar el contenido de cloruro de sodio del eluato de Copper hasta 2 M,
afladiendo acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 5 M, pH 4,5

m Lavado 1: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 2,0 M, pH 7,1

m Lavado 2: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 2,0 M, pH 4,5

m Elucion: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 250 mM, pH 4,5

m Regeneracion: Acetato de sodio 20 mM, pH 4,5

m Desinfeccion: Hidroxido de sodio 0,5 N

m Almacenamiento: Hidréxido de sodio 0,1 N

m El rendimiento de recuperacion puede ser de al menos aproximadamente el 88%

pH es

UF/DF, filtracién de ADN,
filtracion viral, formulacién

m Equilibrado: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 5,8

m Concentracién: Concentracion hasta NMT 1,5 mg/ml

m Diafiltracion: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 5,8

m Filtraciéon de ADN: Producto filtrado a través de un filtro de ADN

m Filtracion/dilucion viral: producto filtrado a través de un filtro de 0,02 um vy diluido hasta
1,0 mg/ml

m Formulacion: Se afiade polisorbato 80 a una concentracion de 50 pg/ml

m Filtracion: filtrar el producto diluido a través de un filtro de 0,2 um en un recipiente de
almacenamiento

En la tabla 5 se exponen los componentes del producto terminado asi obtenidos. En la tabla 6 se exponen los
componentes de la composicion de producto terminado dentro del alcance de la presente invencion

Tabla 5: Componentes del producto terminado

Componente

Descripcion

Principio activo

N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante

Excipientes

Fosfato de sodio, monobasico, 1H,O
Fosfato de sodio, dibasico, 7 H,O

Cloruro de sodio

Recipiente

Vial de vidrio transparente de 5 ml de tipo I, Kimble Glass, borosilicato
West pharmaceuticals, tap6n gris S-127 4432150

Tabla 6: Composicién de producto terminado

Componente Cantidad
rhASB 1 mg/mi
Fosfato de sodio, monobasico, 1H,O 9 mM
Fosfato de sodio, dibasico, 7 H,O 1mM
Cloruro de sodio 150 mM
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Habiéndose descrito la invencién, se ofrecen los siguientes ejemplos para ilustrar la invencion objeto a modo de
ilustracién, no a modo de limitacion.

Ejemplo 1
Evaluacion clinica con  N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante
Sumario

La indicacién para N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante (rhASB) es el tratamiento de MPS VI,
también conocido como sindrome de Maroteaux-Lamy. Se propone un programa de desarrollo clinico para rhASB
gue consiste en un ensayo clinico abierto inicial que proporcionara una evaluacion de infusiones semanales de la
enzima para determinar la seguridad, la farmacocinética y la respuesta inicial de criterios de valoracion clinicos tanto
definidos como de sustituciéon. Se realizara el ensayo durante un minimo de tres meses para recoger suficiente
informacién de seguridad en 5 pacientes evaluables. En este momento, si la dosis inicial de 1 mg/kg no produce una
reduccion razonable de los glicosaminoglicanos en orina en exceso 0 produce un beneficio clinico directo
significativo, se doblara la dosis y se mantendra durante tres meses adicionales para establecer la seguridad y para
evaluar la eficacia adicional.

Objetivos

El objetivo principal es demostrar la seguridad de una infusion semanal de rhASB en pacientes con MPS VI durante
un periodo de como minimo tres meses. Las mediciones de seguridad incluirdn acontecimientos adversos, respuesta
inmunitaria y reacciones alérgicas (activacién del complemento, formacion de anticuerpos frente a enzima
recombinante), panel de quimica clinica completo (funcion renal y hepatica), analisis de orina y CBC con férmula
leucocitica.

Un objetivo secundario es evaluar la eficacia monitorizando cambios en diversos parametros que se sabe que estan
alterados en MPS VI. Estos incluyen una prueba de marcha de seis minutos (como medida de tolerancia al
ejercicio), evaluacion de la funcién pulmonar completa (PFP), reduccion en niveles de glicosaminoglicanos en orina y
hepatomegalia (como medidas del almacenamiento de GAG en rifiones e higado), velocidad de crecimiento,
amplitud de movimiento articular, cuestionario de evaluacién de salud infantil (Children’s Health Assessment
Questionnaire) (CHAQ), agudeza visual, funciéon cardiaca, estudios del suefio y dos evaluaciones globales
diferentes; una realizada por el investigador, una realizada por el paciente/profesional sanitario. Un segundo objetivo
secundario es determinar los parametros farmacocinéticos del farmaco administrado mediante infusion en la
circulacion, y la distribucion general y la semivida de la enzima intracelular usando leucocitos y tejido bucal como
fuentes de tejido. Se prevé que estas mediciones ayudaran a relacionar la dosis con la respuesta clinica basandose
en los niveles de enzima suministrados a los lisosomas de las células.

Métodos

Se llevara a cabo un estudio abierto, en un solo centro, para demostrar la seguridad y para evaluar los parametros
clinicos de tratamiento con rhASB en pacientes con MPS VI. Se ingresara a los pacientes para una evaluacion de
nivel inicial de dos semanas que incluira una historia médica y un examen fisico, pruebas psicologicas, pruebas de
esfuerzo (cinta rodante), un conjunto convencional de pruebas clinicas de laboratorio (CBC, Panel 20, CH50, UA),
una exploracion de IRM o TAC del cuerpo (determinacion volumétrica del higado y del bazo, evaluacion de hueso y
médula 6sea y tamafo de los ganglios linfaticos y de las amigdalas), una evaluacion cardiolégica (ecocardiograma,
ECG, CXR), una evaluacién de las vias respiratorias (pruebas de la funcién pulmonar), un estudio del suefio para
evaluar acontecimientos obstructivos durante el suefio, un analisis de restriccion articular (se medira la amplitud de
movimiento en las articulaciones de los codos y entre las falanges), una PL (puncion lumbar) con presion del SNC, y
estudios bioquimicos (actividad de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa bucal en dos ocasiones, actividad de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa de leucocitos en dos ocasiones, GAG en orina en tres ocasiones, generacion sérica
para ELISA de anticuerpos anti-rhASB y orina de 24 horas para determinar el aclaramiento de creatinina). Ademas
de las evaluaciones anteriores, se fotografiara a cada paciente y se le grabara en video realizando algunos
movimientos fisicos tales como intentar alzar las manos sobre sus cabezas y caminar. Se ajustara la dosis de los
pacientes con antihistaminicos de modo que el pretratamiento con estos agentes pueda emplearse eficazmente
antes de la infusion de la enzima. Se administrara la dosis humana propuesta de 1 mg/kg (50 U/kg) semanalmente
mediante infusion por via i.v. a lo largo de 4 horas. El paciente permanecera en el hospital durante las primeras dos
semanas, seguido por breves estancias durante las siguientes cuatro semanas. Se realizara el tratamiento durante
las seis semanas finales en un centro cercano a la residencia del paciente. Los pacientes volveran al hospital para
una evaluacion completa a los tres meses. Si se requiere un aumento de dosis hasta 2 mg/kg, los pacientes
seguiran el mismo calendario explicado anteriormente durante las primeras doce semanas. En cualquiera de los dos
casos, también se realizard una evaluacion completa a los 6 meses desde el momento de entrar en el ensayo. Se
monitorizara la seguridad a lo largo de todo el ensayo. Los pacientes que completen el ensayo continuaran en
terapia siguiendo un protocolo prolongado durante tanto tiempo como las condiciones de seguridad y eficacia lo
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garanticen hasta la aprobacion de BLA.

Numero de pacientes y tasa de inclusién

Se incluirad un Gnico paciente al inicio del ensayo, con dos pacientes adicionales un mes mas tarde y dos pacientes
mas dos semanas mas tarde excluyendo cualquier complicacion imprevista relacionada con el tratamiento. Se
admitirdn a pacientes adicionales si cualquiera de los pacientes incluidos enferma de manera critica, o si un nifio
necesita un procedimiento clinico agudo para estados potencialmente mortales o perjudiciales.

Diagnostico y criterios de inclusién/exclusion

El paciente puede ser hombre o mujer, de cinco afios o0 mayor con un diagnéstico documentado de MPS VI
confirmado mediante signos y sintomas clinicos medibles de MPS VI, y apoyado por un nivel de actividad de la
enzima ASB de fibroblastos o leucocitos disminuido. Las pacientes en edad fértil deben tener una prueba de
embarazo negativa (B-hCG en orina) justo antes de cada dosificacion y se les debe aconsejar que usen un método
anticonceptivo médicamente aceptado a lo largo de todo el estudio. Se excluird un/a paciente de este estudio si el/la
paciente se ha sometido previamente a trasplante de médula 6sea; esta embarazada o en estado de lactancia; ha
recibido un farmaco experimental en el plazo de 30 dias antes de la inclusién en el estudio; o tiene un estado
médico, enfermedad intercurrente grave, u otra circunstancia atenuante que pueda disminuir significativamente el
cumplimiento del estudio.

Dosis, via y régimen

Los pacientes recibiran rhASB a una dosis de 1 mg/kg (~50 U/kg) durante los primeros 3 meses del estudio. En el
caso de que no se disminuyan los GAG en orina en exceso en una cantidad razonable y no se observe beneficio
clinico, se doblara la dosis. Se producirda un aumento de dosis solamente después de que los 5 pacientes se hayan
sometido a 3 meses de terapia. Se administrara esta forma de dosificacion de rhASB por via intravenosa a lo largo
de aproximadamente un periodo de cuatro horas una vez a la semana durante un minimo de 12 semanas
consecutivas. Se colocara un catéter intravenoso periférico en la vena cefalica u otra vena apropiada y se
comenzara una infusion de solucion salina a 30 cc/h. Se medicara previamente al paciente con hasta 1,25 mg/kg de
difenilhidramina por via i.v. basandose en experimentos de ajuste de la dosis completados antes del ensayo. Se
diluird rhASB en 100 cc de solucién salina normal complementada con albdmina humana 1 mg/ml. Se administrara
mediante infusién la enzima diluida a 1 mg/kg (aproximadamente 50 unidades por kg) a lo largo de un periodo de 4
horas con monitorizacion cardiorrespiratoria y pulsioximetria. Se monitorizara clinicamente a los pacientes asi como
para determinar cualquier reaccioén adversa a la infusion. Si se observa cualquier sintoma inusual, incluyendo pero
sin limitarse a malestar, disnea, hipoxemia, hipotension, taquicardia, nduseas, escalofrios, fiebre y dolor abdominal,
se detendra la infusion inmediatamente. Basandose en los sintomas y signos clinicos, puede administrarse una
dosis adicional de difenilhidramina, oxigeno con mascarilla, un bolo de fluidos por via i.v. u otras intervenciones
clinicas apropiadas tales como tratamiento con esteroides. Si se produce una reaccién aguda, se sometera a prueba
una evaluacién para determinar el consumo de complemento en el suero. Se usara un segundo sitio por via i.v. para
la toma de muestras requeridas para el analisis farmacocinético.

Pacientes evaluables

Los datos de cualquier paciente dado se consideraran evaluables siempre que no falten mas de dos infusiones no
secuenciales durante las 12 semanas de terapia. Deben completarse las evaluaciones iniciales, en el punto medio y
finales.

Sequridad

Se determinara que la terapia enzimatica es segura si no se producen reacciones agudas significativas que no
puedan impedirse alterando la tasa de administracion de la enzima, o el uso de antihistaminicos o esteroides agudo.
Se determinard que la administracion a largo plazo de la enzima es segura si no se observan anomalias
significativas en los examenes clinicos, pruebas clinicas de laboratorio u otros estudios apropiados. No se
considerara peligrosa por si misma la presencia de anticuerpos o activacion del complemento, pero tales anticuerpos
requeriran monitorizacion mediante ELISA y mediante evaluaciones clinicas de posible enfermedad de los complejos
inmunitarios.

Eficacia

Un fin de este estudio es evaluar posibles criterios de valoracién para el disefio de un ensayo fundamental. Se
espera que las mejoras en los criterios de valoracién clinicos y de sustitucién sean resultado del suministro de la
enzima y la eliminacion del almacenamiento de glicosaminoglicanos del cuerpo. Se llevara a cabo un aumento de
dosis si los niveles de glicosaminoglicano en orina en exceso medios no se reducen en una cantidad razonable a lo
largo de tres meses y no se observa beneficio clinico significativo a los 3 meses. Se espera que las mejoras sean
comparables a las observadas en el ensayo clinico de MPS | completado recientemente y deberian incluir indice de
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las vias respiratorias mejorado o resolucion de la apnea del suefio, movilidad articular mejorada y aumento de la
resistencia.

Ejemplo 2

A continuacion se presenta una revision exhaustiva de la informacién disponible para gatos con MPS VI y estudios
farmacolégicos y toxicologicos relevantes: Se ha establecido la terapia de sustitucidbn enzimatica como un
tratamiento prometedor para una variedad de trastornos metabdlicos heredados tales como enfermedad de
Gaucher, enfermedad de Fabry y mucopolisacaridosis |. En algunos de estos trastornos, un modelo de animal
natural ofrece la capacidad de predecir la eficacia clinica del tratamiento humano durante estudios preclinicos. Se
encontré que esto era cierto en MPS | (modelo canino). Teniendo esto en cuenta, se han realizado estudios con
gatos con MPS VI antes del comienzo de estudios en seres humanos para esta enfermedad. Existen suficientes
datos de seguridad y eficacia para continuar con un ensayo clinico en pacientes con MPS VI humanos.

Los estudios de gatos con MPS VI de rhASB indican que no ha muerto ningin gato como resultado de la
administracion del farmaco. Tal como se predijo, los experimentos en gatos con MPS VI también indican que la
captacién de rhASB depende de la presencia de cadenas laterales de hidratos de carbono modificadas con manosa-
6-fosfato. También se ha mostrado que rhASB en gatos con MPS VI aclara el almacenamiento de una variedad de
organos principales y altera moderadamente la densidad 6sea. Los estudios de eficacia de dosis variable a largo
plazo sugieren que una dosis de 1 mg/kg/semana es la concentracion mas baja para observar beneficios clinicos
significativos. También se han realizado estudios para comparar la distribuciéon de la enzima, el aclaramiento del
almacenamiento de glicosaminoglicanos tisular y la disminucién de los niveles de glicosaminoglicano en orina tras
infusion en bolo y lenta (2 horas). Los estudios en progreso continlan evaluando la seguridad de infusiones
semanales de la dosis clinica proyectada de 1 mg/kg de rhASB en gatos que padecen MPS VI.

En la década de 1970 se identificé una forma espontanea de MPS VI en varias familias de gatos siameses (Jezyk,
Science 198:834-36 (1977)), y se han publicado informes detallados de los cambios patolégicos en estos animales
(Haskins, et al., Am. J. Pathol. 101:657-674 (1980); Haskins, et al., J. Am. Vet. Med. Assoc. 182:983-985 (1983);
Konde, et al., Vet. Radiol. 28:223-228 (1987)). Aunque la presentacion clinica de estos gatos es un tanto variable,
todos ellos muestran cambios generales que se han notificado en la bibliografia (Jezyk, et al., Science 198:834-36
(1977); Konde, et al., Vet. Radiol. 28:223-228 (1987); Crawley, “Enzyme replacement therapy in a feline model of
mucopolysaccharidosis type VI” tesis de PhD, Universidad de Adelaida, Adelaida, S. Australia, (1998)). Se ha
construido la tabla 6 a partir de estas fuentes para proporcionar los cambios “promedio” que se esperaria observar
en un gato con MPS VI no tratado:

Tabla 7: modelo de gato con MPS VI

Cambios en relacién con la
enfermedad humana
(independientemente del tiempo)

Observacion clinica Momento de aparicion

« Dismorfia facial:
» Cabeza pequenia,

) 2 meses « Similar a la enfermedad humana
» Maxilar ancho,
« Orejas pequefas
« Opacificacion difusa de la cérnea 2 meses « Similar a la enfermedad humana

* Anomalias 6seas: L
* Similar a la enfermedad humana-

« Displasia epifisaria
« Subluxaciones
* Pectus excavatum

Primeros signos a los 2
meses-progresivo

alteraciones en la calcificacién
endocondral

« Peso corporal reducido

3 meses

* Similar a la enfermedad humana

* Flexibilidad de la columna vertebral cervical

El valor normal de los
gatos es de 180° en todas
las edades

En MPS VI:

3 meses: 130-170°

5 meses: 45-130°

6 meses: 30-100°

11 meses: 20-80°

* Similar a la enfermedad humana

 Osteoporosis/enfermedad articular
degenerativa

1 aflo o mas

* Similar a la enfermedad humana

23




10

15

20

25

30

ES 2533770 T3

* Defectos en el modo de andar con las
extremidades posteriores

« Paralisis o paresia de las extremidades
posteriores (compresiones en la médula

toracolumbar)

Véase la tabla a
continuacién

« Sindrome del tinel carpiano

* Subluxacién en C;-C,

« Compresion de la médula cervical
secundaria a una duramadre engrosada
mas tipica

» Higado y bazo normales a simple vista

« Higado y bazo agrandado en seres
humanos

« Véalvulas cardiacas engrosadas

* Similar a la enfermedad humana

« Sin lesiones en el SNC-agrandamiento leve

del ventriculo lateral

» Puede compararse con hidrocefalia en
la enfermedad humana

Otras determinaciones bioquimicas/morfoldgicas indican que en 35 dias, los érganos de gatos no tratados tienen
almacenamiento maximo de glicosaminoglicanos en tejidos (Crawley, et al., J. Clin. Invest. 99:651-662 (1997)). Los
niveles de glicosaminoglicano en orina estan elevados en el nacimiento en gatos tanto normales como con MPS VI
pero tras aproximadamente 40 dias, los gatos normales tiene niveles disminuidos. Los glicosaminoglicanos en orina
de gatos con MPS VI permanecen elevados o continGan aumentando hasta que alcanzan un estado estacionario
tras aproximadamente 5 meses.

Se observa variabilidad en la presentacion clinica en miembros de la camada afectados. Ademas de cierta
variabilidad en el momento de aparicién de anomalias particulares, el transcurso del tiempo de progresion para
algunos de los cambios clinicos y patol6gicos también es variable. En general, las lesiones éseas normalmente son
progresivas (Konde et al., Vet. Radiol. 28:223-228 (1987)), mientras que la opacificacién de la cérnea no lo es.
Ademas, se ha indicado que algunos gatos paralizados mejoran a paresia grave con el tiempo. Los estudios que
detallan la progresién de la enfermedad en gatos individuales se limitan a observaciones clinicas (o radiograficas).
Algunos de estos tiene distintas correlaciones patolégicas, tales como déficit neurolégico y compresién de la médula
derivada de la proliferacion de tejido 6seo en la regién toracolumbar (Haskins, et al., J. Am. Vet. Med. Assoc.
182:983-985 (1983)).

Se realiz6 un estudio de eficacia de seis meses de terapia de sustitucién enzimatica usando ASB felina
recombinante en gatos con MPS VI recién nacidos. Esto fue provocado por la observaciéon de que varios gatos con
MPS VI tratados desarrollaron anticuerpos frente a la enzima humana (véase la seccion 6,5). Estos anticuerpos
pueden alterar la captacion y la estabilidad de la enzima (Brooks, et al., Biochim. Biophys. Acta 1361:203-216
(1997)). Se administro mediante infusion la enzima felina a 1 mg/kg semanalmente. Las conclusiones principales del
estudio eran que se mejor6 el GAG en orina, el peso corporal/crecimiento, la morfometria 6sea y el aclaramiento de
material almacenado de diversos tejidos en relacién con la misma dosis de enzima recombinante humana usada en
el estudio anterior, que no se detectaron anticuerpos mas alla del intervalo observado en gatos normales y que la
dosis de enzima felina a 1 mg/kg era comparable en la reversion de la enfermedad a la dosis de enzima humana a 5
mg/kg en una comparacion directa (Bielicki, et al., J. Biol. Chem., 274:36335-43 (1999)). Estos estudios indican que
es posible una mejora en incremento en los criterios de valoracion y en la inmunogenia cuando se administra la
enzima derivada de gato a los gatos. Esto proporciona apoyo adicional a la dosificacion de pacientes humanos con
la enzima humana a 1 mg/kg/semana. Los resultados de este estudio se indican en la tabla 7.

Tabla 8: Eficacia de inyecciones en bolo semanales de ASB felina recombinante derivada de CHO en gatos con
MPS VI recién nacidos

Resultados
Dosis 1 mg/kg
Duracién 6 meses (n =2) 3 meses (n = 3)
GAG en orina Disminuy6 hasta 2x los valores normales Disminuy6 hasta 2x los valores normales

« Dentro del intervalo observado en gatos

Titulos de anticuerpos « Ha de completarse

normales
Clinica

« Opacificacion de la cornea persistente « Opacificacion de la cornea persistente
Aspecto « Cierta resolucion de dismorfia facial « Cierta resolucion de dismorfia facial

« Forma corporal mejorada « Forma corporal mejorada
Peso « Més pesado de lo normal * Ligeramente mas ligero de lo normal
Flexibilidad de

la columna vertebral 160°-180° No examinada

(normal = 180°)
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Neuroldgica * Normal * Normal
« Calidad mejorada
Radiologia » Densidad y dimensiones * No examinado

del hueso
(similar a 1 mg/kg de rh4S, ref. 10)

A simple vista

Grosor de
hueso/cartilago

« Variable; disminucion del grosor del cartilago
» Hueso subcondral mas uniforme
(similar a 1 mg/kg de rh4S°)

* No examinado

Médula espinal

* No hay compresiones presentes

* No examinado

Nivel celular

Higado (Kupffer)

» Aclaramiento del almacenamiento lisosémico
completo

* Aclaramiento del almacenamiento
lisosémico completo

Piel

« Casi reduccion completa en almacenamiento

» Reduccioén leve

Cérnea/Cartilago
(oreja, articular)

« Sin aclaramiento del almacenamiento
lisosémico en comparacién con controles con
MPS VI no tratados

« Sin aclaramiento del almacenamiento
lisosémico

Valvulas cardiacas

 Reduccion significativa del almacenamiento
lisos6mico

« Ha de completarse

Aorta « Casi reduccion completa en * Reduccion leve en
Dosis 1 mg/kg
Duracién 6 meses (n =2) 3 meses (n = 3)

almacenamiento lisosémico

almacenamiento lisosémico

La tabla 9 proporciona un

de gato con MPS VI.

resumen de todos los estudio realizados usando ASB humana recombinante en el modelo

Tabla 9: Resultados del estudio de rhASB

N.© L, .
. Duracion Via de . . .
g(::o Dosis (meses) | administracion GAG en orina Histopatologia
0.8 722 Bolo i -
mg/kg/14 d - 00 Lv. Disminuyeron un 50% en
1 15 . comparacion (cjon gatos no * Normalizacion de vacuolizacion
mg/k’g/7d 22-27 Bolo i.v. tratados en el higado
» Reduccidn significativa en rifiones
0,5 ) . y piel
mg/kg/14 d 12-23 Boloi.v. « Sin correccién en cornea y
1 14 Dismi hast condrocitos
/k’ 17d 23-27 Bolo i.v. |sm|r|1uyeron ca3|| asta « Sin deposicién de complejo
mgrkg valores normales inmunitario en rifiones
1 mg/l?g’;?m d 2-15 Bolo i.v.
0,2 . Reduccion marginal en
1 mg/kg/8 d Boloiv. comparacién con no tratados NIA
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1 mg/kg/7
d

5/6

Bolo i.v.

11

Bolo i.v.

Disminuyeron y se
mantuvieron a 3x los valores
normales en comparacion con
no tratados y 10x los valores
normales

« Aclaramiento del almacenamiento
lisosébmico completo en células
hepaticas
« Sin pruebas de afectacion renal o
deposicion de complejo inmunitario
en los glomérulos
« Reduccion significativa del
almacenamiento lisosémico en las
vélvulas cardiacas
« Contenido de almacenamiento en
gradiente de la tunica media a la
adventicia en la aorta

 Reduccion leve del
almacenamiento lisosémico de la
piel (cadera, duramadre, rifién)
« Sin pruebas de afectacion renal o
deposicion glomerular
« Sin cambios significativos en el
almacenamiento lisosémico de
cérnealcartilago

5 mg/kg/7d

5/6

Bolo i.v.

11

Bolo i.v.

Disminuyeron y se
mantuvieron a 2x los valores
normales en comparacion con
no tratados a 10x los valores
normales

*Almacenamiento lisosémico
completo en el aclaramiento de
higado y piel (cadera, duramadre,
rifién)

« Sin pruebas de afectacion renal o
deposicion glomerular
« Reduccion casi completa en el
almacenamiento lisosémico en
vélvulas cardiacas
« Banda delgada de células
vacuoladas en la tlnica media
externa

« Sin pruebas de afectacion renal o
deposicion glomerular
« Reduccion casi completa en el
almacenamiento lisosémico en
vélvulas cardiacas
« Banda delgada de células
vacuoladas en la tinica media
externa

0,5 mg/kg
2x semana

Bolo i.v.

Disminuyeron hasta 3x los
valores normales

¢ Aclaramiento lisosémico completo
en higado
» Reduccion de leve a moderada
en la piel
» Reduccion variable del
almacenamiento lisosémico de las
valvulas cardiacas
* Reduccion leve del
almacenamiento lisosémico en la
aorta

1 mg/kg/7

d

Infusion
prolongada (2
h)

Infusién corta
(10 min.)

Se redujeron tras la primera o
segunda infusién hasta por
debajo de valores de gatos

con MPS VI no tratados

» Reduccion del almacenamiento

lisosémico en células del reticulo

endotelial y muy leve en valvula
cardiaca y aorta tras infusion

1 mg/kg/7
d

Infusion
prolongada (2

h)

Ejemplo 3

26




10

15

20

ES 2533770 T3

Distribucién y viabilidad

Se realiz6 un estudio inicial para documentar la captacion y distribucién enzimatica, y para servir como estudio piloto
de posibles criterios de valoracion para estudios de eficacia posteriores (Crawley, et al., J. Clin. Invest. 97:1864-1873
(1996)). Se administr6 ASB humana recombinante mediante inyeccion en bolo a gatos afectados una vez por
semana o una vez cada dos semanas a de 0,5 hasta 1,5 mg/kg. La evaluacion de un gato con MPS VI no tratado
(gato D) y un gato normal proporciond los valores a partir de los que se extrajeron las comparaciones. Los datos del
gato no tratado se apoyaron adicionalmente por la evaluacion de la historia de 38 gatos no tratados adicionales. Se
llevaron a cabo los estudios de captacion y distribucién aguda en gatos normales usando una técnica de ensayo
inmunitaria que permitio la deteccion de ASB humana en presencia de enzima de gato normal.

Las conclusiones principales de estos estudios demostraron captacion amplia de enzima con la predominancia
esperada de captacion de higado y bazo tal como se observa en otros estudios de sustitucion enzimatica en
modelos animales con MPS. La eficacia de captacion dependia de la presencia de cadenas laterales de hidratos de
carbono modificadas con manosa-6-fosfato en la enzima. Se determind que la semivida de la enzima era de 2-4
dias. Terapéuticamente, la enzima aclaré el almacenamiento de una variedad de drganos principales y alteré
moderadamente la densidad 6sea. Los defectos en la cérnea, la morfologia 6sea y los defectos del cartilago no se
trataron eficazmente en gatos con MPS VI mas viejos. En la tabla 10 se resumen los resultados del estudio.

Tabla 10: Sumario: Estudio de distribucién/viabilidad en gatos con MPS VI

Parametro Hallazgos
Gato A B C
MPS VI tratada MPS VI tratada MPS VI tratada
Dosis 0,8 mg/kg 1,5 mg/kg 0,5 mg/kg 1,4 mg/kg 0,8 mg/kg durante
durante 14 d durante 7d | durante 14 d durante 7 d 14d
Edad a la dosis (meses) 7*-22 22-27 12*-33 23-27 2*-15
Parametros de infusion 2-10 ml (PBS) por via cefalica durante 5-20 minutos

« 13,743,2 min. a 1 mg/kg

t12 plasmatica (bolo i.v.) « 45 min. a 7,5 mg/kg

Todos los valores en relacion con enzima ASB felina endégena cuatro horas tras la
infusién de 1 mg/kg de rhASB en gatos normales

« Higado: 495x

* Bazo: 6x

* Pulmoén: 22,3x

* Corazon: 4,3x

* Aorta: 4x
* Piel: 31x
« Cartilago: 0x
» Cornea: 0x
t tisular 2-4 dias a 1 mg/kg en la mayoria de los 6rganos (enzima detectable en la mayoria
2 de tejidos de gato B, pero sélo en higado de A tras 7 dias)
-  La ambulacién fluctuo, pero mejoré a » Progresion margmal
Neurologico dosi " ' N/A hasta umbral parético al
osis mas altas . "
final del estudio

* No cambi6 con terapia (examen con lampara de hendidura 3x hacia el final del

Opacidad de la cérnea tratamiento)

* Las lesiones progresaron (sin mejora radiografica)
» Aumento el volumen éseol/trabecular # en el gato C (recibié tratamiento anterior)
« Compresion vertebral en el gato C

Esqueleto (rayos X) 4 vistas
cada 3 meses

Anafilaxia « Sin anafilaxia, molestias minimas con la infusion;

Respuesta de anticuerpos 1 x 10° (plasma pudo
(titulos de 1g) MPS VI no inhibir la actividad 64.000 64.000
tratada = 4.000-32.000 enzimatica in vitro)

 Disminuy6 un 50%
GAG en orina (a ~ 400 dias) |en comparacion con |e Disminuy6 hasta valores casi normales
gato no tratado
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Sulfat o de dermatano en

orina (~ 400 dias) * Intermedio para los 3 gatos (en relacion con control D no tratado y normal)

Peso corporal « 2,5-3,0 kg frente a 4-7 kg de normal
Higado/Bazo « Normal a simple vista
Valvulas cardiacas * Normales a simple vista
Cartilago « Formacion y grosor anémalos

« Normalizacion de vacuolizacion en higado,
Microscopia (vacuolizacién) |« Reduccion significativa en rifiones y piel,
« Sin correccién en cornea y condrocitos

Deposicion de complejo

. e ‘o~ .
inmunitario en rinones Ausente

Ejemplo 4
Eficacia en gatos con MPS VI tratados desde su nacimie  nto

Se realizé un estudio de eficacia de dosis variable a largo plazo en gatos con MPS VI empezando en su nacimiento
(Crawley, et al., J. Clin. Invest. 99:651-662 (1997)) y se resume en la tabla 10. Se trataron gatos con MPS VI
semanalmente con inyecciones en bolo i.v. de 0,2, 1 y 5 mg/kg de rhASB comenzando en su nacimiento. Se traté un
total de 9 gatos durante 5, 6 u 11 meses. Ademas, se incluyeron 12 gatos con MPS VI y 9 gatos normales como
controles no tratados. Las conclusiones principales son que la dosis de 0,2 mg/kg no alteré la progresion de la
enfermedad en el gato estudiado, y el Gnico beneficio clinico documentado fue una reduccién en el almacenamiento
en células de Kupffer hepaticas. Los niveles de GAG en orina disminuyeron hasta valores casi normales durante el
ensayo en los grupos de dosis mas altas. Ademas de mejoras en los érganos principales, las dosis mas altas de
terapia desde el nacimiento pudieron impedir o mejorar la deformidad 6sea de la columna vertebral y la forma
anomala de muchos huesos. Hubo un efecto dependiente de la dosis sobre la mejora en el volumen de mineral éseo
vertebral en L-5, grosor trabecular 6seo y la densidad de superficie 6sea entre las dosis de 1 y 5 mg/kg, aunque
ambas fueron equivalentes en la mejora de la tasa de formacion 6sea a de 5 a 6 meses de ERT (Byers, et al., Bone
21: 425-431 (1997)). La valvula mitral y la aorta dependian de la dosis y era menos completa a 1 mg/kg pero casi
completa a 5 mg/kg. No se observo mejora del almacenamiento en cartilago y cérnea a cualquier dosis. El estudio
sugiere que la dosis de 1 mg/kg/semana es la concentracién mas baja para observar beneficio clinico significativo.
En la tabla 11 se resumen los resultados del estudio.

Tabla 11: Eficacia de inyecciones en bolo semanales de ASB humana recombinante derivada de CHO en gatos con
MPS VI recién nacidos (estudio PC-BM102-002)

Resultados
Dosis 1 mg/kg 5 mg/kg
Duracion 5/6 meses | 11 meses 5/6 meses 11 meses
N 4 1 2 1
Bioquimica
« Disminuyeron y se
mantuvieron a 3x los
GAG en orina valores normales en « Disminuyeron y se mantuvieron a 2x los valores normales en
comparacién con no comparacion con no tratados a 10x los valores normales
tratados a 10x los valores
normales
Clinica
« Cambios variables; . . .
« Opacificacion de la cornea : Camk.n.os vgrlables, . .
Aspecto ; . . * Opacificacion de la cornea persistente determinada
persistente determinada mediante . . ;
A - mediante lampara de hendidura
lampara de hendidura
« Intermedio (sin prescripcion frente a o L
Peso normal) (sinp P « Intermedio (sin prescripcion frente a normal)
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Flexibilidad de la
columna vertebral

_ 0 0 0 o
(normal=180) (MPS 130-160 90 180 160
VI no tratada = 90°)
1 de 4 paralisis leves de
Neurolégicos las extremidades * Sin déficit « Sin déficit « Sin déficit

posteriores

Radiologia

« Calidad, densidad y dimensiones 6seas

mejoradas

« Calidad, densidad y dimensiones 6seas

mejoradas

« Posiblemente superior a 1 mg/kg

A simple vista

Grosor del
hueso/cartilago

« Variabilidad, pero
mejorado

« Enfermedad articular
degenerativa presente

« Variabilidad, pero
mejorado

* Enfermedad
articular
degenerativa
presente

Médula espinal

« 1 de 4 con diversas
compresiones leves

« Sin compresiones

« Sin compresiones de médula

Nivel celular

¢ Aclaramiento del

¢ Aclaramiento del

Higado (Kupffer) almacenamiento * Mantenido almacenamiento « Mantenido
lisosémico completo lisosémico completo
L ¢ Aclaramiento del .
« Reduccion leve en el « Mantenido

Piel (cadera,

« Sin pruebas de
afectacion renal o

almacenamiento
lisosémico

almacenamiento
lisosémico completo
« Sin pruebas de

« Sin pruebas de
afectacién renal o

duramadre, rifiones) |deposicién de complejo |+ Sin pruebas de - deposicion
h L y afectacion renal o
inmunitario glomerular afectacion renal o denosicion glomerular
deposicion glomerular P
glomerular
« Sin cambios * Sin cambios
Cérnealcartilago NA significativos en el NA significativos en el

(oreja, articular)

almacenamiento
lisosémico

almacenamiento
lisosémico

Valvulas cardiacas

« Reduccion significativa
(variable) en el
almacenamiento

¢ Reduccién
significativa (variable)
en el almacenamiento
lisosémico, casi

« Reduccion casi completa en el
almacenamiento lisosémico

lisosémico
completa
« Gradiente de contenido de almacenamiento « Banda delgada de células vacuoladas
Aorta - . - b .
desde la tunica media hasta la adventicia en la tunica media externa
Ejemplo 5

Eficacia de infusiones dos veces por semana de ASB hu

nacidos

mana recombinante en gatos con MPS VI recién

Se realiz6 un estudio de seis meses en gatos recién nacidos para evaluar una infusion de 0,5 mg/kg administrada
dos veces por semana. Ademas, la enzima usada en este estudio se derivé exclusivamente de la linea celular CSL-
4S-342. Las conclusiones principales del estudio incluyen que en comparacién con la dosis semanal de 1 mg/kg
notificada anteriormente, este estudio produjo mejoras similares en los parametros fisicos, bioquimicos, neurolégicos
y radiogréaficos. Las diferencias mas notables fueron flexibilidad de la columna vertebral cervical ligeramente
empeorada y menor aclaramiento de almacenamiento lisosémico en los tejidos conectivos mas densos tales como
las valvulas cardiacas y la aorta. En la tabla 12 se resumen los resultados.

Tabla 12: Eficacia de inyecciones en bolo dos veces por semana de ASB humana recombinante derivada de CHO
en gatos con MPS VI recién nacidos

Parametro

Resultados

Dosis

0,5 mg/kg
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Duracion

2x semana: 6 meses (n=2; gatos 225f, 226m)

GAG en orina

« Disminuy6 hasta 3x los valores normales

Titulos de anticuerpos

« Dentro del intervalo observado en gatos normales

Clinica

« Opacificacion de la cérnea persistente
Aspecto « Cierta resoluciéon de dismorfia facial

« Forma corporal mejorada
Peso « Intermedio (entre no tratamiento y normal)

Flexibilidad de la
vertebral (normal = 180°)

columna

90° - 150°

Neurolégicos

« Sin paralisis de las extremidades posteriores

Radiologia

« Calidad, densidad y dimensiones mejoradas de los huesos (similar a 1
mg/kg de rh4S en ref. 110

A simple vista

Grosor de hueso/cartilago

« Variable; disminuy6 el grosor del cartilago y hueso subcondral mas uniforme
(similar a 1 mg/kg de rh4S%)

Médula espinal

« Sin compresiones presentes

Nivel celular
Higado (Kupffer) « Aclaramiento lisosémico completo
Piel * Reduccion de leve a moderada en almacenamiento

Cérnealcartilago (oreja, articular)

« Sin aclaramiento de almacenamiento lisosémico en comparacion con
controles con MPS VI no tratados

Valvulas cardiacas

« Reduccién variable en el almacenamiento lisosémico (completo en 225f; sin
cambios con respecto a no tratados en 226m)

Aorta

* Reduccion leve en almacenamiento lisosémico

Ejemplo 6
Evaluacion de la captacion y distribucién enzimatica como funcién de la tasa de infusion de la enzima e n
gatos con MPS VI

El objetivo principal de este estudio era comparar la distribucion enzimatica, el aclaramiento de almacenamiento de
GAG tisular y la disminucién de niveles de GAG en orina tras infusién en bolo y tras infusion lenta (2 horas) de una
dosis de 1 mg/kg idéntica. El fin de la administracion lenta se basa en la experiencia de estudios preclinicos y
clinicos de a-L-iduronidasa para el tratamiento de MPS |. Ademas, el estudio proporcioné los primero datos de que
la enzima producida en BioMarin a partir de la linea celular CSL-4S-342 es hioldgicamente activa y segura. Las
conclusiones principales del estudio incluyen que los cuatro gatos (dos por grupo) tratados en este estudio no
mostraron reaccion adversa aguda frente a la infusion o bien lenta o bien rapida, ni efectos perjudiciales de
infusiones de la enzima repetidas. Sin embargo, la infusion en bolo da como resultado captacion hepatica alta, que
no se prefiere. La infusion lenta proporciona una mejor distribucién en los tejidos y por tanto es un método preferido
para el ensayo clinico.

La distribucion tisular de rhASB obtenida en el estudio sugirié que esas infusiones de 2 horas podian aumentar los
niveles enzimaticos en otros drganos aparte del higado, incluyendo un aumento de la actividad en el cerebro. Se
observo inmediatamente reduccién en GAG en orina tras la primera o la segunda infusién hasta niveles por debajo
del intervalo observado en gatos con MPS VI no tratados. Se observo la correccién de almacenamiento lisosémico
en células del reticulo endotelial y muy leve en algunos fibroblastos (valvula cardiaca) y células del musculo liso
(aorta) tras 5 infusiones. No se observé otra respuesta clinica significativa a las infusiones en cualquier grupo, sin
embargo esto no era inesperado debido a la corta duracion del estudio y debido a que la terapia empezaba tras
haberse desarrollado ya cambios patoldgicos significativos. La infusion prolongada de 2 horas fue segura y se tolerd
bien en relaciéon con los protocolos mas cortos usados en estudios previos. La infusién de 2 horas puede
proporcionar mejoras en la distribucion enzimatica basada en el gato que pudo evaluarse para determinar la
distribucion tisular enzimatica.
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Ejemplo 7

Evaluacion de seguridad de 6 meses de  N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante en gatos
afectados con MPS VI

Se han iniciado dos estudios de 6 meses en gatos con MPS VI usando la enzima producida mediante el proceso de
fabricacién segun la presente invencion. El fin de estos estudios es evaluar la seguridad y la eficacia de infusiones
semanales de la dosis clinica humana prevista de rhASB en gatos que padecen MPS VI. El estudio 6 implica crias
de gato dosificadas inicialmente a de 3 a 5 meses de edad. El estudio 7 implica crias de gato tratadas desde su
nacimiento con infusiones semanales de la dosis clinica humana prevista de rhASB. Se pretende que los estudios
tengan acceso a la toxicologia potencial. Se observaran gatos para determinar los cambios en su comportamiento
durante la infusion de la enzima recombinante para evaluar posibles respuestas inmunitarias. Se monitorizara el
suero para determinar el agotamiento de complemento y para determinar la formacién de anticuerpo dirigido frente a
la enzima recombinante. Se monitorizara la funcién organica general mediante paneles de quimica clinica completos
(funcion renal y hepatica), andlisis de orina y hematogramas completos (CBC) con férmula leucocitica. Se
monitorizaran los niveles de glicosaminoglicano en orina semanalmente a unos puntos de tiempo fijos en relacion
con la infusién de la enzima. Se documentara la evidencia de mejoras clinicas en enfermedad. Estos datos
proporcionaran evaluacion adicional de eficacia potencial del tratamiento y validaran la actividad y la captacion de la
enzima in vivo. Los estudios se han levado y se llevaran a cabo de manera consecuente con los principios y las
practicas de los reglamentos de BPL tanto como sea posible.

Los resultados preliminares del primer estudio indican que la administracion de rhASB no ha tenido ningln efecto
perjudicial sobre ninguno de los animales, manteniéndose generalmente los pesos corporales y las quimicas clinicas
dentro de los intervalos de referencia. Sin embargo, ambos gatos con titulos de anticuerpos significativamente
elevados desarrollaron signos clinicos andmalos durante las infusiones, sin embargo ambos animales se
comportaron normalmente una vez terminaron las infusiones de la enzima y no parecié que padecieran ningun
efecto patolégico a plazo mas largo. Los tiempos de infusion prolongados (4 horas) y el aumento de antihistaminicos
de medicacién previa han permitido terapia continuada en los gatos sin ningun signo clinico anémalo. La reduccién
leve en niveles de GAG en orina sugiere cierta eficacia de la terapia en la reduccién de glicosaminoglicanos
almacenados en los tejidos o la circulacién, sin embargo se observaron fluctuaciones en estos niveles a lo largo del
tiempo haciendo dificil la interpretacién. Ninguno de los 5 gatos han mostrado mejoras clinicas evidentes en
respuesta a ERT, pero esto requerira al menos un tratamiento de 6 meses basandose en estudios previ0523. Se han
desarrollado titulos de anticuerpos en cuatro de los cinco gatos, observandose aumentos perceptibles en los titulos
tras 2 meses de ERT. Dos de estos gatos han desarrollado titulos significativamente elevados tras 2 6 3 meses.

Ejemplo 8
Perfil de seguridad para gatos con MPS VI tratados con rhASB

Se ha comenzado un estudio reclutando gatos afectados que se trataron en el plazo de 24 horas tras su nacimiento.
Se han tratado cuarenta y un gatos con MPS VI usando rhASB. Se ha restringido la administracion de la enzima a
gatos normales a de uno a dos gatos para confirmar la seguridad a corto plazo de nuevos lotes antes de la
exposicion de los animales afectados valiosos a la terapia. En resumen, no ha muerto ninguiin gato con MPS VI como
resultado de la administracion de farmaco, aunque han muerto cuatro gatos como resultado de infeccion viral o una
anomalia congénita subyacente. Se produjo enzima para los estudios segun los métodos de produccion de la
presente invencioén. En la tabla 13 se indican los datos preliminares.

Tabla 13: Resumen del estudio de eficacia en gatos con MPS VI de Hopwood Laboratory

Estudio N.° de Dosis/sem. Duracién del tratamiento .
Mortalidad
n.° gatos (mg/kg) (meses)
2
1 Variable 13-21 Ninguno
1
2 1 0,2 5 Ninguno
2 1 0,2 1 Murioé: defecto cardiaco congénito
- 2 0,5 3-5 1 murié por parvovirus
4 . .
2 5 1 3-11 1 murié por parvovirus
- 1 1 6 (s.c.) Ninguno
- 4 1 6 Ninguno
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2
2 5 5 3-11 1 murié por parvovirus
4 2 0,5 (dos veces) 5 Ninguno
- 3 0,5 (dos veces) 5 Ninguno
5 4 1 1 Ninguno
6 5 1 Empezado Ninguno
7 5 1 Empezado Ninguno
Ejemplo 8a

Distribucion tisular con infusién lenta

Se emprendié un estudio separado para comparar la tasa de captacion y distribucién tisular de rhASB en gatos con
MPS VI jévenes (<10 semanas de edad al inicio) usando un protocolo de infusién prolongada (dos horas) o corta
(10-15 minutos) (ASB-PC-004). Se sedaron siete gatos normales (12-24 meses de edad) y se les implantaron
canulas en la arteria femoral para permitir la toma de muestras sanguineas. Se administr6 mediante infusion rhASB
a una dosis de 1,0 mg/kg o 7,3 mg/kg en la vena cefélica en un volumen de 7 ml a lo largo de 40 segundos. Se
obtuvieron muestras de sangre arterial heparinizada en serie a aproximadamente 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 60y 120
minutos tras la dosis. Se recogio plasma mediante centrifugacion y se congeld hasta el andlisis. Tras cuatro horas,
se sacrificaron los animales y se recogieron los tejidos, se pesaron y se congelaron hasta el analisis.

En un estudio separado, tres gatos normales (8-66 meses de edad) recibieron una dosis en bolo i.v. de 1,0 mg/kg de
rhASB en un volumen de dosis de 7 ml. Se sacrifico un gato en cada punto de tiempo a 2, 4 6 7 dias tras la dosis. Se
recogieron los tejidos seleccionados, se pesaron y se congelaron hasta el andlisis. Se sacrificé un gato normal
adicional, no expuesto a rhASB, para proporcionar niveles de ASB felina en tejidos para comparaciones analiticas.
Se realiz6 una cuantificacion de rhASB o ASB felina en plasma y tejidos usando una técnica de ensayo ELISA. Se
adsorbié rhASB en muestras frente a un anticuerpo monoclonal anti-rhASB inmovilizado y se adsorbié ASB felina
frente a un anticuerpo anti-rhASB policlonal que reacciona de forma cruzada con ASB felina. Entonces se cuantificd
la ASB adsorbida usando un sustrato fluorescente.

Los andlisis de concentracion plasmatica mostraron que la t1/2 de rhASB a la dosis de 1,0 mg/kg era de 13,7 +
3,2 minutos y era (M5 minutos para la dosis de 7,3 mg/kg. La t1/2 tisular tras la dosis de 1,0 mg/kg oscil6 entre 2,4-
4,2 dias en el higado, el bazo, el pulmén, el rifién y el corazén. Se observaron niveles bajos, pero detectables, en
estos tejidos (excepto en el corazén) hasta siete dias tras la dosificacion. Cuatro horas tras una dosis de 1,0 mg/kg
de ASB, se detect6 la mayor parte de la dosis suministrada al higado en todos los tejidos medidos excepto cartilago
y cérnea, estando la mayor parte en el higado. Con la excepcion del cerebro y el cerebelo, los niveles fueron de 4
(aorta) a 495 (higado) veces mas altos que los de ASB felina en el gato control no tratado. Las semividas tisulares
determinadas en este estudio (2,4-4,2 dias a 1,0 mg/kg) apoyan la frecuencia de dosificacién clinica semanal.

El objetivo principal de este estudio era evaluar los efectos de la tasa de infusion sobre la distribucién enzimatica, el
aclaramiento de almacenamiento de GAG tisular y la disminucién de niveles de GAG en orina. A grupos (n =
2/grupo) de gatos con MPS VI de 10 semanas de edad se les administraron infusiones cortas (10-15 minutos) o
prolongadas (dos horas) por via i.v. de rhASB, 1,0 mg/kg, una vez por semana durante cinco semanas. Se sacrifico
a los animales dos dias tras la ultima infusion y se recogieron tejidos seleccionados (higado, bazo, corazén, pulmén,
rifones, piel, aorta, cerebro, cerebelo, cartilago, cornea y ganglios linfaticos) para la determinacién de la actividad de
ASB y para la evaluacion histopatolégica. Se almacenaron los tejidos congelados hasta el andlisis. El estudio
empled el mismo ensayo inmunitario para determinar los niveles de ASB tisular tal como se describié anteriormente
(ASB-PC-001). Un gato en el grupo de infusién de dos horas tenia niveles de enzima tisular reducidos en
comparacion con los otros gatos tratados. Se detectaron altos niveles de enzima alrededor del sitio de cateterizacién
tras la Ultima dosis mientras que se observaron niveles mas bajos en la extremidad contralateral. Estos hallazgos
sugieren que el catéter se habia retirado prematuramente y habia contribuido a los bajos niveles tisulares de ASB
observados en los tejidos de este animal. La comparacion de las actividades enzimaticas en los tres gatos restantes
mostré un aumento de la actividad enzimatica en el higado, el pulmon, el rifidén, el cerebro y el cerebelo y una
reduccion de la actividad en los ganglios linfaticos mesentéricos del gato sometido a infusion de dos horas en
relacion con los animales sometidos a infusion de 10 minutos. No se encontré enzima en la piel, el cartilago y las
corneas. Aunque los datos de este estudio son limitados, los descubrimientos de este estudio sugieren que las
infusiones de dos horas pueden dar como resultado un aumento de los niveles enzimaticos en los tejidos (aparte del
higado) en relacion con infusiones de 10 minutos, indicando que las infusiones prolongadas proporcionan una mejor
distribucion tisular.
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Ejemplo 9

Método de fabricacion y purificaciéon (proceso de pe

rfusion)

En la tabla 14 se proporciona un diagrama de flujo de proceso que compara los procesos de purificacion para los
procesos de cultivo celular discontinuo alimentado y basado en perfusion. En la tabla 15 se resumen comparaciones
del proceso de purificacién discontinuo alimentado asi como detalles de los cambios especificos implementados
para la purificacion del material del proceso de perfusion. La tabla 16 representa el método de purificaciéon usado

para los cultivos celulares basados en perfusién.

Tabla 14: Comparacién del proceso de purificacion entre los procesos de perfusién y discontinuo

Proceso discontinuo

Proceso de perfusion

Filtracion de producto recogido

Filtracion de producto recogido

! }

Concentracion 10x y diafiltracion ‘ ‘ Concentracion 20x
! }

Cromatografia DEAE-Sepharose ‘ ‘ Ajuste del pH y filtracién
! }

Cromatografia Blue SepharoseFF ‘ ‘ Cromatografia Blue SepharoseFF
! }

Cromatografia Copper chelating SepharoseFF ‘ ‘ Cromatografia Copper chelating-SepharoseFF
! }
Cromatografia Phenyl-Sepharose HP ‘ ‘ Cromatografia Phenyl-SepharoseFF Hi Sub

! }

Ultrafiltracién/diafiltracion

Ultrafiltracion/diafiltracion

Eliminacién de ADN

Reduccién viral a través de un filtro de 0,04 um

Reduccion viral a través de un filtro de 0,02 pm

Formulacion

Formulacién con polisorbato 80

Filtro de 0,02 um

Filtro de 0,02 pm

Se almacena el principio activo a granel formulado hasta
la liberacion de QA. Los lotes de principio activo a granel
formulado que cumplen las especificaciones de
liberacién pueden combinarse en esta etapa

Se almacena el principio activo a granel formulado hasta
la liberacién de QA. Los lotes de principio activo a granel
formulado que cumplen las especificaciones de
liberacién pueden combinarse en esta etapa

|

!

Se envia el principio activo a granel formulado liberado a
Hollister-Stier Laboratories para el llenado, envasado en
viales y el etiquetado

Se envia el principio activo a granel formulado liberado a
Hollister-Stier Laboratories para el llenado, envasado en
viales y el etiquetado

Tabla 15: Descripcién resumen de los cambios de la purificacion

Etapa de produccién

Descripcién (discontinuo)

Descripcion (perfusién)

PROCESO DE
PURIFICACION

33




ES 2533770 T3

Concentracion/
Diafiltracion

Filtracion de flujo tangencial: 2,8 m?

Filtros de MWCO de retencién de albumina
Operacion:

» Concentracién hasta 10X

 Se diafiltr6 frente a 5 volimenes de
fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio
100 mM, pH 7,3

Cambios:

Filtracion de flujo tangencial: 5,6 m?

Filtros de MWCO de retencién de albumina
Operacion:

» Concentracién hasta 20X

« Sin diafiltracion, se aclaré el sistema con
fosfato de sodio 100 mM, pH 7,3
Fundamento:

« Reduccién de volumen para el
almacenamiento a 4°C

Cromatografia de flujo a
través DEAE-Sepharose
FF

Columna:

2 x 30 cm de diametro x 33 cm de altura

* Prelavado: hidréxido de sodio 0,1 N

« Lavado: Agua para inyeccion (WFI)
 Neutralizar: fosfato de sodio 100 mM, pH
7,3

« Equilibrado: fosfato de sodio 10 mM,
cloruro de sodio 100 mM, pH 7,3

« Carga: producto recogido concentrado /
diafiltrado

» Lavado: fosfato de sodio 10 mM, cloruro
de sodio 100 mM, pH 7,3

« Separacion: fosfato de sodio 10 mM,
cloruro de sodio 1,5 M, pH 7,3

» Regeneracion: acido acético glacial al
10%

« Lavado: Agua para inyeccién (WFI)

» Desinfeccion: hidréxido de sodio 0,5 N

* Almacenamiento: hidréxido de sodio 0,1 N

Etapa eliminada

!

Ajuste de pH Yy filtracién

« Ajuste del pH: adicién de acido acético
glacial al 10% a concentrados 20X
combinados hasta un pH final de 5,0

» Carga: concentrados 20X combinados

» Filtracion a través de filtros de clarificacién
y filtro de 0,2 pm

» Purgado: acetato de sodio 20 mM, cloruro
de sodio 120 mM, pH 5,0

Fundamento:

« Aumenta la capacidad de unién a rhASB
de la columna de resina de Blue Sepharose
posterior

34




ES 2533770 T3

Cromatografia Blue
Sepharose FF

Columna:

20 cm de diametro x 11 cm de altura

* Prelavado: hidréxido de sodio 0,1 N

« Lavado: Agua para inyeccion (WFI)

« Neutralizacion: acetato de sodio 1 M, pH
5,5

« Equilibrado: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 150 mM, pH 5,5

« Carga: flujo a través de DEAE ajustado
para acetato de sodio 20 mM, cloruro de
sodio 150 mM, pH 5,5

» Lavado: acetato de sodio 20 mM, cloruro
de sodio 150 mM, pH 5,5

« Elucion: acetato de sodio 20 mM, cloruro
de sodio 500 mM, pH 5,5

» Regeneracion: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 1,0 M, pH 5,5

» Desinfeccion: hidréxido de sodio 0,1 N

« Lavado 1: Agua para inyeccion
 Lavado 2: acetato de sodio 1 M, pH 5,5
* Almacenamiento: etanol al 20%

Cambio

Columna:

45 cm de diametro x 16 cm de altura
Neutralizacion: omitida

« Equilibrado: fosfato de sodio 10 mM pH
6,45

 Carga: concentrados 20X combinados, pH
ajustado a 5,0 y filtrado.

« Lavado: fosfato de sodio 10 mM, pH 6,45

« Elucion: fosfato de sodio 10 mM, cloruro de
sodio 125 mM, pH 6,45

» Regeneracién: fosfato de sodio 10 mM,
cloruro de sodio 1,0 M, pH 6,45

* Lavado 2: fosfato de sodio 10 mM, cloruro
de sodio 1,0 M, pH 6,45

Fundamento:

« Las condiciones permiten la una mejora de
la eliminacion de impurezas de CHO
potenciales lo que permite la eliminacion de
cromatografia DEAE Sepharose.

|

Cromatografia Copper
Chelating Sepharose FF

Columna:

14 cm de didametro x 9 cm de altura
Prelavado: hidréxido de sodio 0,1 N

« Lavado: Agua para inyeccion (WFI)

« Tampdn de carga: sulfato caprico 0,1 M
« Equilibrado: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH
6,0

« Carga: Ajustar el contenido en glicerol de
eluato de Blue hasta el 10%, afadiendo
acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio
500 mM, glicerol al 50%, pH 6,0

» Lavado 1: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH
6,0

» Lavado 2: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH
4,0

* Lavado 3: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH
3,8

* Elucién: acetato de sodio 20 mM, cloruro
de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 3,6

« Regeneracién: EDTA 50 mM, cloruro de
sodio 1,0 M, pH 8,0

» Desinfeccion: hidréxido de sodio 0,5 M

» Almacenamiento: hidréxido de sodio 0,1
M

Cambios:

Columna:

40 cm de didmetro x 16 cm de altura

« Equilibrado: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH
55

« Carga: Ajustar el contenido en glicerol de
eluato de Blue combinado hasta el 10%,
anadiendo acetato de sodio 100 mM, cloruro
de sodio 2,0 M, glicerol al 50%, pH 5,2

* Lavado 1: acetato de sodio 20 mM, cloruro
de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 5,5

» Lavado 2: acetato de sodio 20 mM, cloruro
de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 3,9

» Lavado 3: omitido

Fundamento:

* Pureza del producto constante y
reproducible obtenida con la etapa
modificada

|

Inactivacion viral

Se mantienen las fracciones de eluato
combinadas durante 30-120 minutos antes
del ajuste a pH 4,5 con NaOH 0,5 M

Sin cambios

|
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Cromatografia de Phenyl

Columna:

10 cm de didmetro x 16 cm de altura
Resina: Phenyl Sepharose High
Performance

» Prelavado: hidréxido de sodio 0,1 N

« Lavado: Agua para inyeccion (WFI)

« Equilibrado: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 3,0 M, pH 4,5

« Carga: Ajustar el contenido en cloruro de
sodio de eluato de Copper hasta 3 M,
anadiendo acetato de sodio 20 mM, cloruro

Cambio

Columna:

40 cm de diametro x 16 cm de altura
Resina: Phenyl Sepharose High Sub Fast
Flow

« Equilibrado: acetato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 2,0 M, pH 4,5

 Carga: Ajustar el contenido en cloruro de
sodio de eluato de Copper hasta 2 M,
afiadiendo acetato de sodio 20 mM, cloruro
de sodio 5 M, pH 4,5

» Lavado 1: fosfato de sodio 10 mM, cloruro

Sepharose de sodio 5 M, pH 4,5 de sodio 2,0 M, pH 7,1
* Lavado 1: acetato de sodio 20 mM, 3,0 M |« Lavado 2: acetato de sodio 20 mM, cloruro
cloruro de sodio, pH 4,5 de sodio 2,0 M, pH 4,5
* Lavado 2: acetato de sodio 20 mM, 1,6 M |« Elucion: acetato de sodio 20 mM, 250 mM
cloruro de sodio, pH 4,5 cloruro de sodio, pH 4,5
* Elucion: acetato de sodio 20 mM, 1 M Fundamento:
cloruro de sodio, pH 4,5 « La resina alternativa tiene caracteristicas
» Regeneracion: acetato de sodio 20 mM, | de flujo y capacidad mas favorables para
pH 4,5 rhASB
» Desinfeccion: hidréxido de sodio 0,5 N « El lavado 1 permite un aclaramiento
» Almacenamiento: hidréxido de sodio 0,1 N | robusto de impurezas de proteina
potenciales
l
Filtracion de flujo tangencial con filtros de
MWCO de 10 kDa < 0,4 m’.
« Equilibrado: fosfato de sodio 10 mM, Cambio
UF/DF final cloruro de sodio 150 mM, pH 5.8 Filtracion de flujo tangencial: filtros de

» Concentracién: Concentraciéon hasta NMT
1,5 mg/ml

« Diafiltracion: fosfato de sodio 10 mM,
cloruro de sodio 150 mM, pH 5,8

MWCO de 10 kDa de 2,8 m°.

|

Eliminaciéon de ADN

No se hace

Nueva etapa:

« Filtracion de ADN: Se filtré el producto a
través de un filtro de ADN basado en
intercambio i6nico.

Fundamento:

« Aclaramiento de ADN adicional para
compensar la delecién de la etapa de
cromatografia de flujo a través de DEAE.

|

Formulacion

« Se diluye hasta 1,0 mg/ml con fosfato de
sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH
5,8

Filtracion viral

« Filtracion viral: Se filtra el producto a
través de un filtro de 0,04 um

Cambio:

« Filtracion viral: Se filtra el producto a través
de un filtro de 0,02 um

Fundamento:

* Uso de tamario de poro mas pequefio para
potenciar el aclaramiento viral.
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Cambio:
« Se diluye hasta 1,0 mg/ml con fosfato de
L La etapa se realiza antes en el proceso sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH
Formulacién ) R

(antes de la filtracion viral) 5,8
» Formulacién: Se afiade polisorbato 80
hasta una concentracién de 50 pg/mil.

!
« Filtracion: Filtrar el producto diluido a
Filtracion través de un filtro de 0,2 pm en un Sin cambios
recipiente de almacenamiento
Tabla 16: Método de purificacién de rhASB (Proceso de perfusion)
Etapa Proceso

Filtracion de producto
recogido

Filtracion a través de filtros de clarificacion, filtros de 0,45 um y finalmente filtro de
0,2 um.
Los productos recogidos combinados filtrados se almacenan en bolsas de
polipropileno

Concentracion por UF

Equilibrado y purgado: Fosfato de sodio 100 mM, pH 7,3
Carga: Fluido recogido filtrado
Concentracion: Concentracion hasta 20X
Filtracion: Filtrar el producto diluido a través de un filtro de 0,2 um en un recipiente
de almacenamiento

Ajuste del pH y filtracién

Ajuste del pH: Afiadir acido acético glacial al 10% a concentrados 20X combinados
hasta un pH final de 5,0
Carga: Concentrados 20X combinados
Aclarado: Agua para inyeccion (WFI)
Filtracion a través de filtros de clarificacion y filtro de 0,2 um.
Purgado: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 120 mM, pH 5,0

Blue Sepharose 6 FF
(Blue, Blue Sepharose)

Prelavado: Hidroxido de sodio 0,1 N
Lavado: Agua para inyeccion (WFI)
Equilibrado: Fosfato de sodio 10 mM, pH 6,45
Carga: Concentrados 20X combinados, filtrados y con pH ajustado
Lavado: Fosfato de sodio 10 mM, pH 6,45
Elucién: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 125 mM, pH 6,45
Regeneracion: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 1,0 M, pH 6,45
Desinfeccion: Hidroxido de sodio 0,1 N
Lavado 1: Agua para inyeccion (WFI)
Lavado 2: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 1,0 M, pH 6,45
Almacenamiento: Etanol al 20%

Chelating Sepharose FF
(Copper, CC, Copper
Chelating)

Prelavado: Hidréxido de sodio 0,1 N
Lavado: Agua para inyeccion (WFI)
Tampodn de carga: Sulfato ctprico 0,1 M
Equilibrado: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 5,5
Carga: Ajustar el contenido en glicerol de los eluatos de Blue combinados hasta el
10%, afiadiendo acetato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 2,0 M, glicerol al 50%,
pH 5,2
Lavado 1: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 5,5
Lavado 2: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 3,9
Elucion: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, glicerol al 10%, pH 3,6
Eluato mantenido durante 30-120 minutos antes del ajuste a pH 4,5 con NaOH 0,5 M
Regeneracion: EDTA 50 mM, cloruro de sodio 1,0 M, pH 8,0
Desinfeccién: Hidroxido de sodio 0,5 M
Almacenamiento: Hidréxido de sodio 0,1 M
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Prelavado: Hidroxido de sodio 0,1 N
Lavado: Agua para inyeccién (WFI)
Equilibrado: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 2,0 M, pH 4,5
Carga: Ajustar el contenido de cloruro de sodio del eluato de Copper hasta 2 M,

Phenyl Sepharose 6 FF High afiadiendo acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 5 M, pH 4,5
Sub Lavado 1: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 2,0 M, pH 7,1
(Phenyl, Phenyl High Sub) Lavado 2: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 2,0 M, pH 4,5

Elucién: Acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 250 mM, pH 4,5
Regeneracién: Acetato de sodio 20 mM, pH 4,5
Desinfeccion: Hidroxido de sodio 0,5 N
Almacenamiento: Hidréxido de sodio 0,1 N

Equilibrado: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 5,8
Concentracion: Concentracion hasta NMT 1,5 mg/ml
Diafiltracion: Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 5,8
Filtracion de ADN: Producto filtrado a través de un filtro de ADN
Filtracion/dilucion viral: producto filtrado a través de un filtro de 0,02 um y diluido

hasta 1,0 mg/ml

Formulacion: Se afiade polisorbato 80 a una concentracion de 50 pg/ml

Filtracion: filtrar el producto diluido a través de un filtro de 0,2 um en un recipiente de

almacenamiento

UF/DF, filtraciéon de ADN,
filtracion viral, formulacién

Se regeneran todas las columnas de purificacion antes de su uso, se desinfectan tras su uso y se almacenan en los
tampones apropiados tal como se indica en las tablas 15y 16.

Materiales de partida de purificacion

Todos los materiales se suministran por proveedores cualificados.

Tabla 17: Materiales de partida para purificacion

Componente Calidad
Acido acético glacial uspP
Sulfato cuprico pentahidratado uUspP
Edetato de disodio USP
Alcohol deshidratado, USF (Etanol, 200 Proof) UspP
Glicerina USP
Acetato de sodio, trihidratado USP
Cloruro de sodio USP
Disolucién de hidréxido de sodio al 50% p/p Calidad de reactivo
Fosfato de sodio, dibasico, heptahidratado USP/EP
Fosfato de sodio, monobasico, monohidratado USP
Acido clorhidrico, disolucién volumétrica 6 N Calidad de reactivo
Polisorbato 80 MF/EP (CRILLE 4 HP) NF/EP
Agua para inyeccion, envasada a granel USP

La glicerina que va a utilizarse se deriva de un proceso sintético. Todos los materiales de partida usados deben
cumplir con la dltima versién de la nota de orientacion del CPMP/CVMP titulada, “Minimising the Risk of Transmitting
Animal Spongiform Encephalopathy Agents Via Human and Veterinary Medicinal Products”, en la que los derivados
de sebo tales como glicerol y acidos grasos preparados mediante procesos rigurosos que implican condiciones de
altas temperaturas y presion o reacciones quimicas que se sabe que son letalmente hostiles para el agente de la
encefalopatia espongiforme bovina (EEB) se cree que es poco probable que sean infecciosos. Por tanto, se
considera que el riesgo de transmision de EEB de la glicerina es bajo.

La seguridad viral de rhASB se confirma mediante una combinacion de seleccién y cualificacion de los proveedores,
pruebas del material de partida, estudios de caracterizacion del banco de células, estudios de eliminacion viral y
capacidad de inactivacion de los procesos de purificacion de rhASB y pruebas de liberacién de lote de rutina. Se ha
hecho referencia a reglamentos y directrices de los EE.UU., UE e ICH para garantizar la seguridad viral de rhASB.
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Cromatografia en columna, eliminacion de ADN y filtracién viral

Ahora se purifica rhASB usando una serie de etapas de cromatografia y filtracién. Se concentra el fluido recogido
hasta 20X mediante ultrafiltracion, se ajusta el pH, se filtra y se carga en una columna de cromatografia Blue
Sepharose Fast Flow (45 cm x 16 cm). Se filtra el eluato de Blue Sepharose Fast Flow antes de cargarlo en una
columna Copper Chelating Sepharose. Se filtra el eluato de Copper antes de cargarlo en una columna Phenyl
Sepharose Fast Flow High Sub. Las tres etapas de purificacion por cromatografia en columna se llevan a cabo en un
modo de union y elucidon. Se hace pasar el eluato de la columna Phenyl Sepharose a través de un filtro de
intercambio anionico y un filtro de reduccién viral antes de la concentracién e intercambio de tampdén mediante
ultrafiltracion.

Estudios de eliminacién/inactivacién viral

Se llevaron a cabo dos estudios para evaluar la capacidad de reduccion viral del proceso de purificacién de rhASB
modificado. Se realizaron estudios en BioReliance (Rockville, MD) usando dos sistemas de virus de modelo, virus de
leucemia murino xenotrépico (XMuLV) y virus diminuto murino (MMV). XMuLV es un retrovirus de ARN
monocatenario con envuelta con baja resistencia a la inactivacion fisicoquimica. MMV es un virus de ADN
monocatenario, sin envuelta, pequefio, con alta resistencia a los agente fisicoquimicos.

Estos estudios evaluaron dos etapas cromatograficas (Copper Chelating Sepharose FF y Phenyl Sepharose FF High
Sub) y el filtro viral (0,02 um) usados en el proceso de purificacion de rhASB. Se realizaron estudios de adiciones
conocidas y de recuperacion usando versiones a escala reducida de las etapas del proceso. Los parametros criticos
mantenidos fueron los tiempos de retencion y las interacciones matriz-disolucién. Esto se logré replicando los
tampones, las velocidades de flujo lineal y las alturas de columna pero ajustando el didmetro de columna. Se
recogieron los materiales usados en el estudio (producto y tampones) de la produccién a escala completa real.

Se acondicionaron las columnas de cromatografia (Copper Chelating Sepharose y Phenyl Sepharose) y se
ejecutaron previamente o bien con cargas de rhASB tipico (blanco) o bien con cargas con adiciones conocidas de
tampon viral antes del envio a BioReliance. Los cromatogramas y los rendimientos de producto en presencia de
tampones virales eran comparables a ejecuciones de blanco. Se realizaron adiciones conocidas en cargas de
columna idénticas o bien de XMuLV o bien de MMV inmediatamente antes de la cromatografia. Se determiné la
cantidad de reduccién viral para cada una de las etapas evaluadas comparando la carga viral en las cargas de
columnay los eluatos. En la tabla 18 se muestra un resumen de los resultados de este estudio.

Tabla 18: Factores de reduccion para XmuLV y MMV

Etapa del proceso

Reduccién logaritmica
de XMuLV

Reduccion logaritmica
de MMV

Blue Sepharose

No sometido a prueba

No sometido a prueba

Copper Chelating (+mantenimiento de pH bajo)

23,51 +0,52

22,71+0,52

Phenyl Sepharose

>3,54 20,36

21,72 +0,64

Filtracién de ADN

No sometido a prueba

No sometido a prueba

Filtracion viral

25,51+0,43

24,76 + 0,00

Reduccion logaritmica total

212,56

29,19

Pruebas en proceso

Se realizan pruebas en proceso a lo largo de todo el proceso y se ilustran en la figura 3. En las tablas 19 y 20 se

describen pruebas en proceso del fluido de cultivo celular recogido y de los productos intermedios de purificacion.

Tabla 19: Pruebas en proceso del fluido de cultivo celular recogido

Prueba Niveles de accion
Endotoxina bacteriana mediante LAL (USP/EP) =2 UE/ml
Carga biologica(USP/EP) =1 ufc/10 ml

Proteinas totales mediante Bradford y actividad

Resultados usados para el calculo de la carga de
columna Blue Sepharose

Micoplasma®

Negativo (especificacion de liberacion)
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Ensayo in vitro para determinar IaPresencia de

. X Negativo (especificacion de liberacion)
contaminantes virales

' Se realiza la toma de muestras en muiltiples puntos de tiempo durante la fase de recogida de cultivo celular de la
fabricacion. Se somete a prueba la Gltima muestra retirada antes de la terminacion del proceso de cultivo celular y se
requiere un resultado negativo para la liberacién del lote.

5 Tabla 20: Pruebas en proceso de los productos intermedios de purificacion

Prueba Niveles de accion

Endotoxina bacteriana mediante LAL

> 1
(USP/EP) 2 3 UE/ml en eluatos de columna

> 20 ufc/ml de filtracion previa®

Carga biol6gica(USP/EP) —— - P
=1 ufc/100 ml en el principio activo a granel formulado (FBDS)

Resultado usado para el célculo de las cargas de columna de Copper

Actividad Chelating y Phenyl Sepharose
Proteinas totales mediante Resultado usado para el célculo de la concentracion de proteinas para
espectrofotometria UV-Vis la UF/DF

! Los resultados que superan los niveles de accién se investigan mediante procedimientos normalizados de trabajo.
2 Sj los resultados superan el nivel de accion, el FBDS se filtrara a través de un filtro de 0,2 um en recipientes de
almacenamiento estériles apropiados y después se pondran en cuarentena a la espera de la liberacion para el envio
a los sitios de llenado.

10
Resultados del método de perfusion de purificacion de la rhASB precursora

La tabla 21 proporciona datos sobre el grado de pureza de rhASB obtenida usando los métodos de purificacion
descritos en las tablas 15 y 16. La columna de “pureza mediante RP-HPLC” indica el grado de pureza obtenido para
15 la cantidad combinada de las formas tanto precursora como madura de rhASB.

Tabla 21: Resultados de liberacion de lote de rhASB

Lote Pureza mediante RP-HPLC | Presencia de las formas procesadas* Proceso de fabricacion
AB60028 99,6 - Proceso discontinuo
AP60029 98,8 + Proceso discontinuo
AB60030 98,7 + Proceso discontinuo
AP60031 99,1 - Proceso discontinuo
AP60032 99,8 - Proceso discontinuo
AP60033 99,4 - Proceso discontinuo
AP60035 99,7 - Proceso discontinuo
AP60036 99,4 - Proceso discontinuo
AP60038 99,6 - Proceso discontinuo
AP60039 99,3 - Proceso discontinuo
AP60040 99,1 - Proceso discontinuo
AP60101 99,3 - Proceso discontinuo
AP60102 98,9 - Proceso discontinuo
AP60103 99,0 - Proceso discontinuo
AP60104 99,0 + Proceso discontinuo
AP60105 99,0 - Proceso discontinuo
AP60106 99,2 - Proceso discontinuo
AP60107 99,4 - Proceso discontinuo
AP60108 99,7 - Proceso de perfusion
AP60109 99,8 - Proceso de perfusion
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AP60201 99,0 N/A Proceso de perfusion

AP60202 100 - Proceso de perfusion

* “+" indica la presencia de las formas procesadas (estimadas al 1+15%) en el principio activo a granel formulado; “-”
indica la ausencia de formas procesadas.

Las figuras 4A-4C proporcionan los cromatogramas representativos de las tres etapas cromatograficas del método
de purificacién por perfusion (tabla 16). La tabla 22 proporciona las recuperaciones promedio de rhASB precursora
para cada una de estas tres etapas cromatograficas. La figura 5 proporciona los datos para el analisis de la pureza
de muestras en el proceso en cada etapa cromatografica y del producto final purificado (rhASB precursora).

Tabla 22: Resumen de recuperaciones de purificacion

Etapa Recuperacion promedio (%)
Ajuste del pH a 5,0 83
Columna Blue Sepharose 84
Columna Copper Chelating Sepharose 86
Transicién de cobre a fenilo 86
Columna Phenyl Sepharose 88
Global 50

Cuando se comparan productos purificados obtenidos usando el proceso discontinuo y el proceso de perfusion, el
proceso de perfusion produce claramente una rhASB precursora mas pura. Incluso intentos por optimizar
adicionalmente los procesos discontinuos seleccionando diferentes fracciones de lavado o variando las condiciones
no dieron como resultado el producto puro de manera constante obtenible mediante el proceso de perfusion. El
proceso de perfusiéon puede producir una pureza de rhASB precursora constante del 99% o mas, mientras que el
proceso discontinuo no (tabla 21). La figura 6 proporciona una comparacion entre los productos obtenidos usando el
método discontinuo antiguo en el que el cultivo celular se cultiva usando un medio que se complementa con G418 y
no se complementa con acido félico, serina y asparagina (carril 2), y los productos purificados que se han purificado
usando el proceso de perfusion (carriles 3-9)). Se desnaturalizaron las muestras de rhASB en SDS con un agente
reductor y se sometieron a electroforesis a través de PAGE al 4-20% en tampdn de transferencia de SDS. Los
productos purificados mediante el proceso discontinuo contienen claramente muchas mas impurezas (especialmente
cerca del tamafio de 48 kDa) que los productos purificados mediante el proceso de perfusion. La rhASB del proceso
discontinuo aparece en cantidades detectables de formas procesadas (estimadas al 1-15%) (carril 2). Los lotes
purificados mediante el proceso de perfusién son altamente comparables entre si y son significativamente menos
complejos que el patron de rhASB purificada mediante el proceso discontinuo, lo que indica un grado de pureza
superior para el material del proceso de perfusion.

La tabla 23 proporciona el porcentaje de pureza de rhASB precursora purificada usando el método de purificacion
mediante el proceso de perfusion.

Tabla 23: Pureza del producto final

Lote Pureza median te RP-HPLC (% del pico principal)
AC60109 UF n.° 4 99,8
AC60109 UF n.° 10 99,6
AC60109 UF n.1 99,7
AC60109 UF n.° 18 99,9

AC60109A UF n.° 22 99,7
AC60109A UF n.° 25 99,8
AC60109A UF n.° 27 100
Fabricacion de AC60109 BMK 99,8
AC60202 UF n.c 4 ND
AC60202 UF n.° 10 ND
AC60202 UF n.° 18 ND
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Fabricacién de AC60202 BMK 100

Promedio 99,8

ND = no determinado.

La tabla 24 proporciona el porcentaje de pureza de lotes de rhASB precursora purificada usando el método de
purificacién mediante el proceso de perfusion, en el que se ha evaluado la pureza mediante RP-HPLC y SEC-HPLC
(que permite la cuantificacion de impurezas de diferentes pesos moleculares tales como formas procesadas o
multimeros).

Tabla 24: Pureza mediante RP-HPLC y SEC-HPLC

Lote Pureza me diante.RF.’ -HPLC (% del pico Pureza mediante SEC -HPLC (% del pico
principal) principal)
AP60109 99,8 99,8
AP60202 100 >99
AP60204 99,7 99,8
AP60206 100 99,8
AP60301 100 99,6
AP60302 100 99,6
AP60303 100 99,5
AP60304 100 ND*
Promedio 99,9 99,6

* No determinado

Eliminacién de proteasas en el proceso de perfusion

A la escala discontinua de 180 I, se requieren dos series en DEAE Sepharose de 24 | relativamente grandes. El
proceso de perfusion genera volimenes de tampdén para lograr una purificaciéon a gran escala practica y volimenes
de recogida 10 veces mas grandes que imponen tamafios de columna de DEAE Sepharose poco practicos estrictos
10 veces mayores. Por tanto, se evalud la eliminacion de la etapa de DEAE Sepharose particularmente insostenible
en un esfuerzo por hacer més eficaz la nueva serie de purificacion por perfusién. Como consecuencia, la serie tres
columnas (tal como se describe en la tabla 16) supera este obstaculo para la produccién a gran escala.

Se empled principalmente la etapa de cromatografia en DEAE Sepharose en el proceso discontinuo (descrito en la
tabla 15) para eliminar la proteina total (incluyendo proteasas) y el colorante indicador de pH, rojo fenol. Se aborda
este Ultimo problema en el nuevo proceso mediante la eliminacién de rojo fenol de la formulacién de medio 302. La
eliminacion de la proteina total mediante la etapa de DEAE Sepharose dio como resultado una capacidad superior
de Blue Sepharose a pH 5,5. En el nuevo proceso, necesitaban identificarse las condiciones de Blue Sepharose que
equilibraban una alta capacidad de rhASB al mismo tiempo que se limitaba la actividad proteasa. Tanto la capacidad
como la protedlisis se potencian a pH bajo. Ademas, debe demostrarse que el aclaramiento de proteasas mejora la
robustez de la etapa de cromatografia de cobre posterior, en la que se ha encontrado que el aclaramiento de la
proteasa catepsina es problematico en el proceso discontinuo. Se encontraron condiciones que producian los
resultados deseados, por lo cual, se realizé la carga a pH bajo, mientras que las condiciones de lavado y elucion
eran a pH superior, condiciones que aclaran eficazmente la proteasa catepsina, con una carga aceptable de 0,8 mg
de rhASB/ml de resina. La eliminacién de la actividad proteasa (por ejemplo catepsina) se demuestra en los
cromatogramas de la figura 8.

La comparacion de rhASB purificada a partir de la serie de perfusion 102PD0055 usando o bien el nuevo proceso
(sin cromatografia de DEAE FT) o bien el proceso de purificacién discontinuo antiguo (eluato de PS (OP) indica que
el material del proceso antiguo purificado (usando el método discontinuo) de la misma serie de reactor, carril de
eluato de PS (OP), tiene significativamente mas protedlisis, tal como se demuestra por las bandas adicionales en gel
tefiido con plata y detectables mediante anticuerpos anti-ASB (véase la figura 9). El nuevo proceso es mucho mas
puro en relaciéon con el patrén discontinuo. La proteasa catepsina se clarifica mediante cromatografia Blue. Se
observa material de reaccién cruzada anti-catepsina en la fraccién de separacion de Blue usando el nuevo proceso.

Los resultados farmacocinéticos descritos a continuacion en el ejemplo 11 muestran que la preparacion de rhASB
mas pura da como resultado una semivida mas larga que el patrén discontinuo previo.
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Ejemplo 10
Efectos del tensioactivo sobre la formacion de parti culas

Se llevé a cabo un protocolo experimental para determinar el efecto de polisorbato-80 sobre la generacion de
particulas en viales de rhASB preparada con el nuevo proceso de cultivo celular de perfusion. Se emplearon
ensayos de recuento de particulas y visuales para determinar el grado de generacién de particulas. Ademas, se
realizaron pruebas de actividad, electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), inmunotransferencia y cromatografia
de exclusiéon molecular (SEC) para confirmar la calidad del producto en presencia de polisorbato-80 y/o agitacion en
relacion con controles no tratados. También se compararon los viales y tapones usados para el proceso discontinuo
de rhASB (antiguos, Wheaton 5 ml, 2905-B24B/West S-127 (4401/45)) con los viales y tapones propuestos para su
uso para el material derivado de perfusion (nuevos, Wheaton 5 ml, 2905-B8BA/West S-127 (4432/50)).

Se llenaron los viales tras haberse hecho pasar rhASB a través de un filtro de 0,2 um usando una pipeta desechable
de 10 ml. Se llenaron dos viales para cada prueba que contenia rhASB. Se usaron ambos para el ensayo visual
dedicandose uno al recuento de particulas y guardandose el otro para el resto de los ensayos. Sélo se llené un vial
control de tampodn/prueba. Se introdujeron pocas particulas debido al sistema, la manipulacién de la muestra,
filtracion o llenado. A partir del analisis de recuento de particulas y visual (resultados mostrados en las tablas 25A-C
y 26A-C a continuacion), en los dias 0, 1 y 14, no se detect6 formacién de material particulado significativa en viales
no agitados de farmaco formulado en relacién con controles de sélo tampon.

Tras 18 h de agitacion a 4°C; se observé un gran aumento en las particulas en ambas configuraciones de viales con
rhASB en tampon de solo (fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 5,8), sin polisorbato. Eran
claramente visibles copos finos.

Se realiz6 el recuento de particulas usando el contador de particulas HIAC/ROYCO modelo 9703. El contador de
particulas liquidas puede determinar el tamafio y contar particulas que oscilan entre 2,0 pm y 150 pum. Se ponen tres
alicuotas de no menos de 5 ml cada una en el sensor de oscurecimiento de luz. Se notifican los recuentos de
particulas promedio de las series 2 y 3 como recuentos de particulas por ml. Basandose en la cuantificacion por
HIAC-Royko de particulas de 10 um de tamafio, se contaron 2069 y 1190 particulas/ml en configuraciones de viales
antiguos y nuevos, respectivamente. En presencia de polisorbato-80 al 0,001%, se encontré un recuento
marcadamente inferior con 21 y 49 particulas/ml. A polisorbato-80 al 0,005%, no pudieron detectarse esencialmente
diferencias entre viales agitados y no agitados.

En sellos/viales antiguos sin polisorbato-80, hubo una disminucién inesperada en los recuentos de particulas/ml de
desde 2069 hasta 268 desde los dias 1 hasta 14 tras la agitacion. El ensayo visual indic6 copos mas grandes en los
mismos viales de 14 dias en los que se encontraron recuentos inferiores; es posible que las particulas mas grandes
interfirieran con el ensayo de HIAC-Royko, o que la configuracién de viales antiguos contribuyese a un aumento de
la formacién de particulas con coalescencia y agregacion finales en particulas mas grandes, aunque en menor
namero.

Se realizaron pruebas adicionales para confirmar la integridad de la proteina tras la agitacion. La actividad especifica
no cambié. La cromatografia de exclusién molecular, un método que puede detectar cambios en la agregacion de
proteinas, que podria verse influida por la agitacion mecanica, no mostré ninglin aumento en especies de peso
molecular mas grande. Con el fin de detectar productos de descomposicién, los geles de SDS-PAGE de rhASB o
bien se tifieron con plata o bien se transfirieron sobre nitrocelulosa y se sometieron a inmunotransferencia con
anticuerpo anti-rhASB. No se detectaron bandas adicionales en ninguna de las muestras.

Tabla 25A: Ensayo visual. Dia 0

102PD0089-01 Tampén
Vial [Polisorbato-80] % Sin agitacion Sin agitacién
Antiguo 0 ) ) ()
Antiguo 0,005 ) ©) )
Antiguo 0,001 ) () ()
Nuevo 0 ¢ Q) ()
Nuevo 0,005 () ) )
Nuevo 0,001 () ) ()
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Tabla 25B. Ensayo visual. Dia 1

102PD0089-08 Tampén
Vial [Polisorbato-80] % Agitacion Sin agitacion Agitacion Sin agitacion
Antiguo 0 (++) | (+4) () () () ()
Antiguo 0,005 () () () () () ()
Antiguo 0,001 +-) | () () () () ()
Nuevo 0 (++) | (+4) (+1-) () () ()
Nuevo 0,005 () () () () () ()
Nuevo 0,001 +-) | () (+1-) () () ()
Tabla 25C. Ensayo visual. Dia 14
102PD0089-01 Tampén
Vial [Polisorbato-80] % Agitacion Sin agitacién Agitacion Sin agitacion
Antiguo 0 () | ) |0 8 0 0
Antiguo 0,005 ©) ©) ©) ©) ©) ©)
Antiguo 0,001 +H | @ ©) ©) ©) ©
Nuevo 0 RO e IO O B G S 0
Nuevo 0,005 ©) ©) ©) ©) ©) ©)
Nuevo 0,001 ¢+H | O ¢ | O ©) ©)
Ensayo visual:
Sin precipitacién visible —
Caso limite, no se esta seguro sobre la observacion -/+
Pequefia cantidad de precipitado fino +
Precipitacion significativa, turbio ++
Muy turbio, grandes copos de precipitado +++
Tabla 26A. Andlisis particulado, HIAC-Royko (particulas/ml). Dia 0
102PD0089-01 Tampoén
Vial [Polisorbato-80] % Sin agitacion Sin agitacién
10 pm 25 pm 10 pm 25 pm
Antiguo 0 4.5 0,5 2,5 0,0
Antiguo 0,005 2,0 0,5 1,5 0,0
Antiguo 0,001 4,5 1,5 2,5 1,0
Nuevo 0 6,5 2,5 6,0 4,0
Nuevo 0,005 1,5 0,5 3,0 1,0
Nuevo 0,001 19,5 5,0 2,0 0,0
Tabla 26B. Andlisis particulado, HIAC-Royko (particulas/ml). Dia 1
102PD0089-01 Tampén
Vial [Polisorbato-80]% Agitacién Sin agitacién Agitacion Sin agitacion
10 pm 25 pm 10 um | 25 pm 10um | 25um | 10 um | 25 um
Antiguo 0 2069,0 74,5 3,0 0,5 0,5 0,5 2,5 2,0
Antiguo 0,005 3,5 0,0 2,0 0,5 3,5 2,5 1,0 0,5
Antiguo 0,001 21,5 2,5 2,0 1,0 2,5 1,0 1,5 1,5
Nuevo 0 1190,0 34,5 5,0 0,5 0,0 0,5 2,5 3,5
Nuevo 0,005 19,0 0,0 4,5 0,0 2,5 0,0 17,0 0,0
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| Nuevo | 0,001 | 400 | o5 | 90 | 25 | 95 | o5 | 60 | 10 |

Tabla 26C. Andlisis particulado, HIAC-Royko (particulas/ml). Dia 14

102PD0089-01 Tampén
Vial [Polisorbato-80] % Agitacion Sin agitacion Agitacion Sin agitacion
10 pm 25um | 10pum | 25pum | 10pum | 25pum | 10 pum | 25 pum
Antiguo 0 268,0 18,0 0,5 0,0 4,5 2,0 0,0 0,5
Antiguo 0,005 2,0 2,5 1,0 1,0 2,5 0,5 6,0 3,0
Antiguo 0,001 72,0 6,5 7,0 3,0 7,0 1,0 1,0 2,0
Nuevo 0 1335,0 29,0 2,0 0,0 15 0,0 15 0,5
Nuevo 0,005 7,0 0,5 16,0 0,0 13,5 0,0 13,0 2,0
Nuevo 0,001 38,0 1,5 5,5 0,5 16,0 0,5 8,0 0,0

Los resultados indicaron que el procedimiento de llenado manual genera muy pocas particulas independientemente
de la formulacion. Tras agitacion constante y vigorosa a 180 rpm, eran claramente visibles particulas en viales que
contenian rhASB formulada sin polisorbato-80.

La presencia de polisorbato-80 era altamente eficaz en la inhibicion de la formacién de particulas inducida
mecanicamente. La proteccién era drastica, con recuentos de particulas mantenidos por debajo de niveles
esencialmente de fondo en viales agitados de polisorbato-80 al 0,001% y el 0,005%. La concentracion de
polisorbato-80 al 0,005% muestra una ligera mejora en la reduccion de los recuentos de particulas con respecto a la
concentracion de polisorbato-80 al 0,001%.

No se observé que la agitacién o formulacién provocase ninguna inestabilidad del producto tal como se evalud
mediante determinacion de la actividad, la concentracion de proteina, la pureza o el porcentaje de agregacion.

Ejemplo 11
Estudio clinico en seres humanos

Se realizé un ensayo clinico de fase 1/2, aleatorizado, de doble ciego de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
recombinante (rhASB) en pacientes con mucopolisacaridosis VI (MPS VI), sindrome de Maroteaux-Lamy, usando
producto terminado producido segun el proceso discontinuo descrito en el presente documento. Se formulé la rhASB
a una concentracion de 1 mg/ml, pH 5,8, fosfato de sodio monobasico 9 mM - 1 H,0, fosfato de sodio dibasico 1 mM
- 7 H20, cloruro de sodio 150 mM. Cuando se administré a los pacientes, se prepar6 la rhASB diluyendo la cantidad
apropiada de disolucion de farmaco en una bolsa intravenosa (i.v.) con solucién salina normal a temperatura
ambiente. Se medicaron previamente todos los pacientes con una antihistamina antes de la infusién para reducir las
posibles reacciones asociadas con la infusion.

Los objetivos de este estudio eran evaluar la seguridad, eficacia y perfil farmacocinético de dos dosis de rhASB
como ERT en pacientes con MPS VI. Se aleatorizaron los pacientes en un modo de doble ciego a uno dos grupos de
dosis, 0,2 y 1,0 mg/kg. Se administro el farmaco una vez en la semana como una infusién i.v. de cuatro horas. Las
medidas de seguridad incluian panel de quimica completo, andlisis de orina, hematograma completo (CBC) con
férmula leucocitica y seguimiento de AA. Se evaluaron para todos los pacientes la respuesta inmunitaria y las
reacciones asociadas con la infusién, la activacion del complemento y la formacion de anticuerpos. Los parametros
de eficacia incluian resistencia/tolerancia al ejercicio (prueba de marcha de 6 minutos), capacidad respiratoria
(pruebas de funcién pulmonar), amplitud de movimiento articular (JROM), estado funcional (cuestionario de
evaluacion de la salud infantil [CHAQ)]), niveles de GAG en orina y cambios en hepatomegalia, agudeza visual,
funcién cardiaca y apnea del suefio.

Se realizaron evaluaciones farmacocinéticas durante las infusiones a las semanas 1, 2, 12, 24 y periédicamente
después de eso para medir los niveles de antigeno (enzima) durante y después de la infusién. También se realizaron
evaluaciones farmacocinéticas a las semanas 83, 84 y 96 de la extension abierta del estudio, cuando se cambiaron
los pacientes comenzando en la semana 84 a la nueva rhASB purificada mediante el proceso de perfusion en una
formulacion con polisorbato 80 al 0,005%.

Se incluyeron un total de siete pacientes, y los pacientes incluidos tenian una variedad de caracteristicas constantes
con enfermedad en avance rapido o en avance moderado. Un paciente abandoné el estudio en la semana 3 por
motivos personales y se reemplazd. Se realiz6 un analisis provisional especificado previamente a finalizacion de las
24 semanas de tratamiento para los seis pacientes restantes. Los datos del andlisis provisional de la semana 24
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mostraron que rhASB se toleraba bien y la dosis de 1,0 mg/kg parecia producir mayor beneficio clinico y tener un
perfil de seguridad comparable al de la dosis de 0,2 mg/kg.

Se les ofreci6 a los pacientes en el grupo de dosis baja continuar el tratamiento al nivel de dosis de 1,0 mg/kg. Dos
pacientes iniciaron la terapia al nivel de dosis superior a intervalos tras la semana 48 (semanas 59 y 69). Los
pacientes tratados hasta la semana 96 han recibido la mayoria de las infusiones de rhASB planeadas. Ningin
paciente se ha saltado méas de dos infusiones en total durante este periodo.

Las evaluaciones de seguridad realizadas durante las 24 semanas iniciales, luego 48 de tratamiento, mostraron que
el tratamiento semanal con rhASB a 0,2 ¢ 1,0 mg/kg se toleraba bien sin diferencias significativas entre los dos
grupos de dosis. El tratamiento a mas largo plazo (hasta la semana 96) a 1,0 mg/kg semanalmente también se
toleraba bien.

Desarrollo de anticuerpo anti-rhASB y niveles de complemento

Los seis pacientes con farmaco de estudio en la semana 30 habian desarrollado anticuerpo frente a rhASB. Los
niveles de cuatro de los seis pacientes permanecieron relativamente bajos y disminuyeron desde niveles pico hacia
la semana 60. De los dos pacientes que desarrollaron niveles superiores de anticuerpo que los otros cuatro
pacientes, los niveles de anticuerpo de un paciente disminuyeron desde el nivel pico en la semana 24, y los niveles
del otro paciente se redujeron rapidamente desde el nivel pico en la semana 60. No se han observado cambios
constantes en los niveles de complemento CH50, C3 o C4 durante las 96 semanas de tratamiento. Varios pacientes
han tenido reducciones intermitentes modestas en los niveles de CH50; sin embargo, no se observaron pruebas de
consumo del complemento o correlacién entre estos bajos niveles y sintomas asociados con la infusion. La figura 10
muestra los niveles de anticuerpo a lo largo de 96 semanas de tratamiento.

Glicosaminoglicanos en orina

El nivel en orina de GAG es un marcador bioquimico del grado de almacenamiento lisosémico en individuos
afectados por MPS. Hacia la semana 24, se redujeron los GAG en orina en un promedio del 70% en el grupo de
dosis alta frente al 55% en el grupo de dosis baja. El porcentaje de DS, el producto de almacenamiento primario de
MPS VI, disminuy6 de manera similar en un 44% y un 18%, respectivamente. El examen del transcurso de tiempo
del cambio en la excrecién en orina de GAG como funcion de las semanas de tratamiento mostré una disminucion
mas pronunciada en los GAG en orina totales hacia la semana 6 en el grupo de dosis alta. Estos datos confirman
que la dosis superior producia un cambio mas grande en tanto GAG en orina como DS. Los GAG en orina han
continuado disminuyendo hasta la semana 96 para los pacientes en ambos grupos de tratamiento que permanecian
en el estudio. La figura 11 muestra la reduccion en los niveles totales de GAG en orina a lo largo de las 96 semanas
y la figura 12 muestra una comparacion de los niveles en la semana 96 con niveles normales apropiados para la
edad. Obsérvese que los dos pacientes en el grupo de dosis de 0,2 mg/kg que permanecian en el estudio, los
pacientes 41 y 45, se cambiaron a la dosis de 1,0 mg/kg en las semanas 69 y 59, respectivamente. En la semana
96, estos dos pacientes tenian reducciones en GAG a partir del examen del 85% y el 63%. Estas eran similares a las
reducciones observadas en los pacientes con 1,0 mg/kg a lo largo de las 96 semanas. Los pacientes 42, 43 y 44
tenian reducciones del 64%, el 77% y el 86% a partir del examen, respectivamente. En ambos grupos, los pacientes
que tenian niveles de GAG de nivel inicial superiores tenian porcentajes de reduccién superiores a los de los
pacientes con niveles de GAG que estaban mas proximos al intervalo normal (<5 veces el limite superior de la
normalidad, es decir, la media mas 2 DE).

Resistencia

La prueba de marcha de 6 minutos sirvio como medida clinica primaria de la resistencia. Los dos pacientes que no
podian caminar >100 m en el nivel inicial, que se aleatorizaron para recibir 1,0 mg/kg de farmaco de estudio (n.° 43y
n.° 44), tenian grandes mejoras en la distancia total caminada hacia la semana 24. Todos los pacientes excepto el
n.° 44, que desarrollé una compresion de la médula espinal C1-C2, mostraron mejora en su distancia caminada
hacia las semanas 48 y 96. La figura 13 muestra la mejora en los resultados de la prueba de marcha de 6 minutos a
lo largo de las 96 semanas de tratamiento.

Medidas adicionales de eficacia

Se observaron mejoras modestas en varios de otros parametros de eficacia durante las 96 semanas de tratamiento
con farmaco de estudio. La ROM del hombro, particularmente para la flexion, mejoré en cinco de los seis pacientes
del estudio en la evaluacion de la semana 24. Tres de los cuatro pacientes (n.° 41, 43 y 45) con evaluaciones en la
semana 96 seguian mostrando aumentos en la flexion del hombro. También se observaron ligeras mejoras en las
medidas de funcion respiratoria, capacidad vital forzada (FVC) y volumen espiratorio forzado durante un segundo
(FEV1), en tres de cuatro pacientes, en la semana 96. La agudeza visual, medible en cuatro de seis pacientes
incluidos, mejor6 en una o mas lineas en tres de estos cuatro pacientes, aunque un paciente tuvo cambios en sus
lentes de prescripcion durante este periodo. La hepatomegalia, medida mediante exploraciéon de TAC, aunque no es
una caracteristica relevante de esta enfermedad, también disminuydé modestamente, particularmente en los

46



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2533770 T3

pacientes con higados mas grandes en el nivel inicial.

Se observaron pocos cambios en los restantes parametros de eficacia, incluyendo la funcién cardiaca mediante
ECG, fuerza de agarre y pellizco, cuestionario CHAQ, altura y peso, densidad mineral ésea y estudios del suefio. No
se observoé deterioro significativo en ninguno de estos parametros a lo largo de las 96 semanas.

Farmacocinética

Se realizaron evaluaciones farmacocinéticas durante las semanas 1, 2, 12 y 24 del estudio de doble ciego y durante
las semanas 83, 84 y 96 de la extension abierta. Comenzando en la semana 84, los pacientes comenzaron a recibir
rhASB fabricada mediante el proceso de perfusion descrito en el ejemplo 9.

Se recogieron muestras de sangre durante la infusién a los 0, 15, 30, 60, 90 y 180 minutos, al final de la infusién a
los 240 minutos y tras la infusién a los 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 240 minutos. Se calcularon los parametros
farmacocinéticos para rhASB usando métodos no compartimentales. Se calcularon las areas bajo la curva de
concentracion plasmatica-tiempo hasta el infinito y el primer momento usando el método trapezoidal lineal hasta el
Gltimo punto con una concentracion por encima del limite calificado de cuantificacion.

Para pacientes a los que se les administraron 0,2 mg/kg/semana, los valores medios para AUCy.; eran relativamente
constantes desde la semana 1 hasta la semana 24 (10,009 + 5,107 en la semana 1, 11,232 + 3,914 en la semana 2,
13,812 + 9,230 en la semana 12 y 13,812 + 9,230 en la semana 24). Para la cohorte de 1,0 mg/kg/semana, los
valores medios para AUC eran 94,476 + 13,785 en la semana 1, 180,909 + 46,377 en la semana 2, 157,890 +
45,386 en la semana 12 y 251,907 + 201,747 en la semana 24. Para este grupo de 1,0 mg/kg/semana, el aumento
en los valores para AUCy.: y AUC.. y la desviacion estdndar grande se debian a un Unico paciente cuyas AUC eran
aproximadamente 2 veces superiores a los de otros dos pacientes en el grupo.

La comparacion de los valores medios para AUCo. entre las cohortes de 0,2 y 1,0 mg/kg/semana mostré un
aumento bastante en exceso del aumento de 5 veces en la dosis, lo que indica que la farmacocinética de rhASB era
no lineal a lo largo de este intervalo de dosis.

Se muestran los parametros farmacocinéticos a las semanas 83, 84 y 96 en la tabla 27 a continuacion.

Tabla 27
Parametro Semana 83 Semana 84 Semana 96
Cmax. (ng/ml) 1.143 + 284 1.367 + 262 1.341 +523
Tmax. (min.) 180 120 121

AUC.; (min.-ng/ml)

172.423 + 49.495

213.713 £ 45.794

200.116 + 76.506

AUC. (min.-ng/ml)

173.570 + 49.969

215.383 £ 47.018

201.157 £ 77.248

CL (ml/min./kg) 6,23 +2,10 4,81 +0,99 5,54 + 2,09
Vz (ml/kg) 67,6 +22,0 122 + 60,2 123 +17,4
Vss (ml/kg) 266 + 52,3 236+ 21,1 233+ 27,6

t¥2 (min.), semivida 8,49 + 4,68 19,0 + 13,2 17,3+ 8,26
MRT (min.) 44,4 +7,61 50,9 + 12,9 46,1 + 16,1

Se notifican la media aritmética y la desviacion estandar excepto para Tmax. que es la mediana. Se notificaron
valores de pacientes individuales si n<3.

Los parametros para la semana 83 eran comparables a los obtenidos desde las semanas 2 hasta 24 (excluyendo un
paciente con AUC altas), lo que indica la constancia en la farmacocinética de rhASB tras la exposicion semanal
durante aproximadamente 18 meses. Desde la semana 83 hasta la semana 84, los valores de AUC medios tendian
hacia arriba en aproximadamente el 25% mientras que el aclaramiento corporal total tendia hacia abajo en
aproximadamente el 25%. Desde la semana 83 hasta la semana 84, la semivida aumenté desde aproximadamente
8,5 minutos hasta 17-19 minutos. Los parametros de la semana 96 eran comparables a los de la semana 84.
Aunque estos datos farmacocinéticos eran de un pequefio nimero de pacientes y habia un solapamiento sustancial
de valores individuales, estos resultados indicaron que la preparacién de rhASB de alta pureza obtenida a partir del
proceso modificado descrito en el ejemplo 9 tenia una semivida mas larga que la preparacion de rhASB original.

Ejemplo 12

Estudio clinico adicional en seres humanos
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Se realiz6 un ensayo clinico abierto de fase 2 de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante (rhASB)
en pacientes con mucopolisacaridosis VI (MPS VI), sindrome de Maroteaux-Lamy, usando producto terminado
producido segun el nuevo proceso de perfusion descrito en el ejemplo 9. Se formulé la rhASB a una concentracion
de 1 mg/ml, pH 5,8, fosfato de sodio monobasico 9 mM, - 1 H,O, fosfato de sodio dibasico - 7 H.O, cloruro de sodio
150 mM, polisorbato 80 al 0,005%.

Los objetivos de este estudio eran evaluar la seguridad, eficacia y farmacocinética de rhASB 1,0 mg/kg administrada
como una infusién i.v. semanalmente. Se modificaron los criterios de inclusién para este estudio para incluir un
conjunto relativamente uniforme de pacientes con resistencia alterada. Los pacientes tenian que poder caminar al
menos 1 m pero no mas de 250 m en los primeros seis minutos de una prueba de marcha de 12 minutos en el nivel
inicial. Los otros criterios de inclusién y exclusién eran similares a los del estudio de fase 1/2 porque los pacientes
tenian que tener al menos cinco afios de edad y tener un diagnéstico genético o bioquimico documentado. Ademas
de la prueba de marcha, se incluyeron en este estudio varios criterios de evaluaciéon no estudiados previamente en
pacientes con MPS.

Las medidas de seguridad incluian evaluaciones de laboratorio clinico, andlisis de orina, CBC con férmula
leucocitica, ECG y seguimiento de AA. Estan evaluandose las reacciones asociadas con la infusion asi como el
consumo del complemento y la formacién de anticuerpos para todos los pacientes. Los parametros de eficacia
incluian medidas de resistencia y movilidad, incluyendo una prueba de marcha de 12 minutos, la prueba
cronometrada de levantarse y caminar, la prueba de subir escaleras de 3 minutos y actividad fisica. Se evaluaron
efectos subjetivos, tales como dolor articular y rigidez articular, con un cuestionario, y también se evaluaron otras
medidas en la escala de desarrollo de Denver tales como el tiempo en atarse los zapatos, tocarse la parte superior
de la cabeza, quitarse el jersey y recoger monedas y ponerlas en una taza. Las medidas de eficacia adicionales
incluian medidas de agudeza visual, estudios de densidad dsea, evaluacion de la fuerza de agarre y pellizco, ROM
del hombro, estado funcional, funcién pulmonar, excrecion de GAG en orina, examenes visuales, funcion cardiaca y
saturacion de oxigeno durante el suefio. Se realizaron evaluaciones farmacocinéticas durante las infusiones a las
semanas 1, 2, 12 y 24 para medir los niveles de antigeno (enzima) durante y después de la infusién. Se incluyeron
diez pacientes, cinco en los Estados Unidos y cinco en Australia. Todos los pacientes completaron la semana 24 de
tratamiento. No hubo ninguna muerte o interrupcién. Todos los pacientes recibieron las 24 infusiones de farmaco de
estudio; por tanto, se incluyeron todos los pacientes en los analisis de eficacia y seguridad.

Como en el estudio de fase 1/2, habia una amplia heterogeneidad de la gravedad de la enfermedad entre los
pacientes con MPS VI incluidos en el estudio de fase 2. Varios pacientes tenian también caracteristicas neuroldgicas
de la enfermedad, incluyendo hidrocefalia comunicante, inestabilidad de la médula espinal cervical y enfermedad de
los discos de la médula espinal.

Evaluaciones de laboratorio clinico

No se observaron anomalias de laboratorio clinicamente significativas en estos pacientes a lo largo del periodo de
24 semanas.

Estudios de complemento y anticuerpos anti-rhASB

Ocho de los 10 pacientes desarrollaron anticuerpos frente a rhASB hacia la semana 24. De los tres pacientes que
desarrollaron niveles superiores de anticuerpo que los otros pacientes, los niveles de anticuerpo de dos pacientes
siguieron elevandose después de la semana 24 pero parecian haberse estabilizado hacia la semana 48. Estos dos
pacientes o bien eran del genotipo “nulo” o bien tenian una mutacién en presunto sitio antigénico principal para ASB.
La reduccion en GAG en orina era menor para estos dos pacientes en comparacioén con los otros. La figura 14
muestra los niveles de anticuerpo a lo largo de 48 semanas de tratamiento.

En la semana 24, un paciente tenia valores de C4 y CH50 disminuidos, tanto antes como después de la infusion de
la semana 12, lo que se consideré que era clinicamente significativo por el investigador. C4 y CH50 estaban
ligeramente por debajo del limite inferior de la normalidad antes de la infusién y mostraron una mayor disminucion
tras la infusion. Aunque estos resultados sugerian la posibilidad de consumo del complemento, no se observé
ningin signo o sintoma clinico consecuente con tal consumo. No se observaron anomalias clinicamente
significativas en los niveles de complemento en ninguno de los otros pacientes en el estudio.

Glicosaminoglicanos en orina

La reduccién media en los niveles de GAG en orina era rapida, alcanzando un nadir en la semana 6, y
permaneciendo relativamente constante desde la semana 6 hasta la semana 24. Hacia la semana 24, se redujeron
los GAG en orina en un promedio del 71%, y hacia la semana 48 se redujeron los GAG en orina en un promedio del
de 76%. Los diez pacientes mostraron una disminuciéon en los niveles de GAG en orina que se aproximaron al
intervalo normal tras 24 semanas de tratamiento. Estos datos concuerdan con los resultados observados para los
siete pacientes en el estudio de fase 1/2. La figura 15 muestra la reduccion en los niveles totales de GAG en orina a
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lo largo de las 48 semanas y la figura 16 muestra una comparacién de los niveles en la semana 48 con niveles
normales apropiados para la edad

Medidas de resistencia

Se evalué la distancia caminada en una prueba de marcha de 12 minutos para todos los pacientes en el nivel inicial
y cada seis semanas después. Se registro la distancia como la media de dos mediciones separadas en cada
evaluacion y se determiné a tanto 6 minutos como 12 minutos.

En el nivel inicial, las distancias medias caminadas a los 6 y 12 minutos eran 152,4 (+ 75,0) y 264,0 (+ 161,7) metros,
respectivamente. En la semana 24, la distancia media caminada a los 6 minutos habia mejorado en 57,3 (+ 59,0)
metros (el 62% por paciente), mientras que la distancia media caminada a los 12 minutos habia mejorado en un
promedio de 155 metros (el 98% por paciente). Todos los pacientes mejoraron su distancia caminada a los 12
minutos, y todos menos un paciente mejoraron en los primeros 6 minutos de la marcha. En la semana 48, la mejora
promedio en la prueba de marcha de 12 minutos era de 212 metros (el 138% por paciente). La figura 17 muestra la
mejora en los resultados de la prueba de marcha de 12 minutos a lo largo de las 48 semanas.

Subir escaleras durante 3 minutos fue la segunda medida de resistencia sometida a prueba. En el nivel inicial, los
pacientes podian subir una media de 50,3 (+ 29,5) escalones. Hacia las 24 semanas, el nimero medio de escalones
subidos habia aumentado hasta 98,1 (+ 62,5) escalones, una mejora de 48 escalones o el 110% por paciente
(+ 116%). Hacia las 48 semanas, el nimero promedio de escalones subidos habia aumentado en 61 escalones
hasta un total de 111 escalones, una mejora del 147% por paciente. La figura 18 muestra la mejora en los resultados
de subir escaleras durante 3 minutos a lo largo de las 48 semanas. Los pacientes variaban enormemente en cuanto
al numero de escalones subidos, y el rendimiento en el nivel inicial no se correlacionaba necesariamente con el
grado de mejora en la semana 24.

Medidas de eficacia adicionales

Se evaluaron varios parametros de eficacia adicionales durante las primeras 24 semanas de este estudio. Se usoé la
prueba cronometrada de levantarse y caminar como una medida de la capacidad funcional general. Globalmente, no
hubo ninguna reduccién significativa en el tiempo total necesario para esta prueba entre el nivel inicial y la semana
24, pero hubo una modesta mejora hacia la semana 48. La figura 19 muestra los resultados de la prueba
cronometrada de levantarse y caminar a lo largo de las 48 semanas de tratamiento.

Se realizaron medidas de tiempo espiratorio forzado (FET), FVC y FEV1 para evaluar la funcién pulmonar. La tabla
28 a continuacién presenta los valores de la funciéon pulmonar en el nivel inicial, la semana 24 y la semana 48 y
también muestra la mejora en la altura y la organomegalia en la semana 48. No se observaron cambios significativos
en estos parametros a lo largo del periodo de 24 semanas. En la semana 48, 5/10 pacientes mejoraron en FVC y
FEV1, de los cuales 3 de los 5 mostraron mejora pese a menos de un 2% de cambio en el crecimiento. En la
semana 48, hubo también una mejora del 43% en promedio en el tiempo espiratorio forzado (>1 segundo).

Tabla 28
Funcién pulmonar frente a crecimiento y organomegalia
Ae'rt_]”é? FYC_ an FVIC en FV(I:1 en Camlbio %Ade  %Ade  %Ade %k’)sz‘;e
cacere e el SOV 8 R e fowe oo b e
(cm) (litros) na24 na48 [cm] (%) 48°  semana 48 48° 483
200 18 96,2 0,47 0,44 0,48 -0,05 (<1) -6,3 -15,2* -5,88 -13,90
201 9 93,2 0,52 0,54 0,60 6,65 (7,1) -2,3 -14,4* -8,82 -20,17
202 17 120 0,75 ND 0,92 0,55 (<1) -6,7 -5,3 -27,81 -26,69
203 15 107 0,28 0,27 0,38 1,9 (1,8) -8,6 -12,5 -16,45 -20,22
204 7 87 0,52 0,60 0,50 3,8(4,4) -1,3 -4.5 -6,74 -9,71
300 22 102,4 0,37 0,39 0,37 2,5(2,4) -15,5 -20* -16,58 -21,09
301 9 1211 1,40 1,46 1,55 4,9 (4,0) +26,3 +3 19,67 -2,56
302 6 99,7 0,81 0,85 0,83 4,8 (4,8) +5,7 -13 -1,92 -19,99
303 8 84,6 0,16 0,27 0,31 1,1(1,3) -5,8 -13+ -45,33 -49,38
304 16 1247 0,83 0,74 0,83 1,3(1,0) -2,8 -15* 6,93 -6,03

"Los valores en negrita indican valores de FVC que representan aumentos clinicamente significativos
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2Tamario de higado medio en el nivel inicial 681,6 + 118 cc

3Tamaiio del bazo medio en el nivel inicial 146,8 + 40 cc

*Volumenes del higado por encima del 95% del limite ajustado a la edad con respecto al peso corporal en el nivel
inicial, y dentro de limites normales en la semana 48

+Volumenes del higado por encima del 95% del limite ajustado a la edad con respecto al peso corporal en el nivel
inicial y la semana 48

Tabla 29
Amplitud de movimiento del hombro

Cambio en la semana 24

(grados de funcion) Cambio en la semana 48

Movimiento del hombro Nivel inicial

Todos los pacientes

(n=10)
Flexion activa 102 6 3
Flexion pasiva 116 4 Q)
Extension activa 52 5 5
Extension pasiva 63 9 (6)
Rotacion lateral activa 59 7 6
Rotacion lateral pasiva 69 9 (6)
Pacientes con flexion en el nivel inicial <90°
(n=3)
Flexion activa 85 9
Extension activa 50 6 4
Rotacion lateral activa 52 7

Se evalué la ROM del hombro (flexion, extensién, rotaciéon) de manera tanto activa como pasiva. Globalmente para
el grupo, se observo un porcentaje de aumento modesto en la ROM tanto activa como pasiva; sin embargo, algunos
pacientes mostraron una disminucién en algunas medidas a las 24 semanas. A las 48 semanas, habia una gran
variabilidad en los resultados debido a varios resultados atipicos; sin embargo, seguia habiendo una mejora en la
ROM del hombro particularmente en pacientes que tenian menos de 90 grados de flexion en el nivel inicial. La tabla
29 anterior presenta los grados de amplitud de movimiento del hombro en el nivel inicial, la semana 24 y la semana
48.

Se evaluaron el dolor y la rigidez usando un cuestionario. Mientras que dos pacientes no tuvieron ningn cambio en
la puntuacién de dolor, siete pacientes mostraron mejora en el dolor hacia la semana 24 (un paciente no tenia
evaluacion en el nivel inicial). Los nueve pacientes evaluados mostraron mejora en la rigidez en la semana 24. El
dolor y la rigidez evaluados usando el cuestionario siguieron mejorando hacia la semana 48. Se muestran los
resultados del cuestionario de dolor articular y el cuestionario de rigidez articular a lo largo de 48 semanas de
tratamiento en las figuras 20 y 21, respectivamente.

Se observaron mejoras significativas en la fuerza de agarre a lo largo de todos los grupos de pacientes. Siete
pacientes tuvieron mejoras en la fuerza de agarre para una o ambas manos. Se observaron pocos cambios en la
prueba de pellizco a lo largo del periodo de 24 semanas. Hubo pocos cambios significativos observados en las otras
evaluaciones de la calidad de vida, excepto que en la semana 48 hubo una mejora modesta en la destreza y
sensibilidad (tal como se mide mediante la prueba de recogida de monedas).

Se midieron los niveles de actividad usando el dispositivo ActiTrac® acoplado al cinturén. No se observaron cambios
significativos en el nivel de actividad.

No se observaron cambios significativos en las evaluaciones de la funcién cardiaca (ECG) o en la talla o longitud

supina. Estudios del suefio realizados en un subconjunto de pacientes no mostraron cambios clinicamente
significativos.
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Lista de secuencias

<110> BIOMARIN PHARMACEUTICAL INC.

<120> N-ACETILGALACTOSAMINA-4-SULFATASA PRECURSORA, METODOS DE TRATAMIENTO USANDO

DICHA ENZIMA Y METODOS PARA PRODUCIR Y PURIFICAR DICHA ENZIMA

<130> 30610/30011A

<150> Documento US 10/290.908

<151> 07-11-2002

<160> 22

<170> Patenteln version 3.2

<210>1

<211> 1656

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (45)..(1643)

<400> 1

tagctacagt cggaaaccat cagcaagcag gtcattgttc caac atg ggt ccg cgc 56
Met Gly Pro Arg
1

ggc gcg gcg agcec ttg ccc cga ggc ccc gga cct cgg cgg ctg ctc ctc 104
Gly Ala Ala Ser Leu Pro Arg Gly Pro Gly Pro Arg Arg Leu Leu Leu
5 10 15 20

ccec gtc gtc ctc ccg ctg ctg ctg ctg ctg ttg ttg gecg ccg ccg gge 152
Pro Val Val Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ala Pro Pro Gly
25 30 35

tcg ggc gcc ggg gcc agc cgg ccg ccc cac ctg gte ttc ttg ctg geca 200
Ser Gly Ala Gly Ala Ser Arg Pro Pro His Leu Val Phe Leu Leu Ala
40 45 50

gac gac cta ggc tgg aac gac gtc ggc ttc cac ggc tcc cgce atc cge 248
Asp Asp Leu Gly Trp Asn Asp Val Gly Phe His Gly Ser Arg Ile Arg
55 60 65

acg ccg cac ctg gac gcg ctg gcg gcc ggc ggg gtg ctc ctg gac aac 296
Thr Pro His Leu Asp Ala Leu Ala Ala Gly Gly Val Leu Leu Asp Asn
70 75 80

tac tac acg cag ccg ctg tgc acg ccg tcg cgg agce cag ctg ctc act 344
Tyr Tyr Thr Gln Pro Leu Cys Thr Pro Ser Arg Ser Gln Leu Leu Thr
85 30 95 100

ggc cgc tac cag atc cgt aca ggt tta cag cac caa ata atc tgg ccc 392
Gly Arg Tyr Gln Ile Arg Thr Gly Leu Gln His Gln Ile Ile Trp Pro
105 110 115

tgt cag ccc agc tgt gtt cct ctg gat gaa aaa ctc ctg ccc cag ctc 440

Cys Gln Pro Ser Cys Val Pro Leu Asp Glu Lys Leu Leu Pro Gln Leu
120 125 130
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cta
Leu

gga
Gly

tac
Tyr
165

tgt
Cys

cga
Arg

aac
Asn

gag
Glu

ctt
Leu
245

aag
Lys

gta
Val

acg
Thr

ggt
Gly

ggc
Gly
325

ggc
Gly

ctc
Leu

ggc
Gly

aaa
Lys

atg
Met
150

Lttt
Phe

aca
Thr

gat
Asp

ata
Ile

aag
Lys
230

cag
Gln

aac
Asn

gga
Gly

gtg
Val

aat
Asn
310

gtc
Val

gtg
Val

gtg
Val

ttce
Phe

gaa
Glu
135

tac
Tyr

gga
Gly

tta
Leu

ggc
Gly

ttc
Phe
215

cct
Pro

gtc
val

agg
Arg

aat
Asn

ttc
Phe
295

aac
Asn

cga
Arg

aag
Lys

aag
Lys

gac
Asp
375

gca
Ala

cgg
Arg

tat
Tyr

att
Ile

gaa
Glu
200

acc
Thr

ctg
Leu

cct
Pro

cat
His

gtc
Val
280

atc
Ile

tgg
Trp

ggg
Gly

aac
Asn

ctg
Leu
360

gtg
Val

ggt
Gly

aaa
Lys

ctc
Leu

gac
Asp
185

gaa
Glu

aaa
Lys

ttt
Phe

gag
Glu

cac
His
265

act
Thr

ttt
Phe

cce
Pro

gtg
Val

cgg
Arg
345

gce
Ala

tgg
Trp

tat
Tyr

gaa
Glu

ctg
Leu
170

gct
Ala

gtt
vVal

agg

ctc
Leu

gaa
Glu
250

tat
Tyr

gca
Ala

tct
Ser

ctt
Leu

ggc
Gly
330

gag
Glu

agg
Arg

aaa
Lys

act
Thr

tgc
Cys
155

ggt
Gly

ctg
Leu

gca
Ala

gct
Ala

tac
Tyr
235

tac
Tyr

gca
Ala

gct
Ala

aca
Thr

cga

ttt
Phe

ctc
Leu

gga
Gly

acc
Thr
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acc
Thr
140

ctt
Leu

agt
Ser

aat
Asn

aca
Thr

ata
Ile
220

ctt

Leu

ttg
Leu

gga

Gly

tta
Leu

gat
Asp
300

gga
Gly

gtg
Val

atc
Ile

cac
His

atc
Ile
380

cat
His

cca
Pro

gaa
Glu

gtc
Val

gga
Gly
205

gce
Ala

gct
Ala

aag
Lys

atg
Met

aaa
Lys
285

aac
Asn

aga
Arg

gca
Ala

cac
His

acc
Thr
365

agt
Ser

atg
Met

acc
Thr

gat
Asp

aca
Thr
190

tat
Tyr

ctc
Leu

cte
Leu

cca
Pro

gtg
Val
270

agc

Ser

gga
Gly

aaa
Lys

agc
Ser

atc
Ile
350

aat
Asn

gaa
Glu

52

gtc
Val

cgc
Arg

tat
Tyr
175

cga
Arg

aaa
Lys

atca
Ile

cag
Gln

tat
Tyr
255

tcc
Ser

agt
Ser

gg99
Gly

tgg
Trp

cce
Pro
335

tct

Ser

ggc
Gly

gga
Gly

gga
Gly

cga
Arg
160

tat
Tyr

tgt
Cys

aat
Asn

act
Thr

tct
Ser
240

gac
Asp

ctt
Leu

gg99
Gly

cag
Gln

agc
Ser
320

ttg

Leu

gac
Asp

aca
Thr

agc
Ser

aaa
Lys
145

gga
Gly

tcc
Ser

gct
Ala

atg
Met

aac
Asn
225

gtg
Val

ttt
Phe

atg
Met

ctc
Leu

act
Thr
305

ctg
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

aag
Lys

cca
Pro
385

tgg
Trp

ttt
Phe

cat
His

ctt
Leu

tat
Tyr
210

cat
His

cat
His

atc
Ile

gat
Asp

tgg
Trp
290

ttg
Leu

tgg
Trp

aag
Lys

ctg
Leu

cct
Pro
370

tcc
Ser

cac
His

gat
Asp

gaa
Glu

gat
Asp
195

tca
Ser

cca
Pro

gag
Glu

caa
Gln

gaa
Glu
275

aac
Asn

gca
Ala

gaa
Glu

cag
Gln

cca
Pro
355

ctg
Leu

cce
Pro

ctg
Leu

acc
Thr

cgc
Arg
180

ttt
Phe

aca
Thr

cca
Pro

cce
Pro

gac
Asp
260

gca
Ala

aac
Asn

gg99
Gly

gga
Gly

aag
Lys
340

aca

Thr

gat
Asp

aga
Arg

488

536

584

632

680

728

776

824

872

920

968

1016

1064

1112

1160

1208



att gag ctg ctg cat
Ile Glu Leu Leu His
390

tgt ccc agg aac agc
Cys Pro Arg Asn Ser
405

gaa tat tca gcc ttt
Glu Tyr Ser Ala Phe
425

aat tgg aaa ctc ctc
Asn Trp Lys Leu Leu
440

cca ccg tct caa tac
Pro Pro Ser Gln Tyr
455

acc aag acc ctc tgg
Thr Lys Thr Leu Trp
470

cat gac ctg tcc aga
His Asp Leu Ser Arg
485

cgc cta cag ttc tac
Arg Leu Gln Phe Tyr
505

cag gac ccc cgc tgt
Gln Asp Pro Arg Cys
520

atg taggatttca ggg
Met

<210>2

<211>533

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2

Met Gly Pro Arg Gly
1 5

Arg Leu Leu Leu Pro
20

Ala Pro Pro Gly Ser
35

Phe Leu Leu Ala Asp
50

aat
Asn

atg
Met
410
aac
Asn

acg
Thr

aat
Asn

ctc
Leu

gaa
Glu
490

cat
His

gat
Asp

Ala

Val

Gly

Asp

att
Ile
395
gct
Ala

aca
Thr

ggc
Gly

gtt
vVal

ttt
Phe
475

tat
Tyr

aaa
Lys

ccec
Pro

Ala

Val

Ala

Leu

ES 2533770 T3

gac
Asp

cca
Pro

tct
Ser

tac
Tyr

tct
Ser
460

gat
Asp

cct
Pro

cac
His

aag
Lys

Ser

Leu

Gly

40

Gly

cca
Pro

gca
Ala

gtc
Val

cca
Pro
445

gag
Glu

att
Ile

cac
His

tca
Ser

gcc
Ala
525

Leu

Pro

25

Ala

Trp

aac
Asn

aag
Lys

cat
His
430

ggce
Gly

ata
Ile

gat
Asp

atc
Ile

gtc
Val
510

act
Thr

Pro

10

Leu

Ser

Asn

53

tte
Phe

gat
Asp
415

gct
Ala

tgt
Cys

ccc
Pro

cgg
Arg

gtc
Val
495

ccec
Pro

999
Gly

Arg

Leu

Arg

Asp

gtg
Val
400
gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

tca
Ser

gac
Asp
480

aca
Thr

gtg
Val

gtg
Val

Gly

Leu

Pro

Val
60

gac
Asp

tct
Ser

att
Ile

tac
Tyr

tca
Ser
465

cct

Pro

aag
Lys

tac
Tyr

tgg
Trp

Pro

Leu

Pro

45

Gly

tct
Ser

tct
Ser

aga
Arg

tgg
Trp
450

gac

Asp

gaa
Glu

ctc
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly
530

Gly

Leu

30

His

Phe

tca
Ser

ctt
Leu

cat
His
435
ttc
Phe

cca
Pro

gaa
Glu

ctg
Leu

cct
Pro
515

cct
Pro

Pro

15

Leu

Leu

His

ccg
Pro

cca
Pro
420

gga
Gly

cct
Pro

cca
Pro

aga
Arg

tcc
Ser
500

gca
Ala

tgg
Trp

Leu

Val

Gly

1256

1304

1352

1400

1448

1496

1544

1592

1640

1656



ES 2533770 T3

Ser Arg Ile Arg Thr Pro His Leu Asp Ala Leu Ala Ala Gly Gly Val
65 70 75 80

Leu Leu Asp Asn Tyr Tyr Thr Gln Pro Leu Cys Thr Pro Ser Arg Ser
85 S0 35

Gln Leu Leu Thr Gly Arg Tyr Gln Ile Arg Thr Gly Leu Gln His Gln
100 105 110

Ile Ile Trp Pro Cys Gln Pro Ser Cys Val Pro Leu Asp Glu Lys Leu
115 120 125

Leu Pro Gln Leu Leu Lys Glu Ala Gly Tyr Thr Thr His Met Val Gly
130 135 140

Lys Trp His Leu Gly Met Tyr Arg Lys Glu Cys Leu Pro Thr Arg Arg
145 150 155 160

Gly Phe Asp Thr Tyr Phe Gly Tyr Leu Leu Gly Ser Glu Asp Tyr Tyr
165 170 175

Ser His Glu Arg Cys Thr Leu Ile Asp Ala Leu Asn Val Thr Arg Cys
180 185 130

Ala Leu Asp Phe Arg Asp Gly Glu Glu Val Ala Thr Gly Tyr Lys Asn
195 200 205

Met Tyr Ser Thr Asn Ile Phe Thr Lys Arg Ala Ile Ala Leu Ile Thr
210 215 220

Asn His Pro Pro Glu Lys Pro Leu Phe Leu Tyr Leu Ala Leu Gln Ser
225 230 235 240

Val His Glu Pro Leu Gln Val Pro Glu Glu Tyr Leu Lys Pro Tyr Asp
245 250 255

Phe Ile Gln Asp Lys Asn Arg His His Tyr Ala Gly Met Val Ser Leu
260 265 270

Met Asp Glu Ala Val Gly Asn Val Thr Ala Ala Leu Lys Ser Ser Gly
275 280 285

Leu Trp Asn Asn Thr Val Phe Ile Phe Ser Thr Asp Asn Gly Gly Gln
290 295 300

Thr Leu Ala Gly Gly Asn Asn Trp Pro Leu Arg Gly Arg Lys Trp Ser
305 310 315 320
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora, en la que dicha N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora tiene una pureza al menos igual al o mayor del 99% basandose
en la proteina total, en la que dicha pureza se mide usando el método de fase inversa HPLC (RP-HPLC) y en la que
la composicion esta libre de bandas detectables de aproximadamente 47-48 kDa tras la electroforesis en gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) con tincién de Coomassie.

2. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora es
una N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora recombinante.

3. Composicion segun la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
humana precursora tiene una pureza al menos igual al, o mayor del 99,2% basandose en la proteina total, en la que
dicha pureza se mide usando el método de RP-HPLC, o en la que dicha pureza es al menos igual al, 0 mayor del
99,5%, o0 en la que dicha pureza es igual al, o mayor del 99,9%.

4. Composicion segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
humana precursora esta glicosilada.

5. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa humana precursora tiene una pureza al menos igual al, 0 mayor del 99% basandose en la proteina total, en
la que dicha pureza se mide usando el método de HPLC con cromatografia de exclusién molecular (SEC-HPLC), o
en la que dicha pureza por SEC-HPLC es igual al, o mayor del 99,5%, o en la que dicha pureza por RP-HPLC es
igual al, o mayor del 99% y dicha pureza por SEC-HPLC es igual al, o superior al 99,5%.

6. Composicién farmacéutica que comprende la composicidon segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 y un
portador farmacéuticamente aceptable.

7. Composicion farmacéutica segin la reivindicacion 6, que comprende ademas una disolucion de cloruro de sodio y
un detergente no iénico.

8. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6, en la que la N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
precursora esta presente a una concentracién de aproximadamente 1-5 mg/ml o de aproximadamente 50 a
aproximadamente 250 unidades por ml.

9. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 6, en la que el tampdn es un tampén fosfato de sodio a una
concentracion de aproximadamente 10-50 mM.

10. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6, en la que el pH de la disolucion se mantiene a
aproximadamente 5,8.

11. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 6, que comprende un polioxietilensorbitano.

12. Composicion farmacéutica segun la reivindicaciéon 11, en la que el polioxietilensorbitano es polioxietilensorbitano
20 u 80 y la concentracién de dicho polioxietilensorbitano 20 u 80 es de aproximadamente el 0,005%
(peso/volumen).

13. Composicion de cualquiera de la reivindicaciones 1 a 12 para su uso en el tratamiento de una enfermedad
producida en su totalidad o en parte por una deficiencia en N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa, en donde la
enfermedad es mucopolisacaridosis, MSP VI, o el sindrome de Maroteaux-Lamy.

14. Composicién para el uso de la reivindicacion 13, en donde dicho paciente tiene aproximadamente un 10% o
menos de una actividad de N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa normal.

15. Uso de la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para la preparacion de un medicamento para
tratar una enfermedad producida en su totalidad o en parte por una deficiencia en N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa,
en donde la enfermedad es mucopolisacaridosis, MPS VI o sindrome de Maroteaux-Lamy.

16. Uso segun la reivindicacién 15 o composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 13, en donde han
de administrarse al menos aproximadamente 50 unidades/kg o al menos aproximadamente 1 mg/kg de dicha N-
acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora semanalmente a dicho paciente o en donde han de
administrarse al menos aproximadamente 100 unidades o 2,0 mg/kg de dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa
humana precursora semanalmente a dicho paciente.

17. Uso segun la reivindicacién 15 o composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 13, en donde el
medicamento es para el tratamiento de un ser humano.
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18. Uso segun la reivindicacién 15 o composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 13, en donde la
cantidad de dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora es eficaz para proporcionar uno 0 mas
efectos beneficiosos seleccionados del grupo que consiste en movilidad articular, dolor articular, rigidez articular,
tolerancia al ejercicio, resistencia al ejercicio, funciéon pulmonar, agudeza visual y actividades de la vida diaria.

19. Composiciéon farmacéutica que comprende N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un polioxietilensorbitano a una concentracion que oscila entre
aproximadamente el 0,002% y aproximadamente el 0,008% (peso/volumen).

20. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 19, en la que dicho polioxietilensorbitano es
polioxietilensorbitano 80 a una concentracion del 0,005% (peso/volumen).

21. Uso de la reivindicacion 15 o composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 13, donde el
medicamento es para el tratamiento de un ser humano y dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
precursora ha de administrarse a una dosis de al menos 0,2 mg/kg por semana, o donde dicha N-
acetilgalactosamina humana precursora ha de administrarse a una dosis de 1 mg/kg por semana.

22. Uso segun la reivindicacién 15 o composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 13, en donde
dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana precursora ha de administrarse a través de una infusion una vez a
la semana a lo largo de un periodo de 2 a 4 horas o en donde dicha N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana
precursora ha de administrarse a través de una infusién una vez a la semana a lo largo de un periodo de 4 horas.
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FIG. 1
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FIG. 2

Esquema resumen del procedimiento de
purificacion del principio activo rhASB
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| FIG. 3
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FIG. 5

'SDS-PAGE, gel de TG al 4-20%

tincion de plata
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FIG. 7A

rhASB formulado, 052202
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67



ES 2533770 T3

SuonIRIS"ZL:L0E0p0 Bwg §5000d20198 ——
9U097Z1:40£0V0 WY 55000 dZ0LSE -
PU0D~Z1:10£0p0 Bwg $5000dZ01LS8—~——

HA7Z1:40£090 Bwg 55000420188 -~~~
WwoszIAN"Z4:H0E0Y0 Bwg §5000dZ0)SE—

000 0002 000} 0

0°0- 3 §v 7 b lr =T 0
y I { S TR, Y W ) S
o : ~0001L
0'0p- :
0°09; -0002
wo/Sw . vw

V8 "Old

68



ES 2533770 T3

0'02-

ooy

0°09-

0‘084

wo/Sw

. SuORYesTLLILONSS000dZ0400 ——
LSIH'HL@suU0NoI4™ |} 1L ONSS000d2040D - - - -

WODTLANTLLLONSS000dZ0EDD -+ove
PUOD™LANT 1L LONSS00Qd201 09—~~~
HA"LANT 1L LONSS00adZ010Q ===~
Wwosz AN 11:1ONSS00QdZ0L 00 —

bt a4

4 b

e
-
L
1
.

g8 "'9ld

69



ES 2533770 T3

SUOKOBI{TLILONSS000d20LSd —

~ 2U0QT}LONGS00QdZ0LSd e
PU0Q™L:LONSS00QdT04Sd ===~
HA™}:L0NG5000d20}1Sd ~——-~

Wwo8Z AN IONSS000dT04Sd =

T

SriSaza=-c

odels o ole ole] ﬂm

T T T R T T T T T

L
_._.—.-
\

i-—..—-- — sy,

J
1

o8 'Old

70



ES 2533770 T3

o
S
S
0
oY
|
m
K]
/3 ©
%5 & 3
90 0 .
5, g, o’ @
a4 N OND MW~ <
7 bgpta,y TRLERE 2
“ojg ot "a T S
m RN F &
. sd Ie’?/ ' ! e
. L)) Q4 o
9e, Yen,. § =
y ep I)/g ' &
m epl/ ope,] 1, Qo
og,, ST F 2
S'g ep Jeo,e . ;
Qs ole’/;s "- 8
oots B
0§ R
._/,4/ . ..%
8
[2]
C
o
©
C
=)
&
£
9, &
70’8 a
Gpe , %
0 /49-/ N o © MW~
W, v, N B T2 N T ]
v WSt gL LB 3 c o
do ) 0800.0‘{{[ :"_?'? ?',;'iz;.' q-%i o ,_‘—E X g
Sy % 9 b ’ L . g
< Sy % %/;, ' *’, N H.on 0w
m OO ole”/$ . '..’. H . 2. (|2
i 8
©
[@)]
&
&
W
()]
w

71

~Conjugado de IgG anti-conejo (H=L) -AP 1:3.000

tincién de plata



ES 2533770 T3

$.
S
&% D QS @
& SIPINERS
2 0 6o oL
o & 2O LT
Q S @ 2 2 O Q
o .0 o g’ 2 ~;
g O F o 0 5
, C Q0 &85 L& 00 ¥
P I AR PSP »
TR FFFT LS
THF Vg v Y .
‘E.' - . .. ...o - - ¥ . _‘T‘-"175.kna-.
- T : ' ‘.._'""‘?-33
[ . . e ’.;.%$2 .
SOy -~ . : . ' t l-“l':.‘ < " 4 8 . ‘
- ] I 1] ;"':‘ :,H,‘;;__J ‘
' r;.:. I'.‘_._
: K LE 1T

Inmunotransferencia de tipo Western, 1gG anti—cafops'i na-G, M19, 1:5.000
IgG de asno anti-cabra AP 1:5.000

72



ES 2533770 T3

 ojudlwelel) ap BURWAS

96 8 2L 08 8y o¢ Ve zl 0
.._, " .”. : ——ir] : ¥l B3 0
L, 2
=
O
e
1]
=
b v_ m
143
-
w
. 9 m
_ | :
DS o'uU eleq sisop—-—0--— \ S
lsp o'u eleq siIsop—&— : ...,. . O
Gv o'U efeq sisop —0— A c
b o'u —O— \ a
jC )
£ o'u —O— @
2y U —o— - 0L S
LY o'U B}je sisop--O-- \ 3
Ly o'U eleq sisop — O — m__ =
— - 4)

- 01 "OId

73



ES 2533770 T3

ojualwejel) ap euewag

0S/ZHH 2p eleq m_mnﬂ..._:.:..m_:....
Str44o ap ejje sisop———
Strd40 ap efeq sisop———-——

poidIN .

CHISY ————
Zy/4ON ——
LP/NEY 9P BIE SISO =l
Ly/nNay ap eleq sI1SOp--———{}-——

I E

-(euluneasd sp bBwy/oyo ap Bn) eurio ua Hyo

74



ES 2533770 T3

(soue) pep3

sz 0

o.

- 001

- 002

T
S
=5

Gl (1]% G 0
1 1 1 " — 1 a 1 1 - !
AN
Y ___ \ ___#
RN
| “.mv A
) \ |
v D .m O zy
| l |
| | |
(U T
| l |
| | |
| _ |
| \ !
VoL
|
RRVCI
| |
_ _ |
¢ O 1 - 005
IA SdIN 9P 96 BUBWAS ‘DY V . 4
[B121Ul [2AIU 8P |A SAdIN 2P 9YD 0O

sajewlou souiu A sojnpy O

¢l "Old

8 =
(euiuneasd ap bwy/oyo ap bBn) eulso ua 5\&9

75



O“—CQ._EN“—N.,_“— 9P euewag

ES 2533770 T3

96 8 A 09 . 8 ge R A 4 0
1 1 ] 1 1 1 L L O
\\O\\
[ —_— a % oot
: . LT O - \\\b...w.u@.ﬂ
0S/ZHH °p efeq sisop --—0--— - \\\O ............. \-\I.Hh@.\l ...rw\ N\
| sv/440 op eye sisop—a— Lw.\ . e i o \
gp/440 op efeq sisop- —0- — I o 002
poIdN —O — - o .
EPISYH —-O-—
v/ 40N —O—

Ly/INGV ap e)e sisop ==L
TL/INGY 9p eleq sisop =—-53-—

€L°Dld

76

(w) epeulwed eoueNsq .



FIG. 14

ES 2533770 T3

3 g + 8

'(cuané ap InjOQq o49ns ua odiananuy

77

Semana de tratamiento



FIG. 15

ES 2533770 T3

Semana de visita

~ (euluneasd ap bw/oyo ap bn) séimm BULIO U3 Y9

78



ES 2533770 T3

(soue) pep3

0§ - 0¥ 0z. ot 0
. . oy - L i 1 v .c
R _-_.-h___ﬂ..
7R it |
1 . - 001
__ P Big 1 .
| | 1 m, i\ |
R
__ bl it - 002
by b
- | bl
) I byl
__ .n ." ____ ﬂ - 00
L e
|
| ° il
|
| | 1 - 00F
| ; 16
IA SdIN op 8 euewss ‘Dyo0 __ .
Je121ul |2A1U 3P |A SdIN 8P OYOO & L 005
sajewou souiu A soy)npy m

(euiugeasd ap Bw/oyo ap bn) eulio ua Hyo

79



ES 2533770 T3

SR SN O

1 N . l

ojuaiweje.t) ap euewas

0g

1

vz

.81

L=

1eqo|b elpa| —y—

- 0s€

- 00F

- 0S¥

LL 914

- 005

- 00g

(w) epeuiwed eisuelsiq.

80



ES 2533770 T3

—a—Media global
42

36

30

FIG. 18

70 4

L B N L
8 8 8 g8 8 . %

120 -+
110 -

SOJNUIW § Ud SOPICQNS SBUO|BISd dp OJaWNN

81

Semana de tratamiento



ES 2533770 T3

ojusiwe)e.l) ap euewas

g A of

[ i ]

o¢ vz .

13

Il

4

leqolb m_nm.__;_idrl

61 791d

Fd

145

(sopunbas) odwal |

82



ES 2533770 T3

0S .

ojualwejes) ap euewas
oy .08 .02 ol | 0

| | 1 _. W]

|eroiul [aAIu
|2 U02 ugIoeledwoD us Je|nalue 0|0 O o
eUBWaS BUWIYN B Ua Jg|NJILE 10|0(] —g—

02 Ol

Jejnoiue 1ojop ap e|easy

83



ES 2533770 T3

X sojeq

0s. .. -0p - 0. .02

[EIDIUl [SAIU
|8 uod uoeIedWOod US JBNoIYE Jojoq O
BUBLUSS BUWIYN B] U Jejndiye zapibly —e—

12 'Ol

84



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

